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Abstract :Objective 　 To investigate the inhibiting ability of Ibandronate on a skeletal metastasis model of

lung caner. Methods 　A skeletal metastasis model of lung caner was established by injection of small cell

lung carcinoma line (SCLC) H446 cells into the right leg of nude mice proximally to the tibia , and Ibandr2
onate (5μg/ animal/ day) was given subcutaneously (s. c. ) to the animals after radiologically small but de2
fined osteolytic metastases were observed. Both X2ray and histological assay were applied to evaluate

effect s of Ibandronate. Results 　Both X2ray detection and 99 Tcm2MDP imaging demonst rated that implant

of H446 caused the development of bone lesions. Histological studies showed abnormal reacting bone for2
mation preceded by tumor metastasizing and a number of cancer cells invading into bone marrow. But in

the t reated group , Ibandronate not only markedly suppressed the progression of established bone metas2
tases lesions in nude mice , but also prevented the development of lung cancer cells in bone marrow. The

reacting bone formation was limited locally. Conclusion 　These result s suggest that Ibandronate may be a

choice for the t reatment of metastasis cancer in bone.
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摘 　要 :目的 　探讨埃本膦酸钠对肺癌细胞骨转移动物模型的干预作用。方法 　通过贴骨接种人小细

胞肺癌 H446 细胞制作骨转移动物模型 ,皮下注射埃本膦酸钠干预 ,利用放射学检查及病理分析等手段

观察埃本膦酸钠对肺癌细胞骨转移的干预效果。结果 　放射学检查显示裸鼠接种 H446 细胞后引起明

显的肿瘤性骨损伤 ,骨病灶处的99 Tcm2MDP 放射性浓聚 ,肿瘤细胞大量侵袭至骨髓腔中。经埃本膦酸钠

干预后 ,此骨损伤病程被明显抑制。结论 　埃本膦酸钠可明显地干预肿瘤细胞对骨的侵犯 ,减轻肿瘤引

起的骨损伤 ,可作为一个治疗骨转移的选择药物。
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0 　引言

双膦酸盐 (Bisp hosp hates ,BPs) 对钙和骨骼矿

物质具有很强的亲和性 ,能紧密地吸附在羟基磷灰

石的表面 ,是一类强有力的骨吸收抑制剂[ 1 ,2 ] ,在临

床上被广泛应用于骨质疏松症的治疗[ 3 ,4 ] 。近年来

发现双膦酸盐通过抑制破骨细胞的活性阻遏肿瘤细

胞在骨上的着床和发展 ,对肿瘤的骨转移具有抑制

作用[ 5 ] 。双膦酸盐用于乳腺癌及前列腺癌骨转移的

治疗已有较多报道[ 6 ,7 ] ,而对同样易于发生骨转移

的肺癌研究较少[ 8 ] 。我们采用一种简易方法制作了

肺癌细胞 H446 骨转移动物模型 ,并评估了埃本膦

酸钠对该骨转移模型的干预作用。

1 　材料与方法

1 . 1 　实验材料

1 . 1 . 1 　主要试剂及材料

埃本膦酸钠 ( Ibandronate) 为本室自制 (用生理

盐水配制 ,经0 . 22μm 膜过滤除菌后 ,置 4 ℃备用) ;

其他试剂均为国产分析纯。

亚甲基二双膦酸钠 ( Met hylene Dip hosp ho2
nate ,MDP)药盒由江苏省原子医学研究所江原药厂

提供 ;99 Mo299 Tcm发生器为中国核动力研究设计院

产品。

小细胞肺癌细胞株 H446 由中国科学院上海细

胞所提供 ,用含 10 %小牛血清的 RPMI 1640 培养

液 (含 100 IU/ ml 青霉素 , 100μg/ ml 链霉素 ) 于

37 ℃、5 % CO2及饱和湿度的培养箱中维持培养。
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接种及给药用注射针为美国 B2D 公司医用 51/

