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【摘要】 目的 探讨姑息性热消融联合免疫检查点抑制剂 PD-1 治疗不可切除肝细胞性肝癌 HCC 的安

全性及有效性。方法 使用 6~8 周龄雌性 SPF 级 C57 BL/6 J 小鼠，在皮下植入 Hepa1 -6 肝癌细胞株，建立皮

下肝转移瘤模型，并在肿瘤长径达到 9~10 mm 时进行分组实验。将 45 只成瘤小鼠随机分为 3 组，每组 15 只，

包括空白对照组、姑息消融组和姑息消融联合 PD-1 给药组。1 月后处死实验鼠，通过 ELISA 检测外周血中

Th1 类细胞因子（IL-2、IFN-γ、TNF-α）的浓度；处死小鼠后解剖并取出肿瘤组织，游标卡尺测量其大小并

进行苏木精 - 伊红染色（HE 染色）；采用免疫组化检测 Ki67、PD-1 和 PD-L1 在肿瘤组织中的表达情况。结

果 与对照组相比，姑息消融组和姑息消融 +PD-1 组中小鼠肿瘤体积和重量有所降低，其中姑息消融 +PD-1

组的肿瘤体积和质量降低最明显。与对照组相比，姑息消融组和姑息消融 +PD-1 组小鼠的血液中 IL-2 有升

高的趋势，但差异无统计学意义，姑息消融组小鼠血液中 IFN-γ有升高的趋势，但差异无统计学意义，姑息消

融 +PD-1 治疗组 TNF-α有下降的趋势，但差异无统计学意义。对照组和姑息消融组小鼠肿瘤组织中 PD-1

和 PD-L1 蛋白表达差异不显著，与对照组相比，姑息消融 +PD-1 组小鼠肿瘤组织中的 PD-1 和 PD-L1 蛋白

显著降低。结论 对于小鼠 HCC 皮下成瘤模型，姑息性消融联合 PD-1 抑制剂抗肿瘤效果优于单纯的姑息消

融及空白对照，并且不会引起明显的免疫不良反应。
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【Abstract】 Objective To investigate the safety and efficacy of palliative thermal ablation combined with 

immune checkpoint inhibitor PD-1 in the treatment of unresectable hepatocellular carcinoma. Methods Female 

SPF C57BL/6J mice aged 6-8 weeks were subcutaneously implanted with Hepa1-6 hepatocellular carcinoma cell lines 

to establish a subcutaneous liver metastasis model, and grouping experiments were performed when the tumor length 

reached 9 -10 mm. Forty-five tumor-forming mice were equally divided into three groups, including a blank Control 

group (Control), a palliative ablation group, and a palliative ablation combined with a PD-1 treatment group. One 

month later, the mice were sacrificed, and the concentrations of Th1 cytokines (IL-2 , IFN-γ, TNF-α) in peripheral 
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blood were detected by ELISA. After the mice were sacrificed, the tumor tissues were dissected and removed. The 

size of the tumor tissues was measured by vernier calipers and hematoxylin and eosin staining (HE staining) was 

performed. In addition, immunohistochemistry was used to detect the expression of Ki67 , PD-1 , and PD-L1 in 

tumor tissues. Results Compared with the control group, the tumor volume and weight of the mice in the palliative 

ablation group and the palliative ablation +PD-1 group were reduced, and the reduction of tumor volume and weight 

in the palliative ablation +PD-1 group was the most obvious. Compared with the control group, the level of IL-2 in 

the blood of the palliative ablation group and the palliative ablation +PD-1 group showed an increasing trend, but the 

difference was not statistically significant; the level of IFN-γin the blood of the palliative ablation group also showed 

an increasing trend, but the difference was not statistically significant. There was no significant difference in the 

expression of PD-1 and PD-L1 proteins in the tumor tissue of the control group and the palliative ablation group. 

