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冷冻消融在肿瘤免疫治疗中的应用进展
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摘要      冷冻消融(cryoablation)是一种肿瘤微创手术, 对局部肿瘤治疗具有创伤小、治疗精

准等优势, 已被广泛运用在肝癌、肾癌、前列腺癌、肺癌、乳腺癌等实体肿瘤的治疗当中。不同

于传统的放射治疗(radiation therapy)、微波射频(microwave radiofrequency)等物理治疗, 冷冻消融

诱发肿瘤释放的肿瘤抗原更接近天然状态, 能有效激活T细胞对肿瘤抗原的识别, 为产生抗肿瘤免

疫的联合治疗提供了基础。因此, 寻找合适的冷冻消融联合治疗药物, 全面增强机体的免疫反应

是肿瘤免疫治疗领域的新方向。该文探讨了冷冻消融治疗肿瘤的分子机制以及其所产生的有效

抗肿瘤免疫反应, 并综述了近年来冷冻消融结合不同免疫疗法的治疗效果, 以期为肿瘤治疗提供

新的治疗策略。 
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The Progress of Cryoablation in Tumor Immunotherapy

DENG Xiangling1, WANG Xin2, SHEN Yangkun1*
(1Fujian Key Laboratory of Innate Immune Biology, Biomedical Research Center of South China, Fujian Normal University, 

Fuzhou 350117, China; 2Department of Oncology, Fuzhou Hospital of Traditional Chinese Medicine Affiliated to 
Fujian University of Traditional Chinese Medicine, Fuzhou 350001, China)

Abstract       Cryoablation is a minimally invasive surgery for tumors. It has the advantages of small trauma 
and precise treatment for local tumor treatment. It has been widely used in the treatment of solid tumors such as 
liver, kidney, prostate, lung and breast cancer. Different from traditional radiation therapy, microwave radiofrequen-
cy and other physical therapies, cryoablation induces tumor antigens released by tumors to be closer to the natural 
state, which can effectively activate T cells to recognize tumor antigens for the production of anti-tumor immunity. 
The combination therapy provides the basis. Therefore, it is a new direction in the field of tumor immunotherapy to 
find suitable cryoablation combined therapy drugs to comprehensively enhance the body’s immune response. This 
review discusses the molecular mechanism of cryoablation in the treatment of tumors and the effective anti-tumor 
immune response it induces. In addition, it reviews the therapeutic effects of cryoablation combining with different 
immunotherapies in recent years, hoping to provide new treatment strategies for tumor treatment.
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自19世纪末研究者们首次使用低温治疗肿瘤

以来, 冷冻消融技术已被广泛应用于治疗肝癌、肺

癌等各种原发性良恶性肿瘤[1-2]。近年来研究发现, 

冷冻消融技术不仅可以对肿瘤组织进行反复冻融循

环造成局部损伤, 而且可引起机体的抗肿瘤免疫反

应。因此, 其在实体瘤患者的治疗中发挥着越来越
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重要的作用[3-4]。 
目前 , 临床上常用的消融治疗有射频消融 (ra-

diofrequency ablation, RFA)、微波消融 (microwave 
ablation, MWA)、高强度聚焦超声 (hiigh intensity 
focused ultrasound, HIFU)和冷冻消融(cryoablation)。
其中, RFA、MWA、HIFU消融治疗都遵循热疗的原

则, 只有冷冻消融是一种通过冻融过程引起组织损

伤的低温疗法。 YAKKALA等 [5]和SHAO等 [6]最近

研究表明, RFA、MWA、HIFU等方法虽然也会导致

肿瘤抗原的原位释放, 但在保存天然肿瘤抗原结构

(未变性的抗原)这一方面, 冷冻消融治疗优于其他

技术, 且引起的适应性免疫反应更强, 如激活CD8+T
细胞活性。除此之外, HE等[7]研究还发现, 冷冻消融

治疗不仅可以释放一系列的肿瘤抗原, 激活局部的

抗肿瘤免疫, 同时还能引起远端效应。 
然而, 虽然冷冻消融可以触发肿瘤的特异性免

疫反应, 但这种免疫反应的大小和可持续性不足以

完全杀死肿瘤, 以至于肿瘤发生复发和转移。 为了

解决这一问题, 越来越多的研究者正将免疫系统与

局部治疗结合起来[8-11]。 事实上, 局部治疗联合免疫

佐剂[如: 白细胞介素-2(interleukin-2, IL-2)[12]、粒细

胞–巨噬细胞集落刺激因子 (granulocyte -macrophage 
colony stimulating factor, GM-CSF)[13]、Toll样受体

(toll-like receptor, TLR)激动剂[14]]产生的抗肿瘤免疫

反应已经显示出对肿瘤良好的抑制效果。 此外, 进
一步研究发现, 树突状细胞(dendritic cells, DCs)、NK
细胞(natural killer cell)等细胞类疗法和冷冻治疗也显

