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摘要 目的：探讨兔肝脏 VX2肿瘤射频消融术（radio-frequency ablation，RFA）后残余肿瘤组织中基质金属蛋白酶 9（MMP-9）表

达。方法：超声引导下将 VX2肿瘤组织块接种于 23只新西兰大白兔肝脏中，造模成功后随机分为 5组，对照组（A组, n=3），不行
RFA治疗；余 20只为实验组行 RFA治疗，在超声引导下射频针插入肿瘤偏心位置，展开电极致损毁范围最大为肿瘤总体积的
2/3，人为造成残存肿瘤组织。根据治疗结束后不同时间点分为 4组：0小时组（B组, n=5）、术后 1周组（C组, n=5）、术后 2周组（D

组, n=5）、术后 4周组（E组, n=5），行超声检查结束后处死大白兔，取肿瘤组织采取免疫组化法观察残存肿瘤组织中及未治疗肿
瘤组中 MMP-9的表达情况。结果：RFA术后 0小时、1周、2周、4周残存肿瘤组织中 MMP-9的表达均较对照组明显降低（P＜
0.05）。结论：RFA治疗后残存肿瘤细胞中MMP-9水平表达减低。
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The Expression of the MMP-9 in Rabbit Liver VX2 Tumor-remnant
Tissues after Radio-frequency Ablation

To investigate the expression of the MMP-9 in rabbit liver VX2 tumor-remnant tissues after radio-frequency
ablation treatment (RFA). Ultrasound-guided the VX2 tumor mass were planted into the liver of 23 New Zealand rabbits,

models of rabbit VX2 liver tumor were divided into 5 groups at random, there were 3 rabbits in group A as the control group with no
RFA treatment; the remaining 20 rabbits as experimental group with the RFA treatment, Ultrasound-guided the Rf needle was inserted
into the location of the liver tumor eccentric, tumor-remnant tissues were remained by opening the electrode to control the maximum

damage range of total tumor volume 2/3. 20 rabbits were divided into 4 groups according to their different time after treatment, that was
after RFA group (B group), one week after RFA group (C group), two weeks after RFA group (D group), four weeks after RFA group(E
group), 5 rats in each group. The rabbits were executed after taking ultrasonographical examination, Immunohistochemistry was used to

detect the expression status of MMP-9 in rabbit liver VX2 tumor-remnant tissues after RFA treatment and the untreated tumor tissues.
The expression of MMP-9 in tumor-remnant tissues of 0 hour, 1 week, 2 weeks, 4 weeks after RFA were significantly lower than

the control group (P<0.05). After RFA the expression of MMP-9 in the remnant tumor cells is decreased.
VX2 carcinoma; Radio-frequency ablation; MMP-9; Ultrasonography

前言

目前手术切除肿瘤、经导管动脉化疗栓塞术(transcatheter

arterialchemoembolization，TACE)、局部热消融治疗等已成为临

床认可的、在治疗肝脏恶性肿瘤中有明确疗效的方法，但因受

到肿瘤的大小、数目、部位、毗邻关系、滋养血管有无等因素影

响，上述方法无法达到彻底根除治疗的目的，造成残留，影响疗

效。因此残存肿瘤的生物学行为成为众多学者研究的热点。目

前许多研究已证明基质金属蛋白酶 9(MMP-9)活性的增加与人

类多种恶性肿瘤的侵袭转移及预后的能力是密切相关。本研究

通过用 RFA治疗兔肝 VX2肿瘤模型，制成术后残癌，观察治
疗前及治疗后残癌中不同时期 MMP-9 浓度变化并探讨其意
义。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 实验动物 新西兰大白兔 23只，由大连医科大学动物
实验中心提供，雌雄不论 5-8月龄，体重约 1.6-3 kg，VX2荷瘤
兔 1只，由山东省医学科学院附属医院惠赠。
1.1.2 实验设备 射频仪器为美国达隆公司生产的 RF-2000。
超声诊断仪器为东芝 PV7500型彩色多普勒诊断仪。
1.1.3 主要实验试剂 MMP-9购于北京博奥森公司，二抗即用

型 SP免疫组化试剂盒，DAB显色试剂盒均购于北京中杉金桥
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生物技术有限公司。

