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超声微泡介导VEGF反义寡核苷酸对裸鼠膀胱癌移植瘤生长 

的抑制作用 

高 渝 ，肖 亚 ，黄赤兵 -，张唯力z，王志刚s 

(1．第三军医大学附属新桥医院泌尿外二科，重庆 400037；2．重庆医科大学附属第二医院泌尿外科 ，重庆 400010； 

3．重庆医科大学医学影像学研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨利用超声辐照微泡造影剂介导血管内皮生长因子(Vascular endotheliar growthfactor，VEGF)反义寡核苷酸 

(Antisense oligodeoxynucleotides，ASODN)对人膀胱癌裸鼠移植瘤的抑制效应。方法：人膀胱癌裸鼠皮下移植瘤模型建立后，将成 

瘤后的裸 鼠随机分为 3组：UM+ASODN组每只裸鼠尾静脉注射微泡造影剂与 VEGF—ASODN混合物，并对移植瘤体用超声波 

进行辐照；UM组每只裸鼠尾静脉注射微泡造影剂并以同样的条件进行体外超声辐照；单纯对照组每只裸鼠尾静脉注射生理盐 

水，各组处理每隔2 d进行 1次，共计 5次。观察裸鼠移植瘤生长情况，免疫组化 sP法测 Ki67、CD34、VEGF的表达，计算微血管 

密度、细胞增殖指数 ，TUNEL法测细胞凋亡指数。结果：UM+ASODN组裸鼠皮下肿瘤生长速度较对照组明显减慢，肿瘤组织 

VEGF的表达及微血管密度较对照组降低(P<O．05)；与对照组相比，UM+ASODN组肿瘤细胞的凋亡增加(P<O．O1)，而细胞增 

殖减少(P<O．05 o结论：超声微泡介导的VEGF反义寡核苷酸转染能有效抑制膀胱癌裸鼠皮下移植瘤的生长。 
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Inhibitory effects of VEGF antisense OIigOdeOxynucleOtjdes Off bladder 

carcinoma in nude mice mediated by ultrasound microbubble 

G／4D YU，et al 

(DepartmentD／Urology，XinqiaoHospital，the ThirdMilitaryMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of inhibition of vascular endothelial growth factor(VEGF)antisense oligodeoxynucleotides 

(ASODN)on human bladder carcinoma in nude mice mediated by ultrasound microbubble．Methods：The mice were randomly divided 

into 3 groups when transplantation tumor was established：For UM+ASODN group，mixture of microbubble and VEGF-ASODN was inject 

into every mice from caudal vein plus ultrasound tumor local irradiation．For UM group，microbubble was inject into very mice from caudal 

vein plus local irradiation with the same condition．For control group，physiological saline was inject into every mice from caudal vein．The 

treatment was performed every 3 days with total 5 times．The volume change of mouse subcutane tumors was observed．Evaluate the 

expression of VEGF and CD34 and Ki67 with immunohistochemistry dyeing and calculate the microvessel density (MVD)and cell 

proliferation index；TUNEL assay was used to analyse the apoptosis of tumor cells．Results：The growth speed of nude mice tumor in 

UM+ASODN group was obviously slower than control group；The expression of VEGF and The MVD in UM+ASODN group Was lower than 

control group(P<0．05)；To contrast with control group，the apoptosis oftumor in UM+ASODN group was increased(P<0．01)，but the 

proliferate of tumor in UM+ASODN group was decreased (P<0．05)．Conclusion：VEGF antisense oligonucleotides mediated by 

ultrasound microbubbe can efficiently inhibit the growth of human bladder carcinoma in nude mice
． 

【Key words]Ultrasound microbubbles；VEGF；Bladder tumor；Antisense oligoHUcleotides 

膀胱癌是泌尿外科最常见的恶性肿瘤。其手术 

后复发率高，多需辅 以放 、化疗 、免疫治疗等辅助治 

疗以预防或推迟其复发，但效果均不够满意。研究 

作者介绍：高 渝(1981～)，男，住院医师，硕士 

研究方向：泌尿系统肿瘤。 

表明，肿瘤的生长和转移依赖于肿瘤新生血管的生 

成，而血管内皮生长因子(Vascular endothelial growth 

factor，VEGF)是促进微血管生长的最重要的因子， 

如能有效抑制其表达，便可减少肿瘤血管新生，达 

到抑制肿瘤生长、发展及转移的目的。目前从基因 
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水 平 上 抑 制 V E G F 及 V E G F R 表 达 的 抗 血 管 生 成 的

