
书书书

【作者单位】　６２００２０　四川眉山，眉山市中医医院神经外科（周　勇）；

昆明医科大学第一附属医院微创神经外科（余化霖）

【通讯作者】　余化霖，Ｅｍａｉｌ：ｙｕｈｌ３０８＠１２６．ｃｏｍ

秋水仙碱对皮下移植Ｇ４２２小鼠

生存期影响的实验研究

周　勇，余化霖

　　【摘要】　目的　观察秋水仙碱对Ｇ４２２胶质瘤小鼠生存期的影响。方法　建立小鼠皮下Ｇ４２２胶质瘤模型，将８０只

健康小鼠随机均分成４组，每组２０只，其中３组为实验组，分别给予０．５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、０．０５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、０．００５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）

的秋水仙碱治疗，另一组为对照组。分别在Ｇ４２２胶质瘤接种后的第２、５天，将０．１ｍｌ药物注射于接种Ｇ４２２部位处，一

共２次。用药结束后，观察小鼠平均生存期，并计算小鼠生存时间延长率。结果　实验组的平均生存时间与对照组相比

均明显延长，其生存时间分别为（４４．２８±１．０７）ｄ、（４２．７９±１．６４）ｄ、（４０．０９±１．３９）ｄ，生存时间延长率分别为５７．１４％、

５０．９９％、４２．８６％；而对照组为（２８．２８±１．７７）ｄ；结论　在瘤局部注射秋水仙碱可显著提高Ｇ４２２荷瘤鼠的生存期。

【关　键　词】　秋水仙碱；Ｇ４２２胶质瘤；动物模型；间质内化疗
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　　脑胶质瘤发病率及复发率高，预后差，临床上治疗

较为困难［１］，对于恶性胶质瘤，如神经胶质母细胞瘤，

单一手术治疗效果差，最佳方案是手术切除肿瘤后，辅

以放疗和化疗。在胶质瘤的众多化疗方案中，目前对

间质内化疗研究比较多，秋水仙碱在临床上对某些肿

瘤有良好的治疗效果。在实验前首先准备好小鼠皮下

Ｇ４２２胶质瘤的模型，然后将秋水仙碱注射于瘤腔局

部，通过观察荷瘤鼠的生存期等指标来研究该药是否

对胶质瘤有治疗作用，以便为进一步建立大鼠的颅内

胶质瘤模型进行实验提供依据。

１　材料及方法

１．１　Ｇ４２２细胞株与实验动物

Ｇ４２２胶质瘤细胞株由中科院昆明动物实验室提

供。其中包括健康小鼠８０只，不限雌雄，小鼠周龄７～

８周，体质量２０～２４ｇ。

１．２　制作小鼠皮下Ｇ４２２胶质瘤模型

①通过脱颈的方式将Ｇ４２２荷瘤鼠处死，将其放

置于７５％的酒精中浸泡约１～２ｍｉｎ，在无菌工作台上

取出肿瘤组织；②将肿瘤组织置于玻璃容器中，然后加

入２ｍｌＤＨａｎｋｓ液体将肿瘤组织彻底研磨碎后，使用

２００目钢网进行过滤，使用离心率为８００ｒ／ｍｉｎ的离心

仪处理５ｍｉｎ后获得瘤细胞沉渣；③加入ＤＨａｎｋｓ液

体将沉渣处理成瘤细胞悬液，调至细胞浓度为１×１０７
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个／ｍｌ，取０．１ｍｌ细胞悬液（即１×１０６个细胞）于小

鼠右后大腿的内侧皮下进行接种。

１．３　分组以及用药方式

将接种Ｇ４２２的小鼠随机分为４组（３组实验组以

及１组对照组），３组实验组根据秋水仙碱剂量［（０．５

ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、０．０５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、０．００５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］设

