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!摘要"

!

目的
!

通过研究胰腺移植瘤不可逆电穿孔$

-11+:+1;-J3++3+(71/

I

/1)7-/2

#

ATN

#俗称,纳米刀-%'冷冻'射频术后的

肿瘤凋亡'机体免疫反应及血管生成因子情况#观察不同微创技术对胰腺移植瘤的抗肿瘤效果&

方法
!

兔胰腺移植瘤模型
B

只#并随机分为模型对照组'纳米刀治疗组'冷冻治疗组及射频治疗组#每组
!

只&动态观察治疗过程中新西兰大白兔的生命

体征#于治疗后第
#

天全部处死#分离血浆及血清进行检测#

YEN

染色观察移植瘤组织形态学改变#免疫组织化学方法检测

Z(3E!

'

Y5\&"

和
=NXK

在胰腺癌移植瘤中的表达#

P022+3

法检测细胞凋亡&

结果
!

各组实验兔术后均存活&肉眼观肿瘤边

界清晰#触之质地较硬#各组治疗区域可见明显凝固性坏死改变&

YEN

染色显示治疗组坏死区域和正常区域边界清晰#以纳米

刀组为著&各组坏死边缘区可见大量红细胞以及炎症细胞浸润#冷冻及射频术区仍可见部分存活细胞&

P022+3

结果显示#射

频治疗可以明显增加胰腺癌细胞凋亡&与模型对照组相比#各治疗组血浆的
L);

I

);+E%

'

P>KE

(

及
=NXK

水平升高(术区
Z(3E!

及
=NXK

因子表达降低#

Y5\&"

表达升高&术后血清学检测结果显示仅纳米刀治疗后新西兰大白兔的肌酸激酶水平升高#冷

冻及射频组未见升高(肌钙蛋白'肝肾功能及血清淀粉酶未见异常&

结论
!

纳米刀'冷冻'射频治疗兔胰腺移植瘤时#均可能

通过诱导细胞凋亡'产生特异的抗肿瘤免疫效应及抑制血管生成来抑制兔胰腺移植瘤的生长#且治疗方法安全'有效&纳米刀

在激发机体肿瘤免疫和保护周围重要脏器上有一定的优势&
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胰腺癌是常见的消化系统肿瘤之一#占世界恶

性肿瘤发病率的第
#"

位$

%S

%#而死亡率为第
H

位

$

&S

%#发病率及死亡率在人群中均呈上升趋势)

#

*

&

胰腺癌起病隐匿#早期诊断率低#恶性程度高#手术

切除率低#对放疗'化疗不敏感#临床预后极差#

D

年

生存率低于
$S

#为唯一发病率与病死率相当的恶

性肿瘤)

#

*

&局部进展期及转移性胰腺癌约占全部胰

腺癌的
B"S

#局部晚期中位生存期为
$

"

#"

个月#

转移性胰腺癌中位生存期仅
%

"

$

个月)

#

*

&对于局

部晚期和转移性胰腺癌#局部消融治疗可达到消灭

肿瘤'减轻疼痛'延长患者生存期的目的&目前国内

常见的消融治疗主要有射频消融 $

1)*-/41+

d

0+2(

8

)J3)7-/2

#

TK'

%'微波消融$

,-(1/]):+)J3)7-/2

#

6W'

%'冷冻消融 $

(1

8

/)J3)7-/2

%和高强度聚焦超

声$

M-

O

ME-27+2;-7

8

4/(0;+*0371);/02*

#

YAK9

%#且

被证实可延长局部晚期及转移性胰腺癌患者生存

期#但是受到适应证'禁忌证和不良反应等因素的限

制#治疗效果仍不理想&不可逆电穿孔$

-11+:+1;-J3+

+3+(71/

I

/1)7-/2

#

ATN

#俗称,纳米刀-%治疗肿瘤是通过

释放
=̂

级高压的直流电#以电脉冲方式产生强力的

电场#在细胞膜上产生永久性的纳米孔#促进肿瘤细

胞凋亡#消融肿瘤组织&本研究选取新西兰大白兔

=U!

胰腺移植瘤为研究对象#探究纳米刀'冷冻和射

频消融除直接消融肿瘤组织外的其他抗肿瘤机制#同

时探讨纳米刀在治疗胰腺移植瘤的安全性和有效性&

?

