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射频消融联合高频热疗对兔肝 VX2肿瘤侵袭能力的影响 

唐 荣1，乔正荣 ，吴华平 ，张国武 

(1．重庆医科大学附属第一医院血管外科 ，重庆 400016；2．重庆市第八人民医院外科 ，重庆 400015) 

【摘 要l目的：研究射频消融(radiofrequency ablation，RFA)联合高频热疗(High~eguency hyperthermia，HFH)对兔肝 VX2肿瘤 

侵袭能力的改变。方法：采用 RFA和 HFH治疗，用移植的方法建立兔肝 VX2肿瘤模型，按治疗方法不同随机分为4组：空白组 

(A组。8只)；RAF组(B组，8只)；HFH组(c组，8只)；RFA+HFH联合治疗组(D组，8只)。结果：(1)肿瘤体积：B组、D组肿瘤 

体积在治疗后第 14d明显缩小 ，B组、D组组内比较 (P<O．05)，D组缩小最明显，D组与 B、C组组组间比较有明显差异(P< 

0．05)。A组及 C组肿瘤体积继续增大，A组增大显著高于各治疗组(P<0．05 o(2)治疗 14d后 MMP一2、MMP-9、CD34阳性表达： 

肿瘤中心组织中，各指标阳性表达率在 B组、D组中最低，在 A组最高，C组与 A组组间比较有明显差异( k0．05)；nq瘤边缘组 

织中，治疗组的各指标阳性表达率均比与A组低，与A组比较均有明显差异( k0．05)，D组中各指标阳性表达率最低，D组与B 

组、C组比较均有明显差异( ，<O．05)。结论：RFA，HFH 2种热疗方法均可降低肿瘤的侵袭力，将二者联合运用，降低肿瘤侵袭力 

的作用更明显。 

【关键词】射频消融；高频热疗；肝肿瘤；侵袭转移 

【中国图书分类法分类号】R454．5 【文献标识码】A 【收稿日期】2007—10—26 

Effect of therapeutic alliance of radiofrequency ablation and high—frequenCy 

thermotherapy on the invasion of cony Iiver cancer celI Iine VX2 

TANG Rong，et al 

(Department of Vascular Surgery，the First Affiliate Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract l Objective：To study the effect of therapeutic alliance of radiofrequency ablation(RFA)and high-frequency 

theriBotherapv(HFH)on the invasion of cony liver cancer cell line VX2．Methods：The cony liver cancer VX2 model was 

prepared by transplantion， according to the different treatment methods，the models were divided into four groups：Control group 

(group A 8)；RAF group(group B 8)，HFH group(group C 8)；The therapeutic alliance of RFA+HFH group(group D 8)- 

Remd~：(1)Gross tumor volume：the tumor volume of group B and D deflated significantly post-treatment 14 days，the group B 

and D compared within groups(P<0．05)，the group D deflated more obviously．the group D compared with B and C，the group 

D deflated significantly(P<0．05)．The tumor volume in group A augmented，the augmention in group A Was more than every 

treatment groups(P<0．05)o(2)The expression of MMP-2、MMP-9 and CD34：In the tumor central tissue，the expression of every 

index Was the lowest in group B and D，the highest in group A，the group C compared with the group A was different 

significantly(P<O．05)，the index in group D was the lowest，the group D compared with group B and C Was different 

significantly(P<0．05)．Cortc／us／on：The thermotherapy methods RFA and HFH can depress the invasion of the tumor cells，but 

the effect of the therapeutic alliance of RFA+HFH was mole obviously． 

【Key words】Radiofrequency ablation；High frequency hyperthermia；Tumor of liver；Invasion and metastasis 

对不能进行手术切除的肝癌，RFA和 HFH是 2 

种常见的姑息性治疗方法。RFA主要利用高温使癌 

组织产生凝固性坏死[1】，HFH主要是在较低的高温 

下提高机体的免疫功能翻。本实验通过RAF、HFH以 
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及二者联合运用(HFH+RFA)对兔肝 VX2肿瘤的治 

