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!

要!目的
!

探讨超声靶向微泡破碎$

E7\3

&联合半乳糖聚乙烯亚胺$

YZI(M0=

&介导凋亡素基因对小

鼠肝癌移植瘤的抑制作用'方法
!

建立
4'%+.

!

*

小鼠皮下肝癌移植瘤模型%随机分为
)

组!对照组#

YZI(M0=/

质粒组#

YZI(M0=/

超声
/

质粒组#

YZI(M0=/E7\3/

质粒组'对组织行冰冻切片采用免疫荧

光法检测转染率+

7/'9=

检测凋亡率'观察肿瘤的体积和组织学变化%同时计算抑瘤率'采用免疫组织

化学法检测移植瘤
+4=((

及
G0&

?

0&9(#

蛋白在各组肿瘤标本中的表达'结果
!

YZI(M0=/E7\3/

?

ZM(

BY(8#

组基因转染效率明显高于对照组+

YZI(M0=/

质粒组与
YZI(M0=/

超声
/

质粒组$

,

均
"

"$"!

&且

对组织无明显损伤'治疗
!(

天后
YZI(M0=/E7\3/

?

G38L([Y#

组肿瘤凋亡率$

#)$'%T-#$'*T

&+

抑瘤率$

'*$*T

&均显著高于对照组和
YZI(M0=/

质粒组$

,

均
"

"$"!

&'肿瘤组织中
+4=((

蛋白表达明显

下降%

G0&

?

0&9(#

蛋白表达增加与其他各组比较差异均有统计学意义$

,

"

"$"!

&'结论
!

超声靶向微泡

破碎联合半乳糖聚乙烯亚胺能显著增强基因转染效率%且对组织无明显影响'联合凋亡素基因能通过

诱导凋亡抑制肿瘤生长发挥抗瘤作用'

关键词!超声靶向微泡破碎#半乳糖聚乙烯亚胺#凋亡素基因#肝癌移植瘤

中图分类号!

C%#'$%

!!

文献标识码!

L

!!

文章编号!

!"""(&'%&

$

("!(

&

")("#&$("'

!

!

引言

肝癌的基因治疗是一种非常有前景的治疗方

式%但需要提高基因的传递技术以利于临床应用'

凋亡素基因能特异性诱导恶性肿瘤细胞凋亡而对

正常细胞无影响%研究显示凋亡素联合或单独作

用能有效地诱导体内外的肝癌细胞凋亡并有明显

的治疗效果(

!()

)

'

E7\3

通过空化作用介导基因

的胞内传递%已有效的转染心脏+胰腺+肌肉等多

种组织(

'(%

)

%具有靶向+安全及可重复等特点%成为

非病毒基因转染研究的热点之一'

YZI

是能够高

效介导基因转染的阳离子复合物%为进一步提高

肝癌基因治疗的靶向性%实验采用凋亡素基因与

半乳糖化的
YZI

及超声微泡耦联%通过超声辐照

转染小鼠肝癌移植瘤%观察基因的转染效果及对

移植瘤的治疗作用'
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!

材料与方法

!$!

!

实验材料

G'%+.

"

*]

小鼠
'"

只%

)

,

*

周龄%雌性
!&

,

((

2

%购自广东省实验动物中心(

,G*W

$粤&

(""&(

"""(

)%清洁级饲养'

J9

?

0!(*

细胞购自鼎国公司#

?

G38L([Y#

+

?

ZMBY(8#

菌液由本实验室保存#

3\Z\

培养液购自
M#)4"

公司#质粒提取试剂盒购

自
-#0

2

9'

公司#超声微泡造影剂声诺维$

,"'"[/9

&

为意大利
+<044"

公司产品#

YZI(M0=

购自法国

Y"=

:?

=/&

公司#

ZMBY

兔多克隆抗体购自康为公司#

二抗
0';#<0))#;('$)

为中杉金桥产品#

7E8Z.

试

剂盒为
G0=)#"459@

公司产品'

德迈超声仪%探头频率为
!\J

%内置数字计时

器+强度调节器和占空比控制器'强度范围为
!$"

,

($">

"

4@

(

#间歇性脉冲波重复频率$

YCB

&为

!""J6

$作用
'&

%间歇
'&

&#探头有效辐照面积
#

4@

(

-'T

%占空比
!"T

+

("T

+

'"T

#荧光显微镜为

V=

:

@

?

