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·实验研究 Experimental research·

不同浓度乙醇消融Vx2兔移植性肝肿瘤的

实验研究

张峰， 田建明， 康德强， 相 成， 左长京， 箫 毅， 邵成伟， 史丽静

李士建，田媛

【摘要】 目的探讨不同浓度乙醇经皮瘤内注射(PEI)疗法对兔移植型肝癌的治疗效果。方法

31只新阿兰兔肝内植入vX2瘤块(1 mm3)，移植后14 d行cT扫描，测量肿瘤体积。然后采取以下治疗：

A组经皮瘤内注射无水乙醇(9只)、B组注射75％乙醇(9只)、c组注射50％乙醇(9只)、D组未于任何

处理(对照组，4只)。治疗后7、14、2l d分别行cT、MRI扫描，观察病灶的变化并测量大小，每组处死2

只取病理观察肿瘤大小、光镜下观察肿瘤的凝固性坏死与对照组比较，治疗后60d内观察各组生存期的

长短。结果PEI治疗前和治疗后21 d肿瘤体积之比分别为：A组I．68、B组1 75、c组5．8l、D组8 72。

与对照组相比，c组抑制肿瘤生长的无显著性差异(P>O 05)，A、B组均能抑制肿瘤的生长(尸<O 0l，

P<O 01)，且A组与B组抑制肿瘤生长的无显著性差异(P>0 05)。平均生存时间为：A组(53 7±

6 3)d，B组(52 8±7．4)d，c组(46 3±5 2)d，D组(34 1±3．7)d。治疗组病理切片光镜下肿瘤凝固

性坏死范围随乙醇浓度的增加而增大。结论PEJ可抑制肿瘤的生长，延长荷瘤兔的生存期，且随着乙

醇浓度的升高生存期延长，75％以上浓度乙醇治疗效果的差异无统计学意义，但高浓度(≥75％)乙醇比

低浓度(<75％)乙醇能明显抑制肿瘤的生长，延长生存期。

【关键词】肝癌肿瘤模型；v)(2肿瘤；乙醇，治疗应用；实验研究
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肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一，其治疗方法

