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摘　 要　 目的:观察栓塞微球对比碘化油乳剂经肝动脉灌注化疗栓塞对 VX2 兔肝癌模型血管内皮生长因子(VEGF)、结缔组织生
长因子(CTGF)和缺氧诱导因子(HIF)α-1 的影响及疗效。 方法:选取 VX2 兔肝癌模型 24 只,使用随机数字表法分为空白对照
组、栓塞微球组、碘化油乳剂组,每组 8 只。 经肝动脉分别灌注 0. 9%氯化钠溶液 1

 

mL、栓塞微球 0. 5
 

mL+表柔比星溶液 0. 5
 

mL、
碘化油乳剂 0. 5

 

mL+奥沙利铂 0. 5
 

mL,观察并比较各组 VX2 兔肝癌模型 VEGF、CTGF 和 HIFα-1 水平及病灶坏死情况。 结果:行
化疗药灌注及栓塞后,各组的 VEGF、CTGF 和 HIFα-1 水平均有不同程度升高。 术后 7、14

 

d,栓塞微球组、碘化油乳剂组的 VEGF、
CTGF 和 HIFα-1 水平明显高于空白对照组,差异均有统计学意义(P<0. 05)。 术后 28

 

d,栓塞微球组、碘化油乳剂组的Ⅱ—Ⅳ级病
灶坏死率高于空白对照组。 栓塞微球组与碘化油乳剂组病灶坏死率的差异无统计学意义(P>0. 05)。 结论:经肝动脉栓塞治疗
后,因使用栓塞药物不同造成不同栓塞水平可能影响 VEGF、CTGF 和 HIFα-1 表达及病灶坏死率。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

DC
 

bead
 

drug
 

embolic
 

microspheres
 

and
 

iodinated
 

oil
 

emulsion
 

on
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

( VEGF),
 

CTGF
 

and
 

hypoxia-inducing
 

factor
 

( HIF)
 

α-1
 

in
 

VX2
 

rabbit
 

liver
 

cancer
 

model
 

and
 

efficacy
 

evaluation.
 

METHODS:
 

Totally
 

24
 

VX2
 

rabbit
 

liver
 

cancer
 

models
 

were
 

selected.
 

The
 

experimental
 

animals
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

control
 

group,
 

DC
 

bead
 

drug
 

embolic
 

microspheres
 

group
 

and
 

iodinated
 

oil
 

emulsion
 

group,
 

with
 

8
 

cases
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

hepatic
 

artery
 

was
 

perfused
 

with
 

1
 

mL
 

of
 

0. 9%
 

sodium
 

chloride
 

solution,
 

0. 5
 

mL
 

of
 

embolic
 

microspheres
 

+
 

0. 5
 

mL
 

of
 

epirubicin
 

solution,
 

0. 5
 

mL
 

of
 

iodinated
 

oil
 

emulsion
 

+
 

0. 5
 

mL
 

of
 

oxaliplatin.
 

The
 

levels
 

of
 

VEGF,
 

CTGF,
 

HIFα-1
 

and
 

lesion
 

necrosis
 

rate
 

of
 

VX2
 

rabbit
 

liver
 

cancer
 

model
 

were
 

observed
 

and
 

compared.
 

RESULTS:
 

The
 

levels
 

of
 

VEGF,
 

CTGF
 

and
 

HIFα-1
 

increased
 

significantly
 

after
 

chemotherapy
 

infusion
 

and
 

embolization.
 

At
 

7
 

days
 

and
 

14
 

days
 

after
 

surgery,
 

the
 

levels
 

of
 

VEGF,
 

CTGF
 

and
 

HIFα-1
 

in
 

DC
 

bead
 

drug
 

embolic
 

microspheres
 

group
 

and
 

iodinated
 

oil
 

emulsion
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group,
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0. 05).
  

At
 

28
 

days
 

after
 

surgery,
 

the
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lesion
 

necrosis
 

rate
 

in
 

DC
 

bead
 

drug
 

embolic
 

microspheres
 

group
 

and
 

iodinated
 

oil
 

emulsion
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group.
  

Yet
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

DC
 

bead
 

drug
 

embolic
 

microspheres
 

group
 

and
 

iodinated
 

oil
 

emulsion
 

group
 

( P > 0. 05).
 

