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缺血再灌注损伤促进裸鼠肝癌生长及癌旁组织ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９表达
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［摘要］　目的：观察缺血再灌注损伤对裸鼠肝癌生长及癌旁组织转移复发相关基因（ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９）表达的影响。方法：将

人肝癌细胞 Ｈｅｐ３Ｂ原位种植于裸鼠肝脏制备荷肝癌裸鼠模型，荷瘤裸鼠随机分为缺血再灌注后１ｈ、６ｈ、５ｄ、７ｄ及假手术组

（ｎ＝８），缺血再灌注组荷肝癌裸鼠采用肝门阻断法制备缺血再灌注损伤模型，假手术组不阻断肝门血供，其余同缺血再灌注

组。缺血再灌注后１ｈ、６ｈ检测裸鼠肝功能（ＡＬＴ、ＡＳＴ）的变化（ｎ＝８）；实时荧光定量ＰＣＲ检测瘤旁组织 ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９

ｍＲＮＡ的表达，并与正常对照组作比较（ｎ＝６）。缺血再灌注后５ｄ、７ｄ取肝组织，ＨＥ染色观察肝组织病理学变化，计算肿瘤

周边变性坏死区域（ｎ＝６）。剩余荷瘤裸鼠于缺血再灌注后２周处死取肿瘤，测定缺血再灌注组及假手术组裸鼠肿瘤体积及质

量。结果：术后２周缺血再灌注组肿瘤体积（ｍｍ３）及质量（ｇ）明显高于假手术组［（２０９．６±２５．７４）ｖｓ（３３０．６±３２．０１），

（０．２１４±０．０３６）ｖｓ（０．３７４±０．０４５），Ｐ＜０．０１］。缺血再灌注后１、６ｈ裸鼠血浆 ＡＬＴ和 ＡＳＴ增高，明显高于假手术组（Ｐ＜
０．０１）。ＨＥ染色结果表明再灌注后５ｄ肿瘤周边组织炎症细胞浸润、变性坏死区域较假手术组更明显（Ｐ＜０．０５）；再灌注后７

ｄ肿瘤周边变性坏死区域较５ｄ减少（Ｐ＜０．０５），但变性坏死区域被肿瘤细胞浸润代替。荧光定量结果表明，缺血再灌注后１ｈ
和６ｈ癌旁组织ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达明显高于假手术组（Ｐ＜０．０１），且二者表达具有一定相关性（ｒ＝０．４１８，Ｐ＜

０．０１）。结论：肝门阻断所导致的缺血再灌注损伤加速了裸鼠肝肿瘤细胞的生长，促进了癌旁组织中与转移复发相关基因

（ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９）的表达。
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　　目前，原发性肝癌的首选治疗方法仍是手术切
除［１］。在复杂的肝脏外科手术中，为有效控制术中
出血，不可避免地需要阻断入肝血流，但肝脏血流的
阻断不可避免导致缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ，Ｉ／ＲＩ），损害残肝增殖修复能力，甚至诱发肝
功能衰竭［２］。国内外不少研究［３４］认为肝脏缺血再

灌注除具有组织损伤的不利作用外，对肿瘤组织可
能还具有杀伤和治疗作用，且肿瘤组织对缺血再灌
注损伤较正常肝组织更为敏感。但 Ｎｉｃｏｕｄ等［５］的

最新研究发现缺血再灌注损伤会促使余肝出现肉眼

未见微小肿瘤病灶生长和增加微小病灶的侵袭转

移，可能会促进肿瘤的复发和转移。相关研究仍有
争议，值得进一步深入探讨。血管内皮细胞生长因
子（ＶＥＧＦ）与基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）是目前肿
瘤复发转移相关研究的热点［６］。本研究采用原位种
植法制备裸鼠肝脏模型，荷肝癌裸鼠采用肝门阻断
法诱导缺血再灌注损伤，观察缺血再灌注损伤对裸
鼠肝脏肿瘤生长及癌旁组织ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９表达
的影响，为临床进一步探讨肝脏血流阻断对肿瘤复
发的影响及改进手术方式奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　 ＤＭＥＭ、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ
公司）；戊巴比妥钠（Ｓｉｇｍａ公司）；总ＲＮＡ提取、逆
转录相关试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＰＣＲ产物试剂和
引物 （上海申能博彩生物公司）；ＡＢＩ７３００荧光定量

