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［摘要］　目的：构建兔VX2肝脏原位移植瘤术后模型并进行超声检查及病理学评估。方法：用15只新西兰大白兔建立肝

脏VX2原位移植瘤并随机分为3组，构建肝癌术后复发模型：R0切除组，以叶间切迹为标准切除部分肝左叶，切口旁内隧

道法植入VX2瘤块；R1切除组，以瘤体边缘为界行肝左叶瘤体切除术；R2切除组，切除约1/2肿瘤组织。术后第7、14、

21天行超声造影（contrast-enhanced ultrasound，CEUS）检查，实验结束后处死荷瘤兔，观察大体标本的情况并取材进行

病理学检查。结果：R2切除组肿瘤大小大于R0切除组和R1切除组，而且肝内多发肿瘤（100%，5/5）、肺转移（100%，

5/5）及肝门处淋巴结转移（80%，4/5）的比例高于R0切除组和R1切除组。常规超声显示肝内复发VX2肿瘤呈低回声，肿

瘤内部回声不均匀与时间呈显著相关（r=-0.518）。注射造影剂后，第7天42.9%（6/14）的VX2肿瘤呈整体增强；第14天

及第21天，分别有64.3%（9/14）和28.6%（4/14）的肿瘤呈整体不均匀增强，35.7%（5/14）和71.4%（10/14）呈环状增强

（P=0.000），增强方式与时间有显著相关性（r=0.632）。结论：本研究建立的兔VX2肝癌术后模型可为后期研究提供可

靠的动物荷瘤载体。
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Establishment of postoperative model of VX2 orthotopic liver tumor and assessment by ultrasound 
CHEN Kailing1, 2, ZHANG Weibin1, MAO Lijuan1, CAO Jiaying1, HAN Hong1, 2, MAO Feng1, WANG Wenping1, 2 
(1. Department of Ultrasound, Zhongshan Hospital, Fudan University, Shanghai 200032, China; 2. Shanghai Institute of 
Medical Imaging, Shanghai 200032, China) 
Correspondence to: WANG Wenping　E-mail: puguang61@126.com
［Abstract］ Objective: To establish postoperative recurrence model of orthotopic liver tumor in rabbit with VX2 tissue. 
Methods: Fifteen New Zealand rabbits were used for VX2 orthotopic liver tumors and then randomly divided into three groups 
to establish the postoperative model. Group R0: the interlobular incisions were used as the standard for partial left lobotomy, and 
the VX2 tumor were implanted in the same liver lobe by the internal tunnel method near the incision. Group R1: resection of the 
tumor margin as the boundary. Group R2: about 1/2 of the tumor tissues were removed. On the 7th,14th, 21st day after orthotopic 
transplantation of VX2 tumor, contrast-enhanced ultrasound (CEUS) was performed to observe the imaging characteristics of the 
tumor. The rabbits were sacrificed after the experiment, the gross specimens were observed and pathological examination was 
conducted. Results: The tumors in Group R2 were larger than those in Group R0 and R1, and the proportion of multiple tumors in the 
liver (100%, 5/5), lung metastasis (100%, 5/5) and hilar lymph node metastasis (80%, 4/5) was higher than that in Group R0 and R1. 
The recurrent VX2 tumor in the liver showed hypoechoic on conventional ultrasound, and the internal echogenicity was significantly 
correlated with time (r=-0.518). On CEUS, 42.9% (6/14) VX2 tumor showed overall enhancement on 7th, 14th and 21st, 64.3% (9/14) 
and 28.6% (4/14) showed overall heterogeneous enhancement, while 35.7% (5/14) and 71.4% (10/14) showed rim-like enhancement 
(P=0.000), with significant correlation between enhancement mode and time (r=0.632). Conclusion: In this study, VX2 postoperative 
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　 　 原 发 性 肝 癌 的 发 病 率 居 恶 性 肿 瘤 的 
第6位，死亡率居癌症相关死亡的第2位，全世

