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微波消融对骨肉瘤肺转移的影响 *
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摘要 目的：探讨微波消融治疗骨肉瘤对其肺转移的影响及可能机制。方法：用含有 1× 107个大鼠源骨肉瘤 UMR106细胞的悬液

于 SD大鼠右下肢皮下注射建立骨肉瘤移植模型，将其随机分为对照组和消融组。消融组大鼠肿瘤予以微波消融治疗 10 min，

50 ℃，空白对照组大鼠模拟消融 10 min，0℃，检测和比较两组大鼠肿瘤直径变化，于治疗 15天后处死大鼠，取大鼠肿瘤及肺组

织，通过 HE染色以及免疫组化检测基质金属蛋白酶(Matrix metalloproteinase，MMPs)及其拮抗因子(Tissue inhibitors metallopro-

teinase)，即MMP-2、MMP-9及 TIMP-2的表达。结果：消融组大鼠肿瘤直径明显小于对照组大鼠肿瘤直径，消融组大鼠肿瘤组织

及肺组织MMP-2及MMP-9的阳性表达均显著高于对照组(P<0.05)，而 TIPM-2的阳性表达则明显低于对照组(P<0.05)。结论：微
波消融技术治疗骨肉瘤可以抑制骨肉瘤细胞的增殖，甚至引起细胞凋亡，并且通过上调 MMP-2、MMP-9以及下调 TIMP-2的表

达，可能会提高其远处转移发生的风险。
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Effect of Microwave Ablation on the Lung Metastasis of Osteosarcoma*

In this study, we discuss the effect of microwave ablation on the lung metastasis of osteosarcoma and its

mechanism of action. Animal models of osteosarcoma transplantation were established by subcutaneous injection of 1× 107 rat

derived osteosarcoma UMR106 cells into the right lower limb of SD rats , which was divided them into control group and ablation group

randomly. The microwave ablation ablation group rats would be treated by microwave ablation ablation for 10 min, 50℃, and the con-

trol group rats would be simulated ablation 10 min, 0℃, record the tumor diameter changes, two groups of rats would be executed after

15 days. Lung tissue was taken for HE staining. Detect the relative expression level of MMP-2 and MMP-9 and TIMP-2 in the tumor and

lung tissues by immunohistochemistry. The tumor diameter of the ablation group was significantly smaller than that of the blank

group.The positive expression of MMP-2 and MMP-9 of tumor and lung tissues in the ablation group were significantly higher than that

in the control group (P<0.05), while the positive expression of TIMP-2 was significantly lower than that in the control groups(P<0.05).
Microwave ablation can inhibit the proliferation of osteosarcoma cells and even cause apoptosis. Because of up-regulation of

the expression of MMP-2, MMP-9 and reduce TIMP-2 expression, Microwave ablation may increase the possibility of lung metastasis.
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前言

骨肉瘤[1]是一种常见的原发性的恶性肉瘤，起源于间叶组

织，多发于儿童和青年。近年来，随着医疗水平的不断提高，骨

肉瘤患者的 5年生存率可达 68%[2]。骨肉瘤最常见的远处转移

是肺转移，约占总转移的 90%。肺转移仍对骨肉瘤患者的预后

有着严重的影响，评估骨肉瘤患者的远处转移风险对改善骨肉

瘤患者的预后有着重要意义[3]。

微波消融(Microwave ablation，MWA)是一种新型的骨肉瘤

保肢治疗方案[4]，研究表明[5]在早期治疗的过程中，微波消融治

疗骨肉瘤患者可以达到消灭肿瘤的目的，但微波治疗对骨肉瘤

的远处转移的影响以及其分子机制目前并不完全明确。本研究

通过建立 SD大鼠骨肉瘤移植模型，定期测量肿瘤组织直径大

小，采用免疫组化实验检测肿瘤组织及肺组织中基质金属蛋白

酶 (Matrix metalloproteinase，MMPs) 及其拮抗因子 (Tissue in-

hibitors metalloproteinase)即MMP-2、MMP-9及 TIMP-2的表达

情况，旨在明确微波消融治疗骨肉瘤后可能的分子机制，结果

报道如下。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物与细胞株 雌性 Sprague-Dawley(SD)大鼠(平均年

