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ｉｍｍｕｎｉｔｙ；ｓｅｃｕｒｉｔｙ
［Ａｃａｄ　Ｊ　Ｓｅｃ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ，２０１６，３７（１）：１０－１６］

　　胰腺癌是常见的消化系统肿 瘤 之 一，占 世 界 恶

性肿瘤发病率的第１０位（３％），而 死 亡 率 为 第４位

（７％），发病率 及 死 亡 率 在 人 群 中 均 呈 上 升 趋 势［１］。

胰腺癌起病隐匿，早期诊 断 率 低，恶 性 程 度 高，手 术

切除率低，对放疗、化疗不敏感，临床预后极差，５年

生存率低于６％，为 唯 一 发 病 率 与 病 死 率 相 当 的 恶

性肿瘤［１］。局部进展期及转移性胰腺癌约占全部胰

腺癌的８０％，局 部 晚 期 中 位 生 存 期 为６～１０个 月，

转移性胰腺癌中 位 生 存 期 仅３～６个 月［１］。对 于 局

部晚期和转移性胰腺癌，局部消融 治 疗 可 达 到 消 灭

肿瘤、减轻疼痛、延长患者生存期的目的。目前国内

常见的 消 融 治 疗 主 要 有 射 频 消 融 （ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ａｂｌａｔｉｏｎ，ＲＦＡ）、微 波 消 融（ｍｉｃｒｏｗａｖｅ　ａｂｌａｔｉｏｎ，

ＭＷＡ）、冷冻 消 融 （ｃｒｙｏａｂｌａｔｉｏｎ）和 高 强 度 聚 焦 超

声（ｈｉｇｈ－ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｆｏｃｕｓｅｄ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＨＩＦＵ），且

被证实可 延 长 局 部 晚 期 及 转 移 性 胰 腺 癌 患 者 生 存

期，但是受到适应证、禁忌证和不良反应等因素的限

制，治疗 效 果 仍 不 理 想。不 可 逆 电 穿 孔（ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ，ＩＲＥ，俗称“纳米刀”）治疗肿瘤是通过

