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超声波对神经母细胞瘤株化疗敏感性影响的机制探讨 

李 勤，金先庆，刘 伟，赵珍珍 

(重庆医科大学附属儿童医院普外科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究使用超声辐照后神经母细胞瘤株 SK—N—SH细胞超微结构及 P-gp表达水平的改变，探讨超声波影响 

sK—N—sH细胞化疗敏感性的机制。方法：将 sK—N—sH细胞分为实验组和对照组，实验组细胞进行超声辐照(频率：0．8 MHz，声 

强：1 W／cmz，时间：40 s)，对照组细胞进行超声假照。使用扫描电镜观察实验组和对照组细胞的超微结构并拍照。使用免疫组化 

方法检测实验组和对照组细胞 P—gP的表达。结果：(1)通过观察对比实验组和对照组细胞扫描电镜照片发现：实验组细胞形态 

改变；细胞膜表面有大小不等的孔；细胞微绒毛脱落、减少。(2)免疫组化结果显示：对照组 SK—N—SH细胞 P-gp阳性表达率为 

56．23％±9．86％，实验组 sK—N—sH细胞 P—gP阳性表达率为 34．86％±6．19％，P<0．05。实验组细胞 P—gP表达率较对照组明显 

降低。结论：超声辐照可以破坏 SK—N—SH细胞的细胞膜结构以及使 sK—N—sH细胞 P—gP的表达降低，这导致 sK—N—sH细胞 

化疗敏感性提高。 
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Mechanisms of ultrasound affecting the chemotherapeutic sensitivity of 

Neuroblastoma celI 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect of ultrasound on the ultrastructure and expression of P—gp of Neuroblastoma cell in order to 

discuss the mechanisms of ultrasound affecting the chemotherapeutic sensitivity of SK-N-SH cel1．Methods：The SK—N—SH cells were di— 

vided into the experimental group and the control group．In the experimental group，the cell suspensions were exposed to ultrasound irradi— 

ation．In the control group，the cell suspensions were exposed to sham irradiation．The changes of ultrastructure of tumor cells were ob— 

served by scanning electron microscope and the expression of P—gp in two groups were detected．Resu／ts：(1)In the pictures took by 

scanning electron microscope，we found that：the configuration of tumor cell changed and there were some holes of different diameters on 

the cell membrane and the numbers of microvillus reduced or disappeared after ultrasound irradiation．(2)Th e result of immunocyto— 

chemisty showed the expression rate of P—gp in SK—N-SH cells in the control group Was 56．23％ ±9．86％ VS 34．86％ ±6．19％ in the ex— 

perimental group(P<0．05)，which shows the expression of P—gP in SK—N-SH cells exposed to ultrasound was lower than that of the cells 

exposed to sham irradiation．Conclusion：Ultrasound can damage the structure of cell membrane and reduce the expression of P—gP in 

SK—N-SH cells，which are the reasons for ultrasound enhancing the chemotherapeutic sensitivity of SK-N-SH cel1． 
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神经母细胞瘤 (Neuroblastoma，NB)是儿童和婴 

儿最常见的实体肿瘤之一，治疗上目前主要采用手 

术、化疗、放疗等综合治疗措施，但治疗效果不够满 

意。近年来，随着超声波技术和设备的发展，聚焦超 

声技术已在临床上用于多种肿瘤的治疗并取得重 
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大进展。在我们以前的研究中已经发现：使用非致死 