龄 4周)购自 SLAC实验动物。实验过程中尽量减少使用动物

的数量并减轻它们的痛苦。采用上海交通大学提供的 UMR106

大鼠成骨肉瘤细胞。细胞系都培养于 10%胎牛血清的 DMEM

培养基(美国 Gibco，Billings，MT)，1%谷酰胺抗生素(青霉素，链

霉素，Gibco)在 37℃、5% CO2孵箱中孵育。

1.1.2 主要仪器 微波消融仪器 (南京，中国)；石蜡切片机

(RM2235，Leica，德国)；电热恒温鼓风干燥箱(QH01-9030A，精

宏实验设备，上海)；电热恒温培养箱(DH36001B，天津泰斯特，

天津)；超纯水系统(NW10LVF，Heal Force，中国)；显微镜型号

(BX53，OLUMPUS，日本)；显微镜拍照系统(DP73，OLUMPUS，

日本)。

1.1.3 主要试剂 MMP2(WL01579a，Wanleibio，中国)；MMP9

(WL03096，Wanleibio，中国)；TIMP2(17353-1-AP，Proteintech，

中国)；生物素化山羊抗兔 IgG(A0277，Beyotime，中国)；辣根酶

标记链酶亲合素(A0303，Beyotime，中国)；山羊血清(SL038，So-

larbio，中国)，其他试剂为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将 UMR106 冻存管放入 37 ℃水浴箱中 1

min解冻复苏，在超净台中配制含 15%胎牛血清(FBS)+DMEM

培养基 +1%PS的培养液，解冻液置入 10 mL培养液加入离心

管中，吹打混匀，密封后置离心机中离心(800 r/min，5 min)，弃

上清，加入配制好的培养液适当稀释，移入培养瓶中，于 37℃

5% CO2培养箱中常规培养。常规传代，收集细胞。

1.2.2 动物实验与分组 我们建立了大鼠骨肉瘤移植模型[6]并

对骨肉瘤移植模型进行消融治疗。将 10只 4周雌性 SD大鼠

用含有 1× 107个大鼠源骨肉瘤 UMR106细胞的悬液于右下肢

皮下注射，每 5天用游标卡尺测量肿瘤直径大小，待肿瘤直径

大小约 26.97± 4.16 mm时，随机分为两组，每组五只，进行实

验。空白组进行模拟 MWA，即 MWA 0 min，实验组消融温度

50℃，消融时间 10 min。麻醉下，SD大鼠肿瘤区域用酒精消毒。

在严格无菌条件下，在肿瘤中心皮下插入 MWA消融针，边缘

插入测温针且监测消融温度为 50℃，消融时间 10 min。手术结

束后，分别将所有大鼠单独置于各自的鼠笼中。所有的手术都

是由同一位外科医生完成的。消融后，每 5天用游标卡尺测量

肿瘤直径，半个月后处死两组大鼠，取肿瘤组织及肺组织。

1.2.3 HE染色实验 将大鼠处死后，取其肿瘤组织及肺组织，

切片，将标本蜡块装在切片机上，切成 5 滋m的薄片，然后把切
片放在温水皿中展开。将展开的组织切片移到载玻片上，放在

60℃温箱中 2 h，烘干。将切片脱蜡至水，苏木素、蒸馏水、1%盐

酸酒精依次侵泡，自来水流水冲洗，伊红染色液染色。伊红染后

的切片依次浸入 75%、85%、95%的乙醇中，每级停留 2 min。无

水乙醇 I 5 min-无水乙醇 II 5 min-二甲苯 I 5 min-二甲苯 II 5

min-脱水透明，晾干切片后用中性树胶进行封片。于显微镜下

观察染色效果。于 400× 镜下拍照（标尺长度为 50 滋m）。
1.2.4 免疫组化实验 将大鼠处死后，取其肿瘤组织及肺组

织，置于 4%的多聚甲醛固定液中固定过夜，将标本蜡块切片

后，二甲苯脱蜡至水，抗原修复后，过氧化氢孵育，以山羊血清

封闭，一抗孵育，二抗孵育，辣根酶标记，DAB显色后苏木素复

染，乙醇常规脱水、透明、封片，于显微镜下观察 MMP-2、

MMP-9、TIMP-2的表达情况。

1.3 统计学分析

用 Image-Pro Plus 6.0软件半定量统计空白组和实验组肿

瘤及肺部标本中MMP-2、MMP-9、TIMP-2的表达情况。本实验

数据应用 Graphpad prism 7.0进行分析，数据表示为均值± 标

准差，两组比较用 t检验，以 P<0.05认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 两组大鼠肿瘤直径的比较

