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高强度聚焦超声破坏膀胱癌细胞株的实验研究 
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【摘 要】目的：探讨高强度聚焦超声(HIFU)治疗膀胱癌的可行性。方法：HIFU辐照 T 4膀胱癌细胞株后用 MTT法测定活 

细胞数，分析 HIFU剂量与细胞存活率的关系，测定培养液内碱性磷酸酶(ALP)、肌酸激酶(CK)活性，并对癌细胞进行形态学 

观察。结果：随着 HIFU剂量增加，膀胱癌细胞存活率迅速减少，残留癌细胞生长受抑。癌细胞结构受到不可逆性破坏 结 

论：HIFU治疗膀胱癌是可行的。 
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【Abstract】 Objative：To investigate the feasibility and mechanism of high intensity focused ultramund(HIFU)in the treatment of 

bladder cancer．Metluds：After irradiating the bladder cancer cell line T2J，the number of survival cells was detected with MT'I、col— 

orimetry．The relationship between HIFU dosage and cell survival rate was analysed．The activity of alkaline phosphatase(A1 t )and 

creatine—kinase(CK)in culture medium was determined and the structures of the cells were studied．Results：The relationship be— 

tween round intensity and cell survival rate is in lmwer series．W ith increasing round intensity，cell survival rate decreased sharply． l'he 

relationship between irradiation time and cell SUrvival rate iS linear．W hen sound intensity was 2300 W／cm：．the optimum irradiation 

time vcas 7 seconds．After irradiation ，cell growth was suppressed and cell numbers reduced continuously until 6 hours later．This indi— 

cated that there was necrobiosis in these cells．With the prolongation Of the irradiation．the activity()f ALP、CK in culture nledium in— 

creased and reached it S peak at two seconds．Under optical and electronic microscopes，the damage tO the cancer cell was irreversible． 

( J，j(’lusion：HlFU is an effective．minimally invasive treatment option for bladder tumor． 
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高强度聚焦超声(HIFU)治疗肿瘤是近年兴起 

的高新技术，它利用超声波具有穿透性和可汇聚性 

的特点，将高强度的超声波穿过皮肤汇聚于深部肿 

瘤内，在焦点处产生瞬态高温和空化等生物效应，从 

而杀死肿瘤细胞，破坏肿瘤组织，达到治疗目的。因 

此，它治疗肿瘤具有安全、无创 、可反复治疗等优点。 

为探讨此项技术治疗膀胱肿瘤的可行性，我们进行 

了HIFU对 ，r24膀胱癌细胞株的体外杀伤实验，现 

将初步结果汇报如下。 

l 材料与方法 

作者介绍：刘 川(1971 )，男，讲师，硕士， 

主要研究方向：泌尿、男性生殖系统肿瘤。 

1．1 HIFU治疗 系统样机及对癌 细胞株辐 照过程 

该机主要由B超显像和治疗探头组合而成。治疗探头 

利用平面压电晶片前加透镜聚焦原理制作而成，物理学焦域 

大小 1．1mm×1．1 rnn1×3．3ram．焦距 80mm．焦域内声强：0 

- 7200W ／cm~-
，连续可调。工作频率 1．6Ml-tz，连续波。将 

装有癌细胞悬液的试管(1ml／支)置于二维移动支架 ，使试 

管内癌细胞悬液浸于声耦合剂中，HIFU焦域定位于细胞悬 

液中央。启动治疗系统，完成 H1FU对癌细胞的体外辐照。 

1．2 细胞株及培养 

人膀胱癌细胞株 r24由重庆医科大学病理生理教研室 

提供，培养于 RPMI一1640液中，至指数增生期进行实验。 

1．3 观察项 目 

将癌细胞悬液按以下项目分组，并分别在 HIFu辐照后 

用 MTT法测定残留的活细胞数。 

①HIFU声强与细胞存活率的关系：按声强分组，分为 9 



重庆医科大学学报 2003年第 28卷第 1期 (Journal of Chongqing Medical University 2003 Vol 28 No．1) 

