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经肝动脉灌注平阳霉素碘油乳剂对兔正常

肝脏组织的影响
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　　摘要：目的　探讨平阳霉素碘油乳剂（ＰＬＥ）经肝动脉灌注对兔正常肝脏组织的影响。方法　
１４只４～５个月龄日本大耳白兔，体重（２．５±０．２）ｋｇ，按注入生理盐水或 ＰＬＥ的量分为假手术组、实验
Ａ组（低剂量组）和实验 Ｂ组（高剂量组）。各组兔均开腹穿刺肝动脉，按分组剂量注入 ＰＬＥ。术后 １，
２，４，６周取病理切片，ＨＥ染色，光镜下观察肝脏组织学改变；免疫组织化学（免疫组化）染色标记血小
板衍化生长因子 Ｂ链（ＰＤＧＦＢ），并行图象分析。结果　Ａ组 ＨＥ染色肝细胞呈一过性水样变，变性在
２周时最重，至 ６周已明显减轻。Ｂ组 ＨＥ染色 ２周时肝细胞明显水样变，４周时可见汇管区纤维组织
增生，６周时部分肝组织出现明显假小叶结构。免疫组化染色显示，ＰＤＧＦＢ在肝细胞胞膜及纤维间隔
中有明显表达。结论　经肝动脉灌注 ＰＬＥ可导致正常肝脏组织产生不同程度的肝纤维化；ＰＤＧＦＢ参
与了肝纤维化的病理过程。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（３）：２２７－２３１］
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　　国内近年已广泛开展经肝动脉插管灌注平阳