ＰＣＲ仪（ＡＢＩ公司）；诊断用酶盒（南京建成生物工程
研究所）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光染料（ＴａＫａＲａ公司）；
肝癌细胞株 Ｈｅｐ３Ｂ由本院分子肿瘤实验室殷正丰
教授惠赠。

１．２　肝癌裸鼠模型的建立　雄性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠５０
只，体质量２０～２２ｇ，由中国科学院上海实验动物中心
提供。将人肝癌细胞 Ｈｅｐ３Ｂ悬液分别皮下接种于裸
鼠背部，接种１００μｌ（５×１０

６个细胞）。待肿块长至直
径约１ｃｍ时剖出肿瘤组织剪成小块备用。裸鼠用

０．３％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉后，行上腹正
中切口，暴露肝脏，将上述剪成小块后的瘤组织用接
种针植入中肝叶，垒层关腹，制备裸鼠肝癌模型。

１．３　荷瘤裸鼠的分组及处理　３周后，荷瘤裸鼠随
机分为：缺血再灌注组（ｎ＝３２）及假手术组（ｎ＝８）。
缺血再灌注组裸鼠按观察时间点（再灌注后１ｈ、

６ｈ、５ｄ、７ｄ）再随机分为４组（ｎ＝８）。缺血再灌注
组裸鼠经０．３％戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ腹腔内注射
麻醉，参照ｖａｎｄｅｒＢｉｌｔ等［７］的方法建立荷瘤裸鼠肝

脏局部缺血再灌注模型，具体步骤：用无创小血管夹
阻断中肝叶及左肝叶血流，造成７０％肝脏缺血，但不
阻断右肝叶血流，以防门静脉和胃肠道淤血，肝脏缺
血４５ｍｉｎ后，恢复血液灌注后关腹。假手术组不阻
断肝门血供，其余同上。

１．４　肝脏酶学的检测　缺血再灌注损伤后１ｈ和６
ｈ组裸鼠尾静脉取血（ｎ＝８），按试剂盒说明，１４０００
ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝９．５ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，应用诊断用酶试剂
盒检测各组血浆谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷草转氨酶
（ＡＳＴ），并与假手术组作对照。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ检测癌旁组织 ＶＥＧＦ和

ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达　缺血再灌注损伤后１ｈ和

６ｈ组处死裸鼠（ｎ＝６），取肝癌癌旁组织，抽提组织
总ＲＮＡ，紫外分光光度计测定ＲＮＡ抽提液浓度为

１．５μｇ／μｌ。ＲＮＡ样品－８０℃保存。根据ＧｅｎＢａｎｋ
人源 ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ 序 列 （Ｎｏ．ＮＭ
００１０２５３６６，ＮＭ００４９９４），以βａｃｔｉｎ作内参照，采用

ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ软件设计引物。具体引物序列如
下：ＶＥＧＦ正义５′ＣＣＣＡＣＴＧＡＧＧＡＧＴＣＣＡＡＣ
ＡＴ３′，反义５′ＴＴＴＣＴＴ ＧＣＧ ＣＴＴ ＴＣＧ ＴＴＴ
ＴＴ３′，扩增片段１８６ｂｐ；ＭＭＰ９正义５′ＴＴＧＡＣＡ
ＧＣＧＡＣＡ ＡＧＡ ＡＧＴ ＧＧ３′，反义５′ＧＣＣＡＴＴ
ＣＡＣＧＴＣＧＴＣＣＴＴＡＴ３′，扩增片段１３３ｂｐ；βａｃ
ｔｉｎ正义５′ＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴ
ＣＣＡ３′，反义５′ＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣ
ＣＴＧＴＣＧ３′，扩增片段１７９ｂｐ。反应体系：总体积
为２５μｌ，包括ｃＤＮＡ２μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μｌ，１０
ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．５μｌ，Ｔａｑ酶２．５Ｕ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ
引物及荧光染料各０．１μｌ，加双蒸水至２５μｌ。ＰＣＲ
条件为９５℃２ｍｉｎ后，以９５℃１０ｓ、６０℃３０ｓ、７２℃
１２ｓ循环４０次。取目的基因ＰＣＲ产物各１０μｌ及
内参ＲＴＰＣＲ产物各５μｌ，１．５％琼脂糖凝胶电泳，
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稳压５Ｖ／ｃｍ约１．５ｈ，凝胶在 ＵＶＰ自动成像系统
中扫描，观察结果并存盘。ＢａｎｄＳｃａｎ４．３软件分析
电泳带，计算目的基因与内参照扩增带灰度值之比，
即得目的基因ｍＲＮＡ的相对表达量。　　
１．６　ＨＥ染色病理学观察　取缺血再灌注后５ｄ、７
ｄ及假手术组裸鼠肝癌组织，固定于４％多聚甲醛２４
ｈ以上，制成１０ｍｍ×１０ｍｍ×５ｍｍ的组织块进行
脱水、透明、浸蜡、包埋、切片和脱蜡，再行 ＨＥ染
色。在高倍视野下计数 ＨＥ染色切片变性坏死细
胞占正常肝细胞和肿瘤细胞的百分比，计数至少５０
个视野，取所有视野下比值的平均值。

１．７　荷瘤裸鼠肿瘤质量及体积的测定　剩余荷瘤
裸鼠再灌注后２周处死，取肝脏肿瘤组织，电子天平
称瘤质量，游标卡尺测量瘤结节最长径（ａ）、最短径
（ｂ），按公式Ｖ＝０．５×ａ×ｂ２计算瘤体积。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，显著
性检验采用独立样本ｔ检验和ＡＮＯＶＡ。ＶＥＧＦ与

ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达相关性采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。

Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　荷肝癌裸鼠的制备情况　裸鼠肝实质中接种

Ｈｅｐ３Ｂ瘤块３周后，打开裸鼠腹腔，约８０％的裸鼠
肉眼可见肝脏荷瘤直径约０．５ｃｍ，各荷瘤裸鼠间肿
瘤大小无统计学差异。

２．２　肿瘤体积及质量的比较　术后２周假手术组、
缺血再灌注组肿瘤体积分别为（２０９．６±２５．７４）ｍｍ３

和（３３０．６±３２．０１）ｍｍ３，肿瘤质量分别为（０．２１４±
０．０３６）ｇ和（０．３７４±０．０４５）ｇ。统计学分析结果表
明，缺血再灌注组与假手术组之间差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。

２．３　肝功能的检测结果　再灌注后１ｈ，缺血再灌注
组裸鼠血浆ＡＬＴ和ＡＳＴ增高，再灌注后６ｈＡＬＴ和

ＡＳＴ升高更显著（Ｐ＜０．０１）；而假手术组术后血浆

ＡＬＴ和ＡＳＴ无明显变化（Ｐ＞０．０５）。缺血再灌注组
术后１ｈ、６ｈ血浆ＡＬＴ和ＡＳＴ水平均明显高于假手
术组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１）。

２．４　ＨＥ染色观察结果　结果显示，再灌注后５ｄ
缺血再灌注组裸鼠肝脏肿瘤周边组织炎症细胞浸

润、变性坏死区域较假手术组更明显，两组肿瘤周边
变性坏死区域分别为（２４．３±４．２２）％和（６．０±
２．８４）％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。再灌注
后７ｄ缺血再灌注组裸鼠肝脏肿瘤周边变性坏死区
域为（１５．８±３．４１）％，较再灌注后５ｄ明显减少
（Ｐ＜０．０５），肿瘤周边变性坏死区域被肿瘤细胞浸

润、代替（图２）。

图１　荷瘤裸鼠术后肝功能的变化

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｈｅｐａｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｏｆｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０１ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ

图２　裸鼠肝肿瘤组织ＨＥ染色

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅ
Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ；Ｂ：７ｄａｆｔｅｒＩ／Ｒ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．５　 癌旁组织 ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ 的表
达　实时荧光定量ＰＣＲ检测发现，与假手术组相
比，缺血再灌注后 １ｈ 裸鼠癌旁组织 ＶＥＧＦ 和

ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达明显升高（Ｐ＜０．０１），再灌注后

６ｈ癌旁组织ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ升高更为显
著（Ｐ＜０．０１，图３）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析结果表明：癌
旁组织中ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达呈一定的正
相关性（ｒ＝０．４１８，Ｐ＜０．０１）。

图３　ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦａｎｄＭＭＰ９ｍＲＮＡ
Ｐ＜０．０１ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ



·４９８　　 · 第二军医大学学报　２００８年５月，第２９卷

３　讨　论

　　原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一。虽
然肝脏外科技术和诊断水平取得很大进展，但长期
随访发现多数肝癌根治性切除患者术后仍死于肿瘤

复发转移，复发转移已成为影响患者术后疗效和获
得长期生存的关键因素之一，成为当前肝癌诊治研
究的重点和难点。肝癌切除不彻底，术后残留肿瘤
继续生长，是肝癌早期复发转移的最直接原因［８］。
然而，临床实践发现很多切除彻底的患者术后也会
发生复发转移，提示还存在其他因素诱导肿瘤复发。

ｄｅＢｏｅｒ等［１］研究发现术中阻断肝门导致的缺血再

灌注损伤有可能会诱导肝癌的复发转移。然而，

Ｃｈｏｕｋｅｒ等［３］研究却发现肝脏缺血再灌注后氧化应

激过程中产生的氧自由基对肿瘤组织可产生明显的

损伤，最终导致细胞凋亡，由此认为，肝脏缺血再灌
注除具有组织损伤的不利作用外，对肿瘤组织可能
还具有杀伤和治疗作用。因此肝脏缺血再灌注对肿
瘤组织生长转移的作用值得深入探讨和研究。

　　肿瘤血管生成是肿瘤生长和转移的形态学基
础，它不仅为肿瘤提供充足的营养，而且为转移的肿
瘤细胞提供通道，增加肿瘤细胞进入血液循环的几
率。ＶＥＧＦ是目前发现的作用最强、特异性最高的
血管生成因子，参与了血管新生的每个环节［９］。细
胞外基质的降解是肝癌复发转移的必要条件，肿瘤
细胞从原发肿瘤分离脱落后，必须穿透细胞外基质
才能进入脉管系统，目前已发现肝癌细胞产生多种
与溶解细胞外基质和基底膜有关的酶，基质金属蛋
白酶在其中起着非常重要的作用。Ｚｈａｎｇ等［１０］的研

究证实 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和基质降解素的活化与肝
癌浸润、肝内转移和术后复发有关。钟崇等［１１］的研

究亦表明，肿瘤组织中 ＶＥＧＦ及 ＭＭＰ９表达与肝
癌的复发相关，高表达 ＶＥＧＦ及 ＭＭＰ９的肝癌易
于复发及转移。

　　本研究结果表明缺血再灌注损伤后肿瘤组织生
长明显增快；且再灌注后肿瘤组织病理学观察发现，
缺血再灌注损伤后早期癌旁肝实质中形成的炎症细

胞浸润和变性坏死病灶逐渐被肿瘤细胞浸润代替。
为进一步探讨其可能的作用机制，本研究应用实时
荧光定量ＰＣＲ技术观察了缺血再灌注后１ｈ和６ｈ
癌旁组织转移相关基因 ＶＥＧＦ及 ＭＭＰ９的表达。
结果发现，缺血再灌注损伤后，裸鼠肝癌癌旁组织中

ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达均升高，明显高于假
手术组（Ｐ＜０．０１），且二者表达具有一定相关性（ｒ＝
０．４１８，Ｐ＜０．０１）。结果表明肝脏缺血再灌注促进了

癌旁组织中ＶＥＧＦ及 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达。

　　本研究结果证实肝门阻断所导致的缺血再灌注
损伤加速了肝癌肿瘤细胞的生长，促进了癌旁组织
中与转移复发相关基因（ＶＥＧＦ及 ＭＭＰ９）的表达，
可能会引起肿瘤切除术后的复发与转移，为后续研
究奠定了基础。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学东方肝胆外
科医院分子肿瘤实验室及综合治疗科殷正丰、施乐
华教授的支持和帮助，在此一并表示感谢！）
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