示出一定的联合治疗前景[15]。最近使用免疫检查点

阻断剂(如anti-CTLA-4、anti-PD-1)配合冷冻治疗等

局部治疗显示出了持久的肿瘤特异性免疫应答[16-17], 
甚至推动了几项针对黑色素瘤[18]、前列腺[19]、乳腺

癌[20]和肝癌[21]的临床试验。 
因此, 联合免疫治疗是冷冻消融技术在临床应

用中的发展趋势。本文将综述近年来冷冻消融治疗

肿瘤产生有效免疫反应的作用机制, 以及与免疫疗

法联合治疗的效果, 以探讨冷冻消融的治疗前景, 为
肿瘤治疗策略提供一个新的选择。 

1   冷冻消融治疗肿瘤的基本原理
近年来, 冷冻消融技术以其微创、患者痛苦度

低、目的性强等潜在优势已成为各种癌症治疗的常

用方法。然而, 冷冻消融技术用于肿瘤治疗的具体

作用机制目前尚未被完全阐明。早期认为冷冻消融

的极端温度会对细胞造成机械损伤, 当细胞因冷冻

脱水时, 高浓度的溶质会引起蛋白质受损, 破坏细

胞膜和细胞质中的酶, 从而产生治疗效果[22]。 同时, 
如果细胞内出现冰晶, 这些冰晶也会对细胞器和细

胞膜造成损伤[23-24]。 
目前冷冻消融机制主要分为三个阶段: 冷冻阶

段、融化阶段、解冻后阶段[5]。冷冻阶段(图1A), 首
先在较低的冷冻速率下, 由于细胞膜磷脂双分子层

的保护作用, 冰晶主要先在细胞外空间形成, 胞外溶

质浓度的逐渐增加, 会产生高渗的细胞外环境, 导致

细胞外渗脱水。这可能是细胞的一种决策, 通过浓

缩胞内溶质, 以此来抵抗胞内产生冰晶, 但对细胞也

会造成严重的损伤。随后在快速的冷冻速率下, 消
融核心区随着温度的急剧下降, 细胞来不及外渗脱

水, 最终在细胞内形成冰晶[5]。

在融化阶段(图1B), 细胞内的小冰晶由于热力

学不稳定, 会融合形成较大的冰晶(再结晶), 这增强

了对细胞膜和胞内细胞器的机械损伤[25-26]。当存在

大量的冷冻细胞时, 就会堆积成紧密的组织, 从而破

坏组织结构。

在解冻后阶段(图1C), 细胞外的冰晶融化, 形成

胞内的局部低渗, 造成胞外的溶剂进入胞内, 导致之

前脱水的细胞重新膨胀并破裂, 释放细胞内容物。

在此过程中, 消融核心处的细胞, 由于产生冰晶而造

成细胞坏死。暴露于最外围亚致死温度下消融区的

细胞会发生凋亡(apoptosis), 释放凋亡小体, 随后被

巨噬细胞(macrophage)或者树突状细胞(DCs)清除。

目前, 普遍认为冷冻消融能够同时导致肿瘤细

胞发生细胞凋亡和细胞坏死。其中, 细胞凋亡通常

发生在肿瘤外围区, 开始于冷冻后的几小时, 并持续

数天。冷冻消融引起的细胞凋亡可以同时由caspase
蛋白酶家族参与的内源性和外源性两种细胞凋亡途

径介导。研究表明, 冷冻消融能够激活BCL-2蛋白的

活性, 引起内源性细胞凋亡, BCL-2促进线粒体外膜

通透性(MOMP)的改变、细胞色素c的释放、caspase
激活和细胞凋亡。当细胞色素c在ATP依赖性过程中

结合APAF1时, 形成多聚体凋亡体。前caspase 9蛋白

与凋亡体结合, 被切割并随后被激活, 并激活下游的

caspase 3蛋白[27]。这导致DNA片段化, 包括内切核

酸酶的激活、核蛋白和细胞骨架的破坏、蛋白质的

交联、吞噬细胞配体的表达和凋亡小体的形成, 最
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终导致细胞凋亡[28]。外源性细胞凋亡途径由死亡受

体配体如TNFα、TRAIL和FAS诱导, 通过caspase 8
形成死亡诱导信号复合物(death inducing signal com-
plex, DISC), 最终导致细胞凋亡[29]。

与细胞凋亡不同 , 坏死是冷冻消融治疗过程引

起的另一种肿瘤细胞死亡形式。 当细胞坏死发生时, 
细胞中caspase 8表达减少 , 受体相互作用丝氨酸 /苏
氨酸激酶3(receptor interacting serine/threonine kinase 
3, RIPK3)和混交激酶域蛋白 (mixed lineage kinase 
domain like pseudokinase protein, MLKL)表达量上

