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电化学治疗诱发大鼠种植型肝癌细胞凋亡的
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【摘要】 目的 比较电化学治疗对大鼠种植型肝癌细胞凋亡的影响。方法 制作大鼠肝癌动物模

型，应用电化学疗法进行治疗，!"后影像学、病理光镜观察肿瘤大小、坏死变化，计算肝肿瘤细胞凋亡指
数，与对照组比较。结果 电化学治疗前，大鼠肝肿瘤平均体积为（#$$%&）’’(，电化学治疗后!"，大鼠
肝肿瘤平均体积为（#)*%#$）’’(，而荷瘤对照组肝肿瘤平均体积为（#+$%##）’’(（!!$,$*）；治疗组
肝肿瘤细胞凋亡指数为+,&)*-%#,#!)-，荷瘤对照组细胞凋亡指数为(,*)(-%$,.+/-（!!$,$#）；
治疗组病理检查，光镜下肿瘤细胞明显坏死。结论 电化学疗法能诱发细胞凋亡，促进肿瘤坏死，抑制

肿瘤生长。
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肝癌已经成为严重危害我国人民身体健康的恶

性肿瘤之一。当前，原发性肝癌的疗效远不理想，影

响疗效的主要因素之一就是能够手术切除的早期肝

癌不足#／*［#］。绝大部分患者发现时已经为中、晚
期，失去了最佳手术机会，因此非手术治疗肝癌成为

研究热点。=>80治疗恶性肿瘤自开展以来，已被
众多学者证实为安全有效的治疗方法［)］。我们以

大鼠种植型肝癌作为研究对象，就电化学疗法诱导

肿瘤细胞凋亡，促进肿瘤坏死，抑制肿瘤生长进行了

初步研究。

材料和方法

一、实验器材

LOF+)M型电化学治疗仪，铂金电极针，常用动
物实验手术器材、>0扫描机#台。
二、实验动物模型建立

选取雄性PQ健康成年大鼠（由中科院上海实
验动物中心提供），体重（)$$%)$）K。种植型肝癌采
用R4;J65F)*&瘤株，由上海医药工业研究院提供，
将冻存的瘤株复苏，体外培养至细胞数（)!&）S
#$&／’;时，取#’;注入大鼠腹腔，!"后抽取血性腹
水#’;，再传至另外#只传代大鼠腹腔，!"后血性腹
水生成，肿瘤细胞活性稳定便可使用。大鼠种植型

肝癌动物模型制作方法见参考文献［(］。
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三、实验动物分组

接种瘤株!"后，根据#$检查结果，选取肝肿
瘤大小相近（直径%&’!%&()*）的大鼠肝癌模型随
机分为两组，每组+,只大鼠，即荷瘤对照组（假手术
组）：不做任何治疗，开、关腹步骤同治疗组；-#.$
组：将铂金电极针直视下插入肝肿瘤，连接-#.$仪
进行治疗。

四、-#.$步骤
荷瘤大鼠麻醉、固定，无菌状态下开腹，暴露荷

瘤肝叶，直接将铂金电极针插入肝肿瘤中，阳极位于

瘤体中心，周边按三角形分布各插/根电针，接阴
极，两电极针相距约/!0**，控制电压设计为

+%1，电流在/*2，时间+%*34，总能量约/%5。

6&观察内容
（一）影像学改变 789:;<=6,’瘤株接种后第!
天，所有大鼠均行#$扫描，观察影像学特点，并测
量肝肿瘤的长、宽径，按公式（肿瘤体积>最大径?
最小径@6）计算肝肿瘤体积。随后治疗组予以相应
治疗，治疗后!"，行#$检查，观察-#.$治疗后肝
肿瘤影像学特征变化，并测量肿瘤体积，比较治疗组

与对照组肝肿瘤平均体积的差异。

（二）病理学变化 治疗前处死,只荷瘤大鼠，
切取荷瘤肝组织送病理检查，苏木精=伊红染色和甲
基绿派洛宁A和马休黄B组合染色法（CA=D=CE
组合染色），行光镜检查，观察其病理特征。-#.$
治疗后!"，治疗组与对照组分别处死,只大鼠，送
病理检查，同上法组合染色，比较肿瘤组织病理学改

变。

（三）肝肿瘤细胞凋亡指数 CA=D=CE组合
染色的每张切片随机挑选,个视野进行细胞计数，
累积,个视野（+%?0%）的凋亡细胞数，细胞凋亡指
数是以明显的凋亡阳性染色细胞占同一视野细胞总

