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摘要：冷冻消融技术对于治疗实体肿瘤具有一定的效果，但普遍存在降温效果有限、靶向杀伤效

率不高等问题。为提高冷冻消融的疗效，提出了将超声诱发成核用于冷冻消融的一种新的辅助手

段，研究了 2 种降温速率下不同诱发成核温度对细胞存活率的影响，观察并记录了超声诱发成核

后的胞外冰晶形态、胞内冰晶生成情况及复温后的细胞损伤情况。结果表明：使用超声诱发成核

辅助冷冻消融可以提高肿瘤细胞的致死率。慢速冷冻辅助成核组的效果最佳，消融更为彻底，

HepG2 细胞的存活率低至 15.60% ± 2.60%。快速冷冻辅助成核时，需要配合较低的诱发成核温度

才能更好地杀伤细胞。设计开发具有超声诱发成核功能的冷冻消融器械具有实际意义。
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Abstract: Cryoablation  techniques  are  effective  for  the  treatment  of  solid  tumors,  but  generally  suffer
from  the  limited  cooling  effect  and  low  target  killing  efficiency.  To  improve  the  efficacy,  the  use  of
ultrasound-induced  nucleation  was  proposed  as  a  new  adjunct.  The  effects  of  different  induced
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nucleation temperatures on the cell viability at two cooling rates were investigated, and the morphology
of  extracellular  ice  crystals,  intracellular  ice  crystal  generation  and  cell  damage  after  rewarming  were
observed and recorded. The results show that the use of ultrasound-induced nucleation as an adjunct to
cryoablation can improve the lethality of tumor cells. The slow freezing group with ultrasound-induced
nucleation have the best results with more complete ablation and lower cell viability of 15.60%±2.60%.
The rapid freezing group need to be coupled with a lower induced nucleation temperature to better kill
the cells. The design and development of cryoablation devices with ultrasound-induced nucleation have
practical implications.

Keywords: ultrasound-induced nucleation; cryoablation; cell viability; ice crystal

 

冷冻消融是一种通过冻融过程破坏肿瘤细胞

的物理消融方式，与常规手术切除相比，具有微

创、疼痛小、出血少等优势，在实体瘤患者的治

疗中发挥着越来越重要的作用。迄今为止，冷冻

消融已被用于肝癌[1]、乳腺癌[2] 和前列腺癌[3] 等的

临床治疗中。然而，冷冻消融普遍存在降温效果

有限、靶向杀伤效率不高等问题，最终会导致肿

瘤出现残留、转移和复发，治疗效果不佳。

为提高冷冻消融的疗效，众多学者开始研究

低温复合治疗模式。目前已有研究将抗冻蛋白[4-6]

