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Abstract
AIM: To investigate the inhibition of dalteparin 
sodium (low molecular weight heparins) on 
early hepatocellular carcinoma (HCC) in nude 
mice.

METHODS: The metastatic model of HCC was 
established in 40 nude mice, which were ran-
domly divided into 4 groups: control group 
(treated with saline), chemotherapy group (treat-
ed with 5-fluorouracil and cis-dichlorodiamine 
platinum), dalteparin sodium treatment group, 

and combined treatment group (treated with 
dalteparin sodium, 5-fluorouracil and cis-dichlo-
rodiamine platinum). The following parameters, 
such as tumor size, tumor inhibition rates, alpha 
fetoprotein (AFP) and intratumoral microvessel 
density (MVD), were evaluated respectively 14 
d after operation.

RESULTS: In comparison with that in the con-
trol group, the tumor size was significantly 
reduced in the chemotherapy group, dalteparin 
sodium group and combined group (26.25 ± 
11.55, 33.70 ± 14.78, 17.25 ± 6.80 mm3 vs 68.47 
± 22.04 mm3; all P < 0.05); the tumor inhibition 
rates showed that dalteparin sodium had a satis-
factory depressing effect on tumor growth. The 
MVD values were markedly lower in the dalte-
parin sodium group and combined group than 
those in the control group and chemotherapy 
group (5.2 ± 1.55, 4.7 ± 2.21 vs 19.34 ± 3.57, 17.1 ± 
3.03; all P < 0.05). Moreover, the level of alpha-
fetoprotein was significantly decreased in the 
chemotherapy group, dalteparin sodium group 
and combined group as compared with that in 
the control group (14.56 ± 8.87 mg/L, 13.36 ± 7.60 
mg/L, 11.57 ± 7.82 mg/L vs 22.20 ± 6.29 mg/L, 
all P < 0.05).

CONCLUSION: Dalteparin sodium can sup-
press tumor growth and metastasis by inhibiting 
tumor angiogenesis of early-stage HCC.
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摘要
目的: 研究达肝素钠(法安明)对早期肝癌生长
的抑制作用. 

方法: 采用人肝癌裸鼠转移模型(LCI-D20)40
只, 随机分成4组, 即对照组(生理盐水)、化疗
组(顺铂+5-氟尿嘧啶)、法安明组、联合组(顺

®

■背景资料
肝癌是我国常见
的恶性肿瘤之一, 
肿瘤生长和转移
复发与血管生成
密切相关. 本实验
采用人肝癌裸鼠
转移模型, 研究法
安明在早期肝癌
细胞生长过程中
对血管形成的抑
制作用.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科
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铂、5-氟尿嘧啶与法安明). 分别于术后第14
天处死观察肿瘤大小、抑瘤率、血清甲胎蛋
白(alpha fetoprotein, AFP)和肿瘤微血管密度
(microvessel density, MVD).

结果: 化疗组、法安明组、联合组分别与
对照组进行对比, 其肿瘤明显缩小(26.25±
11.55, 33.70±14.78, 17.25±6.80 mm3 vs  68.47
±22.04 mm3, 均P <0.05); 抑瘤率结果也提示
法安明对肿瘤有良好的抑制作用. 法安明组和
联合治疗组肿瘤组织内微血管及新生血管形
成显著低于对照组和化疗组(5.2±1.55, 4.7±
2.21 vs  19.34±3.57, 17.1±3.03, 均P <0.05), 化
疗组、法安明组、联合组的AFP较对照组有
明显降低(14.56±8.87, 13.36±7.60, 11.57±
7.82 mg/L vs  22.20±6.29 mg/L, 均P <0.05).

结论: 法安明通过抗肿瘤血管形成, 对早期肝
癌的生长有抑制作用.

关键词: 肝素; 肝脏肿瘤; 血管生成; 法安明 
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0  引言

肿瘤患者往往伴发高凝血症及血管栓塞, 有资

料显示癌症合并静脉血栓患者, 肝素的使用明

显改善患者的生存[1-2]. 同时研究表明, 肿瘤生长

和转移复发与血管生成密切相关[3-4]. 本实验采

用人肝癌裸鼠转移模型(LCI-D20, 简称肝癌模

型), 研究法安明在早期肝癌细胞生长和转移过

程中对血管形成的抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 BABLC/A裸小鼠(上海中科院实验动物

