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［通讯作者］戴立里，重庆医科大学附属第二医院消化内科，４０００１０。Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｌｉ＠ｃｑｕｍｓ．ｅｄｕ．ｃｎ
［收稿日期］２０１２－０８－３０　　［修回日期］２０１２－０９－２３

载阿霉素的液－固相变型原位凝胶注射
治疗兔ＶＸ２肝癌ＨＩＦＵ消融后残癌

药晋鹏１，戴立里１＊，李　娟１，郑元义２，蒋　玲２，卢光明３，冯晓霞１，王志刚２

（１．重庆医科大学附属第二医院消化内科，重庆　４０００１０；２．重庆医科大学超声影像研究所，重庆　４０００１０；

３．南京军区南京总医院放射科，江苏 南京　２１０００２）

［摘　要］　目的　观察载阿霉素液－固相变型原位注射凝胶（ＤＯＸ－ＩＳＦＩ）治疗高强度聚焦超声（ＨＩＦＵ）消融兔ＶＸ２肝癌后

残癌的疗效。方法　以２４只兔建立ＶＸ２肝癌模型，对肿瘤行 ＨＩＦＵ不全消融，随机分为 ＨＩＦＵ消融与ＤＯＸ－ＩＳＦＩ联合治

疗组（ＨＩＦＵ＋ＤＯＸ－ＩＳＦＩ组）、ＨＩＦＵ消融与空白液－固相变原位注射凝胶联合治疗组（ＨＩＦＵ＋Ｎ－ＩＳＦＩ组），每组１２只，比

较两组肿瘤生长率、ＰＣＮＡ表达情况，并以冰冻切片荧光显像观测药物瘤内分布。结果　处理后 ＨＩＦＵ＋ＤＯＸ－ＩＳＦＩ组肿

瘤生长明显减慢，其生长率明显低于 ＨＩＦＵ＋Ｎ－ＩＳＦＩ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＩＦＵ＋ＤＯＸ－ＩＳＦＩ组肿瘤增殖指数明显低于 ＨＩＦＵ＋
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Ｎ－ＩＳＦＩ组（Ｐ＜０．０５）；荧光显像显示药物从注 射 中 心 向 周 围 呈 阶 梯 状 分 布。结 论　ＤＯＸ－ＩＳＦＩ能 有 效 治 疗 ＨＩＦＵ消 融 兔

ＶＸ２肝癌后的残癌。

［关键词］　高强度聚焦超声消融术；原位凝胶植入剂；兔；肝肿瘤

［中图分类号］　Ｒ４４５．１；Ｒ－３３２　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１６７２－８４７５（２０１２）１１－０８１４－０５

　　原发性肝癌是常见恶性肿瘤［１］。临床常用局部经

皮治疗方法中包括各种消融手段，如注射乙醇或醋酸，
射频、激光或微波加热消融以及冷冻消融等［２－３］。单独

采用消融手 段 治 疗 肿 瘤 常 因 消 融 不 全 而 导 致 肿 瘤 残

留［４］。众多研究［５－８］表明，消融后给予全身或局部药物

治疗能提高治疗效果。高强度聚焦超声（ｈｉｇｈ　ｉｎｔｅｎｓｉ－
ｔｙ　ｆｏｃｕｓｅｄ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＨＩＦＵ）是 目 前 快 速 发 展 的 非

侵入性局部消融技术；生物可降解注射型原位凝胶植

入剂（ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ　ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅ　ｉｎ－ｓｉｔｕ　ｆｏｒｍｉｎｇ　ｇｅｌ　ｉｍ－
ｐｌａｎｔ）是近年来缓控释注射剂领域的研究热点。本实

验制备载阿霉素液－固相变型原位注射凝胶（ＤＯＸ－ＩＳ－
ＦＩ），对ＨＩＦＵ消融兔ＶＸ２肝癌后残癌行注射治疗，以
期为治疗残癌提供借鉴。

１　材料与方法

１．１ 试剂与仪器　乳 酸 羟 基 乙 酸 共 聚 物（ＰＬＧＡ，５０
︰５０，分 子 量２００００Ｄａ，济 南 岱 罡 生 物 工 程 有 限 公

司），Ｎ－甲基 吡 咯 烷 酮（ＮＭＰ，Ｓｉｇｍａ）；阿 霉 素 原 料 药

（ＤＯＸ，北京索 莱 宝 科 技 有 限 公 司）；增 殖 细 胞 核 抗 原

（ＰＣＮＡ，武汉博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司）；新 西 兰 大

白兔（重庆医科大学实验动物中心），雌雄不限，体质量

２．０～２．５ｋｇ；Ｐｈｉｌｉｐｓ　ｉＵ２２彩 超 仪；Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＣＫＸ４１
倒置荧光显微镜等。

