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·临床论著· 

冷冻消融联合 DC-CIK 免疫疗法治疗 
转移性肝细胞癌回顾性分析 
龙新安  姚飞  曾健滢  汪媛  李家亮  陈继冰  穆峰  牛立志  徐克成 

【摘要】  目的  对转移性肝癌患者冷冻消融联合DC-CIK免疫治疗疗效进行回顾性分析。方法  45
例转移性期肝癌患者，根据治疗方式分为冷冻联合 DC-CIK 治疗组（21 例），冷冻治疗组（12 例），

DC-CIK 治疗组（5 例）和未治疗组（7 例）。对各组患者进行随访，分析各组患者总体生存期。

结果  各组患者中位生存时间分别为：冷冻联合 DC-CIK 治疗组 32 个月，冷冻治疗组 17.5 个月，

DC-CIK 治疗组 4 个月，未治疗组 3 个月，冷冻联合 DC-CIK 治疗组患者总体生存期显著长于未治疗

组、冷冻组和 DC-CIK 治疗组。结论  冷冻联合 DC-CIK 免疫治疗显著延长转移性肝癌患者总体生

存期。 
【关键词】  冷冻外科手术；  DC-CIK；  免疫疗法；  转移性肝癌 
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【Abstract】  Objective  To retrospectively assess the effect of comprehensive cryosurgery (ablation of 
intra- and extrahepatic tumors) plus dendritic cell-cytokine-induced killer cell immunotherapy in metastatic 
hepatocellular cancer. Methods  45 patients were enrolled and divided into four groups based on their 
treatment method: cryo-immunotherapy(21 patients), cryotherapy(n＝12), immunotherapy(n＝5) and 
untreated(n＝7) groups. Overall survival(OS) of these 4 groups metastatic hepatocellular cancer patients 
was assessed after an 8-year follow-up. Results  Median OS was higher following cryo-immunotherapy 
(32 months) or cryotherapy(17.5 months; P＜0.05) than in the untreated group(3 months) and was higher 
in the cryo-immunotherapy group than in the cryotherapy group(P＜0.05). Conclusion  Cryotherapy and, 
especially, cryo-immunotherapy significantly increased OS in metastatic hepatocellular cancer patients.  
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五科  

肝癌病死率占

恶性肿瘤的第二位[1]。由于伴随有其他慢性肝病（肝

炎、肝硬化等）和肝外疾病等因素的影响，80%肝

癌患者不适合接受肿瘤切除手术[2-3]。近年来，微创

外科和肿瘤局部治疗的兴起为肝癌治疗开辟了新

的方向。其中，氩氦刀冷冻治疗具有微创，对肝脏

功能影响小，对大血管损伤轻微，可在CT监视下精

确消融以及可激活抗肿瘤免疫，增强机体免疫力及
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延长生存期等优点，已经逐渐成为无法切除中晚期

肝癌的一种治疗选择[4-5]。冷冻治疗在肿瘤原位对肿

瘤组织进行冷消融，肿瘤坏死凋亡后会释放大量肿

瘤相关抗原入血，从而诱发冷冻免疫反应。临床的

研究发现，冷冻引发抗肿瘤免疫，可能是免疫促进

也可能是免疫抑制，其冷冻免疫的具体机制仍需深

入研究[6]。树突状细胞（dendritic cell，DC）是有效

的专职抗原提呈细胞，成熟的DC可以通过Ⅱ型组织

相容性抗原（MHC-Ⅱ）等途径提呈肿瘤抗原，可

有效抵制肿瘤细胞的免疫逃逸。细胞因子诱导的杀

伤细胞（cytokine-induced killers，CIK）是一类抗肿

瘤抗病毒效应细胞，能在体外被诱导并大量增殖。
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因此，利用冷冻消融释放肿瘤抗原，利用DC来提呈

