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超声激活血卟啉声动力作用对 

鸡胚绒毛尿囊膜 VEGF表达的影响 

王 静 ，王志刚 ，许川山 ，一，李 攀 ，张群霞3，张茂惠 
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3．重庆医科大学附属第二医院超声科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：本研究探讨超声激活血卟啉(Hematoporphrin，Hp)声动力作用对鸡胚绒毛尿囊膜(Chorioallantoie membrane， 

CAM)的血管内皮细胞生长因子(Vascular endothelial cell growth factor，VEGF)表达的影响，为应用声动力疗法(Sonodynamic 

therapy，sDT)进行抗肿瘤血管新生提供实验基础。方法：种蛋随机分为 4组，孵育 7d后建 CAM模型，随机分为空白组、单纯超 

声组、单纯 Hp组、声动力治疗组。各组药物分别加于 CAM表面的载体上，作用后制备标本，用免疫组化检测各组鸡胚 CAM 

VEGF表达情况。结果：与空白组相比，单纯 Hp组差异无统计学意义(P>0．05)；单纯超声组、声动力治疗组与之差异有统计学意 

义(P‘：0．05)；单纯超声组与声动力治疗组之间比较 ，差异有统计学意义(P<0．05)。结论：Hp介导的声动力作用显著抑制了鸡胚 

绒毛尿囊膜 VEGF的表达，这可能是其抑制新生血管形成的重要机制。 
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Effect of sonodynamic therapy with hematoporphrin on the expression of 

VEG F in chick chOriOaIlantOic membrane 

WANG ，et 

(Department of Uhrasonography，Chongqing Medical University J 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of sonodynamic therapy with hematoporphrin on the expression of VEGF in Chick 

Chorioallantoic Membrane an d provide experimental basis for appling sonodynamic therapy(SDT)on anti—an giogenesis in tumor 

therapy．Methods：The hatching eggs cultured for 7 days were randomly divided into 4 groups：blank control group，ultrasound 

group，hematoporphrin group，sonodynamic therapy group． Th e express of VEGF in CAM Was detected by immunity 

histochemistry．Result：There were significant differences between control group and ultrasound group(P<O．05)and also between 

control group and SDT group(P<O．05)，and between ultrasound group and SDT group(P<O．05)；while no difference between 

control group and hematoporphrin group(P>O．05)．conclusion Th e results show that sonodynamic therapy with hematoporphrin 

has a significant inhibitionary effect on the express of VEGF in CAM and this maybe is the most important mechanism of its 

an ti—angiogenesis effect． 

【Key words】Sonodynamic effect；Hematoporphrin；Cborioallantoie membrane；Angiogenesis；VEGF 

生理情况下，新生血管形成主要发生在胚胎发 

育和女性月经周期内膜修复过程。在某些病理情况 

下，如损伤修复、炎症等也常伴发血管生成，特别是 

肿瘤生长和转移与血管生成密切相关。鸡胚 CAM 

作者介绍：王 静(1978一 )，女，硕士， 

研究方向：影像医学与核医学。 

通讯作者：王志刚，男，教授，E—mail：wzg62942443@163．com。 

基金项目：国家 自然科学重点基 ,~(30430230)；国家高技术研究发 

展计划项目(863计划)(2006AA02Z4F0)；重庆市科委 自然科学基金 

项目(渝科发计字2005—34)。 

的二维空间血管结构使其无需特别的准备便能观 

察微血管结构变化，从而成为 1个测试促血管或抗 

血管生长药物公认的实验器官。实验表明 CAM的 

微循环已成为 1个研究癌细胞血液转移的有用模 

型，从而成功用于肿瘤研究【”。 

Hp是从血清中提取的一种有机光敏性物质 ， 

结构式为 C34H 06N (见图 1)，其衍生物具有共同的 

卟啉核心环 一4个吡咯大环结构，因侧链不同而形 

成不同结构的卟啉类衍生物。Hp及其衍生物可以 
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图 1 Hp分子结构图 

