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［摘要］　目的：观察瑞格非尼对不全消融残癌的抑制作用并探讨动态三维超声造影（three-dimensional contrast-enhanced 

ultrasound，3D-CEUS）评估靶向治疗反应的可行性。方法：构建兔VX2肝原位种植瘤模型及不全消融模型，随机将实验兔

分为4组（n=5）：不全消融组（A组）、不全消融+靶向治疗组（B组）、靶向治疗组（C组）、对照组（D组）。在不全消

融治疗前当天及治疗后7、14、21、28 d进行3D-CEUS检查并进行在机定量参数分析，实验结束后取出VX2肿瘤行细胞增殖

指数（Ki-67）、CD34免疫组织化学染色，计算微血管密度（microvessel density，MVD）并比较各组间差异。结果：在治

疗后21和28 d，B组和C组的峰值强度（peak intensity，PI）显著低于治疗前（P值分别为0.046，0.033）；而且，B组和C组

的PI与D组相比差异有统计学意义（P值分别为0.027，0.031）。在治疗后28 d，B组和C组的上升支斜率（S）显著低于同时

期对照组（P值分别为0.035, 0.014）；而且B组与A组相比差异有统计学意义（P=0.027）。治疗后28 d，各组肿瘤组织Ki-67
增殖指数、MVD计数差异无统计学意义（P＞0.05）结论：3D-CEUS定量分析技术可反映瑞格非尼抑制肝VX2原位种植瘤残

癌增殖的治疗效果。
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Experimental study of dynamic three-dimensional contrast-enhanced ultrasound in evaluating the inhibitory 
effect of regorafenib on the proliferation of incomplete ablation residual liver VX2 tumor 　CHEN Kailing1, 2, 
WANG Kun1, MAO Lijuan1, MAO Feng1, HAN Hong1, CAO Jiaying1, ZHANG Xiaolong1, 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 observe the feasibility of three-dimensional contrast-enhanced ultrasound (3D-CEUS) in evaluating 
the inhibitory effect of regorafenib on incomplete ablation of residual cancer. Methods: The rabbits were randomly divided into  
4 groups (n=5): incomplete ablation group (group A), incomplete ablation + targeted therapy group (group B), targeted therapy group 
(group C), and control group (group D). 3D-CEUS was performed on the day before treatment and 7, 14, 21, 28 d after treatment, and 
quantitative parameters were analyzed in vivo. VX2 tumors were taken out at the end of the experiment for cell proliferation index 
(Ki-67) and CD34 immunohistochemical staining, and microvessel density (MVD) was calculated. Results: At 21 and 28 days after 
treatment, the peak intensity (PI) of group B and C was significantly lower than that before treatment (P=0.046, 0.033, respectively). 
Moreover, the PI of group B and group C were significantly different from that of group D (P=0.027, 0.031, respectively). At  
28 d after treatment, the ascending slope (S) of group B and group C was significantly lower than that of the control group (P=0.035, 
0.014, respectively). There was significant difference between group B and group A (P=0.027). At 28 d after treatment, there was no 
significant difference in Ki-67 proliferation index and MVD among the three groups (P＞0.05). Conclusion: Quantitative analysis 
parameters of 3D-CEUS can reflect the efficacy of regorafenib in inhibiting the proliferation of residual cancer after incomplete 
ablation of VX2 in situ orthotopic tumor.



