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基础研究

完全冷冻消融术与部分冷冻消融术对肺腺癌小鼠远端肿瘤免

疫微环境的影响

张硕 1,2,3，赵晓雨 3，刘露 3，谭周力 1,2,3，刘梦 3，王雪 3，陈旭昕 4，丁毅伟 3，陈韦 3,4，张春阳 3,4*，韩志海 1,2,3,4*

1安徽医科大学海军临床学院，安徽合肥 230032；2安徽医科大学第五临床医学院，安徽合肥 230032；3解放军总医

院第六医学中心呼吸与危重症医学科，北京 100048；4解放军总医院第八医学中心呼吸与危重症学部，北京 100091

[中图分类号] R734.2     [文献标志码] A    [DOI] 10.11855/j.issn.0577-7402.0362.2026.0609 

[声明] 本文所有作者声明无利益冲突

[引用本文] 张硕,赵晓雨,刘露等 .完全冷冻消融术与部分冷冻消融术对肺腺癌小鼠远端肿瘤免疫微环境的影响[J].解放军医学杂志,

DOI:10.11855/j.issn.0577-7402.0362.2026.0609.

[收稿日期] 2026-02-10    [录用日期] 2026-05-06    [上线日期] 2026-06-09

[摘要] 目的　比较完全冷冻消融(CA)与部分冷冻消融(ICA)治疗肺腺癌小鼠后远端肿瘤的免疫微环境变化。方法　

选取 60 只雌性 C57BL/6N 小鼠，双侧腹股沟皮下注射肺腺癌(LLC)细胞构建肺腺癌双侧荷瘤小鼠模型；待肿瘤体积达

75 mm3时将小鼠随机分为对照组、ICA组和CA组，每组20只。其中，ICA组小鼠接受单侧肿瘤 ICA治疗，消融时形成冰

球范围约为可视肿瘤体积的80%；CA组接受单侧肿瘤CA治疗，对照组不做治疗。术后观察小鼠生存期。采用HE染色观

察术后24 h肿瘤组织的病理变化。以手术时间为第1天，每隔3天测量小鼠未消融的远端肿瘤体积并绘制肿瘤生长曲线；

第10天称量小鼠体重、远端肿瘤重量，流式细胞术检测远端肿瘤组织中CD4+T细胞及CD8+T细胞数量；第14天取小鼠远

端肿瘤组织，采用RT-qPCR检测肿瘤坏死因子-α (TNF-α) 、γ干扰素 (IFN-γ)、凋亡相关因子(Fas)、Fas配体(FasL)、B细

胞淋巴瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bax) 及程序性死亡配体-1(PD-L1)的mRNA表达水平，ELISA试剂盒检测TNF-α、IFN-

γ蛋白含量，Western Blotting检测Bax、Bcl-2蛋白表达水平。结果　ICA术后小鼠肿瘤组织可见清晰的消融边界，消融区域

呈凝固性坏死，周围为残余肿瘤组织；CA术后肿瘤组织完全坏死。与对照组相比，ICA组和CA组小鼠体重差异无统计

学意义(P>0.05)，总生存期延长(P<0.05)；远端肿瘤生长受抑制，抗肿瘤免疫因子TNF-α、IFN-γ和促凋亡指标Bax、Fas、

FasL 的mRNA 和蛋白表达水平升高(P<0.05)，抑制凋亡指标Bcl-2的mRNA 和蛋白表达水平降低(P<0.0001)，CD4+T细胞、

CD8+T细胞均增多(P<0.05)，PD-L1 mRNA表达水平升高(P<0.01)。与 ICA组比较，CA组远端肿瘤组织中TNF-α、IFN-γ、
Bax、Fas 及 FasL 表达水平升高(P<0.05)，Bcl-2 表达水平降低(P<0.001)，CD4+T 细胞及 CD8+T 细胞数量增多(P<0.05)，PD-

L1 mRNA 表达水平差异无统计学意义(P>0.05)。结论　CA和 ICA治疗均可诱导激活肺腺癌小鼠远端肿瘤的抗肿瘤免疫，

且CA治疗更有利于重塑肿瘤免疫炎性微环境。
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[Abstract] Objective　 To compare changes in the immune microenvironment of distant tumors in mice with lung 

adenocarcinoma following complete cryoablation (CA) versus partial cryoablation (ICA). Methods　Sixty female C57BL/6N mice 

were selected and injected subcutaneously in both inguinal regions with lung adenocarcinoma (LLC) cells to establish a bilateral 

tumor-bearing mouse model. When tumor volume reached 75 mm³, the mice were randomly divided into control group, ICA group, 

and CA group, with 20 mice in each group. Mice in ICA group underwent unilateral tumor ICA treatment, with the ice ball formed 

during ablation covering approximately 80% of the visible tumor volume; mice in CA group underwent unilateral tumor CA treatment, 

while control group received no treatment. Postoperative survival of mice was monitored. Pathological changes in tumor tissue were 

observed via HE staining 24 hours post-surgery. With the day of surgery designated as day 1, tumor volume on the non-ablated side 

was measured every 3 days and tumor growth curves were plotted; On day 10, mouse body weight and the weight of the distal tumor 

tissue (not treated with ablation) were measured. RT-qPCR was used to detect the mRNA expression levels of tumor necrosis factor-α 

