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·实验研究 Experimentalresearch·

As203对兔移植性肝脏肿瘤模型生存素
表达调控的实验研究

李红。徐克，蒋旭远

【摘要】 目的探讨A妒，在肝动脉化疗栓塞(TACE)中诱导恶性肿瘤细胞凋亡作用与生存索之间

的相关性。方法将肝脏左、右叶分别移植VX2肿瘤模型的16只日本大耳白兔．随机平均分成2组，移

植瘤术后3周，经肝动脉插管分别给予超液化碘油(UFLP)l rnl加A820，2 mg(实验组)和UFLP 1“(对

照组)。给药3周后．所有动物均处死，分别取得肿瘤组织、瘤旁组织和正常肝脏组织进行末端脱氧核苷

酸转移酶一生物素dUlP切口末端标记法(TUNEL)染色观察凋亡肿瘤细胞，免疫组化染色检测生存素蛋

白的表达。结果 实验组肿瘤组织中有大量呈黄色的凋亡细胞，癌旁组织及正常组织中未观察到凋亡细

胞：对照组肿瘤组织、癌旁组织及正常组织均未发现细胞核内有黄色颗粒的凋亡细胞。对照组肿瘤组织

生存素蛋白表达率为100％(16／16)，其中强阳性12例，弱阳性4例，癌旁及正常组织中生存素蛋白表达

率为0。实验组肿瘤组织生存素蛋白表达为37．5％(6／16)．其中强阳性2例，弱阳性4例，癌旁及正常组

织中生存素蛋白表达率同样为0。两组肿瘤组织中生存素蛋白表达率差异有统计学意义(P<0．05)。同

时，两组癌组织与癌旁和正常组织中生存素蛋白表达率差异有统计学意义(P<O．01)。结论As20，通过

抑制肿瘤细胞内生存素蛋白表达促进肿瘤细胞凋亡。

【关键词J三氧化二砷；肝脏肿瘤；凋亡抑制；生存素蛋白
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The№glllaaon of As203佃me exp懈蓟on of apoptosis删bitory proteiII： 锄experimental劬岫y血
瑚bMtsⅥ噎出intpl粕tedⅡv"n珊盯口Ⅳ嘴，x∥‰，埘ⅣG XⅡ一”脚， 脚觚胱m矿R口d幻幻夥，舭
黼t A胆诚d Hosp蹦对ch池№抵越U幽ers埘．shq吼g lloool。Ch池
IAb萌阳ct】 Obj倒ve To inve8tigate tlle陀Iation8hip beween the expression of tumor印叩tosis

inhibitory protein(survivin)明d the apoptosis induced by a璐enic trio】dde(A8203)in tmnscatlIeter arterial

chemoembolization tlIerapy． Memods Sixteen J印anese big-ear white mbbit8讯tll i呷l锄ted hepaIic VX2

tumor at both rigIIt柚d l硪hePatic Iobes wer；e E帅doIllly明d equauy divided imo h帅目rou ps． Three week8

a缸r the tuⅡmr w腿inoculated， l fnl lipiodol (uF皿)and 2 mg AB如3 were injected via hepatic 8疵rial

c跏ula嘶into tlle rabbitB of study group， while only 1 IIll UFLP w鼬u∞d for岫讪bit8 in control group．
Three weeks later，all t|Ie讪bjt8 were明cri矗ced，锄d the tumor tissue，tlle tumor-neighboring tiBsue and tlle

no珊al liver wem鸵Parately coUected肌d肫nt for TUNEL staining蜘d ex帅inations， which included山e

observati如0f apoptosis of tIImor ceUs明d the姻sessment 0f the expression 0f su而“n Pmtein．R姻IlIb In

咖dy gmup， a large nuIIII。er of yellow印optosis ceUs w幽seen in the tu啪r ti8sue but no apoPt08iB ceU w鹤

found in tIle tIlmo卜neighboring tisBue
or in the no咖al liver ti8sue．In the con咖l伊叭p，∞yeUow ap0Pt08iB

cen w聃ob跎ryed in tlle tIlmor ti鹋ue， tumor-neighbodng ti88ue or nom“liver tissue．The surviVin pmtein

expres8ion rate of the tIlmor tissue w∞lOO％(16／16)in山e conh_{0l group，including snDngly—PositiVe in 12

