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低频低功率聚焦超声辐照造影剂微泡空化效应联合
贝伐珠单抗治疗兔VX2肝癌的实验研究*
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  [摘要] 目的 探讨超声辐照造影剂微泡空化效应联合贝伐珠单抗治疗兔VX2肝癌的效果。方法 选

取VX2肝癌模型兔30只,分为3组,每组10只:超声辐照+贝伐珠单抗+造影剂微泡组(U+B+M组)、贝伐

珠单抗组(B组)、对照组(C组);U+B+M 组、B组每7天治疗1次,共治疗4次。分别于治疗前和治疗第28
天行二维超声测量肿瘤体积并计算肿瘤体积增长率,通过超声造影计算肿瘤峰强度变化情况;ELISA方法检测

兔血清中的血管内皮生长因子(VEGF)水平。苏木素-伊红(HE)染色观察肿瘤病理切片,通过免疫组织化学染

色计数肿瘤的微血管密度(MVD),分析 MVD与VEGF的相关性。结果 治疗后,U+B+M组肿瘤体积增长

率最低,其次是B组,3组间比较差异有统计学意义(P<0.05)。超声造影峰强度与血清VEGF水平变化具有

一致性:治疗前各组超声造影峰强度、VEGF水平比较差异无统计学意义(P>0.05);治疗后,U+B+M组及B
组超声造影峰强度、VEGF水平与治疗前比较降低,差异均有统计学意义(P<0.05),且U+B+M组减低程度

明显大于B组(P<0.05);C组治疗前、后超声造影峰强度比较差异无统计学意义(P>0.05),VEGF水平差异

有统计学意义(P<0.05);治疗后,3组超声造影峰强度、VEGF水平比较差异有统计学意义(P<0.05),进一步

组间两两比较差异也有统计学意义(P<0.05)
 

。病理HE染色可见U+B+M组、B组部分肿瘤微血管囊状扩

张,管壁不连续,少许红细胞渗出至管腔外,且U+B+M组较B组明显;肿瘤组织中 MVD与血清VEGF水平

呈显著正相关(r=0.94,P<0.01)。结论 低频低功率聚焦超声及其造影剂微泡产生的空化效应能一定程度

上增强贝伐珠单抗对兔VX2肝癌的治疗效果。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

ultrasound
 

irradiation
 

microbubbles
 

cavitation
 

com-
bined

 

with
 

bevacizumab
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

VX2
 

liver
 

cancer
 

in
 

rabbits.Methods Thirty
 

VX2
 

liver
 

cancer
 

model
 

rabbits
 

were
 

divided
 

into
 

three
 

groups:
 

the
 

ultrasound
 

irradiation+bevacizumab+contrast
 

agent
 

micro-
bubble

 

group
 

(the
 

U+B+M
 

group),the
 

bevacizumab
 

group
 

(the
 

B
 

group),and
 

the
 

control
 

group
 

(the
 

C
 

group),10
 

rabbits
 

in
 

every
 

group.The
 

U+B+M
 

group
 

and
 

the
 

B
 

group
 

were
 

treated
 

once
 

every
 

7
 

days,a
 

total
 

of
 

4
 

times.Before
 

and
 

on
 

the
 

28th
 

day
 

of
 

treatment,the
 

tumor
 

volume
 

was
 

measured
 

and
 

the
 

growth
 

rate
 

of
 

tumor
 

volume
 

was
 

calculated
 

by
 

two-dimensional
 

ultrasound,the
 

changes
 

of
 

tumor
 

peak
 

intensity
 

were
 

calcu-
lated

 

by
 

contrast-enhanced
 

ultrasound.The
 

level
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

in
 

rabbit
 

ser-
um

 

was
 

detected
 

by
 

ELISA.Hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

sections
 

of
 

tumor,and
 

the
 

microvessel
 

density
 

(MVD)
 

of
 

tumor
 

was
 

counted
 

by
 

immunohistochemical
 

staining,and
 

the
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correlation
 

between
 

MVD
 

and
 

VEGF
 

was
 

analyzed.Results The
 

growth
 

rate
 

of
 

tumor
 

volume
 

in
 

the
 

U+B+
M

 

group
 

was
 

the
 

lowest,followed
 

by
 

group
 

B,there
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

(P<0.05).The
 

peak
 

intensity
 

of
 

contrast-enhanced
 

ultrasound
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

change
 

of
 

ser-
um

 

