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磁感应热疗用镍 S铜热籽对 ,D636 细胞
及兔肌肉组织的影响$
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22#摘要$2目的2探讨磁感应热疗用镍 S铜热籽体外升温特性以及对细胞与组织的影响) 2方法2测量感应热籽在离体

兔肝组织内升温特性*通过细胞毒性试验!.[[试验%评价该治疗热籽浸提液体外细胞毒性*溶血试验评价其有无溶血作用*

兔体内肌肉埋植试验来评价其材料的组织毒性) 2结果2实验中所用的铁磁热籽在离体兔肝内具有良好的升温效果*细胞

毒性试验结果显示镀金热籽对 ,D636 细胞毒性为 5 级&属对细胞无毒性范畴*溶血试验中镀金热籽的溶血率 OP3@b! c@b%&

表明实验用热籽无溶血作用*各期体内埋植试验反映了材料在肌肉组织中不同的炎性反应) 2结论2自制的镀金镍 S铜热

籽在感应加温交变磁场中可升温到适合的温度&对 ,D636 细胞毒性为 5 级&无溶血作用)

#关键词$2感应加温*2热籽*2升温效应*2生物相容性*2,D636 细胞
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22传统肿瘤加温治疗中常用的方法有射频-微波

和超声&但这些方法都有一些不足
.5/

) 磁感应热疗

技术是近 34 年兴起的肿瘤治疗新方法&其特征是加

热使肿瘤细胞凝固和激发主动免疫&而保存正常组

织) 铁磁热籽感应加温是在射频感应加温技术的基

础上发展起来的肿瘤微创外科治疗新技术&它是指

通过经皮穿刺或术中植入等方法将热籽植入到肿瘤

区域&然后置于交变磁场中&热籽因为涡电流等机制

产热并传递到周围组织&使肿瘤区域温度升高到需

要的温度而达到治疗肿瘤的目的) 铁磁热籽是一种

特别的混合物或合金&由非磁性金属和磁性金属组

成) 这种合金的特性就是可以限制其最高温度&即

居里点现象&因而达到自控温的目的) 本实验研究

镀金镍 S铜热籽的体外升温特性及其对细胞组织的

影响&为感应加温技术应用肿瘤临床治疗提供理论

依据)

52材料与方法

5P52材料和动物

铁磁热籽由北京科技大学金属物理系提供&长

54 EE& 直径 4PB EE &居里点为 C4 e的镍铜热籽)

实验中使用的 O 种热籽"5f为未经表面处理的镍 S
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铜热籽*3f为表面镀金的镍 S铜热籽*Of为表面镀有

机膜的镍 S铜热籽) 兔肌肉埋植试验对照组为钛合

金粒子&由中日友好医院放射肿瘤科提供)

大耳白兔购于北京市海淀区兴隆实验动物养殖

厂"XJaK !京% 3447 S4445) ,D636 细胞购于中国典

型培养物保藏中心)

5P32方法

5P3P52实验试剂2.[[.O S!A&@ S二甲基噻唑 S

3% S3&@ S二苯基四氮唑溴盐/"&G>EF公司) Z.&(

!二甲基亚砜& 分析纯% "上海凌峰化学制品有限公

司) *].#D57A4 细胞培养液 !1#R!(%含 54b新鲜

胎牛血清"&G>EF公司)

5P3P32实验仪器2交变磁场仪"型号 &]S4A+R!A

Yh&频率 544 i3@4 K"L&加热电流 544 iA@4 +&感

应线圈直径 @ JE-A 匝双股&深圳双平电源技术有限

责任公司制造)

温度测量与记录系统"测温探头为 #QS5B 型

铜 S康铜热电偶&直径 5 EE&温度响应时间 4P5 X&

美国 ]M?XGQ:EV 公司制造) 温度显示装置&为四通道

数显仪&型号 _&45+SA&北京昆仑天辰仪表科技有

限公司制造&数显仪连接计算机对数据进行记录并

存盘)

超微量紫外分光光度计"$ZS5444 "#[+!"#)

酶联免疫检测仪".=HQGXKF< .YO SO@O &)&+) 67

孔酶标板"O@O4C3 -+,!($) #_@5 倒置式基础型显

微镜"日本 (H?EV=X公司) Z1O433 酶联免疫检测

仪"中国人民解放军第四军医大学与国营华东电子

管厂联合研制)

