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　　【摘要】　目的　探讨不同强度低频超声对前列腺癌细胞膜通透性的影响。 方法　应用不同声强的低频
超声辐照前列腺癌 ＰＣ唱３细胞悬液，超声辐照５ ｍｉｎ，占空比 ２０％。 辐照后应用荧光显微镜检测 ＦＤ５００染色阳
性率及细胞死亡率。 结果　５ ｍＷ／ｃｍ２ 组、２０ ｍＷ／ｃｍ２ 组及 ８０ ｍＷ／ｃｍ２ 组中细胞 ＦＤ５００ 染色阳性率分别为
０畅１２ ±０畅０４、０畅３７ ±０畅０８、０畅７３ ±０畅０５，各组间比较均有统计学差异（P ＜０畅０５），同时随着声强增加，细胞死亡
率也逐渐增加。 结论　低频超声能增加前列腺癌细胞膜通透性，其通透性与声强的强度有关。
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　　细胞膜在细胞生命活动中有着重要而复杂的功能，其基本
作用在于维持细胞内外环境的相对稳定，而其完整性、通透性等
理化性质与细胞内外物质交换、信息传递、能量交换等功能有着
密切的联系。 如果人为改变细胞膜的通透性可使有益的物质进
入、代谢产物的排出，使细胞朝着人们希望的方向生长，从而实
现人工调控细胞的目的，对疾病的有效治疗具有十分重要的意
义。 超声产生的机械作用、空化效应、热效应能够改变细胞膜的
通透性［１唱２］ ，本研究以体外培养的人前列腺癌 ＰＣ唱３ 细胞为研究
对象，初步探讨不同强度低频超声辐照对前列腺癌细胞膜的通
透性的影响。

一、材料与方法
１．材料与仪器：人前列腺癌 ＰＣ唱３ 细胞（购自上海中科院生

物研究所），ＤＭＥＭ 培养液（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）、１０％胎牛血清
（ＦＢＳ）及０畅２５％胰酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国），异硫氰酸荧光素钠
标记的右旋糖苷（ＦＤ５００）、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）及台盼蓝（Ｓｉｇｍａ
公司，美国），超声治疗仪（型号：Ｆｓ唱４５０，上海超声医学研究所定
制），探头频率 ２１ ｋＨｚ，发射连续波和脉冲波，输出声强和照射时
间可变。

２．实验方法：（１）细胞培养：人前列腺癌 ＰＣ唱３ 细胞培养于
２５ ｃｍ２ 培养瓶，培养液为 ＤＭＥＭ（内含 １０％ＦＢＳ，不含双抗），在
５％ＣＯ２ 、３７ ℃湿化培养箱中培养，取对数生长期的前列腺癌
ＰＣ唱３细胞用于实验。 用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，０畅２５％胰酶消化 １ ～
２ ｍｉｎ，加入含 １０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液终止消化，反复轻柔吹
打制成单细胞悬液，调节细胞悬液浓度＞１ ×１０５ ／ｍｌ。 取 １００ μｌ
重悬液加入等量台盼蓝染色 ３ ｍｉｎ 检测细胞活性。 将等量的细
胞悬液（２ ｍｌ）及等量的 ＦＤ５００ 溶液（８０ μｌ）缓慢注入各组无菌
的聚乙烯管内，加塞封口，用无菌的封口膜封口，尽量不留可见
空气气泡，于超声辐照前轻柔摇匀细胞悬液。

（２）ＦＤ５００ 溶液配制：在 １ ｍｌ 的 ＰＢＳ中加入 ２５ ｍｇ ＦＤ５００，
充分溶解后放置于 ４ ℃冰箱中避光保存备用。

（３）实验分组：根据声强不同分为 ４ 组，分别为对照组、
５ ｍＷ／ｃｍ２组、２０ ｍＷ／ｃｍ２ 组、８０ ｍＷ／ｃｍ２ 组。 对照组仅添加
ＦＤ５００，不进行超声辐照。 以上各实验均重复 ６次。

（４）超声辐照：将超声探头固定于不锈钢支架上，辐射面垂
直朝上，将有细胞悬液的聚乙烯管放置探头上，其间用耦合剂填
充，以免中间留有气泡。 超声探头直径 １３ ｍｍ，超声辐照均在超
声辐照场中进行，超声频率为 ２１ ｋＨｚ，辐照 ５ ｍｉｎ，占空比 ２０％，
整个过程避光操作。

（５）荧光显微镜检测前列腺癌细胞 ＦＤ５００ 染色阳性率及细
胞死亡率：辐照完毕后，立即将细胞悬液转入离心管，在离心机
中离心 １０００ ｒ／ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ，弃去上清液，以 ＰＢＳ洗涤 ３次，立
即置于荧光显微镜下观察并摄片保存，胞质内见绿色荧光者为
ＦＤ５００ 染色阳性细胞，并计算细胞 ＦＤ５００ 染色阳性率。 最后取
１００ μｌ加入等量的台盼蓝染色 ３ ｍｉｎ后做细胞涂片，立即置于荧
光显微镜普通模式下观察并摄片保存，胞质及胞核内见蓝染细
胞为死亡细胞，并计算细胞死亡率。 细胞 ＦＤ５００ 染色阳性率 ＝
荧光染色阳性细胞数／总细胞数×１００％。 细胞死亡率＝台盼蓝
染色细胞数／总细胞数×１００％。 上述比率各取 ５ 个 ２００ 倍高倍
镜视野计算。