霉 素 碘 油 乳 剂 （ｐｉｎｇｙａｎｇｍｙｃｉｎｌｉｐｉｏｄｏｌｅｍｕｌｓｉｏｎ，

ＰＬＥ）治疗肝血管瘤的研究。该项治疗为一些巨

大肝血管瘤外科手术切除困难的患者及部分不愿

手术或不能手术的患者解除了痛苦，开辟了一条

治疗肝血管瘤的新途径。但平阳霉素作为一种抗

肿瘤抗生素在累计应用到一定剂量后可产生肺纤

维化等副作用［１］。由此，笔者疑及经肝动脉插管

灌注 ＰＬＥ治疗肝血管瘤是否会对正常肝组织产生

影响，是否也会造成肝组织纤维化，目前尚不清

楚。本研究旨在通过动物实验模拟肝血管瘤临床

介入治疗过程，对上述问题作初步探讨。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组

４～５个月龄日本大耳白兔 １４只，雌雄不限，

体重（２．５±０．２）ｋｇ，由中国医科大学实验动物中

心提供。按注入生理盐水或 ＰＬＥ的量分组。假手

术组：经肝动脉注入生理盐水 ０．４ｍＬ（ｎ＝４）。实

验 Ａ组（低剂量实验组）：０．０８ｍＬ碘油 ＋０．３ｍｇ

平阳霉素 ＋０．２ｍＬ生理盐水（ｎ＝５）。实验 Ｂ组

（高剂量试验组）：０．２ｍＬ碘油 ＋１．２ｍｇ平阳霉素

＋０．２ｍＬ生理盐水（ｎ＝５）。

１．２　方法

１．２．１　实验方法　所有实验兔于术前 ２４ｈ禁

食，４ｈ禁水。速眠新注射液（长春农牧大学军事

兽医研究所）０．８ｍＬ肌内注射麻醉，腹中线切口

长 ８ｃｍ。进腹腔后，剪开小网膜（兔体内实际为少

量透明系膜组织），于胃幽门上方找到肝门，可见

明显的肝动脉搏动，走行朝向肝内，行程中可见其

发出胃十二指肠动脉，向幽门部走行（图１）；用５１２
头皮针穿刺肝动脉，针头越过胃十二指肠动脉后

按上述各组药物和剂量分别给药。拔出针头后用

明胶海绵按压 １ｍｉｎ，确定无出血后关腹缝合。术

中均严格采用无菌操作。

１．２．２　取材　假手术组、Ａ组及 Ｂ组共 １４只兔

分别于术后 １，２，４，６周全麻后，于剑突下偏左

或偏右处切一长 ２ｃｍ小口，分离肌肉组织，暴露

肝脏，观察其大体改变，并于肝表面用手术刀切

取一 块 约 ３ｍｍ×３ｍｍ大 小 的 肝 组 织 块，再 用

１８Ｇ肝穿刺针于肝脏深处取 ２块组织，明胶海绵

按压止血后缝合。取出的肝组织用清水冲洗后

立即置福尔马林液固定。

　　图 １　肝总动脉、胃十二指肠动脉及肝固有动脉
　腹中线切口于胃幽门上方可见肝总动脉，走行朝向
肝内，中途发出胃十二指肠动脉及肝固有动脉（血管

钳所指）

１．３　观察指标
１．３．１　肝组织学改变　取材标本采用常规石蜡
包埋，５μｍ连续切片，苏木素 －依红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ
ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色，光镜下观察肝脏组织学改变。
１．３．２　血小板衍化生长因子 Ｂ链（ＰＤＧＦＢ）免
疫组织化学（免疫组化）染色　采用 ＡＢＣ法略加
改良（试剂盒购于武汉博士德公司）。常规石蜡

脱水；０．２％ＴＷＥＥＮ２０ＰＢＳ漂洗；０．４％胃蛋白酶
抗原修复；加入 ＰＤＧＦＢ一抗抗体；滴加二抗抗
体；加 ＡＢＣ复合物；ＤＡＢ显色（棕黄色）；封片。
１．３．３　图象分析处理　使用 ＭｅｔａＭｏｒｐｈ／ＤＰ１０／ＢＸ５
彩色显微图象分析仪进行组织化学定量分析。测

定条件：随机选取每张切片 ５个视野，测定其阳性
染色（棕黄色）的积分光密度值（ＩＯＤ）；ＩＯＤ值越
高表明组织抗原含量越高。取 ５个视野的平均值
作为该切片的 ＩＯＤ值。
１．４　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件对数据进行统计分
析，数据以 （ｘ±ｓ）表示。

２　结　果

Ａ组兔 ２周时取材后死亡 １只，另 补充 １只
（原因考虑为麻醉过量及术后保暖欠佳）。所有

实验兔均按照上文实验方法的操作步骤进行。

８２２
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２．１　肝脏大体观
２．１．１　Ａ组　１周，全组兔肝脏边缘欠锐利；２

