
作者简介：李炯（１９８１－），主治医师，硕士，主要从事肝胆胸外科的研究。　△　通信作者，Ｅｍａｉｌ：６６４１８６６３２＠ｑｑ．ｃｏｍ。　▲　共同通信作

者，Ｅｍａｉｌ：４０４８１８１２６＠ｑｑ．ｃｏｍ。

论著·基础研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１７．０５．００８

携目的基因的靶向超声微泡对肝癌ＨｅｐＧ２细胞增殖活性的影响
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　　［摘要］　目的　制备一种靶向肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的载单纯疱疹病毒胸腺嘧啶核苷激酶（ＨＳＶＴＫ）基因超声微泡，并考察其体

外寻靶能力及对 ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制作用。方法　用机械振荡法制备超声微泡，生物素亲和素桥连方式构建靶向载 ＨＳＶ

ＴＫ超声微泡。检测其一般特性，并进行体外实验检测其对ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响。结果　靶向载ＨＳＶＴＫ超声微泡可较多地

聚集在 ＨｅｐＧ２细胞表面，通过检测增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）及噻唑蓝（ＭＴＴ）法，发现载基因靶向微泡组的增殖能力明显下降，细

胞凋亡明显增加，细胞侵袭实验表明载基因靶向微泡组（２２．１８±２．０１）较对照组及载基因非靶向微泡组明显减少，对 ＨｅｐＧ２细胞

增殖及侵袭能力有较好的抑制作用。结论　携目的基因靶向超声微泡对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞在体外有较好抑制效果。

［关键词］　肝肿瘤；细胞增殖；超声微泡；ＧＰＣ３；ＨｅｐＧ２细胞
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　　肝癌在全球发病率呈逐年上升趋势，并逐步年轻化，其危

害性大，治愈率低，病情进展较快，被称为“癌中之王”。外科手

术虽然能够提供较好的治疗效果，但受制于较多其他因素，适

合并接受手术者仅为２０％。随着超声分子显像技术的不断发

展，靶向超声造影剂的设计及制备已得到极大的进步。靶向超

声造影剂可以作为治疗药物或基因的载体，通过血液循环特异

性地聚集于靶组织，从而达到靶向治疗的目的。已有研究发

现，脂酰肌醇蛋白聚糖３（ＧＰＣ３）特异性地在肝癌细胞中表达，

以此作为靶点进行载药或载基因靶向治疗有较好的临床应用

前景。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　抗人 ＧＰＣ３单克隆抗体（美国Ｒ＆Ｄｓｙｓ

ｔｅｍｓ）；二棕榈酰磷脂酰乙醇胺（ＤＳＰＥＰＥＧ）（２０００）Ｂｉｏｔｉｎ（美

国Ａｖａｎｔｉ）；二棕榈酰磷脂酰胆碱（ＤＰＰＣ）、二棕榈酰磷脂酰乙

醇胺（ＤＰＰＥ）、叠氮磷酸二苯酯（ＤＰＰＡ）（德国Ｌｉｐｏｉｄ）；单纯疱

疹病毒胸腺嘧啶核苷激酶（ＨＳＶＴＫ）质粒（重庆医科大学附属

第二医院超声影像研究所惠赠）；链酶亲和素（美国Ｓｉｇｍａ）；Ｎ

羟基琥珀酰亚胺生物素酯（美国Ｓｉｇｍａ）；荧光染料 ＤｉＩ（美国

Ｓｉｇｍａ）；ＴＨＺＣ恒温振荡器（江苏太仓实验设备厂）；高速离心

机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；倒置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ）；肝癌

ＨｅｐＧ２细胞株（重庆医科大学生物工程研究所惠赠）。

１．２　方法

１．２．１　超声微泡的制备　称量成膜磷脂材料 ＤＳＰＥＰＥＧ

（２０００）Ｂｉｏｔｉｎ、ＤＰＰＣ、ＤＰＰＥ、ＤＰＰＡ，按一定比例混合，加入少

量荧光染料，溶于定量的甲醛和三氯甲烷混合溶液中，甲醛和

三氯甲烷挥发完全后，加入甘油和磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），在

４５℃水浴箱中孵育３０ｍｉｎ，再次使用氟碳气体置换空气，在振

荡器中振荡５０ｓ得到脂质超声微泡。
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１．２．２　携带ＧＰＣ３抗体及 ＨＳＶＴＫ基因的靶向超声微泡的

