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摘要：目的 在黑色素瘤的小鼠模型上，探讨高强度聚焦超声（HIFU）处理对黑色素瘤细胞体内转移的影响。方法 皮下注射小

鼠黑色素瘤细胞B16-F10以构建小鼠黑色素瘤皮下移植瘤模型；待肿瘤最长径长至7~10 mm时进行HIFU处理，并设置实验对

照组（荷瘤鼠辐照HIFU但保持治疗头功率源开关关闭，即假照组）；治疗后每3 d测量肿瘤长径和短径，共观察3周，绘制肿瘤曲

线，统计生存率和转移率，并通过实时荧光定量PCR测定血液中黑色素瘤细胞3个标志物的相对表达量以监测血液中循环黑色

素瘤细胞的数量，它们分别是黑色素瘤相关抗原A3（MAGE-A3）、T细胞1识别的黑色素瘤抗原（MART1）以及同源转化成对框

基因转录因子 PAX3)；在HIFU治疗后14 d，通过尾静脉注射再次移植B16-F10细胞，观测其肺转移率。结果（1）各自的中位生

存时间及95 %可信区间（CI）：假照组分别为19.00 d和17.14~20.86 d，HIFU组则分别为26.00d和24.76~27.25 d，生存率差异显

著（P<0.01）；从治疗后第20天起，两组小鼠的肿瘤体积差异明显，从HIFU处理后第20天开始，包括处理后第23、26天，辐照组

小鼠肿瘤体积明显小于假照组（P<0.05）；（2）实时荧光定量PCR结果显示HIFU组小鼠在治疗后第7天的MAGE-A3、MART1

和PAX3三个指标都明显低于假照组（P<0.05），在治疗后第14天其MAGE-A3的表达量仍然明显低于假照组（P<0.05）；（3）在

HIFU治疗后14 d通过尾静脉再次移植相同肿瘤细胞，HIFU组肺转移灶的数量明显低于假照组（P<0.05），肿瘤转移抑制率为

42.4%。结论 HIFU处理能够抑制黑色素瘤细胞在体内转移的发生，其机制可能涉及减少肿瘤细胞从原发灶的脱落和瘤细胞在

肺部的定植能力。
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Abstract: Objective To investigate the effect of high-intensity focused ultrasound (HIFU) on tumor metastasis in mouse model
bearing melanoma xenograft. Methods Mice bearing murine melanoma B16-F10 cell xenograft were randomized for
sham-HIFU or HIFU exposure when the tumors grew to a maximum diameter of 7-10 mm, and the tumor size was measured
every 3 days. The cumulative survival rate of the mice and tumor metastasis rate were calculated, and the circulating
melanoma cells were detected using qRT-PCR. At 14 days after HIFU treatment, B16-F10 cells were retransplanted via the tail
vein and the pulmonary metastatic nodules were counted. Results The median survival time of the mice was 19.00 days (95 %
CI 17.14-20.86 days) in the sham group and 26.00 days (95%CI 24.76-27.25 days) in HIFU group. The cumulative survival rate
in the HIFU group was significantly higher than that in sham-HIFU group (P<0.01), and the tumor size was significantly
smaller in HIFU group at 20, 23, and 26 days after HIFU treatment (P<0.05). Compared with the sham-HIFU group, HIFU
group had significantly lower levels of MAGE-A3, MART1 and PAX3 at 7 days after HIFU (P<0.05) with still lower MAGE-A3
level at 14 days (P<0.05). HIFU group showed a significantly smaller number of pulmonary metastatic nodules following
tumor cell retransplantation than in sham-HIFU group (P<0.01) with a metastasis inhibition rate of 42.4%. Conclusion HIFU
treatment can inhibit tumor metastasis in melanoma-bearing mice possibly by reducing tumor cell detachment from the
primary tumor site and suppressing colonization of the circulating melanoma cells.
Key words: high intensity focused ultrasound; malignant melanoma; metastasis
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基础研究

恶性黑色素瘤（malignant melanoma, MM）是来源

于黑色素细胞的一种恶性肿瘤，恶性程度高，侵袭性强，

早期可发生转移，易复发，死亡率高。在我国, 虽然其发

病率较低，但近年有明显上升趋势，每年新发病例约 2

万例［1］。目前，早期患者通过手术治疗，多数能够治愈；
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但对于已经失去手术机会进展期患者，化疗和放疗通常

