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Abstract
AIM: To evaluate the expression of hypoxia-
inducible factor-1α (HIF-1α) and proliferating 
cell nuclear antigen (PCNA) in the residual 
tumor in rabbits after radiofrequency ablation 
(RFA) of VX2 liver tumor with hepatic inflow 
occlusion.

METHODS: A rabbit VX2 liver tumor model 
was established by implantation of VX2 tumor 
fragment into the liver. The model rabbits were 
divided into two groups: rabbits undergoing 
RFA alone (control group) and those undergoing 
RFA with hepatic inflow occlusion (experimental 
group). Radiofrequency lesions were created in 

vivo using a cool-tip radiofrequency electrode 
(parameters: burn time, 8 min; power, 30 W). 
The animals were sacrificed one week later. HIF-
1α and PCNA expression in the residual tumor 
was examined by immunohistochemistry.

RESULTS: The expression of HIF-1α in the 
residual tumor was weakly and moderately 
positive in 4 and 3 rabbits in the control group, 
respectively. In contrast, the number of rabbits 
showing weakly, moderately and strongly posi-
tive HIF-1α expression were 1, 2 and 4 in the ex-
perimental group, respectively. The expression 
intensity of HIF-1α protein in the residual tumor 
was significantly higher in the experimental 
group than in the control group (P < 0.05). The 
expression of PCNA in the residual tumor was 
weakly, moderately and strongly positive in 3, 
2 and 2 rabbits in the control group, while the 
number of rabbits showing weakly, moderately 
and strongly positive PCNA expression were 2, 
4 and 1 in the experiment group, respectively. 
No significant difference was noted in the ex-
pression intensity of PCNA in the residual tu-
mor between the two groups.

CONCLUSION: HIF-1α expression is upregulat-
ed in the residual tumor in rabbits after RFA of 
VX2 liver tumor with hepatic inflow occlusion, 
which may have an impact on the invasion and 
metastasis of residual tumor.
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occlusion; VX2; Hypoxia-inducible factor-1α; Prolif-
erating cell nuclear antigen
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摘要
目的: 评价血流阻断射频术后残余肿瘤细胞
的缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)及细胞增殖核抗
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■背景资料
射频消融是一种
局 部 热 疗 措 施 , 
“热流失效应”

影响射频毁损灶
的 大 小 .  入 肝 血
流阻断联合射频
可以减少“热流
失”效应, 扩大消
融范围, 但术中将
会因为阻断入肝
血流而发生“缺
血再灌注损伤”.

■同行评议者
于颖彦, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
器官移植中心病
理室 



原(PCNA)的表达. 

方法: 兔VX2肝肿瘤接种成功后分为2组: 单独
射频组和射频联合入肝血流阻断组(联合射频
组). 射频采用冷循环射频消融治疗(参数设定
为30 W、8 min); 联合射频组的消融同单独组, 
在射频消融同时采用Pringle法射阻断入肝血
流. 1 wk后处死动物, 通过免疫组织化学方法
检测肿瘤细胞HIF-1α及PCNA的表达. 

结果: 射频术后HIF-1α的表达: 单独射频组弱
阳性(+)4例, 阳性(++)3例; 联合射频组弱阳性
(+)1例, 阳性(++)2例, 强阳性(+++)4例; 联合射
频组残余肿瘤细胞HIF-1α的表达水平较单独
射频组高, 且差异有统计学意义(P <0.05). 射
频术后PCNA的表达: 单独射频组弱阳性(+)3
例, 阳性(++)2例, 强阳性(+++)2例; 联合射频
组弱阳性(+)2例, 阳性(++)4例, 强阳性(+++)1
例; 联合射频组残余肿瘤细胞PCNA的表达与
单独射频组之间差异无统计学意义. 

结论: 射频联合血流阻断增加射频后残留肿
瘤细胞HIF-1α的表达, 其可能影响残余肿瘤
细胞的侵袭和转移.