３．统计学分析：使用 ＳＰＳＳ １３畅０ 软件进行统计学分析。 细
胞 ＦＤ５００ 染色阳性率及细胞死亡率均以百分率计算，采用均数
±标准差（珋x ±s）表示，比较差异性采用单因素方差分析，P ＜
０畅０５ 为差异有统计学意义。

二、结果
１．光学显微镜观察结果：体外培养前列腺癌 ＰＣ唱３细胞贴壁

状态呈爬行生长，呈梭长形，消化后悬浮的细胞呈圆形或椭圆
形，台盼蓝试验细胞活性＞９５％。 见图 １。

２．荧光显微镜观察细胞 ＦＤ５００ 染色结果及细胞死亡率：荧
光显微镜观察：高倍镜下空白对照组仅个别视野见极少量的胞
浆内呈绿色荧光，强度微弱，声强组均可见少量细胞内呈绿色荧
光；普通显微镜观察：高倍镜下各组细胞均见蓝染细胞。 细胞
ＦＤ５００ 染色阳性率及细胞死亡率统计结果见表 １及图 ２。

表 1　前列腺癌细胞 ＦＤ５００ 染色阳性率及
细胞死亡率（％，珋x ±s）

组别 ＦＤ５００ 染色阳性率 细胞死亡率

对照组 ０ 噜噜畅０７ ±０ 乙畅０８ ０ cc畅３５ ±０ U畅５４

５ ｍＷ／ｃｍ２ P０ 噜噜畅１２ ±０ 乙畅０４ ａ １ cc畅４８ ±０ U畅４４ ａ

２０ ｍＷ／ｃｍ２ P０ 噜噜畅３７ ±０ 乙畅０８ ａｂ ２ cc畅９８ ±０ U畅６０ ａｂ

８０ ｍＷ／ｃｍ２ P０ 噜噜畅７３ ±０ 乙畅０５ ａｂｃ ８ cc畅０１ ±０ U畅８３ ａｂｃ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０５；与 ５ ｍＷ／ｃｍ２ 组比较，ｂP ＜０畅０５；与

２０ ｍＷ／ｃｍ２组比较，ｃP ＜０畅０５
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　　三、讨论
超声生物效应机制可能包括：机械作用、热效应和空化效应

等［１唱４］ ，对于低频低强度超声其所产生的热效应可忽略，其产生
生物学效应的主要机制为机械作用和空化效应。 超声的生物学
效应使细胞膜的脂质双分子层结构发生改变，从而使细胞膜的
通透性增加［３］ ，空化效应可导致周围组织的细胞膜被击穿，产生
可逆或不可逆的小孔［４］ 。 Ｍｉｌｌｅｒ等［５］发现，在超声的辐照下，细
胞出现短暂可逆的“声孔”现象，细胞膜通透性短暂性增加，使得
大分子物质能够进入细胞内。 另外有些学者认为超声通过空化
效应产生了大量活性氧的同时也使超氧化物歧化酶这一自由基
清除剂的浓度降低，从而使活性氧的产生远远超过它的清除，导
致高浓度的活性氧在细胞外积聚，而活性氧自由基可引发脂质
过氧化连锁反应使细胞膜的完整性、通透性发生改变［６唱７］ 。

ＦＤ５００ 为大分子荧光物质，平均分子量约为 ５００ ０００，通常难
以进入完整的细胞膜，也极少进入死亡细胞［８］ ，而在细胞膜出现
小孔时，ＦＤ５００ 通过小孔进入细胞内，在胞质中显示绿色荧光，
常作为指示剂研究细胞膜的通透性［９唱１０］ 。 台盼蓝是一种阴离子
型染料，不能透过正常完整的细胞膜，故活细胞不着色，但死亡
细胞可使染料通过细胞膜进入细胞内，与解体的 ＤＮＡ 结合，从
而使死亡细胞着色呈现蓝色，人们通常将其作为检测细胞存活
率和死亡率的指示剂。

本研究发现，随着声强从 ５ ｍＷ／ｃｍ２ 增加到 ８０ ｍＷ／ｃｍ２ ，前
列腺癌细胞 ＦＤ５００染色阳性率逐渐增加，组间比较具有显著性
意义（P ＜０畅０５），表明随着声强的增加产生空化效应及声孔效应
逐渐增加，但细胞 ＦＤ５００ 染色阳性率较低，这可能是 ＦＤ５００为大
分子物质，超声辐照所产生的声孔效应，使细胞膜产生的声孔不
足以达到使 ＦＤ５００ 分子通过，仅少部分声孔能使 ＦＤ５００ 分子进
入细胞内。 同时本研究发现随着声强的增加，细胞死亡率也逐
渐增加，但在 ２０ ｍＷ／ｃｍ２ 与 ８０ ｍＷ／ｃｍ２ 之间细胞死亡率显著增

加，这可能随着声强逐渐增加声孔效应也逐渐增加，开始产生的
声孔效应以可逆性声孔效应为主，细胞死亡则较少，当达到一定
声强后继续增加超声强度，则产生的声孔效应主要以不可逆性

声孔效应为主，细胞死亡则较多。 因此本研究结果表明低频超
声产生的空化效应及声孔效应能促进细胞膜的通透性，其产生
的空化效应与声强强度相关，在一定的声强范围内以可逆性声
孔效应为主，当超过一定范围则以不可逆性声孔效应为主。
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