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Abstract
AIM: To examine pathological changes and cell 
apoptosis in rabbit VX2 liver tumors  after radio-
frequency ablation (RFA) to provide a theoreti-
cal basis for clinical treatment of liver cancer by 
RFA. 

METHODS: A rabbit model of VX2 liver tumors 
was induced by injection of VX2 carcinoma cell 
suspension, and hepatic VX2 tumors were then 
treated by radiofrequency ablation. After treat-
ment, tissue samples were taken to examine 
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射频消融干预下兔VX2肿瘤病理学与凋亡的评估

张振华, 邝晓聪, 杨 红, 彭金波, 覃肖溪, 赵国志

®

■背景资料
在我国, 肝癌是一
种发病率高、危
害大的疾病. 常规
手术治疗虽能获
得较好疗效, 但存
在诸多缺陷, 而射
频消融(radiofre-
quency ablation, 
RFA)作为一种局
部消融治疗方法, 
具有创伤小, 易操
作, 费用低, 并可
有效灭活肿瘤. 本
研究通过建立兔
肝内VX2肿瘤模
型 ,  并 对 其 进 行
RFA干预处理, 观
察肝肿瘤与肝组
织细胞凋亡、坏
死的病理学变化
情况, 并进行区域
划分. 

pathological changes in tumor tissue by light mi-
croscopy after HE staining, and to detect apop-
tosis by TdT-mediated dUTP nick end labeling 
assay.  

RESULTS: After RFA, tumor tissues surround-
ing the ablation electrode showed sequential 
changes of necrotis, mixed necrosis and apop-
tosis, and apoptosis. Inflammatory cell invasion 
occurred in the necrotic area and mixed necrotic 
and apoptotic area. Residual living tumor cells 
were visible in the mixed necrotic and apop-
totic area. Hepatocytes surrounding tumor cells 
showed apoptosis and occasionally necrosis. 
Apoptosis was also visible in vascular endothe-
lial cells in the central vein and portal area and 
epithelial cells in the intrahepatic bile duct. 

CONCLUSION: Assessment of pathological 
changes and cell apoptosis in rabbit VX2 liver 
tumors after RFA provides a theoretical basis for 
clinical treatment of liver cancer by RFA. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要   
目的: 探索射频消融(radiofrequency ablation, 
RFA)干预下肝癌细胞凋亡及周围肝组织病理
学变化规律, 为在临床治疗中实现病理性完全
消融(pathological complete ablation, PCA)提供
病理学基础. 

方法: 采用肿瘤细胞悬液肝内注入法构建兔
肝VX2肿瘤模型, 在直视定位下行肝VX2肿瘤
单电极射频消融术, 由消融中心依次逐层取
材, 采用HE染色观察肿瘤以及周围肝组织各
个类型细胞的病理学变化, 同时应用末端脱氧

■同行评议者
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■研发前沿
RFA技术在肝脏
肿瘤治疗中日趋
广 泛 ,  尤 其 是 在
治疗无法手术切
除的中晚期肝癌, 
部分能够手术切
除 的 小 肝 癌 ,  早
期 肝 癌 ,  术 后 复
发 肝 癌 等 .  但 目
前临床RFA治疗
后获得的通常只
是影像学完全消
融(imaging com-
p l e t e  a b l a t i o n , 
I C A ) ,  I C A常常
伴有肿瘤的残留, 
RFA治疗后存在
一定的转移和复
发 ,  如 何 提 高 射
频消融治疗效率, 
降低RFA治疗后
的复发和转移率
是目前的难题.

核苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端标记(TdT 
mediated-dUTP nick end labeling)法检测各部
位细胞凋亡情况.  

结果: RFA术后, 以电极为中心的周围肿瘤组
织依次出现凝固性坏死区、坏死与细胞凋亡
混合区、细胞凋亡区. 其中凝固性坏死区、坏
死与细胞凋亡混合区可见大量炎细胞浸润, 单
纯细胞凋亡区未见炎性细胞浸润. 在坏死与细
胞凋亡混合区、细胞凋亡区域可见残余存活
的肝癌细胞; 在肿瘤周围的肝细胞有部分坏
死肝细胞, 但以细胞凋亡为主, 中央静脉、汇
管区血管内皮细胞以及肝内小胆管上皮可见
部分肝细胞凋亡. 