数的百分比表示：

凋亡指数（2F）>凋亡细胞数／细胞总数?
+%%G
六、统计学处理

所有数据均采用B2B’&%6统计软件进行处理，
检验水准">%&%,。

结 果

-#.$治疗后!"，荷瘤对照组大鼠#$检查结
果显示，肝肿瘤生长迅速，体积明显增大，近半数肿

瘤与前腹壁粘连，浸润生长，腹腔明显膨隆，并且有

0只死亡，死亡率约6’&!G；-#.$组大鼠#$检查
显示，原低密度肝肿瘤内可见多处更低密度影，肝肿

瘤体积增长与对照组比较均明显减慢。所有治疗组

大鼠无一死亡。

病理检查表明，荷瘤对照组苏木精=伊红染色，
光镜下均见明显肿瘤细胞染色，核大，深染，坏死不

明显，肿瘤周边少许炎性细胞浸润；-#.$组，肿瘤
区可见大片坏死，镜下呈一片荒凉景象，肿瘤细胞溶

解、破碎，并见细胞核碎片，固缩表现。采用CA=D=
CE组合染色法，对照组肿瘤组织仅可见少数凋亡
细胞，-#.$后凋亡细胞数明显增多（图+，6）。

-#.$组与荷瘤对照组肿瘤体积变化及凋亡指数比
较见表+。

图! -#.$治疗前 CA=D=CE组合染色，见少数凋

亡细胞，细胞形态完整，细胞核明显固缩，特殊

染色剂明显深染

图" -#.$治疗后，光镜下每视野可见多个凋亡细

胞
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表! 两组肿瘤体积变化及凋亡指数比较

分组 动物数
肿瘤体积（""#）

治疗前 治疗后
生长率 $%（&）

对照组 !’ !(()*!+()!! +(& #,’-#)(,.+/

0123治疗组 !’ !(()*!-’)!( -’& +,*-’)!,!4-

治疗后0123治疗组与荷瘤对照组肿瘤体积比较!!(,(’，$%比较

!!(,(!

讨 论

0123是在生物闭合电路学说（5678796:;8:87<=>
=8=:?@6::6@:A?<，B101）的基础上，根据C7@>=@<?@7"
等［/］提出的闭合电路理论建立起来的。0:23是将
正、负铂金电极导入肿瘤组织，施以低水平的直流电

压，在肿瘤组织内部形成一定的生物电场，使肿瘤组

织发生电解、电泳和电渗等作用，肿瘤细胞生存的微

环境发生剧烈变化，强制性地使组织的代谢发生紊

乱，导致癌细胞破坏死亡。

目前认为肿瘤的发生和发展与细胞的异常增殖

和分化有关，同时也与细胞凋亡异常有关。多数学

者认为，癌组织中细胞凋亡现象并不常见，而癌旁组

织和癌前病变组织中细胞凋亡现象较易被观察到，

提示肿瘤细胞凋亡被抑制，可能正是肿瘤发病机制

之一［’］。从细胞凋亡的角度研究肿瘤的发生和发

展规律，将有可能阐明肿瘤的发病机制，为肿瘤的治

疗开辟新途径，还有助于全面评价各种疗法的疗效。

目前常用的细胞凋亡检测方法主要有：! 流式
细胞仪技术（D1E），由于凋亡细胞内FC$裂解成
片段，在FC$直方图上G!／G(峰偏侧出现亚二倍
体细胞的峰型即凋亡峰。此峰FC$含量的百分比
即为凋亡细胞的量。" 末端脱氧核苷酸转移酶
（3>3）介导的>H3I缺口端标记技术（3HC0J），主
要通过FC$片段的检测来证实细胞凋亡的存在。

#FC$凝胶电泳；凋亡细胞FC$裂解，电泳时出
现特征性的梯状FC$带。$ 光镜电镜检测：主要
通过寻找特征性的凋亡小体。

EGKIKEL组合染色法是一种敏感且简便的显
示肿瘤细胞凋亡的染色方法［*］。应用此法染色凋

亡细胞核中的FC$呈绿黑色，细胞浆中的MC$呈
红色，背景呈黄色；可见组织中的凋亡小体有透明的

空晕与周围细胞相分离或带有连接等；肿瘤细胞中

的FC$不着色。我们采用EGKIKEL组合染色法
发现，大鼠肝肿瘤未经治疗仅能见到少量凋亡细胞，

0123治疗后，每个高倍镜视野内可见多个凋亡细
胞，镜下表现为细胞形态完整，细胞核明显固缩，特

殊染色剂明显深染。治疗组与荷瘤对照组$%比较
差异具有显著性。0123诱发细胞凋亡的机制可能
与以下几点有关：! 通电后，由于细胞膜通透性发
生改变，质子和其他离子在电场内移动扩散，阴离子

