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=摘要>  目的:探讨无水乙醇瘤内注射( PEI)疗法对大鼠种植型肝癌的治疗效果。方法: 制作大鼠肝癌动物模型, 应

用 PEI疗法进行治疗, 1周后用影像学和病理检查观察肿瘤大小、坏死、凋亡变化, 与对照组比较, 并观察生存期的长短。

结果: PEI治疗前,大鼠肝肿瘤平均体积为( 100? 6) mm3,乙醇治疗后 1 周,大鼠肝肿瘤平均体积为( 120 ? 10) mm3, 而荷瘤对

照组肝肿瘤平均体积为( 190 ? 11) mm3; 治疗组肿瘤生长率为 20% , 而荷瘤对照组肝肿瘤生长率为 90% ( P< 0. 05)。治疗组

病理切片光镜下肿瘤明显凝固性坏死,并可诱发细胞凋亡;生存期明显延长。结论: PEI可明显抑制肿瘤生长, 促进肿瘤凝

固性坏死,诱发细胞凋亡, 延长大鼠生存期。
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=Abstract>  Objective:To study the effects of percutaneous ethanol injection ( PEI) on rats with implanted liver tumor. Methods:

Direct cancerous ascites injection method was used to make rats liver tumor model, then the liver tumor were treated with PEI.Tumor size,

necrosis and apoptosis were observed after one week by imaging and pathology method. The results were compared with those of control

group. The survival times were observed also. Results:Before PEI, rats liver tumor volume were ( 100 ? 6) mm
3
. One week after PEI, tumor

volume in PEI group ( 120? 10) mm3 were significantly smaller than those of control group ( 190? 11) mm3. Tumor growth rate in PEI group

( 20%) were obviously lower than those of control group ( 90% , P < 0. 05) . Coagulation necrosis, apoptosis and survival time in PEI group

increased significantly than those of control group.Conclusion:The growth of rats liver tumor is inhibited significantly by PEI, and the sur-

vival time will be longer.
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  肝癌早期发现手术切除是目前公认较彻底的治疗方法。

然而大多数病人发现肝癌时已丧失了手术切除机会, 因此非手

术疗法成为目前研究热点。本文进行大鼠种植型肝癌无水乙

醇瘤内注射( percutaneous ethanol injection, PEI)的相关实验研究,

观察 PEI 疗法对大鼠种植型肝癌的疗效及进一步探讨无水乙醇

治疗肝癌的机制。

材料与方法

1.实验动物及器材

普通 SD雄性健康成年大鼠 50 只, 体重( 200 ? 20) g。断奶

Wistar大鼠, 体重 60~ 80g, 供瘤株传代用, 每周传代一次。所有

实验动物均由中科院上海实验动物中心提供。常用手术器材:

无水乙醇 20ml, CT、MR扫描机各 1 台。

2.荷瘤大鼠模型制作

Walker-256 瘤株由上海医工院提供, 将冻存的瘤株复苏, 体

外培养至细胞数( 2~ 6) @ 106/ ml 时, 取 1ml注入 1 只大鼠腹腔

内, 7d 后抽取血性腹水 1ml, 再传至另外 1只大鼠腹腔, 1 周后血

性腹水生成,肿瘤细胞活性稳定便可使用。本文采用经浓缩后

癌性腹水微量直接肝叶内注射法[ 1] ,接种 7d 后大鼠肿瘤直径可

达 6~ 8mm, 应用此方法制作大鼠肝癌模型成功率接近 100%。

3.实验动物分组

瘤株接种 7d 后, 根据 CT 扫描结果, 选取肝肿瘤直径 6~

8mm荷瘤大鼠40 只,随机分为荷瘤对照组(未予任何治疗)和无

水乙醇瘤内注射组, 每组分别为 20 只。

4. 实验治疗方法

PEI组大鼠均在无菌条件下开腹, 暴露肝肿瘤, 直视下用

1ml注射器抽取无水乙醇, 采用瘤内多点注射方式( 3 点或更

多) ,充分保证肿瘤被乙醇浸泡。

5. 观察内容

影像学改变: Walker-256 瘤株接种后第 7d, 所有大鼠均行

CT 扫描, 观察影像学特点,并测量肝肿瘤的长、宽径,按公式:

肿瘤体积= 最大径 @ 最小径2/ 2

计算肝肿瘤体积。随后治疗组予以相应治疗, 治疗后 1 周

行 MRI检查, 观察 PEI 治疗后肝肿瘤影像学特征变化并测量肿

瘤体积, 比较治疗组与对照组肝肿瘤平均体积的差异, 计算肿

瘤生长率。

病理学变化: 治疗前处死 5 只荷瘤大鼠, 切取荷瘤肝组织

送病理, HE 染色和 MG-P-MY 组合染色, 行光镜检查,观察其病

理学特征。PEI 治疗后 1 周, 治疗组处死 5 只大鼠, 送病理检

查, 观察 PEI 治疗后肿瘤组织病理学改变。

生存期观察:所有剩余大鼠均观察它们的生存时间, 并进

行生存期的比较。

6. 统计学处理
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  所有数据均采用 SAS 6. 02 统计软件进行处理, 检验水准

