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揖摘要铱 目的 探讨电化学治疗渊EChT冤兔肝 VX2肿瘤后残余肿瘤细胞生物学特性的变化遥 方法
采用移植的方法建立兔肝 VX2肿瘤模型后行 EChT袁通过控制肿瘤边缘的酸碱度造成肿瘤残余袁采用免
疫组化尧TUNEL法尧活组织细胞内显微注射尧明胶酶谱法及电子显微镜观察等方法探讨残余肿瘤细胞生
物学特性的变化遥 结果 淤 病理学观察显示 EChT后第 1周时残余肿瘤细胞被大量纤维组织包绕曰治疗
后第 2周袁残余肿瘤细胞数目增多袁其周围仍可见较多的纤维组织曰超微结构观察显示袁治疗前肿瘤细胞
核质比例增大袁核异型性明显袁线粒体数目较多但发育幼稚袁细胞间连接较少曰EChT后第 1尧2周袁胞质内
线粒体体积增大袁发育较成熟袁细胞间连接增多遥 于 增殖细胞核抗原渊PCNA冤及 Ki蛳67阳性指数在第 1尧2
周时均比对照组明显降低曰凋亡指数及 Bax阳性指数在 EChT后第 1尧2周时均明显高于对照组曰凋亡指
数与 Bax阳性指数呈显著正相关遥 盂 Cx32阳性指数及 LY扩散范围在治疗后第 1尧2周均明显高于对照
组曰显微注射后 LY CH荧光染料在肿瘤组织内的扩散范围与 Cx32阳性指数呈显著正相关遥 榆 明胶酶谱
法检测基质金属蛋白酶-9渊MMP蛳9冤相对含量的结果显示与免疫组化染色结果一致袁治疗后第 1尧2周均
明显低于对照组遥 结论 EChT治疗后 2周内残余肿瘤细胞的增殖活性明显降低袁凋亡指数明显增加袁缝
隙连接细胞间通讯渊GJIC冤功能明显改善袁侵袭能力明显降低遥 结论较大肝癌行 EChT治疗时肿瘤残余将
难于完全避免袁残余癌细胞生物学特性的变化对正确选择治疗后复查及再次治疗时机袁提高疗效有重要
的意义遥
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揖Abstract铱 Objective To explore the biological characteristics of remnant VX2 tumor cells after

electrochemical treatment 渊EChT冤 in experimental rabbits. Methods Rabbit models of hepatic VX2 tumor
were established by using transplantation method. EChT was carried out in rabbit models. By controlling the
pH profile around the tumor爷s margin袁 the remnant tumors were created. With the help of
immunohistochemistry袁 TUNEL袁 microinjection in vivo袁 gelatin zymography袁 electric microscope袁 etc. the
biological characteristics of the remnant VX2 tumor cells were evaluated. Results 渊1冤 Biopsy revealed that
the remnant tumor cells were surrounded by a great deal of fibrous tissue in the first week. In the second week
the number of remnant tumor cells was increased袁 and more fibrous tissues were found around the lesions.
Ultramicroscopic structure showed that before the treatment enlarged proportion of nucleoplasm袁 obvious
nuclear heteromorphosis袁 many babyish mitochondria and fewer intercellular junctions could be seen. In the
first and second week after EChT袁 mitochondria in cytoplasm became larger and more mature袁 and the

intercellular junction grew in number. 渊2冤 In the
first and second week after EChT袁 positive
indices of PCNA and Ki蛳67 of the study group
were significantly lower than those of the control
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电化学治疗渊electrochemotherapy EChT冤是肝癌
局部治疗方法袁由于其疗效可靠袁创伤小袁可反复进
行袁应用已日益广泛遥但对于较大的肿瘤 EChT治疗
后仍有较高的肿瘤残余率咱1蛳2暂袁由于临床上以进展期
的较大肿瘤居多袁 肿瘤残余成为影响 EChT疗效的
主要因素曰采用联合血管栓塞疗法及多点多次治疗
虽可扩大 EChT的毁损范围咱3暂袁但由于受肝功能的
限制袁EChT的毁损范围不能过分地扩大袁较大肝癌
行 EChT治疗时肿瘤残余难以完全避免遥EChT治疗
后由于残余的癌细胞在治疗过程中曾经受非致死

