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　　摘要：目的　观察兔肝癌行 ＴＡＥ和 ＴＡＣＥ治疗后 ＨＩＦ１α，ＭＶＤ，ＰＣＮＡ的变化情况，探讨其治疗机
制。方法　３０只新西兰大白兔 ＶＸ２瘤细胞株种植瘤成模后 １周分别给予肝动脉注入生理盐水（对照

组）和 ＴＡＥ及 ＴＡＣＥ治疗。治疗 ２周后观察肿瘤大小，肿瘤中 ＨＩＦ１α，ＭＶＤ，ＰＣＮＡ的变化。结果　３组

动物的肝左叶均见肿瘤生长，对照组、ＴＡＥ组和 ＴＡＣＥ组分别见 １５，１１，３个新生结节。对照组 ＨＩＦ１α
和 ＰＣＮＡ较 ＴＡＥ组明显减弱（Ｐ＜０．０５）；但较 ＴＡＣＥ组中明显增强，与其他两组比较差异均有显著性

（Ｐ＜０．０５）；ＴＡＥ组肝肿瘤 ＭＶＤ［（１１５．３±２０．７４）／ｍｍ２］明显高于对照组［（７２．１１±１８．９５）／ｍｍ２］

和 ＴＡＣＥ组 ＭＶＤ［（４７．３３±１５．５３）／ｍｍ２］，差异有显著性（Ｐ＜０．０１），ＴＡＣＥ组 ＭＶＤ明显低于对照组

和 ＴＡＥ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＡＥ术后肿瘤组织缺血缺氧加重，ＨＩＦ１α和 ＰＣＮＡ蛋白表达增加，可能

促进肿瘤细胞增生；ＴＡＣＥ术后肿瘤组织中 ＨＩＦ１α和 ＰＣＮＡ蛋白表达减少，有抑制肿瘤细胞增生的作

用。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（８）：７７７－７８０］
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　　经导管肝动脉栓塞术（ＴＡＥ）是目前中晚期肝
癌的主要治疗手段之一，其主要机制是通过选择

性阻断肝癌的动脉血供，使肿瘤细胞坏死，达到抗

癌目的，但有报道 ＴＡＥ治疗使肝癌患者的肝内转
移率明显升高［１］。经导管肝动脉化疗栓塞术（ＴＡ
ＣＥ）是在 ＴＡＥ的基础上结合化疗药物，达到抑制
肿瘤细胞的目的，目前 ＴＡＣＥ已成为肝癌的主要
治疗方法之一，并逐渐替代 ＴＡＥ。本研究对比
ＴＡＥ和 ＴＡＣＥ对兔种植肝癌的治疗效果，并观察
肿瘤生长相关的蛋白缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）
和肿瘤细胞增殖核抗原（ＰＣＮＡ）表达的差异，企以
揭示 ＴＡＣＥ治疗肿瘤的机制。

１　材料和方法

１．１　材料
新西兰大白兔 ３０只，体质量 ２．０～２．５ｋｇ，雌

雄不限，由中山大学实验动物中心提供。ＶＸ２瘤
细胞株由复旦大学上海中山医院惠赠。超液化碘

油（ｕｌｔｒａｆｌｕｉｄＬｉｐｉｏｄｏｌ，ＵＦＬＰ）购自法国 Ｇａｕｂｅｒｔ公
司；吡柔比星（Ｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎ，ＴＨＰ）购自深圳万乐公
司；优维显（ｕｌｔｒａｖｉｓｔ，３００ｍｇ／ｍＬ）购自先灵广州药
业公司；兔抗兔 Ｈ１Ｆ１α购自武汉博士德公司；通
用型二步法免疫检测试剂盒购自北京中山公司。