周，有 ３兔肝脏部分区域表面覆盖白色被膜，肝缘

变钝；４周，５兔肝缘欠锐利，未见白色被膜；６周，

大体观与 ４周相仿。

２．１．２　Ｂ组　１周有 ３兔肝脏被膜颜色变白，全

组 ５兔肝缘欠锐利；２周，５兔肝脏部分区域表面

覆盖白色被膜，肝脏明显肿大，肝缘变钝；４周，大

体观与 ２周相似；６周，肝脏部分区域覆盖白色被

膜，肝缘钝，肝表面凸凹不平（图 ２）。

　　图 ２　Ｂ组 ６周时肝脏大体观　部分区域覆盖白
色被膜，肝缘钝，肝表面凸凹不平

２．１．３　假手术组　肝缘锐利，肝表面光滑，色泽鲜亮。

２．２　光镜下组织学观察 ３组肝细胞的改变

２．２．１　Ａ组　１周，肝细胞轻度水样变性，汇管

区可见淋巴细胞浸润；２周，肝细胞明显水样变

性，汇管区淋巴细胞浸润；４周，肝细胞水样变性

减轻，未见纤维化；６周，部分肝细胞仍有肿胀，纤

维间隔未见明确增宽（图 ３）。

２．２．２　Ｂ组　１周，肝细胞中度水样变性，肝索

拥挤，肝窦充血，汇管区淋巴细胞浸润；２周，肝细

胞明显水样变性，胞浆空亮，部分肝细胞可见嗜酸

性坏死，呈散在或团片状分布，肝窦充血，汇管区

大量淋巴细胞浸润（图 ４）；４周，肝细胞中度水样

变性，汇管区可见纤维组织增生，小叶间隔增厚，

肝窦充血，部分淋巴细胞浸润；６周，肝细胞轻度

水样变性，汇管区纤维组织增生，向小叶内延伸扩

展，形成分割包绕趋势，部分肝组织可见假小叶形

成（图 ５）。

２．２．３　假手术组　光镜下肝索排列整齐，小叶

结构清晰。

２．３　３组的 ＰＤＧＦＢ免疫组化染色结果及 ＩＯＤ值

棕黄色染色为阳性染色。假手术组除汇管区

有部分阳性染色外，肝细胞均为阴性染色。Ａ，Ｂ

组肝细胞胞膜及纤维间隔中有明显阳性和强阳性

染色。染色强度随取材时间不同有明显变化（图

６）。Ａ组及 Ｂ组 ＩＯＤ值均在 ２周达高峰，至 ６周

时明显下降。Ａ组和 Ｂ组各时点的 ＩＯＤ值均明显

高于假手术组 （Ｐ＜０．０１）；Ｂ组各时点的 ＩＯＤ值

亦明显高于 Ａ组（表 １）。

表１　各组兔ＰＤＧＦＢ免疫组化染色定量分析（ＩＯＤ，ｘ±ｓ）

分组 １周 ２周 ４周 ６周

Ａ 　　 ８８７１４±１０１１５１），２） 　　１１０９６０±９７７４１），３） 　　 ９６４３５±１９０１２１），４） 　　７４０４９±７５０３１），２）

Ｂ 　　１１８７１４±１４９４１１） 　　１３０３９９±１１６９０１） 　　１１６５９４±２１２３０１） 　　１０１７３２±８７９４１）

假手术 　　 ４２７４５±８７１ 　　 ４４０５２±１０４３ 　　 ４１０８１±７６９ 　　 ４６３６６±９７５

　　注：１）与假手术组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ｂ组比较Ｐ＜０．０１；３）与Ｂ组比较０．０１＜Ｐ＜０．０５；４）与Ｂ组比较Ｐ
!

