
·基础研究·

超声消融术对癌细胞超微结构和细胞周期的影响

程树群! 吴孟超! 钱德初! 曹惠芳! 崔贞福

（第二军医大学东方肝胆外科医院，上海! "##$%&）

! !【摘要】! 目的! 探讨超声消融术对癌细胞超微结构和细胞周期的影响。! 方法 ! 体外超声消融（$" ’()，#* "" +）
+,-’./ 0 "12 细胞，扫描电镜、透射电镜和流式细胞仪分别观察细胞变化。! 结果! 超声消融 +,-’./ 0 "12 细胞后，电镜观察
发现：细胞膜破裂、细胞器紊乱不清、核染色质碎裂，提示细胞已受到严重的损伤。流式细胞仪检查发现，随着超声剂量的增

大，细胞 3期下降，4" 5 6期增加，说明细胞合成抑制，放射敏感性增加。! 结论! 在细胞水平验证了超声消融术对癌细胞具
有杀伤效应。
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! ! 超声消融术治疗肝癌门静脉癌栓是门静脉癌栓
微创治疗的新技术。我们已在体内、体外验证了超

声消融术治疗门静脉癌栓的有效性和可行性［:，"］，

本文通过超声消融术对癌细胞的超微结构和细胞周

期变化的观察，进一步探讨超声消融杀伤癌细胞的

作用机制。

:! 材料与方法

:* :! 材料! 超声消融仪（$" ’()，#O "" +，#O $ KK
导丝）。日立 3 0 1"# 扫描电镜。日立 (&## 透射电
镜。日立 (SV 0" 型临界点干燥仪。WM’=、XY 0 1 型
溅射仪。Z[Y 0 : 型超薄切片机。流式细胞仪
T9S3A,C（YWS<\R QXS[XR3\R）。7R9 酶（华美公
司）。VX染液（VX :## !D ] K-，</MF=C^ 0 :## :O #_，
R,S- #O ;_）。甲醇、锇酸、戊二醛、乙醇均为国产分
析纯或优级纯。

:* "! 方法
:* "* :! 超声消融癌细胞扫描电镜观察! 取培养细
胞 +,-’./ 0 "12，稀释成 :O # ‘ :#2 ] K-，各取 : K- 分
装于 :* 1 K-的 WJJ.CH/=E管中，然后用 #O $ KK导丝
的超声消融仪消融，消融时间分别为 #，%，8 KMC，再
离心，用 VY3 充分漂洗，:_锇酸固定 : B。乙醇系

列脱水。临界点干燥仪干燥。WM’=、XY 0 1 型溅射
仪，离子镀膜约 8 KMC。扫描电镜观察。
:* "* "! 超声消融癌细胞透射电镜观察! 同上法，取
+,-’./ 0 "12 细胞 :O # ‘ :#2 ] K-，用 #O "" + 超声消
融 #，%，8 KMC 后，离心，用 "O 1_戊二醛前固定和
:_锇酸后固定，丙酮梯度脱水，WJ=C &:" 环氧树脂
包埋，Z[Y 0: 型超薄切片机切片，醋酸铀和枸橼酸
铅电子染色，透射电镜观察。

:* "* %! 超声消融癌细胞后细胞周期变化测定! 取
+,-’./ 0 "12 细胞 :O # ‘ :#2 ] K-，同上法用超声消融
不同时间后，VY3 洗 " 遍，: ### / ] KMC 离心，甲醇固
定，冰浴 %# KMC，备测。又同法超声消融 1 KMC 后，
将细胞移至 "$ 孔培养板中，再加入含 :#_小牛血
清培养液 :O 1 K-，置 %8 a，1_ S\" 培养箱中培养，

分别在 $，&，:"，"$，$& B 后收集细胞，VY3 洗 " 遍，
离心，甲醇固定，冰浴 %# KMC，备测。上述实验重复
% 次。
细胞染色程序：将上述备测细胞离心 : ###

/ ] KMC 1 KMC，吸弃上清，VY3 洗 " 遍，加入 1## !- VX
染液及 1## !- 7R9酶，混匀，室温暗处放置 %# KMC，
: B内用流式细胞仪检测细胞周期变化。!
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!" 结果