CONCLUSIONS:
 

After
 

treatment
 

via
 

hepatic
 

artery
 

embolization,
 

different
 

embolic
 

levels
 

caused
 

by
 

different
 

embolic
 

drugs
 

may
 

affect
 

the
 

expression
 

difference
 

of
 

VEGF,
 

CTGF
 

and
 

HIFα-1
 

and
 

lesion
 

necrosis
 

rate.
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Vascular
 

endothelial
 

growth
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Connective
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growth
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Hypoxia-inducing
 

factor
 

α-1

　 　 肝细胞肝癌是世界上最常见的第 6 种恶性肿瘤和第 2 大

恶性肿瘤死亡原因。 我国为乙型病毒性肝炎大国,而肝癌与乙

型病毒性肝炎关系十分密切,大部分肝癌可能是乙型病毒性肝

炎后肝硬化发展至肝癌,肝癌具有起病隐匿、发展迅速等特点,
以至疾病早期很难发现[1-3] 。 对于失去手术机会或不愿接受

手术的原发性肝癌患者,肝动脉灌注化疗栓塞术( TACE)是目

前临床的有效治疗方法[4-6] 。 但在多次介入治疗后,大部分肿

瘤只能部分坏死,而残余恶性肿瘤组织可能成为肿瘤复发及转

移的根源。 其主要原因是可能 TACE 加重了残余恶性肿瘤组

织缺血、缺氧,导致促血管生长相关因子分泌增加[7-9] 。 这也

可能是多次 TACE 后临床效果欠佳的主要原因。
TACE 最初使用碘化油作为栓塞药物,但是碘化油所致的

并发症较多,即使采用超选择性插管技术,仍有严重并发症发

生[10] 。 而药 物 缓 释 微 球 的 出 现 改 变 了 上 述 局 面, 如

Embosphere 微球、DC-Bead 载药微球等相关栓塞药物栓塞微球

对血管内皮生长因子(VEGF)、结缔组织生长因子( CTGF)、缺
氧诱导因子(HIF)α-1 等血管生成因子的影响方面有研究较少

且疗效报道不一。 故本实验通过观察及分析碘化油乳剂及栓

塞微球对 VEGF、CTGF 和 HIFα-1 表达的影响及疗效,为临床

合理选择栓塞药物供理论依据。
1　 材料与方法
1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物:体重为 2. 0 ~ 2. 5
 

kg 的新西兰大白兔(购自

新疆医科大学实验动物中心),按照每 1
 

mL / kg 采用 3%戊巴

比妥钠静脉麻醉,备皮,碘伏消毒后开腹接种 VX2 肝细胞肝癌

悬液 1
 

mL,细胞浓度为 1×105 / mL。 3 周后采用超声检查证实

造模是否成功。 使用随机数字表法,将造模成功的实验动物分

为空白对照组、栓塞微球组和碘化油乳剂组,每组 8 只。
1. 1. 2　 仪器:DS-5vet 型超声机(重庆多普声电子科技有限公

司);
 

日立 7100 型血生化检测仪(日本 Hitachi 公司);
 

FD20 型
 

DSA(荷兰 philips 公司);
 

GE
 

Revolution 型
 

CT (美国 General
 

Electric 公司);SF-TGL-16M 型台式离心机(上海菲恰尔分析仪

器有限公司);LKB-V 型切片机(瑞典 BROMMA 公司)
 

CKX31-
C11BF 型显微镜(日本 Olympus 公司)。 自制硬膜外导管数

根。 22G 静脉留置针数只。
1. 1. 3　 药品与试剂:栓塞微球为 DC-bead

 

M1 型载药微球(美

国 Boston
 

Scientific 公司,直径 70~ 150
 

μm,批号为 V10839);碘
化油注射液(法国 GUERBET 公司,国药准字 HJ20171362,批号

为 RE1025);注射用盐酸表柔比星[辉瑞制药(无锡) 有限公

司,国药准字 H20000496,批号为 EL8527];奥沙利铂注射液

(江苏恒瑞医药股份有限公司,国药准字 H20213312,批号为

20J14);肝素钠注射液(天津生物化学制药有限公司,国药准字

H12020505,批号为 51210110);兔抗 VEGF 多克隆抗体(货号

为 ml088455,批号为 20V18J)、兔 CTGF 酶联免疫吸附试验

(ELISA) 试剂盒 ( 货号为 ml027236, 批号为 21G56E) 和兔

HIF-1α
 

ELISA 试剂盒(货号为 ml027885,批号为 21K06L)购自

上海酶联生物科技有限公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 VX2 兔肝癌模型肝动脉插管及化疗灌注栓塞:参考文

