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高强度聚焦超声不完全消融对体外培养肝癌细胞的影响

张映林１，陈　蛟１，吴涯昆１，张文锋１，周世骥２，李生伟１　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院：肝胆外
科１，胃肠外科２）

　　［摘要］　目的　通过高强度聚焦超声不完全消融筛选残留肝癌细胞，探讨其生物学行为改变及对
血管形成的影响。方法 　在声功率５Ｗ下，获得高强度聚焦超声辐照肝癌细胞的温度时间关系，在某
一温度下筛选出高强度聚焦超声不完全消融最佳肝癌细胞亚系并继续培养获得稳定子代。细胞活性实

验检测细胞增殖率及热耐受性；划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验检测迁移和侵袭能力；观察内皮细
胞管腔形成的变化。结果　随着高强度聚焦超声照射时间增加，温度增加，细胞死亡率增加，在４８℃
及以上温度肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞基本全部死亡，而４７℃筛选出的ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞亚系增殖率、热
耐受性较正常肝癌细胞增强（Ｐ＜０．０５），运动能力、侵袭能力无明显变化（Ｐ＞０．０５）；并能促进内皮细
胞增殖、迁移和管腔形成（Ｐ＜０．０５）。结论　高强度聚焦超声能够杀灭肿瘤细胞，然而高强度聚焦超声
不完全消融会促使肝癌细胞生物学行为转变并能促进血管形成。
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　　高强度聚焦超声（ｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａ
ｓｏｕｎｄ，ＨＩＦＵ）作为一种无创的、有效的、可重复性的肝
癌治疗的新型手段应用于多种良恶性肿瘤的治疗，其

疗效确切。其机制是利用超声波聚焦于病变组织发挥

热效应、机械效应及空化效应等作用，达到破坏病变组

织的目的。随着临床工作的深入，发现 ＨＩＦＵ治疗肝
癌后局部快速复发是影响 ＨＩＦＵ治疗效果的巨大阻
碍。ＨＩＦＵ消融不完全或不能全部杀灭肿瘤细胞及血
供的恢复是造成肿瘤细胞残留及快速复发的重要机

制。目前对ＨＩＦＵ不完全消融ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞的
生物学作用及其对血管形成的影响并没有直接的研

究。本研究拟了解ＨＩＦＵ不完全消融肝癌细胞的生物
学行为改变及其对血管内皮细胞的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　细胞株　　人肝癌 ＳＭＭＣ７７２１细胞株、人脐
静脉内皮细胞株（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）由重庆医科大学生物工程学院惠赠。
１．１．２　ＨＩＦＵ系统　　重庆医科大学超声工程研究所
研制，本实验采用声功率５Ｗ，声波频率１０．１０ＭＨｚ。
１．１．３　材料与仪器　　ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清购自
Ｇｉｂｃｏ公司，ＣＣＫ８试剂购自日本同仁公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室、Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自美国 ＢＤ公司，热电偶温度
计（精确度±０．１℃）由重庆 ＨＩＦＵ公司机电部仪表材
料研究所研制，聚乙烯试管购自江苏海门三和万红玻

璃仪器厂。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及细胞悬液制备　　人肝癌
ＳＭＭＣ７７２１细胞株、ＨＵＶＥＣ用含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基，３７℃、５％ ＣＯ２常规培养，１～２ｄ换液
传代。取对数生长期的细胞消化、吹打充分后制备成

浓度为２×１０６／ｍＬ的细胞悬液，分装到无菌带盖的聚
乙烯试管中，每管２ｍＬ。
１．２．２　ＨＩＦＵ辐照细胞悬液　　将人肝癌细胞悬液分
装到１０只聚乙烯试管中；试管放置于３７℃恒温水浴
箱预热１０ｍｉｎ，使细胞悬液起始温度为３７℃，超声探
头与聚乙烯试管底部分别涂上超声耦合剂，完全接触