仍首推外科手术切除⋯，但多数患者就诊时已失去

手术指证，故采用局部有效的非手术治疗成为重要

的补充手段。经皮肝穿刺乙醇治疗肝癌就是其中之

一”1⋯。本研究观察不同浓度的乙醇消融兔移植型

肝癌的疗效及进一步探讨不同浓度乙醇治疗肝癌的

机制。

材料和方法

一、材料

选取新西兰大白兔31只(长海医院动物实验中

心提供)，体重2～2．5kg，雌雄不限。常用手术器材

一套，无水乙醇(10IIll，支，长海医院药械科提供)，

CT(S工EMENS SOMATOM pLUS4．O)、MRI(SIEMENs

AvANTD 1．5T)扫描机各l台。

二、方法

(一)兔肝脏肿瘤模型的制作 将冰冻vX2癌

细胞株常规细胞培养法复苏后，接种于新西兰兔后

腿肌肉，制备成荷瘤种兔，待瘤体长大后，切取生长

旺盛的瘤体边缘组织，用剪刀切成1 mm3大小的小

块，明胶海绵切成2 mm3大小的小块备用。另取大

白兔，3％戊巴比妥钠耳缘静脉注射麻醉1 m1，妇。

兔取仰卧位，四肢固定于木板上，手术区消毒。在上

腹正中切皮开腹，暴露肝脏。将肝叶牵出体外，用显

微组织镊子将肝包膜捅一小口，纱布压迫止血后，用

眼科镊将所取的肿瘤块放在明胶海绵块(防止组织

块脱落)下方沿隧道嵌入。然后肝叶放回腹腔，依次

缝合切口．人笼饲养。

(二)实验动物分组 瘤株接种14 d后，根据

cT扫描结果，选取肝肿瘤直径2．O cm左右的荷瘤

兔31只，随机分为：A组：无水乙醇组、B组：75％乙

醇组、c组：50％乙醇组、D组：对照组(未予任何治

疗)。对照组4只，治疗组每组各9只。

(三)实验方法 荷瘤兔均行cT平扫及增强扫

描，在动脉期测量病灶大小。根据所显示病灶的最

大层面放上自制“标志栅栏”(双面胶和大头针等距

间隔粘贴而成)再针对扫描，根据肿瘤最大截面积所

在层面，确定穿刺点和最短进针路线，并准确测量进

针深度和角度。用龙胆紫标记穿刺点。按照预先测

量的进针角度和深度进针，在cT严密监控下分步

穿入肿瘤区。确认针尖在肿瘤内的中心层面后，用

22G穿刺针分别注人50％、75％和无水乙醇，注射量

按回归方程”1 y=2．885x计算，[x为肿瘤的最大直

径(cm)，Y为注射剂量(“)]，作为参考，注射结束

后，行cT扫描确认乙醇在瘤内弥散后拔针。局部

穿刺点用碘酒消毒。

(四)观察的内容影像学改变：vx2瘤接种后

14 d，所有荷瘤兔均行cT平扫和增强扫描，观察影

像学特点，并在动脉期测量肝肿瘤的长、宽径，按公

式：肿瘤体积=最大径×最小径2，2，计算肝肿瘤体

积。治疗组与治疗后7、14、21 d行cT、MRI检查，观

察PEI治疗后肝肿瘤影像学及病理学特征并测量肿

瘤体积，比较治疗各组与对照组肝肿瘤平均体积的

差异。

病理学变化：治疗前处死2只荷瘤兔，切取荷瘤

肝组织送病理，HE染色行光镜检查，观察其病理学

特征。治疗各组在治疗后7、14、21 d分别处死2只

荷瘤兔，送病理检查，HE染色，光镜下观察治疗后肿

瘤组织病理学的动态改变。

生存期观察：治疗后60 d内，对所有剩余荷瘤

兔观察其生存期，并进行生存期的比较。

(五)统计学方法采用sAs6．12版统计软件，

各组内采用配对T检验，组间采用单因素完全随机

设计的方差分析，p<O．05为差别有显著性意义。

结 果

一、一般情况

D组在病程3周后出现食欲下降及少动，平均

生存期为(34．1±3．7)d。治疗组在治疗后出现明

显食欲下降，多数呈抑郁少动及嗜睡状态，少数有精

神烦躁，均在3～4d后恢复到治疗前状态，平均生存

期为：A组(53．7±6．3)d，B组(52．8±7．4)d，c组

(46．3±5．2)d。A组和B组与对照组(D组)的差

异有显著性，c组与D组的差异无显著性。A组和

B组的生存期与其他各组比较均明显延长。

二、影像学观察结果

治疗前，全部31只荷瘤兔肝内均为1个肿瘤病

灶，平均体积大小见表l，各组间、组内肿瘤大小无

显著差异。兔肝肿瘤灶cT平扫均表现为略低密度

影，增强扫描呈“快进快出”的表现(图1)。治疗后

即刻行cT扫描，E组病灶内仅见小点状低密度区，

随着乙醇浓度的增加病灶内乙醇弥散的范围增大

(图2)。治疗后7、14、21d肿瘤体积见表1。在本实

验结束时，A组兔肝肿瘤体积缩小的4个(4／9)，消
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寰1 PEI治疗前后与对照组肿瘤体积变化比较组别只数——肿瘤体积(c矗)
治疗前 治疗后1周治疗后2周治疗后3周