Compared with the control group, the expression of PD-1 and PD-L1 protein in the tumor tissue of the palliative 

ablation + PD-1 group was significantly decreased. Conclusions For the HCC subcutaneous tumor model in mice, 

palliative ablation combined with PD-1 inhibitor has a better anti-tumor effect than palliative ablation or blank 

control alone, and does not cause obvious immune adverse reactions.

【Keywords】 Carcinoma; Hepatocellular; Palliative care; Ablation; Immunotherapy

PD-L1（美国 CST 公司）；病理切片机（德国 leica 公司）；

CX33 显微镜（日本 Olympus 公司）。

1.2 动物与模型建立 6~8 周龄雌性 SPF 级 C57 BL/6 J

小鼠，体重 20~22 g左右，购买于常州卡文斯实验动物有

限公司。单发皮下肝转移瘤模型的建立：Hepa1-6 肝癌

细胞株购于武汉普诺赛公司，用含 10%胎牛血清和 1%

双抗 DMEM 培养基，在 37℃、5 % CO2 孵育箱中培养

并传代。将对数生长期的细胞浓度调至 1×107 /ml。首

先，使用腹腔注射方法给予小鼠 1 % 戊巴比妥（剂量为

60 mg/kg）进行麻醉处理。随后，将小鼠固定在操作台

上，对腹股沟区域的实施局部脱毛操作，之后使用碘伏

进行消毒。接下来，采用 1 ml 注射器，将 200 ul 重悬

后的 Hepa1 -6 肿瘤细胞精确地接种到小鼠腹股沟皮

下。手术后，小鼠继续在 SPF 环境下进行饲养。在实

验期间，每隔 3 d 对小鼠的肿瘤生长情况以及体重变

化进行 1 次观察记录。大约 1 周后，可以在小鼠腹股

沟处触摸到肿瘤结节。当肿瘤的长径增长至 9~10 mm

时，即可开始实验。从初次触摸到肿瘤开始，每隔 3 d

测量 1 次肿瘤的大小，其中肿瘤的最长径记为 a，垂直

于最长径的测量值记为 b。根据这些数据，计算肿瘤体

积 V，公式为 V=ab²/2，并据此绘制出肿瘤体积的生长

曲线。

小鼠皮下肿瘤微波姑息消融及免疫治疗。将 45

只 C57 BL/6 J 成瘤小鼠平均分成 3 组：对照组、姑息消

融组、姑息消融联合 PD-1 给药组。小鼠植瘤 4 周后

进行姑息消融，实验方法：小鼠腹腔注射 1 % 戊巴比妥

麻醉及皮肤消毒，术者直视下将 17 G 微波消融针（亿

高，南京）刺入皮下肿瘤一侧，以 5 W 功率消融 30 s，

远离电极针一侧的肿瘤组织不被毁损，模拟临床姑息

消融。治疗结束后对穿刺点压迫止血。对照组仅将

电极针刺入肿瘤组织内，不通电。姑息消融 +PD-1 给

肝 细 胞 癌（hepatocellular carcinoma, HCC）约 占

所有原发性肝脏病例的 90 %，是全球癌症相关死亡的

第二大原因，每年新发病例为 85 万例［1］。HCC发病率

高，早期诊断率低，预后较差。高达 70 %~80 %的患者

在肝癌确诊时已处于中晚期，5 年生存率仅为 18 %［2］。

外科手术及消融治疗（射频、微波、冷冻等）是早期肝

癌常用的治疗策略［1］。但我国大部分肝癌患者为中

晚期时确诊，失去了外科手术、消融等根治性治疗机

会。近年来免疫检查点的抑制剂（immune checkpoint 

inhibitors, ICIs）通过解除肿瘤对 T 细胞的免疫抑制，

使得 T 细胞重新获得杀死癌细胞的能力，得到广泛的

临床应用。有报道局部消融治疗可以促进抗原释放，

激活免疫细胞，有免疫增效作用［3 -5］。本研究通过动

物实验模拟临床姑息性消融联合免疫检查点抑制剂

PD-1 抗体，验证姑息性消融联合免疫治疗肝癌的安全

性及有效性，探讨该治疗模式的可行性。

1 材料和方法

1.1 主要试剂与仪器 小鼠白细胞介素 2（interleukin-2 , 

IL-2）ELISA 科研试剂（MB-2903 B 江苏酶标生物科

技 有 限 公 司）；小 鼠γ干 扰 素（interferon-γ, IFN-γ）
ELISA 科研试剂盒（MB-2918 B 江苏酶标生物科技有

限公司）；小鼠肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor, 

TNF-α）ELISA 科研试剂盒（MB-2868 B 江苏酶标生

物 科 技 有 限 公 司）；PD-1 抑 制 剂（美 国 MCE 公 司）；

4 % 多聚甲醛（碧云天生物技术有限公司）；苏木素 - 伊

红（hematoxylin-eosin, HE）染色试剂盒（碧云天生物

技术有限公司）；无水乙醇（国药集团化学试剂有限公

司）；二甲苯（国药集团化学试剂有限公司）；anti-Ki67

（美国 abcam 公司）；anti-PD-1（美国 CST 公司）；anti-
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药组：小 鼠 姑 息 消 融 术 后 10 d 开 始 P D - 1 给 药 ，

