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!!'摘要(!目的!用壳聚糖及胶原这两种可降解生物材料#制备能用于!-!*标记的放射性核素微球并探究其对

肝癌的治疗效果)方法!以3型胶原蛋白和壳聚糖为主要材料#戊二醛为交联剂#利用乳化交联法制备胶原,壳聚

糖复合微球)电镜下观察微球表征#测量并统计微球的粒径)通过氯胺1法对微球进行!-!*标记#计算标记率)等

量
!-!*,微球分别置于/'+和人血清中!U"@#探究其体外稳定性)'4F'..裸鼠皮下一次性注射人肝癌细胞

B6CD"约!%$
个#构建裸鼠人肝癌细胞模型)"TI后#!-!*,微球-空白微球-/'+分别一次性注入荷人肝癌裸鼠模型

的皮下瘤中!每组W只"#治疗AI后处死裸鼠)取血和心-肺-肝-脾-胃-小肠-肾-肌肉-脑-骨-甲状腺-皮下肝癌组

织检测标记微球在裸鼠体内的分布#同时对皮下肝癌组织进行组织病理学 BL染色#检测标记微球对肝癌细胞的

杀伤效果)结果!本研究成功制得胶原,壳聚糖微球#电镜显示微球成球性好#表面光滑#粒径较均匀#平均粒径为

!W#!d!#""$2)其!-!*标记率为T$#!%Z#置于/'+及血清!U"@后#碘标记率分别为U"#%%Z-T-#%%Z#!-!*,微球

依然保持高稳定性)治疗AI后裸鼠体内分布实验显示放射性主要集中在皮下肿瘤组织#其他组织几乎没有放射

性计数)皮下肿瘤组织病理切片显示/'+组见大量肝癌细胞#标记微球后周围的肝癌细胞大量死亡#空白微球组

中微球周围仅有少量的炎性细胞#未引起局部强烈的免疫反应)后两组微球均未见明显降解)结论!本研究制得

的胶原,壳聚糖具有很高的!-!*标记率-体内外稳定性及良好的肿瘤杀伤效果)

'关键词(!放射性碘!微球!胶原蛋白!壳聚糖!肝癌!放射性核素治疗
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!!放射性核素微球内照射是无法进行手术切除的

" 国家自然科学基金!3=#T!-A!WTW-3=#T!-%!"W%"和四川省

科技厅国际合作计划!3=#"%!$BB%%$W"资助

# 通信作者#L,2KJ<$<J<J:@EKQJ!7J:K#M=2

肝癌常用的治疗方法)目前已通过美国食品药监局

!YV4"认证用于治疗肝癌的核素微球有U% ,̂玻璃微

球-U% ,̂树脂微球).B43等
+!,
对!%例混合型肝细

胞癌胆管细胞癌患者进行
U%^微球治疗#治疗过程
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中未观察到生物毒性#首次治疗及初次诊断后的总

体中位生存期分别为 !%#" 月及 !A#A 月)在

.*433*等
+",
的研究中#W"例肝转移癌患者经^U%,

树脂微球治疗"月后#部分反应率为W$Z#平均生

存时间为!!#W月)

然而玻璃-树脂微球均不可生物降解#一旦注入

将永远留在体内#限制再次介入治疗)可生物降解

微球是解决此类问题的办法)胶原和壳聚糖均是可

生物降解材料#已广泛用于临床)!-!*是临床上最常

用的放射性核素)本研究以胶原-壳聚糖-!-!*为原

料#制备!-!*标记胶原,壳聚糖微球#并探究其体内外

稳定性及对荷人类肝癌!B6CD""模型鼠皮下瘤的

治疗效果#为临床转化奠定基础)

