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Abstract
AIM: To investigate the effect of transcatheter 
arterial embolization (TAE) on angiogenesis in 
rabbit VX2 liver tumor.

METHODS: VX2 tumors were implanted in the 
liver of 20 New Zealand White rabbits. The ani-
mals were then divided into two groups: rabbits 
undergoing TAE with 150-250-μm polyvinyl 
alcohol particles (TAE group, n = 10) and those 
undergoing sham embolization with distilled 
water (control group, n = 10). The animals were 
sacrificed six hours or three days after TAE, and 
tumor samples were harvested. Immunohisto-

chemistry was performed to evaluate vascular 
endothelial growth factor (VEGF) protein ex-
pression and microvessel density (MVD). Real-
time reverse transcription-polymerase chain re-
action (RT-PCR) was performed to examine the 
expression of VEGF mRNA. 

RESULTS: TAE-treated tumors showed in-
complete central necrosis with residual viable 
tumor cells in the periphery. The levels of VEGF 
protein and mRNA and mean MVD were sig-
nificantly higher in the TAE group than in the 
control group (P = 0.001, 0.000 and 0.001, respec-
tively). The expression level of VEGF protein 
was positively correlated with MVD in residual 
viable tumor cells (r = 0.677, P = 0.001).

CONCLUSION: TAE can promote angiogenesis 
in residual rabbit VX2 liver tumor after TAE per-
haps in a VEGF-dependent manner. 
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摘要
目的: 探讨肝癌经导管动脉栓塞(transcatheter 
arterial embolization, TAE)对残存肿瘤血管生
成的影响.

方法: 建立20只兔VX2肝癌模型. TAE处理组
(n  = 10), 接受150-250 μm聚乙烯醇经导管肝
动脉栓塞; 对照组(n  = 10), 接受蒸馏水经导管
肝动脉注入模拟TAE. 栓塞后6 h或3 d, 处死实
验兔进行肿瘤组织取样, 采用免疫组织化学
方法评价样本的血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)蛋白表达和
微血管密度(microvessel density, MVD), 微血
管标记采用CD31抗体, 实时PCR检测VEGF 
mRNA表达. 

结果: TAE处理组肿瘤呈不完全性中央坏死, 
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■背景资料
TAE是肝癌经导
管介入治疗技术
的重要组成部分. 
该治疗技术通过
栓塞肿瘤供血动
脉诱导肿瘤缺血
缺氧性坏死, 达到
控制肝癌的目的. 
然而, TAE作为肝
癌姑息性治疗方
法, 其近期疗效显
著, 但远期疗效仍
不 够 理 想 .  肝 癌
TAE后肿瘤复发
和转移是限制其
疗效的主要因素.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科



坏死区周围可见肿瘤细胞存活. TAE处理组
肿瘤的VEGF蛋白、mRNA水平和平均MVD
均显著高于对照组(P  = 0.001, 0.000, 0.001). 
VEGF蛋白水平与MVD呈显著性正相关(r  = 
0.677, P  = 0.001).

结论:  肝癌TA E可激活残存肿瘤血管生成 , 
VEGF在TAE相关性血管生成中发挥重要调节
作用.

关键词: 栓塞; 血管内皮生长因子; 血管生成; 病理

性; 肝肿瘤
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0  引言

经导管动脉栓塞 ( t r a n s c a t h e t e r  a r t e r i a l 
embolization, TAE)是肝癌经导管介入治疗技术

的重要组成部分. 该治疗技术通过栓塞肿瘤供

血动脉诱导肿瘤缺血缺氧性坏死, 当结合动脉

内灌注化疗药物(即化疗栓塞)或放射性物质(即
放疗栓塞), 则可导致更广泛的肿瘤坏死[1]. 以栓

塞为基础的介入疗法已成为目前治疗不可切除

性肝癌的主要方法. 然而, 二十余年的临床应用

结果发现, 介入栓塞作为肝癌姑息性治疗方法, 
其近期疗效显著, 但远期疗效仍不够理想. 肝癌

栓塞后肿瘤复发和转移是限制其疗效的主要因

素[2-3]. 研究证实, 肝癌作为典型的富血管肿瘤[4], 
肿瘤血管生成在肝癌的生长和浸润转移等肿瘤

生物学方面发挥重要作用[5]. 了解栓塞与血管生

成的关系对阐明TAE治疗肝癌的确切疗效具有

重要意义. 因此, 我们采用兔VX2肝癌模型研究

TAE对肝癌血管生成的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰大白兔, ♂, 体质量3.0-3.5 kg, 购
于华中科技大学同济医学院动物学部. VX2瘤
株购于中国典型培养物保藏中心. MR成像采

