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椲作者简介椵程娟棬棻椆椄棻暘棭棳女棳河北保定人棳硕士棳主治医师暎研究方向椇眼科暍神经暍肌肉超声诊断暎斉灢旐斸旈旍椇旘斸旈旑旟棻棽棸椄椑棻棽椂灡斻旓旐
椲通讯作者椵陈亚青棳上海交通大学医学院附属新华医院超声科棳棽棸棸棸椆棽暎斉灢旐斸旈旍椇旉旓旟斻旇斿旑棻棽椂椂椑棻棽椂灡斻旓旐
椲收稿日期椵棽棸棻棽灢棸灢棻椃暋暋椲修回日期椵棽棸棻棽灢棸椄灢棸棽

超声微泡造影剂介导斉斍斊斝对兔视网膜的转染效率

程暋娟棳顾胜利棳徐斐燕棳陈亚青灣
棬上海交通大学医学院附属新华医院超声科棳上海暋棽棸棸棸椆棽棭

椲摘暋要椵暋目的暋探讨在不同能量超声和一定剂量微泡作用下棳超声微泡造影剂介导下增强型绿色荧光蛋白棬斉斍斊斝棭质
粒对兔视网膜转染的效率暍安全性以及可行性暎方法暋将棾棸只新西兰大白兔随机分为椂组椇质粒组棬斄组棭暍质粒棲微泡组

棬斅组棭暍质粒棲超声照射组栙棬斆组棭暍质粒棲超声照射组栚棬斈组棭暍质粒棲微泡棲超声照射组栙棬斉组棭暍质粒棲微泡棲超声

照射组栚棬斊组棭暎将棻旐旍旔斉斍斊斝灢斆棻质粒与棻旐旍斢旓旑旓斨旛斿微泡造影剂混合棳由耳缘静脉注入棳分别用棸灡 暍棻灡棸斪棷斻旐棽 超

声波辐照眼球暎转染椃天后行视网膜光镜及透射电镜检查棳观察质粒暍微泡及超声照射对视网膜有无损害棳并在荧光显微

镜下观察旔斉斍斊斝灢斆棻质粒表达情况暎结果暋光镜及透射电镜结果显示质粒暍微泡及超声照射对视网膜无损害暎斄暙斈组

均可见少量绿色荧光表达棬 均椌棸灡棸 棭棳斉暍斊组的荧光表达较强棳明显高于其他棿组棬 均椉棸灡棸 棭棳斉暍斊组荧光强度差异

无统计学意义棬 均椌棸灡棸 棭暎结论暋在一定能量的超声照射下棳超声微泡造影剂能够提高携带 斉斍斊斝质粒在兔视网膜的

转染效率暎
椲关键词椵暋微泡椈造影剂椈增强型绿色荧光蛋白椈视网膜椈基因治疗

暏椄椄椃棻暏 中国医学影像技术棽棸棻棽年第棽椄卷第棻棸期暋斆旇旈旑斒斖斿斾斏旐斸旂旈旑旂斣斿斻旇旑旓旍棳棽棸棻棽棳斨旓旍棽椄棳斘旓棻棸
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暋暋近年来棳不少学者研究发现棳在一定能量的超声波

辐照下棳超声微泡能增强基因转染率棳因而这一新型基

因载体越来越受到医学界的关注棳尤其是在某些眼科

疾病的基因治疗方面成为研究热点暎目前对于不同剂

量的超声波辐照眼球的安全性及有效性多进行细胞水

平研究棳直接用于动物眼球的研究尚不多暎本研究以

超声微泡造影剂为基因载体棳探讨在不同能量超声和

一定剂量微泡作用下棳超声微泡造影剂介导下增强型

绿色荧光蛋白棬斿旑旇斸旑斻斿斾旂旘斿斿旑旀旍旛旓旘斿旙斻斿旑旚旔旘旓旚斿旈旑棳
斉斍斊斝棭质粒对兔视网膜转染的效率暍安全性以及可行

性暎
棻暋材料与方法

棻灡棻 材料与仪器暋健康成年新西兰白兔棳雌雄不限棳
体质量棽灡棸暙棾灡棸旊旂棬购自上海交通大学医学院附属

新华医院动物实验中心棭椈增强型绿色荧光蛋白质粒

旔斉斍斊斝灢斆棻棬上海交通大学医学院生化教研室惠赠棭椈
斅旘斸斻斻旓微泡造影剂斢旓旑旓斨旛斿棬注射用斢斊椂 微泡棭椈旔斉斍灢
斊斝灢斆棻质粒抽提纯化试剂盒棬斞旈斸旂斿旑公司棭椈荧光显微

