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模拟介入围手术期ＩＦＮα联合ＡＴＲＡ治疗肝癌的效果观察
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　　摘　要：目的　探讨介入围手术期干扰素α（ＩＦＮα）联合全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）治疗肝细胞癌的疗效。方法　选取２８只

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，建立肝癌细胞ＣＢＲＨ７９１９的动物模型，并将瘤块组织移植于大鼠体内。１个月后，待瘤块完全形成后将所有大鼠的

肝动脉进行结扎，并将所有大鼠随机分为实验组与对照组，各１４只。对照组给予腹腔注射生理盐水，实验组给予腹腔注射ＩＦＮα

联合ＡＴＲＡ进行治疗。１０ｄ后将所有大鼠处死，并检测肝癌组织中血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦ

ＧＦ）ｍＲＮＡ及蛋白的表达水平、癌细胞的凋亡情况与瘤体内的微血管密度。结果　实验组外周血 ＶＥＧＦ水平、肿瘤微血管密度

及肿瘤细胞凋亡指数［（９１．８±１２．７）ｐｇ／ｍＬ，（１１５．７±１１．８）个／ＨＰ，（１２．２９±４．５３）％］均明显低于对照组［（６７．４±１８．３）ｐｇ／

ｍＬ，（６５．３±７．２）个／ＨＰ，（３．８１±１．５２）％］，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）及免疫组织化学法检

测的结果均显示，实验组ｂＦＧＦ及ＶＥＧＦ表达要明显低于对照组。结论　围介入手术期ＩＦＮα联合ＡＴＲＡ的使用能够抑制新生

肿瘤血管的生成，提高介入手术的临床疗效，值得推广。
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　　中国的原发性肝癌病例约占全世界病例的４２．５％，且一

半以上的患者合并有不同程度的肝硬化与乙型肝炎［１］。对于

失去外科手术机会的患者，临床上常对其使用肝动脉化疗栓塞

术（ＴＡＣＥ）进行治疗，近年来ＴＡＣＥ得到了广泛的普及，明显

改善了患者的预后，提高了患者的生活质量［２３］。但单纯的化

疗栓塞术常常无法达到最佳的治疗效果，残存的肝癌细胞造成

了后期的转移与复发，影响了整个治疗的远期效果。全反式维

甲酸是维生素Ａ的衍生物，也是一类十分重要的诱导分化剂，

实验表明其能够使得Ｐ５３与Ｆａｓ等癌细胞凋亡相关基因的表

达增高，并对Ｂｃｌ２形成抑制作用
［４］。而干扰素α（ＩＦＮα）对于

恶性肿瘤在体内的复发与转移也有着一定的抑制作用，本研究

探讨介入围手术期ＩＦＮα联合全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）治疗肝

细胞癌的疗效，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　选取２只５周龄的ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸小鼠［中国医

学科学院实验动物研究所提供，合格证编号：ＳＣＸＹ（京）２０１２

０００４］，在ＩＶＣ环境中对其进行饲养，所有饲料与饮水均无菌，

饲养环境无病原体。将肝癌细胞ＣＢＲＨ７９１９的细胞悬浊液接

种于裸鼠皮下，每只所接种的细胞数为１×１０７。１４ｄ后，将接

种肝癌细胞的裸鼠处死，取出瘤体组织。将瘤体切成长宽厚分

别为２、２、１ｍｍ的小瘤块，并接种于２８只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（购自复

旦大学医学院实验动物科学部）。将所有 Ｗｉｓｔａｒ大鼠按随机

９４４２重庆医学２０１３年７月第４２卷第２１期
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数法随机分为实验组与对照组，各１４只。实验组雄、雌各７

只，平均（１８２．９±３７．２）ｇ；对照组雄、雌各７只，平均（１８３．７±

３６．６）ｇ。两组大鼠的性别及体质量差异无统计学意义（犘＞

０．０５），具有可比性。

１．２　方法　大鼠在接受瘤体移植１个月后，将所有大鼠的肝

动脉进行结扎。实验组接受ＩＦＮα（１０００Ｕ／ｇ，２日／次）与

ＡＴＲＡ（０．０２ｍｇ／ｇ，１日／次）腹腔注射，对照组接受相同剂量

的生理盐水腹腔注射。１０ｄ后，取大鼠的下腔静脉血１ｍＬ，于

３７℃的环境下放置５ｈ，将标本放入离心机进行离心５ｍｉｎ

（３０００ｒ／ｍｉｎ），分离血清后将其放置于－８０℃的冰箱中保存。

将所有 Ｗｉｓｔａｒ大鼠处死，分离肿瘤组织，将标本放置于－８０℃

的冰箱中保存。测定血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、碱性成纤维

细胞生长因子（ｂＦＧＦ）的ｍＲＮＡ的表达水平时，将肿瘤组织取

出，称质量，将液氮加入研钵，在将标本磨匀后加入１ｍＬＴＲ

Ｉｚｏｌ，混匀后加入到Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中并加入氯仿，振荡混匀后放

入离心机离心１５ｍｉｎ（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ）。吸取上清液后将

其置于另一个Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管，加入相同体积的异丙醇后混匀，

再次离心１０ｍｉｎ（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ）。离心完毕后将上清液

吸除，将浓度为７５％的乙醇加入以对剩余的沉淀物进行清洗，

离心后将后加入的乙醇弃除。待沉淀干燥后加入ＤＥＰＣ水，形

成ＲＮＡ溶液，采用核酸蛋白检测仪检测 ＲＮＡ浓度，并配置

琼脂凝胶电泳对ＲＮＡ的完整性进行验证。ＶＥＧＦ与ｂＦＧＦ蛋

白的表达水平及肿瘤微血管密度采用免疫组织化学法进行检

测，外周血的ＶＥＧＦ水平采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测，

肿瘤细胞的凋亡指数采取流式细胞仪及ＴＵＮＥＬ进行检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，两组数据间计量资料使用两独立样本狋检