VEGF
 

level:
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

peak
 

intensity
 

of
 

contrast-enhanced
 

ultrasound
 

and
 

VEGF
 

level
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

before
 

treatment
 

(P>0.05);After
 

28
 

days
 

of
 

treatment,the
 

peak
 

inten-
sity

 

of
 

contrast-enhanced
 

ultrasound
 

and
 

the
 

level
 

of
 

VEGF
 

in
 

the
 

U+B+M
 

group
 

and
 

the
 

B
 

group
 

were
 

sig-
nificantly

 

lower
 

than
 

those
 

before
 

treatment
 

(P<0.05),and
 

the
 

reduction
 

degree
 

of
 

the
 

U+B+M
 

group
 

was
 

significantly
 

greater
 

than
 

that
 

of
 

the
 

B
 

group
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

peak
 

intensity
 

of
 

contrast-enhanced
 

ultrasound
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

in
 

the
 

C
 

group
 

(P>0.05),but
 

there
 

was
 

signifi-
cant

 

difference
 

in
 

VEGF
 

level
 

(P<0.05).After
 

28
 

days
 

of
 

treatment,the
 

peak
 

intensity
 

of
 

contrast-enhanced
 

ultrasound
 

and
 

the
 

level
 

of
 

VEGF
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

significantly
 

different
 

(P<0.05),the
 

differ-
ences

 

between
 

pairwise
 

comparison
 

between
 

groups
 

was
 

also
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Pathological
 

HE
 

staining
 

showed
 

that
 

part
 

of
 

the
 

tumor
 

microvessels
 

in
 

the
 

U+B+M
 

group,B
 

group
 

had
 

cystic
 

dilation,
the

 

tube
 

wall
 

was
 

discontinuous,and
 

a
 

few
 

red
 

blood
 

cells
 

oozed
 

out
 

of
 

the
 

lumen,and
 

the
 

U+B+M
 

group
 

was
 

more
 

obvious
 

than
 

that
 

in
 

the
 

B
 

group.MVD
 

was
 

positive
 

correlation
 

with
 

serum
 

VEGF
 

level
 

in
 

tumor
 

tisse
 

(r=0.94,P<0.01).Conclusion Low-frequency
 

and
 

low-power
 

focused
 

ultrasound
 

and
 

the
 

cavitation
 

effect
 

of
 

its
 

contrast
 

agent
 

microbubbles
 

can
 

enhance
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

bevacizumab
 

on
 

rabbit
 

VX2
 

liver
 

cancer
 

to
 

a
 

certain
 

extent.
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  肝细胞癌(hepatocellular
 

carcinoma,HCC)是常

见的恶性肿瘤之一,其发病机制复杂,大多预后较差,
生存期短。目前常用的治疗方式包括手术切除、介入

栓塞、射频消融及分子靶向治疗等,治疗方法各有优

劣,在提升疗效方面还需进一步探索研究。贝伐珠单

抗是临床用于抑制新生血管形成的常用药,可作为继

索拉非尼之后治疗晚期 HCC的又一可行选择[1],由
于缺乏靶向性,单纯用药的效果欠佳。随着超声造影

技术的不断发展,造影剂微泡不仅可进入微循环进行

显影,还能通过一定声强的超声波辐照产生空化效

应,提高肿瘤组织的局部药物灌注,从而增强治疗效

果[2-3]。本实验拟通过监测肿瘤的体积、造影峰强度

和兔血清血管内皮生长因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)水平变化情况及对肿瘤病理切

片的微血管密度(microvessel
 

density,MVD)分析等

来探索研究超声空化效应联合贝伐珠单抗治疗兔

VX2肝癌的效果,为临床诊疗HCC提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物、试剂及仪器

选取造模2周的VX2肝癌模型兔30只(上海洛

宇生物科技有限公司),雌雄不限,体重(2.37±0.11)

kg。抗VEGF、CD34单克隆抗体(福州迈新生物科技

有限公司),贝伐珠单抗注射液(上海罗氏制药有限公

司),声诺维造影剂(上海博莱科信谊药业有限责任公

司),VEGF
 

ELISA检测试剂盒(上海酶联生物科技有

限公司);东芝Aplio
 

500超声诊断仪[东芝医疗系统

(中国)有限公司],低功率聚焦超声实验装置(重庆融

海超声医学工程研究中心有限公司)。本实验已通过

昆明医科大学动物实验伦理审查委员会审查,批准号

kmmu20211434;实验动物生产许可证号SCXK(滇)