5P3PO2实验方法

5P3POP52治疗用热籽体外兔肝加热曲线的测定2

分别取治疗用 3f热籽 5-3-O-A 颗插入新鲜离体正

常兔肝组织中&对称平行排列&相距各 @ EE&放入交

变磁场线圈中心位置&使热籽长轴方向与磁场方向

平行) 加热电流固定在 A@4 +&加热时间为 34 EG<)

热电偶插入兔肝组织内&位于热籽排列的中心位置)

未插热籽的兔肝组织置于相同条件的磁场下作为对

照组)

5P3POP32治疗用热籽体外细胞毒检测2热籽材料

浸渍液制备"5f iOf热籽分别在生理盐水中用超声

洗涤 5@ i34 EG<&蒸馏水冲洗 O 遍烘干) 试验前用

535 e 5 M 灭菌备用) 各试样材料经灭菌处理后分

别置于试管中&均按每 JE

3

试样表面积加 O EH

*].#D57A4 培养液&于 OC e静置浸渍 C3 M) 浸提液

浓度为 544b) 实验时以 *].#D57A4 培养液稀释至

所需要的浓度) 取对数生长期的 ,D636 细胞!试验

用细胞为传代 AB iC3 M 生长旺盛的细胞%&常规消

化成细胞悬液并调整细胞浓度至 7 j54

A

UEH&以每

孔 544

!

H接种 67 孔培养板&置于 OC e@b!(

3

培养

箱中培养&3A M 后弃去原液&加入浸提液使其终浓

度分别为 544b&阴性对照为 57A4 培养液&阳性对

照为 4PCb的聚丙烯酰胺单体溶液) 每组设复孔 A

个&培养 AB M 后每孔加入 34

!

H,.[[&原条件培养 @

M&弃去孔内液体&加入 Z.&(5@4

!

HU孔&震荡 54

EG< 后在免疫酶标仪上测定 A63 <E处的吸光度

!(Z%值&通过与对照值的比较得到实验组的增殖

率) 细胞相对增殖率 !;:HFQĜ:>;8IQM ;FQ:&*1*% k

实验组 (Z均值 j544 U阴性对照组 (Z均值 j

544b) 用酶联免疫检测仪采用双波长的方法测定

光密度&通过与对照值的比较得到实验组的增殖率&

判定细胞毒性级!4 i@ 级%分类!表 5%) 细胞相对

增殖率越大&则材料毒性越小)

表 TU相对增殖率与细胞毒性分级转换表 &V'

2

反应等级 相对增殖率!b%

4 级
%

544

5 级 C@ i66

3 级 @4 iCA

O 级 3@ iA6

A 级 5 i3A

@ 级 4

224 i5 级反应为合格&实验结果为 3 级反应的须结合细胞形态作

综合评价&实验结果为 O i@ 级反应为不合格)

5P3POPO2溶血实验2大白兔采血 B EH&加肝素钠制

成抗凝兔血) 取 B EH抗凝兔血加 54 EH生理盐水稀

释) 取 O 份试验材料样品&每份样品管中加入样品

浸渍液 54 EH&置于 OC e水浴箱 O4 EG< 后&各加稀

释兔血 4P3 EH&混匀后放回水浴箱内 74 EG<) 蒸馏

水 54 EH和生理盐水 54 EH&各加稀释兔血 4P3 EH作

为阳性和阴性对照&同法各制 O 份置于水浴箱内保

温) 各试验管离心 @ EG<!3@44 ;UEG< %&自每管取上

清液在分光光度仪上测定各自在 @A@ <E处吸光度

!(Z%值&阳性对照组吸光度值应为 4PB l4PO&阴性

对照组吸光度值应不大于 4P4O) 溶血率!b% k!待

测样品 (Z均值 S阴性对照 (Z均值% j544U!阳性

对照 (Z 均 值 S阴 性 对 照 (Z 均 值 %) 参 照

1R57BB7PA S566C S#&(5466O SA"5663 #医疗器械

生物学评价溶血试验法$的评价标准和要求&若溶

血率 c@b&说明材料无溶血作用&符合医用材料的

溶血试验要求)