献[11]中的肝动脉插管法,兔术前禁食、水 12
 

h,按照 1
 

mL / kg
的 3%戊巴比妥钠静脉麻醉。 麻醉生效后于将腹股沟区备皮,
常规铺巾、消毒。 暴露并分离股动脉,使用静脉留置针穿刺股

动脉并固定、连接三通管及注射器,回抽注射器见血液回流注

入 1. 5
 

mL 肝素水。 在 DSA 透视下将自制导管及直径为

0. 035
 

56
 

cm 的导丝沿静脉留置针通道进入股动脉,跟进导管

至肝动脉内造影,明确肿瘤供血血管后,进一步插入导管,使导

管尽可能接近病灶供血动脉,导管到位后撤出导丝。 空白对照

组、栓塞微球组和碘化油乳剂组分别经导管灌注 0. 9%氯化钠

溶液 1
 

mL、栓塞微球 0. 5
 

mL(加载表柔比星 80
 

mg)、碘化油乳

剂(奥沙利铂 30
 

mg / kg 与碘油 1 ∶ 1混合)0. 5
 

mL,灌注栓塞结

束后,局部加压包扎,独立饲养。
1. 2. 2　 检测方法及指标:VX2 肝癌模型兔于注药后 1、3、7、14
及 28

 

d 经耳缘静脉采血,用 ELISA 法检测 VEGF、 CTGF 和

HIFα-1 表达水平,28
 

d 后行 CT 平扫后处死动物模型,参照改

良实体瘤疗效评价标准,以出现肝内病灶坏死为评价标准。 Ⅰ
级坏死定义为坏死体积<全肝体积的 25%,Ⅱ级坏死定义为坏

死体积占全肝体积的 25% ~ <50%,Ⅲ级坏死定义为坏死体积

占全肝体积的 50% ~ <75%,Ⅳ级坏死定义为坏死体积≥全肝

体积的 75%。 分别统计三组 VX2 兔肝癌模型的病灶内坏死

率。 取肝组织固定于 10%甲醛溶液中,行苏木精-伊红染色及

免疫组化染色后观察病理变化。
1. 3　 统计学方法

实验数据采用 GraphPad
 

8. 0 软件进行统计学处理并作

图。 各组间 VEGF、CTGF 和 HIFα-1 水平比较,若方差齐,采用

Student’s
 

t 检验(α = 0. 05);若方差不齐,采用 F 检验(α =
0. 05)。 各组间病灶坏死率采用 χ2 检验(α= 0. 05)。
2　 结果
2. 1　 介入术后对 VX2 兔肝癌模型病理结果的影响

在空白对照组中,可见典型肿瘤细胞,即细胞核质比高,胞
核形状大小不一,多见核分裂象,少见坏死肿瘤细胞,见图 1
(A)。 在碘化油乳剂组中,除见到典型肿瘤细胞外,还可见组织

中大面积肿瘤细胞坏死,核碎裂或溶解,坏死面积约占组织的

1 / 2,见图 1(B)。 在栓塞微球组中,大量肿瘤细胞坏死,核碎裂

或溶解,周围可见增生的结缔组织,坏死较碘化油乳剂组减少;
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汇管区可见胆管增生,伴有淋巴细胞点状浸润,见图 1(C)。

A. 空白对照组;B. 碘化油乳剂组;C. 栓塞微球组;黄色箭头为

核碎裂或溶解,红色箭头为周围可见增生的结缔组织。
A.

 

blank
 

control
 

group;
 

B.
 

iodized
 

oil
 

emulsion
 

group;
 

C.
 

DC
 

bead
 

drug
 

embolic
 

microspheres
 

group;
 

the
 

yellow
 

indicates
 

show
 

nuclear
 

fragmentation
 

or
 

dissolution,
 

and
 

the
 

red
 

arrows
 

indicates
 

the
 

surrounding
 

connective
 

tissue
 

proliferation.
图 1　 介入术对 VX2 兔肝癌模型细胞的影响(×200)
Fig

 

1　 Effects
 

of
 

interventional
 

therapy
 

on
 

VX2
 

rabbit
 

liver
 

cancer
 

model
 

cells
 

(×200)