结论: 通过对兔肝脏VX2肿瘤射频消融后的病
理表现, 为临床治疗中进一步提高射频消融清
除癌灶的能力和效率提供理论基础. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 在本研究中把射频消融(radiofrequency 
ablation)术后的肿瘤组织依次分为凝固性坏死

区、坏死与细胞凋亡混合区、细胞凋亡区. 其中

凝固性坏死区、坏死与细胞凋亡混合区可见大

量炎细胞浸润, 单纯细胞凋亡区未见炎性细胞浸

润. 在坏死与细胞凋亡混合区、细胞凋亡区域可

见残余存活的肝癌细胞; 在肿瘤周围的肝细胞

有部分坏死肝细胞, 但以细胞凋亡为主, 中心静

脉、汇管区血管内皮细胞以及肝内小胆管上皮

可见部分肝细胞凋亡.
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0  引言       

射频消融(radiofrequency ablation, RFA)作为一

种微创治疗方法, 在肝脏肿瘤治疗中日趋广泛, 
尤其是在治疗无法手术切除的肝癌, 部分能够

手术切除的小肝癌、早期肝癌等[1-3], 其基本原

理是将电能转化成热能从而杀灭肿瘤细胞, 是
一种局部肿瘤热疗方法. 目前临床RFA治疗后获

得的通常只是影像学完全消融(imaging complete 
ablation, ICA), 影像学消融常常伴有肿瘤的残留, 
因此肿瘤常出现复发与转移. 只有实现病理性

完全消融(pathological complete ablation, PCA), 
才能最大程度地减少肿瘤复发与转移, 这也是

射频消融治疗的难题. 由于临床射频消融术后

难以取材进行形态学观察, 因此, 本研究通过建

立兔肝内VX2肿瘤模型, 并对其进行RFA干预

处理, 观察肝肿瘤与肝组织细胞凋亡、坏死的

病理学变化情况, 并进行区域划分, 进一步明确

RFA治疗肝癌术后复发与转移的病理学机制, 为
临床治疗中实现PCA提供理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰大白兔22只, 雌雄不限, 体质量

2.5-3.5 kg, 3-4月龄, VX2瘤株与新西兰大白兔由

中山大学中山医学院医学实验动物中心提供. 
RF-2000型射频治疗仪(美国); LOGIQ9型超声诊

断仪(GE公司); 末端脱氧核苷酸转移酶介导的

dUTP缺口末端标记(TdT mediated-dUTP nick end 
labeling, TUNEL)染色原位细胞凋亡检测试剂盒

(美国Roche公司); 双目显微镜(OLYMPUS公司).
1.2 方法

1.2.1 VX2瘤株模型的制作: 将冰冻VX2癌细胞株

常规细胞培养法复苏后, 接种于新西兰兔后腿肌

肉或皮下, 制备成荷瘤种兔, 待瘤体长大后, 取生

长旺盛的瘤体边缘组织, 制成组织块悬液, 在超

声引导下将VX2瘤粒接种于已麻醉成功的实验

兔肝脏内, 约14 d左右, B超检查证实瘤体生长到

直径2 cm左右, 即可用于射频消融干预处理. 
1.2.2 RFA干预处理: 实验动物术前12 h内禁食不

禁水, 采用2%戊巴比妥钠(5.0 mL/kg)耳沿静脉

注射麻醉, 采取腹正中切口开腹, 在直视下将射

频治疗针单根电极插入肿瘤中心部位, 射频治

疗参数: 能量由小到大序贯使用, 以功率10 W起, 
以后每分钟升高10 W, 直至阻抗上升到顶部后

停止消融. 
1.2.3 取材: 治疗结束后, 实验动物采用耳缘静脉

空气栓塞法处死, 切取消融肝脏组织, 由消融中

心依次逐层取材, 并测量消融灶切面的直径大小. 
1.2.4 兔肝组织HE染色: 切取的肝组织标本立即在

10%甲醛固定液中固定, 固定后的组织经脱水、

透明、包埋制成蜡块后, 切片, HE染色, 观察肿瘤

以及周围肝组织各个类型细胞的病理学变化. 
1.2.5 兔肝VX2肿瘤与肝组织细胞凋亡检测: TU-
NEL法检测细胞凋亡情况, 按Roche公司提供的

原位细胞凋亡检测试剂盒操作, 以细胞核染成

黄褐色为凋亡细胞. 