效果不佳［2-3］。因此对失去手术机会的黑色素瘤，寻找合

适的替代治疗方法尤为重要。

高强度聚焦超声（HIFU）作为热疗的一种特殊手

段，是一种适形治疗实体肿瘤的非侵入性治疗技术，主

要是通过利用超声波的穿透性和可聚焦性，将超声换能

器发射的无数束低能量的超声波准确聚焦于体内靶组

织，焦点能量得到千、万倍放大，在焦点处产生瞬间的高

温、空化及机械效应，采用由点成线、由线成面、由面成

体的适形扫描方式，治疗体内一定范围内任意形状的肿

瘤组织，是肿瘤综合性治疗手段之一，因其无创、靶向特

点引起了国内外医学界的广泛关注。目前在临床应用

HIFU治疗的肿瘤包括前列腺癌、胰腺癌等［4-6］。但目前

临床上还未将黑色素瘤列入HIFU治疗适应症中；同时，

对于应用HIFU治疗高转移性肿瘤的基础研究较少。

我们采用HIFU处理黑色素瘤的小鼠皮下移植瘤模型，

分阶段观察处理后黑色素瘤细胞在小鼠体内的转移能

力，以了解HIFU治疗除直接杀伤肿瘤细胞外，对残留癌

细胞的转移能力有无影响，为HIFU技术应用于黑色素

瘤、乃至其它高转移性实体瘤的治疗提供实验依据和奠

定理论基础。

1 材料与方法

1.1 细胞株和实验动物

B16-F10小鼠黑色素瘤细胞株，来源于C57/BL6J

小鼠，由我校超声医学工程重庆市市级重点实验室王嫣

教授馈赠。C57/BL6J小鼠，鼠龄6~8周，体质量20~25 g，

雌性，由重庆医科大学实验动物中心提供，饲养于恒温

（25~27 ℃）、恒湿（45%~50%），符合无特定病原（SPF）

的独立换气净化笼具（individually ventilated cages,

IVC）环境中。

1.2 材料及其试剂

RPMI 1640培养基和胎牛血清购于Hyclone公司；

链霉素、青霉素购于Sigma公司；RNA提取试剂盒Trizol

购于Invitrogen公司；M-MLV逆转录酶，Real-time PCR

试剂盒购于Takara公司；引物由 Invitrogen公司合成。

苏木素伊红（HE）染色试剂盒购于碧云天公司，其他试

剂均为国内分装或国产分析纯。

1.3 实验方法

1.3.1 小鼠黑色素瘤模型的建立及分组 采用RPMI 1640

培养基（Gibco公司），含10%的胎牛血清（Hyclone公司），

常规培养于含5% CO2的37 ℃孵箱中，收集对数生长期

的细胞，用配成单个的细胞悬液并调节细胞数量为 1×

106/100μl，1%戊巴比妥钠麻醉后，将小鼠右侧颈背部鼠

毛剃掉，75%乙醇消毒后，无菌条件下在小鼠右颈背部

皮下注射100 μl瘤细胞悬液，建立小鼠黑色素瘤模型。

7~10 d后可扪及皮下结节，待肿瘤最长径长至7~10 mm

时进行实验，随机分成假照组和HIFU组，每组40只。

1.3.2 HIFU辐照及其治疗过程［7-9］ CZF型聚焦超声波

治疗仪，由重庆海扶医疗科技股份有限公司研制，该系

统包括主机，超声换能器和治疗探头。治疗头频率为

0.94 MHz，功率为4.5 W，焦距6~8 mm，输出调制后为

连续扫描模式。其利用超声波作能源，从体外分散发射

多束超声波，再通过超声换能器的凹球面进行自聚焦在

一个点上，通过热能转化，形成一个高能治疗点，进而杀

死肿瘤细胞。治疗过程：荷瘤鼠去毛备皮，用1%戊巴比

妥钠按照腹腔注射麻醉，麻醉显效后，采用循环脱气水

作声耦合剂，开启功率源，采用点扫描，以“点-面-体”

