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中文摘要 
 

基因治療是目前極具潛力的治療模式，其定義為”修復可能致病

基因的技術”。基因治療的關鍵為基因傳遞（又稱為基因轉殖），可藉

由許多方法達成，本研究使用之方法為利用超音波與超音波對比劑誘

發穴蝕效應，以達成基因傳遞。穴蝕效應為微氣泡於聲場中受到壓力

變化而脹縮與破裂的過程，由超音波產生的穴蝕效應在非熱治療領域

上之優點如下：由於超音波具有非侵入性及深處聚焦之能力，因此應

用於治療較安全可靠；且其亦為發展完善的造影方法，故可將治療與

影像結合。雖然以超音波穴蝕效應進行基因傳遞已有許多成功的案

例，且其機制目前認為是穴蝕效應導致細胞膜通透性增加，但對於穴

蝕效應與基因傳遞間的量化關係仍然不清楚，故本研究的目的即是量

化基因傳遞效率/細胞存活率與穴蝕效應之關係。本研究使用 1MHz

超音波探頭與商用對比劑Levovist®來誘發穴蝕效應，並以HeLa（子

宮頸癌）細胞與標訂FITC染劑的DNA進行基因傳遞實驗。研究中使

用超音波發射聲壓、對比劑濃度、超音波發射週數作為改變的參數，

先有效地誘發與偵測穴蝕效應，並以慣性穴蝕劑量定量微氣泡破裂的

程度，再進行基因傳遞實驗，於螢光顯微鏡下計數基因傳遞率與細胞

存活率，最後以基因傳遞結果為縱軸，慣性穴蝕劑量為橫軸，將兩者

的間之量化關係畫出，並比較不同超音波參數的結果之相關性。實驗

結果發現，穴蝕效應（微氣泡破裂）的趨勢會隨發射聲壓增強、微氣

泡濃度提高、發射週數增加而明顯升高，表示本研究已可有效地誘發

與偵測穴蝕效應。基因傳遞實驗方面，單一變因下的基因傳遞率/細

胞存活率對於慣性穴蝕劑量具高度相關性。若結合由不同超音波參數

得到的基因傳遞率/細胞存活率對於慣性穴蝕量圖，其相關係數R2亦

達 0.95 與 0.84，代表基因傳遞結果與慣性穴蝕劑量密切相關。此結

果表示同一架構下不論改變的超音波參數為何，穴蝕效應與基因傳遞

結果間存在一固定的函數關係，即有可能運用穴蝕效應的實驗結果來

預測基因傳遞效率與細胞存活率。 
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Abstract 

Gene therapy is a promising therapeutic technique, and it is defined 

as correcting defective genes responsible for disease development. The 

key of gene therapy is gene delivery (also known as transfection). In this 

research, ultrasound and ultrasound contrast agents are used to induce 

cavitation, and gene delivery is assisted with cavitation effect. Cavitation 

is the process of microbubble formation, resonance, and destruction. 

When microbubbles experience time-varying acoustic field, cavitation 

may occur. Cavitation effects induced by ultrasound have been found 

beneficial in the non-thermal treatment, and the advantages of ultrasound 

are non-invasiveness, focusing and real-time imaging capacities. 

Although quantitative success of acoustic cavitation assisted gene 

delivery has been reported in the literature, the relations between gene 

delivery rate and cavitation effect are still unknown. In this research, 

methods for effective induction of acoustic cavitation are first established. 

Then, the quantitatively relations of gene delivery and cavitation dose are 

analyzed. A 1MHz ultrasound transducer and the commercial ultrasound 

contrast agent Levovist® are used for cavitation induction. HeLa cells and 

FITC labeled short sequence DNA are used in the gene delivery 

experiments. The parameters under investigation are acoustic pressure, 

microbubble concentration and ultrasound pulse length. The effect of 

cavitation (microbubble destruction) is quantitatively analyzed using the 

inertial cavitation dose (ICD) method. After gene delivery experiments, 

the gene delivery rate and cell viability are calculated under the 

fluorescent microscope. The curves of gene delivery rate (and cell 

viability) versus ICD are plotted, and the relations between gene delivery 

rate/viability and cavitation are examined. The results show that ICD 

increases with the acoustic pressure, microbubble concentration and pulse 
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length. In the gene delivery experiments, there are high correlations 

between gene delivery rate (or cell viability) and ICD. Combining the 

results of gene delivery rate (or cell viability rate) versus ICD of the three 

parameters, high correlations also exist between gene delivery results and 

ICD, indicating that gene delivery results may be potentially predicted 

using cavitation measurements before gene delivery experiments. 
 

