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【摘要】　目的：比较两种超声引导下建立兔ＶＸ２肝肿瘤模型方法的效果差异。方法：超声引导下分别采用ＶＸ２瘤组

织悬液（Ａ组）和瘤组织小块（Ｂ组）对两组新西兰兔肝脏进行接种，接种后于第７、１４、２１和２８天时采用超声观测两组成瘤

过程并记录，处死动物后取病理标本进行对照。结果：超声观测下兔肝ＶＸ２肿瘤多呈等回声结节，边界清楚，可见声晕或

丰富血供；当肿块直径≥１ｃｍ时，超声能准确地反映肿瘤生长情况，与病理检测结果一致。Ａ组与Ｂ组成瘤率分别为

２６．７％和６６．７％，其差异有统计学意义（犘＜０．０１）。Ａ组多为多结节散在分布，异位种植多；Ｂ组肿块多生长局限，呈孤立结

节。结论：超声引导下经皮穿刺瘤块接种法是一种简单、省时、微创、成瘤率高，且能达到批量建模要求的动物模型制作方法。
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　　兔ＶＸ２肝癌模型是研究原发肝癌的生物学特性

及治疗效果等常用的动物模型，其制作目前多采用开

腹瘤组织小块种植法，但肿瘤的生长易受多种因素影

响，同时难以大量复制。本研究采用超声引导下经皮

穿刺瘤组织悬液和瘤组织小块种植法制作兔肝肿瘤模

型，超声观测两种方法的成瘤效果并与病理结果相对

照，旨在探求一种简单、省时、成瘤率高、且能达到批量

建模要求的动物模型制作方法。

材料与方法

新西兰大白兔３０只，雌雄不限，兔龄≥３个月，体

重２．５～３．０ｋｇ，由南方医科大学实验动物中心提供。

荷瘤兔由中山大学附属孙逸仙纪念医院惠赠。

无菌剥离接种于兔后腿内侧肌肉内的ＶＸ２肿瘤，

切开肿块，于肿块边缘切取生长旺盛的肿瘤组织，剔除

坏死组织及纤维组织，生理盐水冲洗后，置于无菌培养

皿内。方法一（Ａ组）：用眼科剪将肿瘤组织剪成细小

的组织碎块（约１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ），倒入生理盐

水，制成混悬液；方法二（Ｂ组）：用眼科剪将肿瘤组织

剪为约５ｍｍ×２ｍｍ×２ｍｍ大小的瘤块（组织条），滴

入少量生理盐水，将瘤块浸于其中备用。

超声仪采用百胜ＤＵ８型超声仪（配备穿刺系

统），探头型号６Ｌ３，频率４．０～６．０ＭＨｚ。接种用针具

采用１８Ｇ引导针，钳断针尖及前端部分针杆，将针芯

改制为平头针芯，长度以完全放入引导针后较引导针

长３～５ｍｍ 为宜。另同法制备一较引导针短８～

１０ｍｍ的平头针芯。

超声引导下肿瘤接种：将兔仰卧位固定，常规腹部

脱毛，戊巴比妥钠（０．３ｍｌ／ｋｇ）自耳缘静脉滴入。超声

检查兔肝，选择具一定厚度且避开血管处肝实质为接
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图１　超声显示兔肝左叶内等回声肿块（箭），无包膜。　图２　超声引导经皮穿刺瘤组织小块法制作的兔肝肿瘤模型的大体