蛐d weal【ly—positive in 4 mbbits． IrI con岫Lst， tlle sunrivin protein exP陀s8i叩mte of M the tIImor-
neighboring tissue曲d tlle nomIal tissue w幽o％． III 8tudy g∞up， tlIe surviVin pmtein麟pressi∞mte of山e

tumortissue w勰37．5％ (6／16)， includillg 8tmndy—positive in 2觚d weaI【Iy—positive in 4 ca跎s， 卸dⅡle

survivin pmtein expression mte 0f h山山e tIlmor．neighboring tis8ue蚰d tlle no咖al ti韶ue w鹊0．殇．Sign墒c舳t

difl．erence in survivin pmtein expression mte of山e tumor tissue e】【i8ted be附een two鲥lps (JP<O．05)． III

botll gmups， tlle di雎rence in su几rivin protein expression rate between tlle tumor tissue and the tIlmor-
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neigllboring tissue， 卸d between tlle tu肿r“嗍le and tlIe nonIlal tissue w聃s诅tistically si印访cant (P<

0．01)． Co眦-商蚰 As203 c蚰扯celeEate the aP0p‰i8 of the tIImor cells by irIllibiting tlle exp陀ssion 0f

8uⅣivin pmtein．(J Inte兀rent ftadiol，2009，18：382—385)

【l【ey wordsl婚e【Iic trioxide；hepatic tufnor；apoptogiB ir山ibitor；叭Ⅳivin protein

细胞凋亡是机体重要的生理过程。对维持组织

正常形态结构和稳定机体内环境有重要作用⋯，异

常的细胞凋亡抑制不仅在恶性肿瘤的形成中有重

要作用．而且可能参与恶性肿瘤的发生、发展及转

移。如何应用化疗药物干预异常的细胞凋亡抑制。

诱导肿瘤细胞凋亡已成为目前治疗恶性肿瘤的一

项重要的生物学策略。生存素是近年来发现的一种

具有独特结构和性质的凋亡蛋白抑制因子(inhibitor

of印optosis protein，IAP)[2】’其多在恶性肿瘤组织

和胚胎发育组织中大量表达。但在相应的正常分化

组织中不表达。这种选择性表达特性使其成为目前

恶性肿瘤的诊断和治疗的研究热点。

研究表明，三氧化二砷(As203)对于多数实体性

肿瘤具有治疗作用。其作用机制在于启动肿瘤细胞

的凋亡程序，诱导恶性肿瘤细胞凋亡[引。据国内外成

熟经验．单纯碘油栓塞(不用明胶海绵进行供血动

脉栓塞)并不能造成肿瘤组织完全坏死，残留存活

肿瘤组织较多[4】。因此，本实验拟采用兔VX2肝脏

转移瘤模型，经选择性肝动脉插管技术给予As：O，

碘化油乳剂诱导肿瘤细胞凋亡．同时采用单纯碘化

油栓塞作为对照组，探讨As：O，在肝癌TACE中诱

导恶性肿瘤细胞凋亡作用与生存素之间的相关性。

1材料与方法

1．1 动物模型建立及分组给药方法

将传代兔VX2肿瘤组织制成1 mm3组织块，分

别植入大白兔肝左、右叶被膜下0．5 cm处，移植术

后3周进行CT扫描，选择接种成功，成瘤直径在

2 cm左右的荷瘤兔16只(32个肿瘤模型)，随机分

成2组，每组8只(16个肿瘤模型)。对实验组，经选

择性肝动脉插管注入超液化碘油(UFLP)1 ml和

As203 2 mg混合物)；对照组只注入UFLP 1“。

TACE术后3周处死所有实验动物。分别留取残留

肿瘤组织、瘤旁组织(距肿瘤边缘2 cm以内的肝组

织)和正常肝脏组织(距肿瘤边缘2 cm以外的肝组

织)标本，经4％甲醛溶液固定．24 h后行常规石蜡

包埋。

1．2方法

1．2．1 细胞凋亡的末端脱氧核苷酸转移酶一生物素

dUTP切口末端标记法(1'UNEL)检测 按文献[5]