释放ｋＶ级高压的直流电，以电脉冲方式产生强力的

电场，在细胞膜上产生永久性的纳米孔，促进肿瘤细

胞凋亡，消 融 肿 瘤 组 织。本 研 究 选 取 新 西 兰 大 白 兔

ＶＸ２胰腺移植瘤为研究对象，探究纳米刀、冷冻和射

频消融除直接消融肿瘤组织外的其他抗肿瘤机制，同

时探讨纳米刀在治疗胰腺移植瘤的安全性和有效性。

１　材料和方法

１．１　新 西 兰 大 白 兔 ＶＸ２ 胰 腺 移 植 肿 瘤 模 型 建

立 新西兰大白兔８只，体质量为２．１～３．４ｋｇ，购

自上海斯莱 克 实 验 动 物 中 心 ［动 物 生 产 许 可 证 号：

ＳＣＸＫ（沪）２０１４－０００８］。氯胺酮４～６ｍｇ／ｋｇ肌肉注

射麻醉新西兰大白兔，左上腹部中线旁行１ｃｍ的纵

行切口，将１ｍｍ３ 瘤块植入胰体尾处，术后３ｄ内常

规肌肉注射抗生素，生长２周后可见直径约２ｃｍ肿

瘤结节（图１Ａ）。

１．２　实验分组及手术实施　将实验兔 分 为 模 型 对

照组、纳米刀组、冷冻组、射频组，每组２只。纳米刀

治疗过程中 全 麻 配 合 气 管 插 管（氯 胺 酮０．１～０．１５

ｍｇ／只，配 合 肌 松 药 氯 化 琥 珀 胆 碱 ０．１～

０．２ｍｇ／只），术后简易呼吸器复苏，余治疗组以氯胺

酮０．１～０．１５ｍｇ／只麻醉，麻醉满 意 后 开 腹 暴 露 胰

腺移植瘤，将电极插入 肿 瘤 组 织 内。纳 米 刀 实 验 参

数：ＡｎｇｉｏＤｙｎａｍｉｃｓ公司制造的纳米刀正负两电极，

正负电极之间的 距 离 为１．０～１．５ｃｍ，进 针 深 度 为

１．０～１．５ｃｍ，电 压１　８００～２　４００Ｖ／ｃｍ，脉 冲 长 度

７０／ｓ，脉冲数目１０，脉 冲 时 值９０μｓ（图１Ｂ）。冷 冻

参数：采用美国氩氦刀冷冻系统进行治疗，冷冻探针

为１．４７ｍｍ，冷 冻 消 融 肿 瘤 模 式 为：氩 气 急 剧 降 温

冷冻５ｍｉｎ，氦气快速复温２ｍｉｎ为１个循环，共２

个 冷 冻／复 温 循 环 （图 １Ｃ）。射 频 参 数：采 用

ＲＦ－２０００射频消融仪及 ＭＥＤＳＰＨＥＲＥ电外科电极，将

ＭＥＤＳＰＨＥＲＥ电外科电极针 准 确 插 入 病 灶 内，射 频

输出功率１５０Ｗ，治疗总时间为８～１３ｍｉｎ（图１Ｄ）。

１．３样本处理及检测　所有实验兔术后２４ｈ处死，

取血，分析血清和血浆，各 组 标 本 经 甲 醛 固 定 处 理。

血清进行肝肾功能、淀粉酶（ＡＭＹ）、肌酸激酶检查，

血浆标本采用酶标仪双抗体夹心 （ＥＬＩＳＡ）法测定

心肌 肌 钙 蛋 白Ｉ（ＣＴｎＩ）、Ｃａｓｐａｓｅ－３、肿 瘤 坏 死 因 子

（ＴＮＦ）－α及血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的 生 物 学 活 性。Ｈ－Ｅ染 色

后光镜下观察各组术后移植瘤 组 织 的 形 态 学 改 变，

同时Ｔｕｎｎｅｌ试剂染色，共聚焦显微镜下拍照。采用

·１１·
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Ｅｎｖｉｓｉｏｎ法 进 行 Ｂｃｌ－２、ＶＥＧＦ、ＨＳＰ７０免 疫 组 化 染

色，所用的一抗为：兔抗兔多克隆抗体Ｂｃｌ－２（工作浓

度 为 １∶１　０００，台 湾 Ａｂｎｏｖａ 公 司，货 号：

ＰＡＢ１９５６２）；鼠抗兔 ＨＳＰ７０单 克 隆 抗 体（工 作 浓 度

为１∶１　０００，美国Ａｂｃａｍ公司，货号：ａｂ２７８７）、鼠抗

兔 ＶＥＧＦ多克隆抗体（工 作 浓 度 为１∶１　０００，美 国

Ａｂｃａｍ 公 司，货 号：ａｂ１３１６）。ＨＳＰ７０、Ｂｃｌ－２ 及

ＶＥＧＦ染 色 阳 性 信 号 均 呈 棕 黄 色 颗 粒，ＨＳＰ７０、

ＶＥＧＦ表达定位于细胞质，Ｂｃｌ－２表达定位于细胞核

及细胞质。

１．４　统计学处理　采用Ｇｒａｐｈｐａｄ　ｐｒｉｍ　５和Ｅｘｃｅｌ

软件进行 图 形 绘 制，Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软 件 进 行 图

形编辑。采用ＳＰＳＳ　１９．０软件进行数据 分 析，两 组

数据间比较采用ｔ检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　术后大体标本及组织病理学观察　对 照 组 实

