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肝癌经皮酒精注射术后肝再生的研究

李震 胡道予 郭友 夏黎明 冯 定义 曾引华

【摘要】 目的
:

研究经皮酒精注射术 (P EI )后
,

周 围叶的正 常肝脏组 织是否 存在肝 细胞再 生
,

及其 再生 的特 点
。

方 法
: V X Z 肝癌动 物模 型 兔 50 只

,

分别行 经皮酒精注射术和肝癌肝 叶切除术 (P H )
,

分 别检测术后 24 h
、

72 h 的兔肝组 织

的有丝分 裂指数 (M D
,

以流式细胞术 (F CM )行 D N A 含量 分析
,

测 定 S 期 细胞 比率 (S PF )
,
D N A 指数 (D D 的 变化

。

结

果
: P EI 术后 24 小 时兔肝有丝分裂指数

、

S 期 细胞比率
、

D N A 指数较对照组均 明显升 高(尸< 0
.

00 1 ) ;
术后 72 h

,

有丝分 裂

指数
、

S 期 细胞 比率较对照组 均无明显 差异 (尸> 。
.

05 )
,
D N A 指数较叶 照组升 高 (t 一 2

.

78
,

尸> 0
.

05 )
。

并且术后 24 h
,

PEI 术后肝 细胞增殖明 显弱 于肝癌肝叶切除 术
,

各 项 指 标差异 明显
。

结论
: PEI 术后 兔肝组 织 存在 一定程度的再 生

,

弱

于肝 叶切 除术后肝再 生
,

其原 因可能与 酒精的局 限性扩散和肝 内 酒精浓度升高作 用 有关
。
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M
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F ifty r a b bits w ith V X Z liv e r t u m o r u n d e r g o in g p e r e u t a eo u s e th a n o l inj e e tio n a n d h e -

p a tie lo b e et o m y
,
w e r e m e a s u r e d 2 4 h a n d 7 2 h la te r the m it o s is in d e x (M l)

,

s-- p h a s e ee ll fr a e tio n (SP F ) a n d D N A in d e x (D l)

o f the n o rm a l liv e r tis s u e by the flo w e yt o m e try (FCM )
.

R esu lts
:

M l
,

SPF a n d D l o f the r a b b it w ith V X Z liv e r tu m o r a t

2 4 h P o s t o p e r a tiv e ly
,
w e r e sig n ifie a n tly d iffe r e n t fr o m tho s e o f th e eo n t r o l g r o u P(P < 0

.

0 0 1 )
,

7 2h la te r
M l a n d SPF o f V X Z

liv e r t u m o r w e r e n o t s ig n ifie a n t ly d iffe r e n t fr o m th o se o f th e e o n t r o l g r o u p (P > 0
.

0 5 )
,

b u t D l o f V X Z liv e r tu m o r w a s

h ig h e r th a n th a t o f th e e o n t r o l g r o u p (t = 2
.

7 8
,

P < 0
.

0 5 )
.

M
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g r o u p s
.

C o n elu sio n : T h e liv e r r e g e n e r a tio n o f th e r a bb it w ith V X Z liv e r tu m o r a fte r PE I 15 w e a k e r th a n th a t b y h e p a tie 10
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经皮酒精注射术 (PEI )是治疗肝癌常用 的方法
。

但由于绝

大多数患者伴有肝纤维化
、

肝功能不 良以及酒精对肿瘤周围正

常肝组织 的难以避免的损害
,

由此可 能加重肝衰竭
。

肝癌介人

治疗后患者的预后和 肝细胞坏死 的程度和再生能力有关
。

阻

止肝坏死 目前研究较为深人
,

对促进肝再生 的研究
,

临床上多

集中在肝癌切除术后的患者
,

肝部分切除术后肝再生 已经得到

广泛的公认〔‘一 3〕。

而经皮酒精注射术 (PEI )作为一种内科性的

肝部分切除
,

术后是否存在类似的机制目前尚未见报道
。

我们

采用兔 V X Z 肝癌的动物模型
,

行经皮酒精注射术
,

检测相邻肝

叶肝细胞是否存在再生
。

材料和方法

1
.

