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摘 要：【目的】探讨低强度聚焦超声能否触发聚乳酸-羟基乙酸共聚物（PLGA）包裹阿霉素在细胞内的空化作

用以增加 4T1肿瘤细胞的死亡。【方法】采用双乳化溶剂蒸发法制备了负载阿霉素的聚乳酸-羟基乙酸共聚物

（PLGA）纳米气泡。设立细胞内释药组，细胞外释药组，传统给药组，单独超声组和对照组。用流式细胞仪检测各

组细胞的死亡情况，用细胞活力检测试剂盒（CCK8）检测各组的细胞增殖，细胞划痕检测各组的侵袭情况。【结果】

超声组细胞核的红色荧光平均强度高于对照组，差异具有统计学意义（t=16.627，P<0.001）；聚乳酸-羟基乙酸共聚

物（PLGA）包裹阿霉素在 3、5、7、24和 48 h的累计释药量超声组均高于对照组，差异都具有统计学意义（P<0.001）；

细胞内释药组，细胞外释药组及传统给药组的细胞存活率，细胞增值率及划痕像素面积均低于对照组，且细胞内释

药组显著低于其他组，差异具有统计学有意义（P<0.001）。【结论】低强度聚焦超声通过细胞内空化触发的细胞内药

物释放比低强度聚焦超声触发的细胞外药物释放及传统的给药方式更有效地增加4T1肿瘤细胞的死亡。
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Abstract：【Objective】To investigate whether low-intensity focused ultrasound can trigger the intracellular cavitation
of the doxorubicin-loaded polylactic acid-glycolic acid copolymer（PLGA）nanoparticles and then enhance the death of
4T1 breast cancer cells.【Methods】The doxorubicin-loaded PLGA nano-bubbles were prepared by double emulsification
solvent evaporation method. 4T1 breast cancer cells were divided into intracellular drug release group，extracellular drug
release group，traditional drug delivery group，ultrasound alone group and control group. In each group，flow cytometry，
cell counting kit-8（CCK8）and scratch assay were used to detect the cell death，proliferation and invasion，respectively.
【Results】The average intensity of red fluorescence in the nuclei of the ultrasound group was higher than that of the control
group and the difference was statistically significant（t=16.627，P<0.001）. The cumulative drug release of PLGA encapsu⁃
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lated doxorubicin at 3，5，7，24 and 48 h in the ultrasound group were all higher than those in the control group and the
differences were statistically significant（P<0.001）. The cell viability，cell proliferation and 24 h scratch pixel area in the
intracellular drug release group，extracellular drug release group and traditional drug delivery group were all lower than
those in the control group，with the results in the intracellular drug release group significantly lower than those in other
groups. All the differences were statistically significant（P<0.001）.【Conclusions】The intracellular drug release triggered
by low-intensity focused ultrasound through intracellular cavitation is more effective in enhancing the death of 4T1 tumor
cells than the extracellular drug release triggered by low-intensity focused ultrasound and traditional drug delivery methods.

Key words：low-intensity focused ultrasound；intracellular cavitation；breast tumors；cell death
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（2）：209-217］

