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目的
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观察不同辐照参数下超声微泡对前列腺癌细胞生长及基因转染效率的影响%方法
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组中细胞生长良好#转染
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蛋白表达明显高于其他各组%结论
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在最适辐照参数下!超声微泡造影剂能
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&发病率迅速升高#
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的治疗成为肿瘤研究关注的焦点之一#而基因疗法是肿瘤

治疗研究的热点和希望所在#其中近年出现的单纯疱疹病毒
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&系统显示出了良好的应

用前景)
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+然而病毒载体的安全性及非病毒载体的低效性等

问题限制了肿瘤基因疗法的进一步发展+最近出现的一种新基

因靶向转染技术000利用微泡造影剂在低频超生辐照下定向释

放靶基因#有望解决上述问题)
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+但目前利用超声微泡造影剂

转染基因尚无统一优化的参数指标#作者利用超声微泡造影剂

携
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自杀基因对前列腺癌细胞
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进行转染#并对超

声辐照的强度,时间及微泡的浓度等参数指标对转染效率的影

响进行了初步探讨#为前列腺癌的基因治疗提供理论依据+
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前列腺癌
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增强型绿色荧光蛋白与单纯疱疹病毒
!

型胸苷激酶真核共表

达质粒载体
=
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公司#多聚赖氨酸购自美国
*B

K

6C
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购自美国
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公司#辣根过氧化物酶$

Z(]

&标记的第二抗体购自美

国
;̂5*A>B

=

?

公司#内参照肌动蛋白购自美国
;̂5*A>B

=

?

公司+

$$/

!

方法

$$/$$

!

]S9#

细胞的培养
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应用
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培养液$含
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,链霉素
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#
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&常规

在
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的
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孵箱中培养#
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更换培养液#待细胞长

至
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时传代+
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筛选培养细胞超声辐照最适时间
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培养
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细胞生长至
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时#倾去培养液#用磷酸盐缓冲液
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&漂洗#
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胰蛋白酶在
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孔板中#每组
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复孔#置于孵箱中培养过夜#加入
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的
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#继续培养
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#振荡
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#于自动酶标仪
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波长处测

定各孔的吸光值)

,

%.'56

*#并按公式计算细胞存活率!细胞存

活率
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微泡的制备及
+::
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声研究所合成#加入
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复孔#置于孵箱中培养过夜#加入浓度为
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的
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#于自动酶标仪测定
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基因超声微泡造影剂转

染前列腺癌细胞后的表达情况
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质粒%经紫外分光光度计检测合格$纯
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"&'56
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基因的质粒通过静电吸附在脂质微泡表面+取对数生长

期的细胞$方法同
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&根据前期实验结果按以下分组进行

转染!对照组,超声
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&组+

转染后孵育
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更换完全培养基继续培养#

3&@

后在荧光

显微镜下观察其绿色荧光蛋白$

Î]

&表达情况+

$$/$)

!
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检测
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蛋白的表达情况
!

采用
,7B

等)

3

*的方法#转染
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后收集细胞的总蛋白
Y"'X

保存+常

规进行
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检测#经电泳$

4'T

#

#'6B5

#
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6B5

&,转膜,封闭等步骤后#加入抗
:e8

单抗$

!a%''

&#室温孵育
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#

3X

过夜+

:>BG

缓冲盐溶液洗膜
#

次#

!%6B5

"次#加入辣根

过氧化物酶标记的二抗$
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&#室温下轻摇孵育
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%再经

洗膜,显影,曝光等步骤后#采用
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凝胶图像处理系统
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L7>gG3$4

软件分析目的条带与内参照
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肌动蛋白的灰度值

比值+
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统计学处理
!

所有数据采用
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软件分析#多组

数据间采用多因素的
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检验分析#两组数据间采用
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析#结果均以
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表示+
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结
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最佳辐照时间确定
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超声基因转染仪在声强
!$' O

"

A6

"

#频率为
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#辐射时间为
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时细胞的存活率最高
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&#因此#此参数为超声转染的最适参数$表
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表
!