１．２ 液－固相变型原位注射凝胶的制备［９］　将ＰＬＧＡ
与ＤＯＸ溶于装有 ＮＭＰ的５ｍｌ注射器中，注射器 接

三通管，三通管另一端接另一５ｍｌ注射器，来回推注

混匀；将获得的溶液加入锡箔纸包裹的离心管，回转式

振荡恒温 培 养 箱８０转／分，３７℃过 夜，４℃条 件 贮 存。
加入的３种成 分 的 质 量 比 为ＰＬＧＡ︰ ＮＭＰ︰ＤＯＸ
＝５５︰４０︰５。

１．３ ＶＸ２肝癌模型的建立　在无菌条件下于ＶＸ２肝

癌种兔肝脏中取出肿瘤，切成直径约１ｍｍ的瘤块，浸
泡于生理盐水中备用。麻醉实验兔后常规备皮，消毒，
在剑突下沿腹中线做长约３ｃｍ的切口，暴露肝左叶于

腹外，以眼科镊刺破，形成一个深度约５ｍｍ窦道，取

一备用瘤块埋置于窦道深处，纱布压迫止血，逐层缝合

伤口。术后肌内注射青霉素３天，每天８０万Ｕ。

１．４ 实验分组及处理　参照文献［３］方法对荷瘤兔的

肿瘤行 ＨＩＦＵ消融。将兔随机分为两组，每组１２只。
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表１　两组肿瘤治疗前后体积变化及生长率（－ｘ±ｓ）
组别 治疗前体积（ｃｍ３） 治疗后４天体积（ｃｍ３） 治疗后８天体积（ｃｍ３） 治疗后８天生长率（％）