１．２　实验方法
１．２．１　动物疾病模型的制作　将 ＶＸ２肿瘤细胞
株接种于 １只大白兔大腿部皮下，２周左右当瘤
体直径长至 １．５ｃｍ时，手术取出肿瘤组织。在细
胞培养皿上剪成１～２ｍｍ大小的碎块作为瘤种备
用。实验兔 ３０只，２０％乌拉坦（５ｍＬ／ｋｇ）经耳缘
静脉麻醉，剑突下作 ２ｃｍ长切口，开腹暴露肝脏，
用眼科镊在肝左叶于较厚处刺破肝组织，深度约

１．５ｃｍ，以嵌插包埋法植入 ３块瘤种，确切止血后
回纳肝脏，逐层缝合。术后 ３ｄ按 １０万 Ｕ／ｋｇ肌
内注射青霉素。

１．２．２　荷瘤动物的介入治疗　肿瘤组织种植后
１０ｄ进行介入治疗。将荷瘤兔全麻后，固定于手
术台上，纵行切开腹股沟区皮肤，暴露股动脉鞘，

钝性分离股动脉，长约 ３ｃｍ；１８号穿刺针穿刺股
动脉置入导丝，退出穿刺针后置入 ４ＦＣｏｂｒａ导管，

在 Ｔ１２～Ｌ１间寻找到腹腔动脉后，行腹腔动脉造
影，确认肝固有动脉，置换入 ３Ｆ导管，超选择至
肝固有动脉或左肝动脉，经造影证实肿瘤显影后。

将实验动物随机分成 ３组，每组 １０只。对照组：
经肝动脉注入生理盐水 ０．５～０．８ｍＬ。ＴＡＥ组：
单纯碘油栓塞（ＵＦＬＰ０．５～０．８ｍＬ）。ＴＡＣＥ组：
碘油抗 癌 药 混 悬 液 （ＵＦＬＰ＋ＴＨＰ）栓 塞 （ＵＦＬＰ
０．５～０．８ｍＬ，ＴＨＰ２ｍｇ）。术毕拔除导管及鞘管
的同时缝合股动脉破口，缝合包扎切口。术后

１４ｄ，处死全部动物，取肝脏肿瘤进行大体标本观
察并检察 ＨＩＦ１α和 ＰＣＮＡ的表达及肝肿瘤 ＭＶＤ
等指标。

１．２．３　免疫组织化学检测与判定　采用二步法
染色。标本经甲醛固定后，行连续切片；将石蜡切

片脱蜡、高压煮沸抗原修复 ３ｍｉｎ，３％ Ｈ２Ｏ２溶液
室温孵育 １０ｍｉｎ；滴加兔抗兔一抗工作液（ＨＩＦ
１α或 ＰＣＮＡ），４℃过夜，滴加即用型非生物素标
记的二抗，室温下孵育 ４０ｍｉｎ。显色 ３～５ｍｉｎ。
ＰＣＮＡ与 ＨＩＦ１α呈现棕褐色为阳性。图像分析采
用 ＨＥＭＩＳ彩色图像分析系统对免疫组化切片进行
灰度扫描，每张切片取 ５个视野记录平均光密度
（ＯＤ）。ＭＶＤ的测定标准首先在低倍视野下检查
微血管染色情况，以新生血管内皮染成棕黄色为

阳性判定标准。取癌巢间质血管最多的视野，血

管腔和腔内的红细胞不作为计数，如有肌层的血

管或管腔 ＞５０ｍｍ者亦排除。
１．３　统计学处理

所有数值变量均采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，所有数据采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件包进行分
析，计量资料采用 ｔ检验。

２　结　果

２．１　各组动物病理特点
２．１．１　大体观察　３组荷瘤兔的肝左叶均见肿
瘤生长，呈圆形，结节状，无包膜，灰白色，鱼肉

样，质硬。肿瘤直径：对照组（３．７１±０．８４）ｃｍ，
ＴＡＥ组（２．６１±０．６７）ｃｍ，ＴＡＣＥ组（１．２４±０．４２）ｃｍ，
３组间差异均有显著性（Ｐ＜０．０５），对照组和
ＴＡＥ，ＴＡＣＥ组分别见 １５，１１，３个新生结节。