剂量的聚焦超声波(频率：0．8 MHz，声强：1．0 W／cm ， 

照射时间：40 S)处理神经母细胞瘤细胞 SK—N—SH 

后．肿瘤细胞对化疗药物长春新碱的敏感性提高，且 

化疗药物浓度较低时．其化疗增敏作用更明显【11。为 

进一步探讨其作用机制，我们继续以SK—N—SH细 

胞为研究对象，研究其在该剂量超声波处理后细胞 

膜结构及 P—gp表达的改变。 
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1 材 料 与方 法

1 ． 1 主 要 材 料

人 神 经 母 细 胞 瘤 株 S K ～ N — S H 由 中科 院 上 海 细 胞 库 提

供 ；扫描 电镜 H i t a c h i 一 3 0 0 0 ；免疫组 化 试 剂 ： 鼠抗 人 P —

g P 单 克

隆 抗 体 C 4 9 4 ， V l t r a S e n s t i v e
TM

S - P 试 剂 盒 ， 二 氨 基 联 苯 胺

( D A B )显 色 剂试 剂 盒 均 由福 建 迈 新 生 物 技 术 开 发 公 司 提 供 ；

倒 置 相 差 显 微 镜 N i k o n T E 2 0 0 0 U 。 聚焦 超 声 波辐 照 系统 由重

庆 医 科 大学 医 学 超 声 丁 程 研 究 所 提 供 ( 见 图 1 ) ， 该 系 统 由超

声 波 发生 装置 和 辅 助 设 备 构成 ：( 1 )超 声 波 发 生 装 置 ：超 声 波

换 能器 的压 电材 料 为 人 工 陶瓷 ，

一 端外 罩 厚 度 适 宜 的 铝 片 以

起 到 保 护 作 用 ， 同时 兼 做 超 声 谐 振 体 以 利 声 波 外 传 ；
一 端 与

功 率 源 相 连 ， 功 率 源 可 提 供 与压 电 陶瓷 形 成谐 振 的 电 压 。 参

数 ：频 率 ：0 ． 8 M H z ， 声 强 ：1 ． 0 W ／c m
z

。 ( 2 )辅助 设 备 ：水槽 ：为有

机 玻 璃 制 作 ， 底 部 正 中置 超 声 波 换 能 器 ， 实 验 时 槽 内盛 脱 气

水 ， 脱 气水 内微 小 气 泡 含量 极 低 ， 声 阻 抗 小 ， 超 声 通 过 时 衰减

小 。 试管 ：为 内径 1 c m 的 聚 乙 烯 塑 料试 管 ， 聚 乙 烯 塑 料 是 一

种 良好 的透 声 材 料 ， 超声 通 过 时 衰减较 低 。

1 ． 试 管 ；2 ． 细 胞 悬 液 ；3 ． 换 能器 ；4 ． 脱 气水 ；5 ． 功 率 源

图 1 超 声 辐照 装 置 示 意 图

1 ．2 细 胞 制 备

神经 母 细 胞 瘤 株 S K — N — S H 用 含 1 0 ％ 灭 活 胎 牛 血 清 的

D M E M ／F 一 12 培养液 ， 在含 5 ％ C 0 ：、 3 7 ℃ 条 件 下 培 养 。 选 对 数

生 长期 细胞 ， 用 胰 酶 + E D T A 消 化 ， 离 心 ， 无 血 清 D M E M ／F 一 1 2

培 养液制 成单细 胞悬 液 ， 调 整 细 胞 浓 度 为 1 × 1 0
。 个 ／m l 备用 。

1 ． 3 细 胞 分 纽

将 浓 度 为 1 X 1 0 0 个 ／m l 的 备 用 细 胞 分 实 验组 和 对 照组 。

实 验 组 给 予 超 声 辐 照 ， 辐 照 条 件 ：频 率 ：0 ， 8 M H z ， 声 强 ： 1 ． 0

W ／c m
：

． 照 射 时 间 ：4 0 s 。 对 照组 予 以 超 声假 照 。

图 2 对 照 组 S K — N — S H 细 胞 的 扫 描

电镜 图 片 ：细 胞 膜 完 整 ， 微 绒 毛 丰 富

1 ． 4 扫 描 电 镜 检 测

将实验 组 细 胞进 行 超 声 辐 照 后 ， 与进 行 超 声 假 照 的对 照

组 细胞 一 起 立 即进 行 扫描 电镜 检 测 ， 观 察 两 组 细 胞 的细 胞 膜

结构 并 照 相 。

1 ． 5 免 疫 组 化 方 法 检 测 实验 组 和 对 照 组 细 胞 P —

g P 的 表 达

超 声 照 射 后 ， 将 实 验 组 和 对 照 组 细 胞 分 别 离 心 ， 弃 掉

上 清 液 ， 加 入 含 10 ％ 灭 活 胎 牛 血 清 的 D M E M ／F 一 1 2 培 养 液 ，

再 分 别 接 种 于 6 孑L 培 养 板 ， 每 组 各 接 种 3 孑L ， 孔 内预 先 放

有 2 c m × 2 C l T I 的 盖 玻 片 ， 4 8 h 后 ， 将 细 胞 爬 片 取 m ， 用 S - P

法 检 测 P —

g p 的 表 达 ( 具 体 步 骤 参 照 试 剂 盒 说 明 书 ) 。 结 果

判 断 ：在 放 大 2 0 0 倍 的 视 野 下 ， 每 张 细 胞 爬 片 选 取 1 0 个 不

同 的 视 野 ， 每 个 视 野 计 数 10 0 个 肿 瘤 细 胞 中染 色 阳 性 的 细

胞 比 率 ， 实 验 组 和 对 照 组 细 胞 P ～

g P 的 阳 性 表 达 率 用 均

数 ± 标 准差 表 示 ( ；± s ) 。

1 ． 6 统 计 学处 理

所 有 数 据均 采用 两 样 本 均 数 比 较 的 t 检 验 ( O／： O． 0 5 ) ， 应

用 S P S S l 0 ． 0 ( S P S S I n c ． U S A ) 统 计 软 件 进 行 统 计 学 分 析 ，

P < 0 ． 0 5 认 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 实验 组 和 对 照 组 扫 描 电 镜 图 见 图 2 ～ 5

