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［摘要］　目的：评估无毒诺维氏梭菌对小鼠移植性肝癌的抑瘤效应，及其在肿瘤和重要器官的定植情况，并确定瘤
内注射的最佳剂量。方法：建立Ｈ２２皮下移植瘤ＢＡＬＢ／ｃ小鼠模型后称小鼠重量，测量肿瘤大小，并按随机原则分为
生理盐水组、无毒诺维氏梭菌低剂量组（１．０×１０７／ｍＬ，０．５ｍＬ）、中剂量组（１．０×１０８／ｍＬ，０．５ｍＬ）和高剂量组（１．０
×１０９／ｍＬ，０．５ｍＬ）。每天观察小鼠的一般情况，每周３次定时测量小鼠重量，每周２次测肿瘤大小，评估细菌的抑
瘤效应。采用革兰染色法、细菌培养法、ＰＣＲ技术，了解肿瘤和重要器官中诺维氏梭菌的定植情况。利用 ＨＥ染色、
脾脏指数、胸腺指数，了解细菌干预后荷瘤鼠炎症反应、免疫功能及肿瘤转移的情况。结果：无毒诺维氏梭菌低、中、

高剂量组抑瘤率分别为８．４９％、４４．５９％、１４．８４％，高剂量组小鼠一般情况最差，中剂量组小鼠一般情况最好。培养
结果显示，肿瘤组织中有诺维氏梭菌定植，主要脏器无该菌定植。高剂量组和中剂量组荷瘤鼠脾脏质量明显增大，

两组脾脏质量和指数与生理盐水组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。高剂量组胸腺显著缩小，但胸腺指数各组间
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论：无毒诺维氏梭菌能选择性地定植于肝癌区，中剂量（１．０×１０８／ｍＬ，０．５ｍＬ）无
毒诺维氏梭菌能有效抑制免疫正常小鼠Ｈ２２皮下移植瘤，可能与抗肿瘤免疫和炎症反应有关。
［关键词］诺维氏梭菌；溶菌疗法；肝细胞癌
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　　２０１８年全球９６０万人死于肿瘤，肝癌的死亡率
位居第３位［１］。现有的治疗方法都不能显著延长

肝癌患者的生存期，其５年生存率仅１８％，探寻新
的治疗方法迫在眉睫［２］。促进肝癌发展，影响肝癌

等实体瘤治疗效果的最大因素是肿瘤局部微环

境［３４］，其中乏氧是肝癌微环境的重要特点。乏氧

微环境是肝癌产生药物抗性和化疗抗性的主要原

因，因此，破坏或利用乏氧微环境成为实体瘤治疗的

新策略。３００多年前就有肿瘤患者感染后肿瘤自然
消退的病例记载，但因为无法解释其原理，用于治疗

时无法接受发热等副反应，且治疗过程无法标准化，

导致细菌抗肿瘤研究一直没有较大进展。随着生物

技术的发展，研究人员利用基因改造的方法去除厌

氧菌的毒性基因，或将厌氧菌改造为抗肿瘤药物的

载体，从而克服厌氧菌自身的毒副作用和化疗药物

选择性差、瘤内浓度低的不足，有效利用肿瘤氧含量

低、血供差的微环境［５］。厌氧菌抗肿瘤随之引起了

人们极大关注。

多项研究发现厌氧性细菌对实体瘤的乏氧区和

坏死区具有选择性定植的能力，表现出溶瘤效应。

诺维氏梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｎｏｖｙｉ，Ｃ．ｎｏｖｙｉ）为厌氧芽胞
梭菌属的成员，广泛分布于外界环境中，可从土壤、

海洋沉淀物、人类气性坏疽伤口或动物的局部感染

伤口中分离得到，热休克法可以获得无毒诺维氏梭

菌（ｎｏｎｔｏｘｉｇｅｎｉｃＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｎｏｖｙｉ，Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ）［６］。
裸鼠研究结果显示，Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ对黑色素瘤、结肠
癌、肾癌、软组织肉瘤、胰腺癌、脑瘤及恶性胶质瘤均

表现出抑制作用，Ｉ期临床试验证实 Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ对
人体肿瘤也有抑制作用［７１１］。目前尚没有单用

Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ抗免疫正常小鼠肝癌的报道。本研究
选择最常用、易操作、易观察的方法建立ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠Ｈ２２皮下移植瘤模型，采用瘤内注射Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ
方式进行干预，评估Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ对小鼠移植性肝癌
的抑瘤效应，及其在肿瘤和重要器官的定植情况，确

