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摘   要 目的：探讨超声辐照微泡介导 CD/TK 双自杀基因质粒转染对在体乳腺癌的杀伤效应。

方法：用人乳腺癌 MCF-7 细胞建立裸鼠移植瘤模型后，将荷瘤裸鼠随机分为对照组、质粒组、超声

辐照组、超声辐照微泡组，每组 5 只。对照组仅给予 CD 与 TK 相应的前药（5- 氟胞嘧啶与更昔洛韦）；

质粒组注射质粒（含 CD/TK 基因）与前药；超声辐照组注射质粒与前药，并予超声辐照；超声辐照微

泡组注射靶向超声造影剂（质粒与微泡混合物）与前药，并予超声辐照。实验期间记录裸鼠肿瘤生长情况；

处理结束后 5 d，剥除肿瘤，计算各组的抑瘤率；用倒置荧光显微镜观察目的基因瘤内转染情况，计算

基因转染效率；RT-PCR 法检测目的基因的表达；免疫组化法计数肿瘤的微血管密度（MVD）。

结果：与对照组比较，质粒组肿瘤的生长无统计学差异（P>0.05），而超声辐照组与超声辐照微泡

组肿瘤生长被明显抑制（均 P<0.05），质粒组、超声辐照组、超声辐照微泡组的抑瘤率分别为 3.72%、

21.40%、47.13%。 质 粒 组、 超 声 辐 照 组、 超 声 辐 照 微 泡 组 基 因 转 染 效 率 分 别 为 0.78%、2.81%、

23.87%，后者转染效率明显高于前两组（均 P<0.05）。超声辐照组与超声辐照微泡组肿瘤组织中

均出现 CD/TK 基因阳性片段，而对照组与质粒组的肿瘤组织中未见。超声辐照组与超声辐照微泡组

肿瘤组织 MVD 计数均明显低于对照组，且超声辐照微泡组低于超声辐照组（均 P<0.05），质粒组

MVD 计数与对照组无统计学差异（P>0.05）。

结论：超声辐照微泡介导的双自杀基因系统能有效提高基因转染效率与表达，从而增强对肿瘤生长

和肿瘤微血管的生成的抑制作用。                                   [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(11):1487-1493]
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乳 腺 癌 发 病 率 占 女 性 恶 性 肿 瘤 的 首 位 [1]， 其

在我国发病率呈明显上升趋势 [2]。虽然以手术、放

疗、化疗和内分泌治疗为主的综合治疗模式极大地

提高了乳腺癌患者的生存率，但该疾病仍有较高的

复发和转移率 [3]。随着医学分子生物学研究的发展

和对“乳腺癌是一全身性疾病”这一理念认识的深

入，基因治疗逐渐成为乳腺癌分子生物学治疗中一

个令人瞩目的方向，其中自杀基因疗法是极具应用

前景的一种抗肿瘤策略，以其独特的作用机制在乳

腺癌的治疗中备受关注，有望成为乳腺癌治疗的新

途径 [4-6]。自杀基因疗法是指将某些病毒或细菌的

基因转导入肿瘤细胞，这些基因编码的特异性酶类

能 将 对 细 胞 无 毒 或 毒 性 极 低 的 药 物 前 体 在 肿 瘤 细

胞内代谢成毒性产物，以达到杀死肿瘤的目的。

本 研 究 从 体 内 实 验 着 手， 针 对 乳 腺 癌 的 基 因

治疗模式，探索一种新的载体和转基因方法，即利

用超声微泡造影剂，作为一种新型基因载体，在一

定剂量的超声波辐照下，介导 CD/TK 双自杀基因

的靶向释放和转染。以期为乳腺癌基因治疗提供一

条思路。

genes mediated by microbubble-enhanced ultrasound exposure on breast cancer in vivo.