研 究 逐 渐 受 到 人 们 的 关 注 ， 但 是 如 何 将 目 的 基 因 安

全 和 靶 向 地 转 染 人 靶 细 胞 并 得 到 高 表 达 仍 是 肿 瘤

基 因 治 疗 领 域 的 难 点 。 我 们 利 用 超 声 微 泡 介 导

V E G F 反 义 寡 核 苷 酸 ( A n t i s e n s e 0 l i g o d e o x y n u c l e o t i d

e s ， A S O D N ) 转 染 作 用 于 人 膀 胱 癌 裸 鼠 移 植 瘤 模 型 ，

探 讨 超 声 微 泡 介 导 V E G F 反 义 寡 核 苷 酸 转 染 抑 制

膀 胱 肿 瘤 的 生 长 及 其 作 用 机 制 ， 为 膀 胱 肿 瘤 的 治 疗

提 供 新 的 思 路 和 途 径 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 细 胞 株 及 培 养

人 膀胱 癌 T 2 4 细胞 株 由重 庆 医 科 大 学基 础 研 究 所 惠 赠 ，

常 规 复 苏 后 ， 用 含 1 0 ％ d a 牛 血 清 的 R P M l l 6 4 0 培 养 液 ( 每 毫

升 培 养 液 含 10 0 U 青 霉 素 ， 1 0 0 肛 g 链 霉 素 )常 规 培 养 ， 每 2 - 3

d 用 0 ． 1 ％ 的胰酶 消 化 后 传 代 。

1 ． 2 主 要 试 剂 和 仪 器

超 声 微 泡 造 影 剂 及 C G Z Z 型 超 声 基 因转 染 仪 ( 超 声 波 发

射 频 率 3 0 0 ～ 1 0 0 0 k H z ， 声 强 范 围 0 ． 2 5 ～ 2 ． 5 w ，c m
z ) 由重 庆

医 科大 学超 声 影像学 研 究 所 研 制 。 V E G F 、 K i 6 7 、 C D 3 4 鼠单克

隆 抗 体 及 S - P 试 剂 盒 购 自福 州 迈 新 生 物 技 术 开 发 公 司 ；

T U N E L 试 剂 盒 购 自南 京 建成 生 物 工 程 研 究所 。 V E G F 反 义 核

苷 酸 的合 成 序 列 参 照 李 维 方 等 【- 1的 设 计 ( 5
’

一 G C A G T A G C T —

G C G C T G A T A G T G C 一 3
’

) ， 由上 海 生 工 生 物 工 程 公 司合成 并 进

行 硫 代修饰 。

1 ． 3 实验 动 物

B a lb ／c 裸 小 鼠 1 8 只 ， 雌 性 ， 鼠龄 5 - 6 周 ， 体 重 1 8 ～ 2 0 g ，

购 于 重 庆 医 科 大学 实验 动物 中心 ， 在 S P F 条 件下 饲 养 。

1 ． 4 人 膀 胱 癌裸 鼠 移 植 瘤 模 型 的 建 立

取 对 数 生 长 期 T 2 4 细胞 以 O． 2 5 ％ 胰 蛋 白酶 3 7 ℃ 消化 ， 加

入 无 血 清 培 养 液 ， 台盼 蓝 染 色 检 测 活 细 胞 比 率 > 9 5 ％ ， 调 整

细 胞悬 液 的 细 胞 浓度 至 1 ． 0 x 1 0
’