给 药 方 式 ：给 予 P D - 1 抑 制 剂 200 μg + 生 理 盐 水

1 m l，腹 腔 注 射 ，每 1 次 / 3 d，连 续 3 次。 收 集 血

清 ，处死小鼠 ，剥离肿瘤组织。所有标本一半置于

4 % 多聚甲醛溶液中固定 ，一半置于 - 80℃冰箱保

存 ，操作在 30 m i n 内完成。 

1 .3 血清获取及ELISA检测血清中IL-2、IFN-γ、
TNF-α的含量 小鼠处死前采用眼球取血法获取

1 .0~1 .5 ml 外周血，将其收集于不含热原和内毒素

的试管中。室温静置 30 min 后，4℃离心 5000 rpm，

15 min 后吸取上层血清。取完血后的小鼠，ELISA 试

剂 盒 检 测 血 清 中 Th1 类 细 胞 因 子（IL-2、IFN-γ、
TNF-α）浓度。

1 .4 苏 木 素-伊 红 染 色 及 免 疫 组 化 检 测Ki67、

PD-1、PD-L1 小鼠处死后剖出肿瘤组织，测量肿

瘤大小和重量后，泡 4 % 多聚甲醛溶液，石蜡包埋，进

行常规苏木精伊红染色（HE 染色）。对肿瘤组织采用

免疫组化检测 Ki67、PD-1、PD-L1 表达。

1 .5 统计学方法 所有结果均以x±s表示，多组数据

2 结果

2 .1 不同组别小鼠体重、肿瘤体积及肿瘤的变化 数

据结果显示，与对照组相比，姑息消融组和姑息消融

+PD-1 组中小鼠肿瘤体积和重量降低，其中姑息消融

+PD-1 抑瘤效果最好。与对照组相比，手术后姑息消

融组和姑息消融 +PD-1 组中小鼠体重开始降低，可能

是由于手术后肿瘤组织部分消融所导致。但姑息消融

组和姑息消融 +PD-1 组之间体重差异无统计学意义

（图 1）。

2 .2 不同组别中外周血细胞因子变化 与对照组相

比，姑息消融组和姑息消融 +PD-1 组中 IL-2 有升高

的趋势，但差异无统计学意义，姑息消融组中 IFN-γ有

升高的趋势，但差异无统计学意义，姑息消融 +PD-1

中 TNF-α有下降的趋势，但差异无统计学意义（图 2）。

2 .3 不同组别中肿瘤组织病理学HE染色光镜变化  

对照组中肿瘤细胞排列整齐，紧密相连。姑息消融

组和姑息消融 +PD-1 组中肿瘤细胞中细胞核固缩，

呈坏死状，姑息消融 +PD-1 组中坏死区域最大。说明

采用单因素ANOVA方差分析，后采用Fisher LSD's test检

验组间差异。两组数据之间采用 t检验分析组间差异。

使用Graph Pad Prism（5.0 版；Graph Pad软件公司，圣迭

戈，加利福尼亚州，美国）进行统计分析。P<0.05 被认为

具有统计学意义。

PD-1 能够增大肿瘤组织的损伤程度（图 3）。

2 .4 不同组别中肿瘤组织中Ki67、PD-1、PD-L1

的表达 对照组 Ki67 蛋白表达最高，姑息消融组和姑

息消融 +PD-1 组 Ki67 蛋白表达降低，其中姑息消融

+PD-1 组表达最低。对照组和姑息消融组中 PD-1 和

图 2 姑息消融 +PD-1 对小鼠外周血三种不同炎症因子释放的影响

 注：A 为各组血清中 IL-2 含量；B 为各组血清中 IFN-γ含量；C 为各组血清中 TNF-α含量。

图 1 小鼠体重、肿瘤体积及肿瘤的变化

注：A 为各组小鼠体重；B 为各组小鼠肿瘤体积；C 为各组小鼠肿瘤肿瘤；与对照组相比，*P<0 .05。
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疗在肝癌的治疗中可以产生协同作用，而介入联合综

