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骨水泥对兔脊柱 VX2肿瘤转移模型的作用研究

黄 昊， 何仕诚， 冯国栋， 杜瑞杰， 朱海东， 方 文， 郭金和， 邓 钢

【摘要】 目的 探讨聚甲基丙烯酸甲酯（

PMMA

）骨水泥对兔脊柱

VX2

肿瘤的杀伤作用。 方法 成

功建立兔

VX2

脊柱转移肿瘤模型

18

只，随机分为

A

、

B

、

C

组，每组各

6

只，在

CT

导下向

VX2

肿瘤中心

分别注入

PMMA

或生理盐水， 其中

A

组注入

PMMA 0.3 ml

、

B

组注入

PMMA 0.1 ml

、

C

组注入生理盐水

0.3 ml

。 术后

24 h

处死模型兔，

A

、

B

组分别于距离

PMMA

团块边缘

1

、

5

、

10

、

15 mm

处不同方向各取

4

个

肿瘤组织块，

C

组于瘤体中心至表面不同的

4

个位置各取

1

块肿瘤组织，采用脱氧核糖核苷酸末端转移

酶介导的缺口末端标记（

TUNEL

）法检测肿瘤细胞凋亡率。 结果

16

只模型兔成功注入

PMMA

骨水泥，

A

、

B

组手术成功率均为

5/6

，

C

组为

6/6

，无显著性差异。

A

组距

PMMA

边缘

1

、

5

、

10 mm

处肿瘤细胞平

均凋亡率分别为 （

65.75±18.81

）

%

、（

50.00±14.24

）

%

、（

14.95±8.98

）

%

，与对照组（

9.79±5.24

）

%

相比差异

均有统计学意义（

P＜0.05

）；

15 mm

处肿瘤细胞平均凋亡率为（

10.30±8.13

）

%

，与对照组相比差异无统计学

意义。

B

组距

PMMA

边缘

1

、

5 mm

处肿瘤细胞平均凋亡率分别为（

49.20±15.57

）

%

、（

17.75±9.28

）

%

，与对

照组相比差异均有统计学意义（

P＜0.05

），其余观测点无显著性差异。

A

、

B

两组距

PMMA

边缘

1

、

5

、

10 mm

处肿瘤细胞平均凋亡率比较，差异均有统计学意义（

P＜0.001

）。 结论

PMMA

可促进肿瘤细胞凋亡，适

量增加

PMMA

注入量可增加肿瘤细胞凋亡范围。

【关键词】 聚甲基丙烯酸甲酯； 兔；

VX2

肿瘤； 脊柱转移； 凋亡
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【

Abstract

】

Objective To investigate the killing effect of polymethylmethacrylate

（

PMMA

）

on spinal

metastasis of transplanted VX2 carcinoma in experimental rabbit models. Methods Spinal metastasis of

transplanted VX2 carcinoma model was successfully established in 18 rabbits. The experimental rabbits were

randomly and equally divided into three groups with 6 rabbits in each group. Under CT guidance

，

PMMA or

saline was injected into the center of VX2 tumor

；

in group A 0.3 ml of PMMA was used

，

in group B 0.1 ml

of PMMA was used and in group C

（

control group

）

0.3 ml saline was used. Twenty蛳 four hours after the

injection

，

the animals were sacrificed. Four tissue samples were obtained from the sites at 1 mm

，

5 mm

，

10 mm and 15 mm away from the PMMA mass in each rabbit of group A and group B

，

while four tissue

samples were collected from different four sites from the tumor

’

s center to border in each rabbit of group C.

TdT蛳mediated dUTP nick蛳end labeling

（

TUNEL

）

method was used to determine the tumor cell apoptosis rate.