界每年约80万人死于肝癌［1］。外科手术是原发

性肝癌首选的治疗方案，但约70%的患者术后 
5年内复发，而复发性肝癌的治疗是临床工作中

亟待解决的问题［2］。动物实验对于新型药物和

新技术的研发具有重要价值，目前研究中应用的

动物模型主要有皮下移植瘤、肝内原位种植瘤及

化学诱导的模型，而构建肝癌术后复发模型的

研究较少［3］。兔肝VX2原位移植瘤是目前广泛

使用的较大动物模型［4］。相较于皮下移植瘤模

型，肝VX2原位种植瘤的血供和生长特征与人原

发性肝癌相似度更高；而且相较于裸鼠载体，兔

可进行肝动脉、门静脉插管，便于经导管动脉化

疗栓塞（transcatheter arterial chemoembolization，

TACE）相关研究。本研究通过不同方法构建肝

VX2原位种植瘤术后模型，以期为肝癌术后复发

相关研究提供有效的动物载体。

1　　材料与方法

1.1　实验动物

　　清洁级新西兰大白兔16只（购于复旦大学附

属中山医院动物实验中心并饲养于动物房），雌

雄不限，体质量2.0~2.4 kg，健康状况良好。VX2
瘤株由上海市肿瘤研究所提供。本研究经医院动

物实验伦理委员会批准（编号2019-071）。

1.2　肝脏VX2原位移植瘤模型的构建

　　37 ℃水浴复苏VX2肿瘤组织，生理盐水漂洗

后剪成1 mm3瘤块备用，随机取1只实验兔经耳缘

静脉按5 mL/kg剂量注射10%水合氯醛（上海酶

联生物科技有限公司）麻醉后，用20 G注射器针

头将瘤块接种于后腿肌间隙制成种兔。2周后肿

瘤长至1~2 cm时空气栓塞法处死种兔，无菌条件

下取出瘤块，选取瘤体周边生长旺盛的鱼肉样组

织，生理盐水漂洗后用眼科剪剪至大小约1 mm3

备用。

　　15只实验兔使用10%水合氯醛（5 mL/kg）耳

缘静脉注射麻醉，腹部备皮、5%聚维酮碘溶液

消毒、铺巾，沿剑突下腹中线切开约2 cm，暴露

肝左叶，直视下用20 G针头在肝脏组织中分离深

约l cm的窦道，将1块修剪好的瘤块植入窦道内，

填塞约1 mm3明胶海绵后用无菌棉签按压止血后

将肝脏还纳入腹腔，然后逐层缝合，关闭腹腔，

制成荷瘤兔。麻醉苏醒后放回笼中饲养，术后每

天肌注40万单位青霉素，连续注射3 d。

1.3　肝原位种植瘤术后模型的构建及实验分组

　　移植后7 d行超声检查显示15只荷瘤兔肝脏

均成瘤，随机分为3组：R0切除组，以叶间切迹

为标准行肝左叶部分切除术，手术部位无渗血后

于肝切口旁同一肝叶行内隧道法植入约1 mm3瘤

块，方法同上，然后将肝脏还纳入腹腔后逐层关

腹；R1切除组，以瘤体边缘为界行肝左叶瘤体切

除术，明胶海绵按压止血后还纳肝脏，逐层关闭

腹腔；R2切除，瘤体部分切除术，直视下切除约

1/2肿瘤组织后明胶海绵按压止血，然后还纳肝

脏，逐层关闭腹腔。记录3组实验兔手术时间，

麻醉苏醒后放回笼中饲养，术后每天肌注40万单

位青霉素，连续注射3 d。

1.4　超声检查

　　VX2肿瘤原位移植后第7天，术后第7、14、

21天行超声检查。采用深圳迈瑞生物医疗电子股

份有限公司的Mindray Reason 8超声诊断仪，使

用频率为7~11 MHz的线阵探头L11-3U，在超声

造影（contrast-enhanced ultrasound，CEUS）模式

下经耳缘静脉弹丸注射意大利Bracco公司生产的

声诺维（SonoVue）0.6 mL，随后推注2 mL生理

盐水冲管。

　　常规超声观察肝脏VX2肿瘤生长及血供情

况，包括病灶数目、大小、内部回声（低回声、

等回声、高回声）、回声均匀性（均匀、不均

匀）、边界（清晰、不清晰）、形态（规则、

不规则）、钙化（点状、短线状、无）；彩色

多普勒血流成像（color Doppler flow imaging，

CDFI）显示血流信号的分布（周边、内部、周

边及内部、无）和形态（点状、短线状、无）；

liver tumor recurrence model in rabbit was established to provide reliable animal carrier for further research. 
［Key words］ Liver cancer; VX2 tumor; Animal model; Contrast-enhanced ultrasound; Transcatheter arterial chemoembolization
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在CEUS模式下观察肿瘤的增强模式。