或纳米粒子[7-9] 加入冷冻消融过程中，尽管这些联

合应用可以加剧冷冻消融对肿瘤细胞的杀伤，但

抗冻蛋白的提取复杂、产量低，而纳米粒子的添

加不可避免地会带来细胞毒性、载体的可降解性

以及靶向性等问题 [10]。因此，寻找一种新的冷冻

消融辅助手段迫在眉睫。近年来，超声波已成为

一种新兴治疗手段，其在癌症的临床治疗中显示

出独特的价值和优势。超声波在介质中传播时会

引起空化效应、机械效应和热效应，可诱导细胞

凋亡[11-13] 并增加细胞膜的通透性[14-15]。低强度超声

波除了可以直接用于临床治疗外，在药物生产中

也发挥着巨大的作用 [16]。使用超声波可以促进原

料结晶，并且显著影响晶体的粒径和分布，提高

结晶的可重复性。除此之外，超声波也被应用于

食品工业以提高冷冻食品的品质。它可以有效地

增强冰核形成，控制冰晶大小与形状，同时还能

改善传热传质以加速冷冻过程 [17]。尽管已经发现

使用保护剂结合超声诱发成核可以提高细胞的保

存效果 [18]，但未添加保护剂下的超声诱发成核效

果还未被研究。

本文提出了一种将超声诱发成核用于冷冻消

融的新方法，为达到提高肿瘤细胞致死率的目

的，研究了超声波辅助冷冻消融对肿瘤细胞即时

存活率和再培养存活率的影响。通过低温显微系

统，观察并记录了超声诱发成核后的胞外冰晶形

态、胞内冰晶生成情况以及复温后的细胞损伤情

况，探讨了冰晶形态与细胞损伤的微观结构关

系，为未来进一步优化肿瘤冷冻消融提供了新方向。 

1    材料和方法
 

1.1    试剂和材料

肝癌细胞  HepG2（ Procell  CL-0103，武汉普

诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司 ） ， 胎 牛 血 清

（CAPRICORN公司），DMEM培养基（GIBCO公

司 ），双抗 （GIBCO公司 ），胰蛋白酶 （TBD公

司），PBS缓冲液（TBD公司），AO/PI（吖啶橙/碘
化丙啶）染色液（Nexcelom Bioscience，CS2-0106-
5 mL）。

T-25培养瓶 （NEST耐思 ）， 50  mL离心管

（NEST耐思），15 mL离心管（NEST耐思），1.2 mL
冻存管（LABSELECT，CV-002-120-EX），CCK-8
细胞计数试剂盒（日本同仁，CK04）。 

1.2    仪器和设备

全自动细胞计数仪（BodBoge），多功能读板仪

（美国 BioTek,  Synergy H1），手持超声波发生器

（爱尔创，UPT3），程序降温仪 （英国 Planer，
Kryo360-1.7），机械超声波清洗机（科玺世纪，KX-
1730QT）。 

1.3    细胞培养

HepG2细胞在补充有体积分数为 10%胎牛血

清和 1%双抗的 DMEM培养基中培养，置于 37 ℃、

体积分数为 5%的 CO2 培养箱内。取对数生长期

的细胞用于实验，取细胞时先轻轻吸弃培养瓶里
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的上清液，向瓶中加入 1 mL PBS 缓冲液，轻柔洗

