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摘要　 目的　 探究冷冻消融治疗对肺腺癌细胞凋亡的影响。
方法　 根据冷冻消融术后肿瘤组织局部变化，在细胞水平上

建立肺癌冷冻消融模型。 传代培养人肺癌 Ｈ１２９９ 细胞株，
将细胞分为 ４ 组：Ａ 组，未处理细胞，为对照组；Ｂ 组，未处理

细胞培养液中加入坏死液（将细胞悬液放入液氮罐中冷冻 ５
ｍｉｎ，３７ ℃复温后离心取上清液，得到坏死液）；Ｃ 组，亚致死

细胞（细胞在 － ８０ ℃环境中冷冻 ７ ｍｉｎ，模拟亚致死状态）；Ｄ
组，亚致死细胞培养液中加入坏死液。 ２４ ｈ 后用流式细胞术

检查冷冻消融对肺癌细胞凋亡的影响，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测冷冻消融对凋亡相关分子 Ｂ 细胞淋巴瘤基因⁃２
（Ｂｃｌ⁃２）及 Ｂｃｌ⁃２ 相关 ｘ 蛋白（Ｂａｘ）表达的影响。 采用 Ｌｅｗｉｓ
肺腺癌细胞株建立 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠皮下移植瘤模型，造模成

功的小鼠随机分成 ２ 组，假手术组和冷冻消融组，每组 ４ 只，
氩氦刀冷冻 １４ ｄ 后，取肿瘤组织，通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测冷冻消融对凋亡相关分子 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２ 表达的影

响。 结果　 细胞冷冻模型中与对照组 Ａ 组相比，Ｂ、Ｃ、Ｄ 组均

能促进细胞凋亡（Ｐ ＜０ư ０５），且 Ｄ 组细胞凋亡率最高，高于其

他组（Ｐ ＜０ư ０５），体外和体内实验均显示冷冻消融能提高 Ｂａｘ
ｍＲＮＡ 和蛋白的表达（Ｐ ＜ ０ư ０５），体内实验中 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 和

蛋白的表达均下降（Ｐ ＜ ０ư ０５），在体外细胞冷冻模型中差异

无统计学意义。 结论　 冷冻消融通过细胞凋亡机制达到有效

消融目的，其作用机制可能与降低 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 相关。
关键词　 冷冻消融；肺腺癌；细胞凋亡；小鼠

中图分类号　 Ｒ ７３４ư ２
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２２）０６ － ０９６３ － ０５
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２２． ０６． ０２２

　 　 肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，中国的发病率

和病死率均排在第一［１］，由于早期的肺癌症状不明

显，多数病人发现时就已经是晚期，无法进行手术根

治。 冷冻消融是新兴的肿瘤微创治疗手段，安全有

效，不良事件发生率低。 已在前列腺癌、肺癌、肝癌

等多种实体肿瘤上取得良好临床治疗效果。 冷冻消

融治疗过程中，在最大限度消灭肿瘤的同时又要保

护正常组织，很难保证所有癌组织都能达到致死温

度，将会形成一圈亚致死区。 冷冻消融后残存肿瘤

细胞及肿瘤微环境与肿瘤的复发、转移密切相关。
冷冻消融后对残留肿瘤细胞存在的后续杀伤作用及

其具体机制尚不明确。 该课题将利用细胞实验和动

物实验验证冷冻消融对肺癌细胞凋亡的影响，并初

步探索其作用机制，以期为冷冻消融的临床应用提

供新的实验依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 人肺癌 Ｈ１２９９ 细胞株（武汉普诺赛生

命科技有限公司）；小鼠肺癌 Ｌｅｗｉｓ 细胞株（江苏凯

基生物技术股份有限公司）；ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠共 ８ 只（北京斯贝福生物技术有限公司），６ 周

龄，体质量（２０ ± ２） ｇ，许可证号：ＳＣＸＫ（京） ２０１９⁃
００１０；氩氦刀冷冻治疗系统及 １ư ２ ｍｍ 冷冻刀头（美
国 Ｅｎｄｏｃａｒｅ 公司）；ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、ＤＭＥＭ 高糖

培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎ 公司）；胎牛血清（美国 Ｍｅｒｃｋ
公司）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃Ｆｉｔｃ ／ ＰＩ 双染试剂盒（江苏凯基生

物公司）；Ｒｅｖｅｒａｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试
剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ⁃
Ｍｉｘ Ｐｌｕｓ 试剂盒（苏州近岸蛋白公司）；Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２
多克隆抗体及山羊抗兔（鼠） ＩｇＧ 二抗（武汉 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养　 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养基（ＲＰＭＩ⁃
１６４０ ＋ １０ ％ 胎牛血清 ＋ １ ％ 双抗）培养 Ｈ１２９９ 细

胞，ＤＭＥＭ 高糖培养基（ＤＭＥＭ 高糖 ＋ １０ ％ 胎牛血

清 ＋ １ ％双抗）培养 Ｌｅｗｉｓ 细胞，均置于恒温细胞孵

育箱中培养，待细胞生长至 ７０％时进行传代，约 ２ ～
３ ｄ 传代 １ 次。
１． ２． ２　 细胞冷冻模型建立及分组　 收集对数生长

期的 Ｈ１２９９ 细胞，调整细胞浓度 ５ × １０５ 个 ／ ｍｌ，取 ５
ｍｌ 装入冻存管中，将其放入 － ８０ ℃ 冰箱中冷冻 ７
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ｍｉｎ，３７ ℃水浴复温，模拟亚致死区细胞；另外取 ５
ｍｌ 细胞悬液装入冻存管中，将其放入液氮冷冻 ５
ｍｉｎ，３７ ℃水浴复温，模拟坏死细胞，离心收集细胞

上清液，可得细胞坏死液。 实验分组 Ａ 组：正常细

胞 ＋ 完全培养基（未冷冻区域）；Ｂ 组：正常细胞 ＋
坏死液培养，完全培养基 ２ ∶ １（接近冷冻区域正常

细胞）；Ｃ 组：亚致死细胞 ＋ 完全培养基（远离坏死

的亚致死区）；Ｄ 组：亚致死细胞加坏死液培养，完全

培养基 ２ ∶ １（接近坏死的亚致死区）。 各组以每孔 ５
×１０５ 个细胞加入 ６ 孔板培养 ２４ ｈ 后按上述分组加

入不同培养液，继续培养 ２４ ｈ，收集细胞进行下一步

实验。
１． ２． ３　 流式细胞术 　 各组细胞干预培养 ２４ ｈ 后，
ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，离心并计数调整细胞数目为 ５ × １０５

个，加入 ５００ μｌ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬，再加入 ５ μｌ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 混匀后，最后加 ５ μｌ Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ Ｉｏ⁃
ｄｉｄｅ，振荡混匀，室温，避光反应 １５ ｍｉｎ，用流式细胞

仪分析细胞凋亡情况。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 各组细胞经 ＰＢＳ 洗涤 ３
遍，加入 ＲＩＰＡ 裂解液 １５０ μｌ，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，离心

取上清液，ＢＣＡ 法进行蛋白定量，样品 １００ ℃变性，
每组蛋白上样 ３０ μｇ，１２０ Ｖ 恒压电泳，１００ Ｖ 恒压转

膜，１０％脱脂奶粉封闭 １ ｈ，加入兔多克隆蛋白一抗

工作液 Ｂａｘ（１ ∶ ８ ０００）、Ｂｃｌ⁃２（１ ∶ １ ０００）、ＧＡＰＤＨ（１
∶ ５０ ０００）室温孵育 １ư ５ ｈ 或 ４ ℃过夜，加入兔二抗

（１ ∶ １０ ０００）室温孵育 １ ｈ，超敏 ＥＣＬ 发光检测，使
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量不同条带灰度值。
１． ２． ５　 荧光定量 ＰＣＲ 技术检测 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 基因

的转录水平　 根据厂家说明书使用 Ｎｕｃｌｅｏｚｏｌ 试剂

提取总 ＲＮＡ，逆转录成 ｃＤＮＡ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 Ｂａｘ
和 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达，内参基因为 β⁃ａｃｔｉｎ，设定仪

器运行程序为：９５ ℃、１ ｍｉｎ，９５ ℃、２０ ｓ，６０ ℃、
１ ｍｉｎ， 共 ４０ 个 循 环。 引 物 序 列 Ｂａｘ 上 游： ５′⁃
ＣＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＡＣＡＴＧＧＡＧ⁃３′，下游：５′⁃ＣＡＧＴ
ＴＴＧＣＴＧＧＣＡＡＡＧＴＡＧＡＡＡ⁃３′；Ｂｃｌ⁃２ 上游：５′⁃ＧＡＣＴ
ＴＣＧＣＣＧＡＧＡＴＧＴＣＣＡＧ⁃３′， 下 游： ５′⁃ＧＡＡＣＴＣＡＡＡ
ＧＡＡＧＧＣＣＡＣＡＡＴＣ⁃３′；β⁃ａｃｔｉｎ 上游：５′⁃ＣＣＴＧＧＣＡＣ
ＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ⁃３′， 下游： ５′⁃ＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴ
ＡＣ⁃３′。 按照 ２ － ΔΔＣｔ计算 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的相对