1.5　取材与病理学检查

　　实验结束后空气栓塞法处死实验兔，打开腹

腔，观察各实验兔腹腔、网膜、肺、肾、脾有无

转移结节。切取肝脏VX2肿瘤，书页状切开，观

察肿瘤的数目、颜色、形态等特征；并对其他脏

器组织取材，浸泡在4%的中性多聚甲醛溶液中

固定后石蜡包埋，行H-E染色。

1.6　统计学处理

　　采用SPSS 23.0分析软件，计量资料以中位数

M（P25，P75）表示，组间比较用Kruskal-Wallis秩

和检验。计数资料以n（%）表示，组间比较采

用Fisher精确概率检验，相关性分析用Spearman
相关性检验，检验水准α=0.05。

2　结　　果

2.1　模型构建的情况  

　 　 肝 左 叶 V X 2 肿 瘤 种 植 后 第 7 天 ， 超 声 检

查15只实验兔肝脏成瘤，成瘤率100%。术后

复 发 模 型 中 ， R 0 切 除 组 （ n = 5 ） 手 术 时 间 为

25（23~30）s，R1切除组（n=5）手术时间

为22（19~26）s，R2切除组（n=5）手术时

间为23（22~25）s，组间差异无统计学意义 
（P＞0.05）。R0切除组中1只实验兔术后第2天

死亡，开腹后见腹腔积血及凝血块，考虑术后出

血，余14只实验兔存活至实验结束。

2.2　不同时间点术后肝内复发VX2肿瘤的生长

及转移情况  

　　术后第7、14、21天行常规超声及CEUS检

查，3组肿瘤随着时间而增大，且R2切除组肿瘤

大于R0切除组及R1切除组，肿瘤形态不规则，

呈融合状，但R0切除组和R1切除组肿瘤大小差

异无统计学意义（P＞0.05）。R2切除组肝内多

发肿瘤（5/5，100%）、肺转移（5/5，100%）及

肝门处淋巴结转移（4/5，80%）的比例高于R0
切除组和R1切除组。3组术后复发肝VX2肿瘤不

同时间点生长及转移的情况见表1。R0、R1、R2
切除组常规超声、CEUS及术后病理学情况分别

见图1~3。

表1　3组术后复发肝VX2肿瘤不同时间点生长及转移的情况

分组

肿瘤直径/mm M（P25，P75） 肝内多发肿瘤 n（%） 肝外转移 n（%）

第7天 第14天 第21天 第7天 第14天 第21天 肺 肾 脾
肝门处
淋巴结

R0切除组
（n=4）

6.5
（5.9，7.1）

12.7
（10.9，14.2）

18.3
（17.4，19.3）

0
（0.0）

  0
（0.0）

1
（25.0）

1
（25.0）

0
（0.0）

0
（0.0）

 0
（0.0）

R1切除组
（n=5）

4.8
（4.6，5.8）

12.2
（11.8，15.6）

19.3
（15.3，20.6）

0
（0.0）

1
（20.0）

2
（40.0）

3
（60.0）

0
（0.0）

0
（0.0）

1
（20.0）

R2切除组
（n=5）

6.2
（6.0，6.9）

17.2
（17.1，18.9）

25.1
（22.3，27.3）

3
（60.0）

  5
（100.0）

5
（100.0）

5
（100.0）

0
（0.0）

0
（0.0）

4
（80.0）

肝内多发肿瘤由超声检查所测，肝外转移由大体标本及病理学检查所证实；对于肝内多发肿瘤，仅计算最大结节的直径。

A                B                   C

图1　R0切除组实验兔CEUS图像及病理学表现

A：R0切除组实验兔术后第7天检查，灰阶超声上肿瘤呈低回声，内回声均匀，边界不清（箭头所示）；B：CEUS显示肿瘤整体不均匀增
强，早于周边肝实质（箭头所示）；C：VX2肿瘤H-E染色（×200）。
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2.3　不同时间点术后肝内复发VX2肿瘤的常规