组，分别为 0～3328W／cm2，辐照时间均为 7s； 

②HIFU辐照时间与细胞存活率的关系；按辐照时问分 

组，分为 11组 ，分别为 0～10s，声强均为 2300W／cm2； 

③膀胱癌细胞生长曲线：按 HIFU辐照后的培养时间分 

组，分为 7组，分别为 0～120h，每组设相同数量的对照管。 

治疗组声强为 727．8W／cm2，治疗时间 7s； 

④HIFU辐照时间与试管内细胞悬液温度关系：按 HI— 

FU辐照时间分组，分为 l0组，分别为 0～7s，HIFU声强均 

为 3328W／cm2。辐照后，立即将数字式温度计的热敏探针 

插入试管内癌细胞悬液中心进行测温； 

⑤HIFU治疗时间与碱性磷酶(ALP)、肌酸激酶(CK)活 

性的关系：按 HIFU辐照时间分组，分为 l0组，分别为 0～ 

7s，HIFU声强均为 3328W／cm 。辐照后，立即离心，取上清 

液加样于全 自动生化分析仪，测定 ALP、CK活性。 

⑥光 、电镜观察：取 半致死剂量 (L 0：声强 277，5W／ 

cm 2辐照 7s)的 HIFU辐照后立即离心 ，癌细胞团块经固定 、 

染色后分别进行光镜和 H 600透射电镜观察。 

1．4 统计学分析方法 

采用 SAS软件进行回归分析，方差分析及 t检验，检验 

水准 t：t=0，05 

2 结 果 

2．1 HIFU声强( )与膀胱癌细胞存活率(Y)的关 

系(图 1) 
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图 1 HIFU声强与细胞存活率关系曲线 

二者关系式为Y：178．692—55．4074 o (R2 

=0．9659)。由此可看出，当频率(1．6MHz)及辐照 

时间(7s)固定时，随着 HIFU声强的增加，细胞存活 

率呈等比级数迅速减少，其半致死剂量为 277．5W／ 

cm 辐照7s。 

2．2 HIFU辐照时间( )与膀胱癌细胞存活率(Y) 

关 系(图2) 

二者揪 ：Y=7．584—0．831x(R2=0．9269)。 

可看出，当 HIFU频率(1．6MHz)及声强(2300W／ 

cm 2)固定时，随着 HIFU辐照时间延长，膀胱癌细 

胞存活率呈直线下降。在这种条件下，适宜的治疗 

时间为 7s，因为第 7s的细胞存活率显著低于第 6s 

的细胞存活率(P<0．05)，而 7s以后的细胞存活率 

间无显著性差异(P>0．05)。 

2．3 膀胱癌细胞生长曲线(图 3) 
▲ 

HtFU 辐 照 时 l旬 (s) 

图 2 HIFU辐照时间与细胞存活率关系直线 

+ 对照组 —6一 治 疗组 

图 3 膀胱癌细胞生长曲线 

图 4 HIFU辐照时间与癌细胞悬液温度关系直线 

由图可见，HIFU辐照后刚开始培养时，辐照组 
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与对照组细胞数相等，但培养 6h后，辐照组细胞数 

反而进一步减少，明显少于对照组(P<0．01)，此后 

细胞数才开始增加，但始终少于对照组(P<0．01)， 

直到第 120h，对照组细胞也开始减少，辐照组细胞 

数才接近对照组(P>0．05)。 

2．4 HIFU辐照时间(．27)与试管内癌细胞悬液温度 

(Y)的关系(图4) 

二者关 系式 ：Y=14．5429+4．4104a-(R2= 

0．9884)，说明 HIFU辐照时间与癌细胞悬液内温度 

间存在着直线关系，当 HIFU频率(1．6MHz)及声 

强(3328 w n12)固定时，随着 HIFU辐照时间延 

长，膀胱癌细胞悬液温度呈直线上升。 

2．5 HIFU 辐 照时 间与膀胱 癌细胞 悬液 内 ALP、 

CK活性关 系(图 5) 