性酸尧碱尧其他电解质以及电场的影响袁治疗后其增
殖速度尧侵袭转移能力等生物学行为可能会发生变
化袁 因此研究 EChT治疗后残余癌细胞生物学特性
的变化对正确选择治疗后复查及再次治疗时机袁提
高疗效有重要的意义咱4蛳5暂遥本实验用移植的方法建立
兔肝 VX2肿瘤模型后行 EChT治疗袁并通过控制肿
瘤边缘的 pH值袁人为造成肿瘤残余袁对 EChT治疗
后残余肿瘤细胞生物学特性的变化作一初步探讨遥

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 纯种新西兰大白兔 24只袁 体重
1.8 耀 2.5 kg袁3 耀 4月龄袁雌雄不限袁由第三军医大
学实验动物中心提供遥
1.1.2 主要实验仪器 Vitris Company袁 USA. 显微
注射系统袁Nikon Inc袁 Japan袁 Mias图像分析系统袁
四川大学图像图形研究所遥凝胶成像分析系统袁Gel蛳
Doc2000型袁Bio蛳Rad Inc袁 USA. 透射电子显微镜袁
Philips袁荷兰遥

1.1.3 主要实验试剂 抗基质金属蛋白酶 渊Anti蛳
MMP蛳9冤袁 抗 Ki-67渊Maxim Biotech袁冤曰抗 PCNA袁抗
Bax 渊Santa Cruz Biotech Inc袁 USA冤曰 抗 Cx32
渊Chemicon Inc袁USA冤曰 原位凋亡检测试剂盒渊Roch
Inc袁German冤
1.2 实验方法

1.2.1 实验分组 开腹直视下组织块种植方法制

作兔 VX2移植瘤动物模型袁模型制成后随机分为对
照组 6只袁EChT治疗组 18只遥 治疗组又根据治疗
后取材时间的不同分为 3小组 渊每组 6只冤院1周活
检组袁2周活检组和 3周活检组遥
1.2.2 EChT 接种后 3周开腹治疗袁将电极针插入
肿瘤中央袁张开约 1/2袁设计 EChT毁损范围占肿瘤
总体积的 2/3左右袁 监测肿瘤边缘阳极区 pH > 5袁
阴极区pH < 9袁通过降低电流维持 30 min遥 pH > 9
和 pH < 4.5会使肿瘤细胞坏死袁肿瘤细胞在偏碱和
偏酸条件下可以造成损伤但可以存活咱6暂遥 取材部位
选取病灶边缘的残余肿瘤组织进行实验遥
1.2.3 观察指标及其检测方法

1.2.3.1 采用免疫组织化学染色方法检测增殖细胞

核抗原 渊proliferating cell nuclear antigen袁 PCNA冤袁
Ki蛳67袁 Bcl蛳2 相关 X 蛋白 渊Bcl蛳2 associated X
protein袁 Bax冤袁 细胞间连接蛋白 渊connexin 32袁
Cx32冤袁基质金属蛋白酶渊matrix metalloproteinase 9袁
MMP蛳9冤遥
1.2.3.2 原位凋亡检测袁 采用末端脱氧核苷酸转移
酶介导的 dUTP缺口末端标记 渊TUNEL冤 方法进行
渊参照凋亡检测试剂盒说明书冤遥
1.2.3.3 采用活组织块细胞内显微注射方法测定缝

group袁 while the apoptosis index and Bax positive index of the study group were significantly higher than
those of the control group. A significant parallel relationship existed between apoptosis index and Bax positive
index. 渊3冤 In the first and second week after EChT袁 Cx32 positive index and LY transferring scope in the
study group were markedly higher than those in the control group. After microinjection in vivo the spread
extent of LY transferring was positively correlated with the positive index of Cx32. 渊4冤 Relative content of
MMP蛳9 determined by gelatin zymography was consistent with that determined by immunohistochemistry袁
which in the study group was significantly lower than that in the control group in the first and second week
after EChT. Conclusion Within two weeks after EChT袁 the proliferation activity of the remnant tumor cells
decreases dramatically袁 while the apoptosis index increases strikingly. As the secretion of MMP蛳9 decreases
and the function of GJIC has been grossly improved袁 the invasive potentiality of the remnant tumor cells
remarkably decreases. Tumor residue is hard to be avoided in EChT for larger liver tumors. Therefore袁 in
order to improve the clinical efficacy a full understanding of the biological characteristics of the remnant tumor
cells is very helpful in selecting appropriate re蛳examination time as well as in selecting the re蛳treat opportune
moment.渊允 陨灶贼藻则增藻灶贼 砸葬凿蚤燥造袁 圆园员圆袁 圆员院 923鄄929冤