!

不同的辐照时间对前列腺癌细胞
]S9#

!!!

存活率的影响&

&\4

'

辐照时间
,

%.'56

$

N0>

& 存活率$

Q

&

'G '$%&#0'$'%& !''$''

#'G '$%3.0'$'3. /#$&#

4'G '$%'"0'$'3% &4$!'

/'G '$"&&0'$'4' 3/$3'

!&'G '$".#0'$'%% 34$&#

/$/

!

自制脂质微泡光镜下的特征
!

微泡浓度为
!$%P!'

. 个"

微升#粒径分布均匀#分散度好#见图
!

+

图
!

!

脂质微泡造影剂&

P!''

'

/$'

!

不同剂量微泡对前列腺癌细胞
]S9#

的影响
!

不同剂量

的微泡作用细胞
"3@

后#用
+::

法检测发现#各实验组中细

胞存活率与对照组比较差异无统计学意义$

!

$

'$'%

&#见表
"

+

表
"

!

不同浓度的微泡对前列腺癌细胞
]S9#

的

!!!!

存活率影响&

&\4

)

Q

'

微泡剂量$

#

1

&

,

%.'56

$

N0>

& 存活率$

Q

&

' '$%4%0'$'## !''$''

!' '$%%"0'$'"! /.$.'

"' '$%%30'$'"% /&$'%

3' '$%#&0'$'!& /%$""

&' '$%"!0'$'"" /"$"!

-

/!!"
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/$1

!

超声辐照
R

微泡对前列腺癌细胞
]S9#

的影响
!

采用最

适超声辐照时间分别辐照不同剂量的微泡#使用
+::

法测出

各组细胞的存活率分别为#超声
R

微泡$

!'

#

1

&组中细胞存活

率为
/#$"%Q

#超声
R

微泡$

"'

#

1

&组中细胞存活率为
/#$!.Q

#

超声
R

微泡$

3'

#

1

&组中细胞存活率为
&/$%&Q

#超声
R

微泡

$

&'

#

1

&组中细胞存活率为
4%$#4Q

#与对照组相比超声
R

微

泡$

&'

#

1

&组明显影响细胞
]S9#

的存活率#达不到基因转染的

条件+

/$2

!

增强型绿色荧光蛋白的表达情况
!

细胞通过超声介导微

泡转染后置荧光显微镜下观察#可见对照组无荧光表达#而实

验组都有荧光表达#随着微泡剂量的增加#荧光表达量增多#但

微泡增加到一定剂量时荧光表达有减少趋势#见图
"

+

!!

注!

C

为对照组%

M

为超声辐照
R

微泡$

!'

#

1

&

R:e

$

!

#

K

&组%

A

为

超声辐照
R

微泡$

"'

#

1

&

R :e

$

!

#

K

&组%

H

为超声辐照
R

微泡$

3'

#

1

&

R :e

$

!

#

K

&组+

图
"

!

荧光显微镜观察转染后
]S9#

细胞荧光表达

情况&

P!''

'

/$2

!

超声联合微泡转染后对细胞活性的影响
!

超声在声强为

!$'O

"

A6

"

#频率为
!+ZN

#辐射时间为
#'G

条件下转染细胞

3&@

后用
+::

法测出各组细胞的存活率为!对照组
!''Q

%超

声
R

微泡$

!'

#

1

&组
/#$"#Q0'$!4Q

%超声
R

微泡$

"'

#

1

&组

/#$'!Q0'$'&Q

%超声
R

微泡$

3'

#

1

&组
&.$%/Q0'$!%Q

+

与对照组相比差异无统计学意义$

!

$

'$'%

&+说明在合适的

超声条件下联合微泡造影剂对细胞的生长无明显的抑制+

/$)

!

O;G?;>5M87?

检测
:e

蛋白的表达
!

转染
."@

后超声
R

微泡$

"'

#

1

&

R :e

$

!

