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　　［摘要］　目的　研究低频率、低声压超声激励微泡增强顺铂对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞的杀伤作用。方法
　实验分为对照组（Ｃ组），顺铂组（Ｐ组），顺铂联合超声组（ＰＵ组），超声微泡组（ＵＭ组），超声微泡联
合顺铂组（ＰＵＭ组）。采用频率１ＭＨｚ、声压４００ｋＰａ的非聚焦超声联合脂质微泡及顺铂，按照分组处理
对数期生长的宫颈癌Ｈｅｌａ细胞。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色后通过荧光显微镜观察并计算各组细胞的凋亡率；
采用ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）法检测处理后各组细胞的增殖活性；对各组细胞行ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双
染色后，运用流式细胞仪检测各组处理后２４ｈ细胞凋亡情况。结果　测定Ｈｅｌａ细胞对顺铂的敏感性，顺
铂的ＩＣ５０为４．８８２μｇ／ｍＬ。通过流式细胞仪检测到超声微泡顺铂组（ＰＵＭ）的细胞凋亡率为５８．１％，较
顺铂联合超声组（ＰＵ）增高４０％，明显高于其余各组，组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＣＣＫ８检测结
果显示ＰＵＭ组较其余各组细胞生长明显受到抑制；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色后，ＰＵＭ组典型凋亡细胞明显多
于其余各组。结论　低频率低声压超声联合微泡可以增强顺铂对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞的杀伤作用，明显抑
制Ｈｅｌａ细胞生长，促进其凋亡。
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　　宫颈肿瘤是女性常见肿瘤，其发病率高，全球年发
病例数４６０００，其中发展中国家占８０％，我国每年新
发病例占全球新发病例近３０％，经过规范化治疗，其５
年生存率达８０％［１］。传统的宫颈癌治疗方式为实施

子宫及盆腔根治性切除手术，近年来随着宫颈癌发病

日趋年轻化，患者对生育及生活质量的要求逐渐增高，

因此化学治疗逐渐受到重视，化疗后宫颈肿瘤的手术切

除率约为４８％～１００％，５年生存率约为８３％明显高于
行传统手术及放疗的５年生存率（４０％～５０％）［２］。但
肿瘤对化疗耐药反应及化疗药物的毒副作用使化疗应

用受到限制，有学者曾利用超声增强化疗药物对肿瘤

的杀伤作用，同时通过降低化疗药物的用量而减轻化

疗对正常细胞的毒副作用［３］。本课题组前期研究发

现不同强度、不同频率的超声波联合微泡介导的空化

效应能对肿瘤内部微小血管产生不同程度的影响，高

声压超声波多数造成肿瘤血管的损毁，血栓形成，肿瘤

细胞结构破坏，低声压超声波可使肿瘤血管扩张，肿瘤

血流灌注增强［４］；此外，低能量超声产生的空化效应

可以避免高声压高能量超声对细胞产生的直接破坏，

如使细胞破裂，坏死［５］。因此，低频率低声压超声以

其较小的副作用为优势更具有临床应用价值。本实验

中，运用低频率低声压超声联合微泡辅助顺铂作用于

宫颈癌Ｈｅｌａ细胞，通过检测细胞的增殖凋亡情况研究
超声联合微泡增强宫颈癌化疗的可行性。

１　材料与方法

１．１　实验材料与仪器
　　人宫颈癌细胞株 Ｈｅｌａ由第三军医大学新桥医院
中心实验室惠赠，ＤＭＥＭ高糖细胞培养基、胎牛血清、
０．２５％胰酶、青霉素链霉素双抗、磷酸盐缓冲液
（Ｈｙｃｌｏｎｅ，ＵＳＡ），细胞增殖与活性检测试剂盒（Ｄｏｊｉｎｄｏ，
Ｊａｐａｎ），“脂氟显”微泡造影剂为第三军医大学新桥医
院超声科自制并由刘政教授惠赠，核心气体为全氟丙

烷，平均粒径２μｍ，浓度约为（４～９）×１０９／ｍＬ，顺铂
（大连美仑），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒
（ＢＤ，ＵＳＡ），Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（碧云天）；仪器：新型数字
化超声空化治疗仪（ＤＣＴ７００型，深圳市威尔德医疗电
子有限公司生产），倒置荧光显微镜 （Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＣＫＸ４１），酶标仪（ＢｉｏＲａｄ），ＣＯ２恒温细胞培养箱，流
式细胞仪（ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）。