调, 从而促进细胞程序性坏死[30]。

此外, 癌细胞已被证明可通过抑制其抗癌作用

而抑制多种细胞死亡方式[31]。因此, 冷冻消融治疗

是否会引起肿瘤细胞的自噬或使用自噬抑制剂是否

会增强治疗效果, 及其他如细胞焦亡是否会引起更

强的免疫反应、炎症反应值得我们进一步研究。

2   冷冻消融引起的抗肿瘤免疫反应
除了上述冷冻消融治疗肿瘤的基本机制外, 冷

冻消融治疗肿瘤如何引起机体的免疫反应也是该领

域的一个重要研究方向。研究显示, 在各种模型中, 
冷冻消融后肿瘤特异性T细胞如CD4+、CD8+[32], NK

细胞以及白细胞介素-4(interleukin-4, IL-4)、颗粒酶

A(granzyme A, GZMA)、肿瘤坏死因子-α(tumor ne-
crosis factor-α, TNF-α)等细胞因子[33-34]水平都有增加

(图2)。其中, 激活的CD8+T细胞不仅能通过颗粒酶

(granzyme)、穿孔素(perforin)直接杀伤肿瘤, 还可以

通过Fas/FasL途径, 激活肿瘤细胞中的caspase 3, 诱
导其凋亡。CD4+T细胞包含许多细胞亚群。其中一

些细胞亚群如Th1(helper T cell 1, Th1)也具有显著的

抗肿瘤活性[35]。

此外, 研究表明肿瘤细胞不同的死亡方式会引

起完全不同的抗肿瘤免疫反应。

其中细胞凋亡通常是一种生理现象, 随着细胞

染色体DNA降解, 其细胞碎片被巨噬细胞或DCs细
胞所吞噬。SCHEFFER等[36]研究表明, 在炎性条件

下凋亡的细胞可能相较于坏死的细胞更能刺激抗肿

瘤免疫反应, 其可能原因是吞噬凋亡细胞的树突状

细胞将凋亡细胞的抗原成分以MHC I类分子限制的

方式递呈给细胞毒性T细胞(cytotoxic T cells, CTLs), 
尚未清除的凋亡细胞可能会发生二次坏死并释放促

炎症信号, 而在此状态下树突状细胞成为表达抗原

及诱发效应T细胞的理想状态。

当凋亡细胞不能被及时有效地清除时, 它们会

实线箭头代表局部区域放大, 虚线箭头代表DCs细胞识别肿瘤抗原。

The solid arrow represents the local area enlargement, and the dashed arrow represents DCs that recognize tumor antigens.
图1   冷冻消融治疗肿瘤的基本机制(根据参考文献[5]修改)

Fig.1   The basic mechanism of cryoablation in the treatment of tumors (modified from reference [5])
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因为失去膜的完整性发展为继发性坏死。这会导

致损伤相关的分子模式 (damage associated molecular 
patterns, DAMPs)的释放 [30]。DAMPs能激活固有免

疫细胞, 同时可直接或间接启动适应性免疫反应。坏

死中的RIPK3是介导细胞死亡信号通路的关键调控

蛋白, 在N-端包含一个激酶结构域, 已被证明具有调

节炎症信号通路的作用[37]。除此之外, RIPK3在C-端
包含一个RHIM功能结构域, 能与其他相关信号通路

同型的RHIM[如RIPK1、Toll/白细胞介素-1 (interleu-
kin-1, IL-1)受体(TIR)结构域]相互作用, 诱导TRIF(TIR 
domain-containing adaptor inducing IFN-β)通路和DNA
依赖的IFN调节因子(DAI)的激活[38], 并触发细胞坏

死。肿瘤坏死通常还伴随着组织损伤, 其表现为细

胞崩解、细胞核发生改变及细胞内容物[如促炎症细

胞因子(pro-inflammatory cytokines)、热休克蛋白(heat 
shock protein)、DNA、RNA等]的释放[39-40], 这些因子

可刺激机体产生强烈的免疫反应(图2)。
冷冻消融可以同时诱导肿瘤细胞发生坏死和

凋亡, 更增强了冷冻消融对肿瘤的治疗效果。因此, 
阐明冷冻消融诱导何种细胞死亡方式, 以及如何增

强肿瘤细胞的死亡是今后冷冻消融研究的一个重要

方向。

除此之外, 冷冻消融还能造成血管内皮细胞和

周围细胞的损伤, 使得血管内出现停滞, 导致细胞水

肿和凝血级联反应, 在血管内形成微血栓, 进而引发

组织缺血[41]。组织学研究表明, 消融后肿瘤内会浸润

中性粒细胞(neutrophil), 随后募集大量巨噬细胞[42]。

肿瘤冷冻消融可以触发肿瘤特异性免疫反应。

然而, 这种免疫反应的大小和可持续性却不足以抵

抗肿瘤的再挑战。除此之外, 肿瘤中存在多种免疫

逃逸机制来躲避机体的免疫攻击[43-45]。因此, 冷冻

消融联合免疫治疗来应对免疫抑制反应, 为治疗癌

症治疗患者提供了更多的选择。

3   冷冻消融联合免疫治疗策略
虽然目前冷冻消融技术在多种癌种中取得了

不错的临床成效, 然而多年的临床试验表明, 单一的

冷冻消融针对晚期肿瘤依然只有有限的治疗效果。

其中的一个重要原因在于肿瘤的发生发展涉及多个

过程, 期间会形成多种突变, 单一的治疗手段尚不足

虚线箭头代表效应CD4+T细胞或效应CD8+T细胞向肿瘤组织迁移。

The dashed arrow represents effector CD4+T cells or effector CD8+T cells migrate to tumor tissue.
图2   冷冻消融引起的免疫反应

Fig.2   Immune response caused by cryoablation
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以完全治疗肿瘤。因此, 联合治疗成为了冷冻消融

的一个重要发展方向。目前临床中已经有冷冻消融

与放疗、化疗、激素以及免疫治疗联合的报道, 并
且都显示出了积极的治疗效果(表1)[46-53]。

近年来, 随着免疫检查点抑制剂PD-1(programmed 
cell death-1)/PD-L1(programme-d cell death-ligand 1)、
CAR-T(chimeric  antigen receptor T cell)、过继性细胞

治疗(adoptive cellular immune-therapy, ACI)等新的抗

肿瘤免疫疗法的出现, 免疫疗法已成为肿瘤治疗新的

方向。此外, 研究表明多种治疗方法与免疫疗法联合

使用效果显著[54]。因此, 本文将重点讨论冷冻消融和

肿瘤免疫治疗联合使用的效果和机制。

3.1   冷冻消融联合免疫检查点抑制剂 
研究显示, 免疫检查点(immune checkpoint)分

子在免疫耐受中起着至关重要的作用, 如肿瘤细胞

可以利用这些途径逃避免疫攻击。其中阻断免疫检

查点分子CTLA-4(cytotoxic T lymphocyte associated 
protein-4), 可以增强其配体CD80/86与CD28的结合

程度, 进而促进T细胞活化[55-56]。肿瘤和肿瘤相关巨

噬细胞 (tumor-associated macrophages, TAMs)表达

PD-L1, 在肿瘤抑制T细胞方面起着关键作用[57]。阻

断PD-1或PD-L1的抗体对T细胞引起的抗肿瘤反应

起着关键作用。

利用免疫检查点抑制剂联合冷冻消融治疗肿

瘤可以增强机体的免疫反应。2018年 , BENZON博

士团队[58]发现, 在前列腺癌小鼠模型中, 冷冻消融联

合CTLA-4治疗时, 死亡率降低4倍。2012年, WAITZ
博士团队[17]在另一项冷冻消融联合CTLA-4实验中, 
发现有44%的小鼠存活下来。联合应用CTLA-4和
PD-1阻断可提高黑色素瘤、肾细胞癌和许多其他癌