超声特征 

　　常规超声上所有肝内复发VX2肿瘤均呈低

回声，在第7、14、21天，肿瘤内部回声不均

匀（50.0%、92.9%、100.0%，P=0.03）、钙化

（50.0%、85.7%、71.4%，P=0.001）的比例逐渐

增高，而且肿瘤内部回声不均匀与时间呈显著相

关（r=-0.518）。术后复发肝VX2肿瘤常规超声

及CEUS分析见表2。

2.4　不同时间点术后肝内复发VX2肿瘤的CEUS

特征

　　经耳缘静脉注射造影剂后，所有VX2肿瘤表

现为快速高回声增强，第7天42.9%（6/14）的肿

瘤呈整体增强；第14天及第21天，分别有64.3%
（9/14）和28.6%（4/14）的肿瘤表现为整体不均

匀增强，35.7%（5/14）和71.4%（10/14）的肿瘤

呈环状增强（P=0.000），增强方式与时间呈显

著相关性（r=0.632）。

　　VX2肿瘤开始高回声增强时间及低回声

增 强 时 间 周 围 早 于 肝 实 质 ， 呈 “ 快 进 快 出 ”

的 增 强 模 式 ， 但 肿 瘤 及 肝 实 质 增 强 时 间 与

时间无明显相关性（r分别为0.007、0.092、 
-0.135）。不同时间术后肝内复发VX2肿瘤的

CEUS特征见表3。

A                 B                   C

图2　R1切除组实验兔CEUS及大体标本图像

A：术后第14天灰阶超声上肿瘤呈低回声，边界不清，内部回声不均匀，见多发点状强回声，周边见点状血流信号（箭头所示）； 
B：CEUS肿瘤呈环形增强（箭头所示）；C：大体标本呈灰红灰白色。

A             B               C

图3　R2切除组实验兔CEUS及大体标本图像

A：R2切除组术后第21天，灰阶超声上肿瘤内部回声不均匀，见多发点状钙化，边界不清，形态不规则，呈融合状（箭头所示）； 
B：CEUS肿瘤减退早于周围肝实质（箭头所示）；C：剖开腹腔观察到肿瘤体积较大，呈多个融合状，边界不清。
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表3　不同时间点术后肝内复发VX2肿瘤的CEUS特征

特征
肿瘤数目（n=14）

P值 相关系数
第7天 第14天 第21天

增强方式 n（%） 0.000  0.632

　整体均匀增强           6（42.9）            0（0.0）          0（0.0）

　整体不均匀增强           7（50.0）            9（64.3）          4（28.6）

　环状增强           1（7.1）            5（35.7）        10（71.4）

VX2肿瘤开始增强时间/s* 7.0（6.0，7.75） 6.5（6.0，8.0） 6.5（6.25，8.0） 0.879  0.007

肝实质开始增强时间/s* 10.0（9.25，12.0）     10.5（9.25，13.75） 11.5（10.0，13.0） 0.475  0.136

VX2肿瘤低回声增强时间/s*     28.0（25.25，33.75）       26.0（22.25，29.75） 26.0（21.5，30.0） 0.617 -0.135
*：以M（P25，P75）表示。