1!材料和方法

1#1!材料

'4F'..裸鼠"W只!雌性-&周龄-体质量!$0

!TH#由四川大学实验动物中心提供"&B6CD"细胞

株!上海细胞库"&牛皮3型胶原!相对分子质量

-%%%%%#四川大学生物材料中心"&壳聚糖!相对分

子质量!U%%%%0-!%%%%#美国+JH2K,4<I9JM@公

司"&液体石蜡!分析纯"-+CK:T%!美国 +JH2K公

司"&乙酸!分析纯"-戊二醛!W%Z"-氯胺,1-偏重亚

硫酸钠!成都科龙化工试剂厂"&!-!*,3K*溶液!四川

大学华西医院核医学科提供"&异丙醇!分析纯#广州

金华大化学试剂有限公司"&电子天平!L+X!"%,&#沈

阳龙腾电子有限公司"&VY,!%!+集热式恒温加热磁

力搅拌器!U%,"#上海沪西分析仪器有限公司"&冷冻

离心机!LCC6:I=9OWA%")#德国基因有限公司"&5

放射免疫计数仪!YX"%"!#中国西安二六二仪器

厂"&X+>,-U%Ff型扫描电镜!日本电子株式会社"&

.!"%%%,%"3K:=]==269,g)数字切片扫描仪!日本

滨松光子学株式会社")

1#/!方法

1#/#1!胶原,壳聚糖微球制备!称取A#$2H胶原

和"%2H壳聚糖于烧杯中#加入!W2F醋酸溶液

!体积分数"Z"#在磁力搅拌器中搅拌!@使其溶解

后得到透明-黏稠的溶液)将该溶液缓慢加入到

A%2F含有W#$2F+CK:T%的液体石蜡中#室温下

于磁力搅拌器中搅拌!@得到乳状液体)在搅拌状

态下!!%%%9.2J:"向所得乳液中缓慢滴加$%%$F

戊二醛溶液!体积分数W%Z"交联!@#使乳液中的

小液滴固化-成型)在产物中加入"%%2F异丙醇

洗涤#离心去上清#再加入足量离子水反复洗涤#经

!%%$2过滤器过滤-离心#最终浓缩成!2F胶原,

壳聚糖微球悬液)用扫描电镜!+L>"观察微球的

形貌特征并通过+624O=96&V62=软件测量+L>

照片上的微球直径#统计W%%个微球直径并计算平

均粒径)

1#/#/!胶原,壳聚糖微球的
!-!*标记!在室温下向

试管中加入!2F胶原,壳聚糖微球悬液#随后依次

加入
!-!*,3K*!!%2.J"-氯胺,1溶液!%%$F!"%H.

F"#震荡反应W2J:#室温下静置"W2J:)加入偏重

亚硫酸钠溶液W%$F!!WH.F"终止反应)微球高速

离心后#用生理盐水洗涤#离心-去上清#重复A次后

得到
!-!*标记的胶原,壳聚糖微球)用5计数器测定

试管的放射性计数#计算标记率)标记率为实际成

功标记的MC2.总加入量MC2#其中MC2为每分钟

的放射性计数)

1#/#;!
!-!*,胶原,壳聚糖微球的体外稳定性实验 !

取"根试管#标记为 4-')在两试管中分别加入

!%%$F
!-!*,胶原,壳聚糖微球#随后 4 管中加入

!%%$F/'+#'管中加入!%%$F人体血清)于!@-

"@-&@-$@-T@-!"@-"&@--$@-&T@-A"@-U$@-

!"%@-!&&@-!$T@-!U"@测定4-'管的放射性计

数#计算标记率并绘制微球体外稳定性曲线)

1#/#3!裸鼠人肝癌模型的建立!B6CD"细胞使用

V>L> 培养基#添加!%Z 胎牛血清-!%%?.2F

青,链霉素#于体积分数WZ .(" 培养箱中培养)细

胞培养至对数生长期时#使用体积分数%#"WZ 胰蛋

白酶,LV14消化重悬至细胞密度为![!%A 2Fb!)

于每只裸鼠同一侧腿皮下一次性注射入 B6CD"细

胞悬液!%%$F!约!%$
个细胞")

1#/#M!
!-!*,胶原,壳聚糖微球在裸鼠体内的分布及

其对肝癌的治疗效果!接种"TI后选取肿瘤最大

直径为%#WM2左右的裸鼠!W只#随机分为-组#每

组W只)标记微球组$将标记微球制成"#W2.J.