症[59-60]患者的生存率。

3.2   冷冻消融联合Toll样受体(TLRs)激动剂

TLRs是天然免疫应答中起重要作用的受体, 
可识别与微生物和受损宿主细胞相关的模式分子。

TLRs信号触发巨噬细胞和树突状细胞(DCs)的代谢

转变, 促进其从耐受状态向免疫状态的转变。TLRs
与同源配体结合后, 启动细胞内My88或TRIF介导的

信号通路。这些信号通路会产生I型干扰素(type I in-
terferon, IFN-I)和炎症反应, 促进T细胞免疫应答[61-62]。

REDONDO博士等 [63]研究表明 ,  咪喹莫特

(TLR7 激动剂)联合冷冻消融治疗B16-OVA肿瘤, 小
鼠的存活率高达95%, 而单独使用冷冻消融治疗小

鼠的存活率仅有30%~35%。因此, TLR激动剂可以

作为冷冻消融治疗肿瘤的佐剂, 以产生更强的抗肿

瘤免疫反应。但对于不同肿瘤类型的联合治疗效果

还需要进一步的研究。

3.3   冷冻消融联合过继性细胞疗法

3.3.1   DCs细胞      树突状细胞在先天免疫反应和适

表1   冷冻消融联合不同治疗方式的临床研究

Table 1   Clinical study of cryoablation combined with different treatment methods
研究对象

Research object
治疗方式

Treatment
治疗效果

Treatment effect
参考文献

References

Non-small cell lung 
cancer

Cryoablation+allogeneic NK cells Enhance the patient’s immune function, significantly improve the RR 
(response rate) and DCR (disease control rate)

[46]

Advanced liver 
cancer

Cryoablation+allogeneic NK cells Enhance immune function, improve the quality of life of patients, and 
reduce the expression of AFP

[47]

Unresectable liver 
cancer

Cryoablation+drugloaded micro-
sphere embolization

The survival rate is significantly improved, the survival rate is 82.7% [48]

Esophageal cancer 
and liver metastases

Cryoablation+chemotherapy Improve OS (overall survival) and QOL (quality of life) of patients [49]

Advanced renal cell 
carcinoma

Cryoablation+sorafenib The patient’s immune function indicators are improved, the ORR 
(objective response rate) and DCR (disease control rate) are signifi-
cantly higher, and the PFS (progression-free survival) and OS (overall 
survival) are significantly longer than other groups

[50]

Malignant liver 
cancer

Cryoablation+radiotherapy The patient’s quality of life is significantly improved and the survival 
period is prolonged

[51]

Melanoma Cryoablation+pembrolizumab No adverse events or major complications of grade 3-4 are observed, 
NK cells increase and T-reg cells decrease

[52]

Prostate cancer Cryoablation+androgen Reduce PSA (prostate specific antigen) and relieve urinary symptoms [53]
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应性免疫反应之间起着桥梁作用。在之前提出的冷

冻消融治疗肿瘤的机制中, 冷冻消融后所释放的肿

瘤抗原被抗原提呈细胞(antigen presenting cell, APC)
所吸收, 其中包括未成熟的树突状细胞。同时, 未成

熟的树突状细胞在提取肿瘤的抗原后还需环境刺

激从而成熟, 以此来激活机体的免疫应答。在冷冻

消融后的肿瘤微环境中, 坏死细胞和炎症细胞因子

可刺激DCs细胞的成熟[39]。成熟的DCs细胞能通过

MHC I类和II类分子将肿瘤抗原呈递给T细胞, 从而

导致肿瘤特异性T细胞的激活和增殖[64]。此外, DCs
通过一种被称为交叉递呈的机制有效诱导CD8+T细
胞向细胞毒性T细胞(CTLs)分化, 产生肿瘤特异性

CTLs是大多数癌症免疫治疗的目标[65]。

2014年, YIN博士团队[66]在胶质瘤中发现, 冷冻

消融联合DCs疫苗可促进DCs成熟, 增强DCs抗原呈

递功能, 诱导细胞毒性T淋巴细胞(CTLs)杀伤肿瘤细

胞。2019年, XU博士团队[67]在另一项临床研究中, 测
试了DCs细胞−细胞因子诱导的杀伤细胞(DC cell cy-
tokine induced killer cell, DC-CIK)与冷冻消融联合对

结肠癌患者的治疗效果。结果发现, 两者联合治疗缓

解率为61.76%, 远高于对照组, T淋巴细胞亚群升高, 
术后三个月整体生活质量明显高于对照组, 表明DC-
CIK细胞联合冷冻消融可提高结直肠癌肝转移患者

的免疫功能和生活质量, 增强对肿瘤的杀伤作用。

3.3.2   自然杀伤细胞      NK细胞是属于先天免疫系

统的非特异性杀伤细胞, 在对抗肿瘤的早期阶段发

挥着重要的作用[68]。随着对NK细胞功能的进一步

了解, 过继NK细胞转移对各种癌症具有很好的抗

肿瘤作用。与细胞毒性T细胞或其他免疫细胞不同, 
NK细胞通过杀伤细胞免疫球蛋白样受体(killer cell 
immunoglobulin-like receptor, KIR)在细胞表面识别