K2020-0004,实 验 动 物 使 用 许 可 证 号 SYXK(滇)

K2020-0006。

1.2 实验分组及治疗方法

VX2肝癌模型兔分为3组,每组10只:U+B+
M组(超声辐照+贝伐珠单抗+造影剂微泡)、B组

(单纯静脉滴注贝伐珠单抗)、C组(空白对照组,未进

行任何治疗)。声诺维造影剂准备:按使用说明书的

操作流程使用5
 

mL生理盐水溶解声诺维造影剂(含
六氟化硫气体59

 

mg,冻干粉25
 

mg),充分摇匀至乳

白色。B组采用静脉缓慢滴注贝伐珠单抗注射液(10
 

mg/kg,1
 

mg/mL),滴注时间约45
 

min;U+B+M组

在B组基础上待贝伐珠单抗滴注至20
 

min左右,抽
取声诺维造影剂0.2

 

mL予以团注,用1
 

mL生理盐

水冲管,同时进行超声辐照。辐照设备及参数:采用

低功率聚焦超声实验装置,选择连续工作模式,频率

为0.65
 

MHz,功率为1.5
 

W/cm2,每次治疗共照射8
次,每次辐照时间为20

 

s,间隔时间为20
 

s。以上方法

每7天治疗1次,共治疗4次。

1.3 肿瘤体积增长率计算

于治疗前和治疗第28天对各组实验兔的肿瘤组

织行二维超声扫查,测量肿瘤的前后径(L)、左右径

(W)、上下径(H)3个参数,根据公式计算肿瘤的体

积:L×H×W×π/6[4],测量3次取平均值。计算肿

瘤体积增长率,肿瘤体积增长率=治疗第28天肿瘤
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体积/治疗前肿瘤体积×100%[5]。
 

1.4 肿瘤超声造影检查

对肿瘤行超声造影并存储动态图像,启动机器自

带的图像分析软件行时间-强度曲线(time-intensity
 

curves,TIC)定量分析,对比治疗前和治疗第28天肿

瘤的造影峰强度变化。

  粉色区域:肿瘤组织;绿色区域:正常肝组织,呈典型的“快进快出”

增强模式。

图1  超声造影时间-强度曲线图

1.5 血清VEGF水平检测

治疗前,在麻醉状态下,经兔耳缘动脉取全血1~
2

 

mL,常温下静置2
 

h,再用离心机1
 

000
 

×g离心30
 

min,采集上清液于-80
 

℃冰箱保存;于治疗第28天

用同样的方法采集血清,按ELISA试剂盒操作说明

书检测各组兔血清VEGF水平。

1.6 肿瘤组织病理及 MVD检测

实验结束后,处死实验兔,制作肿瘤组织石蜡切

片,对病理切片行苏木素-伊红(HE)染色及抗CD34
单克隆抗体免疫组织化学染色。以肿瘤血管内皮细

胞出现边界清楚的褐色或黄褐色颗粒为一条微血管,
包括独立的血管内皮细胞或细胞束,带有粗大平滑肌

的或管径超过8个红细胞直径的血管除外。通过Im-
age

 

J图像分析软件对 MVD[6]进行测定并统计分析。

1.7 统计学处理

采用SPSS26.0软件分析数据,符合正态分布的

计量资料用x±s表示,多组间比较用方差分析,组间

两两比较用LSD-t检验。同一实验组治疗前、后比较

用配对t检验。两变量的相关性分析采用Pearson直

线相关分析法。以P<0.05差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 肿瘤体积增长率

治疗后U+B+M 组肿瘤体积增长率最低,且小

于100%,即成负增长;B、C组肿瘤体积增长率均大于

100%,即均呈正增长。3组间肿瘤体积增长率比较差

异有统计学意义(P<0.05);进一步组间两两比较,差
异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。

2.2 超声造影

2.2.1 超声造影峰强度定量分析

治疗前各组超声造影峰强度比较差异无统计学

意义(P>0.05);治疗后,U+B+M 组(t=15.46)、B
组(t=6.51)超声造影峰强度较治疗前降低,差异均

有统计学意义(P<0.05),且 U+B+M 组减低程度

明显大于B组(P<0.05);C组治疗前、后超声造影峰

强度比较差异无统计学意义(t=2.17,P>0.05);治
疗后,3组超声造影峰强度比较差异有统计学意义

(P<0.05),进一步组间两两比较差异均有统计学意

义(P<0.05)。见表2。
表1  各组VX2兔肿瘤体积增长率比较(x±s,%,n=10)