!%%$F悬液#置于!2F空针后一次性将其注入裸

鼠的皮下瘤#每只裸鼠W%%$.J!"%$F")空白微球

组$!2F空针抽取!%%$F与标记微球组浓度一致

的胶原,壳聚糖空白微球#一次性注入裸鼠的皮下

瘤#每只裸鼠"%$F)/'+组$每只裸鼠一次性注射

等量的/'+)注射后继续饲养AI#随后处死所有裸

鼠#取血标本和心-肺-肝-脾-胃-小肠-肾-肌肉-脑-

骨-甲状腺-皮下肝癌组织#测量所取组织的质量及

MC2#计算Z*V.H值!每克组织中每分钟MC2值.总

注入量MC2值"#以此探究标记微球在裸鼠体内的

分布)肝癌组织置于体积分数&Z多聚甲醛固定

W"
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"&@#石蜡包埋-切片#BL染色#用于病理学观察)

/!结果

/#1!胶原,壳聚糖微球的表征

微球+L> 照片显示胶原,壳聚糖微球成球性

好#表面光滑#粒径均匀#分散良好#平均粒径!We!d

!#""
$2!图!")

图1!胶原P壳聚糖复合微球的".+照片)ZM000

U#<1!"$'((#(<,=,$>BC(E#$BC?$CA,#E'<,CR::+"?SZM000

/S/!胶原P壳聚糖微球的
1;1
9标记及体外稳定性

胶原,壳聚糖微球的!-!*标记率为U"#T"Z)洗

涤-次后#碘的标记率轻微降低#由U"#T"Z降至

T$#!%Z#随后碘标记率保持平衡#不随清洗次数增

加而降低!图"")通过!-!*,胶原,壳聚糖体外稳定性

曲线显示血清组碘标记量呈现缓慢下降趋势#碘标

记率 ! 个半衰期后 !!U"@"从 U&#%%Z 降至

T-e%%Z#脱标率为!!#%%Z)而/'+组的碘标记率

从U&#%%Z降至U"#%%Z#脱标率仅有"#%%Z!图

-")

/S;!
1;1
9P胶原P壳聚糖微球在裸鼠体内的分布及对

肝癌细胞的杀伤效果

选用的裸鼠治疗期间未发生死亡#全部进入结

果分析)!-!*,微球体内分布实验显示裸鼠注射标记

微球AI后放射性主要集中于皮下肿瘤组织#而血

和心-肺-肝-脾-胃-小肠-肾-肌肉-脑-骨-甲状腺中

仅有极低的放射性计数!图&")

BL染色可见AI后/'+组皮下肝癌细胞多为

圆形或梭形#核大而深染#间质较少#细胞异型明显#

病理性核分裂多见!图W4")AI后空白微球组病

理切片仅见少量癌细胞坏死#微球周围可见少量炎

图/!1;19P微球洗涤次数与碘标记率的关系!0_3"!!!图;!1;19P微球的体外稳定性曲线!0_3"!!!图3!5-1;19P胶原P壳聚糖微球在裸

鼠体内的分布!0_M"

U#</!.RR,$>CRL'?%#(<C(='H,=#(<B'>,!0_3"!!!U#<;!">'H#=#>KCR::+"?30839(. !0_3"!!!U#<3!Y#?>B#H&>#C(CR1;19#((&-,E#$,

H,'B#(<>&ECB'>5-!0_M"

细胞浸润!图W'")AI后标记微球组病理切片见肿

瘤细胞呈大片状凝固性坏死#周边仅残留少量癌细

胞)AI后肿瘤坏死区域内可见大量微球#微球未

见明显降解!图W.0WV")

