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咪喹莫特联合高强度聚焦超声治疗小鼠黑色素瘤实验研究
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（１． 重庆医科大学生物医学工程系·重庆市生物医学工程学重点实验室·重庆市超声医学工程重点实验室———
省部共建国家重点实验室培育基地，重庆４０００１６； ２． Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ，Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃｓ

ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｍａｔｈ ａｎｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ． Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｏｋｌａｈｏｍａ，ＵＳＡ ７３０３４）
摘要：目的探讨咪喹莫特（ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ，ＩＭＱ）联合高强度聚焦超声（ｈｉｇｈ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｆｏｃｕｓｅｄ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＨＩＦＵ）治疗荷Ｂ１６黑色素瘤小鼠的效
果及其机制。方法采用黑色素瘤细胞Ｂ１６皮下接种小鼠建模，设荷瘤对照组（Ａ组）、ＩＭＱ组（Ｂ组）、ＨＩＦＵ组（Ｃ组）及ＩＭＱ联合ＨＩＦＵ
组（Ｄ组）。观察各组小鼠肿瘤生长情况及小鼠生存时间；制备小鼠脾淋巴细胞，与Ｂ１６细胞共培养，台盼蓝拒染法检测小鼠脾淋巴细胞
对Ｂ１６细胞的细胞毒性，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测培养上清液中γ干扰素（ＩＦＮ － γ）和肿瘤坏死因子－ α（ＴＮＦ － α）的水平。
结果Ａ组、Ｂ组、Ｃ组小鼠中位生存时间分别为２９ ｄ，６５ ｄ，２９ ｄ，均明显短于Ｄ组的１１３ ｄ（Ｐ ＜ ０． ０１）；Ａ组、Ｂ组、Ｃ组脾淋巴细胞毒性
分别为（２３． ００ ± １． ７３）％，（３５． ３３ ± ５． ０３）％，（３７． ５０ ± ２． ２１）％，均明显低于Ｄ组的（５５． ３３ ± ７． ６４）％（Ｐ ＜ ０． ０１）；Ａ组、Ｂ组、Ｃ组培养
上清液中ＩＦＮ － γ质量浓度分别为（４２７． ５７ ± ４２． ５５）ｐｇ ／ ｍＬ，（７７８． ４５ ± ２７． ８５）ｐｇ ／ ｍＬ，（７５６． ２６ ± ８１． ３３）ｐｇ ／ ｍＬ，明显低于Ｄ组的
（９６５． ５６ ± ４６． ２９）ｐｇ ／ ｍＬ（Ｐ ＜ ０． ０１）；Ａ组、Ｂ组、Ｃ组培养上清液中ＴＮＦ － α质量浓度分别为（２７８． ４５ ± ２１． ７２）ｐｇ ／ ｍＬ，（３９９． ３７ ±
３５． ２９）ｐｇ ／ ｍＬ，（３６５． ８６ ± ３６． ９５）ｐｇ ／ ｍＬ，均明显低于Ｄ组的（５６５． ５６ ± ４６． ２９）ｐｇ ／ ｍＬ（Ｐ ＜ ０． ０１）。结论ＩＭＱ联合ＨＩＦＵ治疗能有效延
长黑色素瘤小鼠生存期，提高其抗肿瘤免疫功能，其机制可能与Ｔｈ２向Ｔｈ１逆转增强有关。
关键词：咪喹莫特；高强度聚焦超声；黑色素瘤；小鼠；免疫；作用机制
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ｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐ Ｃ）ａｎｄ ＩＭＱ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ＨＩＦＵ ｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐ Ｄ）． Ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｏｂ
ｓｅｒｖｅｄ． Ｓｐｌｅｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｏ － ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｂ１６ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ Ｂ１６ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｔｒｙｐａｎ ｂｌｕｅ ｄｙｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＦＮ － γ ａｎｄ ＴＮＦ － α ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｂｙ
ＥＬＩＳＡ． Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｇｒｏｕｐｓ Ａ（２９ ｄ），ｇｒｏｕｐ Ｂ（６５ ｄ）ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ（２９ ｄ）ｗｅｒｅ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｈａｎ １１３ ｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄ
（Ｐ ＜ ０． ０１）． Ｔｈｅ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ａ，ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｗａｓ （２３． ００ ± １． ７３）％，（３５． ３３ ± ５． ０３）％ ａｎｄ （３７． ５０ ±
２． ２１）％，ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ （５５． ３３ ± ７． ６４）％ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ｄ（Ｐ ＜ ０． ０１）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＦＮ － γ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ，
ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｗｅｒｅ （４２７． ５７ ± ４２． ５５）ｐｇ ／ ｍＬ，（７７８． ４５ ± ２７． ８５）ｐｇ ／ ｍＬ ａｎｄ （７５６． ２６ ± ８１． ３３）ｐｇ ／ ｍＬ，ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ
（９６５． ５６ ± ４６． ２９）ｐｇ ／ ｍＬ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄ（Ｐ ＜ ０． ０１）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ － α ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ，ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｗｅｒｅ
（２７８． ４５ ± ２１． ７２）ｐｇ ／ ｍＬ，（３９９． ３７ ±３５． ２９）ｐｇ ／ ｍＬ ａｎｄ （３６５． ８６ ± ３６． ９５）ｐｇ ／ ｍＬ，ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ （５６５． ５６ ±４６． ２９）ｐｇ ／ ｍＬ ｉｎ
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目前，恶性黑色素瘤在我国发病率逐年上升犤 １ － ２ 犦。
其恶性程度极高、侵袭性强，极易发生局部进展及转移，
易失去手术机会，且传统放射治疗（简称放疗）、化学治
疗（简称化疗）效果不佳，免疫治疗虽在一定程度上延长