定瘤内注射的最佳剂量，并观察细菌干预后荷瘤鼠

炎症反应、抗肿瘤免疫及肿瘤转移情况，为后续探索

Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ抗肝癌的机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　动物、细菌和细胞
ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雄性，体重（１８±２）ｇ，购

自成都达硕实验动物有限公司（许可证号：ＳＣＸＫ
（川）２０１３２４）。实验动物所有操作取得了四川大
学华西基础医学与法医学院实验动物伦理委员会批

准（批号 ＩＡＣＵＣ２０１４００１０）。Ｃ．ｎｏｖｙｉ为 ＡＴＣＣ
１９４０２株，热休克法去毒［６］，获得 Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ。肝癌
Ｈ２２细胞株由四川大学华西基础医学与法医学院药
理学教研室保存。

１．２　主要试剂
哥伦比亚血琼脂培养基（ＯＸＯＩＤ）、细菌基因组

ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＤＰ３０２）、组织基因组
ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＤＰ３０４）、改良型 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基（Ｈｙｃｏｎｅ，ＮＡＤ１３８５），胎牛血清
（Ｇｉｂｃｏ，１５５１８３５）、２０００ｂｐＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（Ｔａｋａｒａ，
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ＤＬ２０００），２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｎｏｖｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｅ００５）。
１．３　主要仪器

光学显微镜（Ｌｅｉｃａ，ＤＭ７５０）、紫外分光光度计
（Ｋ．Ｏ，Ｋ５６００）、ＰＣＲ仪（ＢＩＯＥＲ）、电泳仪（ＢＩＯ
ＲＡＤ）、凝胶成像系统（ＢＩＯＲＡＤ）、厌氧罐（重庆艾
奇医疗器械有限公司）。

１．４　主要方法
１．４．１　建立小鼠皮下移植瘤模型　收集 ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠Ｈ２２腹水，用生理盐水洗涤、离心，收集沉淀细
胞，稀释为１．０×１０７／ｍＬ。无菌环境下，每只小鼠左
前肢皮下注射０．２ｍＬＨ２２细胞悬液。待肿瘤肉眼
可见后每周２次用电子数显卡尺测量肿瘤大小，计
算肿瘤体积。Ｖ＝ａ×ｂ２×１／２（Ｖ为肿瘤体积，ａ为
肿瘤的最长径，ｂ为肿瘤的最短径）
１．４．２　实验分组及干预　按照肿瘤建模要求（肿
瘤平均重量≥１ｇ或２０％肿瘤重量≥４００ｍｇ）衡量，
３２只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠均造模成功。于第１０天称量小
鼠重量，测量肿瘤大小，随机分为对照组、Ｃ．ｎｏｖｙｉ
ＮＴ低剂量组、中剂量组和高剂量组，每组８只。对
照组瘤内注射０．５ｍＬ生理盐水、低剂量组瘤内注射
０．５ｍＬＣ．ｎｏｖｙｉＮＴ（１．０×１０７／ｍＬ）、中剂量组瘤内
注射０．５ｍＬＣ．ｎｏｖｙｉＮＴ（１．０×１０８／ｍＬ）、高剂量组
瘤内注射０．５ｍＬＣ．ｎｏｖｙｉＮＴ（１．０×１０９／ｍＬ）。每
天观察小鼠的一般情况，每周３次定时称小鼠重量，
每周２次测肿瘤大小，绘制小鼠重量变化、肿瘤体积
变化曲线，比较组间差异。

１．４．３　采集标本　实验干预后第１２天处死全部小
鼠，剥离肿瘤、肝、肺、脾、脑、肾、脾脏、胸腺，肿瘤拍

照记录，称肿瘤重量、脾脏和胸腺质量，用于 ＨＥ染
色的组织置４％多聚甲醛固定，其余组织置 －８０℃
保存。计算抑瘤率、脾脏指数、胸腺指数。抑瘤率＝
（细菌干预组瘤重－生理盐水组瘤重）／细菌干预组
瘤重×１００％；脾脏（胸腺）指数（ｍｇ／１０ｇ）＝脾脏
（胸腺）质量ｍｇ／（小鼠重量ｇ×１０）。
１．４．４　细菌培养及鉴定　取剥离的一部分肿瘤、
肝、脾、肺、肾、脑组织直接涂片后行革兰染色，一部