实验动物模型的建立

日本大白兔 50 只
,

体重 2
.

6 ~ 3
.

3 K g
,

由同济医学院实验

动物中心提供
。

取传代的 V X Z 兔癌细胞株
,

切成 lm 耐 大小的组织块
。

作者单位
:
4 3。。30 湖北省

,

华中科技大学同济医学院附属同济医
院放射科

作者简介
:

李屁 (1 9 7 6 ~ )
,

男
,

黄石人
,

研究生
,

主要从事放射介人
工作

。

将兔麻醉
,

剖腹直视下将组织块接种 于肝包膜下
,

其上覆以小

块明胶海绵
。

接种成功后饲养 3 周
。

2
.

P E I治疗及影像学检查

随机将动物分成五组
。

即空 白对照组 (A 组 )
,

PEI 治疗组 1

(B 组 )和 2 (C 组 )
,

肝癌肝叶切除术组 1 (D 组 )和 2 (E 组 )
,

每组

1 0 只
。

接种成功 3 周后将兔麻醉
。

在磁共振监视下行肿瘤穿

刺
,

按照肿瘤直径每 Icm 给 1耐 的剂量注人无水乙醇 ; D 组与 E

组兔行肝叶肝癌切除术
,

即切除肿瘤所在的肝叶 (左叶或右叶 )
。

3
.

标本的采集和处理

术后第一天处死 A 组
、

B 组和 D 组
,

第三天处死 C 组和 E

组
。

处死后立即取出肝脏
,

切 下小块无肿瘤肝叶的肝组织
,

剥

离肝包膜及肝内结缔组织
,

以 0
.

01 M 的 PBS 洗净血液后剪碎
.

加人消化液消化
,

置人 4
O

C 冰箱过夜后 中止消化
。

离心
,

弃上

清
,

80 %冰乙醇固定
,

置 一 20o C 冰箱过夜
。

固定后细胞用 PBS
洗涤两次

,

于 4 0 u lPC 中冰上孵育 3 0 m in
,

加 1 0m g / l的碘化丙

锭 (Pl)1 0 Ou l和 0
.

1写R N A 酶(R n a s e A ) 50 u l
.

室温下 D NA 染

色 20 分钟
,

待流式细胞术分析
。

[l, 3〕

将剩余肝组织照像
,

测定肿瘤大小
,

观察形态变化
。

取下

小块无肿瘤肝叶的肝组织
,

40 %福尔马林固定
,

H E 染色制片
。
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流式细胞术分析 (Flo w e y t o m e t r y
,
FCM )

经上述处理后 的细胞
,

荧光标记成功后应用 FA C S or t 流

式细胞仪 (美国 Bet o n Di ck so
n

公司 )进行检测
,

激光激发波长

4 8 8 n m
,

发射波长 6 2 0 n m
。

应用 C e llq u e s t 软件
,

对所测细 胞进

行分析 [ , 〕。

5
.

观察及测定项 目

B 组和 C 组兔 PEI 术前后行 M R I 薄层扫描
,

观察 乙醇弥

散情况
。

大体病理检测肝肿瘤的大小及生长状况和 乙醇扩散情况
。

病理切片在光学显微镜 (O ly m p us )下有 丝分裂计数
,

油镜

下计算每 1 0 0 0 个细胞中处于有丝分裂期的肝细胞所占 比例作

为有丝分裂指数 (M D
。

流式细胞术分析行 D N A 含量分析
,

计算 S 期 细 胞 比例

(SP F )
:

SP F一 S / (S + G ,

/ G
。

+ G : / M ) x 1 0 0 %

D N A 指数 (D D
:
D l一实验组 G ,

/ G
。
期 的 比例 / 对照组 G l

/

G
。

期 的比例 火 1。。%

细胞周期 时像
:

G l

/ G
。

期 S 期 G Z

/ M 期

6
.

