
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""%）!&#!%’$#"’

氩氦刀对 !"#$ 小鼠 %&"$’ 皮下移植瘤坏死及细胞凋亡的影响

温居一，段蕴铀，邹曰坤，冯华松，聂舟山( （海军总医院呼吸内科，北京 !""")%

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""%#"’#$)；( 接受日期：$""%#"*#$+

基金项目：全军“十一·五”医药卫生科研项目（"*,-"$!）

通讯作者：段蕴铀. /01：（"!"）**&+2""2 34561：7859:89:;8< !$*. =;4

作者简介：温居一. 博士，主治医师. /01：（"!"）**&+2+!+( 34561：>09#

?8:6< !$*. =;4

())*+, -) &./-012*3456 +.7-8938,4-0
-0 0*+.-:4: 80; +*33 8<-<,-:4: -) :59+51
,80*-5:37 ,.80:<380,*; ,56-. -) %&"$’
40 !"#$ 64+*
!"# $%&’(，)*+# ’%,&’-%，./* ’%0&1%,，2"#3 4%5&6-,7，

#8" .9-%&695,
@0A5BC409C ;D E0FA6B5C;B: ,076=690，G5H: I090B51 J;FA6C51，-06#
?69K !""")%，LM695

【&9:,.8+,】&=>：/; FC87: CM0 0DD0=C ;D NBK;9#J01684 =B:;5O15#
C6;9 ;9 90=B;F6F 597 5A;AC;F6F ;D F8O=8C590;8F1: CB59FA159C07
C84;B ;D CM0 189K 5709;=5B=69;45 PN%&+ 69 /%)& 46=0 (, :(:-，

CM8F C; 0H5185C0 CM0 D05F6O61C: 597 CM0B5A08C6= 0DD6=5=: ;D 5BK;9#
M01684 =B:;5O15C6;9 69 CB05C409C ;D G;9#F4511 =011 189K =59=0B

（GQLPL）. >(!2?@A：N96451 4;701 ;D F8O=8C590;8F1: CB59F#
A159C07 C84;B ;D CM0 189K 5709;=5B=69;45 PN%&+ 69 /%)& 46=0
>5F 0FC5O16FM7. NDC0B 5BK;9#M01684 =B:;5O15C6;9，90=B;F6F 597
5O15C6;9 15>F >0B0 FC87607 8970B 16KMC 46=B;F=;A0. L011 5A;AC;F6F
69 A0B6AM0B51 =B:;5O15C6;9 R;90 >5F 70C0=C07 O: (,&;(<% 097 15O0#
169K（/SG3P）. -=!#$ 597 -5T 0TAB0FF6;9 >0B0 70C0=C07 O: 64#
489;M6FC;=M046=51 QN-L AB;=078B0F. /M0 =105H5K0 597 5=C6H5C6;9
;D L5FA5F0 ) 597 UNEU 69 A0B6AM0B51 =B:;5O15C6;9 R;90 >5F 70C0=#
C07 O: V0FC0B9 -1;C. B(AC%!A：W9 =09CB51 5B05 ;D =B:;5O15C6;9，

90=B;F6F 7;4695C07 69 =011 705CM，FM;>69K 7;8O10 A05X 0DD6=5=:.
/M0 D6BFC 90=B;F6F A05X ;==8BB07 5C ) M 5DC0B 5BK;9#M01684 =B:;5O#
15C6;9（5B05 ;D 90=B;C6= 5B05 Y 5B05 ;D C84;B Z ’%[）；CM0 $97 90=#
B;F6F A05X ;==8BB07 5C ’ 75:F 5DC0B =B:;5O15C6;9（ 5B05 ;D 90=B;C6=
5B05 Y 5B05 ;D C84;B Z *2[）. W9 A0B6AM0B51 =B:;5O15C6;9 R;90，

