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[摘 要] 目的 探讨超声微泡造影剂对心肌组织的生物学效应及其介导VEGF基因转染大鼠心肌的有效性。方法 18
只健康雄性 Wistar大鼠,取3只采用超声波在鼠胸壁破坏微泡造影剂,观察对心肌组织显微结构的影响。将另15只急性

心肌梗死3天后的雄性 Wistar大鼠分为3组,每组5只。第一组采用超声破坏微泡造影剂的方式,将pcD2VEGF121基因转

染大鼠心肌至造影剂不再显影(约6min);第二组尾静脉输入同等剂量携pcD2VEGF121基因的造影剂;第三组为对照。2周

后,取缺血心肌组织行VEGF免疫组织化学染色,观察心肌组织血管内皮生长因子(VEGF)蛋白表达情况。结果 超声波

破坏微泡造影剂能使心肌组织充血,产生大量空泡,并有部分心肌细胞坏死。采用超声微泡造影剂介导的 VEGF基因转

染,能明显增强大鼠心肌组织VEGF蛋白的表达。结论 超声微泡造影剂能明显增强对组织的空化效应,其介导的VEGF
基因治疗是一种无创、新型、高效的基因转移方法。
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[Abstract] Objective Toinvestigatewhetherultrasoundmediatedmicrobubbledestructioncouldbeeffectivelydelivervas-
cularendothelialgrowthfactor(VEGF)genetomyocardiumofratsanditsbiologicaleffects.Methods EighteenmaleWist-
arratswereincludedinthisstudy.Threeofthemweresubjecttoultrasoundirradiationthroughthechestwallwithsimulta-
neousintravenousadministrationcontrastmicrobubble(QuanFuXian),tissueslicesoftheheartwerecollectedformicroscope
investigation.Theremainingfifteenratsweresubjectedtoleftanteriordescendingcoronaryarteryligation.Threedaysafter
surgery,theratsweredividedinto3groups.MicrobubblesattachedwithpcD2VEGF121genewereinfusedintothetailvein
ofratswithorwithoutsimultaneousechocardiographicdestructionmicrobubbles.Thethirdgroupusedascontrolgroup.
Ratswerekilledafter2weeksandexaminedforVEGFproteinexpressionbyimmunohistochemicaltechnique.Results Mi-
croscopefindingsshowedthatmyocardiumtissueconductedwithultrasound-mediatedmicrobubbledestructionbecamecon-
gestive,lotsofgasbubbleswereseeninit,andmyocardiolysiswasseeninpartsofthehearttissue.VEGFproteinexpres-
sionwashigherinischemicmyocardiumofratsreceivedultrasound-mediatedmicrobubbledestructionforgenedeliverythan
inischemicmyocardiumofratsinthecontrols.Conclusion Ultrasoundcontrastagentslowerthethresholdforcavitationby
ultrasoundenergy.Ultrasoundmicrobubblesmaydeusedascavitationnucleifordrugandgenedelivery.Ultrasound-media-
tedmicrobubbledestructionisapromisingmethodfornoninvasiveandeffectivedeliverytargetsgenestotheheart.
[Keywords] Ultrasound;Microbubble;Biologicaleffects;Genetherapy

  虽然冠心病的防治已取得重大进展,许多病人也已经接

受药物治疗,并通过血管成形术和外科手术进行机械血管再

通,但是仍有许多病人未得到有效的治疗,改善这些病人局部

心肌缺血状况的挑战已经在分子生物学、药物治疗等领域引

起了广泛的关注。近年 的 研 究 发 现,血 管 内 皮 生 长 因 子

(VEGF)有促进内皮增生,增强血管通透性,加速新血管形成
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的作用。VEGF基因治疗梗死性血管病已经开始应用于临

床。但目前基因治疗仍存在不少尚未解决的问题,如缺乏安

全有效的转载系统,缺乏稳定的基因表达,转录后的宿主免疫

反应等[1]。基因导入的方式多为将目的基因直接注射于靶组

织,在某些疾病,如心血管疾病多采用心肌内直接注射或心导

管注入质粒DNA或腺病毒载体[2],存在有创性,限制了其临

床应用。本文应用动物实验,观察超声微泡造影剂对心肌组

织的生物学效应,并将诊断用超声微泡造影剂做为基因转移

的载体,以超声波在靶组织将微泡击碎。旨在探索一种无创、
新型、高效的基因转移方法,为缺血性心脏病的基因治疗提供

一种新的基因转移途径及治疗方法。

1 资料与方法

1.1 动物模型的建立 健康雄性 Wistar大鼠18只,体重

300~350g。戊巴比妥钠(30mg/kg)腹腔麻醉,胸部脱毛。取

3只用于观察超声微泡造影剂对心肌组织显微结构的影响。
第一只经股静脉输入含氟碳气体声振白蛋白微泡造影剂———
全氟显(第一军医大学南方医院药学基地提供)约0.5ml。微