镜棬斘旈旊旓旑斉斻旍旈旔旙斿椄棸旈棭椈斆斖棻棽棸透射电子显微镜椈超声

波治疗仪棬斕斣斈棳斦斢椃棸棸棭棳输出声强棸暙棽斪棷斻旐棽棳探头

频率棻斖斎旡椈低温恒冷箱切片机棬斕斉斏斆斄灢棻椄棸棸棳冻台

温度控制为棴棽棸曟棭暎
棻灡棽 制备斉斍斊斝质粒暋携带 斉斍斊斝基因的真核表达

质粒旔斉斍斊斝灢斆棻经大肠杆菌扩增后棳按质粒抽提试剂

盒说明提取 斉斍斊斝质粒棳溶于磷酸盐缓冲液棳紫外分

光光度计检测其浓度为棻旐旂棷旐旍暎提取纯化的 斉斍斊斝
酶 切 电 泳 鉴 定棳紫 外 分 光 光 度 计 测 定 其 浓 度 为

棻旐旂棷旐旍棳纯度符合实验要求暎
棻灡棾 微泡造影剂的制备暋将微泡造影剂斢旓旑旓斨旛斿微

泡冻干粉加入 旐旍注射用生理盐水棳振荡后溶解呈乳

白色液体暎配制好的微泡混悬液气泡浓度为椄毺旍棷旐旍
棬每毫升 暳棻棸椄 个微气泡棭暎
棻灡棿 质粒和微泡造影剂的孵育暋分别抽取质粒暍微泡

造影剂混悬液各棻旐旍棳轻轻混匀棳棿曟静置数分钟棳使
其互相黏附棳稳定后吸取暎
棻灡 基因转染暋将棾棸只新西兰大白兔分为椂组棬每
组 只棳棻棸只眼球棭椇斄 组棬质粒组棭椇自耳缘静脉注入

棻旐旍斉斍斊斝质粒椈斅 组棬质粒 棲 微泡组棭椇注入 棻 旐旍
斉斍斊斝质粒和棻旐旍微泡造影剂的混合液进行转染椈斆
组棬质粒棲超声照射组栙棭椇注入棻旐旍斉斍斊斝质粒棳立
即以棸灡 斪棷斻旐棽的超声波辐照兔眼球椂棸旙椈斈组棬质粒