表达量。
１． ２． ６　 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠皮下移植瘤模型的建立　 取

对数生长期 Ｌｅｗｉｓ 细胞，胰酶消化，ＤＭＥＭ 基础培养

基重悬，计数并调整细胞浓度为 １ ×１０７个 ／ ｍｌ，每只小

鼠于右腿内侧皮下接种 ０ư ２ ｍｌ，约 １０ ｄ，小鼠种植瘤

瘤径可长至 １０ ｍｍ ×１０ ｍｍ，造模成功，开始实验。
１． ２． ７　 小鼠冷冻方案及分组　 将实验小鼠通过随

机数字法分为假手术组和冷冻组，每组各 ４ 只，冷冻

组小鼠进行腹腔注射麻醉，固定于操作台，备皮，消
毒，划开皮肤，暴露肿瘤组织，将 １ư ２ ｍｍ 冷冻刀头

植入肿瘤中心。 启动仪器，使肿瘤中心温度迅速降

低至 － １２０ ℃冷冻 １０ ｓ，复温至 １５ ℃，继续上述冷

冻过程 １ 次。 假手术组仅麻醉后划开皮肤，未做任

何处理，直接缝合。 每 ２ ｄ 消毒伤口，术后 １４ ｄ，处
死小鼠，完整剥离肿瘤组织。
１． ２． ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肿瘤组织中 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２
蛋白的相对表达水平　 取 ５０ ｍｇ 组织加入强效 ＲＩ⁃
ＰＡ 裂解液 ５００ μｌ，使用低温冷冻研磨仪充分研磨组

织，离心取上清液，ＢＣＡ 法进行蛋白定量，样品 １００
℃变性，每组蛋白上样 ３０ μｇ，１２０ Ｖ 恒压电泳，１００
Ｖ 恒压转膜，１０％脱脂奶粉封闭 １ ｈ，加入兔多克隆

蛋白一抗工作液 Ｂａｘ（１ ∶ ８ ０００）、Ｂｃｌ⁃２（１ ∶ １ ０００）、
ＧＡＰＤＨ（１ ∶ ５０ ０００）室温孵育 １ư ５ ｈ，加入兔二抗

（１ ∶ １０ ０００）室温孵育 １ ｈ 或 ４ ℃过夜，超敏 ＥＣＬ 发

光检测，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量不同条带灰度值。
１． ２． ９　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肿瘤组织 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 基因

的转录水平　 根据厂家说明书使用 Ｎｕｃｌｅｏｚｏｌ 试剂

提取总 ＲＮＡ，逆转录成 ｃＤＮＡ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 Ｂａｘ
和 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达，内参基因为 β⁃ａｃｔｉｎ，反应程

序为：９５ ℃、６０ ｓ，９５ ℃、２０ ｓ，６０ ℃、６０ ｓ，共 ４０ 个循

环。 Ｂａｘ 上游：５′⁃ＴＴＧＣＣＣＴＣＴＴＣＴＡＣＴＴＴＧＣＴＡＧ⁃３′，
下游：５′⁃ＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＣＴＧＡＴＣＡＧＣＴＣ⁃３′；Ｂｃｌ⁃２ 上

游： ５′⁃ＧＡＴＧＡＣＴＴＣＴＣＴＣＧＴＣＧＣＴＡＣ⁃３′， 下 游： ５′⁃
ＧＡＡＣＴＣＡＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＣＡＡＴＣ⁃３′； β⁃ａｃｔｉｎ 上 游：
５′⁃ＣＴＡＣＣＴＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＣＣ⁃３′，下游： ５′⁃ＣＡ⁃
ＣＡＧＣＴＴＣＴＣＴＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣ⁃３′。 运用 ２ － ΔΔＣｔ法计算

Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的相对表达量。
１． ３　 统计学处理　 统计数据选用 ＳＰＳＳ ２２ư ０ 及图

