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【摘要】  目的　研究仿生姜黄素介导的声动力治疗在抗恶性黑色素瘤治疗中的作用，旨在为恶性黑色素瘤的治疗提

供新的策略。方法　运用超声声振法包覆黑色素瘤细胞膜在姜黄素表面，形成仿生姜黄素；运用TEM观察仿生姜黄素的

形貌；流式细胞术分析体外靶向性、细胞凋亡及胞内产活性氧（reactive oxygen species, ROS）的效果。体外实验分为对照

组、US组、姜黄素组、仿生姜黄素组和仿生姜黄素+US组，每组3只小鼠；运用病理HE染色评估仿生姜黄素的体内安全性；

运用HE染色、CD31染色、Ki67染色、TUNEL染色评估超声联合仿生姜黄素体内抗黑色素瘤治疗的效果。结果　仿生姜黄

素形貌较均一，具有壳核结构；FlowJo流式细胞分析结果显示仿生姜黄素可以更好地被黑色素瘤细胞摄取；细胞凋亡率显

示对照组（10.30±0.61）%，单独超声（US）组（10.41±3.13）%，姜黄素组（24.97±1.38）%，仿生姜黄素组（31.39±3.84）%，仿生姜

黄素+US组（40.89±0.79）%，仿生姜黄素+US组细胞凋亡率高于其余各组（P<0.05）；ROS流式细胞分析结果显示，与对照组相

比，US组荧光强度值几乎无增加，其余组荧光强度均有不同程度的增加；仿生姜黄素组荧光强度〔（1.10±0.38）%〕与姜黄素

组〔（0.73±0.26）%〕比较无明显差异（P>0.05），仿生姜黄素+US组荧光强度值〔（3.35±0.04）%〕高于其余各组（P<0.05）。HE染

色显示各治疗组心、肝、脾、肺、肾组织形态未见明显异常，肿瘤HE染色显示仿生姜黄素+US组细胞形态变化最大，其次

是仿生姜黄素组、姜黄素组，US组肿瘤细胞形态未见明显异常；CD31染色、Ki67染色、TUNEL染色分别显示仿生姜黄

素+US组棕色区域面积最大、红色荧光数目最多、绿色荧光数目最多，其次是仿生姜黄素组、姜黄素组。结论　仿生姜黄

素形貌均一，具有壳核结构，具有良好的靶向性；联合超声后，具有良好的体内外抗肿瘤治疗效果。
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【Abstract】   Objective　To  study  the  role  of  curcumin-mediated  sonodynamic  therapy  in  the  treatment  of
malignant melanoma, and to provide a new strategy for the treatment of malignant melanoma. Methods　The ultrasonic
sound  and  vibration  method  was  applied  to  coat  curcumin  with  mouse  melanoma  cell  membrane,  thereby  forming
biomimetic curcumin. The morphology of biomimetic curcumin was observed by transmission electron microscope. Flow
cytometry was used to analyze the effect of biomimetic curcumin in terms of in vitro targeting, apoptosis, and intracellular
reactive  oxygen species  (ROS)  production.  The in  vivo experiment  was  divided into  control  group,  US group,  turmeric
group,  imitation  turmeric  group,  and  imitation  turmeric+US  group,  with  3  mice  in  each  group.  The in  vivo safety  of
biomimetic curcumin was evaluated by HE staining. In addition, HE, CD31, Ki67, and TUNEL stainings were performed
to  evaluate  the in  vivo anti-melanoma  therapeutic  effect  of  ultrasound  combined  with  biomimetic  curcumin.
Results　The  biomimetic  curcumin  had  a  generally  uniform  morphology  and  possessed  a  core-shell  structure.  Flow
cytometry  analysis  performed  with  FlowJo  showed  that  the  biomimetic  curcumin  could  be  effectively  taken  up  by
