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揖摘要铱 目的 探索不同温度控制条件下射频消融渊RFA冤治疗兔 VX2肝癌后靶区内肿瘤细胞凋
亡及增殖变化遥方法 采用开腹组织块法构建兔 VX2肝癌模型袁随机分为对照组渊n=6袁未行 RFA冤和实
验组 A组渊n=24袁射频针温度 50耀70益冤尧B组渊n=24袁射频针温度 70耀90益冤尧C组渊n=24袁射频针温度 90耀
110益冤遥 实验组分别接受 CT引导下不同温控 RFA袁靶区由消融中心向外周依次分为针道区尧消融区和
交界区曰采用苏木精-伊红渊HE冤染色观察肿瘤及周围肝组织病理学变化袁脱氧核糖核苷酸末端转移酶
介导的缺口末端标记法渊TUNEL冤和增殖细胞核抗原渊PCNA冤免疫组化法检测各区带肿瘤细胞凋亡及增
殖情况遥 结果 RFA后实验组各组各区带 6个时间点渊术后即刻袁1尧3尧7尧14尧21 d冤标本肿瘤细胞凋亡指数
渊AI冤和增殖指数渊PI冤与对照组比较袁均有统计学差异渊P约0.05冤曰B尧C组区带各时间点 AI均高于 A组渊P约
0.05冤袁B尧C 组间无明显差异渊P跃0.05冤曰术后 7尧14尧21 d 时 B尧C 组消融区和交界区 PI均低于 A 组渊P约
0.05冤袁且术后 21 d时 C组 PI低于 B组渊P约0.05冤遥结论 RFA温控在 50耀110益能达到基本灭活针道区兔
VX2肝癌细胞的作用袁选择 90耀110益温控更利于彻底控制肿瘤遥
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揖Abstract铱 Objective To explore the apoptosis and proliferation of tumor cells in target area of VX2

liver cancer rabbits after radiofrequency ablation 渊RFA冤 treatment under different temperature蛳controlled
conditions. Methods Rabbit VX2 carcinoma model was established by using laparotomy and tissue block
implantation method. The experimental rabbits were randomly divided into the control group 渊n =6袁not
receiving RFA冤袁 the study group A 渊n=24袁 RF needle temperature 50益-70益冤袁 the study group B 渊n=24袁
RF needle temperature 70益-90益冤袁 and the study group C 渊n=24袁RF needle temperature 90益-110益冤. All
rabbits in the three study groups received CT蛳guided RFA under different temperature蛳controlled conditions.
The target area was divided袁 in the order from the ablation center to the periphery袁 into the needle area袁 the
ablation area and the border area. After the treatment袁 tissue samples were collected. Hematoxylin and eosin
渊HE冤 staining was used to observe the pathological changes of tumor and the surrounding liver tissue.
TdT蛳mediated dUTP nick end labeling assay 渊TUNEL冤 and proliferating cell nuclear antigen 渊PCNA冤
immunohistochemical method were employed to detect the tumor cell apoptosis and proliferation in each area.
Results After RFA treatment袁 the apoptotic index 渊AI冤 and proliferation index 渊PI冤 of each area determined
at six points of time 渊immediately after RFA袁 and at one袁 3袁 7袁 14 and 21 days after RFA冤 in the three study
groups were significantly different from those in the control group 渊P<0.05冤. AI values at each point of time in
the study group B and C were significantly higher than those in the study group A 渊P<0.05冤袁 while no
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肝癌是临床最常见恶性肿瘤之一遥 我国是肝癌
高发地区袁多数患者查出时已属晚期袁死亡率高咱1蛳2暂遥
射频消融渊RFA冤作为一种微创治疗手段袁治疗肝脏
肿瘤日趋广泛袁其基本原理是将电能转化成热能杀
灭肿瘤细胞袁是一种局部肿瘤热疗方法咱3暂遥本实验探
索不同温控条件下 RFA治疗兔肝 VX2肿瘤后肿瘤
细胞凋亡尧增殖变化袁旨在为临床制定详细 RFA方
案和改善局部疗效提供实验依据遥

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验材料包括 3耀5个月龄尧 体重 2.5耀3.0 kg新
西兰健康大白兔 78只渊雌雄不限冤尧VX2肝癌细胞
株渊安徽医科大学附属省立医院实验动物中心提
供冤尧HGCF-3000 型冷极射频肿瘤治疗仪渊珠海和
佳医疗设备公司冤尧Eclipse800i高级生物显微镜渊日
本 Nikon公司冤尧Lightspeed 16排多层螺旋 CT渊美国
通用公司冤尧 脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺
口末端标记法渊TUNEL冤试剂盒渊南京凯基生物技术
公司冤和兔抗增殖细胞核抗原渊PCNA冤渊北京中杉金
桥生物技术公司冤遥
1.2 实验方法