揖Key words铱 electrochemical treatment曰 VX2 tumor曰 remnant tumor曰 biological characteristic
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1a EChT后第 1周袁 残余肿瘤细胞
数目较少袁其周围有大量的纤维组织
增生遥 渊HE 伊 200冤

1b EChT后 2周袁残余肿瘤细胞数目
增多袁呈团状排列袁其周围仍有较多纤
维组织包绕遥 渊HE 伊 200冤

图 1 EChT后 1尧2周肝脏组织学改变

2a 对照组 VX2 肿瘤细胞胞核
大袁异染色质较少袁胞质内线粒
体较多袁但发较幼稚袁游离核糖
体较多袁粗面内质网少见袁细胞
间连接较少遥 渊伊 6 000冤

2b 治疗后第 1周袁 残余肿瘤
细胞胞核较小袁异染色质增多袁
胞质成份较少袁 线粒体数目减
少袁但发育较成熟袁其内嵴数目
增多袁可见较多的细胞间连接遥
渊伊 8 000冤

图 2 治疗后 1周及对照组肝组织电镜改变

隙连接细胞间通讯功能袁 其具体方法参照文献 咱7暂
进行遥
1.2.3.4 明胶酶谱法定量检测组织中 MMP蛳9袁其具
体步骤参照文献咱8暂进行遥
1.2.3.5 EChT治疗后肿瘤组织病理及超微结构的
变化

1.2.3.6 图像分析院 原位凋亡检测及免疫组化染色
后袁用图像分析仪对每张切片随机选取 5个高倍视
野袁对阳性表达的细胞计数袁每张切片计数细胞总
数不少于 1 000个袁 计算其阳性率即阳性指数袁或
测定阳性显色的面积与视野总面积袁 计算阳性面
积比 遥 其中凋亡细胞阳性率称为凋亡指数 咱9暂

渊Apoptosis Index袁 AI冤遥
1.3 数据处理

数据以 曾 依 泽表示袁 行统计学分析曰P < 0.05为
相差显著袁P < 0.01为相差非常显著遥

2 结果

2.1 治疗后残余肿瘤组织病理学及超微结构的

改变

肿瘤组织石蜡切片经 HE染色后光镜下观察显

示袁 对照组未经治疗的 VX2肿瘤细胞形态不规则袁
核大深染袁呈椭圆形尧梭形或不规则形袁核质比例增
大袁细胞排列紊乱袁可呈实体样尧巢样或假腺体样排
列曰EChT治疗后第 1周袁肿瘤细胞坏死较多的区域
有大量纤维组织增生袁排列较稀疏的残余肿瘤细胞
被纤维组织包绕曰治疗后第 2周袁残余肿瘤细胞数
目增多袁增生的肿瘤细胞呈团状排列袁其周围仍可
见较多的纤维组织曰治疗后第 3周袁残余的肿瘤细
胞大量增生袁排列致密呈实体状袁细胞间纤维成份
少见遥 渊图 1冤
经透射电镜对超微结构的观察结果显示袁对照

组肿瘤细胞核质比例增大袁核异型性明显袁常染色
质多袁异染色质较少袁胞质成份较多袁线粒体数目较
多但发育幼稚袁粗面内质网少见袁游离核糖体较多袁
细胞间连接较少袁发育差袁细胞突起多袁形成明显的
相嵌连接曰EChT治疗后第 1尧2周袁残余的肿瘤细胞
核内异染色质明显增多袁 胞质内线粒体体积增大袁
其内嵴增多袁发育较成熟袁可见较多的粗面内质网袁
游离核糖体减少袁细胞间连接增多曰治疗后第 3周
时肿瘤细胞的超微结构则与对照组无明显差别遥
渊图 2冤