!

材料和方法

#<#

!

新西兰大白兔
=U!

胰腺移植肿瘤模型建

立 新西兰大白兔
B

只#体质量为
!<#

"

%<H^

O

#购

自上海斯莱克实验动物中心 )动物生产许可证号!

5LUc

$沪%

!"#HE"""B

*&氯胺酮
H

"

$,

O

"

^

O

肌肉注

射麻醉新西兰大白兔#左上腹部中线旁行
#(,

的纵

行切口#将
#,,

%瘤块植入胰体尾处#术后
%*

内常

规肌肉注射抗生素#生长
!

周后可见直径约
!(,

肿

瘤结节$图
#'

%&

#<!

!

实验分组及手术实施
!

将实验兔分为模型对

照组'纳米刀组'冷冻组'射频组#每组
!

只&纳米刀

治疗过程中全麻配合气管插管$氯胺酮
"<#

"

"<#D

,

O

"只#配 合 肌 松 药 氯 化 琥 珀 胆 碱
"<#

"

"<!,

O

"只%#术后简易呼吸器复苏#余治疗组以氯胺

酮
"<#

"

"<#D,

O

"只麻醉#麻醉满意后开腹暴露胰

腺移植瘤#将电极插入肿瘤组织内&纳米刀实验参

数!

'2

O

-/?

8

2),-(;

公司制造的纳米刀正负两电极#

正负电极之间的距离为
#<"

"

#<D(,

#进针深度为

#<"

"

#<D(,

#电压
#B""

"

!H""=

"

(,

#脉冲长度

&"

"

;

#脉冲数目
#"

#脉冲时值
F"

)

;

$图
#Z

%&冷冻

参数!采用美国氩氦刀冷冻系统进行治疗#冷冻探针

为
#<H&,,

#冷冻消融肿瘤模式为!氩气急剧降温

冷冻
D,-2

#氦气快速复温
!,-2

为
#

个循环#共
!

个冷冻"复温循环 $图
#L

%&射频参数!采用

TKE!"""

射频消融仪及
6N?5\YNTN

电外科电极#将

6N?5\YNTN

电外科电极针准确插入病灶内#射频

输出功率
#D"W

#治疗总时间为
B

"

#%,-2

$图
#?

%&

#<%

样本处理及检测
!

所有实验兔术后
!HM

处死#

取血#分析血清和血浆#各组标本经甲醛固定处理&

血清进行肝肾功能'淀粉酶$

'6e

%'肌酸激酶检查#

血浆标本采用酶标仪双抗体夹心 $

NVA5'

%法测定

心肌肌钙蛋白
A

$

LP2A

%'

L);

I

);+E%

'肿瘤坏死因子

$

P>K

%

E

(

及血管内皮生长因子$

:);(03)1+2*/7M+3-)3

O

1/]7M4)(7/1

#

=NXK

%的生物学活性&

YEN

染色

后光镜下观察各组术后移植瘤组织的形态学改变#

同时
P022+3

试剂染色#共聚焦显微镜下拍照&采用

+

##
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法进行
Z(3E!

'

=NXK

'

Y5\&"

免疫组化染

色#所用的一抗为!兔抗兔多克隆抗体
Z(3E!

$工作浓

度为
#j# """

#台 湾
'J2/:)

公 司#货 号!

\'Z#FD$!

%(鼠抗兔
Y5\&"

单克隆抗体$工作浓度

为
#j#"""

#美国
'J(),

公司#货号!

)J!&B&

%'鼠抗

兔
=NXK

多克隆抗体$工作浓度为
#j#"""

#美国

'J(),

公司#货号!

)J#%#$

%&

Y5\&"

'

Z(3E!

及

=NXK

染色阳性信号均呈棕黄色颗粒#

Y5\&"

'

=NXK

表达定位于细胞质#

Z(3E!

表达定位于细胞核

及细胞质&

#<H

!

统计学处理
!

采用
X1)

I

M

I

)*

I

1-,D

和
NG(+3

软件进行图形绘制#

'*/J+\M/7/;M/

I

软件进行图

形编辑&采用
5\55#F<"

软件进行数据分析#两组

数据间比较采用
"

检验#检验水准$

(

%为
"<"D

&

@

!