2 号针。

1 . 1 . 2 　主要仪器

SPECT 为 Siemens DIACAM/ VAX3300 ,准直

器为低能通用型 ; X 线机为日本 TOSHIBA KXO2
8ON ;显微镜为日本 Nikon Eclip se E600 ;层流架为

江苏省苏州市吴县实验动物设施设备厂生产的

SEL21 型。

1 . 1 . 3 　实验动物

由上海肿瘤研究所实验动物中心提供六周龄

BALB/ c2nu/ nu 雄性裸鼠 (约 20 克/ 只) ,按 SPF 级

标准饲养于江苏省原子医学研究所实验动物中心层

流架内。

1 . 2 　肺癌细胞骨转移动物模型的制作

取指数生长期的 H446 细胞 ,经消化后 ,用无血

清培养液调整细胞浓度为 1 ×107 个/ ml。无菌条件

下 ,每只裸鼠右后肢胫骨处肌肉下贴骨接种 200μl

细胞悬液 (含 2 ×106 个细胞) 。裸鼠继续饲养于层

流架内 ,每周 1～2 次观察裸鼠生存状态及接种部位

肿瘤的生长情况。

1 . 3 　肺癌细胞骨转移动物模型的鉴定

1 . 3 . 1 　X 线摄片

细胞接种后两周 ,取模型裸鼠腹腔注射硫喷妥

钠 (每只1 . 5mg / 300μl)麻醉 ,取其俯卧位行 X 线摄

片 (100mA ,42kV ,0 . 04s ,靶片距为 78 厘米) 。

1 . 3 . 2 　99 Tcm2MDP 显像

将 1ml 99 Tcm O2
4 新鲜淋洗液注入 MDP 瓶 ,混

匀 ,置 37 ℃反应 30min 后 ,以每只 200μl (74MBq)尾

静脉注入裸鼠 ,随后每小时用生理盐水灌胃 (每次

0 . 5ml ,共 3 次)以减低膀胱显影。3h 后腹腔注射硫

喷妥钠麻醉裸鼠 ,取俯卧位行 SPECT 全身显像。

1 . 4 　埃本膦酸钠对肺癌细胞骨转移的干预研究

在肿瘤细胞接种后两周 ,经 X 线摄片等确定裸

鼠右后肢胫骨发生骨损伤后 ,将模型裸鼠随机分为

模型对照组 ( A) :每天背部皮下注射 100μl 生理盐

水 ;干预组 (B) :每天背部皮下注射埃本膦酸钠 (5μg

/ 100μl) 。同时设正常对照组 ( C) ,即不接种肺癌细

胞及药物 ,以相同条件饲养 (每组动物数 n = 3) 。

1 . 5 　裸鼠骨破坏的病理分析

给药 8 周后裸鼠处死 ,分别取各裸鼠的右后肢 ,

置于用 10mmol/ L PBS p H 7 . 2配制的 10 %福尔马

林中 ,固定 72h。用水冲洗干净后 ,浸泡于 14 % ED2
TA 液中 ,脱钙处理两周。其间每隔一天换 ED TA

液 ,并用摇床振荡。脱钙结束 ,流水冲洗 2h ,对标本

行常规病理分析。

2 　结果

2 . 1 　肺癌细胞骨转移的发生及鉴定

在肺癌细胞 H446 接种后 10 天 ,肉眼可明显观

察到裸鼠的右后肢接种处生长出实体瘤 ,呈球状或

不规则形状 ,并随时间的延长而逐渐突出增大 ,至一

个月时已开始影响右后肢的活动功能。

接种后两周的 X 线摄片检查发现 ,与自体左后

肢胫骨比较 ,右后肢胫骨表面开始模糊 ,证明骨受到

损伤。至 8 周时胫骨已接近溶断 (图略) 。

接种后 8 周 (即处死前) 将模型对照组裸鼠行
99 Tcm2MDP 全身显像。图 1 显示 ,除膀胱及肝脏

外 ,接种肿瘤细胞的右后肢胫骨处有明显的放射性

浓聚 ,其对侧左后肢则无明显显影 ,与 X 片结果完

全相符 ,证实有肿瘤性骨损伤的发生。

图 1 　骨转移动物模型的99 Tcm2MDP显像

2 . 2 　埃本膦酸钠对肺癌细胞骨转移的干预

2 . 2 . 1 　X 片结果

在 X 片证实有肿瘤性骨损伤的发生后 ,给予裸

鼠埃本膦酸钠药物干预。其后的 X 片检查显示 ,干

预 3 周后 ,干预组裸鼠右后肢胫骨骨损伤病程与模

型对照组相比被明显抑制 ,至接种后 8 周时 ,差异更

