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!摘要" 目的 比较肺部两循环冷冻-复温与三循环冷冻-复温消融术对肺组织冷冻消融效果

的差异: 方法 采用西'小型(

5 头,开胸后行右肺冷冻消融术,每头(分别实施两循环冷冻-复温

(10-5-10-5,min)消融和三循环冷冻-复温(5-5-5-5-10-5,min)消融,两组总冷冻时间相同: 冷冻过

程中分别测量冷冻中心点温度~冷冻形成冰球最大直径;术后 7 d 取肺组织解剖,测量冷冻引起的

表面坏死区最大长径及内部坏死区最大长径,并观察冷冻区域病理变化情况: 结果 三循环冷冻组

形成冰球表面最大长径大于两循环组;7 d 后两冷冻组局部肺组织冷冻后所形成表面和深度损伤

区大小相近,两循环冷冻组与三循环组冷冻损伤区病理变化分区相同,但三循环冷冻组引起完全坏

死区域更大,凋亡区域更小: 结论 相同的冷冻时间内,三循环冷冻组对肺部冷冻消融效果更好:
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 abstract  Objective Tocompareaduai-freezeprotocoiwith atripie-freezeprotocoifor

puimonarycryoabiation in aporcineiungmodei.Method Cryoabiation with aduai-freeze(10-5-10-5,

min) protocoiand tripie-freeze(5-5-5-5-10-5, min) protocoiin normaiiungof5 Tibetpigswere

performed underexposed operation.Temperaturechangesofcryoprobesand diameterchangesoficebaiis

weremeasured duringtheabiation, and then pathoiogicaichangesofcryozonesin iungswerereviewed 7

daysaftercryosurgery, and thesurfaceand depth cryoiesionsweremeasured.Result Aftertwoorthree

freeze-thawcycies, differentdiameterson icebaiisurfacewereformed, and seven daysaftercryosurgery,

thereweresimiiarsurfaceand depth cryoiesionsin duai-freezeprotocoiand tripie-freezeprotocoi.

Pathoiogicaiiy, thetripiefreezingprotocoiwasassociated with iongercompietenecrosiszonethan theduai

freezingprotocoi.Conclusion Therefore, with thesamefreezingtime, thetripie-freezeprotocoimay

becomeamorepowerfuiiung-abiation method in cryosurgicaiappiication.

 key words  Puimonarycryoabiation; freezeprotocois; Tibetpigmodei
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  冷冻消融治疗因具有冰球可视化,对大血管损伤轻微,手术创伤小,可激活免疫等许多优点而