关键词: 射频消融; 血流阻断; VX2; 缺氧诱导因子

-1α; 细胞增殖核抗原
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0  引言

射频消融是一种局部热疗措施 ,  “热流失效

应”影响射频毁损灶的大小, 研究发现, 入肝血

流阻断可以减少热流失[1-4], 扩大消融范围, 但是

术中将会因为阻断入肝血流而发生“缺血再灌

注损伤”. van der Bilt et al研究[5]发现, 缺血再

灌注后肿瘤周围微环境将会发生失平衡, 对术

后残余肿瘤生长和转移有一定的促进作用. 进
一步研究发现, 微环境的失平衡与肿瘤周围的

缺氧及其缺氧诱导因子-1α(hypoxia-inducible 
factor-1α, HIF-1α)的表达密切相关. 但是, 以往

对于入肝血流阻断下局部消融治疗后残余肿瘤

细胞的生物学改变研究较少, 本研究目的是了

解入肝血流阻断下进行射频消融后, 残余肿瘤

细胞内反应缺血再灌注损伤的HIF-1α及细胞增

殖的细胞增殖核抗原(proliferating cell nuclear 
antigen, PCNA)变化, 初步探讨对血流阻断联合
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射频术后残余肿瘤复发转移的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰大白兔14只, 雌雄不限, 体质量

为2.6-3.2 kg, 由南京大学附属鼓楼医院动物中

心提供. 荷瘤VX2种兔由东南大学附属中大医

院放射科滕皋军教授惠赠. 冷循环射频治疗仪

(Cool-tip RF system)由美国Radionics公司制造. 
小鼠抗兔HIF-1α mAb购自美国Abcam公司, 小
鼠抗兔PCNA mAb购自武汉博士德生物工程有

限公司, PV-6002非生物素二步法免疫组织化学

试剂盒购自北京中山金桥生物工程公司.
1.2 方法 
1.2.1 兔VX2肝肿瘤模型的建立: 氯胺酮与氟哌

利多(1∶1)静脉麻醉荷瘤种兔, 无菌条件下取出

VX2肿瘤, 于超净台剔除瘤周组织、肿瘤包膜和

坏死组织, 选取靠近瘤体边缘的质嫩灰白色鱼

肉样组织, 用眼科剪剪成约1.5 mm×1.5 mm×

1.5 mm大小的瘤块备用.  参照文献[6]中的方法, 
略加改进. 6 mL氯胺酮与6 mL氟哌利多加入500 
mL生理盐水中静脉滴入维持麻醉, 麻醉成功后

取仰卧位固定, 常规上腹部剪毛、备皮及消毒, 
经腹白线正中切口进腹, 暴露肝脏左前叶, 轻压

腹部将其挤出, 用盐水纱布拉出体外. 将2-3块
备用瘤组织塞入16号针头, 后接1 mL注射器, 在
距肝脏下缘约1.0-1.5 cm处斜向下插入约1.5 cm. 
将瘤组织注入后拔出, 盐水纱布压迫至不再出

血后用1号丝线两层关腹. 所有实验动物术前12 
h禁食、不禁水. 术后连续3 d后肢肌肉注入青霉

素40万单位、硫酸阿米卡星0.1 g预防感染.
1.2.2 分组和操作: 2 wk后种植VX2兔肝脏可形

成直径约1.5 cm的单发肿瘤, 模型建立成功后随

机分为2组: 单独射频组和射频联合肝脏血流阻

断组(联合射频组). 
术前准备及麻醉同上, 兔双后肢内侧备皮

后贴电极板, 上腹部常规消毒、铺巾, 原切口进

腹. 冷盐水纱布将荷瘤肝叶与周围的脏器分开. 
射频采用射频针垂直插入肿瘤中心, 射频参数

设定为30 W、8 min, 肝脏血流阻断采用Pringle
法即绕扎肝十二指肠韧带阻断入肝血流. 确定

无活动性出血及周围脏器损伤后关腹. 射频术

后腹腔灌洗生理盐水50 mL补充丢失的水分. 术
后抗生素应用同上. 
1.2.3 HE染色及免疫组织化学检查: 术后1 wk处
死动物, 切取荷瘤肝叶置于40 g/L甲醛中固定至

