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摘要 适当参数的超声
,

使细胞膜发主可以修复的损伤
,

使细胞膜的通透性提高
,

从 }lrTJ 使细胞内的物

质释放到细胞外
,

细胞外的物质进入细胞内 这 现象可以用于释放代谢产物或中间产物
,

基因转

导
,

强化化学方法治疗肿瘤等方面
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1 引言

早己发现低频率
、

低功率的超声波处理
,

可在细胞表面瞬间造成微伤
,

使细胞壁局部破

裂
,

从而改变细胞质膜的通透性
,

使胞内物质

释放或使胞外物质进入细胞内
。

当超声强度适

宜时
,

这些伤 口很小
,

很快即被生物体自己修

复
; 当能量过强时

,

细胞本身就要受到损伤以

至逐步衰亡
。

利用适当参数的超声
,

使超声的强度既不
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伤害或少伤害细胞本身
,

而且可以使细胞膜瞬

间形成较多的小孔
,

达到释放代谢产物或中间

产物
,

基因转导
,

强化化学方法治疗肿瘤等疾

病的目的
,

是超声在生物学中的新应用
。

2 超声改变细胞膜通透性在发酵工程

中的应用

细胞膜对代谢产物的通透性在发酵工业是
一

个十分重要的问题
。

在发酵工程中
,

由于有

一些我们希望获得的代谢中产物和终产物通常

并不释放到培养基中
,

而是储存于细胞中
,

有

的产物在细胞内积累
,

产生反馈抑制作用会影

响进一步合成
,

无法提高产量
,

甚至代谢途径

发生变化
,

如在使用缺失
a 一

酮戊二酸脱氢酶

的棒状突变株于葡萄糖培养基中发酵谷氨酸
;

有的
,
、
, :

物不能释放到发酵液中
,

最终被分解代

谢
,

从而导致根本不能得到产物
,

如用啤酒酵

母细胞生产 F D P ( 1
、

6
一

二磷酸果糖 ) 的时

候
。

人为地改变细胞膜的通透性以利于代谢产

物在细胞外 (培养基中 ) 的积累
,

使代谢朝着

人们希望的方向进行
,

是实现代谢人工调控的

重要方法之一
,

具有现实的意义
。

有研究 表 明
,

超 声波处理后的绿脓杆菌

细胞膜对疏 水性化合物 16
一

上氧硬脂酸 ( 16
-

D S ) 的通透性增强
,

且胞内 16
一

D S 随声场辐

射功率 llrJ 增大
『 ` ’ 。

1 9 9 0 年 J oe 1’s b 。 等
r Z { 人发

现超声处理甜菜原
`

I 质体后
,

其膜通透性在 1

小时后才逐渐减少
口

uJ c hlt
一

3 {等用 2 5k H Z 的

超声发生器 (输 出电功率为 80、、
一

) 处理生产

庆大酶素的 入I ie r o n i o n o s p o r a s p p 细胞
,

研究

显示
,

当超声离线处理时间从 305 增加到 15 05

时
,

胞内 G M ( 庆大酶素 ) 释放从 38
.

3哭 提高

到 7 5
.

8叹
。

菌丝体可以耐受超声作用
,

尽管从

显微镜下看到其细胞膜己变成海绵状
,

但细胞

仍然没有损伤
,

而且合成 C M 的能力加强
。

超

声波在线处理时
,

阳 小时的发酵
,

后 G M 的

释放速度随超声处理时间的增长而提高
,

在发

酵液的流速为 15 0I n l / m ill 时
,

连续处理 6 次

的比处理 1 次的 G M 产量提高 3
.

8 倍
。

而且在

80 一90 小时的发酵后
,

用超声连续处理 5 次
,

每次 7 分钟
,

可使 G M 的产量比不处理的提高

7 0哭
。

段学辉
一

4 }等用超声波处理生产 A T P 的啤

酒醉母后
,

发现经超声波处理后
,

细胞膜的通

透性比其它方法处理后的史高
,

由于细胞膜结

构损伤的比较严 重
,

超声波处理后细胞的酶活

性也比其它方法处理后的高
,

但因超声波可使

酶失活
,

因而反应的速率没有明显提高
。

喻
s h i 。 xs h im o ,

,

i 等 {5 ] 人报道
,

使用 一5认

低功率超声波对黑曲霉作用
,

使葡萄糖氧化酶

能够连续地从活细胞释放出来
。

与其它方法的比较
:

目前国内外所使用的调控代谢产物的方法

主要包括
:

化学法如有机溶剂法
、

抗生素法 ;