了患者的生存时间，但治疗反应率较低犤 ３ 犦。咪喹莫特
（ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ，ＩＭＱ）为非核苷类异环咪唑喹啉胺类免疫调
节剂，对人和动物的病毒性微生物和肿瘤具有显著的治
疗作用，其与物理治疗的联合应用可以降低单纯物理治

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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与Ａ组比较 与Ｄ组比较

与Ａ组比较 与Ｄ组比较

Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
Ｄ组

２７８． ４５ ± ２１． ７２
３９９． ３７ ± ３５． ２９
３６５． ８６ ± ３６． ９５
５６５． ５６ ± ４６． ２９

ｔ值
－

－ １０． ４６０ ４
－ ７． ０８５ ３
－ ２１． ０６５ ２

Ｐ值
－

１． ７７ × １０ － １１

５． ２１ × １０ － ８

５． １８ × １０ － １９

ｔ值
－

１１． ０５７ ８
１３． ０５８ ４
－

Ｐ值
－

５． ００ × １０ － １２

９． ８９ × １０ － １４

－

Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
Ｄ组

２３． ００ ± １． ７３
３５． ３３ ± ５． ０３
３７． ５０ ± ２． ２１
５５． ３３ ± ７． ６４

ｔ值
－

－ ８． ９７７ ７
－ ２０． ００９ ４
－ １５． ９８４ ５

Ｐ值
－

４． ９２ × １０ － １０

２． ００ × １０ － １８

６． ５９ × １０ － １６

ｔ值
－

８． ４６８ ２
８． ６８２ ７
－

Ｐ值
－

１． ６５ × １０ － ９

９． ８７ × １０ － １０

－

疗后的复发率犤 ４ 犦。还有研究发现，ＩＭＱ乳膏经皮给药与
瘤内注入树突状细胞联合治疗皮肤恶性黑色素瘤效果
较好犤 ５ 犦。Ｒｅｄｏｎｄｏ等犤 ６ 犦在冷冻手术联合ＩＭＱ治疗黑色素
瘤小鼠模型中发现，小鼠的干扰素α 牗 ＩＦＮ － α 牘诱导和
Ｔ细胞免疫反应均有增加，增加了自身免疫的抗肿瘤能
力，为其临床治疗黑色素瘤提供了免疫学依据。高强度
聚焦超声（ｈｉｇｈ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｆｏｃｕｓｅｄ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＨＩＦＵ）是一
种无创治疗方法，在实体肿瘤的治疗中已得到广泛应
用犤 ７ － ９ 犦，但目前临床仍未将黑色素瘤列为ＨＩＦＵ的适应
证。李欢等犤 １０ 犦的研究结果表明，ＨＩＦＵ处理能抑制黑色
素瘤原发灶的生长，并减少原发灶残留的瘤细胞脱落入
血和减少血循环中瘤细胞在肺部的定植。另有研究表