#

K

&组,超声
R

微泡$

3'

#

1

&

R :e

$

!

#

K

&

组的
:e

蛋白表达明显高于其他各组#差异具有统计学意义

$

!

#

'$'%

&#而该两组之间相对比值分别为$

'$&%0'$'%

&,

$

'$&#0'$'"

&#两组比较差异无统计学意义$

!

$

'$'%

&#见

图
#

+

!!

注!

!

为对照组#

"

为超声
R

微泡$

!'

#

1

&

R :e

$

!

#

K

&#

#

为超声
R

微泡$

"'

#

1

&

R :e

$

!

#

K

&#

3

为超声
R

微泡$

3'

#

1

&

R :e

$

!

#

K

&+

图
#

!

O;G?;>5M87?

检测
:e

蛋白的表达

'

!

讨
!!

论

近年来有研究发现超声可提高裸
-U,

在培养细胞和体

内组织中的转染效率#而其机制主要为超声空化效应#声场内

的超声波破坏微泡造影剂后#其产生的空化和机械效应可使细

胞膜的通透性增加#基因可以通过破裂的微血管到达组织细胞

内#从而达到提高基因转染靶向性和效率的目的+既往研究发

现#超声微泡造影剂能够明显增加自杀基因质粒在癌瘤组织中

的导入及表达#发挥杀伤肿瘤的作用)

%

*

+超声微泡造影剂作为

一种空化核#可明显增强此作用#从而为裸
-U,

在细胞的转

染提供了一种新的方法)

49.

*

+冉海涛等)

&

*体外研究证实了这一

点#他们将体外培养的大鼠肺动脉平滑肌细胞#加入微泡后用

超声辐照
"'G

#电镜观察证实#细胞膜形态结构可见大小不等,

数量不一的小孔#呈1弹坑样2或1火山口样2#导致细胞膜通透

性明显增加+

目前已有研究表明#采用超声频率为
!

!

"+ZN

#声强为

'$%

!

"$'O

"

A6

" 可调控的脉冲波辐照微泡可以明显地促进

基因的转染#但是空化作用同时有可能会产生非治疗性的生物

学效应#这些因素可能对人体组织有一定的伤害)

/9!'

*

+因此#

本研究筛选了对
]S9#

细胞活性无明显抑制的最适超声辐照参

数#实验发现随着超声辐照时间的延长及微泡剂量逐渐增大#

细胞的存活率明显降低+而微泡达到一定剂量时#其转染效率

无明显变化#可能是由于超声辐照微泡产生的声孔效应不同#

在相同的超声辐照条件下#微泡的浓度和辐照未超过一定的范

围#微泡与细胞间距较大#产生的可修复性声孔效应#对细胞的

活性无明显的抑制#可促进基因的转染+然而当辐照时间延长

或微泡浓度增加到一定范围时#细胞周围聚集较多携带基因的

微泡#微泡与细胞间的距离减小#产生致死性的声孔效应导致

细胞死亡#从而转染率也相应地降低+

+B88;>

和
iEHHEG

)

!!

*使

用超声$

!$%+ZN

&辐照加有
"Q

超声造影剂
)

=

?BG75

和质粒

=

Î]

的体外培养的单层表皮细胞#

3&@

后经流式细胞仪检测

到有
#$.Q

瞬时转染率#但细胞死亡率达
"&$4Q

+本实验中则

发现#采用
!+ZN

的频率,时间为
#'G

的参数进行辐照#当微

泡浓度为
!$%P!'

.

"

61

#加入量为
&'

#

1

时#细胞的死亡率约

#%Q

#丧失了基因转染的价值%而体积为
"'

!

3'

#

1

时#可减少

对细胞的损伤及更有效地提高转染率#超声频率也接近动物体

内转染的频率%而且转染后细胞的活性较高#

3&@

后各组的生

存率可达
&%Q

以上#提示这一方法可提高靶细胞的基因转染

效率#增强靶向治疗的效果#具有良好的应用价值)

!"