移向正极，阳离子移向负极，使阳极区呈强酸性，阴

极区呈强碱性，局部强酸、强碱可诱发细胞凋亡。"
0123过程中，不断有气泡自电极针插入处冒出，阳
极产生N-、18-，阴极产生O-等气体。这些气体是
强氧化或还原剂，具有杀伤肿瘤细胞，诱发细胞凋亡

的作用。#0123时，局部温度较周围正常组织明
显升高，治疗局部高温，除导致肿瘤细胞坏死外亦具

有诱发细胞凋亡的作用。$ 在电渗透作用下，水从
阳极移向阴极，造成阳极凝固性坏死，阴极液化性坏

死，并导致血管收缩、微血栓形成，肿瘤组织缺血缺

氧也可诱发细胞凋亡。

因此本实验研究结果表明，0123除明显促进
肿瘤组织坏死外，还具有诱发肿瘤细胞凋亡的作用。

细胞凋亡为细胞的程序性死亡，存在着严格的调控

机制，凋亡的启动对于肿瘤细胞的死亡，抑制肿瘤的

生长具有一定的意义，0123诱发细胞凋亡的确切
机制和作用尚有待进一步深入研究。
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异显著.电化学治疗后,与同期荷瘤大鼠对照组比较,IL-2表达水平升高,sIL-2R、IL-6、TNF-α表达水平下降.结论肿瘤负荷可导致大鼠细胞因子表达紊乱

,电化学治疗可改善和纠正机体免疫紊乱,增强大鼠免疫力.

3.期刊论文 邵成伟.王培军.田建明.张火俊.左长京.郝西彦.任方远.袁庆中.李树平 大鼠种植型肝癌电化学治疗后

细胞免疫功能的改变 -中国医学影像技术2003,19(5)
    目的了解大鼠种植型肝癌电化学治疗(EChT)后细胞免疫功能状态的改变.方法应用流式细胞仪检测荷瘤大鼠治疗前后T细胞表面抗原(CD3、CD4、

CD8)及应用免疫试剂盒检测外周血IL-2表达水平的变化,并与对照组进行比较.结果荷瘤大鼠治疗前CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+、外周血IL-2表达水平

均低于对照组.电化学治疗后CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+均有所回升,外周血IL-2水平回升.结论荷瘤大鼠存在免疫功能低下,电化学治疗可纠正免疫紊

乱,提高大鼠免疫功能.

4.期刊论文 邵成伟.王培军.田建明.张火俊.左长京.郝西彦.任方远.袁庆中.李树平 大鼠种植型肝癌电化学治疗的

实验研究 -中国医学影像技术2003,19(6)
    目的探讨电化学疗法(ECHT)对大鼠种植型肝癌的治疗效果. 方法制作大鼠肝癌动物模型,应用电化学疗法进行治疗,1周后影像学、病理光镜观察肿瘤

大小、坏死、凋亡变化,与对照组比较,并观察生存期的长短. 结果电化学治疗前,大鼠肝肿瘤平均体积为(100±6)mm3,电化学治疗后1周,大鼠肝肿瘤平均

体积为(125±10)mm3,而荷瘤对照组肝肿瘤平均体积为(190±11)mm3;治疗组肿瘤生长率为25%,而荷瘤对照组肝肿瘤生长率为90%,P<0.05.治疗组病理光镜

下肿瘤明显坏死,并可诱发细胞凋亡;生存期明显延长. 结论电化学疗法可明显抑制肿瘤生长,促进肿瘤坏死,诱发细胞凋亡,延长大鼠生存期.

5.期刊论文 邵成伟.王培军.田建明.张火俊.左长京.郝西彦.任方远.袁庆中.李树平 大鼠种植型肝癌电化学治疗与

射频治疗的疗效比较 -介入放射学杂志2003,12(2)
    目的比较电化学疗法与射频治疗对大鼠种植型肝癌的治疗效果.方法制作大鼠肝癌动物模型,分别应用电化学疗法与射频疗法进行治疗,1周后影像学

、病理光镜观察肿瘤大小、坏死、凋亡变化,与荷瘤对照组比较,并观察生存期的长短.结果治疗前,所有大鼠肝肿瘤平均体积为(100±6)mm3,治疗后1周

,电化学治疗组大鼠肝肿瘤平均体积为(125±10)mm3,射频治疗组大鼠肝肿瘤平均体积为(143±12)mm3,而荷瘤对照组肝肿瘤平均体积为(190±11)mm3;两

治疗组间比较差异无显著性,与对照组比较差异有显著性P<0.05.两治疗组组织病理检查,光镜下均见肿瘤组织坏死明显,并可诱发细胞凋亡;生存期明显延

长.结论电化学疗法与射频治疗均可明显促进肿瘤坏死,诱发细胞凋亡,抑制肿瘤生长,延长大鼠生存期.