统计学分析
:

所有数据采 用 t 检验
。

表2 术后第1 天 PE I组与肝切除术组的Ml
、

SPF
、

D l的t检验结果

指标 P E I组

M l(% )

SP F (% )

D I

1
.

5 1 士 0
.

3 2

1 4
.

7 9 士 3
.

6 0

0
.

8 3 士 0
.

0 2

肝 叶切 除术组

3
.

3 1 士 0
.

5 4

2 1
.

7 6 士 5
.

0 2

0
.

7 5 士 0
.

0 3

t 值 尸 值

P< 0
.

0 0 1

P< 0
.

01
P< 0 01

表 3 术后第 3 天 PE I组与对照组的Ml
、

SPF
、

D l的t检验结果

指标 PE I组 对照 组 才值 尸值

M l(% )

SP F (% )

D I

0
.

6 1士 0
.

2 4

5
.

6 6 士 1
.

9 8

0
.

9 5 士 0
.

0 2

0
.

9 9

0
.

9 1

2
.

7 8

P> 0
.

0 5

P> 0
.

0 5

P< 0
.

0 5

表 4 术后第 3 天PEI组与肝切除术组的t检验结果

指标 PE I组 肝 叶切除术组 t 值 尸 值

P> 0
.

05
P> 0

.

0 5

P> 0
.

05
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讨 论

结 果

1
.

大体病理学及影像学改变
:

3 周末兔 V X Z 肝癌 呈 白色结节状
,

接 近肝表面
,

直径为

3
.

4 士 1
.

sc m
,

肿瘤组织与正常肝组织分界不清
,

经皮酒精注射术后

肿瘤周围部分肝组织被酒精浸润坏死
,

呈白色
,

界限清晰
。

MR I 示

肿瘤呈结节样改变
,

T I
加权像显示肿瘤低信号改变

,

爪 加权像显

示肿瘤为高信号
,

注人酒精后周围组织信号无明显降低 (图 l)
。

2
.

细胞学变化
:

光镜下 肝组织 细胞固定 良好
,

形态正常
,

可 以见到清晰的

有丝分裂
,

计算有丝分裂指数 (M D
。

在荧光显微镜下可 以清楚

的看到肝细胞分离成单个
、

固定及染色良好
,

并发出红色的荧

光 ( 图 2 )
。

流式细胞仪检测
,

术后第一 天
, P E I 治疗组和肝癌肝

叶切除术组 S 期
、

G Z
/ M 期细胞均有增多 ( 图 3)

,

术后第 3 天
,

PEI 治疗组和肝癌肝叶切除术组 S 期
、

G :
/ M 期细胞均较对照

组无明显变化 (图 4)
。

( l) 术后第 1 天
: PEI 治疗组与对照 组的有丝分裂指数

(Ml )
、

S期所占比例 ( SPF)
、 D N A 指数 ( D l ) 的测定结果进行前

后配对 t 检验结果见表 l 。

肝癌肝叶切除术组与 PEI 治疗组的

以上各指标的测定结果进行前后配对 t 检验结果见表 2 ,

各指

标均明显升高 ( 尸< 0
.

0 5 )
。

( 2) 术后第 3 天
:

P E I 治疗组与对照组的各指标进行前后

配对 t 检验结果见表 3 。

肝癌肝叶切除术组与 P E I 治疗组的 以

上各指标的测定结果进行前后配对 t 检验结果见表 4
。

表1 术后第1 天 PE I 组与对照组Ml
、

SP F
、

D l的t检验结果

指标 PE I 组 对照组 t 值 尸值

M l(% )

S PF ( % )

D I

1
.

5 1士 0
,

3 2

1 4
.

7 9 士 3
.

6 0

0
.

8 3士 0
.

0 2

0
.

5 1士 0
.

2 1

4
.

9 0 士 1
.

7 6

1 关

8
.

2 6 P< 0
.

0 0 1

7
.

8 0 P< 0
.

0 0 1

8
.

7 6 P< 0
.