70D696C0 =011 5A;AC;F6F >5F ;OF0BH07 O: 4;BAM;1;K6=51 0T54695C6;9
8970B 16KMC 46=B;F=;A0 597 /SG3P FC56969K，597 6C B05=M07 CM0
A05X 5C 2 \ !* M 5DC0B =B:;5O15C6;9. W4489;M6FC;=M046=51 B0F81CF
FM;>07 9; ;OH6;8F =M59K0 69 -=1#$ AB;C069 0TAB0FF6;9 O0D;B0 597
5DC0B =B:;5O15C6;9. -5T AB;C069 0TAB0FF6;9 >5F 8A#B0K815C07 5DC0B
=B:;5O15C6;9. V0FC0B9 -1;C B0F81CF FM;>07 =105H5K0 597 5=C6H5C6;9
;D L5FA5F0#) 597 UNEU 69 A0B6AM0B51 =B:;5O15C6;9 R;90 5B;897 6=0
O511 5DC0B CM0 CB05C409C. D?ED%CA=?E：NBK;9#J01684#O5F07

=B:;5O15C6;9 6F 59 0DD6=609C C0=M96]80 C; 6978=0 =011 705CM 06CM0B O:
90=B;F6F ;B O: 5A;AC;F6F. LB:;5O15C6;9 46KMC 6978=0 =011 5A;AC;F6F
69 A0B6AM0B51 =B:;5O15C6;9 R;90 CMB;8KM L5FA5F0 A5CM>5:. -5T
AB;C069 45: O0 69H;1H07 69 5A;AC;F6F 40=M596F4，O8C 6C 6F 6BB010#
H59C C; -=1#$.

【F*7G-.;:】397;=5B0 LB:;=5B0/, F8BK0B: F:FC04（NBK;9#J016#
84#O5F07）；=B:;5O15C6;9；5709;=5B=69;45；5A;A#
C;F6F

【摘( 要】目的：研究氩氦刀冷冻消融对 /%)& 小鼠 PN%&+ 肺

腺癌皮下移植瘤坏死和细胞凋亡的影响. 评价氩氦刀冷冻治

疗非小细 胞 肺 癌 的 可 行 性 及 疗 效. 方 法：建 立 /%)& 小 鼠

PN%&+ 肺腺癌皮下移植瘤动物模型. 氩氦刀冷冻后，光学显

微镜观察冷冻坏死消融规律；末端标记法（/SG3P）原位检测

周边冷冻损伤区带细胞凋亡，免疫组织化学法检查 -=!#$ 和

-5T 表达；V0FC0B9 -1;C 检测冰球周边冷冻损伤区 L5FA5F0#) 表

达及聚腺苷二磷酸核苷聚合酶（UNEU）剪切活性. 结果：在冷

冻中心区，细胞死亡以坏死为主，坏死呈现“ 双峰”效应：氩氦

刀术后 ) M 出现第 ! 次坏死高峰，坏死区域面积 Y 肿瘤面积达

（’% ^ +. +!）[；术后 ’ 7 出现第 $ 次坏死峰，坏死区域面积 Y
肿瘤面积达（*2 ^ ’. *&）[ . 在周边冷冻损伤区，光镜形态学

检查及 /SG3P 染色可观察到明确的细胞凋亡，术后 2 _ !* M
凋亡达高峰，凋亡率为（%! ^ *. ’!）[ . 免疫组化显示，-=1#$
蛋白表达在冷冻前后无明显变化，O5T 蛋白在冷冻后其表达上

调. V0FC0B9 -1;C 结 果 显 示：冷 冻 后 冰 球 周 边 损 伤 区 带

L5FA5F0#) 和 UNEU 剪切、激活. 结论：氩氦刀通过坏死和凋亡

两种途径达到有效的消融. 冷冻消融可能通过 L5FA5F0 途径

诱导周边损伤区带细胞凋亡. 其凋亡机制有 -5T 蛋白参与，

而与 -=1#$ 无关.
【关键词】397;=5B0 氩氦刀；冷冻消融；腺癌；凋亡

【中图号】E%)#)*( ( ( 【文献标识码】N

HI 引言

近年来氩氦靶向冷冻治疗，因具有安全、有效、微

创、副作用小等特点，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［!］，其疗效也已得到初步证实.
有关资料显示，目前该研究大多集中在体外细胞学试

验［$ \ )］，有关氩氦刀冷冻消融治疗对活体肺癌组织、

细胞的坏死、凋亡有何影响的研究报道较少. 我们建

立 /%)& 小鼠 PN%&+ 肺腺癌皮下移植瘤动物模型，通
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过实验观察氩氦刀冷冻消融治疗对肺腺癌组织坏死

和细胞凋亡的影响，旨在进一步探讨氩氦刀冷冻消融

治疗后肺癌组织的超微结构改变及可能的细胞生物

学变化，为临床应用提供理论依据!