物理法如空气干燥
、

渗透压冲击
、

温度冲击
、

超声波处理等
,

以及 p H 扰动等
。

化学法有一

定的局限性
,

不同来源的细胞膜大致相同
,

但

它们的化学组成及复杂性却不尽相同
,

因而对

某种细胞膜通透性有响应的药物不一定适合于

另
一

种细胞膜
,

缺乏安全性
。

另外
,

化学方法

需要消耗大量的化学药品
,

不仅增加了成本
,

而且对于产物的后分离及环境卫生方面都有不

利的影响
。

低频超声波的空化作用可以导致细胞的非

热生物效应
,

使细胞膜短时局部破裂
,

从而改

变细胞质膜的通透性
,

使胞内物质释放或胞外

物质入细胞内
。

选择适当的超声参数
,

使细胞

壁瞬间形成较多的小孔
,

代谢产物或中产物迅

速释放
,

同时不伤害或少伤害细胞本身
,

从 而

不影响代谢反应的进一步进行
。

这对于发酵产

物的获得具有 重要的意义
。

另外
,

超声的作用还可以使细胞内物质包

括胞内酶从细胞内释放出来
,

使酶与底物的接

触面积增大
,

增加 了酶的活性
。

如果能选择合

适的超声参数
,

使酶释放出来
,

而又不使酶失

活
,

那么就可以用于生产中提高反应速度
,

缩

短反应时间
,

提高生产效率
。

哄
,
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3 超声改变细胞膜通透性在基因转导

方面的研究进展

1 9 94 年
,

许宁 0[J 等人根据超声波的空化作

用
,

将外源基因导入植物组织及原生质体中
,

获得了极高的稳定转化率
。

从而发展成了一种

新的外源基因导入方法
。

并证明可直接转化带

壁的植物细胞
。

现 已推广应用到小麦幼胚 网 及

哺乳动物细胞 lr[
.

均获得了较好的结果
。

丁志山 st] 等利用超声波转基因技术引入

到转化酵母原 生质体中
,

获得 了 1护 转化子

/U G 质粒 D N A 的转化率
。

超声处理时间会影

响转化率
,

较长时间的处理引起原生质体夕匕亡

率升高
,

从而导致转化率降低
。

rT ic k睁 101 等将该技术与农杆菌转 化法

结 合
,

建 立 了 S AAT (
s o n i e a t i o } a s s i a t e d

A g r o b a e t e r i u m
一

。 e d i a t e d t r a n s fo r m a t i o n
) 转

化技术
,

使 G U S 基 因的平均短暂表达频率

提高 1川升 1400 倍
。

该技术适用于多种植物组

织
。

通过电镜和光镜
,

证明超声处理可引起植

物细胞壁和细胞膜产生裂缝 (ifs
s ur es ) 和通道

( ch
a n n d 。

)一 这种生物效应使得农杆菌容易进

入到植物内部组织
。

董云洲 l[ `} 用超声波法处理烟草花粉的生

物学效应及它诱导 G U S 基因转化烟草花粉
,

获得了短暂表达
。

研究表明
,

超声处理的强度

和时间都会影响到花粉的活力
,

其中以声强的

影响更甚
。

随着超声强度提高和处理时间的

延长
,

对烟草花粉的活力和萌发率具有显著影

响
。

声强 .0 5W /
c m Z 、

时间 10一20 而n 是比较

理想的参数
,

对单核晚期和双核早中期的烟草

花粉进行超声波转化
,

分别获得了 18
.

6% 和

35
.

7% 的 G u s 基因短暂表达频率
。

他认为是

由于超声波的空化作用等力量
,

造成花粉内外

发生了物质交换
,

外源基因进入花粉并得到了

短暂表达
。

这进一步证明了超声波具有高效的

使细胞膜通透性增强
,

从而诱导外源基因进入

细胞的能力
。

最近
,

不同形态的超声相继用于基因转导

实验
,

包括脉冲 lzL ]
,

连续超声 l[ 3 ]
,

和冲击

波 l[ 4 ] 及旋转管 ls[ (] 目的是增强空化效应 o)

这些报道都发现转导的细胞数和蛋 白质的表达

率都随着超声强度的增加而增加
。

eP 七er E
.

H u b er 邢 ] 等发现在细胞的存活率

为 5哭 的时候
,

与细胞和 D N A 直接混合技术

相比
,

冲击波导致高 8 倍的转导率
。

而在其细

胞的存活率为 4 5%
,

正弦曲线波可以使转化

率提高 80 倍
,

细胞用冲击波与正弦曲线波的

转导率分别为 .0 08 % 和 3%
,

他还指出超声的

热效应可以影响转染率
,

建议最好使用正弦曲

线波的脉冲形式以避免使细胞失活热效应
。

超声转导基因的优点
:

相对于基因枪技术
,

超声转导基因操作简

单
,

处理量大
,

具有更好的均衡性和持续性
。

超声处理的面积大
,

从而提高了基因转化的效

果
,

减小了基因枪技术的随机性
。

另外
,

因为超声波转导是由空化作用引起

的
,

囚此可以通过控制超声来控制转导
,

可以

通过控制超声作用时间和与超声接触的面积来

控制转导的方位与时间
,

这种独特的机制使得

这种方法对活体实验很适用
,

使其可作为一种

很有发展的潜力基因疗法
。

4 超声对细胞膜通透性的影响可以强

化药物作用
,

用于治疗肿瘤

化学疗法治疗肿瘤时
,

往往因为药物的渗

透性不好而影响组织细胞对药物的吸收
,

从而

导致药效不能很好的发挥
。

单纯地增加药物的

使用量可以提高药物的渗透压
,

但往往又伴随

着对正常组织细胞的伤害加重
,

因而化学疗法

的作用受到很大限制
。

在超声作用下
,

细胞可

以让胞外大分子进入
,

这种现象已在 2 0k H z 超

声
,

冲击波和 k H z 声波作用下观察到 l[ 7 ]
。

K a t s UI O

aT
e h i b a n a i` 8 1 将 HL

一

6 0 细胞在

.0 3 W /
c m Z ,

48 kH
z
超声下处理

,

然后用电子

显微镜观察
,

发现细胞的表面的茸毛消失
,

细

胞膜的通透性有短暂的加强
,

从而导致 H L
一

60
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对 A ar
一

C 的吸收
。

而且在其实验的超声强度和

频率下
,

没有发现细胞的抗增生的作用
。

压力

波导致短暂的细胞膜通透性提高而不影响细胞

的活力
,

他认为可能是细胞膜 仁的水通道或小

气孔短时地扩大或受到影响
,

这导致药物进入

细胞的量增加
。

文献 【19 一21 } 还报道了药物进入细胞的量

与超声强度的关系
。

lA ex an de
: M ar in[ 叫 等研究了连续超声和

脉冲超声作用于在磷酸盐溶液 ( P B S ) 中的

H L
一

60 细胞对阿霉素的吸收
。

在 P B S 中
,

二

者作用都强化了对 D O X 的吸收
。

脉冲超声和

中间脉冲超声的间隙对药物的吸收没有显著影

响
。

药物的吸收的主要影响因素是超声强度
,

但是
,

随着超声强度的增大
,

伴随着强化现象

的是超声对细胞的分解作用加强
。

由于超声作用可能导致细胞膜的通透性增

强
,

使大分子药物通过 而进入细胞
,

目前这一

技术己用于强化化学试剂对细胞的杀伤力
。

超声波非热的生物效应和抗癌药物的共同

作用不仅可以强化治疗效果
,

而且可以减少化

学药剂的使用量
。

但并不是所有的治疗肿瘤的

化学药剂都可以用超声来强化吸收 [` s]
。

自身能修复壁和膜的破损则可以提高细胞膜和

细胞壁穿透性
,

并 且不影响细胞的生物活性
。

因而超声对细胞膜的作用是暂时的
,

当超声作

用终止后
,

细胞膜的通透性就会恢复到原来的

状态 [“ ]
。

19 9 1 年由 Z im m e r m a n n
等 [2 5 ]人的电

一

机

械模型提出了超声导致膜透性改变的另 一种可

能性
:

在超声波作用下
,

膜内的流体静压力足

够诱导细胞膜机械破裂
。

这也许是超声导致细

胞膜通透性改变的原因
,

或许与上述空化现象

一起存在
,

导致膜通透性改变
。
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5 超声波对细胞膜通透性影响的作用

机制

超声波对细胞膜通透性影响的作用机制是
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线掠角随深度差增加而引起的
。

( 2 ) 在较近

距离处
,

附加传播损失较大 ; 随着接收距离增

加
,

附加传播损失逐渐减小至一确定值
。

这和

用 S n el l 定律的分析结果一致
。

4 讨论

1020304D605070
日、侧迷

声速 / (m s/ )

传播损失
实狈lJ数据

( 1 ) 附加声传播损失与声速梯度
、

声源

和接收的相对深度
、

基阵深度方向指向性和接

收距离等因素有关
,

在较远距离上几乎不随距

离变化
。

( 2 ) 本文给出的有深度指向性声纳的声

纳方程
,

在应用上有更宽的适用范围
,

尤其声

速梯度值较大时
,

( 1 ) 式会引起较大误差
,

需

使用 ( 7 ) 式
。

( 3 ) 当使用有深度指向性基阵测量声传

播损失时
,

需修正附加声传播损失的影响
,

才

能真正反映水声环境的声传播特性
。

( 4 ) 实际使用基阵探测 目标时
,

沿深度

方向缓慢转动波束
,

对准信号最强方向是重要

的
。

它可以使附加声传播损失降至最低而有利

于探测
。

这已经为海上实践所证实
。
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