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　　［摘要］　目的　观察超声微泡造影剂携单纯疱疹病毒Ⅰ型胸昔激酶（ＨＳＶ１ＴＫ）基因体外转染及联合前药更昔洛韦
（ＧＣＶ）对前列腺癌细胞株ＰＣ３的抑制效应。方法　 超声辐照ＰＣ３细胞，ＭＴＴ筛选出最适辐照时间；将含有ＨＳＶ１ＴＫ基
因的质粒通过静电吸附在脂质微泡表面，采用最适超声辐照转染，并用荧光显微镜及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察 ＴＫ基因的转入及
表达；ＭＴＴ法观察使用不同浓度的前药更昔洛韦（ＧＣＶ）后细胞增殖抑制率；流式细胞仪检测最适浓度的前药ＧＣＶ对转染
后的前列腺癌细胞ＰＣ３的周期的影响；ＭＴＴ法观察ＨＳＶ１ＴＫ／ＧＣＶ自杀基因系统对前列腺癌 ＰＣ３细胞杀伤效应。结果
　 ＭＴＴ检测显示超声强度为１．０Ｗ／ｃｍ２，频率为１ＭＨｚ，辐照时间３０ｓ时超声辐照对细胞无明显的抑制作用；通过超声辐
照后ＨＳＶ１ＴＫ基因可以顺利转入ＰＣ３细胞中并有稳定的表达。与对照组相比，当前药ＧＣＶ浓度在１００μｇ／ｍｌ时，超声＋
微泡＋ＴＫ组细胞杀伤率明显高于其他各组，细胞存活率约３２％，低于其他各组（Ｐ＜０．０５）；流式细胞术检测显示大多数
细胞被阻断在Ｓ期，细胞生长受到明显抑制。结论　以超声辐照微泡造影剂为载体转染自杀基因联合前药 ＧＣＶ，对人前
列腺癌细胞有明显杀伤作用。
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　　在西方国家，前列腺癌（Ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是男
性发病率最高的恶性肿瘤［１］。随着 ＰＣａ发病率迅速
升高，ＰＣａ的治疗成为肿瘤研究关注的焦点之一，基因
疗法是肿瘤治疗研究的热点和希望所在，其中近年出

现的单纯疱疹病毒Ⅰ型胸苷激酶／更昔洛韦（ｈｅｒｐｅｓ
ｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｔｙｐｅＩ—ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ／ｇａｎｃｉｃｌｏｖｉｒ，ＨＳＶｌ
ＴＫ／ＧＣＶ）系统显示出了良好的应用前景，但其在前列
腺癌中的应用无明确报道。病毒载体的安全性及非病

毒载体的低效性等问题限制了肿瘤基因疗法的进一步

发展。最近出现的一种新的基因靶向转染技

术［２］———利用超声微泡造影剂定向释放靶基因，有望

解决上述问题。本实验利用超声微泡包裹 ＨＳＶｌＴＫ
自杀基因对前列腺癌细胞ＰＣ３进行高效率的转染，进
一步探讨联合前药ＧＣＶ对细胞的杀伤效应，旨在为前
列腺癌的基因治疗提供良好的实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　前列腺癌 ＰＣ３细胞株由本科室保存，超声微泡造影剂为
重庆医科大学附属第二医院超声研究所惠赠。增强型绿色荧

光蛋白与单纯疱疹病毒Ⅰ型胸苷激酶真核共表达质粒载体
ｐｌＲＳ２ＥＧＦＰＴＫ为重庆医科大学周世骥博士构建并惠赠［３］。

无内毒素质粒抽取纯化试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司，多聚赖氨酸购
自美国Ｓｉｇｍａ公司，前药更昔洛韦（ＧＣＶ）购自湖北科益药业有
限公司。ＲＰＭＩ１６４０购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购自杭州四
季青公司；ＴＫｌ单克隆抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司，辣根过氧化
物酶（ＨＲＰ）标记的第２抗体购自美国 ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ公司，内参照
肌动蛋白购自美国ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ公司。

