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超声微泡介导双报告基因在椎问盘髓核中表达的研究 

晏铮剑 ，邓忠良 ，罗进勇z，赵迎泽 ，施 琼 

(1．重庆医科大学附属第二医院骨科，重庆 400014；2．重庆医科大学试验检验学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探索超声微泡能否介导外源性基因在椎间盘髓核中表达。方法：40只sD大鼠被随机分为4组。第1组仅于髓核 

内注入含双报告基因的质粒；第2组为在第 1组基础上加超声照射；第3组同时注入含双报告基因的质粒和微泡的混悬液；第 

4组为在第 3组基础上加超声照射。每只大鼠未接受手术和照射的第 4、5椎间盘作为对照。一周后处死大鼠取出全部椎间盘做 

荧光素酶检测。结果：第4组(96．7×10 ±72-3 X 10。)荧光素酶强度最高，与第 1组(8．7 X 10 ±7．2 X 10 )、第2组(3．1×103± 

2．4×103)、第 3组(47．5 X 103±43．3×10s)比较，差异有统计学意义(P<0．01)。结论：超声微泡介导的基因转染系统能促进外源 

基因在髓核中的高表达，为今后椎间盘病变的基因治疗提供了方法和依据。 
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Transgene expression in intervertebral disc cells in vivo mediated by 

micrObubble—enhanced ultrasound gene therapy 

YAN Zhen __iian，et al 

(Department ofOrthopaedics，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical Unwersity) 

【Abstract]Objective：To evaluate the effect of ultrasound contrast agent on expression of plasmid in intervertebral disc of Sprague—Dawley 

rats．Methods：Forty adult Sprague—Dawley rats were studied．The rats were randomly divided into 4 groups．Two different reporter plasmid 

DNA encoding green fluorescent protein(GFP)and firefly luciferase were used．Plasmid DNA wag mixed with ul~asonography contrast a— 

gent(microbubbles)and injected into coccygeal intervertebral discs of Spragne-Dawley rats．The ultrasound Was irradiated on the flur~i3e 

of injected discs．Rats were killed 7 days after gene transduction．Harvested nucleus pulposus tissues were used to evaluate gene expression． 

The intact discs were used as a contro1．Results：Significant luciferase activity was observed in group 4；less in the other groups and none in 

the contro1．Conclusion：Ultrasound with microbubble contrast agent induced efficient gene transfer to interverbetebral disc of rats after 

local injection of plasmid． 

【Key words]Gene merapy；ultrasound；Microbubble；Intervertebral disc 

椎问盘退变是一种临床上常见而又棘手的疾 

病。椎间盘退变的发展是不可逆的，一旦发生则难 

以逆转【】1。近年针对椎间盘疾病基因治疗的报道逐 

渐增多，并且将来极有可能成为治疗这一疾病最有 

效的手段。在以往研究中基因治疗所采用的载体多 

为病毒，然而病毒载体的潜在危险因素严重影响了 

该治疗方法的临床的应用和推广。本实验旨在探索 
一 种新的非病毒载体一超声微泡在体内基因转染 

中的作用，并对相关的方法学进行初步的探讨。 

作者介绍：晏铮剑(1980一)，男，硕士， 

研究方向：超声微泡在脊柱的运用。 

通讯作者：邓忠良，男，教授，E—mail：deng7586@gmail_corn。 

1 材料与方法 

1．1 动物准备 

成年Sprague—Dawley大鼠40只，雌雄不限，8周龄，体 

重 200—300 g，由重庆医科大学动物中心提供。用 3％戊巴比 

妥钠(30 mCkg)和地西泮(1 ml／kg)联合腹腔注射麻醉。固定 

四肢及尾巴，仰卧位。为使超声波能更好的进入髓核，采用手 

术暴露大鼠尾部第 2、3椎间盘。 

1．2 微泡制作 

实验中所用的微泡为重庆医科大学超声影像学研究所 

自制的白蛋白氟碳声学造影剂，其浓度为 8．3×10s个 ／ml，微 

泡直径为(2．7±0．8)LLm。 

1．3 试验仪 器 

URTG 1025型超声基因转染仪(重庆医科大学超声影像 
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学 研 究 所 研 制 ， 超 声 能 量 0 ． 2 5 ～ 2 ． 5 W ／e m
z

