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Abstract:Objective　Toinvesti gatetheeffectofLow 2FrequencyUltrasoundon proliferationanda poptosisof

humanovariancelllineCOC1. Methods　The growthinhibitor yeffectofUltrasoundEx posure (0.24 MHz,

5.12W /cm 2 ×5s ) onCOC1cellwasobservedb yMTTcolormetricassa y;Cella poptosiswasanal yzedusin g

flowc ytometr y ( FCM) ;Terminaldeox ynucleotidyltransferase 2mediateddUTP 2digoxinnickendlabelin g

( TUNEL ) ;Phasecontrastli ghtmicrosco peandElectronmicrosco pewerea ppliedtodetectthemor phological

changesofCOC1cell. Results　Sonicationcouldobviousl yinhibitthe proliferationofCOC1cell;Theab 2
sorbancevalue (A570 )ofMTTsi gnificantlydecreasedat12h,24h,36hand48haftersonicationascom paredto

control group;Thea poptosisratewasfoundtoreach (25.57 ±4.68 ) %b yFCM,andbrown 2colored positive

apoptoticcellswereobservedwithTUNELmethodat6haftersonication;T ypicalmor phologicalchan gesof

apoptosissuchasa poptoticbod ywerefoundunderPhasecontrastli ghtmicrosco peandTransmissionelectron

microscope. Conclusion　Theresultssu ggestLow 2FrequencyUltrasoundcansu ppress proliferationandinduce

apoptosisinvitroinhumanovariancelllineCOC1.
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摘　要 :目的　观察低频超声对人卵巢癌 COC1体外生长的影响。方法　以低频超声 (频率 0.24MHz,

剂量 5.12W/cm 2 ×5s)辐照 COC1细胞 ,采用 MTT 观察超声对 COC1细胞增殖的抑制作用 ;流式细胞仪

( FCM)、TUNEL 法和光、电镜检测细胞凋亡。结果　超声波能够显著抑制卵巢癌 COC1细胞增殖 ,辐照

后 12h、24h、36h 和 48h, 其 MTT 光吸收值与对照组相比显著降低 ;FCM 检测超声辐照后 6h的 COC1细

胞凋亡率达 (25.57 ±4.68 ) %;同时 TUNEL 法观察到棕褐色着染的凋亡细胞 ;相差显微镜及电镜下可

见凋亡小体形成等典型形态学改变。结论　低频超声辐照对人卵巢癌 COC1细胞体外生长具有明显的

抑制作用 ,并可诱导其凋亡。
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0　引言

超声治疗作为近年来兴起的非侵入性肿瘤治疗

技术在肿瘤治疗中已显示应用前景 ,高强度聚焦超声

治疗实体肿瘤已进入临床[1] 。超声在抗癌治疗应用

的临床前研究涉及基因治疗、化疗增效、声动力治疗

等 ,超声对癌细胞的生物学效应与其空化 (cavitation)

作用有关[2] 。近来 ,超声空化机制诱导离体血液和淋

巴系统肿瘤细胞系凋亡的研究已有报道[325]。

由于目前尚无超声诱导实体肿瘤细胞株凋亡的

研究报道 ,本研究旨在探讨低频超声辐照对卵巢癌

COC1细胞株增殖的影响 ,为其在肿瘤治疗中应用

提供理论依据。

1　材料和方法

1.1 　材料

卵巢癌 COC1细胞株为悬浮细胞 ,源于分化较

差的卵巢癌患者腹水 ,中国医科院肿瘤所建株 ,由中

国典型培养物宝藏中心提供。MTT 、碘化丙啶 ( PI)
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和 RNA 酶均为 Sigma 公司产品。脱氧核苷酸末端

转移酶原位标记 ( TUNEL )检测试剂盒为 Introgen

产品 ( ApopTa gKit.Inter genCom pan y ) ;Bio 2Rad

Model550 酶联免疫检测仪为美国 Bio2Rad 产品 ;