疗，研究热疗对肿瘤大小，以及 MMP-2、MMP-9、 

CD34阳性表达率的影响，从而了解该实验对兔肝 

VX2肿瘤侵袭能力的影Ul~is]，为临床治疗选择提供 

实验依据。 

1 材料与方法 
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1．1 实验动物 

清洁纯种新西兰大白兔 40只，体质量 1．5～2．0kg，由重 

庆医科大学实验动物中心提供。 

1．2 实验动物模型的建立 

荷 VX2肿瘤的种兔由重庆医科大学超声研究所提供。 

采用开腹包埋法接种成瘤法。动物经速眠新 0．15ml／kg方法 

全麻后，固定其四肢备皮，据范林军等141报道方法建立兔肝 

VX2肿瘤模型，种植 3周后肿瘤直径 20ram左右，B超检测 

符合标准即可分组治疗 ，自然生存期约 6～8周。 

1．3 主要 实验仪 器及试剂 

1．3．1 实验仪器 HCGF一3000型冷循环射频治疗仪及单极 

射频针，HG一2000型体外高频治疗仪均为珠海和佳公司产 

品，B型超声仪，全自动生化分析仪。以上设备均由重庆市第 

八人民医院肿瘤微创治疗中心提供。 

1．3．2 实验试剂 一抗(兔抗兔 MMP一2由武汉博士德生产， 

鼠抗兔 MMP一9由中山生物制品公司生产，兔抗兔 CD34由 

北京博奥森生产)。免疫组化 SABC试剂盒 、复合消化液 、磷 

酸盐缓冲液、枸橼酸盐缓冲液等均购自武汉博士德生物制品 

公司。麻醉剂速眠新(为二甲苯胺噻唑、乙二胺四乙酸、盐酸 

二氢埃托啡和氟哌啶醇组成的复方制剂 )，购自长春军事医 

学科学院军事兽医研究所。 

1．4 实验动物分组 

建立肿瘤模型过程中死亡 6只，2只移植肿瘤失败，余 

32只符合标准。模型制成后随机分为 A、B、c、D 4组，每组 8 

只。空白组(A组 ，8只)；RAF组(B组，8只)；HFH组(C组，8 

只)；RFA+HFH联合治疗组(D组，8只)。 

1．5 治疗方法 

1．5．1 R FA的治疗 速眠新麻醉后无菌条件下进腹，射频 

冷极针在肿瘤正中插入 2～3era，保持针尖温度 15～25℃，组 

织温度 99℃，自动消融 5-10rain(功率 80～200W)；治疗区域 

组织质地变硬、颜色灰暗甚至发黑结束治疗。 

1．5．2 HFH的治疗 实验兔于第 1，4，7d行 HFH治疗，麻醉 

方法同前，将 HFH治疗仪的两极分别置于兔肝区上下方 ，距 

皮肤 10～15cm处，应用频率为 13．56MHz的高频震荡 电 

流 ，监测肛温，控制在 41．5℃，使肝区温度达 42．5～43．0℃， 

持续 15min后结束治疗。 

1．5,3 RFA+HFH 麻醉方法同前 ，RFA方法治疗后，第 1、 

4、7d分别行 1次 HFH治疗。 

B组、D组 RFA治疗术后连续 3d肌注射青霉素 10万 

U／kg，每日2次。 

1．6 标本采集 

于第 14d处死全部实验兔，切取肿瘤中心组织、边缘组 

织作为检测标本，标本均用 10％福尔马林固定，石蜡包埋，每 

例存档石蜡标本均作再次确认，每例标本选择蜡块 1～2 

个 ，制成4 m的连续切片 4张，3张作免疫组化染色，1张供 

HE染色。均采用免疫组化 SABC法(步骤按产品说明书进 

行 )。 

1．7 结果观察 

1．7．1 肿瘤生长率的观察 实验兔分别于治疗前 1d和治疗 

后第 14d B超测量肿瘤的最大径(a)、最小径(b) 计算肿瘤 

体积(V=VabV2)，并计算肿瘤生长率 ：肿瘤生长率(％)=(治 

疗后体积 一治疗前体积)／治疗后体积 X 100％，“+”示肿瘤体 

积增大；“一”示肿瘤体积缩小。 

1．7．2 HE染色对各组的病理观察 

1．7．3 MMP一2。MMP一9，CD一34的观察 MMP一2基因阳性细 

胞胞浆、胞核内出现棕黄色颗粒；MMP一9基因主要表达于肿 

瘤细胞浆中，阳性着色呈棕黄色细颗粒状；CD34指数反映肝 

血窦的毛细血管，每个棕染的可与周围细胞或其他组织区分 

开的血管内皮或内皮细胞簇，均作为 1个可计数的阳性染色 

细胞。以总灰度参数代表 MMP一2、MMP一9、CD34的表达强 

度151，总灰度参数采用平均灰度(总灰度 ／扫描面积)：在 200 X 

镜下 ，随机测定 5个高倍视野(测量距 115 m X 117．9 m) 