报道方法将两组的肝脏肿瘤组织、癌旁组织和正常

肝脏组织石蜡切片常规脱蜡．滴加新鲜配制的3％

H202(室温10 IIlin)以阻断内源性过氧化物酶，蒸馏

水洗涤后，滴加O．01 m01／I．蛋白酶于37 qC消化5—

10 lIlin，滴加标记缓冲液后，滴加标记液(20斗L／片：

TdT和DIG—d—UTP各l斗l，加入18“l标记缓冲液

中，37℃，2 h)，TBS洗涤后滴加封闭液50斗v片(室

温30 lllin)．之后滴加l：100稀释生物素化地高辛

抗体(37℃，30 min)，TBS洗涤后滴加l：100稀释

SABC(37℃，30耐n)，TBS洗涤后常规DAB显色，

经苏木精复染后脱水、透明、封片。

1．2．2生存素免疫组化检测按文献[6]报道方法，

将两组动物的肝脏肿瘤组织、癌旁组织和正常肝脏

组织石蜡切片常规脱蜡，滴加新鲜配制的3％H20：

(室温5 min)以阻断内源性过氧化物酶，蒸馏水洗

涤后．滴加0．0l moL／L蛋白酶于37℃消化5～10

面n，1BS洗涤后滴加通用型IgG抗体(Fab段)一HRP

多聚体(37℃，10 min)，TBS洗涤后常规DAB显色，

经苏木精复染后脱水、透明、封片。

1．3统计学分析

应用SPsSlO．0统计学软件．采用方差分析方法

对实验组及对照组的肿瘤组织、瘤旁组织及正常组

织生存素蛋白的表达率分别进行两组间比较和组

内比较，P<0．05表示差异有统计学意义。

2结果

．2．1 As20，诱导兔VX2移植性肝癌肿瘤细胞凋亡

实验组可见肿瘤组织中有大量的呈黄色的凋

亡细胞，在癌旁组织及正常组织中，未见着色的凋

亡细胞；在对照组中，无论是肿瘤组织，还是癌旁组

织及正常组织．均未发现细胞核内有黄色颗粒的凋

亡细胞(图1)。

2．2生存素免疫组化检测结果

对照组肿瘤组织中生存素蛋白表达率为loo％

(16／16)，其中强阳性12例，弱阳性4例，癌旁组织

及正常组织表达率为0。实验组肿瘤组织中生存素

蛋白表达为37．5％(6／16)，其中强阳性2例，弱阳性

4例，癌旁组织及正常组织表达率同样为0。两组问
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a显示肿瘤区域．细胞核呈蓝

黑色，胞质呈淡红色，凋亡肿瘤

细胞在组织中单个散在分布．核

染色质致密浓缩，核碎裂。(原始

放大x 40 HE染色)

介入放射学杂志2009年5月第18卷第5期J ImeⅣent Radiol 2Q吧：y丑．18，No．5

b 11JNEL染色示凋亡肿瘤细

胞。凋亡细胞核呈棕色或棕褐色

着染，细胞核形态呈碎点状．不

规整。大小不一致(原始放大×

100TUNEL染色)

图l细胞凋亡的组织学图

肿瘤组织中生存素蛋白表达率差异有统计学意义

(P<0．05)，两组癌组织与癌旁组织及正常组织中

生存素蛋白表达率差异有统计学意义(P<0．01)

(图2)。

a实验组生存素抗体免疫组织b对照组生存素抗体免疫组织化

化学染色示生存素蛋白表达较弱 学染色示生存紊蛋白表达较强。

(原始放大×】oo免疫组化染色) (原始放大×100免疫组化染色)

