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·实验研究·

超声破坏载pcDNA3-bFGF-NGF基因纳泡治疗
糖尿病大鼠烫伤创面的实验研究

王丽华 宗建春 刘之川 简华刚 余萍萍 梅 英

摘 要 目的 探讨超声破坏载 pcDNA3-bFGF-NGF基因纳泡对糖尿病大鼠烫伤创面的治疗作用。方法 制备

载 pcDNA3-bFGF-NGF基因纳泡，检测其基本特性；MTT法检测其对大鼠真皮成纤维细胞活性的影响；Western-blot检
测其在大鼠真皮成纤维细胞中的基因表达水平及转染效率。选取糖尿病大鼠 27只，分为空白对照组、载基因纳泡组

及超声破坏载基因纳泡组，超声破坏载基因纳泡组又分别于 1 d、2 d、3 d、4 d、7 d、14 d及 21 d观察创面愈合情况，以

及 bFGF及 NGF蛋白表达水平及转染效率，并与空白对照组、载基因纳泡组 21 d时的结果进行对照。结果 所制备

的阳离子纳泡形态规则，稳定性好，平均表面电位为 12.7 mV；与基因结合量高达 3.8 mg/108个纳泡；基因结合率高达

39.5%；MTT显示对细胞无明显毒性。Western-blot半定量结果显示，空白对照组和载基因纳泡组 bFGF及NGF蛋白水

平低；bFGF蛋白及NGF蛋白在载基因纳泡组 48 h时转染效率及表达水平最高。超声破坏载基因纳泡 48 h组 bFGF水
平在治疗第 7天表达及转染率达到峰值，NGF水平在治疗第 4天表达及转染率最高。结论 载 pcDNA3-bFGF-NGF基
因纳泡能显著增强超声显影；经超声基因转染仪破坏后可定位释放基因，且基因转染效率明显提高，对糖尿病大鼠烫

伤创面有较好的治疗效果。
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Experimental study on the treatment of scald wounds in diabetic rats by
ultrasound-induced destruction of pcDNA3-bFGF-NGF

gene-loaded nanobubbles

WANG Lihua，ZONG Jianchun，LIU Zhichuan，JIAN Huagang，YU Pingping，MEI Ying
Department of Emergency，the Second Affiliated Hospital of Chongqing Medical University，Chongqing 400010，China

ABSTRACT Objective To investigate the therapeutic effect of ultrasound-induced destruction of pcDNA3-bFGF-
NGF gene-loaded nanobubbles on scald wounds in diabetic rats. Methods Nanobubbles containing pcDNA3-bFGF-NGF
gene was prepared and its basic characteristics was detected. MTT assay was used to detect its effect on the activity of rat dermal
fibroblasts. Western-blot was used to detect its gene expression level and transfection efficiency in rat dermal fibroblasts，and the
optimal action time was chosen. 27 diabetic rats were divided into blank control group，gene-loaded nanobubbles group and
gene-loaded nanobubbles combined with ultrasound irradiation group. Gene-loaded nanobubbles combined with ultrasound
irradiation group were observed for wound healing on 1，2，3，4，7，14 and 21 d，respectively，and the expression level of bFGF
and NGF protein. The transfection efficiency was compared with that of blank control group and gene-loaded nanobubble group
at 21 d. Results The prepared cationic nanobubbles had regular morphology，good stability，average surface potential of 12.7
mV，gene binding capacity of 3.8 μg/108 nanobubbles，maximum gene binding rate of 39.5%. MTT showed no obvious toxicity to
cells. Western-blot protein semi-quantitative results showed that bFGF and NGF protein levels were low in blank control group
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糖尿病可致代谢紊乱，引起血管狭窄甚至完全闭