明，ＨＩＦＵ除可以杀灭肿瘤细胞、破坏肿瘤组织外，还可
增加宿主抗肿瘤免疫功能犤 １１ 犦。本研究中采用ＩＭＱ联合
ＨＩＦＵ治疗恶性黑色素瘤，旨在为获得更理想的治疗方
案提供理论依据。现报道如下。
１ 材料与方法
１． １ 材料

动物及细胞株：无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ
ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级雌性Ｃ５７ＢＬ ／ ６小鼠６０只，４周龄，购自重
庆医科大学动物中心（动物生产许可证编号为ＳＣＸＫ
２００７ － ０００１）；小鼠黑色素瘤细胞株Ｂ１６细胞株，购自
中国典型培养物保藏中心（编号为ＭＣＣ０１７）。实验获得
重庆医科大学实验动物伦理委员会的批准；饲养条件为
屏障环境（ＳＰＦ级动物设施）；实验过程按照重庆医科大
学动物实验中心的流程操作。

仪器及试药：ＣＺＦ － １型聚焦超声治疗仪（重庆海扶
技术有限公司）；小鼠ＴＮＦ － α ＥＬＩＳＡ试剂盒（批号为
５５５２６８），小鼠ＩＦＮ － γ ＥＬＩＳＡ试剂盒（批号为５５５１３８），
均购自ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司。咪喹莫特（ＩＭＱ）购自３Ｍ
Ｈｅａｌｔｈ Ｃａｒｅ Ｌｉｍｉｔｅｄ公司（批号为Ｈ２０１６００７９）。
１． ２ 方法

建模及分组：４周龄Ｃ５７ ＢＬ ／ ６系雌性小鼠皮下接种
黑色素瘤细胞株Ｂ１６１ × １０７个／ ｍＬ的单细胞悬液０． １ｍＬ。
此时记为第１天，观察瘤体生长，瘤体平均直径第５天
为３ ｍｍ，第７天为５ ｍｍ。荷瘤对照组（Ａ组）１５只。ＩＭＱ
组（Ｂ组）１５只，第５天开始外用ＩＭＱ，分别于第５，６，８，
９天各擦１次，均匀涂抹，每个肿瘤每次５ ｍｇ。ＨＩＦＵ组
（Ｃ组）１５只，第７天进行ＨＩＦＵ处理，每只小鼠用ＨＩＦＵ
处理１次，治疗头频率为９． ５ ＭＨｚ，声功率为４． ５ Ｗ；焦
距为６ ～ ８ ｍｍ，施治２０ ｓ，停２０ ｓ，重复９次。ＩＭＱ联合
ＨＩＦＵ组（Ｄ组）１５只，第５天开始外用ＩＭＱ，方法同前；
第７天进行ＨＩＦＵ处理１次，方法同前。

肿瘤生长曲线及疗效分析：每组取１０只小鼠，观察
各组小鼠治疗后的生存时间，并绘制曲线。

小鼠脾淋巴细胞提取：治疗后１４ ｄ，每组取５只小

鼠，采用“眼球摘除法”获取外周血后，使小鼠处于失血
性休克状态，置７５％乙醇中浸泡２ ｍｉｎ，在无菌环境下
取３组荷瘤小鼠的脾脏。取出的脾脏立即置２００目铜网
上碾碎，采用ＲＰＭＩ １６４０液冲洗铜网，并收集细胞悬液。
采用Ｆｉｃｏｌｌ － Ｐａｑｕｅ梯度离心法得到脾脏淋巴细胞犤 １２ 犦。
在３７ ℃及５％ ＣＯ２培养箱中孵育，并在培养液中加入
鼠白细胞介素２（ｍＩＬ － ２），终浓度为２００ Ｕ ／ ｍＬ。培养
３ ｈ后取悬浮细胞，弃除贴壁细胞，用ＲＰＭＩ １６４０完全
培养液调细胞密度为２ × １０６ ／ ｍＬ，待用。

