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　　摘要：目的　探讨射频消融联合亚砷酸局部治疗对兔肝 ＶＸ２肿瘤的有效性和安全性，并探讨其
机制。方法　建立新西兰兔肝 ＶＸ２肿瘤模型 ２８只，随机分为 ４组，每组 ７只，分别进行亚砷酸（亚砷
酸组）、射频消融（射频组）、射频消融加亚砷酸（联合组）和生理盐水（对照组）治疗。于术前、术后 １，
３，７ｄ和 １４ｄ耳缘静脉抽血检查丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ），同时行超声学检查。治疗后第 １４天处死所有实
验动物，通过免疫组织化学方法检测 ＶＥＧＦ，并分析其与肿瘤体积的相关性。结果　联合组治疗后仅
第 １天 ＡＬＴ与术前差异有显著性（Ｐ＜０．０５），第 ３天下降至接近术前水平；联合治疗能更好地抑制肿
瘤生长；亚砷酸组、射频组及联合组肿瘤组织 ＶＥＧＦ水平均低于对照组（Ｐ＜０．０５），射频组低于亚砷酸
组（Ｐ＜０．０５），联合组低于其余 ２组，ＶＥＧＦ表达强度与肿瘤体积呈显著正相关（ｒ＝０．７８，Ｐ＜０．０１）。
结论　联合治疗能通过抑制肿瘤新生血管生成而抑制肿瘤生长，且对肝脏无明显损害。
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ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ７３５．７　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　射频消融（ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｂｌａｔｉｏｎ，ＲＦＡ）是治疗
肝癌的一种新手段，疗效确切［１］。临床研究发现，

对直径大于 ５ｃｍ的恶性肿瘤治疗不彻底是 ＲＦＡ
所面临的一大难题［２－３］。笔者采用 ＲＦＡ联合亚砷
酸局部治疗兔肝 ＶＸ２肿瘤，观察联合治疗的有效
性和安全性，并通过对新生血管形成的影响来探

讨其机制。

１　材料与方法

１．１　材料
新西兰大白兔 ２８只，雄性，兔龄 ３～５个月，

体重 ２．５～３．０ｋｇ，由重庆医科大学实验动物中心
提供。ＶＸ２肿瘤种兔，购于重庆医科大学超声研
究所。亚砷酸注射液（１０ｍＬ：１０ｍｇ／支），哈尔滨
伊达药业有限公司惠赠。ＬＤＲＦ－１２０Ｓ型多极射
频治疗仪，系中国绵阳生产。生物显微镜，系日本

Ｏｌｙｐｕｍｓ生产。兔抗兔血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）
多克隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公司。

ＬＯＧＩＯ９型超声仪系美国 ＧＥ公司生产。
１．２　方法
１．２．１　模型制作　采用组织块移植法［４］。切取

ＶＸ２肿瘤种兔生长旺盛的“鱼肉样”肿瘤组织块，
剪成约 １ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小的组织块，置于
ＲＰＭＩ１６４０培养液中备用。实验动物术前１２ｈ内
禁食 不 禁 饮，实 验 时 采 用 ３％ 戊 巴 比 妥 钠 按
３０ｍｇ／ｋｇ经兔耳缘静脉注射麻醉。上腹部用 ８％
硫化钠脱毛。严格无菌操作。于剑突下 １ｃｍ处
取 ２～３ｃｍ长的正中切口，逐层入腹。暴露兔肝
脏左叶靠近胆囊的较厚处，用显微外科直血管钳

沿肝包膜下向肝实质中央插入约 １ｃｍ，做成一直
径为２～３ｍｍ的隧道。取备用的瘤组织块植入隧
道底部，用无菌棉球轻压隧道表面及入口处至彻底

止血，依次缝合切口。术毕肌注射青霉素１０万 Ｕ。
１．２．２　分组与处理　移植后 ２周超声测得直径
约 ２．０～２．５ｃｍ的移植瘤视为移植成功。将荷瘤
兔 ２８只按随机数字表随机分为 ４组，即对照组
（生理盐水组）、射频组、亚砷酸组和联合组（射频

和亚砷酸组），每组 ７只。荷瘤兔均开腹直视下进
行实验处理。射频治疗用动物用射频电极对肿瘤

进行射频治疗，采用基础功率为 ２０Ｗ，时间为
４ｍｉｎ。亚砷酸剂量依据治疗人急性早幼粒细胞白
血病 １０ｍｇ／ｋｇ（体重），按照人与兔间体表面积折

算等效剂量比值计算出为 ０．６ｍｇ／ｋｇ，并稀释至
总量为 ２．７ｍＬ；用 ５ｍＬ无菌注射器向移植瘤内注
射。联合治疗时与射频治疗同时进行。空白对照

组仅给生理盐水 ２．７ｍＬ瘤内注射，操作过程同亚
砷酸组。

１．２．３　肝脏功能和超声检测　于治疗术前、术
后 １，３，７ｄ和 １４ｄ耳缘静脉抽血查 ＡＬＴ。同时行
彩色超声检查，测量肿瘤的最小径（ａ１）与最大径
（ｂ１）。计算肿瘤体积及肿瘤体积抑制率。肿瘤
体积 ＝ａ１×ｂ１２／２［５］，肿瘤体积抑制率 ＝（对照组
平均 体 积 －实 验 组 体 积 ）／对 照 组 平 均 体
积×１００％。
１．２．４　免疫组织化学染色和结果判断标准　于
治疗后第 １４天处死所有动物取标本，测量各组肿
瘤的大小，并剖视大体标本，测量肿瘤的最小径