乳腺癌是最常见的恶性肿瘤之一［1］。常规化

疗作为一种常用的非手术方法，副作用明显，患者

生活质量和治疗依从性较低［2-3］。阿霉素是癌症的

常用化疗药物之一［4］。然而，阿霉素诱导产生的自

由基，在细胞膜水平产生的有害影响，同时将药物

插入DNA中［5］，这些都可能导致非靶器官毒性。因

此，将阿霉素嵌入安全性的药物递送系统是一个很

好的策略［6-7］。PLGA可通过双重乳化溶剂［8］、水-
水乳状液［9-10］和乙醇中固体油［11］蒸发等方法制备。

同时PLGA是美国食品和药物管理局（FDA）和欧洲

药品管理局（EMA）批准的材料［12-13］。它可用于不

同药物的持续靶向输送［14］，包括质粒 DNA、蛋白

质、肽和分子量化合物［15-16］。PLGA微泡还可以作

为声敏剂，同时实现超声控制药物释放［17］。超声介

导的微泡空化治疗肿瘤［18-19］，是通过加速固体颗粒

间的碰撞［20-22］，直接或间接损伤微球或细胞［23-24］，使

更多微泡进入肿瘤细胞中。需要注意的是，这些化

疗药物在血管内释放也会损伤血管，从而导致治疗

药物较少积聚在靶血管中［25］，积聚在非靶器官上造

成毒性作用。细胞内药物释放是指药物载体进入

细胞内，通过特异性刺激以增强细胞内药物释

放［26］，提高病变部位的生物利用度以减少副作用。

目前主要是通过刺激反应载体来传递药物，例如

pH、氧化还原电位、活性氧、酶和温度［27-28］。低强度

聚焦超声是指0.3 ~3 W/cm2声强的超声。低强度聚

焦超声联合 PLGA微泡细胞的空化通过声场与微

泡相互作用下，微泡因急剧压缩、闭合破裂而形成

微流、冲击波及射流等激烈过程，使细胞膜上出现

可逆性或不可逆性小孔，提高了细胞膜的通透

性［29］。细胞内空化是直接使超声介导的空化效应

在细胞内产生，增加细胞核膜通透性，使药物进入

细胞核内［30］。值得注意的是，超声联合 PLGA微泡

在细胞内发生空化效应及其应用仍未有报道。因

此本研究制备 PLGA包裹的阿霉素声敏型纳米颗

粒，联合低强度聚焦超声验证细胞内空化与细胞核

的核膜变化关系，并对比胞内释药与胞外释药对

4T1细胞的增殖能力及侵袭能力的影响，为后续肿

瘤治疗提供有效治疗思路。

1 材料与方法

1.1 主要材料、试剂与仪器

聚乳酸-羟基乙酸共聚物（polylactic acid-gly⁃
colic acid copolymer，PLGA；中国大港生物材料有限

公司），二硬脂酰基卵磷脂（1，2-distearoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine，DSPC；美国阿凡提极性

脂质公司），二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺（1，2-distear⁃
oyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine，DSPE；美国

阿凡提极性脂质公司），阿霉素（中国百灵威科技有

限公司），细胞凋亡检测试剂盒（Annexin V-FITC/
PI；中国碧云天生物技术有限公司），细胞增殖（毒

性）检测试剂盒（cell counting kit-8，CCK-8；中国

碧云天生物技术有限公司），超声破碎仪（美国超声

波材料公司），均质机（德国 IKA集团），透射电子显

微镜（日本Hitachi公司），纳米电径电势分析仪（英

国Malvern公司），全自动超声系统（中国圣祥高科

技有限公司），多功能酶标仪（美国 Biotek公司），倒

置荧光显微镜（日本Olympus公司），鼠源性 4T1细
胞及稳定表达绿色荧光蛋白的 4T1细胞由中国科

学院深圳先进技术研究院严飞研究员惠赠。

1.2 实验方法

1.2.1 PLGA-DOX的合成 PLGA-DOX纳米气泡

是使用双乳化溶剂蒸发法合成的。 将 50 mg PLGA
和 2.5 mg DSPC溶解在 1 mL二氯甲烷中。 将 1 mg
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阿霉素添加到二氯甲烷中进行超声乳化 2 min。乳