后计算其平均值，作为该切片的代表值 (用日本 O]ympuse 

BH一2型显微镜照相)。采用德国Leica公司Qwin 550W型 

图像信号采集与分析系统，对 MMP一2、MMP一9、CD34免疫组 

化切片进行图像分析处理。 

1．7．4 统计学处理 实验结果用 ±s表示。统计分析软件采 

用 SPSS 12．0。数据经对数转换后服从正态分布且方差齐同 

者采用单因素方差分析进行多组间各参数的比较 ，两两比较 

采用 SNK法；不服从正态分布者，采用成组设计多个样本比 

较秩和检验进行多组间参数比较。两两比较采用多个样本两 

两比较秩和检验。两样本比较采用 t检验或秩和检验。 

2 结 果 

2．1 影像学检查结果 

各组动物治疗前肿瘤体积无显著性差异P> 

0．05，治疗后各组问肿瘤体积有显著性差异p<0．05。 

B、D组治疗后肿瘤体积与治疗前比较均显著缩小 

p<0．01，A、C组肿瘤体积与治疗前比较均显著增加 

p<0．05。各组肿瘤生长率：A组 +(28．84±14．13)％、 

B组 一(86．34±10．38)％、C组 +(22．37±11．54)％、D 

组 一(155．65±52．17)％，见表 1。 

2．2 病理结果 

2．2．1 HE染色结果 

①A组：瘤体未被结缔组织包裹(图 1)，镜下可 

见明显肿瘤细胞增生，异型性明显(图2)，周围组织 

未见增生的胶原纤维，外周无明显炎性反应区。 

②D组：大体见肝叶以肿瘤为中心，明显的分为3个 

带圈。最内层为褐色坏死区，中间为灰色损伤区，外 

周为炎性反应区，整个瘤体被结缔组织包裹(图 3)。 

HE染色见肿瘤中心呈一片无定性的红色坏死物， 
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1 )各组 间 比较 ， P > O． 0 5 ；2 )A 组 、 C 组 组 内比较 ， P < O ． 0 5 ；3 )B 组 、 D 组 组 内比较 ， P < 0 ． 0 1 ；4 )D 组 与 B 组 组 问 比较 ， P < 0 ． 0 5 。