泡大小2.0~4.0μm,浓度(0.8~1.8)×109个/ml。并采用超

声治疗仪(电子工业部26所和重庆医科大学超声影像学研究

所共同研制)在鼠胸壁以0.5W/cm2功率辐照约2min。第二

只单纯采用超声治疗仪以同等条件辐照,静脉不输入造影剂。
第三只用于对照。照射完毕后,取心肌组织行10%福尔马林

固定,石蜡切片,HE染色观察心肌组织显微结构的改变。

  另15只大鼠,麻醉后,气管插管并用呼吸机辅助通气,于
左胸骨旁切口打开胸腔,暴露心脏,在动脉起始点下方约

3mm处结扎左冠状动脉前降支(LAD),建立心肌梗死模型,
以心电图ST段损伤型持续抬高作为模型复制成功的标志。
术后腹腔内注射青霉素10万IU/天,连续3天抗感染。

1.2 携 pcD2VEGF121基 因 微 泡 造 影 剂 的 制 备 将 pcD2
VEGF121基因(由北京大学医学部心血管病基础研究所提供)

1ml(6mg/ml)与3ml全氟显在4℃下混合2h,使VEGF基因

粘附于微泡的外壳。形成混合物中pcD2VEGF121基因的浓度

为1.5mg/ml。

1.3 转基因的方法 将心肌梗死3天后的大鼠分为三组,每
组5只。一组经尾静脉输入含pcD2VEGF121基因的造影剂

1.33ml(含pcD2VEGF121基因2mg),用二维超声监控心肌显

影,并用超声在鼠胸壁照射至造影剂显影消失(约6min)。使

用仪器为 HP-5500,S4探头,启用二次谐波模式使发射频率和

接收频率分别为1.8MHz和3.6MHz,将机械指数调至最大,
聚焦深度为3~4cm。采用心电触发,每6~8个心动周期触

发一次。第二组经尾静脉输入含pcD2VEGF121基因2mg的

微泡造影剂,不采用超声波照射。第三组既不输入基因,也不

采用超声波照射,用于对照。

1.4 VEGF蛋白质表达及心肌毛细血管染色 转基因后14
天取受损局部心肌组织,用10%福尔马林固定,石蜡切片,行
ABC法VEGF免疫组织化学染色,观察 VEGF蛋白表达情

况。光镜下定性及定位,采用 HPIAS-1000高清晰度彩色病

理图像测量系统,在400×视野下,测定平均灰度值用于

VEGF蛋白表达半定量。VEGF免疫组化试剂盒购自中山生

图1 心肌组织 HE染色病理图片(放大倍数×400) A.为正常心

肌组织;B.为单纯采用0.5W/cm2超声辐照2min,大鼠心肌组织轻

度充血;C.为超声辐照同时,静脉输入微泡造影剂,心肌组织充血明

显,炎症细胞浸润,心肌细胞内及细胞间隙均可见大量空泡形成,同
时有部分心肌细胞横纹消失及坏死

图2 VEGF免疫组化染色图片(放大倍数×400) A.显示第一组

大鼠心肌组织有大量 VEGF表达阳性颗粒;B.显示第二组大鼠心

肌组织 VEGF阳性颗粒较少;C.显示对照组大鼠心肌组织 VEGF
阳性颗粒更少

物技术有限公司。

1.5 统计学分析 所得计量资料用均数±标准差表示,采用

方差分析进行三组动物心肌组织VEGF免疫组化强度比较。

2 结果

2.1 超声微泡造影剂对心肌组织显微结构的影响 结果发

现,采用0.5W/cm2功率辐照2min的大鼠心肌组织仅有少量

充血,未见心肌细胞坏死及空泡形成。而经静脉输入造影剂,
同时采用超声照射的大鼠心肌组织充血明显,心肌细胞内及

细胞间隙均可见大量空泡形成,同时有部分心肌细胞横纹消

失及坏死(图1)。

2.2 心肌组织VEGF蛋白的表达 所有接受pcD2VEGF121
基因治疗的鼠,心肌组织中均有不同程度的 VEGF蛋白表

达,其中,以超声触发破坏微泡方式行基因转染的鼠心肌组织

中可见大量 VEGF阳性反应的棕褐色颗粒,采用 HPIAS-
1000彩色病理图像测量系统测得其平均灰度值为130.3±
12.6;而单纯静脉注射pcD2VEGF121基因组鼠的心肌中,
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VEGF阳性反应的棕褐色颗粒较少,相应其平均灰度值增高

