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·论　著·
52氟尿嘧啶腹腔内缓释化疗对 H22腹水瘤小鼠的抑瘤疗效观察

姜福全 ,王　强 3 ,蔡清萍 ,杨伟志 (第二军医大学长征医院普通外科 ,上海 200003)

[摘要 ]　目的 :观察 52氟尿嘧啶 (52FU)腹腔内缓释化疗对 H22腹水瘤小鼠的抑瘤作用。方法 :昆明种实验小鼠腹腔内注射

0. 2 ml H22腹水瘤细胞悬液 (含癌细胞 4×106 )制备腹水瘤小鼠模型。成模小鼠分为生理盐水对照组、腹腔化疗组、缓释化疗

组和缓释对照组 4组 ,分别给予腹腔注射生理盐水、普通 52FU、52FU 缓释剂以及缓释对照品。观察各组小鼠的生存期 ;流式

细胞仪测定腹腔注射后第 9、12天各组小鼠腹水瘤细胞的凋亡率 ,计算增殖指数 ;腹腔注射后第 12天电镜观察各组腹水瘤细

胞涂片。结果 :腹腔化疗组小鼠平均生存期低于缓释化疗组[ (13. 7±1. 7) d vs (15. 3±2. 0) d , P < 0. 05 ] ,但均明显高于生

理盐水对照组和缓释对照组 ( P < 0. 05) ,而后两者无显著差异。实验第 9天 ,腹腔化疗组小鼠腹水瘤细胞的凋亡率 ( %)明显高

于缓释化疗组 (16. 5±1. 7 vs 8. 1±0. 9 , P < 0. 05) ,而第 12天缓释化疗组明显高于腹腔化疗组 (10. 1±1. 3 vs 7. 6±0. 8 , P <

0. 05) 。实验第 9、12天 ,腹腔化疗组和缓释化疗组瘤细胞凋亡率均明显高于生理盐水对照组和缓释对照组 ( P < 0. 05) ,后两者

无显著差异。电镜观察结果显示腹腔化疗组和缓释化疗组腹水瘤细胞呈典型的凋亡形态学变化 ,而对照组瘤细胞形态无明显

变化。结论 :52FU腹腔缓释化疗较腹腔化疗延长了荷瘤小鼠的生存期 ,对腹腔内肿瘤细胞的抑制作用较持久。
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Eff icacy of intraperitoneal susta ined2release chemotherapy with 52FU on mice bearing H22 ascitic tumor

J IAN G Fu2quan , WAN G Qiang 3 , CA I Qing2ping , YAN G Wei2zhi (Department of General Surgery , Changzheng Hospital ,

Second Military Medical University , Shanghai 200003 , China)

[ ABSTRACT] 　Objective :To evaluate the inhibitory effect of int raperitoneal sustained2release chemotherapy with 52FU on the

growth of H22 ascitic tumor in mice. Methods : Mouse H22 ascitic tumor model was established by int raperitoneal injection of

0. 2 ml H22 ascitic cells (4×106 cells) and the animals were subsequently divided into 4 group s randomly , namely , the saline

control group ( received saline) , peritoneal chemotherapy group ( received common 52FU ) , sustained2release chemotherapy

group (received sustained2release 52FU) , and negative control group ( received control sustained2release agent) . The survival

times of the mice were recorded in all group s. The apoptosis rates of H22 ascitic cells were analyzed with flow cytometry 9 and

12 days after injection of H22 cells and the proliferation index was calculated. Elect ron microscope was used to observe H22

cells 12 days after peritoneal injection. Results : The average survival time of peritoneal chemotherapy group ( [ 13. 7±1. 7 ] d)

was significantly shorter than that of sustained2release chemotherapy group ( [15. 3±2. 0 ]d) ( P < 0. 05) , but was longer than

those of saline control group and negative control group ( P < 0. 05) , with no significant difference between the latter 2 groups.