验 兔 脾 胃 间 隙 间 可 见 直 径 约２ｃｍ结 节，肿 瘤 表 面

呈 灰 红 色，质 偏 软，表 面 可 见 丰 富 的 供 瘤 血 管（图

１Ａ）；镜 下 见 癌 细 胞 密 集，间 质 少，核 大 染 色 深，其

大 小 和 形 态 各 异，染 色 浓 淡 不 均，异 常 分 裂 像 多

见，细 胞 呈 不 规 则 排 列，新 生 毛 细 血 管 丰 富，肿 瘤

中 心 可 见 出 血 坏 死（图１Ｅ）。

纳 米 刀 组 消 融 区 边 界 清 晰，核 固 缩、碎 裂，蓝

染；肿 瘤 血 管 变 性 坏 死、血 栓 形 成，内 见 红 细 胞 碎

裂 物 沉 积，但 血 管 腔 结 构 完 整（图１Ｆ）。

冷 冻 组 肿 瘤 组 织 充 血 水 肿，无 光 泽，触 之 较

硬；镜 下 见 细 胞 完 全 坏 死 崩 解、核 碎 裂，呈 凝 固 性

坏 死，坏 死 区 域 周 边（冰 球 边 缘）出 现 明 显 的 损 伤

区 带，其 中 仍 可 见 部 分 癌 细 胞，但 细 胞 皱 缩，核 浓

集，染 色 质 固 缩，呈 典 型 的 凋 亡 细 胞 特 征 （图

１Ｇ）。

射 频 组 消 融 区 中 央 完 全 坏 死，见 大 片 无 定 结

构 的 粉 染 区，其 周 边 为 凝 固 性 坏 死；镜 下 见 细 胞

核 固 缩、碎 裂 和 溶 解，内 仍 可 见 部 分 存 活 肿 瘤 细

胞（图１Ｈ），术 区 边 缘 血 管 充 血，可 见 大 量 凋 亡 细

胞（图１Ｉ）。

图１　各 组 实 验 兔 胰 腺 移 植 瘤 大 体（Ａ－Ｄ）及 组 织 病 理 学（Ｅ－Ｉ）结 果

Ｆｉｇ　１　Ｇｒｏｓｓ　ｓｐｅｃｉｍｅｎ（Ａ－Ｄ）ａｎｄ　ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ（Ｅ－Ｉ）ｏｆ　ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　ｃａｎｃｅｒ　ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ　ｉｎ　ｒａｂｂｉｔｓ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｇｒｏｓｓ　ｓｐｅｃｉｍｅｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒａｂｂｉｔ　ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　ｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ｗｉｔｈ　ｒｉｃｈ　ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｖｉｓｉｂｌｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ　ｔｕｍｏｒ　ａｎｄ　ａｄｈｅｒｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ

ｔｉｓｓｕｅ；Ｂ－Ｄ：Ｔｈｅ　ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ（ＩＲＥ），ｃｒｙｏａｂｌａｔｉｏｎ，ａｎｄ　ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ａｂｌａｔｉｏｎ（ＲＦＡ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ

ｒａｂｂｉｔ　ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ；Ｅ：Ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ，ｔｕｍｏｒ　ｃｅｌｌｓ　ｗｅｒｅ　ａｒｒａｎｇｅｄ　ｃｌｏｓｅｌｙ，ｗｉｔｈ　ｍａｒｋｅｄｌｙ　ｖａｒｉｅｄ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ　ａｎｄ

ｎｅｃｒｏｓｉｓ；Ｆ：Ａｆｔｅｒ　ＩＲＥ，ｔｕｍｏｒ　ｃｅｌｌ　ｎｕｃｌｅｉ　ｗｅｒｅ　ｃｏｍｐｒｅｓｓｅｄ，ａｎｄ　ｆｒａｇｍｅｎｔｉｚｅｄ　ｏｒ　ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ；Ｇ：Ａｂｌａｔｉｏｎ　ａｒｅａ　ｂｏｕｎｄａｒｙ　ｗａｓ　ｉｒｒｅｇｕｌａｒ，ａｎｄ　ｓｏｍｅ

ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｃｅｌｌｓ　ｃｏｕｌｄ　ｂｅ　ｓｅｅｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ａｂｌａｔｉｏｎ　ａｒｅａ；Ｈ：Ｃｌｅａｒ　ｂｏｒｄｅｒ　ｗａｓ　ｓｅｅｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ａｒｅａ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｕｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ａｒｅａ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＲＦＡ

ｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ａｒｅａ　ｆｉｌｌｅｄ　ｗｉｔｈ　ｒｅｄ　ｄｙｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ；Ｉ：Ａ　ｌａｒｇｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ａｐｏｐｔｏｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　ｃｏｕｌｄ　ｂｅ　ｓｅｅｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＲＦＡ　ａｒｅａ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ｅ－Ｉ）