图2生存紊蛋白表达。染色的生存素蛋白主要集中在肿瘤

细胞核内

3讨论

生存素是近年发现的抗凋亡抑制因子．是凋亡

蛋白抑制因子(iIlhibitor of apoptosis protein，IAP)家

族的新成员。研究发现IAP家族在细胞凋亡的基因

调控中发挥重要作用["。IAP家族蛋白包括2个或3

个串连的含有半胱氨酸／组氨酸的杆状病毒IAP重

复序列的Baculovims (Baculovillls IAP receptor，

BIP)IAP受体。与此相邻的羧基末端含有1个环指

结构。只有包含BIR2功能区的IAP蛋白分子才具

有结合和抑制死亡蛋白酶的功能。定位于17q24染

色体的生存素基因属于IAP[引。生存素基因长度为

14．7 kb，有4个外显子和3个内含子，启动子位于

基因的57端，不含有TATA盒，但包括1个功能性

CPG岛。多个SPI结合区，3个细胞周期依赖性元件

和1个细胞周期基同源性区域。其转录产物为1．9

kb。生存率单体可形成稳定的二聚体结构。与其他

IAP不同。生存素仅表达于胚胎发育组织和绝大多

数肿瘤组织，而在分化正常的组织中无表达[9】。生存

素表达与G／M期的关系尤为密切。生存素的RNA

表达在G。期基本检测不到．在S期生存素表达增加

6倍，在G2／M期则增加40倍[10]。有研究表明，在几

乎所有的常见肿瘤中．生存素都有过量表达，这一普

遍现象表明生存素基因表达在癌症中处于失控状

态[11i。有人应用肝癌细胞株进行体外研究发现，生存

素可以同周期素依赖蛋白激酶Cdk4结合，导致P2l

蛋白的Cdk4的解离n2]。P21通过紧密结合于G，期

和S期的蛋白激酶抑制其活性，对细胞增殖停留于

G，期具有重要的作用。P2l解离使Cdk4活化。细胞

随即进入增殖周期．最终导致大量细胞无限制增

殖。生存素的过度表达，细胞失去了正常增殖周期

中凋亡“开关”限制，造成了细胞增殖增加。凋亡减

少，细胞增殖和凋亡的平衡打破，最终导致肿瘤的

发生和生长。研究证实。生存素基因在肿瘤中所表

现的选择性高表达具有独立的一致性，在全球近

400万的基因转录表达分析中发现，生存素基因是

肿瘤中表达上调最为普遍的基因．而在正常的组织

中则没有这种现象。在各种肿瘤细胞系的体外实验

中也检测到生存素高表达[”】。本实验中也证明了这

一点。对照组肿瘤组织内生存素蛋白的表达达到了

100％．实验组肿瘤组织内生存素蛋白的表达为

37．5％，但无论在对照组还是在实验组，其癌旁组织

及正常组织内均未检测到生存索蛋白的表达。

细胞凋亡是一个多基因参与的复杂生命过程，

以Bcl．2家族在细胞凋亡中的作用备受人们关注，

其家族成员具备双重功能f】4]，其中Bcl．2．Bcl．】【l等

抑制细胞凋亡，Bax，Bcl．x2等促进细胞凋亡，Bax通

过与自身组成同源二聚体或与Bcl．2或Bcl．】【l的

活性而发挥促进细胞凋亡的功能。因此，细胞中的

Bcl．】【l或Bcl．2与Bax的比率将决定细胞的生死命

运。许多研究表明，As20，对许多实体肿瘤具有治疗

作用㈣，其机制主要显示As203可能通过G2／M期阻

滞而引起肿瘤细胞凋亡。有人用As203处理鼠7913

及人HcpG2肝癌细胞株，免疫组化染色显示实验组

bcl．2表达下调．b觚表达上调，对照组bcl．2表达上

调，bax表达下调，说明As20，可作为一个凋亡信号，

使肝癌细胞株的bcl．2表达下调’bcl．2与ba)【的比

率减少。本实验结果中，实验组可以看到在肿瘤组

织中有大量的呈黄色的凋亡细胞。在癌旁组织及正

常组织中，没有这样着色的凋亡细胞，在对照组中，

无论是肿瘤组织，还是癌旁组织及正常组织。均未

发现细胞核内有黄色颗粒的凋亡细胞。

目前．肝脏肿瘤的综合治疗已取得了较好的效

果，但其5年生存率仍有待提高。本研究以VX2兔

肝脏移植瘤为模型，As20，为诱导剂。通过TACE治

万方数据



坌△墼墅堂塑查2Q塑堡!旦箜!!鲞箜§塑』堕堕塑!旦鲤型呈Q塑：!型：!!：堂：墨

疗方法，表明As203具有促进肿瘤细胞凋亡的作用，

有望提高肿瘤的治疗效果，并可能降低生存素蛋白

的表达。这一方法开辟了肿瘤治疗的新途径．具有

广阔的应用前景。
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1.期刊论文 孙华君.姜立新.董国生.郭吉田.吕忠船.郑海涛.陈红兵.SUN Hua-jun.JIANG Li-xin.DONG Guo-sheng.