The apoptosis rate of H22 cells in sustained2release chemotherapy group was lower than that in peritoneal chemotherapy group

(8. 1±0. 9 vs 16. 5±1. 7 , P < 0. 05) 9 days after injection of H22 cells , but was higher than the latter 12 days after injection

(10. 1±1. 3 vs 7. 6±0. 8 , P < 0. 05) ; besides , they were both higher than those of saline control and negative control group s

( P < 0. 05) , with no significant difference found between the latter 2. Elect ron microscopic result s showed that some H22 cells

in peritoneal chemotherapy group and sustained2release chemotherapy group had a typical apoptosis appearance , and most cells

in control group remained unchanged. Conclusion : Int raperitoneal sustained2release chemotherapy using 52FU can prolong the

survival time of mice bearing tumors and can inhibit the growth of H22 ascitic tumors for a longer period of time.
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　　“腹腔内化疗”的概念是由美国癌症协会经过一

系列研究于 1970年提出的 ,最初是应用小剂量化疗

液腹腔内注射控制卵巢癌患者的腹水[1 ] ,后广泛用

于多种腹腔内肿瘤的治疗。其应用的药物主要有 52
氟尿嘧啶 (52FU) 、氨甲蝶呤、丝裂霉素等 ,其中以 52
FU 较为常见[2 ]。本实验中以荷 H22腹水瘤小鼠为

模型 ,探讨腹腔内缓释化疗的抑瘤作用。

1　材料和方法

1. 1　实验动物和试剂　82 只雌性昆明种小鼠由第
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二军医大学实验动物中心提供 ,6周龄 ,体质量 18～