四 周 见 大 量 的 中性 粒 细 胞 、 巨 噬 细 胞 、 淋 巴 细 胞 侵

润 ， 中心 区 外 可 见 大 量 增 生 的胶 原 纤 维 ( 图 4 ) 。 ③ B

组 ：大 体 及 H E 染 色 与 D 组 类 似 ， 但 坏 死 及 损 伤 面

积较 D 组 小 。 ④c 组 ：H E 染色 大 体 与 D 组 类 似 ， 但

瘤 体 未 被 结 缔 组 织 包 裹 ， 镜 下 未 见 增 生 的 胶 原 纤

维 。

2 ． 2 ． 2 免疫 组 化结 果

① A 组 ：M M P - 2 、 M M P 一 9 、 C D 3 4 阳 性 表 达 在 肿

瘤 中心 组 织 中均 很 明 显 ( 图 5 ， 图 6 ) ， 在 肿 瘤 边 缘 组

织 的 阳 性 表 达 也 明 显 ， 与 肿 瘤 组 织 中心 相 比 ， 表 达

率较 低 ( 图 7 ， 图 8 ) 。 ②B 组 与 D 组 ：肿 瘤 中心 组 织

因 为 R F A 治 疗 已 经 凝 固性 坏 死 ， M M P 一 2 、 M M P 一 9 、

C D 3 4 在 肿 瘤 中心 组 织 几 乎 无 阳 性 表 达 ， 肿 瘤 边 缘

薹凌

组 织 中各 指标 的 阳性 表 达 均 比 A 组 低 ， D 组 ( 图 9 、

图 1 0 )最 为 明显 。 ③ C 组 ：M M P 一 2 、 M M P 一 9 、 C D 3 4 在

肿 瘤 中心 组 织 和 边 缘 组 织 中均有 一 定 阳性 表 达 ， 但

阳性 表 达 均 比 A 组 低 。

2 13 M M P 一 2 、 M M P 一 9 、 C D 3 4 表 达 结 果

2 ． 3 ． 1 肿 瘤 中 心 组 织 各 组 M M P 一 2 、 M M P 一 9 、 C D 3 4

阳 性 表 达 各 指 标 在 A 组 阳 性 表 达 率 最 高 ， 在 B

组 、 D 组 阳 性 表 达 率最 低 。 C 组 与 A 组 组 间 比较 有

明显 差 异 (P < 0 ． 0 5 ) ；B 组 、 D 组 与 A 组 组 间 比较 有 显

著差 异 (尸< 0 ． 0 1 ) 。 见 表 2 。

2 ． 3 ． 2 肿 瘤 边 缘 组 织 各 组 M M P 一 2 、 M M P 一 9 、 C D 3 4

阳性 表 达 A 组 阳性 表达 率最 高 ， B 组 、 c 组 的 阳性

表达 率 明显 较 低 ， D 组 阳性 表 达 率最 低 。 B 组 、 C 组 、

图 l 空 白组 肿 瘤 标 本 ，周 围 组 织 剥 离干 净 ， 与 周 围组 织 分界 较清楚 ， 能较 完整 剥 离

图 2 空 白组 肿瘤 组 织 中可 见 明 显 增 生 的肿 瘤 细 胞 ，成 团分 布 ， 沿 肝 小 叶侵 袭 。 异 型 性 明 显 。 H E x l 0 0

图 3 R F A + H F H 治 疗 后 标 本 ， 可 见 明 显 分 界 线存在 ， 中央 为 坏 死 区 域 ， 周 围 纤维 组 织 包 裹生 长 。

图 4 可 见 上 方 明显 坏 死 的红 色 均 染 无 定 形 物 质 ， 周 围有 明 显 纤维 组 织 增 生 及 炎性 细 胞 侵 润 。 H E x l 0 0

图 5 空 白组 M M P 一 2 在肿 瘤 中心 组 织 的分 布 ， 阳 性 细 胞 胞 浆 、 胞 核 内出现 棕 黄 色 颗 粒 。 可 见 密 布 的 阳性 分 布 区 域 。 其 中可 见 肿

瘤 细 胞 存在 。 S A B C x 4 0 0

图 6 空 白组 M M P 一 9 在 肿 瘤 中心 组 织 的分 布 ， 阳性 细 胞 胞 浆 内出现 棕 黄色 颗 粒 。 可 见 有 明 显 M M P 一 9 阳性 表 达 存在 。 S A B C x 2 0 0

彀黛
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图 7 空 白组 M M P 一 9 在 肿 瘤 边 缘 组 织 的表 达 ，可 见 点 状 分 布 的 阳 性 区 域 ，遍 布 整 个

