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肝癌血管生成的作用"
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要!目的
!

探讨重组人血管内皮抑素!

69/=E

#联合肝动脉化疗栓塞术!

]2O=

#对大鼠移植性
I7:[46/13+

肝癌模型血管内

皮生长因子!

Y=Wc

#表达和微血管密度!

GY_

#影响"评价
69/=E

与
]2O=

联合治疗对抑制大鼠移植性肝癌模型血管生成的疗

效%方法
!

建立
I'-576

大鼠
I7:[46/13+

肝癌模型"

(

周后随机分成治疗组和对照组"每组各
1"

只%治疗组肝动脉内注入
69/=E/

碘化油阿霉素乳剂"对照组肝动脉内注入碘化油阿霉素乳剂%术后
(

周取出肝内肿瘤组织"用免疫组织化学方法检测两组肿瘤组

织内
Y=Wc

的表达和
GY_

%结果
!

两组术后肿瘤体积均缩小"两组比较差异无统计学意义!

!

%

")"3

#%治疗组及对照组肿瘤组

织
Y=Wc

表达分别为!

#(d($

#

@

和!

!(d(1

#

@

"

GY_

分别为!

1(d(1

#条和!

#"d("

#条"两组比较差异有统计学意义!

!

$

")"3

#%

结论
!

69/=E

与
]2O=

联合治疗可以明显降低肿瘤
Y=Wc

表达和
GY_

"有一定抗移植性肝癌血管生成的作用%

关键词!癌"肝细胞*血管内皮生长因子类*重组人血管内皮抑素*肝动脉化疗栓塞术*微血管密度
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肝动脉化疗栓塞术*
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"

]2O=

+是临床上中!晚期肝癌的重要治疗手段%但临床

研究表明"

]2O=

治疗的患者很难达到手术治疗的效果"肿瘤

复发和转移是影响患者疗效的主要原因%患者行
]2O=

后血

清中血管内皮生长因子*

K7-8;:764.%&594:'7:

D

6&J59C785&6

"

Y=Wc

+往往明显升高"提示肿瘤周围血管丰富和侧支循环建

立"为肿瘤的复发和转移提供了依据(

(/1

)

%因此"抗肿瘤血管生

成成为治疗肿瘤的重要手段%重组人血管内皮抑素*

648&A<'/

.7.59;A7.4.%&-575'.

"

69/=E

+是抗血管生成的代表药物"能特

异性地作用于新生血管内皮细胞"对抗
Y=Wc

的促血管生成

而发挥作用(

#/3

)

%因此"本研究通过建立成年
I'-576

大鼠移植

性肝癌模型"采用
69/=E

联合
]2O=

的方法"通过观察肿瘤组

织内
Y=Wc

和微血管密度*

A'86&K4--4:%4.-'5

B

"

GY_

+的表达"

探讨
69/=E

在
]2O=

中的抗血管生成的作用%

!

!

材料与方法

!)!

!

动物与试剂
!

取
!"

只雄性!体质量为
(0"

!

13"

D

的

I'-576

大鼠"

3

只传种
I'-576

幼鼠"均购自上海中国科学院细

胞所动物房%

I7:[46/13+

瘤株购自上海医药工业研究院%鼠

抗人单克隆
Y=Wc

抗体!兔抗人单克隆
O_#!

抗体均购自福州

迈新生物技术有限公司%阿霉素购于深圳万乐有限公司"超液

化碘油购于法国
O;46<45

公司"

69/=E

*商品名&恩度+由江苏先

声药业提供%

!)"

!

栓塞剂配制
!

阿霉素碘化油乳剂制备&取阿霉素
3"A

D

加超液化碘油
("AX

充分乳化-

69/=E/

阿霉素碘化油乳剂制

备&取
69/=E#"A

D

*

1

支+混入阿霉素碘化油乳剂中充分乳化%

!)#

!

动物模型的建立
!

无菌条件下"将
I7:[46/13+

瘤株从液

氮中复苏并增殖至
!h("

+ 个细胞"注入传种大鼠腹腔"

(

周后

大鼠出现癌性腹水%抽出癌性腹水
")3

!

()"AX

注入另一只

大鼠腋下"

(

周后在皮下长出约
(8A

# 大小实体瘤%断颈处死

荷瘤大鼠"无菌条件下取出实体瘤"并切取皮下瘤块"挑选无出

血及坏死的肿瘤组织"用利刀片切成
1AAh1AAh1AA

大

小的小块备用%另取大鼠
!"

只"腹腔注射麻醉"在腹正中切开

"#1#

重庆医学
1"((

年
((

月第
!"