6.期刊论文 王培军.崔恒武.辛育龄.左长京.陈爱华.邵成伟.张火俊.李树平.李晓兵 CT引导下肝癌电化学治疗的临

床应用研究 -放射学实践2002,17(1)
    目的:评价电化学疗法(ECT)治疗肝癌的价值.方法:229例肝癌,163例经穿刺活检证实,66例根据典型的临床症状和体征、CT和/或MRI表现、实验室有

关检测结果等作出诊断.临床Ⅱ期64例、Ⅲ期96例、Ⅳ期69例.全部病例行CT引导下ECT治疗,其中58例行2次治疗,8例行3次治疗.结果:近期疗效:治疗后

1年随访,完全缓解(CR)47例(20.5%)、部分缓解(PR)72例(31.4%)、稳定(NC)40例(17.5%)、进展(PD)19例(8.2%).远期疗效:治疗后1年、2年、3年、5年的

生存率分别为77.7%、41.5%、29.3%、9.6%.治疗后即时CT扫描示肿瘤内均有低密度坏死灶及气体影.1个月后CT或MRI复查,肿瘤有不同程度坏死和缩小

.1年后CT或MRI随访,47例肿瘤灶消失,112例肿瘤有广泛的坏死和缩小,19例肿瘤增大.治疗后86例AFP转阴,78例AFP值明显下降.治疗后2周～2个月,对

132例原有肝功能异常、18例有腹水患者进行随访,未发现肝功能恶化及腹水加重情况.结论:ECT对肝癌具有确切疗效,且安全、并发症少,与经肝动脉栓塞
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化疗(TACE)、经皮酒精消融(PEI)和射频治疗(RFT)方法联合应用,提高疗效.

7.期刊论文 陈静瑜.潘兆麟.吴鹏西.何毅军 超声引导离子加速电化学治疗晚期肝癌13例报告 -中国航天医药杂志

2001,3(2)
    目的进一步探讨超声引导下离予加速电化学治疗肝癌的可行性和疗效.方法 13例晚期肝癌患者进行超声引导下离子加速电化学治疗,术中电压6～9伏

特,电流50～70毫安,治疗时肿瘤内注入5%盐水2ml+卡铂100～200mg.结果 CR(完全缓解)5例(38.5%),PR(部分缓解)4例(30.7%),有效率(CR+PR)69.2%.一年

生存率为84.6%(11/13),三年生存率38.5%(5/13),五年生存率7.7%(1/13).结论超声引导下离子加速电化学治疗是一种安全、有效的治疗方法,尤其适合于

中晚期肝癌和转移性肝癌、术后复发的肝癌治疗.

8.期刊论文 崔屹.张安忠.孙尧.刘吉勇 肝动脉栓塞化疗加电化学治疗肝癌近期疗效观察 -肿瘤防治杂志2001,8(4)
    目的:比较无手术指征肝癌患者单纯肝动脉栓塞化疗与在肝动脉栓塞化疗基础上行电化学治疗的近期疗效.方法:选择无手术指征的肝癌患者59例,随

机分为单纯肝动脉栓塞化疗组(化疗组)和肝动脉栓塞化疗加电化学治疗组(化疗+电疗组),比较两种治疗方法的近期疗效.结果:在肝动脉栓塞化疗基础上

行电化学治疗在肿瘤缩小、肝区疼痛消失方面优于单纯肝动脉栓塞化疗.结论:无手术指征肝癌患者在肝动脉栓塞化疗的基础上行电化学治疗近期疗效显

著.肿瘤防治杂志,2001,8(4):398-399

9.期刊论文 彭玉兰.刘继彦.卢实春.马步云.魏于全.罗锋 中晚期肝癌电化学治疗前后肿瘤血供变化及病理学变化 
-中国超声医学杂志2002,18(5)
    目的: 探讨电化学治疗(ECT)中晚期肝癌的作用机理和评价疗效.方法:对32例中晚期肝癌在超声导向下进行ECT 71次,治疗前、后用彩色多普勒超声

(CDFI)观察肿瘤血供变化,用病理学方法观察肿瘤细胞的变化.结果:ECT后CDFI发现肿瘤血供减少 (P<0.05),病理学证实肿瘤细胞坏死.结论:ECT对中晚期

肝癌有肯定的疗效,可以使肿瘤细胞凋亡,对巨块型肝癌则难以达到肿瘤组织完全坏死的目的.