“非自身”组织相容性抗原。NK细胞产生的免疫活

性细胞因子使其成为免疫治疗的吸引工具。

2017年, LIN博士团队[69]在一项临床研究中测

试了冷冻消融联合同种异体NK细胞来治疗实体癌

患者的效果, 发现同种异体NK细胞联合冷冻消融相

较于单独冷冻消融更具有协同效应。这种有效性在

非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC)、
肝细胞癌和肾细胞癌中均有体现, 提示了NK细胞治

疗对冷冻消融有增强作用[46,49]。

3.4   冷冻消融联合肿瘤疫苗

肿瘤疫苗通过识别肿瘤特异性抗原(tumor spe-

cific antigen, TSA)或肿瘤相关抗原(tumor associated 
antigen, TAA)激活CD8+T细胞和CD4+T细胞, 诱发全

面抗肿瘤免疫应答, 从而达到消除或抑制肿瘤病灶

生长、转移或复发的目的[70]。目前常见的肿瘤疫

苗有全细胞疫苗(whole cell vaccine, WCV)、多肽疫

苗(multi-peptide vaccine, MPV)、DCs肿瘤疫苗(DCs 
tumor vaccine)等。

2006年, DEN BROK博士团队[14]在研究中发现, 
肿瘤原位冷冻消融治疗后获得了肿瘤内抗原模型; 
随后与TLR9的联合治疗在小鼠根除局部肿瘤和全

身肿瘤方面效果显著, 能诱导机体DCs成熟, 为机体

提供一种原位DCs疫苗。2013年, FLOERCKEN博士

团队[71]利用患者自身肿瘤细胞裂解物负载DCs治疗

肾癌的I/II期临床研究中, 发现DCs疫苗能诱导机体

T细胞的增殖, 同时刺激患者的体内出现特异性Th1
型免疫应答。此外, 研究显示, 冷冻治疗能在肿瘤局

部募集大量的巨噬细胞以及树突状细胞, 这为吞噬

肿瘤疫苗奠定了基础[72]。

目前, 随着生物信息学的发展, 以大数据为基

础的个性化肿瘤新抗原(neoantigen)疫苗治疗肿瘤已

在临床上表现出良好的抗肿瘤效应[73-74]。因此, 冷
冻消融联合肿瘤疫苗治疗癌, 也是局部治疗应用的

一个新的方向。

4   展望
冷冻消融是一种低温治疗肿瘤的方式, 通过促

进肿瘤释放大量抗原, 能有效激活T细胞对肿瘤的

识别[5,75]。然而仅使用冷冻消融很难触发足够强烈

的抗肿瘤免疫, 该方式一般不足以完全抵抗肿瘤。

随着肿瘤免疫研究的不断深入, 研究发现通过冷冻

消融不仅可以控制原发肿瘤, 同时利用免疫激活剂

还可增强全身抗肿瘤免疫反应, 在机体内产生“原位

肿瘤疫苗”, 进而抑制残留肿瘤的转移和复发[76]。这

一治疗策略, 已经得到了多个临床试验的验证。然

而, 不同的免疫治疗药物对机体的免疫激活效果作

用不同, 如PD-1抗体能阻断肿瘤对T细胞的抑制作

用[77], 进而激活机体免疫; CTLA-4抗体则能消除Treg
对CD8+T细胞的抑制[78], CD47抗体促进巨噬细胞对

肿瘤细胞的识别[79]等。因此, 从应用的角度出发, 彻
底揭示冷冻消融治疗后肿瘤微环境的变化, 尤其是

不同免疫细胞亚型的变化, 对冷冻消融的联合治疗

意义重大。
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综上, 针对不同患者免疫微环境的不同, 寻找

合适的免疫疗法与冷冻消融联合治疗是提高肿瘤治

愈率的关键。免疫疗法与冷冻消融的联合使用, 以
及改进和优化现有免疫疗法与冷冻消融的联合治疗

手段, 将会给肿瘤治疗提供更多的可选工具, 也是一

个极具临床价值的研究方向。

参考文献 (References)
[1] KORPAN N N. History of cryosurgery [M]. Atl Cryosurgery, 

2001, 94: 196-201.
[2] KORPAN N N. A history of cryosurgery: its development and 

future [J]. J Am Coll Surg, 2007, 204(2): 314-24.
[3] BERTOLOTTO M, CAMPO I, SACHS C, et al. Contrast-

enhanced ultrasound af-ter successful cryoablation of benign and 
malignant renal tumours: how long does tumour enhancement 
persist [J] J Med Imaging Radiat Oncol, 2021, 65(3): 272-8.

[4] KIM R, KANG T W, CHA D I, et al. Percutaneous cryoablation 
for perivascular hepatocellular carcinoma: therapeutic efficacy 
and vascular complications [J]. Eur Radiol, 2019, 29(2): 654-62.

[5] YAKKALA C, CHIANG C L L, KANDALAFT L, et al. Cryoab-
lation and immunotherapy: an enthralling synergy to confront the 
tumors [J]. Front Immunol, 2019, 10: 2283.

[6] SHAO Q, O’FLANAGAN S, LAM T, et al. Engineering T cell 
response to cancer antigens by choice of focal therapeutic condi-
tions [J]. Int J Hyperthermia, 2019, 36(1): 130-8.

[7] HE K, LIU P, XU L X J C D, et al. The cryo-thermal therapy 
eradicated melanoma in mice by eliciting CD4+ T-cell-mediated 
antitumor memory immune response [J]. Cell Death Dis, 2017, 
8(3): e2703.

[8] GOLTSEV A, BONDAROVYCH M, DUBRAVA T, et al. Immu-
nological traits of cryoablation in combination therapy of cancer 
[J]. Pro Cryobio Cryomd, 2019, 29(4): 297-302.