组别 治疗前 治疗后 肿瘤增长率(%)

U+B+M组 1.12±0.48 1.07±0.28b 96.77±3.48

B组 1.19±0.52 2.50±0.50a 214.40±12.78a

C组 1.15±0.46 3.49±0.12ab 308.11±16.65ab

  a:P<0.05,与U+B+M组比较;b:P<0.05,与B组比较。
 

表2  各组超声造影峰强度比较(x±s,×10-5
 

AU,n=10)

组别 治疗前 治疗后

U+B+M组 56.63±1.55 32.94±1.03a

B组 54.19±2.23 39.60±1.65ab

C组 54.36±1.57 55.56±1.26bc

  a:P<0.05,与治疗前比较;b:P<0.05,与 U+B+M 组比较;c:

P<0.05,与B组比较。
 

2.2.2 肉眼评估

U+B+M 组肿瘤体积较治疗前略缩小,B组稍

增大,C组明显增大。超声造影峰强度:C组超声造影

峰强度较治疗前增高,其余2组降低,且U+B+M组

降幅较B组显著。上述特征与软件定量分析结果一

致,见图2。

2.3 血清VEGF水平测定

治疗前各组VEGF水平比较差异无统计学意义

(P>0.05)。治疗后,U+B+M 组、B组较治疗前降

低,差异有统计学意义(P<0.05),且U+B+M 组降

低程度大于B组(P<0.05);C组治疗较治疗前后升

高,差异有统计学意义(P<0.05)。3组VEGF比较

差异有统计学意义,进一步行组间两两比较,差异也

均有统计学意义(P<0.05)。见表3。
表3  各组治疗前、后血清VEGF水平

   比较(x±s,pg/mL,n=10)

组别 治疗前 治疗后

U+B+M组 29.62±0.60 21.89±0.50a

B组 28.96±0.57 24.25±0.53ab

C组 29.14±0.55 34.34±0.41abc

  a:P<0.05,与治疗前比较;b:P<0.05,与 U+B+M 组比较;c:

P<0.05,与B组比较。
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  紫色:肿瘤;蓝色:正常肝脏。

图2  各组肝癌组织治疗前、后超声造影时间-强度曲线对比图

2.4 病理 MVD
2.4.1 病理检测

对各组肿瘤组织病理切片行 HE染色,C组可见

散在分布、形态各异的癌巢,癌巢内肿瘤细胞分布密

集,核大而深染;另可见局灶性坏死的肿瘤组织,肿瘤

细胞体积缩小,核固缩、碎裂。癌巢之间可见形态多

变、数量不等且走行弯曲的血管及纤维组织,血管腔

内可见红细胞;U+B+M 组、B组部分微血管腔呈囊

状扩张,管壁连续性中断,可见红细胞渗出至管腔外

(箭头所示),且U+B+M组较B组明显,见图3。
2.4.2 MVD检测

各组抗CD34单克隆抗体染色呈褐色颗粒,形态

各异、分布不均,靠近肿瘤组织边缘、新生癌巢内相对

密集;部分着色的细胞团中央可见微血管腔。U+
B+M组、B组及C组颗粒密集程度依次递增,见图

4。治疗后,U+B+M 组、B组、C组 MVD值分别为

(21.57±4.20)、(27.86±6.20)、(49.71±4.72)个,3
组肿瘤切片的 MVD值比较差异有统计学意义(P<
0.05);组 间 两 两 比 较 差 异 也 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。对肿瘤组织中 MVD与血清VEGF水平行相

关性分析,结果显示二者呈显著正相关(r=0.94,P<
0.01),见图5。

  A:U+B+M组;B:B组;C:C组。

图3  各组肿瘤组织 HE染色

  A:U+B+M组;B:B组;C:C组。

图4  不同实验组 MVD表达情况图
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图5  肿瘤 MVD与血清VEGF水平Person相关分析图

3 讨  论

HCC发病隐匿,进展迅速,向四周浸润性生长的

同时,会对内部组织和血管形成推挤,导致缺氧和供

能不足,刺激了血管生成通路,分泌大量促血管生产

因子,其中 VEGF是最重要的组成部分之一[7],在
HCC组织中的表达明显高于周边正常肝组织,参与

HCC的 转 移 和 复 发[8]。贝 伐 珠 单 抗 作 为 重 组 人

VEGF的单克隆抗体,可以竞争性地抑制VEGF与血

管内皮生长因子受体(VEGFR)结合,从而抑制新生

血管的形成,达到拮抗肿瘤生长的目的,在临床中常

用且安全性可靠。DEME等[9]
 