１．２　分组与方法
１．２．１　细胞培养及分组　　人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞在
ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，改良杜氏伊
格尔培养基）中培养，培养基含有１０％的胎牛血清和
１％青霉素链霉素，并置于 ３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中培
养，每２～３ｄ传代１次，取对数生长期的 Ｈｅｌａ细胞以
０．２５％胰酶消化后，制备单细胞悬液用于实验；实验分
为５组，顺铂组（Ｐ），超声＋顺铂组（ＰＵ），超声＋微泡＋
顺铂组（ＰＵＭ），超声＋微泡组（ＵＭ），空白对照组（Ｃ）。
１．２．２　超声辐照参数　　使用深圳市威尔德公司生
产超声空化治疗仪，治疗头截面呈圆形，面积２．５ｃｍ２，
为平面式换能器，本实验将超声探头水平置于细胞培

养皿液面内，与培养皿底部保持５～１０ｍｍ间距，并匀
速旋转探头均匀辐照肿瘤细胞；超声参数设置为频率

１ＭＨｚ，声压４００ｋＰａ，占空比１％，辐照时间６０ｓ。
１．２．３　测定顺铂对Ｈｅｌａ细胞的毒性作用及其联合超
声微泡对细胞增殖活性的影响　　将顺铂标准品溶解
于生理盐水中，使用细胞培养液稀释药物，使其终浓度

分别为１５、１０、７．５、５、２５、１μｇ／ｍＬ，每组设３个复孔。
取８×１０３／孔细胞接种于９６孔板中，设立空白对照组，
于３７℃，５％ＣＯ２孵箱中培养２４ｈ后，弃去培养基，加
入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，３７℃，５％ＣＯ２孵育１ｈ。用酶标
仪检测各孔波长４５０ｎｍ处光密度（Ａ）值，并取平均
值，同时设以空白培养基为对照，按公式计算细胞增殖

率，计算细胞增殖抑制率＝［（实验组Ａ值－阴性对照
组Ａ值）／阴性对照组Ａ值］×１００％。用ＩＣ５０计算软
件计算出 ５０％抑制浓度（ＩＣ５０，ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ），为后续实验提供浓度参考。
　　取对数生长期细胞用于增殖活性测定实验，按照
实验分组：顺铂组（Ｐ）使用顺铂终浓度为半数抑制浓
度４．８８２μｇ／ｍＬ的培养液７ｍＬ培养Ｈｅｌａ细胞；超声＋
顺铂组（ＰＵ）在细胞培养皿内加入含４．８８２μｇ／ｍＬ顺
铂的等量培养基后进行超声辐照；超声 ＋顺铂 ＋微泡
组（ＰＵＭ）在细胞培养皿中同时加入含４．８８２μｇ／ｍＬ
顺铂和１０６／ｍＬ微泡的等量细胞培养液后进行超声辐
照；超声＋微泡组（ＵＭ）仅在培养基中加入１０６／ｍＬ微
泡后进行超声辐照；空白对照组（Ｃ）加入等量培养液。
将上述处理后的细胞接种于９６孔板，每孔１００μＬ，每
组设３个复孔。放入孵箱继续培养，分别检测２４、４８、
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７２、９６ｈＨｅｌａ细胞的增殖情况。
１．２．４　流式细胞仪检测及 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色评价细
胞凋亡　　取对数生长期的Ｈｅｌａ细胞按照８×１０５／皿
接种于细胞培养皿中，按照前述分组、处理细胞并置于

孵箱中培育 ２４ｈ，收集所有悬浮及贴壁细胞，进行
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染色，使用流式细胞仪检测各组
细胞凋亡情况。

　　将 Ｐ组，ＰＵ组，ＰＵＭ组，ＵＭ组，Ｃ组细胞弃去培
养基，ＰＢＳ漂洗２次后加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染液１ｍＬ，
３７℃孵箱染色３０ｍｉｎ后，使用荧光显微镜观察并摄
像，每组均随机选取高倍镜下５个视野，计数凋亡细胞
个数，并根据每个视野镜下凋亡细胞数／每个视野镜下
细胞总数＝细胞凋亡率，比较各组细胞凋亡情况。
１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，根据直线回归方程计算药物
５０％抑制浓度（ＩＣ５０），使用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计
分析，两组间比较行独立样本ｔ检验，两组以上的比较
行单因素方差分析。

２　结果

２．１　顺铂对Ｈｅｌａ细胞的毒性作用的测定
　　ＣＣＫ８检测结果显示，用不同浓度的顺铂处理细
胞２４ｈ后，细胞增殖受到不同程度的抑制，并且随着
顺铂浓度的增加细胞的毒性作用增强。浓度为 １５、
１０、７．５、５、２．５、１μｇ／ｍＬ的顺铂作用Ｈｅｌａ细胞２４ｈ后
的抑制率分别为：７１％、７１％、６９％、５８％、２０％、１８％。
通过终浓度抑制率回归曲线图计算得出其 ＩＣ５０值为
４８８２μｇ／ｍＬ（图１）。
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图１　药物浓度抑制率曲线图

