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　　［摘要］　目的　探讨射频消融（ＲＦＡ）联合经动脉化疗栓塞（ＴＡＣＥ）和高频热疗（ＨＦＨ）治疗对兔 ＶＸ２肝移植瘤细胞凋亡的

影响。方法　建立兔ＶＸ２肝移植瘤模型，随机分为 ＲＦＡ＋ＴＡＣＥ治疗组（Ａ组），ＲＦＡ＋ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ 治疗组（Ｂ组），ＲＦＡ＋

ＨＦＨ治疗组（Ｃ组）和ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ治疗组（Ｄ组）。检测各组治疗后的血清谷丙酸转氨酶（ＡＬＴ），了解治疗的安全性。ＴＵＮＥＬ

法检测癌组织凋亡及计算凋亡指数；免疫组织化学、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量ＰＣＲ技术检测Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白和 ｍＲＮＡ水平。

结果　血清ＡＬＴ在Ｂ组升高最明显。与其他组比较，凋亡指数在Ｂ组显著升高（犘＜０．０５）。免疫组织化学法表明Ｃａｓｐａｓｅ３蛋

白在各组中出现强弱不同的表达，在Ｂ组表达明显增强。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量ＰＣＲ显示Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白和 ｍＲＮＡ在Ｂ

组表达最高，与其他组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＲＦＡ＋ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ治疗能有效杀伤肿瘤细胞，促进肿瘤细胞

的凋亡，但对于肝功能的损害也较为严重。
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　　肝癌是一种常见的消化系统恶性肿瘤，手术切除一直是首

要的治疗手段。但由于肝癌的早期症状与体征不明确，致使大

多患者在确诊时就已错过最佳手术治疗时机。单一的局部治

疗手段对晚期肝癌患者的治疗效果不佳，所以，多种方法的综

合治疗为中晚期肝癌的治疗提供新的思路。射频消融（ＲＦＡ）、

经动脉化疗栓塞（ＴＡＣＥ）和高频热疗（ＨＦＨ）是目前常用的局

部治疗方式，而且他们之间的综合治疗的效果明显优于单一治

疗方式的治疗效果［１２］，但具体的机制尚不明确。因此，本研究

建立兔ＶＸ２肝移植瘤模型，检测三者之间联合治疗后癌组织

中细胞凋亡和Ｃａｓｐａｓｅ３的表达情况，并初步探讨联合治疗后

对肿瘤细胞凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料　清洁级，新西兰大白兔４０只，体质量１．５～

２．０ｋｇ，购于重庆医科大学动物实验中心，合格证号：ＳＣＸＫ

（渝）２０１２０００１，雌雄不限，隔笼喂养。

１．２　主要试剂及仪器　ＴＵＮＥＬ试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司），兔抗兔

Ｃａｓｐａｓｅ３抗体（博士德公司），免疫组织化学试剂盒（中杉金桥

公司），ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（Ｔａｋａｒａ公司），ＲＮＡ抽提试剂盒（Ｏｍｅ

ｇａ公司），逆转录试剂盒（Ｔａｋａｒａ公司），ＨＣＧＦ３０００型冷循环

射频治疗仪及单极射频针（和佳公司），ＨＣＧＦ２０００型体外高

频治疗仪（和佳公司）。

１．３　方法

１．３．１　动物模型的建立、分组及治疗方式　建立肿瘤模型全

部成功。随机分为 ＲＦＡ＋ＴＡＣＥ 治疗组（Ａ 组）、ＲＦＡ＋

ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ 治疗组（Ｂ组）、ＲＦＡ＋ＨＦＨ 治疗组（Ｃ组）和

ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ治疗组（Ｄ组），每组１０只。治疗方式：Ｃ组：麻

醉后开腹，在肿瘤中央插入单极射频消融针，功率为１０Ｗ，治

疗区域颜色发黑后停止治疗。ＲＦＡ治疗后第１、４、７天分别给
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予ＨＦＨ治疗仪治疗，治疗频率为１３．５６ＭＨｚ，持续１５ｍｉｎ。Ｂ