Methods: After the xenograft tumor model was created in nude mice using human breast cancer MCF-7 cells, the 

tumor-bearing mice were randomly divided into control group, plasmid group, ultrasonic irradiation group and 

ultrasonic irradiation plus microbubble agent group, with 5 mice in each group. Mice in control group were only 

given the corresponding CD and TK prodrugs (5-fluorocytosine and ganciclovir), mice in plasmid group were 

injected with the plasmids (containing CD/TK gene) and prodrugs, mice in ultrasonic irradiation group were 

injected with plasmids and prodrugs combined with ultrasonic irradiation, and those in ultrasonic irradiation 

plus microbubble agent group were injected with targeted ultrasonic contrast agent (mixture of plasmids and 

microbubble agent) combined with ultrasonic irradiation. The growth of the tumors was recorded during the 

experiment. After the tumors were enucleated at post-treatment day 5, the tumor inhibition rate in each group was 

calculated, the transfection of the target genes in the tumors was observed by an inverted fluorescence microscope, and 

the transfection efficiency was also analyzed; the expression of the target genes was determined by RT-PCR method; 

the microvessel density (MVD) of the tumors was detected by immunohistochemical staining.

Results: Compared with control group, the tumor growth in plasmid group showed no obvious difference 

(P>0.05), while in both ultrasonic irradiation group and ultrasonic irradiation with microbubble agent group it 

was significantly inhibited (both P<0.05), and tumor inhibition rate in plasmid group, ultrasonic irradiation group 

and ultrasonic irradiation plus microbubble agent group was 3.72%, 21.40% and 47.13%, respectively. The gene 

transfection efficiency in plasmid group, ultrasonic irradiation group and ultrasonic irradiation plus microbubble 

agent group was 0.78%, 2.81% and 23.87%,respectively, which in the latter group was significantly higher than that 

in the former two groups (both P<0.05). The positive DNA fragment of CD/TK gene was present in the tumors 

from the ultrasonic irradiation group or ultrasonic irradiation plus microbubble agent group, but was absent in 

those from control group and plasmid group. The MVD count in tumors from both ultrasonic irradiation group 

and ultrasonic irradiation plus microbubble agent group was significantly lower than that in control group (both 

P<0.05), which in ultrasonic irradiation with microbubble agent group was even lower than that in ultrasonic 

irradiation group (both P<0.05), but showed no statistical difference between plasmid group and control group 

(P>0.05).

Conclusion: The double suicide gene system mediated by microbubble-enhanced ultrasonic irradiation can 

effectively increase the transfection efficiency and expression of the target gene, and thereby exert an enhanced 

inhibitory effect on tumor growth and angiogenesis.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(11):1487–1493]
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1　材料与方法

1.1  材料

质 粒： 重 组 质 粒 pEGFP-KDRp-CD/TK 由 本

课题组前期构建；细胞株：人乳腺癌 MCF-7 细胞

由本院雷海波惠赠；实验动物：BALB/C 近交系裸

鼠，20 只，雌性，4 周龄，体质量 18~22 g，购自

本院动物实验中心；TRIzol Reagent 试剂盒，美国

Gibco 公司；即用型 SABC 免疫组化试剂盒，武汉

博士德生物工程有限公司；兔抗小鼠 CD34 多克隆

抗体，武汉博士德生物工程有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1  重组质粒 pEGFP-KDRp-CD/TK 的大量提