结
!

果

!<#

!

术后大体标本及组织病理学观察
!

对照组实

验兔脾胃间隙间可见直径约
!(,

结节#肿瘤表面

呈灰红色#质偏软#表面可见丰富的供瘤血管$图

#'

%(镜下见癌细胞密集#间质少#核大染色深#其

大小和形态各异#染色浓淡不均#异常分裂像多

见#细胞呈不规则排列#新生毛细血管丰富#肿瘤

中心可见出血坏死$图
#N

%&

纳米刀组消融区边界清晰#核固缩'碎裂#蓝

染(肿瘤血管变性坏死'血栓形成#内见红细胞碎

裂物沉积#但血管腔结构完整$图
#K

%&

冷冻组肿瘤组织充血水肿#无光泽#触之较

硬(镜下见细胞完全坏死崩解'核碎裂#呈凝固性

坏死#坏死区域周边$冰球边缘%出现明显的损伤

区带#其中仍可见部分癌细胞#但细胞皱缩#核浓

集#染色质固缩#呈典型的凋亡细胞特征$图

#X

%&

射频组消融区中央完全坏死#见大片无定结

构的粉染区#其周边为凝固性坏死(镜下见细胞

核固缩'碎裂和溶解#内仍可见部分存活肿瘤细

胞$图
#Y

%#术区边缘血管充血#可见大量凋亡细

胞$图
#A

%&

图
?

!

各组实验兔胰腺移植瘤大体$

8EI

%及组织病理学$

!EC

%结果

A'

1

?

!

J#*000

&

.('/.+

$

8EI

%

"+-4'0)*

&

")4*$*

1

'("$#.03$)0

$

!EC

%

*,

&

"+(#.")'(("+(.#5.+*

1

#",)0'+#"77')0*,."(4

1

#*3

&

'

!

X1/;;;

I

+(-,+2/47M+1)JJ-7

I

)2(1+)7-(G+2/

O

1)47

#

]-7M1-(M)2

O

-/

O

+2+;-;:-;-J3+/27M+;014)(+/470,/1)2*)*M+1+*7/7M+;011/02*-2

O

7-;;0+

(

ZE?

!

PM+;(M+,)7-(-330;71)7-/2;/4-11+:+1;-J3++3+(71/

I

/1)7-/2

$

ATN

%#

(1

8

/)J3)7-/2

#

)2*1)*-/41+

d

0+2(

8

)J3)7-/2

$

TK'

%

71+)7,+27/4

1)JJ-7

I

)2(1+)7-(G+2/

O

1)47;

(

N

!

A27M+(/271/3

O

1/0

I

#

70,/1(+33;]+1+)11)2

O

+*(3/;+3

8

#

]-7M,)1̂+*3

8

:)1-+*,/1

I

M/3/

O8

#

M+,/11M)

O

+)2*

2+(1/;-;

(

K

!

'47+1ATN

#

70,/1(+3320(3+-]+1+(/,

I

1+;;+*

#

)2*41)

O

,+27-b+*/1*-;;/3:+*

(

X

!

'J3)7-/2)1+)J/02*)1

8

]);-11+

O

03)1

#

)2*;/,+

;01:-:)3(+33;(/03*J+;++2-27M+)J3)7-/2)1+)

(

Y

!

L3+)1J/1*+1]);;++2J+7]++27M+71+)7,+27)1+))2*7M+0271+)7,+27)1+)-27M+TK'

O

1/0

I

#

]-7M7M+2+(1/;-;)1+)4-33+*]-7M1+**

8

+41)

O

,+27;

(

A

!

'3)1

O

+20,J+1/4)

I

/

I

7/7-((+33;(/03*J+;++2-27M+TK')1+)<@1-

O

-2)3

,)

O

2-4-()7-/2

!

_H""

$

NEA

%

!<!

!

肿瘤凋亡相关因子变化
!

Z(3E!

家族是重要

的凋亡相关因子#激活线粒体及内质网的内外凋

亡通路发挥促肿瘤组织凋亡#

Z)G

$促凋亡蛋白%"

Z(3E!

