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[摘　 要] 　 目的　 研究 5-氨基酮戊酸(ALA)介导的声动力疗法(SDT)对动脉粥样硬化斑块的影响。 方法　 球囊

损伤加高脂喂养建立兔股动脉粥样硬化斑块模型,荧光显微镜及荧光光谱仪检测静脉注射 ALA 后 0、1、2、3、4、5 及

6 h(n=3),其代谢产物原卟啉Ⅸ(PpⅨ)在斑块中的代谢与分布。 动物随机分为对照组及 SDT 组。 SDT 治疗后 6、
12、24 及 72 h(n=7),TUNEL 及免疫组织化学方法检测斑块中细胞凋亡及巨噬细胞含量;治疗后 1 周,行高频超

声、病理及免疫组织化学检测。 结果　 ALA 注射后 2 h,PpⅨ在斑块中含量达到高峰并主要分布在巨噬细胞表达阳

性区域。 与对照组相比,SDT 治疗后 6、12、24 及 72 h 斑块中细胞凋亡分别增加 3. 1、3. 8、7. 5 及 4. 0 倍,SDT 治疗后

24 及 72 h 斑块中巨噬细胞含量减少 45%及 67% ;与治疗前相比,SDT 治疗后 1 周,股动脉直径狭窄率减少 14% 。
与对照组相比,SDT 组斑块面积减小 38% ,管腔面积增加 86% ,斑块中脂质、巨噬细胞、增殖期细胞、白细胞介素 1β
( IL-1β)及肿瘤坏死因子 α(TNF-α)含量分别减少 64% 、71% 、76% 、62%及 60% ,胶原含量增加 117% ,差异均有统

计学意义(P<0. 05)。 结论　 ALA-PpⅨ主要分布在动脉粥样硬化斑块的巨噬细胞中;SDT 诱导斑块内细胞凋亡,改
变斑块内成分促进斑块稳定并减小斑块大小。 SDT 是一种潜在的无创治疗动脉粥样硬化斑块的方法。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of aminolaevulinic acid (ALA)-mediated sonodynamic therapy (SDT)
on atherosclerosis plaque. 　 　 Methods　 The rabbit atherosclerotic model was established by balloon denudation and an
atherogenic diet. 　 The metabolism and distribution of protoporphyrin Ⅸ (PpⅨ) in the plaque were detected by fluores-
cence microscopy and fluorescence spectrometry at 0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 hours after intravenous injection of ALA (n =
3). 　 Animals were randomly divided into control group and SDT group. 　 Apoptosis and macrophage content were detected
by TUNEL and immunohistochemistry at 6, 12, 24 and 72 hours (n = 7) after SDT treatment, and high-frequency ultra-
sound, pathology and immunohistochemistry were performed at 1 week after SDT treatment. 　 　 Results　 Two hours after
ALA injection, the content of PpⅨ in plaques reached a peak and mainly distributed in the areas of macrophages. 　 Com-
pared with the control group, the apoptosis of plaque cells increased by 3. 1, 3. 8, 7. 5 and 4. 0 folds at 6, 12, 24 and 72
hours after SDT treatment, and the content of macrophages decreased by 45% and 67% at 24 and 72 hours after SDT treat-
ment, and the stenosis rate of femoral artery diameter decreased by 14% at 1 week after SDT treatment. 　 Compared with
the control group, the plaque area of SDT group decreased by 38% ; the lumen area increased by 86% ; the content of lip-
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id, macrophage, proliferative cells, IL-1 beta and TNF-alpha decreased by 64% , 71% , 76% , 62% and 60% respective-
ly; and the content of collagen increased by 117% . 　 　 Conclusions 　 ALA-PpⅨ is mainly distributed in intraplaque
macrophages, SDT induces macrophages apoptosis, and changes the components of plaque to promote plaque stability and
reduce the size of plaque. 　 SDT is a potential noninvasive method for the treatment of atherosclerotic plaques.