中心提供), ♂, 40只, 鼠龄4-6 wk, 体质量约20 g, 
在SPF级条件下饲养, 构建肝癌模型14 d后即为

早期肝癌模型[5]. 本组瘤源为第141代. 兔抗人F8
因子(Dako公司, 1∶300), Dako抗鼠EnVisionTM加

强型试剂盒, 0.5 g/L DAB(Dako公司)染色; 低分

子肝素(法安明, 法玛西亚普强公司); 5-氟尿嘧啶

(5-FU, 上海旭东海普药业); 顺铂(齐鲁制药).
1.2 方法 
1.2.1 分组: 肝癌模型随机分成4组, 每组10只, 分
别设为对照组: 生理盐水腹腔内注射; 化疗组: ip 
5-FU 30 mg/(kg·d)+顺铂2 mg/(kg·d), 共用5 d; 法
安明组: sc法安明1800 IU/(kg·d)共用14 d; 联合治

疗组: ip 5-FU、顺铂和sc法安明.
1.2.2 肿瘤增长抑制率的测定: 模型构成后第2天
即术后第1天开始干预用药, 法安明sc, 其他为

腹腔用药. 实验第14天分别处死裸鼠, 检测肿瘤

体积[V (mm3) = (长×宽)2/2]、肿瘤增长抑制率

TGI(%)[(Cx-Tx)/Cx×100%](Cx和Tx分别为对照组

和治疗组肿瘤平均体积)[6].
1.2.3 血清学分析: 采集裸鼠血清, 放免法测定

AFP含量.
1.2.4 肿瘤微血管密度(MVD)测定: 对第8因子免

疫组织化学染色的肿瘤微血管参照文献Weidner 
et al [7]的方法进行计数. 计数由两位不知临床资

料的病理科医生在多筒显微镜下同时进行, 先
在低倍镜40倍下全面观察切片选定残癌组织内

血管密度最高处(即热点), 然后在200倍镜下取3
个视野分别计算所有染色的微血管, 取3个测定

值的平均数为该病例的MVD值. 在计数微血管

时, 以与周围肿瘤细胞和结缔组织成分有明显

区别的任何一个染成棕色的血管内皮或内皮细

胞簇作为一个血管计算, 只要结构不相连, 其分

枝结构也作为一个血管计数.
统计学处理 组间比较用方差分析, 率比较

用c2检验, 以P <0.05为统计学上有显著性意义.

2  结果

2.1 肿瘤生长和抑制 化疗组、法安明组、联合

组分别与对照组比, 肿瘤明显缩小(P <0.05), 从
抑瘤率结果也提示法安明对肿瘤有良好的抑制

作用. 法安明组和联合组与化疗组比较抑制肿

瘤作用略差, 但统计学比较无明显差异(P >0.05,
表1).
2.2 MVD计数 镜下观察, 对照组实体瘤血管形

成明显多于法安明组和联合组. 化疗组与对照

组比较, MVD计数差异无显著意义(P >0.05). 法
安明组和联合治疗组肿瘤组织内微血管及新生

血管形成明显少与对照组, MVD显著低于化疗

组(P <0.05, 表1). CD31计数也与MVD计数相类

似的结果.
2.3 肿瘤相关指标 对照组的AFP有异常升高. 化
疗组、法安明组、联合组的AFP比对照组有明

显降低(P <0.05, 表1).

3  讨论

肝癌总体预后较差, 主要与肝癌富有血供, 并具

有较强的侵袭性有关. 有学者于1970年代首次提

出“肿瘤生长依赖于血管形成”的观点[1]. 一系

■创新盘点
本研究重点观察
肿瘤微血管密度
等数值来探讨法
安明对其早期肝
癌生长抑制的效
果进行初步评价.
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列研究也证实, 血管的生成是体积大于1-2 mm3

