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高强度聚焦超声治疗小鼠皮下瘤后ＩＬ６和ＩＬ１０表达的变化
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　　［摘要］　目的　探讨高强度聚焦超声（ＨＩＦＵ）治疗小鼠结直肠癌皮下瘤的有效性和治疗前后 ＩＬ６
和ＩＬ１０表达的变化情况。方法　 采用结直肠癌细胞系，建立ＢＡＢＬ／ｃ小鼠皮下瘤模型，数量６０只；采
用 ＪＣ２００肿瘤治疗系统，分为６组：对照组（荷瘤假照组），治疗后１、３、５、７ｄ及１４ｄ组，眼球取血，收集
肿瘤组织，石蜡包埋后ＨＥ染色观察组织病理变化，并检测残余肿瘤组织和血清中ＩＬ６和ＩＬ１０的表达
水平。结果　 ＨＩＦＵ能有效地消融肿瘤组织，靶区组织随时间的变化出现以水肿、出血、炎症细胞浸润、
坏死、纤维增生为主的病理学变化。ＨＩＦＵ消融后肿瘤组织及外周血ＩＬ６和ＩＬ１０的表达均表现为上升
后下降的趋势。ＨＩＦＵ后１、３、５、７ｄ血清中 ＩＬ６的浓度均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），１４ｄ检测，ＩＬ６
的表达则明显下降（Ｐ＞０．０５）；血清中ＩＬ１０的浓度与对照组相比在１、３ｄ明显升高（Ｐ＞０．０５），１ｄ后
达到最高峰，而血清ＩＬ１０的浓度在５、７、１４ｄ组与对照组相比，无明显差异（Ｐ＞０．０５）。结论 　ＨＩＦＵ
能有效治疗结直肠癌，且肿瘤残余组织和血清中ＩＬ６和ＩＬ１０的表达早期升高，后期ＩＬ６明显降低，而
ＩＬ１０无明显变化。
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　　高强度聚焦超声（ｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，
ＨＩＦＵ）是局部非入侵性治疗中晚期癌症的方法［１］。

ＨＩＦＵ将超声波汇聚于靶区组织，引起靶区瞬态温升
（＞６５℃）和空化效应，使靶区蛋白质变性，组织凝固
性坏死，而对周围正常组织无损伤，具有微创、靶向特

点［２－３］。目前国内外关于 ＨＩＦＵ的研究集中于生物学
焦域、影像学变化，而关于 ＨＩＦＵ治疗后引起的炎症反
应和血清中炎症因子变化情况研究较少。ＩＬ６和ＩＬ１０
主要由２型辅助性 Ｔ淋巴细胞（Ｔｈ２）产生，ＩＬ６能够
促进肺癌、结肠癌、肝癌等的生长与转移［４－５］；ＩＬ１０是
一个著名的免疫调节和抗炎细胞因子，抑制肿瘤的进

展，而缺乏ＩＬ１０可以抑制抗肿瘤免疫力，有利于肿瘤
生长［６］。本研究采用 ＨＩＦＵ治疗小鼠结直肠癌皮下
瘤，观察肿瘤组织病理学变化，检测肿瘤组织和血清中

促炎因子 ＩＬ６、抑炎因子 ＩＬ１０的表达变化，为 ＨＩＦＵ
临床应用提供更多实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要仪器及试剂
　　ＲＰＭＩ１６４０完全培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）、１０％特级
胎牛血清（ｈｙＣｌｏｎｅ公司）、１％青链霉素（ＨｙＣｌｏｎｅ公

司）、ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）、ＲＴＰＣＲ反应试剂
（ＴａＫａＲａ公司）、ＰＣＲ显影仪（ＢｉｏＲａｄ，美国）、鼠源
ＥＬＩＳＡ试剂盒 ＩＬ６、ＩＬ１０（北京四正柏生物技术公
司）、无毒环保苏木精伊红（ＨＥ）染液（南京建成生
物工程研究所）、普通正置光学显微镜（尼康）、组织切

