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低强度超声对肝癌细胞MHCC97H迁移
与侵袭能力影响的体外研究

杨名珍，刘邦忠，石明芳，李　蕴，刘光华，王　平 

复旦大学附属中山医院康复医学科，上海 200032

　　［摘要］　背景与目的：低强度超声(low intensity ultrasound, LIUS)能杀伤肿瘤细胞，促进肿瘤细胞的凋

亡，但对肿瘤细胞迁移侵袭作用的影响仍不清楚。该研究旨在探讨LIUS对肝癌细胞MHCC97H迁移侵袭的影

响及可能的机制。方法：实验根据超声照射强度的不同分为对照组(0 W/cm2)、0.5 W/cm2组、1.0 W/cm2组和

1.5 W/cm2组；LIUS处理后划痕实验和Transwell小室体外迁移和侵袭实验检测肿瘤细胞的迁移和侵袭能力；显

微镜及F-actin细胞骨架荧光染色观察处理后细胞骨架的变化；实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent 

quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)及蛋白质［印］迹法(Western blot)检测各组MMP-2、MMP-9
的表达变化。结果：LIUS(小于等于1.5 W/cm2)能促进肝癌细胞MHCC97H的迁移侵袭，划痕实验及Transwell迁
移和侵袭实验都表明LIUS处理后肿瘤细胞迁移侵袭数量增加；光学显微镜及荧光显微镜发现LIUS处理后肝癌

细胞的形态发生变化；RTFQ-PCR及Western blot的结果表明超声处理后MMP-2 mRNA 及蛋白表达水平上升，

MMP-9的mRNA 表达水平上升。结论：LIUS可能通过改变肿瘤细胞的骨架及增加MMP-2的表达促进肝癌细胞

MHCC97H的迁移及侵袭能力。
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An in vitro study of the effect of low intensity ultrasound on the migration and invasion of MHCC97H  
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　　［Abstract］ Background and purpose: Low intensity ultrasound (LIUS) can kill cancer cells and promote 
their apoptosis. However, it is still unknown how it affects the migration and invasion of tumor cells. This study 
aimed to explore the effect of LIUS on human hepatocellular line MHCC97H in migration and metastasis and the 
possible mechanism in vitro. Methods: According to the intensity of ultrasonic irradiation, 4 experimental groups were 
established: control group (0 W/cm2), 0.5 W/cm2, 1.0 W/cm2 and 1.5 W/cm2 group. The migration and invasion ability 
of hepatocellular cells was detected by scratch assay and Transwell migration and invasion assay after the irradiation 
of LIUS. The changes of cytoskeleton after irradiation were observed by microscope and F-actin green fluorescence 
staining. The expressions of MMP-2 and MMP-9 were examined by real-time fluorescent quantitative polymerase chain 
reaction (RTFQ-PCR) and Western blot. Results: Low intensity ultrasound (≤1.5 W/cm2) promoted the migration 
and invasion of hepatocellular line MHCC97H. Scratch assay and Transwell assay showed much more cells under 
irradiation migrated through membrane than untreated. It was found that morphology of liver cancer cells changed 
after LIUS irradiation using optical microscope and fluorescence microscope. The results of RTFQ-PCR and Western 
blot showed upregulation of MMP-2 expression by LIUS in MHCC97H and high expression of MMP-9 mRNA. 
Conclusion: Low intensity ultrasound may promote the migration and invasion of MHCC97H through changing 
cytoskeleton and upregulating protein expression of MMP-2.
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　 　 超 声 是 指 频 率 大 于 人 耳 能 听 到 的 频 率

