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摘要:为了探讨超声介导不同浓度微泡造影剂 ( MBCA) -声诺维 ( SonoVue)对人脐静脉血管内皮细胞 ( HUV EC)

凋亡及活性的影响。应用 Annexin-v-F ITC和 PI双标记细胞凋亡检测试剂盒检测不同浓度 SonoVue对 HUVEC

凋亡及活性的影响。结果在超声介导下 ,随着 SonoVue浓度的增加 ,活细胞数呈减少趋势 ,早期凋亡、晚期凋亡和

坏死细胞数呈增加趋势。 超声介导下 (超声能量一定时 )不同浓度 SonoVue对 HUV EC有着不同的影响。
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Abstract: This is a study of the ef fects of ultrasond-media ted microbuble contrast agent ( MBCA) -

SonoVue in dif ferent concentrations on apoptosis and activi ty of Human umbi lical vein endothelial

cell ( HUV EC) . HUV EC apoptosis and activity w ere detected with Annexin-v-FITC and PI paired

labeled cell apoptosis detect ag ent kit in different concentrations Ultrasound-mediated SonoV ue.

with Ult rasound-mediated SonoV ue, the higher concentration , the less quanti ty of viable cells and

the more quanti ty of cell apoptosis and death. Ultrasond-media ted SonoV ue of different

concentrations exerts different effects on HUV EC.
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　　超声介导不同浓度微泡造影剂 ( M BCA)有可能

成为基因治疗的一种安全、有效的载体 ,超声波对机

体器官或组织的选择性辐照使得超声波介导 MBCA

作为基因或药物的载体具有了靶向性
[1 ]
。 超声介导

MBCA可以对靶细胞产生一系列生物学效应 ,其中

的空化效应可以使细胞膜通透性增加 [2, 3 ]。 MBCA可

以降低空化阈值 ,增强空化效应 ,从而提高超声辐照

的基因转染率和表达 [4～ 6 ]。 虽然用超声介导 MBCA

可以使基因的转染效率提高。然而 ,利用超声介导

MBCA实现基因的定向转移这一技术同样也会对机

体产生一定的有害的生物学效应
[3 ]
。 影响 MBCA介

导基因治疗效果的因素很多 ,超声能量、辐照时间、基

因与微泡比例等诸多因素均可以对基因治疗产生影

响 [ 3]。为了该项技术在临床安全、有效地应用 ,我们应

用 Annexin-v-FITC和 PI双标记细胞凋亡检测试剂
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盒检测不同浓度声诺维 ( SonoVue)对人脐静脉血管

内皮细胞 ( HUV EC)凋亡及活性的影响。

1　材料与方法

1. 1　材料及试剂

　　研究对象: 人脐静脉血管内皮细胞株 ( HUV EC)