片机（德国徕卡 ＲＭ２２３５）、病理组织漂烘处理仪
（ＰＨＹⅢ 型，国产）、海扶ＪＣ２００型聚焦超声肿瘤治疗
系统（图１）由重庆医科大学超声工程研究所自行设计
研制，重庆海扶公司生产，该系统由５部分组成：海扶
超声聚焦刀，由主机、运动系统、控制台统、功率源及水

处理系统几部分组成，治疗头１．０ＭＨｚ。
１．２　动物及细胞株
　　ＢＡＢＬ／ｃ雌性小鼠６０只，６～８周龄，质量１６．５～
１８ｇ，购自重庆医科大学实验动物中心［实验动物等
级：ＳＰＦ级，合格证号 ＳＣＸＫ（渝）］，标准饲料喂养，自
由饮水。ＣＴ２６肿瘤细胞株（ＢＡＢＬ／ｃ小鼠来源的结直
肠癌细胞，由本实验室保存）。

１．３　方法
１．３．１　细胞培养　　小鼠 ＣＴ２６结直肠癌细胞在含
１０％胎牛血清１６４０培养基，置于３７℃、５％ ＣＯ２孵箱
中培养。

! "

!

Ａ：治疗探头；Ｂ：Ｂ超监测治疗；Ｃ：治疗示意图
图１　高强度聚焦超声（ＨＩＦＵ）治疗系统
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１．３．２　ＢＡＢＬ／ｃ小鼠结直肠癌移植瘤模型的建立、分
组及治疗方式　　用０．２５％胰蛋白酶消化呈单个的
ＣＴ２６细胞，调整细胞数至 １×１０７／ｍＬ，在６０只小鼠
右侧后部皮下接种细胞悬液 ０．１ｍＬ。待小鼠皮下瘤
直径为０．８～１．２ｃｍ时，使用 ＪＣ２００肿瘤治疗系统，
输入治疗参数（治疗频率１．０ＭＨｚ，功率为８０Ｗ，总计
时间６ｓ）。对照组不给予任何处理。对照组、ＨＩＦＵ治
疗后１、３、５、７、１４ｄ各取１０只小鼠，眼球取血后，断颈
法处死小鼠，剥离肿瘤组织，ＰＢＳ冲洗，置于４％多聚
甲醛溶液固定。

１．３．３　ＨＥ染色观察各组肿瘤组织的病理变化　　
标本置于４％多聚甲醛溶液固定４８ｈ后，给予常规脱
水，透明浸蜡和包埋。石蜡切片，厚约 ５μｍ。每组标
本取５片ＨＥ染色，光镜下观察。
１．３．４　ＲＴＰＣＲ检测肿瘤组织ＩＬ６、ＩＬ１０ｍＲＮＡ的表
达　　取新鲜的残余肿瘤组织约５０ｍｇ，ＰＢＳ冲洗，置
于液氮中，然后碾磨成粉末，加入８００μＬＴＲＩｚｏｌ试剂
裂解细胞，按常规方法提取组织中的 ＲＮＡ。逆转录参
照大连宝生物公司提供的２５μＬ反转录体系。聚合酶
链反应体系１０μＬ，ＰＣＲ反应条件９４℃预变性２ｍｉｎ，
扩增９４℃１ｍｉｎ、退火５６℃１５ｓ、７２度延伸６０ｓ、总计
３３循环、７２℃延伸５ｍｉｎ；扩增产物于 ＴＢＥ缓冲液电
泳１２０Ｖ，１５ｍｉｎ，ＰＣＲ成像仪显影。引物序列鼠源ＩＬ６：
上游５′ＴＧＣＴＧＧＴＧＡＣＡＡＣＣＡＣＧＧＣ３′，下游５′ＧＴＡＣ
ＴＣＣＡＧＡＡＧＡＣＣＡＧＡＧＧ３′；产物长度 ３０８ｂｐ。鼠源
ＩＬ１０：上游５′ＣＣＣＴＴＴＧＣＴＡＴＧＧＴＧＴＣＣＴＴ３′，下游５′
ＴＧＧＴＴＴＣＴＣＴＴＣＣＣＡＡＧＡＣＣ３′；产物长度 ９７ｂｐ。鼠
源 ＧＡＰＤＨ：上游 ５′ＧＧＣＴＧＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＴ３′，下游
５′ＣＧＧＡＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧ３′，产物长度１２２ｂｐ。
１．３．５　细胞因子检测　　 采用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测血
清中ＩＬ６、ＩＬ１０水平，具体步骤按照北京四正柏生物
技术公司说明书操作。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行分析，计量资料均
用 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析，组间有差异进一
步比较采用ＳＮＫｑ检验。