(20~20 000 Hz)的声波，低强度超声(low intensity 
ultrasound，LIUS)通常指强度小于3 W/cm2的超

声。超声的生物学效应包括机械效应、空化效

应和热效应，目前的研究主要集中于促进肿瘤

细胞凋亡及其机制［1-2］、化疗增敏［3］、增强基

因治疗效率［4］。然而，LIUS对肿瘤细胞的侵

袭转移能力的影响至今研究甚少，而对于恶性

肿瘤而言转移和复发往往是患者死亡的主要原

因，因此本研究的目的就是探究LIUS对肝癌细

胞系MHCC97H的侵袭转移能力的影响及可能的 

机制。

　　肝细胞肝癌是最常见的恶性肿瘤之一。我

国属于肝癌高发国家，发病人数占世界的50%
以上。尽管近年来肝癌研究已取得很大进展，

但患者的生存率仍然不高，5年生存率只有7%
左右，根治性切除患者术后5年仍有40%~70%的

复发率［5］。转移和复发是导致肝癌患者死亡的

主要原因。本研究旨在探讨LIUS对肝癌转移的

影响。

1　材料和方法

１.１　细胞和试剂

　　人肝癌细胞系MHCC97H来自复旦大学附

属中山医院肝癌研究所，细胞培养所用高糖

DMEM培养基、胎牛血清(FBS)、0.25%胰酶

均购自美国Gibco公司，一抗MMP-2、MMP-9
购自美国Abcam公司，β-actin购自美国SCT公

司，二抗购自上海碧云天生物技术有限公司，

Transwell小室(24 well insert, por size 8 μm)购自

美国Corning公司，Matrigel基质胶购自美国BD
公司，蛋白裂解液、彩色预染蛋白购自上海碧

云天生物技术有限公司，TRIzol试剂购自美国

Invitrogen公司，SYBR Premix Ex Taq购自宝生

物工程(大连)有限公司。

　　超声波仪器BTL-5000物理治疗工作站-超声

治疗仪(英国BTL实业公司)使用参数为：频率 

1 MHz，强度为0.5、1.0和1.5 W/cm2，作用时间

为1 min，占空比为25%。 

1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养及实验分组

　　将人肝癌细胞系MHCC97H接种于含10%胎

牛血清、100 U/mL青霉素、100 mg/L链霉素的

DMEM培养基中，置于37 ℃、CO2体积分数为

5%的无菌培养箱中培养。取对数生长期的细胞

用0.25%胰酶消化制成单细胞悬液，细胞悬液装

入无菌聚乙烯离心管中。

　　超声探头与离心管之间涂以耦合剂，使之

紧密接触。根据超声处理强度的不同分为4组：

对照组(0 W/cm2)、0.5 W/cm2组、1.0 W/cm2组

和1.5 W/cm2组。在频率1 MHz、不同处理强度

下，作用1 min后进行后续实验。

1.2.2　划痕实验

　　将超声处理与不处理的细胞悬液接种于6
孔板中，待细胞融合度达80%~90%时用无菌 

200 μL Tip枪头在板底部划等宽的直线。用PBS
洗去漂浮细胞，将培养板放在37 ℃、CO2体

积分数为5%的无菌培养箱中温育，分别在0、

24、48和72 h显微镜下观察拍照，并比较0与

72 h的划痕宽度，用细胞迁移率来表示，即(0 h
的划痕宽度-72 h的划痕宽度)/0 h的划痕宽度。

1.2.3　细胞迁移侵袭Transwell小室实验

　　Transwell 迁移实验：将饥饿24 h后的细胞

用胰酶消化，将不含血清的DMEM调整细胞

密度至5×104个/mL，取200 μL细胞悬液加入到

Transwell小室的上室，下室加500 μL含30%FBS
的DMEM，小室放在24孔板中，在37 ℃、CO2

体积分数为5%的无菌培养箱温育48 h。之后

小室用4%多聚甲醛固定30 min，结晶紫染色

30 min，光学显微镜下观察染色细胞的数量，

任意取3个视野计数并做统计分析。

　　Transwell侵袭实验：将Matrigel基质胶与

无血清的DMEM按1∶5稀释，取50 μL稀释的

Matrigel基质胶加到上室，放入培养箱中3 h。

Matrigel基质胶凝固之后的步骤同Transwell迁移

实验。

1.2.4　细胞形态及F-actin染色观察细胞骨架

　　细胞经LIUS处理后温育在6孔板中，24 h后

换液并在光学显微镜下观察细胞形态，100倍率
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拍照比较。

