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高强度聚焦超声固化瘤苗的研制 

付 教 ，赖春冬 ，周 覃 ，伍 烽2，白 晋 ，王智彪 

(1．重庆市第一人民医院肿瘤科 重庆 400011．；2 重庆医科大学医学超声工程研究所 重庆 4(~016) 

【摘 要l目的：撩讨运甩高强度聚焦超声治疗系统(HIFU)制备小鼠肝癌} 圊化瘤苗的方法，并初步评价{-苗的免疫活性。 

方法：应用HIFU治疗系统样机分别在声强删 ／a 和1054W／a 下处理小鼠肝癌 细胞。姑果：声强 1054W／crn2下细 

胞破裂成碎片状，而声强246W／cra2细胞外形基本如常，前者作为瘤苗具有明显强的抗肿痛细膪攻击作用P<0．05。黠论： 

HIFU能一次性灭活肿瘤细胞．并在一定声强下破坏肿瘤细胞膜结}暂使细胞内抗原充分暴露和释放．从而增加了瘤苗免疫原 

性。 
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The study and development of solidification vaccine 

against tumor with high Intensity focused ultrasound 

FU Min。et n 

(T Departmentof Clx)ngqing No．1Renn3inHospita1) 

【Abstract】 0 “ ：To discuss the methoqJ of using High[ntensity Focused Ultrasound(HIFU)System for 

tumor therapy to study and develop a solidification vaccine against mouse hepatic call(~r H22 cdl and to n de— 

menta．ry evaluation of the vaccine Metha／s：A Sample machine of HIFU System for tumor 

therapy with its sound intensity set as 246 W ／crr and 1054W ／cm2 was adopted to deal with mouse hepatic can— 

oer cel1． ：Underthe soundintensityof1054W ／cm2
，
cellswere observedtofailinto pieceswhilethe 

eells remainedthellorn~ shape underthesoundintensityof 2~W／cm2．Itwas dis~veredthatthe vaccinein 

the to~ er situation、 strongly effective in resisting the attack from tumor ls，with P<O．05．C．~clashm： 

HIFU锄 destmy t呦 cells alI at once，destroy cell membrane atrugtm~ tmder睫m in s。tmd intensity and 

makethe complete expIoslon and rdeaseofiutracellular antigenso astoenhancetheirmnunogenicityofvaccine． 

【Key words]HI川J；s ．dificat vaccine against tumor；Immunity 

高强度聚焦超声(high intensity focused ultra- 

sound，HIFU)是近年新兴的一种局部治疗实体肿瘤 

的高新技术，它是利用超声声束具有可汇聚性、穿透 

性的特点，来达到准确杀灭肿瘤细胞的作用。本研 

究将体外肿瘤细胞用 HIFU治疗系统灭活以期制成 

固化瘤苗，为进一步研究 HIFU固化瘤苗的免疫括 

性提供依据。 

1 材料与方法 

作者介绍：4I- 教(1968一 )．士．主治匮坪．重庚凡、主要研竞方向 

HIFU田化 苷的克菠研 宽 

基生顷目：田末“丸五 重点科鞋垃关项 目(9600905—02000~) 

l l 仪暑 HIFU治疗系统样机(重庆医科大学医学超声 

工程研究所研制)、BACKIvlAN离心机、高温水浴辖、高压消 

毒锅、倒量显教镜、聚乙烯无底有蓝试瞥(用清洗干净的普通 

避孕套包扎底部)。 

l 2 糟株 小鼠肝癌 2细胞．源自昆明系小鼠(重庆医科 

大学医学超声工程研究所提供)。 

l 3 如胞悬液的配制 将小鼠肝癌 2细胞复苏．接种于 

成年健康小鼠腹腔内．一周后在无菌操作下吸收礁水(如遇 

血性腹水．用比重为 1 088的ficol1分离j裹现配戚双层不连 

续梯度分离藏，其中上层为75％．下层为 100％．经离心除去 

红细胞胞)，离心洗涤后，用 0 9％NS调节细胞维度至 5× 

i0 ／ral[ 

l 4 肿糟如胞悬液的处理 将涸配好的细胞悬液分装入无 
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蕾聚乙烯试管内，每蕾lml，如图1随机分两组用HIFU治疗 

