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微波消融以其微创和简便等显著优势已成为

肝癌治疗的重要手段之一[1,2]。热休克蛋白 70( heat

shock protein 70, HSP70)是热休克蛋白家族重要成

员之一 , 加热能使体外培养的细胞 HSP70 表达升

高[3]。HSP70 能结合细胞内肿瘤抗原 , 参与抗原的

呈递过程 , 在机体抗肿瘤免疫中可能发挥重要作

用[4]。微波消融通过微波致热作用灭活肿瘤细胞 ,

那么微波消融对肿瘤细胞活性和 HSP70 表达的影

响如何? 为此 ,本研究观察微波热消融温度为 40～

50 ℃对小鼠皮下移植性肝癌细胞活性和 HSP70
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摘 要 :【目的】探讨微波消融对小鼠肝癌细胞活性和 HSP70 表达的影响。【方法】建立 C57BL/6J 小鼠

Hepa 1- 6 肝癌皮下移植模型 , 采用微波能量以不同的温度消融肝癌 , 分别用酶组织化学和 Western blot 检测

被消融肝癌组织细胞琥珀酸脱氢酶(SDH)的活性和 HSP70 的表达 , 并观察消融后 30 d 肝癌局部残留率。【结

果】经 40 ℃、45 ℃或 50 ℃,120 s 的条件微波消融后 , 50 ℃组消融后 24 h 小鼠肝癌组织细胞的琥珀酸脱氢酶

活性明显低于假消融组 ;该组消融后 30 d 肝癌局部残留率明显低于假消融组 (均P< 0.01)。3 个消融组消融后

12 h 和 24 h 肝癌组织 HSP70 的表达均明显高于相应的假消融组 (均 P< 0.01) , 且随消融温度升高表达明显增

强。【结论】微波消融可促进小鼠肝癌 HSP70 的表达 , 同时在一定消融条件下能明显降低肝癌细胞的活性。
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Effect of Microwave Ablation on Cell Activity and HSP70 Expression of Mouse Liver Cancer
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Abstract:【Objective】To investigate the effect of microwave ablation on the cell activity and heat shock protein

70 (HSP70) expression of liver cancer in mouse.【Methods】A C57BL/6J mouse model of liver cancer was established

by subcutaneous injection of Hepa 1- 6 cells. The transplanted tumors were subjected to microwave ablation at different

temperature by using microwave power, and the succinic dehydrogenase (SDH) and HSP70 expression of the ablated

liver cancer were analyzed by enzymohistochemistry and Western blot, respectively. The rate of local residual liver

cancer 30 d after ablation was investigated.【Results】After ablation under the condition of 40 ℃, 45 ℃, or 50 ℃ for

120 s, the SDH activity of liver cancer cells 24 h after ablation in 50 ℃ group was lower than that in sham ablation

group (SMA) and the rate of local residual liver cancer 30 d after ablation in 50 ℃×120 s group was significantly lower

than that in SMA group (all P< 0.01). The HSP70 expressions of liver cancer 12 or 24 h after ablation in three ablation

groups were significantly higher than that in corresponding SMA group (all P< 0.01), and they were up- regulated in

correlation with ablation temperature.【Conclusion】Microwave ablation can promote the expression of HSP70 in

transplanted liver cancer in mouse, and simultaneously, at a certain ablation condition, it can significantly decrease cell

activity of liver cancer.
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表达的影响 ,报告如下。