棲超声照射组 栚棭椇注入 棻 旐旍斉斍斊斝 质 粒棳立 即以

棻灡棸斪棷斻旐棽的超声波辐照兔眼球椂棸旙椈斉组棬质粒棲微

泡棲超声照射组栙棭椇加入棻旐旍质粒和棻旐旍微泡造影

剂的混合液后棳立即以棸灡 斪棷斻旐棽 的超声波辐照兔眼

球椂棸旙椈斊组棬质粒棲微泡棲超声照射组栚棭椇加入棻旐旍
质粒 和 棻 旐旍 微 泡 造 影 剂 的 混 合 液 后棳立 即 以

棻灡棸斪棷斻旐棽的超声波辐照兔眼球椂棸旙暎超声照射时棳
超声探头与皮肤间以耦合剂密闭暎
暋暋注射质粒后第椃天静脉注入空气处死兔棳摘除眼

球后棳从距后极部视乳头棾暙棿旐旐 处取视网膜组织棳
剪成若干棻旐旐暳棻旐旐暳棾旐旐 的组织块棳分别行光

镜及电镜检查棳并检测斉斍斊斝荧光表达暎
棻灡椂 光镜及透射电镜检查暋光镜椇中性福尔马林液固

定棳石蜡包埋棳切片棳行 斎斉 染色棳于光镜下观察暎电

镜椇浸泡于棿棩戊二醛固定棿椄旇棳丙酮脱水棳包埋棳切片

定位棳于透射电镜下观察暎
棻灡椃 斉斍斊斝荧光表达暋将组织块固定后行冰冻切片棳
组织切片厚度为 毺旐暎在荧光显微镜下于棿椆棸旑旐波

长紫外光激发下观察视网膜色素上皮层组织荧光表

达暎每张切片随机取 个视野棳每个视野取棾个荧光

强度 亮的区域进行比较棳数据采集由 斘斏斢灢斉旍斿旐斿旑旚旙
斅斠棬斘旈旊旓旑棭软件完成暎采用斏旐斸旂斿灢斝旘旓斝旍旛旙椂灡棸软件

分析椂组荧光强度暎
棻灡椄 统计学分析暋采用斢斝斢斢棻棿灡棸统计软件包棳各组

荧光表达强度均以 暲 表示暎对其中呈正态分布的

计量资料采用单因素 检验棳呈非正态分布的

计量资料和计数资料各组比较采用

检验棳组间比较采用 检验棳 椉棸灡棸 为

差异有统计学意义暎
棽暋结果

棽灡棻 质粒及超声微泡造影剂对兔眼视网膜的作用暋
光镜下椂组视网膜各层结构基本正常棳光感受器细胞

形态正常棳无空泡样变性棬图棻暍棽棭暎透射电镜下椂组

感光细胞内暍外节结构正常棳排列整齐椈外节膜盘无断

裂暍缺损暍排列紊乱棳内节线粒体丰富椈细胞器无肿胀暍
丢失暍空泡样变等改变棬图棾暍棿棭暎
棽灡棽 斉斍斊斝在兔眼视网膜的转染暋荧光显微镜下肉

眼观察可见斉斍斊斝在兔视网膜各层均有表达棳且主要

集中在视网膜色素上皮层椈斄暙斈组荧光强度相对较

弱棳斉暍斊组荧光强度相对较强棬图 棭暎
棽灡棾 斉斍斊斝荧光表达强度分析暋斉暍斊组荧光强度高

暏椆椄椃棻暏中国医学影像技术棽棸棻棽年第棽椄卷第棻棸期暋斆旇旈旑斒斖斿斾斏旐斸旂旈旑旂斣斿斻旇旑旓旍棳棽棸棻棽棳斨旓旍棽椄棳斘旓棻棸



图棻暋斉组兔眼视网膜正常结构病理图棬斎斉棳暳棻棸棸棭暋暋图棽暋斊组兔眼视网膜正常结构病理图

棬斎斉棳暳棻棸棸棭

图棾暋斉组兔眼视网膜透射电镜下光感受器内暍外节正常结构棬暳椆椃棸棸棭暋暋图棿暋斊组兔眼视网

膜透射电镜下光感受器内暍外节正常结构棬暳椆椃棸棸棭

于与其他棿组棬 均椉棸灡棸 棭棳且 斄暙斈组间差异无统

计学意义棬 均椌棸灡棸 棭棳斉暍斊组间差异无统计学意义

棬 均椌棸灡棸 棳表棻棭暎

表棻暋椂组视网膜色素上皮层斉斍斊斝荧光强度棬 暲 棭
组别 荧光强度

斄组 棻棸 棾灡棾椃暲棿灡棸椄
斅组 棻棸 棿棸灡椂棻暲棻棽灡棸椄
斆组 棻棸 棿棽灡椄椆暲棻棽灡椃棾
斈组 棻棸 棿椄灡棿棻暲棻棿灡棻
斉组 棻棸 棻棽灡椂暲棽椆灡棽棾灣