形处理使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ư ０ 构建，正态分布计

量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，正态分布且方差齐的两组样本

比较用两独立样本 ｔ 检验，若方差不齐则用校正 ｔ 检
验，多组样本比较用单因素方差分析检验，组间两两

比较用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验，若数据不满足正态分布，采用非

参数检验，方差不齐的采用 Ｗｅｌｃｈ 检验，Ｐ ＜ ０ư ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 冷冻对 Ｈ１２９９ 细胞凋亡的影响 　 结果显示，
肺癌细胞冷冻模型中 Ｂ、Ｃ、Ｄ 组的细胞凋亡率分别
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为（２３ư ９７ ± １ư ００７ ）、 （２６ư ３７ ± １ư ２５８ ）、 （３９ư ８０ ±
１ư ０４４）均高于对照组 Ａ 组（１５ư ７０ ± ４ư ３５５），且 Ｄ 组

细胞凋亡率最高，高于其他组 （Ｆ ＝ ５２ư ９５７，Ｐ ＜
０ư ０５）。 见图 １。 这说明冷冻细胞坏死后，坏死液可

以促进残余肿瘤细胞凋亡，且越接近冷冻区域，对细

胞的影响越大。

图 １　 细胞冷冻消融模型中各组 Ｈ１２９９ 肺癌细胞凋亡情况（ｎ ＝ ３）
Ａ 组：正常细胞 ＋ 完全培养基；Ｂ 组：正常细胞 ＋ 坏死液培养，完

全培养基 ２ ∶ １；Ｃ 组：亚致死细胞 ＋ 完全培养基；Ｄ 组：亚致死细胞加

坏死液培养，完全培养基 ２ ∶ １；与 Ａ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０ư ０５；与 Ｂ 组比

较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５；与 Ｃ 组比较：△Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ２　 冷冻对 Ｈ１２９９ 细胞 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 的 ｍＲＮＡ 和

蛋白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验结

果表明，在 Ｈ１２９９ 肺癌细胞冷冻模型中，与 Ａ 组相

比，Ｂ、Ｃ、Ｄ 组能够促进 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达，
且在 ｍＲＮＡ 水平上，Ｃ、Ｄ 组 Ｂａｘ 表达量高于 Ａ、Ｂ
组，差异有统计学意义 （Ｆ ＝ １６２ư １６５，Ｐ ＜ ０ư ０５），
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 Ｂ、Ｃ、Ｄ 组 Ｂａｘ 蛋白的含量高

于 Ａ 组，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ４ư ９０６，Ｐ ＜ ０ư ０５）。
而 Ｂｃｌ⁃２ 的检测结果显示，ｍＲＮＡ 相对表达量和蛋

白表达量各组间差异均无统计学意义（Ｆ ＝ ０ư ２４２，Ｐ
＞ ０ư ０５）。 见图 ２。 提示冷冻引起的 Ｈ１２９９ 人肺腺

癌细胞凋亡可能与 Ｂａｘ 的调节密切相关。
２． ３　 冷冻消融对小鼠肿瘤凋亡相关分子表达的影

响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果表明，与假手术

组小鼠相比，经氩氦刀冷冻消融后小鼠肿瘤组织中

Ｂａｘ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平均升高（ ｔ蛋白 ＝ ５ư ２５３，
Ｐ蛋白 ＜ ０ư ０５； ｔｍＲＮＡ ＝ ４ư ８８９，ＰｍＲＮＡ ＜ ０ư ０５），而 Ｂｃｌ⁃２
蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水平均降低（ ｔ蛋白 ＝ ３ư ３，Ｐ蛋白 ＜
０ư ０５；ｔｍＲＮＡ ＝ ３ư ３８８，ＰｍＲＮＡ ＜ ０ư ０５）。 见图 ３。

３　 讨论

　 　 冷冻消融技术是一种微创超低温消融肿瘤技

术，在肺癌的临床治疗中取得理想疗效，尤其是对中

晚期患者提高了生活质量，减轻病痛，延长生存

期［２ － ６］。 美国国家综合癌症（ＮＣＣＮ）指南将其收入

非小细胞肺癌治疗方案，作为部分无法被外科手术

切除的肺癌患者的替代疗法。 冷冻消融通常以氩气

或液氮为冷冻媒介，通过短时间在肿瘤区形成 － １４０
～ － １６０ ℃的冷冻冰球，再逐渐复温，从而达到在冷

冻冰球区域裂解坏死肿瘤细胞的目的［３］。 但随着

肿瘤组织与刀尖距离的增加，温度将会不断上升，形
成部分低温亚致死细胞及部分残留肿瘤细胞。 该研

图 ２　 各组 Ｈ１２９９ 细胞凋亡相关分子 ｍＲＮＡ 及蛋白相对表达情况（ｎ ＝ ３）
Ａ 组：正常细胞 ＋ 完全培养基；Ｂ 组：正常细胞 ＋ 坏死液培养，完全培养基 ２ ∶ １；Ｃ 组：亚致死细胞 ＋ 完全培养基；Ｄ 组：亚致死细胞加坏死

