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［摘要］　目的：研究硫酸钡海藻酸钠微球对兔ＶＸ２肝肿瘤的介入治疗作用。方法：新西兰兔２４只，随机分为３组：正常对照

组（Ａ组，ｎ＝５）、肿瘤对照组（Ｂ组，ｎ＝１０）和介入治疗组（Ｃ组，ｎ＝９）。介入治疗模拟人肝动脉插管方法。Ａ、Ｂ、Ｃ组于介入术

后７ｄ行肝功能检查，Ｂ组、Ｃ组各５只动物于介入术后２周观察肿瘤质量、体积，并行病理学检查，包括常规 ＨＥ染色、ＣＤ３４

及ＶＥＧＦ免疫组化检测；Ｂ组５只、Ｃ组４只动物观察生存期。结果：介入治疗后７ｄ，丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶

（ＡＳＴ）水平Ｂ、Ｃ组均高于Ａ组（Ｐ＜０．０１），但Ｃ组ＡＬＴ、ＡＳＴ数值低于Ｂ组（Ｐ＜０．０１）。Ｃ组肿瘤质量（２．４３４±０．９９２）ｇ，Ｂ
组（４．６９６±１．２４６）ｇ，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。Ｃ组肿瘤体积（２．１２６±０．９２９）ｃｍ３，Ｂ组（３．９６２±１．１０１）ｃｍ３，差异具

有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。病理学检查结果显示Ｃ组癌细胞大片坏死，ＣＤ３４染色大片坏死区无微血管，残存的癌组织内新生

血管明显减少，ＶＥＧＦ表达仅见残存的癌细胞胞质呈弱阳性表达；而Ｂ组癌巢大，癌细胞丰富，ＣＤ３４染色可见丰富的新生血

管，癌细胞胞质可见丰富的ＶＥＧＦ表达。Ｃ组生存期明显延长。结论：硫酸钡海藻酸钠微球介入治疗兔 ＶＸ２肝肿瘤安全可

行；能明显抑制肿瘤生长，且对正常肝组织损伤小，能延长实验兔生存时间。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（３）：２７１２７４］

　　微球作为介入栓塞材料治疗肿瘤疗效确切，微
球制剂栓塞作用彻底持久、不易形成侧支循环［１４］。
但作为肿瘤血管栓塞剂，其最大缺点就是缺乏Ｘ线
透视的可视性，栓塞过程需借助造影剂，容易误栓
塞。为此，本研究在前期研制成功可显影硫酸钡海
藻酸钠栓塞微球的基础上［１］，采用介入方法治疗兔

ＶＸ２肝脏肿瘤，观察这一自制阳性栓塞新剂型的可
行性及抗肿瘤效果。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　自制中位直径５３μｍ的可显
影硫酸钡海藻酸钠微球［１］。ＶＸ２肿瘤细胞株由第四军
医大学唐都医院介入放射科惠赠。ＡｒｉｓｔａＴＭ止血粉（阿
里斯泰止血粉，美国Ｍｅｄａｆｏｒ公司，批号：Ｍ２８８５１）。抗

ＣＤ３４单克隆抗体、抗ＶＥＧＦ多克隆抗体（Ｄａｋｏ公司）。

ＥｎＶｉｓｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（Ｋ４００６）购自Ｄａｋｏ公司。影像设备：

ＣＴ机（ＧＥＬｉｇｈｔｐｅｅｄＱＸ／ｉ）；ＤＳＡ（ＧＥＩＮＮＯＶＡ４１００）。
介入用设备和器械：３ＦＰＧ微导管（Ｐｒｏｇｒｅａｔ，Ｔｕｒｏｍｕ，
日本），微导管直径２．７Ｆ（０．９ｍｍ），微导丝外径０．５３
ｍｍ，造影剂为欧乃派克（Ｏｍｎｉｐａｑｕｅ，３００ｍｇ／ｍ１）。

１．２　动物分组　新西兰兔３０只，雌雄不限，体质量

２．５～３．０ｋｇ，由第二军医大学实验动物中心提供，
合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２００２－０００６；随机分为正常对
照组（５只）、肿瘤对照组（１０只）和介入治疗组（９
只）。

