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热损伤对肝细胞肝癌细胞增殖及侵袭转移
特性影响的实验研究

杨国威， 张 巍， 钱 晟， 瞿旭东， 周 波， 朱 樑， 王建华， 颜志平， 刘 嵘

·实验研究 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ·

【摘要】 目的 体外实验评价热损伤对肝细胞肝癌（

HCC

）细胞增殖、侵袭转移能力及上皮
-

间质细

胞转化（

EMT

）等特性的影响，探索热消融与
HCC

复发转移之间的关系。 方法 通过体外加热构建
McA蛳

RH7777 HCC

细胞热损伤模型。

CCK蛳8

法检测热损伤对
HCC

细胞增殖能力的影响，流式细胞技术检测细

胞周期情况。

Transwell

实验研究热损伤对
HCC

细胞侵袭能力的影响。 荧光定量
-

聚合酶链反应（

RT蛳

PCR

）和蛋白印迹（

Western blot

）分析热损伤对
HCC

细胞侵袭及
EMT

相关分子标志物
VEGF

、

MMP蛳 9

、

Nm23

、

E蛳cadherin

、

vimentin

的
mRNA

和蛋白表达的影响。 结果
McA蛳RH7777 HCC

细胞热处理条件为

43.5℃

水浴
30 min

。 热处理后
2～5 d

细胞增殖能力显著高于对照组（

P＜0.05

）。 热处理
48 h

及
72 h

后处于

G1

期细胞比例降低，

S＋G2

期细胞比例增加，差异有统计学意义（

P＜0.05

）。 与对照组比较，热处理后
24 h

后
HCC

细胞侵袭能力差异不明显，而热处理
72 h

后细胞侵袭能力显著增加（

22.3±2.46

对
14.2±1.82

，

P＜

0.001

）。

RT蛳PCR

和蛋白印迹分析结果显示，热处理
72 h

后
HCC

细胞
VEGF

、

MMP蛳9

和
vimentin

表达水

平显著增加，

E蛳cadherin

表达显著降低，差异有统计学意义（

P＜0.05

）。 结论 亚致死量热损伤诱导
McA蛳

RH7777 HCC

细胞发生
EMT

并增加其增殖和侵袭转移能力，表现出更高的恶性潜能。

【关键词】 热损伤； 微波消融； 肝细胞肝癌； 上皮
-

间质细胞转化； 肿瘤转移
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【

Abstract

】

Objective To evaluate the influence of thermal damage on the cell proliferation

，

invasive

metastasis and epithelial蛳mesenchymal transition of hepatocellular carcinoma

（

HCC

）

through experiments in

vitro

，

and to explore the relationship between thermal ablation and the recurrence

，

metastasis of HCC.

Methods The McA 蛳 RH7777 HCC cell thermal damage model was established by using external heating

method. The effect of thermal damage on the proliferation of HCC cells was detected by Kit蛳8 assay

（

CCK蛳8

），

and the cell cycle changes were studied by flow cytometry. The effect of thermal damage on the invasion

potential of HCC cells was assessed by using Transwell assay. Fluorescence quantitative polymerase chain

reaction

（

RT蛳 PCR

）

and Western blot were used to evaluate the influence of thermal damage on HCC cell

invasion potential

，

and on the mRNA and protein expression levels of EMT蛳 related molecular markers

，

including VEGF

，

MMP蛳 9

，

Nm23

，

E蛳 cadherinand vimentin. Results Heating treatment of McA蛳 RH7777

HCC cells was performed by putting the cells in 43.5℃ water basin for 30 min. Two to five days after heating

treatment the cell proliferative ability was significantly higher than that of control group

（

P<0.05

）

. At 48-72

hours after heating treatment the proportion of HCC cells in G1 phase was obviously reduced and the
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肝细胞肝癌（