（ａ２）与最大径（ｂ２），并计算肿瘤体积及肿瘤体
积抑制率。将动物肝标本用 １０％甲醛液固定，石
蜡包埋，切成 ５μｍ厚的组织片。免疫组化染色按
ＳＡＢＣ说明书并参考二抗要求进行，用磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）代替一抗作阴性对照。

观察镜下观察肿瘤细胞以胞浆出现棕黄色的

颗粒为 ＶＥＧＦ阳性细胞。高倍镜下取 ４个不同的
视野，各记数 １００个细胞，按阳性细胞占所计数细
胞的百分比计算：＜５％为阴性（－）；５％ ～１５％
为弱阳 性 （＋）；１５％ ～５０％ 为 阳 性 （＋ ＋）；
＞５０％为强阳性（＋＋＋）。
１．３　统计学处理

数据用均数 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示。采用
ＳＡＳ８．０１统计软件分析。检验水准 α＝０．０５。各
组之间的两两比较采用 ＳＮＫ法分析（α＝０．０５）。
ＶＥＧＦ与肿瘤体积的关系用秩检验分析。

２　结　果

２．１　联合治疗的安全性
新西兰大白兔 ＡＬＴ正常值范围是３０～１１０Ｕ／Ｌ。

联合组 ＡＬＴ在术后第 １天比术前明显升高，差异有
显著性（Ｐ＜０．０５），但平均值在正常范围内；第３天
下降，接近术前水平（Ｐ＞０．０５）；第 ７天恢复至术前
水平，第１４天正常或稍低。射频组 ＡＬＴ变化趋势同
联合组，各时相无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。对照组
和亚砷酸组治疗后 ＡＬＴ与术前无显著性差异
（Ｐ＞０．０５）（表１）（图１）。

１７７
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表１　各组治疗前后ＡＬＴ值比较（Ｕ／Ｌ，ｘ±ｓ）

组别 治疗前（Ｕ／Ｌ）
治疗后（Ｕ／Ｌ）

第１天 第３天 第７天 第１４天

对照组（ｎ＝７） ３２．５７±４．７２ ３２．５４±３．８１ ３４．１９±４．１１ ３５．６４±４．９４ ３７．１８±５．３４

亚砷酸组（ｎ＝７） ３２．７９±４．０８ ３４．２３±４．１４ ３４．１５±５．３１ ３３．６２±４．８３ ３３．１８±４．４９

射频组（ｎ＝７） ３３．０１±３．２１ ４６．１７±６．５７ ３８．４３±５．３７ ３２．２５±５．３３ ３３．２４±５．２１

联合组（ｎ＝７） ３２．８３±３．４７ ４９．６３±７．１５ ４６．３２±６．２０ ３５．２１±５．２６ ３２．５３±４．３７

　　　注：与治疗前比，Ｐ＜０．０５
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图１　各组治疗前后ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）变化趋势

２．２　各组兔肝 ＶＸ２肿瘤的体积
二维超声所测的肿瘤体积显示，联合组和射

频组治疗后肿瘤体积第 １天稍微增大 （表 ２）
（图２），但与治疗前差别无显著性（Ｐ＞０．０５），然
后逐渐减小；对照组肿瘤体积逐渐增大。治疗

１４ｄ时直视所测联合组肿瘤体积水平小于其他各
组，差别有显著性（Ｐ＜０．０５）；射频组体积小于
亚砷酸组，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）（表 ３）。

表２　不同时相各组肿瘤体积（ｃｍ３，ｘ±ｓ）

组别 治疗前（ｘ±ｓ）
治疗后（ｘ±ｓ）

第１天 第３天 第７天 第１４天

对照组（ｎ＝７） ３．２０±０．１５ ３．３１±０．１７ ３．８６±０．２４ ４．５９±０．３３ ６．６８±０．４２

亚砷酸组（ｎ＝７） ３．３２±０．１３ ３．４３±０．１４ ３．３７±０．１６ ３．６１±０．２５ ４．０１±０．３１

射频组（ｎ＝７） ３．２６±０．１２ ３．３８±０．１６ ３．１８±０．０９ ２．８５±０．０８ １．９３±０．０６２）

联合组（ｎ＝７） ３．３０±０．１４ ３．４１±０．１５ ２．７４±０．１１ ２．３２±０．０７ １．２５±０．０８１）

　　注：１）与同时间其他组比较，Ｐ＜０．０５；２）与同时间射频组比较，Ｐ＜０．０５
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图２　不同时期各组肿瘤体积的变化趋势