(南京凯基生物科技开发有限公司 )。 试剂:胎牛血清

( FBS, Gibco公司 ,美国 ) , 1640培养液 ,胰酶蛋白消

化液 ,青霉素 ,链霉素 , SonoV ue MBCA( Bracco公司 ,

意大利 ) , Annexin-v-FITC和 PI双标记细胞凋亡检

测试剂盒 , PBS液 , 0. 9%生理盐水。实验器材: 单孔

培养皿 ( Co ring公司 ,美国 ) , 25ml一次性培养瓶 ,培

养箱 ,倒置显微镜 ( IM S) ,显微镜 ,记数板 ,离心机 ,超

声探头 ( Phi lips ie33 S5-1,频率 1～ 5MHz, heart: pen

档 ) ,荧光显微镜 ( FM S Olympus, IX71,日本 ) ,流式

细胞仪 ( FCM , FACS Calibur BD,美国 ) ,温度仪 ,水

浴箱。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　细胞培养

　　使用 10% FBS的 1640细胞培养液培养

HUV EC,每 1～ 2d换液 1次 ,每 3～ 4d传代 1次。

1. 2. 2　 MBCA( SonoVue)的配制

　　 1. 68m l注射用生理盐水 ( 0. 9% NaCl)加入

SonoVue药瓶中 (每瓶含 SF659mg ,冻干粉 25mg) ,剧

烈震荡 20s至瓶内药物混合均匀后备用 (此时

SonoVue浓度为 50mg /m l,以下称初 MBCA)。

1. 2. 3　 HUV EC凋亡及活性检测

　　实验分组: 计细胞数 ,将细胞浓度调至 1× 106 /

m l,将 1ml细胞悬液接种于直径 35mm单孔聚乙烯

培养皿中。按照所加 MBCA ( SonoV ue)浓度不同 ,分

为 A组: 加初 MBCA,每孔加 300μl; B组: 将初

MBCA稀释 2倍 ( SonoVue浓度为 25mg /m l)后 ,每

孔加 300μl; C组:将初 MBCA稀释 3倍 ( SonoVue浓

度为 17mg /ml)后 ,每孔加 300μl; D组: 将初 MBCA

稀释 4倍 ( SonoVue浓度为 12. 5mg /ml)后 ,每孔加

300μl; E组:对照组 ,每孔加生理盐水 300μl。以上 5

个组每组重复 6孔。

　　实验步骤: ( 1)超声辐照:培养皿固定于 37℃水

浴箱水面 ,探头距培养皿底部约 5mm。 辐照条件:超

声机械指数 1. 4,辐照时间为 60s。照射后继续培养细

胞 24h。 ( 2)培养 24h后 ,用 0. 25%胰酶消化细胞 ,制

成细胞悬液。 ( 3)加 1ml冷 PBS,轻轻振荡使细胞悬

浮。 ( 4)温度 4℃ ,离心 , 1000rpm, 10min,然后吸弃上

清液。 ( 5)重复步骤 ( 3)、 ( 4) ,共 2次。 ( 6)将细胞重悬

于 200μl Binding Buf fer液中。 ( 7)加入 10μl Annexin

V-FITC和 5μl PI轻轻混匀 ,避光、室温条件下反应

15min。( 8)加入 300μl Binding Buffer液 ,然后用 FM S

观察加入不同浓度 MBCA, HUV EC凋亡和坏死细

胞的情况 , FM S下绿色细胞为早期凋亡细胞 ,红色细

胞为晚期凋亡和死亡细胞 ;用 FCM检测细胞凋亡和

活性。

1. 2. 4　数据处理

　　实验中计量资料采用平均数±标准差 (x± s )

表示。使用 SPSS 12. 0软件作方差分析 , P < 0. 05视

为有统计学意义。

2　结果

　　不同浓度 MBCA SonoVue对 HUV EC凋亡及活

性的影响 (表 1,图 1)超声介导初 MBCA( SonoV ue)

时存活细胞百分比较少 ,晚期凋亡和坏死细胞百分比

较多 ;初 MBCA( SonoVue)稀释 2倍时存活细胞百分

比增多 ,晚期凋亡和坏死细胞百分比减少 ,较前者有

明显差异 ( P < 0. 01) ;初 MBCA( SonoVue)稀释 3倍

时存活细胞百分比进一步增大 ,晚期凋亡和坏死细胞

百分比进一步变小 ,且与初 MBCA( SonoVue)或其稀

释 2倍时有明显差异 ( P < 0. 01) ;初 MBCA稀释 4

倍与稀释 3倍时比较对细胞存活、晚期凋亡和坏死百

分比无显著影响 ( P > 0. 05)。 超声介导初 MBCA

( SonoV ue)稀释 3倍时 ,早期凋亡细胞百分比明显减

小 ,且与初 MBCA( SonoV ue)或其稀释二倍时有明显

差异 ( P < 0. 01) ;初 MBCA( SonoVue)稀释 4倍时与

初 MBCA( SonoVue)稀释 3倍时比较对早期凋亡细

胞百分比无显著影响 ( P > 0. 05)。
表 1　超声介导不同浓度 SonoVue对 HUVEC存活、凋亡及坏

死率的影响

Table 1　 Ultrasound-mediated SonoVue in diff erent

concentrations exerts dif ferent ef fects on the viabil ity,

apoptosis and death of HUVEC

组别

Group

例数

No

存活细胞

百分比
Viable

cell(% )
(x± s )

早期凋亡

百分比
Early

apoptosis
(% )

( x± s)

晚期凋亡和

坏死百分比
Late

apoptosis
death (% )

(x± s )