可 调 ， 频 率 为

1 M H z ) ， 试 验 中的超 声 能量 采用 声 强 设 为 2 ． 0 W ／e ra
z

。 荧 光 显

微 镜 ：N I K O N ( T E 2 0 0 0 一 U ) 。

1 -4 质 粒 制 备

p A d T r a c k — T 0 4 ～ L u c 由美 国 芝 加 哥 大 学 分 子 肿 瘤 实 验 室

何 通 川I 教 授 馈 赠 。 该 质 粒 能 同 时 表 达 绿 色 荧 光 蛋 白 ( G r e e n

fl u o r e s c e n t p r o t e i n ， G F P )和 萤火 虫 荧 光 素酶 。 质 粒 通 过 电转 法

转 人 大 肠 杆 菌 D H 5 O ／．

， 培 养 扩 增 后 用 F a s t i fi l t e r E n d o
— F r e e

P l a s m i d M a x i K i t ( O m e g a 公 司 )做 质 粒 的大 量 抽 提 。

1 ． 5 试 验 方 法

1 ． 5 ． 1 动物 试 验 方 法 4 0 只 大 鼠被 随机 分 为 4 组 。 第 1 组

于 2 、 3 尾 椎 椎 问 盘 的髓 核 内注 入 质 粒 2 斗 1( 1 IX g／斗 1 ) ；第 2

组 注入 相 同质粒 并 加超 声 照射 ( 2 ． 0 W ／c m
： 间歇 作 用 6 0 S ) ；第

3 组 同时 注 入 质粒 和 超 声 微 泡 的混 悬 液 ；第 4 组 在 注 入 相 同

混 悬 液后 加超 声 照 射 ( 2 ． 0 W ／c m
2 间歇 作用 6 0 S ) 。 ( 图 1 )每 只

大 鼠未 接 受 手 术 和 照 射 的第 4 、 5 椎 间 盘 的髓 核 组 织 作 为 对

照 。 术后 立 即 注 入 抗 生 素 ， 缝 合包 扎 伤 口
， 放 回 笼 中正 常 饲

养 。

一 周后 处 死 大 鼠取 出第 2 、 3 、 4 、 5 椎 问盘 内的髓 核 组 织 做

荧光 素酶检测 。

超 声 照 射

微泡

o
＼

、

图 1 操 作 方 法 示 意 图

1 ． 5 ． 2 绿 色荧 光 蛋 白表达 的 观 察 破 坏 椎 问盘 纤 维 环 ， 取 出

髓 核 立 即 浸 入 4 ％ 多 聚 甲醛 ， 4 ℃ 过 夜 。 用 组 织 冰 冻 包 埋 剂

( T i s s u e f r e e z i n g m e d i u m ， T F M )包 埋 组 织 块 ， 然 后 做 连 续 冰 冻

切 片 ( 1 0 “ m ／层 ) ， 放 置 于 载玻 片 上 ， 在荧 光 显 微 镜 下 观 察 。

1 ． 5 -3 荧 光 素酶 的定 量 检 测 手 术取 出髓 核 浸 泡 于 裂 解 缓

冲液 中 ， 立 即放 置 于 液 氮 中冷 冻储存 。 做荧 光 素酶 检测 时 ， 取

出放 置 室 温 下 ， 将 组 织 溶 解 产 物 3 0 0 0 r ／m i n 离 心 3 0 m i n 。 后

取 上 清液 2 0 斗 l 与 1 0 0 斗 l 荧 光 素酶 测 定 试 剂 混 合 ， 通 过 发 光

测 量 计 测 定 荧光 素酶 的活 性 。