视 野 。 S A B C x 2 0 0

图 8 空 白组 C D 3 4 在 肿瘤 边 缘 组 织 的 阳性 表达 ， 遍 布 整 个 视 野 区 域 。 S A B C x 2 0 0

图 9 R F A + H F H 治 疗 组 ， 肿 瘤 坏 死 边 缘 ， 纤 维 组 织 增 生 明 显 ，可 见 少 许 C D 3 4 阳 性 细

胞 表 达 。 S A B C x 2 0 0

图 1 0 R F A + H F H 治 疗 组 ， M M P 一 2 在肿 瘤 边 缘 组 织 的阳 性 表达 ， 呈 点状 分 布 。

S A B C x 2 0 0

�组 与 A 组 组 间 比 较 有 明 显 差 异 P < O． 0 5 ；C 组 的 阳

E表 达 率 明 显 低 于 B 组 P < 0 ． 0 5 ；D 组 与 B 组 、 C 组

i 问 比较有 明显 差 异 P < O． 0 5 。 见 表 3 。

讨 论

R F A 是 利 用 射 频 波 在 组 织 内传 导 时 引 起 组 织

a 度 升 高产 生 凝 固性 坏 死 而 达 到 治疗 目的 ， 当温 度

：足 以 引 起 坏 死 时则 可 以 诱 导 凋 亡 问
。 H F H 是 应 用

i 频 振 荡 电 流 ， 产 生 高频 电磁 场作 用 于 肿 瘤 组 织 ，

巨肿瘤 内温 度 升 高到 4 l ℃ ～ 4 3 cc ， 抑制肿 瘤 细胞 的

,N A 、 R N A 及 蛋 白质 的合成 ， 肿 瘤细 胞 的增 殖 受 限 ，

} 终 使肿 瘤细胞 凋 亡 和 坏 死 。 与 R F A 比较 ， H F H 作

用 范 围较 广 泛 ， 在较 低 的高温 下 更 能提 高 机 体 的 免

疫 功 能 ， 且 H F H 作 为 一 种 局 部 无 创性 热 疗 方 式 ， 可

以 多次 重 复治疗 。 本 实验将 R F A 与 H F H 联 合 运 用 ，

以 期 望 降低肿 瘤侵袭 能 力 ， 最终 提 高热疗 对 肿 瘤 的

治疗 效果 ， 为 临床治疗 选 择 提供实验 依据 。

肿 瘤 细 胞 脱 离 原 发 灶 向 临 近 纤 维 结 缔 组 织 侵

润 时 ， 需 要 首先 突破 细胞 外 基 质 及 基 底膜 屏 障进 而

向 远 处 转 移 ， 细 胞 外 基 质 及 基 底 膜 的 降解 是 肿 瘤

侵 袭 转 移 过 程 中最 关 键 的 一 步 。 基 质 金 属 蛋 白酶

(M M P s )通 过 对 细 胞 外 基 质 ( E c M ) 的 降解 而 促 进 癌

细 胞 对 周 围 组 织 的 侵 润 ， 其 中 Ⅳ 型 胶 原 酶 ( 包 括

M M P 一 2 和 M M P 一 9 ) 与肿 瘤 侵 袭 转 移 的 关 系 最 为 密

切 吲
。 二 者 的表 达 是 判 定 肝 癌转 移 能力 强 弱 的指 标

表 2 肿瘤 中心 组 织 各 组 M M P 一 2 、 M M P 一 9 、 C D 3 4 阳 性 表达 率

1 ． B 组 、 D 组 与 A 组 组 间 比较 P < O ． O l ；2 ． c 组 与 A 组 组 间 比较 P < 0 ． 0 5 ；3 ． B 组 与 D 组 组 问 比较 P > 0 ． 0 5 。

表 3 肿瘤 边 缘 组 织 各 组 M M P 一 2 、 M M P 一 9 、 C D 3 4 阳 -陛表达 率

1 ． B 组 、 C 组 、 D 组 与 A 组 组 问 比较 P < 0 ． 0 5 ；2 ． B 组 与 C 组 组 问 比较 P < 0 ． 0 5 ；3 ． D 组 与 B 组 、 C 组 组 间 比较 P < 0 ． 0 5 。
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之一嘲。MMP一2是Ⅳ型胶原酶和明胶酶[91，通过降解 