;!讨论

肝癌是目前中国常见肿瘤之一#其致死率高居

恶性肿瘤的第&位
+-,)肝癌的治疗方法主要包括手

$"
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图M!5-后裸鼠皮下肝癌组织F.染色图

U#<M!O'>%C=C<#$'=,@'E#('>#C(CR?&H$&>'(,C&?F,AW/$,==?'>5-SF.?>'#(#(<

4$/'+H9=EC![T%"&'$'<K:P..>+7H9=EC![T%"&.#V$!-!*<K;6<6IM=<<KH6:,M@J8=7K:2JM9=7C@6967H9=EC!.#[T%&V#[!%"#1@6

K99=R7J:IJMK868@6M=<<KH6:,M@J8=7K:2JM9=7C@696&1@696IIK7@6I<J:676CK9K8678@68E2=9<67J=:!9JH@8K96K"K:I8@6:6M9=7J7=OB6CD"M6<<7

!<6O8K96K"&1@6K96KJ:;<E6;=QJ7_==26IJ:8=OJH.

术切除-化疗-放疗和各种综合治疗方法#其中手术

切除为首选的治疗方法#但大多数患者就诊时已是

中晚期#因而丧失了手术机会)肝脏位置较深#外照

射治疗在杀伤肿瘤细胞的同时也会造成正常肝细胞

大量死亡#因此外照射的临床应用价值有限)肝动

脉灌注化疗栓塞术!89K:7MK8@6869@6CK8JMK9869N

M@62=62;=<J_K8J=:#14.L"通过栓塞肿瘤供血动

脉而使肿瘤缺血坏死#是无法进行手术切除的原发

性肝癌最常用的治疗方法)但 14.L对肝功能的

损害限制了其疗效#而肿瘤血管侧支循环的形成#也

增加了 14.L再次治疗的难度
+&,)此外有研究表

明14.L对于肝癌没有显著的治疗效果
+W,)肝癌

病灶常常局限在肝脏#远处转移较晚#放射性核素微

球可使肿瘤区域获得较高的放射剂量的同时#正常

组织的放射剂量相对较低#因此放射性核素微球内

照射成为治疗肝癌理想的选择之一)过往研究表

明#相比 14.L#放射性核素微球疗效的完全响应

率-部分响应率及远期生存率较高+$,)

!!放射性微球的优劣势主要由微球本身的材料和

放射性同位素决定)常见的放射性核素有U%^--"/

等)U%^ 半衰期 短 !$&#!@"#体 内 辐 射 半 径 为

!#!22#发射纯%射线!最大能量W&$P6f"#不发

射5射线#因此无法显像)此外U%^在国内生产困

难#成本较高)-"/也无法显像#一旦释放入血将被

机体大部分组织吸收#造成广泛的辐射损伤)!-!*物

理半衰期为T#%&I#发射的%射线最大能量为

$%$P6f#体内辐射半径仅有%#U22#其%射线能

量及辐射半径接近于
U%^#因此!-!*与U%^具有相似

的生物辐射效应)但!-!*可发射5射线用于显像)