制备　取适量（约含３．０×１０８ 微泡）已制备好的微泡，将其加

入２ｍＬＥＰ管中；加入９０μｇ链霉亲和素，轻轻反复颠倒摇匀，

置于４℃冰箱，孵育３０ｍｉｎ；然后在４℃环境下离心，弃下清

液，ＰＢＳ轻轻漂洗后离心２次，弃下清液、去除过量的链霉亲和

素；加入２０μｇ生物素化ＧＰＣ３抗体轻轻颠倒摇匀，４℃孵育

３０ｍｉｎ；４℃５００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗离心２次，弃下清

液，去除过量的ＧＰＣ３抗体，即可得到携ＧＰＣ３抗体的靶向超

声微泡。取适量异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的山羊抗兔ＩｇＧ

作为二抗，携ＧＰＣ３抗体的超声微泡中，４℃孵育３０ｍｉｎ；４℃

５００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ，弃下清液，ＰＢＳ漂洗离心２次，弃下清

液，去除过量的二抗；取出提取的 ＨＳＶＴＫ质粒２０μｇ，加入上

述已连接ＧＰＣ３抗体的微泡溶液共孵育，去除下清液得到靶

向携基因超声微泡。将微泡涂片，荧光显微镜下观察。

１．２．３　荧光显微镜下观察靶向载基因超声微泡对肝癌

ＨｅｐＧ２细胞的结合情况　取对数生长期 ＨｅｐＧ２细胞，在６孔

板底部以１×１０４／孔进行接种，细胞培养贴壁后，继续培养，制

备细胞爬片，设置对照组和靶向微泡组，每组各５张，对照组加

入非靶向微泡２００μＬ，靶向组加入靶向载基因超声微泡２００

μＬ，于５％ＣＯ２、３７℃培养箱中共孵育２ｈ，取出爬片，ＰＢＳ反

复冲洗５次，在荧光显微镜下观察结合情况。

１．２．４　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

肝癌 ＨｅｐＧ２细胞中增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）表达情况　将靶

向超声微泡与对数生长期 ＨｅｐＧ２细胞在５％ ＣＯ２、３７℃培养

箱中共孵育３０ｍｉｎ，给予超声辐射（１ ＭＨｚ，２ Ｗ／ｃｍ２，间隔

３０ｓ，持续５ｍｉｎ），基因转染完成后，加入羟甲基无环鸟苷

（ＧＣＶ）溶液１００μＬ（浓度为１０ｍｇ／Ｌ）。超声辐照后，再次孵

育４８ｈ，收集细胞，分别提取总 ＲＮＡ 和蛋白，ＲＴＰＣＲ 及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝癌 ＨｅｐＧ２细胞中ＰＣＮＡ表达情况。

１．２．５　噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测各组细胞凋亡　ＨＳＶＴＫ质粒

在超声作用下转染进入细胞后，加入ＧＣＶ，继续培养７２ｈ，进

行 ＭＴＴ实验，每孔加入 ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续孵育４ｈ，终止

培养，吸取上清液，每孔加入１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），振

荡１０ｍｉｎ，使晶体充分降解，然后进行比色，在４９０ｎｍ波长下

测定各组细胞光吸收值并记录实验结果。

１．２．６　细胞侵袭实验　将冰冻ＢＤｍａｔｒｉｇｅｌ置于４℃，待其变

成液体后，将其与无血清１６４０培养基按１∶２比例稀释，ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ置于２４孔板中，加入稀释后的 ｍａｔｒｉｇｅｌ（每孔１００μＬ）于

ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，置于３７℃孵箱中４ｈ；ＨｅｐＧ２细胞重悬于含

１％胎牛血清（ＦＢＳ）的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，调整浓度为５×

１０５／ｍＬ，每孔２００μＬ接种于预先铺好ｍａｔｒｉｇｅｌ的ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上

室中；ＨｅｐＧ２细胞转染后７２ｈ，收集各组培养液，按照分组以

每孔６００μＬ加入ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下室中，继续在３７℃、５％ ＣＯ２ 孵

箱中培养２４ｈ；棉签拭去上室残留未侵袭细胞，ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室

中加入０．１％结晶紫，置于３７℃孵箱中３０ｍｉｎ，倒置显微镜下

（２００×）观察肿瘤细胞侵袭能力，随机选择５个视野进行计数。

１．３　统计学处理　所得结果计量资料采用狓±狊表示，采用

ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析，方差齐性采用方差分析、两两比较采

用ＳＮＫ检验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　超声微泡特征　白光下观察超声微泡大小均一，分布均

匀，见图１。

图１　　微泡在激光共聚焦显微镜下成像特征

（白光，×１０００）

２．２　微泡造影剂粒径及表面电位特征　微泡造影剂粒径（Ｄｉ

ａｍｅｔｅｒ）为（５１２．５７±２５．１８）ｎｍ，其表面电位（Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ）为

（－２．５４±０．７５）ｍＶ。

２．３　超声微泡与ＧＰＣ３抗体连接情况　超声微泡与 ＧＰＣ３

抗体结合后在激光共聚焦显微镜下成像情况，白光下观察大小

一致，分布均匀，激光激发后，周围呈现绿色荧光，表明靶向载

基因微泡成功构建（图２）。

　　Ａ：ＭＢ的白光图像；Ｂ：ＭＢＧＰＣ３与二抗连接后在激光激发下呈

现绿色荧光。

图２　　超声微泡在激光共聚焦显微镜下成像（×１０００）

２．４　靶向载基因超声微泡体外寻靶　４００倍光镜下观察到：

（１）载基因靶向微泡组（ＭＢＧＰＣ３组），较多量载基因靶向微

泡造影剂与肝癌 ＨｅｐＧ２细胞紧密结合，主要分布在细胞周边

及细胞壁游离面上（图３Ｂ）；（２）载基因非靶向微泡组（ＭＢ组），

在ＰＢＳ的反复冲洗下，细胞周围观察不到或仅见少量造影剂

黏附（图３Ａ）。

　　Ａ：ＭＢ组；Ｂ：ＭＢＧＰＣ３组。

图３　　体外寻靶实验（白光，×４００）

２．５　携 ＨＳＶＴＫ质粒的不同微泡的转染效率　由于构建质

粒是已将绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）连接进入质粒，因此当ＨＳＶＴＫ

质粒成功转染进入细胞后，荧光显微镜下会见到绿色荧光，此

时就可表明质粒转染成功。转染２４ｈ后，荧光显微镜下观察

见对照组无荧光表达，ＭＢ组和 ＭＢＧＰＣ３组荧光表达较多，
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其中 ＭＢＧＰＣ３组表达最高。各组转染效率分别为（０．２６±