/&

公司产品'

!$(

!

方法

!$($!

!

质粒的提取及鉴定
!

将含
?

ZMBY(8#

+

?

G38L([Y#

质粒的菌液摇菌扩增后%用去内毒素

-#0

2

9'

质粒提抽试剂盒提取质粒%并测定质粒浓度

和纯度%纯度
Z(*"

"

Z(&"'@

&

!$&

时再用于试验%

质粒浓度为
!

"

2

"

"

=

%

1("U

保存备用'

!$($(

!

细胞培养
!

小鼠肝癌细胞
J9

?

0!(*

在
'T

GV

(

+

#%U

条件下培养%培养液为
3\Z\

加
!"T

胎

牛血清及双抗'动物造模前%取对数生长期的细胞

制作单细胞悬液%血细胞计数器计数细胞并调整细

胞浓度为
(+!"

%

"

@=

'

!$($#

!

转染复合物的制备
!

,"'"[/9

中加入
'@=

的
",$T

的氯化钠溶液%通过倒置或振荡使微泡均

匀分布'泡径为
(

,

*

"

@

%密度为$

(+!"

&

,

'+

!"

&

&"

@=

'

YZI(M0=

"

38L

复合物的制备按
*

"

=.'"

"

2

配比加入试剂盒提供的缓冲液中混匀%终体积为

(""

"

=

%室温下孵育
!'@#'

'

YZI(M0=

"

38L

"微泡复

合物的制备将
YZI(M0=

"

38L

复合物
(""

"

=

与微泡

!""

"

=

混匀%室温下共孵育
!'@#'

'

!$($)

!

小鼠肝癌皮下移植瘤模型的建立+分组及处

理方法
!

于小鼠右侧腰胁部皮下注射
"$!@=J9(

?

0!(*

细胞悬液$细胞浓度为
(+!"

%

"

@=

&%

!"

,

!)

天皮下肿瘤直径达
"$'

,

!$"4@

为造模成功$皮

下移植瘤成瘤率约
&"T

&'随机抽取
("

只荷瘤鼠

分为
)

组%每组
'

只'对照组注入
",$T

的氯化钠

溶液#

YZI(M0=/

质粒组注入
YZI(M0=

"质粒复合物#

YZI(M0=/

超声
/

质粒组注入
YZI(M0=

"质粒复合物

后予以超声辐照#

YZI(M0=/E7\3/

质粒组注入

YZI(M0=

"质粒及微泡复合物后予以超声辐照'注

射质粒为
?

ZMBY(8#

以检测基因转染率'此后抽

!&

只荷瘤鼠随机分为
#

组!对照组+

YZI(M0=/

质

粒组+

YZI(M0=/E7\3/

质粒组'注射质粒为

?

G38L([Y#

观察
[Y#

基因对肝癌移植瘤的治疗

作用'各组小鼠经尾静脉快速注药'超声组注药

后将超声耦合凝胶涂布于瘤体表面使用超声探头

辐照'辐照条件!探头频率
! \JH

%输出声强
(

1

"

4@

(

%辐照时间为
#@#'

%占空比
'"T

%间歇性脉

冲波作用
'&

%间歇
'&

'

!$($'

!?

ZMBY(8#

表达的检测
!

注射质粒为
?

ZM(

BY(8#

的各组模型鼠于超声辐照
#

天后断颈处死%

摘出移植瘤
VG7

包埋%并储存在
1&"U

液氮中%用

恒冷切片机做连续切片%采用免疫荧光法进行绿色

荧光蛋白的半定量检测'冰冻切片经封闭+加一抗

$兔抗
MBY

多抗&

)U

过夜+加荧光二抗$荧光标记的

羊抗兔&+封固+荧光显微镜镜检'每个切片随机选

取
'

个不同视野%记录每高倍镜视野绿色荧光蛋白

表达的阳性细胞数'基因转染率
0

阳性细胞数"细

胞总数
+!""T

'肿瘤组织常规
JZ

染色'

!$($*

!