０．０５

图３　Ａ组６周时未见明显纤
维化改变（ＨＥ×１００）

图４　Ｂ组２周时的肝细胞明

显水样变性，胞浆空亮，部分

肝细胞可见嗜酸性坏死，汇管

区大量淋巴细胞浸润 （ＨＥ×

４００）

图５　Ｂ组６周时的肝细胞轻

度水样变性，汇管区纤维组织

增生，向小叶内延伸扩展，部

分肝组织可见假小叶形成

（ＨＥ×１００）

图６　Ｂ组肝细胞免疫组化染

色所见肝细胞胞膜及纤维间

隔中有明显阳性和强阳性染

色（ＡＢＣ×４００）

９２２
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３　讨　论

平阳霉素是从我国平阳地区土壤分离的链霉

菌 产 物，其 成 分 相 当 于 国 外 产 的 博 莱 霉 素

（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ）Ａ５成分。其主要副作用有发热、胃肠

道反应、皮肤反应、肺炎样变或肺纤维化［１－３］。临

床报道当平阳霉素累计用量达到 ４５０ｍｇ时，３０％

的患 者 可 致 严 重 肺 纤 维 化。Ｍａｔａｌｏｎ等［４］ 用

ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ对鼠支气管行一次性灌注，造成鼠肺纤

维化。Ｈａｙ等［５］研究认为 ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ对血管内皮存

在非特异性抑制和破坏作用，并将这种作用称之

为“祛血管作用”。金洪等［６］通过向大鼠气管内

滴注平阳霉素证明其可导致大鼠肺纤维化。曾

庆乐等［７］报道利用平阳霉素与碘油混合乳剂经动

脉灌注治疗富血管肿瘤包括肝癌、肝血管瘤及子

宫肌瘤等取得良好效果。近几年，有关 ＰＬＥ治疗

肝血管瘤，子宫肌瘤的报道越来越多，平阳霉素

已经广泛应用于临床介入治疗。但目前用其治

疗血 管 瘤 的 剂 量 各 家 尚 无 统 一 标 准 （一

般８～４０ｍｇ）。对于 ＰＬＥ介入治疗肝血管瘤是否

会对正常肝脏组织产生影响，是否也会造成正常

肝组织纤维化，目前尚无定论。

介入治疗肝血管瘤的最佳选择是将微导管头

端插入血管瘤的直接供血动脉。但有时由于技

术原因或患者经济承受能力等因素，目前很多医

院仍停留在肝左右动脉甚至肝固有动脉给药。

这种给药方式依据的理论是肿瘤的“盗血作用”，

即由于肿瘤血供相对于正常肝组织丰富，血管增

粗，使得血管阻力压强减小血液优先进入肿瘤的

供血动脉。尽管如此仍会有部分碘油混合乳剂

随血流进入正常肝组织中，更何况许多肝血管瘤

的动脉血供并不丰富，“盗血作用”也不明显。这

样会有更多的 ＰＬＥ进入正常肝组织。而究竟这

部分 ＰＬＥ会造成肝组织及机体多大损伤，目前尚

不明了。

根据 Ｒａｏｕｌ等［８］研究表明，经肝固有动脉给药，

进入原发性肝癌组织内的碘油（Ｔ）与进入正常肝

组织的碘油（ＮＴ）之比（Ｔ／ＮＴ）为４．３±２．６。由于

肝海绵状血管瘤是肝实质中异常扩张的血窦，也

是由肝动脉供血，异常的血窦同样缺乏肌层、内弹

力层、单核 －吞噬细胞系统及淋巴系统。因此可大

致认为与原发性肝癌的碘油吸收率相近。

由于无法复制肝血管瘤的动物模型，为研究

经肝固有动脉灌注 ＰＬＥ治疗肝血管瘤会对正常

肝组织产生多大损伤，笔者等根据 Ｒａｏｕｌ等的研

究结果设计了 ２组剂量：Ａ组即目前临床用药的

上限，４０ｍｇ平阳霉素，１５ｍＬ碘油混合制成混悬

乳剂，然后根据兔与人体重公斤比，及动物与人

用药剂量换算公式：Ｄ２＝Ｄ１×Ｒ２／Ｒ１×（Ｗ１／Ｗ２）
１／３。

（Ｄ为动物公斤体重剂量；Ｒ为动物体形系数；

Ｗ为动物体重）。

其中兔体形系数为９３，人体形系数为１００，人

体重按 ６０ｋｇ计。算出用药剂量，再根据碘油在