　　F-actin荧光染色：按照Abcam公司的F-actin
细胞染色试剂盒(绿色荧光)提供的操作步骤对

LIUS处理的细胞进行骨架染色。染色后利用荧

光显微镜的蓝色荧光激发，在放大1 000倍条件

下观察细胞的骨架变化，并拍照观察形态变化

情况。

1.2.5　实时荧光定量聚合酶链反应(real-time 

fluorescent quantitative polymerase chain reaction，

RTFQ-PCR)检测MMP-2、MMP-9的mRNA

的表达

　　将LIUS处理后的细胞铺在6孔板中，细胞贴

壁后用TRIzol提取总RNA，按照宝生物工程(大
连)有限公司试剂盒的操作方法将总RNA逆转录

为cDNA。RTFQ-PCR用SYBR Green染料为荧光

检测信号，RTFQ-PCR在八联管中反应，每组

每个基因设3个复孔。RTFQ-PCR引物见表1。

表 1　GAPDH、MMP-2和MMP-9引物序列表

Tab. 1    Primer sequence for GAPDH, MMP-2 and MMP-9

Gene Sequence (5’-3’)

MMP2 Forward: TATGGCTTCTGCCCTGAGAC
Reverse: CACACCACATCTTTCCGTCA

MMP9 Forward: TTGACAGCGACAAGAAGTGG
Reverse: CGGCACTGAGGAATGATCTA

GAPDH Forward: GAGTCAACGGATTTGGTCGT
Reverse: GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 

　　将RTFQ-PCR所得的目的基因的Ct值与相应

的GAPDH的Ct值相减得ΔCt值，再将处理组的

ΔCt值与对照组的ΔCt值相减得ΔΔCt值，数据采

用2-ΔΔCt法进行分析。

1.2.5　蛋白质［印］迹法(Western blot)检测

MMP-2、MMP-9的蛋白表达

　　各组细胞超声处理后在培养皿里培养24 h
后，用RIPA细胞裂解液提取蛋白，冰上放置

30 min。细胞充分裂解后，于12 000×g、4 ℃
离心15 min，取上清液，用BCA法测蛋白浓

度。将蛋白样品与5×上样缓冲液混匀，沸水煮

5 min，按上海碧云天生物技术有限公司凝胶配

制试剂盒说明配胶，上样量20 μg，依次经过电

泳、PVDF转膜、5%脱脂牛奶封闭1 h之后加入

一抗于4 ℃过夜。第2天加入一抗再次温育1 h
后，TBST冲洗3次，每次5 min，然后室温敷二

抗1.5 h，用TBST再冲洗3次，每次5 min。最后

曝光显示条带。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 20.0统计软件进行统计分析。数

据用x±s表示，各组之间的比较用t检验的方法。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　划痕实验表明低强度超声促进MHCC97H

细胞迁移

　　处理与未处理的细胞铺板，待细胞长至

80%~90%时做划痕实验，并观察3 d，比较

0和72 h的划痕愈合率。由图1可见，低强度

超 声 处 理 后 的 细 胞 划 痕 愈 合 能 力 比 对 照 组 

(0 W/cm2)细胞快，并且1.5 W/cm2组划痕愈合

最快，1.5 W/cm2组与1.0 W/cm2组、处理后各

组与对照组之间差异有统计学意义(P<0.05)，

0.5 W/cm2组与1.0 W/cm2组间差异无统计学意义

(P>0.05)。
2.2　Transwell小室细胞迁移侵袭结果

　　处理与未处理的细胞铺板，24 h后去掉因

LIUS导致的死亡或凋亡的细胞，贴壁的细胞胰

酶消化后行Transwell迁移和侵袭实验。实验结

果如图2所示：Transwell小室上铺不带Matrigel
基质胶显示的是细胞的迁移能力，Transwell小
室上铺有Matrigel基质胶代表的是细胞的侵袭能

力；各组细胞迁移数量的统计分析结果表明处

理后细胞均比未处理细胞迁移增加，处理后各

组与对照组相比差异有统计意义；各组细胞侵

袭数量统计分析结果表明处理后细胞侵袭数量

与未处理相比显著增加，且差异有统计学意义

(P<0.05)。这表明LIUS提高了MHCC97H的体外

迁移侵袭能力。

2.3　LIUS处理后细胞形态的改变

　　LIUS处理细胞24 h后分别在光学显微镜

下和荧光显微镜下观察细胞形态和细胞骨架

F-actin的变化。如图3A显示，处理后(尤其是

杨名珍，等.　低强度超声对肝癌细胞MHCC97H迁移与侵袭能力影响的体外研究
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图 2　Transwell体外迁移侵袭实验