加显著 (图略) 。

2 . 2 . 2 　病理分析

裸鼠右后肢经固定、脱钙等处理后 , H E 染色分

析埃本膦酸钠对肿瘤致骨损伤的影响 ,见图 2。结

果表明 ,在模型对照组 ,小细胞肺癌细胞 H446 引起

明显的骨破坏 ,甚至已没有明显的骨组织存在见图

2b ,原有的骨组织被破坏后 ,在其周围有广泛的反

应性骨生成 ,而骨髓中发现已有多处肿瘤细胞侵入

见图 2c。经埃本膦酸钠干预后 ,骨破坏程度明显减

轻 ,原有骨组织结构基本保持 ,仅在局部有反应性骨

生成 ,骨髓中仅能发现少量见图 2e ,甚至没有肿瘤

细胞 ,见图 2d。模型对照裸鼠见图 2b、c ,除了图 2b

由于肿瘤生长不受控制 ,其细胞呈现坏死外 ,骨周围

的肿瘤细胞的生长、形态等方面与干预组裸鼠间无

明显差异 ,见图 2d、e。

3 　讨论

研究肿瘤发生骨转移的原因及寻找相应的治疗
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方案均需要合适的动物模型。目前常用的肿瘤骨转

移动物模型是通过给裸鼠左心室注射肿瘤细胞制作

而成 ,这种方法不仅需要操作者具备一定技术及相

应的设施 ,而且在模型制作过程中动物死亡率也较

高[ 9 ,10 ] 。我们采用了与文献[ 11 ] 类似的一种易于操

作的肿瘤细胞骨转移动物模型的制作方法 ,即通过

贴骨注射肿瘤细胞 ,利用肿瘤细胞向周围邻近组织

侵袭的特性 ,制作了肺癌细胞 H446 骨转移动物模

型 ,并将此模型用于评估埃本膦酸钠对肺癌细胞骨

转移抑制作用的研究。

临床上诊断肿瘤骨转移的方法主要有 X 线摄

片、CT 检查及99 Tcm2MDP 全身骨显像等[ 12 ] ,其中 X

线摄片操作最简便 ,而99 Tcm2MDP 全身骨显像诊断

骨转移的阳性率要明显高于前两者。我们利用 X

线摄片和99 Tcm2MDP 骨显像鉴定了肺癌细胞 H446

骨转移的发生发展状况 ,并评估了埃本膦酸钠对其

骨侵犯的干预。

肺癌细胞接种后在骨组织附近存活、增殖、成

瘤而发展 ,并向骨组织侵袭 ,骨受损程度不断加

重。经埃本膦酸钠干预后 ,骨破坏进程被明显延

缓和抑制。

组织学检查发现 ,模型对照组中肿瘤细胞对

骨的侵袭不仅破坏了骨的完整 ,而且发现有大量

成骨细胞存在 ,引起广泛的反应性骨生成 ,而在肿

瘤与骨组织之间的骨吸收腔内仅有少量多核巨细

胞即破骨细胞存在。因此 ,虽也有溶骨发生 ,但小

细胞肺癌 H446 细胞引起的骨损伤可能以成骨性

为主。

组织学检查还显示骨周围软组织内肿瘤细胞数

量及形态等在两组间无明显差异 ,裸鼠外观显示两

组间瘤块大小及形态也无明显不同 ,这提示埃本膦

酸钠并不影响肿瘤在软组织中的生长发展 ,即双膦

酸盐对肿瘤细胞的抑制作用具有骨选择性。这是因

为双膦酸盐类药物对肿瘤细胞的抑制需要一定的药

物浓度 ,而双膦酸盐进入体内后浓聚于骨 ,在骨微环

境中的浓度可高达 800～1000μmol/ L [ 13 ] ,而在软组

织中含量极微 ,所以它仅对在骨上生长的肿瘤细胞

的生长增殖产生抑制作用。

文献报道 ,前列腺癌骨转移以成骨性为主 ,肺癌

与乳腺癌所发生的骨转移以溶骨性为主[ 7 ] ,本研究

结果揭示 H446 小细胞肺癌引起的骨转移以成骨性

为主 ,同时伴有溶骨的发生 ,其确切原因有待进一步

分析。

埃本膦酸钠在临床上的适应症主要为骨质疏松

症 ,也有应用于恶性肿瘤骨转移引起的并发症 (高钙

血症、骨痛、骨折等) [ 14 ] 。综合本研究结果表明 ,埃

本膦酸钠对肺癌细胞的骨转移引起的骨损伤具有明

显的抑制作用 ,可作为治疗骨转移的一种选择药物。

(本文图 2 见插页 2)
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