失的2个(2，9)，增大的3个(3，9)；B组肿瘤体积缩

小5个(5／9)，消失的1个(1，9)，增大的3个(3，9)；c

组、D组肿瘤体积均有不同程度的增大。cT平扫乙

围1 cT扫描肝左叶可见一低密度灶

增强扫描呈“快进快出”表现

醇治疗后凝固性坏死区呈略高密度，残存肿瘤区或

肿瘤复发区呈略低密度(图3)。MRI检查乙醇治疗

后完全凝固性坏死，于T1wI表现为高信号影(图

4)，T2wI表现为相对低信号(图5)，增强凝固性坏

死区无强化，肿瘤残存或复发均为“快进快出”的表

现(图6)。而D组肿瘤体积均明显增大(图7)。与

对照组(D组)相比，A组和B组肿瘤体积有显著性

差异(P(o．01)，c组差异无显著性(尸>0 05)。统

计学处理显示：随着乙醇浓度的增加，肿瘤体积增大

速度明显减缓，且75％乙醇和无水乙醇在治疗效果

上无显著性差异。

围2 PEI治疗后cT平扫病灶内无水

乙醇弥散好，几乎覆盖整个病灶

围4 PEI治疗后，肿瘤凝固性坏死 图5 12wI病灶呈低信号

MRI检查，T1wI病灶呈高信号

圈7 D组PEI治疗后21 d，肿瘤体积

明显增大

圈3 PEI治疗后21d，cT平扫中心凝

固性坏死呈相对高密度，周围肿

瘤区呈低密度

圈6 PEI治疗后MRI检查．复发病灶(三角

示)增强扫描呈一陕进快出”的表现

图8移植瘤的癌组织表面无包膜呈
围9 A组治疗后21d示癌细胞核固

侵润性生长 HE染色x 200
缩、体积缩小，周围纤维化(箭头

示)}{E染色×2加
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三、病理检查结果

治疗前兔肝肿瘤切片，HE染色、光镜下均见癌

组织表面可无包膜或包膜不完整，呈浸润性生长，癌

巢大，细胞丰富，排列紧密，坏死腔不明显(图8)。E

组HE染色、光镜下与治疗前相比无明显改变。C

组和D组治疗后，病灶中心有凝固性坏死，肿瘤细

胞形态消失，周围见明显的肿瘤染色，A组和B组治

疗后，治疗区可见大片凝固性坏死，肿瘤细胞形态消

失，并见细胞核碎片固缩表现，少数病灶仅见边缘有

肿瘤染色。3周后坏死组织境界更加清晰，呈嗜红

染无结构组织，周围充血带消失，炎性肉芽组织为纤

维组织取代(图9)。

讨 论

一、不同浓度乙醇治疗的机制

无水乙醇瘤内注射因其操作简便、价廉、不良反

应轻、并发症少等诸多优点“，成为肝癌非手术疗法

中较为广泛采用的一种治疗方法。不同浓度的乙醇

治疗肝肿瘤的机制有所不同。高浓度乙醇的机制包

括：①直接使癌细胞脱水，胞质内原生质凝固变性

坏死；②进入局部小血管内，使血管内皮细胞破坏，

形成血栓，中断血供，促使肿瘤组织坏死，同时引起

中性自细胞、淋巴细胞浸润和成纤维细胞增生，继而

发生纤维化，最后达到灭活癌细胞的目的“。。低浓

度的乙醇对细胞的损伤主要表现为：①破坏细胞线

粒体和微粒体的电子传递系统，损害其合成ATP的

功能，激发脂质过氧化，使细胞生物膜的流动性改

变；②导致细胞基因组DNA断裂，抑制DNA修复酶

的功能”。75％乙醇组和无水乙醇组注入兔肝肿瘤

后，原呈乳白色鱼肉样肿瘤组织随着无水乙醇的注

人、弥散，迅速发生变化，呈乳黄色样，这是由于高浓

度乙醇能够迅速促使肿瘤组织发生凝固性坏死，肿

瘤组织生物学特性发生改变。病理检查光镜观察见

肿瘤中央区细胞呈坏死状态，周边区坏死细胞呈散

在分布，部分瘤周肝细胞萎缩伴肝窦扩张。本实验

结果显示，75％和无水乙醇能明显抑制肿瘤的生

长，延长生存期，治疗后2l d肝肿瘤体积仅增长分

别为：1．75和1．68倍，未见肝内转移。50％乙醇虽

能抑制肿瘤的生长但与对照组比较差异无显著性。

二、治疗效果的影像学评价

由于乙醇促使组织发生凝固性坏死，cT平扫时

凝固性坏死与肝肿瘤组织以及残存瘤组织均表现为

略低密度灶，必须依靠碘对比剂来进行鉴别，通过血

流动力学特征来识别无强化的低密度凝固性坏死区

及动脉期强化的残存癌灶。必须做好高质量的动态

增强扫描或螺旋cT多期扫描，依赖“快进快出”的

动脉早期强化表现来判断。MR自旋回波序列T2wI

对评价肿瘤凝固性坏死情况较有价值”⋯，凝固性坏

死在MRI中可引起T2时间缩短，在T2wI表现为低