2. 2　 介入术后对 VX2 兔肝癌模型的 CT 评估

术后 28
 

d,对三组动物模型行 CT 平扫检查,结果见图 2。
空白对照组中,Ⅰ级坏死 7 只,Ⅱ级坏死 1 只,Ⅲ级坏死 0 只,
Ⅳ级坏死 0 只;栓塞微球组中,Ⅰ级坏死 2 只,Ⅱ级坏死 4 只,
Ⅲ级坏死 1 只,Ⅳ级坏死 0 只;碘化油乳剂组中, Ⅰ级坏死

1 只,Ⅱ级坏死 4 只,Ⅲ级坏死 1 只,Ⅳ级坏死 1 只。 栓塞微球

组和碘化油组的Ⅱ—Ⅳ级坏死率高于空白对照组。 栓塞微球

组与碘化油组坏死率的差异无统计学意义( χ2 = 0. 292,P =
0. 592)。
2. 3　 不同栓塞材料对 VX2 兔肝癌模型 VEGF、CTGF 和

HIFα-1的影响

在术前,术后 1、3、7、14 及 28
 

d 使用 ELISA 法检测各实验

组 VEGF、CTGF 和 HIFα-1 的表达水平。 各组的 VEGF、CTGF
和 HIFα-1 水平均有逐渐升高再降低的趋势,与术前相比,术后

A. 碘化油乳剂组(红色箭头范围为病灶范围,内见不均匀密度,
高密度表示碘化油,低密度为坏死病灶);B. 栓塞微球组(红色箭头

范围为病灶范围,内见不均匀混杂密度,提示部分坏死)。
A.

 

iodized
 

oil
 

emulsion
 

group
 

(the
 

range
 

of
 

red
 

arrows
 

is
 

the
 

lesion
 

area,
 

where
 

uneven
 

density
 

is
 

seen,
 

high
 

density
 

indicates
 

iodized
 

oil,
 

low
 

density
 

indicates
 

necrotic
 

lesion);
 

B.
 

DC
 

bead
 

drug
 

embolic
 

microspheres
 

group
 

(the
 

red
 

arrow
 

is
 

the
 

lesion
 

area
 

with
 

uneven
 

mixed
 

density,
 

indicating
 

partial
 

necrosis) .
图 2　 各组 CT 结果

Fig
 

2　 CT
 

results
 

of
 

each
 

group

7、14
 

d
 

VEGF、CTGF 和 HIFα-1 升高较为明显;栓塞微球组、碘
化油乳剂组的 VEGF、CTGF 和 HIFα-1 表达水平高于空白对照

组,差异均有统计学意义( t 分别为 10. 19、4. 283、13. 65,8. 241、
9. 562、11. 362,P 均<0. 001),见图 3。 栓塞微球组与碘化油乳

剂组间上述指标水平比较,差异有统计学意义 ( t 分别为

8. 288、6. 211 和 8. 930,P 均<0. 001)。 其后的免疫组化的检测

结果也提示,在碘化油乳剂组中,VEGF、CTGF 和 HIFα-1 的表

达水平高于空白对照组及栓塞微球组,见图 4—6。
3　 讨论

本研究结果证实,行 TACE 治疗后,不论使用何种栓塞药

物治疗,VEGF、CTGF 和 HIFα-1 的表达水平均有不同程度升

高,可能是 TACE 治疗后引起肿瘤细胞局部缺氧,而缺氧环境

则导致肿瘤细胞发生适应性变化,其中包括缺氧反应基因的转

录与表达的升高[12-13] 。 文献报道,缺氧反应受 HIF-α 调控,诱
导 VEGF 表达,VEGF 高表达促进新生血管生成,由于新生肿

瘤血管结构与功能缺陷,将进一步加重缺氧,形成恶性循环,最
终导致肿瘤复发、 转移[14-15] 。 本研究中, 碘化油乳剂组的

VEGF、HIFα-1 表达水平高于栓塞微球组,考虑与栓塞药物粒
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A. VEGF;B. HIFα-1;C. CTGF。
A.

 

VEGF;
 

B.
 

HIFα-1;
 

C.
 

CTGF.
图 3　 各组 VX2 兔肝癌模型的 VEGF、CTGF 和

HIFα-1表达情况
Fig

 

3　 Expression
 

of
 

VEGF,
 

CTGF
 

and
 

HIFα-1
 

in
 

VX2
 

rabbit
 

liver
 

cancer
 

model
 

in
 

each
 

group

A. 空白对照组;B. 碘化油乳剂组;C. 栓塞微球组。
A.

 

blank
 

control
 

group;
 

B.
 

iodized
 

oil
 

emulsion
 

group;
 

C.
 