２．２　各处理组细胞的增殖活性检测
　　分别检测各组细胞在 ２４、４８、７２、９６ｈ时生长情
况，发现ＰＵＭ组的生长明显受到抑制，增殖速度减慢，
Ｐ组和ＰＵ组的肿瘤细胞在４８ｈ前生长缓慢，４８ｈ时，
ＰＵＭ组、ＰＵ组、Ｐ组的抑制率分别为 ５９％、４２％、
４２％，但４８ｈ后生长速度明显加快，呈现持续的快速

增长，对照组和ＵＭ组生长趋势大致相同无明显差异，
此外，Ｐ组及ＰＵ组细胞增殖活性分别在６０、７２ｈ超过
不含顺铂的对照组及 ＵＭ组，而 ＰＵＭ组在４８ｈ增殖
活性稍有增高，但与对照组及 ＵＭ组相比无明显增殖
优势（图２）。

!"#

$%&

$%'

$%(

$%!

$%#

#%&

#%'

#%(

#%!

#

!( (& )! *'

!"#!+,$

- %

-. %

-./ %

./ %

&'%

"
#
(
0
1
(
)

2

3

4

ａ：Ｐ＜０．０５，与同时间点的对照组、ＵＭ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，
与同时间点的Ｐ、ＰＵ组比较
图２　Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＵＭ、Ｐ、ＰＵ、ＰＵＭ在２４、４８、７２、９６ｈ的细胞

生长增殖图

２．３　各处理组细胞的凋亡检测
　　超声＋顺铂＋微泡组（ＰＵＭ）在处理后２４ｈ细胞
凋亡率（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋ＰＩ＋ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋ＰＩ＋）为
５８１％，单纯顺铂组（Ｐ）和顺铂 ＋超声组（ＰＵ）的凋亡
率分别为２５．３％、４１．５％，对照组（Ｃ）和超声＋微泡组
（ＵＭ）的凋亡不明显，根据图３，比较各组凋亡率，可见
ＰＵＭ组肿瘤细胞凋亡明显高于 Ｐ组、ＰＵ组，各组差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图３）。
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１：对照组；２：ＵＭ组；３：Ｐ组；４：ＰＵ组；５：ＰＵＭ组
ａ：Ｐ＜０．０５，与其他各组的凋亡率比较
图３　流式细胞仪分析各组细胞凋亡

　　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色后通过荧光显微镜观察 Ａ细
胞分布均匀，图中可见弥漫的正常细胞核的低强度荧

光，Ｂ可见仅有数个细胞胞核呈浓染致密的固缩状态，
显示为高强度荧光，Ｃ、Ｄ、Ｅ显示凋亡细胞数量逐渐增
多，细胞染色质密度增高，细胞核明显固缩、凝聚，形成

典型的凋亡细胞，胞核蓝染高亮，且这类细胞在 ＰＵＭ
组明显增多（图４）。
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Ａ：正常Ｈｅｌａ细胞；Ｂ：超声联合微泡处理后（ＵＭ）；Ｃ、Ｄ、Ｅ：分别为 Ｐ组，ＰＵ组，ＰＵＭ组；Ｆ：高倍镜下细胞计数分
析，分析各组细胞凋亡比例　１：对照组；２：ＵＭ组；３：Ｐ组；４：ＰＵ组；５：ＰＵＭ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与其他各组细胞凋亡
数相比

图４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色检测细胞凋亡

３　讨论

　　目前，超声联合微泡在临床肿瘤中的应用已不仅
仅局限于对肿瘤的观察及诊断，其对肿瘤的治疗作用

也逐渐崭露头角［６］，以往的研究多是通过高声压高能

量超声对肿瘤细胞造成损伤，损毁肿瘤微血管从而达

到治疗肿瘤的目的［７］，有学者发现低声压［８－９］产生的

空化效应也会对细胞膜产生影响，易化药物进入肿瘤

细胞而发挥作用，从而增强细胞毒性。国外的学者［１０］

使用低声压超声辐照头颈部鳞癌细胞系，认为微泡联

合超声治疗（ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｍｅｄｉａｔｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｔｈｅｒａｐｙ，
ＭＢＵＳＴ）能增强细胞膜对一种小分子荧光素的摄取，
他们又使用荧光标记化疗药物，发现用超声联合微泡

