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摘 要：【目的】探索 sorafenib（索拉非尼）在不同干预时机中对血管内皮生长因子（VEGF）促瘤效应的抑制作用。【方

法】将 50只 SD大鼠肝脏接种Wakler256肿瘤细胞形成的裸鼠皮下瘤块，10 d后行MR扫描，选取建模成功的 40只 SD大鼠随

机分成 4组，每组 10只：A组，对照组，仅注射VEGF；B组，sorafenib先于VEGF 72 h导入组；C组，sorafenib与VEGF同时导入

组；D组，sorafenib后于VEGF 72 h导入组。观察并比较 4组实验动物肿瘤的生长及中位生存时间。待实验动物死亡后，采

用免疫组织化学法检测各组大鼠肝肿瘤的VEGF的表达。【结果】服用 sorafenib 10 d后，MR显示各组大鼠肝脏肿瘤明显增

大，sorafenib组肿瘤大小小于对照组（5.40 cm），具有统计学意义（P < 0.05）。四组实验动物中位生存时间分别是（19.6 ± 1.8）d、
（31.2 ±7.0）d、（27.4 ± 4.9）d、（26.5 ± 4.6）d。服用 sorafenib组大鼠生存时间明显长于对照组（P < 0.05）。将死亡实验大鼠进

行HE染色及免疫组织化学检查，四组实验动物的VEGF值分别为 88.3±13.6、42.8±8.0、71.9±15.7、73.6±13.7，sorafenib组与对

照组数值差异具有明显统计学意义（P < 0.05），且不同 sorafenib组之间数值差异较大。【结论】Sorafenib能延长肝肿瘤大鼠的

生存时间，减少肿瘤血管生成。Sorafenib服用时间早于VEGF一过性升高前的生存获益明显好于VEGF升高后服用。

关键词：原位种植性肝癌；血管内皮生长因子；索拉非尼；生存获益

中图分类号：R735.7 文献标志码：A 文章编号：1672-3554（2017）03-0364-08

Effect of Sorafenib in Increased VEGF in Stimulating Effect of Walker- 256 Transplanted
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Abstract：【Objective】To investigate association between the time point of sorafenib administered and suppress effect on tumor
growth secondary to the increased expression of vascular endothelial growth factor（VEGF）.【Methods】Fifty SD rats were performed
intrahepatic implantation using tumor tissues from subcutaneous tumors in nude mice which were administered Walker 256 tumor
cells. Ten days after the procedure，MR scans were used to choose forty SD rats with successful hepatic tumor transplantation among
fifty experimental animals. Then they were randomly divided into four groups：（A，control group）mere injection of vascular endothe⁃
lial growth factor（VEGF）；（B）administration of sorafenib 72 hours prior to VEGF injection；（C）administration of sorafenib together
with VEGF injection；（D） administration of sorafenib 72 hours later to VEGF injection. The tumor growth and median survival time
of rodents were observed and compared. After each experimental animal died，immunohistochemical（IHC）methods were applied to
detect the expression of VEGF in tumors.【Results】Ten days after the administration of sorafenib，MR showed significant growth of
hepatic tumors，the tumor size in experiment group were significiant smaller，than control group（5.4 cm）with statistical significance.
Median survival time of four groups were（19.6 ± 1.8）d，（31.2 ± 7.0）d，（27.4 ± 4.9）d，and（26.5 ± 4.6）d，respectively，which
indicated that animals in sorafenib groups lived longer than those in control group（P < 0.05）. Differences can be obseverd in
sorafenib groups with statistical significance existing（P < 0.05）. Harvest hepatic tumor tissues from dead animals and HE staining as
well as IHC examination were performed. The expression of VEGF in four groups were 88.3 ± 13.6，42.8 ± 8.0，71.9 ± 15.7，and 73.6
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原发性肝癌是目前世界上发病率最高的恶