$促生存蛋白%的比值升高#促进
L);

I

);+E%

表达#细胞接受凋亡信号刺激发生不可逆性凋

亡&本实验血浆
NVA5'

结果显示#各治疗组术后

机体
L);

I

);+E%

水平均较对照组不同程度升高

$

-

$

"<"#

#图
!'

%&

Z(3E!

主要表达于胞质#部分

可见胞核浓染$图
!Z

%(与对照组比较#纳米刀治

疗组及射频治疗组
Z(3E!

表达差异无统计学意

义#而冷冻治疗组
Z(3E!

表达低于对照组$

-

$

"<"#

#图
!L

%&

+

!#

+
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图
@

!

各组间肿瘤凋亡相关因子
="0

&

"0.EB

#

K($E@

的表达

A'

1

@

!

D3/*#"

&

*

&

)*0'0#.$").-,"()*#="0

&

"0.EB"+-K($E@.5

&

#.00'*+'+)4.."(4

1

#*3

&

'

!

\3);,)L);

I

);+E%3+:+3;-2+)(M

O

1/0

I

(

Z

!

Z(3E!+G

I

1+;;-/2-2J/1*+1/4-11+:+1;-J3++3+(71/

I

/1)7-/2

$

ATN

%

71+)7,+27)1+)

(

8

+33/]*

8

+(/03*

J+;++2-27M+(+33(

8

7/

I

3);,)2*(+3320(3+0;

$

N2:-;-/2,+7M/*

#

/1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

_!""

%(

L

!

\/;-7-:+1)7+/4Z(3E!+G

I

1+;;-/2-2+)(M

O

1/0

I

<TK'

!

T)*-/41+

d

0+2(

8

)J3)7-/2<

""

-

$

"<"#:;(/271/3

O

1/0

I

<,̀ $

#

&

.R(

!!

P022+3

方法又称
?>'

断裂的原位末端标记

法#是用来检测组织细胞在凋亡早期过程中细胞核

?>'

的断裂情况#特异准确地定位正在凋亡的细

胞&本实验各组消融区边缘肿瘤细胞可见典型

P022+3

阳性细胞#有的散在分布见#有的集中分布

$图
%

%#其中射频治疗组凋亡率最高 $图
%?

%&

图
B

!

各组消融区边缘细胞凋亡情况

A'

1

B

!

8

&

*

&

)*0'0'+"7$")'*+/"#

1

'+"$(.$$0

",).#)#.")/.+)'+."(4

1

#*3

&

'

!

L/271/3

O

1/0

I

(

Z

!

A11+:+1;-J3+ +3+(71/

I

/1)7-/2

O

1/0

I

(

L

!

L1

8

/)J3)7-/2

O

1/0

I

(

?

!

T)*-/41+

d

0+2(

8

)J3)7-/2

O

1/0

I

<@1-

O

-2)3

,)

O

2-4-()7-/2

!

_!""

!<%

!

机体免疫因子生成情况
!

P>KE

(

是多效的促

炎细胞因子#介导机体免疫调节功能&

Y5\&"

是热

休克蛋白家族中最保守'最重要的一族#在肿瘤免疫

中发挥重要作用&各治疗组血浆
P>KE

(

水平及术

区边缘$除冰冻治疗组%

Y5\&"

表达量均较模型对

照组升高$

-

$

"<"#

%#尤以纳米刀治疗组最明显

$图
H

%&

!<H

!

肿瘤侵袭相关因子变化
!

=NXK

是一种功能

最强的促血管生成因子#与肿瘤的侵袭'转移等

生物学特性密切相关&各治疗组血浆
=NXK

水

平均有所升高#以射频治疗组为著&术区
=NXK

淡染#以肿瘤边缘为主#冷冻治疗组
=NXK

下降

最为明显#纳米刀治疗组及射频治疗组未见明显

降低$图
D

%&

!<D

!

各治疗技术的安全性
!

纳米刀治疗过程中实

验兔伴随脉冲作用出现脉冲式肌肉强直收缩#射频

及冷冻消融组治疗时未见异常&由表
#

可见#纳米

刀治疗组实验兔出现肌酸激酶升高#冷冻治疗组及

射频治疗组出现谷草转氨酶$

'5P

%轻度升高(不同

术式术后血清
'6e

均出现不同程度升高(肝肾功

能未见明显异常&

图
L

!