斊组 棻棸 棻棽棻灡棾椆暲棻椆灡椄棸灣

暋注椇灣椇与 斄暙斈组比较棳 椉棸灡棸棻

棾暋讨论

暋暋用作基因治疗的载体大致可分为病毒载体和非病

毒载体暎病毒载体转染效率高棳能稳定持久地表达所

携带的外源性基因棬目的基因棭棳但无靶向性棳且存在免

疫原性和致突变性棳会对机体组织造成损害椈而以脂质

体等非病毒载体的方法则存在转染率低暍在体内不能

高水平表达暍靶向性差等缺陷暎作为一种新型的基因

载体椲棻椵棳微泡造影剂可弥补前两者的不足棳具有较高转

染率暍靶向性和安全性等特点棳越来越受到关注暎

暋暋超声微泡造影剂的微气泡内

含惰性气体棳能悬浮于液体中棳其
外壳的成分可为人体白蛋白暍脂
类物质暍棕榈酸和聚合物棳目的基

因通过静电作用黏附于外壳表面

或包裹于微泡内而与造影剂结

合暎超声微泡的作用机制如下椇
携带基因的超声微泡造影剂经血

液循环到达靶组织棳当一定强度

的超声波辐射靶组织时棳微小气

泡棬空化核棭爆破后产生暟空化效

应暠以及暟声孔效应暠棳导致局部毛

细血管和邻近组织细胞膜的通透

性增高棳甚至使细胞膜发生暂时

性的暍可逆的暍相对无害的穿孔棳
从而使质粒 斈斘斄 易于进入细胞

内棳实现并增强基因的转染和表

达椲棽灢棾椵暎目前对超声微泡造影剂

介导的基因转染研究主要涉及心

脏暍肝脏暍血管暍肾脏暍骨骼肌暍神
经系统等领域椲棿灢椂椵棳包括基因治

疗椲椃椵暍溶栓治疗椲椄椵暍抗肿瘤治疗

等暎
暋暋眼球是局部基因治疗的一个理想器官棳其血灢眼屏

障和全身循环相对独立椈同时棳眼球处于一个相对免疫

赦免的状态棳使基因治疗在眼科疾病的治疗中受到广

泛关注暎一些学者开始将超声微泡造影剂引入眼科疾

病的基因研究中棳目前主要集中在角膜和眼底疾病方

面棳如角膜上皮细胞受损暍脉络膜新生血管暍慢性高眼

压导致视神经细胞损伤暍视网膜母细胞瘤暍如遗传性眼

病视网膜色素变性暍伴有新生血管形成的角膜移植暍老
年性黄斑变性和糖尿病性视网膜病变等椲椆灢棻棻椵暎眼科基

因治疗技术的关键是将外源性目的基因通过血灢眼屏

障转入相应的眼组织细胞内棳并能安全有效地表达暎
暋暋已有不少学者从细胞分子学水平研究证实棳不同

超声参数棬如声强暍照射时间棭和超声造影剂浓度对基

因转染可有不同影响棳且当超声强度及造影剂浓度达

一定程度时棳可对细胞具有损伤作用椲棻棽椵棳因此寻找

佳超声参数及超声造影剂浓度对提高安全性和基因转

染率有重大意义暎本组实验兔视网膜各层结构基本正

常棳未 见 明 显 病 理 改 变棳表 明 以 棸灡 斪棷斻旐棽 和

棻灡棸斪棷斻旐棽的超声波辐照兔眼球椂棸旙未对视网膜造

成损害椈另外棳经耳缘静脉注入棻旐旍质粒和棻旐旍微泡

暏棸椆椃棻暏 中国医学影像技术棽棸棻棽年第棽椄卷第棻棸期暋斆旇旈旑斒斖斿斾斏旐斸旂旈旑旂斣斿斻旇旑旓旍棳棽棸棻棽棳斨旓旍棽椄棳斘旓棻棸



图 暋椂组荧光强度暋斄暙斊棶依次为 斄暙斊组

造影剂后棳光镜及透射电镜检查结果显示视网膜各层

结果正常棳表明这是一种安全的转染方式暎
暋暋已有研究显示超声照射联合微泡造影剂可以明显

提高细胞的基因转染率椲棻棾灢棻棿椵暎本研究发现棳斉斍斊斝在

