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低强度脉冲超声波促进皮肤成纤维细胞增殖的实验研究 

柯 丹t，一，李发琪 ，刁庆春2朱小娟2刘春梅 ，龚晓波 

(1．重庆医科大学生物医学工程系，医学超声工程研究所，重庆 400016；2．重庆市第一人民医院皮肤科 ，重庆 400011) 

【摘 要】目的：研究不同辐照参数(频率、声强、辐照时间)低强度脉冲超声波(LIPUS)对成纤维细胞增殖的影响。方法：采用 

M'I'T法测定频率 1MHz、1．2MHz、1．7MHz，每一频率下四种声强的LIPUS，同一声强分别辐照 5min、10min、15rain、20min和 30min 

体外培养的人真皮成纤维细胞 24h后的生长增殖情况，筛选出促进成纤维细胞生长的最适宜频率、声强和辐照时间。结果：① 

在 MrITI’法测定细胞活性中三种频率(IMHz、1．2MHz、1．7MHz)，每一频率下四种声强的 LIPUS辐照成纤维细胞 5min，24h后吸光 

光度值均增加，辐照成纤维细胞 10min，24h后吸光光度值增加最高，较对照组都有显著性差异(P<0．01)。超过一定辐照时间后， 

吸光光度值下降，且随着辐照时间的延长，吸光光度值下降显著。②频率IMHz、声强0．1W／cm 、辐照时间10min下的细胞相对 

成活率最高，与对照组比较差异有统计学意义(p<0．01)。结论：不同频率、不同声强的 LIPUS辐照一定时间均能促进人真皮成纤 

维细胞增殖 ，超过一定辐照时间则会抑制细胞生长。而频率 IMHz、声强 0．1W／cm 、辐照时间 10min为促进成纤维细胞增殖较为 

适宜的辐照参数。 
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Proliferation of cultured skin fibroblast after 

low intensity pulsed ultrasound exposure 

KE Dan，et al 

(Department of Biomedical Engineering，Chongqing Medical University) 

[Abstract]Objective：To observe the effects of different low intensity pulsed ultrasound (LlPus)on proliferation of fibroblast 

and to screen out the optimum parameters of LIPUS．Methods：LIPUS of different frequency(1、1．2、1．7MHz)and different inten— 

sity Was used to stimulate the cultured human fibroblast cells for 5 min，10 min，20 rain and 30min，respectively，and examina— 

tion of cell proliferation by MTr after 24h．Resu／ts：(~Optieal absorption value of ceil activity in m  assay increased signifi- 

eanfly in the ceil culture with LIPUS of different frequency (1、1．2、1．7MHz)and four intensity of each frequency treatment for 

5，10 minutes，as compared with the control group(P<0．01)．With a peak detected in the cell culture with LPUS treatment for 

10 minutes．But optical absorption value decreased with longer treat time，optical absorption value decreased significantly in 

human skin fibroblasts with LIPUS stimulation for more than 30 minutes(P<0．01)，as compared with the control group．②The 

peak relative survival rate detected in the ceil culture with LIPUS of IMHz，0．1W／cm treatment for 10 minutes．Conclusion： 

Stimulation with LIPUS could induce cell proliferation at a shorter time and could inhibit cell growth in vitro at a longer 

time． 1MHz，0．1W／em treatment for 10 minutes is the better parameter for promote cell proliferation． 
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低强度脉冲超声波 (Low Intensitv Pulsed U1一 

trasound，LIPUS)的频率为 1～3MHz，剂量可低至 

30mW／cmz，发射方式为脉冲式，其传递给组织的机 

械能一般低于 3m mz，能克服一般超声波使组织 

致热的副作用。研究发现 LIPUS具有刺激细胞增殖 

和细胞外基质增殖的作用【 21。目前 LIPUS已应用于 
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主要研究方向：皮肤变态反应及超声治疗学。 

骨与软组织创伤的愈合，且近年来 LIPUS在结缔组 

织疾病的治疗中也得到了越来越多的重视和研究 ， 

并逐渐应用于促进神经修复、治疗椎间盘突出以及 

上皮的修复中。由于 LIPUS这种独特的生物学活 

性，我们设想如果 LIPUS能促进真皮中主要细胞成 

纤维细胞的增殖，那么将可用于皮肤疾病的治疗和 

创伤的愈合。本课题旨在研究不同超声辐照参数的 

LIPUS辐照体外培养的人真皮成纤维细胞后，对成 
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纤维细胞增殖的影响，筛选出促进人皮肤成纤维细 