用贝伐珠单抗治疗无

法手术切除的结肠癌肝转移病例,将患者的生存期延

长了6.5个月,然而贝伐珠单抗单独用药对肿瘤新生

血管形成的抑制效果并不理想。
 

姚远方等[5]通过载药微球携贝伐珠单抗介入栓

塞治疗兔
 

VX2肝癌,证实了其疗效优于单纯载药微

球或栓塞微球联合贝伐珠单抗,因栓塞致肿瘤内部缺

氧,一定程度上刺激了肿瘤的生长[10],而且由于微球

粒径的限制,无法通过微小血管充分发挥治疗作用。
LI等[11]、YANG等[12]研究发现,低强度超声辐照造

影剂微泡产生的空化效应能一过性地增宽血管内皮

间隙,促进物质和水分跨细胞转运,引起毛细血管扩

张和细胞水肿等。静脉途径给药效益-风险优于口服

类抗肿瘤药物[13]。而超声辐照造影剂微泡空化联合

贝伐珠单抗治疗肝癌的研究报道较少,本实验采用了

超声辐照造影剂微泡联合贝伐珠单抗经耳缘静脉同

时给药的方法与常规静脉滴注贝伐珠单抗进行疗效

比较。B组单纯使用贝伐珠单抗能一定程度上减慢

肿瘤生长速度,而U+B+M 组肿瘤增长率明显低于

B组(P<0.05),说明超声空化效应增强了贝伐珠单

抗对兔VX2肝癌的治疗效果。刘娅等[14]用低机械指

数(0.2~0.3)超声辐照造影剂微泡联合阿霉素经耳

缘静脉给药,进一步改善了对皮下 VX2荷瘤兔的治

疗效果,同时发现超声空化效应对肿瘤生长有一定的

抑制作用,与本研究结果一致。
肿瘤超声造影峰强度与组织内部的血流灌注量

有关,间接反映肿瘤内部的血管密度。本研究 U+
B+M组、B组的超声造影峰强度均不同程度减低,即
肿瘤组织内部新生血管密度减低,且 U+B+M 组减

低幅度大于B组(P<0.05),说明低频低功率聚焦超

声辐照造影剂微泡联合贝伐珠单抗抑制新生血管形

成的作用强于单纯用药,该结论与董桂芳等[15]、唐远

姣等[16]的研究结果一致,即超声空化效应能够增强药

物的治疗效果及基因的转染率,同时降低细胞毒性。
ELISA检测结果显示,除C组血清 VEGF水平

增高外,其余2组的血清VEGF水平均出现不同程度

的降低,其中U+B+M 组的降低幅度较B组大。同

时,本实验采用免疫组织化学技术对组织血管内皮细

胞进行CD34染色标记,计算不同组别肿瘤组织的

MVD[17],以预测肿瘤的发展、预后等情况[18]。结果

提示,肿瘤组织中 MVD与血清VEGF水平呈显著正

相关。研究表明,肿瘤的相对灌注率和血流分级均与

MVD和VEGF相关,推测病理 MVD与血清 VEGF
可能存在相关性[19],本实验与该结论结果相符。

病理HE染色观察到U+B+M组肿瘤微血管的

病理损伤较B组明显,说明低频低功率聚焦超声辐照

造影剂微泡产生的空化效应能增强对肿瘤新生血管

的破坏作用。
综上所述,低频低功率聚焦超声辐照造影剂微泡

能一定程度上增强贝伐珠单抗对肿瘤新生血管生成

的抑制作用,从而拮抗肿瘤组织生长,为人类临床治

疗 HCC提供了参考,具有一定的借鉴意义。本研究

存在一定的局限性,本实验采用的是声诺维造影剂,
受粒径限制无法进入微血管充分发挥治疗作用,后续

研究拟采用纳米微泡造影剂。本实验采用了药物与

微泡同时注射的方法,计划于后期实验采用载药微泡

及靶向载药微泡对肿瘤进行治疗,对比不同实验方案

的疗效。该实验样本量较小,今后仍需进一步扩大样

本量加以验证。
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