抗原，利用CIK来杀伤肿瘤，可能是减少肿瘤复发，

延长患者生命的一种有效的方法。因此，本研究对

转移性肝癌患者全面冷冻消融联合 DC-CIK
（dendritic cell-cytokine-induced killer）免疫治疗进行

初步回顾性分析，以评估该联合治疗的临床价值。 

资料与方法 

1. 研究方案：本研究为回顾性调查研究，其目

的对转移性肝癌患者冷冻消融联合 DC-CIK 免疫治

疗疗效进行性分析。本研究经广州复大肿瘤医院伦

理委员会的批准，并在伦理委员会指导下进行。 
2. 入组标准：统计 2004 年 1 月至 2011 年 10

月间 45 例来广州复大肿瘤医院接受治疗转移性肝

癌患者。入组患者均在肝脏有单一肿瘤并主动放弃

手术，化疗。冷冻消融的入组标准：KPS 评分≥70，
血小板计数≥80×109/L，白细胞计数≥3×109/L，
中性粒细胞计数≥2×109/L，血红蛋白水平≥90 g/L，
凝血酶原时间国际标准化比值≥1.5，肝脏肿瘤没有

明显侵犯胆囊、膈肌或大血管，没有 3 级高血压病、

严重的冠状动脉疾病、骨髓抑制、呼吸系统疾病和

急性和慢性感染等上述情况；良好的肝功能（胆红

素＜30 μmol/L，转氨酶＜60 U/L，Child-Pugh 分级

的得分 A 或 B）、肾功能（血清肌酐＜130 μmol/L，
血清尿素＜10 mmol/L）。 

3. 患者一般情况：入组患者中，33 例患者接

受冷冻消融治疗，5 例患者接受单纯免疫治疗，7
例患者未治疗。33 例患者接受冷冻消融治疗患者中，

25 例患者肿瘤大于 5 cm，在冷冻治疗前接受动脉栓

塞化疗（ transcatheter arterial chemoembolization，
TACE）治疗，在所有接受冷冻治疗的患者中，12
例患者单纯进行冷冻治疗，21 例患者接受冷冻同时

接受免疫治疗。患者一般情况见表 1。 
4. TACE：患者均采用 Seldinger 技术穿刺股动

脉，置入 5.0 或 4.0 导管于肝固有动脉或肝左右动

脉或其他载瘤动脉支进行肝动脉化疗栓塞。用药方

案：阿霉素（50 mg），丝裂霉素（10 mg），超液

化碘油 5～20 ml，患者治疗前后均应用 5-羟色胺镇

吐治疗，同时行保肝、对症治疗，如果肿瘤在上述

治疗过程 2 周后无缩小，患者需要进行第 2 次

TACE。 
5. 冷冻消融：手术使用美国 Endocare 公司氩

氦刀冷冻外科系统（CRYO-20 型）和直径为 3 mm
或 5 mm 的冷冻探针（CRYO-42 型）。在超声引导

下将冷冻探针插入肿瘤中心，CT 扫描确定到位后，

开启氩氦刀冷冻外科系统输入氩气，探针针尖冷冻

温度迅速降至－180 ℃，冰球形成并覆盖肿瘤，超

声声像图表现为低回声区域，并根据冰球大小确定

冷冻时间。最大持续冷冻时间一般为 15 min，氩气

停输后改输氦气复温 5 min，为一个冷冻-复温循环。

术中要求冷冻范围超过肿瘤边缘 1 cm，待两次循环

结束后复查超声。术毕后往针道注射 1 ml 纤维蛋白

原确保止血。 
6. DC-CIK 细胞免疫治疗：26 例患者选择免疫

疗法（连续 4 次 DC-CIK 细胞）。患者冷冻前 2 d
抽取患者 70 ml 的外周静脉血，经离心后获得外周

血单核细胞，加入细胞因子定向诱导成 CIK 和 DC，
用自体肿瘤抗原（Ag）在培养的第 5 天负载 DC，
第 8 天将 DC 与 CIK 细胞共同培养。至 DC-CIK 细

胞数量达到 1.0×1010～1.3×1010 开始回输。回输前

先静脉滴注生理盐水，然后连接含 1%人白蛋白的

生理盐水 200 ml 制成的细胞悬液回输细胞，细胞采

用输血器回输，1 h 内输完，隔天 1 次，共 5 次，

每疗程回输细胞总数＞5×109。 
7. 随访：在原发病灶和转移灶进行微创治疗后

的 1 d 和 1 周后进行胸部的和（或）腹部的超声探

查。术后 1 个月以及之后每间隔 3～4 个月进行后

续的动态 CT 检查。患者生存期从入组患者确诊为

转移性肝癌癌之日算起，到死亡之日截止。 
8. 统计学分析：采用美国 San Diego 公司

GraphPad 软件进行统计学处理，以 P＜0.05 表示差 

 