5P3POPA2兔肌肉埋植试验2实验材料为 5 f iO f

镍 S铜热籽&阴性对照材料为同等规模的无放射性

的钛合金粒子) 选取 C-5A-O4-64 9 A 个植入期&每

一植入期用 O 只白兔) 速眠新注射液按照 4P5 i

4T3 EHUK>剂量做兔的肌肉麻醉) 剪去兔双侧脊柱

(3BA( 中国微创外科杂志 3446 年 7 月第 6 卷第 7 期2!MG< '.G< #< &̂=;>&'=<:3446&08HP6P$8P7



背毛&局部术野皮肤常规消毒&铺巾) 采用套针法)

用针头将试样经针孔推送入兔背脊肌) 在距脊柱棘

突旁 3P@ JE与脊柱平行&持针成 O4m穿刺进人肌肉

内&取一消毒探条插入针头内&将试样材料推入肌肉

内&退出针头与探条) 在脊柱一侧充足的植入部位

植入 O 个试验样品&相互间隔约 3P@ JE&另一侧植

入 3 个阴性对照样品) 植入时如有过量出血&则在

另一位置重新植入备用材料) 在植入第 C-5A-O4 -

64 天分期处死动物) 取植入试样及周围肌肉组织&

肉眼观察周围组织情况&54b福尔马林固定) 常规

石蜡包埋-切片-伊红染色-制片-光镜观察) 实验中

参照的组织学评价标准是依据中华人民共和国国家

标准 1RU[57BB7P7D566C

.O/

进行观察&及国内常用的

肌肉局部组织的生物学反应评价的方法&以炎细胞

反应和纤维囊形成组织反应分级&然后根据组织反

应分级情况进行结果评定&标准如下)

"

炎性细胞

反应分级"

#

级"试样周围未见或仅见极少量淋巴细

胞*

$

级"试样周围可见少量淋巴细胞*

%

级"试样周

围有少量嗜中性粒细胞-淋巴细胞浸润和巨细胞反

应*

&

级"试样周围可见以嗜中性粒细胞浸润为主的

炎性反应&可见吞噬细胞)

'

纤维囊形成"

#

级"囊

壁厚度稳定&

&

4P4O EE&无继续增厚现象*

$

级"纤

维化囊壁致密&壁的厚度比形成初期要薄*

%

级"试

样周围可见纤维母细胞与胶原纤维) 并已形成纤维

囊腔结构*

&

级"试样周围可见小血管与纤维母细胞

增生&开始形成疏松的囊壁)

(

组织反应结果评定

标准!合格%&阴性对照样品应小于或符合以下标

准"植入 C 9 后&炎症细胞反应程度
&&

级&无囊壁

形成*植入 5@ 9 后&炎症细胞反应程度
&%

级&无囊

壁形成至少为
&

级*植入 O4 9 后&炎症细胞反应程

度
&$

级&无囊壁形成至少为
%

级*植入 74 9 后&炎

症细胞反应程度
&#

级&无囊壁形成至少为
$

级*植

入 64 9 后&囊腔形成状况为
#

级)

5PO2数据处理与统计学分析

细胞存活率 k !(Z实验 S(Z空白% U!(Z对

照 S(Z空白% j544b ) 细胞死亡率 k5 S细胞存

活率) (Z空白 kR57 细胞数为 4 时所测得的 (Z

值&(Z对照 kR57 细胞在室温对照下所测得的 (Z

值) (Z实验 kR57 在其它各处理条件下所测得的

(Z值&将 A 次不同时间的存活率绘制成生长曲线)

实验所得数据应用 &]&&555@ 统计软件进行处

理&组间差异采用单因素方差分析进行检验& Kc

4T4@ 为差异显著&Kc4P45 为差异非常显著) 相关

分析检验 (Z值与细胞活性间的相关性)

32结果

3P52治疗用热籽体外兔肝加热曲线的测定

实验中将治疗用表面镀金的镍 S铜热籽插入正

常离体兔肝组织内&热电偶探头置于排列热籽的中

心位置&记录兔肝组织内温度变化情况&所得的温度

曲线见图 5) 分别加热 5-3-O-A 颗平行排列的热

籽&实验进行 O 次&取平均值) 加热 5@ EG< 后&温度

开始达到平台期&5-3-O-A 颗热籽的平台期温度分

别为 ! AOPO l4P@ %e- ! @3P@ l4P@ %e- ! @CPB l

4T@%e-!@6P@ l4P@%e&可以看出随着热籽数量的

增加&平台温度增加&但增加的幅度随之递减)