HCC

）起病隐匿，恶性程度高，手术

切除率仅占
20%～25%

，需要多学科综合治疗 ［

1蛳 4

］

。

肿瘤热消融局部治疗具有升温速度快、局部灭活彻

底、创伤小、并发症少等特点［

5

］

。 热消融治疗
HCC

效

果显著，但肿瘤残存及高转移复发率仍严重制约患

者预后。 目前热消融后亚致死量热损伤对
HCC

细

胞增值、侵袭能力影响的研究仍较少，热损伤究竟

是促进还是抑制
HCC

转移尚无定论。 上皮
-

间质细

胞转化（

epithelial蛳mesenchymal transitions

，

EMT

）是

目前研究较多的一种重要肿瘤转移机制，它以上皮

细胞极性丧失及间质特性获得为重要特征， 伴有

上皮钙黏素 （

E 蛳 cadherin

）丧失和神经钙黏素 （

N 蛳

cadherin

）表达升高［

6蛳7

］

。 本研究拟通过体外加热建立

HCC

热损伤模型，研究热损伤对
HCC

细胞增殖、侵

袭能力及
EMT

等特性的影响， 探索热消融与
HCC

复发、转移之间的关系。

1

材料与方法

1.1

实验细胞株及主要器材

大鼠
HCC

细胞株
McA蛳RH7777

购自美国菌种

保藏中心（

ATCC

），常规方法培养、传代。 主要试剂

及仪器：细胞增殖与活性检测试剂盒（

CCK蛳8

）（上海

碧云天生物技术公司）、碘化丙啶（

PI

）染液试剂盒

（南京建成生物科技公司）、

Moloney

鼠白血病病毒

（

M 蛳 MLV

）逆转录试剂盒 （美国
Invitrogen

公司 ）、

PowerSyberGreen誖qPCRMasterMix

试剂（美国
Applied

Biosystems

公司 ）、聚偏二氟乙烯 （

PVDF

）膜 （美国

Millipore

公司 ）、 兔抗鼠
E 蛳 cadherin

、 波形蛋白

（

vimentin

）、血管内皮细胞生长因子（

VEGF

）单抗（英

国
Abcam

公司）、兔抗鼠
Nm23

多抗（美国细胞信号

技术公司，

CST

）、兔抗鼠基质金属蛋白酶（

MMP

）

蛳9

单

抗、小鼠抗
3-

磷酸甘油醛脱氢酶（

GAPDH

）单抗（美

国
Santa Cruz

生物技术公司）、山羊抗兔
IgG

、山羊

抗小鼠
IgG

（美国
Jackson

公司）、

FACSCalibur

流式

细胞仪（美国
BD

医疗公司）、

Cell蛳 IQ

活细胞实时成

像分析仪（芬兰
Chip蛳Man

公司）、

NanoDrop

分光光

度计（美国
GE

公司）、

ABI Stepone Plus

荧光定量
-

聚

合酶链反应（

RT蛳PCR

）仪（美国
Applied Biosystems

公

司）。

1.2 HCC

热损伤模型构建

将对数生长期
McA 蛳 RH7777 HCC

细胞吹下

后，在
15 ml

聚丙烯管中密封并置于恒温水浴箱，以

不同温度加热
30 min

处理细胞，锥虫蓝染色法测定

细胞存活率，选择
43.5℃

作为后续实验的处理温度。

将
McA蛳RH7777

细胞均分为两部分， 热处理组以

43.5℃

恒温水浴处理
30 min

，对照组常规
37.5℃

培养。

1.3 CCK蛳8

法检测热损伤对细胞增殖的影响

收集热处理组与对照组细胞悬液，调整细胞浓

度为
1×10

4 个
/ml

，接种于
96

孔板（

200 μl/

孔），每

组设
6

个复孔及
2

个空白调零孔，培养箱中预培养

（

37℃

，

5%CO

2

）。 连续
5

日每日每孔加入
10 μl CCK蛳8

溶液，混匀后孵育
2 h

。用酶标仪测定每孔在
450 nm

的吸光度值，结果以校正
A

450 nm

表示。 细胞抑制率

按照（

1-

实验孔
A

450 nm

/

对照孔
A

450 nm

）

×100%

计算。

1.4

流式细胞仪检测细胞周期

热处理组与对照组细胞悬液接种
6

孔板中培

养，每组
3

个复孔，分别收集培养
48 h

及
72 h

后的

HCC

细胞，

4℃

磷酸缓冲液（

PBS

）洗涤
2

次，以
70%

乙醇固定。 加
RNA

酶
A 300 μl

，

37℃

水浴
30 min

，

加
PI

溶液
200 μl

再次
37℃

水浴
30 min

。 用
300

目

筛网过滤于流式上机管中， 上流式细胞仪检测，软

件计算细胞周期各个时相百分比。

1.5

检测细胞侵袭力

分别收集培养
24 h

、

72 h

后热处理组和对照组

proportion of HCC cells in S+G2 phase was significantly increased

，

the differences were statistically significant

（

P<0.05

）

. Compared with the control group

，