胞增殖的适宜辐照参数，为进一步临床应用提供理 

论依据。 

1 材料与方法 

1．1 试 剂 

DMEM培养基(GIBCO公司)、新生牛血清(FCS，TBD公 

司)、DispaseII、四甲基偶氮唑蓝(M1丫r GIBCO公司)、0．25％ 

胰蛋白酶(Sigma公司)、二甲亚砜(DMSO，国产分离纯 )、PBS 

液(自配)。 

1．2 仪器 

LIPUS辐照装置由重庆医科大学医学超声工程研究所 

研制，其工作频率为 1MHz、1．2MHz、1．TMHz可调 ，重复频率 

lkHz，输出方式为脉冲式，占空比 20％，标准型超净工作台 

(SW—CJ一2A重庆汇城空调净化设备制造有限公司)，CO 培 

养箱 (NUAIR)，倒置显微镜 (日本 Olympus)，酶标仪(s／N 

5810)，台式离心机(上海安亭科学仪器厂)。 

1-3 实验 方法 

1．3．1原代皮肤成纤维细胞培养方法 取健康dx)L#l-科包皮 

环切手术切下的包皮 1,Scm大小立即放人含生理盐水的无 

菌瓶内，迅速带人实验室，立即在超净工作台内进行操作。将 

皮肤组织块用 75％的酒精冲洗，然后用含青链酶素的 PBS 

缓冲液冲洗 3次。用眼科剪将皮下组织去除，然后将皮肤组 

织块剪为 0．5cm大小的组织块，置于 2．5g／L Dispase II于4℃ 

条件下消化作用 14—16h后将表皮和真皮分离 ，将真皮组织 

剪成 lmm大小，然后将组织块贴附于6孑L板内，加少量含加 

10％FCS的 DMEM培养液 ，放人 37~C恒温和 5％CO2的培养 

箱中培养。3—5天换液 1次，待细胞 75％融合 ，进行传代，取 

2-8代皮肤成纤维细胞进行实验(见图5A)。 

1．3．2超声辐照 选 2-8代皮肤成纤维细胞消化 ，接种于 12 

孔培养板中，密度为 1 X 10S／ml，2ml／孔。待细胞培养 24h贴 

表 1 LIPUS辐照参数设置 

12孔培养板 

图 1 超声辐照装置示意图 

脱 

汽 

水 

壁后，进行超声辐照。LIPUS辐照装置的换能器直径 2．5cm， 

面积 4．9cm2，采用水下辐照法 ，超声换能器置于培养板底部 ， 

距培养板 5mm，脱汽水做介质，声波由下向上发出(图 1)，辐 

照参数设置如表 1，每剂量组设 3个重复孑L，辐照后立即换 

液。 

1．3．3 M1丫r法观察细胞增殖情况 辐照后培养 24h。倒置显 

微镜下观察细胞形态。然后去除培养液，每孑L加含 DMEM培 

养液 lml和 100 l M1丫r。4h后，去除培养液，加 DMSO lml／ 

孑L，充分混匀 ，移至 96孑L板中 ，200 l／孑L。用酶标仪测 

OD570nm值，相对成活值=簧赣 13，重复实验3次。 、̂I MR三H UL，1 

2 结 果 

2．1 LIPUS辐照对人皮肤成纤维细胞增殖的影响 

M1Tr法测定细胞活性的结果显示频率 1MHz 

声强 0．10、0．16、0．22、0．28W／cm2，频率 1．2MHz声强 

0．15、0．20、0．26、0．28W／cm ， 频 率 1．7MHz声 强 

0．10、0．16、0．20、0．28W／cm 的 LIPUS辐照成纤维细 

胞 5rain，24h后吸光光度值增加 ，辐照成纤维细胞 

10rain，24h后吸光光度值达到最高，较对照组都有 

显著性增高，且差异具有统计学意义(P<0．01)。随着 

辐照时间的延长，吸光光度值反而下降，且时间越 

长 ，下降越显著，辐照细胞超过 30min后吸光光度 

值较对照组低，且差异具有统计学意义(P<0．05)。这 

表明在频率、声强一定时细胞的增殖与辐照时间有 

关，辐照 5min时细胞开始增殖，10min时细胞增殖 