!" 材料和方法

!! !" 材料" " 周龄健康 #$%& 小鼠 ’( 只，雌雄各半，

体质量（)* + )! *,）-（中国协和医科大学动物研究

所）；小鼠肺腺癌 ./$&, 细胞株（协和医科大学肿瘤

研究所）；氩氦刀冷冻治疗系统及 ) 00 冷冻刀头（美

国 12345678 公司）；#9:1. 原位免疫组化试剂盒（ 美

国 ;45<8 公司）；=6> 及 =5?@) 免疫组化试剂盒（ 武汉

博士德生物工程有限公司）；?8A56 BCA2 图像分析系

统（德国徕卡公司）；D:/@.63387 E67F87（华美生物工

程公司）；聚丙酰胺电泳凝胶电泳系统及半干式电泳

转移仪（ 美国 =A4@;/D 公司）；抗 G/;G 抗体，’%%(@
EH@,*（美国 I62J6 57KL 公司）；H6MN6M8@% 抗体（ 加拿

大真达公司），其余相关试剂均为国产或进口分装分

析纯级产品!
!! #" 方法

O! )! OP #$%& 小鼠 ./$&, 肺腺癌皮下移植瘤动物模

型的 建 立 P ./$&, 肺 腺 癌 细 胞 培 养 至 对 数 期，取

./$&, 腺癌细胞悬液 *! ) 0.，调节细胞数目，按

)! , Q O*" R 只接种于小鼠右腿背侧皮下! ) CF 后游标

卡尺 测 量 肿 瘤 长 径（ ),! "’ + O! &(）00，短 径

（)%! ’O + O! ’,）00! 开始实验!
O! )! )P 试验分组P 将小鼠分为对照组和冷冻组，每

组 )’ 只（雌雄各半）! 冷冻组 )’ 只小鼠用速眠新!
注射液 *! ) 0. R F- 麻醉，固定后，备皮，消毒，) 00 氩

氦刀冷冻刀头插入肿瘤中央! 采用双循环冷冻方法：

温度降低至 S O)*T冷冻 O* M，复温至 *T，重复上述

冻融循环! 冰球平均长径：（)%! ,* + O! *"）00，短

径（O(! *’ + *! &"）00! 对照组不进行冷冻手术，正常

喂饲! 两组分别于术后 %，,，(，O"，)’ < 和 )，’，( 3 同

时处死动物，取材! 每组各时间点各处死小鼠 % 只，

尽量完整剥离肿瘤组织!
O! )! % P 形态学观察P 将剥离的肿瘤组织用 ’* - R .
甲醛固定后，常规石蜡包埋切片，U1 染色后光镜下

观察!
O! )! ’P #9:1. 末端标记法原位检测冷冻损伤区细

胞凋亡P 方法参照 #9:1. 试剂盒说明书步骤进行!
结果判定：细胞核呈棕黄色颗粒者定义为阳性细胞!
’** 倍下视野随机计数 , 个不重复视野的阳性细胞

数，每个时间点 % 只小鼠，取平均值计算凋亡细胞阳

性率!

O! )! ,P 免疫组织化学 I/=H 法检查冷冻损伤区 =5?@
) 和 =6> 表达P 标本于 ’* - R . 多聚甲醛中浸泡固定

)’ <，常规石蜡包埋，切片! 步骤按说明书方法进行!
G=I 替代一抗作阴性对照! 结果判断：=5O@) 和 =6>
染色均以胞质出现棕黄色颗粒定义为阳性细胞! 每