(TNF-α), interferon-γ (IFN-γ), apoptosis-related factor (Fas), Fas ligand (FasL), B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), Bcl-2-related X protein 

(Bax), and programmed death ligand-1 (PD-L1) in the distal tumor tissue; ELISA kits were used to detect TNF-α and IFN-γ protein 

levels; Western blotting was used to detect Bax and Bcl-2 protein expression levels; and flow cytometry was used to determine the 

number of CD4+ T cells and CD8+ T cells. Results　In mice treated with ICA, tumor tissues exhibited a distinct ablation margin post-

surgery, with the ablated area showing coagulative necrosis and residual tumor tissue surrounding it; in mice treated with CA, tumor 

tissues were completely necrotic. Compared with control group, mice in ICA and CA groups showed no statistically significant 

difference in body weight (P>0.05), but overall survival prolonged (P<0.05); distant tumor growth inhibited, and mRNA and protein 

expression levels of the antitumor immune factors TNF-α and IFN-γ, as well as the pro-apoptotic markers Bax, Fas, and FasL elevated 

(P<0.05), while mRNA and protein expression levels of anti-apoptotic marker Bcl-2 decreased (P<0.0001); both CD4+ T cells and 

CD8+ T cells increased (P<0.05), and PD-L1 mRNA expression levels elevated (P<0.01). Compared with ICA group, mice in CA 

group showed elevated expression levels of TNF-α, IFN-γ, Bax, Fas, and FasL in distant tumor tissue (P<0.05), Bcl-2 expression was 

reduced (P<0.001), the number of CD4+ T cells and CD8+ T cells increased (P<0.05), and there was no statistically significant 

difference in PD-L1 mRNA expression levels (P>0.05). Conclusions　 Both CA and ICA treatments can induce and activate 

antitumor immunity in distant tumors of lung adenocarcinoma-bearing mice, and CA treatment is more effective in reshaping the 

tumor immune-inflammatory microenvironment. 
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肺癌居全球恶性肿瘤死亡原因的首位[1]。冷冻

消融术是一种精准微创术，其具备痛感轻、直接破

坏肿瘤病灶等优势，被广泛应用于肺癌的临床治疗。

对于难以手术的早期非小细胞肺癌 (non-small cell 
lung cancer，NSCLC)，经皮冷冻消融的局部控制率

可达 90% 以上，且并发症发生率较低；对于确诊时

已处于晚期或因心肺功能差而难以耐受手术的

NSCLC患者，冷冻消融治疗已成为延长生存期的重

要手段之一[2]。除了可直接破坏肿瘤病灶外，冷冻

消融也可诱导激活远隔效应。与射频或微波消融导

致蛋白质变性不同，冷冻消融引发的细胞坏死能更

完整地保留肿瘤相关抗原(tumor-associated antigens，
TAAs)，使其作为“原位疫苗”被释放至微环境中，

进而激活树突状细胞并诱导全身性的抗肿瘤免疫反

应[3]。研究显示，冷冻消融后释放的大量抗原能促

进机体产生 Th1 型免疫应答，抑制远处未治疗肿瘤

病灶的生长[2，4]。尽管多项研究报告了完全冷冻消

融(complete cryoablation，CA)的免疫激活作用，但在

临床实践中，受限于肿瘤体积过大或毗邻大血管等

因 素 ， 部 分 患 者 仅 能 接 受 “ 部 分 冷 冻 消 融 ”

(incomplete cryoablation，ICA)治疗。

近年研究显示，部分消融后残余肿瘤可能诱导

免疫抑制。 ICA 治疗后，小鼠肝癌的残余肿瘤内

CD206+ M2 型巨噬细胞显著增加，促进免疫抑制微

环境形成[5]；局部射频消融可诱导残余肿瘤中骨髓

源 性 抑 制 细 胞 (myeloid-derived suppressor cells，
MDSCs)聚集，加速肿瘤进展[6]。本课题组前期研究

也显示，ICA 治疗后残余肿瘤可能通过 P38/JNK 通

路促进肿瘤进展[7]。另有研究显示，ICA可诱导远处

肿瘤中CD8+ T细胞浸润和激活[8] 。目前尚未见CA与

ICA 治疗后远端肿瘤免疫浸润的对比研究。本研究

构建肺腺癌双侧荷瘤小鼠模型，探究CA与 ICA治疗

后远端肿瘤免疫微环境的差异，旨在为优化肿瘤冷

冻消融的相关治疗策略提供实验依据。
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1　材料与方法

1.1　细胞培养　小鼠 Lewis 肺腺癌细胞(LLC 细胞，

CL-0140，武汉普诺赛生命科技有限公司)，使用含

10% 胎牛血清的 DMEM 培养基培养，待细胞密度达

到约80%时按照1:3的比例传代，置于37 ℃、5%CO2

培养箱中培养，每2~3天更换一次培养基。

1.2　实验动物　60 只 6~8 周龄 SPF 级、健康雌性

C57BL/6N小鼠，购自北京唯尚立得生物科技有限公

司[实验动物生产许可证号：SCXK(京)2023-0004]。
所有小鼠均分笼饲养在 SPF 级动物房中，室温 22±
1 ℃，湿度40%~60%，12 h光照/12 h黑暗；可自由获