第 0-15天，空白组和消融组肿瘤直径具呈增大趋势，且无

明显差异。第 15天，空白组 0℃，10 min模拟消融，消融组

50℃，10 min消融处理。第 15-30天，空白组的肿瘤直径仍增

大，但消融组的肿瘤直径开始减小(P<0.0001)，见图 1。

2.2 两组大鼠肿瘤组织MMP-2表达的比较

2A图示空白组肿瘤组织中 MMP-2阳性表达情况，2B图

示消融组肿瘤组织中MMP2阳性表达情况。MMP2阳性表达

主要定位于细胞胞浆，呈棕黄色。如图 2C所示，空白组MMP-2

的 IOD 值是 0.0626± 0.003，消融组的 MMP-2 的 IOD 值是

0.1107± 0.005，显著高于空白组(n=5，P＜0.01)。

2.3 两组大鼠肺组织内MMP-2表达的比较

3A图示空白组肺组织 MMP-2的阳性表达情况，3B图示

消融组肺组织MMP-2的阳性表达情况。MMP-2主要阳性表达

定位于细胞胞浆，呈棕黄色。如图 3C所示，空白组肺组织

MMP-2 的 IOD 值是 0.1227 ± 0.002，消融组的 IOD 值是

0.1443± 0.007，显著高于空白组(n=5，P＜0.05)。

2.4 两组大鼠肿瘤组织内MMP-9表达的比较

4A图示空白组肿瘤组织的 MMP-9阳性表达情况；4B图

示消融组中MMP-9的阳性表达情况。如图 4C所示，空白组肿

瘤组织中MMP-9的 IOD值是 0.0646± 0.002，消融组肿瘤组织

IOD值是 0.1490± 0.011，显著高于空白组(n=5，P＜0.01)。

2.5 两组大鼠肺组织内MMP-9表达的比较

5A图示空白组肺组织的 MMP-9阳性表达；5B图示消融

组肺组织MMP-9阳性表达情况。如图 5C所示，空白组肺组织

图 1 两组大鼠肿瘤组织直径变化

Fig.1 The changes of diameters of tumor tissue in the two groups
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图 2 两组大鼠肿瘤组织内MMP-2表达情况的比较(× 400倍)

Fig.2 Comparison of the expression of MMP-2 in the tumor tissue between the two groups(× 400)

图 3 两组大鼠肺组织内MMP-2表达的比较(× 400倍)

Fig.3 Comparison of the MMP-2 expression in the lung tissue between the two groups(× 400)

图 4 两组大鼠肿瘤组织内MMP-9表达的比较(× 400倍)

Fig.4 Comparison of the MMP-9 expression in the tumor tissue betweentwo groups(× 400)

MMP-9的阳性表达 IOD值是 0.1193± 0.008，消融组肺组织

MMP-9的阳性表达 IOD值是 0.1947± 0.017，显著高于空白组

(n=5，P＜0.01)。

图 5 两组大鼠肺组织内MMP-9表达的比较(× 400倍)

Fig.5 Comparison of the MMP expression in the lung tissue between the two groups(× 400)

2.6 两组大鼠肿瘤组织内 TIMP-2表达情况比较

6A图示 TIMP-2在空白组肿瘤组织中的阳性表达；6B图

示消融组肿瘤组织的 TIMP-2阳性表达。如图 6C所示，空白组

肿瘤组织 TIMP-2的 IOD值是 0.0890± 0.003，消融组肿瘤组织
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TIMP-2的 IOD值是 0.0730± 0.004，显著低于空白组(n=5，P＜0.05)。

图 6 两组大鼠肿瘤组织内MMP-9表达情况的比较(× 400倍)

Fig.6 Comparison of TIMP-2 expression in the tumor tissue between the two groups(× 400)

2.7 两组大鼠肺组织内 TIMP-2表达情况比较

7A图示 TIMP-2在空白组肺组织中的阳性表达；7B图示

消融组肺组织的 TIMP-2阳性表达情况。如图 7C所示，空白组

肺组织 TIMP-2的阳性表达 IOD值是 0.1598± 0.016，消融组肺

组织 TIMP-2 的 IOD 值是 0.1218± 0.006，显著低于空白组

(n=5，P＜0.05)。

图 7 两组大鼠肺组织 TIMP-2表达的比较(× 400倍)

Fig.7 Comparison of the TIMP-2 expression in the lung tissue between the two groups(× 400)

2.8 两组大鼠肺组织 HE染色比较

8A图示空白组肺组织 HE染色情况，肺泡结构完整，细胞

呈卵圆形，细胞大小相似，核仁明显，胞质清晰，未见明显癌细

胞；8B图示消融组肺组织的 HE染色情况，图中肺泡结构基本

完整，细胞呈卵圆形，核仁明显，胞质清晰，未见明显癌细胞。

图 8 两组大鼠肺组织 HE染色情况(× 400倍)

Fig.8 HE staining of lung tissues in two groups(× 400)