标本，ＶＸ２肿块呈灰白色圆形结节。　图３　镜下示兔肝ＶＸ２肿瘤细胞胞浆丰富，淡红色，核肥大，其大小及形态各异，染色浓

淡不均，核分裂像多见（×１００，ＨＥ）。

种部位（每只兔于左、右肝叶各接种一处），标记体表穿

刺点。标记处皮肤消毒、铺巾、局麻。超声引导下，Ａ

组采用１８Ｇ穿刺套管针穿刺进入预定部位，拔出针

芯，观察片刻，无血液及胆汁流出，用注射器抽取

０．５ｍｌ的瘤组织混悬液经穿刺针缓慢注入肝实质，超

声监视下可见液体翻滚，注射局部肝实质内出见较弥

散的强回声，拔针后棉棒压迫针道约３ｍｉｎ。术后给予

庆大霉素２０万单位肌注，观察１５ｍｉｎ后送回兔笼。Ｂ

组以小镊子夹取３～５个瘤块置于套管针前端，用平头

针芯推入引导针内距前端５ｍｍ左右，套入改制成的

短针芯，超声引导下将引导针插入到预定部位后后退

稍许，退出短平头针芯，使用长平头针芯将瘤块推入到

预定部位，超声显示在接种部位出现一团状高回声。

其后处理同Ａ组。两组各１５只兔共３０处接种部位。

超声监测接种后肿瘤成瘤过程：分别于接种后第

７、１４、２１和２８天行超声检查，观察接种部位是否出现

肿瘤、肿瘤大小及病灶局部的血供情况并做记录，将其

与其后的病理解剖结果对照，评价超声在监测肿瘤成

瘤过程中的价值。

判定模型建立成功与否：于研究后期处死动物，剖

腹取出肝脏，观察肿瘤在肝内生长情况及在腹腔、腹壁

异位种植情况。于最大切面剖开肿瘤，与采集的肿瘤最

大超声切面图像比较，使用计算机图像分析软件计算肿

瘤的超声与病理最大切面直径。常规 ＨＥ染色观察肿

瘤的组织学特征。镜下见到浸润性癌巢证明接种成功。

采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包。计量数据以狓±狊

表示。组间率的比较应用χ
２ 检验，超声与病理对肿瘤

直径的测值采用双变量相关分析。

结　果

１．超声监测接种后肿瘤成瘤过程

当肿瘤出现时，超声于接种部位可探及圆形或类

圆形低至中等回声结节，多呈类圆形，无包膜，边界清

楚（图１），可伴低回声晕，内部回声欠均匀，当肿瘤内

出现坏死时，可见散在强回声。ＣＤＦＩ及ＣＤＥ显示部

分兔肝ＶＸ２肿瘤血供较丰富，以周边血供为主，瘤周可

见较粗的血流信号包绕并进入肿瘤内；但部分兔肝ＶＸ２

肿块则表现为少血供，彩色血流信号稀少或探测不到。

超声检查３０只兔的６０个肝内接种部位：接种第

７天，未发现肝内有肿瘤生长；第１４天，Ａ组发现肝内

肿瘤３个（其中１个与其后病理结果不符），Ｂ组发现

肝内肿瘤９个；第２１天，Ａ组发现肝内肿瘤数为７个，

Ｂ组为１８个；第２８天及其后超声检查，两组兔肝内均

未发现新的肿瘤。

２１天后超声检查显示两组兔肝肿瘤总数为２５

个，与其后的病理结果比较，相符者２４个，诊断符合率

为８５．７％。采用双变量相关分析计算超声观测与病

理测量肿瘤大小的相关性（表１），当肿块直径≥１ｃｍ

时，超声检查结果与病理结果有较好的一致性（狉＝

０．９３７，犘＜０．０１）。

表１　两种种植方法肿瘤平均径线的测量结果 （ｃｍ）

组别 样本量 病理测值 超声测值

Ａ组 ６只 １．７６±０．４２ １．８１±０．４８

Ｂ组 １８只 １．８３±０．２２ １．９１±０．３３

２．肿瘤标本肉眼及病理观察

于研究后期处死动物，解剖兔肝，肉眼观：肿瘤与

正常肝组织分界不清，外观呈圆形灰白色鱼肉样结节，

表面光滑，质硬（图２）。比较两组成瘤形态：Ａ组多为

多个小结节散在分布，大小不等，部分兔肝可见小结节

沿接种针道分布；Ｂ组肿块多生长局限，呈孤立结节

（而非弥漫性），类圆形，大小较均一，直径１．５～

２．５ｃｍ，边界较清晰。

低倍镜下观察：浸润性癌巢与肝实质无明显边界，

间质分界不清，结缔组织较少，癌巢边缘分布着初浸润

的肝索结构，肿瘤细胞分散排列，可见纤维间隔，新生

毛细血管丰富。高倍镜下可见瘤细胞体积大，形态不
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规则，细胞呈不规则排列，胞浆丰富，淡红色，核肥大，