ＨＩＦＵ＋ＤＯＸ－ＩＳＦＩ组 １．３８±０．１４＊ １．５９±０．１４＊ ２．０７±０．１６＊ ４９．８６±７．９５＊

ＨＩＦＵ＋Ｎ－ＩＳＦＩ组 １．４０±０．１７　 １．６８±０．１７　 ２．５４±０．１７　 ８１．２４±６．９８

　注：＊：与 ＨＩＦＵ＋Ｎ－ＩＳＦＩ组比较，Ｐ＜０．０５

选用重庆医 科 大 学 海 扶 中 心ＪＣ２００型 高 强 度 聚 焦 超

声治疗系统，功 率２５０Ｗ、单 点 辐 照３ｓ，重 复 数 次，模

拟消融不 完 全 的 情 况，在 肿 瘤 周 边 留 下 残 癌（图１）。

对 ＨＩＦＵ消融与空白液－固相变原位注射凝胶联 合 治

疗组（ＨＩＦＵ＋Ｎ－ＩＳＦＩ组）行ＣＥＵＳ，观察消融情况；再

于超声引导下 经 皮 穿 刺 肿 瘤，注 射 不 载ＤＯＸ的 空 白

凝胶０．４ｍｌ。对 ＨＩＦＵ＋ＤＯＸ－ＩＳＦＩ组行ＣＥＵＳ观察

消融情况（图２），再于超声引导下经皮穿刺至肿瘤，注

射载ＤＯＸ凝胶０．４ｍｌ（图３）。于治疗后第４～８天行

超声检查，测量肿瘤大小；第８天对两组荷瘤兔实施安

乐死，取出 肿 瘤 标 本，沿 长 径 切 为 均 等 两 份，一 份 以

４％多聚甲醛固定，石蜡包埋、切片行病理（图４）、免疫

组化检测，另一份做冰冻切片，于荧光显微镜下观察，

之后分析药物分布。

１．５ 观察指标

１．５．１ 超声监测治 疗 前 后 肿 瘤 体 积 变 化　超 声 测 量

肿瘤相互垂直的长（ａ）、宽（ｂ）、厚（ｃ）三个径线，每个径

线各测３次，取平均值，按公式计算肿瘤体积（Ｖ）：Ｖ＝

π／６×ａ×ｂ×ｃ，肿瘤生长率（ＧＲ）：ＧＲ＝［（治疗后体积

－治疗前体积）／治疗前体积］×１００％。

１．５．２ 检测ＰＣＮＡ表 达　石 蜡 切 片，常 规 脱 蜡 至 水

等；以１％ Ｈ２Ｏ２ 作用２０ｍｉｎ，消除内源性过氧化物酶

活性；将切片置于０．０１ＭｐＨ值为６．０的柠檬酸缓冲

液中，微波９８℃、１０ｍｉｎ作用２次，自然冷却；以５％～
１０％山羊血清（磷酸盐缓冲液稀释）于室温下湿盒封闭

２０ｍｉｎ，倒去血清，不洗，擦干组织周围多余水分，加入

１︰２００稀 释 的 一 抗５０μｌ，４℃过 夜；Ｅｎｖｉｓｉｏｎ试 剂

３７℃作用３０ｍｉｎ；ＤＡＢ＋Ｈ２Ｏ２ 显色约８ｍｉｎ，镜下控

制显色程度，即时终止；复染苏木素衬染３０ｓ，盐酸乙

醇蓝化２ｓ，微波蓝化后，常规树脂封片。

　　结果判定：光镜下肿瘤细胞核内出现棕黄色或棕

褐色颗粒、且着色强度高于背景非特异性染色者判定

为阳性细胞。每 张 切 片 随 机 计 数５个 以 上 高 倍 视 野

（×４００），不少于１０００个肿瘤细胞，计算阳性细胞的百

分比；增殖指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ　ｉｎｄｅｘ，ＰＩ）：ＰＩ＝（ＰＣＮＡ
阳性细胞数／计数肿瘤细胞总数）×１００％。

１．５．３ 利用阿霉素 的 自 身 荧 光 性 分 析 治 疗 后８天 药

物在 肿 瘤 中 的 分 布 　 将 冰 冻 切 片 置 于 Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＣＫＸ４１型倒置荧光显微镜低倍镜下观察，选覆盖注射

中心至肿瘤周边的视野，转为荧光镜观察后采图，以凝

胶注 射 中 心 为 原 点，用 Ｇｅｔｃｏｌｏｒｐｉｘｅｌｓ软 件 测 量 随 与

原点距离而变化的图像荧光强度，于同一圆周上测量
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５点，取平均值，绘制曲线。

１．６ 统计学分析　应用ＳＰＳＳ　１３．０统计学软件，计量

资料均以 －ｘ±ｓ表示。采用ｔ检验比较两组参数，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１ 两组肿瘤体积变化及生长率　两组肿瘤体积 均