分涂布接种于哥伦比亚血琼脂培养基，３７℃厌氧培
养７２ｈ，观察细菌情况。按照试剂盒说明书操作步
骤提取组织ＤＮＡ，根据ＧｅｎＢａｎｋ中查得的Ｃ．ｎｏｖｙｉ
ＮＴ序列（ＧｅｎｅＩＤ：ＣＰ０００３８２．１），由成都擎科梓熙
生物技术有限公司合成引物（上游引物：５′ＴＧＣ
ＣＣＣＴＴＡＴＧＴＣＴＡＧＧＧＣＴ３′，下游引物：５′ＣＧＡＣＴ
ＴＣＡＣＣＣＣＡＡＴＣＡＣＣＡ３′），ＰＣＲ扩增产物长度为
２９２ｂｐ。用提取的Ｃ．ｎｏｖｙｉＤＮＡ作为模板进行ＰＣＲ

扩增，预变性９５℃５ｍｉｎ，变性９５℃３０ｓ，退火５６℃
３０ｓ，延伸 ７２℃ ２０ｓ，３０个循环，琼脂糖凝胶电泳检
测ＰＣＲ扩增产物。
１．４．５　肿瘤和主要脏器组织 ＨＥ染色　将固定２４
ｈ的组织取出，梯度脱水，常规石蜡包埋，切片后行
ＨＥ染色，光学显微镜下观察肿瘤细胞、组织坏死及
炎症反应情况。

１．５　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１９．０统计分析软件分析实验结果，

实验数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间均数比
较采用单因素方差分析，多重组间比较用最小显著

性差异法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　荷瘤鼠干预后一般情况、体重变化
干预第２天高剂量组小鼠肿瘤部位均可观察到

小红点，其他组无明显变化，随后实验组小鼠肿瘤部

位出现红肿、坏死。小鼠活动量减少，精神一般，饮

食、饮水量减少。随着时间延长，局部炎症反应减

轻，部分肿瘤缩小。小鼠重量变化为：生理盐水组小

鼠的重量持续增加；低剂量组小鼠重量前３天变化
不大，随后持续增加；中剂量组小鼠重量前８天呈增
加趋势，且第３～８天变化较大，第８～１２天变化不
明显；高剂量组小鼠重量前３天呈下降趋势，随后开
始快速增加。小鼠干预前和处死后体重情况见表

１，高剂量组小鼠体重与生理盐水组、中剂量组的差
异均有统计学意义（Ｐ＝０．０３３，Ｐ＝０．００１）；低剂量
组小鼠体重与中剂量组比较，差异也有统计学意义

（Ｐ＝０．０４９）。小鼠体重结果分析显示，中剂量组８
只小鼠中有５只体重明显大于其他组。

表１　各实验组荷瘤小鼠体重变化（珔ｘ±ｓ，ｇ）（Ｎ＝８）

Ｔａｂｌｅ１．ＷｅｉｇｈｔｓｏｆＤｉｆｆｅｒｅｎｔＧｒｏｕｐｓｏｆＴｕｍｏｒＢｅａｒｉｎｇ

Ｍｉｃｅ（珔ｘ±ｓ，ｇ）（Ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ Ｂｅｆｏｒｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ Ａｆｔｅｒｄｅａｔｈ

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ２５．２２９±１．３８０ ２５．３９６±２．０４７※

Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ ２４．５６７±１．２８７ ２４．７７０±１．６３６＃

Ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ ２４．９９９±１．９７１ ２６．６７２±２．３４１※

Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ ２３．６６３±０．８３２ ２３．１５２±１．１９４

※Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５；＃ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５．
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２．２　肿瘤重量、体积及抑瘤率
剥离肿瘤时可见生理盐水组肿瘤较大，颜色较

鲜艳，有较多红色液体，黏连严重。与生理盐水组比

较，中剂量组肿瘤颜色较浅，坏死区较大，炎性渗出

物多，部分肿瘤包膜完整，与周围组织黏连较轻；高

剂量组肿瘤坏死区大，豆腐渣样组织较多，有臭味，

黏连严重。肿瘤体积结果显示，中剂量组肿瘤体积

第３～８天呈增加趋势，且增加速度快，第８～１２天

变化较小；其他各组肿瘤体积持续增加，第３天后增
加更快。肿瘤重量结果显示，中剂量组约５０％的肿
瘤重量比其他组小。中剂量组肿瘤重量与生理盐水

组、低剂量组和高剂量组比较均有统计学意义（Ｐ＝
０．００６，Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．０４１）。根据抑瘤率计算公
式计算可得Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ低剂量组、中剂量组和高剂
量组的抑瘤率分别为 ８．４９％、４４．５９％和 １４．８４％
（表２）。