观 察 实 验 组 ( 图 3 ～ 5 ) 和 对 照 组 ( 图 2 ) 细 胞 的 扫

描 电 镜 图 发 现 ： 超 声 辐 照 后 S K — N — S H 细 胞 的 细 胞

结 构 发 生 如 下 改 变 ：

( 1 ) 细 胞 的 细 胞 膜 受 到 破 坏 ， 其 上 形 成 大 小 不

等 的 孔 。 ( 2 ) 细 胞 微 绒 毛 脱 落 、 减 少 。 ( 3 ) 细 胞 形 态

改 变 。

2 ． 2 免 疫 组 化 实验 结 果

免 疫 组 化 见 图 6 、 7 。

实 验 组 和 对 照 组 P —

g P 表 达 率 ：对 照 组 ( 图 6 ) 3 0

个 视 野 S K — N — S H 细 胞 P —

g P 阳 性 表 达 率 ( 5 6 ． 2 3 ％ ±

9 ． 8 6 ％ ) ， 实 验 组 ( 图 7 ) 3 0 个 视 野 S K — N — S H 细 胞 P —

g p 阳 性 表 达 率 为 3 4 ． 8 6 ％ ± 6 ． 1 9 ％ ， 比 较 两 组 细 胞 的

P —

g P 阳 性 表 达 率 ， P < 0 ． 0 5 ， 其 差 异 有 统 计 学 意 义 。

图 3 实 验 组 S K — N — S H 细 胞 的扫描

电镜 图 片 ：细 胞 膜上 可 见 小 孔 形 成
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图 5 实 验 组 S K — N — S H 细 胞 的扫 描 电

镜 图 片 ：细 胞 微 绒 毛 减 少

图 6 对 照 组 S K — N — S H 细 胞 P -

g p 的表

达 ( 免 疫 组 化 。 x 2 0 0 )