[9] SANGSIN A, MURAKAMI H, SHIMIZU T, et al. Efficacy of 
vertebral cryoablation and immunotherapy in a patient with met-
astatic renal cell carcinoma: a case report [J]. J Med Case Rep, 
2019, 13(1): 96.

[10] QIAN L, HUA S, XIE J, et al. Immunomodulatory effects of ab-
lation therapy on tumors: potentials for combination wit-h immu-
notherapy [J]. Biochim Biophys Acta Rev Cancer, 2020, 1874(1): 
188385.

[11] CHUN B M, PAGE D B, MCARTHUR H L J C B C R. Combi-
nation immunotherapy strategies in breast cancer [J]. Curr Breast 
Cancer Rep, 2019, 11: 228-40.

[12] JOHNSON E E, YAMANE B H, BUHTOIAROV I N, et al. 
Radiofrequency abl-ation combined with KS-IL2 immunocyt-
okine (EMD 273066) results in an enhanced antitumor effect 
against murine colon adenocarcinoma [J]. Clin Cancer Res, 2009, 
15(15): 4875-84.

[13] CHEN Z, SHEN S, PENG B, et al. Intratumoural GM-CSF 
microspheres and CTLA-4 blockade enhance the antitumour im-
munity induced by thermal ablation in a subcutaneous murine 
hepatoma model [J]. Int J Hyperthermia, 2009, 25(5): 374-82.

[14] DEN BROK M H M G M, SUTMULLER R P M, NIERKENS 
S, et al. Synergy between in situ cryoablation and TLR9 stimula-

tion results in a highly effective in vivo dendritic cell vaccine [J]. 
Cancer Res, 2006, 66(14): 7285-92.

[15] MACHLENKIN A, GOLDBERGER O, TIROSH B, et al. Com-
bined dendritic cell cryotherapy of tumor induces systemic an-
timetastatic immunity [J]. Clin Cancer Res, 2005, 11(13): 4955-
61.

[16] MOORADIAN M, FINTELMANN F J, KAUFMAN H E, et al. The 
use of cryoablation to overcome resistance to PD-1 blockade in un-
resectable melanoma [Z]. Wolters Klu Hea, 2021, 39(15): 9538.

[17] WAITZ R, SOLOMON S B, PETRE E N, et al. Potent induction 
of tumor immunity by combining tumor cryoablation with anti-
CTLA-4 therapy [J]. Cancer Res, 2012, 72(2): 430-9.

[18] National Cancer Institute (NCI). Dendritic cell therapy after 
cryosurgery in combination with pembrolizumab in treating pa-
tients with stage III-IV melanoma that cannot be remove by sur-
gery [EB/OL]. [2021-12-02], https://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT03325101.

[19] Haukeland University Hospital. Norwegian Radium Hospital.
Phase I clinical trial of cryoimmunothera-py against prostate can-
cer (CryoIT) [EB/OL]. [2019-10-25], https://clinicaltrials.gov/
ct2/show/NCT02423928.

[20] Bristol-Myers Squibb. A study of pre-operative treatment with 
cryoablation and immune therapy in earl-y stage breast cancer 
[EB/OL]. [2021-07-02], https://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT02833233.

[21] National Institutes of Health Clinical Center (CC) ( National 
Cancer Institute (NCI) ). A pilot study of combined immune 
chec-kpoint inhibition in combination with ablative therapies in 
subjects with hepatoce-llular carcinoma (HCC) or biliary tract 
carcinomas (BTC) [EB/OL]. [2022-01-18], https://clinicaltrials.
gov/ct2/show/NCT02821754 

[22] LOVELOCK J E. The haemolysis of human red blood-cells by 
freezing and thawing [J]. Biochim Biophys Acta, 1953, 10(3): 
414-26.

[23] STEPONKUS P L. Role of the plasma membrane in freezing 
injury and cold acclimation [J]. Ann Rev Plant Physiol, 1984, 
35(1): 543-84.

[24] TONER M. Nucleation of ice crystals inside biological cells [M].
London, 1993.

[25] SMITH D J, FAHSSI W M, SWANLUND D J, et al. A paramet-
ric study of freezing injury in AT-1 rat prostate tumor cells [J]. 
Cryobiology, 1999, 39(1): 13-28.

[26] HOFFMANN N E, BISCHOF J C. The cryobiology of cryosurgi-
cal injury [J]. Urology, 2002, 60(2 Suppl 1): 40-9.

[27] CLARKE D M, ROBILOTTO A T, VANBUSKIRK R G, et al. 
Targeted induction of apoptosis via TRAIL and cryoablation: a 
novel strategy for the treatment of prostate cancer [J]. Prostate 
Cancer Prostatic Dis, 2007, 10(2): 175-84.

[28] D’ARCY M S J C B I. Cell death: a review of the major forms of 
apoptosis, necrosis and autophagy [J]. Cell Biol Int, 2019, 43(6): 
582-92.

[29] ROBILOTTO A T, BAUST J M, BUSKIRK R V, et al. Tempera-
ture-dependent activation of differential apoptotic pathways dur-
ing cryoablation in a human prostate cancer model [J]. Prostate 
Cancer Prostatic Dis, 2013, 16(1): 41-9.

[30] SACHET M, LIANG Y Y, OEHLER R J A. The immune re-
sponse to secondary necrotic cells [J]. Apoptosis, 2017, 22(10): 



348 · 综述 ·

1189-204.
[31] ALI M A, VIRK Z I, MUZAFFAR A, et al. Molecular basis of treat-

ment with heat ablation, cryoablation or dual thermal ablation in 
pancreatic cancer cells [J]. J Innov Dev Pha Tec Sci, 2019, 2(10): 
2581-6934.