melanoma  cells.  The  apoptosis  rate  was  (10.30±0.61)% in  the  control  group,  (10.41±3.13)% in  the  ultrasound  group,
(24.97±1.38)% in  the  curcumin  group,  (31.39±3.84)% in  the  biomimetic  curcumin  group,  and  (40.89±0.79)% in  the
biomimetic curcumin and ultrasound combination group. The apoptosis rate in the biomimetic curcumin and ultrasound
combination group was higher than those in the other groups (P<0.05). The results of ROS flow cytometry showed that,
compared with  the  control  group,  the  ultrasound group demonstrated  almost  no increase  in  the  fluorescence  intensity,
while  the  other  groups  showed  an  increase  in  the  fluorescence  intensity  to  varying  degrees.  There  was  no  significant
difference in the fluorescence intensity between the biomimetic curcumin group ([1.10±0.38]%) and the curcumin group
([0.73±0.26]%)  (P>0.05).  The  fluorescence  intensity  of  the  biomimetic  curcumin  and  ultrasound  combination  group
([3.35±0.04]%) was higher than those of the other groups (P<0.05). HE staining showed no obvious abnormalities in the
morphology of heart, liver, spleen, lung, and kidney tissues in any of the treatment groups. HE staining showed the most 
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significant changes in cell morphology in the biomimetic curcumin and ultrasound combination group, followed by the
biomimetic curcumin group and the curcumin group. No obvious abnormalities in tumor cell morphology were observed
in  the  ultrasound group.  According  to  the  respective  results  of  CD31 staining,  Ki67  staining,  and TUNEL staining,  the
biomimetic  curcumin  and  ultrasound  combination  group  had  the  largest  brown  area,  the  highest  number  of  red
fluorescence,  and  the  highest  number  of  green  fluorescence,  followed  by  the  biomimetic  curcumin  group  and  the
curcumin group. Conclusion　The biomimetic curcumin displays uniform morphology, a core-shell structure, and good
targeting properties.  When it  is  used in  combination with  ultrasound,  biomimetic  curcumin demonstrates  a  good anti-
tumor therapeutic effect both in vivo and in vitro.
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恶性黑色素瘤（malignant melanoma, MM）是由黑色