塞、毛细血管脆性增加、微血栓形成等，造成局部组织

缺血坏死，在患者体表形成溃疡。碱性成纤维细胞生

长因子（basic fibroblast growth factor，bFGF）和神经生

长因子（nerve growth factor，NGF）被认为是促进糖尿病

创面愈合的两个主要因子［1-2］，且二者有协同作用［3-4］。

目前临床多采用改善循环、营养神经等方式治疗糖尿

病创面，但效果欠佳；新起的基因疗法通过选择性地

提高一部分生长因子的表达，将生长因子传递至创

口，作用于靶点，最大限度地加速血管及组织再生，促

进创面愈合［3-5］。本实验构建载 bFGF和 NGF基因纳

泡（载 pcDNA3-bFGF-NGF基因纳泡，以下简称载基

因纳泡），在超声辐照下，纳泡破裂，释放目的基因［6］，

于创面局部表达 bFGF和NGF，从而加速创面愈合，为

临床解决经久不愈的创面提供了新的思路。

材料与方法

一、载基因纳泡的制备及其基本特性检测

1.制备超声纳泡：将二棕榈酰磷脂酰胆碱（DPPC，
美国 Sigma公司）、二硬脂酰磷脂酰乙醇（DSPE，美国

Sigma公司）及DC-胆固醇（美国 Avanti Polar Lipids公
司）、甘油（美国 Sigma公司）和 PBS缓冲液（美国 Sigma
公司）按照一定比例（磷脂质量比 5∶2∶1，甘油、PBS体
积比 1∶9）混合后于 40℃溶解 30 min，以全氟丙烷气体

置换其瓶内空气，然后进行机械振荡。将制得的含全

氟丙烷的微囊液加入等体积的 5%聚乙二醇 4000溶液

混合，进行冷冻干燥，重新充入全氟丙烷气体，即得纳

泡冻干制剂备用［7］。

2.构建载 bFGF和NGF重组质粒：将质粒 pCA13-
NGF酶切，克隆出NGF基因片段，与 pcDNA3-bFGF质
粒上的 bFGF连接，构建 pcDNA3-bFGF-NGF质粒，并