后，超声波由下向上发出连续辐照试管中的细胞悬液。

通过放置在试管中央的热电偶温度计连续测温：当温

度上升到４０、４３、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５５℃时立刻停
止照射，观察各温度值所需辐照的时间，３７℃组予以
假照，重复３次，于处理后１ｈ０．０４％台盼蓝染色，镜
下计数每组的活细胞数计算急性杀伤率。

１．２．３　检测不同温度组肝癌细胞生存状况及形态观
察　　将上述各个温度组肝癌细胞浓度调整为 ４×
１０４／ｍＬ，取 １００μＬ接种于 ９６孔板，以上各组重复
６次，并设置空白孔（只含培养基），分别于４、２４、４８、
７２ｈ各时间点加入１０μＬＣＣＫ８继续培养２ｈ，使用酶
标仪测定光密度值 Ｄ（４５０），计算细胞活力，绘制细胞
相对数时间曲线。分别取各温度组细胞悬液５０μＬ
接种于２４孔板内，于处理后１、７２ｈ观察各个温度组
细胞形态。根据细胞相对数时间曲线及生长情况筛
选出最佳肝癌细胞亚系，进行长期培养，获得稳定的肝

癌细胞亚系。

１．２．４　增殖率比较　　将 ＨＩＦＵ未处理的肝癌细胞
作为对照组，ＨＩＦＵ处理后筛选的最佳肝癌细胞亚系作
为实验组。消化离心，调整细胞浓度为４×１０４／ｍＬ，按
每孔１００μＬ接种到９６孔培养板中，每组设６个复孔，
分别培养０、２４、４８、７２ｈ，加入ＣＣＫ８继续培养２ｈ，使用
酶标仪，测定波长为４５０ｎｍ，测定光密度值 Ｄ（４５０），
重复３次，计算细胞相对活力。
１．２．５　划痕实验　　取对数生长期的对照组、实验组
肝癌细胞消化离心制备细胞悬液。调整细胞浓度为

５×１０５／ｍＬ，取 １ｍＬ接种于 ６孔板内，于 ３７℃，５％
ＣＯ２孵箱中继续培养 ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞至相互融
合，用１０μＬ枪头垂直于皿底在单层细胞上划痕，造成
培养细胞伤口模型，划痕后用 ＰＢＳ液轻柔漂洗３次，
加入无血清的 ＤＭＥＭ培养基后放入３７℃、５％ＣＯ２培
养箱继续培养，于０、２４ｈ倒置显微镜下观察并拍照。
１．２．６　侵袭实验　　予 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室铺上 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶。取对数生长期的对照组、实验组肝癌细胞消

化离心制备细胞悬液。无血清培养液调整细胞浓度为

５×１０５／ｍＬ，取细胞悬液２００μＬ加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，
下室加入５００μＬ含１０％胎牛血清的培养基，培养２４ｈ
后，取出侵袭小室结晶紫染色，每组重复３次。用倒置
显微镜拍照并随机计数５个视野（×１００）中的细胞。
以侵袭细胞的相对数表示肿瘤细胞的侵袭力。

１．２．７　热耐受性比较　　取对数生长期的对照组、实
验组肝癌细胞消化离心，调整细胞浓度为４×１０４／ｍＬ，
按每孔１００μＬ接种到９６孔培养板中，每组设６个复
孔，并设空白孔（只含培养基），培养箱培养过夜，将

９６孔培养板封闭完全后置于４９℃和５０℃恒温水浴
箱热处理 １０ｍｉｎ，分别于热处理后 ４、２４、４８ｈ，加入
ＣＣＫ８溶液，继续培养２ｈ，使用酶标仪，测定波长为
４５０ｎｍ的光密度Ｄ（４５０）值，每组重复３次。计算细
胞相对活力。