素细胞引起的恶性肿瘤，恶性程度高，占皮肤癌死亡人数

的75%，早期易发生转移，预后差[1-2]。目前手术治疗是早

期恶性黑色素瘤的主要治疗方式[3-4]，但是手术切除范围

广，如截肢会严重影响生活质量，晚期治疗方式是免疫治

疗、放化疗为主的辅助治疗，化疗药物具有非特异性，易

造成正常细胞、组织和器官的损伤，此外，耐药和药物利

用率低也是化疗所面临的难题。免疫疗法费用高昂，同

时仍可能产生耐药性，且部分患者对免疫制剂无反应性[5]。

因此，寻找新型的治疗方式具有重要的意义。

声动力治疗（sonodynamic therapy, SDT）是在光动力

治疗技术上发展而来的一种新型的治疗方式，在超声作

为外界力量的作用下，肿瘤组织中的声敏剂被激活而发

生电子跃迁，从而产生活性氧（reactive oxygen species,

ROS），诱导细胞凋亡、坏死[6-8]，具有安全、经济、穿透性

强及可控性的特点。此外，超声还可以利用其热效应、

空化效应而引起细胞的死亡。SDT的必需条件之一是

声敏剂的存在[9-11]，姜黄素（curcumin, Cur）是从姜科植物

姜黄根茎中分离出的一种脂溶性多酚[12]，研究表明，姜

黄素具有声敏活性，联合超声，在抗肿瘤治疗中发挥重

要作用 [13-15]。但姜黄素存在水溶性差、稳定性弱的缺

点，限制了其应用[16]。因此，针对姜黄素以上弱点，对姜

黄素进行修饰，可以提高生物利用度，提高抗肿瘤效

果。近年来，细胞膜仿生药物修饰不仅可以保留药物的

性能，而且拥有细胞膜中的各种蛋白和脂质成分，从而

发挥多种功能，例如，提高药物的长循环性、稳定性、肿

瘤成像、免疫等。肿瘤细胞繁殖速度快，易获取；且具

有同源靶向性而广泛用于细胞膜涂层技术中 [17]。近年

来，研究表明细胞膜涂层技术采用自上而下的合成方法

可以有效地将细胞膜的功能复制在纳米材料表面而有

效地提高了纳米材料与肿瘤组织的靶向性，由于肿瘤细

胞膜与肿瘤组织具有同源性，可保留膜表面的肿瘤特异

性识别蛋白、免疫耐受及阻止巨噬细胞摄取的蛋白被越

来越多地用于仿生纳米材料的制备中。

基于上述理论基础，本研究通过提取恶性黑色素瘤

细胞膜，对姜黄素进行修饰构建仿生姜黄素，用于介导声

动力治疗黑色素瘤，旨在为MM的治疗提供新的策略及

理论研究基础。 

1     材料与方法
 

1.1    主要实验材料

姜黄素粉剂购自阿拉丁；BCA蛋白定量试剂盒、DiI

红细胞膜橙色荧光探针和ROS检测试剂盒购自碧云天生

物技术有限公司，Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂

盒购自正四柏生物科技有限公司；CD31检测试剂盒购自

湖南艾方生物科技有限公司，TUNEL试剂盒购自四川博

杰瑞生物科技有限公司，Ki67细胞增殖检测试剂盒购自

赛默飞公司，苏木精和伊红染料购自Sigma-Aldrich公

司。小鼠黑色素瘤细胞B16F10购自中国科学院/干细胞

库。实验动物：6～8周、雄性、C57BL/6小鼠购自北京华

阜康生物科技股份有限公司。所有动物实验均符合四川

大学华西医院动物保护与伦理委员会的要求，批准号：

20240520005。 

1.2    方法 

1.2.1    仿生姜黄素的制备和表征

小鼠黑色素瘤细胞膜的提取：收集处于对数期生长

的小鼠黑色素瘤细胞，细胞裂解液裂解细胞，超声破碎仪

破碎细胞（4 ℃，30 min，50%占空比，频率21 kHz），4 000×g，

10 min离心后收集上清；收集的上清再次低温（4 ℃）、高

速（16 000×g）离心30 min，随即收集沉淀物，PBS洗2次后

用PBS进行重悬，然后BCA进行膜蛋白含量的测定。

运用超声声振法合成仿生姜黄素：用PBS分别将姜黄

素粉剂和细胞膜配置成1 mg/mL的溶液；将5 mL姜黄素

溶液与5 mL细胞膜溶液融合，超声法融合10 min；离心、

冻干后运用PBS重悬，供后续使用。 

1.2.2    仿生姜黄素的透射电子显微镜检测

1 mg/mL仿生姜黄素置于铜片上，然后用磷钨酸溶液

负染，进行透射电子显微镜（ t ransmiss ion e lectron
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microscope, TEM）检测分析仿生姜黄素的形貌特征。 