1 材料和方法

1.1 动物与设备

C57BL/6J 小鼠 (中山大学中山医学院动物实

验中心提供 ) , 雌性 , 5 周龄 , 体质量 18 ～20 g。来

源于 C57BL/6J 的 Hepa 1- 6 小鼠肝癌细胞株由上

海第二军医大学肿瘤研究所郭亚军教授惠赠。

FORSEA MTC- 3 微波消融治疗仪 , 频率 2 450

MHz, 功率输出范围 5～120 W, 18 G电极针 , 微波

辐射芯线长 0.3 mm (南京庆海微波电子研究所)。

数字化温度控制器 , 20 G测温针,分辨率 0.5℃(日

本 PKC器械公司)。小鼠抗人 HSP70 单克隆抗体

( Santa cruz公司) , 二抗为辣根酶标记山羊抗小鼠

IgG( Jackson Immuno Research Laboratories 公司)。

1.2 模型的建立

Hepa 1- 6 肝癌细胞常规传代培养 , 收集对数

生长期的细胞 , 用 PBS配成 2 ×107 个/mL的细胞

悬液 , 在无菌条件下在小鼠右胁腰部皮下注射 0.1

mL瘤细胞悬液。7 d 后可扪及皮下结节,待肿瘤长

径长至 9～10 mm时进行实验。

1.3 小鼠肝癌微波消融

用质量分数 10%水合氯醛腹腔注射 ( 1.5 mL/

kg)和乙醚间断吸入麻醉小鼠。麻醉满意后小鼠背

部向上固定于专用手术台上 , 距离肿瘤边缘 0.5

cm 的皮肤做“L”型切口 , 切开皮肤 , 充分暴露肝

癌。沿肝癌长轴插入微波电极针 , 电极针旁开 2

mm插入测温针并妥善固定。接通微波消融治疗仪

对肝癌消融 , 输出功率为 5 W, 根据测温调整微波

能量输出 ,分别利用40℃×120 s, 45 ℃×120 s 和 50

℃×120 s 的条件消融肝癌。

1.4 实验分组

将成功移植肝癌的 77 只小鼠按随机表随机

分为 13 组。组⑴:对照组 , 不对小鼠施行手术 ;组

⑵、⑶、⑽ : 假微波消融 ( sham microwave ablation,

SMA) , 对小鼠实施的手术操作同消融组 , 只是不

接通消融治疗仪 ; 组⑷、⑸、⑾ : 40 ℃消融 ; 组⑹、

⑺、⑿: 45℃消融;组⑻、⑼、⒀: 50℃消融。其中组

⑴～⑼ 用于检测肝癌组织 HSP70 的表达和琥珀酸

脱氢酶 (succinic dehydrogenase, SDH) 活性 , 每组 5

只小鼠 , 在组⑵～⑼中 , 双号组和单号组分别于消

融后 12 h 和 24 h 切取肝癌组织。组⑽-⒀用于观

察消融后 30 d 局部是否有肝癌残留 , 残留肝癌用

HE 染色证实 ,计算残留率 ,每组 8 只小鼠。

1.5 消融后肝癌组织 SDH 染色

消融后 24 h 的肝癌组织液氮快速冷冻后切

片 , 厚 5～6 μm, 硝基蓝四唑法原位检测 SDH 活

性。在光镜下根据切片染色颗粒分布进行各组间

半定量比较观察, 并用 10 个随机高倍视野来分析

各组结果。酶活性观察指标记录方法:① - :肝癌组

织无染色颗粒,阴性;② +:肝癌组织染色颗粒稀少

或无 , 弱阳性 ;③ ++: 肝癌组织染色颗粒较多 , 阳

性;④ +++:肝癌组织染色颗粒多 , 布满视野 , 强阳

性。

1.6 Western blot 检测 HSP70 的表达

提取消融后肝癌组织总蛋白 , Brad- ford 法测

定蛋白浓度。Western blot: 100 g/L聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离蛋白 , 电转膜法将蛋白转移到硝酸纤

维膜上 , 封闭 , 然后依次加 1∶1 000 小鼠抗人

HSP70 单克隆抗体 , 1∶5 000 相应的辣根酶标记山

羊 抗 小 鼠 IgG, 增 强 化 学 发 光 ( enhanced-

luminescence, ECL)反应 , X 线片压片曝光 , 凝胶成

像系统测定各条带吸光度 ( A) ,分析时设定对照组

条带 A为 100,其他条带的 A系统自动读出。以 β-

actin 作内参照 ,以 HSP70/β- actin 电泳带吸光度的

相对百分数作为 HSP70 表达量。

1.7 统计学处理

计数资料多组间比较采用 "2检验 , 进一步采
用 Fisher’s精确概率检验法作组间比较。计量资料

以均数±标准差 (x±s)表示 , 对照组、SMA×12 h 和

SMA×24 h 组 HSP70 平均表达水平采用 Kruskal-

Wallis 检验。微波消融和消融后时间对肿瘤 HSP70

表达的主效应和交互效应采用析因设计的方差分

析 , 原始数据施行对数转换以满足方差齐性要求 ,

用 LSD (least significant difference) t 检验作组间比

较。采用 SPSS 10.0 统计软件包分析。检验水准 3=
0.05。

2 结 果

2.1 消融后肝癌组织 SDH 染色

SDH 染色后 , SDH 的反应产物为蓝紫色颗粒 ,

表示线粒体内 SDH 有活性。假微波消融、40 ℃及

45 ℃消融后 24 h 肝癌细胞的 SDH 活性与对照组

相比没有明显差异 , 均表现为肝癌组织染色颗粒
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多,布满视野,强阳性,均为+++。50 ℃消融后肝癌