涤 2次后吸弃 PBS缓冲液，加入 1 mL胰蛋白酶，

培养瓶放入培养箱消化 3 min。在光学显微镜下见

细胞形态已呈圆形，轻拍培养瓶一侧，细胞可与

壁面完全脱离，添加 2 mL完全培养基终止消化。

用 1 mL移液枪吸取培养液，轻柔、均匀地反复吹

打培养瓶底壁，确保细胞脱离底壁全部进入溶液

中，将细胞溶液以 1 100 r/min的转速离心 4 min后

重悬于培养基中待用。 

1.4    细胞冷冻消融

取 1.2 mL冻存管，分别加入 500 μL HepG2细

胞悬液，保证每管内的细胞浓度为 5×105 个 /mL，
分为实验组和对照组。实验开始前，将对照组和

实验组的冻存管分别夹在程序降温仪的递送管

上，按设计的冻融程序设定好程序降温仪，启动

仪器。对照组仅进行冷冻消融，而不进行超声诱

发成核。

细 胞 冷 冻 消 融 程 序 为 ： 以 10  ℃/min或

50 ℃/min的降温速率从 20℃ 降温到超声诱发成核

温度（−5，−7，−9，−11 ℃），程序降温仪显示达

到诱发成核温度并提示可进行诱发成核操作后，

将递送管取出放入超声波清洗机内，开启超声 2 s，
诱发成核。超声波频率 40 kHz，功率 120 W。超

声诱发成核完成后将递送管迅速放回程序降温仪

中，以原速率降温至−20 ℃，保持 5 min，再以

5 ℃/min的升温速率将温度升至 20 ℃。 

1.5    细胞存活率检测

采用 AO/PI染色评估冻融后即时的 HepG2细

胞活力。用 10 μL移液枪吸取 10 μL冻融结束后的

细胞悬液，避光加入 10 μL AO/PI染液，轻轻混

匀。吸取 10 μL混合液到一次性计数板，细胞存活

率由细胞计数仪直接读取。采用 CCK-8法评估细

胞经过冻融后继续培养 12 ，24，48 h的细胞活

力。将冻融完成后的不同组细胞以 1×104 cell/孔接

种在 96孔板上，分别于 37℃、体积分数为 5%的

CO2 培养箱内培养 12，24，48 h。培养完成后使

用 CCK-8试剂染色，在 450 nm波长下测定每个孔

的最终吸光度。 

1.6    低温显微观察

低温显微实验之前的细胞准备与 1.3小节描述

的相同，装置示意图如图 1所示。首先将样品坩

埚放置于冷热台中央，用移液枪吸取 4 μL新鲜制

备的 HepG2细胞悬液并滴加到样品坩埚中，随后

迅速盖上干净的盖玻片，将显微镜调节至视野清

晰后启动设定好的冻融程序。诱发成核的实验操

作步骤为：当达到所设定的诱发成核温度后，打

开冷台顶部圆盖，使用超声波发生器尖端轻碰玻

片边缘来诱发溶液中冰晶的形成，整个过程应做

到快速且精确，并尽可能保证玻片不被移动。用

CCD相机实时记录整个降温和复温过程，时间间

隔为 1 s。
低温显微镜的冻融程序为：实验组细胞分别

在 10 ℃/min和 50 ℃/min的降温速率下，从 20 ℃
降温到所需温度（−5，−7 ，−9，−11 ℃）后诱发成

核，接着以原来的速率降温至 −20 ℃ 并保持

1 min，以 5 ℃/min升至室温。对照组细胞也分别

以 10 ℃/min和 50 ℃/min的速率降温至−20 ℃ 并

保持 1 min，最后以 5 ℃/min升至室温。 

1.7    数据处理

数据处理采用 GraphPad Prism 8.0软件进行，

采用单因素方差分析，数据以平均数±标准差的形

式表示，P<0.05表示差异有统计学意义。 

2    结果与分析
 

2.1    不同降温速率下超声诱发成核温度对细胞存

活率的影响

图 2 显示了不同降温速率下诱发成核温度对

HepG2细胞存活率的影响（**代表 P<0.01）。同各

自对照组（未诱发成核，cryo）相比，实验组的细胞

存活率均显著降低（P<0.01），这说明使用超声诱

发成核来辅助冷冻消融的确能提高 HepG2细胞的

致死率。当降温速率为 10 ℃/min时（图 2a），HepG2
细胞的存活率最高仅为 22.53 %± 5.79%，在−5～
−11 ℃ 的温度范围内，诱发成核温度对细胞的存

 

1

2

3

4

5

6

7
8

9

10
11

 
1 液氮罐 2 真空泵 3 温度控制器 4 CCD相机 5 物镜 6 BCS 196低

温冷台 7 石英坩埚 8 手持超声波发生器 9 聚光镜 10 光源调节器

11 电脑

图 1    低温显微实验装置示意图

Fig.1    Schematic diagram of the cryomicroscopy experimental
device
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活率不产生显著影响（P>0.05）。当降温速率提高