取标准饲料和饮水。本研究动物实验方案获解放军

总医院动物中心伦理委员会审批(2024-X20-83)。
1.3　实验动物分组及肺腺癌双侧荷瘤小鼠模型的构

建　小鼠适应性喂养 1 周后，参照文献经典造模方

法构建Lewis肺腺癌双侧荷瘤小鼠模型[4,9-10]。于小鼠

双侧腹股沟区分别注射 LLC 细胞(1×106个/侧)，待

双侧腹股沟区可触及明显结节后，定期用游标卡尺

测量双侧肿瘤的长径(A)和短径(B)，并计算肿瘤体

积 [肿瘤体积=(A×B2)/2]。当小鼠双侧皮下肿瘤均自

然长出，双侧肿瘤基线体积均达到约 75 mm³，且小

鼠生理状态良好、无非特异性死亡，则认为造模成

功。造模成功的小鼠可纳入随机分组及后续实验。

将小鼠按随机数法分为对照组、部分冷冻消融

组(ICA 组)和完全冷冻消融组(CA 组)，每组 20 只。

术前腹腔注射 1% 戊巴比妥钠(40 mg/kg)麻醉，并用

碘伏消毒待消融侧肿瘤。冷冻消融术均使用相同的

设备和统一的双循环冻融程序。实行冷冻消融术时，

使用直径2 mm的冷冻探针，由肿瘤长轴穿入，针尖

置于肿瘤中心位置，氩气工作压力设置为 3000 psi，
氦气的工作压力设置为2000 psi。通过预实验确定冻

融程序设置参数，ICA 组提前标记 80% 肿瘤体积时

肿瘤的长短径，以确保冰球形成范围不超过界限；

CA组以肉眼可见冰球范围覆盖整个肿瘤并略超出其

边缘，且肿瘤组织在冷冻过程中出现明显变硬及冻

结感。最终确定，ICA 组小鼠接受每个冷冻循环的

冻结时间为 10 s，复温时间为 60 s；CA 组小鼠接受

每个冷冻循环的冻结时间为 60 s，复温时间为 60 s。
以手术当天为第 1 天，第 14 天，对小鼠未接受冷冻

消融治疗的对侧远端肿瘤组织取材并置于-80℃冻

存，用于后续的各项指标检测。

1.4　试剂与仪器　

1.4.1　试剂　特级胎牛血清(10099141)，DMEM 培

养基(C11995500bt)，Hanks' 平衡盐溶液(14025092)，
胶原酶 IV(17104-019)(美国赛默飞世尔科技有限公

司)；戊巴比妥钠(P3761，Sigma，德国西格玛奥德里

奇贸易有限公司)；碘伏(MZL0319，利尔康，山东

利尔康医疗科技股份有限公司)；通用型组织固定液

(G1101)， 10×TBST 缓 冲 液 (G0004)， PBS 缓 冲 液

(G4202)(武汉赛维尔生物科技有限公司)；RNA Easy 
Fast 动物组织/细胞总 RNA 提取试剂盒(DP451，天

根，北京天根生化科技有限公司)；PrimeScriptTM RT 
Master Mix(RR036A)， TB Green Premix Ex Taq Ⅱ
(RR820A)(日本宝日医生物科技有限公司)；0.25%胰

酶细胞消化液(HXJ1031)，RIPA 裂解液(HX1862-1)，
5× 蛋白上样缓冲液 (HX1891)，电泳缓冲液 10×
(HX1896)，电转移缓冲液 10× (HX189)，Super ECL 
plus 超敏发光液(A+B 液)(HX1868)(北京华兴博创基

因技术有限公司)；M5 Prestained Plus Protein Ladder
(MF028-plus-01)，M5 蛋白酶抑制剂 Cocktail(MF182-
plus-01)(北京聚合美生物科技有限公司)；15%PAGE
胶简易制备试剂盒(D032203，阳光英锐，北京阳光

英锐生物科技有限公司)；BCA蛋白浓度测定试剂盒

(P0012)，QuickBlockTM Western 一抗稀释液(P0256)，
QuickBlockTM Western二抗稀释液(P0258)(上海碧云天

生物技术股份有限公司)；PVDF 膜(IPVH00010，德

国默克密理博有限公司)； 1 分钟 WB 膜再生液

(C230501，北京阳光英锐生物科技有限公司)；
β -actin 鼠源单克隆抗体(HX1827，北京华兴博创基

因技术有限公司)；B 细胞淋巴瘤-2 (Bcl-2)兔源单克

隆抗体(ab182858)(英国艾博抗贸易有限公司)；Bcl-2
相关 X 蛋白 (Bax)兔源多克隆抗体(50599-2-Ig)(武汉

三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司)； 脱 氧 核 糖 核 酸 酶 Ⅰ

(1121MG010，德国 neoFroxx GmbH 公司)；70um 细

胞过滤器(15-1070，山东巴罗克生物科技股份有限公

司)；FITC 标记的抗小鼠 CD3 抗体(100203)，PerCP
标记的抗小鼠CD45抗体(103129)，PE/Cyanine7标记

的抗小鼠 CD4 抗体(116015)，APC/Cyanine7 标记的

抗小鼠CD8a抗体(100713)(美国BIOLEGEND生物科

技有限公司)；小鼠γ干扰素(IFN-γ) ELISA Kit(E-EL-
M0048)，小鼠肿瘤坏死因子-α (TNF-α) ELISA Kit(E-
EL-M3063)(武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司)。
1.4.2　仪器　石蜡切片机 (PM-24)，组织摊片机