!# $" 扫描电镜观察
在正常情况下，%&’()* + !,- 癌细胞呈悬浮状，

形态完整，大小均匀，表面光滑饱满，有少量的皱褶

（图 $）。经超声消融 . /01 后，出现大量细胞碎片，

大部分细胞形态欠完整，表面凹陷、皱褶增多（图

!）。消融 2 /01后，除细胞碎片外，几乎所有细胞形
态失常，细胞表面高低不平，皱褶明显增多，且膜上

似出现许多小孔（图 .）。提示超声消融可引起细胞
形态明显改变。

图 !" 消融前扫描电镜观察，%&’()* # $%&
癌细胞表面光滑饱满，有少量皱褶

（ ’()))）

图 $" 超声消融（)# $$ %）* /01后扫描电
镜下 %&’()* # $%& 癌细胞表面凹
陷、皱褶增多（ ’*)))）

图 *" 超声消融（)# $$ %）+ /01 后，扫描
电镜下 %&’()* #$%& 癌细胞皱褶改
变更加明显（ ’$)))）

!# !" 透射电镜观察
未经处理的 %&’()* + !,- 癌细胞超微结构见：

胞膜完整，细胞器排列有序，核大，核仁明显，核膜清

晰（图 3）。经超声消融 . /01 后，见有大量的细胞
碎片存在，有的细胞胞膜破裂，突起消失（图 ,）。线

粒体、核糖体和内质网紊乱不清，有的核膜断裂。消

融 2 /01后，上述表现更加明显，胞质内出现更多的
空泡和电子沉淀物（图 -）。提示细胞已受到更严重
的损伤。

图 (" 消融前 %&’()* #$%& 癌细胞透射电
镜观察：胞膜完整，核大，核仁明显

（ ’*%))）

图 %" 超声消融（)# $$ %）* /01 后，透射
电镜观察下 %&’()* #$%& 癌细胞出
现胞膜破裂（ ’*%))）

图 &" 超声消融（)# $$ %）+ /01 后，透射
电镜观察下 %&’()* #$%& 癌细胞核
膜破裂，胞质电子沉淀物增多（ ’
*%))）

!# ." 消融后细胞周期变化
消融剂量与 %&’()* + !,- 细胞周期变化关系见

表 $，可见随着消融剂量的逐渐增大（时间延长），4
期细胞比例逐渐减少，而 5! 6 7 期比例明显增加，
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出现显著的 !" # $期延搁。

表 !" 消融时间与细胞周期不同细胞相的分布关系
#

消融时间（%&’） !( # !) * !" # $
( +, -, ).
) +, -/ ),
- .( -( "(
. .) )0 -)
, +/ ), -,
)( +- ), +(

1 1 !" 2 +(3 +/+，! 2 (3 (((

1 1 !" # $期延搁的出现与消融后时间有关联，消
融后 )" 4明显，"+ 4 最显著，+0 4 又恢复到原来的
水平。见表 "。

表 $" %$ &’期延搁构成与消融后时间关系 #
消融后时间（4） !( # !) * !" # $

( -0 +) ")
+ ", .( "-
0 "" .( "0
)" ++ )" ++
"+ , +0 +.
+0 +( +( "(

1 1 !" 2 ,.3 (.+，! 2 (3 (((

1 1 消融前细胞浓度与细胞周期无明显联系，不同
的细胞浓度经同一剂量的超声消融后，细胞周期分

布无显著性差异。见表 -。

表 (" 细胞浓度与消融后细胞周期不同细胞相分布关系
#

细胞浓度（)(+ 5 %6） !( # !) * !" # $
"-. /+ )0 )0
.( /) "- )/
)0 /" "( )0

1 1 !" 2 (7 0."，! 2 (3 8-)

-1 讨论

超声波既是一种波动形式，又是一种能量形式。

当其强度超过一定阈值时，就会产生诸如细胞溶解、

9:;降解及酶变性等生物效应。近 "( 年来，超声
生物效应的研究取得了长足的进步，已渗透到医学

各个领域［-］。

早在 )80" 年，<&=>=?@&’A 等［+］就发现诊断超声
波（ ), %B 5 C%"，-( %&’）照射聚乙稀试管内的
DE6> 5 C -F- 细胞悬液可引起细胞胞体变锐，触角断
裂或稀少，细胞表面微绒毛、皱褶明显增多，细胞骨

架和运动功能失常，这种变化并可延续至细胞传代

)( 代后。有趣的是，这些变化与 G 线（- !H）、紫外
线（)( I 5 %"，) ?），或癌基因因子、致癌病毒作用后
细胞表现有类似之处，认为这是细胞出现变异的一

个不可逆的前期表现。另外，透射电镜观察发现细

胞胞核内出现大量的周边染色质颗粒，胞浆内细丝

或细管状物质增多，有的细胞出现了胞浆内容物涌

入胞核的现象。这些结果和以后大量的实验均证

明，一定强度的超声波（一般 J )(( %B 5 C%"）均可

引起离体或活体细胞不同程度的损伤［-，.］。在本实

验中，我们采用的超声剂量（+" @KL，(7 "" B）实际
上已远远大于临床诊断超声波能量，因此很容易观

察到细胞形态的改变及细胞内损伤的特征，这种破

坏效应随着剂量的增大而增大，而且具有不可逆性，

这对治疗门静脉癌栓而言是相当有用的，它可直接

杀伤大部分癌细胞，使之失去繁殖或再生的能力。

从作用机制来说，利用超声波来消融门静脉内

癌栓是比较适宜的。低频率高强度超声波对细胞所

产生的生物效应主要是超声波的空化效应和力学效

应。力学效应［-］是指细胞在声场中瞬间内（如 ) ?
内）将受到将近 )(( 万次从正 "7 + EM% 到负 "7 + EM%
声压的来回振动，另外还要受到辐射压力、辐射扭力

及声流和微声流的影响，细胞或组织结构在这样剧

烈变化的环境中，不免使其状态、功能及生理过程受

到严重损坏，这有利于癌栓的溶解粉碎，同时其癌细

胞又受到即刻致命的打击，起到两全齐美的功效。

另一方面，空化效应本身也可产生微声流促使细胞

溶解，而且还可产生3 K 和3 NK 等自由基，导致细胞
受到更严重的损伤［/］。

处在不同周期中的细胞对超声波照射具有不同

的敏感性。在本实验中，我们发现，随着超声剂量的

加大，*期细胞的比例下降，而 !" # $ 期细胞增多，
这说明这时细胞 9:; 合成已受到抑制。!" # $ 期
出现了延搁，这种延搁在消融后 )" 4 最明显，"+ 4
达顶峰。这一结果类似于肿瘤的放射线照射治

疗［,］，说明超声消融也有某种放射线作用效应。而

!" 期细胞据认为对放射线具有高度的放射敏感性，

同时选择针对 !" 期细胞的放疗或化疗，是结合超声

消融术一种有效的综合治疗模式，这种模式有待今

后更进一步地深入研究。
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