组：麻醉后开腹，暴露肝动脉及其分支，暂时给予阻断肝动脉分

支，用皮针直接在肝固有动脉缓慢注入碘化油乳剂 ０．２

ｍＬ／ｋｇ，注完后开放肝动脉，可在肿瘤表面观察到乳白色碘油

沉积。再行 ＲＦＡ 治疗。ＲＦＡ 治疗后第１、４、７天分别给予

ＨＦＨ治疗仪治疗。Ａ组：先行 ＴＡＣＥ治疗，再行 ＲＦＡ治疗。

Ｄ组：先行ＴＡＣＥ治疗，治疗后第１、４、７天分别给予 ＨＦＨ治

疗仪治疗。于第７天处死全部实验兔，切取肿瘤中心组织、边

缘组织作为检测标本收集。

１．３．２　缺口末端核苷标记法（ＴＵＮＥＬ）检测细胞凋亡及计算

凋亡指数　取出各组标本，具体步骤按ＴＵＮＥＬ试剂盒说明书

进行。阳性判断标准：显微镜下肿瘤细胞核显示棕黄色颗粒为

阳性，每组随机取５个高倍视野（×４００），计算细胞凋亡指数

（ＡＩ）＝阳性细胞数／肿瘤细胞数×１００％。

１．３．３　免疫组织化学法检测各组肿瘤组织Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白变

化　取出各组标本，采用免疫组织化学ＳＰ法。具体步骤按照

免疫组织化学试剂盒说明书进行。阳性标准：在显微镜下，细

胞质出现棕黄色为阳性。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组肿瘤组织中的Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白

含量　取出各组标本，提取组织蛋白、制备十二烷基硫酸钠聚

丙烯酸胺凝胶电泳、转膜、封闭、孵育一抗、孵育二抗、洗涤等过

程，然后显影，分析结果。

１．３．５　实时荧光定量ＰＣＲ法检测各组Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的

表达水平　将组织磨碎，提取无ＲＮａｓｅ的水溶解ＲＮＡ，ＲＮＡ

定量。逆转录参照试剂盒，实时荧光定量聚合酶链反应扩增条

件为９５℃预变性２ｍｉｎ；随后９５℃１０ｓ，退火温度１５ｓ，７２℃

延伸４５ｓ，共４０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。上游引物：５′

ＣＡＡＴＧＧＡＣＴＣＴＧＧＧＡＡＡＴ３′，下游引物：５′ＧＣＡＡＧＣ

ＣＴＧＡＡＴＡＡＴＧＡ３′。采用△△ＣＴ法进行实时荧光定量

ＰＣＲ相对定量反应，计算相对含量。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数据进行分

析，数据用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组血清谷丙转氨酶的情况　治疗后各组血清谷丙转氨

酶明显升高，Ａ 组为（１４８．７±８．６８２）Ｕ／Ｌ、Ｂ组为（１７０．５±

７．０８４）Ｕ／Ｌ、Ｃ组为（６７．５５±４．１５９）Ｕ／Ｌ、Ｄ组为（１３２．１±

４．４８５）Ｕ／Ｌ。与其他组比较，Ｂ组治疗后血清谷丙转氨酶显著

升高（犘＜０．０５），见图１。

图１　　治疗后各组血清谷丙转氨酶的变化情况

２．２　在光学显微镜下ＴＵＮＥＬ检测残余肿瘤的凋亡结果　在

各组观察的细胞凋亡，可见细胞核呈棕黄色颗粒的凋亡细胞，

见图２。各组细胞凋亡指数：Ａ组为（１７．０９±１．３１０）％，Ｂ组为

（２５．１１±１．９９８）％，Ｃ 组 为 （９．６８４±１．０２０）％，Ｄ 组 为

（５．７８０±０．５８３）％，Ｂ组凋亡指数显著升高（犘＜０．０５），见

图３。

图２　　各组肿瘤组织细胞的凋亡变化（×４００）

图３　　各组细胞凋亡指数情况

２．３　免疫组织化学检测Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白在各组表达情况　在

显微镜下，Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达定位于细胞质，出现棕黄色颗

粒。与其他组比较，Ｂ组肿瘤胞质染色深，而且数量也多，见

图４。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白在各组表达情况　

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白在各组的相对表达量：Ａ 组为 ０．８６０３±

０．０４８７１，Ｂ 组 为 １．２９３±０．００６５９０，Ｃ 组 为 ０．５４９５±

０．０３７４０，Ｄ组为０．３４０６±０．０１９９０，其中，Ｂ组表达最高，与

其他组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图５。

２．５　实时荧光定量ＰＣＲ技术检测Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ水平　

Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ 在各组的相对表达量：Ａ 组为 ４．２４２±

０．１８１４，Ｂ组为７．９４３±０．７４６９，Ｃ组为１．７４４±０．１４５４，Ｄ组
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为１．０２１±０．２６３２。其中，Ｂ组表达最高，与其他组比较差异 有统计学意义（犘＜０．０５），见图６。