为高、中、低三组（即第１、２、３组），其余设为生理盐水

对照组；每组分配２０只小鼠，分别在Ｇ４２２胶质瘤细

胞接种后的第２、５天，将０．１ｍｌ的药物皮下注射于原

接种Ｇ４２２的部位，共２次。从每组中抽取１５只小鼠

观察其生存时间并对肿瘤体积进行测量，其余５只测

量肿瘤重量。

１．４　观察生存期

注射药物后，将小鼠放回鼠笼中饲养，观察小鼠生

存情况，记录生存时间（ｄ）。观察时间为４５ｄ后，若小

鼠还未死亡，则以４５ｄ计算，计算生命延长率
［２］，其计

算公式如下。

生命延长率＝

实验组平均存活天数－对照组平均存活天数
对照组平均存活天数 ×１００％

１．５　肿瘤体积的测定

如果用手能够扪及肿瘤时，使用游标卡尺测量肿

瘤大小，每隔３～５ｄ测量一次，计算肿瘤体积。

肿瘤体积＝ａ×ｂ２／２（ａ为肿瘤的最大径，ｂ为与

最大径垂直的最宽径）［３］。

１．６　肿瘤重量

从每组中随机选出５只小鼠测量肿瘤重量，对照

组在接种后２０ｄ，实验组在接种后３５ｄ予以脱颈处

死，从双侧腹股沟处将两下肢剪下，分别对其重量进行

测量，两下肢的重量之差即为瘤体的重量［４］。

１．７　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１４．０的统计软件对结果进行统计。数据

以均数±标准差（狓±狊）表示，采用方差分析，犘＜０．０５表

示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　实验组与对照组的生存期比较

实验组第１，２，３组生存时间分别为（４４．２８±

１．０７）ｄ、（４２．７９±１．６４）ｄ、（４０．０９±１．３９）ｄ，生存时间

延长率分别为５７．１４％、５０．９９％、４２．８６％；而对照组

生存时间为（２８．２８±１．７７）ｄ，生命延长率为０％。样

本均数经过方差分析比较差异具有统计学意义（犘＜

０．０１），说明各实验组中小鼠生存时间不一致。实验组

３组中的小鼠体质量比较无明显差异（犘＞０．０５），对照

组与其余各组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　肿瘤体积

对照组小鼠接种１０ｄ后，肿瘤开始生长（０．５３±

０．１４）ｃｍ３，１５ｄ体积（２．３８±０．９８）ｃｍ３，２０ｄ时体积为

（３．８５±１．０６）ｃｍ３，约２５时体积（６．０８±１．６１）ｃｍ３后

肿瘤出现坏死、出血或液化情况，此时若测量肿瘤体积可

能会出现缩小的情况。但是实验组中的小鼠大约在进行

２８ｄ左右的接种后，肿瘤才出现生长的迹象。见表１。

表１　实验组小鼠肿瘤体积 （ｃｍ３，狓±狊，狀＝２０）

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐｓ（ｃｍ３，狓±狊，狀＝２０）

组别 ２８ｄ ３１ｄ ３６ｄ ４０ｄ

第１组 ０．６３±０．３１ １．５８±０．３８ ３．０５±２．０６ ７．９８±２．０１

第２组 ０．７３±０．１３ ２．２８±０．３５ ４．１５±１．４６ ８．０８±１．０９

第３组 ０．８３±０．９４ １．９８±０．１４ ４．８５±２．１６ ６．３８±１．５１

２．３　肿瘤的称重

实验组中的小鼠因使用了抗肿瘤药物，所以肿瘤

细胞出现生长的时间较对照组晚，在同一时间点上并

不同步，所以作者选取２０ｄ以及３５ｄ这两个时间点对

测量小鼠的体质量，与接种时相比，可以反映肿瘤的生

长速度。实验组３组间比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），对照组与其余各组间比较差异均有统计学意义

（犉＝７．２５，犘＜０．０５）。对照组于接种后２０ｄ、实验组

接种后３５ｄ各处死５只小鼠进行瘤重的测量，见表２。

表２　４组小鼠第２０天以及第３５天时体质量的

变化 （狓±狊，狀＝５）

Ｔａｂｌｅ２　Ｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｉｎ４ｇｒｏｕｐｓａｔｔｈｅ２０ｄ

ａｎｄ３５ｄ（狓±狊，狀＝５）

组别 药物剂量
２０ｄ平均

增重（ｇ）

３５ｄ平均增

（ｇ）

第１组 ０．５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）秋水仙碱 ４．２８±１．０７ １４．２８±１．０７

第２组 ０．０５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）秋水仙碱 ２．７９±１．６４ １２．７９±１．６４