图 TU离体兔肝感应热籽升温曲线

3P32体外细胞毒试验

544b浓度的镀金镍铜热籽浸提液作用 ,D636

细胞 C3 M 后&其细胞的 *1*为 BCPCb&依表 5 标准

判定如表 3 所示"544b浓度的镀金镍铜热籽浸提液

对于细胞增殖无明显影响&其细胞毒性为 5 级&属对

细胞无毒性范畴*光镜下!图 3R%观察到的细胞形态

正常&生长情况正常&与阴性对照组 !图 3+%无区

别&说明自制的镀金镍铜热籽为合格生物材料) 而

阳性对照组和 5 f-O f实验组细胞的 *1*分别为

5@T3b-A6P5b-O6P3b&其毒性评定为 O iA 级*光

镜!图 3 !%下见细胞均已漂浮变圆&形态学上表明

5f-Of热籽浸提液的体外毒性&为不合格生物材料)

表 VU试验热籽的细胞毒性!.HH"结果 2

组别 (Z值
相对增殖率

!b%

评级

阴性对照组 5PBO l4P4O 544 4

5f组 4PB6 l4P45 A6P5 O

3f组 5P74 l4P4O BCPC 5

Of组 4PC5 l4P43 O6P3 O

阳性对照组 4P54 l4P45 5@P3 A

3PO2溶血试验

各实验组在 @A@ <E处的吸光度值见表 O) 依

据公式计算出镍铜热籽的溶血率分别为 OP33b-

OT3@b-OP56b&小于 @b&提示实验用镀金镍 S铜

热籽无溶血作用&符合医用材料的溶血试验要

求) 2
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图 VU光镜! WVXX"下观察U+Y阴性对照组!TZ[X"培养液(细胞形态正常(生长情况正常)NYTXX\镀金镍铜热籽

浸提液(细胞形态正常(生长情况正常)!YXY]\聚丙烯酰胺单体溶液!阳性对照" (示细胞均已漂浮变圆

表 ^U试验材料的溶血试验结果 2

材料编号 试管 5 试管 3 试管 O 均值!(Z% 溶血率!b%

5 4P4O6 4P4A3 4P4O7 4P4OBC OP33

3 4P4OB 4P4O6 4P4A4 4P4O64 OP3@

O 4P4OB 4P4A4 4P4OC 4P4OBO OP56

! n% 4P6C5 5P43A 4P6O7 4P6@53 544

! S% 4P45A 4P454 4P453 4P453 4

3PA2兔肌肉埋植试验

3PAP52大体观察2所有实验动物术后活动正常&进

食好&伤口无感染-化脓&植入材料无排出现象) 取

材时见材料周围组织颜色-质地正常)

3PAP32光镜观察2对照组!图 O%"术后 3 周&肌肉

组织中见炎性细胞浸润&主要是中性粒细胞及淋巴

细胞&炎性反应分级为
%

级) 术后 A 周时&炎性细胞

较 3 周前明显减少&散在有浆细胞及巨噬细胞) 术

后 53 周时&周围纤维结缔组织与胶原纤维增生明

显&有囊腔形成&纤维化囊壁致密&纤维囊性形成
$

级) 说明钛合金粒子符合组织反应结果评价标准的

阴性对照样品的标准) 3f热籽组!图 A%"术后 3 周&

肌肉组织中可见炎性细胞浸润&主要为淋巴细胞和

浆细胞&炎性细胞反应分级
$

级) 术后 A 周时&与对

照组相似&可见纤维结缔组织和炎性细胞浸润&但偶

见大的吞噬细胞&炎性细胞反应
$

级) 术后 53 周

时&周围纤维结缔组织与胶原纤维增生明显&结构致

密&纤维囊性结构形成
$

级&见多核巨细胞及淋巴细

胞浸润&符合组织反应结果评定标准&说明该材料与

肌肉组织之间有较好的相容性) 5f-Of 热籽组!图

@%"术后 3 周&肌肉周围见大量的炎性细胞浸润&主

要为中性粒细胞及淋巴细胞&散在少量的浆细胞&炎

性反应分级
&

级) 术后 A 周时&炎性细胞较 3 周前

有所减少&有肉芽组织增生) 术后 53 周时&仍可见

中等程度的炎性细胞&但以淋巴细胞为主&未见明显

囊壁结构) 说明 5f-Of材料不符合组织反应结果评

定标准)

