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Abstract
AIM: To investigate the effects of argon-helium 
(Ar-He) cryoablation on cell apoptosis and T-cell 
immunity in rats subcutaneously implanted 
with breast cancer cells.

METHODS: Forty-five healthy male Sprague-
Dawley rats were randomly divided  into three 
groups: normal control group, cancer control 
group and cryoablation group. A xenograft rat 
model of breast cancer was established by sub-
cutaneous injection of breast cancer cells (W-256) 

into Sprague-Dawley rats. After argon-helium 
cryoablation, cell necrosis was observed under 
light microscopy, cell apoptosis in peripheral 
cryoablation zone was detected by terminal de-
oxynucleotidyl transferase-mediated dUTP in 
situ nick end labeling (TUNEL), and the prolif-
eration of cytotoxic T lymphocytes was investi-
gated using mixed lymphocyte reaction assay. 

RESULTS: In central cryoablation zone, necrosis 
dominated in cell death. In peripheral cryoabla-
tion zone, cell apoptosis was definitely observed 
by morphological examination under light 
microscopy or TUNEL staining. The apoptosis 
reached the peak at 12 h after cryoablation, with 
an apoptosis rate of (68.28 ± 7.85)%. Cryoabla-
tion could effectively activate the proliferation of 
cytotoxic T lymphocytes. The proliferation rate 
of cytotoxic T lymphocytes in the cryoablation 
group was significantly higher than that in the 
cancer control group (P < 0.01). 

CONCLUSION: Argon-helium cryoablation can 
effectively cause cell death either through in-
ducing necrosis or apoptosis. Cryoablation may 
induce cell apoptosis in peripheral cryoablation 
zone. Besides, cryosurgery can effectively acti-
vate tumor antigen-specific T lymphocytes and 
improve T cell-mediated immunity. 

Key Words: Ar-He cryoblation; T-cell immunity; Ap-
optosis; Implanted breast cancer
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摘要
目的: 研究氩氦刀冷冻消融对SD大鼠皮下移
植瘤细胞凋亡及T细胞免疫的影响, 评价氩氦
刀冷冻治疗对大鼠免疫功能的影响.

方法: 将45只大鼠随机分成3组: 正常对照组, 
荷瘤对照组, 冷冻治疗组, 每组15只. 建立SD

®

■背景资料
氩氦刀是一种新
型的通过超低温
冷冻治疗肿瘤的
微创手术操作系
统, 关于其对机体
免疫功能的影响
研究较少, 对其上
调机体免疫功能
的机制尚未阐明.

■同行评议者
王蒙, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
一科
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大鼠皮下移植瘤动物模型. 冷冻治疗组: 消融
冷冻治疗3-5 min, 复温时间30 s. 荷瘤对照组: 
将氩氦刀置入肿瘤3 min, 而不予冷冻治疗. 正
常对照组: 正常饲养. 分别于冷冻后3, 12, 24 h
和3, 7 d时处死动物, 取材. 光学显微镜观察冷
冻坏死消融规律; 末端标记法(TUNEL)原位检
测周边冷冻损伤区带细胞凋亡和检测特异性
细胞毒性T淋巴细胞的增殖. 

结果:  在冷冻中心区 ,  细胞死亡以坏死为
主, 在周边冷冻损伤区, 光镜形态学检查及
TUNEL染色可观察到明确的细胞凋亡, 术后
12 h凋亡达高峰, 凋亡率为68.28%±7.85%. 氩
氦刀治疗后可显著刺激特异性T淋巴细胞增
殖, 与对照组比较具有显著性差异(P <0.01). 

结论: 氩氦刀通过坏死和凋亡两种途径达到
有效的消融, 并且可有效激活小鼠肿瘤抗原特
异性的T细胞, 氩氦冷冻有效地诱发和增强机
体的抗肿瘤免疫效应. 