信号，这是由于与正常肝组织相比，凝固性坏死的瘤

组织自由水含量减低，而残存癌灶的自由水含量较

高，在T2wI像上仍为相对高信号。Fuiita等”1研究

表明，原发性小肝癌在PEI后，T2加权像上中央的

低信号及周围的高信号环与病理上中心凝固性坏死

及周围肿瘤组织残存完全相吻合，本实验结果也表

明信号的变化与瘤组织的坏死状况对应良好，而且

凝固坏死组织与残存的肿瘤组织信号对比明显，图

像直观，基本上能判断PEI的疗效，影像学检查结果

与人肝癌PEI影像学结果相仿。因此乙醇瘤内注射

后评价其疗效时，采用MRI较为直观。

三、PEI的技术

实验中发现，在确定穿刺点、测量穿刺角度和深

度后，不可1次进针至预先测量的深度，以免因穿刺

方向不准确而误穿至邻近重要结构。应在CT监控

下分2～3次分步穿入肿瘤区。每次进针至一定深

度后需作cT扫描监控，以观察穿刺的方向并测量

还需进针的深度。如方向偏离则需作调整。经cT

扫描确认针尖在肿瘤区的中心位置后，才可进行乙

醇注射。乙醇瘤内注射时必须缓慢，注射速度最好

在每分钟小于1“，并旋转30。，弥散效果最好，否则

无水乙醇很容易沿针道反流，一方面损伤周边组织

器官，另一方面无法保证肿瘤被乙醇完全而充分浸

泡，从而减低了疗效。

四、注入乙醇量的计算及多点注射

一般以肿瘤的体积作为乙醇注入量。乙醇中可

适当混以少量对比剂(按5％计算)，以观察肿瘤区

内乙醇弥散情况。目前文献上较常见的计算注射量

的方法有：v=4，3Ⅱ(R+0．5)3(v是总注射体积，R

是病灶直径，o．5是用以保证有足够体积的边缘正

常组织产生坏死)和Y=2．885x(肿瘤直径<5cm)，

Y=1．8805x(当肿瘤直径>5 cm)”“计算，式中Y为

肿瘤最大直径，x为注射乙醇量。本试验中，我们采

用两种方法计算注射乙醇的量，均能覆盖病灶，但第

二种方法的肿瘤复发率较低，因此我们认为用第二

种方法计算乙醇注射量更准确。对直径小于1 cm

的肿瘤，只作l点注射即可。如肿瘤较大，可作多点

注射，以保证肿瘤最大范围的坏死。可弯曲穿刺针

的临床应用““，为单点穿刺多点治疗成为可能，既
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减少了多点穿刺带来的并发症又减少了操作时间。

虽然研究结果表明，兔肝癌高浓度乙醇瘤内注

射治疗后肿瘤凝固性坏死明显。但实验发现，随着

时间延长，75％乙醇组和无水乙醇组3周后兔肝肿

瘤仍有两个重新开始生长，虽然与对照组比较，肿瘤

生长速度明显减慢。我们认为，由于肿瘤内可能存

在纤维分隔，阻止了无水乙醇的充分弥散，必然造成

活性癌组织残存，肿瘤重新生长。另外，虽然治疗时

采用了多点注射方式，但仍很难保证所有肿瘤组织

的完全彻底坏死，尤其在肿瘤周边，PEI治疗未能充

分地杀灭肿瘤细胞，而治疗干预往往会更加刺激肿

瘤生长的作用。病理组织切片表明肿瘤细胞大量增

殖，主要表现在肿瘤边缘，中心可见大片凝固性坏

死。因此实验结果提示对于肝肿瘤的治疗必须用

75％以上浓度的乙醇，定期随访，采用重复治疗，或

者结合其他非手术治疗方法，如TAcEn“、射频治

疗““、微波治疗”4等综合治疗效果较好。
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    1 兔VX2动物模型的建立

1.1 兔VX2肝癌动物模型的建立

原发性肝癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一,全球发病率逐年增长,已超过62.6万/年,居于恶性肿瘤的第5位;死亡接近60万/年,位居肿瘤相关死亡的第3位
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.兔VX2肝癌模型从生长特征、转移及死亡、病理过程均与人肝癌相似,而且模型稳定,具有复制性强,种植成功率高、成型周期短等特点,又适于被B超、CT

、MRI及血管造影发现和检测,可利用其进行一系列肝癌的影像学、治疗学及抗肿瘤药物的药代动力学等实验研究,是目前最大、最成熟和最常用的肝癌肿

瘤模型[1].
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