少24 h. 将石蜡包埋标本切成5 µm厚的组织片, 

www.wjgnet.com

■相关报道
van der Bilt et al
研究发现, 缺血再
灌注后肿瘤周围
微环境将会发生
失平衡, 对术后残
余肿瘤生长和转
移有一定的促进
作 用 ,  其 可 能 与
HIF-1α的表达密
切相关.
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常规病理切片行HE染色及免疫组织化学检查. 
石蜡切片于梯度二甲苯中脱蜡, 梯度酒精至水; 
30 mL/L H2O2去离子水中孵育10 min, 以阻断内

源性过氧化物酶; 微波炉内抗原热修复; 滴加适

当比例稀释的小鼠抗兔HIF-1α及PCNA mAb 50 
µL, 4℃过夜; 滴加山羊抗小鼠IgG抗体-HRP多
聚体, 37℃孵育20 min; DAB显色, 显微镜下控

制显色时间; 以上步骤均用PBS冲洗3次, 每次

2 min. 每张切片在镜下对残余肿瘤组织进行免

疫组织化学评分. 高倍镜下观察肿瘤细胞以胞

核出现棕色或棕黄色为阳性细胞, 无论其颜色

深浅均认为阳性细胞, 无棕色或棕黄色的为阴

性细胞. HIF-1α及PCNA的表达根据染色强度和

阳性细胞数分为4级: 阴性(-): 无阳性细胞; 弱阳

性(+): 细胞轻度着色染成淡黄色, 阳性细胞数

<25%; 阳性(++): 细胞着色成黄色, 阳性细胞数

25%-50%; 强阳性(+++): 细胞明显着色, 呈棕黄

色, 阳性细胞数>50%.
统计学处理 采用SPSS11.5统计学软件进行

分析, HIF-1α及PCNA的表达差异采用秩和检验, 
P <0.05认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 病理学变化 毁损肿瘤细胞与残余肿瘤细胞

之间的边缘带内可见大量红染的纤维结缔组织. 
残余肿瘤细胞呈癌巢聚集, 细胞形态不规则, 结
构完整, 胞质很少, 胞核较大, 呈圆形或椭圆形, 
核内可见深染的染色质. 毁损肿瘤细胞基本的

细胞结构消失, 胞核浓缩深染, 核内见不到染色

质, 胞质模糊一片红染(图1). 
2.2 射频术后残余肿瘤细胞HIF-1α及PCNA的表

达 HIF-1α染色阳性细胞为肿瘤细胞核内出现棕

色或棕黄色颗粒. HIF-1α主要在肿瘤组织中表

达, 其主要位于肿瘤细胞核中(图2). 在残余肿瘤

组织中的HIF-1α表达不均匀, 靠近毁损灶周边

的肿瘤细胞HIF-1α表达最强. 射频术后HIF-1α

的表达: 单独射频组弱阳性(+)4例, 阳性(++)3例; 
联合射频组弱阳性(+)1例, 阳性(++)2例, 强阳性

(+++)4例; 联合射频组残余肿瘤细胞HIF-1α的表

达明显强于单独射频组残余肿瘤细胞, 且两者

之间差异有统计学意义(P  = 0.025). 残余肿瘤细

胞中细胞核有黄色标志物的为PCNA阳性细胞

(图3). 射频术后PCNA的表达: 单独射频组弱阳

性(+)3例, 阳性(++)2例, 强阳性(+++)2例; 联合射

频组弱阳性(+)2例, 阳性(++)4例, 强阳性(+++)1
例; 本实验研究发现两治疗组残余肿瘤细胞的

增殖活性之间的差异没有统计学意义(P  = 0.945, 
表1).