表 1  入组患者一般临床资料 

组别 例数 年龄[岁,中位数(范围)] 肿瘤直径[cm,中位数(范围)]  
转移灶部位(例) 

肺 骨 其他 

冷冻联合免疫治疗组 12 57.2(39～79) 4.4(2.3～8.4)  5 3 5 

冷冻治疗组 21 55.5(37～72) 4.4(2.5～7.8)  8 5 10 

免疫治疗组 5 54(45～63) 4.6(3.1～9.2)  4 0 3 

未治疗组 7 49(36～75) 3.7(2.7～6.8)  6 1 1 
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异显著。采用 Dunnet t test 比较冷冻联合 DC-CIK
治疗组、冷冻治疗组、DC-CIK 治疗组与化疗组之

间患者总体生存期差异；采用卡普兰 - 梅耶

（Kaplan-Meier）检验和对数秩（Log-rank）分析对

两组间的 OS 进行对比。 

结    果 

1. 术后不良反应观察：全部患者冷冻术均顺利

完成，术后未见严重并发症，如肝破裂和肝衰竭及

肌红蛋白尿所致的肾衰竭等严重并发症。冷冻消融

术后 6 例（18%）患者出现轻度的肝出血，在使用

止血药物后 5 d 内全部恢复。1 例（3%）发生肝包

膜破裂，经输血治疗后恢复。7 例（21%）在冷冻

消融治疗后 1 周内发生短暂性血小板减少，其中 2
例接受输注血小板治疗。2 例（6%）患者的肿瘤在

肝右叶近膈顶部位，治疗后出现无症状性右侧胸腔

积液，但均在 2～3 周内自行消失。2 例（6%）在

前述部位的肝脏肿瘤分别在冷冻后的第 2、4 天出

现肝脓肿，予以抗生素及引流处理后恢复。4 例出

现轻度发热（体温不超过 39 ℃）。围手术期未发

现明显的 TACE 相关的不良反应。在联合冷冻治疗

后第 1～2 周，13 例（76%）术前伴随腹痛的患者，

术后 VAS 疼痛评分减至 0～3 分，止痛药剂量减少

50%，KPS 评分增加≥20 分。 
2. 治疗方法和频率对患者的 OS 的影响：在本

次研究中，25 例患者的肝脏肿瘤长径≥5 cm，其首

选治疗方法是肝动脉栓塞化疗（TACE），接受过

TACE 冷冻消融的患者，其中位 OS 为 29 个月，而

单纯接受冷冻治疗的为 26 个月，结果显示两组患

者 OS 无差异（Chi square＝0.063 5，P＝0.797 9）
（图 1A）。也就是说，一个较大的肝肿瘤通过冷冻

治疗成功缩小，术前是否行 TACE 治疗对患者总体

生存期未有显著影响。因此，将两组数据合并，统

一入组为冷冻治疗组。在 33 例接受冷冻消融患者

中，21 例患者单纯进行冷冻治疗，12 例患者接受

冷冻同时接受免疫治疗。比较两组生存结果后发现，

冷冻联合免疫治疗组、冷冻治疗组的中位 OS 分别为

32 和 17.5 个月，而单纯进行免疫治疗和未治疗组患者

中位生存时间仅为 4 和 3 个月。冷冻联合 DC-CIK 组

OS 显著长于未治疗组（q＝4.735，P＜0.001），冷

组组 OS 长于未治疗组（q＝2.496，P＜0.05）（图 
1B）；而冷冻联合免疫治疗组 OS 长于冷冻组（Chi 
square＝5.055，P＝0.024）（图 2）。 