化后，将 5 mL 4%PVA加入溶液中，并用均质机将

混合物均质（5档，5 min）。 将 10 mL超纯水添加到

溶液中并再均质 5 min。将其在室温搅拌 4 h。 然

后将溶液转移到 50 mL EP试管中进行 3次高速离

心（2 500 × g，5 min）。最后用 1 mL超纯水重悬沉

淀物，并冷冻干燥24 h。
1.2.2 PLGA-DOX的特征 使用马尔文粒径分析

仪对 PLGA-DOX纳米气泡进行粒径及电位分析，

用扫描电镜分析 PLGA-DOX的表面情况。用酶标

仪测量并算其载药量。

1.2.3 PLGA-DOX的最佳超声参数及 IC50 将 4T1
细胞铺在 96孔板中，并分别在 1 MHz，1 W/cm2，

1 min，占空比 20%、1 MHz，2 W/cm2，1 min，占空比

20%、1 MHz，3 W/cm2，1 min，占 空 比 20% 以 及

1 MHz，4 W/cm2，1 min，占空比 20%这个 4个不同声

强下处理 4T1细胞，24 h后用CCK 8检测细胞的增

殖情况。另外将 4T1细胞铺在 96孔板中，将浓度为

0、0.5、1.0、1.5和2.0 mg/mL PLGA-DOX的培养基加

入，24 h后，用CCK 8检测细胞的生长抑制情况。

1.2.4 细胞摄取率 将乳腺癌细胞（4T1细胞）铺

在 12孔板中培养，并将适量 PLGA-FITC样品溶解

在 RPMI 1640培养基中，并添加到孔板。 温育 1、
3、6、12和 24 h后，将细胞用 PBS洗涤 3次，在荧光

显微镜下观察拍照。 然后用胰蛋白酶（含 0.25%
EDTA）将细胞消化，并用 400 μL PBS重悬进行流

式细胞分析。同时将乳腺癌细胞（4T1细胞）铺在

96孔板中培养并设立对照组，并将适量 PLGA-
DOX样品溶解在RPMI 1640培养基中，并添加到孔

板。温育 1、3、6、12和 24 h后，将细胞用PBS洗涤 3
次，用CCK 8检测各组的细胞活性。

1.2.5 低强度聚焦超声触发的细胞内空化诱导细

胞内药物释放 将 4T1细胞培养在 24孔板中，并分

为两组：对照组和细胞内药物释放组。将 1 mg
PLGA-DOX-FITC样品溶解在 RPMI 1640培养基

中，然后添加到孔板中。孵育 6 h后，两组用PBS洗
涤 3次，并用新鲜的RPMI 1640培养基孵育。对照

组不予处理。细胞内药物释放组用低强度聚焦超

声处理（参数：1 MHz，2 W/cm2，1 min，占空比

20%）。两组均用Hoechst染色。然后在荧光显微

镜上观察并拍照，并测量细胞核的红色荧光平均强

度，并用电子显微镜观察核膜的情况。

1.2.6 超声控制 PLGA-DOX的药物释放 将新制

备的 PLGA-DOX纳米气泡稀释至含 10 g/L血清的

PBS中，将其分为等体积的对照组和超声处理组。

超声处理组用低强度聚焦超声处理，对照组不处

理。离心后，取 1 mL上清液用酶标仪测量阿霉素

的含量，并向每组补充1 mL含10 g/L血清的PBS并
混合。然后，将它们置于 37 °C的恒温振荡器中，并

在 0.5、1、3、5、7、24和 48 h后使用相同的方法采集

两组上清液，以测定阿霉素的含量。

1.2.7 检测细胞内和细胞外药物释放中的细胞死

亡情况 将 4T1细胞分为 5组，并在 12孔板中培

养。①对照组：不作处理。②单独超声组：用低强

度聚焦超声处理细胞。③传统给药组：将 4T1细胞

与 PLGA-DOX孵育 6 h。④细胞外药物释放组：低

强度聚焦超声处理PLGA-DOX纳米气泡后，将 4T1
细胞与经预处理的 PLGA-DOX一起培养 6 h，用
PBS洗 3遍，加入培养基。⑤细胞内药物释放组：在

