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超声激活血卟啉杀伤癌细胞的扫描电镜观察 
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摘 要 ：利用频 率为 2 MHz，强度 为 0．9 W／cm 的超 声 (Ultrasound，US)激 活血 卟啉 (Hematopor— 

phyrin derivatives，HpD)对在体的腹水型艾氏腹 水瘤细胞 (Ehrlich Ascites Tumor，EAT)和 S18O 

(Sarcomal80，S180)细胞进行抑癌作 用研 究。通过扫描 电子显微镜观察处理后细胞形态的变化 ，结 

果表明：超声激活血卟啉对艾氏腹水瘤细胞和 S180细胞均有明显的杀伤效果，且通过对损伤不同 

形态的比较 ，得 出S180细胞膜较 艾氏腹水瘤细胞膜对 于声动力疗法(Sonodynamic Therapy，SDT) 

更为敏感。 
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声动力疗法 (Sonodynamic Therapy，SDT)是利 

用超声激活血 卟啉产生 的协同作用杀伤癌细胞 。它 

是近年来提出的抗肿瘤理论和方法之一_】]。该疗法 

是 利用超声 (Ultrasound，US)能够穿 透生 物组织 ， 

激活癌细胞 内富集并长时间潴 留的光敏性物质血卟 

啉(Hematoporphyrin derivatives，HpD)，引起 肿瘤 

细胞 的结构受损而杀伤癌细胞 _2]。目前 ，国内外学者 

对 于 SDT的作用机制进行 了研究_3 ]，提出单线 态 

氧 ( O )机 制l_6]、烷 氧 自 由基 理 论[ ]等 ，然 而对 于 

SDT杀伤癌细胞过程的形态学证据报道尚少。同时 

SDT对 于不 同肿瘤细胞 的损伤是否不 同亦不 明确。 

因此 ，本实验利 用扫描 电镜观 察频率 为 2 MHz，强 

度为 0．9 W／cm 的超声激活血 卟啉处理后 S180和 

艾氏腹水瘤 (Ehrlich Ascites Tumor，EAT)细胞 的 

表面膜形态变化，为 SDT杀伤肿瘤 细胞提供形态学 

证据并探讨两种癌细胞异 同点 ，从而为 SDT 引发 的 

膜损伤和临床应用积累资料 。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

血卟啉 由 Sigma公 司生 产，用 0．1 mol／L磷 酸 

缓冲盐溶液 (pH 7．2～7．4)使其 避光溶解 ，终浓 度 

为 2．5 mg／mL，过 滤、灭菌 、分 装、避光 、一20℃保 

存。EAT，S180细胞株及实验用 MCR系小 白鼠(雌 

性 ，体重 18～22 g)均 由陕西 中医药研究院实验动物 

中心提供 。超 声装置为陕西师范大学应用声学研究 

所研制 ，探头面积 4．7 em 。 

1．2 方 法 

分别接种 S180细胞和 EAT细胞于小 鼠腹腔 1 

周后 ，将 S180小 鼠和 EAT小 鼠均随机分为对 照组 

(CT)、血卟啉组(HpD)、超声组(US)和超声加 血卟 

啉组 (US+HpD)。CT组 不作 任何 处理 ，US组 和 

US+HpD组小 鼠均腹部脱毛，HpD组和 US+HpD 

组小 鼠由尾静脉注射血 卟啉 0．2 mL，使其终浓度为 

25 mg／kg。US组和 US+HpD组在超声处理前用 

1 硫喷妥钠适度麻醉 ，各组均随机挑选小 鼠分别超 

声照射 120 S，180 S和 240 S。各试验组分别于声照 

后 1 h，3 h，6 h抽取腹水 ，后续处理。 

将抽取 的腹水用生理盐水 稀释，使肿瘤细胞悬 

液 的细胞浓度达到 1×10 cells／mL，1 戊二醛 4℃ 

固定 30 min，锇酸 固定 1 h，梯度 酒精脱水 ，乙酸异 

戊酯置换 ，临界点干燥 ，喷镀 ，日立 S一570扫描 电镜 

下观察并照相 。 

收稿 日期 ：2002—05—21 

基金项 目：国家 自然 科学基 金资助项 目(39870240)；教 育部“高等学 校骨干教 师资助计划 ’’项 目(2OOO) 

作者简介：李 萌(1978一)，女，陕西西安人，陕西师范大学硕士生，从事动物细胞学研究。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