FACSCalibur流式细胞仪为美国 B2D 公司的产品。

透射电镜 H2600 为日本日立公司产品 ;超声辐照装

置与以往报告中所采用的相同[6] ,由重庆医科大学

医学超声工程研究所设计制造 :探头直径 8cm, 以透

镜聚焦 ,焦距 50～80mm, 采用5.12W /cm 2 ×5s剂量

辐照 ,因已证实该剂量不导致培养的肿瘤细胞急性

死亡[7] ,探头位于盛脱气生理盐水底部 ,声波由下

向上发出。

1.2 　方法

1.2.1 　细胞培养　卵巢癌 COC1细胞用含 10%灭

活小牛血清的 PRMI21640 培养液 ,在含 5%CO 2、

37℃条件下培养。当细胞接种 24 小时达对数生长

期时 ,调整细胞浓度为 5 ×106～ 1 ×107/ml, 取 1ml

细胞悬液放入聚乙烯试管固定于焦域内 ,试管底部

距探头 50mm 进行辐照 ,对照组予以假照。

1.2.2 　COC1细胞活性 MTT 检测　调整超声辐照

后的 COC1细胞密度至 5×104/ml, 每孔 100μl分别

接种于 4块 96孔板 ,37 ℃5%CO 2培养箱培养 ,1～3

列作为对照组 ,4～6列为辐照组。辐照后 12h、24h、

36h 和 48h、分别取一块 96 孔板做 MTT 染色 ,用酶

联免疫检测术在 570nm 波长下测定吸光度值 A570。

1.2.3 　流式细胞术检测 DNA 含量 　超声辐照后

的 COC1细胞继续培养 ,并于 6h、12h 和 24h, 取 106

细胞离心 ,PBS洗涤 ,沉淀 ,4℃70%酒精固定 ,RNA

酶孵育 ,PI 染色 ,上机测定细胞周期分布和凋亡率 ;

用正常的 COC1作为对照组。

1.2.4 　TUNEL 法检测凋亡细胞　超声辐照后 6h,

离心涂片 ,用 TUNEL 试剂盒检测凋亡细胞 ,显微镜

下观察并拍照。

1.2.5 　细胞形态学观察 　超声处理后 6h, 在培养

情况下 ,相差显微镜下观察 ;并收集细胞2.5% 戊二

醛固定 2h, 制备透射电镜标本观察并拍照。

1.2.6 　数据处理　采用 t 检验。

2　结果

2.1 　超声对 COC1细胞生长的影响 　用 MTT 法

检测超声辐照对细胞增殖的影响发现 ,超声作用后

12h、24h、36h 和 48hCOC1 细胞的吸光度值 (A570)

明显较对照组低 (图 1) 。提示超声辐照抑制 COC1

细胞增殖。

图 1　超声对 COC1细胞增殖的影响

2.2 　超声对 COC1细胞凋亡的诱导作用　为了进

一步探讨细胞增殖抑制是否与细胞凋亡有关 ,用

FCM检测 DNA 含量发现 ,超声作用 COC1 细胞

6h、12h 和 24h 后 ,DNA 直方图上均出现低于 G1 期

二倍体含量的亚二倍体峰 ( Hypodiploid peak, 亚 G1

峰) ,凋亡率在 6h 达到高峰 (25.57 ±4.68 ) %,随后

逐渐下降 ,分别为 ( 21.7 ±4.59 ) %和 ( 15.2 ±

3.71 ) %。图 2 为 FCM 检测的超声作用后不同时

间 COC1细胞凋亡的分析图。以上结果提示超声辐

照能够诱导 COC1细胞凋亡。

图 2　超声辐照后不同时间培养的 COC1细胞流式细胞术检测分析
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2.3 　TUNEL 法检测凋亡细胞 　细胞凋亡最明显