性肿瘤之一，是世界范围内第三大致死率最高的

癌症［1］。2012年数据显示每年新发约 782500 例，

每年约 745500 例死于肝癌，仅仅中国就贡献约

50%的新增病例及死亡病例［2］。目前外科根治性

切除是首选的治疗手段，而仅有 1/3新发病例能

接受手术治疗［3］，其五年生存率仅 17%～53%，复

发率高达 70%［4］。绝大多数患者在明确诊断或出

现症状时，由于肿块巨大或合并晚期肝硬化，常

失去手术治疗机会。肝动脉化疗栓塞术（trans⁃
catheter arterial chemoembolization，TACE）［5- 8］是公

认的BCLC-B期原发性肝癌的首选治疗方法。但

是，TACE 术后血浆血管内皮生长因子（vascular
endothelial growth factor，VEGF）水平增加是一种

导致肿瘤复发和转移的重要因素［9- 10］。TACE
后，肿瘤微环境变得混乱，加重肿瘤内缺氧导致

乏氧诱导因子 1（HIF-1）产生，进而上调了VEGF
mRNA的表达，导致VEGF的大量产生，促进了在

TACE后未及时坏死的残留肿瘤重新获得血供，

进而引起复发［11］。因此术后血清VEGF的升高被

公认为是肝细胞癌患者的预后较差预判指标之

一。Sorafenib（索拉非尼）是一种新型复合激酶抑

制剂，在肿瘤细胞和肿瘤血管系统中靶向作用于

丝氨酸/苏氨酸激酶和生长因子受体酪氨酸激酶，

是目前唯一治疗中晚期肝癌的分子靶向药物［12-

13］。我们已经知道TACE后的VEGF升高是在术后

24 h达到高峰［9］，sorafenib 的半衰期为 24～48 h，
且不直接作用于VEGF。故使用 sorafenib 后需要

多长时间才能发挥阻抑VEGF发挥效能成为指导

sorafenib合理使用的重要依据。我们将通过本研

究初步探讨这一问题。

1 材料与方法

1.1 动物与瘤株

雄性 BALB/c（CAnN.Cg-Foxn1nu/CrlVr）裸鼠

2只，周龄 4周，体质量 15～18 g，用于皮下接种肿

瘤细胞。清洁级 SD（Sprague Dawley）鼠，雄性，50
只，体质量 150～200 g，购买于中山大学东校区动

物实验中心，用于接种肝内肿瘤。Walker-256肿

瘤细胞购买于中山大学东校区实验动物中心。实

验动物均饲养于中山大学北校区实验动物中心屏

障环境。所有实验过程均通过中山大学实验动物

伦理委员会批准。Recombinant Rat VEGF165 试

剂，规格 20 μg/支，购买与Peprotech。Sorafenib（拜

耳医药保健公司）规格为 200 mg/粒。医用明胶海

绵购自南京金陵制药厂。

1.2 皮下瘤模型的建立

Walker256肿瘤细胞株复苏后，将大约 0.4 mL
（内含 107个肿瘤细胞）的细胞悬液接种于裸鼠腹

股沟区。9 d后可见注射部位长出直径约 1 cm的

肿瘤（图 1A）。

1.3 SD大鼠肝癌模型制作

购买雄性 SD大鼠 50只，体质量约 150 g，养
至 250 g左右。腹腔内注射 100 g/L水合氯醛（300
mg/kg）麻醉大鼠，待大鼠无反抗后，固定于大鼠操

作台。同样方法处理裸鼠后，将其皮下瘤块切除

后浸泡于生理盐水中待用。无菌条件下，于大鼠

剑突下分别逐层切开皮肤、肌肉、腹膜，暴露肝脏

左叶。使用眼科剪于左肝切开烧瓶样隧道，切取

约 2～3 mm新鲜鱼肉样瘤块种植于左肝，观察瘤

块没有随呼吸掉落腹腔后，于肝脏表面覆盖明胶

海绵。后逐层缝合腹膜肌肉、皮肤，消毒切口（图

1B、1C）。

等待 10 d后，SD大鼠行肝脏MRI扫描，确定

成瘤以及肿瘤大小［14-15］。使用水合氯醛进行腹腔

浸润麻醉后，将 SD大鼠分别进行标记并固定于小

动物专用MR线圈进行肝脏MRI检查。具体MR扫

描参数：Siemens 3.0T TIM Trio MRI机；TE 82.0 ms
TR 1500.0 ms；TE1.5 ms TR 508.7 ms；层厚：5 mm。