GUO Ji-tian.Lü Zhong-chuan.ZHENG Hai-tao.CHEN Hong-bing 三氧化二砷对人结肠腺癌裸鼠肝转移癌胚抗原水平

的影响 -中国现代普通外科进展2008,11(3)
    目的:探索应用三氧化二砷(As2O3)治疗人结肠腺癌肝转移后对荷瘤裸鼠血清、腹水及癌组织中癌胚抗原(carcinoembryonic,CEA)水平的影响.方法

:在建立人结肠腺癌裸鼠肝转移模型后15 min(早期治疗组)、10 d(中期治疗组)、20 d(晚期治疗组)经尾静脉注射As2O3(5 mg/kg·d);并以模型建立后10

d经尾静脉注射生理盐水作为对照组.于接种癌细胞4周后,采集血、腹水和癌结节,分别检测其CEA含量.结果:早期治疗组的血、腹水和癌结节中的CEA含量

均明显1氐于对照组(P<0.01);晚期治疗组与对照组差异无统计学意义(P>0.05).结论:早期应用As2O3能有效降低荷瘤裸鼠的血清、腹水和癌结节中CEA水

平.

2.学位论文 杨雅雯 粉针剂As203联合IkBaM重组腺病毒治疗肝癌的研究 2007
    目的：研究粉针剂AS<,2>O<,3>联合IκBαM重组腺病毒治疗肝癌的研究为开展化疗药AS<,2>O<,3>联合基因治疗肝癌的新方法打下基础。

    方法：培养肝癌细胞SMMC7721，利用MTT等方法检测不同浓度AS<,2>O<,3>对肝癌细胞增殖的抑制作用以及AS<,2>O<,3>药物浓度与作用时间的筛选。

培养人胚肾293细胞并进行腺病毒Ad-IκBαMM和Ad-IκBα的扩增及病毒滴度的测定。利用二乙基亚硝胺诱发大鼠肝癌模型的建立。AS<,2>O<,3>单独及

联合IκBαM(IκBα)重组腺病毒经大鼠肝固有动脉注入法治疗大鼠肝癌，应用TUNEL，免疫组化等方法观察其对肿瘤细胞抗凋亡抑制作用和对细胞核因

子NFκ BP65的抑制作用。

    结论：AS<,2>O<,3>对肝癌细胞的增殖有明显抑制作用以及AS<,2>O<,3>药物浓度与作用时间与肝癌细胞的增殖抑制作用呈正相关。经肝固有动脉注

入治疗量AS<,2>O<,3>联合IκBαM(M)重组腺病毒及碘化油混合液后行肝固有动脉结扎术后部分大鼠肝脏出现缺血改变。经肝固有动脉注入治疗量

AS<,2>O<,3>联合IκBα(M)重组腺病毒及碘化油混合液后行肝固有动脉结扎术对大鼠生存无明显影响。AS<,2>O<,3>联合IκBαM重组腺病毒治疗大鼠肝

癌模型可以增强大鼠肝癌细胞凋亡。AS<,2>O<,3>联合IκBαM重组腺病毒治疗大鼠肝癌模型可以减弱肝癌细胞中NFκBP65的表达。

3.期刊论文 孙华君.姜立新.董国生.郭吉田.吕忠船.郑海涛.陈红兵.SUN Hua-jun.JIANG Li-xin.DONG Guo-sheng.