用 PLGA-DOX与细胞孵育 6 h后，用 PBS将 4T1细
胞洗涤 3次，加入培养基，低强度聚焦超声处理。

24 h后，用 Annexin V-FITC/PI检测试剂盒在流式

中检测5组4T1细胞的死亡情况。

1.2.8 CCK 8检测细胞的增殖 将 4T1细胞分为 5
组，并在 96孔板中培养。①对照组不作处理。②
单独超声组：用低强度聚焦超声处理。③传统给药

组：将 4T1细胞与 PLGA-DOX孵育 6 h。④细胞外

药物释放组：低强度聚焦超声处理 PLGA-DOX纳

米气泡后，将 4T1细胞与经预处理的PLGA-DOX一

起培养 6 h，用 PBS洗 3遍，加入培养基。⑤细胞内

药物释放组：在用 PLGA-DOX与细胞孵育 6 h后，

用PBS将 4T1细胞洗涤 3次，加入培养基，用低强度

聚焦超声处理。24 h后，用 CCK 8 试剂检测 5组
4T1细胞的增殖情况。

1.2.9 细胞划痕实验 将带荧光的 4T1细胞分为 5
组。①对照组：不作处理。②单独超声组：用低强

度聚焦超声处理。③传统给药组：将 4T1细胞与

PLGA-DOX孵育 6 h。④细胞外释药组：低强度聚

焦超声处理PLGA-DOX纳米气泡后，将 4T1细胞与

经预处理的 PLGA-DOX一起培养 6 h，用 PBS洗 3
遍，加入培养基。⑤细胞内释药组：在用 PLGA-
DOX与细胞孵育 6 h后，用 PBS将 4T1细胞洗涤 3
次，加入培养基，用低强度聚焦超声处理。24 h后，

进行划痕拍照。实验独立重复 3次。用 ImageJ软
件对 0 h及 24 h的图片进行如下操作：Process，En⁃
hance Contrast，勾 上 Normalize，Saturated pixels：
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0.3%，点击 OK，然后 Process，Smooth（平滑），Pro⁃
cess，Find Edges（寻找边缘），Image，Adjust，Thresh⁃
old，阈值选定，选中为红色，调节阈值为 0-20。点

击Apply。然后选择魔棒工具选择划痕没有细胞覆

盖的部分，Analyze，Measure，并测出没有被细胞覆

盖的划痕像素面积。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件对数据进行分析。符合正

态分布的计量资料以 x̄ ± s表示，超声最佳参数、流

式检测细胞死亡的生存率以及划痕像素面积采用

单因素方差分析（one way ANOVA），且行Boneferro⁃
ni校正的 t检验进行组间比较；CCK 8细胞活力采

用Welch's ANOVA分析；体外释药用重复测量方

差分析；摄取的细胞活性及平均荧光强度采用两独

立样本 t检验。当 P<0.05时，认为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 PLGA-DOX的表征

扫描电子显微镜显示 PLGA-DOX是球形的，

大小相对均匀（图 1 A），测得PLGA-DOX颗粒的水

合粒径为（565.40±8.00）nm（图 1 B），电位为（-
8.53±0.40）mV，载药量为（4.41±0.13）%。

2.2 PLGA-DOX的最佳超声参数及IC50

数据正态分布且方差齐（F=1.171，P=0.305），

在 1 W（103.07±6.84）%比（100.00±11.35）%，P=
0.969，和 2 W（98.42±10.13）%比（100.00±11.35）%，

P=0.997的声强下，对细胞的增殖无影响，在 3 W
（71.48±4.17）%比（100.00±11.35）%，P<0.001及 4 W

（64.11±5.47）%比（100.00±11.35）%，P<0.001的声

强下，对细胞的增殖有影响（F=30.453，P<0.001），

因此选择 2 W的声强为最优参数（图 2 A）。通过

GraphPad的曲线拟合，得出了 PLGA-DOX的 IC 50
浓度为0.85 mg/mL（图2 B）。

2.3 4T1细胞对PLGA-DOX的摄取率

如图所示，在 0 h，4T1细胞基本不摄取 PLGA-
FITC，并且没有观察到绿色荧光。 1 h内摄取

（13.30±2.70）%，开始出现荧光。3 h的摄取量增加

到（43.20±2.70）%，绿色荧光也增加了。在 6、12、
24 h，摄取量分别逐渐增加至（65.30±1.90）%，

（71.20±2.20）%和（94.40±2.20）%。4T1细胞对纳米

泡的摄取随时间增加而增加。在最初的6 h内，4T1
细胞胞吞纳米气泡较快的。从 6~12 h，4T1细胞的

摄取率没有显著变化。在 24 h内，4T1细胞对纳米

气泡的吸收基本达到饱和。而在 0、1、3、6、12和 24
h 的 细 胞 活 性 分 别 为（98.58±9.77）%、（98.87±
9.55）%、（95.90±9.68）%、（98.46±1.91）%、（65.69±
3.91）%、（32.09±6.02）%，数据正态分布且方差齐