到 50 ℃/min时（图 2b），较高成核温度（−5 ℃ 和

−7 ℃）的实验组之间没有统计学差异，HepG2细

胞的存活率最低为 67.19% ± 2.24%，较低成核温度

（−9 ℃ 和−11 ℃）的实验组之间差异也不显著，但

HepG2细胞的存活率下降至最低为 42.14 %± 2.45%，

细胞存活率明显受到诱发成核温度的影响。

当超声波作用于细胞溶液时，可以显著提高

传热与传质系数，有利于快速去除结晶过程所释

放的潜热，因此可以有效地诱发晶核的形成。当

细胞外形成冰晶后，若降温速率较慢，胞外冰晶

将有充足的时间向胞内生长，形成胞内冰晶，从

而导致细胞死亡；若降温速率较快，胞外冰晶则

形成较少且来不及生长，冰晶不能及时进入细胞

内，无法对细胞造成致命的打击。在较低的温度

下诱发成核时，由于过冷度较大，生成的晶核临

界尺寸小，溶液内部可以形成更多稳定的晶核，

因此会形成更为细密的胞外冰晶。这些胞外冰晶

就更有可能进入细胞内，产生较好的杀伤效果。

总的来说，超声波诱发成核对于慢速冷冻组的杀

伤效果更为显著。 

2.2    不同降温速率下超声诱发成核对细胞培养存

活率的影响

冷冻消融不彻底是造成肿瘤复发的重要因

素，因此验证消融后不同时间的细胞存活率显得

尤为重要。CCK-8法检测结果显示，当降温速率

为 10 ℃/min（图 3a）时，实验组细胞在培养 12，
24，48 h后都保持极低的存活率，与对照组相比

均有统计学差异（P<0.01）。当降温速率为 50 ℃/min
（图 3b）时，超声诱发成核温度为−7 ℃ 的实验组细

胞在培养 12，24，48 h后均与对照组没有显著差

异，诱发成核温度为−5 ℃ 的实验组在培养 48 h后
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图 2    不同降温速率下诱发成核温度对肝癌细胞存活率的影响

Fig.2    Effect of ultrasound-induced nucleation temperature on the survival rate of HepG2 cells under different cooling rates
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图 3    不同降温速率下诱发成核温度对 HepG2 细胞培养存活率的影响

Fig.3    Effect of ultrasound-induced nucleation temperature on the culture survival rate of HepG2 cells under different cooling rates
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也失去了与对照组的差异，而在较低成核温度下

（−9 ℃ 和−11 ℃）的实验组在每个时间节点与对照

组之间均有统计学差异（P<0.01）。这是由于快速

冷冻组在高成核温度下形成的胞外冰晶大而疏，

且没有足够的时间向胞内生长，因此无法产生致

命的胞内冰晶损伤。综上，慢速冷冻组的杀伤效

果最佳，而快速冷冻组在较高成核温度下进行的

冷冻消融不彻底，容易造成肿瘤复发。 

2.3    不同降温速率下超声诱发成核的低温显微

观察 

2.3.1   降温速率为 10 ℃/min时 HepG2细胞的低

温响应

当降温速率为 10℃/min时， HepG2细胞的低

温显微图像如图 4所示。图 4中第 1列为开始降温

前细胞的图像，可见肝癌细胞状态良好，细胞膜

均保持完整。在使用超声波诱发成核后（图 4（a2、
b2、c2、d2）），胞外冰晶的生长速率很快，视野

内几乎一瞬间就布满冰晶，同时可观察到部分

HepG2细胞内部变成黑色，说明此时有胞内冰晶

的形成。图 4(e2)为对照组自发成核时生成的冰晶

情况，胞外冰晶在−15.8 ℃ 形成，并且在形成后迅

速覆盖了全部细胞，但细胞内没有马上出现胞内

冰晶，而是在−20 ℃时才出现。从第 2列的胞外冰

晶形态可以看出，随着成核温度的降低，胞外冰

晶分支数目明显增多，形态变得更加细密。从第

3列可以看出，继续慢速冷冻至−20 ℃ 并且平衡

1 min后，各组中的胞外冰晶都有了更为明显的生

长，且细胞内全部生成了胞内冰晶。复温后的实

验组（图 4（a4、b4、c4、d4））较对照组（图 4（e4））
中的细胞均表现出明显的损伤，细胞膜的边界变

得模糊，难以辨认，如图中红色箭头所示。有些

细胞在经历了这样的冷冻消融后失去了活性，但

仍然会有一些 HepG2细胞的细胞膜受损不严重，

这样的细胞就可能会存活下来，造成肿瘤的复发
 

(a1) (a2) (a3) (a4)