将 pcDNA3-bFGF-NGF质粒转导入大肠杆菌 DH5α，
扩增质粒；电泳及酶切鉴定后 SPIN法提取质粒DNA。

将获得的质粒行基因测序鉴定后，碱裂解法大量扩增

提取质粒备用。

3.制备载基因纳泡：将纳泡冻干制剂以双蒸水复

溶重悬，再将质粒 2.5 μg与超声纳泡混悬液 50 μl混
合，使 pcDNA3-bFGF-NGF质粒通过静电作用吸附于

纳泡外壳，制得载基因纳泡。观察载基因纳泡的粒

径、形态、电位基本特性；以DiI标记质粒，通过流式细

胞仪检测基因与纳泡结合率，并计算载基因量。

二、体外检测超声破坏载基因纳泡对大鼠真皮成

纤维细胞活性的影响，以及基因表达水平

取对数生长期的大鼠真皮成纤维细胞，以每孔

0.5×105密度接种于 96孔板上，5％CO2，37℃培养至

70%~80%融合时弃去培养液，每孔加入 2 ml完全培养

液待用，分为以下 5组：空白对照组、载基因纳泡组、超

声破坏载基因纳泡 12 h组、超声破坏载基因纳泡 24 h
组及超声破坏载基因纳泡 48 h组，每组 3个复孔。

以自行研制的 DZC超声基因转染仪进行辐照，频率

1 MHz，声强范围 0.25~2.5 W/cm3，1.5 W/cm3超声辐照

60 s，工作时间控制为 20%（即辐照 4 s，停 24 s）破泡转

染目的基因。在光镜下观察大鼠成纤维细胞膜及细

胞器的改变，以及载基因纳泡对大鼠真皮成纤维细胞

活性的影响。采用 MTT法于酶标仪 490 nm处测定

OD值，计算细胞活性率，公式：细胞活性率=OD处理

组/OD对照组×100%。采用Western-blot技术检测各

组阳性细胞中 pcDNA3-bFGF-NGF质粒转染及 bFGF
和NGF的表达水平。

三、超声破坏载基因纳泡在糖尿病大鼠烫伤创面

增强显像情况

1.糖尿病大鼠烫伤模型的建立。造模前 1个月，

大鼠喂以高脂、高蛋白、高糖饲料，以诱导出胰岛素抵

抗；随及于禁食（不禁水）14 h后腹腔注射链尿佐菌素

30 mg/kg（溶于 0.1 mmol/L柠檬酸盐缓冲液中，pH 4.5，
新鲜配制），72 h后尾静脉采血测定血糖（在诱导前和

and Nabu group，the transfection efficiency and expression level of bFGF and NGF protein were the highest in Nabu 48 h group
containing pcDNA3-bFGF-NGF gene. The expression and transfection rate of bFGF in the pcDNA3-bFGF-NGF gene
nanobubbles combined with ultrasound irradiation group reached the peak on the 7th day of treatment，and the expression and
transfection rate of NGF on the 4th day of treatment were the highest. Conclusion pcDNA3-bFGF-NGF gene - loaded
nanobubbles can significantly enhance ultrasound imaging. The gene can be localized and released after destruction by
ultrasound gene transfector，and the efficiency of gene transfection is significantly improved. It has a good therapeutic effect on
rat wounds and can provide a new method for the treatment of diabetic wounds.

KEY WORDS Nanobubbles；Plasmid；Gene transfection；Protein production；Ultrasound imaging
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诱导后均经尾静脉采血，用快速血糖仪测基础血糖和

