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ＲＦＡ联合ＴＡＣＥ和ＨＦＨ对兔肝ＶＸ２肿瘤的作用
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　　摘要：目的　探讨射频消融（ＲＦＡ）联合高频热疗（ＨＦＨ），经动脉化疗栓塞（ＴＡＣＥ）治疗兔肝 ＶＸ２
肿瘤的作用。方法　将兔肝 ＶＸ２肿瘤模型分为：ＲＦＡ＋ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ治疗组（Ａ组），ＲＦＡ＋ＨＦＨ治疗
组（Ｂ组），ＲＦＡ＋ＴＡＣＥ治疗组（Ｃ组）和 ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ治疗组（Ｄ组）。观察各组治疗前后的血清谷丙
酸转氨酶（ＡＬＴ），肝脏热休克蛋白（ＨＳＰ７０）及脾脏树突状细胞（ＤＣｓ）表达。结果　（１）ＡＬＴ：在治疗组
第 １天均明显升高，Ａ组升高幅度最大，１４ｄ内恢复最慢；Ｂ组上升幅度最小，恢复最快（Ｐ＜０．０５）。
（２）ＨＳＰ７０表达：Ａ组治疗后明显上升，１４ｄ时仍为最高；Ｄ组上升幅度最小，１４ｄ时表达值最低
（Ｐ＜０．０５）。（３）ＤＣｓ表达：Ａ，Ｂ组无明显差异（Ｐ＞０．０５），并且组内１４ｄ和７ｄ时两者差异无显著性。
Ｃ，Ｄ组明显低于其余两组，且下降较快（Ｐ＜０．０５）。结论　ＲＦＡ＋ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ能更好地激活 ＨＳＰ７０和树
突状细胞的表达，增加机体抗肿瘤免疫的能力，但同时损害肝功能最明显。联合运用时须综合考虑。
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第１期 吴华平，等：ＲＦＡ联合ＴＡＣＥ和ＨＦＨ对兔肝ＶＸ２肿瘤的作用

　　射频消融（ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｂｌａｔｉｏｎ，ＲＦＡ）和经肝
动脉化疗栓塞（ｔｒａｎｓｃａｔｈｅｔｅｒａｒｔｅｒｉａｌｃｈｅｍｏｅｍｂｏｌｉｚａ
ｔｉｏｎ，ＴＡＣＥ）是对不能进行手术切除的肝癌的治疗
方法，已有研究证实两者有协同作用［１－２］。高频

热疗（ｈｉｇｈｆｒｅｇｕｅｎｃｙｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ，ＨＦＨ）可提高化疗
放疗作用，提高人体免疫能力［３－４］。目前，对肿瘤

的治疗更倾向于有选择的综合疗法。本实验通过

对兔肝 ＶＸ２肿瘤的治疗，探讨 ３种方法序贯治疗
肝肿瘤的可能性，为临床治疗选择提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　新西兰白兔，体重 ２．０～２．５ｋｇ，
雌雄不限，由本校动物实验中心提供。

１．１．２　实验器材　ＨＧＧＦ３０００型射频治疗仪和
ＨＧ２０００体外高频治疗仪系珠海和佳公司产品。
另有 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。

１．１．３　 实验试剂 　兔抗兔热休克蛋白（Ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０，ＨＳＰ７０）亲化纯和抗体、鼠抗兔
Ｓ１００β亲化纯和抗体、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。４０％碘油，１０ｍＬ／支，
购自上海旭东海普药业有限公司。丝裂霉素，

２ｍｇ／支，购自浙江海正制药有限公司。ＶＸ２肿瘤
荷瘤兔由我校超声研究所提供。

１．２　实验方法
１．２．１　动物肝肿瘤膜型的建立　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，据范林军等报道方法建

立兔肝 ＶＸ２肿瘤模型，种植后 ３周肿瘤直径达
２０ｍｍ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［５］。

１．２．２　实验分组　共 ５０只兔子，在建立肿瘤模
型过程中死亡 ６只，２只移植肿瘤失败，余 ４２只
随机分为 ４组：ＲＦＡ＋ＨＦＨ＋ＴＡＣＥ治疗组（Ａ组，
１０只），ＲＦＡ＋ＨＦＨ治疗组（Ｂ组，１１只），ＲＦＡ＋
ＴＡＣＥ治疗组（Ｃ组，１１只），ＨＦＨ＋ＴＡＣＥ治疗组
（Ｄ组，１０只）。因综合治疗效果明显比单一效果
好，故未设立对照组［１－２，６］。