用1.5 T MR成像仪(Magnetom Avanto; Siemens 
medical solutions, Germany). 介入监视采用DSA
仪(Angiostar Plus, Siemens medical solutions, 
Germany). 介入器械均购自泰尔茂公司(Terumo, 
Japan). 对比剂为欧乃派克(Omnipaque 350; GE 
Healthcare, Shanghai, China). 二抗试剂盒采用

EnVisionTM非生物素检测系统(Dako, Glostrup, 
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Denmark). 一抗分别为小鼠抗VEGF(Millipore, 
B i l l e r i c a ,  U S A )、小鼠抗C D 3 1 ( D a k o , 
Glostrup, Denmark)单克隆抗体. 实时PCR所

用试剂包括RNA保存液(Applygen, China)、
TRIzol(Invitrogen, Carlsbad, USA)、cDNA第一

键合成酶(Toyobo, Japan)和SYBR Green Realtime 
PCR master mix (Toyobo, Japan).
1.2 方法 
1.2.1 动物模型、MR成像和实验分组: 新西兰大

白兔, 雌雄不限, 体质量3.0-3.5 kg, 动物麻醉采

用戊巴比妥钠, 静脉注射, 剂量30 mg/kg体质量. 
兔VX2肝癌模型制作: 先将VX2瘤从用于传代的

荷瘤兔中取出, 剪成1 mm×1 mm×1 mm大小的

瘤组织块, 再将实验用兔全麻后无菌手术下开

腹、暴露肝脏, 将瘤组织块直接植入肝左叶内, 
植入深度距肝包膜约10 mm. 肿瘤移植后17-18 
d, 采用MR成像仪监测VX2癌成瘤情况. 所有动

物取仰卧位, 选用6通道体部相控阵线圈联合2
通道脊柱相控阵线圈, 进行T2加权MR成像, 参
数: TR 3700 ms, TE 87 ms, 层厚4 mm, 层间距 
15%, 带宽 168 Hz, 视野200×200 mm2, 矩阵320
×320. 成功建立兔VX2肝癌模型20只, 将其分

为2组: TAE处理组(n  = 10), 采用150-250 μm聚

乙烯醇栓塞; 对照组(n = 10), 采用蒸馏水代替聚

乙烯醇模拟TAE. 再根据处死时间, 将每组实验

兔分成2个亚组: A亚组(TAE处理组5只, 对照组5
只), TAE后6 h处死动物; B亚组(TAE处理组5只, 
对照组5只), TAE后3 d处死动物.
1.2.2 TAE操作: TAE在DSA监测下进行. 实验兔

全麻固定, 无菌手术下切开腹股沟皮肤, 暴露股

动脉, 直视下采用18G穿刺针穿刺股动脉成功

后, 交换导丝, 引入4 F血管鞘, 先采用4 F Cobra
导管选择性插入腹腔干, 手推对比剂进行腹腔

干造影用以了解腹腔干内脏血管解剖, 再采用

2.7 F同轴微导管相继超选择性插入肝总动脉、

肝固有动脉和肝左动脉内. 先进行肝固有动脉

或肝左动脉选择性血管造影证实移植瘤血供来

源于肝左动脉, 之后实施栓塞处理. 栓塞剂采用

150-250 μm大小的聚乙烯醇颗粒, 每瓶聚乙烯

醇以10 mL对比剂进行混悬, 在透视监测下将

0.1-0.4 mL聚乙烯醇混悬液经导管注入肝左动脉

内, 栓塞程度以顺行血流的完全停滞为准. 对照

组经导管注入0.4 mL蒸馏水代替栓塞剂.
1.2.3 免疫组织化学: TAE后6 h、3 d, 采用静脉

注射过量戊巴比妥钠(100 mg/kg体质量)的方法

处死实验兔, 肿瘤取样(包括最大层面的肿瘤组
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■相关报道
以往相关研究的
结果存在争议, 如
Gupta et al 采用大
鼠NF13762肝肿
瘤模型进行实验, 
发现经TAE处理
的动物血清VEGF
水平和肿瘤组织
MVD较未经TAE
处理的肝癌明显
升高; 而Li et al 报
道栓塞并不增加
大鼠Walker-256
肝肿瘤的血管生
成水平.

