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［摘　要］目的：探讨低强度超声辐照对人宫颈癌ＨｅＬａ细胞凋亡及半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶１２（Ｃａｓｅ
ｐａｓｅ１２）蛋白表达的影响。方法：采用低强度超声辐照人子宫颈癌ＨｅＬａ细胞株，于辐照后６及２４ｈ时，Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ／ＰＩ双染法检测ＨｅＬａ细胞的凋亡率，透射电子显微镜观察细胞的结构变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定细胞匀浆中
Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达水平，免疫组织化学法检测Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白在ＨｅＬａ细胞中的阳性表达率。结果：低强度超
声辐照后６ｈ时ＨｅＬａ细胞的凋亡率、细胞Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达水平及Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白在ＨｅＬａ细胞中的阳性表
达率显著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；辐照后 ２４ｈ时变化更显著，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；透射电子显微镜下可见，辐照后６ｈ时ＨｅＬａ细胞内开始出现凋亡小体，２４ｈ时胞浆浓缩、内质网变疏松
并与胞膜融合、形成空泡；辐照后６ｈ及２４ｈ时，Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白在 ＨｅＬａ细胞胞浆中表达、呈棕黄色颗粒，但在
对照组细胞中无表达。结论：低强度超声辐照可以诱导人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞凋亡，并随着辐照后时间延长而增
加，其机制可能与相关凋亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ１２表达水平上调有关。
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　　宫颈癌是妇科最常见的恶性肿瘤，传统治疗方
法以手术、化疗及放疗为主，但患者生存率仍不理

想，且这些传统治疗方法对尚未生育的育龄妇女影

响较大；因此，寻求无创治疗宫颈癌是目前全球的

研究热点［１－２］。目前，超声治疗被认为是目前肿瘤

治疗的一种无创新方法［３］，已应用于慢性宫颈炎、

宫颈上皮内瘤样病变，甚至宫颈癌［４］。有研究发

现，相比较于正常细胞，低强度超声更容易诱导肿

瘤细胞凋亡，特别是恶性肿瘤细胞的凋亡更加明

显［５－７］。ＨｅＬａ肿瘤细胞株是宫颈癌细胞中具有代
表性的人宫颈癌细胞，本研究采用低强度超声辐照

对ＨｅＬａ细胞进行照射、然后继续培养，于辐照后
６ｈ及２４ｈ时，采用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法检测ＨｅＬａ
细胞的凋亡率，透射电子显微镜观察细胞的结构变

化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定细胞匀浆中半胱氨酸天冬氨
酸特异性蛋白酶１２（Ｃａｓｅｐａｓｅ１２）蛋白表达水平，
免疫组织化学法检测 Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白在 ＨｅＬａ细
胞中的阳性表达率，探讨低强度超声对人宫颈癌

ＨｅＬａ细胞凋亡的影响及作用机制。

１　材料与方法

１１　实验材料
１１１　细胞株　人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞株购自上海
中乔新舟生物科技有限公司，细胞培养于含有

１０％胎牛血清及１％双抗的高糖ＤＭＥＭ培养液中，
于３７℃ ５％ ＣＯ２培养箱中培养，每２～３ｄ传代１
次，细胞密度约为５×１０５时进行后续实验。
１１２　主要仪器　超声辐照仪（重庆海扶公司生
产，超声功率输出０５～５Ｗ／ｃｍ２，可连续输出，频
率９～１０ＭＨｚ，内置功率调节），细胞培养瓶及细

胞培养板购自美国Ｃｏｓｔａｒ公司，倒置显微镜购自日
本ＯＬＹＭＰＵＳ公司，ＣＯ２培养箱购自日本 Ｓａｎｙｏ公
司，电泳仪购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。
１１３　主要试剂　高糖 ＤＭＥＭ及胎牛血清均购
自Ｇｉｂｃｏ公司，ＣＣＫ８检测试剂购自碧云天生物技
术有限公司，双荧光素酶检测试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司，ＡｎｔｉＣａｓｐａｓｅ１２和生物素标记的二抗、内参
一抗、羊抗兔 ＩｇＧ等均购自美国 Ａｂｃａｍ公司，ＥＣＬ
增强化学发光检测试剂盒购自美国ＰＩＥＲＣＥ公司，
２５％戊二醛溶液、１％四氯化锇、丙酮等均购自北
京化工厂。

１２　方法
１２１　超声辐照　将对数生长期的细胞悬液调整
浓度为１×１０９／Ｌ，每管２ｍＬ。辐照处理组：超声探
头固定于细胞辐照仪器底部，将细胞悬液放置于细

胞辐照装置内、频率 １０ＭＨｚ、０２５Ｗ／ｃｍ２，辐照
１０ｓ。研究设立对照组（细胞进行假照，辐照时间、
辐照方式同辐照处理组）。

１２２　细胞凋亡　采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法检
测，将处于对数生长期的细胞，用筛选参数超声辐