的方式，由深至浅逐渐覆盖整个肿瘤组织扫描扫描范围

包括肿瘤边缘2 mm内，1次治疗时间为10 s，间隔时间

10 s，总治疗时间约120 s。假照组治疗程序与HIFU组

治疗相同，但功率源开关关闭，时间同样为120 s（图1）。

1.3.3 小鼠尾静脉注射 HIFU治疗后14 d，取HIFU组

和假照组的两组小鼠各 10 只，尾静脉注射 100 μl

B16-F10细胞悬液（1×106个细胞），再次接种肿瘤细

胞。尾静脉注射后第7天颈椎脱臼法处死小鼠，剥离肺

组织并计数肺表面转移结节总数，计算肿瘤转移抑制

率。肿瘤转移抑制率=（假照组平均转移结节数-HIFU

组平均转移结节数）/假照组平均转移结节数×100%。

1.3.4 肿瘤生长曲线记录 所有小鼠在细胞接种后1周

左右可扪及明显皮下瘤，用数码游标卡尺测量肿瘤长径

（a，mm），短径（b，mm），每3 d 1次，按照公式 V=a*b2*

0.5计算体积大小，待肿瘤最长径长至7~10 mm时进行

辐照，治疗后继续每3 d 1次测量肿瘤体积。

1.3.5 肿瘤组织的包埋、固定、切片及HE染色 将两组

各15只自然死亡后不久较新鲜的小鼠肿瘤组织放入

4%的福尔马林液中固定24 h，经80%、90%、100%乙醇

脱水后，置于60 ℃蜡盒内浸蜡，包埋后切片，切片流水

洗2 min，蒸馏水洗1 min；哈里斯苏木紫染5~7 min，水

洗2 min；0.5%盐酸分化至细胞核染色清晰，水洗，并浸

于水中至核变蓝；伊红液染色3 min，水洗30 s~1 min；

80%乙醇浸洗7 s、90%乙醇、无水乙醇I、无水乙醇II浸洗

1 min；二甲苯浸洗5 min。中性树胶封片。

1.3.6 全血RNA提取及逆转录 取HIFU或者假照处理

后即刻（5只）、7 d（5只）和14 d（5只）小鼠用1%戊巴比

妥钠腹腔麻醉，采用小鼠眼球摘除法取小鼠全血样本，

用柠檬酸钠作为抗凝剂。为避免血液样本被毛发、皮肤

污染，弃去第一滴血液，收集余下的血液，采用Trizol法

（Invitrogen）提取全血的总RNA，分光光度计法测量

RNA的浓度和纯度，凝胶电泳鉴定RNA的完整性。取

1ug RNA按照Takara逆转录试剂盒说明书，用随机引

物逆转录合成cDNA。

1.3.7 实时荧光定量PCR 以上述各组小鼠血液的cDNA

为模版，采用SYBR Green I染料法，以GAPDH为内参
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基因，对于全血中黑色素瘤细胞的三个标志物的相对表