表２　各实验组肿瘤重量、体积及抑瘤率（Ｎ＝８）
Ｔａｂｌｅ２．ＴｕｍｏｒＷｅｉｇｈｔｓ，ＴｕｍｏｒＶｏｌｕｍｅｓａｎｄＴｕｍｏｒＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙＲａｔｅｓ（Ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ Ｗｅｉｇｈｔｏｆｔｕｍｏｒ（ｇ） Ｖｏｌｕｍｅｏｆｔｕｍｏｒ（ｃｍ３） Ｔｕｍｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ５．７８８±２．１８５＃ ６．４５２±１．６３３ －

Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ ５．２９７±１．４６７＃ ６．６１２±１．８３７ ８．４８

Ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ ３．２０７±１．４８６ ５．９８０±２．９９４ ４４．５９

Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ ４．９２９±１．３３４＃ ６．８５８±１．５３０ １４．８４

＃Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５．

２．３　肿瘤和主要脏器细菌培养及鉴定
剥离的肿瘤及脏器组织涂片后行革兰染色，肿

瘤组织标本油镜下可见大量棒状或杆状细菌，被染

成紫色，其他组织标本未观察到 Ｃ．ｎｏｖｙｉ。肿瘤及
脏器组织细菌培养结果显示，接种肿瘤组织的平板

内见可疑 Ｃ．ｎｏｖｙｉ菌落外，高剂量组肝组织标本见
可疑Ｃ．ｎｏｖｙｉ，其他组织标本均未见 Ｃ．ｎｏｖｙｉ菌落。
菌落行革兰染色，油镜观察显示肿瘤组织标本有大

量 Ｃ．ｎｏｖｙｉ，高剂量组肝脏标本有少许可疑
Ｃ．ｎｏｖｙｉ。提取各组织 ＤＮＡ，测定 ＤＮＡ浓度后，再
经ＰＣＲ扩增、琼脂糖凝胶电泳结果显示除肿瘤组织
标本有阳性条带外其余均无阳性条带。

２．４　肿瘤和主要脏器组织ＨＥ染色
小鼠皮下肿瘤组织行ＨＥ染色后光学显微镜下

观察，可见肿瘤细胞形态多样，大小不一，核深染，核

大小、形态、染色不一，核浆比例增大。生理盐水组

未见明显组织坏死；Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ组均可见组织坏
死，中剂量组坏死组织呈粉染、不规则颗粒状，边界

不规则，边缘见慢性炎性细胞浸润；高剂量组坏死组

织伴少量慢性炎细胞浸润和出血（图１）。肝、肺、肾
组织ＨＥ染色均未见肿瘤转移灶。
２．５　脾脏指数和胸腺指数

完整剥离脾脏和胸腺，肉眼可见部分小鼠的脾

脏明显增大。生理盐水组、Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ低剂量组、

中剂量组和高剂量组脾脏平均质量依次增大，分别

为（０．２８４±０．０７６）ｇ、（０．３８３±０．１０８）ｇ、（０．４４１±
０．１７７）ｇ和（０．６３６±０．１３７）ｇ，中剂量组、高剂量组
与生理盐水组脾脏质量比较差异有统计学意义（Ｐ
＝０．０２２，Ｐ＜０．００１），高剂量组、中剂量组和低剂量
组脾脏质量比较差异有统计学意义（Ｐ＝０．００４，Ｐ＝
０．０１７）。生理盐水组、低剂量组、中剂量组和高剂
量组脾脏指数分别为（０．９５４±０．２６６）、（１．２３０±
０．３５９）、（１．４６３±０．５９６）和（２．１８３±０．４０５），高剂
量组脾脏指数明显大于其他组，与生理盐水组、低剂

量组、中剂量组脾脏指数比较差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００３），中剂量组与生理
盐水组脾脏指数比较差异也有统计学意义（Ｐ＝
０．０２６）。Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ中剂量组胸腺平均质量最大，
生理盐水组、Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ低剂量组、中剂量组和高
剂量组胸腺质量分别为（０．１６２±０．０３４）ｇ、（０．１４７
±０．０１９）ｇ、（０．１６７±０．０２８）ｇ和（０．１１８±０．０１７）ｇ，
高剂量组胸腺平均重量最小，与生理盐水组和中剂