照后再置培养箱培养，于辐照后６及１２ｈ收取细
胞悬浮液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，丢弃上清液，加
入１×Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ５００μＬ、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ５μＬ
及ＰＩ１０μＬ，轻轻混匀，室温、避光反应１５ｍｉｎ，１ｈ
内进行流式细胞仪检测。

１２３　细胞微结构观察　调整细胞浓度为 １×
１０８／Ｌ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，丢弃上清液，２％戊
二醛固定后进行脱水。丢弃去残余脱水剂，室温下

依次加入丙酮ＥＰＯＮ８１２包埋剂、纯包埋剂进行完
全包埋，切片、干燥后用醋酸双氧铀染色液室温下

染色１０ｍｉｎ，铅染色液室温下染色１２ｍｉｎ，冲洗并
用滤纸吸干，透射电子显微镜观察细胞结构。
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１２４　细胞匀浆中 Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白水平　采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测，细胞裂解液提取细胞总蛋白
质，ＢＣＡ法测定蛋白质浓度，进行ＳＤＳＰＡＧＥ分离
蛋白质，将蛋白质转移到 ＰＶＤＦ膜，５％的脱脂牛奶
封闭２ｈ，在４℃冰箱中使用一抗（稀释比例１００∶
１）孵育过夜，常温下使用辣根过氧化物酶标记的
二抗孵２ｈ，加入ＥＣＬ曝光后进行半定量分析。
１２５　Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白阳性表达率　采用免疫组
织化学法检测，制作细胞爬片、免疫组织化学染色

前使用 ０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００、３％ Ｈ２Ｏ２处理细胞，
ＰＢＳ漂洗，一抗孵育（稀释比１∶１００）４℃ 过夜（阴
性对照用 ＰＢＳ液代替一抗），加入二抗工作液
３７℃孵育 ３０ｍｉｎ（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ两步法），ＤＡＢ显色
１０ｍｉｎ（避光，镜下观察至棕色）。

１３　统计学分析
数据使用ＳＰＳＳ１９软件分析，计量资料用均数

±标准差（ｘ±ｓ）表示，两两比较采用 ｔ检验；计数
资料用率（％）表示，数据比较采用 χ２检验。以 Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　细胞凋亡
ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法结果显示：与对照组 Ｈｅ

Ｌａ细胞凋亡率比较，辐照后６ｈ时 ＨｅＬａ细胞凋亡
率（４６％）明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；辐照后２４ｈ时 ＨｅＬａ细胞凋亡率（８０％）增
加更明显，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。图１。

注：与对照组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图１　低强度超声辐照后６及２４ｈ时ＨｅＬａ细胞凋亡率（流式细胞术）
Ｆｉｇ．１　ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅａｆｔｅｒＬＩＦＵｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２２　细胞超微形态
电镜观察结果显示，与对照组（图 ２Ａ）比较，

辐照后６ｈ时 ＨｅＬａ细胞染色质固缩并凝结成块、

出现凋亡小体（图２Ｂ，白色小框），辐照后２４ｈ时
的ＨｅＬａ细胞浆浓缩、内质网变疏松并与胞膜融
合，形成空泡（图２Ｃ）。

对照组　　　　　　　　　　　　　辐照６ｈ　　　　　　　　　　　　　辐照２４ｈ

图２　低强度超声辐照后６及２４ｈ时ＨｅＬａ细胞超微形态（透射电镜）
Ｆｉｇ．２　ＵｌｔｒａｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅａｆｔｅｒＬＩＦＵｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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２３　细胞匀浆中Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组比较，辐照后

６ｈ时ＨｅＬａ细胞匀浆中 Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达水平

明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；辐照后
２４ｈ时增加更明显，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。图３。

Ａ　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　Ｂ

注：Ａ中１为对照组，２～４为辐照后６ｈ，５～７为辐照后２４ｈ；与对照组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图３　低强度超声辐照后６及２４ｈ时ＨｅＬａ细胞匀浆中Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ１２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＩＦＵ

２４　ＨｅＬａ细胞中Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白阳性表达率
结果显示，Ｃａｓｐａｓｅ１２在对照组细胞中无表

达；在人宫颈癌ＨｅＬａ细胞中的表达主要定位于胞
浆，辐照后６及２４ｈ时ＨｅＬａ细胞中Ｃａｓｐａｓｅ１２呈

阳性表达，可见胞浆内充满棕黄色颗粒；与对照组

比较，辐照后６时 ＨｅＬａ细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ１２呈阳性
表达率显著升高（Ｐ＜００５）；辐照后２４ｈ更明显，
差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。见图４。

