
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

书书书

第二军医大学学报 ２０１４年１１月第３５卷第１１期 犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎｏｖ．２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１１
·１２１５　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１４．０１２１５ ·论　著·

热消融对甲状腺良性结节组织内犎犛犘７０表达的影响
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　　［摘要］　目的　探讨甲状腺良性结节射频消融后组织内热休克蛋白７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ７０）表达的变化及其潜

在意义。方法　对５０枚甲状腺良性实性结节实施超声引导下射频消融治疗，设定结节的中央区、边缘区和过渡区，于消融前

后对应各穿刺取材１次，采用免疫组织化学染色法半定量测定其内 ＨＳＰ７０的表达，对比消融前后及消融后不同区域 ＨＳＰ７０

的表达差异。结果　５０枚甲状腺实性结节中央区和边缘区ＨＳＰ７０的表达在消融前、后无明显差异，过渡区 ＨＳＰ７０的表达消融

后强于消融前（犘＜０．０５）；消融治疗后 ＨＳＰ７０的表达存在过渡区强于中央区和边缘区（犘＜０．０５），而中央区与边缘区无明显差

异。结论　热消融治疗过程中存在甲状腺结节周围过渡区ＨＳＰ７０高表达，这可能有助于保护正常腺体组织免受热损伤。

　　［关键词］　射频消融；热休克蛋白７０；甲状腺结节；免疫组织化学染色
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　　经皮热消融治疗甲状腺结节具有定位精准、创

伤轻微、灭活彻底、保护甲状腺功能、避免颈部瘢痕

等优点，日渐受到关注。在普及应用过程中，人们最

为担心的是消融对正常甲状腺组织以及毗邻的颈部

结构的损伤，对此“液体隔离带法”等人工措施具有

一定的辅助作用，而机体自身的损伤保护机制在其
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中是否发挥作用以及如何发挥作用值得探讨。热休

克蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ）是机体受到热等

刺激时自主产生的一种蛋白，研究发现它对刺激具

有主动保护与修复作用。文献报道 ＨＳＰ７０在甲状

腺肿瘤内表达增强［１］，但目前缺乏其在甲状腺结节

热消融过程中表达变化的研究。因此，本研究通过

对比热消融前后甲状腺结节 ＨＳＰ７０表达的变化，探

讨ＨＳＰ７０在甲状腺结节与结周组织内的表达程度，

分析其变化规律及潜在的意义。

１　资料和方法

１．１　一般资料　２０１３年９月至２０１４年２月，第二军

医大学长征医院行超声引导下射频消融治疗甲状腺

结节的患者中选取５０例单枚实性结节患者，术前穿

刺活检均诊断为良性结节（其中滤泡性腺瘤３２例，结

节性甲状腺肿１８例）。男性１０例，女性４０例，年龄

２７～５７岁，中位年龄４０岁。本研究通过长征医院医

学伦理委员会审核，所有患者均签署知情同意书。结

节纳入标准：（１）最大径１．５～２ｃｍ的全实性结节，既

满足单次消融即可覆盖整个结节，又便于穿刺活检取

材能够成功。（２）结节外甲状腺组织无弥漫性疾病，

以避免基础疾病因素导致的ＨＳＰ７０表达异常。

１．２　主要仪器及设备　超声仪为ＳｉｅｍｅｎｓＳｅｑｕｏｉａ

５１２，探头频率７～１４ＭＨｚ。射频消融仪采用ＶＩＶＡ

ＲＦ射频发生仪（ＶＲＳ０１，ＳＴＡＲｍｅｄＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｋｏｒｅ

ａ）。射频消融电极针为Ｓｔａｒｍｅｄ１８０７ｓ１０Ｆ型（外径１８

Ｇ，针尖工作段长１０ｍｍ）。组织学活检针使用１６Ｇ

ＨＳ切割式活检针（Ｐｒｅｓｉａ，Ｉｔａｌｙ）。

１．３　设定感兴趣区域　由于热消融治疗时温度从

针道中央向边缘处呈梯度性递减趋势［２］，推测受到

不同热量的影响，ＨＳＰ７０的表达从针道中央向边缘

处也可能呈现梯度性改变。另外结节外一定区域正

常腺体可能受到热刺激促使 ＨＳＰ７０表达并对周边

正常组织产生影响。因此，为了研究结节内不同区

域以及结节外邻近区域组织内的 ＨＳＰ７０表达水平，

本研究对每个结节设定３个感兴趣区域，即：（１）中

央区为消融针道及其邻近组织；（２）边缘区为结节包

膜或边界内侧３ｍｍ区域的结节组织；（３）过渡区为

结节包膜或边界外５ｍｍ的正常甲状腺组织。

１．４　消融方法　术前超声扫查甲状腺结节，了解其位

置、边界、形态、内部回声，并进行彩色多普勒检查及超

声造影，了解其血供情况。取颈部过伸位，常规消毒铺

巾，用２％利多卡因局麻皮肤穿刺点，并使用２％利多卡

因５ｍＬ＋生理盐水１５ｍＬ为隔离液保护气管、颈总动

脉及喉返神经，然后用Ｓｔａｒｍｅｄ１８０７ｓ１０Ｆ射频电极针

对甲状腺结节进行多点多平面消融。消融功率３５～

４５Ｗ。术后超声造影提示消融区灌注均完全消失。

１．５　病理取材与染色　射频消融术前及术后即刻

分别使用１６ＧＨＳ切割式活检针分别对结节中央

区、边缘区及过渡区进行穿刺取材，取得组织学标本

均经４％甲醛固定。通过免疫组织化学染色方法

ＥｎＶｉｓｉｏｎ两步法标记，试剂使用兔抗人 ＨＳＰ７０多克

隆抗体（针对 ＨＳＰ７０的所有成员）按１∶１００稀释。

１．６　病理图像判读　每张免疫组化切片随机选择３

个不同的视野（×２００）观察，并判读阳性表达强度和

阳性率。采用半定量法计算 ＨＳＰ７０的染色结果评

分，即染色强度得分与阳性细胞数百分比得分之和。

染色强度评分采用大多数细胞的染色程度减去背景

染色程度：无着色记０分，淡黄色或轻微黄色记１

分，深黄或棕黄色记２分，棕褐色或黑褐色记３分。

阳性细胞百分比即每张免疫组化切片选择５个不同

的视野（×４００）观察，每个视野计数１００个细胞中的

阳性细胞数，计算阳性细胞平均数：０～５％评为０

分，６％～２５％评为１分，２６％～５０％评为２分，

５１％～７５％评为３分，＞７５％评为４分。总评分为

染色强度得分与阳性细胞百分比得分之和：无表达

（－）为＜２分，弱表达（±）为２～３分，中等表达

（＋）为４～５分，高表达（）为６～７分。无表达和

弱表达归为阴性组，中等表达和高表达归为阳性组。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据分

析处理，两组间率的比较使用四格表资料的χ
２ 检

验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨＳＰ７０的表达　免疫组织化学染色结果表明：

ＨＳＰ７０阳性主要定位于甲状腺滤泡上皮细胞的胞

质，少量在胞核，颜色呈黄色至褐色。５０例甲状腺良

性实性结节中，ＨＳＰ７０于热消融前、后均存在不同程

度的表达，多数消融后标本表现为过渡区呈高表达，

中央区及边缘区中等程度表达（图１）。另外，部分标

本滤泡腔内出现阳性染色，是由于滤泡腔内的胶质

含有ＨＳＰ７０所致，不纳入阳性细胞的计分。
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图１　热消融后甲状腺滤泡性腺瘤不同区域犎犛犘７０表达

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犎犛犘７０犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲犵犻狅狀狊狅犳狋犺狔狉狅犻犱犪犱犲狀狅犿犪狊犺狅狉狋犾狔犪犳狋犲狉犪犫犾犪狋犻狅狀

Ａ：ＭｏｄｅｒａｔｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｉｎｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｒｅｇｉｏｎ；Ｂ：ＭｏｄｅｒａｔｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｉｎｔｈｅｍａｒｇｉｎａｌｒｅｇｉｏｎ；Ｃ：Ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｒｅｇｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ），×２００（Ｂ，Ｃ）

