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冬虫夏草经肿瘤滋养动脉插管注入对兔ＶＸ２肝癌模型的疗效研究

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　　摘　要：目的　评价冬虫夏草经肿瘤滋养动脉注入对兔 ＶＸ２肝癌模型肿瘤组织生长抑制及肿瘤转移的影响。方法　将４０

只成功建立为ＶＸ２肝癌模型的大白兔随机均分成Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４组：超液态碘油组（Ａ组）、冬虫夏草组（Ｂ组）、冬虫夏草加超液态

碘油组（Ｃ组）、生理盐水对照组（Ｄ组）。每组模型在肿瘤移植后１４ｄ进行肝动脉插管造影及相关药物超选择性肿瘤滋养动脉内

注入，药物注入后７ｄ进行ＣＴ检查及病理学检查。结果　实验前 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组肿瘤体积分别为（３８７．５±１５７．３）、（４０１．１±

１６４．９）、（３７５．１±１５４．３）、（３７５．１±１８４．０）ｍｍ３，各组比较差异无统计学意义（犉＝０．２５５，犘＝０．８５５）；实验后各组肿瘤体积分别为

（９２２．６±３２．９）、（６８５．８±９７．９）、（３５２．５±１７１．８）、（１４０３．５±４０９．２）ｍｍ３，各组比较差异有统计学意义（犉＝２６．１３，犘＝０．０３０）；各

组肝内转移分别为：６、４、１、１０例（犘＜０．０５）；腹腔淋巴结转移分别为：５、２、０、８例（犘＜０．０５）。结论　冬虫夏草经肿瘤滋养动脉注

入对兔ＶＸ２肝癌模型的肿瘤组织生长有抑制作用，能明显减少肿瘤肝内及远处转移的发生率。
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ｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ，ＴＡＣＥ）作为肝癌非外科手段被国内外广泛采用，目

前为非外科治疗的首选方法［１２］，因药物疗效、肝癌的生物学特

性等原因，ＴＡＣＥ疗效总难尽人意，改进其技术方法、获取最有

效药物是ＴＡＣＥ研究的重点。冬虫夏草被广泛应用于免疫、

心血管、呼吸、泌尿生殖、消化、神经系统疾病的治疗而备受关

注；文献报道，其对人乳腺癌、Ｂａｌｂｃ裸鼠非小细胞肺癌、小鼠

Ｈ２２肝癌等具有明显抑制作用
［３５］，可使肿瘤细胞凋亡，同时

具有明显促进急性肝功能损害的恢复［６］，本实验拟通过兔

ＶＸ２肝癌模型的肿瘤滋养动脉内灌注冬虫夏草提取物以研究

其治疗价值。

１　方　　法

１．１　研究对象　新西兰大白兔４０只（重庆医科大学动物实验

中心），许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００１。体质量２．５～３．０ｋｇ，

雌雄不限。ＶＸ２肿瘤细胞珠（重庆医科大学生物工程系），速

眠新（沈阳军事医学科学院）。本研究严格遵守动物实验的各

项伦理条例。按照文献［７］的方法建立兔ＶＸ２肝癌模型。

１．２　设备与器材　设备器材包括美国ＧＥ公司ＬｉｇｈｔＳｐｅｅｄ１６

层螺旋ＣＴ；日本岛津１２５０ＭＡＤＩＧＴＥＸＰＲＥＭＩＥＲＶＣＸ线

机；日本泰尔茂公司４Ｆｃｏｂｒａ导管、４Ｆ导管鞘、２．７ＦＰＥ导管及

２０Ｇ动脉穿刺针。天然冬虫夏草（重庆医药公司中药材商店

购）；超液态碘油（法国Ｇｕｅｒｂｅｔ）。

１．３　实验动物分组　４０只经 ＣＴ扫描证肿瘤移植成功的

ＶＸ２兔，按成组设计法随机平分为４组，以肝动脉内注入物不

同分为Ａ组（超液态碘油），Ｂ组（冬虫夏草提取液），Ｃ组（冬虫

夏草提取液＋超液态碘油），Ｄ组（生理盐水）。

１．４　介入方法及术后处理

１．４．１　虫草提取液的制备　１０ｇ天然虫草粉碎后以９０～９５
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℃蒸馏水５０ｍＬ提取３ｈ，过滤、减压浓缩至约１／３量，再以