免 疫 组 化 结 果 显 示 ：实 验 组 和 对 照 组 的 P —

g P

表 达 率 有 明 显 差 异 ， 实 验 组 细 胞 P —

g P 表 达 率 较 对

照 组 明 显 降低 。 显 微 镜 下 观 察 细 胞 爬 片 还 发 现 ：实

验 组 细 胞 爬 片 上 细 胞 密 度 较 对 照 组 低 ， 提 示 实 验 组

细 胞 增 殖 能 力 减 弱 。

3 讨 论

N B 是 儿 童 和 婴 儿 最 常 见 的 实 体 肿 瘤 之 一

， 其

发 病 率 约 为 1 ／10 万 ， 发 病 年 龄 多 见 于 1 ～ 5 岁 ， 在 儿

童 腹 膜 后 恶 性 肿 瘤 中 占第 二 位 ， 仅 次 于
。

肾母 细 胞

瘤 。 神 经 母 细 胞 瘤 起 源 于 神 经 嵴 ， 肿 瘤 恶 性 度 高 ， 发

展 快 ， 早 期 可 发 生 转 移 。 临 床 上 神 经 母 细 胞 瘤 的 治

疗 方 法 主 要 是 手 术 、 化 疗 和 放 疗 ， 其 他 的 治 疗 方 法

还 有 干 细 胞 移 植 、 生 物 治 疗 、 免 疫 治 疗 和 基 因 治 疗

等 等 。 目前 ， 对 于 早 期 发 现 的 神 经 母 细 胞 瘤 治 疗 效

果 满 意 ， 但 是 大 部 分 神 经 母 细 胞 瘤 患 者 就 诊 时 已 属

中 晚 期 ， 治 疗 效 果 不 满 意 ， 死 亡 率 较 高 ， 欧 洲 协 作 组

对 l 2 7 7 例 N B 患 儿 长 达 10 年 的 随 访 结 果 显 示 有

骨 髓 转 移 的 Ⅳ 期 患 儿 长 期 生 存 率 仅 1 6 ％ t“

。 近 年 来 ，

随 着 超 声 波 技 术 和 设 备 的 发 展 ， 超 声 在 治 疗 疾 病 方

面 的 应 用 逐 渐 受 到 人 们 的 重 视 。 尤 其 是 超 声 在 肿 瘤

治 疗 中 的 作 用 已 成 为 新 的 研 究 热 点 ， 何 申戌 等 _3 _总

结 了 8 6 9 例 病 人 的 治 疗 结 果 ， 其 中包 括 2 6 种 肿 瘤 ，

他 们 的结 果 显 示 ， 该 技 术 对 盆 腹 腔 的 恶 性 实 体 肿 瘤 、

子 宫 肌 瘤 和 前 列 腺 疾 病 均 具 有 明 显 的 疗 效 。 2 0 0 4 年

伍 烽 、 王 智 彪 等 14 1报 道 了 利 用 H I F U 治 疗 1 0 3 8 例

恶 性 实 体 瘤 的 临 床 试 验 研 究 ． 其 中包 括 原 发 性 肝

癌 、 转 移 性 肝 癌 、 乳 腺 癌 、 恶 性 骨 肿 瘤 、 软 组 织 肉瘤 、

腹 部 和 盆 腔 恶 性 肿 瘤 、 良性 乳 腺 肿 瘤 及 其 他 实 体 肿

瘤 等 ， 这 是 目前 国 际 上 涉 及 H I F U 治 疗 病 种 最 多 的

临 床 试 用 。 这 为 人 类 战 胜 恶 性 肿 瘤 开 辟 了 新 的 战

场 。 在 我 们 以 前 的 研 究 中 已 经 发 现 ：使 用 非 致 死 剂

，
．椒 兰羹蕈

量 的 聚 焦 超 声 波 ( 频 率 ：0 ． 8 M H z
， 声 强 ：1 ． 0 W ／c m

。
， 照 射

时 间 ：4 0 S ) 处 理 N B 细 胞 S K — N — S H 后 ， 肿 瘤 细 胞 对

化 疗 药 物 长 春 新 碱 的 敏 感 性 提 高 ， 且 化 疗 药 物 浓 度

较 低 时 ， 其 化 疗 增 敏 作 用 更 明 显 。

超 声 对 肿 瘤 的 生 物 效 应 包 括 热 、 机 械 和 空 化 机

制 。 超 声 波 的 机 械 作 用 主 要 是 辐 射 压 强 和 超 声 压 强

所 引 起 的 。 辐 射 压 强 能 引 起 蛋 白质 变 性 ， 细 胞 、 组 织

变 形 。 超 声 压 强 可 引 起 细 胞 的 分 解 【5 j
。 超 声 的 空 化 效

应 是 指 液 体 中存 在 的 微 小 气 泡 ( 空 化 核 ) 在 超 声 波

作 用 下 产 生 的 振 荡 、 扩 大 、 收 缩 至 内 爆 等 一 系 列 动

力 学 过 程 1“
。 此 作 用 能 够 使 组 织 结 构 之 间 发 生 相 对

震 荡 运 动 ， 从 而 在 局 部 产 生 电 离 和 放 出 自由 基 ， 破

坏 细 胞 结 构 I7]
。 由 于 人 体组 织 中含 有 大 量 液 体 ， 因 此

空 化 作 用 所 引 起 的 生 物 效 应 是 不 可 避 免 的 ％ 超 声

辐 照 对 离 体 细 胞 的 生 物 学 效 应 主 要 分 两 种 ： ( 1 ) 细

胞 溶 解 效 应 ， 包 括 胞 膜 破 裂 ， 细 胞 裂 解 ；( 2 ) 细 胞 结

构 和 功 能 改 变 ， 如 细 胞 膜 通 透 性 、 细 胞 电 泳 迁 移 率 ，

细 胞 膜 表 面 形 态 改 变 ；细 胞 骨 架 蛋 白改 变 造 成 的 细

胞 粘 附 迁 移 改 变 ；伴 随 单 链 D N A 断 裂 引 起 细 胞 生

长 抑 制 ， 以 及 细 胞 染 色 体 断 裂 ， 姐 妹 染 色 体 交 换 率

改 变 I⋯
。 在 我 们 的 实 验 中 ． 从 超 声 辐 照 后 的 扫 描 电 镜

照 片 上 明 显 可 以 发 现 超 声 辐 照 对 细 胞 结 构 的 破 坏 ：

细 胞 变 形 ， 肿 胀 ；在 细 胞 膜 上 形 成 孔 径 大 小 不 一 的

孔 ；微 绒 毛 减 少 、 脱 落 。 超 声 对 细 胞 膜 的 破 坏 可 以 使

细 胞 膜 的通 透 性 增 加 。 1 9 9 7 年 B a o
I” J发 现 ， 中 华 田 鼠

卵 巢 细 胞 的 悬 浮 液 经 超 声 ( 声 压 2 M P a ) 辐 照 后 ， 细

胞 膜 可 以 对 大 分 子 暂 时 开 放 ， 随 后 闭 合 ． 大 分 子 可

进 入 细 胞 并 被 细 胞 俘 获 ， 称 此 现 象 为
“

声 孔 效 应
”