1.2.3    仿生姜黄素体外靶向性的验证

①将处于对数期生长的B16F10细胞接种在24孔板

（500 μL细胞悬液，约5×105细胞）；②待细胞基本长满时，

各孔分别加入DiI标记的100 μg/mL姜黄素、100 μg/mL

仿生姜黄素；共孵育8 h；③弃去孔板上清，消化收集细

胞，PBS洗涤2次，重悬后，运用细胞流式仪进行检测。 

1.2.4    超声联合仿生姜黄素体外抗黑色素瘤细胞效果验证

①实验分组：对照组，单独超声（US）组，姜黄素组，仿

生姜黄素组，仿生姜黄素+US组；②铺板：将处于对数期

生长的B16F10细胞接种在24孔板（500 μL细胞悬液，约

5×105细胞）；③处理细胞：待细胞基本长满时，按照分组

分别进行处理（材料质量浓度：100 μg/mL），超声条件

（1 W/cm2, 1 min）；④染色：弃去培养基，消化并收集细

胞，PBS洗涤2次后，加入5 μL Annexin V/FITC染色液及

10 μL PI染色液，室温避光条件下孵育10 min后，进行流式

检测。 

1.2.5    超声联合仿生姜黄素胞内产ROS的检测

①实验分组：同1.2.4；②铺板：同1.2.4；③处理细胞：

同1.2.4；④染色：弃去培养基，消化收集细胞，PBS洗涤2次

后，加入DCFH-DA染色工作液，37 ℃避光条件下孵育30 min

后，进行流式检测。 

1.2.6    小鼠黑色素瘤皮下瘤模型的建立

①备皮、打耳标；②收集处于对数期生长的黑色素瘤

细胞；③异氟烷麻醉小鼠后，皮下注入B16F10细胞悬液；

后续定期观察皮下成瘤情况及小鼠状态。 

1.2.7    超声联合仿生姜黄素体内抗黑色素瘤细胞效果验证

①实验分组：对照组，US组，姜黄素组，仿生姜黄素

组，仿生姜黄素+US组，每组3只小鼠；②肿瘤体积达到

50～100 mm3进行治疗，按照分组进行对应的治疗，其中，

尾静脉注射材料，浓度10 mg/kg，US条件：频率1 MHz, 占

空比30%，功率2 W/cm2，超声辐照时间4 min；每2 d治疗

一次，共治疗4次。治疗结束后，取小鼠心、肝、脾、肺、

肾及肿瘤组织，进行各组织的HE染色以观察各种小鼠

心、肝、脾、肺、肾、肿瘤组织的形态，肿瘤组织的CD31

免疫组化染色以观察各组小鼠肿瘤组织中新生血管的多

少，肿瘤组织的Ki67免疫荧光染色以观察各治疗组小鼠

肿瘤细胞的增殖情况，肿瘤组织的TUNEL染色以观察各

治疗组小鼠肿瘤组织肿瘤细胞的凋亡情况。 

1.2.8    统计学方法

x̄± s

运用SPSS 22.0软件进行统计学分析。计量资料用

表示，多组独立、正态、方差齐性资料组间比较运用

单因素方差分析，组间两两比较采用LSD检验，P<0.05为

差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    仿生姜黄素的TEM检测结果

姜黄素是形貌欠均一的颗粒状结构（图1A），仿生姜

黄素TEM表现为形貌较均一的具有壳核结构的球形结构

（图1B）。
  

200 nm 100 nmA B

 
图 1  姜黄素（A）与仿生姜黄素（B）的TEM图

Fig 1  TEM image of curcumin (A) and biomimetic curcumin (B)
  

2.2    仿生姜黄素体外靶向性的验证

FlowJo流式细胞分析结果显示小鼠黑色素瘤细胞摄

取仿生姜黄素组的峰值较姜黄素组、对照组向右偏移

（图2A）。 

2.3    超声联合仿生姜黄素体外抗肿瘤效果

流式细胞分析结果显示，对照组细胞凋亡率为

（10.30±0.61）%，US组细胞凋亡率为（10.41±3.13）%，姜黄

素组细胞凋亡率为（24.97±1.38）%，仿生姜黄素组细胞凋

亡率为（31.39±3.84）%，仿生姜黄素+US组细胞凋亡率为

（40.89±0.79）%。与对照组相比，US组细胞凋亡率的差异

无统计学意义，其余组细胞凋亡率均增高（P<0.05）；仿生

姜黄素组细胞凋亡率高于姜黄素组（P<0.05），仿生姜黄

素+US组细胞凋亡率较仿生姜黄素组进一步增高（P<

0.05）。见图2B、2D。 

2.4    超声联合仿生姜黄素对肿瘤细胞内产ROS的影响

ROS流式细胞分析结果显示，与对照组相比，US组荧

光强度值几乎无增加（P>0.05），其余组荧光强度均有不

同程度的增加 （P < 0 . 0 5 ） ；仿生姜黄素组荧光强度

〔（1.10±0.38）%〕与姜黄素组〔（0.73±0.26）%〕比较无明显

增强（P>0.05），但仿生姜黄素+US组荧光强度值较这两组

进一步增加〔（3.35±0.04）%，P<0.05〕。见图2C、2E。 

2.5    超声联合仿生姜黄素体内安全性评估

小鼠在皮下注入B16F10细胞悬液4 d后，皮下可观察

到小黑点，各小鼠生长状态良好。治疗结束后，各治疗组

心、肝、脾、肺、肾HE染色显示，心、肝、脾、肺、肾脏组

织细胞形态未见明显异常（图3）。 

2.6    超声联合仿生姜黄素的体内抗肿瘤治疗效果

见图4。HE染色显示，与对照组相比，US组几乎看不
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到明显的肿瘤细胞形态的改变，其余组均出现不同程度