(b1) (b2) (b3) (b4)

(c1) (c2) (c3) (c4)

(d1) (d2) (d3) (d4)

(e1) (e2) (e3) (e4)

 
注：a～d分别表示在−5，−7，−9，−11 ℃ 超声诱发成核，e为对照组，自发结晶；1～4分别表示降温前、成核时、降温至−20 ℃ 并保

持 1 min时、复温后

图 4    HepG2 细胞的低温显微图像（降温速率为 10 ℃/min）

Fig.4    Cryomicroscopy images of HepG2 cells （cooling rate:10 ℃/min)
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和转移。实验组中直观的细胞损伤与细胞实验中

较低的存活率相对应，再次证明超声诱发成核辅

助冷冻消融具有很好的效果。超声波的使用使细

胞膜对于胞内冰晶的成核变得足够“活跃”，而

充分的的胞内冰晶生长导致了更强的细胞损伤。 

2.3.2   降温速率为 50 ℃/min时 HepG2细胞的低

温响应

图 5显示了降温速率为 50 ℃/min时，HepG2
细胞的低温显微图像。当降温速率升高到 50 ℃/min

后，胞外冰晶的形态呈现出与降温速率为 10 ℃/min
时一致的变化规律，均为高成核温度条件下形成

的胞外冰晶大而疏，低成核温度下形成的胞外冰

晶小而密，并且均在形成胞外冰晶后立即观察到

了胞内冰晶的形成。与对照组（图 5（e4））相比，低

成核温度（图 5（c4、d4））下细胞复温后的膜边界模

糊，且受损严重，这样的现象对应了其在细胞实

验中的低存活率，而较高成核温度（图 5（a4、b4））
下细胞的损伤则没有那么严重。

 
 

(a1) (a2) (a3) (a4)

(b1) (b2) (b3) (b4)

(c1) (c2) (c3) (c4)

(d1) (d2) (d3) (d4)

(e1) (e2) (e3) (e4)

 
注：a～d分别表示在−5、−7、−9、−11 ℃ 超声诱发成核，e为对照组，自发结晶；4～4分别表示降温前、成核时、降温至−20 ℃ 并保

持 1 min时、复温后

图 5    HepG2 细胞的低温显微图像（降温速率为 50℃/min）

Fig.5    Cryomicroscopy images of HepG2 cells （cooling rate 50 ℃/min)
 
 

3    结　论

为提高肿瘤细胞冷冻消融的杀伤效果，本文

创新性地引入超声诱发成核来提高冷冻消融的治

疗结果，得到如下结论：

a. 超声诱发成核辅助冷冻消融对细胞有更好

的杀伤效果。当降温速率为 10℃/min时，超声诱

发成核的细胞存活率最低为 15.60% ± 2.60%，不同

诱发成核温度间无统计学差异（P>0.05）。当降温

速率为 50℃/min时，需要配合较低的成核温度才

能达到更理想的杀伤效果，细胞存活率最低为

42.14% ± 2.45%。

b. 慢速冷冻组的冷冻消融效果最佳，HepG2
细胞在培养 12，24，48 h后均保持极低的存活

率，而快速冷冻组在较高成核温度下进行的冷冻

消融不彻底，容易造成肿瘤复发。
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c. 较高成核温度下形成的胞外冰晶大而疏，较

低成核温度下形成的胞外冰晶小而密。超声波使

细胞膜对于胞内冰晶的成核变得足够“活跃”。

当降温速率较慢时，胞外冰晶有足够的时间向细

胞内生长，这导致了更强的细胞损伤。当降温速

率较快时，降温时间较短，冰晶不能及时进入胞

内，只有在低成核温度下形成更细小的胞外冰晶

时，才有可能进入细胞内并产生良好的杀伤效果。

d. 设计开发具有超声诱发成核功能的冷冻消

融器械具有实际意义。
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