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超声辐照对血管平滑肌细胞增殖和凋亡的影响 

张俊霞 ，黄 晶 ，王 新 ，唐艺加 ，唐海林 ，王志刚 

( 吠 科大学附属第二医院心内科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：观察超声波辐jl《{埘培养V,Jl~t管平滑肌细胞(VSMCs)增殖和凋亡的影响，筛选防止介入治疗后血管冉狭窄的辐 

照参数，并探讨其机理。方法：单声源 IU陶瓷超声辐照系统声强连续可调，台盼蓝排斥实验分析辐照后即刻细胞存活率； 

M rT比色法描述辐照后 5天 VSMCs的牛长动力学变化；BrdU掺入法检测辐照对 VSMCs S期 I)NA复制的影响；El ISA法检 

测辐照后 VSMCs凋亡情况．．结果：l巡 辐照对培养的 VSMCs有直接杀伤作用，该作用随辐照强度和辐照时问的增加而增 

加，相删辐照强度和时问 卜，低频超声咳作用更显著。2 超声辐照组较对照组 VSMCs生长曲线平缓，0 705MHz组以 0．5W／ 

cm
2

， 5min辐照最为明姓。3．BrdU掺入法测定 S期细胞增殖发现，0．705MHz。0 5W／cm2，5min辐照组 BrdU％低于对照组 

(40．5％±6 t}6 55 8％±3．3％，P<0．05)。4 0 705MHz，0 5W／cTn2，5min辐照的凋亡富积因子与阳性对照相比为 l馏5l± 

0．087 vs 1．924±0．074，P=0．836 结论：0．705MHz，0．5W／cm2，5min超声辐照在无明显杀伤细胞的情况下诱导培养的 

VSMCs凋亡，阻止 VSM('s S 1)NA复制，提示 USE足一种潜在的治疗介入治疗后血管再狭窄的手段。 
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ProIiferation inhibition and apoptosis induction of cultured 

vascular smooth muscle celIs after ultrasound exposure 

ZHA GJunxia．et al 

Department【 {Cardiolot~y，the Second A{{iliated Hospital，Chongqing Medical University、 

【Abstract】Objective：To observe the effects of uhramund exIxxsure(uSE)on proliferation and apoto,sis of vuscalur smooth muscle 

cells(VSM( )and to screen out the()p1inlum parameters of USE and(to)discuxs its mechanism．Meth(~ls：Ultramund device was 

made of mono一,source of piezoelectric ceramics．Guided by the result of Trypan Blue cell count，the optimum extxxsure d(xsage wss de— 

termined by M1vr cell growth curve in 5 days．BrdU incorporation was used to show changes of S phase DNA synthesis after USE． 

Apoptcsis was detected using El lSA 4 hours later after USE．Results：USE had direct cytotoxic effect on cultured VSMCs．The effect 

was intensified as the duration or intensity increased ．At the,salllc duration and intensity level，the effect was stronger in lower fre— 

quency group．Growth curves in 5 days were flattened in USE groups especially in 0．705MHz，0．5w／cm2，5min exposure
． BrdU％ re— 

suhs indicated that with 0．705MHz，0．5W／cl112，5min USE，BrdU％ against control was 40．5±6．8％ vs 55．8±3．3％，P<0．05． 

Cell I-~ th Detection El ISA assay showed apoptosis enrichment factor in 0．705MHz，0．5W ／cm2，5min group comparing with po si— 

tive control wss l培5l±0．087 vs 1．924±0．074，P=0．836．Cxmclusion：After 0．705MHz，0．5W ／cm2
， 5min USE，VSMCs apop— 

tosis was induced and S phase I)NA synthesis decreased without obvious immediate cell death，which suggests USE had the po tential 

as an anti—restenosis therapy． 

【Key words】Va~ular smooth muscle cells；Uhrasound；Proliferafton；Apoptosis 

血管再狭窄是影响当前介入治疗疗效的主要临 

床问题，VSMCs增殖是其主要病理机制。超声波作 

为一种非电离能量形式，其研究鼻祖 Dognon[ ]曾经 
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说过，象超声这样对惰性物质具有机械，热力学和化 