1.2 方法
1.2.1 VX2肝肿瘤模型制作 采用经皮穿刺瘤块植入法：切取

VX2荷瘤兔肿块，选取接近包膜的鱼肉样组织，剔除筋膜及坏

死组织，生理盐水多次冲洗后，用眼科剪将肿瘤组织剪成

1 mm3大小瘤块置于生理盐水中备用。将 23只实验兔分批接
种，术前禁食 8小时以上，用 3 %戊巴比妥钠(1 mL/kg)经耳缘

静脉麻醉后固定于兔台上，备皮后碘伏局部消毒。于剑突下偏

左用手术刀将皮肤纵向切开 0.3 cm的小口，超声引导下将 14

G穿刺针从切口处刺入已定位的肝左叶位置，稳住针鞘，拔出

针芯，用平头针芯将 2-3块瘤块推送入肝内，确定植入成功后
拔出穿刺针，缝合切口，再次消毒。术后肌肉注射青霉素 40万

单位，持续使用 3 d，防止感染。
1.2.2 实验分组 接种成功后 14-20天行超声检查，待肿瘤直

径约为 1.5 cm左右时，将 23 只新西兰大白兔分为 5组：对照

组（A 组 , n=3），不行 RFA 治疗；余 20 只为实验组行 RFA 治

疗，根据治疗结束后不同时间点分为：0小时组（B组, n=5）、术

后 1周组（C组, n=5）、术后 2周组（D组, n=5）、术后 4周组（E

组,n=5）。
1.2.3 射频消融术 用 3 %戊巴比妥钠麻醉实验兔，给腹部及

背部备皮，消毒铺巾。将电极板置于背部并固定。于穿刺点做

2-3 cm的小切口，超声确定肿瘤位置后将射频针插入肿瘤偏心

位置，弹开电极。设计 RFA毁损范围（肿瘤损毁气化半径约为

肿瘤总体积的 2/3），即制成残癌模型。接通电源，输出功率 20

W，阻抗 616-1528 Ω，治疗时间为(119± 13) s，消融灶温度达到
60 ℃便可引起细胞不可逆性死亡。按分组条件，取出瘤体后处

死，进行免疫组化实验。

1.2.4 免疫组化染色 采用 SP法：常规脱蜡至水，3 % H2O2室

温孵育 10-15分钟；100 ℃微波抗原修复 10 分钟后自然冷却，

加动物血清封阻 10-15分钟，分别滴加 1:100的 MMP-9抗体
37 ℃孵育 2-3小时；滴加相应的二抗；DAB显色，苏木复染，脱

水透明，树胶封片。用 PBS液替代一抗作为阴性对照、已知阳

性片作为阳性对照。

1.2.5 判定标准 用 Mattern积分法[1]染色指数来评定染色结

果阳性细胞百分率。每例标本选取 10个含有阳性细胞的高倍

视野(× 400)分别计数 100个肿瘤细胞，取其平均值计算阳性细

胞百分率。0为无阳性细胞；1为阳性细胞臆25 %；2为阳性细

胞 25%～ 50 %；3为阳性细胞 >50%。染色强度：0为阴性；1为

浅黄色；2为深黄色；3为棕黄色。染色指数为阳性细胞百分率

和染色强度之和，最小值 0，最大值 6。阳性表达指数 >3定为免

疫组化染色阳性；臆3定为阴性。
1.2.6 观察指标 a: 兔肝 VX2肿瘤的二维超声表现及多普勒
血流显像情况。b:射频消融术后的二维超声表现及多普勒血流

显像情况。c:射频消融术前及术后肿瘤组织中 MMP-9的表达

情况。

1.3 统计学处理

统计结果经 SPSS16.0统计软件处理，数据以均数± 标准
差（X± S）表示，采用方差分析，以 P<0.05 为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 RFA治疗术后超声检查结果
RFA治疗后 B组射频区可见气体强回声区，回声不均匀，

边界模糊，呈类圆形或圆形，血流信号无法检出。残癌区呈不均

匀低回声，内见条状、点状高回声。C组、D组射频区呈高回声，

部分高回声内可见不规则低回声区，与正常肝组织分界不清，

CDF、CDE射频治疗区中央未见血流信号，射频区内部及周边

血流信号减少或消失，残癌区呈均匀低回声，边界清，未见血流

信号。E组射频区呈低回声区，内可见不均匀分布的高回声带，

残癌区仍呈均匀的低回声，CDF、CDE周边可见条状血流信号。

（见图 1）。

图 1 对照组与实验组肿瘤超声表现。a.A组(未行 RFA治疗)。b.B组(RFA治疗后 0小时)。c.C组(FRA治疗后 1周)。d.D组(RFA治疗后 2

周)。e.E组(RFA治疗后 4周)