A 6 76. 33± 2. 12 5. 97± 0. 79 10. 86± 1. 77

B 6 80. 48± 2. 50# 5. 52± 0. 55 7. 37± 1. 81#

C 6 89. 71± 1. 32# 2. 29± 0. 38# 4. 72± 0. 61#

D 6 90. 41± 1. 48 2. 00± 0. 15 4. 16± 0. 29

E( CK) 6 91. 28± 1. 48 1. 93± 0. 68 3. 37± 0. 83

# 与上一组比较 P < 0. 01。# Compared w ith previous groupP < 0. 01.
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3　讨论

　　本研究应用超声介导 MBCA是因为它的理化性

质能够产生特有的生物学效应 ,超声声能的热效应和

声空化效应是两个主要的方面 ,尤其是以声空化效应

为主。

　　超声不仅可以使细胞膜通透性增加 ,而且破坏微

泡后可以使其凋亡和坏死
[ 7～ 9 ]

。目前认为空化效应是

主要机制 ,空化效应是指液体中的微小气泡核在超声

波作用下被激化 ,表现为泡核的振荡、胀膨、收缩及崩

溃等一系列动力学过程 ,这一过程可以把声场能量高

度集中于极小的空化泡内 ,并在空化泡快速闭合的瞬

间产生放电、发光、高温、高压、高能量、冲击波、微射

流及微聚变等物理和化学效应。目前应用的超声

MBCA为内含不同气体的微气泡 ,超声 MBCA内含

的微气泡能增强空化效应并降低空化效应的阈

值 [10, 11 ]。近年来的研究表明 ,超声辐照可以使组织和

液体内存在的微气泡发生空化效应 ,在该过程中 ,周

围组织的细胞壁和细胞膜被击穿 ,产生可逆或不可逆

的小孔 ,从而提高了细胞膜的通透性 ,促进基因等进

入细胞 ,增强了基因在细胞内的转染和表达 [12, 13 ]。

　　本研究结果表明 ,在超声介导下不同浓度

MBCA ( SonoVue)对 HUV EC凋亡及活性的影响不

同。随着 SonoVue浓度的增加 ,活细胞百分比呈减少

趋势 ,早期凋亡细胞百分比、晚期凋亡和坏死细胞百

分比呈增加趋势。这说明 ,超声介导微泡有加速导致

细胞凋亡和死亡的作用。在本实验中 , SonoVue的浓

度为 17mg /ml及 12. 5mg /ml组早期凋亡、晚期凋亡

和死亡细胞百分比比较其以上组均有明显的减小 ;而

17mg /m l及 12. 5mg /m l组之间早期凋亡、晚期凋亡

和死亡细胞百分比比较无显著差别。因此 ,在进一步

研究 MBCA ( SonoVue)对 HUV EC细胞膜作用的实

验中 MBCA ( SonoVue )所采用的适宜浓度应为

17mg /m l;而 SonoV ue浓度为 12. 5mg /ml时 , MBCA

SonoVue离细胞距离较大 ,理论上空化效应的效果较

前者差。当应用低于 17mg /m l浓度的造影剂时 ,可否

产生有效的生物学效应 ;以及能产生最佳的生物学效

应并且产生最小负损伤的超声微泡造影剂的剂量为

多少 ,有待于进一步研究。

　　在相同的超声辐照条件下 , M BCA浓度低则微

泡与细胞距离大 ,表现为可以修复性声孔效应 ;

M BCA浓度增大使微泡与细胞间距减小 ,使细胞膜

上发生的声孔无法修复 ,为致死性声孔效应。可能的

原因是:当 MBCA浓度增大 ,微泡与细胞间距减小 ,

超声介导 MBCA产生空化效应时 ,细胞所承受的冲

击波、微射流大所致。

　　本研究结果表明 ,当 MBCA( SonoV ue)浓度为

50mg /m l时 , HUV EC早期凋亡百分比为 5. 97%±

0. 79% ;晚期凋亡和坏死细胞百分比为 10. 86%±

1. 77% ,均较其它组的相应值高 ,说明随着 MBCA浓

度的增加 , HUV EC凋亡、死亡的细胞百分比增大。本

结果提示对富血供的恶性肿瘤治疗时 ,输入一定浓度

的 MBCA,用适量的超声能量辐照肿瘤部位 ,可以导

致肿瘤细胞的死亡。从而为肿瘤治疗提供一种简便、

有效的方法。
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