1 ． 6 统 计 分 析

所 有 值都采 用 ；± s 来 描述 。 实验 组 和 对 照 组 做 t 检验 。

2 结 果

2 ． 1 髓 核 组 织 中绿 色 荧光 蛋 白 的 表 达

在 注 射 了质 粒 的各组 髓 核 组 织 中 ， 我 们 都观 察 到 了 G F P

阳性 细胞 的表 达 ， 而 在 对 照 组 和 外 周 的纤 维 环 我们 没 有 发 现

有相 应 的细胞 ( 图 2 ) 。

2 ． 2 荧光 素酶 检 测

荧 光 素酶 检 测 显 示 4 个 试 验 组 大 鼠椎 间 盘 均 表 现 不 同

a ：为单 纯 质 粒 组 ；}，：为 质粒 加 超 声 照 射组 ⋯ 为微 泡 加 质 粒 组

d ：为 微 泡 加 质 粒 加 超 声 照 射 组

图 2 髓 核 组 织 中绿 色 荧光 蛋 白的表 达

强 度 的荧 光 素酶 活 性 表 达 ， 而 对 照 组 未 检测 到任何 表达 。 第

3 组 和 第 4 组 的荧 光 素酶 活 性 明显 高 于 其他 2 组 ， 其值分 别

为单 纯 质粒 注射组 的 6 倍 和 1 1 倍 。 相 反 单 纯 质粒 注 射 同时

加用 超 声 照 射 组 的荧 光 素酶 活 性 最 低 ， 仅 为单纯 质 粒 注 射组

的 一 半 。 见 表 l 、 图 3 。

S

、 、 ，
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图 3 萤 火 虫 荧 光 素酶 活 性

3 讨 论

9 0 年代初 期 ， 世 界 首 例腺 苷脱 氨 酶 缺 乏 性 重 症 免疫 缺 陷

病 的治疗 获得 了成 功 ， 同时也 宣 告 了基 因治疗在 临床应 用 的

开 始 。 基 因治疗 是 利用 分子 生 物学 手段 将外源性 目的基 因转

移 到 生 物个 体 中 ， 在分 子水 平 改 变细胞 的功 能 ， 从而 达 到治疗

目的㈦
。 目的基 因转 移 的主要 方 法 为载体导人 法 。 载体可 分 为

病毒载体和非病毒 载体 两 大类 。 病毒载体转染率较高 ， 能稳定

持久 的表达 所 携带 的 目的基 因 ， 但 由于 病毒 的免疫 原性 、 潜在

致 突变性 和 目的基 因插 入 长度 受 限等问题 而 严 重 影 响 了其在

临床 的广 泛 应用 。 非病毒载体 由于 其安 全 性 高 、 对 目标 基 因长

度无 限制 和 易规 模 化制 造等优 点 越来越 受 到人 们 的关 注 。 但

非病毒载 体也 存着转 染 率较低 、 靶 向性 差 和 不 能持 久 表达 等

问题 13 I
， 令其发展 受 限 。 随着技 术 的进 步 ， 近 年来研究 和 开 发 出

一 种新 的非病毒载体基 因递送 系统 ， 即超 声 微泡介导 的基 因

递 送 系统 。 超 声 波可 聚焦 于 体 内的特定部位 ， 破 坏携带有基

因 、 蛋 白或化学 药 物 的微泡 ， 从 而 实 现靶 向递送 。 超 声微泡 促

进 基 因在组 织 中 的转 染 主 要 是 靠超 声 空 化 效应 得 以 实 现 的 。

空化作用 导 致 细胞 膜 产生 暂时性 外溢 孔 ， 为质粒 的进 入 提供

了通 道 。 最 开 始
“

空 化效应
”