1.4 实验处理

依据MRI扫描结果，对 50只种植肿瘤的 SD

± 13.7. There were statistical significance between control group and sorafenib groups. And further in sorafenib groups，the expres⁃
sions of VEGF also varied greatly.【Conclusion】Sorafenib can extend the survival time，reduce tumor angiogenesis. And we can con⁃
clude that administration of sorafenib before the transient increased expression of VEGF offers survival benefits than that after the eval⁃
uation of VEGF levels.

Key words：in-situ planted hepatoma；vascular endothelial growth factor；sorafenib；survival benefit
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2017，38（3）：364-371］
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大鼠进行筛选，要求成瘤且直径在 1 cm 左右

（±20%）、无腹水。选取成瘤最符合实验条件的

40只 SD大鼠作为实验动物。

筛选成瘤最理想的 40只 SD大鼠，分别进行

编号和苦味酸行体表标记。以实验开始第 3天作

为注射 20 mg/L VEGF（1 mL/kg）的时间点。实验

动物随机分成 4组：对照组A，仅VEGF导入组；B
组，Sorafenib（15 mg/kg）［16］先于VEGF 72 h导入组；

C 组 ，Sorafenib 与 VEGF 同 时 导 入 组 ；D 组 ，

Sorafenib后于VEGF 72 h导入组。每组动物分别

接受累积剂量为 10 d的 sorafenib。
1.5 影像学检查及病理学检查

待喂药 10 d后，再次对大鼠肿瘤进行评价，

对 SD大鼠行肝脏MRI扫描，确定肿瘤大小、腹腔

转移情况，使用mRECIST标准进行评价。继续饲

养至所有实验大鼠死亡，对大鼠体内肿瘤进行病

理切片，分析比较大鼠肝脏肿瘤切片VEGF的表

达。

病理形态观察：待实验动物自然死亡后，解

剖实验鼠，取部分瘤组织采用免疫组织化学观察

肿瘤组织。VEGF 以胞质呈现棕黄色颗粒为阳

性。每张切片均由两位资深病理医师在 400 倍显

微镜下观察 5个视野，每个视野 100个细胞，然后

计算阳性细胞数。

1.6 统计学分析

使用 SPSS 20.0统计学软件进行分析，所有数

值均表示为 x ± s。大鼠生存时间采用 Kaplan-
Meier法绘制生存曲线，Log-rank 检验评价存活时

间差异有无统计学意义。不同时间段肿瘤大小、

VEGF采用方差分析进行统计学分析。不同数据

的相关性采用Pearson相关性分析。以P < 0.05为
差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 建模成功及影像学表现

接种第 10天后，进行MRI扫描，选取肝脏肿

瘤大小较为一致的 SD大鼠入组。MRI表现：肿块

呈结节状，边界不清，T1WI 为中等偏低信号，

T2WI 呈 现 中 等 偏 高 信 号（图 2AB）。 服 用

sorafenib 10 d后再次对实验鼠行MRI扫描，可见

肝内肿瘤明显增大，其内可见坏死信号。腹水于

T2WI呈明显高信号，表现为肠间隙增宽。与第一

次MRI扫描相比，肿块明显增大，其大小具有统计

学意义（P < 0.01）。其中，A、B、C、D组大鼠肝肿

块大小分别为（5.40 ± 0.36）cm、（4.78 ± 0.55）cm、

（4.80 ± 0.35）cm、（4.78 ± 0.38）cm（n = 10，F =
2.303，P = 0.10），其中 sorafenib组与对照组大小差

别较大（A vs B、C、D，P = 0.024、0.033、0.027），而

实验组内部肿瘤大小差别较小（P > 0.05）。

2.2 不同组SD生存时间

40只大鼠饲养至死亡，观察大鼠生存状态及

终末生存时间，接种初期大鼠的形态、精神状态正

常。对照组动物于第 15天左右开始出现体质量

下降，胃纳差，行动减少，精神不佳，后期大部分出

现毛色无光泽甚至退毛，腹部膨隆，出现恶液

A：subcutaneous tumors of nude mice；B：cutting off subcutaneously solid tumors；C：inoculating tumors into the liver of SD rats.
图 1 肝癌模型的建立