Results After successful establishment of rabbit model

，

injection of PMMA was performed in sixteen among
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各种恶性肿瘤晚期发生脊柱转移可达

30%～

70%

，对其治疗的主要目的是缓解局部疼痛、改善

神经功能、保持脊柱稳定性，并尽可能控制局部病

灶

［

1

］

。 经皮椎体成形术（

PVP

）经过

20

余年发展已成

为治疗脊柱转移瘤的重要手段，但术中所使用的聚

甲基丙烯酸甲酯（

PMMA

）骨水泥是否对其周围的肿

瘤组织有杀伤作用，尚未得到肯定的验证

［

1蛳3

］

。 本研

究在前期建立的可重复、较稳定的兔脊柱肿瘤转移

模型基础上，在经

CT

导引下经皮穿刺注入

PMMA

，

以探究其对肿瘤的杀伤作用。

1

材料与方法

1.1

材料

实验取新西兰大白兔

25

只（

3～4

月龄， 体重

2.5～3.5 kg

，雌雄不限），由东南大学动物实验中心提

供（实验动物许可证编号：

SYXK

苏

-2010-0004

）。

VX2

肿瘤株由东南大学分子影像与功能影像实验

室提供，每隔

4

周经兔大腿部肌肉成瘤传代。 实验

材料还包括乙二胺四乙酸（

EDTA

，武汉博士德生物

工程有限公司）、苏木精

-

伊红（

HE

，上海碧云天生物

技术有限公司）、

4%

甲醛（东南大学附属中大医院病

理科）、 脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末

端标记（

TUNEL

）试剂盒（瑞士

Roche

公司）。

1.2

方法

1.2.1

兔脊柱

VX2

肿瘤转移模型的建立 兔脊柱

VX2

肿瘤模型的建立和影像学评价方法参照凌龙

等

［

2

］

报道。术后

28 d

行腰椎

CT

扫描检查，观测到兔

椎体伴有明显骨质破坏时视为建模成功（图

1①

）。

1.2.2

实验分组及手术步骤 成功构建兔脊柱

VX2

肿瘤模型共计

18

只，随机分为

A

、

B

、

C

组，每组

6

只。 实验手术于第

28

天施行，

1％

异戊巴比妥钠

（

3 ml/kg

）经耳缘静脉麻醉模型兔并固定行腰椎

CT

平扫，用

18 G

血管穿刺针在

CT

导引下穿刺入椎体

中心，

A

、

B

两组分别注入

PMMA 0.3 ml

和

0.1 ml

（图

1②③

），

C

组为对照组 （仅注入生理盐水

0.3 ml

）。

PMMA

按临床常用比例调配后

120 s

开始注入

［

3

］

。

1.2.3

术后观察与评价 术后

24 h

为观察终点，处

死实验兔后取出目标椎体，脱钙后逐层切片，选取

肿瘤侵蚀椎体面积最广的层面进行观察。 实验组于

PMMA

周围

4

个方向，分别距

PMMA

边缘

1 mm

（紧

贴

PMMA

边缘处）、

5 mm

、

10 mm

及

15 mm

处各取

一肿瘤组织块， 对照组于瘤体中心至表面不同的

4

个位置各取一肿瘤组织块，并行

HE

染色及

TUNEL

染色

［

4

］

后，检测肿瘤细胞凋亡指数（

AI

）

［

5

］

。

1.3

统计学处理

采用

SPSS 13.0

软件进行统计学分析，结果以

ｘ±ｓ

表示。 实验组距骨水泥边缘不同距离肿瘤细胞

凋亡率与对照组比较采用

Dunnett T3

多重比较，手

术成功率比较采用

Fisher

精确检验。

P＜0.05

为差

异有统计学意义。

2

结果

2.1

手术情况

25

只新西兰大白兔中

18

只成功建立兔脊柱

the eighteen rabbits. Technical success rates were 83.3% in both group A and B

，

and the success rate was

100% in group C. The difference in technical success rate was not significant. The mean tumor cell apoptosis

rates of spinal VX2 carcinoma at 1 mm

，

5 mm and 10 mm away from the PMMA mass in group A were

（

65.75±18.81

）

%

， （

50.00±14.24

）

% and

（

14.95±8.98

）

% respectively. The mean apoptosis rate in the control

group was

（

9.79 ±5.24

）

%

；

the differences between the group A and the control group were statistically

significant

（

P<0.05

）

. The mean tumor cell apoptosis rate of spinal VX2 carcinoma at 15 mm away from the

PMMA mass in group A was

（

10.30±8.13

）

%

，

which was not significantly different with that of the control

group. The mean tumor cell apoptosis rates of spinal VX2 carcinoma at 1 mm and 5 mm away from the PMMA

mass in group B were

（

49.20±15.57

）

% and

（

17.75±9.28

）

% respectively

，

which was significantly different

with that of the control group

（

P<0.05

）；

the mean tumor cell apoptosis rates at 10 mm and 15 mm away from

the PMMA mass in group B were not significantly different with those of the control group. Statistically

significant differences in the mean tumor cell apoptosis rates determined at 1 mm