关键词: 氩氦冷冻消融; T细胞免疫; 凋亡; 种植性乳
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0  引言

氩氦刀冷冻治疗是目前治疗恶性肿瘤的有效

方法之一, 因具有安全、有效、微创、不良反

应小等特点, 已成为一种令人关注的肿瘤微创

治疗技术. 目前已经应用于前列腺癌、肺癌、

肝癌等多种实体瘤的治疗[1-2]. 肿瘤的发生、发

展、转移是与机体免疫功能密切相关的过程, 
目前的资料显示对氩氦冷冻对机体免疫功能的

影响的研究较少. 我们通过实验观察氩氦刀冷

冻消融治疗对SD大鼠皮下移植瘤组织坏死和细

胞凋亡的影响以及检测特异性细胞毒性T淋巴

细胞的增殖, 以进一步探讨氩氦刀冷冻消融治

疗肿瘤的免疫效应, 为临床应用提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠45只, ♂, 月龄2-3 mo, 体质量

200±10 g, 华中科技大学同济医学院实验动物

中心提供. 胸腺嘧啶核苷, 丝裂霉素C, 3H-TdR, 
TUNEL原位免疫组织化学试剂盒, β液闪计数仪

为美国Beckman公司产品. 氩氦靶向冷冻治疗系

统-氩氦刀为美国Endocare公司生产.

1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 将45只大鼠随机分成3组: 荷
瘤对照组(A组), 冷冻治疗组(B组), 正常对照组

(C组), 每组15只. 另取2只大鼠作为种鼠, 建立腹

水模型. 待腹水生成后乙醚麻醉待接种大鼠, 取
右后腿外侧新洁尔灭配消毒皮下注射腹水, 用1 
mL注射器抽取腹水, 每个注射点用0.4 mL, 含肿

瘤细胞数约4×107个. 接种30只大鼠, 隔天测量

肿瘤大小, 得出体积平均值. 2 wk后, 游标卡尺测

量肿瘤体积平均为3.5 cm3. 同时将15只大鼠皮

下接种生理盐水作为对照组. 
1.2.2 处理大鼠: 10%水合氯醛腹腔麻醉(0.25 
mL/100 g)后分别予以处理. 冷冻治疗组: 将荷瘤

大鼠肿瘤处被毛剪除, 置于金属托盘内, 将肿瘤

处酒精消毒, 直视下将消融针插入肿瘤组织内, 
冷冻时间3-5 min, 复温时间30 s. 荷瘤对照组:将
氩氦刀置入肿瘤3 min, 而不予冷冻治疗. 正常对

照组:正常饲养. 
1.2.3 取材: 分别于冷冻后3, 12, 24 h和3, 7 d时处

死动物, 取材. 每组各时间点各处死小鼠3只, 完
整剥离肿瘤组织.
1.2.4 细胞毒性T淋巴细胞(Tc)的增殖反应: 大
鼠处死后取脾脏, 制备单细胞悬液, 制备尼龙毛

柱. 1×108细胞重悬于2 mL RPMI 1640培养基

中, 细胞悬液过尼龙毛柱, 获取T淋巴细胞. 苔盼

蓝染色检测活细胞比例. 调节T淋巴细胞为5×
109/L. 将分离的肿瘤坏死组织制作成匀浆, 用
RPMI 1640培养基10 000、1000、100、10、1
倍稀释后加入96孔板中, 使T淋巴细胞与抗原

混合, 静置培养3 d. 混合培养结束前, 加入稀释

的3H-TdR, 每孔实际放射比活度为1 μCi, 培养

12 h后PBS液冲洗培养孔收集细胞, 滤纸点样, 
10%三氯乙酸、无水乙醇洗涤、固定. 滤纸片

60℃烘干后放入盛有闪烁记数液的计数瓶中, 
Beckman液闪记数仪测CPM值. 以空白T细胞孔

及空白DMEM培养基孔分别对照检测. 每组实

验重复3次. 
统计学处理 所有数据均采用应用SPSS12.0

统计软件进行分析. 以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 肿瘤坏死组织病理变化 氩氦刀冷冻消融治