20 g ,SPF级动物实验室条件下饲养。52FU 缓释剂
( sustained released fluorouracil) :由芜湖中人药业

有限责任公司提供 ,国药准字 H20030345 ,含有效成

分 FU 约 2 mg/粒。52FU :250 mg/支 ,上海海普制

药厂 ,购自长征医院药房。52FU 缓释剂对照品 ,由

芜湖中人药业有限责任公司提供。

1. 2　昆明种小鼠 H22腹水瘤模型的建立

1. 2. 1　癌细胞悬液的制备　腹腔穿刺抽取 H22腹

水瘤模型鼠 (由中国医学科学院上海肿瘤研究所提

供)腹水 ,加入适量生理盐水 ,配成细胞悬液 ,细胞计

数及测定细胞活力 ,活细胞率达 95 %。调整细胞密

度为 2×107 / ml备用。

1. 2. 2　昆明种小鼠腹腔种植　记录每只昆明种实验

小鼠的质量后 ,用 70 %乙醇腹部消毒 ,每只小鼠腹腔注

入 0. 2 ml H22腹水瘤细胞悬液(含癌细胞 4×106个)。

1. 3　腹腔化疗　腹腔注射后第 4天 ,随机将腹腔接

种后的小鼠分为 4 组 ,生理盐水对照组 (20 只) :腹

腔穿刺注射生理盐水 0. 2 ml ,1 次/ d ,4～8 d ;腹腔

化疗组 (22只) :腹腔穿刺注射 52FU 20 mg/ kg ,0. 2

ml ,1次/ d ,4～8 d ;缓释化疗组 (22只) :第 4天腹腔

穿刺注射 52FU 缓释剂 (含 52FU 100 mg/ kg) +生理

盐水 0. 2 ml ,第 5～8 d腹腔穿刺注射生理盐水 0. 2

ml ,1次/ d ;缓释对照组 (18 只) :第 4 天腹腔穿刺注

射缓释剂对照品 +生理盐水 0. 2 ml ,第 5～8天腹腔

穿刺注射生理盐水 0. 2 ml ,1次/ d。

1. 4　观察指标

1. 4. 1 　各组小鼠的生存期比较　计算各组实验小

鼠的平均生存期 ,以及相对于生理盐水对照组小鼠

其他各组小鼠的生命延长率 ( %) = (其他各组小鼠

平均生存时间 - 生理盐水对照组平均生存时间) /生

理盐水对照组平均生存时间 ×100 %。各组小鼠观

察的数量分别为生理盐水对照组 8 只 ,腹腔化疗组

10只 ,缓释化疗组 10只 ,缓释对照组 6只。

1. 4. 2　腹水瘤细胞凋亡率、增殖指数的计算以及电

镜观察　实验第 9天用脱颈椎法处死各组小鼠各 6

只 ,腹部穿刺抽取腹水 ,用流式细胞仪检测细胞周期

和凋亡率 ,计算增殖指数 = ( S + G2 / M) / ( G0 / G1 +

G2 / M + S)。实验第 12天处死各组剩余小鼠 (其中对

照组和缓释对照组各有 5 只 ,腹腔组和缓释组各 6

只) ,计算细胞凋亡率和增殖指数 ,并行电镜观察。

1. 5　统计学处理　所有数据均以 �x ±s表示 ,组间

数据比较采用方差分析。

2　结　果

2. 1　腹腔缓释化疗对 H22腹水瘤小鼠生存期的影

响　生理盐水对照组 ,腹腔化疗组 ,缓释化疗组及缓

释对照组小鼠的生存期 ( d) 分别为 12. 0 ±1. 5、

13. 7±1. 7、15. 3±2. 0和 12. 7 ±1. 4。与生理盐水

对照组相比 ,腹腔化疗组和缓释化疗组小鼠的生存

期明显延长 ( P < 0. 05) ,分别延长了 14. 2 %和

27. 5 %。缓释化疗组明显长于腹腔化疗组 ( P <

0. 05) 。而生理盐水对照组和缓释对照组之间无明显

差异。

2. 2　腹腔缓释化疗对 H22腹水瘤细胞凋亡率和增

殖指数的影响　实验第 9天时腹腔化疗组和缓释化

疗组腹水瘤细胞周期发生明显变化 , G0 / G1期细胞

相对增加 ,而 S期和 G2 / M 期细胞相对减少。与生

理盐水对照组 (0. 47)相比 ,腹腔化疗组腹水细胞的

增殖指数 (0. 30)明显降低 ,差异有统计学意义 ( P <

0. 05) ;缓释化疗组 (0. 37)与生理盐水对照组相比差

异也有统计学意义 ( P < 0. 05) ,缓释化疗组明显高

于腹腔化疗组 ( P < 0. 05) ;而生理盐水对照组与缓

释对照组 (0. 46)之间无明显差异。在实验第 12 天

时腹腔化疗组腹水细胞的增殖指数为 0. 38 ,与生理

盐水对照组 (0. 39)无明显差别 ;而缓释化疗组腹水

细胞的增殖指数为 0. 32 ,与生理盐水对照组差异仍

有统计学意义 ( P < 0. 05) ;而生理盐水对照组与缓

释对照组 (0. 39)之间无明显差异。

　　实验第 9天时 ,腹腔化疗组腹水瘤细胞的凋亡

率为 (16. 5 ±1. 7) % ,缓释化疗组为 (8. 1 ±0. 9) % ,

明显高于生理盐水对照组 (2. 4±0. 4) %和缓释对照

组 (2. 5 ±0. 3) % ( P均 < 0. 05) ;腹腔化疗组高于缓

释化疗组 ( P < 0. 05) 。实验第 12天时 ,腹腔化疗组

的细胞凋亡率为 (7. 6 ±0. 8) % ,缓释化疗组的细胞

凋亡率为 (10. 1±1. 3) % ,与生理盐水对照组 (5. 3±

0. 5) %相比 ,仍有明显的差异 ( P均 < 0. 05) ,且缓释

化疗组的细胞凋亡率较腹腔化疗组高 ( P < 0. 05) ,

而生理盐水对照组与腹腔缓释对照组 (4. 8±0. 7) %

之间无明显差异。

2. 3　小鼠腹水细胞涂片的电镜观察　实验第 12天

时发现生理盐水对照组腹水瘤细胞数多 ,细胞核大

且成团聚集深染 ,缓释对照组与其相似。腹腔化疗

组和缓释化疗组瘤细胞数量明显减少 ,有较多细胞

呈坏死性改变 ,胞质崩裂 ,核消失 ;而且有较多呈典

型的凋亡形态学变化 :细胞核内染色质浓缩聚集 ,呈

团块状或花瓣状 ,位于核膜内侧 ;核中央可见低电子

密度的染色质 ,部分细胞可见核膜破裂 ,胞核崩解 ,

形成早期凋亡小体 ;胞质内线粒体轻微肿胀 ,部分空

泡样变 ,其他细胞器结构基本正常 (图 1) 。
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图 1　腹水细胞凋亡的电镜照片