各组血浆
DMAE

!

和术区边缘
NOPQR

的表达水平

A'

1

L

!

!5

&

#.00'*+*,

&

$"0/"DMAE

!

"+-NOPQR'+)4.7*#-.#*,)#.")/.+)"#."'+."(4

1

#*3

&

'
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I

3);,)P>KE

(
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O

1/0

I

(

Z

!
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I

1+;;-/2-27M+J/1*+1/4-11+:+1;-J3++3+(71/

I
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$

ATN

%

71+)7,+27)1+)

#

]-7M

8

+33/]*

8

+;++2-27M+(+33(

8

7/

I

3);,)2*20(3+0;

$

N2:-;-/2,+7M/*

#

/1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!
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L

!

PM+

I
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I

1+;;-/2
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O

1/0

I

<TK'
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d
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-
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图
S

!

各组实验兔术后血浆及术区
T!JA

的表达水平

A'

1

S

!

P*0)E)#.")/.+)

&

$"0/""+-)#.")/.+)"#."T!JA.5

&

#.00'*+$.6.$0'+#"77')0*,."(4

1

#*3

&

'

!

=)1-)7-/2/4

I

3);,)=NXK3+:+3-21)JJ-7;

(

Z

!

=NXK+G

I

1+;;-/2-27M++*

O

+/4ATN71+)7,+27)1+)

#

]-7M

8

+33/]*

8

+;++2-27M+(+3320(3+0;

)2*

I

)17-)3(+33(

8

7/

I
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#
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O
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O

2-4-()7-/2

!
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!
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!
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表
?

!

各组肝肾功能#淀粉酶#肌酸激酶及肌钙蛋白
C

变化

D"7?
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&

*0)*

&
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&
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+
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%
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9

+
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ATN

!

A11+:+1;-J3++3+(71/

I

/1)7-/2

(

TK'

!

T)*-/41+

d

0+2(

8

)J3)7-/2

(

'VZ

!

'3J0,-2

(

'5P

!
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I

+17)7+),-2/71)2;4+1);+

(

XXP

!
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O
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8

371)2;

I

+

I

7-*);+

(

'VP

!

'3)2-2+71)2;),-2);+

(

'V\

!

'3̂)3-2+

I

M/;

I

M)7);+

(

Z9>

!

Z3//*01+)2-71/

O

+2

(

LTN'

!

5+10,(1+)7-2-2+)2*

01+)2-71/

O

+2

(

'6e

!
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8
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(

LcE6Z

!

L1+)7-2+̂-2);+E6Z

(

LP2A

!

L)1*-)(71/

I
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B

!

讨
!

论

目前晚期胰腺癌主要治疗手段仍是化疗#各种

化疗方案对胰腺癌患者的总体生存期未见明显改

善)

!EH

*

#包括吉西他滨联合卡培他滨$中位生存期为

&<#

个月%'

K@VKATA>@U

$中位生存期为
##<#

个

月%及白蛋白紫杉醇联合吉西他滨$总体生存期为

B<D

个月%#所以胰腺癌治疗仍面临巨大挑战&积极

寻找其他替代治疗方式及方案对改善胰腺癌患者生

存期和生活质量具有重要的意义&既往晚期胰腺肿

瘤局部冷冻'射频作为一种姑息性治疗方式取得一

定的理想效果#但是由于临近腹腔大血管及胆道系

统#存在出血'胆漏及胰漏风险#而且其具体参数的

设置及操作要点尚需更进一步的研究和探讨)

DE&

*

&

纳米刀作为非热效应的一种新兴微创治疗手段#大

大减少了胰腺癌治疗导致的消化道出血及胆道损

伤#发展前景广阔)

BE#"

*

&本研究通过抗肿瘤的安全

性和有效性探讨纳米刀在治疗不可切除性胰腺癌的

优势&

本实验结果发现#纳米刀治疗组的血管结构未

见明显破坏#内可见多量破碎红细胞沉积(纳米刀灭

活区域和非灭活区域之间存在明显分界线#而冷冻

或射频等其他热灭活方法则产生一片无定形区域#

这片区域很有可能存在不完全灭活的组织而造成部

分肿瘤细胞残余或肿瘤复发)

##

*

&这一结果与纳米

刀破坏细胞膜的完整性'继而发生细胞凋亡或坏死'

但不影响由蛋白质为主要构成成分的组织框架结

构)

#!