辐照组与单药治疗组相比，细胞内药物增加 ２８％。
Ｋｏｔｏｐｏｕｌｉｓ等［１１］将ＭＢＵＳＴ使用在胰腺癌化疗的患者
中，经超声联合微泡治疗后的１０例患者中，２例生存
期超过１年，与胰腺癌传统化疗的生存期（仅３～６个
月）相比，ＭＢＵＳＴ显示出明显的优势，并使得此项研
究备受关注；并且低声压超声激励联合化疗是诱导肿

瘤细胞发生改变而增加其对化疗药物的敏感性，与通

过超声击破载药微泡［１２］的给药方式相比具有明显的优

势，因后者药物装载有限，超声联合微泡的作用时间也

受限制，制约了其使用范围，也较难达到预期治疗效果。

　　铂类药物是目前治疗妇科肿瘤最为有效的化疗药

物之一，有文献报道其反应率高达２３％ ～５０％，宫颈
癌的化疗方案中，以顺铂为基础的联合方案应用最广

泛［１３］。２０１５年美国ＮＣＣＮ指南中针对宫颈癌的化疗
无论是联合化疗还是单药化疗均将顺铂作为一线用药

治疗复发或转移的宫颈癌患者［１４］。尽管如此，顺铂耐

药是制约其应用的一个重要因素，在卵巢癌中因铂类

药物耐药，有６２％卵巢癌患者最终复发或疾病持续存
在［１５］，但耐药作用分子机制复杂，至今尚未明确。低

频率低声压超声微泡联合顺铂的化疗对手术前需要利

用化疗来局限病灶，缩小肿块的患者可能有着较为重

要的临床意义，为此，本研究通过体外实验证实超声联

合微泡能影响化疗药物作用下肿瘤细胞的增殖和凋

亡。通过分析肿瘤细胞的增殖曲线，４８ｈ时，顺铂组
（Ｐ）、顺铂＋超声组（ＰＵ）、顺铂 ＋超声微泡（ＰＵＭ）细
胞生存率分别为７５％、７５％、５８％，４８～７２ｈ，单纯顺铂
组（Ｐ）及顺铂 ＋超声组（ＰＵ）肿瘤细胞的增殖出现加
快趋势（在此期间增殖率分别增加了４９％、３６％），推
测是由于肿瘤细胞对顺铂产生了一定程度上的耐药引

起的，相比之下，超声 ＋微泡 ＋顺铂组（ＰＵＭ）的肿瘤
细胞增殖速度改变不明显（增殖率增加了３０％），７２ｈ
后，单纯顺铂组（Ｐ）和顺铂 ＋超声组（ＰＵ）的细胞增殖
活性已明显超过对照组（Ｃ）和超声＋微泡组（ＵＭ），而
顺铂＋超声微泡组（ＰＵＭ）细胞仍增殖缓慢，数量较
少，这可能是由于超声微泡联合顺铂的处理方案延缓
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了肿瘤细胞的耐药现象的产生。关于低频超声联合微

泡介导的化疗对凋亡的影响，有学者认为与胞内药物

浓度密切相关。董虹美等［３］运用高效液相色谱法测

定各组细胞内化疗药物浓度，同样发现超声联合微泡

作用后细胞内药物浓度为０．５８μｇ／ｍＬ，较单纯药物组
０．３９μｇ／ｍＬ有了明显增高，这可能与超声联合微泡产
生“空化效应”密切相关，即微泡在超声波作用下谐

振，发生压缩膨胀、破碎等一系列形态变化，并在此过

程中使肿瘤细胞膜表面产生大量微小孔隙，促进细胞

的内吞作用，改变细胞膜表面的酶活性，使药物能快速

大量进入细胞内，致使细胞凋亡增加。通过对各组处

理后的细胞进行 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色及 ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋ＰＩ
染色流式细胞仪分析，超声＋微泡联合顺铂作用后，出
现较多的典型凋亡肿瘤细胞，或许是由超声联合微泡

增强了肿瘤细胞对药物的摄取而引起的。本部分结果

也进一步印证了董虹美等的研究结论。另外有数据显

示超声的频率、作用时间及药物剂量是影响凋亡和增

殖的关键因素。Ｙａｎｇ等［１６］通过研究在超声微泡作用

下阿霉素对 Ｋ５６２细胞的毒性作用，比较了不同药物
剂量，不同超声作用时间及频率对细胞的不同影响，发

现超声频率轻微增加可增强阿霉素的抗肿瘤作用，延

长超声作用时间同样可增强药物的疗效；这提示我们

在低频超声联合微泡介导的宫颈癌化疗的基础理论研

究中，超声辐照的强度、辐照持续时间、微泡造影剂浓

度，微泡大小与空化作用的效应强度及作用的相关性

仍需给予更多的关注并深入探讨研究。
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