　 　 有效的预防急性血管事件的发生需要快速的

逆转动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)包括减少斑

块中的脂质及炎症成分和减轻斑块负荷[1]。 然而,
目前临床以改善高脂血症及促进脂质代谢的治疗

方法均不能达到快速逆转动脉粥样硬化斑块的作

用,使得 As 成为人类死亡的首要病因[2-3]。 探索新

的治疗手段迫在眉睫。 巨噬细胞参与脂质代谢和

炎症反应,在 As 进展过程中发挥关键作用[4]。 已

有研究证实清除斑块中巨噬细胞可抑制动脉粥样

硬化斑块进展[5]。
声动力疗法(sonodynamic therapy, SDT)是在光

动力治疗的基础上发展而来,是一种新的无创治疗

肿瘤的方法[6]。 通过超声靶向激活声敏剂,SDT 可

实现可控的细胞毒性作用。 我们前期的体外研究

证实在一定条件下 SDT 可诱导巨噬细胞凋亡[7-8],
在体研究证实 SDT 促进兔股动脉粥样硬化斑块稳

定[9]。 这些研究提示 SDT 可能是逆转 As 进展的一

个潜在治疗手段。
5-氨基酮戊酸(aminolaevulinic acid, ALA)是声

敏剂原卟啉Ⅸ(protoporphyrin Ⅸ, PpⅨ)的前体物

质,被广泛应用于临床光动力及声动力治疗肿

瘤[10]。 在兔颈动脉粥样硬化模型中,我们已证实

ALA-PpⅨ选择性聚集在动脉粥样硬化斑块中[11]。
值得注意的是斑块中 ALA-PpⅨ的荧光强度与巨噬

细胞的含量成正比[11]。 本研究将在兔股动脉粥样

硬化斑块模型中探索 ALA-PpⅨ介导的 SDT 抑制动

脉粥样硬化斑块进展的作用及其机制。

1　 材料和方法

1. 1　 动物模型

选用雄性新西兰大白兔,体质量 2. 5 ~ 3. 0 kg。
给予高脂喂养(含 1. 5% 胆固醇、15% 猪油及 7. 5%
蛋黄粉)1 周。 进行球囊损伤,经耳缘静脉注射 3%
戊巴比妥钠(30 ng / g),麻醉后将兔固定,去除兔右

侧腿部毛发,进行碘伏消毒,给予利多卡因局部麻

醉。 切开股部皮肤及皮下组织,暴露股动脉及其分

支腘动脉,结扎腘动脉远端,动脉夹夹闭股动脉近

端;眼科剪在腘动脉近段剪开一小口,插入 2. 0×10
mm 预扩球囊至股动脉内,6 ~ 8 个压力打开球囊后

撤至股动脉远端,重复 3 次;撤出球囊,结扎腘动脉

近端,逐层缝合皮下组织及皮肤;继续给予高脂喂

养 4 周,建立股 As 模型。 造模成功后进行后续

实验。
1. 2　 ALA 的代谢与分布

将 3 g ALA 溶于 100 mL 0. 9% 氯化钠中,ALA
终浓度为 3% 。 将 21 只兔随机分为 7 组,每组 3 只。
耳缘静脉给于 ALA(60 ng / g)后分别于 0、1、2、3、4、
5 及 6 h 处死兔,取股动脉。 将动脉分为两段,一段

用于荧光光谱仪检测 ALA-PpⅨ的荧光强度,另一

段行冰冻切片,荧光显微镜检测 ALA-PpⅨ,并进行

巨噬细胞免疫荧光染色及苏丹Ⅳ染色,以观察 ALA-
PpⅨ在斑块中的分布。
1. 3　 分组

35 只兔分为 5 组:对照组与 SDT 后 6 h、12 h、
24 h 及 72 h 组,每组 7 只;相应时间处死兔,取股动

脉进行 TUNEL 染色检测细胞凋亡,免疫组织化学染

色检测巨噬细胞含量。 另外 14 只兔分为 2 组:对照

组和 SDT 组,每组 7 只。 治疗前及治疗 1 周后进行

高频超声检测,治疗后 1 周处死兔,取股动脉,进行

病理及免疫组织化学检测。
1. 4　 声动力疗法治疗过程

经兔耳缘静脉注射 ALA(60 ng / g)后 2 h,进行

超声辐照。 耳缘静脉注射戊巴比妥钠(30 ng / g)麻

醉,去除毛发,标记股动脉走形,并涂抹超声耦合

剂;超声探头置于 30 cm 去气泡水柱的上端,水柱下

端通过耦合剂与兔股部充分接触;超声频率为 1
MHz,占空比为 10% ,功率为 0. 15 mW / m2。
1. 5　 高频超声诊断

兔麻醉后固定,去除腿部毛发,进行高频超声

检测;使用飞利浦 IE33 超声诊断仪及 18 MHz 高频

超声探头,设定参数:彩色增益 70% 、二维增益

55% 、深度 15 mm。 在纵向多普勒界面中检测血管

的直径狭窄率(percentage diameter stenosis, %DS),
计算公式为:(1-管腔直径 / 血管直径)× 100% 。
1. 6　 病理及免疫组织化学检测