随时间延长而增大，治疗后 ＨＩＦＵ＋ＤＯＸ－ＩＳＦＩ组肿瘤

生长较 ＨＩＦＵ＋Ｎ－ＩＳＦＩ组明显减慢（表１，Ｐ＜０．０５）。

２．２ ＰＣＮＡ表达　肝 癌 组 织 均 见ＰＣＮＡ表 达，棕 黄

色颗粒均位于胞核，两组肿瘤组织ＰＣＮＡ表达见图５。

ＨＩＦＵ＋ＤＯＸ－ＩＳＦＩ组肝癌ＰＩ为（２２．１８±７．２７）％，明

显低 于 ＨＩＦＵ＋Ｎ－ＩＳＦＩ组 的（６８．１３±９．１９）％（Ｐ＜
０．０５）。

２．３ 冰冻切片荧光显像分析治疗后８天药物在肿 瘤

中分布　冰冻切片光镜及荧光下显像直观显示，阿霉

素自注射 中 心 向 周 围 肿 瘤 组 织 扩 散 达 一 定 距 离（图

６）。荧光强度随距 离 变 化 关 系 曲 线 图（图７）显 示，荧

光强度在据原点０．２５ｃｍ范围内几乎无降低趋势，表

明该范围阿霉素浓度较高；之后荧光强度随距离增加

而逐渐减弱，在距离原点０．５５ｃｍ的范围外，荧光强度

下降到原点荧光强度的约２０％。由此可以推测，第８
天时肿瘤组织中注射原点０．２５ｃｍ范围内均有较高的

阿霉素浓度。

图７　荧光强度随距离变化关系图

３　讨论

　　与其他消融技术相比，ＨＩＦＵ有其独特优势［１０－１２］；
但 ＨＩＦＵ在治疗深部肿瘤、声通道上有肋骨阻挡的肿

瘤以及血供丰富的肿瘤时效率降低，导致肿瘤消融不

全，存在复发隐患［１３］。

　　如何降低 ＨＩＦＵ消 融 后 肿 瘤 复 发 率 是 ＨＩＦＵ治

疗面临的问题之一。联合治疗一直被认为是提高消融

疗效的理想途 径。张 国 喜 等［１４］报 告 了 ＨＩＦＵ联 合 肝

动脉化疗栓塞治疗中－晚期原发性肝癌的临床效果；张

喆［１５］报道了 ＨＩＦＵ联合免疫调节剂乌体林斯治疗４８
例胰腺癌免疫功能的临床分析。现今化疗仍是治疗恶

性肿瘤的主要手段之一，但传统化疗方法存在不良反

应明显、难以长效维持治疗浓度等缺点，因此，联合治

疗时应选择更有效的化疗方法。生物可降解注射型原

位凝胶植入 剂 是 近 年 来 缓 控 释 注 射 剂 领 域 的 研 究 热

点。将包裹治疗药物的液态凝胶注射到给药部位，接

触生理液体后，凝胶由 液 态 转 变 为 固 态（液－固 相 变），
随聚合物的降解、溶蚀而在给药部位缓慢释药。其优

点为：①相对于传统给药方式如口服、微球注射和固体

物植入，该方法既可避免单剂量给药需多次重复的不

便，又可免去植入手术的痛苦；②能以液体状态自由加

载各种性质和分子量的药物；③相对于标准的微球制

备多步工艺，其制备更加简单方便，并可避免使用对人

体不利的有机溶剂如二氧甲烷等；④与给药部位特别

是黏膜组织 亲 和 力 强，药 物 滞 溜 时 间 长，控 释 性 能 良

好，能达到延长释药周期、减少药物不良反应的目的。

　　本实验受设备条件所限，肿瘤消融后的残癌较大；
而实验结果表明，采用 自 制ＤＯＸ－ＩＳＦＩ对 ＨＩＦＵ消 融

兔ＶＸ２肝癌后的残癌进行注射治疗，可明显抑制肿瘤

生长，显著降低肿瘤增殖指标，表明该方案能切实提高

ＨＩＦＵ消融 对 兔 ＶＸ２肝 癌 的 疗 效；载 阿 霉 素 液－固 相

变原位注射凝胶注入肿瘤后８天，荧光图像提示肿瘤

组织中有较 高 阿 霉 素 浓 度 的 范 围 分 布 于 注 射 中 心 外

０．２５ｃｍ的圆周 内，表 明 载 药 凝 胶 在 肿 瘤 中 释 药 有 较

好的扩散与分布，不同于注射无水乙醇等一次性治疗，
化疗药物能更持久广泛地分布于肿瘤组织，杀灭因消

融不全而残留的癌细胞。

　　综 上，本 实 验 制 备 的ＤＯＸ－ＩＳＦＩ能 有 效 治 疗 ＨＩ－
ＦＵ消融兔ＶＸ２肝癌后的残癌，为治疗残癌提供了借

鉴。
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［１５］　张喆．高强度聚焦超声联合 免 疫 调 节 剂 乌 体 林 斯 治 疗 胰 腺 癌４８

例免疫功能临床分析．检验医学与临床，２０１１，８（１５）：

檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿

１８５３－１８５４．

《胸部病变ＣＴ与 ＭＲ对比临床应用》已出版

　　由南昌大学第一附属医院龚洪翰、张伟两位教授主编，人民卫生出版社出版的《胸部病变ＣＴ与 ＭＲ对比临

床应用》一书已出版，并在全国发行。本书采用ＣＴ与 ＭＲ对比的方式进行撰写，对胸部同一疾病，在同一时间、
同一层面进行扫描的ＣＴ与 ＭＲ所见进行对比，通过大量的病种病例的ＣＴ与 ＭＲ图像对比，让读者更好地理解

ＣＴ与 ＭＲ两种不同成像技术在胸部病变应用的优势与限度。本书既适用于影像专业诊断人员，也适用于呼吸

内科、心胸外科专业人员。
本书是龚洪翰教授任总主编的《ＣＴ与ＭＲ对比临床应用系列丛书》的第三部，此前，已出版《颅脑病变ＣＴ与

ＭＲ对比临床应用》及《腹部病变ＣＴ与 ＭＲ对比临床应用》。《骨骼肌肉病变ＣＴ与 ＭＲ对比临床应用》及《耳鼻

咽喉－头颈、眼、口腔病变ＣＴ与 ＭＲ对比临床应用》，明年将陆续出版。
本书为１６开精装本，全书约１２０万字。定价１１５元，全国新华书店均有销售，也欢迎来函来电向我院购买，

免费邮寄。
联系人：王 琳 娜；地 址：南 昌 市 永 外 正 街１７号，南 昌 大 学 第 一 附 属 医 院；邮 编：３３０００６；联 系 电 话：０７９１－

８８６９３８２５或８８６９２５８２，传真：０７９１－８８６２３１５３。邮箱：７７０９３１８＠ｑｑ．ｃｏｍ。
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