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　　［摘要］　目的　评价羟基乙酸乙基纤维素微球对兔ＶＸ２肝肿瘤的介入治疗作用。方法　将３０只新西兰大白兔制作
成ＶＸ２兔肝肿瘤模型，造模后１３ｄ行ＣＴ检查，计算荷瘤兔肿瘤体积，按肿瘤体积大小进行编号，采用随机数字表法分为 Ａ、

Ｂ、Ｃ３组，每组１０只。所有动物经右侧股动脉插管至肝动脉，行造影后向肿瘤供血动脉给药：Ａ组注入羟基乙酸乙基纤维素

微球１ｍｌ（０．０２３ｇ），Ｂ组注入碘油１ｍｌ，Ｃ组注入生理盐水１ｍｌ。记录实验动物介入治疗前后肝功能、肝脏肿瘤体积变化，观

察各组治疗后肝肿瘤病理变化，从每组中随机选择５只观察生存期。结果　介入治疗前各组肝功能、肿瘤体积无统计学差
异；介入治疗１周后，Ａ、Ｂ组丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）水平均高于Ｃ组（Ｐ＜０．０５）；ＣＴ测量显示Ａ、Ｂ组肿

瘤生长率低于Ｃ组（Ｐ＜０．０１），且Ａ组较Ｂ组更低（Ｐ＜０．０１）。ＨＥ染色显示 Ａ组及Ｂ组肿瘤纤维组织包膜增厚，癌巢中央

大片坏死，癌细胞排列松散，细胞核明显固缩，病理性核分裂减少；免疫组化染色显示Ａ组的ＶＥＧＦ表达和ＰＣＮＡ增殖活性弱

于Ｂ组。Ａ组生存时间较Ｂ、Ｃ组延长（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　羟基乙酸乙基纤维素微球肝动脉栓塞对ＶＸ２兔肝肿瘤
有良好的治疗效果，使用安全。
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　　原发性肝癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，其