Fig.1 Establishment of the model of liver cancer

A B CA B C
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质表现。Sorafenib组于第 18天左右开始出现肿

瘤进展及肝功能下降表现。4组动物的生存曲线

如图所示（图 3），4组实验大鼠中位生存期分别为

（19.6 ± 1.8）d、（31.2 ± 7.0）d、（27.4 ± 4.9）d、（26.5
± 4.6）d（n = 10，F = 9.613，P = 0.000；A vs B、C、D，

P = 0.000、0.001、0.003；B vs C 、D，P = 0.093、0.04；
C vs D，P = 0.686）。Sorafenib组的生存时间明显较

对照组长（P < 0.01）。三组 sorafenib处理组实验

动 物 生 存 时 间 存 在 较 大 差 异 ，sorafenib 早 于

VEGF注入前服用可以明显提高生存时间，且服

药时间越早，生存获益越大，且具有统计学意义。

2.3 不同实验组动物病理表现

待实验动物死亡后，取下肝脏肿瘤组织进行

HE染色（图 4）。如图所示：肿瘤内部正常肝小叶

结构消失，细胞排列紊乱，瘤细胞多呈椭圆形，核

大畸形、深染，核仁明显，部分细胞可见分叶核、

双核、多核，核浆比明显增大。Sorafenib组肿瘤内

可见大片嗜酸性染色区，其内无明显细胞结构，表

明 sorafenib组内肿瘤细胞大量坏死。

The median survival was 19.6 d in control group（blue curve），

31.2 d in group B（green curve），27.4 d in group C（yellow curve）
and 26.5 d in group D（brown curve）. The log-rank test revealed sig⁃
nificant differences between survival time in the control and all
sorafenib groups（P < 0.01）

图 3 四组实验动物生存曲线图

Fig.3 Survival curves for the rats in the 4 experimental
groups

Groups

ABCDA-censoredB-censoredC-censoredD-censored
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A：control group；B：Sorafenib groups. Representative histochemical images showing the hepatic cancer morphology of rats with hepatic metas⁃
tasis. Tumor cells with significant atypia are evident and eosinophilic area shows dead cells. HE staining；×100

图 4 种植性肝癌的组织图

Fig.4 Histochemical images of transplantation hepatic cancer

A BA B

T2WI MRI cross- sectional scanning of the livers of rats after
10 days of implantation of tumor tissues（A） and after 10 of re⁃
ceiving sorifenib（B）.

图 2 大鼠肝脏的T2WI MRI扫描

Fig.2 T2WI MRI scans of the livers of rats

A BA B
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2.4 免疫组织化学检测

待实验动物死亡后，采取标本，行免疫组织

化学染色计数VEGF阳性细胞数。四组实验动物

VEGF 值表达分别为 88.3±13.6、42.8±8.0、71.9±
15.7、73.6±13.7。（n = 10，F = 21.199，P = 0.000）.
与对照组相比，sorafenib组的VEGF值明显低于对

照组（P < 0.05，A vs B、C、D，P = 0.000、0.008、
0.017；B vs C 、D，P = 0.000、0.000；C vs D，P =
0.773；图 5、6）。

2.5 相关性分析

采用连续型随机变量的Pearson相关分析，对

VEGF、生存时间进行相关性统计分析。VEGF与

A B C D

1）

1）

2）

2）

VEGF

150

100

50

0

1）P < 0.05 vs A；2）P < 0.05 between two groups shown by horizontal line
图 5 VEGF在 4组不同实验组中的表达

Fig.5 The expression of VEGF in four groups
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A：control group；B：Sorafenib groups. IHC analysis of VEGF expression in tumor tissues. Positivity for VEGF was identified by dark brown
staining VEGF expression in vascular endothelial cells was high in the control group，lower in taking sorafenib groups.（VEGF，×400）