- — — 224-—— 西北大学学报(自然科学版) 第 33卷 

2 结 果 

2．1 S180细胞的扫描电镜观察 

对照组 S180细胞呈 圆球形 ，表面具有细密 、丰 

富、形态较 为尖 锐 的微 绒 毛 (图版 1，a)；HpD组 与 

CT组无明显差别 ，仅微绒毛数量稍有减少 (图版 1， 

b)；US组细胞 ：在声照时间为 2 min时，形态变化不 

明显 ，1 h取材和 3 h取材 的细胞均与 HI= D组相似 ， 

仅少数表现出微绒毛减少、细胞收缩的现象(图版 

1，c)。6 h取材时，细胞受损程度加强 ，产生极度变形 

的细胞。US组在声照为 3 min，1 h，3 h取材与声照 

2 min相似 ，直至 6 h取材时表面微绒毛锐减 ，同时 

出现大小不 等的疣状突起 (图版 1，d)，受损细胞 数 

量 以及受损程度均表现 出随取材时间推移而有所加 

深 的现象。当声照时间增加至 4 min时，细胞严重变 

形 ，表 面多见 片状突起组成 的不规则 沟回和瘤状 突 

起 (图版 1，e)，具有 突起 和形变 的细胞 数量 同样 随 

取材时间推移增加。当声照处理 US+Hl：-D组细胞 2 

min时 ，表现出部分细胞破 裂，多数细胞微绒毛显著 

减少 ，产生小疣状突起 (图版 1，f)，6 h较 1 h和 3 h 

取材时的损伤现象 明显 。当处理时间延长至 3 min 

时，细胞变形破损 ，1 h和 3 h取材 的细胞表 面变 光 

滑并 出现块状 突起 (图版 1，g)，6 h取材 中，有些 细 

胞局部表面呈现 由嵴状或 片状突起组成的片层状结 

构 (图版 1，h)。处理 4 min，细胞极度受损 ，部分破损 

形成许多具有泡状突起 的小体或细胞残片(图版 1， 

i)。 

2．2 艾氏腹水瘤细胞的扫描电镜观察 

对 照组艾 氏腹水瘤 细胞亦呈圆球形 ，表 面微 绒 

毛丰富，但 S180细胞的个体较小，微绒毛圆钝(图版 

2，a)；H：pD组 与 CT组相 比，无明显差别 ，微 绒毛减 

少 的现象较 S180为弱 (图版 2，b)。US组 中：声照处 

理 2 min时，1 h和 3 h取材 中，细胞有轻微形变 ，并 

有些出现 S180细胞 中未见 到的指状 突起 (图版 2， 

C)。6 h取材中，一些细胞 已有较严重的形变发生。声 

照 时间延长至 3 min时 ，其损伤程度 与声 照 2 min 

时相近 ，同样表现 出随取材 时间的推 迟，损伤加深 ， 

并有一些如 同 S180一般产生 的疣状 突起 (图版 2， 

d)。声照为 4 min组 中，细胞变形较为严重，大部分 

细胞表面变得较为光滑且部分细胞局部表面已破裂 

(图版 2，e)。US+HpD组中：声照处理 2 min，1 h和 

3 h取材时 ，细胞表面微绒 毛稍有减少 ，6 h取材有 

产 生泡状突起 的损伤表 现(图版 2，f)，但 其损伤 程 

度不及 S180细胞。6 h取材损伤细胞数量有所增 

加 。声照处理 3 min时 ，部分细胞 出现较多 的泡状突 

起 ，并且 随取材 时间的推移 ，3 h和 6 h一些 细胞已 

严重变形(图版 2，g)。声 照 4 min时，1 h和 3 h取 

材 ，可见部分 细胞膜破 裂，形成较 多球状 小体 (图版 

2，h)，6 h取材 时，大量细胞结构破坏 ，胞质丢失 ，仅 

存 由部分生物膜形成 的细胞结构碎片(图版 2，i)。 

3 讨 论 

在腹水型 S18o瘤 细胞 的扫描电镜观察中，发现 

HpD对癌细胞有一定的影响，表现在部 分癌 细胞表 

面微绒 毛减少 。单纯超声 随声照时间的增长 ，对细胞 

产生一定的损伤 ，而超声 激活血卟啉 的协 同作用 对 

细胞的损伤 明显大于单纯超声 。实验中观察到的细 

胞表面结构 的变化就是癌 细胞 受损的显著性标志 。 

其主要表现为微绒毛减少 ，形成各种不 同形状 的突 

起 ，以及胞膜破裂等。癌细胞的受损程度随着声照时 

间的延 长以及取材 时间的推移而加剧。 

在对艾 氏腹水瘤细胞的观察 中，发现 HpD对其 

影响较 S18o为弱 。单纯超声对艾 氏腹水瘤细胞具有 

一 定影响，并 随照射时间的延长而加剧 。超声激活血 

卟啉的协同作用在此处 同样 表现明显 ，亦有 随声 照 

时间延 长以及取材 时间推移 而加剧的现象 。 

S18o和艾 氏腹 水 瘤 细 胞 的 损 伤 均 可 反 映 出 

SDT对肿瘤 的抑制作用。它们 的膜变化以及单线态 

氧( O )、烷氧 自由基的产生和脂质过氧化导致 癌细 

胞膜 系统产生不可逆 的损伤 ’。]。同时 ，作为细胞扩 