张切片随机观察 , 个高倍视野，应用 ?8A56 BCA2 图像

分析系统进行处理，随机选场，自动采点分析，测得阳

性细胞积分吸光度值! 分析比较 =5O@) 与 =6> 表达

量的变化（积分吸光度值越高，表示阳性细胞区域越

大或信号越强）!
O! )! " P V8MJ872 =?4J 检 测 冰 球 周 边 冷 冻 损 伤 区

H6MN6M8@% 表达及 G/;G 剪切活性P 分别提取冷冻组

周边冷冻损伤区和对照组同部位组织，按文献［)］的

方法提取蛋白，上样! 按文献［%］的方法走电泳，电转

移! 蛋白质转移到硝酸维维膜上后，用 O Q G=I，,*
0- R . 脱脂奶粉，O - R . #C882@)* O(T W )’T微振荡

下封闭 O <! 用 O Q G=I，,* 0- R . 脱脂奶粉，O - R .
#C882@)* 稀释的 OX)*** 抗聚腺苷二磷酸核苷聚合酶

（N4?Y@/DG@7AZ4M8 N4?Y0876M8，G/;G）抗体和 H6MN6M8@%
抗体，’T过夜! O Q G=I，O - R . #C882@)* 洗膜 % 次!
加入 O X%** 封闭液稀释的 U;G 标记的二抗 O(T W
)’T O <! O Q G=I，O - R . #C882@)* 洗膜 % 次! 最后用

1H. 发光试剂盒显色，观察结果!
统计学处理：使用 IGII OO! * 统计软件! 采用

[6N?62@E8A87 生存分析；率的比较使用 !) 检验；计量

资料的均数比较使用 ! 检验! " \ *! *, 为差异有统计

学意义!

#" 结果

#! !" 氩氦刀术后不同时间病灶消融坏死率" 氩氦刀

冷冻消融治疗 #$%& 小鼠 ./$&, 肺腺癌皮下移植瘤，

冷冻后病灶局部可见三个比较明显的分区（图 O/）：

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，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 O=）；外围则是未受损的肿瘤

细胞，形态正常! 冷冻组坏死区域面积 R 肿瘤面积比

值远远大于对照组（" \ *! *O）! 坏死呈现“ 双峰”效

应：氩氦刀冷冻消融术后 % < 出现第 O 次坏死高峰，

坏死区域面积 R 肿瘤面积达（’$ + ,! ,O）]；术后 ’ 3
出现第 ) 次 坏 死 峰，坏 死 区 域 面 积 R 肿 瘤 面 积 达

（"( + ’! "&）] !
#$ #" %&’() 末端标记法原位检测细胞凋亡 " 对

#$%& 小鼠 ./$&, 肺腺癌皮下移植瘤实施局部冷冻
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后，!"#$% 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，染色质靠核膜

周边呈蚕豆或新月形浓染（图 &），对照组肿瘤组织中

少量凋亡细胞散在分布’ 与对照组相比，冷冻组各时

间点凋亡细胞阳性率均显著高于对照组（! ( )’ )*）’
冷冻组凋亡细胞于术后 + , 即开始增多，术后 - . /0
, 凋亡达高峰（1/ 2 0’ 3/）4 ’

5：冷冻消融术后组织病理变化6 7$ 8 &))；9：冷冻损伤区血管效应

6 7$ 8 3))’
图 /6 !1+: 小鼠 %51:* 肺腺癌皮下移植瘤氩氦刀冷冻消融术

后光学显微镜观察

!" #$ %&’(! 和 %)* 蛋白表达 $ 光镜观察可见 9;<=&
主要位于胞浆内，呈棕黄色，散在或灶状分布’ 冷冻

坏死区中心几乎未见 9;<=& 表达’ 冷冻组各时间点组

周边损伤区与对照组相比 9;/=& 蛋白的表达稍下降，

但其差异无统计学意义（! > )’ )*）’ 9?@ 亦位于胞

浆，呈棕黄色’ 冷冻消融治疗后在冷冻灶周边损伤区

9?@ 表达增多，染色也较深’ 对照组 9?@ 呈散在分布’
9?@ 在冷冻后表达明显上调（! ( )’ )/，图 +，表 /），其

分布与 !"#$% 染色结果大体一致’

图 &6 氩氦刀冷冻消融术后 !"#$% 染色检测细胞凋亡 8 3))

5：冷冻后 9?@ 免疫组化染色；9：冷冻后 9;<=& 免疫组化染色’