８７７



第８期 陈锦隆，等：ＴＡＥ和ＴＡＣＥ治疗对兔肝癌ＨＩＦ１α，ＭＶＤ和ＰＣＮＡ的影响

２．１．２　病理检查　光镜下，对照组可见肝内浸
润性癌巢，与肝实质无明显边界，间质分界不清，

结缔组织较少，肿瘤细胞弥散排列，并有纤维间

隔，新生毛细血管丰富，间质内可见淋巴细胞、浆

细胞浸润。ＴＡＥ组可见部分坏死灶，面积小，肿瘤
与正常组织交界处新生毛细血管丰富；ＴＡＣＥ组肿
瘤呈片状坏死，残留肿瘤细胞少，肿瘤与正常组织

交界处新生毛细血管明显减少。

２．２　ＨＩＦ１α和 ＰＣＮＡ的表达
ＨＩＦ１α表达为胞浆内出现棕黄色或棕褐色颗

粒，ＰＣＮＡ表达为细胞核内出现棕黄色或棕褐色颗
粒。对照组 ＨＩＦ１α和 ＰＣＮＡ较 ＴＡＥ组明显减弱
（Ｐ＜０．０５）；但较 ＴＡＣＥ组明显增强（Ｐ＜０．０５）
（表 １）（图 １Ａ，Ｂ，Ｃ；图 ２Ａ，Ｂ，Ｃ）。

２．３　各组肝肿瘤 ＭＶＤ和肝肿瘤直径的比较
ＴＡＥ组肝肿瘤 ＭＶＤ明显高于对照组，差异有

显著性（Ｐ＜０．０５）。ＴＡＣＥ组 ＭＶＤ明显低于对照
组与 ＴＡＥ组（Ｐ＜０．０５）（表１）。ＴＡＥ组毛细血管
大量增生，形态不规则，数量相差悬殊，呈异质

性，且毛细血管增生富集在肿瘤边缘处。ＴＡＣＥ组
可见肿瘤边缘处有少量新生毛细血管。

表１　３组间ＨＩＦ１α，ＰＣＮＡ表达和的肝肿瘤ＭＶＤ比较

组别 ｎ ＨＩＦ１α（平均光密度） ＰＣＮＡ（平均光密度） ＭＶＤ（个／ｍｍ２）

对照 １０ ０．１１±０．０５１），２） ０．２５±０．１１１），２） ７２．１１±１８．９５１），２）

ＴＡＥ １０ ０．１９±０．０６１） ０．４１±０．１３１） １１５．３±２０．７４１）

ＴＡＣＥ １０ ０．０６±０．０２ ０．１１±０．０５ ４７．３３±１５．５３

　　注：１）与ＴＡＣＥ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＴＡＥ组比较；Ｐ＜０．０５

图１　３组ＰＣＮＡ免疫组化结果（×１００）　Ａ：对照组ＰＣＮＡ的表达；Ｂ：ＴＡＥ组ＰＣＮＡ的表达；Ｃ：ＴＡＣＥ组ＰＣＮＡ的表达

图２　３组ＨＩＦ１α免疫组化结果（×１００）　Ａ：对照组ＨＩＦ１α的表达；Ｂ：ＴＡＥ组ＨＩＦ１α的表达；Ｃ：ＴＡＣＥ组ＨＩＦ１α的表达

３　讨　论

ＨＩＦ１α是调节细胞适应缺氧的一个主要调
控因子，是在缺氧条件下广泛存在于哺乳动物和

人体内的一种 转录因子，介导缺氧反应基因

（ＨＲＧ）的调控，使 ＨＲＧ的转录增强，表达产物增
多；它涉及物质和能量代谢、血管生成、红细胞增

生等，激活包含血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、血红
素氧合酶１等数十种靶基因转录［２］。在肝脏恶

