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靶向超声介导 VEGF165基因治疗左向右分流肺动脉高压兔模型的实
验性研究

尹 帆，陈 剑，丁云川，王庆慧，苏 璇，罗庆祎

（昆明医科大学附属延安医院影像科，云南昆明 650051）

［摘要］目的 探讨靶向超声介导 VEGF165基因治疗左向右分流兔模型肺动脉高压的可行性．方法 将 30

只肺动脉高压兔随机分为实验 1 组、实验 2 组和对照组各 10只，实验 1组采用超声破坏微泡造影剂的方法将

VEGF165基因转染兔，实验 2组静脉输入同等量携带 VEGF165基因的造影剂，对照组静脉输入同等量单纯造影

剂，14 d后处死．处死后免疫组织化学检测肺组织中的 VEGF蛋白表达及毛细血管记数．结果 实验 1组中可见

大量 VEGF阳性反应的棕褐色颗粒，而实验 2组、照组肺组织中仅有极少量的 VEGF阳性反应的颗粒，其差异具

有明显统计学意义（ ＜0.05）．实验 1组平均毛细血管密度（MDV）为（387. 35±12. 80）个 /高倍视野，组间比

较有显著差异．实验 1 组 （WT%）、 （WA%） 比对照组和实验 2 组明显减小，其差异有统计学意义 （ ＜

0.05）．结论 超声介导微泡造影剂携带 VEGF165基因能提高基因转染率，促进肺内毛细血管再生．
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Experimental Study on Targeted Ultrasound Mediated
VEGF165 Gene Therapy for Rabbit Model of Pulmonary

Hypertension Caused by Left to Right Shunt

YIN Fan，CHEN Jian，DING Yun－chuan，WANG Qing－hui，SU Xuan，LUO Qing－yi
（Dept. of Ultrasound，The A ffiliated Y an’an Hospital of Kunming Medical University，

Kunming Yunnan 650051，China）

［Abstract］ Objective To investigate the feasibility of targeted ultrasound-mediated VEGF165 gene therapy

for rabbit model of pulmonary hypertension caused by left to right shunt. Methods 30 rabbits with pulmonary

hypertension were randomly divided into 3 groups: experimental group 1， experimental group 2 and control group，

10 animals in each group. Targeted ultrasound-mediated VEGF165 gene therapy was given to rabbits in experimental

group 1， the same amount of contrast agent carrying VEGF165 gene was intravenously infused to rabbits in

experimental group， and the same amount of contrast agent without VEGF165 gene was intravenously infused to

rabbits in control group. All animals were sacrificed after 14 days. The VEGF protein expression was detected by

immunohistochemistry and the number of capillary in lung was counted. Results Numerous VEGF positive brown

particles were found in the lung tissues of rabbits in the experimental group 1， while only few VEGF positive brown

particles were found in the lung tissues of rabbits in the experimental group 2 and control group，and the difference

was statistically significant （ ＜0.05）．The mean capillary density（MDV） in lungs of rabbits in experimental

group 1 was（387.35 ± 12.80） / high power field， and had significant differences with other groups. The WT%

and WA% was significantly reduced in experimental group 1， and had significant differences with other groups（

＜0.05）．Conlusion Ultrasound-mediated microbubble contrast agent carrying VEGF165 gene can improve gene
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肺动脉高压是一种以肺血管阻力增加、肺动脉

压（pulmonary arterg pressure，PAP）升高为主要特

征的疾病，是以肺血管受累为起点，以右心衰竭

为终点的一类诊断复杂、治疗棘手、预后极差的

多系统疾病[1]．治疗肺动脉高压的药物多为传统的

吸入和普通静脉给药，特异性较差，半衰期较短；

基因治疗则多以腺病毒为载体，普遍存在基因转
移载体进入人体后的安全性问题即载体进入体内

后，容易引起炎症或免疫性反应[2]．本研究拟以脂

质体微泡靶向肺动脉高压动物模型传输治疗基因，

进行初步实践，为超声介导微泡空化靶向传输基

因治疗肺动脉高压寻找一种方法．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物与分组 左向右分流肺动脉高压

兔模型建立：选 2.5～3.0 kg雄性新西兰大白兔 30

只，在动脉韧带水平于主动脉与肺动脉直接置入

塑料导管连接主动脉与肺动脉，4周后即可建立左
向右分流肺动脉高压的兔模型，30只兔随机分为

实验 1组、实验 2组和对照组各 10只．采用超声

破坏微泡造影剂的方法将 VEGF165基因转染兔.