肿瘤体积及瘤重测定
!

注射质粒
?

G38L(

[Y#

各组治疗后于第
#

+

*

+

$

+

!(

天用游标卡尺测量肿

瘤的长径和短径%肿瘤体积
0"$'+

肿瘤长径
+

肿瘤

短径(

%根据肿瘤体积绘制肿瘤生长曲线'注射后第

!(

天处死小鼠取出移植瘤称其瘤重%肿瘤抑制率
0

$对照组瘤重一治疗组瘤重&"对照组瘤重
+!""T

'

!$($%

!

7/'9=

法检测肿瘤组织凋亡
!

凋亡的阳性

肿瘤细胞其细胞核呈棕色至棕褐色深染%形态不整+

大小不一'在光学显微镜下%每例组织切片随机选

取
'

个高倍视野%对阳性细胞和细胞总数进行计数%

凋亡指数$

L

?

"

?

;"&#&#'!9F

%

@M

&

0

凋亡细胞数"细

胞总数
+!""T

'

!$($&

!

免疫组织化学
!

行免疫组织化学染色观察

肿瘤组织内
+4=((

+

G0&

?

0&9(#

的表达'组织经
Y+,

冲洗后%

)T

多聚甲醛固定%制成
'

"

@

石蜡切片%并

按常规方法进行'

G0&

?

0&9(#

+

+4=((

蛋白以肿瘤细

胞内出现明显的黄色或棕黄色颗粒为阳性表达%阳

性反应主要定位于胞质内'根据染色强度和阳性细

胞百分比进行评分!

!

分为无阳性表达#

(

分为低强

度染色%

"

!"T

的阳性表达细胞#

#

分为低到中等染

色%

!"T

,

#"T

的阳性表达细胞#

)

分为中度到强烈

染色%

$

#"T

,

'"T

的阳性表达细胞#

'

分为弥漫性

强染色%

$

'"T

的阳性表达细胞'

!$#

!

统计学方法

采用
,Y,,!#$"

进行统计学分析%计量资料以
B

-/

表示%采用单因素方差分析比较多组样本均数%

组间两两比较采用
.,3

法%

,

"

"$"'

表示差异有统

计学意义'

#

!

结果

($!

!

不同转染方法促
?

ZMBY(8#

质粒在小鼠肝癌

移植瘤表达的效率比较

对照组无阳性细胞表达%

YZI(M0=/

质粒组+

YZI(M0=/

超声
/

质粒组可见阳性细胞表达转染率

分别为$

(&$&)T-'$'!T

&和$

($$%!T-)$!)T

&%

YZI(M0=/E7\3/

质粒组质粒可见较多阳性细胞

*

"$#

*
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的表达%转染率为$

)%$)*T -'$(%T

&%见图
!

'

YZI(M0=/E7\3/

质粒组转染率明显高于其他各

组%差异有统计学意义$

,0"$"""

&'

YZI(M0=/

质

粒组与
YZI(M0=/

超声
/

质粒组比较两者差异无统

计学意义$

,

$

","'

&'

($(

!

治疗后各组肿瘤体积和抑瘤率的比较

各组治疗后第
"

天与第
#

天的肿瘤体积比较%差

异均无统计学意义$

,

$

"$"'

&#治疗第
*

,

!(

天%

YZI(M0/

质粒组和
YZI(M0=/E7\3/

质粒组肿瘤

体积增长开始减小%与对照组比较差异有统计学意

义$

,

均
"

"$"'

&#

YZI(M0=/E7\3/

质粒组又较

YZI(M0=/

质粒组增长慢$

,

"

"$"'

&%有明显抑制肿

瘤生长作用%见图
(

'治疗结束后切除肿瘤标本%比

较组间平均瘤重%

YZI(M0=/E7\3

组的移植瘤重

$

$#$)-!($&)

&

@

2

明显小于
YZI(M0

组$

!##$)(-

!)$&!

&

@

2

及对照组$

(!'$"#-'&$()

&

@

2

'抑瘤率

为
'*$*T

%

YZI(M0=

组为
#%$$T

%两者比较差异有

统计学意义$

,

"
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G"@

?
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2
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?