10.学位论文 邵成伟 大鼠种植型肝癌电化学治疗的实验研究 2003
    第一部分 大鼠种植型肝癌模型的建立;研究目的:分别采用直接注射法和瘤块嵌插法制作大鼠Walker-256种植型肝癌动物模型,观察种植型肝癌的影

像学、病理学特征,比较两种方法的接种阳性率、肿块大小、生长速度、肝临近脏器浸润转移情况.材料和方法:冻存的Walker-256瘤株复苏.SD雄性成年

大鼠40只,体重200±20g;随机分两组.直接注射法是将经过离心浓缩的微量癌性腹水直接注入大鼠肝脏,瘤块嵌插法采用微小瘤组织块嵌入大鼠肝脏包膜

下种植肿瘤.1周后,两组大鼠均行CT平扫、增强扫描及MRI扫描,观察肿瘤的大小、密度、信号、边缘等.病理大体及HE染色后光镜下观察其病理学特征.根

据影像学、病理学结果比较两种方法的接种阳性率、肿块大小、生长速度、肝临近脏器浸润转移情况.结论:大鼠Walker-256种植型肝癌在肝内呈膨胀性

和浸润性生长,其影像学表现与人原发性肝癌相似,适宜于肝癌介入治疗的实验研究.直接注射法与瘤块嵌插法比较具有以下优点:1、成瘤时间短,大大缩

短了实验周期.2、制作方法更简易.但直接注射法由于采用癌性腹水直接注射,存在沿针道返流可能性,邻近脏器浸润机会增多.第二部分 大鼠种植型肝癌

电化学疗效评价的实验研究;研究目的:采用电化学疗法治疗大鼠处植型肝癌,通过大鼠种植型肝癌电化学疗法治疗前后影像学、病理组织学、细胞凋亡、

细胞免疫功能改变、系列细胞因子(IL-2、sIL-2R、IL-6、TNF-α)表达水平变化、生存期的观察比较,全面而合理地评价电化学疗法对大鼠种植型肝癌的

疗效,为临床相关研究工作的开展奠定基础.材料和方法:Walker-256种植型肝癌大鼠50只,随机分两组:电化学治疗组35只,荷瘤对照组15只,另取同样大小

正常大鼠10只做空白对照组.电化学治疗组大鼠无菌状态下开腹,暴露出荷瘤肝叶,直视下将铂金电极针平行插入肝肿瘤中,深度要穿通肿瘤,阳极位于瘤体

中心,周边按等边三角形分布各插入三根阴极电针,阴阳极电针相距约3~4mm,接通电化学治疗仪,控制电压为6~8V,电流10~20mA,治疗时间约10min,总电量

约30库仑.大鼠种植型肝癌电化学疗法治疗后1、2周,分别行CT、MRI扫描,观察肿瘤大小、密度、信号、边缘等影像学特征变化.大鼠种植型肝癌电化学疗

法治疗后1周,治疗组和荷瘤对照组各将处死5只大鼠,切取肿瘤行病理学检查,HE染色和甲基绿派洛宁G和马体黄S组合染色(MG-P-MY组合染色)观察肝肿瘤

的坏死及细胞凋亡情况,并计算细胞凋亡指数.大鼠种植型肝癌电化学疗法治疗后1、2周,治疗组大鼠和荷瘤、空白对照组大鼠一起,分别从眼眶采血,行流

式细胞仪检测外周血T淋巴细胞亚群(CD3、CD4、CD8).电化学疗法治疗组和对照组大鼠于治疗后1、2周,分别采用外周血进行IL-2、sIL-2R、IL-6、TNF-

α水平检测,并与空白对照组大鼠进行比较.电化学治疗后,治疗组大鼠和荷瘤对照组大鼠各取10只,不再给予任何干预,在相同情况下,观察它们的生存时

间,并进行生存期的比较.结论:大鼠种植型肝癌肿瘤负荷导致细胞免疫功能和细胞因子表达紊乱.电化学治疗促进肿瘤坏死,诱发肿瘤细胞凋亡,可明显抑

制肿瘤生长,改善和纠正机体免疫紊乱,增强大鼠免疫力,延长大鼠生存期.电化学疗法是一种有效的肝癌非手术治疗方法.
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