CH 

在肿瘤、肝、肾、脾、皮肤、骨等组织中选择性聚积并 

潴留。在正常组织中Hp及其衍生物数小时可清除， 

48～72h后基本完全清除，但在肿瘤组织中可以滞 

留数天。关于 Hp及其衍生物在肿瘤组织中特异性 

聚积的原理目前还不完全清楚 ，但此特性有利于 

Hp SDT对肿瘤的治疗回。 

本研究采用超声辐照加入 Hp的鸡胚CAM进 

行 SDT实验，观察 CAM VEGF表达的改变，为探讨 

Hp SDT抑制血管生成的机制提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 药物与材料 

1．1．1 种蛋 由重庆市疾病控制中心实验室提供种蛋要求 

清洁，均匀，表面光滑，蛋壳薄厚适中，蛋形指数为0．72～0．75。 

1．1．2 材料 Hp(sigma生产)；中速定性滤纸(杭州新华纸业 

有限公司产品，型号 ：GBT1914—93)；医用净化台(苏州净化 

设备有限公司产品，型号：SW—CJ一1FD型单人单面净化工作 

台)；隔水式电热恒温培养箱(上海跃进医疗器械厂产品，型 

号 PYX—DHS一50 X 65一S)；超声转染仪 (重庆 医科大学超 

声影象学研究所 自制 ，型号 UGT1025型，超声频率为 1MHz， 

声强范围在0．25～25W／cm 连续可调。本实验采用 15W／cm 声 

强，CMB2000病理图像分析系统。 

1．2 实验方法 

1．2．1 载体制备 选择中速定性滤纸为载体，用打孔器制成 

直径为 0．5cm的小碟片，湿热高压消毒，无菌水浸洗 2次备 

用。 

1．2．2 CAM模型建立 

1．2．2．1 种蛋的孵育 种蛋先用 1‰新洁尔灭液擦去污渍， 

再用 75％酒精消毒。随机分为空白组、Hp组、单纯超声组、 

声动力治疗组共 4组，孵育于电热培养箱中，温度 37．8℃，培 

养箱中放 1个水盘以保持相对湿度在 40％一70％，并留一通 

气孔，保证氧气的供应。孵育前培养箱内及室内地面用 84消 

毒液消毒 60～120min。孵育中的转蛋：种蛋钝端(大头端)朝 

上，呈 45。倾斜，每天转蛋至少 2～4次 ，可促进羊膜运动，防 

止胚胎发生粘连。 

1．2．2．2 鸡胚的检查 自制照卵灯，使用聚光射灯光源。每 

日检查胚胎发育情况 ，识别胚胎发育的标志特征，随时淘汰 

死弱精和死胎及胚胎发育不良的种蛋。 

1,2．2．3 假气室的制备 孵育第 7d，酒精消毒种蛋气室(大 

头端)表面 2cm X 3cm区域 ，用眼科镊在气室头端钻 1小孔 

以减压。用牙科砂轮在蛋壳表面刻划出凹痕，用眼科弯镊小 

心揭去蛋壳，开 1个 1．5cm X 1．5cm的小窗。然后用一次性注 

射器(1m1)在 CAM上滴 1滴生理盐水，用注射器针头透过盐 

水滴在气室膜上轻轻点刺一下，然后用针头小心推开气室膜 

并及时用眼科镊夹住，在注射针头协助下 ，轻轻揭去气室膜 ， 