表３　治疗后１４ｄ时实测各组肝移植瘤平均体积和肿瘤体积
抑制率

分组 瘤体积（ｃｍ３，ｘ±ｓ） 肿瘤体积抑制率（％）

对照组 ７．１８±２．２１ 　　　　 ０１），２）

亚砷酸组 ４．２８±１．２６ 　　　４８．３１），２）

射频组 １．６７±０．３５ 　　　７５．９１）

联合组 １．０２±０．１３ 　　　８５．８

　　注：１）与联合组比较，Ｐ＜０．０５；２）与射频组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　各组肿瘤组织中ＶＥＧＦ蛋白表达水平的比较
治疗第 １４天时各治疗组肿瘤组织 ＶＥＧＦ表达

水平均低于对照组（均 Ｐ＜０．０５）；以联合组最低
（Ｐ＜０．０５）；射频组低于亚砷酸组（Ｐ＜０．０５）
（表 ４）（图 ３－４）。

表４　治疗第１４天各组肝移植瘤组织中ＶＥＧＦ蛋白表达

组别
ＶＥＧＦ表达程度

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋）
性率（％）

对照组 ０ １ ２ 　４１），２） １００

亚砷酸组 ２ ３ ２ 　０１），２） ７１．４

射频组 ３ ２ ２ 　０１） ５７．１

联合组 ５ １ １ 　－ ２８．６

图３　对照组 ＶＥＧＦ免疫组化染色（ＳＡＢＣ×２００） 图４　联合组 ＶＥＧＦ免疫组化染色 （ＳＡＢＣ×２００）
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２．４　ＶＥＧＦ与肿瘤体积的关系
经秩检验显示 ＶＥＧＦ表达与肿瘤体积呈重度

正相关（ｒ＝０．７８，Ｐ＜０．０５）（图 ５）。
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图 ５　ＶＥＧＦ表达与肿瘤体积关系

３　讨　论

本实验结果表明，联合治疗仅造成兔肝功能

的一过性损害，是安全的。此结果与范林军等［６］

的报道一致。然而，联合治疗却能缩小肿瘤的体

积，治疗第 １４天时与射频消融组
$

亚砷酸组和

对照组相比差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。且发现
联合治疗组病灶完全凝固性坏死或肿瘤体积明

显减小，超声发现肿瘤治疗灶中心和周边没有血

流信号或明显减少，频谱多普勒未探及血流频

谱；而单纯射频消融治疗后肿瘤中心和周边有少

量血流信号。说明联合治疗具有明显协同增强

作用，可能机理是亚砷酸离解增加局部离子量，

从而增加射频电流使产热增加。溶液可使热传

导加快而均匀，减少射频针的炭化［７］，同时亚砷

酸导致肿瘤细胞对热的敏感性增加，而增强射频

的作用从而增大治疗范围。射频消融产生局部

高温，使癌细胞产生凝固性坏死或损伤，受损的

癌细胞对亚砷酸敏感性增加，耐受性降低，从而

增加亚砷酸的治疗作用。

ＶＥＧＦ可促进内皮细胞分裂增殖、血管生成，
并使血管通透性升高，血浆外渗，为内皮细胞移

动提供暂时的基质成分［８］，从而促进肿瘤的生长

与转移。ＶＥＧＦ在正常组织很少表达，而本实验
结果显示，对照组 ＶＥＧＦ表达率为 １００％。在治
疗 １４ｄ时联合治疗组

$

射频消融组和亚砷酸组

均较对照组明显降低（Ｐ＜０．０５）。且 ＶＥＧＦ与肿

瘤体积呈正相关。因为亚砷酸不仅能抑制 ＶＥＧＦ
的基础分泌，还能抑制表皮生长因子等作用后的

诱导分泌 ［９］。亚砷酸主要成分三氧化二砷，有显

著抑制内皮细胞增生作用和鸡胚绒毛尿囊膜

（ＣＡＭ）血管形成的作用 ［１０］。单纯射频亦可明显

抑制肿瘤组织 ＶＥＧＦ蛋白的表达；其机制可能是
热消融导致肿瘤细胞坏死或失活，也可能是坏死

组织引起的免疫反应抑制了肿瘤 ＶＥＧＦ蛋白的表
达。联合治疗后肿瘤组织 ＶＥＧＦ蛋白的表达水平
明显低于对照组与单纯射频、亚砷酸组。说明联

合治疗通过热消融与亚砷酸的协同作用能更强

地抑制肿瘤 ＶＥＧＦ蛋白的表达，从而抑制肿瘤血
管生成，破坏了恶性肿瘤的生长、浸润和转移必

需的条件，提高了肿瘤的治疗效果。
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