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摘要　目的:探讨超声激活血卟啉处理 S180肿瘤细胞后膜表面 EGFR表达量的变化。方法:将腹水瘤细胞随机分为四组 , U组和

UH组细胞分别于频率 1.8MHz、2.0W/ cm2的超声装置中照射 3min , 并分别在 1h　3h　5h 后取材 ,应用免疫组化方法在光镜下观

察 EGFR的表达情况。结果:1h、3h 取材 , U组和 UH 组平均光密度值明显低于 CT组和 H 组 , UH 组最低。 而 5h 取材时 , UH 组平

均光密度值显著下降 ,其它组基本无变化。结论:提示在高频低强度处理下 , 随着时间的延长 , 超声激活 HpD 对 EGFR的抑制作

用增加 ,显示可能是基因调控使 EGFR表达下调 ,从而使肿瘤细胞增殖减慢。
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ABSTRACT Objective:To study the change of expression of EGFR in ascites S180 cell membrane during the process of ultrasound activat-

ing hematophorphyrin.Methods:After being divided into four groups in random(U, UH , CT and H group), the tumor cells of U and UH groups

have been exposed to ultrasound at 1.80MHz and 2.0W/ cm2 for 3min by using HpD.After 1h , 3h and 5h , the tumor cells in the four groups

were observed under optic microscope.Results:EGFR in CT an H groups has a higher expression in S180 ascites cells after 1h and 3h exposed

to ultrasound together with HpD.EGFR in UH group has a distinct decrease after 5h exposed to ultrasound together with HpD , while other three

groups have no changes.Conclusion:High frequency and low intensity ultrasound activating hematophorphyrin could inhibit EGFR , slow down

the multiplication of cancer cell , which suggests that gene may be involved in regulating the expression of EGFR in SDT.
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　　血卟啉是从血红蛋白中提取的有机光敏剂 ,其本身无抗

肿瘤效应 ,但它可以在动物和人的多种肿瘤组织优先聚集 , 易

为声光辐射处理激活 ,当它被声光激活后能产生强烈的抗肿

瘤效应。 1978 年 , 美国的 Doughtery 等 利用光激活 HpD

(hematophorphyrin derivaive , HpD)治疗肿瘤 , 这种方法被称为光

动力学疗法 , 简称 PDT(photodynamic treatment , PDT)[ 1] 。光动

力学疗法在临床主要应用于人体表面浅层肿瘤的治疗。 光在

生物组织中的穿透能力差 ,使其对深部肿瘤的治疗受到限制。

1990年 , Yumita等报道了超声联合血卟啉对小鼠移植肿瘤生

长抑制的协同效应 ,发现单用血卟啉无抑制作用 , 单用超声仅

有轻微抑制作用 ,而两者联合则有明显的抑制效果 , 并将之命

名为声动力学疗法 , 简称 SDT(sonodynamic therapy , SDT)[ 2 , 3] 。

超声是一种弹性机械波 , 其在生物组织中的穿透能力比激光

强 ,同时超声能够聚焦于特定部位。 声动力疗法对于治疗肿

瘤细胞有较强的针对性 , 对正常组织无创伤 , 组织穿透力强 ,

并且机体不产生耐受性 ,可以反复多次治疗 , 因而它对于治疗

肿瘤 ,特别是组织深层肿瘤有着较好的应用前景。

近年来 ,各国学者对声动力疗法的作用机理开展了多学

科的研究工作 , 并取得了一定的成果。有学者认为 SDT 杀死

或抑制肿瘤细胞的部分机理是通过超声的热效应来实现的 ,

但是大量的实验结果提示 , SDT可能更主要地与超声激活聚集

在癌组织的血卟啉产生单线态氧有关[ 4 ～ 8] 。单线态氧是一个

亲电子性很强的氧化剂 , 具有极强的氧化性 ,它在癌组织中形

成的过氧化物对癌细胞有很强的杀伤作用。除此之外 , 亦有

少数学者提出声致发光机制
[ 7 , 9]
,认为超声波场可以产生直径

为 1微米的空化泡 ,空化泡增长到一定大小后 , 在极小空间内

因崩溃而将集中起来的声场能量释放出来 , 瞬间产生高温 , 可

达到几千 K ,同时放出光能 , 激发 HP 或 HpD ,促使周围的水分

子形成? H 和? OH 自由基 ,这些自由基起到了杀死肿瘤细胞

的作用。

综上所述 ,目前关于超声激活血卟啉抗癌机制的研究多

集中在理化因子的作用分析。根据最新资料报道 , 声动力学

有其细胞分子生物学机制[ 10～ 13] 。本文选择 S180 细胞表皮生

长因子受体(EGFR)作为检测蛋白 , 研究了不同处理对其表达

的影响 ,为探讨超声激活血卟啉抗癌的细胞分子生物学机制

积累资料。
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1　材料与方法

1.1　材料

实验动物为昆明系小白鼠 , 体重 18 ～ 22g , 雌性。 瘤株为

S180腹水瘤细胞 , 由陕西中医药研究院实验动物中心提供。

实验所用血卟啉衍生物为单羟乙基单乙烯基次卟啉(SIGMA

公司),用 0.1M PBS(pH7.2-7.4)避光溶解 , 终浓度 2.5mg/ ml ,

灭菌 、分装 、-20℃避光保存。 实验所用一抗购自美国 Santa

Cruz 公司 , SP试剂盒购自北京中杉生物工程公司 , 其它试剂均

为国产分析纯。实验装置的功率放大器(AG 1020)为美国 T&C

公司产品 ,超声装置为陕西师范大学声学研究所研制 , 探头面

积为 4.7cm2。

1.2　方法

1.2.1　接种:S180 腹水瘤细胞于 6 只小鼠腹腔 1周后 , 随机取

3 只小鼠 ,抽取腹水细胞 , 分别置于医用薄壁试管 , 加入 RP-

MI1640+10%小牛血清培养基中 , 于 37℃孵箱培养 , 实验时用

生理盐水调整细胞浓度至 2×106 个/ml。每只小鼠抽取的腹

水细胞分为 12 管 , 分为四组 , 分别为对照组(CT)、血卟啉组

(H)、超声组(U)和超声加血卟啉组(UH), 每组三管 , 每管 0.