图４　　免疫组织化学法检测Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白在各组表达情况（×４００）

图５　　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白在各组肿瘤组织中的表达情况

图６　　Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ在各组中的表达情况

３　讨　　论

　　ＲＦＡ、ＴＡＣＥ、ＨＦＨ是安全易行的局部治疗方法，且应用

十分广泛。局部治疗已成为延长晚期肝癌患者生存的最为有

效方法，但由于单一的治疗方式存在局限性，对晚期的肝癌治

疗效果不佳，因此，多种局部治疗方式联合应用的综合治疗为

晚期肝癌患者提供了新的思路。前期的研究证实了 ＲＦＡ、

ＴＡＣＥ、ＨＦＨ联合的综合治疗能更有效地杀灭肿瘤细胞和使

肿瘤组织局限化，降低肿瘤的侵袭力，有效地激活 ＨＳＰ７０和树

突状细胞，增加机体抗肿瘤细胞免疫力［３５］，改善预后，但是，缺

乏对肿瘤持续杀伤作用的研究。Ｒａｉ等
［６］研究证实了ＲＦＡ在

治疗后能够产生持续一段时间的凋亡作用，并促进 ＨＳＰ７０蛋

白的表达，增强机体对肿瘤细胞的免疫力。Ｇａｏ等
［７］对兔肝

ＶＸ２肿瘤实验表明ＴＡＣＥ在促进肿瘤细胞凋亡方面也存在一

定的作用，与药物联合应用后促凋亡作用明显增强。

细胞凋亡是细胞对内环境改变出现的一种生理变化，主要

存在激活Ｆａｓ的外源性信号通路和依赖Ｂｃｌ蛋白家族的线粒

体相关的内源性信号通路，但最终细胞凋亡环节是Ｃａｓｐａｓｅ家

族，其中最重要的是Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白，是细胞凋亡的最终执行

者之一。Ｔａｋａｈａｓｈｉ等
［８］研究表明热损伤效应可以通过破坏

ＤＮＡ双链的稳定性从而导致细胞的凋亡。Ｗｅｉｎｍａｎｎ等
［９］研

究表 明 缺 氧 可 以 通 过 ＦＡＤＤ／Ｃａｓｐａｓｅ８ 蛋 白 最 终 引 起

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达增多，促进缺氧的细胞凋亡。ＲＦＡ通过局

部电流频率达到一定值后引起组织内带电荷的离子运动产生

热效应从而杀伤肿瘤细胞。ＴＡＣＥ则是选择性阻断肿瘤的供

血血管，使肿瘤细胞严重缺血、缺氧而出现局部的坏死。由此

可以推断ＲＦＡ和ＴＡＣＥ两者之间对肿瘤的杀伤作用方式不

同，促进后续的肿瘤凋亡的靶点也是不同的，可以彼此增加之

间的作用，有协同效应。但ＲＦＡ和ＴＡＣＥ均为有创的治疗方

式，反复采用对机体影响较大，而 ＨＦＨ是采用高频电磁场对

肿瘤组织持续杀伤的无创性治疗手段，对于加强ＲＦＡ和ＴＡ

ＣＥ后续损伤作用更具有可操作性和易行性。本研究中

ＴＵＮＥＬ显示凋亡指数在Ｂ组可以达到（２５．１１±１．９９８）％，可

见三者联合的综合治疗可以显著提高治疗的有效性。同时免

疫组织化学法证实了Ｃａｓｐａｓｅ３在各组出现了表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ和实时荧光定量ＰＣＲ法显示Ｃａｓｐａｓｅ３在该组表达最高。

可见ＲＦＡ＋ＴＡＣＥ＋ＨＦＨ联合治疗可以有效杀伤肿瘤细胞，

促进肿瘤细胞的凋亡。

本研究发现Ｂ组对肝功能损伤严重，综合治疗的安全性

和优势值得有待更进一步的评估。Ｌｉ等
［１０］临床研究表明索拉

菲尼与ＲＦＡ、ＴＡＣＥ的综合治疗对于晚期肝癌患者是一种效

果明显且安全的治疗方法。Ｋｉｍ等
［１１］认为在治疗２～５ｃｍ的

肝癌时ＲＦＡ与ＴＡＣＥ联合治疗的效果可与手术结果相比，患

者的术后复发率与生存率方面比较差异不明显。在回顾性分

析中，可以发现ＴＡＣＥ联合ＲＦＡ、ＰＥＩ、ＨＩＦＵ或三维适形放疗

中任一局部治疗方式，均比单一治疗效果明显，而且也能够延

长晚期肝癌患者的生存时间［１２１５］。由此可见，综合治疗虽然

对肝功能及机体造成严重损伤，但从对晚期肝癌患者的生存时

间有明显的延长作用，可以缓解症状，提高生活质量的明显优

势来评估，是可以被接受和应用的。在应用综合治疗时应结合

患者的病情和基本身体情况，综合评估权衡治疗对患者带来的

弊与利。
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