3 讨论

骨肉瘤是一种青少年常见的恶性肿瘤[7]，常通过血行转移

而发生肺转移，发生肺转移后五年生存率仅能达到 20%[8]。骨肉

瘤的常规手术治疗方法包括截肢治疗和保肢治疗[9]。手术截肢

治疗能充分切除原发病变组织，且具有低复发，低转移率，操作

简单等优点[10]，但是由于肢体残缺所导致的功能障碍，截肢手

术会严重影响患者的心理及生理健康，降低患者生存质量[11]。

保肢治疗可以最大程度减少创伤，保存肢体，维护肢体功能，提

高患者生活质量[12]。随着保肢治疗方法的不断进步，有研究表

明[13]骨肉瘤保肢手术术后患者的 5年总生存率已经能够与截

肢手术达到相似的预后水平。因此，保肢手术已经逐渐取代截
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肢手术成为骨肉瘤治疗的主要手段[14]。

微波消融技术现已初步应用于肝癌[15,16]、肾癌[17]、肺癌[18]、乳

腺癌[19]等癌症的治疗。已有研究表明[20]微波消融技术是利用微

波消融针释放微波，使分子高速震动，从而产生热效应，作用于

肿瘤组织，以致肿瘤组织凝固、坏死和凋亡。由于微波产生的热

效应，消融中心区域的温度可以迅速达到 100℃，使消融区域

组织坏死达到杀灭肿瘤细胞的效果，但肿瘤边缘的温度为

50℃左右来保证对正常组织创伤较小[21]。研究表明[22]轻中度高

热能使肿瘤细胞凋亡，肿瘤微环境也随之发生改变。本研究通

过建立大鼠骨肉瘤移植模型，监测大鼠肿瘤直径变化，并监测

大鼠骨肉瘤的转移情况[23]。研究结果显示经微波消融技术治疗

后，大鼠肿瘤直径逐渐减小，说明微波消融技术可以抑制骨肉

瘤细胞的增殖。

目前认为肿瘤细胞发生转移需要三个步骤：粘附、降解、移

动。其中对组织屏障一细胞外基质(Extracellular matrix, ECM)

的降解是肿瘤发生转移的关键步骤。ECM的降解主要依靠

ECM降解酶，其中以MMP-2尤为重要，它能够降解胶原，明

胶，层粘连蛋白，纤维粘连蛋白，在肿瘤的血管化、肿瘤细胞的

浸润和转移中扮演着重要角色，在多种恶性肿瘤中存在着过度

表达。TIMP-2是MMP-2的特异性抑制剂，它可以抑制MMP-2

活性，发挥抑制肿瘤浸润转移的作用。MMP-2与 TIMP-2之间

的平衡在恶性肿瘤浸润转移以及肿瘤的血管化过程中有着密

切关系[24]。本研究中，消融组大鼠肿瘤组织中 MMP-2的表达明

显高于空白组大鼠，提示微波消融治疗可能促进肿瘤转移。而

消融组大鼠肺组织的MMP-2的表达明显高于空白组大鼠肺组

织，也验证了以上结论。Kunz等[25]发现 MMP-9是骨肉瘤患者

预后的评估因子，在骨肉瘤组织中其阳性表达高与骨肉瘤转移

率增高呈相关性。而 TIMP-2的低表达与肿瘤高浸润及高转移

率密切相关[26]，可作为骨肉瘤转移的指标[27,28]。本研究中，消融

组大鼠肿瘤组织和肺组织中MMP-9的表达均明显高于空白组

大鼠，而 TIMP-2的表达均显著低于空白组大鼠，也提示微波消

融可能会促进骨肉瘤的转移。Kong等[29]研究表明在微波消融

技术应用于乳腺癌时，虽然能抑制乳腺癌细胞的增殖并促进癌

细胞凋亡，但是却可能会增强乳腺癌远处转移的发生。本实验

结果与之相似，提示微波消融技术治疗骨肉瘤之后，可能促进

肿瘤的远处转移。因此，微波消融技术是否能通用于所有肿瘤

尚待进一步研究。

但在本实验中两组大鼠的肺组织 HE染色均未发现有明

显的骨肉瘤癌细胞转移灶，可能由于大鼠带瘤时间较短，尚未

出现肺转移，这尚待进一步实验以及长时间的观察才能得出

结论。

微波消融现在虽然已经开始初步应用于骨肉瘤患者的保

肢治疗之中[30]，但是其上调肿瘤组织中MMP-2、MMP-9的表达

且下调 TIMP-2表达的具体机制尚待研究。正确地使用微波消

融技术治疗骨肉瘤，且减小其对骨肉瘤患者的预后的影响也应

进一步考虑。
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