目前
!-!*已被广泛用于治疗D9KS67病-分化型甲状

腺癌#证明!-!*具备良好的生物安全性及生产成本

低的优点)玻璃-树脂均是不可降解材料#既影响再

次灌注治疗#也容易引发远期的组织损伤效应)本

研究研制的胶原,壳聚糖复合微球的优点在于利用

了胶原和壳聚糖这两种可降解生物材料)胶原和壳

聚糖均具有良好的生物相容性和可降解性
+A T,)胶

原被用于合成药物载体-医用涂层-胶片-水凝胶和

海绵等
+A,#而壳聚糖则被用于合成纳米纤维-海绵-

纳米微粒-凝胶-支架-生物膜等+T,)胶原含有大量

酪氨酸残基#易于进行!-!*标记#但其体内稳定性

差#可被胶原酶降解+U,)壳聚糖成球性好+!%,#可被

多种蛋白酶降解#同时受多种酶及其他因素的影响

抑制其降解#体内降解速度远小于胶原)但壳聚糖

缺少酪氨酸残基
+T,#因此不易进行!-!*标记)壳聚

糖和胶原成球的原理为$戊二醛分子末端的"个醛

基!,.B("会与胶原以及壳聚糖大分子链上的氨基

!,3B""发生缩合反应#脱水生成含碳氮双键!.i

3"的亚胺#从而通过化学键将胶原-壳聚糖大分子

链紧密连接到一起
+!!,)本研究制得的复合微球具

有良好的表征#!-!*标记率为T$#!%Z#说明该微球

融合了壳聚糖成球性好-胶原易于标记!-!*的优点#

间接证明了该微球确实为胶原,壳聚糖复合微球)

!!.B*等
+!",
通过氯胺 1法对明胶微球进行!-!*

标记#标记率为$A#"AZ#洗涤A次后降为&W#UUZ)

本课题组此前也利用氯胺1法对明胶微球进行!-!*

标记#标 记 率 为 $T#%!Z#洗 涤 A 次 后 降 为

&!e%%Z
+!-,)本次研究中#复合微球利用氯胺1法

获得了 U"#T"Z 的高标记率#洗涤 - 次后降为

T$e!%Z#标记率比 .B*等的微球分别提高了

"WeWWZ-&%e!!Z#比本课题的明胶微球分别提高了

A"
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"&#T!Z-&W#!%Z)胶原,壳聚糖复合微球显示出了

更好的
!-!*结合能力)胶原,壳聚糖微球碘结合能力

高于明胶微球可能的机制在于胶原的稳定性依靠其

三螺旋结构来维持
+A,#而明胶作为胶原热变性的产

物#失去三螺旋结构#因此明胶微球的稳定性较胶

原,壳聚糖微球差#其与!-!*结合的稳定性也较胶原,

壳聚糖微球差)过去认为通过氯胺1法进行!-!*标

记容易发生碘脱标从而造成核素大量释放#而本研

究制备的
!-!*标记微球经过!-!*的一个半衰期的体

外稳定性探究后#血清组碘标记率仅下降U#%%Z#

且/'+组几乎没有下降)治疗AI后#体内分布实

验发现放射性主要集中在皮下肿瘤组织#其他组织

中几乎没有放射性#说明!-!*,胶原,壳聚糖微球的体

内外稳定性高#不易出现核素大量脱落造成其他组

织的辐射损伤)壳聚糖对胶原的保护及胶原本身的

三螺旋结构的维持#两者共同作用使得胶原被降解

的速度减慢#这可能是其体内外稳定性高的原因所

在)

本研究中#核素微球附近的癌细胞大量死亡#可

以看到明显的药物杀伤边界#周边的肝癌细胞受损

较轻微#说明该核素微球具有良好的肿瘤杀伤效果)

由于微球属于外来异物#空白微球周围出现轻微的

炎细胞浸润是正常的免疫反应#间接说明微球安全

性高#不会引起强烈的局部炎症反应)

本研究的不足之处在于受样本量不足和饲养条

件限制#没有进行更长期的肝癌细胞杀伤效果的探

究)针对本次研究的不足之处#未来我们将扩大样

本量#进一步探究该放射性微球的性能及肝癌的治

疗效果)此外因小鼠体型受限#难以建立原位肝癌

模型#后续考虑更换成体型更大的动物模型如兔或

犬类来建立原位的肝癌肿瘤模型#利用介入栓塞的

方法取代瘤内注射#探究该放射性微球肝癌治疗效

果的同时评价其血管栓塞效果)

本研究利用乳化交联法成功制得可生物降解的

胶原,壳聚糖复合微球#具有T$#!%Z的!-!*标记率)

通过探究
!-!*标记的胶原,壳聚糖微球体外稳定性-

裸鼠体内分布及对肝癌的治疗效果表明其具有较高

的体内外稳定性及良好的肝癌治疗效果)本研究的

成果可用于后续
!-!*标记胶原,壳聚糖微球在肝癌放

射性核素介入栓塞疗效的探究中)
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