２．２　热消融与ＨＳＰ７０的表达相关性　甲状腺良性

结节中央区热消融前后ＨＳＰ７０表达比较，差异无统

计学意义；边缘区热消融前后 ＨＳＰ７０表达比较，差

异无统计学意义；过渡区热消融前后 ＨＳＰ７０表达比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），热消融后过渡区

ＨＳＰ７０的表达强于消融前（表１）。

表１　热消融前、后甲状腺良性结节相同区域犎犛犘７０的表达

犜犪犫１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犎犛犘７０犻狀狋犺犲狊犪犿犲狉犲犵犻狅狀狊狅犳犫犲狀犻犵狀狋犺狔狉狅犻犱狀狅犱狌犾犲狊犫犲犳狅狉犲犪狀犱犪犳狋犲狉狋犺犲狉犿犪犾犪犫犾犪狋犻狅狀

Ｇｒｏｕｐ Ｎ
Ｂｅｆｏｒｅａｂｌａｔｉｏｎ

－ ± ＋  Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ

Ａｆｔｅｒａｂｌａｔｉｏｎ

－ ± ＋  Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ
χ
２ 犘

ＣＲ ５０ ７ １８ ２４ １ ５０％ ０ ２７ ２１ ２ ４６％ ０．１６０ ０．６８９

ＭＲ ５０ １５ １３ １８ ４ ４４％ ０ ２３ ２０ ７ ５４％ １．０００ ０．３１７

ＴＲ ５０ １８ ２６ ３ ３ １２％ ０ ７ ８ ３５ ８６％ ５４．７８２ ０．０００

ＣＲ：Ｃｅｎｔｒａｌｒｅｇｉｏｎ；ＭＲ：Ｍａｒｇｉｎａｌｒｅｇｉｏｎ；ＴＲ：Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｒｅｇｉｏｎ

２．３　热消融后ＨＳＰ７０表达的区域性分布　结果表

明：热消融后，对中央区、边缘区、过渡区３个区域

ＨＳＰ７０表达进行两两比较，发现过渡区 ＨＳＰ７０表

达阳性率分别高于中央区和边缘区，且差异具有统

计学意义（犘＝０．０００、０．０００），但中央区与边缘区

ＨＳＰ７０阳性率差异无统计学意义（犘＝０．４２４）。

３　讨　论

３．１　热消融治疗效果的评估　超声引导下热消融

治疗目前已经应用于肝脏、胰腺、肺、甲状腺、甲状旁

腺、乳腺、颌下腺、淋巴结等部位的良恶性肿瘤［３１０］。

其原理是在超声引导下将消融针刺入肿瘤内部，通

过射频、微波等方法产生热量，快速使肿瘤组织发生

凝固、坏死，具有定位精准、易处理多发病灶、微创、

皮肤无瘢痕等优点。热消融对甲状腺结节治疗效果

的评估应包括对病灶组织的治疗作用以及对周边正

常组织的影响两方面。以往的研究多注重于热消融

对结节的灭活，而对于周边正常组织抵抗热消融损

伤的研究目前仅在肝脏方面见到了一些报道，认为

热消融后肝脏肿瘤周边的肝组织出现 ＨＳＰ表达明

显增加［４］。甲状腺是人体重要内分泌器官，其周围

毗邻血管、气管、神经及甲状旁腺等重要部位，如果

对结节周边的正常腺体组织和周围正常结构不能很

好地保护，会导致声音改变、臂丛神经损伤、肿瘤破

裂和永久性甲状腺功能减退、血肿、皮肤烧伤和呕吐

等并发症的发生［１１］。甲状腺结节热消融治疗的主

要目标，是精准、快速灭活病灶组织的同时，尽可能

地保护结节周边正常组织，两者缺一不可。国内有

研究率先提出“液体隔离带”法［７］，很好地保护了甲

状腺周围正常结构，然而对甲状腺内的正常腺体组

织却尚未有报道探讨其保护方法。本研究选用

ＨＳＰ７０作为一项指标，基于它是应用较多的用于评
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价热损伤保护的一种蛋白，有重要的生物学功能，同