the difference in HCC cell invasion potential determined at 24 h

after heating treatment was not significant

，

while the HCC cell invasion potential determined at 72 h after

heating treatment was strikingly increased

（

22.3±2.46 vs.14.2±1.82

，

P<0.001

）

. Real蛳 time PCR and Western

blotting results indicated that at 72 h after heating treatment the expression levels of VEGF

，

MMP 蛳 9 and

vimentin were significantly increased

，

while the expression level of E 蛳 cadherin was remarkably decreased

，

the differences were statistically significant

（

P<0.05

）

. Conclusion Thermal damage with sub蛳 lethal heating

dose can induce McA蛳RH7777 HCC cell to develop epithelial蛳mesenchymal transition and to enhance its

proliferation and invasive metastasis potential

，

and HCC cells show higher malignant potential.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ

Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１7

，

２6

：

436鄄442

）

【
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epithelial蛳 mesenchymal
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图
2 McA蛳RH7777 HCC

细胞对照组与热处理

组生长曲线

图
1

不同温度处理
30 min

后
McA蛳RH7777 HCC

细胞

存活率比较

热处理后
对照组 热处理组

A

值 抑制率
/% A

值 抑制率
/%

1 d 0.182±0.008 - 0.154±0.007 15.4

2 d 0.228±0.012 - 0.237±0.010 -3.9

3 d 0.494±0.021 - 0.719±0.044 -45.5

4 d 1.350±0.100 - 1.768±0.043 -31.0

5 d 1.765±1.118 - 2.242±0.124 -27.0

表
1

热损伤对
McA蛳RH7777 HCC

细胞增殖力影响
ｘ±ｓ

McA蛳RH7777 HCC

细胞， 用不含血清
DMEM

液重

悬，浓度为
1×10

6

/ml

。 基质胶（

matrigel

）稀释后加入

Transwell

上室，

37℃

孵育过夜。 上室加入
100 μl

细

胞悬液，下室加入
750 μl

含
10%

胎牛血清（

FBS

）细

胞培养液上清的条件培养基， 于
37℃

、

5%CO

2

条件

下孵育
24 h

。 取出小室，用棉签擦净微孔滤膜上室

面未侵袭的细胞及基质胶，

PBS

洗涤数次。 经
4%

多

聚甲醛固定及
Giemsa

染液染色，

PBS

洗涤
3

次，干

燥后切下膜固封于载玻片上。

200

倍光镜下随机选

择
5

个视野进行细胞计数，取平均值。

1.6

检测细胞
mRNA

水平

收集
72 h

后热处理组和对照组
HCC

细胞 ，

RT蛳 PCR

及蛋白印迹（

Western blot

）法检测侵袭相

关 分 子
VEGF

、

MMP蛳9

、

Nm23

及
EMT

相关分子
E蛳

cadherin

、

vimentin

表达。

PCR

引物根据
Primer5.0

软

件设计，由上海生工生物工程公司合成，内参为大

鼠源
3-

磷酸甘油醛脱氢酶（

GAPDH

），具体如下：

VEGF F

：

5'蛳 CGATTTGTTTGTCCAAGA蛳 3

；

VEGF R

：

5'蛳GAACGT CTAGACTGTTCGGTTCC蛳3'

；

MMP蛳9 F

：

5'蛳TCCAGTAGACAATCCTTGCAA TGTG蛳3'

；

MMP蛳9

R

：

5'蛳CTCCGTGATTCGAGAACTTCCAATA 蛳3

；

Nm23

F

：

5' 蛳 CTGTCTTCACCACGTTCAGC 蛳 3'