表2　术后复发肝VX2肿瘤常规超声及CEUS分析

n（%）

特征
肿瘤数目（n=14）

P值 相关系数
第7天 第14天 第21天

内部回声 0.03 -0.518

　均匀   7（50.0） 1（7.1）              0（0.0）

　不均匀   7（50.0） 13（92.9）   14（100.0）

边界   0.923  0.118

　清晰   9（64.3）   8（57.1）   7（50.0）

　不清晰   5（35.7）   6（42.9）   7（50.0）

形态   0.097  0.350

　规则 10（71.4）   6（42.9）   4（28.6）

　不规则   4（28.6）   8（57.1） 10（71.4）

钙化   0.001 -0.135

　星点状   6（42.9）   4（28.6）   3（21.4）

　短线状 1（7.1）   8（57.1） 11（78.6）

　无   7（50.0）   2（14.3）              0（0.0）

血流信号分布   0.190  0.105

　内部   5（35.7）   6（42.9）   5（35.7）

　周边   5（35.7） 1（7.1） 1（7.1）

　内部及周边   3（21.4）   7（50.0）   8（57.1）

　无  1（7.1）              0（0.0）              0（0.0）

血流信号形态   0.073  0.280

　点状 12（85.7）   9（64.3）   7（50.0）

　短线状 1（7.1）   5（35.7）   7（50.0）

　无 1（7.1）              0（0.0）              0（0.0）

多发肿瘤仅计入最大者。
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3　讨　　论

　　TACE、射频消融术、分子靶向治疗是肝癌

术后复发的主要治疗方法，但效果不尽满意，患

者术后5年总生存率仅30%~40%［5］。近年来，载

药微球等新型栓塞材料、热消融的增效方法、免

疫治疗及多种治疗方案的联合应用等研究［6-7］一

直是肿瘤治疗领域的热点，急需适宜的动物模型

评价其有效性及安全性。肝癌的荷瘤动物载体通

常使用小鼠和兔，小鼠体型较小、血管细，不适

用于TACE、手术等治疗方法的研究，而兔体型

较大适于经肝动脉治疗的实验研究。而且兔VX2
肿瘤血供丰富，生长周期短，模型构建方法简便

易行，是目前TACE相关研究较为广泛的肝癌实

验模型［8］。既往兔VX2肿瘤的研究［9］主要关注

肿瘤的移植部位、肝原位移植瘤的移植方法等，

而肝癌术后复发模型的研究较少。

　　复发性肝癌与原发性肝癌临床特征存在一定

差异，复发性肝癌数目较多、手术切除导致解剖

结构的变化影响后续治疗而且对肝脏储备功能造

成损伤［10］。因而肝脏原位移植瘤模型在肿瘤的

血管生成、侵袭性及对药物治疗的敏感性方面与

肝癌切除术后模型有所不同，术后复发模型较原

位移植瘤模型在评估肿瘤药物及微创治疗效果方

面更加具有优势［11］。而且，既往研究［12］中常

用的裸鼠等免疫缺陷动物的肝癌移植瘤模型由于

免疫功能的缺失既不符合人类肿瘤发生、发展的

模式又容易发生感染，本实验使用的新西兰大白

兔弥补了此项不足。

　　超声是肝脏肿瘤的首选检查方式，VX2肿瘤

表现为低回声，边界欠清，随着肿瘤增大，出

现内部回声不均匀，点状及短线状钙化，与刘娅 
等［9］研究结果相似。我们还观察了CEUS不同时

期VX2肿瘤的生长状态和血供情况，VX2肿瘤主

要由肝动脉供血，在CEUS表现为“快进快出”

的增强模式，与人类恶性肿瘤相似［13］。VX2肿

瘤较小时主要表现为整体均匀增强，随着肿瘤增

大而表现为整体不均匀增强和环状增强，可能与

肿瘤中央坏死、向周边浸润性生长有关［14］。常

规超声结合CEUS检查从大小和血供等角度显示

VX2肿瘤的生长状况，一方面为评估肿瘤的生长

特征提供更多的信息，另一方面为研究时开始干

预时间的选择提供合理的依据，肿瘤过小不便于

影像学诊断研究，而肿瘤内部坏死较多时影响实

验治疗后的疗效评估。

　　本研究构建的3种模型均出现肝内术后复发

VX2肿瘤。R2切除组的实验兔肝内复发肿瘤生

长速度较快，肿瘤的数目多于R0和R1切除组，

而且R2切除组的术后复发肿瘤呈融合状，形态

不规则，较早出现中央坏死。肝外转移方面，

R2切除组实验兔肺转移结节、肝门处淋巴结转

移数目也多于R0和R1切除组，具有较强的局部

侵袭性和远处转移的特点，适合进展期肝癌综合

治疗及计算机体层成像（computed tomography，

CT）/磁共振成像（magnetic resonance imaging，

MRI）或正电子发射体层成像（positron emission 
tomography，PET）/CT等影像学相关研究，而不

适用于超声诊断的实验研究［15］。

　　R0切除组荷瘤兔需要较高的无菌条件和一定

的外科手术技能，实验兔术后创口大量出血等并

发症发生率较高。而R1切除组手术操作相对简

便，造模成功率高，肿瘤在肝内以单发为主，也

出现肺转移，适合肝脏恶性肿瘤的超声及其他影

像学研究，便于TACE、射频消融术等局部治疗

或靶向治疗等全身治疗，是研究肝癌手术后复发

较理想的模型。

　　本研究有一定的局限性，超声检查在评价

多发病变方面存在不足，后续我们将会使用CT/
MRI等影像学检查方法检测VX2肿瘤的生长特

征；而且实验中研究的样本量较小，在以后的研

究中会逐步扩大实验规模并进行改进。

　　综上所述，本研究建立了兔VX2肝癌术后模

型，为后期研究提供可靠的动物荷瘤载体。
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