２．２　肿 瘤 凋 亡 相 关 因 子 变 化　Ｂｃｌ－２家 族 是 重 要

的 凋 亡 相 关 因 子，激 活 线 粒 体 及 内 质 网 的 内 外 凋

亡 通 路 发 挥 促 肿 瘤 组 织 凋 亡，Ｂａｘ（促 凋 亡 蛋 白）／

Ｂｃｌ－２（促 生 存 蛋 白）的 比 值 升 高，促 进 Ｃａｓｐａｓｅ－３

表 达，细 胞 接 受 凋 亡 信 号 刺 激 发 生 不 可 逆 性 凋

亡。本 实 验 血 浆ＥＬＩＳＡ结 果 显 示，各 治 疗 组 术 后

机 体 Ｃａｓｐａｓｅ－３水 平 均 较 对 照 组 不 同 程 度 升 高

（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。Ｂｃｌ－２主 要 表 达 于 胞 质，部 分

可 见 胞 核 浓 染（图２Ｂ）；与 对 照 组 比 较，纳 米 刀 治

疗 组 及 射 频 治 疗 组 Ｂｃｌ－２表 达 差 异 无 统 计 学 意

义，而 冷 冻 治 疗 组 Ｂｃｌ－２表 达 低 于 对 照 组（Ｐ＜

０．０１，图２Ｃ）。
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图２　各组间肿瘤凋亡相关因子Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂｃｌ－２的表达

Ｆｉｇ　２　Ｔｕｍｏｒ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｆａｃｔｏｒ　Ｃａｓｐａｓｅ－３ａｎｄ　Ｂｃｌ－２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｐｌａｓｍａ　Ｃａｓｐａｓｅ－３ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｂｃｌ－２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｂｏｒｄｅｒ　ｏｆ　ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ（ＩＲＥ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ａｒｅａ；ｙｅｌｌｏｗ　ｄｙｅ　ｃｏｕｌｄ

ｂｅ　ｓｅｅｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｃｙｔｏｐｌａｓｍ　ａｎｄ　ｃｅｌｌ　ｎｕｃｌｅｕｓ（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ，ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）；Ｃ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ　ｏｆ　Ｂｃｌ－２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ．ＲＦＡ：Ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ａｂｌａｔｉｏｎ．＊＊Ｐ＜０．０１ｖｓ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珔ｘ±ｓ

　　Ｔｕｎｎｅｌ方 法 又 称 ＤＮＡ断 裂 的 原 位 末 端 标 记

法，是用来检测组织细胞在凋亡早 期 过 程 中 细 胞 核

ＤＮＡ的断裂 情 况，特 异 准 确 地 定 位 正 在 凋 亡 的 细

胞。本实 验 各 组 消 融 区 边 缘 肿 瘤 细 胞 可 见 典 型

Ｔｕｎｎｅｌ阳 性 细 胞，有 的 散 在 分 布 见，有 的 集 中 分 布

（图３），其中射频治疗组凋亡率最高 （图３Ｄ）。

图３　各组消融区边缘细胞凋亡情况

Ｆｉｇ　３　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｉｎ　ａｂｌａｔｉｏｎ　ｍａｒｇｉｎａｌ　ｃｅｌｌｓ

ａｆｔｅｒ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ； Ｂ：Ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ； Ｃ：

Ｃｒｙｏａｂｌａｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ａｂｌａｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　机体免疫因子生成情况　ＴＮＦ－α是多效的促