样机采用不同趣声剂量2柳  ／cⅡ ×140s和 1054W／crn2× 

40 处理，其案撂标相同(焦距129man、频率0．8Mrk)。同 

时将胡同谁度的捆晦嚣渣65℃高强水{2}lh一对癌细胞进行 

高温同化，f匮温保存备用。 

1．试f 2．避孕套 3．绑线 4．蠲臆拳液 

5．换睫■ 6．脱气水 7水檀 

叠 1 HIFU■夤瘤首蓑I示意田 

l 5 肿瘤 臆活性格州 将 HIF1J处理后豹细胞悬藏静量 

lh-纠后，台盼蓝染色光慵下观察；另外取此细胞悬涟 l0o 

于24微孔板内，同时加人RPMI1640完全培养液和5rag／ral 

MTrtO0~培养4h，倒量显徽镜下观察。相同浓度未经处理 

的细胞悬渣和高涓赴理后的细胞悬渣也用上述同法捡测 

1．6 小置札癌攻击实验 将封闭群成年昆明雌性小鼠8o 

只{菹虮分为四担，分别用上述两种超声剂量处理后的细胞悬 

藏、生理盐水和高沮处理后豹细胞悬渣各0．2ml／只皮下注 

射，每周一次，连续四局后再用同掉H l0B个癌细臆攻击， 

连续观察 1月内小l【肿瘤发生率、肿瘤大小、死亡事等，四个 

组两两比较 

l一 境甘地藿 小鼠肿瘤大小比较用 r检验，肿瘤发生辜 

和死亡串比较用 检验，显著性水平定在P<0．05 

2 结 果 

2．1 两组HIFU处理后的细胞悬液，经台盼蓝染色 

后光镜下见 l054W／锄 组肿瘤细胞完全碎裂成片 

并着色，未见正常胞浆、胞核形态，如图2左，证实细 

胞已完全灭活，而9-46W／cm~组和高温组肿瘕细胞 

保持正常鲺瞻形态并着色。也证实细胞完全灭活， 

如图2右，未经处理的括细胞不着色；而在 MTT实 

验中HIFU处理组和高温处理组缎胞墙养倒置显徽 

镜下观察无蓝紫色结晶物沉积于细胞中，证实细胞 

已完全灭活，而未经处理的活细胞培养会产生结晶。 

2．2 四组小鼠受 H22癌细胞攻击后 1月肿瘤发生 

率、肿瘤平均体积、死亡率见表1 

晖2 左H22葬■■囊叠 1054W／c~n2×40s趣声荆■处曩后 

●I臆奠辩戚碎片鞲．表见正常■臆难吝。 

右} 胂■蝈雠 244~V／CTa2×140s趣声剂量处曩后 

蠲赡外形j；致如常 置棚臆已竞垒灭话。{鸯盼蕈壤 

色×200) 

寰I 四蛆小曩霉H 癌蛔臆攻击后1月情况 

担男I 肿 嚣 事 ；} 死亡事(*) 
对黑壤 100 85，62士22．40 s5 

薄蠢蛆 8o 56．51±加．32 

246W／,：~2组 45 5 45±t9．84 4O 

1054W／em2组 l5Ⅲ  9．27±3．65⋯ lOⅢ  

与肚jI}}组比较 P<0．05 P<0．GO1 

与高温组比较 P>O 05一P<0．05 

与246W／cm2组比较 P<0．05 

经 HIFU同化瘸苗免疫过的小鼠．能抵抗同源 

Hzzl06个癌细臆的攻击，肿瘤发生率、肿瘤平均体 

积、死亡率与对照组比较均有明显降低，有显著性差 

异，P<0．05。HIFU1054W／c 组比246W／cm2组 

和高沮组有更为优越的抗癌攻击作用．P<0 05。 

2．3 对用}k痨车田j缸事击来发病的免疫鼠．经_长达 

5个月的连续观察．曾注射固化癯苗部位和接种H 

癌的局部，均未发现促癌生长或复发现象，且凡成功 

抵抗} 癌攻击的免疫鼠，再次用lO 个} 癌细胞 

攻击，仍均不发病。 

3 讨 论 

固化癌苗是利用热生物效应使组织凝固坏死并 

释放变性的蛋白质，作为抗原物质刺激机体免疫机 

能。它的自主免疫抗癌作用已为动物实验和临床应 

用的免疫效应所证实⋯。黄皎琳㈣等发现65℃制 
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备的高温固化瘤苗具有癌特异性抗原物质，能激发 