２　结果

２．１　移植瘤治疗后的肉眼改变
　　ＨＩＦＵ照射１ｄ治疗区为灰白色无光泽凝固性坏
死区，呈椭圆形，周围有明显出血带，边界清楚；５ｄ后
呈境界清晰的红黑色凝固性坏死灶，周围肿瘤组织水

肿出血减少；１４ｄ坏死灶周围形成纤维索，病变开始
缩小（图２）。
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Ａ：ＨＩＦＵ治疗１ｄ　箭头示灰白色是凝固性死，出现出血和

水肿；Ｂ：ＨＩＦＵ治疗５ｄ　消融区由红黑色坏死，周围区出

血水肿逐渐消退；Ｃ：ＨＩＦＵ治疗后１４ｄ　箭头示消融区的

变化

图２　肉眼观察ＨＩＦＵ治疗后肿瘤的变化

２．２　ＨＥ染色观察ＨＩＦＵ治疗移植瘤后病理变化
　　显微镜下观察显示，对照组各细胞体积形态均一，
胞浆无明显空泡（图３Ａ）；ＨＩＦＵ治疗１ｄ后，治疗中央
区瘤细胞发生凝固性坏死，坏死区内肿瘤细胞体积变

小，肿瘤细胞外形结构尚存，见少量空泡样结构零星散

布于胞浆内，消融区可见散在的炎性细胞（图３Ｂ）；３ｄ
靶区肿瘤组织内形成境界明显的坏死区，细胞间隙增

大，其内仍可见大量核固缩的肿瘤细胞并见明显的细

胞碎片，可见大量红细胞，并且出现炎性细胞的浸润

（图３Ｃ）；５ｄ核碎裂明显增多，坏死靶区内可见核碎
片被组织溶解吸收（图３Ｄ）；７ｄ细胞核碎屑也被组织
溶解吸收溶解而消失（图３Ｅ）；１４ｄ有纤维包裹及炎
症细胞浸润（图３Ｆ）。
２．３　ＲＴＰＣＲ检测ＨＩＦＵ治疗前后残存肿瘤组织 ＩＬ６

和ＩＬ１０的表达情况
　　与对照组相比，ＨＩＦＵ治疗组ＩＬ６、ＩＬ１０的表达分
别于３ｄ、５ｄ达到最高（Ｐ＜０．０５，图４），之后逐渐下
降，随时间变化表现为先上升后下降的趋势。ＨＩＦＵ治
疗后１４ｄ后与对照组相比，ＩＬ６的表达有明显的下
降，而ＩＬ１０的基本没有变化。
２．４　ＥＬＩＳＡ检测ＨＩＦＵ治疗前后外周血不同时间ＩＬ６

和ＩＬ１０的含量
　　如图５所示，血清中细胞因子ＩＬ６和ＩＬ１０均表现
为先增高，后降低的趋势。与对照组相比，ＨＩＦＵ治疗后
检测１、３、５、７ｄＩＬ６的表达均明显升高（Ｐ＜０．０５）；而
在ＨＩＦＵ治疗后１４ｄ检测，ＩＬ６的表达水平较对照组明
显下降 （Ｐ＜０．０５）。ＨＩＦＵ治疗后１、３ｄＩＬ１０的浓度
较对照组显著升高（Ｐ＜０．０５），而在５、７、１４ｄＩＬ１０的
浓度与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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Ａ：对照组；Ｂ～Ｆ：分别为ＨＩＦＵ治疗后１、３、５、７、１４ｄ

