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Abstract
AIM: To investigate the effect of transcatheter 
arterial embolization with doxycycline and lipi-
odol on tumor growth and the expression of 
vascular endothelial growth factor (VEGF) and 
matrix metalloproteinases-2 (MMP-2) in hepatic 
tumors.

METHODS: VX2 carcinoma was implanted in 
the left lobe of the liver of rabbits. Two weeks 
later, 32 tumor-bearing rabbits were randomly 
and equally divided into four groups: normal 
saline group, lipiodol group, adriamycin plus 

lipiodol group, and doxycycline plus lipiodol 
group. Tumor size was measured by CT to cal-
culate tumor growth rate. Tumor necrosis rate 
was assessed pathologically. The expression 
levels of VEGF and MMP-2 in tumors were ex-
amined by immunohistochemistry. The staining 
intensity of VEGF and MMP-2 was evaluated 
with a computer-assisted image analyzer.

RESULTS: One week after treatment, the growth 
of tumors was significantly suppressed in the lipi-
odol group, adriamycin plus lipiodol group, and 
doxycycline plus lipiodol group compared with 
the normal saline group (136.4% ± 42.8%, 125.8% 
± 30.8%, 116.7% ± 25.2% vs 325.3% ± 75.0%, all 
P < 0.05). Tumor necrosis rate was significantly 
higher in the doxycycline plus lipiodol group 
than in the lipiodol group and adriamycin plus 
lipiodol group (84.5% ± 5.2% vs 67.3% ± 8.5%, 
71.4% ± 7.6%, both P < 0.05). The expression of 
VEGF was significantly up-regulated in the lipi-
odol group and adriamycin plus lipiodol group 
compared with the normal saline group (0.164 ± 
0.021, 0.162 ± 0.021 vs 0.141 ± 0.018, both P < 0.05). 
MMP-2 was slightly up-regulated in the lipiodol 
group and adriamycin plus lipiodol group com-
pared with the normal saline group (both P > 
0.05). The expression levels of VEGF and MMP-2 
were significantly lower in the doxycycline plus 
lipiodol group than in the normal saline group 
(0.121 ± 0.019 vs 0.141 ± 0.018; 0.135 ± 0.027 vs 
0.158 ± 0.016, both P < 0.05). There is a positive 
correlation between the expression of MMP-2 
and VEGF.

CONCLUSION: Trancatheter arterial emboliza-
tion with doxycycline and lipiodol can suppress 
tumor growth, increase tumor necrosis, and 
decrease VEGF and MMP-2 expression in im-
planted hepatic VX2 tumors in rabbits.

Key Words: Doxycycline; Implanted hepatic VX2 
tumor; Trancatheter arterial chemoembolization; 
Animal experiment
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■背景资料
经导管肝动脉化
疗栓塞术(TACE)
是治疗不能手术
切除原发性肝癌
及转移性肝癌的
主要手段之一, 但
由于术后肿瘤血
管新生等原因, 残
存肿瘤细胞得以
继续生长或转移, 
其远期疗效尚不
理想. 因此, TACE
联合抗肿瘤新生
血管生成将成为
治疗肝癌的重要
手段.. 

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科
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摘要
目的��: 观察经肝动脉强力霉素与碘油栓塞对
兔V X2肝种植瘤生长、血管内皮生长因子
(VEGF)及基质金属蛋白酶-2(MMP-2)表达的
影响.. 

方法�: 32只日本大耳白兔肝VX2瘤种植后232只日本大耳白兔肝VX2瘤种植后2 
wk, 随机分为4组: 生理盐水组(A组)、碘化油
栓塞组(B组)、阿霉素+碘化油组(C组)及强
力霉素+碘化油组(D组). 治疗1 wk后, 采用CT
检测肿瘤大小, 计算肿瘤的生长率, 病理观察
肿瘤坏死率, 免疫组织化学方法测定瘤区的
VEGF及MMP-2表达强度, 免疫组织化学分析
采用计算机图像分析系统.. 