特异性细胞免疫效应。本研究发现，声强 1054W／ 

m ，辐照时阊4O州 ，除热效应外，HIFU的空化和 

机娥效应使肿i囊一臆破裂．形成碎片状结构．表明 

唧 的非热学机拱在治疗肿癯中亦发挥了重耍的 

作甩 镶作用的发生可能使肿瘤细胞的免疫原性最 

大可黼 弼像留。为使细胞悬藏完全或超范围教焦 
域覆盏。魂们一次处理悬液术超过lml，且采用声阻 

抗值与人体接近．能很好透过超声波的聚乙烯试管。 

管底用避孕套包扎．具有无毒．抗渗透和抗冲击波的 

优点。 
一 系列研究【63]均显示了HIFU治疗肿瘤的可 

靠牲和安全性。其中热坏死对肿瘤的局部作用显然 

是主耍的。这是它与其它普通高温技术如电磁渡和 

微渡帽同之处，也是它对肿瘤局部治疗作用之一。 

惶HIFU的非热学机侧可能使肿瘤细胞的细胞膜碎 

片状结构和因细胞破裂致细胞内结构的显露．致这 

些物质可以作为抗原物质刺激机体免疫机能，使机 

体恢复对肿瘤的免疫应答，产生特异性细胞免 

疫_5]，抑制肿瘤生长。黄皎琳等利用高温的热生物 

效应改变肿瘤细胞的抗原性，使其成为修饰抗原。 

对肝癌开展同fl：lt(瘤苗)免疫或自体癌固化瘤苗 

免疫．临床有效率为 "76．8％，与对照组(40．5％)比 

较疗效差异显著。他们在系列实验研究中均证实了 

高温固化留置瘤苗和自体癌固化瘤苗的免疫功能． 

并经 LSAB免疫组化(改良法)染色证实高温一固化 

瘤苗中台经高温修饰的癌细胞核内抗原。K~et8 

及其同事 指出HIFU治疗小鼠后对肿瘤的生长 

发生了很好的抑制作用，而且再接触Horie s肉瘤未 

见生长。 曲晖 一 等用 咖 治疗脉络膜黑色 

素瘤病人，通过测量治疗前及治疗后一周患者CD4／ 

c 韵比率来监测其免疫功能的变化，结果发现所 

有病人在治疗后一周CD4／C13~的比率均发生逆转。 

Burov[8 等应用H1FU治疗种植于兔睾丸的肿瘤，发 

现不仅治疗部位的肿瘤被排除，而且转移的结节也 

消失。它们都证实了HIFU固化肿瘤诱发机体免疫 

功能的存在。 

王智彪、伍烽_10·⋯等研究认为HIFU具有传统 

热疗所不具备的空化效应、机械效应和其它化学效 

应，所以经HIFU处理后的细胞与高温处理后细胞 

有质的变化，一般65℃高温水浴 lh的细胞完全死 

亡．但细胞外观大致如常，而声强 1054W／c 下 

HIFU将细胞撕裂，可使肿瘤细胞胞浆和细胞核内 

抗原充分暴露和释放．势必提高瘤苗的免疫表达率， 

增强瘤苗刺激主动抗肿瘤免疫产生的能力，实现了 

提高细胞抗原性的目的。由此也证实了在临床治疗 

中观察到的HIFU有增强患者免疫力．抑制肿瘤远 

处转移的作用．这正是HIn，的免疫远位效应所致。 

初步动物实验结果提示：HIFU~ 固化瘤苗 

为肿瘤免疫治疗提供了新思路．但嘲 I制备瘤苗 

究竟有多大的免疫活性，其增强免疫机制如何还有 

待进一步动物实验和免疫检测证实。 
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