被应用于肿瘤临床治疗 l-4 O 但对于冷冻治疗来说,在不同组织中因局部微环境,如血流~组织的绝

缘性能,电阻以及空气流量存在差异,导致消融程序和消融效果存在差异 5 O 由于肺组织的肺泡

中存在大量空气流,在一个冷冻循环结束后,肺局部区域内热导率可增加 20 借(空气:0.024 W/

mK,水:0.58 W/mK,血液:0.49 ~0.5 W/mK>,因此当肺部采用冷冻消融治疗时,冷冻-复温程序往

往会对最终的消融效果产生重大影响 6 O 20l0 年,hinshaw等 7 及牛立志等 8 通过对猪肺的冷冻

研究显示,在术中可观察到三循环冷冻-复温程序较两循环冷冻-复温程序产生更大的冰球及损伤

区域O 但上述研究直至D前还没有术后长期病理变化的证据O 为此,本研究以西藏小型猪为研究

模型,分别用两重和三重冷冻-复温循环程序对其肺部实施冷冻消融,旨在评价即时的冷冻损伤及

术后 7 d的组织病理损伤变化,期望能为肺部肿瘤冷冻找到一个合适的消融程序O

材料与方法

一~实验动物

西藏小型猪 5 头,体质量 27 ~32 kg,普通级,动物生产许可证号为 SCXC(粤>2006200l5 ,动

物合格证号为 粤监证字 0087238 ,由南方医科大学实验动物中心提供O 常规喂养,实验前 2 周内

接受常规检查,无饮食和行为异常O 本研究获得复大医院伦理委员会的批准O

二~氖氦冷冻系统

冷冻设备采用氖氦冷冻系统(endorcareTM,CA,USA>,该系统是根据焦耳定律设计,其原理是

高压气体经过狭窄的喷嘴进入探针尖端,压力突然下降,不同的气体在局部产生不同的温度变化O

氖气引起温度降低(可达-l50C>,氦气可使温度升高(可达 60C>O

三~实验方法

将西藏小型猪捆绑固定,右侧卧位,对术区进行消毒~备皮等O 用速眠 3 mI诱导麻醉,然后给

予l.5% ~2%浓度异氟醚维持全身麻醉,氧流量保持在 l.5 L/minO 开胸腔暴露肺脏,选择猪右肺

上叶l 点和下叶 2 点作为靶点,两靶点距离为 5 cm,两支 2.0 mm冷冻探针分别插入右肺上叶和下

叶各靶点O ①两循环冷冻组:以 l00 %的氖气激活探针,使针尖温度达( -l40 15 >C持续 l0 min,

改输氦气复温至(25 15>C,持续 5 min,为第 l 个循环,重复上述冷冻-复温循环,共行 2 个循环;②

三循环冷冻组:类似于两循环冷冻组,不同点是 3 个循环冷冻组冷冻-复温循环为:先行 2 次冷冻 5

min~复温 5 min的循环,第 3 循环为冷冻 l0 min~复温 5 minO 术中对猪进行心肺监护O 冷冻完毕

后拔针,用明胶海绵止血O 术后肌注速尿 20 mg~地塞米松 5 mg和青霉素 l60 IUO 游标卡尺测量并

记录冰球表面最大直径,记录冷冻探针温度变化O

四~病理观察

所有实验猪于术后 7 d分别静脉给予戊巴比妥注射液 l00 mg/kg处死(此处置方法获得复大

医院伦理委员会批准>O 沿针道解剖实验猪肺组织,取冷冻损伤区组织,l0%福尔马林溶液固定,

作常规病理切片,苏木精-伊红溶液染色后,在光镜下观察组织学改变O

五~统计分析

实验数据以Graphpad Prism5(GraphPad>软件进行分析O 实验数值均使用Mean 1SD描述,用

配对样本 I检验对计量资料进行分析,以 P<0.05 为差异统计学意义,P<0.0l 和 P<0.00l 为统

计学有显著性差异O

结  果

一~不同冷冻组形成冰球大小差异

冷冻时肺部表面形成以探针为中心的界限清楚的白色圆形冰球区域(图 lA>,冰球边缘有充

血现象,冰球周围组织形态颜色无异常O 每次循环结束测量两个冷冻组形成冰球表面最大长径,两

循环冷冻组:l.7 10.5 cm和 2.46 10.06 cmO 三循环冷冻组:l.5 10.4 cm, 2.l 10.l cm和 3.l 1
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0.l cm(图 lA)O 冷冻结束后,三循环冷冻组冷冻形成冰球大于两循环形成冰球(P=0.0ll)O 两

个冷冻程序肺部冷冻中心点温度都在 l min内降至-l20C以下,复温过程达到 25 ~35CO

二~术后冷冻区域表面和内部损伤变化

7 c后处死动物,解剖观察,冷冻中心区肉眼可见近圆形红褐色病灶,呈骨髓样,质地糜烂;病

灶周边可见暗红色水肿圈,触摸质地柔软,与外周组织分界较明显(图 lB~C)O 其他区域组织眼观

无异常O 两循环冷冻组与三循环冷冻组表面损伤区最大长径分别达到:3.87 10.64 cm和 3.95 1

0.8l cm(图 lB)O 两组冷冻损伤区冷冻中心点距离为 5cm,而冷冻形成冰球较大,内部损伤区存在

重叠区O 沿两冷冻中心点中间垂直切开,可见一椭圆形损伤区域O 游标卡尺分别测量两循环冷冻

组与三循环冷冻组冷冻损伤区深度为:3.57 10.4 cm和3.8 10.44 cm(图 lC~D)O 7 c后两循环冷

冻组与三循环冷冻组冷冻引起损伤区表面最大长径和损伤深度差异不显著O

A B

C D

Tripie Duai

Tripie

Duai

Tripie

Duai

图1 肺部冷冻表面与内部损伤

注: A)肺部表面形成的冰球犬小  B)7d后肺部表面损伤  B)7d后两循环冷冻造成的肺部损伤深度  B)7d后三循环

冷冻造成的肺部损伤深度 dual:两循环冷冻 triple:三循环冷冻)

三~冷冻损伤区病理变化

病理检查结果显示两循环冷冻组与三循环冷冻组存在相同的病理分区(图 2):①中心坏死区,

可见较多坏死组织,呈红色;②炎症区,可见中性粒细胞和淋巴细胞浸润;③肉芽肿区,可见大量纤

维细胞和毛细血管增生,还有少量中性粒细胞;④充血区,该区域内有肺泡纵隔增宽,大量红细胞渗

出,细胞坏死;⑤凋亡区,正常肺泡组织,肺泡间隔清晰,可见纤维增生~淋巴细胞侵润及凋亡细胞O

上述病例分区 l ~4,构成冷冻损伤的完全坏死区,凋亡区仍可见正常组织及细胞O 两循环冷冻与

三循环冷冻组冷冻引起的完全坏死区域分别为:l.84 10.6 cm和 2.46 10.5 cm,二者差异有统计

学意义(图 3,P=0.03l)O 而两循环冷冻组引起的细胞凋亡区域更大,但三循环组所引起坏死区域

更大O

~744~中华肺部疾病杂志$电子版% 20l2年l04 第55第56 Chin JLUngDis$electronicecition%!October20l2!Vol5!No.5