这 个 词 来源 于 对 超声 波 的研 究 中 。

当微 泡 造影 剂 和超声 波 同时存在 时 ， 二 者产 生 协 同作用 ， 使基

因 的转 染效率大 大提 高 。 近 年来 已有用 超声 微 泡介导外 源 性

基 因转染肝脏 、 心 脏 和肌 肉等组 织 的报 道 l4 _q
。 体 内和 体外 的多

项 试 验都提示 超声 微泡对 于 外源性 基 因在上 述组 织 中的表 达

有促进作用 ， 同时还 能减轻超声波对组 织 的损伤 。 但运 用 该方

法 研 究椎 间盘髓核 细胞 尚在起 步 阶段 。

试 验 中我 们 使 用 的质 粒 含 有 两 种报 告 基 因 的片段 ， 即 能

在组 织 中表 达 G F P 和 萤火 虫 荧 光 素酶 两 种 蛋 白 。 G F P 的检

测 能在直观 上 判断转染 的成败及 范 同 。 而 后 者则能进行定 量

分析 。 和 以 往 其他作 者在动 物体 内进行超声 微泡 介导 外源 性

基 因转染 的研 究相 似 ， 我 们 的试 验也 提示 超 声 微泡 能提高报

告基 因在髓 核细胞 的转染效率 。

本研 究 结 果显 示 在 没 有超 声 照 射 的情 况 下 ， 超 声 微 泡 竞

也 能促 进 基 因在组 织 中的转 染 ， 并 且 还 拥 有 如此 高 的转染效

率 ， 其 中 的机 制 尚无 相关 文 献报导 。 我们 推测 可 能 和 以 下 原

因有 关 [6 1
：超 声 微 泡 促 进 外 源 基 因转 染 的 主 要 生 物学 机 制 是

超 声 波 引起 的空 化效应 。 然 而 在 自然 界 中除 了超 声 波 ， 其他

类 似 的力量 只要 能促进 液 体 中微泡 破 裂 的 ， 同样 也 能 引起 类

似 的效应 。 另外 ， 椎 间盘 的特殊结 构 可 能在这 一 过 程 中起 到

一 定 的作用 。 椎 间盘 中的髓 核 被上 下 终板和 周 围的纤维环 紧

密 的包 围着 ， 其 内部 一 直保 持着 正 压 。 当微量 注射器 向椎 间

盘 内注 入 质粒 和 微 泡 的混 合 液 时 ， 其 内的压 力进 一 步增 大 ，

而 这 可 能 就 成 为促 进 微 泡 破 裂 并 产 生 空 化 效 应 的第 二 个 原

因 。 但单 纯 质 粒加超 声 照 射 的第 2 组 为何 出现 最 低 的荧光 素

酶 表 达 ， 有 待进 一 步研 究 。

椎 问盘 中髓 核 是 人 体 内最 大 的无 血 管结 构 ， 同时也 是体

内最 大 的免疫豁 免组 织 17 , 8 1
。 注 入 其 内的质粒 和微 泡不 会 进 入

血 液 系统 ， 故不 能影 响相 邻节 段 的椎 问盘 。 因此 ， 试 验 中我 们

选 用 同 一 只 大 鼠未 接 受 手 术 和 超 声 波 照 射 的尾 4 、 5 椎 问盘

作 为 对 照 ， 结 果 显 示 这 些 椎 间 盘 中既 无 绿 色 荧 光 蛋 白的 表

达 ， 也 未 检 测 到荧 光 素 酶 活 性 ， 再 次证 实髓 核 的这 种 特 殊 生

理 结 构 。

由于 时 间 和 相 关试 剂 的 限制 ， 本试 验 没 有进 一 步研 究如

何优 化 治疗 条件避 免 超 声 波 对 靶 组 织 的损 伤等 问题 ， 尚待进

一 步 研 究 。
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g e n e
—

e n c o d e d p r o t e i n s l i m i t t h e s t a b i l i t y o f g e n e e x p r e s s io n a f t e r i n j e c t i o n o f r e p l i -

c a t i o n
— d e f e c t i v e a d e n o v i m s v e c t o r s [J ]． N a t M e d ， 19 9 6 ， ( 5 )：5 4 5 - 5 5 0 ．

[8 】 Y a n g Y ， N u n e s F A ． B e r e n c s i K ， e t a1 ． C e l l u l a r i m m u n i t y t o v i r a l a n t i g e n s l i m i t s

E l — d e l e t e d a d e n o v i r u s e s f o r g e n e th e r a p y [J ]． P r o e N a t l A c a d S c i U S A ， 19 9 4 ， 9 1 ( 10 )：

4 4 0 7 — 4 4 1 1 ．
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