的细胞形态的变化，主要表现为肿瘤细胞的皱缩、细胞核

的不完整，其中仿生姜黄素+US组的破坏程度最大，仿生

姜黄素组次之，仿生姜黄素组细胞形态改变的程度高于

姜黄素组。

CD31染色显示，与对照组相比，US组棕色区域面积

无显著改变，其余组均出现不同程度的棕色区域面积的

减少，其中仿生姜黄素+US组的棕色区域面积最小，仿

生姜黄素组次之，仿生姜黄素组棕色区域面积小于姜黄

素组。

Ki67染色显示，与对照组相比，US组红色荧光的数目

无显著改变，其余组均出现不同程度的红色荧光数目的

减少，其中仿生姜黄素+US组的红色荧光数目最少，仿生

姜黄素组次之，仿生姜黄素组红色荧光数目少于姜黄

素组。

TUNEL染色显示，与对照组相比，US组绿色荧光的
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图 2  仿生姜黄素体外细胞实验结果

Fig 2  Results of biomimetic curcumin in vitro cell experiment

Cur: curcumin; US: ultrasound. A, Flow cytometry diagram of the cell phagocytosis of biomimetic curcumin; B, statistical analysis of cell apoptosis rate of cells

treated with biomimetic curcumin combined with ultrasound (n=3); C, statistical analysis of intracellular ROS production in cells treated with biomimetic curcumin

combined with ultrasound (n=3); D, experimental results of cell apoptosis after treatment with biomimetic curcumin combined with ultrasound; E, experimental results of

intracellular ROS production after treatment with biomimetic curcumin combined with ultrasound. ** P<0.01, *** P<0.001.
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图 3  各治疗组脏器的 HE 染色图

Fig 3  The HE staining of organ tissues given different treatments

The abbreviations are explained in the note to Fig 2.
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数目无显著改变，其余组均出现不同程度的绿色荧光数