%

#
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"
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"
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图
C

!

荷瘤鼠肿瘤生长曲线图
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F
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!
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F
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-
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F

.'*%/'<0&3"

($#

!

肿瘤组织
7/'9=

检测结果

各组
@M

比较%核棕黄色者为凋亡阳性细胞%对

照组有个别凋亡细胞%

YZI(M0=

组+

YZI(M0=/E7\3

组凋亡细胞增多%后者显著%见图
#

'

YZI(M0=/E7(

\3/

?

G38L([Y#

组$

#)$'%-#$'*

&

T

明显高于对照

组$

!$!*-!$)'

&

T

和
YZI(M0=/

?

G38L([Y#

组

$

(!,&!-)$(&

&

T

%差异有统计学意义$

,

"

"$"!

&'

!0

!
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2
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图
B

!

绿色荧光蛋白在各组小鼠移植瘤中的表达
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染色检测凋亡细胞
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图
K
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各组移植瘤组织
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+
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-
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蛋白表达

:&

F

2."K

!

8/""H

-

."77&'('<N3#EC$(1@$7

-

$7"EI

-

.'%"&(&(%20'.%&772"'<%/.""

F

.'2

-

70&3"

*

!$#

*

肿瘤防治研究
NOPN

年第
QR

卷第
S

期



($)

!

免疫组织化学
G0&

?

0&9(#

+

+4=((

的表达

+4=((

和
G0&

?

0&9(#

蛋白均在胞质中表达%以肿

瘤细胞内出现明显的黄色或棕黄色颗粒为阳性表

达%见图
)

%

YZI(M0=/E7\3/

质粒组肿瘤标本的

+4=((

蛋白阳性细胞表达明显较
YZI(M0=/

质粒组

及对照组减弱(表达评分$

($''-"$*!

&

</!

$

#,%!-

"$&(

&

</!

$

)$')-"$'$

&%

,

均
"

"$"!

)%而
G0&

?

0&9(#

蛋白阳性细胞表达均明显较
YZI(M0=/

质粒组及对

照组增强(表达评分$

#$)#-"$&*

&

</!

$

(,*!-

",%*

&

</!

$

!!#&-"!'!

&%

,

均
"

"!"!

)'

($'

!

组织学检查

JZ

染色显示%对照组瘤细胞排列成团块状%细

胞核大不规则%核质比例大核仁明显%可见较多核分

裂相%

YZMBY(8#

处理各组组瘤体完整无炎性细胞

浸润%未见坏死及出血'

YZI(M0=/E7\3/

?

G3(

8L([Y#

组肿瘤细胞体积变小%细胞核染色质浓缩%

碎裂成片状%核分裂相少见'

$

!

讨论

将目的基因靶向性地高效导入到靶细胞内并发

挥有效作用是肿瘤基因治疗的关键技术环节'非病

毒载体因低毒+易组装+不会使宿主基因突变及无免

疫原性等优点而被广泛研究%但转染率低缺乏靶向

性限制了其应用'实验报道
E7\3

能有效增强体

内和体外的基因传递效率%其作用机制仍未完全明

确'但超声使携带基因的微泡破碎是其必不可少的

条件'靶向性基因传递能提高转染率的同时减少不

必要的并发症%避免一些潜在性的感染因素而引起

广泛关注'肝细胞和肝癌细胞膜上具有高度特异性

去唾液酸糖蛋白受体%能识别末端带有半乳糖残基

的寡糖或寡糖蛋白并与之相结合%利用其介导可明

显增强对肝的靶向性(

&

)

'本研究通过凋亡素基因与

半乳糖化的
YZI

及超声微泡耦联%并予以超声辐照

转染小鼠肝癌移植瘤%以寻求体内靶向+安全和有效

的基因治疗方式'

实验结果显示
E7\3

联合
YZI(M0=

能显著增

强
?

ZMBY(8#

质粒对小鼠肝癌移植瘤的转染率%明

显高于其他各组%组间比较差异有统计学意义$

,

"

","!