１．２　方法
１．２．１　ＰＣ３细胞的培养　　应用 ＲＰＭＩ１６４０培养液（含１０％
灭活胎牛血清、青霉素１００×１０３／Ｌ、链霉素１００×１０３／Ｌ）常规在
３７℃，５％的 ＣＯ２孵箱中培养，４８ｈ更换培养液，待细胞长至
７０％～８０％时传代。
１．２．２　ＭＴＴ筛选培养细胞超声辐照最适时间　　培养 ＰＣ３
细胞生长至 ７０％ ～８０％时，倾去培养液，用 ＰＢＳ液漂洗、
０１２５％胰蛋白酶在３７℃消化至细胞皱缩变圆，倾去胰酶，加
入无血清培养基重悬。调整细胞数为５×１０４／ｍｌ，采用超声辐
照（施加声强１．０Ｗ／ｃｍ２，频率为１ＭＨｚ，辐照时间分别为０、
３０、６０、９０、１８０ｓ）细胞后，以２００μｌ／孔接种于９６孔板中，每组６
复孔，置于３７℃，５％的ＣＯ２孵箱中培养过夜，加入５ｍｇ／ｍｌ的
ＭＴＴ２０μｌ，继续培养４ｈ后吸弃培养基加入 ＤＭＳＯ２００μｌ，振
荡１０ｍｉｎ，于自动酶标仪 ５７０ｎｍ波长处测定各孔的吸光值
［Ｄ（５７０）］，并按公式计算细胞存活率。
　　细胞存活率＝［实验组Ｄ（５７０）／对照组Ｄ（５７０）］×１００％
１．２．３　重组质粒 ＤＮＡ提取及微泡造影剂的制备　　载有
ｐｌＲＥＳ２ＥＧＦＰＴＫ质粒的大肠杆菌在ＬＢ培养基过夜培养后，按
照试剂盒的说明书提取质粒；经紫外分光光度计检测合格［纯

度Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）为１．８５，调整浓度为１μｇ／μｌ］；微泡造影剂

冻干粉前期制备由重庆医科大学附属第二医院超声研究所合

成，加入３ｍｌＰＢＳ缓冲液，用力振摇即可产生微泡，ＤＦＹ超声
定量分析诊断仪检测微泡平均粒径：（１．６８±０．３２）μｍ，微泡浓
度为１．５×１０７个／ｍｌ。
１．２．４　超声介导微泡转染　　制备转染液，所提取的质粒以
０．２μｇ／μｌ按１∶４的体积比与微泡造影剂混合，置于４℃冰箱中
静置３０ｍｉｎ，使其互相黏附后加入到无胎牛血清、无抗生素的
１６４０培养基中。实验分组：对照组、单纯质粒ＴＫ组、超声辐照＋
质粒ＴＫ组、超声辐照 ＋微泡 ＋质粒 ＴＫ组（ｎ＝３）。包裹有目
的基因的微泡通过超声波击碎，使目的基因能够定向释放进入

细胞，超声辐照采用前面实验筛选后获得的最适参数，转染后

孵育４～６ｈ更换完全培养基继续培养，４８ｈ后在荧光显微镜下
观察其绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）表达情况。ＭＴＴ检测超声联合微
泡转染后对细胞活性的影响。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胸昔激酶（ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＴＫ）蛋白
的表达情况　　转染７２ｈ后收集细胞的总蛋白 －２０℃保存。
常规进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，经电泳（６０Ｖ，３０ｍｉｎ，１００Ｖ，
９０ｍｉｎ）、转膜、封闭等步骤后，加入抗 ＴＫｌ单抗（１∶５００），室温
孵育２ｈ，４℃过夜。Ｔｒｉｓ缓冲盐溶液洗膜３次，１５ｍｉｎ／次，加入
ＨＲＰ标记的二抗（１∶５０００），室温下轻摇孵育２ｈ；再经洗膜、显
影、曝光等步骤后，采用 ＵＶＰ凝胶图像处理系统 Ｌａｂｗｏｒｋｓ４．６
软件分析目的条带与内参照β肌动蛋白的灰度值比值。
１．２．６　ＧＣＶ处理后细胞周期变化及对肿瘤细胞增殖的影响
１．２．６．１　ＧＣＶ对ＰＣ３细胞毒性作用　　将细胞按每孔１×
１０４接种于 ９６孔板，培养 ２４ｈ后分别加入终浓度为 １００００、
１０００、１００、１０、１μｇ／ｍｌ和 ０的 ＧＣＶ，每组设 ６复孔。分别于
２４、４８ｈ时各取出１块板，每孔加入 ＭＴＴ２０μｌ（５ｍｇ／ｍｌ），４ｈ
后弃上清加入ＤＭＳＯ２００μｌ，振荡１０ｍｉｎ，于自动酶标仪５７０ｎｍ
波长处测定各孔的吸光值［Ｄ（５７０）］，计算各组抑制率。
　　抑制率＝（１－存活率）×１００％
１．２．６．２　ＨＳＶｌＴＫ／ＧＣＶ自杀基因系统对前列腺癌 ＰＣ３细胞
的细胞周期影响　　ＰＣ３细胞转染前１ｄ传代，调整细胞数为
５×１０５／ｍｌ，转染方法同前，转染后 ４组细胞均加入浓度为
１００μｇ／ｍｌＧＣＶ的１６４０培养液共孵育 ４８ｈ，ＰＢＳ冲洗细胞 ２
次，０２５％的胰酶消化细胞，每组细胞数为 ５×１０５，ＰＢＳ洗 ２
次，离心去除上清液，细胞用７０％预冷乙醇固定后，流式细胞技
仪分析细胞周期变化。