《肿瘤影像学肿瘤影像学》2024年第33卷第2期 157

　　微波消融（microwave ablation，MWA）

是原发性肝癌局部治疗的主要方法，也是外科

手术的替代方案［1］。消融后病灶可形成3个区

域：中心高温区（＞60 ℃）、亚致死高温过渡

区（43~50 ℃）及周围组织不受消融影响区。中

心区肿瘤快速发生蛋白变性导致凝固性坏死，

而 过 渡 区 肿 瘤 细 胞 经 历 可 逆 性 损 伤 后 仍 可 存

活，并且诱导形成缺氧微环境导致残癌快速进 
展［2-3］。因此，对于不全消融残癌的处理是临床

亟待解决的问题。瑞格非尼是唯一能够改善索

拉非尼治疗失败的晚期肝细胞癌（hepatocellular 
carcinoma，HCC）患者总生存率的多激酶抑制

剂［4］。动态三维超声造影（three-dimensional 
contrast-enhanced ultrasound，3D-CEUS）可增

加扫描角度和提高时空分辨率，克服二维成像

的单平面取样误差，实时可视化反映感兴趣区

（region of interest，ROI）微血管结构，能够准

确地定量评价血流灌注改变［5］。本研究旨在观

察瑞格非尼对不全消融残癌的抑制作用，并探讨

3D-CEUS评估靶向治疗反应的可行性。

1　材料与方法

1.1　实验动物

　　选取清洁级雄性新西兰大白兔20只（复旦

大学附属中山医院动物实验中心提供），体重

1.8~2.2 kg，健康状况良好。采用内隧道法建立肝

VX2原位种植瘤模型，2周后肿瘤体积达到1 cm3

左右时进行随机分组。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。

1.2　肝VX2原位种植瘤不全消融模型的构建及实

验分组

　　实验前禁食2 h，3%戊巴比妥钠（1 mL/kg）

麻醉实验兔，称量体重后使用深圳迈瑞生物医疗

电子股份有限公司的Reason 7S超声诊断仪观察

VX2肿瘤的位置、大小，注射意大利Bracco公司

生产的超声造影剂声诺维（SonVue）观察病灶

内增强区域，明确超声引导下的穿刺路径及消融范

围；然后使用南京康友微波能应用研究所KY-2200
微波消融系统进行消融，根据文献及课题组前期研

究基础，设置消融功率为30 W，时间为20 s［6］。

　　随机将实验兔分为4组（n=5）：不全消融

组（A组）、不全消融+靶向治疗组（B组）、靶

向治疗组（C组）、对照组（D组）。具体处理

如下：A组，超声引导下将19 G消融针刺入肿瘤

边缘区域进行偏心性消融（模式图见图1），消

融结束后即刻通过耳缘静脉团注0.6 mL SonVue
并尾随1.0 mL生理盐水冲管，观察消融区域周

边的肿瘤组织是否存在“高回声增强-廓清”

区域，如有视为造模成功（图2）。B组，超声

引导下不全消融同A组，消融后第2天开始服用

瑞格非尼0.392 g/d（瑞格非尼成人0.16 g/d，按

人与兔的体表面积等效剂量折算方法0.16 g/d× 
70 kg×0.07/2 kg=0.392 g/d）；连续给药28 d，

每两日称量实验兔体重，然后根据体重调整给

药剂量。C组，将消融针刺入肿瘤组织但未打

开MWA仪开关。第2天开始每天服用瑞格非尼 
0.392 g/kg（同B组）。D组，将消融针刺入肿瘤

组织但未打开MWA仪开关。实验结束，苏醒后

放置回笼中饲养，术后连续3 d注射肌注40万单位

青霉素。

图1　肝肿瘤不全消融示意图

将消融针偏心性刺入肿瘤边缘处，保留部分肿瘤，图中针尖所指
白色区域表示消融后肿瘤组织，其余为不全消融残癌区域。

［Key words］ Hepatocellular carcinoma; Three-dimensional contrast-enhanced ultrasound; Quantitative analysis; Incomplete 
ablation; Residual cancer; Targeted therapy
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图2　肝肿瘤不全消融CEUS图像

肝肿瘤部分消融后即刻行CEUS，不全消融区域残癌组织（箭头所
示）在CEUS动脉期呈高回声增强。

1.3　3D-CEUS检查

　　在治疗前当天及治疗后7、14、21、28 d进

行3D-CEUS检查，仪器为日本Canon公司的Aplio 
500超声诊断仪，配备三维高频探头PLT-1204MV
（中心频率12.0 MHz）。常规超声观察肿瘤大

小、内部回声、边界，病灶位置固定于屏幕中

央，切换至3D-CEUS模式，耳缘静脉团注0.2 mL 
SonVue即刻开始计时，保持探头不动，连续采集

150 s动态图像并保存原始图像。

1.4　定量分析

　　使用机器自带定量分析软件，选取残癌区

域的肿瘤组织作为ROI，绘制时间-强度曲线

（time-intensity curve，TIC），拟合后自动生成

定量参数如下：① 时间参数，达峰时间（time 
to peak，TP）、平均渡越时间（mean transit 
time，MTT）；② 强度参数，峰值强度（peak 
intensity，PI）、曲线下面积（area under curve，