Fig. 2    Transwell migration and invasion assay in vitro

*: P<0.05, compared with control group; **: P<0.01, compared with control group; ***: P=0.000, compared with control group

图 1　划痕实验观察LIUS对MHCC97H迁移能力的影响

Fig. 1    The influence of LIUS on the migration of MHCC97H through scratch assay 
*: P<0.05, compared with control group; **: P<0.01, compared with control group

1.5 W/cm2组)细胞之间变得疏松，连接不如对照

组紧密，单个细胞的形态变得狭长伸出伪足。

图3B荧光显色可见，对照组细胞之间有明显的

紧密连接，处理后紧密连接减少，细胞骨架变

得狭长、伸出伪足。

2.4　低强度超声处理对MMP-2、MMP-9 

mRNA表达的影响

　　LIUS处理后细胞重新温育24 h，之后提取

RNA，用Real-time RT-PCR的方法检测各组细胞

中MMP-2、MMP-9的mRNA 的相对表达量。如

图4所示，MMP-2 mRNA 的相对表达量，与对

照组相比均提高且差异有统计学意义(P<0.05)，
另外本实验1.0 W/cm2组MMP-2 mRNA的表达量

最高，且与0.5 W/cm2组相比，差异有统计学意

义(P<0.05)。MMP-9的mRNA相对表达量，与对

照组相比，处理后各组的表达量均有增加，且

差异有统计学意义(P<0.05)，但处理组各组之间

表达差异无统计学意义(P>0.05)。
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2.5　LIUS处理对MMP-2、MMP-9蛋白表达的

影响

　　LIUS处理后细胞培养24 h后采用Western 
blot检测MMP-2、MMP-9的蛋白表达变化情

况。如图5所示，MMP-2的蛋白表达受LIUS的

影响，处理后细胞的表达量均比对照组增加，

且1.0 W/cm2组是最高的；MMP-9的蛋白表达没

有明显差异。

图 5　LIUS对MMP-2、MMP-9的蛋白表达的影响

Fig. 5    The protein expression of MMP-2 and MMP-9 after LIUS 

irradiation

3　讨　　论

　　超声治疗是超声医学的重要组成部分。超

声治疗是指应用超声能量作用于人体，产生相

应的作用，改变机体的功能与组织状态，以达

到治疗疾病的方法。LIUS一般指输出强度小于

3 W/cm2，对人体组织不产生不可逆的损害，目

前最常应用于临床康复理疗中。超声波治疗作

用基础有3种效应：机械效应、热效应和空化效

应。目前研究最多的是超声波的空化效应［6］，

空化效应指液体中的微小泡核在超声波作用下

被激化，产生泡核的震荡、生长、收缩及崩溃

等一系列动力学过程。

　　肝细胞肝癌是最常见的恶性肿瘤之一，是

导致癌相关死亡的第三大原因［7］，目前手术仍

是治疗的主要方法。虽然近年来治疗方法有不

图 3　细胞形态及F-actin染色表示细胞骨架的改变

Fig. 3    Cell morphology and cytoskeleton changes by F-actin staining

图 4　LIUS处理对MMP-2、MMP-9 mRNA相对表达量的改变

Fig. 4    The relative mRNA expression of MMP-2 and MMP-9 after LIUS irradiation 
*: P<0.05, compared with control group; **: P<0.01, compared with control group
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断的改进，但肝癌患者的预后仍不佳，主要原