图 6 VEGF在胞质中的染色

Fig.6 The expression of VEGF in cytoplasm

A BA B
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中位生存期的 Pearson积矩相关系数为-0.789，两
者具有明显负相关性。

3 讨 论

肝动脉化疗栓塞术（TACE）是治疗中晚期肝

癌的最为常用的措施之一，临床实践证实，TACE
可延长不能手术切除的中晚期肝癌患者的生存时

间［17-18］。TACE将肿瘤血供中断，但术后残存病灶

会重建血供，使肿瘤得以继续生长，造成肝癌复

发，影响TACE的远期疗效［19-21］。研究证明，VEGF
在 TACE术后 24 h内升高最明显，呈现一过性增

加的趋势，而 VEGF的升高已被公认为是肝癌患

者预后较差及复发预判指标之一［9，22］。因此，我

们可以把肿瘤复发的一个重要环节——VEGF上

升作为关注点来单独研究。根据介入手术后体内

VEGF呈现一过性升高趋势［9，10，22］的变化规律，通

过外加VEGF，主动调高模型体内VEGF水平以研

究 VEGF的变化对原位种植性肝癌的影响，并加

以药物干预，这是本实验最大的一个特色。而且，

本课题组前期实验已证明外源性 VEGF 对于原

位种植性肝癌具有明显促生长的作用，且剂量越

大，促进肿瘤增生效果愈明显［23］，且VEGF剂量为

20 mg/L的剂量相对安全。

Walker 256 肿瘤细胞是大鼠自发的乳腺癌品

系，由其构建的原位种植性肝癌动物模型具有取

材方便、可控性强的特点，是研究原位种植性肝癌

的常用模型［24］。我们采用了各项成熟且被研究者

熟练掌握的实验手段，通过动物模型的途径，达到

模拟人体肝癌效果，并采用目前临床上较先进的

3.0T MR机器进行检测肿瘤进展。

通过大量临床试验证实，sorafenib治疗 HCC
安全有效，是巴塞罗那肝癌临床分期系统推荐的

HCC 首选治疗方式［25］，目前唯一的治疗中晚期肝癌

的分子靶向药物。SHARP试验和Oriental试验证实

sorafenib在治疗进展期肝细胞癌已显示能提高总生

存率［26-27］。但两试验均显示对于BCLC分期为C期

的病人，总体生存期尽管得到改善，但仍然未突破1
年。 Pawlik 等的临床研究结果证实联合使用

sorafenib可以改善 TACE的疗效，同时可能降低系

统 并 发 症 的 发 生［28］。 Ghassan 在《TACE and
Sorafenib：A Good Marriage？》［29］ 一 文 中 提 出

sorafenib使用的时间可能是导致疗效差异的的关键

因素，因为前者采用的是 sorafenib在TACE之前就

开始并维持使用的方案，而后者却采用的是在3个
周期的TACE后在续贯使用 sorafenib。由此，Strebel
等［30］提出了三种联合TACE和抗血管靶向药物的治