１．２．３　处理方法　治疗顺序：ＴＡＣＥ→ＲＦＡ→
ＨＦＨ。（１）ＴＡＣＥ：速眠新麻醉后无菌条件下进

腹，插管成功后缓慢注入碘化油丝裂霉素乳剂

０．２ｍＬ／ｋｇ，（丝裂霉素 ０．５ｍｇ／ｋｇ生理盐水溶解
后再和定量碘油混成乳剂），３０ｓ至 １ｍｉｎ注射完
毕，栓塞完成后检查肿瘤表面可见乳白色碘油沉

积灶。（２）ＲＦＡ治疗：麻醉手术方法同前，射频冷
极针在肿瘤正中插入 ２～３ｃｍ，保持针尖温度
１５～２５℃，组织温度 ９９℃，自动消融 ５～１０ｍｉｎ
（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。（３）体外 ＨＦＨ治疗：
麻醉方法同前，治疗时间控制在 １５ｍｉｎ，局部温度
控制在 ４３℃，同时监测肛温，控制在 ４１．５℃。
术日，术后 ３ｄ各治疗 １次共 ２次。所有组术后
３ｄ肌肉注射青霉素 １０万 Ｕ／ｋｇ，每日 ２次。
１．２．４　标本采集时间　术后１，７，１４ｄ取耳缘静
脉血查血清谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＬＴ）。７ｄ随机每组各选择 ５只动物，麻醉后取
肝肿瘤消融边缘区 ０．５ｃｍ处的组织，Ｄ组取肿瘤
边缘区 ０．５ｃｍ处的组织；同时取脾脏，４％多聚
甲醛溶液固定，石蜡包埋。１４ｄ时同法处理各组
余下动物。

１．２．５　病理检查　所取标本行连续切片，厚
５μｍ，常规脱蜡至水，每一标本作一张 ＨＥ染色。
每个指标行免疫组织化学制作 ５张切片，均采用
免疫组化 ＳＡＢＣ法（步骤按产品说明书进行）。
Ｓ１００β蛋白采用酶消化，ＨＳＰ７０采用枸 橼酸盐
（０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ６．０）抗原热修复。用已知阳性
切片作阳性对照，用 ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。
Ｓ１００β蛋白在细胞质和／细胞核表达；ＨＳＰ７０主
要在细胞质表达，部分细胞膜和细胞核也可表达。

１．２．６　结果分析　检测脾脏 Ｓ１００阳性的树突
状细胞（ｄｅｎｄｒｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ），４００×镜下随机选择
５个不重复视野计数，结果采用的浸润密度以单
位面积（每高倍视野）ＤＣ数表示。ＨＳＰ７０均在同
一条件下 Ｏｌｙｍｐｕｓ显微采集系统采集图像。分析
软件采用 ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ５．０，随机选取 ５个视野，
计算累积光密度值（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。
１．３　统计学处理

实验结果用均值 ±标准差表示。统计分析软
件采用 ＳＰＳＳ１１．５。数据经对数转换后服从正态
分布且方差齐同者采用重复设计的方差分析进行

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，采用成组设计多样本比较的秩

和检验进行多组间参数的比较。两两比较采用多

个样本两两比较的秩和检验。
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２　结　果

２．１　治疗后血清 ＡＬＴ变化
所有治疗组转氨酶在术后第 １天明显升高。

Ｂ组在第 １天升高幅度最小，７，１４ｄ下降幅度最
大，均低于其他各组（Ｐ＜０．０５）；Ａ组升高最高，
在 １，７，１４ｄ时与 Ｂ，Ｄ组差异明显（Ｐ＜０．０５），
与 Ｃ组差异不显著；Ｄ组在各时段与各组亦有差
异（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表１　各组动物治疗后血清的ＡＬＴ变化情况（Ｕ／Ｌ，ｘ±ｓ）

第１ｄ 第７ｄ 第１４ｄ
Ａ组 ３６８．００±３０．２８１），２） １６３．２０±１９．１４１），２） ６５．００±９．２７１）

Ｂ组 １３１．３６±１３．５９２），３） ６４．６４±９．９２２），３） ３０．８０±６．４５１），３）

Ｃ组 ３８５．２７±１５．３７１），２） １５４．４５±１７．４３１），２），３） ６７．２０±５．２６１）

Ｄ组 ３３７．２０±１５．８９１） １３７．００±１２．５９１），３） ５１．２±８．８７１）

　　注：１）与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｄ组比较，Ｐ＜０．０５；３）与同组内１４ｄ比较，Ｐ＜０．０５