（F=1.390，P=0.304）。其中在 12、24 h 的 PLGA-
DOX对细胞活性的影响是有统计学意义的分别为

（t=9.023，P<0.001；t=16.494，P<0.001；图 3）。因

此在 6 h的时间点，是对各组细胞处理比较好的时

间点，因为时间点比较短，而这时细胞摄取了比较

多的纳米泡并且对细胞的活性没有明显影响，不影

响后续的处理。

2.4 低强度聚焦超声作用细胞内空化的结果

摄取 PLGA-DOX-FITC后，细胞显示绿色荧

光。超声组细胞核的红色荧光平均强度高于对照

组（51.90±3.18）比（20.05±0.93），数据正态分布且

A: SEM image of PLGA-DOX, Scale bars = 500 nm; B: Average
size distribution of PLGA-DOX particles, (565.40±8.00) nm, n=3.

图1 PLGA-DOX表征

Fig.1 Characterization of PLGA-DOX

A: Percentage of viable 4T1 cells after treatment in each group, F=
30.453, 1) P<0.001 vs. control group; 2) P<0.001 vs. control group; n=
6. B: IC50 curve of PLGA-DOX, n=3.

图2 PLGA-DOX的最佳超声参数及 IC50

Fig.2 The best ultrasound parameters and IC50 of
PLGA-DOX
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方差齐（F=3.419，P=0.138），（t=16.627，P<0.001；图
4 A）。细胞内的 PLGA-DOX-FITC在低强度聚焦

超声作用下，细胞核的核膜出现破坏，而没有超声

作用的条件下细胞核的核膜是正常的双层膜结构，

说明低强度聚焦超声处理后，PLGA-DOX-FITC在

细胞内空化，导致细胞核的核膜破坏，通透性增加，

同时阿霉素更多地释放出来，进入细胞核内，进而

细胞核内的阿霉素显示红色（图 4 C、D）。Hoechst
染色的细胞核呈蓝色。可以看出图中有更多的红

色和蓝色重叠。相比之下，对照组释放的阿霉素较

少，所以染色淡。结果表明，低强度聚焦超声处理

可以使 PLGA-DOX在细胞内空化增强细胞内药物

的释放效果。

2.5 低强度聚焦超声作用PLGA-DOX的释药结果

PLGA-DOX在 3、5、7、24和 48 h的累计释药量

超声组均高于对照组，分别为：［（39.36±2.07）%比

（29.41±5.52）% ，P<0.001］、［（48.99±2.97）% 比

（37.31±5.64）% ，P<0.001］、［（57.24±4.74）% 比

（43.89±5.61）% ，P<0.001］、［（63.88±6.68）% 比

（46.75±5.84）% ，P<0.001］、［（70.68±8.51）% 比

（50.34±5.49）%，P<0.001］（主体间效应：F=30.893，
P<0.001；主体内效应：F=881.239，P<0.001；交互效

应：F=23.058，P<0.05；图 4 B）。说明，低强度聚焦

超声作用可以增强 PLGA-DOX的药物释放。随时

间的延长，其释药也会增加，并且低强度聚焦超声

与时间因素有相互作用的效果，两者都有增强释药

的效果。

2.6 流式检测细胞死亡的结果

流式分析细胞死亡：对照组，单纯超声组，传统

给药组，细胞外释药组和细胞内释药组的细胞存活

率分别为（93.90±3.50）%、（93.50±3.40）%、（77.37±
2.65）%、（73.73±1.51）%、（59.90±1.38）%，数据正态

分布且方差齐（F=2.210，P=0.141），其中单纯超声

组与对照组差异无统计学意义，说明单独的低强度

聚焦超声作用对细胞的死亡无影响。传统给药组，

细胞外释药组和细胞内释药组均与对照组差异有

A: Fluorescence microscopy showed the time dependence of 4T1 cells uptake of PLGA-FITC: 0, 1, 3, 6, 12, and 24 h, ×200, (Scale bars = 25 μm).
B: Flow cytometry showed the time dependence of 4T1 cells uptake of PLGA-FITC: 0, 1, 3, 6, 12, and 24 h, n=3. C: The time dependence of 4T1 cells
uptake of PLGA-FITC: 0, 1, 3, 6, 12, and 24 h, n=3. D: Cell viability after phagocytosis of PLGA-DOX in 0, 1, 3, 6, 12, and 24 h, t=9.023, 1) P<0.001
vs. control group; t=16.494, 2) P<0.001 vs. control group; n=3.