使 CAM完全暴露。 

1．2．3 加药及标本制备 将定性滤纸小碟片，轻轻放置在 CAM 

血管较少的部位 ，Hp组用微量进样器将浓度为 50 g／mP]的 

Hp注射液 20 l滴人载体中；声动力治疗组加入 Hp注射液 

20 l后用带水囊超声转染仪辐照 lmin；单纯超声组超声辐 

照 1rain。加药后用 60Co消毒过的透明胶带密封开窗部位，再 

孵育 3d后 ，取出从窗口处加入固定液(甲醇：丙酮 =1：1)，固 

定 20min后 ，用眼科镊、眼科剪等工具小心将绒毛尿囊膜一 

层分离下来，再平铺在玻片上，阴干保存并拍照。 

1．2．4 VEGF免疫组化 取各组 CAM标本置于 10％福尔马 

林溶液中固定后，制作厚度为 5 m的石蜡切片，进行标准免 

疫组化染色操作。染色后切片在 CMB2000病理图像分析系 

统中用免疫组化定量软件进行定量分析。每张切片随机观察 

3个视野(X 200)，用该软件计算平均光密度值，取其平均值 

作为该切片的平均光密度值。 

1．3 统计分析 

数据以均数 ±标准差表示，应用 MATLAB R2007b统计 

工具箱软件，采用 t检验，显著性水平 d取0．05。 

2 结 果 

数据显示 ：与空白组相比，Hp组差异无统计学 

意义(P>0．05)；单纯超声组、声动力治疗组与之差异 

有统计学意义(P<0．05)；单纯超声组与声动力治疗 

组之间比较，差异有统计学意义(P<0．05)。提示 

HpSDT有明显抑制血管生成作用(见表 1，图2)。 

3 讨 论 

许多疾病都与血管不正常增生有十分紧密的 
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空白组 Hp啉组 单纯超声组 声动力治疗组 

图 2 鸡胚组织VEGF免疫组化染色结果(10~20) 

表 1 HpSDT对 VEGF表达的影响 

组别 平均光密度 

空白组 

Hp组 

单纯超声组 

Hp联合超声 

0．46±0．07 

0．40±0．10 

0．26±0．05 

0．14±0 07 

联系，血管生成的机制及其调控是十分重要的研究 

课题。血管生成是体内一种非常重要的过程，它不 

仅涉及再生、创伤愈合等生理过程，还参与糖尿病、 

视网膜病变、风湿性关节炎和肿瘤生长与侵袭等病 

理过程。尤其是肿瘤的生长和转移，均依赖于人体 

内新生血管。 

研究表明，在 Hp存在条件下，超声诱导肿瘤细 

胞坏死比无 Hp时明显增多，表明 HpSDT可以直接 

杀伤肿瘤细胞，抑制肿瘤生长[41。针对抗肿瘤血管新 

生的抗肿瘤治疗可能比针对肿瘤细胞本身的治疗 

更为有效[51，这是因为：(1)根据肿瘤细胞的起源和 

肿瘤生长的特眭，肿瘤实际上是一大类不同的疾病。 

单一针对肿瘤细胞的化疗药物往往只能对单个或 

数个相类似肿瘤的治疗有效。而抗肿瘤血管新生的 

药物却能抑制所有富含血管新生的肿瘤生长。(2) 