１．２．６．３　ＨＳＶ１ＴＫ／ＧＣＶ自杀基因系统对前列腺癌 ＰＣ３细胞
杀伤效应的观察　　按照１．２．６．２方法，调整细胞数为 １×
１０４／ｍｌ，加入 ９６孔板中，每组 ６复孔，转染后加入终浓度为
１００μｇ／ｍｌＧＣＶ的１６４０培养液共孵育，４８ｈ后 ＭＴＴ法测其吸
光值，每孔杀伤率＝［对照组 Ｄ（５７０）－实验组 Ｄ（５７０）］／对照
组Ｄ（５７０）×１００％，求均值。

１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件行ｔ检验。

２　结果

２．１　最佳辐照时间确定
　　超声基因转染仪在声强１．０Ｗ／ｃｍ２，频率为１ＭＨｚ，辐射时
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间为３０ｓ时细胞的存活率最高（９３．８３％），因此该参数为超声
转染的最适参数。不同辐照时间细胞存活率见表１。

表１　不同的辐照时间对前列腺癌细胞ＰＣ３的存活率影响（ｎ＝６）

辐照时间（ｓ） Ｄ（５７０）（珋ｘ±ｓ） 存活率（％）
０ ０．５８３±０．０５８ １００
３０ ０．５４７±０．０４７ ９３．８３
６０ ０．５０２±０．０４５ ８６．１０
９０ ０．２８８±０．０６０ ４９．４０
１８０ ０．２７３±０．０５５ ４６．８３

２．２　增强型绿色荧光蛋白的表达情况
　　细胞通过超声介导微泡转染后置于荧光显微镜下观察，可
见对照组无荧光表达而实验组有明显的荧光表达（图１）。

! "

Ａ：对照组；Ｂ：超声辐照＋微泡＋质粒ＴＫ组
图１　通过超声微泡转染质粒ＴＫ后前列腺癌细胞ＰＣ３的荧光

表达情况　（荧光显微镜 ×１００）

２．３　超声联合微泡转染后对细胞活性的影响
　　超声在声强为１．０Ｗ／ｃｍ２，频率为１ＭＨｚ，辐射时间为３０ｓ
条件下转染细胞４８ｈ后用 ＭＴＴ法测出各组细胞的存活率为：
对照组１００％、单纯质粒 ＴＫ组（９９．２３±０．１６）％、超声辐照 ＋
质粒ＴＫ组（９３．０１±０．０８）％、超声辐照 ＋微泡 ＋质粒 ＴＫ组
（９１．７８±０．１５）％。与对照组相比差异无统计学意义。说明在
合适的超声条件下联合微泡造影剂对细胞的生长无明显的抑