达量进行检测，它们分别是黑色素瘤相关抗原 A3

（MAGE-A3），T细胞1识别的黑色素瘤抗原（MART1）

以及同源转化成对框基因转录因子（PAX3）。按照试剂

说明书配好反应体系，上机（Bio-rad）进行 real-time

PCR扩增和检测。反应体系: premix SYBR Green I荧

光反应液10 μl，上下游引物各0.8 μl，样品模板2 μl，用

灭菌水补足20 μl体系。PCR扩增反应条件：95 ℃预变

性 3 min，循环内 95 ℃变性 10 s，52 ℃退火 30 s，延伸

70 ℃ 30 s。PCR反应设置40个循环，并在每个循环延

伸末端点收集荧光信号，绘制扩增曲线；并且对65 ℃到

95 ℃升温整个过程进行全程荧光信号收集，绘制融解

曲线。MAGE-A3 正向引物序列为 GATGACTGAT-

GTCCAGGGTATGC，反向引物序列为 GCACAAAC

TCCTCAGAGATGAGC；MART-1 正向引物序列为

CTGCTTATCGGCTGCTGGTA，反向引物序列为AC-

GGGCTGATGGGATTTCT，PAX3 正向引物序列为

CCAACCATATCCGCCACAA，反向引物序列为TCT-

TAGAGACGCAACCATGGG，内参GAPDH正向引物

序列为GGCTGCCCAGAACATCAT，反向引物序列为

CGGACACATTGGGGGTAG。

1.3.8 统计学分析 采用 SPSS 17.0 软件进行统计分

析，各实验均独立重复3 次，符合正态分布的计量资料

用均数±标准差表示，两组间比较采用 t检验分析，不符

合正态分布的用非参数检验，α=0.05为检验水准。

2 结果

2.1 HIFU处理延长小鼠生存期。

两组小鼠各15只分别按上述实验方法（1.3.2）进行

处理。HIFU组小鼠在辐照后1 d反应迟钝，毛蓬乱无光

泽, 进食量减少，随后逐渐正常，而假照组小鼠全程无异

常。取肿瘤组织HE染色可见，如图1A所示，假照组肿

瘤组织仍可见典型的肿瘤形态：肿瘤细胞大小不一，形

态多样，呈圆形、梭形或多角形，细胞核深染，细胞质较

少。HIFU组肿瘤组织辐照靶区内大部分细胞结构消

失、相互融合成均质红染片状物，可见中性粒细胞浸润。

两组小鼠皮下瘤体积在HIFU处理后即刻并无明

显差异，但从HIFU后第 20天开始出现显著差异（P<

0.05，n=15），HIFU组瘤体积明显小于假照组，如图1B

所示。从生长曲线也可以看出，HIFU处理后小鼠皮下

瘤体积增长速度明显变慢。

采用Kaplan-Meier法计算出两组小鼠的生存率。

各组中位生存时间及95%可信区间（CI）分别为：假照组

19.00 d 和 17.14~20.86 d，HIFU 组 26.00 d 和 24.76~

27.25 d。采用Log-rank检验比较生存曲线（图1C），结果

显示两组生存曲线的差异有显著性（P<0. 001，n=15），

HIFU组生存率高于假照组。

图3 B16-F10细胞在HIFU处理过的荷瘤小鼠体内肺部定植形成转移灶的能力降低
Fig.3 Effect of HIFU treatment on colonization of retransplanted B16-F10 cells in the lung tissue
to form pulmonary metastases. Upper: Gross observation of the lungs of mice after intravenous
inoculation of B16-F10 melanoma cells; Lower: Histological sections of the lungs (arrows
indicate the metastasis nodules) (Original magnification: ×40).
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2.2 HIFU处理降低黑色素瘤的肺转移

在小鼠B16-F10黑色素瘤皮下移植瘤模型中，假照

组15只荷瘤小鼠有3只发现肉眼可见的肺转移结节，转

移率20%（3/15）；HIFU组15只荷瘤小鼠中仅1例有肉

眼可见转移灶，转移率为6.7%（1/15）。

2.3 HIFU处理减少小鼠血循环中黑色素瘤细胞的数目

为了研究HIFU辐照对黑色素瘤细胞转移的前期

步骤（即脱离原发灶进入血流的过程）有无影响，我们分

别在HIFU后即刻、HIFU后7 d和HIFU后14 d分别取

各组小鼠全血，每组每个时间点5只小鼠，检测各组小

鼠血液中黑色素瘤的 3个代表性标志物MAGE-A3、

MART1和PAX3的表达量，以监测入血的循环黑色素

瘤细胞数目。实时荧光定量PCR结果如图2所示：在辐

照后即刻，3个标志物的相对表达量无明显差异；随着病

程的进展，假照组的循环黑色素瘤细胞在明显增加，

HIFU处理组也有增加，但是相对缓慢。其中，在辐照后

第7天，HIFU组这3个标志物都显著低于假照组（P<

0.05）；在辐照后第14天的HIFU组的MAGE-A3依然明

显低于假照组（P<0.05），其余两个指标也依然低于假照

组，但无统计学意义。
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图2 HIFU处理对血液中循环黑色素瘤细胞

的三个标志物的影响

Fig.2 Effect of HIFU treatment on the levels
of the 3 markers for circulating melanoma
cells detected by qRT-PCR.