5ml细胞悬液。H 组和 UH 组每管中加入血卟啉 4μl , 使其终浓

度为 0.01mg/ml , 37℃CO2 孵箱孵育 , 45min 后 U 组和 UH 组分

别在频率为 1.8MHz ,强度为 2W/ cm2 的超声装置中声照处理

3min , 各实验组分别于声照后 1h、3h、5h取材 , 常规细胞涂片。

1.2.2　免疫组织化学染色:以 SP 法进行免疫组织化学染色:

细胞涂片固定后加 3%过氧化氢处理 15min , 除去内源性酶 ,

PBS 洗 3次 , 加正常动物血清 30min 以减少非特异性染色 , 加

EGFR一抗4℃过夜 , PBS 代替一抗作为阴性对照。SP染色按

试剂盒说明进行 , DAB 显色 , 梯度酒精脱水 , 中性树胶封固盖

片。

1.2.3　阳性结果观察:各组随机选取 10 个高倍视野 , 利用数

码显微成像系统进行图像采集和分析。 Image Pro-Plus5.0 图

像分析软件测定各组照片的平均光密度 OD值(0～ 255)(用平

均光密度表示阳性细胞表达强度 , 平均光密度值越大则表达

越强)。组间 t检验显示组间差异。

2　结果

由表中数据可以看出 , 超声激活血卟啉处理 1h 后 , UH

组 、U组平均光密度值明显低于 CT 组 、H 组 , 且 UH 组平均光

密度值低于 U组 ,经组间 t检验 , UH 组与其它组差异极显著(p

<0.01);超声激活血卟啉处理 3h后 , UH 组平均光密度值小幅

度下降 , CT组 、H 组基本无变化 , U组平均光密度下降 , 经组间

t检验 , UH 组与 U组差异显著(P<0.05);UH 组与 CT 组 、H 组

差异极显著(p<0.01);超声激活血卟啉处理 5h后 , UH 组平均

光密度值下降 , 其它组基本无变化 , UH 组与其它组差异极显

著(p<0.01)(表 1)。由图可知 , UH 组 、U 组平均光密度值明

显低于 H 组和 CT 组 , 随时间延长 U 组 、UH 组变化显著(图

1)。

表 1　EGFR在超声处理 1h 、3h 、5h后平均光密度值比较(×10-2)

Table 1　Mean opt ical density of EGFR after 1h , 3h and 5h of treatment(×10-2)

组别 1h 3h 5h

UH 5.511±0.835＊＊++■■ 5.208±0.565＊++■■ 4.934±0.377＊＊++■■

U 9.525±0.658 7.023±0.469++■■ 6.713±0.477++■■

H 10.231±1.026 10.034±0.620 10.078±0.485

CT 9.845±0.481 9.998±0.1.363 10.107±0.794

　　注:所有数据表示为平均值±标准差 ,其中 , ＊与 U比较 P<0.05;＊＊与U比较 P<0.01;+与H 比较 P<0.05;++与H 比较 P<0.01;■与CT

比较 P<0.05;■■与 CT 比较P<0.01

Notes:All the data are mean values± standard deviation , among which , ＊compared with U , p<0.05;＊＊ compared with U , p<0.01;+ compared with H , P

<0.05;++ compared with H , P<0.01;comparing ■with CT , P<0.05;comparing ■■with CT , P<0.01.

图 1　EGFR在超声处理 1h 、3h 、5h后平均光密度值比较(×10-2)

Fig.1　Mean optical density of EGFR in the four groups after 1h , 3h and 5h of t reatment(×10-2)
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3　结论

EGFR是一种跨膜糖蛋白 , 具有酪氨酸激酶活性 , 由原癌

基因 c-erB-1 所编码 ,是 erbB 受体家族之一 , 广泛分布于分

裂增生活跃的组织。其结构分为 3 个区域 , 伸向膜外与 EGF

识别并结合的氨基端区域 ,位于细胞膜中间单链的α-螺旋跨

膜区以及具有酪氨酸激酶活性的细胞质内的羧基端区域。大

量的研究表明 ,在多种肿瘤组织中存在 EGFR高表达。表皮生

长因子(EGF)与其受体(EGFR)结合成 EGF-EGFR复合物 , 直

接参与 、启动和调控细胞增殖的基因 , 其中包括 c-fos 、c-

myc、c-jun 等重要编码基因 , 以及与生长调节有关的重要蛋

白基因 ,再通过基因表达使细胞分裂增殖[ 14 ～ 16] 。

本研究结果表明 , 超声激活 HpD 对 EGFR的表达量及活

性产生明显的影响 , 使其表达量下降及其活性受到抑制。因

此抑制了由 EGFR介导的促肿瘤增殖的路径 ,减缓肿瘤的生长

速度 ,起到一定抑癌作用。 EGFR表达量的下降 , 提示可能是

损伤信号使 c-erbB-1 基因的转录被抑制 ,从而使 EGFR表达

下调 ,最终使细胞增殖减慢且表现一定的时滞效应。而 EGFR

活性下降 ,则表明了超声激活血卟啉对膜受体蛋白的直接损

伤 ,其结果亦导致肿瘤细胞增殖受阻。
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