９０～９５℃杀菌３０ｍｉｎ，－３８℃冷冻干燥得提取物，高效液相

色谱法测定浓缩液中腺苷浓度，浓度为１３７５．７μｇ／Ｌ，超过《中

国药典》中对于虫草的质量控制标准。用生理盐水配制成相应

浓度，ＮａＯＨ调节ｐＨ值为７．２～７．４
［８］。

１．４．２　实验方法　以速眠新０．５ｍｇ／ｋｇ肌内注射行麻醉，剑

突下纵行切开腹壁约２．５ｃｍ并暴露肝脏，分别以约２ｍｍ×２

ｍｍ×２ｍｍＶＸ２瘤组织１粒（取自荷瘤兔）埋入肝中叶约３

ｍｍ深处移植２个病灶，间隔约２ｃｍ，２周后行ＣＴ平扫及增

强，参数为１２０ｋＶ，２００ｍＡ，ＦＯＶ７．５ｃｍ×７．５ｃｍ，层厚５

ｍｍ；碘海醇以０．８ｍＬ／ｓ、总量８ｍＬ注入。

以５％硫化钠液体于右腹股沟脱毛，速眠新０．５ｍｇ／ｋｇ肌

内注射麻醉，仰卧固定于自制木板；右侧腹股沟区消毒、铺巾，

于股动脉搏动最强处纵行切开皮肤约３ｍｍ，以血管钳钝性游

离股血管鞘，直视下以２０Ｇ穿刺针与体表成角约１５～２０°沿髂

动脉走行方向穿刺股动脉，将０．０２１英寸超滑微导丝经穿刺针

插入股动脉并达上腹区，沿导丝插入４Ｆ导管鞘，经鞘以４Ｆ

Ｃｏｂｒａ导管插至腹主动脉上部前壁并插入腹腔干动脉后行

ＤＳＡ检查；依据ＤＳＡ显示作引导，以２．７ＦＰＥ微导管行同轴

插管越过胃动脉等至肿瘤滋养动脉后再行ＤＳＡ检查证实
［４］；

经微导管分别注入超液态碘油（０．５ｍＬ）、冬虫夏草提取液

（０．５ｍＬ）、冬虫夏草提取液（０．５ｍＬ）＋超液态碘油（０．５ｍＬ）

混悬液、生理盐水（０．５ｍＬ），并用０．５ｍＬ生理盐水冲洗微导

管以保证药物全部进入肿瘤血管；以明胶海绵条块填塞穿刺点

周围后拔管并压迫止血约１５ｍｉｎ，缝合、包扎切口；以庆大霉素

４万Ｕ及青霉素８０万 Ｕ肌内注射（１次／天，连续３ｄ），单笼

饲养、加强清洁等护理。仅将术后生存满７ｄ并获得病理标本

者成组。

１．５　肿瘤增长率检测　实施介入后７ｄ按上述方法再分别行

ＣＴ扫描，计算肿瘤体积Ｖ２，并计算肿瘤增长率＝（Ｖ２－Ｖ１）／

Ｖ１％。测量肿瘤最大直径ｄ１及与之成垂直方向的最小直径

ｄ２，利用公式Ｖ１＝ｄ１×ｄ２２／２计算肿瘤体积Ｖ１。

１．６　病理学检测　实验后７ｄ行ＣＴ检查并处死实验兔，取肿

瘤及周围０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×０．５ｃｍ肝组织，以１０％甲醛固定、

石蜡包埋、５μｍ连续切片，行 ＨＥ染色，以２００倍光学显微镜

观察，重点为细胞坏死、细胞核碎裂。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，各

实验组间的比较用单因素方差分析，多组的两两间比较用

ＬＳＤ法检验，两组间比较用成组狋检验，对方差不齐者用秩和

检验，血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达与微血管密度（ＭＶＤ）值

比较采用双变量相关分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　实验兔结果　本研究共实施兔肝 ＶＸ２肿瘤移植５１只，