学三重效应的 物理因素不可能对生命体系没有显 

著的作用。本研究观察较低强度超声辐照对培养的 

VSMCs增殖和凋亡的影响，探讨超声波是否可能成 

为一种防止血管再狭窄的干预手段。 
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1 材料与方法 

血管平滑肌细胞(VSM(、s)[J!{：J于个 ：吁【I及内科研究所 

超声辐照系统[fI重庆医科人 j信息 ,Ik部第 26所共同研 

制。 

1．1 辐照后 即刻细胞存活率 

频率分别为0．705MHz，2．17MHz，5 70MHz的超声探 

头，发放强度分别为0 5W／cn'l ，1．0 w／cnl ，2．0w／cm：的超 

声波。第 +单元实验的辐 }bj-IhJ为2rain 第二单元实验根 

据存活牢将辐照时间从 2rain／f 断 【从J端州 ， 量获得小 

引起细胞即刎大量死亡的辐照参数。 

1．2 辐照后 VSM('s生长 曲线 

以VSMC~活细胞数 2×10 ／4L接种，按 MTT法绘制乍 

长曲线。 

1．3 辐照对 S期 DNA合成的影响 

细胞接种后 72h，加入 BrdU(终浓度为 l0t mol／L)培养 

8h，余步骤按 SP免疫组化法进 

1．4 辐照后 4h凋亡情 况 

实验步骤按说 {5(荚 I ()che公 川 Cell Death Detec 

tion EL1SA，96te~st)进行 “ I，t x,tN”为孵育缓冲液，“阴性 

对照”为l未绘超声处理的 VSMCs，“ Vt{DJ照”为经高张溶液 

(10mmol／I Fris pH 7．4，400 mmol／I NaC1．5mmol／I (’a． 

CI2，10mmol／I Mgel2)37 、孵育 4h的 VSMCs： 

1．5 统计 学处理 

采用 SI， 10．0软件进行数据分析，Excel作图，数据以 

± 表，J==；采川办 分析，多个实验绀‘_jII1】·x,tN组之间比 

较用 Dunnett t检验(q’榆验)；BrdU免疫染色结果用组171J 

检验，P<0．05为彳丁显著性蓐 ， 

2 结 果 

2．1 超声辐照后即刻细胞存活率 

2rain辐照时，0．705MHz组 1．0W／cm ．2，OW／ 

CI'I1 辐照及 2．170MHz组 2、0w／cn1 辐照对细胞 的 

活力有影响，详见表 1。 

因此在调整辐照时问后的细胞存活率实验中，对 

细胞活力有影响的参数组合辐Nmjq',]缩短至 0．5min， 

反之，辐照时间延长至 5min，洋见表 2： 

2．2 M1vr法测定 VSMCs生长曲线 

超声辐照组较对照组 VSMCs q：K曲线平缓，其 

中0．705M}{Z组以0．5w 1 ，5rain辐照较为明显； 

2．17MHz组 以 1．0W／cnf，5min较 为明显 ；5．7MHz 

组以2．0W／cm ，5min较为【IJ】显，弹 1，2，3 

表 l 2min辐照后即刻细胞存活率( ± =3) 

尸<0．05 

表 2 调整辐照时间后的细胞存活率( ± =3) 

表 3 E1 1SA(405nm)检测辐照后细胞凋亡 

2 3 4 5 

培养时间(day) 

0．705MHz超声辐照 

7  6  5  4  3  2  l  0  

Û O  0  0  0  0  O  
(】0 
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图n 辐照组 l~tJt (201) ) 

1 3 I L击}f}m】辐腓 甘 期 I)NA台成 影响 

I_705M I／．【_州  I ．5mil矧 IH Ⅱ眦 蝈 I)NA 

制减弱．实验川 lllmH半为 )5 6#‘ ．对臃组 

为 55 3 3· ． <l1I)5． 4．5 b 

2 4 I咆棚 亡 E【_【 ̂ 位} l不 同 c1量超 声辐 熙后 

4li VsM‘、s圳 亡情况 

帐 利蠡说忉，'l iIf 拜 竹南积 于c寓验 

组 ()I】。 It 【o1)之 舡聆 以 对H}{组 [)lJ 卒 

n_el【c】lj之笄 )A1 蛐 商 lIq r为 l,q5I 【l_I)g7， 

J H埘 组 I u I_tl 074洲 。L． =0 836>⋯  革 

圳尢 莆 ，详址表3 

错 j=赶 制约 1)【I术疗 牧 的J 蜘 J'LtJ题 ，当 

脯f I J f r的宵 舯决遮 川 的 验干几I 床研究 

何：针时f筻进J ￡ 帕 清疗 川位蓑辅照． 殷药 

物殳架等 rh'rl；rl寄寨洗脱上 局部修复0iI朗持续 

绦 0．隹聃坎划 ⋯ 床观察 々凡鼓蚌．似fl-埘yr 

嘲她 竹舭 jI链 们“ 剧 ( ri 1̈I) 