*

+

综上所述#在合适的超声参数下#超声微泡造影剂能够有

效的促进自杀基因
Z*T89:e

转染及表达#为前列腺癌的基因

靶向治疗提供实验依据+
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四烯酸级联代谢反应及巨噬细胞产生&等原因均可刺激肝脏合

成
IBM

+因此
IBM

,

-9-

与
,]

的分型相关#临床检测血浆
IBM

,

-9-

可判断
,]

的病情程度+

'$/

!

,]

预后与凝血纤溶"
*_(*

的关系
!

O>7M8;GgB

等)

%

*发现

在胰腺组织受损或胰腺感染时#胰腺组织中潴留的单核细胞首

先被激活#合成和释放多种促炎细胞因子如
:UIj

,

_19!

等#从

而刺激粒细胞的活化#激活炎性反应#同时#细胞因子发生级联

反应#使促炎介质大量释放入血+

+,]

时局部炎性反应和全

身炎性反应起保护作用#而在
*,]

时#细胞因子的过度释放将

激发
*_(*

#对机体起损害作用#故
*,]

已是一种全身系统性

疾病+

*,]

引发
*_(*

#加上禁食,麻痹性肠梗阻等原因#肠道黏

膜屏障功能减弱#导致肠道内毒素移位#感染率明显增加#感染

是
,]

患者高并发症率,高病死率的最重要原因#易形成脓毒

症#此时病原菌又以过度释放的细胞因子和炎性介质为中介加

重凝血功能紊乱)

/

*

+本组资料发现
*_(*

组
]:

,

_U(

,

IBM

,

-9-

较非
*_(*

组显著升高#

*_(*

的存在与否是
+,]

向
*,]

转化

的关键节点#如果能在
,]

最佳的治疗窗内调控过量的细胞因

子和过度激活的白细胞#可防止病情恶化#所以早期检测凝血

指标非常重要+本组资料中
+,]

组
*_(*

阳性率为
/$!Q

$

"

"

""

&#与文献报道基本一致#

+,]

组有约
/Q

的患者可能由于

已经存在的
*_(*

而出现病情恶化#发展为
*,]

#出现
+)-*

或
+)I

甚至死亡#若对此患者进行积极干预#意义重大+

本组研究
*_(*

组较非
*_(*

组
+)I

发生率高#两组比较

差异有统计学意义$

!

#

'$'!

&%

+)I

组和非
+)I

组凝血纤溶

指标比较#

]:

,

_U(

,

IBM

及
-9-

在组间均差异有统计学意义%

本组研究中#死亡病例均发生在伴有
*_(*

的
+)I

组#

,]

的

死亡与其并发症的发生有很大关系#在
"''"

!

"''/

年相关文

献报道的
/''

例
,]

中#死亡数
"3

例#均发生于
,]

伴
*_(*

且

出现并发症的患者中#可以看出
*_(*

在
,]

演进中的重要作

用#

*_(*

可作为判断
,]

病情严重程度,预后的一个简便,实

用的指标+由于在
*,]

中
*_(*

的发生率可高达
&3$4Q

#甚

至有报道达到
/%Q

#而在
*_(*

组中
+)-*

发生率却不高#所

以
*_(*

诊断标准过于宽松#敏感性过高#特异性较差#如能联

合
*_(*

诊断标准与凝血
9

纤溶指标检测对
,]

患者病情进行

动态监测#更有意义+

综上所述#

IBM

,

-9-

在
,]

早期尤其是在
*,]

中明显异

常#鉴于
*_(*

诊断标准判断
,]

患者病情的缺点#本研究中采

用凝血
9

纤溶指标
IBM

,

-9-

检测联合
*_(*

诊断标准#临床应用

经济方便#可操作性强#动态监测上述指标#能更加准确判断

,]

患者病情演变及严重程度#提高
,]

预后预测的准确性#有

利于判断
,]

患者微循环状态并及时改善微循环障碍#纠正凝

血功能紊乱#及时调控
*_(*

#改善
*,]

患者的预后+
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