术中无死亡，移植后１４ｄ内因感染等因素死亡１１只，进行实

验研究者４０只。

２．２　ＣＴ及ＤＳＡ检查结果　介入治疗前ＣＴ表现：平扫见肿

瘤病灶呈类圆形低密度结节影，边界欠清晰，密度较均匀，中心

见更低密度区；增强示病灶动脉期边缘环状强化、中心区无强

化３５只（图１Ａ），病灶全部强化５只；门脉期、延迟期病灶无强

化、边缘清晰。肝动脉ＤＳＡ表现：肿瘤周边血管增粗、扭曲、紊

乱，病变中心血管相对较少；１支及１支以上肿瘤滋养动脉分

别为１４、２６只，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组均成功进行超选择性插管（图１Ｂ、

Ｃ）。术后７ｄＣＴ表现：Ａ组１８个病灶，Ｃ组２０个病灶区周边

大量碘油沉积、中心碘油沉积较少（图１Ｄ）；术后各组病灶体

积、肝内及腹腔内转移、腹水等表现见表１。

表１　　术后７ｄ病灶大体病理结果（狀）

组别 狀
病灶

数目

各病灶体积变化

增大无变化缩小

肝内转移

少量广泛

腹腔内转移

局限 广泛

腹水

少 多

Ａ组 １０ １８ １３ ５ ０ ５ １ ４ １ ４ ２

Ｂ组 １０ １８ ４ ８ ６ ４ ０ ２ ０ ３ ０

Ｃ组 １０ ２０ ３ ５ １２ １ ０ ０ ０ １ ０

Ｄ组 １０ １９ １９ ０ ０ ４ ６ ２ ６ ３ ７

２．３　肿瘤增长率比较结果　实验前 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组肿瘤体积分

别为（３８７．５±１５７．３）、（４０１．１±１６４．９）、（３７５．１±１５４．３）、

（３７５．１±１８４．０）ｍｍ３，各组比较差异无统计学意义（犉＝０．２５５，

犘＝０．８５５）；实验后各组肿瘤体积分别为（９２２．６±３２．９）、

（６８５．８±９７．９）、（３５２．５±１７１．８）、（１４０３．５±４０９．２）ｍｍ３，各

组比较差异有统计学意义（犉＝２６．１３，犘＝０．０３０）。４组肿瘤增

长倍数分别为１．９、０．８５、－０．０５、２．６倍。

表２　　术后各个肿瘤坏死结果（狀）

组别
病灶

数

坏死范围

少 中度 广泛

坏死程度

轻度 中度 完全

肿瘤血管数

减少 闭塞

Ａ组 １８ １０ ８ ０ １３ ５ ０ ０ ０

Ｂ组 １８ １ １２ ５ ４ １０ ４ １４ ４

Ｃ组 ２０ ０ ９ １１ ２ １２ ６ １３ ７

Ｄ组 １９ １９ ０ ０ １９ ０ ０ ０ ０

　　Ａ：实验兔术前ＣＴ增强所见２个移植病灶（黑箭头）。Ｂ：２．７Ｆ微

导管超选择性插管至图１Ａ所示病灶滋养动脉后造影所见（黑箭头）。

Ｃ：注入碘油后上述病灶内碘油沉积改变与图１Ａ、Ｂ表现类似（黑箭

头）。Ｄ：实验后７ｄＣＴ检查见病灶内碘油沉积为环状（黑箭头）。

图１　　实验兔病灶ＣＴ及ＤＳＡ表现

２．４　病理结果　所有获取的病理组织采用 ＨＥ染色、２００倍

光镜观察：介入治疗前可见癌细胞大小、形态不一，排列紊乱，

细胞核大，深染，核浆比例增大，呈浸润型生长，肿瘤中心可见

黄白色凝固性坏死。介入治疗组术后肿瘤大部分呈凝固性坏

死，边缘成熟血管萎缩、闭塞、消失，残留少许不成熟的血管内

皮细胞。Ａ组见部分细胞核碎裂，细胞结构基本完整，细胞间

界限清晰（封２图２Ａ）。Ｂ组多数肿瘤细胞核碎裂、体积缩小，

细胞间界限模糊、间隙加大提示肿瘤细胞部分坏死（封２图

２Ｂ）。Ｃ组细胞体积明显缩小、细胞核碎裂、分界模糊，细胞大

体结构不能分辨，细胞间间隙明显增加提示细胞基本坏死（封

２图２Ｃ）。Ｄ组肿瘤细胞整体完整，细胞核结构、边界清晰，未

见坏死征象（封２图２Ｄ）。术后病灶显微病理改变见表２。

３　讨　　论

ＶＸ２肿瘤为Ｓｈｏｐｅ病毒注入兔皮内诱发的鳞癌，通过反

复传代后成为兔可移植性肿瘤，在肝脏移植成功率高，其生长、

浸润、转移等生物学特性相似人类原发性肝癌，因此，兔 ＶＸ２
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肝癌模型被广泛作为肝癌药物、新技术研究的经典实验