１．２．８　人脐静脉内皮细胞活力检测　　待对照组、实
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验组肝癌细胞细胞铺完９０％后，予以更换含０．１％胎
牛血清培养基，置于 ３７℃、５％ 的 ＣＯ２培养箱培养
１４ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ，离心收集培养液，置于
－８０℃ 保存。取对数生长期的ＨＵＶＥＣ消化离心，调
整细胞浓度为１×１０５／ｍＬ，取１００μＬ接种到９６孔培
养板中，每组设６个复孔，培养箱培养过夜，去除培养
液，加入收集的对照组、实验组培养液培养２４ｈ，加入
ＣＣＫ８溶液，继续培养２ｈ，使用酶标仪，测定波长为
４５０ｎｍ，测定光密度 Ｄ（４５０）值，每组重复３次，计算
细胞相对活力。

１．２．９　人脐静脉内皮细胞迁移实验　　将对数生长
期的ＨＵＶＥＣ消化离心，无血清培养液调整细胞浓度
为５×１０５／ｍＬ，取细胞悬液 １００μＬ加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室，再添加无血清培养液１００ｍＬ；下室加入收集的对
照组、实验组培养液培养１２ｈ，取出侵袭小室结晶紫染
色，每组重复３次，倒置相差显显微镜下（×１００）照相
计数。

１．２．１０　人脐静脉内皮细胞小管成形实验　　将对数
生长期的ＨＵＶＥＣ消化离心，使用收集的对照组、实验
组培养液重悬调整细胞浓度为２×１０５／ｍＬ，取细胞悬
液１００μＬ加入到铺好Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶的９６孔培养板，
培养６ｈ，每组重复３次。倒置相差显微镜下任选５个
视野（×１００）计算小管长度。
１．３　统计学方法
　　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计分析，数据均
采用 珋ｘ±ｓ，以单因素方差分析计算多组间差异，两两
比较采用ｑ检验。

２　结果

２．１　高强度聚焦超声辐照细胞悬液的温度时间关系
　　在超声强度一定的前提下，高强度聚焦超声辐照
ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞悬液，随着辐照时间延长，温度增
高（图１），其对细胞的杀伤作用增强，台盼蓝染色计算
急性死亡率结果如图２。
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图１　ＨＩＦＵ辐照的温度时间关系
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图２　不同温度下细胞急性死亡率分析

２．２　各个温度组ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞生存状况
　　在超声强度一定的前提下，比较处理后各个温度
组在４、２４、４８、７２ｈ时的细胞相对数（图３）。我们发
现高强度聚焦超声处理后肝癌细胞的３种不同生存状
态，在３７～４３℃之间细胞增殖未受明显抑制，可持续
增殖；在４５～４７℃之间细胞增殖明显受到抑制，一些
残留的肝癌细胞培养７２ｈ后仍能存活下来并增殖；在
４８℃及以上温度肝癌细胞会逐渐或立即死亡，通过此
实验能得到明显的细胞生存界限。随着辐照时间延

长，温度增高，细胞活力逐渐降低，增殖抑制率明显增

强，细胞死亡率增高。其杀伤率与 ＨＩＦＵ剂量呈正相
关。通过形态观察发现随着温度升高，细胞死亡率增

高，结果与ＣＣＫ８检测结果相近。而死亡细胞的形态
改变主要表现为体积变小变圆，胞浆内的颗粒增多、空

泡形成，并伴随温度增高细胞碎片增多。经过７２ｈ培
养后，温度越高组贴壁细胞形态变化较 ＨＩＦＵ未处理
肝癌细胞越明显（图４）。
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图３　不同温度下细胞生长曲线

２．３　增殖率比较
　　根据前期研究，发现高强度聚焦超声辐照肝癌细
胞会出现明显的存活界限，即 ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞的
存活界限为４７℃，为了发挥最大的高强度聚焦超声效
应，我们选择此温度组细胞作为实验组进行细胞生物
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图４　不同温度下细胞形态变化（×１００）