卷第
#1

期

"

基金项目!无锡市科学技术局基金资助项目*

OES""030

+%



皮肤
()"8A

左右"用显微组织镊子将肝包膜戳一小口"将肿瘤

块沿隧道嵌入"明胶海绵堵塞窦口"移植完毕后逐层缝合腹壁"

饲养待用%

!)E

!

]2O=

方法
!

$%

后将荷瘤大鼠随机分为治疗组与对照

组"每组各
1"

只%再次麻醉后固定"剖腹"暴露肝脏"于手术显

微镜下在胃十二指肠动脉上切一小口"由此插入特制微导管"

上行进入肝固有动脉"治疗组注入
1

!

#AX

'

[

D

69/=E/

阿霉素

碘化油乳剂"而对照组注入
1

!

#AX

'

[

D

阿霉素碘化油乳剂%

$%

后处死所有大鼠"留取肿瘤组织"用
EM

法检测
Y=Wc

表达

和
GY_

%

!)F

!

免疫组织化学检查
!

采用免疫组织化学
EM

法%固定好

组织标本后常规脱水"石蜡包埋"每个肿瘤组织作
!

(

A

连续

切片"苏木素
/

伊红染色"采用
EM

法进行免疫组织化学染色"进

行
Y=Wc

表达水平和
GY_

的检测%

!)G

!

结果判定标准
!

Y=Wc

表达以细胞质出现浅黄色!棕黄

色或褐黄色颗粒为阳性%高倍镜下*

h!""

+每张切片采用图像

分析仪读取阳性细胞数"分别记录每
1"""

个细胞中所含的阳

性细胞数%

GY_

的计数&参照
I4'%.46

方法并加以改进"凡是

染成棕色的单个内皮细胞或内皮细胞成簇出现"并能和相邻的

血管!肿瘤细胞以及间质成分相分隔的"就作为
(

个微血管计

数%首先在低倍镜下*

h(""

倍+观看全片"寻找肿瘤内血管清

楚且微血管数最多的区域"然后在高倍镜下*

h!""

倍+计数这

一视野的微血管数%

!)H

!

统计学处理
!

用
EMEE(1)"

软件处理数据"计量资料以
G

dA

"采用
9

检验"以
!

$

")"3

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

")!

!

肝移植瘤形态学观察
!

处死荷瘤大鼠"无菌条件下取出

实体瘤后可见类圆形肿块"肿瘤色白!质韧"与正常肝组织无明

显分界"部分突出于肝脏轮廓之外"剖面呈灰白色鱼肉样组织"

质中等"见插
+

图
(

%行
]2O=

后两组肿瘤组织均可见点!片

状坏死灶"部分可见液化坏死"剖开后有暗红色浓稠坏死物流

出"形成壁厚薄不均的残余瘤腔"见插
+

图
1

%其中治疗组最

大剖面坏死灶数为*

0d!

+个"而对照组为*

+d#

+个"但两组比

较差异无统计学意义*

9i()$00*

"

!i")"0(+

+"见表
(

%

")"

!

两组肿瘤增长率比较
!

利用肿瘤的最大径和最小径计算

肿瘤手术前!后的体积"观察其变化情况%治疗组和对照组肿

瘤增长率均为负增长"其中治疗组肿瘤增长率为*

e1")!d

(+)$

+

@

"对照组为*

e(1)*d+)$

+

@

"见表
(

%治疗组肿瘤体

积缩小超过
#"@

的比率为
3"@

"而对照组肿瘤体积缩小超过

#"@

的比率为
1"@

"治疗组肿瘤体积较对照组缩小明显"但两

组比较差异无统计学意义*

9i()0+!"

"

!i")"$"(

+"见表
(

%

表
(

!!

移植瘤组织中坏死灶个数(肿瘤增长率(

Y=Wc

!!!

和
GY_

检测结果#

GdA

$

组别 坏死灶数*个+ 肿瘤增长率*

@

+

Y=Wc

*

@

+

GY_

*条+

对照组
+d# e(1)*d+)$ !(d(1 #"d("

治疗组
0d! e1")!d(+)$ #(d($ 1(d(1

9 ()$00* ()0+!" 1)(!*1 1)3$+$

! ")"0(+ ")"$"( ")"#0( ")"(!"

")#

!

两组
Y=Wc

蛋白表达比较
!

免疫组织化学检查显示"

Y=Wc

蛋白在肿瘤中呈弥散性表达"呈棕黄颗粒分布"在肿瘤

边缘以及坏死周围的瘤巢中表达较强%

Y=Wc

表达部位主要

集中在肿瘤细胞的细胞质!肿瘤周围肝细胞质!细胞膜"以及部

分成纤维细胞中"其中治疗组
Y=Wc

表达为*

#(d($

+

@

"对照

组
Y=Wc

表达为*

!(d(1

+

@

"两组比较差异有统计学意义*

9i

1)(!*1

"

!i")"#0(

+"见插
+

图
#

!