制。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＫ蛋白的表达
　　转染 ７２ｈ后，各组 ＴＫ蛋白的相对比值分别为：对照组
（００８１±０．００２）、单纯质粒ＴＫ组（０．１８３±０．００５）、超声辐照＋
质粒ＴＫ组（０．４３５±０．０１１）、超声辐照 ＋微泡 ＋质粒 ＴＫ组
（０８８２±０．００９）。其中超声辐照＋微泡＋质粒 ＴＫ组中 ＴＫ蛋
白表达明显高于其他各组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图２）。
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１：对照组；２：单纯质粒ＴＫ组；３：超声辐照 ＋质粒 ＴＫ组；４：超声辐
照＋微泡＋质粒ＴＫ组

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组的ＴＫ蛋白表达水平

２．５　ＧＣＶ对细胞的毒性作用
　　加入不同浓度的前药ＧＣＶ与细胞共同培养４８ｈ后，当浓度
为１００００、１０００μｇ／ｍｌ时对细胞有明显的毒性，细胞存活率为
（１９．２２±２．８５）％、（７８．０３±０．２３）％，当浓度≤１００μｇ／ｍｌ时，
对前列腺癌细胞的生长则无明显的影响，其存活率依次为

１μｇ／ｍｌ（９６．９０±０．４１）％、１０μｇ／ｍｌ（９３．９１±０．５５）％、

１００μｇ／ｍｌ（９１．１５±１．１２）％。经统计学处理，ＧＣＶ浓度分别
为１００００、１０００μｇ／ｍｌ时细胞存活率明显低于其他３组（Ｐ＜
０．０５）；其他３组间的差别无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。因此以下
实验选用１００μｇ／ｍｌ浓度。
２．６　流式细胞术检测 ＨＳＶ１ＴＫ／ＧＣＶ自杀基因系统

对细胞周期影响

　　前列腺癌 ＰＣ３细胞转染质粒后，与 ＧＣＶ１００μｇ／ｍｌ共孵
育４８ｈ后，流式细胞仪检测细胞周期变化。ＨＳＶ１ＴＫ／ＧＣＶ将
ＰＣ３阻滞在Ｓ期，超声辐照＋微泡＋质粒ＴＫ组Ｓ期细胞比例
较其余３组高，各组间相比差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
表２）。

表２　ＨＳＶｌＴＫ／ＧＣＶ自杀基因系统对ＰＣ３细胞周期
影响［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

组别　　　 Ｇ１ Ｓ Ｇ２
对照组 ４９．５７±０．４８ ４３．２６±０．１５ ７．１７±０．１４
单纯质粒ＴＫ组 ３５．３８±０．２９ ５８．６１±０．３７ａ ６．０２±０．２９
超声辐照＋质粒ＴＫ组 ２７．１８±０．３６ ６３．３４±０．４５ａｂ ９．４８±０．３１
超声辐照＋微泡＋质粒ＴＫ组 １３．７４±０．３８ ８４．９２±０．１２ａｂｃ １．３４±０．１９

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与单纯质粒 ＴＫ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，与超声辐照＋质粒ＴＫ组比较

２．７　ＨＳＶｌＴＫ／ＧＣＶ自杀基因系统对前列腺癌 ＰＣ３
细胞的杀伤效应

　　使用ＭＴＴ法测出各组细胞的存活率发现超声辐照＋微泡＋
质粒ＴＫ组中癌细胞的存活率仅为（３２．３５±０．１４）％，低于其
余各组，对照组（９２．０３±０．０８）％、单纯质粒 ＴＫ组（７４．８３±
００９）％、超声辐照 ＋质粒 ＴＫ组（５３．６４±０．０２）％。各组相
比较具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　前列腺癌是欧美国家男性发病率最高的恶性肿
瘤［１］，死亡率仅次于肺癌。据美国统计２００５年新增病
例２３２０９０例，死亡３０３５０例。我国发病率较低，但最
近几年，随着饮食结构的调整、人口老龄化及医疗检测