■研发前沿
血管生成在肿瘤
的生长和浸润转
移等关键生物学
方面发挥重要作
用. 肝癌属于富血
管肿瘤, 了解栓塞
与血管生成的关
系对阐明TAE治
疗肝癌的确切疗
效具有重要意义.
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织和少量癌旁肝组织), 标本中性甲醛固定, 石
蜡包埋, 制成4 μm切片用于组织学染色. 切片采

用H-E染色和免疫组织化学染色. 免疫组织化学

染色采用EnVisionTM非生物素检测系统(Dako, 
Denmark). 简单步骤如下: 柠檬酸盐缓冲液(0.01 
mol/L, pH6.0)微波抗原修复, 3%的H2O2孵育10 
min阻断内源性过氧化物酶, 分别滴加小鼠抗

VEGF(工作浓度, 1∶50)和小鼠抗CD31(工作浓

度, 1∶20) mAb, 4℃孵育过夜, EnVisionTM二抗

育温孵育30 min, DAB显色, 苏木素复染. 磷酸

盐缓冲液代替一抗作阴性对照. 免疫组织化学

染色由2位病理科医师采用盲法进行评价, 差异

采用商讨显微镜方式解决. 所有切片均在光镜

下全面观察. 根据所有视野内阳性染色细胞的

百分比, 将VEGF蛋白水平分为4级: -, 无染色; 
+, <10%的细胞出现胞质染色; ++, 10%-50%的

胞质染色; +++, >50%的胞质染色[6]. MVD采用

Weidner et al介绍的方法进行评价: 首先在低倍

镜(×40)下预览切片, 找出血管密集区(即热点), 
然后在高倍镜(×200)下分别计数5个不同视野

内的微血管, 任一被CD31染色的与邻近组织成

分区分开的内皮细胞或细胞束均被视为一支血

管数, 以5个高倍视野的微血管平均数作为该切

片的MVD值[7].
1.2.4 实时PCR: VEGF mRNA表达采用实时PCR
进行检测. 实验兔处死后, 收集肿瘤标本并置

于RNA保存液中-70℃保存. TRIzol提取细胞总

RNA, 各样本取1 μg总RNA, 用cDNA第一链合

成酶逆转录成第一链cDNA. PCR引物序列如

下: VEGF, 5'-GCAGAAGAAGGAGACAATAA
ACC-3', 5'-GCACGCAGGAAGGCTTGAATA-3'; 
β-actin, 5'-CGAGATCGTGCGGGACAT-3', 5'-CA
GGAAGGAGGGCTGGAAC-3'. 实时PCR反应采

用SYBR Green Realtime PCR master mix, 反应体

系25 μL. PCR程序: 50℃ 2 min, 1次循环; 95℃ 2 
min, 1次循环; 95℃ 15 s, 60℃ 15 s, 72℃ 45 s, 40
次循环; 收集荧光, 绘制解离曲线. 每个标本PCR
重复3次, 取均值. 采用2-ΔΔCt方法分析VEGF相对

基因表达[8].
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, t检验

比较TAE-处理组与对照组之间肿瘤直径的差异, 
Mann-Whitney U检验比较两组间VEGF mRNA
及其蛋白和MVD的差异, Spearman's相关分析检

测VEGF蛋白与MVD的关系. P <0.05为差异有统

计学意义.