(SWE-JK5)， 数 字 病 理 切 片 扫 描 仪 (LG-FS80，
Servicebio，武汉赛维尔生物科技有限公司)；FACS 
CANTO Ⅱ流式细胞仪(Becton Dickinson， 美国贝克

顿-迪金森公司)；Applied BiosystemsTM QuantstudioTM 
3&5 实时定量 PCR 仪 (美国赛默飞世尔科技有限

公司)。
1.5　小鼠远端肿瘤体积的测量　以小鼠接受冷冻消

融手术为第1天，于第1、4、7、10天用游标卡尺测

量小鼠消融对侧肿瘤的长径(A)和短径(B)，并计算

肿瘤体积 [肿瘤体积=(A×B2)/2]。根据各时间点的肿
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瘤体积绘制肿瘤生长曲线，对比各组远端肿瘤增长

趋势，并对第10天的各组肿瘤体积进行比较。

1.6　小鼠生存期分析　以小鼠接受冷冻消融手术为

第1天，记录各组小鼠生存情况(n=10)。当小鼠自然

死亡或肿瘤体积达到 2000 mm3时，实验终止。根据

所得数据绘制Kaplan-Meier曲线并进行统计分析。

1.7　HE 染色观察冷冻消融术后的肿瘤组织坏死情

况　在冷冻消融术后 24 h，处死小鼠。对照组小鼠

任一侧肿瘤组织获取样本，ICA组和CA组小鼠则对

接受消融侧的肿瘤组织取材。剥离后的肿瘤置于组

织固定液中固定>24 h。将固定好的肿瘤组织依次放

入75%乙醇(1 h)、95%乙醇(1 h)、无水乙醇(1 h)。再

用二甲苯脱水透明后，肿瘤组织置于包埋槽内，通

过石蜡包埋制成蜡块。使用切片机将蜡块切成 4 μm
厚的连续切片。将切片置于摊片机恒温水域中展开，

组织切片粘贴于载玻片上后，65 ℃烤箱烘烤1 h。然

后将载玻片放入二甲苯中脱蜡，再依次放入无水乙

醇(5 min)、95%乙醇(5 min)、75%乙醇(5 min)及蒸馏

水(2 min)。将制得的切片先后用苏木精染色液和伊

红染色液染色，以显示细胞核和细胞质的结构。再

依次用不同浓度的乙醇脱水和二甲苯透明。在组织

中央滴加适量的中性树脂，盖上盖玻片，封片。光

学显微镜下观察肿瘤组织的形态学特征，并通过数

字病理切片扫描仪获得扫描结果图。

1.8　ELISA 检测远端肿瘤组织中 TNF-α和 IFN-γ水
平　取用-80 ℃冻存的肿瘤组织，加入RIPA 裂解液

和蛋白酶抑制剂(100:1)混合液后在冰上裂解 10 min。
加入研磨珠并使用组织研磨仪研磨1~2 min获得待测

组织匀浆。根据说明书使用各 ELISA 试剂盒检测各

组TNF-α和 IFN-γ的浓度。

1.9　RT-qPCR 检测远端肿瘤组织中 TNF-α、IFN-γ、
Bax、Bcl-2、凋亡相关因子 (Fas)、Fas 配体(FasL)和
程序性死亡配体-1 (PD-L1)的mRNA表达水平　取用

―80℃冻存的肿瘤组织，使用动物组织/细胞总RNA
提取试剂盒提取总RNA，使用反转录试剂盒将RNA
反转录为 cDNA，再使用 qRT-PCR 试剂盒配制成体

系后上机扩增。引物序列：GAPDH，上游 5'-TCAC
CATCTTCCAGGAGCG-3'，下游 5’-AAGCAGTTGG
TGGTGCAGG-3'；TNF-α，上游 5'-GATTATGGCTC
AGGGTCCAA-3'，下游 5'-GCTCCAGTGAATTCGGA
AAG-3'； IFN-γ，上游 5'-ATGAACGCTACACACTGC
ATC-3'，下游 5'-CCATCCTTTTGCCAGTTCCTC-3'；
Bax，上游 5'-TGCTGATGGCAACTTCAACTG-3'，下