２．２　ＨＥ染色形态学变化

在 Ａ，Ｂ，Ｃ组大体瘤体较治疗前有明显缩小

呈灰白色，质地较硬，组织脆，中间破溃，呈凝固

性坏死，有清晰的边界存在（图 １），极少部分边缘

有残余肿瘤存在。ＨＥ染色见肿瘤中心组织大片

凝固性坏死，仅见组织轮廓。周围组织充血、出血

明显。大量炎性细胞浸润、有纤维细胞明显增生

（图 ２），灶性和碎片样坏死多见于小叶周边，而

单个细胞的坏死主要见于肝小叶内，可见一些带

有凋亡特征的肝细胞，中心区外的肿瘤组织中可

见大量凋亡细胞，个别瘤体周边出现残存活肿瘤

细胞。Ｄ组的肿瘤有部分坏死存在，肿瘤边界欠

清，仍呈浸润生长（图 ３）。

　　图１　ＲＦＡ＋ＨＦＨ术后７ｄ肝脏
大体标本　可见中心明显凝固性坏
死，边缘清楚，未见明显复发灶

　　图 ２　ＲＦＡ＋ＨＦＨ术后 １４ｄ肝
脏　左侧为粉红色无结构区，右侧
炎性细胞浸润及异物巨细胞反应，

纤维组织增生明显（ＨＥ×２００）

　　图 ３　ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ术后 ７ｄ肝
脏　可见图中部肿瘤仍呈浸润生
长，周围明显炎性细胞浸润，肝小叶

结构破坏，右下可见凝固性坏死，呈

均染红色无结构，左侧为紊乱肝小

叶结构（ＨＥ×１００）

２．３　免疫组化结果
２．３．１　ＨＳＰ７０在肝脏的表达　ＨＳＰ７０在肿瘤中
可过表达（图 ４），经治疗后，组织中 ＨＳＰ７０表达
明显增高（图 ５），Ａ组 ＨＳＰ７０升高幅度最大，

７ｄ时最高，７，１４ｄ时与其他各组相比，差异均有
明显（Ｐ＜０．０５）；Ｃ，Ｄ组之间无显著性差异
（Ｐ＞０．０５）；Ｄ组与各组相比，升高幅度最小，差
异明显（表 ２）。

　　图 ４　肿瘤结节中心　ＨＳＰ７０阳性肿瘤细胞，胞浆
黄染，部分胞核染色（ＡＢＣ×４００）

　　图 ５　ＲＦＡ＋ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ术后 ７ｄ肝脏　可见肝细
胞胞浆内 ＨＳＰ７０阳性，黄染，呈大片状分布（ＡＢＣ×２００）
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表２　ＨＳＰ７０表达的变化（累积光密度 ＩＯＤ，ｘ±ｓ）