取　将 -70 ℃保存的含重组质粒的 DH5α 菌复苏，

扩 增 之 后， 按 AxyPrep 质 粒 大 量 试 剂 盒 的 说 明 提

取重组质粒；提取的质粒用无菌双蒸水 ddH2O 溶解

后，用紫外分光光度计测定 DNA 浓度和纯度。最

后再定容，分装浓度为 1 μg/μL，-20 ℃保存备用。

1.2.2  MCF-7 细胞的培养　将冻存于液氮罐中的

MCF-7 细 胞 经 复 苏 后 传 代 3~4 次， 然 后 收 集 对 数

生长期的 MCF-7 细胞；1 000 r/min 5 min 离心后，

弃上清液，以 Hanks 液洗涤 2 次，在无血清 DMEM

重悬，调节浓度适宜。取细胞悬液 0.2 mL，含细胞

数 0.5~1×107，分装备用。

1.2.3  裸鼠移植瘤模型的建立　将处于对数生长

期的 0.5~1×107 个 MCF-7 细胞的悬液 0.1 mL，用

1 mL 医用注射器注射于裸鼠右侧背部皮下，置本

院动物实验中心无特殊病原菌（SPF）级动物饲养

房内饲养，定期观察记录移植瘤生长情况。

1.2.4  成瘤裸鼠的分组和处理　20 只荷瘤裸鼠根

据其移植瘤大小排序，分成 5 等级，每等级 4 只，

从各个等级的 4 只裸鼠中随机抽取 1 只均分成 4 组，

每组 5 只，分别为：⑴ 对照组；⑵ 裸质粒组；⑶ 超

声辐照组；⑷ 超声辐照微泡组。

1.2.5  质粒与微泡混合物的配置　SonoVue 为磷脂

包裹的六氟化硫（SF6），按使用说明用生理盐水 

5 mL 溶解冻干粉，震荡混匀形成微泡混悬液，微泡

平均直径 2.5 mm，pH6.0~6.5，渗透压为 287 mo1/L。

取 60 μL 微 泡 悬 液 于 1.5 mL EP 管 内， 再 滴 加 入

60 μL 重组质粒，轻轻混匀后室温孵育 30 min 后，

装入 1 mL 医用注射器内备用。

1.2.6  各组动物的处理　对照组仅给予 5- 氟胞嘧

啶（5-FC）与更昔洛韦（GCV）（5-FC 与 GCV 分

别为 CD 与 TK 相应的前药）；质粒组注射裸质粒

与前药（考察单纯质粒的基因转染情况）；超声辐

照 组 注 射 质 粒 与 前 药， 并 予 超 声 辐 照（ 与 质 粒 组

比 较， 考 察 超 声 辐 照 对 于 基 因 转 染 的 作 用）； 超

声 辐 照 微 泡 组 注 射 靶 向 超 声 造 影 剂 与 前 药， 并 予

超 声 辐 照（ 考 察 超 声 与 微 泡 联 合 作 用 下 的 基 因 转

染率）。

对 照 组、 质 粒 组、 超 声 辐 照 组、 超 声 辐 照 微

泡组分别用注射器在瘤体内多点注射 PBS、质粒、

质粒与微泡混合物，注射体积为 60 μL；后两组紧接

着给予超声辐照（1 MHz，2 W/cm2，5 min）。各组

在上述处理 24 h 后，腹腔注射 5-FC [500 mg/（kg·d）]