炎细胞因子，介导机体免疫调节功能。ＨＳＰ７０是热

休克蛋白家族中最保守、最重要的一族，在肿瘤免疫

中发挥重要 作 用。各 治 疗 组 血 浆 ＴＮＦ－α水 平 及 术

区边缘（除 冰 冻 治 疗 组）ＨＳＰ７０表 达 量 均 较 模 型 对

照组 升 高（Ｐ＜０．０１），尤 以 纳 米 刀 治 疗 组 最 明 显

（图４）。

２．４　肿瘤侵袭相关因子变化　ＶＥＧＦ是 一 种 功 能

最 强 的 促 血 管 生 成 因 子，与 肿 瘤 的 侵 袭、转 移 等

生 物 学 特 性 密 切 相 关。各 治 疗 组 血 浆 ＶＥＧＦ水

平 均 有 所 升 高，以 射 频 治 疗 组 为 著。术 区 ＶＥＧＦ

淡 染，以 肿 瘤 边 缘 为 主，冷 冻 治 疗 组 ＶＥＧＦ下 降

最 为 明 显，纳 米 刀 治 疗 组 及 射 频 治 疗 组 未 见 明 显

降 低（图５）。

２．５　各治疗技术的安全性　纳米刀治 疗 过 程 中 实

验兔伴随脉冲作用出现脉冲式 肌 肉 强 直 收 缩，射 频

及冷冻消融组治疗时 未 见 异 常。由 表１可 见，纳 米

刀治疗组实验兔出现肌酸激酶 升 高，冷 冻 治 疗 组 及

射频治疗组出现谷草转氨酶（ＡＳＴ）轻度升 高；不 同

术式术后血清 ＡＭＹ均出现不同程度升高；肝 肾 功

能未见明显异常。

图４　各组血浆ＴＮＦ－α和术区边缘ＨＳＰ７０的表达水平

Ｆｉｇ　４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｐｌａｓｍａ　ＴＮＦ－αａｎｄ　ＨＳＰ７０ｉｎ　ｔｈｅ　ｂｏｒｄｅｒ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ａｒｅａ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｌａｓｍａ　ＴＮＦ－αｌｅｖｅｌ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＨＳＰ７０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｂｏｒｄｅｒ　ｏｆ　ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ（ＩＲＥ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ａｒｅａ，ｗｉｔｈ

ｙｅｌｌｏｗ　ｄｙｅ　ｓｅｅｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｃｙｔｏｐｌａｓｍ　ａｎｄ　ｎｕｃｌｅｕｓ（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ，ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）；Ｃ：Ｔｈｅ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ＨＳＰ７０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ．ＲＦＡ：Ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ａｂｌａｔｉｏｎ．＊＊Ｐ＜０．０１ｖｓ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珔ｘ±ｓ
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图５　各组实验兔术后血浆及术区ＶＥＧＦ的表达水平

Ｆｉｇ　５　Ｐｏｓｔ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｐｌａｓｍａ　ａｎｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ａｒｅａ　ＶＥＧＦ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｒａｂｂｉｔｓ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｌａｓｍａ　ＶＥＧＦ　ｌｅｖｅｌ　ｉｎ　ｒａｂｂｉｔｓ；Ｂ：ＶＥＧＦ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｅｄｇｅ　ｏｆ　ＩＲＥ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ａｒｅａ，ｗｉｔｈ　ｙｅｌｌｏｗ　ｄｙｅ　ｓｅｅｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｎｕｃｌｅｕｓ

ａｎｄ　ｐａｒｔｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｃｙｔｏｐｌａｓｍ（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ，ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）；Ｃ：Ｔｈｅ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ＶＥＧＦ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ．ＩＲＥ：

Ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ；ＲＦＡ：Ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ａｂｌａｔｉｏｎ；ＶＥＧＦ：Ｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ．＊＊Ｐ＜０．０１ｖｓ　ｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝６，珔ｘ±ｓ

表１　各组肝肾功能、淀粉酶、肌酸激酶及肌钙蛋白Ｉ变化

Ｔａｂ　１　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ　ｌｉｖｅｒ　ａｎｄ　ｋｉｄｎｅｙ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＡＭＹ，ＣＫ－ＭＢ　ａｎｄ　ＣＴｎＩ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ　 ＡＬＢρＢ／（ｇ·Ｌ－１） ＡＳＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１） ＧＧＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１） ＡＬＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１） ＡＬＰ　ｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ　 ２９　 ２３　 ３　 ２２　 １２２

ＩＲＥ　 ２３　 １５　 ６　 ２０　 ５６

Ｃｒｙｏａｂｌａｔｉｏｎ　 ２２　 ８１　 ２　 ２１　 ３５

ＲＦＡ　 ２０　 ５０　 ６　 １８　 ４２

Ｇｒｏｕｐ　 ＢＵＮｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）ＣＲＥＡｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）ＡＭＹｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＣＫ－ＭＢ　ｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１） ＣＴｎＩρＢ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ　 １０．３８　 １７９．７　 ２１８　 ７３６　 ０．８５

