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１５３钐氯屈膦酸二钠在原位人骨肉瘤裸鼠模型中的疗效
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［摘要］　目的：观察１５３钐氯屈膦酸二钠（１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ）在原位人骨肉瘤裸鼠动物模型中的疗效。方法：以人骨肉瘤细胞

系 ＨＯＳ８６０３接种ＳＣＩＤ小鼠皮下，成瘤后经ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠胫骨移植传代，再接种裸鼠胫骨建立原位人骨肉瘤裸鼠模型，测

定１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ的生物分布，并通过外观、瘤体质量、钼靶Ｘ线片、组织学观察和生存期与１５３ＳｍＥＤＴＭＰ、ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ对照进

行疗效观察。结果：注射后２４ｈ生物分布示瘤骨分布远高于其他组织，放射性计数比瘤骨／血＝４６２７．１１，瘤骨／正常骨＝

１０．８１，正常骨／肝脏＝８．４１。１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ治疗组较对照组溶骨反应轻，生存期显著延长，但是瘤体质量没有明显差异。

结论：１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ浓聚于瘤骨，在原位人骨肉瘤裸鼠模型中的疗效较好，有进一步实验研究和临床应用的前景。
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　　控制癌性骨痛的常用方法有放射性核素和双膦
酸盐治疗，代表药物有１５３钐乙二胺四甲撑膦酸
（１５３ＳｍＥＤＴＭＰ）和氯屈膦酸二钠（ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ）［１］。

Ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ能抑制破骨细胞活性，防止羟基磷灰石
晶体溶解，改变肿瘤细胞的微环境，减轻溶骨反应，
缓解骨痛。实验发现ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ能螯合放射性核
素１５３Ｓｍ，携带１５３Ｓｍ进入骨肿瘤病灶，其β射线能直
接杀伤肿瘤细胞，１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ应该可以从抑制
骨溶解和肿瘤内照射放疗两方面发挥治疗作用。原

位人骨肉瘤裸鼠动物模型模拟骨肿瘤生长环境，接
近骨肿瘤患者实际［２］，我们通过此模型来观察１５３Ｓｍ
ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ在体内的分布和疗效。

１　材料和方法

１．１　材料
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１．１．１　实验动物　重度联合免疫缺陷小鼠（ＳＣＩＤ
小鼠），４周龄，１２～１５ｇ，雄性。ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，４周
龄，１２～１５ｇ，雄性。由第二军医大学实验动物中心
提供。

１．１．２　仪器和试剂　Ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ由第二军医大学
基础部化学教研室提供。１５３ＳｍＣｌ３和１５３ＳｍＥＤＴＭＰ
由北京市中国原子能科学研究院提供。ＲＰＭＩ１６４０
培养液、胎牛血清、胰酶消化液及细胞培养仪器设备
由第二军医大学长海医院实验诊断科提供。ＦＭＪ
单管γ计数器由上海市第一肺科医院免疫研究室提
供。

１．１．３　肿瘤细胞　已体外建系，经过生物学特性鉴
定的人骨肉瘤细胞系 ＨＯＳ８６０３［３］。

１．２　实验方法

１．２．１　１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ的制备　取ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ溶
液５ｍｌ（６０ｍｇ／ｍｌ）加入１ｍｌ１５３ＳｍＣｌ３（１０ｍｇ／ｍｌ，
１５３Ｓｍ放射性活度约７４０ＭＢｑ／ｍｌ），调ｐＨ 值为４，

１００℃水浴加热２０ｍｉｎ，标记率可达９２％以上。

１．２．２　传代人骨肉瘤细胞的培养和接种　以人骨肉
瘤细胞悬液接种ＳＣＩＤ小鼠背部皮下，成瘤后经

ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠胫骨移植传代，胫骨接种处骨质破坏，软
组织瘤体达０．５～１．０ｃｍ后，制成细胞悬液再次接种

ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠胫骨，建立原位人骨肉瘤裸鼠模型。

１．２．３　１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ在原位人骨肉瘤裸鼠模型
体内的生物分布　取６只接种４周后的荷瘤裸鼠，
尾静脉注入１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ０．２ｍｌ２４ｈ后，摘眼球
取血，颈椎脱臼处死动物，立即剖取心、肝、脾、肺、
肾、肠、甲状腺、瘤骨和对侧正常骨，分别称量并在γ
计数器上测定放射性计数，计算出每克组织的放射
性计数（ｃｐｍ／ｇ）。

１．２．４　１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ对原位人骨肉瘤裸鼠模型
的疗效观察　接种后裸鼠１８只随机分３组，分别
为１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ治疗组和ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ对照组、
１５３ＳｍＥＤＴＭＰ对照组。第１、２组ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ剂量３
ｍｇ／只，第１、３组１５３Ｓｍ放射性活度约为７．４ＭＢｑ／
只。接种后次日及每隔２周尾静脉注射用药一次。