2.2 EChT治疗后残余 VX2肿瘤细胞增殖尧凋亡活
性的变化

2.2.1 EChT治疗后残余 VX2肿瘤细胞增殖活性的
变化 免疫组化染色结果显示袁PCNA及 Ki蛳67阳
性表达部位均为细胞核内袁阳性细胞的染色强度在
不同的细胞以及不同组内无明显差别袁但阳性指数
在各组间有差别遥 对照组 PCNA及 Ki蛳67的阳性表
达较高袁PCNA及 Ki蛳67在 EChT治疗后第 1周时阳
性表达比对照组均明显降低袁 第 2周又逐渐回升袁

PCNA至第 3周接近对照组的水平袁 但 Ki蛳67第 3
周时的阳性表达仍明显低于对照组 渊图 3冤 遥 采用
图像分析仪阳性计数的结果显示袁 同一组内 Ki蛳67
阳性指数均明显低于 PCNA 的阳性指数 渊P <
0.01冤曰EChT治疗后残余肿瘤细胞在第 1周及第 2
周时 PCNA 阳性指数均比对照组明显降低 渊P <
0.01冤袁第 3周时 PCNA阳性指数比第 1周及第 2周
时均明显升高渊P < 0.01冤袁而与对照组无明显差异曰
Ki蛳67阳性指数在治疗后第 1尧2尧3周均明显低于对
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4a MMP蛳9定量检测及电泳图

4b EChT前对照组兔肝 VX2肿瘤
组织中凋亡细胞较少渊伊 200冤

4c EChT后 1周时残余肿瘤组织
中凋亡细胞明显增多渊伊 200冤

4d 未行治疗的兔肝 VX2肿瘤组
织内 Bax阳性表达较少渊伊 200冤

4e EChT后 2周袁 残余肿瘤组织
Bax蛋白阳性表达较多遥 渊伊 200冤

图 4 EChT前后肿瘤组织凋亡和 Bax蛋白表达对比

组别或时相 PCNA Ki蛳67
对照组 0.733 依 0.093 0.552 依 0.037c

术后

1周 0.589 依 0.064a 0.212 依 0.029ac

2周 0.708 依 0.017b 0.363 依 0.053abc

3周 0.714 依 0.062b 0.420 依 0.073abc

表 1 EChT治疗后残余肿瘤细胞 PCNA及 Ki蛳67的阳性指
数的变化

注 a院P < 0.01袁与对照组比曰b院P < 0.01袁与第 1周时比曰c院P < 0.01袁与
PCNA比

3a 对照组兔肝 VX2 肿瘤 PCNA
阳性表达率较高渊伊 200冤

3b EChT 治疗后第 1 周残余肿
瘤细胞 PCNA阳性表达比对照组
明显降低遥 渊伊 200冤

3c 对照组肝 VX2肿瘤细胞 Ki蛳67
阳性表达较多渊伊 200冤

3d EChT后第 1 周时残余肿瘤细
胞 Ki蛳67表达明显减少渊伊 200冤

图 3 对照组和 EChT治疗后 1周组织学免疫组化染色结果

照组袁第 2尧3周时明显高于第 1周渊P < 0.01冤袁第 3 周时高于第 2周袁但未达统计学差异遥 渊表 1冤

2.2.2 EChT治疗后残余 VX2肿瘤细胞原位凋亡及
Bax阳性表达变化 经 TUNEL法原位检测凋亡的
结果显示袁TUNEL标记阳性的凋亡细胞呈现出核膜
皱缩袁染色质边集袁胞质空胞化等多种表现袁对照组
TUNEL标记阳性的凋亡细胞数较少袁而 EChT治疗
后残余肿瘤组织内标记阳性的凋亡细胞则较多遥 采
用图像分析仪阳性细胞计数的结果显示袁凋亡指数
在 EChT治疗后第 1尧2周时均明显高于对照组渊P <
0.01冤袁第 2周明显低于第 1周渊P < 0.01冤袁第 3周时
的凋亡指数则降至接近对照组的水平遥 免疫组化染
色结果显示 Bax蛋白阳性表达部位主要位于胞浆