１．３　兔ＶＸ２肝脏肿瘤模型的建立　将 ＶＸ２肿瘤
细胞株常规复苏，制成４×１０９个／Ｌ细胞密度的悬
液。将０．５ｍｌ悬液接种于兔后腿外侧肌肉内，２周
后即制成荷瘤兔。取活性瘤组织剪成小的瘤组织
块，置于无菌生理盐水中备用。采用ＶＸ２肿瘤组织
直接穿刺法制备肝脏肿瘤模型。穿刺道用Ａｒｉｓｔａ止
血淀粉封堵。术后连续４ｄ肌注青霉素。

１．４　兔ＶＸ２肝肿瘤模型的介入治疗　介入治疗时
间选择在接种后２周，模拟人肝动脉插管介入治疗
方法进行。切开皮肤，暴露分离右股动脉，穿刺置入

３Ｆ微导丝和微导管。导管于Ｔ１２水平时造影（总量４
ｍｌ，速率１ｍｌ／ｓ）。用导丝在Ｔ１２和Ｌ１椎体水平腹主
动脉前壁寻找腹腔干动脉开口，导管跟导丝入腹腔

干动脉至肝总动脉后再造影（总量３ｍｌ，速率１ｍｌ／

ｓ）。超选肝动脉，注入硫酸钡海藻酸钠微球。介入
治疗前及术后２周行肝脏ＣＴ扫描，观察肿瘤生长情
况。

１．５　介入栓塞治疗疗效评价　实验兔介入术后７ｄ
行肝功能检查（每组５只），检测项目为丙氨酸转氨
酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）和总胆红素
（ＴＢ）。肿瘤对照组和介入治疗组各５只动物介入
术后１４ｄ被处死，测量肿瘤质量和体积，观察肿瘤生
长情况，进行常规病理学和免疫组化检查；两组余下
的动物继续观察生存期。标本用１０％中性缓冲甲醛
液固定，石蜡切片，ＨＥ染色。免疫组化采用ＥｎＶｉ
ｓｉｏｎ二步法。ＣＤ３４阳性判断标准按 Ｗｅｉｄｎｅｒ方法。

ＶＥＧＦ阳性细胞为细胞质出现浅黄色、棕黄色或棕
褐色颗粒，＞１０％为阳性表达。

２　结　果

２．１　介入治疗后７ｄ对照组和介入治疗组肝功能指
标比较　介入治疗后７ｄ，肿瘤对照组ＡＬＴ、ＡＳＴ指
标明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０１），显示了肿瘤生长
对肝功能的损害；而介入治疗组 ＡＬＴ、ＡＳＴ数值明
显低于肿瘤对照组（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５），显示介
入治疗在一定程度上可保护肝功能（表１）。

表１　肝功能指标的变化

Ｔａｂ１　Ｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴＢ ＡＬＴ ＡＳＴ

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ０．７５±０．０６ ３２．４±８．０ ２０．７±９．０
Ｔｕｍｏｒｃｏｎｔｒｏｌ ０．９０±０．３２ ６５．８±１４．０ ５０．７±１２．８

Ｔｈｅｒａｐｙ ０．７５±０．１３ ４１．８±１０．７△△ ３７．５±１３．５△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｔｕｍｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　介入治疗后１４ｄ对照组和介入治疗组肿瘤质
量和体积比较　介入治疗组肿瘤质量（２．４３４±
０．９９２）ｇ，对照组（４．６９６±１．２４６）ｇ，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。介入治疗组肿瘤体积（２．１２６±
０．９２９）ｃｍ３，对照组（３．９６２±１．１０１）ｃｍ３，差异具有
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统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结果显示了介入治疗对肿
瘤生长的明显抑制作用。