3  讨论

恶性肿瘤射频的局部复发率为2%-60%[7], 肿瘤

大于3-4 cm、血管周围的肿瘤、肿瘤多发是肿

瘤复发的危险因素[7-8], 肿瘤的复发被解释为肿

瘤的局部消融不完全. 实验证明Pringle联合射

频将会增加射频的毁损面积, 减少肿瘤的局部

残留, 但是因为残余的肿瘤细胞都被留在体内, 
Pringle联合射频对于射频后残余肿瘤细胞的生

物学影响研究较少. Pringle法是阻断肝十二指肠

韧带, 其后将会发生I/R即缺血再灌注, 动物实验

表明缺血再灌注是肝脏肿瘤生长和转移的一个

图  1  射频术后肿瘤组织学(HE×100). a: 毁损肿瘤细胞; b: 

边缘带; c: 残余肿瘤细胞.

a

b

c A

B

图  2  射频术后残余肿瘤细胞HIF-1α的表达(×100). A: 实验

组; B: 对照组.

■创新盘点
本实验从微观评
价了血流阻断联
合射频治疗这一
手术方式对残余
肿瘤细胞的影响.



www.wjgnet.com

2890                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2009年10月8日     第17卷     第28期

重要刺激因素[9]. 同时van der Bilt et al [5]发现缺

血再灌注术后的肿瘤生长和转移与长时间的肿

瘤周围微循环的失平衡有关, 与肿瘤周围的缺

氧及其HIF-1α的表达有关. 我们的研究目的即

是血流阻断Pringle联合射频是否改变残余肿瘤

的相关因子的变化. 
HIF-1α是低氧条件下具有转录活性的一类

核转录因子, 对缺氧反应基因的转录和激活发

挥关键作用, 进而对缺氧状态下血管生成起核

心调控作用, HIF-1α参与肿瘤血管生成以及细

胞能量代谢等. 在肿瘤的进展和转移中HIF-1α
的表达发挥重要作用. PCNA是一种细胞周期

特异性相关蛋白, 相对分子质量为36 kDa, 在调

节DNA合成和细胞增殖方向起重要作用. 因此, 
PCNA作为细胞周期的内源性组织标志物, 是反

映细胞增殖活性的指标. 
本研究表明, HIF-1α在射频后残余肿瘤组

织中的表达不均匀, 靠近毁损灶周边的肿瘤细

胞HIF-1α表达最强, 这在文献[10-11]中也是有

所报道的. 联合射频后残余肿瘤细胞HIF-1α的

表达明显强于单独射频组残余肿瘤细胞, 且两

者之间差异有统计学意义(P  = 0.025). 因此, 血
流阻断后射频将会导致残余肿瘤细胞的HIF-1α
高表达, HIF-1α的高表达进而调控VEGF的表达

增加, 促进肿瘤微血管生成, 从而使残留肿瘤得

以生存并促进肿瘤的侵袭和转移, 而HIF-1α的

高表达往往是和肿瘤的高侵袭性相关的. 
我们的结论就是如果Pringle联合射频, 肿瘤

仍然不能完全被毁损, 残余肿瘤细胞的生物学

特性将会发生改变, 这将会导致肿瘤的侵袭和

远处转移. 我们的建议是Pringle联合射频消融仅

仅用在肿瘤可以完全被毁损, 同时保证一定的

安全边缘的情况时. 同时van der Bilt et al [5]发现

防止缺血再灌注后引起的微环境失平衡, 防止

HIF-1α的高表达, 可以降低肿瘤的复发和转移, 
其应用17-DMAG减少局部HIF-1α的表达, 可以

减少I/R引起的肿瘤侵袭和转移. 肝癌的综合治

疗可以提高射频疗效, 这包括射频治疗和针对

HIF-1α的生物学治疗相结合. 针对HIF-1α的靶

点逐渐被认为是理想的药物靶点[12-13], 包括近

年的索拉非尼等用于晚期肝癌患者的药物, 这
是否可以在手术前用, 从而减少缺血再灌注引

起的肿瘤生长和转移, 这仍需进一步探索. 因为

HIF-1α仍然在一些生理反应中有一定作用, 如
果应用针对HIF-1α的相应治疗措施, 可能会影

响手术后切口及吻合口的愈合, 进而增加死亡

率, 更多的实验需要研究这在手术前后应用的

可行性. 
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图  3  射频术后残余肿瘤细胞PCNA的表达(×100). A: 实验

组; B: 对照组.
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