图3 4T1细胞摄取率

Fig.3 Uptake rate of PLGA-FITC by 4T1 cells
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统计学意义，且细胞内释药组与其他各组差异也均

有统计学差异，（F=239.175，P<0.001）。这说明低

强度聚焦超声触发的细胞内释药能够比低强度聚

焦超声触发的细胞外释药及传统给药组更能杀伤

4T1肿瘤细胞（图5 A、C）。

2.7 CCK 8检测细胞活力的结果

CCK 8检测4T1细胞的增殖活力：对照组，单纯

超声组，传统给药组，细胞外释药组和细胞内释药

组的细胞的细胞增殖活力分别为（100.00±7.03）%，

（95.26±10.41）%，（56.32±5.18）%，（51.51±4.65）%，

（37.35±1.90）%，数据正态分布但方差不齐（F=
3.751，P=0.016）。单纯超声组与对照组差异无统

计学意义，说明低强度聚焦超声单独作用对 4T1乳
腺肿瘤细胞的增殖活力没有影响，与流式检测细胞

死亡的结果相符。传统给药组，细胞外释药组和细

胞内释药组均与对照组的差异有统计学差异，并且

细胞内释药组与其他组均有统计学差异（F=2.992，
P<0.05，图 5 B），说明低强度聚焦超声触发的细胞

内释药能够比低强度聚焦超声触发的细胞外释药

及传统给药组更能杀伤 4T1肿瘤细胞，这与流式检

测细胞死亡的结果相符。

2.8 划痕实验的结果

划痕的像素面积：在 0 h，对照组、单纯超声组、

传统给药组、细胞外释药组和细胞内释药组的划痕

像素面积（单位为 DPI）分别为：（2 046 626.00 ±
50 406.02）、（2 188 029 ± 159 023.95）、（2 185 247.30±
77 130.76）、（2133802.70±45 970.91）、（2 112 886.30±
69 619.24），数据正态分布且方差齐（F=3.436，P=
0.052）。单纯超声组，传统给药组，细胞外释药组

和细胞内释药组均与对照组无统计学差异。说明

在处理前各组的划痕面积（单位为DPI）无差异（F=
1.254，P=0.350）。在 24 h，对照组、单纯超声组、传

统给药组、细胞外释药组和细胞内释药组的划痕像

素面积分别为：（261 842.67±6 388.90）、（317 079.33±
15 607.32）、（1 093 205.70±83 282.69）、（1 592 005.70±
64 333.96）、（2 936 746.30±121 529.56），数据正态分

布且方差齐（F=3.345，P=0.055）。单纯超声组与对

照组差异无统计学差异，说明单独的低强度聚焦超

声对 4T1细胞的侵袭能力无影响，与流式检测细胞

死亡的结果及CCK8的结果相符。传统给药组，细

胞外释药组和细胞内释药组均与对照组差异有统

计学意义，细胞内释药组与其他各组差异均有统计

学差异（F=693.634，P<0.001；图 6）。说明低强度聚

焦超声触发的细胞内释药能够比低强度聚焦超声

触发的细胞外释药及传统给药组更能杀伤 4T1肿
瘤细胞，这与流式检测细胞死亡的结果及CCK 8的
结果相符。

A：Average fluorescence intensity of DOX，t=16.627，1）P<0.001
vs. control，n=3. B：Drug release profiles with and without ultrasound，
F=30.893，F=881.239，F=23.058，1）P<0.001 vs. control；2）P<0.001
vs. control；3）P<0.001 vs. control；4）P<0.001 vs. control；5）P<0.001
vs. control，n=6. C：Ultrasound-triggered intracellular drug release，×
400，（green-FITC，red-DOX，blue-nucleus），Scale bars = 5 μm.
D：The effect of PLGA-DOX-FITC on the nuclear membrane of the
nucleus with and without ultrasound，×600，Scale bars = 100 nm.