其大小及形态各异，染色浓淡不均，核分裂像多见，间

质内可见淋巴细胞、浆细胞浸润（图３）。

３．两种方法肿瘤种植成功率及异位种植率的比较

肿瘤种植后，兔体内任何组织有肿瘤生长均视为

肿瘤种植成活；肿瘤生长局限，于肝内呈孤立结节形，

无邻近器官、腹膜腔及腹壁种植视为原位种植成功；而

于肝外器官、腹膜腔或腹壁生长者，均视为肿瘤异位种

植，两种方法肿瘤的生长情况见表２。

表２　两种种植方法肿瘤的生长情况

生长情况 Ａ组 Ｂ组

肿瘤生长（个）

　肝左叶 ４ １１

　肝右叶 ４ ９
无肿瘤生长（只） ９ ３
异位种植（个） ７ ３
原位成瘤率▲（％） ２６．７ ６６．７
异位种植率▲（％） ２３．３ １０．０

注：▲两组比较，差异有显著性意义（犘＜０．０５）。

Ａ组１５只兔共接种肿瘤３０个，原位接种成功８

个，原位成瘤率２６．７％（８／３０）。其中肝左右两叶均接

种成功者２只，仅一叶接种成功者４只，９只接种失败

者中，５只于大网膜见新生肿瘤，２只沿针道出现皮下

种植。Ｂ组１５只兔共接种肿瘤３０个，原位接种成功

２０个，原位成瘤率６６．７％ （１６／３０）。其中两叶均接种

成功者８只，其中１只伴腹腔淋巴结转移；仅一叶接种

成功者４只；３只接种失败，其中２只于大网膜见新生

肿瘤，１只出现皮下种植。

讨　论

兔ＶＸ２种植性肝癌模型是目前最常用、较理想的

原发性肝癌动物模型，具有传代简单、易于移植、成功

率高、生长迅速和侵袭性强等特点，且肿瘤供血以肝动

脉为主，类似人的原发性肝癌［１］。

采用兔ＶＸ２瘤株接种制作兔肝癌模型的方法和

途径较多，目前多见者大致为开腹直视下的种植［１，２］

及影像学引导下的经皮穿刺种植两类。前者如开腹瘤

块包埋法［１，３］，后者则主要有瘤细胞和瘤组织块悬液

接种等［４，５］。

开腹肝内瘤块包埋法的优点在于成瘤时间短，种

植成功率高，肿瘤呈局限性生长，异位种植少等。其不

足则为操作较复杂、费时，研究者需掌握一定的外科手

术技能，单个模型制作完成平均需时１．５～２．０ｈ或以

上，难以在短时间内完成批量模型制作；腹部较大的切

口，对实验兔创伤大，实验条件要求相对高，术后易感

染；瘤组织块分离下的活细胞数目不易控制，且手术创

口易诱发炎性反应，肿瘤种植部易出现炎性包裹，这些

均可影响肿瘤的生长，使其不易成活，导致种植失败；

手术形成瘢痕和腹腔粘连，影响其后肿瘤的超声观测

及介入治疗研究。

而采用超声引导下经皮穿刺种植法，优点在于操

作简单、省时，只需简单掌握超声介入操作方法即可，

本研究中平均每１５～２０ｍｉｎ即可完成１例接种，能达

到小批量制作动物模型的要求；无需开腹，无手术瘢

痕，因而对实验动物创伤小，感染概率低，并发症少，且

利于其后超声介入治疗（如药物注射）的反复操作和疗

效观察等。

对比超声引导下瘤组织悬液［４］及瘤组织小块接种

法［６，７］建立兔ＶＸ２肝癌模型的结果，后组在成瘤时间、

成瘤率、成瘤质量（成瘤形态）方面均优于前组，两组间

的差异具有统计学意义。由此笔者认为，前者在接种

时瘤组织更易经针道溢出，引起广泛种植，因而肝内成

瘤弥散，不易形成局限性肿块，且异位种植多见；而后

者既结合了开腹瘤组织小块包埋法和超声引导经皮穿

刺法的优点，又避免了两者的不足，瘤组织块不易由针

道脱出，成瘤时间短，成瘤率高，且成瘤形态多为孤立

结节，有利于选择某个局限性肿块进行超声观测和介

入治疗研究等，是一种效果较为理想的建立兔ＶＸ２肝

肿瘤模型的方法。

本研究中观察发现，采用此法制作肝肿瘤模型，我

们的体会是ＶＸ２肿瘤生长迅速，血供丰富，易发生坏

死，瘤组织小块应取材于剖面上肿块边缘２～３ｍｍ处

生长最为旺盛的瘤组织（呈粉红色）；兔肝左叶体积较

大，形态及解剖位置变异小，且位置较表浅，宜于接种

及其后的超声介入疗效观测；兔肝小、移动性大且分叶

多，叶间隙较深，接种部位四周宜保留一定厚度的肝实

质，避免瘤块接种于肝叶间隙（超声表现为一条高回声

线）；注意固定好兔，避免兔因挣扎或呼吸幅度较大等

原因，使已插入肝实质内的引导针后退到肝叶之间，导