[32] CERQUEIRA M A, FERRARI K L, MATTOS A, et al. T cells 
CD4+/CD8+ local immune modulation by prostate cancer hemic-
ryoablation [J]. World J Urol, 2020, 38(3): 673-80.

[33] JANSEN M C, HILLEGERSBERG R V, SCHOOTS I G, et 
al. Cryoablation induces greater inflammatory and coagulative 
responses than radiofrequency ablation or laser induced thermo-
therapy in a rat liver model [J]. Surgery, 2010, 147(5): 686-95.

[34] GRAVANTE G, SCONOCCHIA G, ONG S L, et al. Immuno-
regulatory effects of liver ablation therapies for the treatment of 
primary and metastatic liver malignancies [J]. Liver Int, 2009, 
29: 18-24.

[35] LEONE R D, POWELL J D J N R C. Metabolism of immune 
cells in cancer [J]. Nat Rev Cancer, 2020, 20(9): 516-31.

[36] SCHEFFER S R, NAVE H, KORANGY F, et al. Apoptotic, but 
not necrotic, tumor cell vaccines induce a potent immune re-
sponse in vivo [J]. Int J Cancer, 2003, 103(2): 205-11.

[37] MORIWAKI K, CHAN F J C G F R. Necrosis-dependent and 
independent signaling of the RIP kinases in inflammation [J]. Cy-
tokine Growth Factor Rev, 2014, 25(2): 167-74.

[38] ZHANG H, WU X, LI X, et al. Crucial Roles of the RIP ho-
motypic interaction motifs of RIPK3 in RIPK1-dependent cell 
death and lymphoproliferative disease [J]. Cell Rep, 2020, 31(7): 
107650.

[39] GALLUCCI S, LOLKEMA M, MATZINGER P. Natural ad-
juvants: endogenous activators of dendritic cells [J]. Nat Med, 
1999, 5(11): 1249-55.

[40] SAUTER B, ALBERT M L, FRANCISCO L, et al. Consequenc-
es of cell death: exposure to necrotic tumor cells, but not primary 
tissue cells or apoptotic cells, induces the maturation of immuno-
stimulatory dendritic cells [J]. J Exp Med, 2000, 191(3): 423-34.

[41] SIDANA A, IMMUNOTHERAPY A J. Cancer immunotherapy 
using tumor cryoablation [J]. Immunotherapy, 2014, 6(1): 85-93.

[42] GAZZANIGA S, BRAVO A, GOLDSZMID S R, et al. Inflam-
matory changes after cryosurgery-induced necrosis in human 
melanoma xenografted in nude mice [J]. J Invest Dermatol, 2001, 
116(5): 664-71.

[43] BEATTY G L, GLADNEY W L. Immune escape mechanisms 
as a guide for cancer immunotherapy [J]. Clin Cancer Res, 2015, 
21(4): 687-92.

[44] OTTO G. Tumour decides immune cell ins and outs [J]. Nat Rev 
Immunol, 2018, 18(8): 481.

[45] GARRIDO F, APTSIAURI N. Cancer immune escape: MHC ex-
pression in primary tumours versus metastases [J]. Immunology, 
2019, 158(4): 255-66.

[46] LIN M, LIANG S Z, WANG X H, et al. Clinical efficacy of per-
cutaneous cryoablation combined with allogenic NK cell immu-
notherapy for advanced non-small cell lung cancer [J]. Immunol 
Res, 2017, 65(4): 880-7.

[47] MAO L, LIANG S, WANG X, et al. Cr-yoablation combined 
with allogenic natural killer cell immunotherapy improves the 
curative effect in patients with advanced hepatocellular cancer [J]. 
Oncotarget, 2017, 8(47): 81967-77.

[48] ZENG J Y, PIAO X H, ZOU Z Y, et al. Cryoablation with drug-
loaded bead embolization in the treatment of unresectable hepa-
tocellular carcinoma: safety and efficacy analysis [J]. Oncotarget, 
2018, 9(7): 7557-66.

[49] WANG Y, ZHANG W H, CHANG X, et al. CT-guided percuta-
neous cryoablation combined with systemic chemotherapy for 
liver metastases from esophageal carcinoma: initial experience 
[J]. Cryobiology, 2019, 87: 99-104.

[50] LIU C, CAO F, XING W, et al. Efficacy of cryoablation com-
bined with sorafe-nib for the treatment of advanced renal cell 
carcinoma [J]. Int J Hyperthermia, 2019, 36(1): 220-8.

[51] LIU Y E, ZONG J, CHEN X J, et al. Cryoablation combined with 
radiotherapy for hepatic malignancy: five case reports [J]. World 
J Gastrointest Oncol, 2020, 12(2): 237-47.

[52] SHEN L, QI H, CHEN S, et al. Cryoab-lation combined with 
transarterial infusion of pembrolizumab (CATAP) for liver me-
tastases of melanoma: an ambispective, proof-of-concept cohort 
study [J]. Cancer Immunol Immunother, 2020, 69(9): 1713-24.

[53] WANG N, YE Y, DENG M, et al. Prostate cryoablation com-
bined with androgen deprivation therapy for newly diagnosed 
metastatic prostate cancer: a propensity score-based study [J]. 
Prostate Cancer Prostatic Dis, 2021, 24(3): 837-44.

[54] RILEY R S, JUNE C H, LANGER R, et al. Delivery technolo-
gies for cancer immunotherapy [J]. Nat Rev Drug Discov, 2019, 
18(3): 175-96.

[55] WEI S C, DUFFY C R, ALLISON J P. Fundamental mechanisms 
of immune checkpoint blockade therapy [J]. Cancer Discov, 
2018, 8(9): 1069-86.