游 5'-AAGTCCAGTGTCCAGCCCAT-3'；Bcl-2，上游

5'-CCTGTGGATGACTGAGTACCTG-3'，下游 5'-AGC
CAGGAGAAATCAAACAGAGG-3'；Fas，上游 5'-CTG
CGATTCTCCTGGCTGTGAA-3'，下游 5'-CAACAAC

CATAGGCGATTTCTGG-3'；FasL，上游 5'-GTTTTT
CCCTGTCCATCTTGTG-3'，下游 5'-TCTTCTTTAG
AGGGGTCAGTGG-3'；PD-L1，上游5'-GCTCCAAAG
GACTTGTACGTG-3'，下游 5'-TGATCTGAAGGGCA
GCATTTC-3'。引物序列均由生工生物工程(上海)股
份有限公司合成。以 GAPDH 为内参基因，采用

2-ΔΔCt法计算其他目的基因的相对表达量。

1.10　Western blotting检测远端肿瘤组织中Bax和Bcl-
2 的表达水平　取用―80℃冻存的肿瘤组织，加入

RIPA裂解液和蛋白酶抑制剂(100:1)混合液、研磨珠

后，使用组织研磨仪研磨 1~2 min。4 ℃，12 000 r/
min 离心 15 min，保留上清液。取部分上清液使用

BCA 试剂盒测定蛋白浓度。剩余上清液加入上样缓

冲液后金属浴(预热至 98 ℃)15 min。配制分离胶及

浓缩胶后上样、电泳，然后将蛋白通过电转步骤转

移至 PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶封闭 2 h，TBST 洗 3
次，每次 10 min。裁剪膜后分别加β-actin抗体(稀释

比 1:10000)和 Bax 抗体(稀释比 1:1000)，4 ℃孵育过

夜，TBST洗3次，每次10 min；分别使用驴抗鼠 IgG
(稀释比 1:10000)和山羊抗兔(稀释比 1:10000)于室温

孵育 2 h，TBST 洗 3 次，每次 10 min。以 1:1 比例混

合发光液A液和B液，使其覆盖PVDF膜表面后使用

曝光仪对条带显影，采用 Image J软件对条带进行灰

度值分析。

1.11　流式细胞术检测远端肿瘤组织中 CD4+ 和

CD8+ T细胞数量　第 10天处死小鼠后，立即取材肿

瘤组织，置于含有胶原酶和 DNA 酶的 HBSS 缓冲液

中，将肿瘤组织剪碎，37℃水浴加热下消化 45 min。
使用 70 μm 细胞过滤器过滤出消化后的组织获得单

细胞悬液。离心弃去单细胞悬液的上清，染色缓冲

液重悬细胞。先将相同体积的细胞混悬液分别加入

试管，再加入以下荧光标记抗体：FITC标记的抗小

鼠 CD3 抗体，PerCP 标记的抗小鼠 CD45 抗体，PE/
Cyanine7 标记的抗小鼠 CD4 抗体，APC/Cyanine7 标

记的抗小鼠 CD8a 抗体；混合均匀后 4℃避光孵育

30 min。使用PBS溶液洗涤 3次，采用流式细胞仪对

标记的细胞分析。收集数据并采用 FlowJo 软件进行

处理和分析。

1.12　统计学处理　采用GraphPad Prism软件进行统

计分析并作图。计量资料均符合正态分布，以 x̄±s表
示，小鼠远端肿瘤的生长曲线采用双因素方差分析，

小鼠 Kaplan-Meier 生存曲线使用 log-rank 检验进行统

计分析；其余的多组间比较均采用单因素方差分析，

进一步两两组间比较采用LSD-t检验。P<0.05为差异

有统计学意义。
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2　结　　果

2.1　CA和 ICA后肿瘤组织的HE染色结果　HE染色

结果显示，未消融小鼠肿瘤组织结构完整，形态正

常；CA后小鼠肿瘤组织表现为凝固性坏死，细胞核

碎裂；ICA 后小鼠肿瘤组织可见清晰的消融边界，

消融区域呈凝固性坏死，周围为残余肿瘤组

织(图1)。

2.2　CA和 ICA治疗对小鼠体重、远端肿瘤体积及生

存期的影响　冷冻消融术后第 10天，各组小鼠体重

差异无统计学意义(F=0.3036，P>0.05)(图 2A)；肿瘤

大体图和肿瘤生长曲线显示，与对照组相比，CA和

ICA组小鼠远端肿瘤生长受抑制，其中CA组小鼠远

处肿瘤体积缩小更明显(图 2B-C)。与对照组相比，

ICA 组和 CA 组小鼠生存期均明显延长(P<0.05、P<
0.001)；与 ICA 组相比，CA 组小鼠生存期明显延长

(P<0.05，图2D)。

2.3　CA和 ICA治疗对小鼠远端肿瘤组织中抗肿瘤免

疫细胞因子的影响　RT-qPCR 检测结果显示，与对

照组相比，ICA组和CA组小鼠远端肿瘤组织中TNF-
α和 IFN-γ的 mRNA 相对表达水平均明显升高(P<
0.01、P<0.001或P<0.0001)；与 ICA组相比，CA组小

鼠远端肿瘤组织中 TNF-α和 IFN-γ的 mRNA 相对表

达水平明显升高(P<0.01 或 P<0.0001，图 3)。ELISA
检测结果显示，与对照组相比，ICA组和CA组小鼠

远端肿瘤组织中 TNF-α和 IFN-γ表达水平均明显升

高(P<0.01 或 P<0.0001)；与 ICA 组相比，CA 组小鼠

远端肿瘤组织中 TNF-α和 IFN-γ表达水平明显升高

(P<0.001或P<0.0001，图3)。

图1　未消融、ICA后和CA后的小鼠肺腺癌组织(HE染色)
Fig.1　Mouse lung adenocarcinoma tissue in control group, ICA group, and CA group (HE Staining)