。

肿 瘤 细 胞 的 细 胞 膜 通 透 性 增 加 可 以 使 化 疗 药 物 进

入 细 胞 内 的 量 提 高 ， 从 而 增 强 化 疗 药 物 的 细 胞 毒 作

用 。 这 可 能 是 超 声 增 强 肿 瘤 细 胞 化 疗 敏 感 性 的 主 要

原 因 之 一

。 扫描 电镜 图 片 上 超 声 辐 照 后 肿 瘤 细 胞 结

构 的 另 外 一 种 变 化 就 是 微 绒 毛 减 少 ， 甚 至 脱 落 。 微
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绒毛是细胞表面伸出的细长指状突起 ，广泛存在于 

动物细胞表面。微绒毛直径约为0．1 m。长度则因 

细胞种类和生理状况不同而有所不同。微绒毛的存 

在扩大了细胞的表 面积 ，有利于细胞 同外环境 的物 

质交换 ，其长度和数量，都与细胞的代谢强度有着 

相应的关系。肿瘤细胞对葡萄糖和氨基酸的需求量 

都很大，因而大都带有大量的微绒毛。受到超声辐 

照后 的肿瘤细胞微 绒毛减少 ，细胞 表面积缩小 ，吸 

收营养物质能力降低 ，将会影响细胞的代谢，最终 

影响细胞 的生长繁殖 ，甚至导致细胞死亡 。其机制 

可能与超声的空化效应有关 。 

免疫组化结果显示超声辐照后 SK—N—SH细胞 

P—gP的表达降低。mdrl基因定位于人 7号染色体 

(7q21．1)，编码蛋 白一P—gp[“】，它是一种能量依赖性 

药物排 除泵 ，属于 ABC家 族 (ATP binding cassette 

family)成员．分子上具有药物结合点和水解三磷酸 

腺苷活性及能量偶合位点，通过水解 ATP获得能量 

将已进入细胞内的化疗药物泵出细胞外，使细胞内 

药物浓度降低．从而使细胞能够在浓度降低了的药 

物环境 中存活 ，导致肿瘤细胞耐药 。由 P—gP介导的 

耐药机制是肿瘤多药耐药机制中最主要的机制之 

一

。 从我们的实验中可以看到，P—gP在未经超声处 

理的神经母细胞瘤株 SK—N—SH中有较高的表达 ， 

而使用超声波处理后的SK—N—SH细胞 P—gP的表 

达明显降低。其原因可能是超声波损伤细胞膜的同 

时破坏了嵌于细胞膜内的 P—gP．使 P—gP的数量减 

少或者功能降低。表明超声可能具有逆转肿瘤细胞 

MDR的作用。这是超声增强肿瘤细胞化疗敏感性的 

另外一个重要原因。如何克服肿瘤细胞对 P—gP介 

导的多药耐药性，恢复肿瘤细胞对化疗药物的敏感 

性，一直是人们研究重点。目前针对 P—gP的逆转剂 

主要是化学逆转剂，此外细胞因子、类固醇激素、单 

克隆抗体、免疫毒素 、特异性双抗 、反义寡聚核苷 

酸、结合白蛋白的药物都可逆转肿瘤的耐药性。虽 

然目前化学逆转剂不断更新换代 ，高效低毒的药物 

层出不穷；基因治疗的效果也不断提高，但仍存在 

诸多缺陷，如化学药物对人体有潜在的毒副作用， 

基因药物与人体正常的遗传物质极其相似，可能对 

人体遗传物质的稳定性带来威胁 ，尤其重要的一点 

是所有这些措施都没有很强的选择性，作用于肿瘤 

细胞的同时，对正常细胞也同样具有杀伤作用。高 

效、无毒、有精确的靶向性是理想的逆转措施的标 

准。而超声波恰恰具备这些方面的优点：机械波，无 

毒 ；在组织 内有一定 的穿透性 ，方向性好 ，可聚焦 ； 

剂量可控 ；有广泛的生物学效应 。因此 ．超声波在逆 

转 P—gP介导的肿瘤多药耐药方面将发挥着越来越 

重要的作用。 
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