，

5 mm and 10 mm away

from the PMMA mass existed between group A and group B

（

P<0.001

）

. Conclusion PMMA can promote the

apoptosis of tumor cells

，

properly increasing the injected amount of PMMA can enlarge the extent of tumor

cell apoptosis.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１5

，

２4

：

520鄄523

）

【
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①

目标椎体内植入

VX2

瘤块后

28 d

轴位

CT

显示骨质破坏明显，证实建模成功；

②CT

导引下

18 G

穿刺针穿刺入瘤体中心；

③

注射

PMMA 0.3 ml

后的轴位

CT

显示

PMMA

在破坏区内充填良好

图

1

兔脊柱

VX2

肿瘤模型注入

PMMA

实验

①HE

染色（

×20

）可见椎体（黑色星形）及横突（白色星形）间大量密

集排列的

VX2

肿瘤细胞（箭头），部分边界模糊并压迫脊髓（三角

形）；

②HE

染色（

×100

）剔除骨水泥后残余空洞 （星形 ），肿瘤细胞

（黑箭头）及坏死细胞（白箭头）

图

2

兔脊柱

VX2

肿瘤模型注入

PMMA

后病理表现

VX2

肿瘤模型， 建模成功率为

72%

（

18/25

）。 注入

PMMA

前共有

15

只模型兔出现后肢瘫痪，

A

、

B

、

C

组各

5

只。

18

只脊柱

VX2

肿瘤模型兔穿刺均获成功，其

中

A

、

B

实验组共

10

只模型兔 （

10/12

）成功注入

PMMA

，达到实验预期终点。

A

组有

4

只模型兔椎体

旁出现少量

PMMA

渗漏， 术中麻醉死亡

1

只；

B

组

椎体旁均无

PMMA

渗漏，术中麻醉死亡

1

只。 对照

组实验均获成功（

6/6

）。对照组与实验组间手术成功

率比较，差异无统计学意义（

P=0.529

）。 术后所有存

活实验兔后肢情况与术前相同。

2.2

组织学检查

术后

24 h

共取出

A

、

B

组转移瘤椎体各

5

节，

C

组转移瘤椎体

6

节 。 组织

HE

染色结果见图

2

，

TUNEL

荧光染色见图

3

。 术后距

PMMA

边缘不同

距离肿瘤细胞凋亡率见表

1

。

A

组距

PMMA

边缘

1

、

5

、

10 mm

处肿瘤细胞平均凋亡率与对照组比较，差

异均有统计学意义（

P＜0.05

），而

15 mm

处肿瘤细胞

平均凋亡率与对照组比较， 差异无统计学意义；

B

组距

PMMA

边缘

1

、

5 mm

处肿瘤细胞平均凋亡率

与对照组比较，差异均有统计学意义（

P＜0.05

），其

余观测点无统计学差异。

A

、

B

组距

PMMA

边缘

1

、

5

、

10 mm

处肿瘤细胞平均凋亡率比较，差异均有显

著统计学意义（

P＜0.001

）。

①A

组

1 mm

处几乎均为

TUNEL

染色阳性凋亡细胞（绿色）；

②A

组

10 mm

处可见大量

DAPI

染色类圆形细胞核（蓝色） 中夹杂大小不等

TUNEL

染色阳性凋亡细胞（绿色）；

③A

组

15 mm

处可见大量

DAPI

染色类圆形细胞核（蓝色），极少见

TUNEL

染色阳性凋亡细胞（绿色）；

④C

组（对照组）表现同

③

图

3

距

PMMA

边缘不同距离

VX2

肿瘤标本的

TUNEL

染色荧光显微镜下表现（

×400

）

注：

A

组与

B

组间

1

、

5

、

10 mm

处细胞凋亡率比较， 差异有显著统

计学意义（

P

值均

＜0.001

）；两组间

15 mm

处细胞凋亡率比较，差异

无统计学意义

距离

凋亡率（

%

） A

、

C

组比

较

P

值