ICA. 部分冷冻消融；CA. 完全冷冻消融

图2　各组肺腺癌小鼠的体重、生存期、远端肿瘤体积与生长曲线及生存期(n=5)
Fig.2　The body weights, survival curves, distant tumor volumes and growth curves, and survival period of lung adenocarcinoma-bearing 
mice in each group (n=5)

A. 小鼠体重比较(n=5)；B. 未经消融治疗的远端肿瘤组织大体图(n=5)；C. 未经消融治疗的远端肿瘤生长曲线(n=5)；D. 小鼠Kaplan-

Meier生存曲线(n=10)。*P<0.05，***P<0.001，****P<0.0001。ICA. 部分冷冻消融；CA. 完全冷冻消融
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2.4　CA和 ICA治疗对小鼠远端肿瘤组织细胞凋亡相

关指标的影响　RT-qPCR 检测结果显示，与对照组

相比，ICA组和CA组小鼠远端肿瘤组织中促凋亡指

标 Bax、Fas 和 FasL 的 mRNA 相对表达水平明显升高

(P<0.0001)，Bcl-2 mRNA 相对表达水平明显降低(P<
0.0001)；与 ICA组相比，CA组小鼠远端肿瘤组织中

Bax、Fas和FasL的mRNA相对表达水平明显升高(P<
0.01 或 P<0.0001)，Bcl-2 mRNA 相对表达水平明显降

低(P<0.001，图4A)。

Western blotting 检测结果示，与对照组相比，

ICA 组和 CA 组小鼠远端肿瘤组织中促凋亡蛋白 Bax
相对表达水平明显升高(P<0.01 或 P<0.0001)，CA 组

小鼠远端肿瘤组织中抑制凋亡蛋白Bcl-2 相对表达水

平明显降低(P<0.0001)，ICA组Bcl-2 相对表达水平差

异无统计学意义(P>0.05)；与 ICA 组相比，CA 组小

鼠远端肿瘤组织中 Bax 相对表达水平明显升高(P<
0.05)， Bcl-2 相 对 表 达 水 平 明 显 降 低 (P<0.0001，
图4B)。
2.5　CA 和 ICA 治疗对小鼠远端肿瘤组织中 CD4+ T
细胞、CD8+ T 细胞的影响　流式细胞术检测显示，

与对照组相比，ICA组和CA组小鼠远端肿瘤组织中

CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞均明显增多(P<0.05、P<
0.01 或 P<0.001)；与 ICA 组相比，CA 组小鼠远端肿

瘤组织中CD4+ T细胞、CD8+T细胞明显增多(P<0.05
或P<0.01，图5)。
2.6　CA 和 ICA 治疗对小鼠远端肿瘤组织中 PD-L1 
mRNA 水平的影响　RT-qPCR 检测结果示，与对照

组相比，ICA 组和 CA 组小鼠远端肿瘤组织中 PD-L1 
mRNA相对表达水平均明显升高(P<0.01)；与 ICA组

相比，CA组小鼠远端肿瘤组织中PD-L1 mRNA 相对

表达水平差异无统计学意义(P>0.05，图6)。

3　讨　　论

本研究对比CA与 ICA治疗对肺腺癌荷瘤小鼠远

端肿瘤的的影响，结果显示，两种消融方式均能激

发不同程度的“远隔效应”，抑制远处肿瘤生长并延

长荷瘤小鼠生存期；且CA在诱导小鼠全身抗肿瘤免

疫反应、促进肿瘤细胞凋亡，以及增加远处病灶中

细胞毒性T淋巴细胞浸润方面，均优于 ICA；此外，

两种消融方式后远端肿瘤组织中 PD-L1 均表达代偿

性上调。这提示冷冻消融诱导的免疫激活可引起负

反馈调节，可为“冷冻消融联合免疫治疗”的临床

策略提供实验依据。

消融治疗的核心原理为通过物理手段(高温或冷

冻)诱导肿瘤组织发生不可逆的凝固性坏死[11]。在肿

瘤治疗领域，影像引导下的消融治疗方案因其微创

图3　肺腺癌小鼠冷冻消融术后远端肿瘤中TNF-α、IFN-γ的mRNA和蛋白表达水平(n=4)
Fig. 3　 Expression of mRNA and protein of TNF- α and IFN- γ in the distant tumors of lung adenocarcinoma-bearing mice after 
cryoablation (n=4)

**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001。ICA. 部分冷冻消融；CA. 完全冷冻消融；TNF-α. 肿瘤坏死因子-α；IFN-γ. γ干扰素
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和精准的特点，已成为难以耐受手术的实体肿瘤患