病死率在肿瘤相关死亡疾病中高居第３位［１２］，目前

手术切除仍是其治疗的最佳方法。由于原发性肝癌

发病隐匿，发展快速，确诊时能手术切除者仅为１０％
左右［３］，即使施行手术，仍有许多患者无法完全切除

或术后复发。肝癌的介入治疗被认为是目前应用最

广、效果最好的非手术治疗，被推荐为无手术指征且

具有良好肝脏功能的原发性肝癌患者的第一线治疗

方法［４］，它在抑制肿瘤生长、提高患者生存率等方面

取得了明显效果［５１０］，为中晚期肝癌患者带来了

希望。

　　化学腐蚀性药物如乙醇、醋酸等因其可致使肿

瘤细胞脱水及蛋白质变性，造成肿瘤组织凝固性坏

死，而被用于瘤内注射治疗，但仅对直径小于５ｃｍ
的小肝癌有效，对于多发、大肝癌疗效欠佳［１１］。若将

腐蚀性药物与肝动脉化疗栓塞（ＴＡＣＥ）结合将大大

扩大治疗范围，但是如何将腐蚀性药物与ＴＡＣＥ结

合应用于介入治疗尚未见报道。本课题组前期研制

了一种新型的化疗栓塞药物———羟基乙酸乙基纤维

素微球［１２］，本研究将该微球与ＴＡＣＥ相结合应用于

实验兔肝肿瘤的治疗，并比较其与传统碘油栓塞治

疗肿瘤的效果。

１　材料和方法

１．１　主要试剂与仪器　ＶＸ２肿瘤株由苏州大学附

属第一医院介入放射科惠赠。影像设备：ＣＴ 机

（ＧＥＬｉｇｈｔｐｅｅｄＱＸ／ｉ）；ＤＳＡ（ＧＥＩＮＮＯＶＡ４１００）。

介入用设备和器械：３ＦＰＧ微导管（Ｐｒｏｇｒｅａｔ，Ｔｕ

ｒｏｍｕ，日本），微导管直径２．７Ｆ（０．９ｍｍ），微导丝外

径０．５３ｍｍ，造影剂为碘普罗胺注射液。免疫组化

采用ＥｎＶｉｓｉｏｎＰｌｕｓ染色系统，鼠单克隆血管内皮生

长因子（ＶＥＧＦ）抗体（ＶＧ１，１５０）和增殖细胞核抗

原（ＰＣＮＡ）抗体（ＰＣ１０，１１００）均购自基因科技（上

海）有限公司。

１．２　微球的制备　羟基乙酸乙基纤维素微球由本

课题组自行制备［１２］，在ＴＡＣＥ治疗前１０ｍｉｎ，将其

０．２ｇ混悬于１０ｍｌ碘普罗胺注射液中（０．０２３ｇ／ｍｌ）

待用。

１．３　ＶＸ２兔肝肿瘤模型制作　新西兰大白兔由第

二军医大学实验动物中心提供，体质量 ２．５～

３．５ｋｇ，雌雄不限。ＶＸ２肿瘤经新西兰大白兔肝脏

内种植传代，取肿瘤（直径）已长到３～４ｃｍ的种兔，

以１．５％戊巴比妥１．５ｍｌ／ｋｇ经耳缘静脉麻醉后固

定，消毒铺巾，将肿块整体剥离取出，生理盐水漂洗，

切取鱼肉样肿瘤组织数块放入小烧杯中，加入少量

生理盐水，眼科剪将肿瘤组织块剪成１ｍｍ３ 备用。

将种植兔经耳缘静脉麻醉后，仰卧位固定，常规腹部

脱毛、消毒，取腹正中切口，进腹后轻轻拉出肝脏，将

含有ＶＸ２瘤块注入肝实质内，轻压创面止血后将肝

脏送回腹腔，关腹。术后连续３ｄ肌内注射青霉素。

１．４　实验分组　兔ＶＸ２肝肿瘤模型３０只，因介入

治疗的效果受肿瘤体积、部位等因素的影响，造模后

１３ｄ（即行 ＴＡＣＥ前１ｄ）行ＣＴ检查，测量瘤灶大

小，按公式计算肿瘤体积［Ｖ＝ａｂ２／２（Ｖ为估计体积，

ａ为肿瘤最大径，ｂ为肿瘤最小径）］［１３１５］，按肿瘤体

积大小进行编号，采用随机数字表法分为 Ａ、Ｂ、Ｃ３
组，每组１０只。所有动物均经右侧股动脉插管至肝

动脉，行造影后向肿瘤供血动脉给药：Ａ组注入羟

基乙酸乙基纤维素微球溶液１ｍｌ（０．０２３ｇ），Ｂ组注

入碘油１ｍｌ，Ｃ组注入生理盐水１ｍｌ。

１．５　兔ＶＸ２肝肿瘤模型的介入治疗　于接种后２
周行介入治疗，模拟人肝动脉插管介入治疗方法进

行。以１．５％戊巴比妥１．５ｍｌ／ｋｇ经耳缘静脉将动

物麻醉后固定，切开皮肤，暴露分离右股动脉，穿刺

置入３Ｆ微导丝和微导管。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，确定导管

和导丝进入腹腔动脉后，注入造影剂（总量２ｍｌ，速

率０．５ｍｌ／ｓ），明确肿瘤血管及染色后超选肝动脉给

药。由于兔肝动脉细小，在插管肿瘤供血动脉过程

中，部分实验兔容易诱发痉挛，这时需稍稍撤出导

管，注入利多卡因０．５～１ｍｌ后再进行介入操作。

１．６　观察指标　（１）介入治疗前及介入治疗后１周

行心脏取血化验，观察各组肿瘤兔肝功能变化；（２）

介入治疗前（Ｖ１）及治疗后１周（Ｖ７）分别行肝脏螺

旋ＣＴ扫描，计算荷瘤兔肿瘤体积［１２１４］，按公式（Ｖ７／

Ｖ１－１）计算介入治疗前后的各组肿瘤体积比，计算

肿瘤生长率（ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ，ＧＲ）［１６］；（３）介入治疗后２
周，各组随机挑选５只用以观察生存时间，从治疗后