0 0 1

肠
以 正常对照组的 D l值为 1

,

DI 的 正常范围为 0
.

9一 1
.

1

经皮酒精注射术 ( PEI ) 是 目前治疗肝癌常用 的方法之一
,

尤其是对单发
、

多发 的小结节型肝癌有独特的疗效
。

但是绝大

多数肝癌患者同时伴有肝纤维化
、

肝功能不 良以及酒精对肿瘤

周围正常肝组织的损害
,

由此必定会加 重肝衰竭
。

在外科肝癌

切除术的患者中
,

术式的选择
,

切除范围的大小
,

不仅取决于肿

瘤本身
,

更大程度上依赖 于患 者的肝脏功能
,

尤其是残余肝细

胞的状况
。

不适当的扩大手术范 围 只会导致患者肝衰竭而死

亡
。

因此
,

肝癌切除术后残余肝细胞的再生能力往往决定了患

者的预后
。

术前如果能够预估患者的肝再生能力
,

可以适当扩

大或缩小手术范围
,

以提高患者 的生存质量
。

经皮酒精注射术

( PE D 作为一种内科性的肝部分切 除
,

也存在着同样 的 问题
。

因为肿瘤的形状往往不规则
,

注射扩散的范围难 以迅速仔细观

察界定
,

过大的剂量注射可能也会导致肝衰竭
。

所 以酒精注射

治疗方案的选择
、

患者的预后与患者的残余肝组织的功能也密

切相关
。

目前对于这一问题的研究尚少
,

酒精注射术后是否存

在肝再生也不清楚
,

这种再生是否与外科切除术后 的肝再生有

着相似的意义
,

这些 问题的探讨对指导治疗方案
,

改善患者预

后有极其重要的意义
。

肝部份切除术后 的肝再生是一 种代偿性增生
。

肝细胞再

生是通过激发成熟的处于休眠期的肝细胞再次进人细胞增殖

循环而发生的
。

其过程是 [1j :
鼠肝 70 % 部分切除术后

,

术后

1 2h 细胞内 R N A 与蛋白质升高
,

24 h D N A 复制到达高峰
,

并开

始有丝分裂 ; 7 2h 后再生过程明显减弱而停止
。

并且
,

肝再生的

强度与切除的多少密切相关
。

10 % 的肝切除无明显增生
,

10 肠

一 3。% 增生微弱
,

30 % 以上明显增 生
,

30 % 以上随着切除范围

的扩大增生更强
。

至 70 %到达顶峰
。

其后随着切除范围的扩

大再生减弱
,

出现急性肝衰竭
,

切 除 85 % 的肝脏时动物死 亡
。

而 目前评价肝再生最为确切的方法是直接检测细胞 D N A 的变

化和有 丝分裂状况
。

本实验取非肿瘤肝叶的正常组织
,

在油镜
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兔肝 叶切除相 当于切除了约 40 % 肝脏
,

术后第一天 (24 h)

肝细胞再生 D N A 复制十分显著
,

与前人的研究相符合
。

PEI

术后 的肝再生可能与肝再生发生的机制和 PEI 术的特点有关
。

根据肝再生 的细胞表 面调节物 一损伤素 一肝细胞生长因子学

说
:

一方 面
,
PEI 术后

,

酒精浸 润 的局部细胞发生坏死
,

因为所

有坏死凋亡的肝细胞都能诱导血 中肝内损伤素 (Inj 盯in) 的产

生
,

M at s u m ot
o K [4j 认为损伤 素是一 种耐酸耐热

,

分子量为

10 一 3 o K D 的蛋 白质
,

它在肝损伤后 3 一 6h 明显升高
,

使远离损

伤肝的器官 (如肺脏 )内的 H G F m R N A 增加
,

使血中肝细胞生

长因子 (H e p a t o e yt e G r o w t h F a e t o r ,

H G F ) 的浓度 和活性增加
,

H G F 作为强大的促有 丝分裂原启动肝再生
。

另一方面
,

损伤

使肝细胞失去紧密接触
,

致细胞表面调节物 (C el l S盯 fac
e
Mol

-

e e u le
,

CSM )降低
,

失 去 C SM 的细胞间接触抑制作用 (C o n t a e t

In hi bi ti o n )
,

使得细胞对各种促有丝分裂原反应增加
,

近来研究

发现
,

它还 能使蛋白激酶 C 等在 2一3 天达到顶峰
,

组织蛋白合

成增加川
。

另外
,
P E I术后一过性肝功能的不 良

,

使机体组织

自生对肝功能的需要也能促进肝再生
。

这是 P E I 术后肝再生

发生可能的机制
。

但是
,
PEI 术只是作用 于肿瘤及其周边 1一

Zc m 正 常肝组织区域川
,

内科性的肝部分切除的范围小 于肝叶

切除术
,

切除的范 围小
,

再生 弱
。

可能还有较低浓度的酒精停

留于周围肝脏内
,

而急性酒精暴露本身可通过抑制 羊氨基丁酸

转移蛋白的转录激活 区抑制肝细胞再生川
。

使得术后第一天

PEI 术后肝细胞再生要弱 于肝癌肝叶切除术后肝细胞再生
。

PEI 术后第三天
,

肝再生指标中有丝分裂指数
、

S 期细胞比

例均与对照组无明显差异 (尸> 0
.

0 5)
,
D N A 指数虽然单纯从统

计学上分析
,

与对照组差异明显 (t 一 2
.

78
,
尸< 0

.

0 5 )
。

但是
,
D l

值本身为 0
.

95 士 0
.

02
,

在正常范 围 (0
.

9一 1
.

1) 之内
,

没有实际

的临床意义
。

可以认为 PEI 术后第三天肝再生 已经停止
,

统计

学上的差异考虑为抽样误差所致
。

而术后第三 天 PEI 治疗组

与肝癌肝叶切除术组之间无明显差异 (P > 0
.

0 5 )( 表 4)
。

由此

可 以看出
,

肝叶切除术组此时也无明显再生
,

这与前人的结论

基本一致
。

PEI 术后第三天肝组织 的再生过程也已基本停止
。

此时有 丝分 裂 已 基本 完成
,

大部分 细 胞又进 人 了 休 眠 期

(G
。

期 )
。

总之
,

与肝部份切除术相 比
,

PEI 术后肝再生较为微弱
。

其原因可能是 PEI 作用的范围较小
,

未及整个肝叶
,

加上酒精

本身可 以抑制肝细胞再生的共同作用结果
。

本实验通过对经皮酒精注射术 (PEI )后的患者肝再生的研

究
,

说明 了术后确实存在较肝部份切除术为微弱 的再生
。

它的

意义在 于
,

可 以认为在临床 PEI 术因其作用 的范围较为局 限
,

对于非肿瘤肝脏组织的影响较小
,

作用 较为微弱
,

不会明显 的

影响患者的预后
,

是一种较为安全的治疗方法
。

但是
,

本实验

结果也同样证明了 PEI 术也会对正常肝脏细胞产生 了相 当的

损伤作用
。

目前有人提出较大的肿瘤也可 以采用 PEI 术治疗
,

并加大剂量
。

这一方法也有可能导致肝衰竭 的发生
,

并且大量

酒精 的急性损伤抑制肝再生 的过程
,

加大肝衰竭的可 能
。

因

此
,

严格的把握适应症
,

避免盲 目加大酒精注射的剂量是完全

必要 的
,

这有利于提高患者的生存质量
。

但移植瘤 中肝组 织没

有 P H C 中常见 的肝硬化的基础病变
,

肝硬化后 的再生显然与

非硬化肝脏的再生有着一定的不同
。

Y a m an ak
a N 等 [8j 发现肝

切除术后
,

伴有肝硬化的肝再生为不完全再生
,

肝再生 的速度

受肝脏伴随疾病的影响
。

因此
,

对肝癌伴不同程度的肝硬化 的

PEI 术后肝再生的研究还有待今后进一步探讨
。
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