图 4 超声触发的细胞内释药

Fig. 4 Ultrasound-triggered intracellular drug release
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3 讨 论

由于 PLGA的声学特性取决于超声能量的动

态变化，因此 PLGA纳米气泡作为超声造影剂和靶

向药物输送载体已经进行广泛研究了［17-18］。同时，

阿霉素是常用化疗药物之一，且效果肯定。我们选

择 PLGA作为阿霉素的载体，是因为它是最有希望

的生物材料之一，它可以在体内自然降解和代谢，

A: Percentage of live cells after treatment in each group, F=239.175, 1) P<0.001 vs. control group; 2) P<0.001 vs. control group; 3) P<0.001 vs. con⁃
trol group; G1: The control group; G2: The ultrasound alone group; G3: The traditional drug delivery group; G4: The extracellular drug release group; G5:
The intracellular drug release group; n=3. B: Percentage of viable 4T1 cells after treatment in each group, F=2.992, 1) P<0.001 vs. control group; 2) P<
0.001 vs. control group; 3) P<0.001 vs. control group; G1: The control group; G2: The ultrasound alone group; G3: The traditional drug delivery group;
G4: The extracellular drug release group; G5: The intracellular drug release group; n=3. C: Flow cytometry apoptosis. G1: The control group; G2: The ul⁃
trasound alone group; G3: The traditional drug delivery group; G4: The extracellular drug release group; G5: The intracellular drug release group; n=3.

图 5 细胞死亡评价

Fig. 5 Evaluation of cell death

A：Scratch pixel area and wound healing test results at 0 h，n=3. B：Scratch pixel area and wound healing test results at 24 h，F=693.634，1）P<
0.001 vs. control group；2）P<0.001 vs. control group；3）P=0.001 vs. control group；n=3. G1：The control group；G2：The ultrasound alone group；G3：
The traditional drug delivery group；G4：The extracellular drug release group；G5：The intracellular drug release group. Scale bars = 100 μm.

图6 不同处理对4T1细胞在体外迁移的影响

Fig. 6 Effect of different treatments on 4T1 cell migration in vitro
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并且毒性最小。同时，它也是控制和持续释放封装

药物的良好载体。尽管普遍接受超声可以控制药

物释放，但是关于超声如何控制细胞内药物释放的

研究很少。因此，在本研究中，我们以 PLGA为载

体，将阿霉素包裹在 PLGA 纳米颗粒中，构建

PLGA-DOX药物递送系统，并成功实现了药物的

细胞外释放，同时实现了细胞内释放。在实验结果

中，可以看出细胞内药物释放可以进一步增强 4T1
肿瘤细胞的死亡。

超声靶向微泡破坏技术所致的空化效应使细

胞膜上出现可逆性或不可逆性小孔，提高了细胞膜

的通透性，从而利于药物的递送［29］。通过超声将药

物递送至肿瘤，并且用超声使静脉内微泡爆破治疗

肿瘤，这些研究证明是可行的［31-33］。正如前所述，

这些药物在血管内皮细胞中释放并损害肿瘤血管，

这些血管的损伤可能减少药物的摄入并引起正常

器官的毒性。在这项研究中，我们通过细胞内空

化，使超声介导的空化效应在细胞内产生，使药物

进入细胞核内，通过制备 PLGA-DOX纳米气泡，验

证了低强度聚焦超声触发的细胞内药物释放比超

声触发的细胞外药物释放更能诱导 4T1细胞死亡，

抑制 4T1细胞侵袭。我们为低强度聚焦超声在细

胞内空化增强细胞内药物释放和抗癌功效的应用

提供概念验证。这种方式将对基于 PLGA-DOX纳

米气泡的乳腺癌靶向治疗进一步体内研究奠定

基础。

本研究是在细胞水平上研究的。在动物水平

上还没进行深入的研究，关于如何在动物体内的超

声触发的细胞内释药还没进行尝试，这是本研究的

一个局限性，后续将在实现动物体内超声触发的细

胞内释药等方面进行深入的研究。综上所述，本研

究成功制备了包裹DOX药物的PLGA的纳米颗粒，

并实现了超声控制的细胞内药物释放。通过

PLGA-DOX与超声控制的胞内释药结合，进一步

增强了4T1细胞的死亡和抑制4T1细胞侵袭。
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