内袁部分位于细胞膜表面袁各组肿瘤组织 Bax蛋白
的阳性表达情况与凋亡指数的变化趋势类似袁对照
组 Bax表达阳性的细胞数较少袁治疗后第 1尧2周时
其阳性表达明显增多袁经图像分析阳性细胞计数结
果显示袁肿瘤细胞 Bax阳性指数在治疗后第 1尧2周
时均明显高于对照组渊P < 0.01冤袁第 3周时 Bax 阳
性指数与第 1尧2周时相比则明显下降袁但与对照组
相比无显著差异 渊P > 0.05冤遥 渊图 4冤遥 凋亡指数与
Bax阳性指数呈显著正相关袁r = 0.79袁P < 0.01遥

2.3 EChT治疗后残余 VX2肿瘤细胞间连接及通
信功能的变化

2.3.1 细胞间连接蛋白 Cx32表达变化 Cx32阳性
表达部位主要在细胞质及细胞膜袁对照组兔肝 VX2

肿瘤组织内 Cx32阳性表达率很低袁且染色较浅袁治
疗后第 1 耀 2周袁残余的肿瘤组织内 Cx32阳性达明
显增多袁第 3周时 Cx32阳性表达又明显减少遥 第 1
周时 Cx32阳性表达部位主要位于细胞膜袁 而第 2
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5a 治疗后第 1周残余肿瘤组织内
有较多的 Cx32阳性表达袁阳性部位
主要位于细胞膜上渊伊 200冤

5b 治疗后第 2 周残余肿瘤组织
Cx32阳性表达明显增多袁细胞膜及胞
浆内均有较多的阳性表达渊伊 200冤

5c Cx32蛋白表达的阳性指数

图 5 EChT后不同时期 Cx32表达

6a 对照组肿瘤细胞内注

射 LY 后其扩散范围较小
渊伊 400冤

6b EChT后第 2周肿瘤组
织内 LY扩散范围明显扩大
渊伊 400冤

图 6 EChT治疗后 2周和对照组组织内 LY扩散比较

6c 荧光染料 LY 在肿瘤组织内的扩散
范围

6d Cx32 阳性指数与 LYCH 扩散范围
的关系

周时的阳性表达则在胞质内也有较多的阳性表达袁
即出现较多的异位分布遥 采用图像分析仪阳性细胞
计数结果显示袁治疗后第 1尧2周时肿瘤细胞的 Cx32

表达的阳性指数均明显高于对照组渊P < 0.01冤袁第 2
周时明显高于第 1周渊P < 0.01冤袁第 3周时则与对
照组无明显差别渊P > 0.05冤遥 渊图 5冤遥

2.3.2 细胞间通讯功能的变化 显微注射后荧光

显微镜观察发现袁荧光染料 LY发射黄绿色的荧光袁
注射点的肿瘤细胞内的荧光最强袁荧光染科分布范
围接近圆形袁荧光强度由中央向周围递减袁有荧光
染料进入的细胞结构清晰袁形状不规则袁可见较明
显的细胞突起袁荧光染料主要分布在胞质中袁胞核
体积较大袁形态不规则袁表现为荧光染料的野充盈缺
损冶遥 对照组荧光染料的扩散范围较小袁而治疗后第

1尧2周时行显微注射后荧光染料的扩散范围则较
大袁明显大于对照组渊P < 0.01冤袁第 2周时荧光染料
的扩散范围与第 1 周时相比无明显差别 渊P >
0.05冤袁第 3周时荧光染料扩散范围比第 1及第 2周
时明显缩小袁但与对照组已无显著差异渊P > 0.05冤遥
显微注射后 LY CH荧光染料在肿瘤组织内的扩散
范围与 Cx32阳性指数呈显著正相关袁r = 0.88袁P <
0.01渊图 6冤遥

2.4 EChT治疗后残余 VX2肿瘤细胞侵袭转移特
性的变化

免疫组化染色结果显示袁MMP蛳9阳性表达部位
主要在细胞周围的基质中袁 而细胞质中的分布较
少袁对照组肿瘤组织 MMP蛳9阳性表达较多袁而治疗
后第 1尧2周时残余肿瘤组织内阳性表达均明显减
少袁第 3周时阳性表达又明显增多渊图 22 - 23冤遥 明
胶酶谱法测定结果显示袁兔肝 VX2肿瘤组织中的郁
型胶原酶以 92Ku 的 MMP蛳9 为主袁 而 72Ku 的
MMP蛳2含量则较低遥经凝胶成像系统反色成像后计
算 MMP蛳9相对含量的结果显示与免疫组化染色结
果一致渊图 7冤袁治疗后第 1周及第 2周时残余肿瘤
组织内的 MMP蛳9 含量均明显低于对照组 渊P <
0.01冤曰 第 3 周时与对照组相比无明显差异 渊P >