０．０５）％、（２．７３±０．３４）％、（２０．５３±２．１５）％，ＭＢＧＰＣ３组转

染效率最高，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图４。

图４　　转染质粒后各组细胞荧光表达（×４００）

２．６　ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测靶向转染 ＨＳＶＴＫ质粒

后 ＨｅｐＧ２细胞中ＰＣＮＡ表达　转染后４８ｈ测ＰＣＮＡｍＲＮＡ

和蛋白表达情况，对照组 ｍＲＮＡ和蛋白表达最高，ＭＢ组和

ＭＢＧＰＣ３组表达水平降低，其中 ＭＢＧＰＣ３组表达水平最低，

见图５、６。

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与对照组和 ＭＢ组比较。

图５　　ＰＣＮＡｍＲＮＡ表达情况

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与对照组和 ＭＢ组比较。

图６　　ＰＣＮＡ蛋白表达情况

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与对照组和 ＭＢ组比较。

图７　　细胞增殖抑制率

２．７　ＭＴＴ检测细胞增殖抑制　ＭＴＴ法检测转染 ＨＳＶＴＫ

质粒对 ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制作用，结果显示，各实验组对

ＨｅｐＧ２细胞均有不同抑制，ＭＢ组和 ＭＢＧＰＣ３组抑制最为

明显，与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图７。

２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测转染 ＨＳＶＴＫ质粒后对 ＨｅｐＧ２细胞

侵袭力的影响　各组经过相应处理的 ＨｅｐＧ２细胞穿过ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ上下室之间聚碳酸酯膜的结果如下，对照组（５７．６３±

４．６１）及 ＭＢ组（４９．１６±３．８９）穿过室膜的细胞数量较多，而

ＭＢ组和 ＭＢＧＰＣ３组穿过的细胞数量较少，其中 ＭＢＧＰＣ３

组穿过的细胞数最少（２２．１８±２．０１）。两组与对照组相比，差

异均具有统计学意义（犘＜０．０５），而 ＭＢＧＰＣ３组侵袭细胞数

量最低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图８。

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＭＢ组；Ｃ：ＭＢＧＰＣ３组。

图８　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测 ＨｅｐＧ２

细胞侵袭力（伊红染色×４００）

３　讨　　论

　　随着科学技术发展，人们对肿瘤研究的逐步深入，发现从

分子水平对肿瘤进行特异性杀伤成为新的治疗策略［１］，但如何

将用于治疗的基因高效、安全地转染进入细胞是目前研究的热

点和难点。就目前而言，病毒载体是最高效的转染方式，但其

本身会引起机体的免疫反应及不确定的致瘤性也限制了它的

发展和应用。于是结合当前研究热点，选择非病毒载体来携带

目的基因进行转染，但它们普遍存在携载率低等缺陷［２］。超声

微泡靶向破坏技术是利用超声辐照破坏微泡时产生的空化效

应及声孔效应使内皮细胞间隙扩大，细胞膜产生可逆性的小

孔，有利于胞外的物质进入细胞，由此提供新的思路［３６］。

超声微泡作为超声造影剂被广泛应用于超声诊断［７］，其同

时也具备携载基因及药物的功能，因其具备安全、高效、简单便

捷等优点［８］，已被众多研究者用于体内、体外靶向转染，并在多

种疾病的诊断及治疗方面展现出极好的优势［９１０］。超声微泡

是有被膜及核心气体构成小的气泡［１１］，目前以脂质微泡为主，

脂质微泡较其他微泡比较具有稳定性好、持续时间长、制备工

艺简单等优势，但也存在携载率低、靶向性差等缺点［１２１４］。因

此如何提高其携载率及改变其靶向性成为研究目标。普通超

声微泡由ＤＳＰＥＰＥＧ（２０００）、ＤＰＰＣ、ＤＰＰＥ及ＤＰＰＡ等按一定

比例混合后，在机械振荡作用下构建而成［１５］。由于其膜性成

分决定了其表面为负电荷或中性，多肽、抗体等有机成分均为

负电荷，因此二者之间结合较为困难，目前最常用的连接方法

为通过多聚赖氨酸转化电荷进行桥连。携载质粒的靶向微泡

在体外可顺利达到靶标，并与靶标通过抗原抗体反应进行特异

性结合，然后在超声作用下爆破微泡释放 ＨＳＶＴＫ质粒，进而

促进转染。

本实验中证实转染后有ＴＫ蛋白表达，在 ＭＢＧＰＣ３组呈

现高表达，高于其他各组，说明靶向微泡可以明显地促进基因

转染。ＨＳＶＴＫ质粒进入细胞后并没有直接杀伤肿瘤细胞作

用，在给予前药ＧＣＶ后，ＨＳＶＴＫ可以将无毒的ＧＣＶ转化成

细胞毒性药物从而进行杀伤。ＭＴＴ实验证实 ＭＢ及 ＭＢ

ＧＰＣ３组细胞凋亡较多，其中 ＭＢＧＰＣ３组凋亡细胞最多，高达
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４９％；与此同时细胞的侵袭能力得以降低。