量组比较差异有统计学意义（Ｐ＝０．００４，Ｐ＝
０．００１）。生理盐水组、Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ低剂量组、中剂
量组和高剂量组胸腺指数分别为（０．５２０±０．１１８）、
（０．５００±０．１０１）、（０．５６６±０．０９３）和（０．４２２±
０．００８），各组间比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。
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图１　各实验组肿瘤组织ＨＥ染色（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＨＥＳｔａｉｎｏｆＴｕｍｏｒＴｉｓｓｕｅ（×２００）
Ａ．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ．Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；Ｃ．Ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；Ｄ．Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；ｎｅｃｒｏｔｉｃｔｉｓｓｕｅａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅａｒｒｏｗｓ．

３　讨　论

肝癌是我国最常见的五大恶性肿瘤之一，其死

亡率居恶性肿瘤第二位［１２］。我国每年新发肝癌病

例数占全球总数的５０％左右，肝癌已成为严重威胁
人类健康和制约社会发展的重大问题［１３］。手术、化

学药物治疗、放射治疗、射频消融等仍是肝癌治疗的

主要手段，但都不能显著延长患者的生存周期［１４］。

肝癌的既往研究主要集中在癌细胞本身，包括癌细

胞基因和抑癌基因的改变、分化程度和表型的改变

等。随着研究的深入，发现肝癌的微环境在肝癌的

发生、发展及预后中同样起着非常重要的作

用［１５１８］。氧含量低、血供差是肝癌微环境的普遍特

征。药物需要随血液到达作用部位，且要达到一定

的浓度才能发挥杀肿瘤细胞的作用，放射线也需要

氧发挥细胞毒性作用［１９］。氧含量低、血供差的特殊

微环境有利于肿瘤细胞的生存和转移，而限制了传

统的肿瘤化学药物和放射治疗方法［２０］。研究者们

开始思考，能否破坏或有效地利用此特殊的微环境

呢？１８１３年，Ｖａｕｔｉｅｒ观察到肿瘤患者感染气性坏疽
后，肿瘤生长减缓甚至消退，这一现象引起了人们对

细菌抗肿瘤的关注。Ｃｏｌｅｙ等［２１］做出了积极的探

索，卡介苗已成功用于临床治疗浅表性膀胱癌。

２００１年，Ｄａｎｇ等［７］从 ２６株细菌中筛选出野生型
Ｃ．ｎｏｖｙｉ具有高度肿瘤靶向定植能力，后续研究发
现Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ具有强大的溶瘤效应。

既往研究中，有研究者选择了Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ静脉
注射［７９，１１，２２］，另有研究者则选择了瘤内注射［７，１０］。

静脉注射容易产生全身反应（２５％ ～３０％），到达肿
瘤部位的细菌太少［９］。同时，部分细菌在血液中丢

失或死亡，无法有效发挥抗肿瘤作用，而瘤内直接注

射就解决了此问题。此外，瘤内注射比传统的局部

治疗（如手术、放疗）更简单，易操作。瘤内注射

Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ还能引起局部炎症反应和抗肿瘤免疫
反应［９］。所以，本研究选择的是瘤内注射途径。

肝癌是消耗性疾病，荷瘤小鼠重量变化可以反

映小鼠自身状况（体重）和肿瘤重量变化的最终结

果。荷瘤小鼠重量变化显示，Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ中剂量组
小鼠重量前８天呈增加趋势，随后小鼠重量变化不
大，可能是细菌定植后，发挥溶瘤作用，肿瘤生长受

抑制或变缓，小鼠体重降低减慢的结果。而高剂量

组小鼠重量前３天呈下降趋势，随后持续快速增加，
可能是因为Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ剂量太大，发挥溶瘤作用迅
速，产生的大量代谢产物及导致的强烈炎症反应对
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小鼠产生不良影响，此变化趋势与小鼠一般情况

（高剂量组最差）和肿瘤局部变化一致。小鼠体重

结果显示，高剂量组显著低于生理盐水组和中剂量

组。肿瘤大范围较快地溶解，易引起严重的毒血症，

出现肿瘤溶解综合征，甚至导致实验动物死亡［５］。

这可能是高剂量组小鼠一般情况差的原因。

按照抗肿瘤药物药效学指导原则，只有当抑制

率＞３０％才能评定该药物对肿瘤有一定疗效。本实
验结果显示中剂量组抑瘤率达４４．５９％，而其他组
均低于３０％，所以可以判定中剂量 Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ对
免疫正常小鼠皮下Ｈ２２移植瘤有疗效。