性肿瘤进展中，肿瘤组织增生过快造成局部组织

严重缺氧和代谢紊乱，ＨＩＦ１能通过诱导 ＶＥＧＦ的
表达，增加供血、供氧、供能，使肿瘤细胞能适应

缺氧的微环境［３－４］。

ＰＣＮＡ是真核细胞 ＤＮＡ合成所必需的一种核
蛋白，其合成和表达与细胞增殖有关，对 ＤＮＡ复
制起着重要作用；其表达能反映细胞的增殖状

态，合成于 Ｇ１，Ｓ期达到高峰，Ｇ２，Ｍ期减少，在生
长快速的肿瘤组织或各种原因引起的肝再生结

节中，增殖细胞均呈 ＰＣＮＡ阳性反应。研究表明
ＰＣＮＡ阳性率与肿瘤的侵袭性及肝细胞肝癌患者

９７７
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的生存时间有显著的相关性［５－６］。

本实验结果显示，ＨＩＦ１α和 ＰＣＮＡ在对照组
肿瘤组织中普遍表达，ＴＡＥ术后肿瘤组织周围、
肿瘤坏死组织周围表达较对照组明显增强，而

ＴＡＣＥ组中 ＨＩＦ１α表达最弱；３组间比较差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＰＣＮＡ表达在 ＴＡＥ组中
最强，ＴＡＣＥ组最弱，３组间差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；ＭＶＤ的数量以 ＴＡＥ组为最多，ＴＡＣＥ
组最少（Ｐ＜０．０５）。笔者认为其原因可能是
ＴＡＥ不能使肿瘤细胞发生完全性坏死，但栓塞后
肿瘤滋养血管的破坏、血流动力学的紊乱使术后

残存瘤细胞发生缺血、缺氧，诱发并明显上调

ＨＩＦ１α的表达，促进细胞分裂增生，加速肿瘤微
血管生成，ＭＶＤ增加，从而使残瘤得以生存并促
进了 ＴＡＥ术后肿瘤的转移。本研究对照组和
ＴＡＥ组分别见 １５个和 １１个新生结节。而 ＴＡＣＥ
组由于栓塞和化学药物的双重作用，抑制并杀灭

了大量肿瘤细胞，使局部肿瘤细胞明显减少；同

时也减缓了新生血管的形成，使 ＨＩＦ１α及 ＰＣＮＡ
表达减弱，ＭＶＤ数量减少，肿瘤体积缩小，新生结
节数明显少于其他两组别。所以笔者认为，对肝

癌的介入治疗在患者身体条件允许的情况下尽

量采用 ＴＡＣＥ方法［７］。
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　　患者　女，３８岁。因左腹股沟
区可复性肿物 ２年余入院。体查：左
腹股沟区有约 ５ｃｍ×４ｃｍ×３ｃｍ大
小肿物，可推入腹腔指压外环口咳嗽

有冲击感。诊断：左腹股沟斜疝。行

手术治疗，术中打开疝囊发现疝内容

物为小肠，推入腹腔后发现疝囊左侧

壁为褐色囊性肿物，约直径 ３ｃｍ，压
之不缩小，穿刺抽出褐色液体，打开

囊肿，放出液体，彻底游离，完全切

除，缝合结扎疝囊颈部，常规修补。

讨论　该例临床上实属罕见，易
误诊误治，可能误将囊肿看作滑疝，

但仔细分析，就能判断出不是滑疝。

因该疝囊颜色为褐色，患者术前却无

疼痛史及梗阻病史，加之压之不缩

小，故不像肠管嵌顿所致肠管坏死。

且在术中采取穿刺定性的方法，抽出

褐色液体，如为肠管则其内容物为粪

样液。故在术中采取切开囊肿游离

后切除。其成因可能系疝囊壁内出

血，后液化形成囊肿。

０８７