O 种不同材料制作的热籽植入兔肌肉组织后的

病理组织学观察结果&依据 1RU[57BB7P7 S566C

标准评价&治疗用镀金镍 S铜热籽具有良好的生物

相容性&而未经处理的镍 S铜热籽以及表面镀有机

膜的镍 S铜热籽均具有一定程度的生物毒性)

O2讨论

肿瘤热疗主要问题是如何在所需的深部组织或

某一脏器进行均匀的加温&达到 A3 e以上&但又不

引起附近正常组织严重的和永久性的损伤) 长久以

来人们研究了各种热疗的方法&如射频-激光-超声

波-微波&隔离灌注等&但因为这些方法对肿瘤的靶

向性差&易导致周围正常组织的温度升高并产生可

逆性损伤&使其应用受到限制
.A/

) 铁磁热籽加热治

疗肿瘤是在感应加温技术基础上发展而来&通过穿

刺或手术中植入等方法将热籽精确适形地分布于肿

瘤组织中&然后在交变磁场的作用下产生治疗所需

的温度&通过提高肿瘤组织的核心温度和激发机体

的主动免疫而达到治疗肿瘤的目的) 利用自控温铁

磁热籽的感应加温治疗可以克服其它加温方法在热

定位-热分布和肿瘤组织与正常组织温差小等方面

的缺点) 感应加温因为选择性对特定组织加热这一

特点近来取得较快的发展&并且使用了各种不同的

磁性材料在基础实验和临床试验方面取得了不少令

人振奋的结果) 国内外有关热籽感应加温技术的研

究已有近 O4 年的历史&对各种不同的磁性材料组成

的热籽进行了广泛的研究
.@&7/

&并且已经进行了少

量的临床试验
.C i6/

) 但这方面的报道主要集中在国

外&尤其是美国和德国&国内也有少数学者做过一些

基础的小动物实验&但尚未有过大动物实验和临床

实验) 我国研究者对体外培养的细胞及荷瘤小鼠进

行热籽磁感应加热&所采用的热籽为镍 S铜合金&

居里点为 @C e& C3b镍-3Cb铜&结果表明磁感应

加热交变磁场中可升温到适宜温度&有效的杀伤肿

瘤细胞&延长荷瘤小鼠的生存期
.54&55/

) 目前&美国

+[#.:9GJFH公司已经开发出一种可对前列腺癌进

行热 籽 加温治疗 的设 备& 但还在 临 床 试 用 阶

段
.53 i5A/

) 本实验采用治疗用镀金镍 S铜热籽在新
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图 ^U对照组U"%染色! WTXX 倍"U+Y术后 V 周(肌肉组织中见炎性细胞浸润(主要是中性粒细胞及淋巴细胞)NY术后 [ 周(炎性

细胞较 V 周前明显减少(散在有浆细胞及巨噬细胞)!Y术后 TV 周(周围纤维结缔组织与胶原纤维增生明显(有囊腔形成(纤维化囊

壁致密U图 [UV_热籽组U"%染色! WTXX 倍"U+Y术后 V 周(肌肉组织中可见炎性细胞浸润(主要为淋巴细胞和浆细胞)NY术后

[ 周(与对照组相似(可见纤维结缔组织和炎性细胞浸润(但偶见大的吞噬细胞(炎性细胞反应
!