个 ／m l 。 在 无 菌条 件 下 于 裸

鼠右 股 部 外 侧 皮 下 注 射 T 2 4 细 胞 悬 液 ， 每 只 0 ． 1 m l ， 接 种 后

在 S P F 条件 下 常 规 饲养 。

1 ． 5 实验 分 组 及 处 理 方 法

接 种 T 2 4 细 胞 1 4 d 后 ， 将 成 瘤 后 的 裸 鼠 随机 分 为 3 组

( 每 组 6 只 ) ： 超 声 + 微 泡 + V E G F 反 义 寡 核 苷 酸 ( U M + A —

S O D N )组 、 U M 组 和 单 纯 对 照 组 。 U M + A S O D N 组 每 只 裸 鼠经

尾 静 脉 注 射 超 声 微 泡 与 V E G F 反 义 寡 核 苷 酸 混 合 物 0 ． 3 m l

( 含 V E G F — A S O D N 约 6 6 斗 g )后 ， 立 即用 超 声 转染 仪 以 频 率

1 M H z ， 功 率 0 ． 7 5 W ／c m
2

， 紧贴 移 植 瘤 体 进 行 体 外 照 射 ， 照 射

1 0 s 间 隔 1 0 s
， 共 2 m i n ；U M 组 每 只 裸 鼠经 尾 静 脉 注 射微 泡

造 影 剂 0 ． 3 m l 后 ， 立 即用 超 声 转 染仪 以 相 同条 件 进 行 体 外 照

射 ；单纯 对 照组 每 只裸 鼠经 尾 静脉注射 O． 9 ％生 理 盐 水 0 _3 m l 。

以 上 处 理 每 隔 2 d 进 行 1 次 ， 共 5 次 。 定 期测 量 各组 裸 鼠皮

下 肿 瘤 体积 大 小 。 治疗 结束 4 8 h 后 ， 断 颈 处 死 裸 鼠 ， 分离 出

肿 瘤 组 织 ， 采 用 免 疫 组 化 法 检 测 V E G F 、 C D 3 4 、 K i 6 7 的 表 达 ，

计算 微 血 管密 度 ( M V D )及 细胞 增 殖 指 数 ；采 用 T U N E L 法 检

测 肿 瘤 细 胞 凋 亡 。

1 ． 6 统 计 学分 析

利用 S P S S l 2 ． 0 软 件 分 析 ， 各 组 数 据 采 用 (互± s ) 表示 ， 多

组 计 量 资料 数 据 比较 采 用 方 差 分 析 ， p ≤ 0 ． 0 5 表 示 差 异 有 统

计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 生 长 情 况

分 组 处 理 时 各 组 裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 大 小 相 近 ( 5 0 ～ 6 0

m m
，) ， 治疗 开 始后 ， U M + A S O D N 组 肿 瘤 生 长 速 度 明显 减慢 ，

而单纯 对 照 组 与 U M 组 肿 瘤生 长 速 度加 快 ( 见 图 1 ) 。 治疗 结

束后 U M + A S O D N 组 肿 瘤 平 均体积 与 U M 组 和 单 纯 对 照 组 相

比均 有 显 著性 差 异 ( P < 0 ． 0 1 ) ， U M + A S O D N 抑 瘤 率 为 6 7 ． 2 2 ％ ┏
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图 1 裸 鼠 皮 下 肿瘤 生 长 曲线