2  结果

2.1 VX2肿瘤模型、TAE MR图像显示所有移植

肿瘤生长于兔肝左叶内(图1). TAE处理组和对

照组肿瘤的直径分别1.24±0.25 cm和1.33±0.26 
cm, 两组间差异无统计学意义(P = 0.439). 20只
实验动物成功实施TAE(图2).
2.2 组织病理学 TAE处理组肿瘤的坏死程度明

显大于对照组. 尽管TAE处理组肿瘤显示了大

范围的中央性坏死, 但周边区域仍可见肿瘤细

胞存活. VEGF蛋白呈浆染色. 该蛋白主要表达

于分布在坏死区周围和肿瘤边缘的存活肿瘤细

胞内(图3), 然而在血管内皮细胞和癌旁肝细胞

内也发现有VEGF蛋白表达. TAE处理组肿瘤的

VEGF蛋白水平明显高于对照组(表1). 肿瘤内微

血管呈不均匀分布, 血管密集区位于肿瘤侵犯

缘(图4). TAE处理组肿瘤的平均MVD明显高于

对照组. 尽管6 h处死的处理组肿瘤MVD较对照

组升高, 但差异无统计学意义; 相比之下, 3 d处
死的肿瘤两组间MVD差异显著(表1).
2.3 VEGF mRNA TAE处理组和对照组VX2肿瘤

表  1  不同处死时间点两组间VEGF蛋白、VEGF mRNA和MVD的比较

     
分组			 

VEGF蛋白水平
		    P 值	

VEGF mRNA
         P 值 	                

 MVD
	   P 值

 

		  0	 +              ++           +++		  (mean±SD)	           (mean±SD)

6 h	

    TAE组(n  = 5)	 0	 0	 3	 2	 0.031	 3.51±2.16       0.009       20.40±6.39	 0.094

    对照组(n = 5)	 0	 3	 2	 0		  0.62±0.28 	         14.44±2.83	

3 d

    TAE组(n = 5)	 0	 0	 2	 3	 0.020	 4.64±2.27       0.009       33.04±7.99	 0.009

    对照组(n = 5)	 0	 3	 2	 0		  0.63±0.26	         13.80±3.52	

合计

    TAE组(n = 10)	 0	 0	 5	 5	 0.001	 4.07±2.17       0.000       26.72±9.54	 0.001

    对照组(n = 10)	 0	 6	 4	 0		  0.63±0.25 	         14.12±3.03	

■创新盘点
本研究采用标准
TAE技术处理兔
VX2肝肿瘤模型, 
动态研究TAE后
残存肿瘤组织的
VEGF mRNA、

蛋白水平及MVD, 
并对VEGF蛋白与
MVD进行相关分
析, 用于评价TAE
对肝癌血管生成
的影响, 以及了解
VEGF在TAE相关
性肿瘤血管生成
中的作用.
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均检测有VEGF mRNA表达. TAE处理组VEGF 
mRNA表达水平明显高于对照组(表1). 
2.4 VEGF蛋白与MVD的关系 VX2肿瘤VEGF蛋
白水平与MVD呈正相关(r = 0.677, P = 0.001).

3  讨论

TAE通过栓塞肿瘤供血动脉可诱导肿瘤缺血缺

氧以及后继的肿瘤坏死, 当结合动脉内灌注化

疗药物(即化疗栓塞)或放射性物质(即放疗栓

塞), 则可导致更广泛的肿瘤坏死[9]. 以栓塞为基

础的经导管介入技术已成为目前治疗不可切除

性肝癌的主要方法[1]. TAE治疗肝癌的目的在于

祛除肿瘤血管, 但是由于肝癌血供的复杂性以

及TAE技术的局限性, 栓塞肿瘤供养血管是不可

能完全的[10-12]. 这使得TAE后肝癌病灶坏死不够

彻底, 在肿瘤周边常有不同程度的肿瘤细胞存

活[13]. 这些残存的肿瘤细胞很可能会产生适应

性基因改变并调整其生物学进程, 如激活肿瘤

血管生成, 以避免肿瘤缺血缺氧性损伤.
VEGF是血管生成的重要启动子, 而MVD

标志血窦毛细血管化状态, 两者最常用于评价

肿瘤血管生成[5]. 有关TAE对肝癌血管生成的影

响已经在人肝细胞癌及几种动物肝癌模型中得

到研究. 然而研究结果存在争议. 大多数研究发

现经TAE处理的肝癌VEGF表达和MVD较未经

TAE处理的肝癌明显升高[14-18]. 但也有报道显示
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图   1   V X 2 瘤
MR图像. T2加

权 M R 像 示 兔

肝左外叶内高

信号病灶(箭).