验，计数资料采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组ＶＥＧＦ水平、肿瘤微血管密度及肿瘤细胞凋亡指数

比较　实验组ＶＥＧＦ水平、肿瘤微血管密度及肿瘤细胞凋亡

指数均明显高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见

表１。

２．２　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ｂＦＧＦ及 ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ表达水平情况比较　实验组ＲＴＰＣＲ检测的ｂＦＧＦ及

ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平要明显少于对照组，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），见图１、２。

２．３　两组免疫组织化学法检测的ｂＦＧＦ及 ＶＥＧＦ蛋白表达

比较　实验组与对照组免疫组织化学法检测的 ｂＦＧＦ及

ＶＥＧＦ蛋白表达结果与 ＲＴＰＣＲ检测的结果一致，实验组上

述两种蛋白的表达均低于对照组，见图３。

表１　　两组ＶＥＧＦ水平、肿瘤微血管密度及肿瘤细胞凋亡

　　　　指数比较（狓±狊）

组别 狀
ＶＥＧＦ

（ｐｇ／ｍＬ）

肿瘤微血管

密度（个／ＨＰ）

肿瘤细胞

凋亡指数（％）

实验组 １４ ９１．８±１２．７ １１５．７±１１．８ １２．２９±４．５３

对照组 １４ ６７．４±１８．３ ６５．３±７．２ ３．８１±１．５２

狋 ４．０９９ １３．６４２ ６．６４０

犘 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　１：标记物；２：对照组；３：实验组。

图１　　两组ＲＴＰＣＲ检测ｂＦＧＦｍＲＮＡ的表达情况

　　１：标记物；２：对照组；３：实验组。

图２　　两组ＲＴＰＣＲ检测ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达情况

　　Ａ：对照组ｂＦＧＦ；Ｂ：实验组ｂＦＧＦ；Ｃ：对照组ＶＥＧＦ；Ｄ：实验组ＶＥＧＦ。

图３　　免疫组织化学法检测的ｂＦＧＦ及ＶＥＧＦ蛋白表达

３　讨　　论

原发性肝细胞癌的病情进展快且隐匿性强，临床上手术切

除率不足１／３，ＴＡＣＥ的出现使得无法手术的患者获得了一种

新的治疗机会［５６］。但通过对肝癌患者术后的病情进行监测，

许多学者都发现患者体内的癌基因Ｂｃｌ２的表达在术后发生

上调，其对肝癌细胞的诱导程度增强，患者的远期预后也因此

受到影响。ＴＡＣＥ术后虽然肿瘤的部分血管被栓塞，但肿瘤在

缺氧的情况下生成了较多的侧支循环，残留的癌细胞造成了癌
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症的复发与转移［７］。

ＶＥＧＦ与ｂＦＧＦ是恶性肿瘤细胞所分泌的数十种生长因

子中作用最为重要的两种因子，其诱发了内皮细胞的增殖与迁

移［８］。ＶＥＧＦ在乳腺癌、肺癌、大肠癌及胃癌等恶性肿瘤中的

表达与肿瘤微血管的密度关系紧密，且对于患者的远期预后有

着一定的预测价值。本研究结果显示，实验组ＶＥＧＦ与ｂＦＧＦ

的表达要显著低于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。肿

瘤内部微血管的生成过程十分复杂，主要包括细胞外基质与基

底膜发生降解，细胞外基质的增殖，新生血管腔的形成并相互

吻合成网［９］。在整个过程中，血管生成因子与抑制因子相互协

调，血管生成的减少与血管生成因子水平的下降直接相关。

ＶＥＧＦ是一种极为重要的血管生成因子，其作为一种特异的内

皮细胞分裂源能够大大增加血管的通透性，目前已有许多研究

的结果证明ＶＥＧＦ水平的高低是恶性肿瘤患者预后的独立预

测因素［１０］。ＩＦＮα能够对ｂＦＧＦ的表达形成抑制作用，从而对

新生肿瘤血管起到抵抗的效果，其机制主要是血管内皮细胞在

ＩＦＮα的作用下对血管生成因子的敏感性降低。ＡＴＲＡ的生

物学活性主要是由细胞核内部的视黄素Ｘ受体与维甲酸受体

所介导，其能够使Ｐ５３与Ｆａｓ等抑癌基因的表达增加，并使得

Ｂｃｌ２的表达受到抑制，最终诱导肿瘤细胞发生凋亡或分化。

除自身所具备的生物学活性之外，ＡＴＲＡ还能够对血管生成

因子的活性起到明显抑制的作用。体外实验表明，即使在视黄

素的浓度处于中等或以下时，ＡＴＲＡ仍能够对 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ

等血管生成因子的表达起到较为明显的抑制作用［１１］。另一方

面，ＡＴＲＡ还能够对血管内皮细胞的迁移及层粘连蛋白、胶原

等细胞外基质的代谢起到抑制的作用。将ＡＴＲＡ与ＩＦＮα联

合起来在介入围手术期配合化疗栓塞术，能够充分起到栓塞坏

死、化疗杀伤、分化诱导的作用［１２１５］。作为多血管恶性肿瘤，

通过对新生血管的抑制能够在根本上对肿瘤的生长及进一步

的转移起到及有意义的干预。

综上所述，介入围手术期ＩＦＮα联合 ＡＴＲＡ的使用能够

抑制新生肿瘤血管的生成，提高介入手术的临床疗效。
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