疗模式。他们分别是：①序贯模式，即在数个周期

的TACE后，在采用抗血管靶向药物治疗；②间断模

式，即仅在TACE治疗的前后给予抗血管靶向药物，

以对应性拮抗TACE后的VEGF升高；③连续模式，

即在采用TACE治疗同时或之前开始使用抗血管靶

向药物治疗。事实证明，模式1未获得显著的有效

性，而后两种模式是否合理可行尚待证实。因此，

我们选择在VEGF升高前、升高同时及升高后进行

累积剂量相同的sorafenib进行研究。

Sorafenib是一种新型复合激酶抑制剂，在肿

瘤细胞和肿瘤血管系统中靶向作用于丝氨酸/苏
氨酸激酶和生长因子受体酪氨酸激酶。它通过对

Raf 激酶的抑制活性来进行靶向筛选，且对于

c-Raf、b-Raf（正常和突变型）和 MAPK 家族中

p38α是强大的抑制剂。Sorafenib也抑制酪氨酸激

酶受体（VEGFR-2、VEGFR-3、PDGFR-β、Flt3 和

c-Kit），它们和肿瘤血管生成密切相关［31］。我们

将实验动物分别于不同时间点开始给予累积剂量

相同的标准当量的 sorafenib持续喂饲。实验 10 d
后，根据mRECIST的评价标准，所有实验动物肿

瘤均进展［32］。但与对照组相比，sorafenib组肿瘤

大小与其大小差别较大，具有统计学意义。

Sorafenib不同时间之间瘤块大小差别较小。这说

明 sorafenib对VEGF促瘤效应都有抑制作用，但是

不同给药时间是否的确不存在差别呢？我们同时

发现在给药不同组间存活时间是存在差别的。四

组实验动物的生存期分别为（19.6 ± 1.8）d、（31.2
± 7.0）d、（27.4 ± 4.9）d、（26.5 ± 4.6）d。研究表明，

sorafenib不仅作用于VEGF受体，而且可以使介入

术后的血清VEGF表达明显减少［33］。我们取不同

组肿瘤组织进行免疫组织化学检测，sorafenib组

的VEGF明显低于对照组（P < 0.05），四组不同组

VEGF 值分别为 88.3 ± 13.6、42.8 ± 8.0、71.9 ±
15.7、73.6 ± 13.7。因此可知服用 sorafenib时间越

早，对于肿瘤的血管生成的抑制作用越好。VEGF
的降低，一方面是索拉菲尼对VEGF的抑制作用，

另一方面肿瘤细胞大量坏死，其释放的VEGF也

会明显减少。多数肿瘤生长需要较正常组织更多

的血液供应，抑制了肿瘤VEGF表达，最终结果就
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会导致血管生成的减少，这意味着肿瘤的生长减

慢，其内可能大量坏死。HE染色图片中 sorafenib
组肿瘤内部出现大片状嗜酸性坏死区域，其内未

见明显细胞结构，提示 sorafenib组肿瘤组织内有

大量细胞缺血缺氧而坏死，与肿瘤内部VEGF具

有明显相关性。且HE染色中 sorafenib组肿瘤细

胞相对较少，坏死较多，血供不足，虽MR显示肿

瘤大小无明显差异，但是其肿瘤细胞活性明显减

低。肿瘤细胞的大量坏死及活性的减低，必然预

示着实验动物的生存期存在着不同，四组实验动

物生存期的差别恰恰验证了我们的想法。而且，

通过相关性检验，我们知道VEGF与实验动物中

位生存期具有明显负相关性。由此可知，sorafenib
确实能提高肝癌动物的生存时间。对于不同时间

点的 sorafenib组，把喂药时间控制在VEGF一过性

升高之前，肝内肿瘤控制效果最好，VEGF降低最

明显，其中位生存时间延长最明显。通过此实验，

我们确认 sorafenib的应用对于原位种植性肝癌具

有明显延长生存时间的作用，而且，sorafenib在治

疗过程中用药时间越早肝癌鼠生存获益越大。

本研究虽然证实 sorafenib 对介入手术后

VEGF促瘤效应具有明显抑制作用，且介入术前

应用生存获益高于术中或术后应用。但本实验仍

有一些不足之处之处：①没有直接采用TACE。根

据我们既往的经验，对原位种植性肝癌模型进行

TACE治疗，不能完全达到模拟 TACE对人类肝癌

产生的效果，同时存在较低的成功率，并且使动物

模型生存时间缩短，降低研究的效率，影响研究的

进行。同时采用人为导入VEGF的方法，有利于突

出反映 sorafenib作用与VEGF上调之间的关系，避

免了其他因素的干扰。②根据本文，提前给药的

效果仅在动物实验被证实，后期需细胞学研究来

阐明其可能的机制。③对于肝癌患者，提前给药

带来的益处还需要临床上更多证据来证实。

Sorafenib在 SD大鼠中能有效地抑制一过性

VEGF 升高带来的促瘤生长效果，且在一过性

VEGF升高前服用 sorafenib能更好地抑制肿瘤细

胞增殖并延长瘤鼠的生存时间。
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