随机血糖水平）。同时对诱导后大鼠的体质量进行观

察，若诱导前基础血糖水平< 8.9 mol/L，诱导后血糖水

平>16.7 mol/L，大鼠体质量明显下降，即可视为糖尿病

模型诱导成功［8］。凡未达标者，3 d后补充注链尿佐菌

素（以 10~20 mg/kg剂量腹腔注射），并仍喂以高脂、高

蛋白、高糖饲料 8周，每周测体质量、血糖。糖尿病大

鼠模型诱导成功后 8 周进入深Ⅱ度烫伤模型制作程

序：烫伤前24 h，给予25 g/L戊巴比妥钠（35 mg/kg体质

量）腹腔注射麻醉，背部用硫化钡混合物脱去背部体

毛，脱毛后 24 h用电热恒温水浴箱，设定致伤温度

80℃，时间15 s。
2.超声破坏载基因纳泡在糖尿病大鼠烫伤创面

增强显像情况。以 1%戊巴比妥钠溶液（60 mg/kg）
肌肉注射麻醉大鼠后，固定四肢，鼠尾静脉注射载基

因纳泡 1.5 ml［9］，随后使用意大利百胜 MyLab 90彩
色多普勒超声诊断仪对创面皮肤及皮下组织进行超

声显像。探头与皮肤创面之间以耦合剂密闭，选用

LA533探头，频率 12 Hz，成像深度 2 cm，在造影模式

下观察创面皮肤及皮下超声显像情况，于注射载基

因纳泡前后及超声破坏载基因纳泡前后采集声

像图。

四、超声破坏载基因纳泡在糖尿病大鼠烫伤创面

体内定位释放

将糖尿病大鼠烫伤模型27只，分为空白对照组3只，

鼠尾静脉注射 1.5 ml生理盐水；载基因纳泡组 3只：鼠

尾静脉注射超声纳泡 1.5 ml；超声破坏载基因纳泡组

21只：鼠尾静脉注射载基因的超声纳泡 1.5 ml，同时

采用自行研制的 DZC超声基因转染仪定点辐照，辐

照深度 10 mm，发射声波为脉冲波，频率 1.0 MHz，声
强 1.5 W/cm3；探头与皮肤创面之间以耦合剂密闭、辐

照时间 30 min。肉眼观察并记录各组糖尿病大鼠烫伤

1 d、2 d、3 d、4 d、7 d、14 d及 21 d创面愈合情况，每个

时间点各 3只大鼠。于各治疗时间点结束后，处死大

鼠，取创面组织，采用Western-blot技术半定量检测

bFGF及NGF蛋白水平，观察超声破坏载基因纳泡在

创面的定位释放情况。空白对照组和基因纳泡组选

21 d结果做对照。

五、统计学处理

应用 SPSS 16.0统计软件，计量资料以 x±s表示，组

间比较采用方差分析或 t检验。P<0.05为差异有统计

学意义。

结 果

一、载基因纳泡的基本特征

载基因纳泡乳液呈均匀乳白色，光镜下呈圆球形

或呈点状，分布较均匀（图 1）；透射电镜观察超声纳泡

及载基因纳泡均呈球形，形态规则（图 2）。马尔文仪

测得载基因纳泡粒径约 450 nm，电位约 12.7 mV（壳材

中加入阳离子脂质体，电荷为正）。流式细胞术测得

载基因纳泡载基因量为3.8 mg/108个纳泡。

二、载基因纳泡细胞活性及体外基因表达水平

MTT结果显示细胞活性各组间及组间两两比

较差异均无统计学意义，见图 3。经超声辐照后，载

基因纳泡组基因表达水平升高，且随着时间的延

长，基因表达水平逐渐增高。Western-blot半定量结

果显示，bFGF蛋白及 NGF蛋白在载基因纳泡组转

染效率明显增高，至超声破坏后 48 h时表达水平最

高。见图 4，5。
三、载基因纳泡体内增强超声显像实验

注射载基因纳泡前，大鼠皮肤及皮下组织无强

化；尾静脉注射造影剂后，超声显示大鼠创面皮肤及

皮下组织出现强化影像；基因转染破坏纳泡的瞬间，

造影显示大鼠皮肤及皮下出现均匀强化影，纳泡被击

破后，皮肤及皮下组织增强显影逐渐减弱至造影剂注

射前水平。见图6。

图1 载基因纳泡光镜图（×400） 图2 载基因纳泡透射电镜图（×1200） 图3 各组细胞活性率比较

100%
95%
90%
85%
80%
75%
70%

空白
对照组

载基因
纳泡组

超声破坏
载基因纳
泡12 h组

超声破坏
载基因纳
泡24 h组

超声破坏
载基因纳
泡48 h组

·· 604



临床超声医学杂志2019年8月第21卷第8期 J Clin Ultrasound in Med，August 2019，Vol.21，No.8

A：造影前，皮肤及皮下组织内无造影剂，表现为无强化；B：造影剂注射后，皮肤及皮下组织有造影剂显现，出现强化影像；C：超声破坏纳泡瞬间，皮肤

及皮下出现均匀强化影；D：纳泡击破后，皮肤及皮下组织超声造影剂逐渐减少

图6 载基因纳泡体内超声增强显像