A= 0. 05。

结  果

1.影像学观察结果

治疗前, PEI组与对照组大鼠 CT 平扫, 各组肝肿瘤大小之

间差异无显著性意义, 肝癌灶均表现为略低密度影(图 1) ; PEI

治疗后 1周, 无水乙醇瘤内注射组大鼠肝肿瘤体积缩小 5 只,

体积保持不变 8只, 有增大表现 2只, PEI组大鼠肝肿瘤 MRI 检

查于T1WI表现为高信号影, T 2WI 表现为相对低信号(图 2、3) ,

而荷瘤对照组大鼠肝肿瘤体积均明显增大, PEI 组与对照组比

较差异有显著性意义(P < 0. 05)。PEI 治疗后 2 周随访, 有 5 只

大鼠出现肿瘤增大表现, 但与对照组比较, 肿瘤增大速度明显

减慢。

表 1  PEI 治疗前后与荷瘤对照组肿瘤体积变化比较

例数
肿瘤体积( mm3)

治疗前 治疗后
生长率

荷瘤对照组 15 100 ? 6 190 ? 11 90%

PEI治疗组 15 100 ? 6 120 ? 10 20%

注: PEI治疗后治疗组与荷瘤对照组肿瘤体积比较 P < 0. 05

2.病理检查结果

治疗前肝肿瘤切片, HE染色、光镜下均见明显肿瘤细胞染

色,核大、深染,坏死不明显, 肿瘤周边少许炎性细胞浸润; PEI

治疗后治疗区可见大片凝固性坏死, 肿瘤细胞形态消失, 并见

细胞核碎片固缩表现(图 4)。采用甲基绿、派洛宁 G 和马体黄

S 组合染色法, 治疗前肿瘤组织可见少数凋亡细胞, PEI 治疗后

凋亡细胞明显增多(图 5)。

3.生存期比较结果

荷瘤对照组大鼠随着时间延长, 大鼠毛发蓬松,进食量少,

精神萎糜,活力明显减低, 于瘤株接种 18d 起开始死亡, 平均生

存期( 20? 2) d;而 PEI 治疗组大鼠治疗后精神状态与对照组比

较则有显著改善,平均生存期( 32? 2) d( P< 0. 05)。

讨  论

无水乙醇瘤内注射为肝癌非手术疗法中较为广泛采用的

一种[2, 3]。PEI治疗肝癌的机制是无水乙醇注入肿瘤内部后, 通

过细胞脱水及蛋白变性等过程, 促使肿瘤组织凝固性坏死, 从

而达到杀灭肿瘤细胞,抑制肿瘤的生长和转移的作用。本实验

发现, 直视下无水乙醇注入大鼠肝肿瘤后, 原呈乳白色鱼肉样

肿瘤组织随着无水乙醇的注入、弥散, 迅速发生变化, 呈乳黄色

样,这是由于无水乙醇能够迅速促使肿瘤组织发生凝固性坏

死,肿瘤组织生物学特性发生改变。病理检查光镜下见肿瘤细

胞形态学表现消失, 细胞崩解, 呈无定形结构, 并见细胞核碎

片、固缩表现。另外我们采用 MG-P-MY 组合染色法[ 4]发现大

鼠肝肿瘤细胞在治疗前仅能见到少量凋亡细胞, 镜下表现为细

胞核明显固缩,特殊染色剂明显深染。PEI治疗后, 每个高倍镜

视野内可见多个凋亡细胞,这提示 PEI 治疗除明显促进肿瘤组

织凝固性坏死,还具有诱发肿瘤细胞凋亡的作用。细胞凋亡为

细胞的程序性死亡,存在着严格的调控机制。PEI治疗后,局部

坏死组织、变性蛋白质及乙醇本身等均可能诱发细胞凋亡, 凋

亡的启动对于肿瘤细胞的杀灭具有积极的意义, PEI诱发凋亡

的详细机制尚有待进一步深入研究。

由于乙醇促使组织发生凝固性坏死, CT 平扫时凝固性坏

死与肝肿瘤组织以及残存瘤组织均表现为略低密度灶 ,必须依

靠碘对比剂来进行鉴别,通过血流动力学特征来识别无强化的

低密度凝固性坏死区及动脉期强化的残存癌灶。必须做好高

质量的动态增强扫描或螺旋 CT 多期扫描, 依赖/ 快进快出0的

动脉早期强化表现来判断。MRI自旋回波序列T 2WI 对评价肿

瘤凝固性坏死情况较有价值, 凝固性坏死在 MRI 中可引起 T2

时间缩短,在 T2WI 表现为低信号, 这是由于与正常肝组织相

比,凝固性坏死的瘤组织自由水含量减低, 而残存癌灶在 T2WI

仍呈相对高信号。因此, 无水乙醇瘤内注射后评价其疗效时,
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采用MRI较为直观[ 5]。本实验结果显示治疗组大鼠肝肿瘤行