；

Nm23 R

：

5' 蛳

GGCCTCTGAAGAACACCT GA蛳 3'

；

E蛳 cadherin F

：

5'蛳

CCCTGTCTCTGAATCCAACC 蛳 3'

；

E 蛳 cadherin R

：

5' 蛳

TCAATGATGAAAACGCCAAC 蛳 3'

；

vimentin F

：

5' 蛳

AGATCGATGTGGACGTTTCC 蛳 3'

；

vimentin R

：

5' 蛳

CACCTGTCTCCGGTATTCGT蛳3'

。蛋白印迹法一抗稀

释比例：

VEGF 1 ∶ 1 000

、

MMP蛳 9 1 ∶ 500

、

Nm23 1 ∶

1 000

、

E蛳cadherin 1 ∶ 1 000

、

vimentin 1 ∶ 500

、

GAPDH

1 ∶ 1 000

。

1.7

统计分析

应用
SPSS 19.0

软件进行统计学分析，

P＜0.05

为差异有统计学意义。 数据资料均以均数
±

标准差

（

ｘ±ｓ

）表示，符合正态分布且方差齐的计量资料组件

比较用
T

检验或单因素方差分析， 否则用近似
t

检

验或秩和检验。

2

结果

2.1

热处理
HCC

细胞后存活率测定

以不同温度（

42.5～44.5℃

）水浴加热
30 min

处

理
McA蛳RH7777 HCC

细胞，对照组常规
37℃

培养，

各组
24 h

及
48 h

细胞存活率见图
1

。 加热造成迟

发性细胞死亡，随着加热温度上升细胞存活率逐渐

降低， 温度高于
44℃

时处理组
48 h

细胞存活率显

著低于
24 h

。 其中
43.5℃

处理
30 min

后细胞
24 h

、

48 h

存活率分别为
81.9%

、

77.1%

。

2.2

热损伤对
HCC

细胞增殖力影响

热处理早期
McA蛳RH7777 HCC

细胞生长受到

抑制，

2 d

后逐渐转为促进细胞增殖，其最大负抑制

效应出现在热处理后
3 d

，为
-45.5%

，热处理后
2～

5 d McA蛳RH7777 HCC

细胞增殖均显著高于对照组

（

P＜0.05

）（表
1

、图
2

）。

2.3

热损伤对
HCC

细胞周期影响

与对照组相比， 热处理组
48 h

、

72 h

后
McA蛳

RH7777 HCC

细胞中处于
G1

期细胞比例显著降

低，

S＋G2

期细胞比例显著增加，提示热处理后
48 h

、

72 h McA蛳RH7777 HCC

细胞
DNA

复制和细胞分裂

活跃，差异有统计学意义（

P＜0.05

）（表
2

，图
3

、

4

）。

438

— —



介入放射学杂志
２０１7

年
5

月第
２6

卷第
5

期
Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ ２０１7

，

Ｖｏｌ．２6

，

Ｎｏ．5

图
4

对照组与热处理组
72 h

后
McA蛳RH7777 HCC

细胞周期差异

加热
对照组 热处理组

P

值
G1

期
/% S＋G2

期
/% G1

期
/% S＋G2

期
/%

48 h 57.36±1.31 42.64±1.31 47.32±1.57 52.68±1.57 ＜0.001

72 h 60.13±1.85 39.87±1.85 49.47±1.62 51.53±1.62 ＜0.001

表
2

加热对
McA蛳RH7777 HCC

细胞周期的影响
ｘ±ｓ

2.4

热损伤对
HCC

细胞侵袭力影响

与对照组比较，热处理组
24 h

后
McA蛳RH7777

HCC

细胞差异不明显， 热处理
72 h

后肝癌细胞侵

袭能力显著增加，穿透基质胶基底膜细胞数明显增

图
3

对照组与热处理组
48 h

后
McA蛳RH7777 HCC