组织染色颗粒稀少 , 弱阳性(+), SDH 活性降低 (图

1,表 1)。

2.2 消融后肝癌局部残留情况

消融后 30 d 小鼠皮下移植性肝癌局部残留

用 HE 染色证实 , 结果显示 , 40 ℃和 45 ℃组消融

后 30 d 小鼠皮下移植性肝癌局部残留率与假微

波消融组比较无明显差异(均 P >0.05) , 50 ℃组明

显低于假微波消融组( P< 0.01,表 2)。

2.3 微波消融对肝癌组织 HSP70 表达的影响

Western blot 结果显示 ,假微波消融后 12 h 和

24 h 肝癌组织 HSP70 的表达 , 与对照组相比差异

无统计学意义(均 P >0.05)。在 40 ℃、45 ℃和 50

℃×120 s 的消融条件下 , 微波消融和消融后时间

的主效应及其交互效应差异均有统计学意义 (均

P< 0.01)。消融后 12 h 和 24 h 肝癌组织 HSP70 的

表达均明显高于对照组和假消融组 (均P< 0.01) ,

且随消融温度升高表达增强但消融后 24 h 肝癌

组织 HSP70 的表达均明显低于相同温度消融后

12 h 的表达(均P< 0.01,表 3,图 2)。

3 讨 论

微波消融主要通过微波的致热作用导致肿瘤

表 2 微波消融后 30 d 小鼠皮下移植性肝癌局部残留情况

Table 2 Local residual of liver cancer transplanted in mice

30 d after microwave ablation

Group

SMA

40℃

45℃

50℃

n

8

8

8

8

Local residual( n)

8

8

6

1

Rate of local residual(%)

100

100

75 1)

12.5 2) , 3)

表 1 微波消融后 24 h 小鼠皮下移植性肝癌 SDH 染色

Table 1 Liver cancer transplanted subcutaneously in mice

stained by succinic dehydrogenase (SDH) 24 h after

microwave ablation

Group

SMA

40℃

45℃

50℃

n

5

5

5

5

+

0

0

0

5

+++

5 1)

5 1)

5 1)

0

The comparison between 4 group rates: !2=20.000, P < 0.01.
The further comparison between two groups Fisher’s exact test was

used: 1) Compared with 50 ℃ group, P=0.008

The comparison between 4 group rates: !2=20.251, P < 0.01.
The further comparison between two groups, Fisher’s exact test was

used: 1) Compared with SMA group, P=0.001 . All the other pairs

were of no statistical significance, all P > 0.05

表 3 微波消融对小鼠皮下移植性肝癌 HSP70 表达的影响

Table 3 Effect of microwave ablation on HSP70 expression of

liver cancer

Group

SMA

40℃

45℃

50℃

12 h

103.40±4.24 1)

394.88±9.17 2) , 3)

597.92±17.90 2) , 3) , 4)

634.54±7.58 2) , 3) , 5)

24 h

102.10±4.51 1)

134.88±5.13 2)

161.46±1.67 2) , 6)

266.35±7.52 2) , 7)

The A of control group was 100±0. Kruskal - Wallis test was

used to compare the average levels between control, SMA×12 h and

SMA×24 h groups, H =1.887, P =0.430. Two - way ANOVA for

facrorial experiment: The main effect of microwave ablation and time

after microwave ablation, and their interaction were statistical

significant, all P< 0.001. LSD test: 1)Compared with control group,

P =0.997; 2)Compared with control group or corresponding SMA

group, all P < 0.001; 3)Compared with 24 h group at the same

ablation temperature, P< 0.001; 4)Compared with 40 ℃×12 h group,

P< 0.001; 5)Compared with 45 ℃×12 h group, P< 0.001; 6)

Compared with 40 ℃×24 h group, P=0.005; 7) Compared with 45 ℃

×24 h group, P< 0.001

图 1 微波消融后 24 h 小鼠皮下移植性肝癌 SDH 染色

Fig.1 Succinic dehydrogenase(SDH) stain in liver cancer

transplanted subcutaneously in mice 24 h after microwave

ablation (×400)

A: Control group; B: 40 ℃ group; C: 45 ℃ group; D: 50 ℃

group

A B

C D
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[1]

[2]

[3]