2.4 通过尾静脉注射移植的黑色素瘤B16-F10细胞在

HIFU处理后的荷瘤小鼠肺部形成的转移灶减少

在HIFU处理后14 d通过尾静脉注射B16-F10细

胞，观察HIFU辐照组中癌细胞在肺部定植能力的改

变。在尾静脉注射后第7天，处死并解剖小鼠，取出肺

脏，肉眼可见两组小鼠肺部均有黑色转移灶（图3）。假

照组小鼠肺表面的黑色点状转移结节数为45.8±7.6/鼠，

HIFU组的转移结节数 26.4±6.6/鼠，其差异有显著性

（P<0.05，n=10）；之前的HIFU辐照对新移植的B16-F10

细胞肺转移部定植能力的抑制率为42.4%。

3 讨论

HIFU是利用超声发生器分散发射高能超声波，并

在体内将超声波能量聚焦在选定的脏器组织区域内，在

焦点区域形成瞬间高温，从而杀灭肿瘤而周围组织极少

或不受损伤［10］。以其产生的热效应、空化效应、机械效应

等多种生物学效应机制，在肿瘤治疗方面正引起越来越

广泛的注意。HIFU引起肿瘤组织的病理改变以凝固性

坏死为主，同时伴有细胞的变性和凋亡［11-12］。此外，辐照后

的肿瘤细胞表面抗原暴露能够刺激宿主免疫，增加宿主

抗肿瘤能力，这是目前其他治疗方式所不能比拟的［13］。

并且，体外研究表明聚焦超声可抑制细胞的迁移和粘附

能力［14］。但对活体内肿瘤转移情况的影响研究不多。

肿瘤转移是一个连续渐进的多因素多步骤动态的

过程，其基本过程为：原发灶肿瘤细胞大量增殖；肿瘤细

胞从原发灶脱落，侵袭基底膜，进而侵入血管、淋巴管或

体腔；少数肿瘤细胞在循环系统中存活，随血流、淋巴流

迁移到另一远隔部位或器官；肿瘤细胞与靶器官的毛细

血管壁发生黏附，穿出血管形成微小转移灶，形成与原

发瘤同样类型的继发瘤［15］。

Time after treatment (day)

Time after treatment (day) Time after treatment (day)

J South Med Univ, 2015, 35(2): 223-228 http://www.j-smu.com·· 226



在本研究中，我们在小鼠B16-F10黑色素瘤皮下瘤

模型中发现HIFU治疗能在一定程度上抑制自发性转

移的发生率，但是由于皮下瘤自发性转移的发生率不

高，可能并未能完全体现辐照后的治疗作用；同时，肿瘤

转移这一生物学现象是个多步骤多因素的连续过程，因

此我们将HIFU治疗对恶性黑色素瘤细胞转移能力的

影响采用以下两个方法来进一步验证：（1）HIFU辐照对

黑色素瘤细胞从原发部位脱落进而入血流这个生物学

过程有无影响；（2）HIFU辐照对已经脱离了原发灶进入

血流的瘤细胞在肺部定植形成转移灶的能力有无影响。

近年来，随着对循环肿瘤细胞研究的深入，循环肿

瘤细胞用来辅助肿瘤早期诊断实时监测治疗效果指导

个体化治疗和早期发现肿瘤复发转移及判断肿瘤的预

后成为研究热点［16-18］。我们选用3个黑色素瘤特异性的

标记分子来监测血液中循环黑色素瘤细胞，它们是

MART1、MAGE-A3和PAX3。MART1是分化抗原，仅

表达于黑色素细胞和黑色素瘤细胞。MAGE-A3是肿

瘤特异性抗原，它们特异性地表达于肿瘤细胞，而不表

达于正常组织（除睾丸外）。PAX3在正常的皮肤细胞、

痣和黑色素瘤细胞中均有表达，在黑色素母细胞的分

化、迁移、增殖以及进一步分化成黑色素细胞的过程中

均起到了重要的作用［19］，因此又被称成为黑色素细胞特

异因子［20］；另外，PAX3在黑色素细胞瘤和痣中的表达量

远高于正常皮肤细胞，PAX3已经作为黑色素细胞瘤的

一种鉴别的标记蛋白［21］。我们发现HIFU组这3个标志

物的水平明显降低，这可能是因为：（1）大部分原发灶的

肿瘤细胞在接受HIFU辐照后凝固性坏死，直接减少了

机体肿瘤的总负荷；（2）坏死后的肿瘤细胞释放出多

种危险信号，如ATP 和HSP60等［22］，激活机体的局部特

异性抗肿瘤免疫反应，细胞毒淋巴细胞通过穿孔素/

颗粒酶、FasL两大途径诱导未死亡的肿瘤细胞出现凋

亡［23-24］，又进一步减少了机体内的肿瘤细胞负荷，进而减

少残存肿瘤细胞脱离原发灶。

HIFU处理之后，尾静脉注射相同肿瘤细胞以模拟

转移现象的后半部分，发现辐照治疗后血循环中的肿瘤

细胞在肺部定植形成肉眼可见转移灶的能力有所降低

（图3）。这可能是因为HIFU辐照后诱发机体的特异性

抗肿瘤免疫，对于同种肿瘤细胞的再次刺激有一定的抵

抗力，例如可诱发针对同源肿瘤细胞的特异性细胞

毒T淋巴细胞（CTL），进而激发细胞介导的抗肿瘤免疫

反应［25-28］，将循环中的瘤细胞破坏；也不能排除HIFU后

肺局部变得不利于瘤细胞的定植。真正的机制有待下

一步的实验来证实。

综上，我们在小鼠B16-F10黑色素瘤模型中对转移
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的两个步骤的研究都表明HIFU处理能减少原发灶残

留的瘤细胞的脱落入血和减少血循环中瘤细胞在肺部

的定植。因此，HIFU处理除可以直接破坏瘤细胞外，还

可减少残留癌细胞的远隔器官转移，为临床上推广应用

HIFU治疗黑色素瘤提供了有力的实验依据。
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