疗SD大鼠皮下移植瘤, 冷冻后病灶局部可见3个
比较明显的分区(图1A): 冷冻区中心(围绕氩氦

刀探头插入处)细胞完全坏死崩解, 核碎裂, 呈凝

固性坏死; 坏死区域周边出现明显的损伤区带, 

■相关报道
目前对于氩氦刀
的研究多数集中
于其局部消融时
间、范围和效果
等 领 域 ,  对 于 其
对免疫功能的影
响的研究未能深
入. 李泳群 et al研
究肺癌细胞体外
冷冻消融后的冻
融组织能够上调
IL-2的表达和活
化单个核细胞的
杀伤活性. 

■研发前沿
氩 氦 冷 冻 增 强
TCL细胞的杀伤
功能的机制尚不
清楚, 涉及肿瘤抗
原的刺激以及相
关细胞因子的共
同作用, 其中冻融
肿瘤抗原的刺激
可能起了决定性
作用. 
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其中仍可见部分癌细胞, 但细胞皱缩, 核浓集, 
染色质固缩, 呈典型的凋亡细胞特征. 局部血管

充血、栓塞、渗出(图1B); 外围则是未受损的肿

瘤细胞, 形态正常. 
2.2 细胞凋亡 对SD大鼠皮下移植瘤实施局部冷

冻后, TUNEL染色结果显示, 凋亡细胞主要集中

分布在冰球周围损伤区带, 细胞出现了凋亡特有

的形态学变化: 表现为细胞核着棕黄色, 核固缩, 
染色质浓缩, 部分细胞已经破碎溶解(图2), 荷瘤

对照组肿瘤组织中少量凋亡细胞散在分布. 与
荷瘤对照组相比, 冷冻组各时间点凋亡细胞阳

性率均显著增高(增高(高(P <0.05, 表1). 冷冻组凋亡细

胞于术后3 h即开始增多, 术后12 h凋亡达高峰

68.28%±7.85%. 
2.3 冷冻术后特异性T淋巴细胞增殖 以正常对照

组小鼠为对照, 荷瘤对照组小鼠接种肿瘤后, 肿
瘤相关抗原浓度较高时可诱发特异性T淋巴细

胞增殖; 冷冻组荷瘤小鼠经氩氦刀冻融瘤体后, 
在肿瘤相关抗原稀释10 000倍时, 还可以诱发抗

原特异性的T淋巴细胞增殖反应, 较荷瘤对照组

更强(图3). 

3  讨论

氩氦靶向肿瘤治疗技术是FDA于1998年批准, 
欧盟CE认证的一项代表2l世纪科学技术发展水

平的肿瘤微创外科治疗系统(endocare cryocare 
TM surgical system), 简称氩氦刀. 由于操作安

全、禁忌证少、出血少、组织反应轻、不良反

应少等优点, 目前氩氦刀在肿瘤的治疗中得到

越来越广泛的应用. 是继射频, 微波, 激光, 超声

波聚集, γ-射线, 中子射线之后又一新的肿瘤局

部消融治疗手段[1]. 治疗时, 氩氦刀冷冻冰球中

心的温度可达-125℃左右, 可致细胞完全坏死消

融. 但随着距探头中心距离的增加, 温度逐渐回

升[3], 冰球周围癌细胞并未坏死, 而表现为一个

冷冻损伤区带. 研究氩氦刀对该区域组织细胞

表  1  TUNEL凋亡细胞阳性率 (%)

     
分组                        	           3 h		           12 h		         24 h                 	          3 d	                             7 d

荷瘤对照组	   8.34±3.78	 10.43±4.12	   9.52±2.37	 11.02±3.90	 10.73±3.07

冷冻治疗组	 43.12±5.67a	6 8.28±7.85a	6 0.71±6.22a	 52.33±4.54a	3 8.25±6.34a

aP<0.05 vs  荷瘤对照组.