细胞周期差异

多（

22.3±2.46

对
14.2± 1.82

，

P＜0.001

），提示热损伤

后
McA蛳RH7777 HCC

细胞侵袭力增加（图
5

）。

2.5

热损伤后对
HCC

细胞侵袭及
EMT

的影响

RT蛳PCR

检测结果显示，与对照组比较，热处理

72 h

后
McA蛳RH7777 HCC

细胞
VEGF

、

MMP蛳 9

和

EMT

相关间质分子
vimentin mRNA

水平增加，上皮

分子
E蛳 cadherin mRNA

水平降低，差异有统计学意

义（

P＜0.05

），

Nm23 mRNA

水平与对照组比较，差

异无统计学意义（图
6

）；蛋白印迹分析进一步验证

了上述结论。 这些均提示热损伤后，

McA蛳RH7777

HCC

细胞侵袭和血管生成相关蛋白分泌增加，并且

发生了
EMT

（图
7

）。

3

讨论

肿瘤热消融是
20

世纪
90

年代肿瘤非手术治

疗的重大进展，在小肝癌治疗方面疗效确切，可作

为与外科手术、肝移植等同的根治性治疗方法［

8

］

。研

究认为， 热消融对直径
＜3 cm

小肝癌疗效确切 ［

9

］

。

但实际临床应用中还常常用于超出这个范围的

HCC

治疗。

目前热消融治疗后仍面临着肿瘤复发、转移的

棘手问题，消融后肿瘤残存是影响患者预后的主要

原因之一 ［

10蛳11

］

，而亚致死量热损伤势必会对残存肿

瘤细胞生物学特性发生影响，改变肿瘤增殖和侵袭

转移特性并影响患者预后。 目前关于消融后亚致死

量热损伤对残癌特性影响的研究较少，并且存在一
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图
5

对照组和热处理组侵袭实验结果

图
6 RT蛳PCR

检测对照组和热处理组
HCC

细胞侵袭和
EMT

相关
mRNA

水平差异

440

— —



介入放射学杂志
２０１7

年
5

月第
２6

卷第
5

期
Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ ２０１7

，

Ｖｏｌ．２6

，

Ｎｏ．5

图
7

蛋白印迹检测对照组和热处理组
HCC

细胞侵袭和
EMT

相关蛋白表达差异

定争议。 部分研究认为消融后亚致死量热损伤会增

加残癌增殖、侵袭特性，促进肿瘤复发转移 ［

12蛳13

］

，另

有部分研究则显示热损伤不会增加，甚至反而降低

了肿瘤细胞增殖和侵袭能力，热消融术后肿瘤复发

转移可能仅为治疗不彻底所致［

14蛳15

］

。 本研究体外模

拟微波消融后肿瘤病灶边缘存活的
HCC

细胞生物

学特性变化，通过对体外培养的
McA蛳RH7777

大鼠

HCC

细胞进行
43.5℃

水浴加热处理，研究热损伤对

HCC

细胞体外增殖及侵袭能力的影响及其机制。

Nikfarjam

等［

16

］研究发现，结肠癌肝转移患者热

消融术后
12 h

残癌增殖能力较对照组增强，且在术

后
72 h

达高峰；认为其可能机制在于残癌中成纤维

细胞生长因子（

FGF

）

蛳2

和
VEGF

等表达增加。

Kroeze

等［

17

］报道显示，动物肾细胞癌模型热消融术后残癌

增殖潜能增加，且凋亡减少；认为其可能机制在于

缺氧、热休克蛋白和炎性细胞等的共同作用。

Ke

等［

18

］

研究发现
VX2

兔肝癌模型热消融术后残癌侵袭性

增强，肿瘤侵袭相关因子
VEGF

、

MMP蛳 9

、增殖细胞

核抗原（

PCNA

）和白细胞介素（

IL

）

蛳 6

等表达上调。

本实验结果显示， 热处理后存活的
McA蛳RH7777

HCC

细胞经过短暂恢复即进入快速增殖状态，其最

大促进增殖效应出现在热处理后第
3

天，抑制率达

到
-45.5%

， 并且处于
DNA

合成期和分裂期比例显