技术水平的提高，前列腺癌的发病率呈上升趋势［４］。

目前前列腺癌晚期的治疗尚不理想，雄激素剥夺疗法

也仅为姑息性治疗，平均会在１８～２４个月转变为非雄
激素依赖型，病情恶化。因此在治疗前列腺癌上仍然

没有一个完善的方案，随着分子生物学的进展，肿瘤基

因治疗日益受到重视，前列腺癌也不例外。目前应用

于前列腺癌基因治疗主要包括自杀基因、细胞因子基

因、血管生成抑制基因以及凋亡相关基因等，其中自杀

基因是热点方案，单纯疱疹病毒Ⅰ型胸苷激酶基因／丙
氧鸟苷显示出良好的应用前景。其原理是向肿瘤细胞

导入基因，通过表达其编码的胸苷激酶，将低毒的抗病

毒药物ＧＣＶ磷酸化，阻碍细胞ＤＮＡ的合成，从而杀灭
被转染的肿瘤细胞。Ｎａｓｕ等［５］用携带 ＨＳＶＴＫ基因
的重组腺病毒治疗局部复发但未转移的患者，能使血

清前列腺特异性抗原水平下降，ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞占人
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类白细胞抗原ＤＲ＋细胞比例增加，且无明显毒性作
用。然而包括前列腺癌在内的肿瘤基因治疗仍然有一

定的局限性，主要表现在基因转染率低、靶向性差。其

中目的基因表达量少，不足于杀伤肿瘤细胞。在人体

内，如果只能杀灭部分肿瘤细胞，残留的部分也会很快

生长，导致肿瘤复发［６］。因此载体系统的选择影响着

肿瘤的疗效。利用超声波破坏携带基因的微泡造影

剂，使基因定位释放是一种新型的靶向基因治疗技

术［７－９］。其原理主要为：声场内的超声波破坏微泡造

影剂后，其产生的空化和机械效应可使细胞膜的通透

性增加，基因可以通过破裂的微血管到达组织细胞内，

从而达到提高基因转染靶向性和效率的目的。

　　国外研究表明，超声联合微泡造影剂后可以使
ＤＮＡ的转染率比单纯超声提高３００倍，并且对细胞、
组织无损害，细胞存活率达９０％以上［１０－１２］，因此，微

泡是一种相对安全，并且不会引起免疫反应的载体。

陈云超等［１３］研究发现筛选出合适的超声参数，利用微

泡作为载体能够增强 ＥＧＦＰ质粒对细胞的转染效率；
既往研究［１４］发现超声微泡造影剂能够明显增加自杀

基因质粒在癌瘤组织中的导入及表达，发挥杀伤肿瘤

的作用。本研究利用超声及微泡的特性，在转染细胞

７２ｈ后，超声辐照＋微泡＋质粒ＴＫ组中ＴＫ蛋白的表
达量明显高于其他组，并在荧光显微镜下观察到大量

的荧光表达。说明该项技术确实能够提高目的基因的

转染率，支持以上的文献报道。同时实验也发现，利用

超声辐照和微泡造影剂转染 ＨＳＶ１ＴＫ基因并未对细
胞的生长产生明显的抑制，这和国外学者的研究结论

类似。本实验还观察了不同浓度的前药ＧＣＶ对前列腺
癌细胞的增殖影响，当浓度达到１０００、１００００μｇ／ｍｌ
时，可见悬浮细胞增多、细胞损伤严重；出现不同程度

的死亡。浓度为１、１０、１００μｇ／ｍｌ时，细胞形态无明显
变化，存活率大于９１％，因此我们选用了１００μｇ／ｍｌ作
为实验浓度。进一步的实验结果则证实：当联合应用

超声辐照微泡造影剂转染和前药 ＧＣＶ两项干预措施
后，肿瘤细胞被大幅度地杀伤，并明显抑制于 Ｓ期，使
细胞无法进入增殖周期，干扰细胞的存活，存活率约为

３２％，与对照组相比有明显差异。其可能的机制是：当
ＴＫ表达胸苷激酶后可将无毒前药 ＧＣＶ磷酸化，掺入
细胞的 ＤＮＡ合成链中并抑制 ＤＮＡ聚合酶，使细胞
ＤＮＡ合成终止，导致细胞死亡。
　　综上所述，利用超声微泡造影剂为载体能够高效
安全地转染目的基因，且转染具有良好的靶向性；加入

前药ＧＣＶ后则能够同时发挥它本身的杀伤效应及旁

观者效应，显著地抑制肿瘤细胞的生长增殖。为后续

的携ＨＳＶ１ＴＫ自杀基因超声微泡造影剂联合前药
ＧＣＶ治疗前列腺癌的体内实验奠定了基础。
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