组织发生凝固性坏死而达到治疗肿瘤的目的 [5,6]。

微波电极周围组织温度超过 50 ℃时 , 组织细胞的

细胞膜发生融解和融合 , 在更高的温度条件下 , 则

导致蛋白质变性和细胞不可逆性死亡 [7]。临床上 ,

为了达到确切的灭瘤效果 , 微波消融时要使肿瘤

温度达到 55～60 ℃以上。但是在靠近肝内大血管

或重要脏器的肿瘤 , 微波消融时局部的温度往往

达不到灭活肿瘤细胞的温度 , 这也是造成微波消

融肿瘤局部残留的重要原因[8]。本研究观察了微波

消融时肿瘤温度控制在 40～50 ℃时对小鼠皮下移

植性肝癌细胞活性和热休克蛋白 70 的表达的影

响 , 发现 40 ℃、45 ℃和 50 ℃,各×120 s 的微波消

融条件均使肝癌组织 HSP70 表达明显升高 , 但只

有 50 ℃,120 s 的微波消融条件能使肝癌组织细胞

活性明显降低。

SDH 是线粒体呼吸链的限速酶 , 它的失活将

导致细胞能量代谢障碍 , 最终使细胞死亡 [9], 因此

SDH 活性是一个判定细胞存活的指标 [10]。本研究

SDH 染色结果显示 , 50 ℃组消融后肝癌组织 SDH

染色颗粒稀少 , 表明 50 ℃×120 s 的消融条件能使

大部分肝癌细胞灭活 ; 而 40 ℃和 45 ℃,各×120 s

的消融条件对肝癌细胞无明显灭活作用。这一点

在消融后 30 d 肝癌局部残留率实验中进一步得

到验证。

HSP70 在细胞应激情况下产生增多[4]。本研究

结果显示 , 微波消融后肿瘤组织热休克蛋白 70 表

达明显增强。在 40～50 ℃范围内 , HSP70 的表达随

消融温度升高表达明显增强。特别是消融温度为

50 ℃组 , 消融后 12 h 肿瘤组织 HSP70 的表达是

对照组的 6 倍多( 634/100)。HSP70 表达与温度相

关原因是[3,11]:在正常情况下 ,细胞内热休克转录因

子 1( heat shock transcription factor 1, HSF1)以非

活性单体形式与 HSP70 蛋白结合 , 当细胞受到高

温等刺激时 , 细胞内对温度敏感的蛋白质发生变

性 , 这些变性蛋白质与 HSF1 竞争性地与 HSP70

结合 , 导致 HSF1 单体游离 , 游离的 HFS1 单体迅

速形成有 DNA结合能力的 HSF1 三聚体 , 后者与

热休克蛋白基因启动子上的热休克元件 ( heat

shock element, HSE)结合 ,从而启动 HSP 基因的转

录。在一定温度范围内 , 温度越高 , 细胞内变性蛋

白产生越多 , HSF1 三聚体的产生也越多 , HSP70

表达也越强。本研究析因分析结果也表明 ,微波消

融温度对肿瘤 HSP70 表达的主效应具有统计学意

义。当微波消融温度超过 60 ℃时 , 由于细胞蛋白

立即凝固 , 细胞即刻死亡 , 将难以在瞬时刺激

HSP70 表达。

另外 , 本研究结果同时显示 , 肿瘤组织内

HSP70 表达升高后迅速下降。析因分析结果表明 ,

微波消融后时间是影响消融后肿瘤组织 HSP70 表

达的重要因素。消融后 24 h 肿瘤 HSP70 的表达明

显低于相同温度消融后 12 h 肿瘤 HSP70 的表达 ,

而且均是成倍地下降。这说明 , 一方面 HSP70 表达

一定量后表达减少和停止 , 这可能是 HSP70 表达

遭到负反馈性抑制 [11]; 另一方面 HSP70 被细胞内

的各种蛋白酶降解 , 或者被抗原呈递细胞捕获 [12]。

但 HSP70 在消融后 24 h 迅速下降的具体机制尚

不清楚。

综上所述 , 在一定消融温度条件下 , 微波热消

融能明显降低肝癌组织细胞的活性 , 同时可显著

增强小鼠肝癌组织 HSP70 的表达。本研究仅观察

了微波消融对小鼠皮下移植性肝癌 HSP70 的表达

影响 , 但微波消融对小鼠肝癌原位移植性肝癌

HSP70 表达的影响有待进一步研究。
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[4]

[5]

肽酶非依赖性的信号转导。研究证实 TNFα能激

活信号通路导致胱冬肽酶和胱冬肽酶非依赖性通

路 , 这个胱冬肽酶非依赖性通路包括激活 NFkB

和 JNK。NFkB是转录活性因子 , 能激活一系列抗

凋亡基因的活化 [9]。因此,本文预测 Xaf1 可能抑制

胱冬肽酶非依赖性信号转导 ,最终诱导细胞凋亡。
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