学行为的研究，将此实验组细胞与对照组细胞在 ４、
２４、４８、７２ｈ时间点的增殖率进行比较，发现高强度聚
焦超声不完全消融筛选出肝癌细胞亚系增殖率较对照

组增高（Ｐ＜０．０５，图５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图５　ＨＩＦＵ未处理肝癌细胞（对照组）和处理后肝癌

细胞（实验组）的比较

２．４　ＨＩＦＵ对人肝癌细胞运动能力的影响
　　肝癌细胞亚系的运动能力与对照组无明显差异
（Ｐ＞０．０５，图６）。

２．５　ＨＩＦＵ对人肝癌细胞侵袭能力的影响
　　肝癌细胞亚系的侵袭能力与对照组相比无明显差
异（Ｐ＞０．０５，图７）。
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图７　ＨＩＦＵ未处理肝癌细胞（对照组）和处理后肝癌

细胞（实验组）侵袭能力比较　（结晶紫 ×１００）

２．６　热敏实验
　　在４９℃和５０℃的热处理下，实验组细胞较对照
组细胞具有更高的存活率，并能继续增殖，说明实验组

细胞较对照组有更高的热耐受性，差别有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，图８）。
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Ａ：对照组 ０ｈ；Ｂ：对照组２４ｈ；Ｃ：实验组 ０ｈ；Ｄ：实验组 ２４ｈ
图６　ＨＩＦＵ未处理肝癌细胞（对照组）和处理后肝癌细胞（实验组）运动能力比较　（×１００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图８　ＨＩＦＵ未处理肝癌细胞（对照组）和处理后肝癌

细胞（实验组）热耐受性比较

２．７　肝癌细胞株亚系能够促进血管形成
　　相对于对照组，实验组 ＨＵＶＥＣ细胞活力增高
１２３％，实验组培养液对 ＨＵＶＥＣ的活力、迁移、小管
成形能力有更强的促进作用，两组的差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５，图９），说明残留的肝癌细胞具有更强的
促血管形成作用。
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Ａ、Ｂ：分别为对照组、实验组 ＨＵＶＥＣ迁移能力比较；Ｃ、Ｄ：
分别为对照组、实验组ＨＵＶＥＣ管腔成形能力比较
图９　ＨＵＶＥＣ经两组细胞上清液处理后的变化　（×１００）