的生化特征是核酸内切酶激活导致染色体 DNA 在

核小体连接部位断裂 ,断链含有游离的 3’羟基末

端 ,用末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUTP 缺口末

端标记 ,简称 TUNEL 法检测寡核苷酸片断发现 ,超

声辐照 COC1细胞后 6h, 可见凋亡细胞核呈棕色或

棕褐色着色 ,凋亡细胞变圆 ,体积缩小 ;而对照组着

色细胞极少 (图 3) 。提示超声通过激活核酸内切酶

导致 COC1细胞凋亡。

2.4 　细胞形态学观察 　来自细胞内外的各种信号

可诱导不同的细胞发生凋亡 ,但凋亡的不同类型细

胞却呈现相同一致的特征性的形态改变 ,用倒置相

差显微镜观察超声辐照后 6h 的 COC1 细胞发现 ,

COC1凋亡细胞胞膜出泡 (bledding)和凋亡小体 (图

4) ;电镜超微结构见染色质凝集分块 ,最后形成凋亡

小体 (图 5) 。表明超声诱导 COC1细胞凋亡呈现凋

亡细胞相同一致的特征性改变。

3　讨论

细胞凋亡可以被多种生理、病理刺激所诱发 ,是

细胞对所处环境某些特定信息的一种应答反应 ,涉

及细胞信号传导及调控。细胞增殖失控和凋亡抑制

是肿瘤发生的主要原因 ,凋亡诱导途径的缺陷导致

肿瘤细胞生长失控。当细胞凋亡抵抗机制阻止携带

DNA损伤的细胞凋亡时 ,就有助于肿瘤的形成 ,所

以抵抗凋亡是肿瘤形成的基础。化疗主要是通过诱

导细胞凋亡途径实现的[7] ,因而诱导肿瘤细胞的凋

亡就会抑制肿瘤的生长。

超声生物效应包括热、机械和空化机制。超声

空化分为稳态空化和瞬态空化 ,稳态空化指媒介中

气泡振动进入共振状态 ;瞬态空化指当声强较高时 ,

在声波负压半周期内气泡迅速膨胀 ,随后被压缩至

崩溃 ,在短时间内气泡温度可达数千度 ,压力高达几

百个大气压 ,导致气泡内水蒸气裂解为 H和 OH 自

由基损伤细胞[8] 。超声对辐照后存活细胞生物学

效应包括细胞结构和功能改变[9] ,如细胞膜通透

性、细胞电泳迁移率 ,细胞膜表面形态改变 ;细胞骨

架蛋白改变造成的细胞黏附迁移改变 ;伴随单链

DNA断裂引起细胞生长抑制 ,以及细胞染色体断

裂 ,姐妹染色体交换率的改变等[8] 。

当超声波辐照低浓度细胞悬液时 ,或使用较低

的超声频率时 ,超声吸收系数较小 ,产生的热量和温

升均接近于可忽略的程度 ,其产生的效应主要与空

化机制有关 ,包括微声流 ( microstreamin g)导致的黏

滞应力和超声瞬态空化产生的自由基[2] 。根据经

验公式[10] ,本研究所用的强度 ,频率、足以产生空化

效应 ,但不会引起温度升高。本研究表明超声能抑

制 COC1细胞增殖 ;超声辐照后 6h,FCM 检测发现

凋亡率最高 (25.57 ±4.68 ) %,以后逐渐降低 ;通过

TUNEL 法和光电镜技术观察发现超声作用 6h 后

COC1呈现细胞凋亡的典型形态改变 :凋亡细胞发

泡 (bledding) 、染色质浓缩和凋亡小体形成。这与

AshushH,HondaH 和 LagneauxL 的研究结果一

致[325] ,尽管所用的超声辐照条件和参数不同 ,提示

人肿瘤细胞对超声损伤刺激反应的一致性。超声瞬

态空化效应产生自由基和微声流粘滞应力 ,对细胞

膜、细胞骨架的损伤及 DNA 单链断裂均可通过细

胞信号传导 ,引起细胞凋亡 ,本研究超声诱导细胞凋

亡的机制还需进一步研究。

本研究结果表明 ,低频超声具有诱导人卵巢癌

细胞株 COC1凋亡的作用 ,由于超声波在体外细胞

悬液与体内组织所通过的介质不同 ,体外研究结果

与体内研究可能存在一定的差异。本研究为低频超

声诱导肿瘤细胞凋亡的在体 ( InVivo )实验研究提

供了依据 ,将在以后的动物在体肿瘤研究中进一步

证实 ,同时本研究也提示低频超声诱导肿瘤细胞凋

亡在治疗实体肿瘤中应用的可能性。

(本文图 3、4、5见封 2)
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