本实验经安徽医科大学动物实验伦理委员会

讨论批准遥将冰冻 VX2肝癌细胞株以常规细胞培养
法复苏后袁 接种于新西兰大白兔后腿肌肉或皮下袁
制成荷瘤种兔袁瘤体长大后取生长旺盛的瘤体边缘
组织袁剪成约 1 mm伊1 mm伊1 mm大小颗粒状曰大白
兔耳缘静脉麻醉后袁 以开腹组织块法接种于肝左
叶曰2周后采用 CT检查证实 VX2肝癌模型建立袁肿
瘤直径约 2 cm遥 随机将模型分为对照组渊n=6冤和实
验组渊n=72冤袁对照组模型兔在 3周内不同时段处死袁
取肝内肿瘤组织待测曰 实验组再随机分为 A尧B尧C
组渊每组 n=24冤袁均在开腹条件下行 CT引导下 RFA遥

RFA术前禁食 12 h袁3豫戊巴比妥钠渊30 mg/kg冤

耳缘静脉注射麻醉后袁开腹直视下将单极冷循环射
频针刺入肿瘤内行 RFA遥实验组射频针温度参数院A
组 50耀70益尧B组 70耀90益尧C组 90耀110益遥每组射频
电压与治疗时间不变袁均为 48 V尧15 min遥

RFA 术后即刻袁1尧3尧7尧14尧21 d 共 6 个时间段
处死实验兔袁取出肝脏遥 将残瘤大体标本分为针道
区尧消融区尧交界区渊图 1冤袁3 个区带标本分别置入
4%甲醛浸泡袁然后脱水尧烘干尧石蜡包埋袁作苏木精-
伊红渊HE冤染色和 TUNEL尧PCNA免疫组化检测袁分
析瘤体经不同温度 RFA治疗后不同区带内肿瘤细
胞活性变化特点遥

1.3 统计学分析

采用 SPSS 13.0统计学软件进行数据处理遥 所
有结果以均数依标准差表示袁 计算多组间差异用单
因素方差分析渊ANOVA冤袁两两比较用 q 检验袁P约
0.05为差异有统计学意义遥

2 结果

2.1 HE染色观察
HE 染色观察病理变化发现袁针道区院术后 1耀

3 d大量细胞结构消失袁胞核固缩尧核碎裂等袁7 d时
出现部分肿瘤细胞溶解液化袁14耀21 d时肿瘤细胞
溶解液化范围扩大曰 消融区院A组术后 1耀3 d可见

statistically significant differences existed between the study group B and the study group C 渊P>0.05冤. At 7袁
14 and 21 days after RFA袁 PI values at the ablation area and the border area in the study group B and C
were significantly lower than those in the study group A 渊P<0.05冤袁 besides袁 at 21 days after RFA袁 PI values
of the study group C were significantly lower than those of the study group B 渊P<0.05冤. Conclusion RFA
temperature袁 when it is controlled within 50益-110益袁 can basically inactivate rabbit VX2 liver cancer cells
in needle tract area袁 however袁 the use of 90益-110益 temperature is more conducive to completely control the
tumor.渊允 陨灶贼藻则增藻灶贼 砸葬凿蚤燥造袁 圆园员5袁 25院 56鄄60冤

揖Key words铱 VX2 liver carcinoma曰 temperature蛳controlled mode曰 radiofrequency ablation曰 apoptosis曰
proliferation

针道区渊左箭头冤尧消融区渊上箭头冤尧交界区渊右箭头冤
图 1 RFA术后残瘤大体标本
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淤对照组肿瘤细胞曰于RFA后 21 d 针道区曰盂术后 21 d 50耀70益组消融区曰榆术后 21 d 70耀90益组消融区曰虞术后 21 d 90耀110益组消融区曰愚
术后 21 d 50耀70益组交界区曰舆术后 21 d 70耀90益组交界区曰余术后 21 d 90耀110益组交界区

图 2 RFA前后不同区带内肿瘤细胞活性变化 HE染色显像

少量凝固性坏死细胞和凋亡细胞袁7 d 后其内见较
多存活肿瘤细胞和炎性细胞袁21 d 后见到大量存
活肿瘤细胞袁B尧C组术后 1耀3 d可见大量凝固坏死
细胞和少量坏死细胞袁7 d后消融区逐渐变成白色

并与周围区域分界欠清袁炎性细胞浸润明显袁21 d后
可见部分存活肿瘤细胞曰 交界区院A组术后 7 d见
较多肿瘤细胞袁B尧C组术后 21 d见较多肿瘤细胞遥
渊图 2冤