AUC）、上升支/下降支曲线下面积（area under 
the curve of wash-in/wash-out，AUCin/AUCout）及

上升支斜率（ascending slope，S）。对原始动态

图像重复选取3次ROI，保留拟合度最佳的曲线及

对应参数，拟合度≥75%时纳入结果。

1.5　病理学检查

　　实验结束后采用空气栓塞法处死实验兔，

切取肝脏，取出VX2肿瘤并呈书页状切开，观察

肿瘤的形态特征，并对肺、心脏等其他脏器组

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HE染色以及肿瘤细胞增殖指数 

Ki-67、CD34免疫组织化学染色，计算微血管密

度（microvessel density，MVD）。

1.6　统计学处理

　　采用SPSS 26.0统计学软件进行数据分析，

定量数据以M（P25，P75）表示，两组间比较用

Kruskal-Wallis秩和检验，多组间比较采用方差分

析。定性数据以n（%）表示，组间比较用Fisher
精确概率法。P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　肿瘤接种及造模成功率

　　VX2肿瘤种植后第14天，超声检查显示20只

实验兔的肝左叶均见单发低回声结节，与周围肝

实质分界清，最大径11.4（8.4，12.1）mm，成

瘤率100.0%。随机将实验兔分为不全消融组（A
组）、不全消融+靶向治疗组（B组）、靶向治疗

组（C组）、对照组（D组）。A组和B组造模后

即刻进行CEUS评估，根据视觉判断：实验兔肿

瘤未消融区域出现“高回声增强-廓清”区域，

但肿瘤消融区域在整个增强时期始终未见增强，

10只实验兔均出现上述表现，视为造模成功，成

功率100.0%（10/10），可用于后续实验。

2.2　实验兔不良反应发生情况

　　造模过程中，A组和C组分别有1只实验兔皮

肤灼伤，未做特殊处理；A组1只实验兔造模后进

行CEUS评估的过程中心跳骤停；造模后第2天，

B组1只实验兔皮下水肿；第28天，D组1只实验兔

在CEUS检查后心跳骤停，余存活至实验结束。

2.3　各组3D-CEUS定量分析参数比较

　　各组肝VX2原位种植瘤治疗前后3D-CEUS定

量分析参数比较见表1。在治疗前，A、B、C、

D共4组病灶TP、MTT、PI、S、AUC、AUCin、

AUCout等参数差异均无统计学意义（P＞0.05），

使得各组参数具有可比性。在治疗后第21和 
28天，B组和C组的峰值强度PI显著低于治疗

前（P值分别为0.046，0.033）；而且，B组和

C组的PI与同时期对照组（D组）相比，差异

有统计学意义（P值分别为0.027，0.031），各

组PI值在治疗后第7、14天差异无统计学意义 

陈凯玲，等 动态三维超声造影评价瑞格非尼抑制兔肝VX2残癌增殖的实验研究
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（P＞0.05）。在治疗后第28天，B组和C组S
显著低于同时期对照组（P值分别为0 .035，

0.014）；而且B组与A组相比差异有统计学意义

（P=0.027）。各组治疗后7、14、21、28 d分别

与治疗前相比较，TP、MTT、AUC、AUCin、

AUCout参数差异无统计学意义（P＞0.05）。

肝VX2不全消融残癌3D-CEUS定量分析图像见 
图3。

图3　不全消融残癌实时3D-CEUS定量分析图像

选择残癌组织作为ROI，自带软件在机拟合后生成定量分析参
数。

2.4　各组治疗前后病理学检查结果比较

　　治疗后28 d，处死各组实验兔，固定肿瘤组

织后选取最大切面染色切片，与对照组相比，不

全消融组、靶向治疗组、不全消融+靶向治疗组

中肿瘤组织Ki-67增殖指数、MVD计数差异无统

计学意义（P＞0.05）。治疗后28 d各组免疫组织

化学染色结果比较见表2。Ki-67细胞核阳性染色

见图4A，CD34染色计算MVD见图4B。

表2　治疗后28 d各组免疫组织化学染色结果比较

M（P25，P75）

组别 Ki-67增殖指数/% MVD

A 31（26，48） 22.3（13.1，35.7）

B 37（30，45） 25.7（10.6，40.5）

C 43（32，53） 24.5（12.3，38.4）

D 34（29，44） 22.4（11.5，47.3）

F值 4.347 5.227

P值 0.103 0.361

A      B

图4　Ki-67及CD34免疫组织化学染色图像

A：治疗后28 d，不全消融残癌组织免疫组织化学染色Ki-67阳
性细胞核（×100，箭头所示）；B：CD34标记阳性血管内皮细
胞（×40，箭头所示，棕色），计算每1 mm2的微血管数，即为
MVD。