结果��: 治疗1 wk后, 各栓塞治疗组肿瘤生长
受到明显抑制(136.4%±42.8%, 125.8%±

30.8%, 116.7%±25.2% vs  325.3%±75.0%, 均
P <0.05), 组间差异无统计学意义(P >0.05); D
组肿瘤坏死率大于B、C组(84.5%±5.2% vs  
67.3%±8.5%, 71.4%±7.6%, 均P <0.05). B、
C组残余肿瘤区的VEGF表达升高, 高于A组
(0.164±0.021, 0.162±0.021 vs  0.141±0.018, 
均P <0.05); B、C组残留区MMP-2表达强度
与A组相比统计学无显著性意义 . D组肿瘤. D组肿瘤 D组肿瘤
残留区的VEGF及MMP-2表达与A组相比均
减弱(0.121±0.019 vs  0.141±0.018; 0.135±
0.027 vs  0.158±0.016, 均P <0.05), 且VEGF与
MMP-2表达强度之间存在正相关(P <0.05).

结论�: 强力霉素与碘油栓塞可抑制肿瘤生长,强力霉素与碘油栓塞可抑制肿瘤生长, 
增加肿瘤的坏死率, 降低栓塞后残瘤的VEGF
及MMP-2表达..

关键词: 强力霉素; VX2肝种植瘤; 经肝动脉化疗栓

塞; 动物实验
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0  ��引言

强力霉素(又称多西环素, doxycycline, DOXY)
是一种经过特殊化学修饰的四环素, 细胞培养

及一些体内实验证实, 其对某些实体肿瘤也有

一定的抑制效应, DOXY能选择性地诱导肿瘤细

胞凋亡, 同时具有降低肿瘤细胞血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)
及基质金属蛋白酶2(matrix metalloproteinases 2, 
MMP-2)表达的作用. 经导管肝动脉化疗栓塞术

(trancatheter arterial chemoembolization, TACE)
是目前非手术治疗肝癌的首选方法, 但TACE的
远期疗效并不令人满意, 术后肿瘤新生血管形

成是影响TACE疗效的重要因素, 肝癌的生长、

转移及癌栓形成与MMP-2及VEGF有密切关系, 
该实验旨在观察栓塞后肿瘤坏死程度, 残存肿

瘤区MMP-2、VEGF的表达及DOXY对其作用的

影响, 为DOXY进一步的临床应用提供实验依据..

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 超液态碘化油(含碘38%, 法国Guerbet
公司 ) ;  盐酸阿霉素 (A D M, 浙江海正药业 ) ; 
DOXY(上海源叶生物科技有限公司); 碘普罗胺

(iopromide, 300 gI/L, 德国拜耳公司); 兔VX2瘤
株由辽宁医学院附属第一医院放射线科雷振教

授惠赠. VEGF、MMP-2抗体, 即用型SABC免
疫组织化学染色试剂盒, 均购自北京博奥森生

物技术有限公司. 仪器: GE Lightspeed 16 CT机, 
Siemens AX10-M Artis dTA DSA..
1.2 方法方法 
1.2.1 兔VX2肝种植瘤模型的建立:兔VX2肝种植瘤模型的建立: 由辽宁医学由辽宁医学

院实验动物中心提供健康的日本大耳白兔33只, 
体质量2.5-3.5 kg, 雌雄不限, 取1只做传代兔. 将
VX2冻存块缓慢解冻至室温, 剪碎加适量生理盐

水制成悬液, 注射于传代兔后腿内侧肌肉, 2 wk
后可扣及实性包块, 剥离瘤块取生长活跃的瘤

组织剪成每块约1-2 mm3置于生理盐水中备用, 
各实验兔麻醉后, 开腹直视下暴露肝左叶, 以5F
导管鞘刺破肝包膜约5 mm, 用其内芯推入瘤块

3-5个, 以明胶海绵封堵穿刺通道, 观察穿刺道无

出血后回纳肝脏, 缝合上腹切口.. 
1.2.2 分组及处理:分组及处理: 随机将实验动物分为A、B、随机将实验动物分为A、B、
C、D 4组, 每组8只, 于植入肿瘤后2 wk, 荷瘤兔