2.2 TUNEL染色观察
TUNEL检测实验组和对照组肿瘤细胞凋亡率

渊用凋亡指数 AI表示冤见表 1遥 实验组 3组 RFA术
后标本各区带不同时间点 AI与对照组渊0.05依0.07冤

比较袁差异均有统计学意义渊P约0.05冤曰3组术后 1 d
时标本 AI明显高于其它时间点渊P约0.05冤袁B尧C组各
区带各时间点 AI均高于 A组渊P约0.05冤袁B尧C组间
无明显差异渊P跃0.05冤遥

表 1 RFA后标本各区带不同时间点肿瘤细胞 AI
组别 位置 术后即刻 术后 1 d 术后 3 d 术后 7 d 术后 14 d 术后 21 d
A组渊50耀70益冤 针道区 0.13依0.10 0.22依0.19 0.16依0.14 0.14依0.15 0.14依0.19 0.12依0.02

消融区 0.14依0.04 0.38依0.17 0.20依0.15 0.19依0.08 0.18依0.08 0.10依0.08
交界区 0.19依0.10 0.39依0.11 0.21依0.12 0.20依0.17 0.15依0.05 0.09依0.14

B组渊70耀90益冤 针道区 0.20依0.10 0.28依0.09 0.27依0.04 0.25依0.13 0.23依0.16 0.19依0.12
消融区 0.47依0.04 0.54依0.07 0.38依0.05 0.30依0.12 0.24依0.18 0.19依0.05
交界区 0.50依0.10 0.59依0.10 0.39依0.05 0.35依0.02 0.29依0.18 0.22依0.04

C组渊90耀110益冤 针道区 0.21依0.10 0.30依0.07 0.27依0.12 0.26依0.08 0.26依0.18 0.20依0.09
消融区 0.49依0.04 0.60依0.17 0.38依0.05 0.33依0.18 0.20依0.19 0.19依0.15
交界区 0.51依0.10 0.61依0.12 0.40依0.18 0.36依0.12 0.20依0.08 0.19依0.05

2.3 PCNA免疫组化检测
PCNA免疫组化法检测实验组和对照组肿瘤细

胞增殖指数渊PI冤见表 2遥 实验组 3组 RFA术后标本
各区带不同时间点 PI与对照组渊0.20依0.29冤比较袁差
异均有统计学意义渊P约0.05冤遥 3组间针道区不同时
间点 PI无明显差异渊P跃0.05冤曰3组间消融区与交界
区 PI在术后即刻尧1 d尧3 d时无明显差异渊P跃0.05冤曰
术后 7 d尧14 d 时 B尧C 组消融区与交界区 PI 低于
A组渊P约0.05冤袁B尧C组间无明显差异渊P跃0.05冤曰术后
21 d时袁B尧C组消融区与交界区 PI指数低于 A 组
渊P约0.05冤袁且 C组低于 B组渊P约0.05冤遥

3 讨论

3.1 温控 RFA后肿瘤组织学改变
RFA主要通过电极发射中高频电磁波引发电

极周围细胞中极性分子产生高速共振袁将电磁能转
化为热能袁使电极附近组织温度短时内升高袁导致
肿瘤组织发生凝固性坏死咱4暂遥根据热传导衰减原理袁
本实验中将 RFA靶区分为针道区尧消融区尧交界区遥
针道区针道周围组织呈炭化样或汽化空泡样改变曰
消融区呈凝固苍白状曰交界区位于坏死组织周围残
存活体组织袁表现为水肿尧充血尧出血和炎性细胞浸
润遥本实验专注观察不同 RFA温度引发的肝肿瘤与
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组别 位置 术后即刻 术后 1 d 术后 3 d 术后 7 d 术后 14 d 术后 21 d
A组渊50耀70益冤 针道区 0.02依0.02 0.02依0.03 0.04依0.02 0.04依0.08 0.04依0.15 0.05依0.09

消融区 0.02依0.04 0.03依0.15 0.05依0.05 0.10依0.09 0.13依0.13 0.19依0.10
交界区 0.02依0.11 0.04依0.09 0.06依0.18 0.13依0.15 0.17依0.08 0.22依0.05

B组渊70耀90益冤 针道区 0.02依0.01 0.02依0.07 0.03依0.12 0.04依0.03 0.04依0.10 0.05依0.02
消融区 0.02依0.04 0.02依0.17 0.04依0.04 0.05依0.18 0.07依0.18 0.12依0.05
交界区 0.02依0.10 0.02依0.19 0.04依0.10 0.06依0.12 0.08依0.14 0.15依0.05