因是转移复发。MHCC97H属于肝癌细胞系，

来自复旦大学附属中山医院肝癌研究所，具有

高侵袭性的特点，我们的研究主要观察超声处

理后对于存活下的肝癌细胞的侵袭转移有何 

影响。

　　近年来，LIUS在肿瘤诊疗中的应用越来

越多的被关注。一方面，超声能促进微泡(声

敏剂)靶向治疗肿瘤，从而提高药物的敏感性

及靶向浓度，达到治疗肿瘤的目的［8-9］；另一

方面，超声能抑制肿瘤的生长，体内、体外研

究均证实超声治疗能有效杀伤肿瘤细胞、抑制

肿瘤的生长［2, 10］，我们的研究也证实了这一

点。然而，LIUS对于存活下来的肿瘤细胞的侵

袭转移能力有何影响，很少有学者对此进行研

究。有学者［11］提出高强度超声(high intensity 
ultrasound，HIUS)可能增加肿瘤转移的风险，

但也有不同的观点，Xing等［12］用高强度聚焦

超声(high intensity focused ultrasound，HIFU)
对黑素瘤进行了处理，发现HIFU不增加肿瘤

转移风险，而且可以抑制肿瘤免疫反应。LIUS

对肿瘤细胞的侵袭转移的影响目前研究很少，

并且和我们的研究得出了不同的结果。Wei 
等［13］用LIUS(21 KHz、46 mW/cm2、30 s)联

合微泡对前列腺癌细胞PC-3侵袭转移性进行

了研究，认为超声联合微泡抑制PC-3细胞的

侵袭转移，并解释为这可能是通过降低金属基

质蛋白酶MMP-2、MMP-9发挥作用的。吴欢 

等［14］利用1 MHz、0.3 W/cm2、60 s和1 MHz、 

0.6 W/cm2、30 s的超声参数，发现超声联合

血呋啉单甲醚和SonoVue降低了乳腺癌细胞

株 M D A - M B - 2 3 1的 增 殖 能 力 和 侵 袭 能 力 。

这 可 能 是 因 为 所 研 究 的 肿 瘤 细 胞 类 型 不 同

所 致 ， 也 可 能 与 所 用 超 声 的 强 度 、 频 率 、

处 理 时 间 、 处 理 方 式 及 观 察 时 间 点 等 的 不

同有关。本研究发现1  MHz、处理1  min，

在0~2 W/cm2的强度下，随强度增加，超声

对细胞的杀伤作用增强 (结果中未表示 )；在 

2 W/cm2强度下，残存的细胞几乎很难生长，

所以我们选取0~1.5 W/cm2的强度作研究。在

本研究中，处理后细胞迁移侵袭能力增强，

划 痕 实 验 、 Tr a n s w e l l 小 室 实 验 结 果 均 表 明 

1.5 W/cm2组细胞迁移能力最强且与其他两组

间差异有统计学意义，但0.5 W/cm2组与1.0 W/
cm2组的差异不明显。在Western blot结果中， 

1.0 W/cm2组MMP-2的蛋白表达量是最高的，这

说明MMP机制可能只是其中一个参与机制，而

其具体机制还需进一步探讨。

　　基质金属蛋白酶(MMPs)是锌离子依赖型

的蛋白水解酶家族，能够降解基底膜和细胞外

基质大多数组分，在调节细胞外基质的合成和

代谢中起重要作用。其中，与肝癌侵袭转移关

系最密切的是MMP-2、MMP-9，它们都属于

Ⅳ型胶原酶类［15］。本研究发现，经LIUS处理

后的细胞MMP-2的mRNA和蛋白表达均增加，

说明MMP-2可能参与促进肿瘤侵袭转移。有研

究表明MMP-9既有抗肿瘤的作用也可促进肿

瘤发展，可能与疾病阶段有关，在肿瘤早期阶

段能促进肿瘤发展，在疾病晚期阶段能抑制肿

瘤发展［16］。本研究结果发现，LIUS只改变了

MMP-9的mRNA表达，可能是MMP-9蛋白表达

与转录并不完全一致，没有发挥主要作用。

　　本研究还发现，经LIUS处理后的细胞形态

发生了改变，在光学显微镜下可以看到细胞变

长、失去正常上皮形态，这可能和细胞发生上

皮间质转化有关。有研究表明，上皮间质转化

是肝癌侵袭转移的关键［17］。在荧光显微镜下

通过对F-actin进行染色，可以清楚地看到未处

理细胞间的紧密连接，而处理后细胞间连接减

少、细胞变形、细胞周围伸出细丝状的伪足。

这种形态的改变可能是细胞侵袭迁移能力增强

的一个原因。

　　本研究只在体外环境下探究了超声处理后

细胞的侵袭转移能力的改变，在体内环境中是

否也有相同的变化还需进一步探究。

　　综上所述，LIUS可以通过多种机制杀死

肿瘤细胞、抑制肿瘤生长。LIUS对肝癌细胞

MHCC97H的侵袭转移能力是促进的，这可能

与LIUS增加了MMP-2的表达有关，同时可能与

LIUS改变肿瘤细胞的形态有关。
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