图３　ＨＩＦＵ治疗后不同时间点肿瘤组织病理组织学变化　（ＨＥ×４００）
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１：对照组；２：治疗后１ｄ；３：治疗后３ｄ；４：治疗后５ｄ；５：治

疗后７ｄ；６：治疗后１４ｄ

图４　ＲＴＰＣＲ检测治疗前后不同组残余组织ＩＬ６和

ＩＬ１０的变化
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组（０ｄ）比较
图５　ＨＩＦＵ治疗前后各组血清中ＩＬ６和ＩＬ１０浓度变化

３　讨论

　　本研究所使用的ＨＩＦＵ治疗系统由超声实施全程
监控，确保治疗区域覆盖瘤体（图 １）。本研究证实，
ＨＩＦＵ消融后靶区组织随时间的变化表现出水肿、出
血、坏死的过程（图２）。ＨＩＦＵ治疗后于第３、５、７、１４
天取材发现，ＨＥ染色观察发现，靶区组织有不同程度
炎症细胞的浸润，成纤维细胞的增生（图３）。证实了
ＨＩＦＵ不仅能有效的摧毁靶区的肿瘤细胞，还出现了以
炎症细胞浸润为主的炎症反应。

　　研究证实，热消融治疗肿瘤能够在体内摧毁肿瘤
细胞同时诱导机体产生炎症反应，而炎症却在肿瘤发

展的各个阶段，包括启动、进展和转移起了很重要作

用［７－１０］。ＩＬ６和ＩＬ１０主要由 Ｔｈ２型淋巴细胞产生。
本研究证实ＨＩＦＵ治疗３后，血清ＩＬ６和ＩＬ１０水平达
到升高峰，光镜下显示肿瘤组织区有不同程度的炎症

细胞浸润，这提示早期浸润的炎症细胞主要是 Ｔｈ２型
淋巴细胞。

　　ＨＩＦＵ治疗可以诱导系统性 ＩＬ６水平升高，通过
体循环ＩＬ６可以刺激存在于消融区域边缘或者离消
融区域较远的区域有活性的肿瘤细胞进行增殖。那么

在ＨＩＦＵ治疗后，可通过辅助疗法来降低ＩＬ６的水平，
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提高ＩＬ１０的表达水平，同时影响这些基因的下游靶
基因的水平（如ＳＴＡＴ３），从而有效减少局部复发及远
处转移率［１１－１５］。ＩＬ６和 ＩＬ１０是开发辅助疗法的两
个较为有潜力的靶点，而这种辅助疗法可以加强ＨＩＦＵ
治疗肿瘤疗效。此外，由于热消融引起血液和消融区

域的淋巴细胞数目增加，那么免疫治疗策略就是针对

Ｔｈ２淋巴细胞（产生 ＩＬ６）向 Ｔｈ１淋巴细胞（促进细胞
诱导的肿瘤杀伤作用）转变，这对以后进一步研究较

为有用［１６－１８］。我们发现 ＨＩＦＵ治疗后，ＩＬ６和 ＩＬ１０
的表达水平有不同程度的升高，

　　综上所述，ＨＩＦＵ能有效地摧毁小鼠结直肠癌的皮
下瘤。ＨＩＦＵ治疗后早期残余肿瘤组织及外周血中ＩＬ６
和ＩＬ１０表达先明显上升，而早期ＩＬ６和ＩＬ１０表达量
的变化影响到 ＨＩＦＵ治疗后残余肿瘤组织的生长速
度。因此，ＩＬ６和ＩＬ１０既可以作为ＨＩＦＵ治疗后早期
辅助疗法的靶点，也可作为监测 ＨＩＦＵ治疗效果观察
的指标。
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