0.05冤袁但第 3周时明显高于第 1周及第 2周时的结
果渊P < 0.01冤袁而第 1周与第 2周时相比无显著差
异渊P > 0.05冤遥

3 讨 论

细胞周期活性及细胞动力学的变化是恶性肿

瘤生物学行为的重要表现形式袁PCNA及 Ki蛳67均
是细胞周期中与细胞增殖有关的重要蛋白质遥 免疫
组织化学染色结果显示袁 EChT治疗后残余肿瘤细
胞的 PCNA及 Ki蛳67阳性指数在第 1周及第 2周时
均比对照组明显降低袁第 2周后又逐渐回升袁至第 3
周时 PCNA阳性指数已接近对照组的水平遥 但 Ki蛳
67阳性指数在治疗 2周后回升较慢袁至第 3周时仍
明显低于对照组遥 这一结果说明 EChT治疗后残余
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的肿瘤细胞的增殖活性在第 1周时比治疗前有明
显降低袁但于第 2周后其增殖活性又逐渐回升遥 实
验结果显示袁Ki蛳67阳性指数在不同的时相点均明
显低于 PCNA袁这可能是由于 PCNA半衰期较长袁约
20 h袁 在有丝分裂停止后的较长时间内仍不能完全
分解袁有一定的累计效应袁在非增殖周期细胞中也
可检测到袁因此 PCNA在肿瘤细胞中的阳性指数较
高 咱10暂袁且 PCNA 除了参与 DNA 复制外袁还参与了
DNA的合成与修复咱11暂遥 EChT治疗过程中残余肿瘤
细胞受到高热以及电磁波的作用后可能会有较多

的 DNA损伤袁因此袁治疗后伴有 DNA损伤的肿瘤
细胞有一个 DNA修复的过程袁 而 Ki蛳67在细胞周
期中只参与 DNA的半保留复制袁且其半衰短袁在细
胞有丝分裂停止后很快分解袁因此检测出的表达率
较低袁能够更准确地反应残余肿瘤细胞增殖活性的
变化遥

多数研究表明袁肿瘤增殖活性越高袁其分化程
度越低袁生长越快袁预后也越差咱12蛳13暂遥本实验中 EChT
治疗后 VX2肿瘤在短期内增殖活性明显的降低袁说
明了其生长速度减慢袁分化程度也可能有一定的改
善遥 组织学观察结果表明袁EChT治疗后两周内残余
肿瘤细胞周围有较多的纤维组织增生袁超微结构显
示袁肿瘤细胞在治疗后 1周时与对照组相比袁胞质
内游离核糖体减少袁粗面内质网增多袁线粒体发育
较成熟袁细胞间连接增多袁这可能是由于肿瘤细胞
周围增生的纤维组织限制了其生长增殖的速度袁从
而使其分化趋于好转遥 但由于治疗第 2 耀 3周后其
增殖活性逐渐回升袁 超微结构的改变也逐渐消失袁
说明其分化程度的改变是一过性的遥

TUNEL法原位检测凋亡的结果显示袁EChT治
疗后第 1尧2周时凋亡指数均明显高于对照组袁 第 2
周肿瘤细胞凋亡指数开始降低袁 明显低于第 1周袁
第 3周时的凋亡指数则降至与对照组无显著差异遥
这些结果说明 EChT治疗对残余肿瘤细胞凋亡有促
进作用袁但这一作用在 3周后趋于消失袁说明 EChT

治疗对肝 VX2肿瘤细胞的促凋亡作用为一过性的遥
肿瘤细胞的凋亡取决于多种凋亡相关基因产物的

表达水平及其相互作用咱14暂袁本研究采用免疫组化染
色结果显示治疗前后 Bax蛋白的阳性指数与凋亡
指数的变化趋势一致袁 相关性分析显示 EChT治疗
后凋亡指数与 Bax 阳性指数呈显著正相关袁 说明
Bax蛋白的表达增加对 EChT治疗后 VX2肿瘤细胞
的凋亡起了促进作用遥 EChT治疗后短期内残余肿
瘤细胞的凋亡指数有明显增加袁促凋亡基因 Bax的
表达增加等因素可能在这一过程中起了重要作用遥
缝隙连接是细胞间进行小分子物质交换的重