*有关#钠米刀有可能成为治疗毗邻神经'血管

等重要敏感组织肿瘤$晚期胰腺癌'邻近门静脉及胆

道的肝恶性肿瘤结节%的一种有效方法&

纳米刀'冷冻及射频消融除能直接毁损肿瘤组

织外#还均能通过促肿瘤组织凋亡'增强机体免疫及

+

H#

+
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抑制肿瘤侵袭转移等机制发挥抗肿瘤作用#但存在

细微的差别#这与三者的消融机制不同有关!纳米刀

通过一定的电脉冲剂量使细胞膜出现不可恢复的破

裂#导致细胞死亡)

#%

*

(冷冻消融是先通过冷冻使癌

细胞内形成冰晶#再快速升温使细胞内的冰晶爆裂#

癌细胞被完全摧毁#通过这种快速制冷和急速升温

来抗肿瘤)

#H

*

&射频消融通过一定的射频输出#使靶

区组织细胞离子振荡摩擦产生热量#局部温度可达

B"k

"

F"k

#足以使肿瘤组织产生凝固性坏死#并最

终形成液化灶或纤维组织#达到治疗肿瘤目的)

#D

*

&

Z(3E!

是
Z(3E!

家族重要的促生存蛋白因子#

Z(3E!

的降低促发肿瘤凋亡)

#$

*

#同时促进
L);

I

);+E%

这一重要促凋亡因子的表达#进而导致肿瘤细胞发

生不可逆性凋亡)

#&

*

&本实验血浆
NVA5'

结果显

示#与对照组比较#各治疗组
L);

I

);+E%

水平不同程

度升高#射频治疗组消融范围较其余治疗组显著#而

冷冻治疗组的
Z(3E!

下降最为明显#与消融区

P022+3

结果一致#这与各组治疗机制不同有

关)

#%E#D

*

&刺激机体的免疫发挥抑瘤的后遗效应#是

微创治疗的另一重要抗肿瘤机制&

P>KE

(

和

Y5\&"

在肿瘤免疫中发挥重要作用#能诱导和增强

机体抗肿瘤免疫反应#抑制肿瘤生长)

#BE#F

*

&本实验

结果显示#纳米刀治疗后可激发机体自身免疫系统#

发挥抗肿瘤的后遗效应#这与纳米刀消融迅速'完全

彻底'大量释放肿瘤抗原碎片'激发机体免疫系统有

关&肿瘤的重要特征之一是不同阶段发生侵袭转

移#

=NXK

是其中重要的启动子之一#肿瘤血管生成

的程度间接反映了肿瘤的浸润'复发及转移的能

力)

!"

*

&本研究各治疗组血浆
=NXK

因子水平较对

照组升高#可能与肿瘤血管破坏后短时间内
=NXK

释放入血有关#术区
=NXK

表达有所下降尤以冷冻

治疗组为著#这与冷冻消融的,冷冻栓塞-有关)

!#

*

#

表明各治疗组能一定程度抑制血管形成因子的表

达#减少肿瘤组织的血液供应#抑制癌细胞的迁移#

可能是消融技术治疗肿瘤的一项重要机制&

在安全性方面#血清检测结果显示#与对照组相

比#纳米刀组肌酸激酶水平升高#这可能与实验兔治

疗过程中的肌肉抽搐有关&冷冻及射频治疗后邻近

粘连的小肠明显充血水肿#而纳米刀组未见明显肠

道损伤#充分说明纳米刀消融区的边界清晰&因此#

与冷冻及射频治疗相比#纳米刀更适合进展期胰腺

癌的局部减瘤治疗#尤其是包绕血管'胆管及神经等

重要结构时#能有效地保存重要结构#预防严重并发

症的发生)

!!

*

&

本组实验中#纳米刀治疗组在激发机体免疫和

保护周围重要脏器方面有一定的优势&但是由于本

研究实验样本数较少#纳米刀对比于冷冻及射频消

融在胰腺癌中的应用优势'治疗各项参数的优化及

选择还需更多临床前研究&
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