ＩＲＥ　 ０．３３　 ７８．９　 ４４７　 ３　５６０　 １．０５

Ｃｒｙｏａｂｌａｔｉｏｎ　 ８４．７　 １８４．７　 ２５０　 ６５５　 １．９２

ＲＦＡ　 ３０．４　 １３０．４　 ２８４　 ５７５　 ２．１７

　　ＩＲＥ：Ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ；ＲＦＡ：Ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ａｂｌａｔｉｏｎ；ＡＬＢ：Ａｌｂｕｍｉｎ；ＡＳＴ：Ａｓｐｅｒｔａｔｅ　ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＧＧＴ：Ｇａｍｍａ

ｇｌｕｔａｍｙｌ　ｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅ；ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅ　ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ；ＡＬＰ：Ａｌｋａｌｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；ＢＵＮ：Ｂｌｏｏｄ　ｕｒｅａ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＣＲＥＡ：Ｓｅｒｕｍ　ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ　ａｎｄ

ｕｒｅａ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＡＭＹ：Ｓｅｒｕｍ　ａｍｙｌａｓｅ；ＣＫ－ＭＢ：Ｃｒｅａｔｉｎｅ　ｋｉｎａｓｅ－ＭＢ；ＣＴｎＩ：Ｃａｒｄｉａｃ　ｔｒｏｐｏｎｉｎ　Ｉ

３　讨　论

目前晚期胰腺 癌 主 要 治 疗 手 段 仍 是 化 疗，各 种

化疗方案 对 胰 腺 癌 患 者 的 总 体 生 存 期 未 见 明 显 改

善［２－４］，包括吉西他 滨 联 合 卡 培 他 滨（中 位 生 存 期 为

７．１个 月）、ＦＯＬＦＩＲＩＮＯＸ（中 位 生 存 期 为１１．１个

月）及白蛋 白 紫 杉 醇 联 合 吉 西 他 滨（总 体 生 存 期 为

８．５个月），所以胰腺癌治疗仍面临巨大挑战。积极

寻找其他替代治疗方式及方案对改善胰腺癌患者生

存期和生活质量具有重要的意义。既往晚期胰腺肿

瘤局部冷冻、射频作为一种姑息性 治 疗 方 式 取 得 一

定的理想效果，但是由于临近腹腔 大 血 管 及 胆 道 系

统，存在出血、胆漏及胰漏 风 险，而 且 其 具 体 参 数 的

设置及 操 作 要 点 尚 需 更 进 一 步 的 研 究 和 探 讨［５－７］。

纳米刀作为非热效应的一种新兴 微 创 治 疗 手 段，大

大减少了 胰 腺 癌 治 疗 导 致 的 消 化 道 出 血 及 胆 道 损

伤，发展前 景 广 阔［８－１０］。本 研 究 通 过 抗 肿 瘤 的 安 全

性和有效性探讨纳米刀在治疗不可切除性胰腺癌的

优势。

本实验结果发 现，纳 米 刀 治 疗 组 的 血 管 结 构 未

见明显破坏，内可见多量破碎红细胞沉积；纳米刀灭

活区域和非灭活区域之间存在 明 显 分 界 线，而 冷 冻

或射频等其他热灭活方法则产 生 一 片 无 定 形 区 域，

这片区域很有可能存在不完全灭活的组织而造成部

分肿瘤细 胞 残 余 或 肿 瘤 复 发［１１］。这 一 结 果 与 纳 米

刀破坏细胞膜的完整性、继而发生细胞凋亡或坏死、

但不影响 由 蛋 白 质 为 主 要 构 成 成 分 的 组 织 框 架 结

构［１２］有 关，钠 米 刀 有 可 能 成 为 治 疗 毗 邻 神 经、血 管

等重要敏感组织肿瘤（晚期胰腺癌、邻近门静脉及胆

道的肝恶性肿瘤结节）的一种有效方法。

纳米刀、冷冻及 射 频 消 融 除 能 直 接 毁 损 肿 瘤 组

织外，还均能通过促肿瘤组织凋亡、增强机体免疫及
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抑制肿瘤侵袭转移等机制发挥抗 肿 瘤 作 用，但 存 在