注：与对照组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图４　低强度超声辐照后６及２４ｈ时ＨｅＬａ细胞中Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白阳性表达率（免疫组织化学）
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ１２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＩＦＵ
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３　讨论

超声波是一种非电离能量，由于超声对生物组

织细胞特有的理化作用，其研究前景广阔。研究表

明，超声可通过多种起始途径及信号传导系统诱导

多种组织细胞凋亡。超声治疗已成为当今抗肿瘤

的研究热点。肿瘤细胞、病变组织、细胞较正常细

胞对超声更为敏感［８－１１］。而近年来的研究发现诱

导细胞凋亡是超声治疗肿瘤的重要生物学机制之

一，其应用之一是采用低剂量超声［１２］。有研究报

告低能量超声可以诱导肿瘤细胞凋亡［１３－１５］。且研

究表明低能量超声对不同肿瘤细胞的凋亡诱导时

间与剂量有差别［１６］。

诱导细胞凋亡是肿瘤治疗的机制之一。细胞

发生凋亡时，细胞膜出现膜外翻现象，细胞皱缩，核

固缩及染色质凝集，核碎裂、凋亡小体形成等。现

大多采用流氏细胞术及投射电镜检测细胞凋

亡［１３，１６］。已有研究发现，不同频率、强度超声导致

细胞对其有应答反应，可能与细胞信号的调控及传

导有关。而低强度超声在诱导细胞凋亡、细胞通透

性增加、细胞结果改变方面研究也逐渐引起重视。

已证实低频低强度超声会因对细胞的空化效应，导

致细胞骨架、细胞膜表面形态、甚至染色体改变，从

而选择性杀伤肿瘤细胞［１７］。本研究结果显示，低

强度超声可诱导宫颈癌细胞发生凋亡，在超声辐照

６ｈ，流式细胞术检测到凋亡率为４６％，投射电镜可
见凋亡小体。并且随着时间延长，凋亡发生率达到

８０％（２４ｈ）。临床研究表明 ＣＩＮⅠ级患者经聚焦
超声治疗后３个月，宫颈局部组织中 Ｐ１６和 Ｋｉ６７
的表达都降低，推测可能与凋亡有关［１８］。本研究

结果提示低强度聚焦超声介导细胞凋亡，并且随着

时间延长，导致细胞死亡。

Ｃａｓｐａｓｅ家族是细胞发生凋亡的常见通路，而
既往研究明确的是 Ｃａｓｐａｓｅ１２参与执行细胞凋亡
步骤中是起主要作用的分子［１９］。超声刺激能使人

宫颈癌细胞株存活率下降，既往对其机制的研究主

要集中在依赖于 Ｃａｓｐａｓｅ的凋亡［２０］。本研究中超

声处理后用免疫组织化学和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测凋
亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ１２表达，结果发现，Ｃａｓｐａｓｅ１２
表达随时间延长呈增加趋势，提示Ｃａｓｐａｓｅ１２介导
的凋亡信号可能参与了低强度超声辐照过程。这

些结果暗示 Ｃａｓｐａｓｅ１２被低强度超声辐照激活。
然而，低强度超声辐照激活Ｃａｓｐａｓｅ１２的具体机制

尚不清楚。

超声对细胞的超声———生物学效应包括热效

应和非热效应。非热效应包括声机械效应效应，超

声空化、声化学效应［２１－２２］。既往研究已证实改变

低强度超声的各种物理参数（频率、时间及强度）

会影响受辐射细胞的结果，不同的超声辐照参数下

对于不同的肿瘤细胞，发生的效应不同［２３－２４］。有

学者认为低能量超声诱导肿瘤细胞凋亡发生的机

制可能与空化效应和机械效应有关［３，１１］。本研究

采用低强度超声对细胞产生非热生物学效应诱导

细胞凋亡，与既往研究一致。但低强度超声波作用

的相关分子信号和关键蛋白质，诱导细胞凋亡的生

理生化机制的仍然是难以捉摸的。考虑超声作为

外界刺激，可能与低强度超声辐照激活宫颈癌细胞

产生应激反应有关，继而启动细胞凋亡机制。目前

还不清楚超声诱导细胞凋亡的具体途径。有研究

报道，低强度超声诱导的细胞凋亡通路被认为是与

线粒体途径有关［２５］。因此，课题组下一步工作将

考虑研究低强度超声诱导宫颈癌细胞凋亡的相关

途径。

综上，本研究发现低强度超声辐照可以诱导人

宫颈癌ＨｅＬａ细胞细胞凋亡，并通过激活 Ｃａｓｐａｓｅ
１２表达增加，促进宫颈癌细胞凋亡。但对于超声
诱导的宫颈癌细胞凋亡的深入分子机制，还需要进

一步的分析，阐明低强度超声反应影响的分子信号

通路。
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