Fig.1 The control group and experimental group tumor ultrasound findings. a. Group A (with no RFA treatment). b.Group B (0 hour after RFA). c. Group

C (one week after RFA). d. Group D (two weeks after RFA). e. Group E (four weeks after RFA)

表 1 RFA治疗前后各组MMP-9的表达变化情况（%, x± s）

Table 1 RFA therapy group before and after the meaning of the changes in the expression of MMP-9(%, x± s)

Group n Positive expression rate of MMP-9

A group

B group

C group

D group

E group

3

5

5

5

5

70.5± 29.3

42.2± 23.4

37.6± 18.7

35.0± 13.5

31.1± 11.2
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2.2 免疫组化结果
MMP-9的阳性表达产物主要在细胞浆及细胞核上，A 组

（对照组）在肿瘤组织中呈高表达；B、C、D、E组(实验组)在残癌

区表达明显低于 A 组，差别有统计学意义(P<0.05)，其四组间

表达无明显差别。（具体结果见表 1及图 2）。

图 2 MMP-9在对照组与实验组的表达，SP组化染色× 200。a.A组(未行 RFA治疗)。b.B组(RFA治疗后 0小时)。c. C组(FRA治疗后 1周)。

d. D组(RFA治疗后 2周)。e. E组(RFA治疗后 4周)

Fig.2 The expression of MMP-9 in the control group and experimental group. SP immunohistochemical× 200. a. Group A (with no RFA treatment).

b. Group B(0 hour after RFA ). c. Group C (one week after RFA). d. Group D (two weeks after RFA). e. Group E (four weeks after RFA)

3 讨论

射频消融治疗通过活体组织离子随高频电流变化的方向

振动，电极附近组织离子因受电流的作用互相碰撞生热，使组

织温度上升，当温度超过 50 ℃ 以上可使局部组织发生不可逆

的蛋白凝固、细胞膜破裂溶解、凝固性坏死从而起到治疗目

的[2]。在过去数十年，射频消融作为一种微创治疗手段，因其效

果确切，已经在肝癌治疗中取得了重要的地位[3,4]。而对于病灶

位置特殊靠近重要脏器(肠管、胆囊、膈肌、大血管、心脏等)的肝

癌消融治疗时，很难直接将肿瘤完全消融，存在残留，影响疗

效，因此残存肿瘤的生物学行为成为众多学者研究的热点。

本实验利用免疫组化手段评价残癌的生物学行为。研究已

表明：肿瘤的生长、复发依赖于新生血管。当肿瘤直径为 1-2 cm

时，因缺乏新生血管生成，而依赖于周围组织供血，肿瘤处于血

管前期，因此瘤体生长速度较为缓慢。当肿瘤继续生长，肿瘤细

胞本身分泌多种促血管因子时，新生血管开始生成，肿瘤进入

血管期，此时肿瘤在充足的血液供应下而快速生长并发生转

移[5]。基质金属蛋白酶( matrix metalloproteinases，MMPs)是一

类蛋白水解酶，细胞外基质中大多数蛋白成分被其降解，肿瘤

细胞的组织学屏障被破坏 [6]。而 MMP-9是MMPs家族中一个

非常重要的分子，主要降解Ⅳ型胶原和其他变质的胶原(明胶)。

目前发现 MMP-9已在肝癌[7]、食管癌[8]、直肠癌[9]、膀胱癌[10]、卵

巢癌[11]、乳腺癌[12]等多种肿瘤组织中表达异常，因此在肿瘤的侵

袭转移中 MMP-9起到重要的作用[13,14]。文献报道，MMP-9 与
肿瘤血管生成有关，但 MMP-9在具有血管生成拟态和不同血

管生成模式的肿瘤类型中拥有重要的地位,而肝癌正是这一类
的肿瘤，因此 MMP-9在肝癌血管生成中的表达和意义与既往

的肿瘤机制研究相符[15]。另有文献报凭借MMP-9的浓度检测

也能够评估损伤或疾病的程度[16]，并可以初步估测出肝癌治疗

的预后效果[17]。本研究结果提示射频消融在有效范围内对肿瘤

能够完全灭活，短期内能够抑制残存肿瘤的新生血管形成，起

到治疗及抑制其发展的作用。

综上所述射频消融是治疗肝肿瘤效果确切可靠的方法，可

以在某种程度上改善残存肝肿瘤生物学行为，在短期内抑制残

癌的生长和转移。
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