为165.0±9.7;对照组心肌中,仅有极少量的VEGF阳性反

应的棕褐色颗粒,平均灰度值为200.9±13.4(表1及图2)。

表1 VEGF蛋白表达结果

  平均灰度值

 超声波照射+VEGF基因治疗组 (A)  130.3±12.6
 单纯静脉注射VEGF基因组 (B)  165.0±9.7△

 对照组 (C)  200.9±13.4△△

 △:A组与B组相比,P<0.01;△△:A组与C组相比较,P<0.01

3 讨论

近几年,超声造影剂的发展取得了明显进展,主要表现在

造影剂微泡的直径缩小(<8μm),使其能经外周静脉注射后

通过肺循环最终到达靶器官或靶组织,实现感兴趣区组织回

声增强;另一方面,造影剂微气泡的稳定性有一定的提高,我
们可观察到造影剂在感兴趣区组织中的情况。超声能量作用

于造影剂中的微气泡,可引起微气泡大小的变化,即在低声压

时膨胀,在高声压时萎缩,声强较高时,气泡呈压缩性破坏。
超声波介导微泡造影剂行药物或基因进行疾病治疗是一

种新型的靶向治疗技术。基本原理为:声场内的超声波破坏

微泡造影剂后,其产生的空化或机械效应可使细胞膜通透性

增加[3],并致直径≤7μm的微血管破裂,内皮细胞间隙增宽。
药物或基因可通过破裂的微血管和内皮细胞间隙到达组织细

胞内。同时,利用超声波在特定时间和空间内击碎靶组织内

的微泡,可提高基因治疗的靶向性。
国外的初步研究结果表明,超声波破坏微泡可使基因的

转染率和表达提高[4-7]。超声波破坏微泡造影剂增强空化效

应后,可使裸露DNA的转染率提高3000倍,极大地提高了

基因的转染率。研究表明,在输入微泡前,超声照射并不引起

微血管的破坏;同样,输入微泡不使用超声照射也不引起微血

管破坏。而在输入造影剂并超声照射后,发现直径≤7μm的

微血管发生了损伤。并发现微血管的破坏可引起血管新生和

血管重构,有助于梗死性血管病的治疗。
本实验采用超声治疗仪,经胸壁辐照静脉输入造影剂后

的大鼠心脏,发现高能量的超声联合造影剂的输入能明显增

强超声波的空化效应。使心肌细胞及细胞间隙内产生大量空

泡,并可使部分心肌细胞坏死。而单纯采用超声照射的大鼠

心肌组织仅有少量充血,未见明显空泡形成及心肌细胞坏死。
本实验采用的pcD2VEGF121基因,是由北京大学医学部

心血管病基础研究所构建的真核表达基因,经实验证明能在

哺乳动物体内表达VEGF蛋白[8],促进血管新生。以往的心

血管病转基因研究,多为将基因直接注射于心肌,操作较为复

杂。本实验采用超声触发破坏含靶基因的微泡造影剂的方

式,在心肌梗死后的大鼠心肌中实现了转基因的高效表达。
而单纯静脉注射基因和对照组心肌中VEGF蛋白表达较弱,
采用彩色病理图像分析仪测得反映 VEGF表达的平均灰度

值也有统计学差异。本课题组采用该方法进行的绿色荧光蛋

白转染肝脏的研究也获得了成功[9]。

VEGF有很强的促进血管内皮细胞增殖、分裂的作用,少
量的VEGF表达仍能发挥治疗缺血性疾病的作用。本文的

初步研究结果发现,采用高能量的超声破坏微泡可明显增强

空化效应,可使心肌组织充血,产生大量空泡,瞬间的“爆破”
作用还可使部分心肌细胞坏死。采用超声触发破坏含靶基因

的微泡造影剂的方式,可使基因的表达增强,该方法是一种新

型、高效、简便易行的基因转移新技术。同时,我们正在探索

超声微泡造影剂增强基因转染的最佳条件,以及微泡造影剂

与药物或基因的连接研究,以探索最小组织损伤而达到最佳

靶向治疗的新方法。
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