3　讨　　论

　　每年全世界原发性肝癌约42万例新发患者，

约30万人死于肝癌［7］。在中国，肝癌位于癌症

相关死因的第二位，5年生存率仅约14.1%［8］。

热消融已经成为肝癌的一线治疗方法，也是外

科手术可替代治疗方案。然而，肿瘤较大，毗

邻重要解剖结构等原因导致不全消融率高达2%~ 
60%［9-10］。相较于未行热消融治疗的HCC病灶，

不全消融残癌的侵袭性更高，可能快速增殖及转

移，严重制约患者的长期生存［11］。对于残癌的处

理是临床上亟待解决的问题。瑞格非尼是唯一批

准用于进展期肝癌的二线治疗的多激酶抑制剂，

也是不全消融残癌的补救性治疗方法之一［12］。

　　兔VX2肿瘤是由Shope病毒诱发的鳞状细胞

癌，具有血供丰富、生长迅速的特点［13-14］。肝

VX2原位种植瘤主要由肝动脉供血，与人类HCC
血供特点相似，能够模拟HCC所处的肝脏生物学

环境。肝VX2原位种植瘤可分为3个生长阶段：

实质期为种植后2~3周，肿瘤内新生血管旺盛，

肿瘤快速增殖；坏死期为种植后4~5周，肿瘤中

心区域由于生长过快，供血不足而发生坏死；囊

变期为种植后6~7周，肿瘤因缺乏血供而呈大片

坏死，仅周边少量活性组织［15］。因此，本研究

使用3D-CEUS定量分析技术评价瑞格非尼对兔

肝VX2原位种植瘤不全消融残癌的早期治疗效果

时，在种植后第14天进行不全消融处理，术后即

陈凯玲，等 动态三维超声造影评价瑞格非尼抑制兔肝VX2残癌增殖的实验研究
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刻给予瑞格非尼治疗，治疗后28 d为观察终点，

并设置同时期对照组，以减少肿瘤组织自身坏死

和囊变带来的干扰。

　　本研究观察到，在不全消融后服用靶向药物

的第14天内，各组病灶的增强参数差异均无统计

学意义，可能因为瑞格非尼发挥抗血管生成作用

需要时间和剂量的积累，与曹佳颖等［6］结果相

似。本实验还观察到靶向治疗残癌后28 d，S存在

下降趋势，而AUC、AUCin和AUCout与未行靶向

治疗组和同时期对照组差异均无统计学意义。而

在治疗后第21天和28天，瑞格非尼治疗后的残癌

组织的PI（分别为3.9、1.4 AU）显著低于同时期

未行靶向治疗的残癌组织（分别为8.2、7.9 AU）

及同时期的对照组（分别为7.0、7.7 AU）。本实

验中所选取的实时三维定量参数PI可准确反映整

个肿瘤组织血供减少，克服了传统二维定量分析

单平面取样可能会高估或者低估肿瘤坏死情况的

局限性，进而较为客观地反映瑞格非尼抗肿瘤治

疗效果的差异［16］。但是，治疗后28 d各组MVD
差异无统计学意义，考虑到目前病理学分析最

常用的方法仍为单层组织切片，与传统的二维

CEUS类似，由于肿瘤内血管不均匀分布导致单

个肿瘤组织切面难以代表肿瘤组织整体情况，而

且，病理取材平面难以做到与CEUS取样平面完

全一致。此外，MVD计数的区域为人工选择，

还受观察者的主观及视觉的影响，上述因素均可

导致病理学指标与影像学结果不符，与既往研 
究［17］报道一致。为增加病理学参数与3D-CEUS
定量分析参数的相关性，后续研究可采用连续切

片扫描做三维统计，或许能较客观地反映整个肿

瘤的病理指标情况。

　　本研究也存在一定的局限性：由于3D-CEUS
定量分析技术较为复杂，目前无法获得任意形状

的ROI，而不全消融残癌形态不规则，因此，本

研究未比较各组病灶坏死体积的差异，对于靶向

治疗所致肿瘤坏死信息的分析不够全面。

　　综上，本研究结果表明，3D-CEUS定量分析

参数可反映瑞格非尼抑制肝VX2原位种植瘤不全

消融残癌增殖的治疗效果。
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