2  结果

2.1 RFA术后兔肝内VX2肿瘤与肝大体变化 兔

■相关报道
RFA治疗不可避
免 残 留 癌 灶 ,  研
究 证 明 对 于 直
径3-5 cm和直径
>5 cm者, RFA后
癌灶残留率分别
为17.5%-38.7%
和50.0%-76.1%. 
对 此 ,  很 多 学 者
把RFA后的病灶
区分为针道碳化
区、热凝固区、
充血出血带区, 以
更进一步明确消
融治疗效果.
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■创新盘点
由于临床RFA术
后难以取材进行
形 态 学 观 察 ,  因
此, 本研究通过建
立兔VX2肝癌动
物模型, 进行基础
实验研究, 把RFA
治疗后以电极为
中心的周围肿瘤
组织依次分为凝
固性坏死区、坏
死与细胞凋亡混
合区、细胞凋亡
区, 并详细描述各
区域的病理表现
与凋亡情况, 为临
床治疗中进一步
提高RFA清除癌
灶的能力和效率
提供理论基础.

肝内VX2肿瘤是位于肝叶结节样包块, 无包膜, 
呈鱼肉样, 表面灰白色, 质地偏硬, 直径大小为

2.5-3.5 cm, 与周围肝组织分界清楚; RFA术后, 
以射频消融针为中心, 依次出现灰白色、暗红

色、红色等不规则环状分层区域性变化, 其中

心部位质地变脆, 有一定硬度, 为凝固性坏死, 
约3.5 cm, 瘤体与周围组织分界依然清楚(图1), 
有薄纤维膜形成. 
2.2 RFA后兔肝内VX2肿瘤与肝组织形态学和细

胞凋亡 兔肝内VX2肿瘤RFA后病理学表现: 低
倍镜下未见典型的肝索结构而出现聚集癌细胞

群, 细胞排列紊乱, 但与周围肝组织分界较明显, 
高倍镜下可见体积较大的不规则形态肿瘤细

胞, 细胞核大, 可见核分裂像, 核浆比例大. RFA
术后, 以电极为中心的周围肿瘤组织依次出现

凝固性坏死区、坏死与细胞凋亡混合区、细胞

凋亡区, 其中凝固性坏死区、坏死与细胞凋亡

混合区可见大量炎细胞浸润, 单纯细胞凋亡区

则未见炎性细胞浸润, 在坏死与细胞凋亡混合

区、细胞凋亡区域则出现残余存活的肝癌细胞; 
在肿瘤周围的肝细胞有部分坏死肝细胞, 但以

细胞凋亡为主, 中央静脉、汇管区血管内皮细

胞以及肝内小胆管上皮可见凋亡(表1, 图2). 

3  讨论

RFA可有效治疗肝脏肿瘤, 也可联合手术进行治

疗, 拓宽肝癌治疗的适应证, 是目前发展肝脏肿

瘤非手术治疗新技术. 但临床的病例总结发现, 
由于肝肿瘤本身以及RFA治疗的方式不同, 其复

发率在1.2%-40.0%[4-9]间波动, 与复发相关的因

素众多, 诸如肝肿瘤大小、位置、RFA治疗方式

与治疗效果等, 而本次动物实验研究则专注于

RFA引发的肝肿瘤与肝组织基本改变, 并进行区

域划分, 以此诠释其疗效的病理学基础. 
RFA治疗后的病理形态学改变与其作用原

理密切相关, 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, 
将电磁能转化为热能, 使电极附近组织温度短

时间内高达70 ℃-100 ℃, 导致肿瘤组织发生凝

固性坏死[10]. 由于热传导的衰减性, 很多学者把

RFA的区域分为针道碳化区、热凝固区、充血

出血带区等3个区域, 即: (1)针道碳化区域, 针道

周围组织呈炭化或汽化空泡改变; (2)热凝固区, 
主要为消融灶区, 凝固苍白状; (3)充血出血带区, 
位于坏死组织周围的残存活体组织, 表现为充

血、出血、水肿和炎性细胞浸润也因此有研究

相对应分为中心凝固坏死区、交界区、周边肿

图  1  射频消融术后兔肝内VX2肿
瘤与肝大体变化. A: 术后消融灶肿

瘤与肝叶大体改变(箭头所示为消融

针道); B: 取材可见瘤体凝固坏死区

(箭头所示).