实体瘤生长和癌细胞转移的前提条件[8]. 我们在

以前的研究已经发现了达肝素钠对肝癌生长有

抑制作用, 对其他脏器的转移也有抑制的作用[9], 
本实验的研究是要观察在早期的肝癌动物模型

上达肝素钠是否对肝癌的生长有抑制作用. 
我们选用法安明较肝素有以下优点: 抗凝

血Xa因子作用更强、抗凝血IIa因子作用弱、抗

血栓作用强、出血副作用小; 分子质量小, 生物

利用度高, 血浆半衰期长; 能与肝素不结合的蛋

白相结合, 因此有更稳定的量效关系. 法安明具

有皮下注射生物利用度高(90%)和副作用小等

特点, 为此被选为实验用药. 
研究表明肝素影响血管内皮细胞增生是通

过影响血管形成因子, 特别是成纤维细胞生长

因子(fibroblast growth factor, FGFs)与血管内皮

生长因子(VEGFs)来完成的. 低分子肝素可通过

竞争性结合细胞硫酸乙酰肝素受体来抑制血管

形成, 能阻止细胞外组成物的溶解、细胞黏附

以及细胞扩增与迁移, 并起一定的屏障作用[5]; 
关键肝素能阻止肿瘤对血管与组织的侵犯[8]. 已
有研究证实, 低分子肝素可以抑制肝素酶的活

性和减少肿瘤转移[8-10]. 同时有研究表明低分子

量肝素有下调COX-2的作用, 通过一系列途径作

用VEGF基因, 减少VEGF mRNA和蛋白水平的

上调, 进而减少肿瘤新生血管的产生. 阻止肿瘤

对血管与组织的侵犯, 结合生长因子以及血管

生成蛋白抑制肿瘤血管的形成; 肝素是多糖类

药物有抗癌作用; 法安明经研究证实可抑制肝

素酶活性和减少肿瘤转移[11-12]. 
本实验结果提示: 法安明可抑制肿瘤生长, 

与对照组比较尤其明显, 但是不如化疗组, 与化

疗药物联合并不能增加疗效, 提示抗肿瘤不仅

仅是抗肿瘤药物的单纯叠加那么简单, 如何有

协同作用尚需进一步研究. 结果还提示: 低分子

肝素法安明可降低MVD表达, 从而证实了法安

明有抑制肿瘤血管形成的作用. 本研究结果还

表明: 低分子肝素法安明可使AFP降低. 本研究

表明肝癌诱导产生大量结构和功能异常的血管, 
如管壁不完整和缺乏基膜等, 此时肿瘤细胞极

易脱离母瘤而进入血管并形成转移. 法安明通

过抑制肿瘤新生血管形成, 减少了肝癌细胞血

液转移的途径. 
实验结果表明法安明在肝癌转移模型中有

抑制肿瘤生长作用, 通过抑制肿瘤血管形成有

良好的抑制肿瘤转移的作用. 探索法安明是否

有临床价值尚需通过进一步大样本实验和临床

研究. 法安明抑制肿瘤的最低有效剂量也有待

于进一步研究. 同时在法安明中产生抑制肿瘤

生长、转移作用的有效结构或者基团也有待于

进一步探索与研究. 
本研究中观察到, 对照组实体瘤血管形成, 

且新生血管缺乏周细胞, 基底膜不完整, 使癌细

胞具有侵袭、转移的潜能, 易进入血液循环, 并
远处转移. 化疗组与对照组相比, MVD差异无

显著意义; 而低分子肝素组与联合组MVD明显

低于化疗组和对照组, 肿瘤血管内皮细胞处于

静止状态, 几乎无新生血管形成, 癌细胞处于休

眠状态. MVD、SMA以及VEGF的阳性率均有

明显减少, 导致肿瘤组织的体积、肿瘤分泌的

AFP、CEA等均有明显减少. 故低分子肝素的应

用有一定的抑瘤率, 同时减少了肿瘤新生血管

的形成. 同时由于肿瘤组织的血管壁不完整, 缺
乏完整的平滑肌, 有报道顺铂等化疗药物有一

定抑制血管平滑肌作用, 所以SMA的表达在各

治疗组之间没有明显的区别, 与对照组相比有

意义. 对本研究中联合组疗效较化疗组略差, 可
能与低分子肝素抑制新生血管形成, 使得肿瘤

组织内形成新生血管大为减少, 导致化疗药物

进入肿瘤组织减少有关[10]. 血管生成抑制剂的应

用, 为解决传统化疗药物肿瘤耐药问题提供了

一个新的思路. 一方面, 血管生成抑制剂有望成

为传统化疗后新的一种药物治疗手段; 另一方

面, 应用血管生成抑制剂又可能抑制残留病灶

表  1  各实验组实验结果比较览表 (mean±SD, n  = 10)

     
分组                          肿瘤体积(mm3)	 抑瘤率(%)	    肿瘤微血管密度	    甲胎蛋白(mg/L)

对照组		  68.47±22.04	      0	        19.34±3.57	      22.20±6.29

化疗组		  26.25±11.55b	    61.66	        17.10±3.03	      14.56±8.87b

法安明组		  33.70±14.78b	    50.78	          5.20±1.55bd	      13.36±7.60b

联合组		  17.25±6.80bf	    74.81	          4.70±2.21bd	      11.57±7.82b

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  化疗组; fP<0.01 vs  法安明组.

■应用要点
本实验结果显示
法安明通过抑制
肿瘤血管形成, 对
体内早期肝癌生
长具有抑制作用.
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的生长, 也可使微小转移灶处于休眠状态, 从而

控制微小病灶引起的临床复发与转移, 达到肿

瘤亚临床治疗的新水平[11-12], 低分子肝素可能具

有此作用. 
本实验结果证实低分子肝素通过抑制肿瘤

血管形成, 对体内早期肝癌生长具有抑制作用. 
血管生成抑制剂与传统化疗药物的序贯性治疗

有待进一步研究证实. 同时低分子肝素治疗剂

量与抑制肿瘤的关系也有待进一步研究. 
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■同行评价
本研究设计合理, 
数据可靠, 结果可
信, 具有非常重要
的意义和应用前
景.
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