视网膜各层均有表达棳但主要集中在视网膜色素上皮

层表达棳并且斉暍斊组表达 强椈提示无论是否有超声

照射或微泡造影剂棳斉斍斊斝质粒均可通过血灢眼屏障进

入视网膜细胞中并表达棳但其表达在超声照射联合微

泡造影剂的作用下 强棳表明两者联合能够有效提高

质粒 转 染 的 效 率暎本 研 究 还 发 现 棸灡 斪棷斻旐棽 和

棻灡棸斪棷斻旐棽超声照射组棬斉组和斊组棭荧光表达强度差

异无统计学意义棳表明声强棸灡 暍棻灡棸斪棷斻旐棽 超声照射

联合微泡造影剂均可安全有效地提高质粒的转染率棳
且两者的效果无明显差异棳从而为某些眼科疾病的基

因治疗提供新的方法和思路暎
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棾棶郑州市金水区总医院斆斣室棳河南 郑州暋棿棸棸棸棾棭
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椲作者简介椵马二奎棬棻椆椄棻暘棭棳男棳河北保定人棳在读硕士棳主治医师暎
斉灢旐斸旈旍椇旐斸斿旘旊旛旈椑旟斸旇旓旓棶斻旑
椲收稿日期椵棽棸棻棽灢棸椂灢棽椄暋暋椲修回日期椵棽棸棻棽灢棸椃灢棻棽

图棻暋棽棸棸椄年椂月斆斣图像暋左肺上叶尖后段可见淡片状高密度灶棳边缘模糊不清棳密度较均匀暋暋图棽暋棽棸棻棻年椂月斆斣图像暋平扫棬斄棭
及高分辨率斆斣棬斅棭示左肺上叶尖后段团块状病变棳其内可见暟空泡征暠棳后缘膨胀生长棳与胸膜关系密切暋暋图棾暋病理图暋左肺上叶浸润

型肺结核棳肺组织内见播散灶棬斎斉棳暳棻棸棭

暋暋患者男棳棿棽岁棳主因暟无诱因咳嗽暍咳痰暠就诊棳痰量较少棳白
色泡沫样棳无其他不适暎棾年前患者因糖尿病住院棳检出左肺上

叶病变棬图棻棭棳无明显胸部症状棳予以随访观察暎胸部斆斣示左

肺上叶尖后段团块状病变棳较棾年前明显增大棬图棽棭暎斝斉斣棷
斆斣椇左肺上叶病变葡萄糖代谢异常增高棳累及胸膜棳符合恶性肿

瘤表现暎行斆斣引导下经皮肺穿刺活检术棳病理检查考虑为肺

母细胞瘤棳免疫组化椇斔旈灢椂椃棬棽 棩暙 棸棩阳性棭棳斢斖斄棬间质棲棭棳
斣斣斊灢棻棬棲棭棳斨旈旐 棬间质棲棭暎术前临床诊断椇左肺上叶恶性占

位棳可能侵及胸膜暎行左肺上叶切除术棳术中见病变未侵及胸

膜暎术后病理椇左肺上叶浸润型肺结核棳肺组织内见播散灶棳支
气管肺门淋巴结呈组织增生及肉芽肿性炎棬图棾棭暎

讨论暋浸润型肺结核是继发性肺结核中 常见的类型棳多
见于成人棳临床常表现为低热暍乏力暍盗汗等结核中毒症状棳发
生干酪性肺炎时可表现为高热椈其特殊影像学表现为空洞样病

变及其周围或下叶的播散灶棳呈散在分布的腺泡结节棳可融合

呈肺段或肺叶暎本例临床症状仅为咳嗽暍咳痰棳影像学表现为

左肺上叶尖后段团块灶棳周围未见明显播散灶棳但病变体积较棾
年前明显增大棳因此术前高度疑为恶性病变暎本例提示棳对于

典型的浸润型肺结核棳根据临床及影像学表现棳结合实验室检

查暍痰查结核菌等不难诊断椈而当影像学表现不典型暍尤其是病

变呈团块状且周围无明显播散灶时棳则需与肺癌暍炎性肉芽肿

等相鉴别暎
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