表 l 裸 鼠皮 下 肿瘤 的 平 均 体 积 与抑 瘤 率

注 ：与单 纯 对 照 组 相 比 ，

“

：P < O． 0 1 ；与 U M 组 相 比 ，

“
：P < O． 0 1

( 见 表 1 ) ， 治疗期 间各组 均 无 动物死 亡 。

2 ． 2 肿 瘤 组 织 的 病 理 学检 查

大 体形 态 ：U M 组 和 单 纯 对 照 组 瘤体较 大 ， 可 见 分 叶结节

状 ， 表 面 有 迂 曲血 管 ， 剖 面 渗血 较 多 ；u M + A S O D N 组 肿 瘤 瘤

体 较 小 呈 球 形 ， 表 面 血 管 相 对 较 少 ， 淡 红 色 ， 质 软 ， 瘤 体 中心

坏 死 灶 较 多 ， 剖 面 渗血 较 少 。 光镜 下 形 态 ：U M 组 和 单纯 对 照

组 肿 瘤 细 胞 较 大 ， 密 集 聚 集 呈 巢 状 团 块 ( 图 2 ) ， 而 U M + A —

S O D N 组 肿瘤 细胞 较小 ， 较稀疏 ， 核分裂 象相 对 较少 ( 图 3 ) 。

2 ． 3 V E G F 的 表 达

V E G F 的 阳性 表 达 呈 棕 黄 色 ， 主 要 位 于 肿 瘤 细 胞 胞 浆 内

及 部 分 血 管 内皮 细 胞 。 U M + A S O D N 组 的 V E G F 表 达 明显 被

抑 制 ( 图 4 ) ， 阳性 细 胞 数 明显 少 于 U M 组 和 单 纯 对 照 组 ( 图

5 ) ， 并 且 着 色较 浅 。 用 图像 分析 系统对 免疫组 织 化 学结 果 进

行 光 密 度 和 面 密 度 分 析 ， 结 果 显 示 U M + A S O D N 组 平 均 光 密

0 0 O O 0 O O∞ 如 ∞ 如 加 m

一[山m )娶蛞懊基
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肿瘤 细胞较 大

图 2 对 照 组 裸 鼠肿瘤 ( H E ， x 4 0 0 )

图 4 U M + A S O D N 组 裸 鼠肿瘤 V E G F 的表 达

度 与 面 密 度 值 明 显 降低 且 较 U M 组 和 单 纯 对 照 组 差 异 有 统

计 学 意义 ( P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ．4 C D 3 4 的表逸 情况 及 微 血 管密度 (M i c m v e s s e l d e n s i t v ， M V D )

免 疫 组 化 法 检 测 C D 3 4 的表达 呈 棕褐 色 ， 主 要 位 于 肿 瘤

组 织 问质 内皮 细胞 ；U M + A S O D N 组 C D 3 4 阳性 细 胞 数较 U M

组 和 单纯 对 照 组 减 少 ， 且 显 示 的微血 管形 态 相 对 规 则 。 根 据

免疫组 化染 色 C D 3 4 抗 原 标 记 肿 瘤 内皮 细 胞计算 M V D ：U M +

A S O D N 组 M V D 明显 低 于 U M 组 和单纯 对 照组 ( P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 5 肿 瘤 细 胞 增 殖 及 凋 亡 情 况

根 据 K i 6 7 表 达 阳性 的 细 胞 数 计 算肿 瘤 细 胞 增 殖 指 数 ：

结果 显 示 U M + A S O D N 组 细胞 增 殖 指 数 明显 低 于 U M 组 和 单

纯 对 照 组 ， 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) ；光 镜 下 见 肿 瘤 组

织 中凋 亡 细 胞 呈 黄 褐 色染 色 ， 表现 为核 染 色质 的浓 缩 、 边 聚 、

碎 裂 等 ， 可 见 U M + A S O D N 组 凋亡 细 胞 数 明 显 较 U M 组 和 单

纯 对 照 组 增 多 ， 根 据 凋 亡 细 胞 阳性 数 计 算 凋 亡 指 数 ：结 果 显

示 U M + A S O D N 组 细 胞 凋 亡 指 数 明显 高 于 U M 组 和 单 纯 对 照

组 ， 差 异 具 有 统计 学 意 义 ( 尸< O． 0 1 ) ( 表 2 ) 。

表 2 肿 瘤 细 胞 增 殖 及 凋 亡 情 况

注 ：与单纯 对 照 组 相 比 ，

“

． P < 0 ． 0 5 ，

“
． P < 0 ． 0 1 ； 与 U M 组 相 比 ，

c P < 0 ． 0 5 ，

“

． P < 0 ． 0 1

肿瘤 细胞较 小 ， 核 分裂相 相 对较 少

图 3 U M + A S O D N 组 裸 鼠肿瘤 ( H E ， x 4 0 0 )