PEI 1周后 MRI 检查于T1WI表现为高信号影, T2WI 表现为相对

低信号,影像学检查结果与人肝癌 PEI后影像学结果相仿。实

验中发现,无水乙醇瘤内注射时必须要慢, 推注时用力要轻, 否

则无水乙醇很容易沿针道返流, 一方面损伤周边组织器官, 另

一方面无法保证肿瘤被乙醇完全而充分浸泡, 从而减低了疗

效。

虽然研究结果表明,大鼠肝癌无水乙醇瘤内直接注射治疗

后肿瘤凝固性坏死明显。但实验发现, 随着时间延长, 治疗 2

周后大鼠肝肿瘤仍有 5 只重新开始生长, 虽然与对照组比较,

肿瘤增长速度明显减慢。我们分析认为, 由于肿瘤内可能存在

纤维分隔, 阻止了无水乙醇的充分弥散, 必然造成活性癌组织

残存,肿瘤重新生长。另外, 虽然治疗时采用了多点注射方式,

但仍很难保证所有肿瘤组织的完全彻底坏死, 尤其在肿瘤周

边, PEI 治疗未能充分地杀灭肿瘤细胞,而治疗干预往往会更加

刺激肿瘤生长的作用。病理组织切片表明肿瘤细胞大量增殖,

主要表现在肿瘤边缘,中心可见大片凝固性坏死表现。因此实

验结果提示对于肝肿瘤的治疗必须定期随访, 采用重复治疗,

或者结合其它非手术治疗方法, 如TACE、电化学、射频治疗等,

目前普遍认为采用综合治疗效果较好[ 6]。
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  病例资料  患者, 男, 36 岁, 某化工厂工人。因抢救事故时

吸入泄漏的一氧化氮、二氧化氮等氮氧化合物气体后, 感头昏、

乏力、胸闷、咽部疼痛和咳嗽。当时未作任何治疗, 在家自行服

用感冒药(具体不详)后病情无好转, 上述症状加重, 并出现咳

痰,初时为白色泡沫痰, 后呈淡黄色粘液痰, 次日出现痰中带血

丝,被急送当地县医院诊治, 病情无明显好转。遂转入我院, 门

诊以/ 氮氧化合物中毒,吸入性肺炎0 收入。查体: 生命体征平

稳,神清,咽部稍充血 ,双肺呼吸音粗糙, 可闻及少许中、小湿啰

音,无哮鸣音, 上腹部压痛, 无反跳痛和肌紧张。实验室检查:

白细胞总数 9. 9 @ 109 / l,中性粒细胞 92. 6%。

X线检查: 入院时床旁胸片示双肺中下部纹理增多、模糊,

并可见片絮状影, 弥漫分布, 密度浅淡, 境界欠清(图 1)。给予

抗感染、大剂量维生素 C、激素、祛痰、平喘、制酸及调节水电解

质平衡等对症支持治疗, 5d 后复查胸片, 仅见双肺纹理增多, 较

模糊,双肺中下部片絮状影已基本吸收消散(图 2)。

讨论  氮氧化合物(主要为一氧化氮和二氧化氮)吸入后,

导致呼吸道炎症、支气管痉挛、肺泡上皮细胞和毛细血管内皮

细胞损伤,从而形成间质性和肺泡性肺水肿。其肺部的 X 线改

变主要取决于吸入量、浓度及作用时间。轻度中毒以气管、支

气管损伤为主,临床主要呈支气管炎或支气管周围炎表现, 可

无异常 X线征象,或仅示肺纹理增多、紊乱。重度中毒则以肺

图 1 双肺中下部可见片絮状影, 弥漫分布,密度浅淡, 境界

欠清。  图 2 5d 后复查胸片, 双肺中下部片絮状影已基

本吸收消散。

部损害为主, 表现为肺炎,间质性和肺泡性肺水肿,呈弥漫分布

的斑片状、云絮状阴影, 密度浅淡均匀, 动态变化快, 经对症治

疗后可于短期内吸收。本例病史明确, X线表现典型, 早期诊

断、及时治疗有利于疾病的康复。
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