要通道袁LY荧光染料只能通过缝隙连接通道在细
胞间扩散袁显微注射法观察细胞间通讯功能是利用
显微注射仪器将荧光染料 LY注入活组织中的单个
细胞内袁LY在细胞间借助于其浓度级差通过缝隙
连接在组织内迅速传输扩散袁 在 5 min内即可达到
高峰袁并可维持 40 min袁且 LY毒性低袁对细胞无损
伤袁不能跨膜转运袁因此 LY在组织中的扩散范围能
代 表 缝 隙 连 接 细 胞 间 通 讯 渊gap junctional
intercellular communication袁 GJIC冤功能咱15暂遥
实验发现袁荧光染料注入肿瘤细胞后以注射点

的肿瘤细胞内荧光最强袁荧光强度由中央向周围递
减袁有荧光染料进入的细胞结构清晰袁形状不规则袁
可见较明显的细胞突起袁荧光染料主要分布在胞质
中袁这种荧光强度的递减现象及其在组织细胞内的
分布规律反应了 LY在组织内的扩散过程遥 本实验
对残余肿瘤细胞 Cx32免疫组化染色结果表明袁对
照组兔肝 VX2肿瘤组织内 Cx32阳性表达率较低袁
且染色较浅袁 治疗后残余肿瘤组织内 Cx32表达水
平的变化趋势与 LY的扩散范围的变化基本一致袁
两者呈明显的正相关袁说明 EChT治疗后 Cx32的表
达水平的变化是残余肿瘤细胞 GJIC功能提高的重
要因素遥 在 EChT治疗后由于细胞间连接蛋白的表
达升高袁细胞间连接的数目增多袁使残余肿瘤细胞
在 2周内 GJIC功能比治疗前有明显的改善袁 从而

图 7 MMP蛳9定量检测及电泳图
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使其恶性生物学行为在短期内有一定的好转遥
本实验对残余肿瘤组织切片 HE染色的观察结

果表明袁 在 EChT治疗后第 1周时残余肿瘤细胞被
大量纤维组织环绕袁 第 2周时肿瘤细胞增生呈团
状袁但周围仍有较多的纤维组织袁而第 3周时肿瘤
细胞大量增殖袁 细胞间的纤维成份已明显减少袁残
余肿瘤细胞周围纤维组织含量的变化可能与 MMP蛳
9表达的量有关袁EChT治疗后第 1周时残余肿瘤细
胞分泌的 MMP蛳9较少袁对周围的纤维组织降解少袁
限制了肿瘤细胞向周围的浸润性生长袁第 2周时残
余肿瘤细胞有一定的增殖袁 但由于 MMP蛳9的分泌
无明显增多袁周围仍有较多的纤维组织袁第 3周时
肿瘤细胞大量增殖袁分泌的 MMP蛳9也明显增多袁其
侵袭能力明显增强袁大量的纤维组织被降解袁肿瘤
细胞呈现明显的浸润性生长遥 此外袁肿瘤细胞 GJIC
功能也与其侵袭能力密切相关咱16暂袁
本实验中 GJIC功能变化可能也是 EChT治疗

后残余肿瘤细胞侵袭能力降低的重要因素之一遥 由
于 MMP蛳9的分泌减少袁 残余肿瘤细胞周围的纤维
组织增生以及残余肿瘤细胞 GJIC功能改善使EChT
治疗后残余肿瘤细胞的侵袭能力在 2周内呈一过
性的降低遥
总之袁EChT治疗后残余肿瘤细胞的增殖活性

有明显降低袁 凋亡指数明显增加袁GJIC功能有明显
改善袁侵袭能力有明显的降低袁但这种变化均为一
过性袁3周后则恢复到治疗前的水平遥由于对于较大
的肿瘤 EChT治疗后肿瘤残余难于完全避免袁 这一
结论对于 EChT的肿瘤患者确定合适的复查及再次
治疗的时机有重要参考价值袁 如对于 EChT治疗后
发现有肿瘤残余的患者在 2周内行补救治疗可能
有助于提高疗效袁但其具体应用效果尚有待于临床
应用结果的证实遥
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