取材股动脉,分为两段,一段进行甲醛固定石

蜡包埋,另一段使用 OCT 包埋,分别切片备用。 行

苏木精-伊红(hematoxylin-eosin, HE)染色检测斑块

及管腔面积;Masson 三色法检测胶原;油红 O 及苏
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丹Ⅳ染色检测脂质;免疫组织化学染色检测巨噬细

胞(RAM-11,1 ∶ 1 500, Dako Diagnostics BV, 丹麦)、
平滑肌细胞(α-actin, 1 ∶ 2 000, Sigma-Aldrich, 美

国)、增殖期细胞(PCNA, Abcam, 英国)、白细胞介

素 1β( IL-1β, 1 ∶ 500, Abcam, 英国)、肿瘤坏死因

子 α(TNF-α, 1 ∶ 500, Abcam, 英国);TUNEL 染色

试剂盒( In situ cell death detection kit, POD, Roche
Molecular Biochemicals, 德国)检测细胞凋亡。
1. 7　 统计学分析

所有数据采用 x±s 表示,Shapiro-Wilk 检验数据

的正 态 分 布; 两 组 数 据 间 的 比 较 采 用 t 检 验

(Student’s t-test)。 三组及以上之间的比较采用单

因素方差分析(ANOVA)及 SNK 检验。 P<0. 05 表

示差 异 具 有 统 计 学 意 义。 统 计 学 分 析 使 用

Statistical Analysis System 软件 (version 9. 2, SAS in-

stitute, Cary, NC)进行。

2　 结　 果

2. 1　 ALA 在动脉粥样硬化斑块内的代谢与分布

荧光显微镜检查显示,静脉注射 ALA 后 1 h,斑
块冰冻切片中观察到明显的 PpⅨ红色荧光,2 h 红

色荧光最多,3、4 及 6 h 红色荧光逐渐减少 (图

1A);荧光光谱仪检测显示,静脉注射 ALA 后 1 h,
斑块及血清中 PpⅨ荧光强度明显增加,2 h 达高峰

后下降,给药后 6 h,PpⅨ荧光强度明显降低(图

1B);巨噬细胞免疫荧光及油红 O 染色显示,PpⅨ表

达阳性的区域为富含脂质的巨噬细胞(泡沫细胞)
免疫荧光阳性表达区域,表明 ALA-PpⅨ选择性地

聚集在 As 斑块的巨噬细胞中(图 1C)。

图 1. ALA-PpⅨ在动脉粥样硬化斑块中的代谢及分布　 　 A 为荧光显微镜检测显示静脉注射 ALA 后 2 h,斑块中的 PpⅨ红色荧光最

多;B 为荧光光谱仪检测显示静脉注射 ALA 后 2 h 斑块中的 PpⅨ荧光强度最高;C 为免疫荧光及油红 O 染色显示 ALA-PpⅨ分布在巨噬细胞及

脂质阳性区域。

Figure 1. Metabolism and distribution of intraplauqe ALA-PpⅨ
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2. 2　 SDT 诱导斑块中巨噬细胞凋亡

TUNEL 染色显示,与对照组(1. 00 ±0. 34) 相

比,SDT 后 6、12、24 及 72 h,斑块中凋亡细胞分别增

加 3. 1 倍(4. 10 ±0. 57,P <0. 05)、3. 8 倍(4. 83 ±
0. 70,P<0. 05)、7. 5 倍(8. 49 ±1. 54,P<0. 001)及

4. 0 倍(5. 03±1. 05,P<0. 05)(图 2A)。 免疫组织化

学染色显示,与对照组相比,SDT 后 6 h 及 12 h,斑
块中巨噬细胞含量无明显改变,24 h 及 72 h,斑块

中巨噬细胞含量分别减少 45% [(16. 74 ±2. 74)%
比(21. 11 ± 1. 01)% ,P < 0. 05] 及 67% [(6. 95 ±
1. 64)%比(21. 11±1. 01)% ,P<0. 01](图 2B)。