&'

YZI(M0=/

超声
/

质粒组转染率略高于

YZI(M0=/

质粒组但两者比较差异无统计学意义$

,

$

"$"'

&'本实验采用低强度超声%在适当条件下的

单独或联合微泡的超声辐照均未观察到移植瘤及其

周边组织有炎症+出血及坏死的改变'

JZ

染色电

子显微镜下观察组织无明显损伤'目前已有
E7(

\3

联合
YZI

促基因转染移植瘤的文献报道%

G5/(

@0K"A0

等(

$

)将
YZI

"

38L

与
Y.ML

纳米微泡混合

后经裸鼠尾静脉注射%同时给予前列腺癌移植瘤超

声辐照%结果显示
-

(

2

0=

基因转染率较无超声辐照的

对照组提高
&

倍%并且无细胞死亡和组织损伤的表

现'

G59'

等(

!"

)通过
E7\3

联合
YZI

靶向传递

&/<A#A#'

基因于宫颈癌移植瘤模型%发现联合转染

的方式使基因的表达为单独应用
YZI

的
!"

倍和单

独应用
E7\3

的
!!"

倍%联合应用
&/<A#A#'

基因能

够有效地诱导肿瘤细胞的凋亡并抑制肿瘤生长'研

究认为超声能够在特定部位和时间发射超声使微泡

破碎%对周围组织产生生物学效应%即使周围血管内

皮细胞及组织细胞的间隙增宽%细胞膜通透性增加'

微泡破裂产生的剪切力和压力梯度促使药物或基因

进入靶细胞'而联合靶向性载体使基因更易附着于

靶细胞使靶细胞膜上载基因量增加在微泡破碎的作

用下进一步增强了基因的转染和表达'同时实验也

显示仅超声作用转染率无明显改变%说明微泡破碎

是联合提高转染率的关键'

YZI(M0=

联合
E7\3

转染凋亡素基因的抑瘤

率均显著高于对照组和
YZI(M0=

组%差异有统计学

意义$

,

"

"$"!

&'采用
7/'9=

法评价肿瘤细胞的凋

亡效应%与其他组相比
YZI(M0=/E7\3

组凋亡指

数和凋亡细胞数目明显增多%表明
E7\3

联合

YZI(M0=

可通过提高
[Y#

的转染和表达%使肿瘤凋

亡增加%从而延缓肿瘤的生长%使肿瘤体积部分缩

小%来发挥其抗肿瘤效应'

G0&

?

0&9(#

是半胱天冬酶

下游的凋亡执行蛋白酶'

30'9'

等(

!!

)发现凋亡素

是直接激活
G0&

?

0&9(#

来引发凋亡的'

+4=((

是作

用在
G0&

?

0&9(#

上游的负调节因子'

+4=((

蛋白可

通过抑制线粒体膜的通透性和阻止细胞色素
G

的

释放而发挥抑凋亡作用%在多数肿瘤细胞中过表达'

朱惠明等(

!(

)还发现凋亡素可通过下调细胞内
+4=((

家族蛋白中的
\4=(!

蛋白而诱导凋亡'在本研究

中%利用
E7\3

联合
YZI(M0=

转染凋亡素基因较对

照组和
YZI(M0=

组
+4=((

蛋白表达显著下降%而

G0&

?

0&9(#

蛋白表达明显增加%诱导了肿瘤组织凋

亡%抑制细胞增殖'说明凋亡素可通过下调
+4=((

蛋白减少的表达来抑制肝癌细胞的增殖%同时有助

于凋亡素的凋亡诱导作用'

非侵入性和靶向性的基因传递技术将利于临床

基因治疗的应用'本研究显示作为一种非侵入方式
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E7\3

联合
YZI(M0=

能够增强凋亡素基因对小鼠

肝癌移植瘤的靶向性的传递和表达%通过诱导肿瘤

细胞凋亡来抑制肿瘤的生长'并且通过静脉系统用

药具有可操作性便于肿瘤的系统用药联合治疗'但

实验也存在不足%如动物模型为皮下移植瘤%部分药

物靶向肝脏%使得注射药物有效剂量增大定量计算

不够精确'另外超声参数处理方式可能对转染有一

定的影响%还需对超声参数及处理方式如注射时间

间隔+

38L

用量等进行优化%为进一步提高转染率

发挥抗肿瘤作用'
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