级)!Y术后 TV 周(周围纤维结缔组

织与胶原纤维增生明显(结构致密(见多核巨细胞及淋巴细胞浸润U图 `UT_*^_热籽术组U"%染色! WTXX 倍"U+Y术后 V 周(肌

肉周围见大量的炎性细胞浸润(主要为中性粒细胞及淋巴细胞(散在少量的浆细胞(炎性反应分级
"

级)NY术后 [ 周(炎性细胞较 V

周前有所减少(有肉芽组织增生)!Y术后 TV 周(仍可见中等程度的炎性细胞(但以淋巴细胞为主(未见明显囊壁结构

鲜离体兔肝组织中感应加热&证明了其良好的升温

特性&可以由此推论"选择合理的热籽数量及布局可

以达到较好的治疗温度) 但这并不能完全反应肿瘤

组织在体内的升温效果&因为离体兔肝较活体肝的

代谢水平发生改变&且正常组织与肿瘤组织的代谢

也存在很大差异&所以加热离体兔肝的结果与在体

肿瘤的加热效果必然存在差异)

体内外实验表明磁感应热籽具有良好的升温特

性&但在进入临床应用之前&铁磁热籽感应加热治疗

肿瘤技术仍存在一些尚须解决的问题
.5@/

&如有些金

属包膜材料对人体有毒性&因而要慎重选择合金&或

对材料进行镀金!或其它金属%处理) 目前细胞毒

性试验中应用最早及使用最广泛的细胞是 ,D636 细

胞&56B3 年美国质量标准协会及 566C 年国家技术

监督局都将 ,D636 细胞推荐为细胞毒性试验中的标

准细胞) 本实验通过 .[[法检测镀金镍 S铜热籽

浸提液对 ,D636 细胞的毒性实验&通过比较认为镀

金镍 S铜热籽的体外毒性明显低于未镀金以及表面

(@BA(中国微创外科杂志 3446 年 7 月第 6 卷第 7 期2!MG< '.G< #< &̂=;>&'=<:3446&08HP6P$8P7



镀有机膜的热籽&并且属于无细胞毒性范畴&较适于

进一步的体内实验研究) 通过体外溶血试验&发现

镀金镍 S铜热籽浸提液直接和血液接触无溶血作

用&溶血率 c@b&符合医用材料的溶血试验要求)

采用注射针埋入法通过兔各期体内埋植试验反映了

样品材料在肌肉组织中的不同炎性反应&来评价其

材料的组织毒性&发现自制的镀金镍 S铜热籽对植

入后局部的组织无明显的毒性及刺激作用&生物相

容性较好) 但是目前的生物学评价标准是通过细胞

学-组织学和整体动物学来评价植入物对生物体的

影响&没有深入到分子水平&不论我国或国际上的毒

性分级标准都是基于经验确定的&其客观性存在不

足&所以需要在实践中不断地修改和完善) 因此&对

材料与生物机体相容性诸多方面的问题还需要利用

组织形态学-组织化学和分子生物技术做进一步的

深入研究&这样才能进一步了解治疗用热籽的植入

对人体的影响&为临床应用提供更可靠的理论依据)

本次实验结果表明热籽感应加温在新鲜离体正

常兔肝组织内交变磁场中可升温到适宜的温度&可

达到治疗恶性肿瘤的目的) 通过样品的体外细胞毒

性试验-溶血试验和兔各期体内埋植试验反映了治

疗用表面镀金的的镍 S铜热籽无体外毒性-溶血性

以及植入后局部的组织无明显的毒性及刺激作用&

有着良好的应用前景)
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(消息(

经脐入路内镜手术讲习班通知

上海同济大学附属东方医院定于 3446 年 C 月 3A i3@ 日在上海举办国家级继续医学教育项目"全国经

脐入路内镜手术讲习班.项目编号"3446 S4A S45 S335!国%/) 经脐入路内镜手术![)%&%是近年微创外科

技术最新进展&术后腹壁无可见的手术瘢痕&达到更加美观-更加微创的目标) 本次讲习班将通过专题讲座-

手术实况转播和远程会议等形式&介绍经脐入路内镜手术最新进展和技术要点&使参与者能够通过此次学

习&掌握这一世界最先进技术) 远程会议内容为实况转播意大利米兰尼瓜达医院经脐入路腹腔镜胆囊切除

术和专题讲座) 讲习班同时介绍另一项腹壁无瘢痕手术"经自然腔道内镜手术!$([%&%以及国内开展此项

工作的初步经验) 参与者将获得国家级继续医学教育
#

类学分 7 分)

有意参加本次讲习班的同行请联系同济大学附属东方医院朱江帆教授) 手术"5OB57656C7O*%DEFGH"

LM= G̀F<>\F<NM8QEFGHPJ8E)
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