模型［５］。

在经兔肝动脉插管实验研究时，因肝动脉细小、迂曲，４Ｆ

导管仅能插管至腹腔干动脉，无法插入细小的肿瘤滋养动脉注

入药物，致使实验不准确、实验兔死亡率高；文献显示众多实验

研究采用剖腹肝动脉插管或经股动脉穿刺肝固有动脉注入药

物［６７］，而本研究均采用２．７ＦＰＥ超滑微导管超选择性行病变

滋养动脉插管注入药物，使药物更为准确注入病变区、且减少

甚至避免非肿瘤肝组织损害（图１Ｂ、Ｃ），这与目前临床原发性

肝癌ＴＡＣＥ治疗普遍主张采用超选择性插管栓塞相一致
［８９］，

本实验研究发现采用该技术方法后实验兔意外死亡率较低。

国内外学者实验研究显示冬虫夏草除可提高机体免疫机

能外，其 对 乳 腺 癌、肺 癌、前 列 腺 癌 等 均 有 明 显 治 疗 作

用［３，１０１２］，以其治疗肝癌，尤其是经肝癌肿瘤滋养动脉直接注

入的治疗作用研究较少报道，原发性肝癌病灶均主要接受肝动

脉供血且为富血供肿瘤为学术界所公认［１３］，本课题以其提取

液经肿瘤滋养动脉注入可明显提高肿瘤局部药物浓度增强

疗效。

本研究显示，单纯冬虫夏草提取液即可以明显抑制肿瘤病

灶生长、生长减慢，促使肿瘤细胞坏死、肿瘤局部滋养动脉减少

（图２Ａ），同时降低肿瘤肝内及腹腔转移发生概率，其作用机制

尚不清楚，研究结果表明冬虫夏草可以抑制肿瘤生长、转移，明

显提高实验兔的存活率，不仅与其抑制肿瘤生长有关，张小强

等［１４］研究表明其对肝急性化学性损伤具有保护作用，也可能

同时具有保护肝功能进而提高实验兔生存率密切相关。

徐辉等［１５］报道，肝癌在 ＴＡＣＥ术后血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）等血管生长因子可促使血管新生，进而促使残存肿瘤

快速生长、转移，本实验显示冬虫夏草除促使肿瘤坏死、缩小之

外，术后局部肿瘤滋养动脉有减少、甚至有闭塞改变（表２），因

此，其可能具有抑制肿瘤血管新生的作用，有待在进一步的实

验研究中予以证实。

实验显示冬虫夏草提取液混合碘油后，对于抑制肿瘤生

长、转移，以及提高生存率方面明显优于单纯提取液组（图２Ａ、

Ｂ），这和其与混合碘油后，冬虫夏草抗肿瘤成分高浓度、长时

间作用于肿瘤组织密切相关。临床肝癌 ＴＡＣＥ治疗中，碘油

与化疗药物混合可显著提高治疗局部肝癌的疗效，也间接证实

了Ｃ组疗效优于Ｂ组的结果（图２）。

研究同时显示，单纯碘油注入肿瘤滋养动脉后，虽然部分

病例未增大，但肿瘤血管无减少、闭塞表现，这与碘油进入肿瘤

滋养动脉后，其细小油珠进入肿瘤毛细血管床，可以减少肿瘤

血液供应，继而部分抑制肿瘤生长，但其并不能使局部肿瘤明

显坏死。

综上所述，冬虫夏草经肿瘤滋养动脉注入对兔 ＶＸ２肝癌

模型的肿瘤组织生长有抑制作用，能明显减少肿瘤肝内及远处

转移的发生率，抑制局部肿瘤滋养血管的生长，尤其是与碘油

混合后，因局部长时间高浓度的药物作用可以明显提高治疗效

果，对于该结果是否适于人类肝癌治疗，有待进一步研究证实。
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