术后７ｄ 术后１４ｄ

Ａ组 ６３８６．０４±１５１２．９６ ２７２２．０４±６５５．４５１）

Ｂ组 ４３９０．３０±１０８４．１７１），２） １４１２．６８±２６１．６４１），２）

Ｃ组 ３５７０．３６６±７２１．１８１），２） １２０１．７２±１９８．７１１），２）

Ｄ组 ３１５７．６８±４０５．３６１） ９５３．９６±２１５．７７５１）

　　注：１）与Ａ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｄ组比较，Ｐ＞０．０５；

２．３．２　Ｓ１００β阳性树突状细胞在肝脏和脾脏

的表达　树突状细胞在肝脏主要以前体形式存

在，数量稀少，治疗后仍能发现相当数量树突状

细胞存在，并在消融组织边缘发现成熟的树突状

细胞，较周围肝细胞明显大，有树突突出，形状不

规则（图 ６）；脾脏的树突状细胞的大小形状和中

等淋巴细胞大小相差不大（图 ７）。

本实验主要检测脾脏树突状细胞作统计分

析，Ａ组树突状细胞明显增多，１４ｄ较 ７ｄ时降

低，但无统计学意义。Ｄ组 ＤＣｓ数量明显低于其

他各组，差异明显（Ｐ＜０．０５）；在 ７ｄ和 １４ｄ时

Ａ，Ｂ组差异不明显（Ｐ＞０．０５）；Ａ，Ｂ组均显著高

于 Ｃ组（Ｐ＜０．０５）（表 ３）。

　　图 ６　ＲＦＡ＋ＨＦＨ术后 １４ｄ肝脏　在肝脏纤维增

生交界处，可见正常形态肝细胞及纤维组织增生，有两

个形态不规则，胞体较大，有多个突起黄染细胞，为成

熟形态 Ｓ１００β阳性树突状细胞（ＡＢＣ×４００）

　　图 ７　ＲＦＡ＋ＨＦＨ术后 ７ｄ脾脏　可见多个胞核胞

浆明显黄染，Ｓ１００β阳性，胞体为中等淋巴细胞样

（ＡＢＣ×４００）

表３　各组树突状细胞的表达（个／每高倍视野，ｘ±ｓ）

术后７ｄ 术后１４ｄ

Ａ组 ３９．２０±１２．８６１），３） ３３．００±９．９４１），２）

Ｂ组 ３４．８６６±１０．５７１），３） ３１．００±９．９７１），２）

Ｃ组 ２２．５０±８．５８１），３） １７．８４±６．１２１）

Ｄ组 １１．２０±２．７６１） ６．９６±２．６８

　　注：１）与Ｄ组比较，Ｐ＞０．０５；２）与 Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；３）与组

内１４ｄ比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

目前肿瘤的治疗趋势是多种方法联合应用，

治疗手段增多，相应的副反应也增加。作为一种

有效的治疗手段，ＲＦＡ治疗对肝功能损害相对地

小。ＴＡＣＥ栓塞了部分肝动脉而减少肿瘤血供，

同时化疗药物除了对肿瘤细胞作用外也会杀伤

正常的肝细胞，两者结合对肝脏功能干扰比较

大。从 ＡＬＴ可反映出肝脏急性损伤，本实验结果

显示 Ｂ，Ｃ组在 ＲＦＡ基础上分别予以 ＨＦＨ或ＴＡＣＥ

治 疗，两 者 在 各 时 段 肝 功 能 恢 复 相 差 显 著

（Ｐ＜０．０５），说明 ＴＡＣＥ对肝功能干扰较大。Ｃ组

ＡＬＴ相对于 Ｄ组差异明显，说明 ＲＦＡ对肝功能仍

有较明显影响（Ｐ＜０．０５）。这提示在联合治疗

时要考虑患者的承受能力，所谓微创也只是相对

而言。

ＨＳＰｓ是一类高度保守的广泛存在于原核和

真核生物中的蛋白质，通过抗原递呈细胞（Ａｎｔｉ

ｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｃｅｌｌｓＡＰＣｓ），可活化机体特异性免疫和

非特异性免疫反应［７］，ＨＳＰｓ中以 ＨＳＰ７０，ｇｐ９６作

用最强。树突状细胞是机体内功能最强的 ＡＰＣ，

使机体产生特异性的抗肿瘤免疫应答。热休克

蛋白（ＨＳＰ）与 ＤＣｓ上特异性受体结合，诱导产生

抗原特异性细胞毒 Ｔ细胞并与 Ｔｈ１反应而发挥

刺激宿主免疫反应的调节作用［８－９］。热疗不仅可

以使肿瘤细胞凋亡，而且促使肿瘤细胞产生大量
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的 ＨＳＰ［１０］，热疗增加了 ＨＳＰ免疫原性，还使其从

细胞浆转移到细胞核，同时它导致了浸润肿瘤的

巨噬细胞的增加［９］。通过检测这两种成分在治疗

后的变化情况可间接推测机体免疫能力的变化

情况。各组 ＨＳＰ７０在治疗后１４ｄ都有明显下降，

到 １４ｄ时 Ａ组仍是表达最高，提示在３种方法联

合使用的时候可以使其表达较高，在刺激抗肿瘤

免疫能力方面可能作用更强。在 ＲＦＡ参与组，

ＨＳＰ７０表达相对为高，且与无 ＲＦＡ参与组差异明

显，提示可能 ＲＦＡ治疗时肿瘤坏死明显，消融边

缘肝细胞凋亡使 ＨＳＰ７０表达增高。Ａ组与 Ｂ组

两 时 段 树 突 状 细 胞 表 达 均 有 明 显 差 异

（Ｐ＞０．０５），但 均 比 Ｃ，Ｄ 组 两 组 明 显 增 多

（Ｐ＜０．０５）。提示 ＲＦＡ联合 ＨＦＨ可能使机体获得

更持久的免疫能力。

Ｇｏｌｄｂｅｒｇ等［１１］研究发现，许多血管活性物质

通过收缩血管减少肝组织血流灌注而导致射频

凝固坏死区增大。ＴＡＣＥ除直接引起肿瘤坏死

外，还可有效减少肿瘤组织的血流灌注，其与射

频有序联合应用后，将有可能进一步提高射频毁

损的治疗效果，射频消融也将最大程度地杀灭碘

油沉积区及病灶周围残存的肿瘤组织，两者相互

弥补，使较大肝癌的完全坏死率明显提高。吴沛

宏等［１］报告 ＴＡＣＥ联合射频治疗效果明显优于单

纯栓塞化疗。同时热疗联合 ＴＡＣＥ也可起到明显

协同作用，孙雪飞［１２］报道两者联合治疗可明显提

高晚期肝癌疗效，而又不增加介入化疗的副作

用。ＲＦＡ时产生温度较高，主要使肿瘤细胞直接

发生坏死，较低温度（４３℃）可能对免疫功能起

到更大的激活作用［１３］，体外高频热疗正好能达到

这点要求。三者联合产生协同作用，增强对肿瘤

的杀伤。

本实验表明，ＨＦＨ＋ＲＦＡ＋ＴＡＣＥ组无论是树

突状细胞表达还是 ＨＳＰ７０的表达，明显较其他组

高，均有统计学意义，提示序贯治疗可能在促进

免疫能力方面有较好的作用。但同时它会加大

对肝功能的损害，这是值得注意的。
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