与 GCV [50 mg/（kg·d）]，连续 10 d。

处理结束后 5 d 引颈法处死裸鼠，剥离瘤块，

电子天平称重，刀片快速切分瘤块，部分浸泡于 4%

多聚甲醛溶液中固定，部分直接放于 -80 ℃冰箱

冻存备用。

1.2.7  肿瘤生长情况和抑瘤率的计算　自瘤体内

注射基因之日起每 3 天分别以游标卡尺测量肿瘤最

大的长径和与之垂直的短径（mm），分别用 a 和 b

表示。肿瘤体积（mm3）=ab2/2，计算肿瘤体积。

治疗结束后 5 d 处死裸鼠，测瘤质量，计算肿瘤生

长抑制率。肿瘤生长抑制率（%）=（1- 各处理组

瘤重 / 条件对照组瘤重）×100%。

1.2.8  重组质粒基因转染率测定　取出冻存的肿

瘤组织标本，各组取部分肿瘤研磨、制备成单细胞

悬液，然后置于倒置荧光显微镜下观察。被重组质

粒成功转染的组织因其表达绿色荧光蛋白（GFP）

而在蓝色激发光激发时发射绿色荧光。据此计算不

同处理组标本中的基因转染率。

1.2.9  双自杀基因 CD/TK 表达的 RT-PCR 检测　

首先按照 TRIzol 试剂盒说明提取肿瘤组织中的总

RNA， 然 后 逆 转 录 合 成 cDNA， 再 PCR 扩 增 CD/

TK 基因，最后凝胶电泳检测 PCR 产物。

1.2.10  肿瘤微血管密度（MVD）的免疫组化检

测　 将 固 定 好 的 组 织 标 本 行 常 规 石 蜡 包 埋 切 片，

按 SABC 免疫组化染色试剂盒染色后，检测组织标

本中 CD34 蛋白的表达，以 CD34 阳性血管数作为

MVD 值，以镜下 200 倍视野范围内任选不重复的

5 个视野，计数阳性血管数。

1.3  统计学处理

使用 SPSS 13.0 软件进行统计学分析。计量资

料 以 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 计 量 资 料 的 比

较 应 用 t 检 验， 组 间 样 本 方 差 分 析， 应 用 SNK 法

分析。P<0.05 为差异有统计学意义。
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2　结　果

2.1  裸鼠移植肿瘤的生长情况和抑瘤率

质 粒 组 裸 鼠 移 植 瘤 的 生 长 未 见 明 显 抑 制，处

理后各时间点肿瘤大小与对照组的差异均无统计学

意义（ 均 P>0.05）；超 声 辐 照 组 与 超 声 辐 照 微 泡

组裸鼠的移植瘤生长均受到明显抑制，处理后的各

时间点肿瘤体积均明显小于对照组（均 P<0.05），

且 超 声 辐 照 微 泡 组 均 小 于 声 辐 照 组（ 均 P>0.05） 

（表 1）。

相 对 于 对 照 组，质 粒 组、超 声 辐 照 组、超 声

辐 照 微 泡 组 的 抑 瘤 率 分 别 为 3.72%，21.40%、

47.13%，3 组间抑瘤率的差异均有统计学意义（均

P<0.05）（表 2）。

表 2　各组肿瘤生长抑制率的比较
Table 2　Comparison of the tumor inhibition rate among groups

　　组别
肿瘤质量
（mg）

肿瘤生长抑制率
（%）

　质粒组 621±18 3.72
　超声辐照组 507±20 21.401)

　超声辐照微泡组 341±9 47.131), 2)

注：1）与质粒组比较，P<0.05；2）与超声辐照组比较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. plasmid group; 2) P<0.05 vs. ultrasonic 
irradiation group

2.2  重组质粒基因转染率

对 照 组 肿 瘤 组 织 中 未 见 绿 色 荧 光 细 胞，质 粒

组肿瘤组织中偶尔可见 1~2 个绿色荧光细胞，超声

辐照组的肿瘤组织中仅见很少的绿色荧光细胞，超

声辐照微泡组的肿瘤组织中可见大量绿色荧光细胞

（图 1）。肿瘤组织切片的转染效率分析结果显示，

超声辐照微泡组基因转染的效率明显高于超声辐照

组，两 者 差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.001）；超 声 辐

照组与裸质粒组比较，基因转染效率稍高，但差异

无统计学意义（P>0.05）（表 3）。

表 1　各组荷瘤裸鼠处理后不同时间移植瘤体积（mm3）
Table 1　Volume of the xenografts in each group of nude mice（mm3）

组别 0 d 3 d 6 d 9 d 12 d 15 d
对照组 203±9 338±3 467±7 612±15 724±23 826±19
质粒组 211±10 323±4 449±6 589±11 692±12 795±16
超声辐照组 213±14 255±31) 382±41) 497±91) 568±101) 649±181)

超声辐照微泡组 205±17 215±21), 2) 276±41), 2) 363±91), 2) 402±151), 2) 436±81), 2)

注：1）与对照组比较，P<0.05；2）与超声辐照组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. plasmid group; 2) P<0.05 vs. ultrasonic irradiation group

A B

C D

图 1　荧光显微镜下各组细胞的 GFP 表达情况（×100）　　A：对照组；B：质粒组；C：超声辐照组；D：超声辐照微泡组
Figure1　Expression of GFP in each group under fluorescence microscopy (×100)　　A: Control group; B: Plasmid group; C: Ultrasonic 

irradiation group; D: Ultrasonic irradiation plus microbubble agent group
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表 3　各组肿瘤组织冷冻切片所测基因转染效率（n=10）
Table 3　Gene transfection efficiency of each group detected on 

the tumor frozen (n=10)
　　　　组别 平均转染效率（%）
　　　对照组 0
　　　质粒组 　　　　0.78±0.03
　　　超声辐照组 　　　　2.81±1.281)