３　讨论

　　原发性肝细胞癌是消化系统中常见的具有高发病
率、病情隐匿、预后凶险等临床特征的恶性肿瘤［１］。

外科手术虽能提供更好的远期生存疗效，但诸多因素

使得适合和接受手术者仅为 ２０％左右［２］。近 １０年
来，ＨＩＦＵ作为肝癌局部治疗手段，利用超声波聚焦于

病变组织发挥热效应、机械效应及空化效应等，达到破

坏病变组织的目的［３］。同时患者对ＨＩＦＵ治疗具有更
好的耐受性等优势［４］，对巨块型、多结节型肝癌均可

治疗并取得了很好的疗效，已成为最有前途的肝癌辅

助治疗方法之一［５］。但是局部快速复发及转移是影

响ＨＩＦＵ治疗效果的巨大阻碍，我们发现ＨＩＦＵ治疗肝
癌时存在以下缺陷。①ＨＩＦＵ治疗系统所使用的超声
实时监测存在监测偏差，使残留病灶未被完全破

坏［６］。②血液流动具有冷却效应，从而降低组织内热
沉积效率，使聚焦点升温缓慢，而生物学焦域的限制，

使热能分布不均匀，造成肿瘤内部残留血供及岛状癌

灶存在。③由于ＨＩＦＵ治疗是以点线扫描方式进行辐
照消融从而造成治疗盲点，残留存活的肝癌细胞。

④呼吸运动造成病灶投射靶点的偏差。同时，我院
ＨＩＦＵ中心越来越多地注意到，ＨＩＦＵ治疗后残留癌可
发生快速进展，在短时间内形成肝内外转移，但具体分

子机制还亟待进一步研究。

　　综上所述，ＨＩＦＵ消融不完全或不能全部杀灭肿瘤
细胞及血供的恢复是造成肿瘤细胞残留及快速复发的

重要机制。

　　Ｋｏｊｉｒｏ等［７］已证实 ＨＣＣ的恶性进展在一定程度
上与治疗相关。但对这一说法没有强有力的证据。相

对于其他研究，我们的研究致力于亚致死剂量的高强

度聚焦超声对癌细胞的影响，能重复不完全消融的效

果，高热温度较高，持续时间较短，并侧重于处理后肝

癌细胞的生物学行为的远期研究。本研究在一定超声

强度下，通过ＨＩＦＵ不完全消融筛选出残留ＳＭＭＣ７７２１
肝癌细胞，探讨其生物学行为改变及对血管形成的影

响。结果发现随着作用时间的延长，细胞悬液的温度

逐渐升高，对细胞的杀伤作用也逐渐增强，在声功率为

５Ｗ时，悬液温度升到４３℃时肝癌细胞便可出现部分
死亡（１３．１１％），当悬液温度达到４８℃癌细胞急性死
亡率达７０．０４％，后期全部死亡。而单纯的热效应并
不能在短时间能对细胞产生如此明显的杀伤作用，这

也证明了 ＨＩＦＵ对肝癌细胞的杀伤作用不仅有热效
应，还有机械效应和空化效应，从而在短时间内能对癌

细胞造成明显的杀伤，此外，对细胞的损伤还有迟发效

应［８］。同时肝癌细胞亚系相对于未处理肝癌细胞表

现出更强的增殖能力及热耐受能力。而文献［９］研究
也证实了热处理后会促进肝癌细胞的恶性进展。此研

究结果说明ＨＩＦＵ不完全消融残留的肝癌细胞的生物
学行为发生变化。本研究目前集中在宏观现象的观

察，而残留的细胞是否会在 ＨＩＦＵ不完全消融的筛选
压力下引起细胞基因蛋白的改变，从而出现上述改变

有待进一步证实。

　　肝癌细胞无限制的增殖及血管新生对肝癌的生
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长、转移乃至预后都有极其重要的影响。肝癌是一个

血管富集的肿瘤，目前研究已经证实肝癌生长直径超

过０．５ｍｍ会诱导血管内皮细胞增殖并促进癌组织进
一步恶化［１０］，因此血管新生在肝癌发生、发展过程中

起着举足轻重的作用。若能证实残留肝癌细胞对血管

内皮细胞的影响，必能为 ＨＩＦＵ治疗肝癌快速复发提
供依据。我们的研究揭示相比于未用 ＨＩＦＵ处理的肝
癌细胞，肝癌细胞亚系对内皮细胞的增殖、迁移、小管

形成都有一定促进作用，拥有更强的促血管形成作用。

而ＶＥＧＦ是目前发现的作用最强、特异性最高的血管
生长因子之一，ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦＲ的信号转导通路的活
化可刺激血管内皮细胞增殖、迁移、在肝癌血管生成并

促进肿瘤生长、转移和预后中发挥了重要作用［１１－１２］。

亚系肝癌细胞表达ＶＥＧＦ的水平是否增高有待进一步
证实。我们先前的动物实验也证实高强度聚焦超声不

完全消融会促进血管形成［１３］。很明显ＨＩＦＵ不完全消
融后残余肝癌组织快速生长的机制值得进一步探讨。

　　虽然细胞性能转变的确切机制仍不清楚，但是我
们的数据支持来自于聚焦超声的物理能量能影响

ＨＣＣ的临床进程。而我们的研究并没有否认ＨＩＦＵ的
重要性。同时表明ＨＩＦＵ治疗肝癌应以杀死所有癌细
胞为目的。虽然我们并没有对其机制进行深入了解，

而我们的数据提示不完全高强度聚焦超声消融可能会

进一步促进肝癌的恶性转变并导致不利预后。
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