针对肿瘤细胞的化疗药物作用机理是：抑制或阻断 

肿瘤在某一特定肿瘤发展阶段某一基因产物的产 

生或表达。所以临床常需联合化疗用药。即便这样， 

也往往不能够真正阻止肿瘤的发展。因为，肿瘤基 

因的突变组是极不稳定的。肿瘤组基因突变不断发 

生，基因表达产物发生变化，肿瘤原发灶和转移灶 

的特性由此经常发生改变。频繁的肿瘤生物特性的 

改变使针对原基因突变产物的药物很快失去效用。 

然而，肿瘤血管生成的基因组是稳定的，所以化疗 

药物耐药性的问题不会发生在抗 VEGF、抗肿瘤血 

管生成的治疗中。(3)一些血管新生相关因子细胞 

效用蛋白只表达在新生的血管内皮细胞，不表达于 

静止的血管内皮细胞和其他细胞。这包括 VEGF受 

体、angiopoietin、ephrons和一些特异性粘附因子。由 

于它们惟一作用于新生的血管内皮细胞，所以较少 

有化疗药物常见的副作用，如骨髓抑制、胃肠症状、 

脱发等。(4)肿瘤血管新生与肿瘤转移的发生密切 

相关。肿瘤富含新生血管，易发生远隔转移，临床预 

后差。另外，早期的肿瘤细胞团除非有血管系统新 

生，否则不会形成真正的肿瘤块。针对肿瘤血管的 

治疗不仅抑制原发灶的生长，也抑制肿瘤的扩散和 

转移[61。 

筛选血管生成活性物质可利用内环境与人体 

相似且血管新生的过程易于观察的动物模型来检 

测用。常用模型有兔或大鼠的角膜囊模型、地鼠颊囊 

模型和鸡胚绒毛尿囊膜模型。其中 CAM模型简便 

易行、周期短、计数指标客观成熟并具有良好的重 

复性，可定性定量地检测不同组织或细胞系分泌成 

分及生物因子等对血管的作用，成本较低，易于大 

样本重复等特点而得到了广泛应用f81。为此，我们采 

用经典的研究血管形成的模型一CAM模型来进行 

HpSDT的抗血管形成实验，观察其对 CAM血管生 

长因子的影响。研究药物对鸡胚血管生成的影响多 

选择在受精鸡蛋孵化第 6～9d进行。因此期间 CAM 

上毛细血管密度不断增大，血管生长较为旺盛，超过 

此期血管生成基本停止，故本实验利用孵化第 7d 

的CAM血管生成模型。本实验中，对鸡胚 CAM进 

行超声辐照的方法为无气水囊包裹超声转染仪的 

探头，通过鸡胚开窗处接触载药滤纸片，效果较好。 

无论血管生成是在生理还是病理条件下，血管内皮 

细胞的激活是血管生成的第 1步。局部组织的缺血 

和缺氧可激活各种来源的细胞因子，从而可迅速的 

激活内皮细胞。VEGF是迄今为止发现的作用最强 

的血管生成促进因子 ，可以有效地促进内皮增殖 、 

内皮细胞趋化，提高血管渗透性。目前已发现至少 

(下转第 273页) 
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结果提示环境类雌激素的促有丝分裂作用主要通 

过影响Bcl一2途径而实现的。 

3 讨 论 

MCF一7细胞为雌激素受体阳性，雌激素是其 

有效的促有丝分裂剂l 5I。本次实验观察了5-BDE对 

MCF一7细胞增殖的影响，并对其生物活性的分子生 

物学作用机制进行 了探讨。结果表明 ，在 1× 

(10罐～10 )mol／L浓度范围内，5-BDE可显著促进 

MCF一7细胞增殖，此效应存在良好的剂量 一效应 

和时间 一效应关系。免疫组化和 RT—PCR结果显 

示，5-BDE同雌激素类似可促进 MCF一7细胞 Bcl一2 

和抑制 Bax mRNA及蛋白质的表达。 

细胞凋亡在多细胞有机体的发育和生长过程 

中起着重要的调节作用。1994年，Reed等确认了Bcl一 

2为一个重要的细胞凋亡调节癌蛋白，其表达在肿 

瘤组织往往增高，该基因通过抑制肿瘤细胞凋亡、 

延长肿瘤细胞生命周期而促进肿瘤组织的生长作 

用161。Bax属于 Bcl一2家族，但其作用与 Bcl一2相反 ， 

Bax的主要功能是抑制细胞增殖、促进细胞凋亡， 

并对 Bcl一2的功能有重要调节作用。Bax和Bcl一2构 

成一对负反馈调节因子，二者的平衡是决定细胞死 

亡或存活的重要因素，因此 Bax／Bcl一2蛋白表达比 

(上接 第 263页) 

有 20种以上的生长因子作用于血管内皮细胞 ，其 

中多种生长因子是通过诱导 VEGF表达实现的191。 

VEGF作用于相应的受体 ，不仅促进内皮细胞的增 

殖和迁移，还诱导生成一些降解基底膜的蛋白水解 

酶及表达某些整合素。VEGF在血管生成中发挥了 

十分重要的作用。本实验 CAM血管生成模型表现 

出的抗血管生成作用，推测其作用机理可能是抑制 

了血管生成相关因子如 VEGF的表达，进而抑制了 

血管生成。因此对 CAM血管进行了 VEGF的免疫 

组化标记 ，并计数，结果表明 HpSDT组 VEGF要少 

于其他组。但目前 SDT的机制还不明确，还需作进 
一 步的研究。 

本实验证实，Hp介导的声动力作用可显著抑 

制 CAM的VEGF表达，从而抑制新生血管形成。 
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