GUO Ji-tian.LV Zhong-chuan.ZHENG Hai-tao.CHEN Hong-bing 三氧化二砷抑制人结肠癌裸鼠肝转移的药效动力学

 -肿瘤防治研究2008,35(12)
    目的 研究三氧化二砷(As2O3)时人结肠癌裸鼠肝转移的抑制作用.方法 BALB/C-nu/nu裸鼠经脾脏接种人结肠腺癌LS-174T细胞建立结肠癌裸鼠肝转移

模型,于10min(早期)、10天(中期)、20天(晚期)经尾静脉注射As2O3,对照组注射生理盐水.观察各组裸鼠体重变化、肝转移结节的数目、大小、瘤重以及

肝脏肿瘤替代率和荷瘤鼠的生存时间.结果 与对照组相比,早期及中期治疗组裸鼠肝转移结节的数目、大小、瘤重以及肝脏肿瘤替代率和荷瘤鼠的生存时

间差异均有统计学意义(P<0.05),晚期治疗组差异无统计学意义(P>0.05).结论 三氧化二砷对人结肠癌裸鼠肝转移有明显的抑制作用,早期效果优于中晚

期.

4.期刊论文 樊金辉.徐克.戴旭.卢涛.李红 碘油-化疗药栓塞剂的颗粒直径和稳定性对TACE疗效影响的实验研究 -
中国医学影像技术2004,20(4)
    目的以兔VX2肝脏移植瘤模型为对象,探讨不同颗粒直径和稳定性的碘油-化疗药栓塞剂对TACE疗效的影响.方法 36只VX2肝脏移植瘤大白兔随机平均

分成6组.肝脏肿瘤移植术后3周行MSCT检查测定肿瘤体积(V1),后即行腹部切开术,将导管插入肝动脉,按以下治疗方案进行介入治疗:(A,B组)A溶液+三氧

化二砷+超液化碘油.(C,D组)B溶液+三氧化二砷+超液化碘油.(E,F组)C溶液+三氧化二砷+超液化碘油.其中A,C,E组采用手摇动10次混匀,B, D, F组采用超

声乳化方法混匀.TACE 3周后再行MSCT检查测定肿瘤体积(V2).结果分别比较经TACE治疗三周后的肝脏肿瘤体积(V2),即A与B,C与D,E与F,各自组间比较均

有统计学差异(P＜0.05).结论当溶解化疗药的溶剂比重与超液化碘油相同时,碘油-化疗药栓塞剂稳定性最好.超液化碘油-化疗药栓塞剂的直径与稳定性

对TACE的疗效有影响作用.

5.期刊论文 李红.邵海波.徐克.LI Hong.SHAO Hai-bo.XU Ke 经导管肝动脉As2O3治疗兔VX2移植性肝肿瘤 -中国医

学影像技术2009,25(5)
    目的 探讨As2O3经TACE途径给药治疗兔VX2移植性肝肿瘤的价值.方法 将具有VX2移植肝脏肿瘤的日本大耳白兔24只随机平均分成3组,每组8只.经

TACE途径分别给予UFLP 1 ml+As2O3 2 mg (实验组Ⅰ)、UFLP 1 ml+As2O3 2 mg+ADM 1 mg(实验组Ⅱ)及UFLP 1 ml (对照组),比较观察3组荷瘤兔在

TACE术前与术后3周肿瘤体积变化及瘤组织生长情况,对肿瘤、瘤周和正常组织进行TUNEL检测,观察细胞凋亡状况.结果 治疗后两实验组肿瘤体积缩小,此

二组与对照组相比差异有统计学意义(P<0.05),二实验组之间比较差异无统计学意义(P>0.05);对照组肿瘤体积无明显变化.两实验组肿瘤细胞坏死率和凋

亡率明显高于对照组.结论 As2O3经TACE途径给药能够有效抑制兔VX2移植性肝肿瘤生长,这种作用可能是通过增加肿瘤细胞坏死和凋亡来实现的.