图 5 对 照 组 裸 鼠肿瘤 V E G F 的表达

3 讨 论

3 ． 1 血 管 内皮 生 长 因子 在肿 瘤 生 长 中的 作 用

肿瘤生长离不 开 血 管生 成 ， 当肿瘤达到 一 定体积就要 依赖

于 肿 瘤 细胞分 泌 的血 管生 成 因子诱 导 血 管生 成来支持肿瘤进

一 步发展 和转移[2 1
。 在血 管生成过程 中 ， V E G F 是作用最 强 的因

子 之 一

， 是 一 种高度特异性 的血 管 内皮 细胞 有 丝 分 裂素 ， 通 过

与其特 异性 受 体 V E G F R 结 合 ， 引起 一 系列信号 传导 ， 刺激 血

管 内皮细胞增殖 和血 管通 透 J生增 加 ，从 而促进新 生 血 管生 成 。

膀 胱 癌是 泌 尿 外 科最 常见 的恶 性 肿瘤 ， 其生 物学 行 为复

杂 多变 ， 突 出表 现 为易 复发 、 多 发 、 浸 润 和转 移等 。 与大 多数

实 体肿 瘤 一 样 ， 在 膀 胱 癌 的整 个 发 生 、 发 展 过 程 中血 管 生 成

几 乎 贯 穿 于 始 终 。 Y a n g 等口】取 16 1 例膀 胱 癌 样 本用 免 疫组 化

的方 式 研 究 V E G F 基 因 的 表达 情 况 ， 同时 取 3 2 例正 常膀 胱

粘 膜 为对 照 组 。 结果 显 示 正 常组 和病 例组 之 间 V E G F 基 因 的

表 达 差 异 有 统计 学 意 义 ， 随着 临床分期分级 的增 高 ， V E G F 基

因表达 的 阳性 率 明显 提 高 。 S a n t o s
I。l用 免疫 组 化方 式研 究 6 6

个 浅表 乳 头 状 膀 胱 肿 瘤 患 者 中 V E G F 的表 达 以 及 血 管新 生

的存 在 ， V E G F 的免 疫 组 化 阳性 率 出 现 在 所 有 样 本 中 ， 说 明

V E G F 与膀胱 癌 的发 生 发 展 密切 相 关 。

3 ． 2 以 V E G F 为 靶 点 的 抗 肿 瘤 治 疗 策 略

由于 实体肿 瘤 离开 新 生 血 管 的支持不 能生 长或播 散 ， 若

抑制 肿 瘤新 生 血 管 的生 长 ， 便 可 使肿 瘤 因 缺 血 、 缺 氧 而 部 分

死 亡 ， 进 而 阻止 其继 续生 长 以 及 向身体其他部位转 移H
。 因此

通 过 抑 制血 管 生 成 的途 径 进 行 抗 肿 瘤 治疗 成 为 新 兴 的肿 瘤

治疗方 案 。 与传统 的抗 肿 瘤治疗方 案相 比 ， 抗 肿 瘤血 管治疗
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则具有许多优点 ：①具有一定的广谱性，因为不同类型实体 