2. 3　 SDT 减小斑块大小

高频超声检测显示,SDT 组与对照组兔股动脉

基线水平 (治疗前) 的直径狭窄率无明显差异

[(42. 91±3. 47)%比(38. 86±4. 46)% ,P>0. 05];在
对照组中,兔股动脉直径狭窄率在 1 周时较基线水

平增加 57% [(61. 14±4. 45)%比(38. 86±4. 46)% ,
P<0. 01];而 SDT 组在治疗后 1 周直径狭窄率较基线

水平减小 14%[(36. 97±3. 76)%比(42. 91±3. 47)%,
P<0. 05)(图 3A 和 3B);SDT 组 1 周时与对照组 1
周相比,直径狭窄率减少 40% [(36. 97±3. 76)% 比

(61. 14±4. 45)% ,P<0. 01)]。

图 2. SDT 对动脉粥样硬化斑块中细胞凋亡的影响　 　 A 为 TUNEL 染色显示 SDT 治疗后斑块中凋亡细胞;B 为免疫组织化学染色显示

SDT 后斑块中的巨噬细胞。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,c 为 P<0. 001,与对照组比较。

Figure 2. The effect of SDT on apoptosis in intraplaque macrophage

图 3. SDT 对动脉直径狭窄率的影响　 　 A 为对照组和 SDT 组治疗前后的代表性高频超声图片;B 为高频超声检测对照组和 SDT 组治疗

前后直径狭窄率。 a 为 P<0. 01,与对照组治疗前比较;b 为 P<0. 05,与 SDT 组治疗前比较;c 为 P<0. 01,与对照组治疗后 1 周比较。

Figure 3. The effect of SDT on percentage diameter stenosis
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　 　 HE 染色显示,与对照组相比,SDT 组斑块面积

减小 38% [(0. 65 ± 0. 06) mm2 比 (1. 05 ± 0. 07)
mm2,P<0. 001],管腔面积增加 86% [(0. 55±0. 08)
mm2 比(0. 30±0. 04) mm2,P<0. 05)(图 4A 和 4B)。
2. 4　 SDT 改变斑块成分

免疫组织化学检测显示,与对照组相比,SDT 组

脂质含量减少 64% [(9. 76 ±1. 78)% 比( 26. 97 ±
3. 17)%,P<0. 001],胶原含量增加 117% [ (38. 98±
5. 16)% 比(17. 95±1. 04)%,P<0. 05],巨噬细胞含

量减少 71%[ (5. 50±1. 07)%比(20. 49±1. 46)%,P<
0. 001],平滑肌细胞在治疗后 1 周与对照组相比无明

显差异[ (35. 65 ±2. 38)% 比(40. 79 ±1. 50)%,P>
0. 05],PCNA 阳性表达细胞减少 76% [ (8. 71 ±
1. 88)% 比 (36. 37 ± 2. 94)%,P < 0. 001], IL-1β 和

TNF-α 分别减少 62% [ (3. 67 ±0. 72)% 比(9. 57 ±
1. 58)%,P<0. 01]和 60%[ (3. 90±0. 93)%比(9. 74±
1. 24)%,P<0. 01](图 5)。

图 4. SDT 对动脉粥样硬化斑块及管腔的影响　 　 A 为对照组和 SDT 组的代表性 HE 染色图片;B 为对照组和 SDT 组治疗后斑块面积

及管腔面积。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 001,与对照组比较。

Figure 4. The effect of SDT on As plaque area and lumen area

图 5. SDT 对动脉粥样硬化斑块成分的影响　 　 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,c 为 P<0. 001,与对照组比较。

Figure 5. The effect of SDT on As plaque components

3　 讨　 论

光动力治疗已被证实具有抑制斑块进展并促

进其稳定的作用[11-12]。 然而,由于光的穿透深度有

限,光纤需要放在动脉内表面或外表面进行治疗,
限制了其临床应用。 在声动力治疗中,得益于超声

较强的组织穿透力,超声能量可通过皮肤表面激活

深部组织的声敏剂[13]。 前期已发表文章证实,SDT
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能诱导巨噬细胞和泡沫细胞凋亡[14]。 在本研究中,
我们证实 SDT 快速的抑制动脉粥样硬化斑块进展。
与治疗前相比,SDT 后 1 周,高频超声检查显示动脉