图  1  冷冻治疗后冰球边缘组织病理变化. A: 病灶局部(HE×40); B: 病灶局部(HE×100).

A B

图  2  冷冻术后TUNEL染色检测细胞凋亡(×400).

■创新盘点
该研究以氩氦刀
冷冻消融SD大鼠
皮下移植瘤, 观察
其对细胞凋亡及
T 细 胞 免 疫 的 影
响. 得出氩氦冷冻
可有效激活小鼠
肿瘤抗原特异性
的T细胞, 有效地
诱发和增强机体
的抗肿瘤免疫效
应结论. 

图  3  冷冻术后肿瘤相关抗原诱导特异性T淋巴细胞增殖.
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的影响, 对于手术靶区设计及解决术后残留问

题, 具有重要的临床意义. 
本实验的研究结果显示, 皮下移植瘤经氩氦

刀冷冻消融后, 在冷冻中心区域, 肿瘤组织消融

比较完全, 细胞完全坏死崩解, 核碎裂, 呈凝固性

坏死. 在坏死区域周边出现明显的损伤区带, 其
中仍可见部分癌细胞, 但细胞皱缩, 染色质固缩, 
呈典型的凋亡细胞特征. 并且在冷冻后相当长的

时间内, 冷冻损伤区带细胞仍存在较高的凋亡

率. 这与国外实验结果一致[4-14]. 提示可能由于坏

死和低氧血症等共同诱导的继发炎症反应, 构成

了冷冻后的延迟效应, 也可以诱导细胞凋亡, 其
凋亡机制可能亦参与了冷冻所致的细胞损伤. 国
内亦有研究[15]表明在冷冻后冰球周边损伤区带

组织可观察到caspase-3剪切, 这提示我们在氩氦

冷冻消融治疗后, 有必要联合放、化疗等治疗手

段, 以进一步促进冷冻周边损伤区带细胞凋亡, 
进而提高冷冻治疗的效果. 

氩氦刀治疗是利用超低温快速冷冻、解冻

过程, 破坏细胞膜, 引起局部肿瘤细胞破坏, 反复

冻融可以使肿瘤抗原持续缓慢释放入血, 理论上

可以有效诱发肿瘤特异性免疫反应[16-19]. Tc淋巴

细胞激活是抗肿瘤免疫的效应阶段. Tc亚群在体

内以非活化的前体细胞(pTc)形式存在, 在经过抗

原激活及辅助性T细胞(CD4+, Th)协同作用下分

化发育为效应Tc细胞后通过双信号途径发挥细

胞毒性, 起到杀灭肿瘤细胞的作用. 细胞毒T淋细

胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)细胞的杀瘤活性

明显升高机制可能有二: 一方面是冻融细胞内抗

原释放被CTL识别, 刺激CTL特异性的杀瘤活性

有关; 另一方面, 以往的实验表明冻融的肿瘤细

胞能诱导单个核细胞高表达IL-12, IL-12可以有

效激活NK细胞活性, 促使CD4+ T细胞向Th1亚群

分化, 并刺激CTL成熟, 上调CTL的活性[20-27]. 本
研究证明氩氦冷冻具有对肿瘤相关抗原特异性

细胞毒性T细胞的激活、增殖作用, 氩氦刀治疗

后肿瘤相关抗原的持续释放, 可有效诱发、增强

机体的抗肿瘤免疫, 如果和CIK过继免疫治疗、

树突状疫苗等免疫治疗方法联合应用, 将会在中

晚期肿瘤的临床治疗方面开辟新的局面, 缓解患

者痛苦, 提高生活质量, 减少肿瘤复发. 
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《世界华人消化杂志》正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左

顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表

中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 

4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位

数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 

表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并

拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条黏贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴. (5)致谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐. 
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