C组渊90耀110益冤 针道区 0.01依0.17 0.02依0.04 0.03依0.10 0.04依0.02 0.04依0.10 0.04依0.19
消融区 0.02依0.01 0.02依0.07 0.03依0.15 0.04依0.19 0.06依0.09 0.07依0.05
交界区 0.02依0.05 0.02依0.09 0.04依0.09 0.05依0.02 0.07依0.08 0.09依0.06

表 2 RFA后标本各区带不同时间点肿瘤细胞 PI

肝组织基本改变袁HE 染色发现 3组标本针道区均
可发现大量肿瘤细胞坏死袁 说明消融温度控制在
50耀110益范围内均可灭活针道内肿瘤细胞曰 消融区
肿瘤坏死程度及范围与消融温度有关袁温度越高肿
瘤坏死越彻底尧范围越大曰交界区肿瘤细胞复活与
消融温度选择也有关袁温度越高肿瘤细胞复活需要
时间越长遥
3.2 温控 RFA对肿瘤细胞凋亡的影响

TUNEL检测方法可用于石蜡包埋组织切片尧冰
冻组织切片尧培养细胞及组织中分离细胞的细胞凋
亡测定遥 本实验采用 TUNEL 法检测兔 VX2 肝癌
RFA 后靶区不同区带肿瘤细胞变化遥 研究表明袁
RFA时高温可诱导促凋亡蛋白表达袁下调抑制凋亡
蛋白表达袁促进细胞凋亡咱5蛳6暂遥

本实验 3组标本经 RFA后均出现凋亡现象袁术
后 1 d AI值达高峰袁其中 C组交界区 AI值最高袁这
是由于针道区和消融区主要表现为凝固性坏死袁而
交界区主要表现为细胞凋亡咱7暂曰B尧C组 RFA后各区
带不同时间点 AI均高于 A组袁说明随着温度升高袁
各区带 AI呈上升趋势袁与组织学观察结果一致遥 相
关研究发现袁局部组织温度超过 45耀50益时袁细胞膜
即遭破坏袁发生蛋白变性曰局部温度达 90耀100益时袁
组织细胞双层脂膜溶解袁细胞内蛋白质变性袁线粒
体酶和溶酶体酶发生不可逆性变化袁细胞内外水分
丢失袁导致组织凝固性坏死咱8蛳10暂遥本实验发现 RFA后
B尧C组标本 AI无明显差异袁 考虑是由于肿瘤细胞
在相应温度范围内发生了凝固性坏死遥
3.3 不同温度 RFA对肿瘤细胞增殖的影响

PCNA相对分子质量为 36 000袁 合成于细胞核
内袁为 DNA聚合酶 啄辅助蛋白遥 细胞核内存在可溶
性与不溶性 PCNA袁不溶性 PCNA较稳定袁检测其在
细胞中的表达可作为评价细胞增殖状态的指标之

一咱11暂遥本实验检测 3组针道区内 PI均明显低于对照
组袁 且 3组间针道区不同时间点 PI无明显差异袁说
明 50耀110益消融温度均可导致针道区肿瘤细胞坏

死袁诱导细胞凋亡而抑制细胞增殖遥 有研究发现袁恶
性肿瘤细胞表面带有高负电荷袁细胞表面负电荷增
加可导致细胞间接触抑制消失袁从而促进肿瘤细胞
增殖和转移咱12暂遥 热疗可使肿瘤细胞表面负电荷发生
不可逆性降低袁 抑制肿瘤细胞增殖遥 本研究发现
RFA后 7 d尧14 d时 B尧C组消融区与交界区 PI低于
A组袁B尧C组间无明显差异袁即 A组 PI升高最快袁可
能与瘤体边缘的烤箱效应及热流失效应所致瘤体

外周温度不足有关遥 RFA温度主要影响细胞周期中
S期细胞袁 抑制 DNA复制启始和新合成染色质折
叠袁 损伤染色质结构袁RFA温度升高时可直接打断
和终止 DNA复制袁导致细胞死亡遥 细胞周期阻滞于
S期袁PCNA合成减少袁细胞增殖受到抑制咱13暂遥 本实
验 RFA术后 21 d时袁不仅 B尧C组消融区与交界区
PI低于 A组袁而且 C组低于 B组袁说明 RFA温度越
高袁肿瘤增殖能力越弱袁残留肿瘤组织复活所需时
间越长遥

本研究结果提示袁RFA温控在 50耀110益能达到
基本灭活针道区兔 VX2肝癌细胞的作用遥 在 RFA
治疗中袁应将温度控制于 90益耀110益袁尽量一次性
实施彻底消融肿瘤曰可采用多点穿刺法加大消融范
围袁同时缩短再次治疗时间间隔或联合其它疗法遥
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