DC
 

bead
 

drug
 

embolic
 

microspheres
 

group.
图 4　 免疫组化法检测 VEGF 在各组的表达(×200)

Fig
 

4　 Expression
 

of
 

VEGF
 

in
 

each
 

group
 

detected
 

by
 

immunohistochemmistry
 

(×200)

A. 空白对照组;B. 碘化油乳剂组;C. 栓塞微球组。
A.

 

blank
 

control
 

group;
 

B.
 

iodized
 

oil
 

emulsion
 

group;
 

C.
 

DC
 

bead
 

drug
 

embolic
 

microspheres
 

group.

图 5　 免疫组化法检测 HIFα-1在各组的表达(×200)
Fig

 

5　 Expression
 

of
 

HIFα-1
 

in
 

each
 

group
 

detected
 

by
 

immunohistochemmistry
 

(×200)

A. 空白对照组;B. 碘化油乳剂组;C. 栓塞微球组。
A.

 

blank
 

control
 

group;
 

B.
 

iodized
 

oil
 

emulsion
 

group;
 

C.
 

DC
 

bead
 

drug
 

embolic
 

microspheres
 

group.

图 6　 免疫组化法检测 CTGF 在各组的表达(×200)
Fig

 

6　 Expression
 

of
 

CTGF
 

in
 

each
 

group
 

detected
 

by
 

immunohistochemmistry
 

(×200)

径有关,碘化油粒径约为 50
 

μm,兔肝血窦之间的缝隙约为

40
 

μm,且血窦发达,在加压注射或过量注射时,碘化油可能较

为容易穿过肝血窦。 而传统理论认为,栓塞微球体积恒定,本
研究使用栓塞微球粒径为 70 ~ 150

 

μm,不足以栓塞至血窦水

平。 因此,碘化油乳剂组的 VEGF、HIFα-1 高表达可能与栓塞

水平有关,即栓塞越接近肝血窦水平,乏氧越明显,HIFα-1 的

表达也会越高,从而影响 VEGF 的表达。 而 VEGF、HIFα-1 的

高表达促进新生血管生成,刺激肿瘤进一步生长,这也解释多

次 TACE 术后患者病情仍有进展的临床问题。
CTGF 在肝纤维化的发生、发展中起着重要的作用,同时

具有促进细胞增殖、迁移和血管生成等生物学功能[16] 。 既往

研究结果发现,CTGF 高表达可促进乳腺癌骨转移及恶性胶质

瘤发展[17] 。 而肝炎病毒介导的肝脏纤维化、肝硬化和肝癌三

者密不可分。 本研究结果证实,碘化油乳剂组的 CTGF 表达水

平明显高于其他两组,考虑也与栓塞水平有关。 CTGF 高表达

具有促进血管生成的生物学功能,而 VEGF 高表达也会促进肿

瘤血管的生成,两者相加,则会进一步促进肿瘤生长。
关于不同栓塞药物对肝内病灶坏死的程度,本研究未出现

阳性结果,但在Ⅳ级坏死中,碘化油乳剂组较栓塞微球组高,虽
差异无统计学意义(P>0. 05),但提示不同栓塞水平对病灶的

坏死有较大的影响。 同时也可解释碘化油乳剂组中为何

VEGF、CTGF 和 HIFα-1 的表达高于栓塞微球组,即肿瘤坏死组

织增多后可刺激肿瘤释放更多的 VEGF、CTGF 和 HIFα-1。 同

时也可能与本研究样本量偏少有关。
综上所述,不同的栓塞药物可造成不同水平的栓塞,从而

导致乏氧水平的差异,造成 VEGF、CTGF 和 HIFα-1 表达差异,
可能影响预后。 其中的分子生物学机制、肿瘤微环境机制及肿

瘤免疫机制有待进一步研究。
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对照组比较,治疗后观察组患者的 SOD、GSH-Px 水平明显升

高,MDA 水平明显降低,差异均有统计学意义(P< 0. 05)。 分

析原因,二甲双胍主要通过降低机体糖脂水平,减轻或消除糖

脂毒性,从而缓解氧化应激反应。
综上所述,肥胖型 2 型糖尿病患者口服二甲双胍,不仅可

有效控制血糖水平,降低氧化应激水平,还可有效缓解脂代谢

紊乱,改善胰岛素抵抗。
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