1.1.2 仪器和试剂 采用 Aloka－α10彩色多普勒

超声显像仪，心脏探头，频率为 3.5MHz．全氟丙

烷气体，卵磷脂、胆固醇，血管内皮生长因子 165

即 VEGF165 片段 （由英国 Serotec 公司出品），

FITC标记的山羊抗小鼠 IgG（北京中山生物技术有

限公司出品）．

1.2.3 超声微泡制备 携带药物超声造影微泡的

制备卵磷脂、胆固醇 3:1混匀，旋转蒸发制成冻干

脂质体，通入全氟丙烷气体后，用超声振荡法制

成脂质体微泡；取血管内皮生长因子 165原液以 1:

100 稀释，取自制全氟丙烷脂质超声造影剂与

VEGF165稀释液 1:1混合，加入 0.1%戊二醛置于

4摄氏度冰箱孵育 2 h，促使抗体与微泡外壳充分

交联，后以 PBS洗涤、离心、分层．取上浮泡沫
悬液，即得携 VEGF165 的超声造影剂．与 FITC

标记的山羊抗小鼠 IgG稀释液 1:1混合后，收获抗

ICAM-1及 FITC双重标记的白蛋白靶向超声造影

剂，立即置于荧光显微镜下观察，确定造影微泡

已携带 VEGF165．

1.2 方法

1.2.1 肺动脉压测定 运用超声测量其三尖瓣反

流频谱，估测肺动脉压力．

1.2.2 超声造影检查 兔模型经耳缘静脉输入对

应超声造影剂 1 mL，4V1探头，启用 2次谐波模

式使发射频率和接受频率分别为 1.75 MHz 和 3.5

MHz，将机械指数调至最大，聚焦深度为 4 cm，
焦点选取心底短轴肺动脉主干处．采用心电触发，

每 6～8个心动周期触发 1次约 10 min．14 d后处

死，取肺动脉及远端肺组织，放置于 -80℃低温

冰箱保存备用．

1.2.3 肺组织 VEGF蛋白表达 将石蜡包埋切片

后的肺组织行 VEGF 免疫组织化学染色，观察

VEGF蛋白表达情况，阳性染色物质定位出现于细

胞胞浆内，以胞浆内出现清晰淡黄色至棕褐色颗

粒为阳性，以无色或模糊淡黄色颗粒为阴性，分

别计数 5个高倍镜视野细胞阳性率.

1.2.4 毛细血管染色检测用 CD34标记 进行免

疫组织化学检测各组肺组织石蜡切片中的血管内

皮细胞，观察毛细血管新生的情况，并记数肺组

织中微血管密度．记数方法为每张切片选择 5个

血管最高的区域，在 400 倍视野下进行记数，求

其平均数;微血管判定标准:凡染成棕黄色的数个内

皮细胞或内皮细胞簇均为 1个血管计数．

1.2.5 肺血管组织学检查 取肺组织用 10%中性

福尔马林液固定 1 d，沿肺门横断取材，石蜡包埋

切片，行 HE染色，显微镜下观察，测量与呼吸性

细支气管和肺泡管伴行的肺小动脉外径、管壁厚

度、血管总面积和血管壁面积，计算出管壁厚度

占外径的百分比（WT%）管壁面积占总面积的百

分比（WA%）．

1.3 统计学分析

各项原始数据软件自动导入 Excel表格，采用

SPSS统计软件分析数据．各组数据以均数±标准

差（x±s）表示．组间比较，计量资料采用方差分
析，计数资料采用χ2检验；各相关参数的关系采

用 logistic回归分析．分别对比各组间各参数的差

异做对比分析．

2 结果

2.1 VEGF蛋白表达

transfection efficiency，and promote the regeneration of lung capillary.
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14 d实验组所有接受 VEGF165基因治疗的肺

组织中均有不同程度的 VEGF蛋白，其中超声介导

实验 1组中可见大量 VEGF阳性反应的棕褐色颗
粒，5个高倍镜视野细胞阳性率为 67.6%，而单纯

基因实验 2组 VEGF阳性反应的棕褐色颗粒较少，

5个高倍镜视野细胞阳性率为 11.4%；对照组肺组

织中仅有极少量的 VEGF阳性反应的颗粒，5个高

倍镜视野细胞阳性率为 4.3%，超声介导实验 1组

细胞阳性率明显高于单纯基因实验组和对照组，其

差异有统计学意义（＜0.05）.

2.2 肺组织中新生血管记数

以 CD34标记，微血管染为棕黄色，超声介导

基因实验 1组平均毛细血管密度（MDV）为（387.

35±12. 80） 个 / 高倍视野，实验 2 组为 （163.

64±25. 67） 个 / 高倍视野，而对照组为 （101.