第３组 ０．００５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）秋水仙碱 ３．０９±１．３９ １３．０９±１．３９

第４组 ０．１ｍｌ生理盐水 １２．２８±１．７７ 大部分小鼠已死亡

２．４　对照组小鼠２０ｄ、实验组小鼠３５ｄ时的瘤重

对照组小鼠２０ｄ时的瘤重为（６．７９±１．６４）ｇ，实

验组小鼠３５ｄ时的瘤重为组１：（６．２８±１．０７）ｇ，组２：

（８．７９±１．６４）ｇ，组３：（８．０９±１．３９）ｇ，组４（生理盐水

０．１ｍｌ）：大部分小鼠已死亡 。

３　讨论

脑胶质瘤是中枢神经系统中常见的恶性肿瘤，占

颅内肿瘤的第一位。近二十年以来，随着影像学的发

展和手术技术的提高，一定程度上促进了神经上皮性

·１６８·华南国防医学杂志２０１４年９月２８日 第２８卷 第９期　ＭｉｌＭｅｄＪＳＣｈｉｎ，Ｖｏｌ．２８，Ｎｏ．９，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２８，２０１４



肿瘤的诊治，但恶性神经上皮性肿瘤的预后仍没有改

善。目前胶质瘤治疗的难点在于，因肿瘤呈浸润性生

长，与脑组织无明显边界，即使影像学和肉眼可以见到

边界，但肿瘤细胞实际的浸润早已超过这一界限，因而

手术不能完全切除，术后复发率高。化疗作为手术后

的一种辅助治疗手段，其显效的重要前提是“可见”肿

瘤的全切和选用有效的化疗药物，但限制化疗效果的

因素包括：肿瘤局部药物浓度，化疗药物的敏感性，化

疗药物的耐受性，全身的毒副作用等［５］。近年来，提高

化疗效果的常用方法有：体外药物敏感试验预测个体

反应、血脑脊液屏障可逆性开放、动脉内化疗、间质内

化疗。其中，间质内化疗达到的化疗效果较好［６７］。刘

金龙等［８］报告显微外科切除加术中间质内化疗治疗胶

质瘤，未观察到间质化疗并发症；王树凯等［９］在术中对

脑胶质瘤残腔进行喷洒生物胶与博莱霉素混合剂，取

得良好疗效；于耀宇等［１０］对复发的恶性胶质瘤患者在

术中使用生物胶及硝脲混合剂对进行缓释化疗，术后

进行了中位时间为８月的随访，并复查头颅磁共振未

见肿瘤复发转移情况。

本研究的目的是寻找一种新的应用于胶质瘤治疗

的化疗药物，作者在前期进行了体外实验，证实了秋水

仙碱具有抑制Ｇ４２２胶质瘤细胞生长的作用
［１１］。近年

来，大量实验和临床研究发现秋水仙碱有抗肿瘤的作

用，临床上已经证实该药对乳腺癌有一定作用，并已经

成功应用于临床［１２］，秋水仙碱能与β微管蛋白结合，

阻止了其他蛋白单体继续添加，同时还可以通过诱导

微管的解聚来对纺锤体的形成产生抑制，使细胞有丝

分裂停滞在 Ｍ期，从而阻止了细胞的进一步分裂繁

殖［１３］。然而，秋水仙碱毒性过大，副作用多，这在一定

程度上限制它的应用。目前对秋水仙碱研究还是主要

集中在其构效关系上，希望通过结构修饰的方法，来提

高疗效而降低毒副作用的目的。

通过本次实验的研究结果看出，实验组的平均生

存时间与对照组相比均明显延长，因此认为在瘤局部

注射秋水仙碱可显著提高Ｇ４２２荷瘤鼠的生存期。而

在进行前期实验的基础上，下一步有必要改进实验条

件，选用耐受力较强的ＳＤ大鼠，制作颅内胶质瘤模型

进行实验，以进一步探讨秋水仙碱抗肿瘤的具体效果。

此外，秋水仙碱对脑组织并无毒副作用，而对神经组织

有多发毒性及其安全性均需要进一步研究。
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差异，下降２５．４％。因此，对于亚甲蓝光化学法对冷

沉淀具有一定的损伤作用，是否可应用于临床仍有待

进一步考证。
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