细胞基质以及Ⅳ型胶原，形成局部溶解构成肿瘤 

移动的通道。有研究表明，MMP一2在 mRNA水平上 

的表达与肝癌肝外转移呈正相关，即癌组织中MMP一 

2mRNA表达阳性者，肝外转移发生率增／jl~['0J。MMP一 

9主要功能是降解基膜和细胞Ⅳ型胶原成分，为肿 

瘤的血管形成、恶性转化 、侵润及转移提供有利条 

件Il】1。另外 ，有研究表明，MMP一9是动员被扣押的 

VEGF及肿瘤新生血管的形成所必需的Il2】，与肿瘤 

新生血管的形成有着重要的联系，癌组织中MMP一9 

基因呈显著高表达可以促进肿瘤新生血管的形成 

和肿瘤生长，有利于肿瘤细胞发生侵袭和转移。MMP一 

2有激活 MMP一9的功能，提示在肿瘤侵润和转移过 

程中，MMP一2和 MMP一9的作用可能有所不同。通 

过抑制 MMP一2、MMP一9活性来控制肿瘤进展有可 

能成为肿瘤治疗的强有力手段[131。 

肝硬化组织的肝窦毛细血管化程度在某个区 

域显著升高，则是肝癌发生的危险信号。CD34广泛 

分布于毛细血管内皮细胞，能显示极微小的肿瘤新 

生血管，具有较高的特异性和敏感性【l4】，在慢性乙型 

肝炎或慢性丙型肝炎组织中，CD34阳性血窦内皮 

细胞高表达是 HCC发生的危险因素Il51。CD34是一 

种重糖化 I型跨膜蛋白，在各种血管源性肿瘤及多 

种肿瘤间质中小血管的表达已得到证实。研究表 

明，起源于骨髓的CD34+内皮祖细胞通过血流被编人 

活性的血管生成场所，与血管内皮生长因子(VEGF) 

协同作用。最近证明，从外周血分离出的cD34+单核 

血细胞分化为内皮细胞，并参与成人新生血管生成。 

3．1 肿瘤 大小的影响 

从荷瘤兔肿瘤体积在治疗前后的变化可看到， 

B组(RFA)、D组(RFA+HFH)肿瘤体积在治疗后明 

显缩小，D组最小。而 A(空白组)、C组(HFH)则继 

续增大。分析原因为 B、D组均行 RFA治疗 ，局部组 

织发生凝固性坏死，继而液化吸收，导致肿瘤体积 

缩小，这与赵华栋等【-SJRFA治疗兔肝 VX2肿瘤后所 

观察到肿瘤逐渐缩小的趋势一致。D组在 RFA治疗 

的基础上，又行 HFH治疗，诱导了肿瘤细胞凋亡121， 

使肿瘤坏死，体积进一步缩小。 

3．2 MMP一2、MMP一9、CD34阳性表达率 

3．2．1 肿瘤中心组织的 MMP一2、MMP一9、CD34阳 

性表达率 各指标在 B组(RFA)、D组(RFA+HFH) 

中最低，因为是 B组和 D组均行 RFA治疗 ，肿瘤中 

心产生凝固性坏死所至。理论上，各指标在经过 

RFA治疗的肿瘤中心应该已经无表达，该实验中B 

组和 D组仍有一定阳性表达率 ，分析原因是 RFA 

治疗过程中，由于穿刺定位欠准确、肿瘤形状的不 

规则等原因，使 RFA治疗后肿瘤组织仍有残存活肿 

瘤细胞的可能 。c组(HFH)的各指标阳性表达率 

显著低于 A组(空白组)，证明HFH治疗提高了机 

体的免疫能力，在一定程度上抑制了肿瘤的侵袭能 

力。 

3．2．2 肿瘤边缘组织的 MMP一2、MMP一9、CD34阳 

性表达率 B组(RFA)、C组(HFH)、D组(RFA+HFH) 

的各指标阳性表达率均显著降低于A组(空白组)， 

说明 3种治疗方式均有助于降低肿瘤侵袭力；HFH 

治疗局部温度远低于 RFA治疗，作用范围较射频消 

融广，在本实验中，c组各指标明显低于 B组 ，可以 

证实较低温度更有利于提高机体免疫功能；D组各 

指标阳性表达率最低 ，说明 RFA联合 HFH治疗对 

肿瘤侵袭力的降低明显大于单独行 RFA治疗或 

HFH治疗，因为RFA治疗已经使肿瘤本身产生凝 

固性坏死，肿瘤本身遭到几乎彻底的破坏，在此基 

础上多次使用 HFH治疗 ，更加提高了机体的免疫 

力，使得肿瘤的侵袭力进一步降低。 

本实验通过 RAF、HFH以及二者联合运用对兔 

肝 VX2肿瘤的治疗 ，研究三种热疗方式对肿瘤大 

小，MMP一2、MMP一9、CD34阳性表达率的影响，其中 

HFH+RFA治疗模式对测指标的影响最为显著 ，说 

明 RFA联合 HFH治疗更能降低肿瘤的侵袭能力， 

从而提高肿瘤的疗效[181，为临床治疗选择提供实验 

依据。 
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从实验培养海马脑片的形态学、对外界刺激反 

应能力以及神经细胞的电生理反应性检测等方面， 

均证实用本方法培养的海马脑片至少可存活4周， 

且具备良好的活性和一定的生理功能，为进一步进 

行海马功能的研究提供了稳定的实验技术方法。 
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