讨    论 

我国是原发性肝癌高发的国家，肝癌病死率占

恶性肿瘤的第二位[1]。近年来，射频消融、微波消

融、冷冻消融等在肝癌临床领域逐渐开展，微创外

科和肿瘤局部治疗成为不可切除的肝癌的一种可

以选择的治疗手段。由于具有微创，对肝脏功能影

响小，重复性强，且有减少肿瘤残留和转移，增强

机体免疫力及延长生存期等优势，氩氦刀冷冻治疗

已经逐渐成为无法切除的中晚期肝癌治疗的一种

选择[4-5,7]。由于一次性冷冻面积过大会增加消融并

发症的发生，对于直径大于 5 cm 的肿瘤，冷冻前

的 TACE 可减轻冷冻的不良反应[8]。有研究报道结

果显示：对于体积中等至较大的肿瘤进行冷冻消融

和（或）动脉栓塞治疗，5 年生存率为 23%，局部

进展率为 24%[9-10]。Shibata 等[11]认为，对于大肝癌

的治疗，冷冻消融前应用 TACE 比单独应用 TACE
或冷冻消融治疗能取得更好的疗效。因此，本次研

究通过单次或多次的 TACE，我们可以先将大肝癌

直径缩小至 5 cm 以内，之后再通过联合应用多针

的冷冻治疗将其完全消融。从目前的治疗结果来

看，患者生存时间和小肝癌没有统计学差异。冷冻

虽然是微创手术，但冷冻消融也可能存在一定的风

险。娴熟的操作和严格的病例选择可以有效防止发

生严重并发症（如肝裂破坏与肌红蛋白尿性急性肾

衰竭），减少副作用的概率（如肝出血，肝包膜破

裂，血小板减少和肝脓肿），并为进一步治疗提供

保证。从本次研究的结果来看，氩氦刀冷冻并发症

相对轻微，患者耐受度较好。 
目前，免疫治疗肝细胞肝癌的临床应用逐渐增

多。其中，以 DC 为基础的免疫治疗也逐渐应用在

临床中。DC 是有效的专职抗原提呈细胞，成熟的

DC 可以通过Ⅱ型组织相容性抗原（MHC-Ⅱ）等途

径提呈肿瘤抗原，可有效抵制肿瘤细胞的免疫逃

逸。DC 常常被负载于从以下物质来源的合成多肽：

已知的肿瘤抗原[12]、肿瘤细胞裂解物[13]、凋亡的肿

瘤细胞[14]、肿瘤抗原的 DNA[15]、整个肿瘤细胞的

DNA[16]或 RNA 转染[17]。此外，DC 也可与肿瘤细

胞融合，以诱导抗原特异性和多克隆细胞毒性的 T
淋巴细胞反应[18]。免疫治疗可以作为一种有效的肿

瘤治疗手段，但同时存在一些困难需要去克服：由

于肿瘤的类器官结构，其对免疫细胞非常排斥，会

导致局部的免疫耐受和免疫监视逃逸[19]。DC 和

CIK 的过继转移治疗对那些肿瘤负荷较轻或作为一 
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种辅助治疗手段，治疗效果较好；对于肿瘤负荷较

大的肿瘤，免疫治疗前冷冻消融的减瘤作用是非常

重要的。因此，本次研究对转移性肝癌联合冷冻和

DC-CIK 免疫治疗，利用冷冻消融进行减瘤，同时

肿瘤原位坏死，释放抗原，利用 DC 来提呈抗原，

利用 CIK 来杀伤肿瘤，以寻找到减少肿瘤复发，延

长患者生命的一种有效的方法。本次研究显示，联

合冷冻免疫治疗能使转移性肝癌患者 OS 从 3 个月

延长至 32 个月（图 1B）。冷冻-免疫治疗组的 OS
要显著长于单纯冷冻治疗组、单纯免疫治疗组和放

弃治疗组。因此，从目前的研究来看，冷冻联合

DC-CIK 免疫治疗存在协同作用，可延长患者生存

时间（图 2）。 
综上，本次研究对晚期肝细胞癌冷冻消融和

DC-CIK 免疫联合治疗进行回顾性分析，研究发现

冷冻联合 DC-CIK 治疗组患者总体生存期显著长于

未治疗组、冷冻组和 DC-CIK 治疗组。冷冻联合

DC-CIK 免疫治疗显著延长转移性肝癌患者总体生

存期。由于本回顾性分析临床样本量不足，还需要

扩大样本并进行深入分析以明确冷冻联合 DC-CIK
免疫治疗的临床价值。 
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