者的重要治疗选择[12]。对于肺癌患者，相较于放化

疗，局部消融可有效降低肿瘤负荷，同时有利于保

留肿瘤周围的正常肺组织功能[13]。

目前主要的肿瘤消融治疗包括射频消融、微波

消融和冷冻消融等。与射频消融和微波消融等热消

融技术相比，冷冻消融在肿瘤免疫治疗中具有独特

优势。热消融时高温使蛋白质变性，破坏了肿瘤抗

原的免疫原性；而冷冻消融通过“冻融循环”使细

胞膜破裂并释放出包括TAAs的胞内物，可较好地保

持TAAs的天然构象，有利于促进树突状细胞的摄取

与提呈，诱导全身肿瘤特异性免疫反应，抑制远处

肿瘤生长，即产生“远隔效应”[11,14]。此外，在CT
影像下，冷冻消融过程中形成的“冰球”边界清晰，

便于精准控制消融范围；而且冷冻对肺部及其他组

织的胶原基质损伤较小，用于肺癌治疗的安全性

较高[15-16]。

理想情况下，消融治疗后的肿瘤应完全坏死；

但实际治疗中，很可能出现残余的肿瘤组织。例如，

当肿瘤周围存在直径>3 mm 的血管，流动的血液会

图4　肺腺癌小鼠冷冻消融术后远端肿瘤中凋亡相关指标水平(n=4)
Fig.4　Apoptosis-related indicators in the distant tumors of lung adenocarcinoma-bearing mice after cryoablation (n=4)

A. Bax、Bcl-2、Fas 和 FasL 的 mRNA 表达水平(RT-qPCR)；B. Bax 和 Bcl-2 蛋白表达水平(Western blotting)。*P<0.05，**P<0.01，***P<

0.001，****P<0.0001。ICA. 部分冷冻消融；CA. 完全冷冻消融；Bcl-2. B细胞淋巴瘤-2；Bax. Bcl-2相关X蛋白；Fas. 凋亡相关因子；FasL. Fas

配体

图5　肺腺癌小鼠冷冻消融术后远端肿瘤中CD4+ T细胞和CD8+ T细胞数量

Fig.5　CD4+  T cells and CD8+ T cells in the distant tumors of lung adenocarcinoma-bearing mice after cryoablation
*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。ICA. 部分冷冻消融；CA. 完全冷冻消融
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增加消融时紧邻血管区域肿瘤组织的热量，导致该