综上所述，本研究成功制备了可以携带目的基因的靶向超

声微泡，并在体外可特异性地与靶细胞结合，在超声辐射下靶

向释放目的基因，从而提高了转染效率，为肿瘤靶向治疗提供

了新思路。
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２１０７２１１６．

［１４］ＣｈｕｎｇＤＪ，ＣｈｏＳＨ，ＬｅｅＪＭ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅ

ｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔｄｕｒｉｎｇｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

ａｂｌａｔｉｏｎｏｎｒａｂｂｉｔｌｉｖｅｒｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＥｕｒＪＲａｄｉｏｌ，２０１２，８１

（４）：５１９５２３．

［１５］ＫｉｅｓｓｌｉｎｇＦ，ＨｕｐｐｅｒｔＪ，ＰａｌｍｏｗｓｋｉＭ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｄ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｉｍａｇｉｎｇ：ｃｏｎｃｅｐｔｓａｎｄｃｏｎｔｒａｓｔａ

ｇｅｎｔｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｅｄＣｈｅｍ，２００９，１６（５）：６２７６４２．

（收稿日期：２０１６０７０９　修回日期：２０１６０９０７）

（上接第５９９页）

［１９］ＰｉｗｋｏｗｓｋａＡ，ＲｏｇａｃｋａＤ，ＡｕｄｚｅｙｅｎｋａＩ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｇｌｕ

ｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｆｆｅｃｔｓｔｈｅｏｘｉｄａｎｔａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｂａｌａｎｃｅ

ｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｍｏｕｓｅｐｏｄｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１１，

１１２（６）：１６６１１６７２．

［２０］ＴａｎＳ，ＷａｎｇＧ，ＧｕｏＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｎａｔｕ

ｒａｌＡｎｔｉＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｇｅｎｔ，ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ，ｏｎｉｓｃｈｅ

ｍｉｃａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＥｖｉｄＢａｓｅｄＣｏｍｐｌｅ

ｍｅｎｔＡｌｔｅｒｎａｔＭｅｄ，２０１３，２０１３：２８４０２５．

［２１］ＺｈｅｎｇＲ，ＤｅｎｇＹ，ＣｈｅｎＹ，ｅｔａｌ．ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣａｔｔｅｎｕ

ａｔｅｓｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓａｔｔａｃｋｃｏｍｐｌｅｘｉｎｄｕｃｅｄ

ｐｏｄｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏ

ｔｈｅｒＲｅｓ，２０１２，２６（６）：８９２８９８．

［２２］ＱｉＷ，ＮｉｕＪ，ＱｉｎＱ，ｅｔａｌ．ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ

ｇｌｙｃａｔｅｄａｌｂｕｍｉｎｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎ

ｓｉｔｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｒｅｎａｌｐｒｏｘｉｍａｌｔｕ

ｂｕｌａｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｔｒｅｓｓＣｈａｐｅｒｏｎｅｓ，２０１４，１９（１）：１０５

１１４．

［２３］ＭｅｎｇＬＱ，ＴａｎｇＪＷ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣｓｙｎ

ｅｒｇｉｚｅｓｗｉｔｈｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｒｅｎａｌｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ

ｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＢｒＪ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１１，１６２（８）：１８０５１８１８．

［２４］ＧｕｉＤＫ，ＨｕａｎｇＪＨ，ＧｕｏＹＰ，ｅｔａｌ．ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣａ

ｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｄｉａｂｅｔｉｃ

ｒａｔｓｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＮＦｋａｐｐａＢｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａ

ｔｏｒｙｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，２０１３，６１（３）：９７０

９７７．

（收稿日期：２０１６０７０８　修回日期：２０１６０９０６）
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