A B

表  1  射频消融后兔肝VX2肿瘤病理学表现与细胞凋亡情况

     区域                                                                 病理学改变与细胞凋亡

凝固性坏死区 射频消融中心区, 组织黄染, 细胞结构破坏, 出现凝固性坏死, 大量中性粒细胞、单核巨噬细

胞浸润, 充血、出血明显
坏死与细胞凋亡混合区 围绕消融中心区, 可见灶性肿瘤细胞坏死, 有中性粒细胞、单核-巨噬细胞等炎细胞浸润, 固

缩, 而TUNEL染色则表现为细胞核染黄褐色, 凋亡细胞周围则少见炎细胞, 其间偶见存活的癌

细胞
细胞凋亡区 位于射频消融区的外缘, 与肝组织有混杂, 出现大量的细胞核染黄褐色, 凋亡细胞, 包含癌细

胞和肝细胞; 未见炎细胞浸润; 间杂存活肿瘤细胞
肝小叶 位于肿瘤周围的肝小叶出现肝细胞灶性和单个细胞死亡, 表现为坏死或细胞凋亡, 可见少量

中性粒细胞、单核-巨噬细胞等炎性细胞浸润
中央静脉 中央静脉上皮细胞多见细胞凋亡

汇管区 可见小动脉充血, 动脉与静脉内皮细胞以及肝内胆管上皮细胞凋亡

■应用要点
本研究中, 对RFA
治疗后癌灶的区
域划分和病理学
描述, 更进一步使
人们树立完全消
融理念, 为今后临
床治疗中进一步
达到PCA提供理
论基础. 提高RFA
的疗效, 最大程度
降低RFA治疗后
的复发与转移.
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■名词解释
射 频 消 融 :  一 种
肿瘤微创局部治
疗方法, 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 ,  将 电 磁 能
转 化 为 热 能 ,  使
电极附近组织温
度短时间内高达
70 ℃-100 ℃, 导
致肿瘤组织发生
凝固性坏死.

瘤残留区[11,12]. 本研究在HE染色的基础上, 联合

细胞凋亡的观察, 则专注于病理学改变, 将其分

为凝固性坏死区、坏死与细胞凋亡混合区、细

胞凋亡区, 分析区域包含肝脏肿瘤与瘤体周围

肝组织, 以获取更多的病理学信息. 本研究发现, 
由于RFA的热效应在组织中的衰减, 距离电极近

的肿瘤组织细胞多出现凝固性坏死, 而远离电极

区域则出现细胞凋亡, 提示RFA的杀伤效应包括

坏死与细胞凋亡, 这与王笛乐等[13]和Curley等[14]

以及刘力等[15]研究的结果相同. 但本研究特别关

注瘤体周围肝组织的病理学改变, 发现部分肝

小叶中央静脉上皮细胞凋亡, 汇管区的动脉与

静脉内皮细胞以及肝内胆管部分上皮细胞凋亡, 
提示射频热效应已经波及瘤体周围肝组织. 尤
其是发现血管内皮有部分细胞凋亡, 表明射频

热效应可以通过损毁血管及其内皮细胞, 甚至

包括瘤体周围的汇管区血管, 从而阻断肿瘤的

血液供应, 还可能阻断肿瘤的转移途径. 但消融

术的局限性导致术后残留癌的存在, 在本研究

中发现坏死与细胞凋亡混合区以及细胞凋亡区

中有残留存活的肿瘤细胞, 这可能与消融射频

的热效应在组织中的衰减和组织类型差异性有

关, 因此, 很难达到PCA也是肿瘤复发的重要生

物学基础. 此外也有研究提出部分存活的肿瘤

细胞实际为“鬼影细胞(ghost cell)”[16-18], 即在

热凝固区的温度迅速升高, 细胞未发生自溶而

被瞬间凝固, 组织细胞无活性, 但形态结构保存

完好, 经HE染色后, 在形态上与存活细胞非常相

似, 但经过数周后, 该类细胞就不存在了, 而本

研究在非坏死区域的细胞凋亡区也发现了残留

存活的肿瘤细胞, 并且在该区不存在凝固性坏

死的作用条件, 因此可以明确其应该是存活的

肿瘤细胞, 而非“鬼影细胞”, 加之该区域的细

胞凋亡并未引起炎性细胞浸润, 也使之避免了

肿瘤细胞遭受免疫细胞的攻击, 所以提示本研

究在凋亡区中残存的肿瘤细胞很可能是引起复

发的“种子”细胞. 上述现象在影像学上有时

不显示, 属于癌周微静脉浸润(microvascular in-
vasion, MVI)灶和卫星灶, 并且常呈不规则分布. 
通过病理学可以对该区域进行划分, 为RFA治疗

肝脏肿瘤术后复发与转移提供理论线索. 
总之, 本研究是将RFA术后兔VX2肝脏肿瘤

的HE染色联合细胞凋亡进行肝肿瘤RFA效应区

域划分, 为今后临床治疗中进一步达到PCA提供

理论基础. 
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■同行评议
本文为临床治疗
中提高射频消融
清除癌灶的能力
和效率提供理论
基础 ,  结论可靠 , 
对临床有一定指
导意义.