6.学位论文 胡永华 肿瘤血供对VX2肝癌模型氩氦冷冻效果影响的实验研究 2008
    目的：

    通过给予实验兔药物改变VX2肝脏肿瘤供血，观察肿瘤血供对兔VX2肝癌冷冻效果的影响。

    方法：

    用瘤块种植法在50只新西兰大白兔肝脏左叶种植VX2肿瘤，将种植肿瘤成功的45只以随机数字法分为3组，每组15只，组A为给予三氧化二砷组，组

B为给予肾上腺素组，组C为空白对照组。开腹下行肝脏肿瘤冷冻治疗，术前术后行CT灌注扫描，计算肿瘤组织冷冻前后的血流量(BloodFlow，BF)、血容

量(BloodVolume，BV)和表面通透性(premeabilityofsurfaceareaproduct，PS)值，观察CT扫描上冷冻范围的大小，分析各灌注参数之间的差异性。冷冻

后即刻处死实验兔，摘取肝脏，将冷冻组织一分为二，一半行氯化三苯基四氮唑(Triphyltetrazoliumchloride，TTC)染色，观察酶组织染色冷冻的范围

；一半行还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸心肌黄酶(nicotinamideadeninedinucleotidediaphorase，NADH-diaphorase)染色，观察冷冻后酶组织染色的病

理表现。

    结果：

    1.冷冻治疗后CT扫描，可见冷冻区域呈低密度影，边界清晰，各组平均最大冷冻直径分别为：组A为2.3±0.3cm，组B为0.9±0.2cm，组C为

1.6±0.2cm(F=126.824，P<0.001，各组之间的两两比较差异均具有统计学意义，P<0.001)。

    2.TTC染色冷冻区域未见染色，周围区域为红色，平均最大未染色直径组A为2.1±0.2cm，组B为0.8±0.2cm，组C为

1.5±0.2cm(F=132.738，P<0.001，各组之间的两两比较差异均具有统计学意义)。与CT扫描冷冻范围比较，各组平均直径数值均较低，差异有统计学意

义，P<0.001。

    3.各组CT扫描灌注参数：(1)冷冻治疗前：组A、组B和组C的BF分别为

26.57±6.45(ml/100g·min)/91.67±8.88(ml/100g·min)/63.75±8.29(ml/100g·min)(F值为253.646，P<0.001)，组内分别两两比较差异均有统计学

意义，P<0.001；BV值从组A至组C分别为8.42±3.56(ml/100g)/21.23±3.27(ml/100g)/14.68±3.42(ml/100g)(F值为52.653，P<0.001)，三组内分别两

两比较差异均有统计学意义，P<0.001；PS值从组A至组C分别为
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17.86±3.25(ml/100g·min)/23.86±2.96(ml/100g·min)/20.36±3.50(ml/100g·min)(F值为12.938，P<0.001)，三组内分别两两比较差异均有统计学

意义，P<0.001；(2)冷冻治疗后：组A、组B、组C的HF、BV及PS值分别为

12.11±6.45(ml/100g·min)/14.09±2.79(ml/100g·min)/12.35±2.98(ml/100g·min)(F值为2.689，P>0.05)、

3.31±1.25(ml/100g)/3.38±1.21(ml/100g)/3.57±1.32(ml/100g)(F值为0.168，P>0.05)、

25.09±3.01(ml/100g·min)/26.84±1.92(ml/100g·min)/26.36±3.32(ml/100g·min)(F值为0.763，P>0.05)。三组各自术前术后参数值比较差异均有

统计学意义，P<0.05。(3)冷冻后各组BF、BV值较冷冻前均降低，P<0.05，各组PS值冷冻后较冷冻前升高，P<0.05，差异有统计学意义。

    4.应用Pearson相关分析，BV和TTC染色冷冻直径相关系数为-0.787，P<0.001，呈负相关关系。

    5.NADH-diaphorase染色在冷冻区域均可见坏死区域、变性区域及正常区域。

    结论：

    1.三氧化二砷明显降低肿瘤血供，肾上腺素明显增大肿瘤血供，随肿瘤血供增加，肿瘤血供与冷冻范围呈负相关关系。

    2.TTC染色可直观的反应肿瘤冷冻消融后组织内酶的活性变化，比CT扫描观察的冷冻结果范围较小，差异有统计学意义。

    3.冷冻后局部组织的血流量及血容量较冷冻治疗前均明显降低，毛细血管通透性增高；冷冻治疗后，不同肿瘤灌注量的冷冻区域血流量及血容量、

血管通透性差异无统计学意义。

    4.CT灌注扫描可定量表达肿瘤血供及评价冷冻前后肿瘤血流灌注参数变化。

    5.NADH-diaphorase染色可以反映冷冻后即刻的组织活性。
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