麻醉后仰卧位固定, 兔右侧股动脉根部搏动处

皮肤常规脱毛消毒, 切开皮肤钝性分离暴露股

动脉, 采用3F SP导管经股动脉插至腹腔动脉, 手
推60%碘普罗胺5 mL行腹腔动脉造影, 明确肝

动脉走行，并超选择至肝左动脉, A组: 生理盐

水组, 经导管缓慢注入10 mL生理盐水; B组: 碘
化油栓塞组, 0.3 mL/kg超液态碘化油经导管缓

慢注入, 术中严密观察碘油沉积情况, 生理盐水

冲刷导管后撤出导管; C组: 阿霉素+碘化油栓塞

■研发前沿
随着人们对强力
霉素药理作用认
识的深入, 发现其
还具有抑制肿瘤
细胞生长及转移
的作用, 可能作为
TA C E 的 辅 助 治
疗, 但具体作用机
制尚不十分清楚..
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组: 0.3 mL/kg超液态碘化油与2 mg/kg ADM采

用“泵法”反复混合后制成乳剂, 经导管缓慢

注入; D组: DOXY+碘化油组: 0.3 mL/kg超液态

碘化油与3 mg/kg DOXY, 剂量选择参照甘萍等[1]

的实验研究计算, 其混合及注药方法同C组.. 
1.2.3 观测指标及方法:观测指标及方法: (1)治疗前及治疗后1 wk,(1)治疗前及治疗后1 wk, 
测量家兔体质量; (2)CT观察肿瘤大小, 测量肿瘤

的长、短径, 肿瘤的体积(V ) = 1/2×a×b2(a为最

大径, b为最小径), 肿瘤生长率(growth rate, GR) 
= (V 治疗后/V 治疗前-1)×100%; (3)CT检查结束后取

肿瘤组织标本, 常规HE染色, 测定肿瘤坏死率, 
肿瘤坏死率 = 坏死区面积(cm2)/肿瘤面积(cm2)
×100%; (4)VEGF、MMP-2免疫组织化学检测, 
VEGF阳性表达表现为肿瘤细胞胞质内的棕黄

色颗粒状染色区, 其判定标准参照吴文娟等[2]报

道的方法, VEGF表达强度采用光密度值表示, 
根据多个光密度值计算得出平均光密度值, 并
计算标准差. 切片厚度、染色及图像采集条件

一致. 免疫组织化学分析采用CIAS-1000型细胞

图像分析系统. MMP-2阳性表达为肿瘤细胞胞

质及间质组织内的棕黄色颗粒状染色区, 分析

方法同VEGF. 免疫组织化学染色采用SP法, 具
体步骤参考说明书进行, 以PBS缓冲液替代一抗

作为空白对照.. 
统计学处理 计量资料表达均采用mean±SD,计量资料表达均采用mean±SD, 

组间比较采用单因素方差分析. 两个变量间是否

存在相关, 采用双变量相关分析. 统计学分析使用

SPSS16.0统计软件, P<0.05差异有显著性意义..

2  ��结果

2.1 体质量、肿瘤生长率及坏死率、肿瘤生长率及坏死率肿瘤生长率及坏死率 治疗后, 各组

动物体质量均有轻度下降, 组间差异无显著性

意义. CT观察肿瘤大小及各碘油栓塞组的碘油

沉积情况, 经栓塞治疗后肿瘤大小均有不同程

度抑制, B、C、D 3组间差异无显著性意义, A组

肿瘤呈几何级数增长. D组肿瘤坏死率高于其他

3组, 差异有显著性意义(表1).
2.2 肿瘤区VEGF及MMP-2表达 VEGF呈弥漫性

或集中表达于几个瘤巢中, 在靠近肿瘤边缘区

域及坏死组织周围的癌巢中表达较强, B、C组

的VEGF表达强度最高; MMP-2表达主要定位于

癌细胞胞质和部分间质组织内, 靠近窦汇区的胞质和部分间质组织内, 靠近窦汇区的和部分间质组织内, 靠近窦汇区的

癌细胞表达明显. A、B、C组残余肿瘤MMP-2
表达统计学无显著性意义, D组VEGF及MMP-2
表达均减弱(图1), 统计学有显著性差异. VEGF
与MMP-2表达强度之间存在正相关(表2).

3  ��讨论

随着人们对DOXY药理作用认识的深入, 发现其

尚具有多种非抗生素特性, 如免疫抑制、抗肿

瘤、清除氧自由基等. 近年来研究表明, DOXY
能通过上调Fas/FasL途径[3]及P53依赖途径[4], 抑
制VEGF[5]、MMP-2、9及血管生成拟态结构[6], 
还可通过线粒体依赖途径诱导细胞凋亡, 从而

杀伤多种肿瘤, 并能起到抑制肿瘤细胞复发、

生长及转移的作用, 如前列腺癌、肝癌、血液

系统肿瘤、淋巴瘤、乳腺癌及其骨转移瘤等, 
且抗肿瘤效应具有时间及浓度依赖性. 