处肿瘤组织难以达到致细胞坏死的低温，即“热池

效应”[11]；由此导致的“过渡带”区域的肿瘤细胞

可能仅发生可逆性损伤，部分肿瘤细胞在复温后可

引起局部肿瘤复发。

目前关于部分消融对远处肿瘤影响的相关研究

较少。本研究显示，与对照组相比，CA和 ICA治疗

可不同程度地抑制远处肿瘤生长，延长肺腺癌小鼠

的生存期，且以CA诱导产生抗肿瘤免疫反应的作用

更为显著。该结果提示，ICA 后虽释放TAAs，但可

能由于残余肿瘤组织常处于缺氧状态，招募M2型巨

噬细胞和 MDSCs 导致抗原提呈的效率被削弱[5]；而

CA可彻底降低肿瘤负荷，避免形成免疫抑制，诱导

更强的全身抗肿瘤免疫。对于 ICA 治疗后远处肿瘤

的免疫微环境变化，Mauda-Havakuk等[17]使用旱獭构

建肝细胞癌模型发现，ICA 治疗后远端肿瘤中调节

性T细胞(regulatory cells，Tregs)数量增加。此外，本

课题组前期一项研究显示，CA治疗后小鼠远端肿瘤

中 MDSCs 数量减少，CA 治疗联合 PD-1 抑制剂可通

过 JAK2-STAT3-S100A8/A9轴抑制MDSCs的增殖和功

能，协同治疗远处肿瘤[10]。而 ICA 治疗后远端肿瘤

免疫微环境中MDSCs等免疫抑制细胞的数量和功能

变化，仍有进一步研究。

CD8+ T 细胞是抗肿瘤免疫中的主要效应细胞，

可识别并杀伤肿瘤细胞。CD4+ T 细胞不仅可促进

CD8+ T 细胞的激活、增殖和记忆形成[18-19]，也可直

接转化为具有细胞毒性的表型，通过MHC-Ⅱ类分子

识别并杀伤肿瘤[20] 。本研究的流式细胞术分析显

示，与对照组相比，ICA 和 CA 治疗后远处肿瘤中

CD4+和CD8+  T细胞浸润均增多，且CA组远处肿瘤

免疫细胞浸润程度高于 ICA 组；提示冷冻消融后的

残余肿瘤可能阻碍远处肿瘤中免疫细胞浸润。

CD4+  T 细胞和 CD8+  T 细胞浸润肿瘤后，两种

细胞可分泌抗肿瘤免疫细胞因子 IFN-γ和 TNF-
α[20-21]。本研究的RT-qPCR和ELISA结果均显示，与

对照组相比，ICA 组和 CA 组远端肿瘤组织中 IFN-γ
和TNF-α表达均升高，且CA组升高比 ICA组更为显

著；与上述流式结果一致。另有研究显示，在 IFN-γ
和 TNF-α的协同作用下，Fas/FasL 通路被激活，可

强效诱导肿瘤细胞凋亡[22]。本研究的 RT-qPCR 和

Western blot 检测结果显示，与对照组相比，ICA 组

远端肿瘤组织中促凋亡蛋白Bax、细胞凋亡相关因子

Fas 及其配体 FasL 表达升高，抑制凋亡蛋白 Bcl-2 表

达降低；而与 ICA组相比，CA组Bax、Fas和FasL表

达更高，Bcl-2表达更低。这提示远处肿瘤体积的缩

小可能是通过免疫因子介导的典型凋亡途径引起。

ICA组可能由于冷冻消融坏死区域受限，释放TAAs
载量少，引起免疫激活强度不足，从而无法维持炎

性微环境，导致诱导远处肿瘤发生凋亡的能力受限。

免疫激活的肿瘤微环境通常伴随 PD-L1 的高表

达。尽管本研究上述结果提示CA组的抗肿瘤效果优

于 ICA组，但是RT-qPCR检测显示，ICA组和CA组

远处肿瘤中 PD-L1 的 mRNA 表达水平相较于对照组

均明显升高，且两组差异无统计学意义；两组远处

肿瘤出现 PD-L1 表达升高可能是适应性免疫抵抗的

结果。有研究显示，肿瘤细胞受到 T 细胞和其分泌

的 IFN-γ攻击时，可反应性上调PD-L1的表达以逃避

T 细胞杀伤[23]。因此，虽然冷冻消融后可诱导远处

肿瘤中免疫细胞浸润，将“冷肿瘤”转变为“热肿

瘤”，但随之而来的PD-L1表达上调可能限制疗效的

持久性，这也可解释本研究中CA组也未能完全消除

远端肿瘤。此外，肿瘤细胞 PD-L1 表达上调可使其

对免疫治疗更敏感，可能是联合免疫治疗的契机[24]。

对于 PD-L1 高表达的癌症患者，使用免疫检查点抑

制剂可能增强抗肿瘤免疫效果。有研究显示，肿瘤

中 PD-L1 高度表达的患者对于抗 PD-L1 治疗的客观

缓解率显著高于低表达者[25]。以上结果提示，ICA
和CA可联合免疫治疗提升疗效。已有研究显示，冷

冻消融、射频消融等微创治疗技术可通过破坏肿瘤

组织，释放肿瘤抗原而激活机体免疫系统，与免疫

检查点抑制剂(ICI)联合应用时发挥协同抗肿瘤作

用[11,26]。本课题组的前期研究也显示，冷冻消融联

合PD-1抑制剂可协同抑制肺腺癌模型小鼠远处肿瘤

的生长，并诱导远端肿瘤中CD8+ T细胞浸润增多[4]。

虽然CA治疗可更有效地激活免疫反应，但在临

床实际操作中，受限于患者身体耐受情况、肿瘤体

积和位置等因素，有些患者仅能接受 ICA 治疗，此

时联合 ICI治疗有望提升抗肿瘤疗效，弥补部分消融

图 6　肺腺癌小鼠冷冻消融术后远端肿瘤组织中 PD-L1 
mRNA表达水平

Fig.6　Expression of PD-L1 mRNA in the distant tumors of lung 
adenocarcinoma-bearing mice after cryoablation

**P<0.01。PD-L1. 程序性死亡配体-1
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治疗的不足。Wehrenberg-Klee等[8]发现，对结肠癌荷

瘤小鼠单侧肿瘤进行 ICA 治疗后，消融后残余肿瘤

及远处肿瘤对 ICI 的反应均显著提高，ICA 联合 ICI
治疗组小鼠的生存率较 ICA 治疗组明显增长 。在肝

细胞癌模型小鼠中，部分射频消融联合 ICI治疗同样

显示出显著的协同抗肿瘤作用[27]。此外，一项二期

临床研究显示，在对PD-1耐药的转移性黑色素瘤患

者中，ICA 联合 PD-1 抑制剂治疗的客观缓解率为

23.5%，疾病控制率为 41%，提示了该联合治疗策略

的安全与可行性[28]。

本研究存在一定局限性。首先，仅使用 LLC 细

胞一种肿瘤细胞系构建荷瘤小鼠模型，后续研究可

使用多种肿瘤细胞系建模以验证结论的可靠性；其

次，本研究主要观察 ICA 和 CA 后小鼠远处肿瘤中

CD4+ T和CD8+ T细胞的变化，肿瘤微环境中的其他

细胞类型如肿瘤相关巨噬细胞、MDSCs、树突状细

胞等的变化尚待探究；此外，ICA 联合免疫治疗的

疗效及其相关作用机制仍需深入研究。

本研究发现，与 ICA相比，CA治疗可更有效地

重塑远处肿瘤的免疫微环境，体现为促进CD4+T细

胞、CD8+ T 细胞浸润及促炎症性细胞因子释放增

多；但消融后诱导的 PD-L1 反馈性上调提示，单纯

CA仍存在局限性。未来的策略应聚焦于在临床治疗

中尽量达到完全消融的基础上，联合抗PD-1/PD-L1
免疫治疗阻断这一负反馈回路，以期延长和放大远

隔效应，达到更好的抗肿瘤疗效。
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