目的增多，其中仿生姜黄素+US组的绿色荧光数目最多，

仿生姜黄素组次之，仿生姜黄素组绿色荧光数目多于姜

黄素组。 

3     讨论

SDT是近年来提出的一种基于超声波的疾病治疗模

式，具有良好的抗肿瘤效果。目前SDT机制仍在探索中，

其中，ROS机制是比较认可的机制之一，主要指超声激活

肿瘤组织中的声敏剂产ROS，破坏肿瘤细胞，达到抗肿瘤

治疗的目的[18]。姜黄素是从姜黄中提取出的一种天然多

酚，是声敏剂的一种，具有生物安全性高的优势，但水溶

性差、生物半衰期短的特性限制了其应用，随着药物递

送、修饰技术的发展，研究人员提出了纳米载体递送、脂

质体修饰、化学修饰等方案[19-20]。本研究采用同源肿瘤

细胞膜包覆姜黄素形成仿生姜黄素，相对于游离姜黄素，

肿瘤细胞膜的包覆不仅提高了生物相容性，还增加了药

物靶向性，体外靶向性流式分析实验证明了这一优势。既

往研究证实细胞膜包覆纳米制剂后，会形成壳核结构[21-22]，

这与本研究中TEM显示的包覆肿瘤细胞膜的姜黄素的形

貌特征相一致。

Annexin V是一种钙离子依赖性磷脂结合蛋白，与磷

脂酰丝氨酸PS有高度亲和力，可通过细胞外侧暴露的

PS与凋亡早期细胞胞膜结合，将Annexin V标记荧光染

料，利用流式细胞仪检测细胞凋亡。细胞核染料PI可与

双链DNA特异性结合，并产生强烈的荧光，正常情况下无

法透过细胞膜，由于凋亡晚期或坏死细胞膜丧失完整性，

PI可进入细胞内对DNA进行染色，Annexin V/PI联用，可

区分处于不同凋亡时期的细胞[23]。本研究流式细胞分析

结果提示仿生姜黄素引起的细胞凋亡率高于游离姜黄素

组，推测姜黄素可通过诱导细胞凋亡起到抗肿瘤治疗的

效果；细胞膜的包覆可以增加药物被细胞摄取，进而增加

了细胞凋亡率，与以往研究结果一致；联合超声后，效果

进一步提高，充分证明了SDT在抗肿瘤领域具有良好的

应用前景。

R O S是一类含有氧的分子、自由基及离子 ，包

括·OH、·O2
−、1O2、H2O2等，其在细胞信号转导及维持组织

稳态中发挥重要作用，维持机体正常的生命活动，胞内

ROS的产生与清除处于动态平衡，若该机制被打破，引起

ROS过多或过少均可以引起疾病的发生，ROS水平的升高
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图 4  各治疗组肿瘤组织的病理染色

Fig 4  Pathological staining of the tumor tissues of different treatment groups

The abbreviations are explained in the note to Fig 2.
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会导致DNA、蛋白及磷脂过氧化，进而引起细胞的凋亡

及坏死[24]。本研究发现与对照组相比，仿生姜黄素组、姜

黄素组细胞内产ROS的量均增加，与以往研究中报道的

姜黄素可通过提高细胞NADPH氧化酶活性促进ROS产

生的结果相一致；仿生姜黄素组较姜黄素组胞内产

ROS的量增加，但差异没有统计学意义，推测与药物孵育

时间和药物浓度有关，联合超声后，仿生姜黄素胞内产

ROS的量增加，推测与SDT的机制之一超声刺激组织内声

敏剂产ROS有关。

良好的生物安全性是药物用于医学领域的重要条

件。本研究观察到各治疗组小鼠的心、肝、脾、肺、肾组

织的细胞形态未发生明显的改变，提示仿生姜黄素在一

定剂量下，具有良好的生物安全性。肿瘤组织HE染色显

示仿生姜黄素+US组细胞形态变化明显，其次是仿生姜

黄素组、姜黄素组，与体外抗肿瘤效果一致。CD31是血

小板黏附分子之一，是最敏感、最特异的内皮标记物，其

在肿瘤组织中的表达与肿瘤组织血管的生长有关，仿生

姜黄素+US组具有最少的表达，笔者认为联合超声后仿

生姜黄素可以发挥良好的生物学效应，破坏肿瘤组织血

管，阻断其营养物质供应，为高效抗肿瘤提供了可能[25]。

TUNEL检测试剂盒中的12-dUTP可与断裂的DNA产生的

3'-OH末端结合，带上荧光的细胞则代表已发生凋亡，因

此，TUNEL 检测常用于抗肿瘤治疗效果的评价[26]。本研

究发现仿生姜黄素+US组较其他组具有较多的绿色荧

光，提示仿生姜黄素联合超声可介导DNA的损伤，进而抑

制肿瘤的生长。Ki67的本质是一种核抗原，特定的抗体

与其结合后，可以检测细胞分裂增殖的情况，本研究表明

仿生姜黄素+US组具有最少的红色荧光，表明其有较强

抑制细胞增殖的能力。

本实验仍存在不足：首先，没有对药物代谢进行验

证；其次，对姜黄素抗肿瘤机制方面尚需要进一步探索；

最后，研究涉及指标较多且缺乏严格的样本量计算，结果

仅作为探索性分析。

综上所述，本研究构建的仿生姜黄素形貌均一，具有

壳核结构，具有良好的靶向性；联合超声后，具有良好的

体内、外抗肿瘤效果和生物安全性，该研究有望为恶性黑

色素瘤的治疗提供新的方案。
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