细微的差别，这与三者的消融机制不同有关：纳米刀

通过一定的电脉冲剂量使细胞膜出现不可恢复的破

裂，导 致 细 胞 死 亡［１３］；冷 冻 消 融 是 先 通 过 冷 冻 使 癌

细胞内形成冰晶，再快速升温使细胞内的冰晶爆裂，

癌细胞被完全摧毁，通过这种快速 制 冷 和 急 速 升 温

来抗肿瘤［１４］。射频消融通过一定的射频输出，使靶

区组织细胞离子振荡摩擦产生热 量，局 部 温 度 可 达

８０℃～９０℃，足以使肿瘤组织产生凝固性坏死，并最

终形成液化灶或纤维组织，达到治疗肿瘤目的［１５］。

Ｂｃｌ－２是 Ｂｃｌ－２家 族 重 要 的 促 生 存 蛋 白 因 子，

Ｂｃｌ－２的降低促发肿瘤凋亡［１６］，同时促进 Ｃａｓｐａｓｅ－３

这一重要促凋亡因子的表达，进而 导 致 肿 瘤 细 胞 发

生不可 逆 性 凋 亡［１７］。本 实 验 血 浆 ＥＬＩＳＡ 结 果 显

示，与对照组比较，各治疗组Ｃａｓｐａｓｅ－３水平不同程

度升高，射频治疗组消融范围较其余治疗组显著，而

冷冻 治 疗 组 的 Ｂｃｌ－２ 下 降 最 为 明 显，与 消 融 区

Ｔｕｎｎｅｌ结 果 一 致，这 与 各 组 治 疗 机 制 不 同 有

关［１３－１５］。刺激机体 的 免 疫 发 挥 抑 瘤 的 后 遗 效 应，是

微 创 治 疗 的 另 一 重 要 抗 肿 瘤 机 制。ＴＮＦ－α 和

ＨＳＰ７０在肿瘤免疫中发挥重要作用，能诱导和增强

机体抗肿瘤 免 疫 反 应，抑 制 肿 瘤 生 长［１８－１９］。本 实 验

结果显示，纳米刀治疗后可激发机体自身免疫系统，

发挥抗肿瘤的后遗效应，这与纳米刀消融迅速、完全

彻底、大量释放肿瘤抗原碎片、激发机体免疫系统有

关。肿瘤的 重 要 特 征 之 一 是 不 同 阶 段 发 生 侵 袭 转

移，ＶＥＧＦ是其中重要的启动子之一，肿瘤血管生成

的程度 间 接 反 映 了 肿 瘤 的 浸 润、复 发 及 转 移 的 能

力［２０］。本研究各 治 疗 组 血 浆 ＶＥＧＦ因 子 水 平 较 对

照组升高，可能与肿瘤 血 管 破 坏 后 短 时 间 内 ＶＥＧＦ

释放入血有关，术区ＶＥＧＦ表达有所下降尤以冷冻

治疗组为著，这 与 冷 冻 消 融 的“冷 冻 栓 塞”有 关［２１］，

表明各治 疗 组 能 一 定 程 度 抑 制 血 管 形 成 因 子 的 表

达，减少肿瘤组织的血液 供 应，抑 制 癌 细 胞 的 迁 移，

可能是消融技术治疗肿瘤的一项重要机制。

在安全性方面，血清检测结果显示，与对照组相

比，纳米刀组肌酸激酶水平升高，这可能与实验兔治

疗过程中的肌肉抽搐有关。冷冻及射频治疗后邻近

粘连的小肠明显充血水肿，而纳米 刀 组 未 见 明 显 肠

道损伤，充分说明纳米刀消融区的边界清晰。因此，

与冷冻及射频治疗相比，纳米刀更 适 合 进 展 期 胰 腺

癌的局部减瘤治疗，尤其是包绕血管、胆管及神经等

重要结构时，能有效地保存重要结构，预防严重并发

症的发生［２２］。

本组实验中，纳 米 刀 治 疗 组 在 激 发 机 体 免 疫 和

保护周围重要脏器方面有一定的优势。但是由于本

研究实验样本数较少，纳米刀对 比 于 冷 冻 及 射 频 消

融在胰腺癌中的应用优势、治疗 各 项 参 数 的 优 化 及

选择还需更多临床前研究。
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