液培养，完全培养基 ２ ∶ １；与 Ａ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与 Ｂ 组比较：△Ｐ ＜ ０ư ０５；与 Ｃ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５
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图 ３　 氩氦刀冷冻消融对小鼠 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 表达情况的影响（ｎ ＝ ４）
１：假手术组；２：冷冻消融组；与假手术组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

究利用基础实验观察中心区域细胞裂解坏死液对残

余肿瘤及亚致死肿瘤的迟发凋亡反应，对临床手术

方案的设计，尤其是晚期减瘤姑息治疗中残留组织

的解决有重大意义。
该研究利用不同温度干预的 Ｈ１２９９ 肺癌细胞

模拟体内冷冻冰球不同区域内细胞状态，同时 Ｂ 组

和 Ｃ 组加入细胞坏死液验证细胞冷冻坏死产物对

不同状态细胞凋亡情况的影响。 实验结果表明冷冻

消融后能通过细胞凋亡作用继续对残余肿瘤细胞造

成杀伤作用，并且受低温损伤的肿瘤细胞凋亡效果

更显著。
该实验进一步探讨了冷冻消融后引起肿瘤细胞

凋亡的具体作用机制。 研究结果表明 Ｂｃｌ⁃２ 家族在

其中发挥着关键作用。 Ｂｃｌ⁃２ 家族是调控细胞凋亡

的重要蛋白，与恶性肿瘤的发生发展密切相关。
Ｂｃｌ⁃２ 家族可以被分为抗凋亡因子及促凋亡因子两

大类，其中抗凋亡因子 Ｂｃｌ⁃２ 和亲凋亡因子 Ｂａｘ 是

线粒体凋亡的两个关键调节器。 当 Ｂａｘ 被激活，大
量的 Ｂａｘ 同源二聚体占主导地位，转位至线粒体外

膜上，诱导线粒体外膜的通透性，细胞容易发生程序

性坏死［７］。 Ｂｃｌ⁃２ 在多种肿瘤中高表达，是主要的抗

凋亡蛋白，可通过调节细胞氧化反应，抑制氧化作用

对细胞的破坏，并且通过抑制 Ｂａｘ 的细胞凋亡作用，
促进肿瘤细胞的增殖［８］。 目前认为 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 的比

值与细胞凋亡作用具有重要关系。 该次细胞冷冻模

型的实验结果表明冷冻消融可以有效的促进 Ｂａｘ 表

达的上调，且相对表达量变化的规律与流式凋亡检

测结果大致相仿，Ｌｅｗｉｓ 小鼠冷冻实验的结果进一步

验证了冷冻消融后凋亡与 Ｂａｘ 表达上调密切相关；
而 Ｂｃｌ⁃２ 表达在细胞水平上未见差异，在 Ｌｅｗｉｓ 小鼠

肿瘤组织中发现冷冻消融组较假手术组 Ｂｃｌ⁃２ 在

ｍＲＮＡ 及蛋白水平的表达均降低，这可能与小鼠体

内肿瘤微环境中相互作用相关，有研究［９ － １０］ 表明内

皮细胞、成纤维细胞分泌的细胞因子能调节 Ｂｃｌ⁃２
表达，而微环境中炎症相关因素也能影响 Ｂｃｌ⁃２ 的

表达［１１ － １２］，因此，体内可能存在其他途径受冷冻消

融影响抑制了 Ｂｃｌ⁃２，进一步降低 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值，
需要深入探索挖掘。

综上所述，冷冻消融肺癌组织后，低温引起肺癌

组织发生细胞凋亡。 冷冻后低温损伤及中心细胞坏

死裂解液的浸润可能通过调节 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 表达进一

步影响残余肺癌细胞的凋亡。 因此，在临床冷冻消

融治疗施行过程中应尽量使冰球周围温度降低并维

持一定的时间，冷冻消融手术后有必要通过中医药、
放化疗等治疗手段巩固甚至促进残留肿瘤细胞的凋

亡，提高冷冻治疗的效果，减少肿瘤的复发。
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