达最大，之后又逐渐下降，当 LIPUS辐照成纤维细 

胞超过一定时间后 (30min)，细胞的增殖被抑制。 

(见图 2、3、4)。 

2．2 LIPUS辐照促进人皮肤成纤维细胞增殖的适 

宜参数 

比较不同频率不同声强不同辐照时间下细胞 

的相对存活值的结果表示 ：频率 1MHz、声强 0．1W／ 

cm 、辐照时间5rain时细胞相对成活值为 1．198，10 

rain时达 1．324，与其它辐照参数组比较差异有统计 
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3 讨 论 

一 定强度的超声波在生物体内传播时可引起 

生物体功能或结构的变化。目前公认的超声治疗作 

用有 3种效应：机械效应、热效应和空化效应。高强 

度超声波对机体组织器官起抑制或破坏作用 【l】，低 

强度、小剂量则起刺激调节作用。LIPUS传递给组织 

的能量较低且发射方式为脉冲式，避免了连续超声 

波使组织过热的副作用 ，同时还有其独特的非致热 

性细胞生物学效应。Xavier和Duartem等最早于 1983 

年将 LIPUS用于骨不连合的临床治疗中，以后的研 

究表明，LIPUS不但可以促进骨细胞的增殖。还可 

以促进细胞的蛋白合成【3．41，影响细胞因子的分泌四， 

目前主要用于促进骨折的愈合以及放射性骨坏死 

的治疗[61，已获得美国FDA认证。 

成纤维细胞是真皮组织中的主要细胞 ，皮肤衰 

老反映在细胞水平即为细胞衰老，大量研究证明成 

纤维细胞因其特有的生物学特性改变，在皮肤老化 

过程中扮演着重要的角色，在老化皮肤尤其是光老 

化性皮肤中细胞生长受抑制 ，细胞的分裂活性下 

降，由具分裂活性的分裂表型转化为不具分裂活性 

的分裂后表型 ，细胞周期发生改变，出现间隙期阻 

滞嗍，间隙期细胞增加，S期(DNA合成期)细胞数下 

降。如何促进成纤维细胞增殖，是改善皮肤老化的 

重要途经。同时成纤维细胞增殖是创伤修复中的主 

要过程之一，在创伤修复的第 2天成纤维细胞即开 

始增殖。创伤愈合是以成纤维细胞的增殖、迁移、肉 

芽组织形成、胶原分泌、创口胶原化、瘢痕形成及改 

建为特点的过程，成纤维细胞参与了创伤愈合的全 

过程，其数量及功能变化影响创伤愈合。因此促进 

成纤维细胞增殖有利于创伤的愈合。本研究通过对 

体外培养的成纤维细胞的研究结果证实了 LIPUS 

辐照在一定时间内能促进真皮成纤维细胞增殖 ，为 

LIPUS运用于改善和抑制皮肤的老化，促进创伤愈 

合提供了理论依据。同时超声波的机械作用还可改 

善局部血液和淋巴循环，改善新陈代谢，促使生长 

因子及细胞因子等成分的运输加强，提高组织再生 

能力。 

超声波属于机械波的一种，强度和频率是超声 

波最重要的参数，而超声辐照时间长短也对其效应 

有重要影响。本实验发现 LIPUS辐照 10min时成纤 

维细胞的增殖率达到高峰；辐照 20min后细胞的增 

殖已不明显。而辐照 30min后可见细胞增殖较对照 

组明显下降，与孔璐等191研究相似，但通常用于骨折 

愈合的治疗时间为 20raint-01，很多研究也发现 20min 

的治疗对骨组织来说是最佳治疗时间，说明 LIPUS 

对不同的作用靶点效应不同，我们在应用 LIPUS时 

应根据不同的目的选用适宜的辐照方式。本实验选 

用不同频率、强度的LIPUS按不同时间辐照体外培 

养的人真皮成纤维细胞，观察细胞的增殖情况，筛 

选出促进其增殖的适宜辐照参数为频率 1MHz、声 

强 0．1W／cm2,．辐照时间 10min，可作为今后的临床应 

用的参考辐照参数。 
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