肿瘤组织与非瘤正常肝组织的吸收比率（Ｔ／ＮＴ

为 ４．３±２．６），取其下限：即 Ｔ／ＮＴ＝２，得出较

高剂量组（Ｂ组）用药量。同样按照目前临床使

用的较常用剂量即 １６ｍｇ平阳霉素，１０ｍＬ碘油混

合，并取 Ｔ／ＮＴ的中间值既 Ｔ／ＮＴ＝４得出较低剂

量组（Ａ组）用量。将上述剂量分别注入兔正常

肝脏中。

本组结果显示 ＰＬＥ对兔正常肝组织可产生的

影响：

（１）组织学改变　ＨＥ染色光镜下结果显示

（Ｂ组）中第 １４天肝细胞变性最重。随时间推移，

肝细胞变性在减轻；而纤维化则在第 ４周出现，

至 ６周部分肝组织形成假小叶结构。Ａ组则呈一

过性肝细胞水样变性，２周时变性最重，至 ６周时

细胞变性减轻，未见明确纤维化改变。

（２）ＰＤＧＦＢ免疫组化结果分析　ＰＤＧＦＢ是

参与肝纤维化最重要的细胞因子，是促使肝脏纤

维化形成的启动因子，其主要作用是促使肝星状

细胞（ＨＳＣ）增殖，促使 ＨＳＣ移行并诱导 ＨＳＣ合成

ＴＧＦ，ＩＧＦ等细胞因子，引发肝纤维化［９－１０］。本实

验通过 ＰＤＧＦＢ的免疫组化染色证实 ＰＬＥ介导的

肝纤维化也是由 ＰＤＧＦＢ启动并参与的。通过组

织化学定量分析，可看出 ＰＤＧＦＢ最高表达出现

在 ２周，到 ６周已经有明显下降。抗原表达主要

集中在肝细胞膜和纤维间隔中。

０３２
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（３）ＰＬＥ混悬乳剂的配置　经肝动脉灌注

ＰＬＥ，低剂量组可致肝细胞水样变性；高剂量组可

致肝纤维化甚至肝硬化改变。因此应用 ＰＬＥ介

入治疗肝血管瘤时，为避免正常肝组织损伤，应

采用低剂量用药。此外碘油与平阳霉素溶解液

的配比也很重要。国内医院的经验是碘油与平

阳霉素溶解液按体积比 １．０∶１．０～１．５为宜，其

理论依据是该浓度下的混悬乳剂黏滞性低，容易

进入肿瘤的供血动脉［１１］。但根据 ＴｈｉｅｒｒｙｄｅＢａｅｒｅ

等［１２］研究表明超液化碘油的混悬乳剂共有 ４种，

其 Ｔ／ＮＴ值如下：小滴油包水（ｓｍａｌｌｄｒｏｐｌｅｔｗａｔｅｒ

ｉｎｏｉｌ）Ｔ／ＮＴ为 ４．０７±１．７３；小滴水包油（ｓｍａｌｌ

ｄｒｏｐｌｅｔｏｉｌｉｎｗａｒｔｅｒ）Ｔ／ＮＴ为 ５．０２±０．７９；大滴

油 包 水 （ｌａｒｇｅｄｒｏｐｌｅｔｗａｒｔｅｒｉｎｏｉｌ） Ｔ／ＮＴ 为

１０．２６±２．８８；大 滴 水 包 油 （ｌａｒｇｅｄｒｏｐｌｅｔｏｉｌｉｎ

ｗａｒｔｅｒ）Ｔ／ＮＴ为 ３．８４±０．９１。

进入正常肝组织的混悬乳剂最少的是 ｌａｒｇｅ

ｄｒｏｐｌｅｔｗａｒｔｅｒｉｎｏｉｌ，其Ｔ／ＮＴ值为 １０．２６±２．８８。

配制方法是按碘油与平阳霉素溶解液体积比

１．２５∶１．００混合，用 ２只 １０ｍＬ注射器连接 １个三

通管反复抽吸 ２０次后获得。国内报道采用的混

悬乳剂形式上属于 ｌａｒｇｅｄｒｏｐｌｅｔｏｉｌｉｎｗａｒｔｅｒ，其

Ｔ／ＮＴ为 ３．８４±０．９１。这种混悬乳剂经肝动脉

灌注 后，进 入 正 常 肝 组 织 的 量 是 ｌａｒｇｅｄｒｏｐｌｅｔ

ｗａｒｔｅｒｉｎｏｉｌ的近 ３倍。因此当采用 ＰＬＥ栓塞治疗

肝血管瘤时，应采用较低剂量（１６ｍｇ）的平阳霉素，

并按照碘油与平阳霉素溶解液体积比１．２５∶１配置

混悬乳剂，以减少 ＰＬＥ进入正常肝组织。

综上所述，笔者有如下看法：（１）临床上应

用 ＰＬＥ栓塞治疗肝血管瘤时，导管头端应超选择

进入肿瘤直接供血动脉。（２）如不能超选插管则

平阳霉素用量不应超过１６ｍｇ，否则有可能造成正

常肝组织纤维化；碘油与平阳霉素溶解液的体积

比以 １．２５∶１．００为佳。（３）ＰＤＧＦＢ作为启动因

子参与了该纤维化过程。
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