　　　超声辐照微泡组 　　　　23.87±2.741), 2)

注：1）与质粒组比较，P<0.05；2）与超声辐照组比较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. plasmid group; 2) P<0.05 vs. ultrasonic 
irradiation group

2.3  双自杀基因 CD/TK 的表达

超 声 辐 照 组 和 超 声 辐 照 微 泡 组的 肿 瘤 组 织中

均 出 现 2 415 bp 的 CD/TK 基 因 阳 性 片 段， 而 在

对 照 组 和 质 粒 组 的 肿 瘤 组 织中 未 出 现 该 阳 性 片 段 

（图 2）。

2.4  各组裸鼠移植瘤组织 MVD

与对照组比较，超声辐照组和超声辐照微泡组

肿瘤组织中的微血管染色颗粒明显减少，尤以超声

辐照微泡组最为明显，而质粒组无明显差异（图 3）。

MVD 计数结果显示，超声辐照组和超声辐照微泡

组 MVD 计数明显低于对照组（P<0.05）；质粒组

与对照组比较，MVD 计 数 稍低，但 差异 无 统 计 学

意义（P>0.05）（表 4）。

3 000 bp
2 000 bp

1 2 3 4 5

图 2　RT-PCR 检测 CD/TK 基因表达　　1：分子质量标记；
2：超声辐照微泡组；3：超声辐照组；4：质粒组； 
5：对照组

Figure 2　Detection of CD/TK gene expression by RT-PCR　　
1: Maker; 2: Ultrasonic irradiation plus microbubble agent 
group; 3: Ultrasonic irradiation group; 4: Plasmid group;  
5: Control group

图 3　CD34 免疫组化染色结果　　A：对照组；B：质粒组；C：超声辐照组；D：超声辐照微泡组
Figure 3　Immunohistochemical staining for CD34 expression　　A: Control group; B: Plasmid group; C: Ultrasonic irradiation group;  

D: Ultrasonic irradiation plus microbubble agent group

A B

C D
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表 4　各组肿瘤组织石蜡切片的 MVD（n=10）
Table 4　The MVD of tumor’s paraffin sections in each group 

(n=10)
　　　　组别 平均转染效率（%）
　　　对照组 48.8±5.1
　　　质粒组 　　　　42.77±6.4
　　　超声辐照组 　　　　 27.4±3.21)

　　　超声辐照微泡组 　　　　          12.3±1.41), 2)

注：1）与质粒组比较，P<0.05；2）与超声辐照组比较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. plasmid group; 2) P<0.05 vs. ultrasonic 
irradiation group