TACE是非手术治疗中晚期肝癌及转移性

肝癌的主要手段之一[7], 通过选择性阻断肝癌

的动脉血供而发挥栓塞化疗抗癌作用, 据统计

近期有效率达30%-70%, 但有前瞻性对照研究

表  1  家兔经肝动脉治疗后1 wk各组体质量、肿瘤生长率及坏死率 (mean±SD)

     
分组

                   体质量(kg)                肿瘤体积(cm3)    
生长率(%)

  
坏死率(%)

     治疗前      治疗后      治疗前      治疗后

A组 2.85 ± 0.22 2.72 ± 0.21 1.25 ± 0.32 3.65 ± 0.55c 325.3 ± 75.0c 50.2 ± 9.8c

B 组 2.84 ± 0.20 2.61 ± 0.21 1.27 ± 0.30 1.70 ± 0.37 136.4 ± 42.8 67.3 ± 8.5

C 组 2.83 ± 0.19 2.57 ± 0.20 1.32 ± 0.37 1.74 ± 0.35a 125.8 ± 30.8a 71.4 ± 7.6a

D 组 2.86 ± 0.20 2.60 ± 0.19 1.28 ± 0.43 1.63 ± 0.33a 116.7 ± 25.2a 84.5 ± 5.2ac

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组.

表  2  家兔肿瘤经肝动脉治疗后1 wk各组VEGF及MMP-2
的表达强度

     
分组          VEGF       MMP-2    r值   P值

A组 0.141 ± 0.018c 0.158 ± 0.016 0.896 0.003

B组 0.164 ± 0.021 0.161 ± 0.017 0.821 0.013

C组 0.162 ± 0.021a 0.161 ± 0.019 0.857 0.006

D组 0.121 ± 0.019ac 0.135 ± 0.027ac 0.804 0.016

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组.

■创新盘点
强力霉素抑制肿
瘤细胞生长、侵
袭的研究多为体
外 研 究 ,  本 实 验
在体研究了强力
霉 素 联 合 碘 油
栓塞对兔VX2肝
种 植 瘤 V E G F、
MMP-2表达的影
响, 强力霉素经肝
动脉给药方式治
疗肝癌未见相关
报道..
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发现, TACE治疗使肝癌患者的肝外转移率明显患者的肝外转移率明显的肝外转移率明显

升高, 且转移时间提前[8], 肿瘤新生血管形成是

重要原因之一. VEGF是目前所知作用最强的

一种促血管生长的因子, 经自分泌机制直接作

用于肿瘤细胞, 上调肿瘤细胞MMP的表达来增

加肿瘤细胞的侵袭性[9], 其在诱导肿瘤血管生

成、促进肿瘤生长、侵袭及转移中起着重要作

用. MMP-2降解基底膜和细胞外基质, 为新血管

的形成创造通路, 利于肿瘤细胞通过结缔组织

和血管壁以形成转移灶或癌栓, 加速肿瘤的生

长及转移. VEGF与MMP-2在促进肿瘤血管新新

生、肿瘤细胞侵袭及转移方面有相互作用, 本、肿瘤细胞侵袭及转移方面有相互作用, 本
实验对各组VEGF与MMP-2进行相关性分析, 
发现二者之间均存在正相关关系(P <0.05), 与
郭荣平等[10]的研究结果相同, 原因可能是由于

MMP-2对基质的降解导致微血管密度、分布

发生改变, 而VEGF刺激内皮细胞产生MMP-2, 
引发了基质降解、新生血管形成的连锁反应, 
继而加强了V E G F诱导肿瘤血管新生的能力. 
VEGF及MMP-2在肝癌组织中的表达与肝外转