04±34. 55）个 /高倍视野，组间比较有显著差异

（＜0.05）．

2.3 肺血管组织学检查

实验 1 组管壁厚度占外径的百分比（WT%）

为 （15. 1±1. 5）、管壁面积占总面积的百分比

（WA%）为（30.4±4. 1），实验 2组管壁厚度占外

径的百分比（WT%）为（29. 3±2. 2）、管壁面积

占总面积的百分比 （WA%）为（51.4±9. 1），对

照组管壁厚度占外径的百分比 （WT%） 为 （33.

5±2. 5）、管壁面积占总面积的百分比（WA%）为

（56.7±9.9），实验 1组 （WT%）、（WA%）比对

照组和实验 2组明显减小，其差异有统计学意义

（ ＜0.05），对照组与实验 2 组相比较其 WT%、

WA%稍大，但其差异无统计学意义（＞0.05）．

3 讨论

肺动脉高压的发生主要机制包括血管收缩、肺

血管重构和原位血栓形成．肺动脉高压的细胞和分

子机制研究进展目前主要表现在细胞和分子机制等

多个方面，目前认为多种细胞因子参与的炎症机制

是肺动脉高压发生的重要原因．缺氧、自身免疫性

抗体、病原微生物等多种因素可以导致促炎症因子

表达升高，激活炎症细胞和下游的信号传导通路启

动增殖过程和炎性病变．传统的治疗 PAH的方法

分别针对肺动脉高压多种发病机制及其不同环节，

这些药物主要通过阻断发病机制的某个环节发挥作

用，可以起到改善作用，但其离改善肺动脉高压患
者长期预后的目的还很远．人类基因组计划的完成

和后基因组计划的实施为肺动脉高压的治疗提供了

新思路，因而基因治疗肺动脉高压的研究也成为目 （下转第 26页）
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前肺动脉高压治疗研究的热点．基因治疗具有作

用特异性强、效果稳定、持续时间长、毒副作用

小等优点．Mata-Greenwood等[3]观察先天性心脏病

所致高肺血流量导致的肺高压模型羊肺组织中的

VEGF及其受体 Flt-1 and Flk1/KDR的表达，结果

表明高肺血流量导致的肺高压模型羊肺组织中的

VEGF及其受体 Flt-1 and Flk-1/KDR水平明显高于

对照组．提示 VEGF及其受体可能在肺血管重建过

程中起重要作用．

1996年 Unger [4]开创了利用超声介导微泡空化

靶向传输系统定向释药的先河，并且发明了组织

特异性强，可用于心血管、肝、脾及肾靶向传输

药物的脂质微泡．2000年 Lawrier[5]报告超声波辐射

可使单纯裸质粒基因在心血管的转染效率增加 10
倍；可使质粒脂质体法的转染效率再增加 3倍;如

果使微气泡与质粒混合则比单纯裸质粒的转染效

率增加 300倍（有空化效应）；如果使用的微泡是

脂质体微泡则基因转染效率将比单纯裸质粒基因

的转染效率增加 3000倍．程文等[6]报道，超声引

导下瘤体内注射超声造影剂和 p53基因后用超声

波照射，既可有效地控制肝癌基因治疗的靶向性，

又能提高外源基因的表达量．

本实验研究发现，VEGF165基因微泡治疗组

中， 14 d时 VEGF蛋白表达量增加，新生微血管

明显增加，而实验 2组与对照组 VEGF蛋白表达量

及新生血管较少；本研究还发现 VEGF165基因微

泡治疗组（试验 1组）肺组织中新生血管记数有

显著增加，肺血管组织学检查：管壁厚度占外径

的百分比 （WT%）、管壁面积占总面积的百分比

（WA%）明显减小，与其余 2组比较其差异有统计

学意义（ ＜0.05）．说明超声介导含 VEGF165基
因的方式可以实现转基因的高效表达和促肺组织

血管新生．本研究以上述理论、研究背景为依据，

利用分子生物学、细胞生物学及声学造影技术，

以脂质含氟烷气体微泡在动物肺组织水平探索超

声介导微泡空化靶向传输投送放射性核素标记大

分子物质的可行性，以脂质体微泡在细胞水平初

步探索超声介导微泡空化促内皮细胞基因转染的

条件;最后以脂质体微泡靶向肺动脉高压动物模型

传输治疗基因和药物，并在肺动脉高压动物模型

进行初步实践;为超声介导微泡空化靶向传输系统

的深入研究及肺动脉高压的基因治疗提供提供一

新的基因转移途径和治疗方法．



的．当然，还需要进一步研究证实其安全性．
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