[56] RAMAGOPAL U A, LIU W, GARRETT-THOMSON S C, et al. 
Structural basis for cancer immunotherapy by the first-in-class 
checkpoint inhibitor ipilimumab [J]. Proc Natl Acad Sci USA, 
2017, 114(21): E4223-32.

[57] ZHANG W, SHI L, ZHAO Z, et al. Disruption of CTLA-4 ex-
pression on peripheral blood CD8+T cell enhances anti-tumor ef-
ficacy in bladder cancer [J]. Cancer Chemother Pharmacol, 2019, 
83(5): 911-20.

[58] BENZON B, GLAVARIS S A, SIMONS B W, et al. Combining 
immune check-point blockade and cryoablation in an immuno-
competent hormone sensitive murine model of prostate cancer [J]. 
Prostate Cancer Prostatic Dis, 2018, 21(1): 126-36.

[59] ROTTE A. Combination of CTLA-4 and PD-1 blockers for treat-
ment of cancer [J]. J Exp Clin Cancer Res, 2019, 38(1): 255.

[60] WOLCHOK J D, CHIARION-SILENI V, GONZALEZ R, et al. 
Overall survival with combined nivolumab and ipilimumab in 
advanced melanoma [J]. N Engl J Med, 2017, 377(14): 1345-56.

[61] HUANG L, XU H, PENG G. TLR-mediated metabolic repro-
gramming in the tumor microenvironment: potential novel st-
rategies for cancer immunotherapy [J]. Cell Mol Immunol, 2018, 
15(5): 428-37.

[62] FEDERICO S, POZZETTI L, PAPA A, et al. Modulation of the 
innate immune response by targeting Toll-like receptors: a per-
spective on their agonists and antagonists [J]. J Med Chem, 2020, 
63(22): 13466-513.

[63] REDONDO P, DEL OLMO J, LÓPEZ-DIAZ DE CERIO A, et 
al. Imiquimod enhances the systemic immunity attained by local 
cryosurgery destruction of melanoma lesions [J]. J Invest Derma-
tol, 2007, 127(7): 1673-80.



349邓湘凌等: 冷冻消融在肿瘤免疫治疗中的应用进展

[64] EISENBARTH S C. Dendritic cell subsets in T cell program-
ming: location dictates function [J]. Nat Rev Immunol, 2019, 
19(2): 89-103.

[65] GARDNER A, RUFFELL B. Dendritic cells and cancer immu-
nity [J]. Trends Immunol, 2016, 37(12): 855-65.

[66] YIN Z, LU G, XIAO Z, et al. Antitumor efficacy of argon-helium 
cryoablation-generated dendritic cell vaccine in glioma [J]. Neu-
roreport, 2014, 25(4): 199-204.

[67] 许立国, 冯广森, 林亚超, 等. 细胞免疫联合手术对结直肠癌

肝转移患者生存质量的影响[J]. 分子诊断与治疗杂志(XU L 
G, FEN G S, LIN Y C, et al. The effect of combined cellular im-
mune surgery on the quality of life in patients with colo-rectal 
cancer and liver metastases [J]. J Mol Dia Therapy), 2019, 11(4): 
295-302.

[68] HUNTINGTON N D, CURSONS J, RAUTELA J. The cancer-
natural killer cell immunity cycle [J]. Nat Rev Cancer, 2020, 
20(8): 437-54.

[69] LIN M, XU K, LIANG S, et al. Prospective study of percutane-
ous cryoablation combined with allogenic NK cell immunot-
herapy for advanced renal cell cancer [J]. Immunol Lett, 2017, 
184: 98-104.

[70] LI H, YU J, WU Y, et al. In situ antitumor vaccination: target-
ing the tumor microenvironment [J]. J Cel Physiology, 2020, 
235(7/8): 5490-500.

[71] FLOERCKEN A, KOPP J, VAN LESSEN A, et al. Allogeneic 
partially HLA-matched dendritic cells pulsed with autologous 
tumor cell lysate as a vaccine in metastatic renal cell cancer a 

clinical phase I/II study [J]. Hum Vaccin Immunother, 2013, 9(6): 
1217-27.

[72] KATO T, IWASAKI T, UEMURA M, et al. Characterization of 
the cryoablation-induced immune response in kidney cancer pa-
tients [J]. Oncoimmunology, 2017, 6(7): e1326441.

[73] OTT P A, HU Z, KESKIN D B, et al. An immunogenic personal 
neoantigen vaccine for patients with melanoma [J]. Nature, 2017, 
547(7662): 217-21.

[74] FANG Y, MO F, SHOU J, et al. A pan-cancer clinical study of 
personalized neoantigen vaccine monotherapy in treating patients 
with various types of advanced solid tumors [J]. Clin Cancer Res, 
2020, 26(17): 4511-20.

[75] CHEN J, QIAN W, MU F, et al. The future of cryoablation: an 
abscopal effect [J]. Cryobiology, 2020, 97: 1-4.

[76] YAKKALA C, DENYS A, KANDALAFT L, et al. Cryoablation 
and immunotherapy of cancer [J]. Curr Opin Biotechnol, 2020, 
65: 60-4.

[77] WANG W, LAU R, YU D. PD1 blockade reve-rses the suppres-
sion of melanoma antigen-specific CTL by CD4+CD25Hi regula-
tory T cells [J]. Int Immunol, 2009, 21(9): 1065-77.

[78] KVISTBORG P, PHILIPS D, KELDERMAN S, et al. Anti-
CTLA-4 therapy broadens the melanoma-reactive CD8+ T cell 
response [J]. Sci Transl Med, 2014, 6(254): 254ra128.

[79] ALVEY C, DISCHER D E. Engineering macrophages to eat can-
cer: from “marker of self” CD47 and phagocytosis to differentia-
tion [J]. J Leukoc Biol, 2017, 102(1): 31-40.