大表面积、增强胞 内外物质 交流的微绒毛 的减少 亦 

是阻遏癌 细胞恶性增殖的表征。在对两种癌细胞的 

观察中，均发现 了损伤随取材时间推移而加剧 ，这与 

本 室 前 期 工 作 中 发 现 的 SDT 损 伤 时 滞 效 应 吻 

合L】 。通过对两种腹水 型癌细胞 的受损形态观察 ， 

可发现艾 氏腹水瘤 细胞的受损程度在相同的处理条 

件下不及 S180细胞显著。其表现在 ：微绒毛的减少 

不明显 ；当US+HpD作 用 2 min时，S180便部分细 

胞出现破损 ，而 EAT细胞则仅有变形出现 ；S180细 

胞在 US+HpD作用 4 min时 ，膜 的破损严重 ，细胞 

表面微绒毛消失 ，不规 则突起伴随膜结构解体 等膜 

受损现 象，而 EAT细胞则没有此类现象发生。这些 

差异是否 由不 同癌细胞的 自身特性 和对 SDT 法的 

敏感性差异引起 ，有待 于进一步研究 。 
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The scanning electron microscope observation of two kinds 

cancer cells treated by ultrasound irritating HpD 

LI Meng，LIU Quan—hong，QI Hao， 

ZHANG Jin—xuan，ZHANG Kun。W ANG Pan 
(College of Life Science，Shaanxi Normal University，Xi an 710062，China) 

Abstract：The antitumor effects of hematoporphyrin derivative (HpD)activated by ultrasound (US)was 

studied on Sarcoma 1 80(S 1 80)and Ehrlich ascites tumor(EAT)cells through scanning electronic micro— 

scope．The results indicated that the synergia of US and HpD had remarkable antitumor effects on ascitic 

S180 and EAT cells．At the same time，the comparison between two ascitic tumor cells images of injured 

membranae illustrated the$180 cells was more sensitive than EAT cells to HpD activated by US． 

Key words：ultrasound (US)；hematoporphyrin derivative(HpD)；Ehrlich ascites tumor(EAT) 

图版说明 

图版 1 S18O细胞 的扫描 电镜 观察 (x 5 ooo) 

a．对照组 示正常癌 细胞 ．b．HpD组 细胞 结构 示微绒 毛稍有减 少 ；c．US组声 照 2 min，1 h和 3 h取 材示微 绒毛减少 ，轻微 

形变 ；d．US组声 照 3 min，6 h取材 示细胞 出现疣状 突起 ；e．US组 声照 4 min，6 h取材 示瘤状 突起 ；f．US+HpD组 声照 2 

min，1 h和 3 h取材示微 绒毛极 度减少 ，形成 疣状 突起 ；g．US+HpD组 声照 3 min，1 h和 3 h取材 示细胞 变光 滑 ，产 生块 

状突起 ；h．US+HpD组声 照 3 min，6 h取 材示细胞产 生 片层状结构 ；i．US+HpD组声照 4 min，3 h取材示细胞 形成残 片 

图版 2 EAT细 胞 的扫描 电镜 观察 (×5 000) 

a．对 照组示 正常癌 细胞 Ib．HpD组细胞 示无 明显变化 _c．US组声 照 2 min，1 h和 3 h取材 示细胞 轻微 形变 ，指状 突起 ；d． 

US组 声照 3 min，6 h取 材示 细胞形 成疣状 突起 ；e．US组声 照 4 min，示 细胞变 光滑 ；f．US+HpD组声 照 2 min，6 h取 材 

示细胞泡状突起；g．US+HpD组声照 3 min，3 h和 6 h取材示细胞 已严重变形；h．’US+HpD组声照 4 min，1 h和 3 h取 

材示胞膜破裂，形成众多球状碎块；i．US+HpD组声照 4 min，6 h取材示内容物流失，形成碎片 
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