1：空白对照组；2：载基因纳泡组；3：超声破坏载基因纳泡 12 h组；

4：超声破坏载基因纳泡 24 h组；5：超声破坏载基因纳泡48 h组
图4 各组细胞bFGF蛋白表达

1：空白对照组；2：载基因纳泡组；3：超声破坏载基因纳泡 12 h组；

4：超声破坏载基因纳泡 24 h组；5：超声破坏载基因纳泡48 h组
图5 各组细胞NGF蛋白表达情况

A B C D

四、载基因纳泡体内基因表达水平及转染效率

Western-blot半定量结果显示，空白对照组和载

基因纳泡 48 h组 bFGF及NGF蛋白水平低；超声破坏

载基因纳泡 48 h组 bFGF及NGF蛋白水平显著升高，

在治疗后第 7天 bFGF水平达到峰值，在治疗后第 4天
NGF水平最高，见图7，8。

1：空白对照组；2：载基因纳泡组；3：超声破坏载基因纳泡组 1 d；4：超
声破坏载基因纳泡组 2 d；5：超声破坏载基因纳泡组 3 d；6：超声破坏载

基因纳泡组 4 d；7：超声破坏载基因纳泡组 7 d；8：超声破坏载基因纳泡

组14 d；9：超声破坏载基因纳泡组21 d
图7 各组组织bFGF蛋白表达情况

1：空白对照组；2：载基因纳泡组；3：超声破坏载基因纳泡组 1 d；4：超
声破坏载基因纳泡组 2 d；5：超声破坏载基因纳泡组 3 d；6：超声破坏载

基因纳泡组 4 d；7：超声破坏载基因纳泡组 7 d；8：超声破坏载基因纳泡

组14 d；9：超声破坏载基因纳泡组21 d
图8 各组组织NGF蛋白表达情况

讨 论

糖尿病患者的代谢紊乱损害了血管内皮细胞的

正常功能导致溃疡创面的供血障碍；此外创面局部的

周围神经病变导致的感觉减弱或缺失及后期的运动

神经受累等也是糖尿病创面难愈合的重要原因。以

上种种因素导致了溃疡创面的生长因子和胶原蛋白

生成减少。近年来，有研究［10-11］认为成纤维细胞生长

因子调控着创面愈合的各个阶段。 bFGF是目前成纤

维细胞生长因子家族中研究最多的，已有研究［1-2］证明

bFGF对创面愈合有明显的促修复作用。NGF也被认

为是与糖尿病创面愈合密切相关的细胞因子。因此，

本实验采用 bFGF和NGF两种基因作用于糖尿病大鼠

创面，希望实现对糖尿病创面治疗的突破。

既往研究［12-14］所采用的脂质微泡作为载体仅能在

血液中循环，大量的脂质微泡并未真正到达创面组

织，而是聚积在创面血管里被击破。随着生物纳米技

术的迅猛发展，纳米级超声造影剂（纳泡）应运而生，

该类造影剂直径为纳米级，具有极强的穿透力，能够

穿越血管内皮间隙，到达创面组织内部［15-17］。Oeffinger
和Wheatley［18］研制的内含全氟丙烷的纳米级超声造影

剂平均粒径为 380~780 nm，血管内皮间隙容许小于

700 nm的颗粒通过。因此纳米级超声造影剂有望克

服微米级超声造影剂的弱点，同时有望成为基因的新

型载体。本研究团队已具有制备纳米级超声造影剂

的技术，李奥等［14］制备的纳米级脂质超声造影剂平均

粒径为 415.8 nm，完全符合纳泡的要求。本实验所制

备的阳离子纳泡形态规则，稳定性好，与普通脂质纳

泡比较，阳离子纳泡载基因量明显增加，最大基因结
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合量达 3.8 mg/108个纳泡；最大基因结合率为 39.5%；

对细胞无明显毒性。Western-blot半定量结果显示，

bFGF蛋白及NGF蛋白在超声破坏载基因纳泡组转染

效率明显增高，至超声破坏后 48 h时表达水平最高。

后期体外实验观察超声破坏载基因纳泡组糖尿病大

鼠烫伤 1 d、2 d、3 d、4 d、7 d及 21 d创面愈合情况，

Western-blot半定量结果显示，超声破坏载基因纳泡

48 h组 bFGF及NGF蛋白水平显著升高，在治疗后第

7天 bFGF水平达到峰值，而治疗后第 4天 NGF水平

最高。

综上所述，纳米级超声造影剂（纳泡）具有更强的

穿透力，可长时间滞留于通透性明显增加的创面组织

间隙，并增加局部基因释放量，在超声破坏纳泡产生

的驱动力作用下，将载联合 bFGF基因和NGF基因的

质粒（pcDNA3-bFGF-NGF）转染到创面组织内部，并

表达 bFGF和NGF，借助超声纳泡定位释放技术可以

更好地控制创面组织中 bFGF和NGF的有效剂量，促

进糖尿病创面的早期愈合。
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