狭窄率明显降低。 与之相符,病理结果显示 SDT 治

疗组斑块面积明显小于对照组。
抑制动脉粥样硬化斑块进展是临床治疗动脉

粥样硬化性疾病的理想目标。 基于低密度脂蛋白

的他汀类药物治疗已被证实具有逆转 As 的作

用[15]。 一些其他在动物实验上已证实具有逆转斑

块作用的针对高密度脂蛋白、炎症及氧化应激的治

疗药物,目前也正在进行临床试验以证实它们是否

能够逆转斑块或改善心血管患者预后[16-17]。 然而,
这些药物治疗发挥作用较慢,至少需要数月才能达

到治疗效果[18-20]。 本研究中,SDT 治疗后 1 周即可

显著促进 As 逆转。
巨噬细胞在 SDT 抑制动脉粥样硬化斑块进展

中发挥关键作用。 大量研究证实巨噬细胞在 As 发

生及进展中发挥重要作用[21]。 巨噬细胞吞噬脂质

形成泡沫细胞促进 As 的形成,并释放大量炎症因子

促进巨噬细胞募集及增殖导致其不断的聚集,使得

脂质及游离胆固醇沉积促进斑块进展[22]。 本研究

中,SDT 治疗后 24 h,斑块中的巨噬细胞含量即有明

显的降低并持续至治疗后 1 周。 与之相符地,治疗

后 1 周斑块中炎症因子 IL-1β 和 TNF-α 含量明显降

低。 由于斑块中的巨噬细胞主要为富含脂质的泡

沫细胞,因此它们的减少导致斑块中脂质含量降低

使得斑块缩小。 同时,治疗后斑块的基质由胶原及

非增殖期的细胞所填充,使得斑块趋于稳定。
值得注意的是,血清胆固醇水平在对照组及

SDT 治疗组并无显著差异,且在动物处死时仍处于

较高的水平(结果未提供)。 这些结果表明,SDT 的

治疗效果不依赖于胆固醇水平,且在较高胆固醇水

平的情况下仍能显著减少斑块中的巨噬细胞。 我

们认为 SDT 通过诱导巨噬细胞凋亡促进斑块中巨

噬细胞的清除。 与坏死不同,炎症细胞凋亡被认为

是免疫沉默死亡方式。 动物研究已证实,一氧化

氮、环己酰亚胺、β-羟-β-甲戊二酸单酰辅酶 a 醛糖

还原酶抑制剂及氯膦酸二钠等可通过选择性诱导

巨噬细胞凋亡,清除斑块巨噬细胞[5]。 本研究中,
我们发现 ALA-PpⅨ主要聚集在斑块的巨噬细胞

中,这可能是由于巨噬细胞能经清道夫受体吞噬

ALA[23],但同时又缺乏将 PpⅨ转化为血红素的亚

铁螯合酶[10],所以导致 PpⅨ在巨噬细胞中蓄积。
基于以上动物研究结果, SDT 可能是临床逆转

As 的潜在新方法。 另外, SDT 能在 1 周就能明显的

减小斑块中巨噬细胞及炎症因子的作用,因此具有

在急性血管事件发生时快速稳定斑块的潜力。 一

些临床治疗策略,如支架植入、动脉内膜切除术及

冠状动脉搭桥术,并不适合于长病变或多发病变的

治疗[24-25]。 而由于超声在体表易于移动,因此 SDT
具有治疗这些复杂病变的潜力。 SDT 是一种无创治

疗手段,从安全性角度来说,SDT 避免了侵入治疗方

法常见的并发症,如手术创伤、延迟愈合及再内皮

化受损。 超声与声敏剂发挥作用只在辐照的局部,
因此 SDT 不会有潜在的全身不良反应。 这对于那

些不能耐受全身强化治疗的老年及体弱患者尤为

重要。 SDT 发挥抗 As 作用是通过其特有的细胞毒

性作用,因此 SDT 能与其他抗 As 治疗方法联合

应用。
本研究仍有不足之处。 兔模型中的 As 病变与

人的病变有较大的差别,且球囊损伤加高脂喂养造

成的兔动脉粥样硬化斑块中含有大量泡沫细胞及

胶原,更像是 As 早期病变,需要通过增加高脂喂养

时间或使用载脂蛋白 E 基因敲除小鼠建立进展期

斑块模型进行进一步研究;同时需要对长期的疗效

及安全性进行研究;此外,SDT 对人的 As 是否同样

有效还需要进一步证实。
综上所述,SDT 能诱导巨噬细胞凋亡,减少巨噬

细胞、脂质与炎症因子的含量,从而快速抑制动脉

粥样硬化斑块进展。 这一无创治疗方法可能成为

临床治疗 As 复杂病变及急性血管事件的新手段。
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