著增加，而与对照组比较，热处理
72 h

后
HCC

细胞

侵袭能力显著增加（

P＜0.05

），提示热消融后亚致死

量热损伤会导致残存肿瘤细胞生长加速，且侵袭性

增加，这可能是临床上不完全消融后残余肿瘤短期

内迅速进展的原因之一。

肿瘤转移是一个非常复杂的病理生理过程，有

肿瘤原发灶、循环肿瘤细胞、微环境等诸多因素参

与，涉及肿瘤细胞黏附性改变、细胞外基质降解、肿

瘤相关基因异常和血管生成等复杂过程。

EMT

是肿

瘤转移的重要机制之一，由极性上皮细胞转换成间

质细胞而获得活动能力，以上皮分子
E蛳 cadherin

表

达下降和间质分子
vimentin

、

N蛳 cadherin

等上调为特

征［

19

］

。

EMT

可使
HCC

细胞通过失去细胞极性、与基

底膜黏附等上皮表型，获得较高的迁移与侵袭、抗凋

亡和降解细胞外基质能力，从而易于脱离原发灶并

增加在血循环中存活机会。 细胞外基质降解是肿瘤

细胞实现浸润转移与新生血管形成的前提，参与降

解细胞外基质的蛋白水解酶中，目前在
HCC

中研究

较多的是
MMP

家族。 其中
MMP蛳 9

研究较多，在
HCC

组织中均有过度表达， 且与肿瘤转移相关密切 ［

20

］

。

VEGF

是促进新血管生成最重要的生长因子 ，在

HCC

侵袭转移过程中起重要作用， 其表达与
HCC

肝内转移、血管浸润相关［

21

］

。

Nm23

是
1988

年首先

确定的第一个肿瘤转移抑制基因，目前研究结果显

示
Nm23

基因及其表达产物与
HCC

侵袭转移关系

密切， 其表达下调与
HCC

肝内转移和门静脉侵犯

相关［

22

］

。

本研究通过
RT蛳PCR

和蛋白印迹检测发现，热

处理
72 h

后
McA蛳RH7777 HCC

细胞
VEGF

、

MMP蛳

9

和
EMT

相关间质分子
vimentin

表达上调，上皮分

子
E蛳cadherin

表达降低， 但抑癌基因
Nm23

表达未

见显著变化， 提示热损伤引起
McA蛳RH7777 HCC

细胞分泌
VEGF

和
MMP蛳9

增加，并且发生
EMT

，增

加了
HCC

细胞突破基底膜、 侵袭和促肿瘤血管生

成能力，表现出了更高的恶性潜能。 本结论亦与近

期几项研究结论基本一致，进一步证实了亚致死量

热损伤促进
HCC

细胞增殖和侵袭能力增加。

Kong

等 ［

23

］在动物实验中发现热消融治疗
HCC

后，残癌

中
VEGF

及低氧诱导因子（

HIF

）

蛳1α

表达上调。

Yoshida

等［

24

］研究证实，亚致死量热损伤可能诱导肿瘤细胞

发生
EMT

并表现出高增殖潜能。 但是体外实验仅

能反映热损伤后
HCC

细胞自身特性变化，未能涉

及肿瘤微环境和机体免疫等方面影响，与真实活体

内情况仍具有一定差异。 既往一些体外研究由于缺

少高转移潜能肿瘤模型，得出结论不一致。 我们后
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续实验中拟采用前期所构建的高转移潜能
Buffalo

大鼠
McA蛳RH7777

原位
HCC

模型进行不完全微波

消融，结合循环肿瘤细胞情况研究活体内消融后残

癌组织增殖和侵袭转移潜能情况。

总之， 本研究证实亚致死量热损伤诱导
McA蛳

RH7777 HCC

细胞发生
EMT

并增加其增殖和侵袭

转移能力，上调
VEGF

和
MMP蛳9

表达，表现出更高

的恶性潜能。 尽管微波消融是目前重要的有根治潜

能的
HCC

治疗手段， 但是不完全微波消融可能会

诱导残存肿瘤表现出更高的恶性潜能，增加复发和

远处转移机会。 因此，临床上需要选择合适患者或

联合其它治疗方法，以提高
HCC

疗效。
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