测定脾脏淋巴细胞细胞毒性：９６孔培养板每孔加
入密度分别为１ × １０５个／ ｍＬ和２ × １０６个／ ｍＬ的Ｂ１６
肿瘤细胞及脾细胞液各０． １ ｍＬ，细胞混匀后，在３７ ℃
及５％ ＣＯ２、饱和湿度条件下共孵育４８ ｈ后采用台盼蓝
排斥法染色计数活细胞，计算，淋巴细胞细胞毒性＝ 牗对
照组活细胞数－试验组活细胞数牘 ／对照组活细胞数×
１００％ 犤１３ 犦。试验设３个复孔，重复３次。

培养上清液细胞因子检测：将各组脾淋巴细胞与肿
瘤细胞共培养４８ ｈ后离心，留取培养上清液，于－ ８０ ℃
冰箱保存。ＥＬＩＳＡ法犤１４犦检测上清液中ＩＦＮ －γ和ＴＮＦ －α
含量。按试剂盒说明书操作，重复３次。
１． ３ 统计学处理

采用ＳＡＳ ８． ０统计学软件分析。计量资料用Ｘ ± ｓ表
示，采用方差分析，组间两两比较采用ｔ检验。Ｐ ＜ ０． ０５
为差异有统计学意义。
２ 结果

结果见表１至表３。各组中位生存时间及９５％置信
区间（ＣＩ）分别为：Ａ组，２９ ｄ和（２７． ８ ～ ３０． ５）ｄ；Ｂ组，６５ ｄ
和（６１． ２ ～ ６７． ８）ｄ；Ｃ组，２９ ｄ和（２６． ３ ～ ３１． ５）ｄ；Ｄ组，
１１３ ｄ和（１０５ ～ １２７）ｄ。Ｄ组的小鼠生存率高于其他组。

３ 讨论
机体的免疫功能与肿瘤的发生、发展有密切关系，

表１各组脾淋巴细胞对Ｂ１６细胞的细胞毒性比较（ｎ ＝ １５）
细胞毒性
（Ｘ ± ｓ，％）组别

质量浓度
（Ｘ ± ｓ，ｐｇ ／ ｍＬ）组别

表２ 各组脾淋巴细胞与Ｂ１６细胞共培养后上清液ＴＮＦ － α
水平变化比较（ｎ ＝ １５）
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与Ａ组比较 与Ｄ组比较

Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
Ｄ组

４７２． ５７ ± ４２． ５５
７７８． ４５ ± ２７． ８５
７５６． ２６ ± ８１． ３３
９６５． ５６ ± ４６． ２９

ｔ值
－

－ ２４． ０５７ １
－ １２． ３５０ ０
－ ３０． ３６７ ３

Ｐ值
－

１． ５２ × １０ － ２０

３． ７７ × １０ － １３

２． ８２ × １０ － ２３

ｔ值
－

１２． ６９７ ５
８． ２８９ ７
－

Ｐ值
－

１． ９４ × １０ － １３

２． ５４ × １０ － ９

－

表３ 各组脾淋巴细胞与Ｂ１６细胞共培养后上清液ＩＦＮ － γ
水平变化比较（ｎ ＝ １５）

质量浓度
（Ｘ ± ｓ，ｐｇ ／ ｍＬ）组别

当宿主免疫功能低下或受抑制时，肿瘤发病率高，而在
肿瘤进行性生长时，患者的免疫功能受抑制，两者互为因
果。恶性肿瘤患者免疫功能低下，机体处于免疫功能抑制
状态。尽管多数的肿瘤都表达了一种或多种肿瘤相关抗
原（ＴＡＡ），但却能通过多种机制逃脱免疫系统的监视和
攻击。理想的肿瘤治疗方法应是既能精确破坏局部和全
身的肿瘤细胞，又能全面恢复机体的免疫功能，使已失常
的抗肿瘤免疫功能重新恢复正常，形成治疗肿瘤和恢复
机体正常功能的良性循环，减少肿瘤的复发和转移犤１５ － １７犦。