B

、

C

组比

较

P

值

A

组

B

组

C

组

1 mm 65.75±18.81 49.20±15.57

9.79±5.24

＜0.001 ＜0.001

5 mm 50.00±14.24 17.75±9.28 ＜0.001 ＜0.001

10 mm 14.95±8.98 10.05±5.39 ＜0.001 0.978

15 mm 10.30±8.13 8.95±5.09 0.542 0.931

表

1 VX2

肿瘤不同位置标本细胞凋亡率
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3

讨论

3.1

兔脊柱

VX2

肿瘤转移模型注入

PMMA

方法

由于

CT

可准确显示穿刺针进入靶椎体肿瘤骨

质破坏区内，故本实验采用经椎体侧后缘与椎弓根

交界处穿刺入路注入

PMMA

［

2

］

，手术成功率分别为

实验组

10/12

、对照组

6/6

，组间无显著性差异。 我们

检索了

Medline

、中国万方及知网等数据库，迄今未

见有兔椎体内注入骨水泥的相关研究报告，因而在

本实验前关于兔椎体内应注入多少量骨水泥无经

验可参考。 为此，我们进行多次预实验，发现兔腰椎

内

PMMA

注入量增加至

0.5 ml

时均有

PMMA

较多

渗漏入椎管，而本实验组

PMMA

渗漏发生率为

40%

（

4/10

），均发生于注入

PMMA 0.3 ml

的

A

组，提示

随着

PMMA

注入量增加， 渗漏发生风险也随之增

大， 故兔脊柱

VX2

肿瘤内注入

PMMA

量不宜超过

0.3 ml

。

3.2 PMMA

对

VX2

肿瘤杀伤作用的评价

凋亡作为细胞死亡的形式之一，可在一定程度

上反映细胞周围环境刺激或变化的情况

［

6

］

。 正常或

繁殖细胞没有脱氧核糖核酸断裂， 不被

TUNEL

染

色，因此本实验采用

TUNEL

法

［

7

］

评价

PMMA

对肿

瘤杀伤程度及范围是切实可行的。

尽管

PMMA

对肿瘤细胞具有急性杀伤作用已

被证实

［

8

］

，但杀伤程度及范围是否与注射量相关，仍

然无肯定结论。

Wang

等

［

9

］

研究发现，

VX2

肿瘤自然

生长

4

周内一般无明显坏死（即细胞自然凋亡作用

较小）， 且兔脊椎内植入

VX2

肿瘤约

28 d

时

CT

可

观测到兔椎体伴有明显骨质破坏

［

2

］

，故本实验选择

在兔脊椎内植入

VX2

肿瘤后第

28

天时注入

PMMA

并设置对照组， 从而避免肿瘤细胞自然凋亡的干

扰。 通过本实验可以推论， 注入

PMMA 0.1 ml

对

VX2

肿瘤细胞的杀伤范围为

5～10 mm

， 而注入

PMMA 0.3 ml

则为

10～15 mm

。 我们认为，在一定范

围内增加

PMMA

注射量可增加对肿瘤细胞的杀伤

作用。

Bhatt

等

［

1

］

研究认为，

PMMA

对肿瘤的杀伤机制

可能在于：

①PMMA

单体细胞毒作用；

②PMMA

聚

合热作用。然而本实验中，

B

组中单体理论注射量仅

为

0.02 ml

， 且大部分已与

PMMA

粉剂聚合，

PMMA

0.1 ml

注射后肿瘤细胞凋亡范围约为

5 mm

，因此仅

用单体细胞毒性解释其杀伤作用难以令人信服；

PMMA 4 ml

聚合时产生的最高温度可达

61℃

［

10

］

，增

加

PMMA

注射量可增加其与肿瘤的接触面积，同时

产生的总热量（

Q=Δt

·

m

·

c

）也势必增加，我们因而认

为聚合热对肿瘤起主要杀伤作用。

Chen

等

［

11

］

研究认

为，血流及脑脊液流动会造成热量散失，骨组织与

软组织之间热传导也存在差异，这些均会对肿瘤与

脊髓的实际温度产生影响，可见采用兔脊柱

VX2

肿

瘤转移模型研究

PMMA

对肿瘤的杀伤作用的可信

度应更高。 本实验中

A

组

1 mm

处肿瘤细胞凋亡率

与

B

组比较有显著差异，提示增加

PMMA

注射量可

提高肿瘤细胞凋亡率。
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