图 +6 氩氦刀冷冻消融术后损伤区带细胞 9?@ 和 9;<=& 蛋白

表达

表 /6 9?@ 和 9;<=& 免疫组化染色积分吸光度值 （" A &3，# $ %）

组别
* ,

9?@ 9;<=&

- ,

9?@ 9;<=&

/0 ,

9?@ 9;<=&

& B

9?@ 9;<=&

3 B

9?@ 9;<=&

对照 +’ 0: 2 )’ &) 1’ &) 2 )’ /: +’ *) 2 )’ +& 0’ 3) 2 )’ &- *’ *- 2 )’ 3: -’ 0+ 2 )’ :/ 3’ 0* 2 )’ 31 0’ 1) 2 )’ 00 *’ &) 2 )’ 0- 1’ +- 2 )’ 0-

冷冻 0:’ -+ 2 /’ *&C 3’ 1) 2 )’ +1 :0’ )/ 2 3’ )1C *’ ++ 2 /’ )0 /&)’ 1: 2 /)’ +&C -’ :& 2 /’ +* /))’ *) 2 //’ 00C 1’ )0 2 )’ 3: -1’ &: 2 :’ 1*C 0’ :& 2 /’ &)

C! ( )’ )/ &% 对照’
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!" # $ %&’(&)* +,-( 检 测 冰 球 周 边 冷 冻 损 伤 区

./’0/’&12 及 3453 剪切活性 $ 实验结果表明冷冻

后冰球周边损伤区组织 !"#! 蛋白从一条完整的 !$

约为 %%& ’( 剪切为 )* ’(，而对照组相同部位取材则

未见 !"#! 剪切；冷冻组 +,-.,-/01 由 !$ 约为 12 ’(
剪切为 23 ’(，而对照组则未见剪切片断（图 4）5

"：!"#! 剪切；6：+,-.,-/01 剪切5

图 47 各实验组 !"#! 及 +,-.,-/01 剪切活性

2$ 讨论

氩氦刀是局部破坏肿瘤的一个有效手段［4］5 治

疗时，氩氦刀冷冻冰球中心的温度可达 8 %2*9 左

右，可致细胞完全坏死消融5 但随着距探头中心距离

的增加，温度逐渐回升［*］，冰球周围癌细胞并未坏

死，而表现为一个冷冻损伤区带5 研究氩氦刀对该区

域组织细胞的影响，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5
我们的研究结果显示，:;1< 小鼠 =";<* 肺腺癌

皮下移植瘤经氩氦刀冷冻消融后，组织坏死呈“ 双

峰”效应，冷冻术后 4 > 出现第 2 次坏死高峰5 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5 这与国外液氮冷冻的试验结果一

致［& 8 ;］5 提示：由于坏死和低氧血症等共同诱导的继

发炎症反应，构成了冷冻术的延迟效应，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5
6?@02 蛋白的过表达可在多种肿瘤中发生［)］，作

为一种抑凋亡蛋白已得到普遍认同5 6,A 与 6?%02 作

用相反，能促进细胞凋亡，但其是否能单独介导凋亡

存在争议，肺癌组织存在 6?@02 蛋白表达上调和 6,A
蛋白表达下调［<］5 而冷冻后 6?@02 家族蛋白表达则是

细胞特异性的［%3］5 本试验结果显示，冷冻后 6?%02 蛋

白的表 达 未 见 明 显 变 化，这 与 文 献 报 道 的 基 本 一

致［%3］，提示冷冻诱导肺癌凋亡的途径可能不是通过

调节 6?@02 来实现的5 我们同时观察到，6,A 在冷冻

后表达上调，在组织中的分布与 :BCD= 染色结果类

似，说明 6,A 在冷冻促进凋亡的过程中显示了作用5
有研究证实，+,-.,-/ 蛋白水解 !"#! 是细胞凋

亡的早期事件5 通过检测 !"#! 剪切片断，证实细胞

凋亡事件发生［1，%% 8 %2］5 本实验结果表明在冷冻后冰

球周边损伤区带组织可观察到 +,-.,-/01 和 !"#! 蛋

白剪切，表明冷冻治疗可能通过 +,-.,-/ 途径诱导冰

球周边损伤区带细胞凋亡5 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5
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