移、临床分期、门脉癌栓及肿瘤直径相关[11], 所
以, VEGF与MMP-2都是影响肝癌术后复发、转

移及癌栓形成的重要因素. 
本实验栓塞治疗后短期内各组实验兔食欲

下降, 体质量有轻微下降趋势, 可能与栓塞治疗质量有轻微下降趋势, 可能与栓塞治疗有轻微下降趋势, 可能与栓塞治疗

损伤部分肝功能有关, 后几日逐渐恢复. 镜下观

各栓塞组肿瘤病灶内大部分呈凝固性坏死, 多
数仍可见残余癌巢组织, 新生血管形成是肿瘤

无法完全坏死的重要因素之一, D组肿瘤坏死率

高于其他栓塞治疗组, DOXY通过上调FasL、下

调MMP-2蛋白表达启动Fas/FasL膜受体途径诱

导肿瘤细胞凋亡[12], 可能进一步促进肿瘤坏死. 
栓塞治疗后残瘤区VEGF表达增强, 与A组具有

明显差异(P <0.05), 由于TACE减少了肝癌灶的

血供, 大部分癌细胞处于乏氧状态, 缺氧等局部

微环境的改变是VEGF表达升高的重要因素之

一. B、C组残瘤区MMP-2表达与A组无明显差

异(P >0.05), 说明碘化油及阿霉素对于MMP-2无
明显抑制作用. DOXY联合碘化油栓塞后残余肿

瘤VEGF、MMP-2表达均降低, 与其他3组均具

有明显差异(P <0.05), 主要是由于DOXY具有较

强的Zn2+、Ca2+结合能力, 能与MMP-2酶活性中

心的金属离子结合形成螯合物, 消除其催化活性

位点, 从而在一定程度上抑制了MMP-2表达[13-15]; 
同时也导致VEGF表达的下调, 在肿瘤血管新生

过程中二者之间存在某种协同关系, DOXY具体

通过何种信号传递途径来抑制VEGF的表达尚途径来抑制VEGF的表达尚来抑制VEGF的表达尚

需更深入的研究. 
D O X Y联合碘油栓塞治疗 ,  抑制肿瘤区

VEGF、MMP-2表达, 在肿瘤病灶内较长时间存

积, 提高了灭活病变的效能, 其治疗后对肝肿瘤

转移的影响, 我们将进一步行实验观察. 

■应用要点
本研究通过观察
强 力 霉 素 联 合
碘 油 栓 塞 对 兔
VX2肝种植瘤残
存 肿 瘤 V E G F 及
M M P - 2 表 达 的
影 响 ,  发 现 强 力
霉素能够在一定
程度上减少残瘤
组 织 内 V E G F 和
MMP-2表达 ,  为
临床强力霉素联
合TACE治疗肝癌
提供实验依据..

图� �� ������������������������������������  1  ������������������������������������免疫组织化学示治疗后残存肿瘤区VEGF及MMP-2的表达(×400���). A: C组VEGF阳性细胞; B: D组VEGF阳性细胞; C: A

组MMP-2阳性细胞; D: D组MMP-2阳性细胞.

A

C

B

D
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2009 年《世界华人消化杂志》编委审稿总结 

本刊讯 《世界华人消化杂志》(World Chinese Journal of Digestology , WCJD )编辑委员会共计400人, 全部为副

教授及副主任医师以上. WCJD编委会审稿费结算工作于次年01-05开始. 本次统计为2008-01-01/2009-12-31编

委审稿费费用, 共计40 850元, 数据以稿件审回日期为准. WCJD共计审稿1 418篇, 其中送审专家377位, 共计送

审次数2 094次, 成功审回次数1 634, 成功率78.03%. 其中审稿次数排前三位的为: 西安交通大学医学院第二附

属医院感染科党双锁教授和福建医科大学附属协和医院消化内科王小众教授并列第一位, 各17篇; 南京医科大

学附属南京第一医院肿瘤中心曹秀峰教授第二位, 16篇; 中国医科大学附属第一医院消化内科王炳元教授和苏

州大学附属第一医院消化科陈卫昌教授并列第三位, 各15篇. 

WCJD编辑部感谢各位编委2009年对WCJD工作的支持, 同时希望各位编委更加积极主动的配合我们今

后的工作. 审稿费已经通过邮局汇款, 如有审稿费未收到或者审稿稿件有误差, 请各位编委与编辑部联系, 联系

电话: 010-85381892, 联系人: 李军亮. (编辑部主任: 李军亮 2010-04-20)

■同行评价
本文创新性较好,创新性较好, 
设计合理, 有一定
的科学价值.