瘤的生存和生长均需要血液供应 ，其血管结构也大致相同； 

②肿瘤血管内皮细胞仍属正常二倍体细胞 ，因而不会像肿瘤 

细胞那样易于对治疗药物产生耐药突变 ；③相对于细胞毒性 

药物具有较高的特异性 ；④具有放大效应，肿瘤血管内皮的 

有限损害就可造成大量肿瘤细胞的生长抑制；⑤肿瘤抗血管 

治疗与化疗、放疗及放射免疫疗法等联合使用可以增强其抗 

肿瘤治疗的效应[61。目前世界上正在广泛开展以 VEGF为靶 

点的抗肿瘤血管生成治疗方法的研究，其 中从基因水平上抑 

制 VEGF及 VEGFR表达的抗 血管生成策略初显成效 ，国内 

外研究表明，以 VEGF及其受体为靶点的基因治疗能够有效 

抑制肿瘤细胞或是移植瘤的生长 。 

在本实验中，我们设计了 VEGF反义寡核苷酸序列 ，通 

过体内转染 VEGF反义寡核苷酸，探讨其对人膀胱癌裸 鼠移 

植肿瘤的抑制效应。从裸鼠皮下肿瘤生长曲线可以看出，转 

染了 VEGF反义寡核苷酸的实验组肿瘤生长速度明显较对 

照组减慢 ；UM+ASODN组治疗结束后肿瘤平均体积也明显 

小于单纯对照组与 UM组 ，差异有统计学意义(P<0．01)， 

UM+ASODN组抑瘤率为 67．22％，提示转染 VEGF反义寡核 

苷酸可能通过下调肿瘤组织 VEGF的表达抑制了肿瘤新生 

血管的生成，导致肿瘤组织因缺血、缺氧造成部分坏死 ，进而 

使其生长转移的速度减慢。本实验进一步检测了肿瘤细胞增 

殖指数及凋亡指数，结果显示，UM+ASODN组肿瘤细胞增殖 

指数较单纯对照组和 UM组明显降低(P<0．05)，而 UM+A— 

SODN组肿瘤细胞凋亡指数却较另外两组 明显增加 (P< 

0．01)。表明裸鼠皮下肿瘤转染了 VEGF反义寡核苷酸之后 ， 

肿瘤细胞凋亡增加，细胞增殖却减少 ，因此通过病理检查我 

们能够观察到与对照组相 比较转染了 VEGF的实验组肿瘤 

组织坏死灶相对较多。证明了转染 VEGF反义寡核苷酸能够 

有效抑制人膀胱癌裸鼠移植瘤的生长，推测其机制可能是下 

调了肿瘤组织 VEGF的蛋白表达 ，致使肿瘤血管新生减少， 

干扰血供，进而导致肿瘤细胞凋亡／增殖比例增高，最终抑制 

肿瘤的生长。 

3．3 超声微泡在基因转移中的应用 

超声微泡造影剂作为一种新型的体内基因转染载体，将 

表面粘附或内部包裹有 目的基因的超声造影剂经静脉注射 

后，在靶细胞或组织给予一定条件的超声照射，可明显提高 

体内局部组织 、细胞的基因转染和表达，有望成为一种安全、 

简便、高效、具有一定靶向性的体内转染方法。冉海涛等【 q研 

究超声空化作用对体外培养细胞细胞膜的生物学效应，发现 

超声破坏微泡所产生的空化效应使细胞膜上出现可逆性小 

孑L，致细胞膜的通透性增高。空化效应瞬间产生的“激震波” 

(Shockwave)使细胞膜表面出现可逆性小孑L，提高了细胞膜 

的通透性，外源基因因此能较容易地经细胞膜上的小孔进入 

细胞内，从而增强外源基因的摄取、转染和表达。国内外已有 

相关报道 ，超声微泡造影剂能够增强基因对肝细胞 、心肌细 

胞、血管内皮细胞、骨骼肌等的转染效率[11-14]。 

在本实验中我们采用微泡造影剂作为载体，通过低强度 

超声在体外定位辐照微泡对裸 鼠皮下移植瘤进行 VEGF反 

义寡核苷酸转染，结果显示 ，UM+ASODN组 ~EGF的表达较 

单纯对照组和 UM组明显降低(P<0．05)，表明超声辐照微泡 

造影剂有效的介导了VEGF反义寡核苷酸的转染 ，致使肿瘤 

组织 VEGF蛋白表达减少。说明超声微泡可能为基因的转染 

提供一种新的有效手段 ，当然，如何解决好超声波使用剂量 

与微泡浓度及组织损伤的关系，以及构建有组织特异性和靶 

向性的载体还有待进一步探讨。 

本实验的初步研究结果表明，利用超声辐照微泡造影剂 

介导 VEGF反义寡核苷酸转染能够有效下调人膀胱癌裸鼠移 

植瘤组织 VEGF的表达，减少肿瘤组织新生血管的生成．继而 

导致肿瘤细胞凋亡增加而增殖减少，最终达到抑制肿瘤生长 

的效应，随着超声微泡造影剂携带基因治疗研究的进一步发 

展，将有望为膀胱癌的综合治疗提供一种新的思路和手段。 
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