图5 HIFU辐照时间与细胞悬液内 ALP。 

CK活性关系曲线 

图 6 溢出细胞外的细胞器，已变性、坏死 

EM(电子显微镜)×10，000 

可以看出，在辐照过程中的前 2s内，随着辐照 

时间的延长：细胞悬液内 ALP、CK活性迅速增加， 

在第 2s时达高峰(P<0．05)，以后随着辐照时间的 

延长，ALP、CK活性迅速下降。 

2．6 膀胱癌细胞光、电镜观察 

霉 

图7 细胞膜破裂后胞浆流失，仅剩下裸露的细胞核 ，且核 

膜破裂 EM(电子显微镜 )×8，000 

图8 核固缩、碎裂 EM×I7。000 

I 
图 9 胞浆、胞核完全溶解，细胞坏死 EM×12，000 

HIFU辐照后立即可见大量细胞完全崩解，细 

胞膜破裂，肿胀 、破裂的细胞器溢出细胞外(图6)， 
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仅残存裸露的细胞核，核膜也破裂(图 7)。培养 6h 

后再观察，发现残留细胞的细胞器明显肿胀，胞浆开 

始溶解，核固缩、碎裂(图 8)。甚至有的胞浆、胞核 

完全溶解，形成一团无定形物质(图9)。 

3 讨 论 

HIFU的剂量主要包括 3个因素：频率 、时间和 

声强。(1)频率一般多选用 1～2MHz，此频率的超 

声波具有一定的穿透性 ，且能被靶组织较好地吸 

收ll J。因此本实验选用的频率为 1．6MHz。(2) 

治疗时间是 HIFU剂量的重要因素，本实验发现随 

着治疗时间的延长，细胞存活率呈直线下降，但在 

7s以后，细胞存活率下降不再明显。(3)本实验发 

现，增加 HIFU声强对癌细胞的破坏作用比延长辐 

照a,-tf．3更大，HIFU声强与细胞存活率关系曲线为 

幂曲线，随着声强的增加，细胞存活率呈等比级数迅 

速减少。 

HIFU 治疗膀胱肿瘤主要是利用其空化效 

应一 。空化效应使培养液及癌细胞内空化泡迅速 

形成，并振荡、生长、收缩乃至崩溃，在其崩溃时，极 

短时间内在空化泡周围的极小空间内，产生 4700~ 

以上的高温和大约5×10 Pa的高压，温度变化率高 

达 10 ℃／s，并伴生强烈的冲击波和 (或 )时速达 

400km的射流l5 J。这种强烈的作用完全可导致焦 

域内肿瘤细胞大量破坏，出现光、电镜下所见到的细 

胞的碎裂、崩解。 

ALP、CK主要位于细胞内，癌细胞受到 HIFU 

辐照时，由于细胞膜通透性增加或细胞破裂，这两种 

酶释放到细胞外，在第 2s时，已有 94％的细胞遭到 

破坏，因此，培养液中酶活性达高峰。但辐照 2s以 

后，ALP、CK活性迅速下降，此时细胞悬液内温度 

仅为23．36℃，因此酶活性下降不是由于 HIFU的 

热效应，空化效应才是主要的。空化过程中空化泡 

崩溃瞬间产生的高温、高压对 ALP、CK产生破坏作 

用，这种作用迅速累积，在 2s以后，HIFU破坏的酶 

多于由破碎细胞释放人培养液中的有活性的酶，因 

此 AL P、CK活性迅速下降。这提示 HIFU还可能 

通过破坏肿瘤细胞的多种酶，抑制肿瘤细胞的代谢， 

从而发挥治疗作用。 

HIFU辐照后肿瘤细胞生长受抑，其生长曲线 

变平，辐照组细胞数明显少于对照组(P<0．叭)，这 

与Chartier—Kastler等 J的报道一致。本实验还发 

现 HIFU治疗后 6h，细胞数进一步减少，低于HIFU 

治疗后立即测得的细胞数(P<0．o1)，这说明HIFU 

治疗后残留癌细胞存在着渐进性坏死现象，并在光 、 

电镜下进一步证实了此现象。Yang等l7 J用 HIFU 

治疗实体性肝肿瘤时，也有相似的发现，他们认为是 

由于肿瘤的微循环遭到彻底破坏、肿瘤组织缺血引 

起的。本实验为体外实验，没有体内因素的干扰，说 

明 HIFU可直接导致肿瘤细胞的渐进性坏死。 

(致谢：本实验承蒙白晋、王芷龙、杜永洪 、涂刚、 

胡自力、徐光勇的大力支持，谨表感谢) 
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