致种植失败及异位种植；接种完毕后，用１ｍｌ的琼脂

糖凝胶封堵进针口，能有效防止瘤块组织脱离至腹腔

或残留于皮下各层组织，从而提高成瘤率和降低异位

种植率［５］。

开腹瘤块包埋法成瘤率及成瘤时间在各家存在很

大差异，近几年来文献报道成瘤率均在９０％以上
［１，３］。

与之相比，本组中成瘤率偏低（６６．７％），成瘤时间较

长，仍存在一定差距。分析原因，笔者认为这可能与接

种肿瘤活力、数量及接种经验有关。

综上所述，超声引导下瘤组织小块接种法与常规

开腹直视下接种法相比，接种后肿瘤生长原理相同，又

具有简单、省时、创伤小、感染低等优点，能达到批量建

立模型的要求，且利于模型制作成功后的超声介入治

疗研究，随着经验的积累和技术的改进，将日趋完善，

具有更好的应用前景。
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需说明的是，尽管超声观测成瘤与病理结果有较

好的一致性，但当接种肿瘤较小时（直径＜１ｃｍ），超声

观测仍有一定困难，其原因可能是肿瘤较小时，回声接

近兔肝实质，呈中等回声，易漏诊；兔肝局部正常偏强

回声结构（如筋膜、汇管区等）易误诊为小的肿瘤；兔呼

吸、心跳较快，增加了超声检查的难度。通过熟悉

ＶＸ２肿瘤声像图特征、兔肝正常解剖超声图像以及应

用高分辨力超声和超声造影［８］，并在检查时适度用力

按住兔胸廓以降低兔呼吸幅度，能有效提高小肿块的

超声检出率。
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　图１　冠状面ＣＴ示胃大部位于右中腹部，胃窦及十二指肠球

部及降部均位于左侧腹腔，脾区未见脾脏显示，胃左下方可见

多个强化结节（脾脏，箭）。　图２　于右中下腹部肾脏周围、

胃后方及胰尾前方看见６个大小不等脾结节影。　图３　ＣＰＲ

图像示腹腔内多个大小不等脾结节，脾门可见脾脏的供血动脉

（短箭）及引流静脉（长箭）。　图４　冠状面图像示下腔静脉

（长箭）位于脊柱左侧，腹主动脉（短箭）位于脊柱右侧，心尖位于

左侧胸腔内，肠系膜下静脉（ＣＭＶ）、门静脉及肝静脉显示清楚。

　　病例资料　患者，女，８岁。Ｂ超检查怀疑肝肾间肿块而行

ＣＴ检查。ＣＴ：肝脏位于中上腹腔，左叶体积明显增大，肝实

质密度均匀，肝内血管显示清；胆囊位于上腹部中线区。胃大

部位于右中腹部，胃窦及十二直肠球部、降部均位于左侧腹腔

（图１）；胰腺较短，密度均匀，自左向右走行。脾区未见脾脏影，

于右中下腹部肾脏周围、胃后方及胰尾前方可见６个大小不等

结节影，最大者约２．０ｃｍ×５．５ｃｍ（图２），增强与肝脏同期强

化，动脉期呈花斑样强化，静脉期及延迟期强化均匀。脾门可

见供血动脉及引流静脉进出（图３）。腹主动脉位于脊柱前方，

下腔静脉位于椎体左前方，心尖仍位于左侧胸腔内，未见转位

（图４）。诊断：多脾综合征伴腹腔脏器转位。

讨论　多脾综合征指多脾伴有先天性心血管异常和内脏

位置异位，是一种十分少见的先天性多系统发育畸形组成的综

合征。１７８８年由Ｂａｉｌｌｉｅ首先报道，之后逐渐为人们所认识。

脾脏起源于中胚层，是人体惟一见于左侧的器官。在胚胎发育

第５～６自脐管回纳到腹腔内进行自身旋转，当这一阶段发生

障碍，即可形成多脾综合征［１］。多脾综合征的特征为脾的数目

可为２～６个，合并有下腔静脉肝内段中断并奇静脉连续，房、

室间隔缺损或其它心血管畸形，腹部内脏异位，胃肠道异常等，

临床症状多与心血管畸形有关，肠道旋转不良可引起肠梗阻、

腹部不适［２］。总结本病例，虽然多脾综合征少见，但不应误认

为肿瘤性病变，尤其是进行Ｂ超检查时，应建议进行ＣＴ或者

ＭＲＩ检查。其结节可多个和大小不一，但增强表现符合脾脏的

强化规律，即动脉期呈花斑样强化，静脉期及延迟期强化均匀，

多可明确诊断。同时还应检查心脏、肝脏、胰腺及胃肠等，除外

是否有相伴随的病变。同时在发现有心脏先天性畸形及胃肠

道位置异常时，要进一步检查脾脏有无异常。
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