Fig 1　Apoptosis of H22 cells under

electron microscope( ×10 000)

3　讨　论

　　腹腔内化疗从 20 世纪 70 年代开始应用于临

床 ,目前已经成为消化道肿瘤术后预防复发和转移

的重要手段之一。以往研究[3 ,4 ]表明某些抗肿瘤药

物经腹腔直接注入 ,腹腔内容物所接触的浓度大大

高于血浆药物浓度 ,用药数小时后腹腔内浓度约是

体循环血浆浓度的 400～1 000倍 ,而门静脉的药物

浓度也几乎是体循环血浓度的 4倍。相对于传统的

全身化疗 ,腹腔化疗具备以下优点 :高浓度的抗癌药

物直接作用于肿瘤细胞 ,增强了杀伤能力 ;抗癌药物

经门静脉入肝可以增强对肝脏转移瘤的治疗效果 ;

腹腔内化疗可以降低胃肠道肿瘤术后复发和肝脏转

移 ;减少体循环的毒性 ,产生最大限度药物剂量耐受

性[5 ]。但是 ,研究[6 ]发现大剂量 52FU (100 mg/ kg)

腹腔化疗后腹腔内 52FU 的半衰期在 3. 8 h左右 ,时

间较短。因此 ,有必要采用一种新的化疗手段 ,在保

留腹腔化疗优势的基础上 ,进一步延长药物的作用

时间。罗学来等[ 7 ]发现将 52FU 加入活性炭后行腹

腔化疗可以更进一步增加药物的作用时间 ,但并未

进一步深入研究。梁寒等[8 ]研究发现利用活性炭吸

附丝裂霉素后腹腔内注射 ,在腹腔液、大网膜和淋巴

结形成高药物浓度 ,并维持 24 h 以上 ,而丝裂霉素

水剂腹腔化疗则不能在血浆、大网膜和淋巴结形成

高药物浓度。

　　本实验我们使用 52FU 缓释剂进行化疗 ,并观

察其疗效。此 52FU 缓释剂是应用高分子骨架及膜

层技术来控释氟尿嘧啶 ,植入体内后 ,体液逐层渗入

药粒 ,微囊之间的药物以较快速度释放 ,在短时间内

于植药区域形成一个冲击浓度 ;同时体液逐层渗入

到药物微囊内 ,溶解囊内药物 ,在浓度梯度的作用下

药物向膜外扩散 (即渗透2扩散机制) ,形成较稳定的

释放速度。

　　研究结果表明 52FU 腹腔内缓释化疗抑制了腹

水瘤细胞的增殖 ,延长了小鼠的生存期。与腹腔化

疗相比 ,腹腔内缓释化疗对荷瘤小鼠生存期的延长

作用更明显。有研究[9 ]发现 52FU 佐剂包裹物可明

显延长小鼠的生存期 ,而 52FU 无明显效果。上述

实验中的佐剂正是起到缓慢释放和促进机体免疫反

应的作用。

　　我们又对比研究了各组实验小鼠腹水细胞的增

殖指数和凋亡率。结果提示腹腔化疗组药物对肿瘤

细胞增殖的抑制作用明显 ,但作用持续时间短 ;缓释

化疗组药物作用时间长 ,在给药后 8 d仍对腹腔内

的肿瘤细胞增殖有抑制作用。而各组腹水细胞凋亡

比例的变化也体现了类似的趋势。以上结果符合

52FU作用的细胞周期特异性规律 ,仅对增殖细胞尤

其 S期作用较好 ,且延缓 G1期向 S期的进展 ,具有

自限性。这表明腹腔内缓释化疗在更长时间内抑制

了肿瘤细胞的增殖 ,促进其凋亡。

　　综上所述 ,本研究用腹水瘤小鼠模拟了腹腔内

肿瘤复发或种植的临床现象 ,对比了 52FU 腹腔化

疗和腹腔缓释化疗的疗效 ,结果证实腹腔缓释化疗

在更长的时间里诱导小鼠腹水瘤细胞凋亡 ,抑制其

增殖 ,延长了动物的存活时间 ,这为临床预防和治疗

腹腔内恶性肿瘤术后复发提供较好的用药方式。
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