万方数据



图2 冷冻损伤区7天后病理变化 HE染色~400信)

注:两循环组与三循环组在冷冻7天病理观察显示有类似5个分区~分别为: 1)中心坏死区: 2)炎症区: 3)肉芽肿区: 4)

充血区: 5)原生质球
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图3 冷冻消融效果比较

注:比较两循环组与三循环组冷形成的表面冰球~术后7d表面损伤和深度损伤~同时比较7d后病理完全坏死区的差异

 #:!<0.05)

讨  论

近年来,肺部冷冻相关研究已取得一定进展O Izumi等 9 以猪为动物模型,证实猪肺部冷冻手

术的可行性,并指出两循环冷冻比单循环冷冻更能延长出血时间和降低肺部泄漏的空气O Littrup

等 10 建立人肝~ 肺冷冻程序,即冷冻采用双循环,冷冻10 min,复温 5 min,该冷冻程序现已被广大

外科医生接受O Gage等 2 报道冷冻周期的设计取决于多种因素,包括冻结和解冻的持续时间~解

冻率~组织温度~周期数和周期间隔等O Hinshaw等 7 将 10-5-10-5 min 冷冻-复温修正为 3-3-7-7-5-

5 min冷冻-复温,并在对这两种不同冷冻程序进行比较时发现,在相同的冷冻-复温时间内,肺部 

循环冷冻较两循环冷冻存在如下优势:影像下可更早形成消融区;更短冷冻时间和更大消融区域O

本试验发现,猪肺部 循环冷冻组形成冰球长径较大, 7 c后 循环冷冻组引起的病理上完全坏死

区达到 24.6 mm,也显著大于两循环冷冻组所引起 18.4 mm完全坏死区O图 3OO 在相同的冷冻时

间内 循环冷冻肺部消融效果更好O 提示更为复杂的消融程序会造成更强细胞坏死效应O

Whittaker等 11 指出,受解冻时间的影响,第二冷冻周期后细胞内形成较大规模冰晶O 本研究

显示冷冻过程中实际形成冰球直径大于冰球表面直径,冷冻形成的冰球区大于冷冻造成真实损伤

区,因此在判断肺癌冷冻效果时不能简单只依靠冰球大小来判断,而应依据观察冷冻组织病理变化

来做判断O 在CT或 B超监控下,冰球的形成呈现可视化,但细胞坏死往往距离冰球前沿还有
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5 ~l0 mm距离,因此术中在影像学下监控冰球的大小临床意义有限[l2] O 病理学在评价消融效果

时更为直观~准确,且在冷冻后不同时间点均可进行评估O 本研究显示三循环组比两循环组将冷冻

坏死等温线向外推6.4 mm,两循环组引起的坏死区域距离冷冻损伤区边缘约为 2 mm,而三循环组

引起的坏死区超出了坏死区边沿约 4 mmO 这表明三循环冷冻-复温程序与两循环冷冻-复温程序

产生的冷冻损伤区域相似,但三循环产生的完全坏死区域更大O 在临床上,准确地监控完全坏死区

具有重要的意义,特别当消融靶区域比邻敏感组织,如食管~喉返神经和肺中央气管等O 本次实验

还发现,两组冷冻损伤区均可见大量坏死组织~中性粒细胞和淋巴细胞浸润及充血现象,而在损伤

区边缘可见纤维增生~淋巴细胞侵润及凋亡细胞,但三循环冷冻组与两循环冷冻组相比,所引起组

织坏死范围更广,凋亡区域较小O SabeI等[l3-l5]报道冷冻促使机体免疫激活,炎性细胞浸润会促使

机体发生二次细胞凋亡,部分凋亡细胞因冷冻造成局部缺氧而最终坏死,但也有部分活性细胞会在

巨噬细胞的修复机制帮助下通过caspase-3 途径恢复O 因此在冷冻消融治疗肿瘤过程中,在相同条

件下减小凋亡区,增大坏死区将会达到更好的消融效果O

综上表明,在肺部三循环冷冻-复温程序较两循环复温-冷冻程序更易引起类似冷冻损伤,但三

循环冷冻-复温程序会引起更为广泛的组织坏死O 三循环冷冻-复温程序更适合肺部肿瘤冷冻消融

治疗O
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