时实验室也有较成熟的手段进行检测。

３．２　ＨＳＰ７０的生物学特性　热休克蛋白家族

（ＨＳＰｓ）是一组独特的应激蛋白，广泛存在于原核和

真核细胞内，在遇到热、缺氧及化学等因素时产

生［１２］。热休克蛋白作为一种分子伴侣蛋白，作用于

蛋白质的转运、组装和肽链的正确折叠，起到细胞保

护作用，并且最终影响细胞的生存［１３］。近年来也有

报道表明热休克蛋白与细胞凋亡相关［１４］。其中

ＨＳＰ７０是热休克家族中研究最深入、也是最为重要

的一员，除了具有 ＨＳＰｓ的共同作用，还有多种生物

学功能，包括参与调节免疫、减轻炎症反应等，并且

与病毒感染、特异性和非特异性抗肿瘤免疫也有一

定关系［１５１７］。在正常生理状态下 ＨＳＰ７０表达量很

少，遇到各种理化刺激后能显著诱导其表达，使其细

胞内含量迅速增加，对细胞起到保护作用。此外，肿

瘤本身也可以作为一种刺激因素使 ＨＳＰ７０表达增

加，在良恶性肿瘤中 ＨＳＰ７０的表达也有不同
［１８］。

甲状腺滤泡上皮细胞内和滤泡腔内均存在 ＨＳＰ７０，

滤泡腔内的 ＨＳＰ７０同样是在滤泡上皮细胞内合成，

通过胞吐方式释放到细胞外。

３．３　热消融对甲状腺良性结节 ＨＳＰ７０表达的影

响　在热消融过程中热从针道向周边呈递减性的分

布传播，因此针道周围的温度最高，而且是最先受到

热刺激的区域。理论上该区域滤泡上皮细胞内的

ＨＳＰ７０的增量表达最早，随着时间的推移边缘区和

过渡区才逐渐出现相应的增量表达，而且中央区也

应该表达程度最强。但是本研究结果表明，中央区

和边缘区 ＨＳＰ７０的表达与消融前相比，并无明显增

强。笔者分析认为是由于射频热量生成过快、强度

过于强烈，导致 ＨＳＰ７０尚未合成，细胞便已凝固变

性，丧失了产生 ＨＳＰ的能力。过渡区是指病灶周围

一定范围内的相对正常组织，存在于消融区域之外，

因受热量梯度性衰减的影响，此区域内热量级别尚

不至导致甲状腺滤泡上皮发生热变性坏死，因此细

胞仍保持活力；恰恰是由于受到适度的热刺激，该区

域 ＨＳＰ７０的表达明显强于消融前，表现出了正常组

织对抗热损伤的自我保护作用，并进而证明了热消

融治疗在消融范围内发挥了治疗作用，而在消融热

场范围以外，正常组织对热损伤存在自我保护，可以

认为过渡区滤泡上皮细胞内 ＨＳＰ７０显著增量表达

是甲状腺结节热消融治疗过程中正常组织自我保护

的机制之一。

３．４　甲状腺良性结节经皮热消融治疗后 ＨＳＰ７０表

达的空间分布规律　我们在研究微波消融区温度分

布规律时发现，消融区温度由中心向边缘处呈梯度

性衰减［２］，射频消融与微波消融的热场分布高度相

似，随着温度由消融针道向边缘区梯度性递减，组织

热变性的程度也呈递减变化。因此，我们推测甲状

腺组织内ＨＳＰ７０的表达也存在着递减的特点。但

是观察结果显示，中央区与边缘区 ＨＳＰ７０的表达并

无明显改变，而且均低于过渡区的 ＨＳＰ７０表达强

度，中央区和边缘区之间亦无明显差异。这可能是

中央区受热过快、过强，边缘区温度明显高于过渡区

的缘故。不同区域 ＨＳＰ７０表达的结果，尽管没有显

现出梯度性递减的趋势，但是反证了射频消融升温

快速、强烈、对称的特点。

本研究初步探讨了 ＨＳＰ７０在甲状腺结节热消

融前后的表达，发现了一些有价值的现象，并初步推

测 ＨＳＰ７０的表达与甲状腺结节热消融后正常组织

的自我保护有较为密切的关系。研究中我们也发现

在甲状腺滤泡腔胶质中也存在 ＨＳＰ７０阳性表达，而

且存在较为明显的个体差异，为减少细胞外 ＨＳＰ对

判读结果的影响，暂未将其列入计分范围，但是其与

甲状腺热消融之间的关联应得到进一步的探讨。
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