研究Ｃ．ｎｏｖｙｉ抗肿瘤效应，细菌的转移是不可
忽视的问题。本研究中，各组小鼠的肝、脾、肺、肾、

脑组织ＤＮＡ鉴定均未发现Ｃ．ｎｏｖｙｉ定植，但高剂量
组肝脏标本细菌培养和革兰染色可见可疑

Ｃ．ｎｏｖｙｉ，分析其原因可能是操作污染所致或因剂量
太大少量细菌经血液到达肝脏，但经肝组织细菌

ＤＮＡ提取后 ＰＣＲ检测无 Ｃ．ｎｏｖｙｉ，可以判定
Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ瘤内注射是安全的。Ｃ．ｎｏｖｙｉ能选择性
地靶向定植于Ｈ２２移植瘤的乏氧区，而不转移至其
他组织的可能原因有：肿瘤细胞生长速度快，而瘤内

血管形态不规则，血流紊乱，导致肝癌内部缺氧，形

成乏氧微环境，为 Ｃ．ｎｏｖｙｉ生长繁殖提供了理想条
件；肿瘤细胞代谢旺盛，产生大量代谢产物，为

Ｃ．ｎｏｖｙｉ生长提供了丰富的营养物质，Ｃ．ｎｏｖｙｉ在瘤
内比正常组织的增殖能力更强，更易在肿瘤内富集；

肝癌血管分布和结构异常、肿瘤组织间隙的高压使

瘤内免疫细胞、抗体、补体等数量减少，功能的发挥

受到抑制，Ｃ．ｎｏｖｙｉ在瘤内较难被免疫系统识别、清
除［５］。

免疫器官质量的变化可作为判断药物对免疫系

统影响的指标之一。本研究分析了各组胸腺、脾脏

的质量及胸腺、脾脏指数的差异，结果显示中剂量组

脾脏质量和指数显著大于生理盐水组。脾脏质量和

指数不能完全反映免疫系统的活化程度，但脾脏是

Ｂ细胞发育、分化的场所，Ｂ细胞与体液免疫有关，
后续实验应借助流式细胞术检测免疫细胞亚群，全

面评价诺维氏梭菌瘤内注射后对 Ｈ２２移植瘤小鼠
免疫系统的影响。

综上所述，Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ能选择性地定植于肝癌
乏氧区，中剂量（１．０×１０８／ｍＬ，０．５ｍＬ）Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ
能有效抑制免疫正常小鼠 Ｈ２２皮下移植瘤。

Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ抗Ｈ２２移植瘤的作用机制可能是细菌
局部定植肿瘤乏氧区后，其菌体成分和代谢产物本

身具有细胞毒性，直接对肿瘤细胞发挥杀伤作用，也

可能是Ｃ．ｎｏｖｙｉ诱发肿瘤相关炎症反应和抗肿瘤免
疫反应间接发挥杀伤肿瘤细胞的作用［５，２３］。

Ｃ．ｎｏｖｙｉ能在肿瘤组织中优先增殖，与肿瘤细胞竞
争微环境中的营养素和生长因子；Ｃ．ｎｏｖｙｉ分泌的
蛋白水解酶、脂肪酶等破坏肿瘤细胞；细菌代谢产物

（如磷脂酶Ｃ、脂质体酶、毒素）破坏肿瘤微环境［２４］；

Ｃ．ｎｏｖｙｉ菌体成分刺激白细胞增殖分化，诱发 ＴＮＦ

α等细胞因子的释放，从而增强小鼠的免疫应答能
力；Ｃ．ｎｏｖｙｉ聚集于肿瘤部位，引起局部炎症反应，
富集大量特异性与非特异性免疫效应细胞，诱导了

与肿瘤抗原有关的交叉免疫以及抗肿瘤免疫反应。

肝癌的治疗方法包括肝切除术、肝移植、经导管动脉

化疗栓塞术、射频消融、分子靶向治疗等，但总体疗

效并不高［２５］。本研究丰富了 Ｃ．ｎｏｖｙｉ抗肿瘤的种
类，拓展了肿瘤生物治疗的新思路，为深入探讨

Ｃ．ｎｏｖｙｉ治疗肝癌奠定了重要基础，后续将围绕乏
氧微环境及炎症反应和抗肿瘤免疫探索其可能的机

制。
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