２．３　病理结果

２．３．１　肉眼观察　兔肝肿瘤外观呈灰白色，质地较
硬，无明显的包膜形成，切面呈鱼肉状，肿瘤直径超
过２ｃｍ 时其中心出现灶性坏死。

２．３．２　ＨＥ染色　肿瘤对照组癌组织呈浸润性生
长，癌巢大，细胞丰富，排列紧密，细胞体积较大，坏
死腔不明显（图１Ａ）。介入治疗组可见癌组织的形
态为癌巢小，细胞相对稀少，细胞排列明显松散，细
胞分界清，癌细胞核固缩和核碎裂现象明显增多、核
染色质浓缩、细胞体积缩小，并可见多个片状或灶性

坏死（图１Ｂ）。

２．３．３　ＣＤ３４表达　微血管被肿瘤细胞分割，呈点
状分布，微血管之间无沟通或微血管两边有点状型
微血管，中间狭长，呈线状。肿瘤对照组癌巢区微血
管数目较多（图１Ｃ）。介入治疗组：癌组织大片坏
死，残存的癌组织内新生血管明显减少（图１Ｄ）。

２．３．４　ＶＥＧＦ表达　ＶＥＧＦ定位于肿瘤细胞质及
胞膜，阳性表达为胞质或胞膜染为棕黄色，呈弥漫或
散在的颗粒状。肿瘤对照组癌细胞胞质可见丰富的

ＶＥＧＦ表达（图１Ｅ）。介入治疗组残存癌细胞胞质
可见弱阳性的ＶＥＧＦ表达，坏死较彻底的肿瘤细胞
无ＶＥＧＦ的表达，癌旁肝组织无表达（图１Ｆ）。

图１　肿瘤对照组（Ａ、Ｃ、Ｅ）及介入治疗组（Ｂ、Ｄ、Ｆ）动物病理学观察结果

Ｆｉｇ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｕｍｏｒｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ，Ｃ，Ｅ）ａｎｄｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｂ，Ｄ，Ｆ）ｇｒｏｕｐｓ
Ａ，Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｃ，Ｄ：ＣＤ３４，ＥｎＶｉｓｉｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００．Ｅ，Ｆ：ＶＥＧＦ，ＥｎＶｉｓｉｏｎｓｔａｉ

ｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００．Ａ：Ｔｕｍｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｂｖｉｏｕｓｐｌｅｏｍｏｒｐｈｉｃａｎｄｍｉｔｏｓｉｓｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｈｅｒａｐｙ

ｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｂｖｉｏｕｓｕｎｃｌｅａｒｐｙｋｎｏｓｉｓ，ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓｗｉｔｈａｓｈｅｅｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；Ｃ：Ｔｕｍｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｒｉｃｈｎｅｏ

ｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｄ：Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐｗｉｔｈｄｅｃｒｅａｓｅｄｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒｅｓｉｄｕａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ；Ｅ：Ｔｕｍｏｒｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｓｔｒｏｎｇｅｒｇｒａｎｕｌａｒＶＥＧＦｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；Ｆ：ＩｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐｗｉｔｈｗｅａｋｅｒＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｒｅｓｉｄｕａｌ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．４　生存期及肿瘤生长观察　对照组５只动物生

存期分别为３９、４３、４６、５３、５５ｄ；介入治疗组４只动

物中２只生存期分别为６０ｄ和６８ｄ，另２只７０ｄ时

仍存活。对照组动物死亡后尸检发现肝肿瘤直径均

大于４ｃｍ，但大部分肿瘤组织已经坏死、液化致肿

瘤囊性改变。动物死亡前不进食，体质量减轻，无活

力。

２．５　影像学表现　结果表明，该微球在Ｘ线透视
下显影良好，有多个结节浓聚（图２Ａ）。介入治疗后

２周ＣＴ扫描显示，微球大量聚集于移植瘤内，不仅
栓塞效果良好，而且具有极高的Ｘ线衰减（图２Ｂ）。

图２　微球影像学表现

Ｆｉｇ２　Ｉｍａｇｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ
Ａ：Ｔｒａｎｓａｒｔｅｒｉａｌｉｎｆｕｓｉｏｎｏｆａｌｇｉｎａｔｅｂａｒｉｕｍｓｕｌｆａｔｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ；Ｂ：Ｓｐｉ
ｒａｌＣＴｓｃａｎｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄ

ＣＴｉｍａｇｅｓｈｏｗｅｄｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒｓ
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３　讨　论

　　肝癌的介入治疗中，目前最常用的栓塞剂是碘
化油。它也是目前使用的栓塞剂中唯一真正意义上
的阳性栓塞剂（Ｘ线透视下可视），而其余各种栓塞
剂，如明胶海绵、颗粒性栓塞剂（微球）、中药类栓塞
剂等均为阴性栓塞剂。碘化油是黏滞性液体栓塞
剂，有其使用上的优点，但也有缺点。普通碘化油黏
度较高，使用不方便；超液化碘油常不能充分、全部
积聚于肝癌病灶内，且容易被清除，影响栓塞效
果［２］。

　　颗粒性栓塞剂是人们努力的一个方向。近年
来，随着天然或人工合成的高分子化合物在医学领
域应用研究的深入，人们的思路逐渐转向了将颗粒
性栓塞剂微粒化，做成微球制剂来栓塞微血管。当
微球直径为５０～１５０μｍ，可栓塞到管径与之直径相
等的微动脉内，栓塞位点在肝内动脉吻合支水平以
远，至肝窦前小动脉水平，侧支循环不易形成。王杰
等［３］运用葡聚糖微球肝栓塞治疗肝癌，可达直径１００

μｍ的微动脉水平，１９１ｄ后被栓血管微球仍未被吸
收，也未见再通现象，门静脉内未见微球栓子存在。

　　近年来开发的海藻酸钠是从海洋的褐藻中提取
的直链阴离子多糖，是一新型无毒、生物相容性好、
可生物降解的天然高分子材料，具有较好的成膜及
成塑性，近年来已被应用于细胞、药物载体领域［４６］。

１９８０年Ｌｉｍ等［７］首创用海藻酸钠聚赖氨酸海藻酸
钠（ＡＰＡ）制成的微球包裹胰岛进行同种鼠胰岛移
植获得成功，但直到最近才被真正作为微球化免疫
隔离方法，受到国内外研究者关注［８１０］。微球化人
工细胞治疗疾病的研究，为解决组织细胞移植中的
免疫排斥反应和移植来源稀少的难题提供了新的途

径，海藻酸钠微球的使用取得了很大进步。

　　我们前期采用海藻酸钠来制备微球，并用此微
球包覆硫酸钡，克服了微球制剂不具有Ｘ线可视性
的缺陷［１］。本研究利用自制的阳性海藻酸钠栓塞微
球，控制微球中位直径５３μｍ，采用介入方法治疗兔

ＶＸ２肝脏肿瘤，观察这一阳性栓塞新剂型的可行性
及抗肿瘤效果。结果表明，该微球在Ｘ线透视下显
影良好；介入治疗后２周ＣＴ扫描显示，微球大量聚
集于移植瘤内，不仅栓塞效果良好，而且具有极高的

Ｘ线衰减。介入治疗术后２周，介入治疗组肿瘤生
长受到明显抑制，肿瘤质量和体积均小于对照组
（Ｐ＜０．０１）。病理学检查可见介入治疗组癌细胞大
片坏死，细胞核固缩、碎裂明显。ＣＤ３４染色显示介

入治疗组大片坏死区无微血管，残存的癌组织内新
生血管明显减少，而对照组癌组织间见丰富的新生
血管。ＶＥＧＦ表达显示，介入治疗组仅见残存的癌
细胞胞质弱阳性表达，明显低于对照组。该微球介
入治疗后对实验动物的肝功能有一定损害，与正常
组对比，ＡＬＴ、ＡＳＴ升高（Ｐ＜０．０１），但仍明显低于
肿瘤对照组（Ｐ＜０．０１）。介入治疗明显抑制了肿瘤
生长，因此介入治疗组实验兔的生存期明显延长，对
照组植瘤５５ｄ后无一只兔存活，而介入治疗组生存均
长于６０ｄ。

　　综上所述，自制的包裹硫酸钡的海藻酸钠微球，
不仅在Ｘ线下有良好的显影，对实验兔肿瘤的介入
治疗也表明能对肿瘤生长起到明显抑制作用，延长
动物生存期。
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