A B

图  2  TAE处理的VX2瘤DSA图像. A: TAE前选择性左肝动脉

造影实质期示兔肝左外叶内富血管病灶(箭); B: TAE后选择

性肝固有动脉造影示原病灶不显影, 证实肿瘤栓塞成功.

图  3  VX2瘤VEGF免疫组织化学图像(×100). A: 处理组肿瘤显示大量的VEGF阳性表达细胞(箭); B: 对照组肿瘤显示散在的

VEGF阳性细胞(箭).

A B

图  4  VX2瘤MVD免疫组织化学图像(CD31标记×200). A: 处理组肿瘤显示丰富的肿瘤血管(箭); B: 对照组肿瘤内血管稀

少(箭).

A B

■应用要点
肝癌TAE可通过
上调VEGF表达激
活残存肿瘤血管
生成. 因此, 有必
要采用TAE与抗
血管生成的综合
治疗策略, 以提高
肝癌介入疗效.
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TAE并不增加肝癌VEGF表达和MVD[19]. 
与以往大多数研究结果一样, 本研究发现

TAE处理组VX2肿瘤VEGF mRNA、蛋白水平

及平均M V D较对照组明显升高, 并且肿瘤的

VEGF蛋白表达与MVD相关. 这些数据表明肝癌

TAE激活残存肿瘤血管生成可能是更为普遍的

现象, 而VEGF在TAE相关性血管生成中发挥重

要调节作用.
根据对不同处死时间点血管生成的观察, 

我们发现TAE后6 h和3 d两组间的VEGF mRNA
和蛋白水平存在显著性差异; 然而, 尽管两组

间MVD在不同处死时间点均有差异, 但差异仅

在TAE后3 d有统计学意义. 我们推测本结果可

能与缺氧诱导血管生成的机制有关. 众所周知, 
VEGF是缺氧反应基因之一, 其表达受缺氧诱

导, 反应迅速, 并可持续高水平表达直到缺氧刺

激解除[20]. 肝癌TAE后残存肿瘤细胞由于血供

相对减少而处于缺血缺氧状态, 存活的肿瘤细

胞可以感受缺氧并上调VEGF基因表达. 本实验

显示VEGF在TAE后6 h及3 d的高表达很可能是

TAE产生的肿瘤内缺氧引起的. 相比之下, MVD
作为血窦毛细血管化的标志, 代表血管化程度. 
肝癌中的血管生成同样遵循血管生成的基本原

理, 即包括内皮细胞的激活、增殖和迁移, 以及

后续的新生肿瘤血管的形成、稳定和成熟, 该
过程通常需要在受到血管源性因子的调节后数

小时才能完成[5]. 本实验显示MVD的动态变化, 
很可能与检测时间点的选择有关. 很可能6 h期
限不足以让残存肝癌形成足够数量的新生血管, 
而3 d代表适合的时间点采用免疫组织化学方法

检测肿瘤新生血管化情况. 
另外, 本研究发现大量VEGF阳性细胞位于

肿瘤坏死区周围, 进一步证实了VEGF的过表达

与TAE产生的肿瘤内缺氧有关, 因为研究已经

证实肿瘤坏死周围区域距离血管最远, 代表最

大程度的缺氧[21]. 然而在肿瘤边缘也可见到成

簇的VEGF阳性细胞. 我们认为这种现象与TAE
诱导缺氧肿瘤VEGF表达的推断并不矛盾, 因
为研究发现可变的缺氧带可出现在远离坏死的

肿瘤区域[22]. 是否这些出现VEGF阳性表达的肿

瘤边缘区域存在缺氧; 或是否有独立于缺氧的

其他因素(如生长因子、细胞因子和激素等)作
用导致VEGF在这些区域表达[23], 有待进一步研

究证实. 另一方面, 本研究显示肿瘤新生血管密

集区主要位于肿瘤对外侵犯缘, 该发现可能与

VEGF是通过旁分泌方式刺激肿瘤血管生成的

机制有关[24].
总之, 本研究结果表明肝癌TAE可诱导残存

肿瘤VEGF过表达, 进而促进肿瘤新生血管形成. 
这可能对TAE治疗肝癌的疗效产生负面影响. 因
此, 有必要采用TAE与抗血管生成的综合治疗策

略, 以提高肝癌介入疗效.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-10-08)