3　讨　论

3.1  乳腺癌移植瘤动物模型的建立

目前主要的乳腺癌模型，有自发性、诱发性、

移植性等 [7]。而研究乳腺癌的治疗，移植瘤模型更

能直观地反映疗效。本实验使用的 ER（+）MCF-7

细胞株来源于人乳腺癌，同源性强，荷瘤模型能较

好 地 体 现 乳 腺 癌 组 织 学 和 病 理 学 生 物 学 特 点。裸

鼠是先天性胸腺缺陷的突变小鼠，对异体组织无排

斥反应 [8]。随着近代医学的发展，其在肿瘤学、免

疫学等领域有着特殊的价值，目前已成为医学生物

学 研 究 领 域 中 不 可 缺 少 的 实 验 动 物。本 实 验 采 用

MCF-7 细胞株，接种于裸鼠右侧背部皮下，接种后

7~10 d 可见结节，移植瘤成功率为 100%。

3.2  超声靶向微泡击破技术（UTMD）介导目

的基因转染

超 声 靶 向 微 泡 击 破（ultrasound-targeted 

microbubble destruction，UTMD） 是 使 血 管 通 透

性增加，从而使外源性物质通过血管内皮屏障进入

靶部位的一种技术 [9]。

UTMD 介导基因转染的主要机制与超声空化效

应有关 [10-11]。在特定空间（聚焦区）和特定时间发

射超声时击破造影剂微泡，产生空化效应及化学反

应，使周围靶细胞（包括血管内皮细胞及组织细胞）

的细胞间隙增宽，膜通透性增加，细胞表面一过性

小孔形成（声孔效应），同时，微泡破裂产生的冲击

波促使从微泡上释放出来的药物或基因进入靶细胞。

超声微泡可以作为靶向治疗的载体联合 UTMD

使目的基因能进入细胞内、血管壁、组织间隙，从

而 增 强目的 基 因 的 转 染 率。超 声 波 与 微 泡 还 可 以

增 加 化 疗 药 的 细 胞 毒 性，发 挥 协 同 作 用 或 增 效 作

用。UTMD 产生的空化作用还可以损伤细胞、抑制

细胞增殖、促进细胞凋亡。运用治疗性超声长时间

辐照对癌细胞进行有效转染，将血管内皮生长因子

（VEGF）抵制物传输到细胞，引起增殖抑制和诱

导凋亡作用。

不同条件下，超声微泡对局部组织的生物学作

用程度不同，基因传输及表达的效率亦不同。主要

影响因素有 3 个方面：⑴ 微泡本身的特性；⑵ 发

射超声本身的参数；⑶ 微泡输入的途径及超声微

泡作用的局部环境。如果理想的微泡是提高超声微

泡基因、药物传输效率的充分条件，则最优化超声

参数是其必要条件。将超声参数最佳化，在不产生

不良反应的基础上释放出更多能量，即可产生更多

的外溢孔，使更多基因或药物外溢到组织间隙，从

而提高超声微泡基因、药物的传输效率 [12]。

3.3  超声辐照微泡介导双自杀基因系统对裸鼠

乳腺癌的体内抑瘤作用

本实验依据国内外多数文献的报道，设定当移

植瘤直径达 5 mm 时作为处理的起点 [13-15]。将成瘤

的 20 只荷瘤鼠随机分成 4 组，每组给予不同的处理。

结果发现，质粒组、超声辐照组、超声微泡联合辐

照组的抑瘤率分别为 3.72%、21.40% 和 47.13%，

质粒组与对照组比较无统计学差异（P>0.05），而

超 声 辐 照 组 和 超 声 微 泡 联 合 辐 照 组的 肿 瘤 生 长 抑

制 率 均 明 显 大 于 对 照 组（ 均 P<0.05），且 超 声 微

泡 联 合 辐 照 组的 肿 瘤 生 长 抑 制 率 大 于 超 声 辐 照 组

（P<0.05）。

肿 瘤的 生 长 和 迁 移 都 依 赖 大 量 新 生 血 管的 生

成，VEGF/VEGFR 途 径 在 肿 瘤 新 生 血 管 的 生 成

中 起 着 非 常 重 要 的 作 用，多 数 肿 瘤 组 织 过 量 表 达

VEGF。VEGFR 是 VEGF 的 受 体 之 一， 存 在 于 血

管内皮细胞中，与血管内皮细胞的增殖和血管生成

密切相关。本实验将双自杀基因靶向性转染肿瘤细

胞，使被转染的肿瘤组织内的 MVD 明显下降。结

果发现：与对照组比较，质粒组对肿瘤组织 MVD

的抑制作用不太明显，而超声微泡组和超声辐照组

的 MVD 均有明显下降，尤以超声微泡组最为显著。

综 上 所 述，超 声 辐 照 微 泡 介 导 双自 杀 基 因 治

疗系统对荷瘤鼠移植瘤的生长具有最明显的抑制作

用。分析其体内抑瘤机制可能为：对肿瘤细胞靶向

性杀伤作用，肿瘤细胞生长受到抑制，同时也减少

了 VEGF 的 分 泌，MVD 亦 随 之 下 降，肿 瘤 赖 以 生

长的微血管减少，从而使肿瘤生长受到显著抑制。
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