次日起观察生存天数，并以生理盐水组为对照计算

生命延长率（％）。生命延长率（％）＝ （治疗组平均
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存活天数／生理盐水组平均存活天数－１）×１００％。

其余动物均予处死，切取肿瘤组织最大面，避开坏死

组织过多的部分，厚约２～３ｍｍ，移植瘤组织以１０％
中性缓冲甲醛液固定，石蜡包埋切片４μｍ，行 ＨＥ
染色观察组织病理学改变，免疫组化染色观察

ＶＥＧＦ和ＰＣＮＡ的表达情况。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计

学分析，数据采用珚ｘ±ｓ表示，多组间资料的比较采

用方差分析，方差齐性时以 ＬＳＤ检验进行两两比

较，方差不齐时以 ＧａｍｅＨｏｗｅｌｌ检验进行两两比

较；各组生存时间的比较采用ＬｏｇＲａｎｋ检验完成。

检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　介入治疗前后各组肝功能指标比较　由表１
可见，介入术前各项指标在３组之间差异均无统计

学意义。介入术后，Ａ、Ｂ组丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天

冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）较Ｃ组升高，差异有统计学意

义（Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００９）。而作为肝脏合成功能标

志的白蛋白（ＡＬＢ）在术后３组间及治疗前后差异均

无统计学意义。Ａ、Ｂ两组间 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＢ差异

均无统计学意义。

表１　各组肝功能指标变化

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ
ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
ＡＬＢρＢ／（ｇ·Ｌ－１）

Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ７ｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ＡＬＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ７ｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ＡＳＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ７ｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ａ ４８．１６±２．０６ ４６．５４±３．９３ ５１．０３±９．９５ １３４．６２±８１．６８ ２０．１８±２．４９ ４３．５３±１９．０９

Ｂ ４６．６１±６．１２ ４５．７５±４．７４ ５３．５０±１３．７８ １９８．５１±１１７．２４ ２３．８７±４．８５ ５３．３２±３４．７４

Ｃ ４８．３１±３．８３ ４４．１１±４．０４ ４６．７８±７．７３ ４９．１１±１３．０４ ２２．３８±１．４３ ２０．７９±３．１９

ＡＬＢ：Ａｌｂｕｍｉｎ；ＡＬＴ：Ｇｌｕｔａｍｉｃｐｙｒｕｖｉｃｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ；ＡＳＴ：Ｇｌｕｔａｍｉｃｏｘａｌｏａｃｅｔｉｃｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ．Ａ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

ｍｉｃｒｏｐｈｅｒｅｓ；Ｂ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｌｉｐｉｏｄｏｌ；Ｃ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＣ

２．２　介入治疗后各组肿瘤生长率比较　由表２可

见，治疗后１周，Ａ组和Ｂ组肿瘤生长率较Ｃ组降

低，差异有统计学意义（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２）；与Ｂ
组比较，Ａ组肿瘤生长率更低（Ｐ＝０．０２２）。

表２　各组肿瘤体积变化

Ｔａｂ２　Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
ＴｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅＶ／ｃｍ３

Ｂｅｆｏｒｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

７ｄａｆｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｔｕｍｏｒ
ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ

Ａ ２．００±０．８７ １．３７±０．６３ －０．２６±０．２９△△

Ｂ ２．２８±１．１５ ３．８３±２．１３ ０．９３±１．１３

Ｃ １．９５±０．７０ ９．４７±４．１７ ４．０９±２．３６

　Ａ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅｍｉｃｒｏｐｈｅｒｅｓ；Ｂ：Ｔｒｅａ

ｔｅｄｗｉｔｈｌｉｐｉｏｄｏｌ；Ｃ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｇｒｏｕｐＣ，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＢ

２．３　各组生存时间比较　由表３可见，治疗后各组

间荷瘤兔生存时间有统计学差异（χ
２＝１９．７４，Ｐ＝

０．０００），Ａ、Ｂ两组的生存时间长于Ｃ组（Ｐ＝０．０００，

Ｐ＝０．００２），Ａ组的生存时间较Ｂ组长（Ｐ＝０．０２７）。

至实验结束时，Ａ组仍有２只存活且生存状态良好。

Ａ、Ｂ 两 组 的 生 命 延 长 率 分 别 为 １０３．９７％ 和

６４．２４％，两组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表３　各组生存时间比较

Ｔａｂ３　Ｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ｎ＝５

Ｇｒｏｕｐ
Ｍｅａｎ

ｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅ
ｔ／ｄ

Ｍｅｄｉａｎ
ｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅ

ｔ／ｄ

Ｌｉｆｅ
ｐｒｏｌｏｎｇｉｎｇｒａｔｅ

（％）

Ａ ６１．６０±４．７４△ ６６ １０３．９７

Ｂ ４９．６０±１．８６ ５２ ６４．２４

Ｃ ３０．２０±１．５３ ３１ 

　Ａ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅｍｉｃｒｏｐｈｅｒｅｓ；Ｂ：Ｔｒｅａ

ｔｅｄｗｉｔｈｌｉｐｉｏｄｏｌ；Ｃ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｇｒｏｕｐＣ，△Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＢ

２．４　病理学检查结果　ＨＥ染色结果显示，在Ｂ
组及Ａ组中均可见肿瘤纤维组织包膜明显增厚，癌
巢中央大片坏死（图１中的 Ａ１、Ｂ１），癌细胞排列松
散，细胞核明显固缩（图１中的Ａ２、Ｂ２），病理性核分
裂明显减少。以胞质或胞膜染为棕黄色为阳性表
达，免疫组化结果显示，ＶＥＧＦ免疫染色阳性物质定
位于肿瘤细胞质及胞膜，呈弥漫或散在的颗粒状；

ＰＣＮＡ免疫染色阳性物质定位于异常增殖的肝细胞
核内，癌组织呈弥散性强阳性表达，癌旁肝组织呈散
在表达。Ａ组和Ｂ组均可见ＶＥＧＦ和ＰＣＮＡ阳性
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表达，且Ａ组ＶＥＧＦ和ＰＣＮＡ增殖活性（图１中的 Ａ３、Ａ４）弱于Ｂ组（图１中的Ｂ３、Ｂ４）。

图１　Ａ组和Ｂ组组织病理学观察结果

Ｆｉｇ１　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｇｒｏｕｐＡａｎｄｇｒｏｕｐＢ
Ａ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ；Ｂ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｌｉｐｉｏｄｏｌ．Ａ１，Ｂ１：Ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｓｌｉｄｅｏｆｔｕｍｏｒｓｐｅｃｉｍｅｎ（ＨＥ

ｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００），ｔｈｅｎｅｃｒｏｔｉｃａｒｅａｓｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｉｎｇｒｏｕｐＡａｎｄＢｗｅｒｅｌａｒｇｅ．Ａ２，Ｂ２：Ｎｕｃｌｅａｒａｎｄｃｙｔｏｐｌａｓｍｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｕｍｏｒｓｐｅｃｉｍｅｎ．（Ｈ

Ｅｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００），ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｉｎｇｒｏｕｐＡｗｅｒｅｍｏｒｅｔｈａｎｔｈａｔｉｎｇｒｏｕｐＢ．Ａ３，Ｂ３：Ｔｉｓｓｕｅｓｌｉｃｅｓｗｅｒｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉ

ｃａｌｌｙｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＶＥＧＦｓｔａｉｎｉｎｇｋｉｔ（×４００），ＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｔｈｅｇｒｏｕｐＡｗａｓｗｅａｋｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｇｒｏｕｐＢ．Ａ４，Ｂ４：Ｔｉｓｓｕｅｓｌｉｃｅｓ

ｗｅｒｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｌｙｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＰＣＮＡｓｔａｉｎｉｎｇｋｉｔ（×４００），ＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｇｒｏｕｐＡｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｗｅａｋｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ

ｇｒｏｕｐＢ．

３　讨　论

　　碘油是目前肝癌介入治疗中最常用的栓塞剂，

是一种黏滞性液体，有其使用上的优点，但也有缺

点。普通碘油黏度较高，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［１７］。Ｍａｒｅｌｌｉ等［１８］通过 ｍｅｔａ分析得

出：尽管目前碘油被广泛应用于ＴＡＣＥ中，但其有

效性尚未被证实，也没有数据显示碘油能够延缓化

疗药物进入肿瘤组织，而且在肿瘤的后续治疗中，碘

油还会干扰ＣＴ对肿瘤血液供应的评估。在实验中

我们发现，由于肿瘤的供血血管的丰富，有时通过碘

油进行血管栓塞，并不能全面地阻断这些供血血管，

这就是碘油栓塞的不彻底性，也是碘油栓塞后肿瘤

复发的根本原因。

　　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，制成微球制剂来栓塞微

血管。杨建东等［１９］利用１００～３００μｍ剂型的海藻

酸钠微球联合碘油经导管栓塞治疗肝癌取得良好的

效果。刘太锋等［２０］使用粒径在１００～４００μｍ海藻

酸钠微球作为血管栓塞剂栓塞治疗原发性肝癌，提

高了原发性肝癌的ＴＡＣＥ治疗效果，延长了患者的

生存时间，提高了患者的生存质量。本研究应用粒

径为１００～３００μｍ的羟基乙酸乙基纤维素微球在经

肝动脉栓塞治疗兔肝肿瘤模型中也显示出良好的治

疗作用。

　　羟基乙酸是一种在蔗糖中发现的α羟基酸

（ｐＨ＝３．８３）［２１］，在化妆品行业上作为美容护肤品，

以及在医药工业上作为医用可生物降解高分子材料

的原料，对人体较为安全。李莹等［２２］利用２０％的羟

基乙酸局部注射治疗裸鼠移植性肝癌，发现其对肝

肿瘤具有强大的破坏作用。本课题组前期将羟基乙

酸通过制剂技术包裹于微球中，制备了羟基乙酸乙

基纤维素微球［１２］，以期通过血管外的化学腐蚀性药

物包裹于肝动脉栓塞微球中用于血管内介入治疗，

使栓塞和靶向治疗两种肝癌局部介入治疗方法有机

地结合起来，从而使肿瘤的供养血管栓塞并进而彻

底腐蚀，起到阻断肿瘤血供的作用。本实验以新西

兰大白兔ＶＸ２肝肿瘤模型为研究对象，给予羟基乙

酸乙基纤维素微球０．０２３ｇ（相当于羟基乙酸浓度为

２０％）行肝动脉栓塞治疗，并与碘油肝动脉栓塞治疗

进行比较，结果发现羟基乙酸乙基纤维素微球治疗

组与碘油组相比肿瘤体积明显缩小，动物生存期延

长，说明羟基乙酸乙基纤维素微球组疗效更好；病理

学结果表明羟基乙酸乙基纤维素微球组 ＶＥＧＦ表
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达和ＰＣＮＡ增殖活性明显减弱，提示羟基乙酸乙基

纤维素微球对肿瘤新生血管的生成有一定的抑制作

用，且杀伤肿瘤的作用更强；两组对肝功能的损伤程

度无统计学差异，说明羟基乙酸乙基纤维素微球与

碘油相比并不增加肝损伤，较为安全。

　　综上所述，羟基乙酸乙基纤维素微球（直径

１００～３００μｍ）通过介入能够较好地栓塞肝动脉，在

动物肝肿瘤模型上表现出较传统的碘油栓塞更好的

疗效，值得进一步研究。
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