接种后第４周和第６周摄钼靶Ｘ线片和外观彩照，
并观察生存期至第７周末，记录每只动物的死亡日
期，称取裸鼠体质量和瘤体质量。７周后处死存活
的实验动物，称取裸鼠体质量和瘤体质量，肿瘤标本
固定脱钙后常规石蜡切片 ＨＥ染色。

１．３　统计学处理　荷瘤裸鼠注射１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ
后２４ｈ各脏器中的放射性计数ｃｐｍ／ｇ呈对数正态
分布，取ｘ＝ｌｇ（Ｘ＋１）行对数变换后再进行方差分
析。各组荷瘤裸鼠的体质量和瘤体质量比较采用方
差分析。生存期比较采用ｌｏｇｒａｎｋ卡方法时序检
验。

２　结　果

２．１　模型建立情况　ＳＣＩＤ小鼠接种两周后皮下长
出肿瘤，４周后直径达０．５～１．０ｃｍ，将肿瘤移植入

ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠胫骨，４周后瘤体达０．５～１．０ｃｍ，骨
质明显破坏，再传代植入ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠胫骨进行下
一步实验。接种３周后软组织可见肿块，４周后瘤
体明显。

２．２　１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ在原位人骨肉瘤裸鼠模型体
内的生物分布　荷瘤裸鼠注射１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ后

２４ｈ各脏器中的放射性计数（ｃｐｍ／ｇ）呈对数正态分
布，取ｘ＝ｌｇ（Ｘ＋１）行对数变换后，瘤骨、正常骨、
肝、脾、肾、甲状腺和血的分布分别为３．７３±０．０９、

２．６８±０．０４、１．７７±０．０８、１．４５±０．１１、１．０８±０．１１、

０．８３±０．０７和０．３０±０．０４，放射性计数比瘤骨／
血＝４６２７．１１，瘤骨／正常骨＝１０．８１，正常骨／
肝脏＝８．４１，心、肺、肾等软组织分布极少。经方
差分析可见，瘤骨浓聚极为明显，瘤骨、正常骨、肝、
血中分布各组间相差均有显著性意义（Ｐ＜０．０１）。

２．３　荷瘤裸鼠外观　各组间软组织肿瘤体积未见
明显差别，６周时各组存活鼠外观照片如图１所示，

７周时以及动物死亡时的瘤体质量和裸鼠体质量如
表１所示。各组瘤体质量差异无显著性意义（Ｆ＝
０．１７，Ｐ＞０．０５），各组裸鼠体质差异也无显著性意
义（Ｆ＝０．３７，Ｐ＞０．０５）。

图１　荷瘤裸鼠外观（接种６周后）

Ｆｉｇ１　Ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅ６ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
Ａ：１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅｇｏｕｐ；Ｂ：Ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅｇｒｏｕｐ；Ｃ：１５３ＳｍＥＤＴＭＰｇｒｏｕｐ
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表１　荷瘤裸鼠的体质量和瘤体质量比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｓａｎｄｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｍ／ｇ）

Ｇｒｏｕｐ Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔ
１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ ２２．３５±２．３７ ６．５６±２．８６
Ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ ２１．８８±２．９６ ６．１４±２．４７
１５３ＳｍＥＤＴＭＰ ２０．９５±３．１８ ５．７２±２．０６

２．４　钼靶 Ｘ线片表现　接种４周后１５３Ｓｍｃｌｏｄｒ
ｏｎａｔｅ治疗组溶骨不明显，骨质尚完整。Ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ
和１５３ＳｍＥＤＴＭＰ 对照组均出现溶骨，以１５３Ｓｍ
ＥＤＴＭＰ组明显。接种６周后治疗组表现不一，不
溶骨至中度溶骨，而对照组存活鼠溶骨严重，有的出
现病理骨折，如图２所示。

图２　钼靶Ｘ线片（接种６周后）

Ｆｉｇ２　Ｒａｄｉｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈｍｏｌｙｂｄｅｎｕｍｔａｒｇｅｔｔｕｂｅ６ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
Ａ：１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅｇｒｏｕｐ；Ｃ：１５３ＳｍＥＤＴＭＰｇｒｏｕｐ

２．５　组织学观察　接种７周后，１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ
治疗组 ＨＥ染色见肿瘤包裹下的骨皮质基本完整，

肿瘤细胞部分坏死，ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ对照组肉眼见胫骨

破坏，ＨＥ染色见肿瘤细胞无明显坏死，侵入骨皮质

溶解骨基质，１５３ＳｍＥＤＴＭＰ对照组肉眼见胫骨破坏

伴病理骨折，ＨＥ染色见溶骨明显，但肿瘤细胞、骨

髓细胞大片坏死。

２．６　生存期比较　各组生存期如图３所示。经过

ｌｏｇｒａｎｋ卡方法时序检验，治疗组生存期与两对照组

生存期有显著差别（Ｐ＜０．０５），两对照组之间差别

不显著（Ｐ＞０．０５）。

图３　１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ对荷瘤裸鼠生存时间的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅｏｎｓｕｒｖｉｖａｌ

ｒａｔｅｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅｈａｒｂｏｒｉｎｇｈｕｍａｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ
Ａ：１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅｇｒｏｕｐ；Ｃ：１５３ＳｍＥＤＴＭＰｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　放射性核素１５３Ｓｍ物理半衰期为４６．２ｈ，其发射

的β射线能量为８１０ｋｅＶ，β射线射程平均为３ｍｍ，

对周围正常组织影响小。１５３Ｓｍ 还发射能量为１０３

ｋｅＶ的γ射线便于影像学观察，但也有一定量的辐

射。１５３ＳｍＥＤＴＭＰ静脉注射后２～３ｈ，约６０％被骨

组织吸收，病变骨与正常骨放射性摄取比值为１６

１［４］。１５３ＳｍＥＤＴＭＰ能有效缓解骨转移瘤患者的疼

痛症状，增加患者的活动性，提高生活质量，而且骨

髓抑制弱，不良反应不严重［５］。

　　双膦酸盐的生物活性结构是ＰＣＰ核心，Ｒ１和

Ｒ２的侧链结构分别决定其对骨组织的亲和性和抑

制骨吸收的活性［６］。双膦酸盐能干扰破骨细胞的附

着，诱导破骨细胞凋亡，抑制破骨细胞对骨的吸附和

重吸收。它还具有体内外的抗肿瘤活性，影响肿瘤

细胞的黏附、侵袭、增殖，以协同方式增强细胞毒药

物的作用。文献报道双膦酸盐能显著降低癌症患者

骨相关事件（ＳＲＥ）的发生率［７］。目前新一代双膦酸

盐不断出现，如ｐａｍｉｄｒｏｎａｔｅ、ｚｏｌｅｄｒｏｎｉｃａｃｉｄ、ｉｂａｎ

ｄｒｏｎａｔｅ等，它们的确切作用还需要大样本的随机对

照研究来证实。而ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ临床应用时间长，能

够减少多种癌症如乳腺癌的骨转移发生率，并延长

生存期［７８］。
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　　建立原位移植动物模型，即将肿瘤细胞移植到

与肿瘤原发部位相似的组织或脏器中，动物体内肿

瘤生长的微环境和生物学行为与患者体内相似，能

够准确评价肿瘤的治疗效果。目前仅有少数报道建

立了原位骨肉瘤动物模型［１０１１］，国内陈永裕等［３，１２］

用人成骨肉瘤细胞 ＨＯＳ８６０３悬液注射到裸鼠股骨

髓腔内建立成功，其后进行了１２５ＩＨＯＳＭｃＡｂ单克

隆抗体的显像研究。１９９７年Ｃｒｎａｌｉｃ等［１３］将人胫骨

骨肉瘤传代后取完整的瘤块植入裸鼠胫骨近端，结

果两周内全部致瘤，肿瘤影像学、组织学及生物学特

性与原供瘤者相似，肺转移率１００％，淋巴结转移率

４８％，肝转移率１９％。王臻等［２］用人骨肉瘤细胞系

ＨＯＳ９８建立人骨肉瘤裸鼠胫骨原位移植模型，探

讨宿主器官微环境对人骨肉瘤细胞侵袭及转移等生

物学行为的影响，认为裸鼠胫骨原位移植模型的恶

性生物学行为更接近临床骨肉瘤患者的体内侵袭及

转移实际。但是国内未见在原位人骨肉瘤动物模型

中进行疗效观察的报道。

　　本实验参照文献［３］方法建立原位人骨肉瘤裸鼠

模型，用于１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ的疗效研究。生物分布

结果显示放射性计数比瘤骨／血＝４６２７．１１，瘤

骨／正常骨＝１０．８１，正常骨／肝脏＝８．４１，心肺

肾等软组织分布极少，与ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ的分布基本相

符。本实验以ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ和１５３ＳｍＥＤＴＭＰ为对照，

评价１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ对原位人骨肉瘤裸鼠模型的

治疗作用，显示１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ能显著减轻肿瘤所

致的溶骨破坏，延长动物生存期，但是对软组织内肿

瘤生长抑制作用不明显。接种７周后三组动物组织

切片 ＨＥ染色结果差异明显，治疗组肿瘤细胞部分

坏死，骨质破坏少，可见骨髓细胞增生，ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ
对照组见肿瘤细胞侵犯入骨，无明显坏死，而１５３Ｓｍ

ＥＤＴＭＰ对照组见骨质破坏重，瘤区大片坏死，无论

肿瘤细胞、骨细胞、骨髓细胞，可能与放射剂量较大

（每次＞３７０ＭＢｑ／ｋｇ）有关，而且骨质破坏后瘤骨内

核素浓聚远高于其他组织，也是重要原因。

　　１５３Ｓｍｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ浓聚于瘤骨内，在原位人骨肉

瘤裸鼠模型体内疗效明显，有进一步研究和临床应

用的前景。
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