盯挟 的⋯罐 出由 为 U离能丛彤式． 

导符 垃被 、需 敲．淆 悱超声llJf溶解恤栓 

刘离赶 叫埘八 『动物 恃 尢损害．j而且可能 

导致m书‘舒张，溅轻导倚 ，、叫m箭痉挛 垲声有 

舢于 物投递 转讹．川 台药物治疗 本 f 

觅若五 址豢 坦市辅』!(i时 VSM(． 增蚺柙勰亡的骷 

辅州罄数匙择小当会 J j_l他的【i『】划。匕 ．nj1； 

睦率研宽感 趣的州亡或细胞1_[1j钏静止 井Fi细胞 

Ijl』到 广‘J一】能仵活仆水 训J目山符运动火州和炎 

匠心，导致m朴胆战．厦 l 为 进细胞增殖的小利 

紊 书研究 是哑 ≠亍f l 实骑划定尴声 

辐』【ff后【!1．划 胞fl{J 活率， 玎而 赶． 找 引起 

if胞大量死 的安全的输照参数 "一 疗嘶保征研 
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究超声辐照远期生物效应时各实验组和对照组的活 

细胞数十f1等，Ini不足处胛 活细胞数卡甘等，因为超声 

辐照后各~I L09仔活牢是不问的，平衡各组的活细胞 

数后才具有-1『比性 

本实验川 M'I I、／li K曲线法捕述趟声辐照后细 

胞的生长过 ，【q外钉川 M1vr比色法测定超声辐 

照膀胱移行细胞痛细胞系的报道 ，发现超声辐照后 

细胞生长缓慢，生 曲线平坦 本研究发现超声辐 

照组较对照绀VSM(~生长曲线平缓，其中0．705MHz 

组以0．5w／cm ，5rain辐照较为明 ；2．17MHz组以 

1．0W／c ，5rain较 为明显；5．7MHz组以 2．0W／mf， 

5min较为明 ，但后两组对应的存活率 对照组相比 

差别有 著性，是不太安全的，故在后 BrdU掺入测S 

期细胞增殖的实验巾仅愉测 r 0．7()5 ，0．5w／cm ， 

5min辐照组 。 

本研究发现 0．705MHz，0．5W／cm ，5min辐照 

组 BrdU阳性率为 4()．5±6．8t％，刈‘照组为 55．8± 

3．3t％，P<0．05。Fitzgerald 41曾报道在猪支架植入 

术后内膜增生模型中，趟声治疗组给 5min，700KHz 

的超声辐照后 7天观察，与对照 【卡Hf：L％BrdU显著降 

低(24．1‘％±7．0％vs31．2‘％±3．0‘％，P<0．05)，28天 

观察为 36 )±24‘ vs44‘ ±27 )， <0．05。Lawrie 

等 j用叫 差 微录象(高倍视野／2．4min摄像 48h) 

观察超声辐照后 3h起 VSMCs有丝分裂情况，发现 

辐照组(0．4W／cm2，1MHz，6()s)较对照组和热处理 

组有丝分裂减弱。本实验得到的结果与文献报道基 

本一致。 

凋亡和增殖的动态平衡决定细胞总量的多少。 

本实验发现 ()．705MHz，0．5W／~2，5min辐照的凋亡 

富积因子L．j 性对照之比为 1．851±0．087 vs 1．924 

±0．074，(P=0．836)，该剂量的细胞仔活率为0．977± 

0．021， Ij埘照差别无 著性：并非辐照后细胞即刻 

存活率越低，发生凋亡的细胞数就越多，这可能与随 

超声辐照剂 增大，超声波使细胞发生即刻的坏死， 

而不是给细胞下达凋亡的自杀信号有关。 

有关超卢诱导细胞凋亡的报道很多，但以往报 

道的剂量都偏大，Vykhodlseva[ 一报道用超声波(频 

率 1．7MHz，声强70W／cm2，辐照时间30s)辐照兔大 

脑组织，辐照后 4h有9％±7t％的腑细胞发生凋亡， 

48h后凋亡数量达到 17％±9％，用测温仪同时测定 

辐照部位的温度变化情况发现绀织温度升高达 

43℃，认为与超声的热效应有关。也有报道认为声 

强<1000W／cm2，作用时问<10s的 HIFU不会对 

细胞悬液产生升温效应，其效应机制以空化，机械效 

应为主[ 。在本实验所研究的超声参数范围内，未 

测到悬液温度升高，加之该剂量的超声辐照远离空 

化水平，故认为 VSMCs凋亡与超声的机械效应有 

关。另有低 强度 超声辐 照诱 导 白血 病细 胞 系 

(K562，HL一60，KG1a，and Nalm一6)凋亡的报 

道，该实验使用的超声剂量更低，为 1．7MHz，7 mW／ 

mL，20s，不足以产生空化和热效应 J。本研究表明 

0．705MHz，0．5W／cm ，5min超声辐照在无明显杀 

伤细胞的情况下诱导 VSMCs凋亡，阻止 VSMCs S 

期 DNA复制，其机制可能和超声机械效应有关，提 

示 USE是一种潜在的治疗血管增殖性疾病的手段。 
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