合治疗则被视为未来不可切除肝癌治疗的一个重要趋

势［6］。细胞毒性温度（>43℃）时，能够直接导致肿瘤

细胞死亡，并促使肿瘤内部抗原释放，从而诱导机体产

生正向的肿瘤免疫反应［12］，在微波消融过程中，由于

高温的作用，细胞膜脂质层的流动性会增强，这使得肿

瘤抗原的暴露概率增加，或者特异性肿瘤抗原决定簇

发生变化，进而增强了肿瘤的抗原性。这种变化有利

于机体产生抗体和补体，与肿瘤抗原结合，促进机体内

抗原提呈细胞（antigen-presenting cells, APC）摄取后

递呈给细胞毒性 T 淋巴细胞（cytotoxic T lymphocytes, 

CTL）从而发挥杀灭肿瘤的作用［13］。

有研究表明微波消融与抗 PD-1 / 抗 CTLA-4 联合

治疗诱导 Th1 型免疫反应，表现出特异性抗肿瘤免疫

效应［14］。微波的热效应为免疫治疗带来的获益也被应

用于临床治疗肺癌并获得了较好的临床获益［15］。有研

究者在小鼠结肠癌肝转移的实验模型中观察到，采用

抗 PD-1 抗体联合射频消融治疗的方法成功地打破了

免疫耐受状态，激发了全身系统性的免疫反应［16］。值

得注意的是，肿瘤细胞本身具有分泌抑制性免疫因子

的能力。然而，在热消融治疗后，肿瘤组织会发生凝固

性坏死，这导致肿瘤细胞分泌免疫抑制因子的水平在

肿瘤微环境乃至整个机体中都有所降低，进而使得机

体的免疫系统能够重新获得识别和清除肿瘤组织的能

力［17］。本研究的目的在于通过动物实验模拟临床上

较大肿瘤的姑息消融联合免疫治疗，验证其安全性

及有效性。本实验结果显示，姑息消融组和姑息消

融 +PD-1 组中小鼠肿瘤体积和重量低于对照组，其中

姑息消融 +PD-1 组降低最为明显，并有统计学差异，

说明姑息消融联合 PD-1 抑制剂有协同抗肿瘤作用。

肝脏特殊的免疫微环境以及肝细胞癌的免疫原

性，因此肝癌局部热消融联合免疫治疗仍需要进一

步探索。据研究［18］显示，微波消融术不仅能够提升

APC、T 细胞和 NK 等免疫细胞的活性，还能增加如

IL-12、IFN-γ、TNF-α等正向免疫因子的表达量，

进而增强肿瘤放疗和化疗的治疗效果。在本实验中，

外周血免疫相关指标检测显示：与对照组相比，姑息

消融组和姑息消融 +PD-1 组中 IL-2 有升高的趋势，

姑息消融组中 IFN-γ有升高的趋势，但差异无统计学

意义，姑息消融 +PD-1 中 TNF-α有下降的趋势，但差

异无统计学意义。同时本动物实验显示，姑息消融组

和姑息消融 +PD-1 组中小鼠体重稍有降低但 3 组之

间无统计学意义。说明在本实验中，针对实验小鼠采

用 5 W×30 s 的局部微波消融模式及 200 μg PD-1 抑

制剂 ×3 次腹腔注射的免疫治疗使用对小鼠全身免疫

的影响不大，不会诱导严重的免疫相关副作用。

在本研究中，微波姑息消融联合 PD-1 免疫抑制

PD-L1 蛋白表达差异不显著，与对照组相比，姑息消