!

和表
(

%

")E

!

两组
GY_

比较
!

O_#!

阳性染色表达定位于血管内皮

细胞上"并能与相邻的微血管!肿瘤细胞或其他组织分开"呈现

黄色或棕黄色颗粒状!条状!裂隙状!簇状和不规则管腔等不同

形态%治疗组表达为*

1(d(1

+条"对照组表达为*

#"d("

+条"

两组比较差异有统计学意义*

9i1)3$+$

"

!i")"(!"

+"见插
+

图
3

!

+

和表
(

%

#

!

讨
!!

论

目前"肝癌患者行
]2O=

后的复发和转移仍然是影响肝

癌患者长期存活的主要因素(

+/$

)

"其主要原因为
]2O=

后残留

肿瘤组织因急剧缺血缺氧刺激下游基因如
Y=Wc

!

?

3#

!金属基

质蛋白酶*

GGM-

+等的表达"尤其是上调
Y=Wc

的表达"促使

肿瘤周围微血管生成以满足肿瘤的营养需求而使得肿瘤细胞

存活下来(

0/("

)

%

Y=Wc

是目前已知最强的促血管生长因子"对

血管内皮细胞的促有丝分裂作用十分强烈"在体内可刺激血管

的发生和生长"参与肿瘤新生血管的每一个过程"处于新生血

管形成的核心地位"而
69/=E

被视为抗肿瘤血管生成治疗中最

具前途的药物之一"能封堵
Y=Wc

受体,,,

Y=WcQ/(

*

c:[/

(

+!

Y=WcQ/1

*

c:[/(

'

R_Q

+!

Y=WcQ/#

*

c:[/!

+"阻断
Y=Wc

受

体的酪氨酸磷酸化"阻断
Y=Wc

介导的信号转导-阻止血管内

皮细胞与
Y=Wc

的结合"下调
Y=WcAQL2

和蛋白表达"从

而抑制
Y=Wc

介导的内皮细胞迁移和血管生成(

((

)

%

69/=E

用

于肝细胞癌的治疗已陆续有相关文献报道%赵登玲等(

(1

)发现

69/=E

联合
]2O=

治疗兔
Ŷ 1

肝癌
1

周后"肝癌生长率较对

照组明显减低"且
Y=Wc

!

GY_

表达较对照组明显减低"表明

69/=E

能显著地发挥抗血管生成效应"从而抑制了
]2O=

后肿

瘤复发!转移的潜在性%本实验建立了动物移植瘤模型"采用

头对头的比较方法%治疗组中由于
69/=E

的存在"抑制了血管

内皮细胞的生长"残留的肿瘤细胞在没有营养供应下发生凋

亡"肿瘤生长受到抑制-而对照组由于缺乏
69/=E

"无法抑制

]2O=

后的
Y=Wc

表达升高"故对照组中
Y=Wc

和
GY_

的

表达较治疗组高%

从本实验数据结果比较治疗前后
Y=Wc

!

GY_

变化来看"

进一步证明了
69/=E

在
]2O=

中的抗血管生成的作用%采用

联合
69/=E

和
]2O=

治疗的方法可以克服单一治疗方式的局

限性"发挥各自优势"获得任何一种单一治疗方式都无法获得

较理想的治疗效果%单纯
]2O=

很难彻底杀灭肿瘤细胞"而

69/=E

主要抑制肿瘤新生血管"而对已形成的肿瘤血管作用不

大%因此二者联合可以弥补各自不足"阻断肿瘤血供的同时抑

制新生血管的生成"从而达到肿瘤坏死的同时抑制肿瘤复发和

转移的目的(

(#/(!

)

%

本实验从抗血管生成这一新的角度探讨了
69/=E

抗肝癌

血管生成的作用机制"结果显示
69/=E

能抑制大鼠
I7:[46/13+

肝癌的生长"肿瘤组织内的
Y=Wc

!

GY_

表达下降%但是本实

验的大鼠
I7:[46/13+

肝癌模型是建立在正常肝组织上"

I7:[/

46/13+

瘤株也不是真正意义上的肝癌细胞株%人类的肝癌往

往是在肝脏疾病基础上发生的"因此
I7:[46/13+

肝癌模型与

人肝癌的生物学行为还有很大区别-同时本实验中未对实验动

物进行肝!肾功能以及血液生化检查"因此"

69/=E

在临床上应

用的疗效和不良反应还需进一步探索%
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