辅助性Ｔ淋巴细胞（ｔ － ｈｅｌｐｅｒ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，Ｔｈ）及其
分泌的细胞因子在免疫调节中具有重要作用。体内Ｔｈ１
免疫活性下降而Ｔｈ２升高，将导致细胞免疫障碍、基因
突变、癌基因被激活及端粒酶活性改变等，导致受感染
的细胞异常增生，最终发展为癌症犤 １８ － １９ 犦。另外，分化的
Ｔｈ１和Ｔｈ２两个细胞亚群，各自分泌不同的细胞因子，
均能刺激自身分化和发展而抑制对方的分化和发展，相
互影响。Ｔｈ１型细胞因子ＩＬ － ２和ＩＦＮ －γ，能刺激ＣＴＬ的
增殖和分化，ＩＦＮ －γ可增强ＮＫ细胞的杀伤能力，ＴＮＦ等
可直接杀伤肿瘤细胞等，从而抑制肿瘤的发展犤２０ － ２１犦。

ＩＭＱ对肿瘤细胞的作用主要是通过免疫调节机制
诱导多种免疫相关细胞的细胞因子表达和分泌，增强机
体的天然与获得性免疫应答来发挥的，其作用于单核细
胞、巨噬细胞和树突状细胞等细胞的ＴＬＲ７，促进细胞分
泌ＩＬ － １２，ＩＬ － １β，ＴＮＦ － α，ＩＦＮ１等细胞因子，参与固
有和适应性免疫应答，可增强机体抗病毒和抗肿瘤效
应；研究表明，ＴＬＲ４，ＴＬＲ２，ＴＬＲ７ ／ ８等受体的活化性配
体可直接或间接调节Ｔｒｅｇ的功能，可逆转ＤＣ诱导的
Ｔｈ２细胞型免疫应答，促进Ｔｈ１细胞型免疫应答可增强
机体抗病毒和抗肿瘤效应犤 ２２ － ２３ 犦。

ＨＩＦＵ治疗肿瘤现已应用于多种实体肿瘤的临床治
疗，除可杀灭肿瘤细胞、破坏肿瘤组织外，还可增加宿主
抗肿瘤免疫功能。Ｒｏｓｂｅｒｇｅｒ等犤 ２４ 犦发现，ＨＩＦＵ治疗外周
血ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋比值低下的脉络膜黑色素瘤患者后，该
比值升高并恢复正常。孔凡斌等犤 ２５ 犦发现，ＨＩＦＵ治疗后
宿主特异抗肿瘤免疫功能明显活化，宿主全身抗肿瘤免
疫功能明显改善；ＨＩＦＵ可使一些生物活性物质如
ＩＦＮ － γ，ＩＬ － ２，ＴＮＦ － α等表达增高，从而改善肝癌患者
体内Ｔｈ１向Ｔｈ２漂移的状态等犤 ２６ 犦 。

本研究结果显示，ＩＭＱ和ＨＩＦＵ联合治疗能够延长
荷瘤小鼠的生存时间；能促进小鼠脾淋巴细胞对Ｂ１６
细胞的细胞毒作用，治疗后荷瘤鼠脾淋巴细胞与肿瘤共
培养时，脾Ｔ淋巴细胞所分泌的ＩＦＮ － γ水平和ＴＮＦ －α
水平均增高（即Ｔｈ２向Ｔｈ１逆转），其作用大于两种方
法单独治疗时的免疫增强作用。因此，推测Ｔｈ２向Ｔｈ１
逆转是可能是两种治疗方法联合后可抑制局部肿瘤的
生长及延长小鼠生存时间的机制之一。
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