融 +PD-1 组中 PD-1 和 PD-L1 蛋白降低（图 4）。

图 3 姑息消融 +PD-1 对肿瘤小鼠肿瘤组织的影响（H&E 染

色，标尺为 100 μm）

图 4 姑息消融 +PD-1 抑制肿瘤组织 Ki67、PD-1、PD-L1

的表达（标尺为 100 μm）

3 讨论

我国肝癌患病和死亡人数均居全球第一，2020 年

中国肝癌新发病例 41 万，占全球新发肝癌 45 .3 %；死

亡病例 39 .1 万，占全球肝癌死亡 47 .1 %，肝癌的早期

症状往往较为隐匿，导致许多病人在首次确诊时已经

处于中晚期阶段。遗憾的是，大约有 80 % 的初次诊断

患者已经错过了接受外科手术切除的最佳时机［6］。

热消融治疗作为早期 HCC 一线治疗方法已被各

大指南推荐［3 ,7］。但当肿瘤较大、临近大血管、高危部

位时，可能会出现肿瘤残留。近年来发现免疫检查点

的抑制剂通过解除肿瘤对 T 细胞的免疫抑制，使得 T

细胞重新获得杀死癌细胞的能力，并得到广泛的临床

应用［1 ,5 ,8］。

据研究报道，微波消融在治疗肿瘤的过程中，能

够激发机体的免疫反应，产生免疫增强的效果［9 ,10］。

研究表明，肝癌患者在接受微波消融治疗后，生存率有

所提升，复发率则有所下降。此外，患者的生存率与消

融部位 T 细胞、NK 细胞以及巨噬细胞的浸润程度呈正

相关，这进一步证实了微波消融对肿瘤具有正向的免

疫刺激作用。有报道局部消融治疗、靶向治疗、免疫治
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剂显示出更好的抗肿瘤效果，姑息消融组和姑息消

融 +PD-1 组中肿瘤细胞中细胞核固缩，呈坏死状，姑

息消融 +PD-1 组中坏死区域最大。对照组 Ki67 蛋白

表达最高。姑息消融组和姑息消融 +PD-1 组 Ki67 蛋

白表达降低，其中姑息消融 +PD-1 组最低。说明姑

息消融组和姑息消融 +PD-1 具有联合抑制肿瘤细胞

中 Ki67 蛋白表达的作用。与对照组相比，姑息消融

+PD-1 组中 PD-1 和 PD-L1 蛋白降低明显，说明姑息

消融 +PD-1 组能够降低肿瘤细胞中 PD-1 和 PD-L1

蛋白的水平。

综上所述，姑息性微波消融所展现的免疫效应对

肿瘤细胞的清除具有一定的促进作用，这表明微波消

融不仅仅是一种依赖热效应来消灭肿瘤的方法。实际

上，经过微波消融处理的肿瘤组织还能激发机体的免

疫系统，产生积极的免疫应答。因此，微波消融在临床

研究和应用方面展现出巨大的潜力。对于 C57 BL/6 J

皮下 Hepa1 -6 肝癌成瘤小鼠，采用姑息消融 +PD-1

抑制剂的治疗效果优于单纯姑息消融，并且不会引起

严重的全身不良免疫反应，对于临床上大肝癌的姑息

消融联合免疫抑制剂治疗有一定的指导作用，但有待

更为精细的动物实验及相关临床研究进一步证实。
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