Key words: ultrasound, microbubbles, cavitation, transfection, gene 
delivery, inertial cavitation dose 
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第一章 緒論 
 
1.1 基因治療 
 

隨著生物技術的發展，基因治療在近幾年來已逐漸成為一種新

的治療模式[1-3]。基因是遺傳上的基本功能單位，它為一段特定的序

列，經過轉錄（transcription）與轉譯（translation）的過程後合成特

定的蛋白質以表現其機能[4]。一旦基因受到影響（或改變）使其合成

的蛋白質無法表現正常的功能，便稱為基因失調（genetic disorders）

[5]，根本的解決之道即是仰賴基因治療。基因治療不但可將治療範圍

縮小至局部或是某一特定功能，其與傳統醫療的不同之處在於直接影

響人體內的遺傳信息，改變細胞或組織的表現使其功能回復正常，即

基因治療的最終目標是「修復致病因子」而非「治療病狀」[1]。若應

用於腫瘤治療，可使用基因療法抑制腫瘤生長，甚至將其導向自我毀

滅的機制[6]；若目標是遺傳疾病，則可植入正常的基因或修復缺陷基

因使患者的身體機能恢復正常[7]。綜上所述，基因治療即是修復可能

致病基因的技術。基因的「修復」方式大致可分為下列四種[8]— 

—插入法（insertion）：在染色體中插入一段能發揮正常功能的

基因，使其表現能取代現有的缺陷基因，如圖 1-1(a)。 

—置換法（swap），運用同源重組（homologous recombination）

的方式，使帶有正常基因的染色體與原本有缺陷基因的染色

體互換，讓正常基因可適當表現，如圖 1-1(b)。 

—修復法（repair），運用放射線或藥物讓缺陷基因產生逆向突變

（reverse mutation），使其功能恢復正常，如圖 1-1(c)。 

—改變法（alter），直接將缺陷基因的功能凍結（blocking）或是

改變其調節（regulation），並藉由其他基因功能的互補來導正

體內的機能，如圖 1-1(d)。 
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(c)修復法 (d)改變法 

 
圖 1-1：基因治療方法示意圖。 

基因治療的核心技術為基因傳遞（gene delivery），又稱為基因轉

殖（transfection），是將基因從細胞外送入細胞內的過程。基因傳遞

的環境可分為三種，第一種是 in vitro，即在實驗室模仿活體內的環境

以進行基因傳遞。基因治療的研究都是從 in vitro的方式開始，待有

顯著成效後才可評估移至活體內的可行性。第二種方式是 in vivo，即

應用於活體內。目前應用於活體內的基因療法例子有將血管新生的基

因以腺病毒帶入病患體內，以治療冠狀動脈疾病[9]。第三種方式是

ex vivo，將體內特定細胞取出後進行基因傳遞，待細胞傳遞成功且正

常表現後再植回患者體內。例如可從血友病患者體內取出骨髓細胞

（已無法製造血液蛋白質），以基因工程技術處理過後，選出可生產

血液蛋白質的細胞再植回患者體內，此後患者便不需要常常靠施打血

液蛋白質以止血[10]。 

基因傳遞可分為以病毒為媒介的傳遞系統（virus-mediated gene 

delivery systems）[11]與非病毒式的傳遞系統（non-viral gene delivery 

systems）[12]。病毒為傳送基因的優良載體（vector），因其可感染細
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胞，將自身攜帶的基因送進宿主體內，因此為最廣為研究的基因傳遞

方式。目前常用於基因傳遞實驗的病毒有腺病毒（adenoviruses, 

AdV）、腺病毒相關病毒（adeno-associated viruses, AAV）與反轉錄病

毒（retroviruses, RV）。使用病毒作為基因傳遞媒介的好處是基因傳遞

率高，臨床已有應用[13-15]，其毒性也已去除大部分。短效性的 AdV

可用於癌症的治療，長效性的 AAV 與 RV 未來可應用在遺傳疾病的

治療。但病毒的缺點是仍有突變與致病性的風險，且對於 RV而言，

其攜帶的基因插入活體內並無專一性，若因此破壞正常基因反而會造

成細胞的癌化現象。另外，病毒也會造成生物體的免疫反應（immune 

response）與發炎反應（inflammation），免疫反應太嚴重時甚至會造

成生物體的死亡[16]。另外，病毒也有一項共同的特徵—攜帶的基因

長度有限，這也限制了病毒的使用範圍。相較於病毒為媒介之傳遞系

統，非病毒式的基因傳遞系統較偏重於物理與化學特性，如直接注射

DNA至目的細胞周圍[17]；電穿孔法（electroporation）—以高電壓脈

衝迫使細胞膜穿孔，基因得以進入細胞[18]；微注射法（microinjection）

是以微小的細管直接將 DNA注入細胞內[19]；基因槍（gene gun）為

將基因附著於微小的奈米金粒子，再以類似發射子彈方式將金粒子打

入細胞[20]；微脂體融合法（liposome fusion）則是運用微脂體殼層與

細胞膜相近的特性，以融合的方式（或是胞飲作用, endocytosis）將

攜帶的基因帶入細胞內 [21]；以及使用磷酸鈣沉澱法（Calcium 

phosphate precipitation），運用鈣離子能增進細胞膜通透性的性質，將

附著鈣離子的 DNA 送入細胞等等[22]。非病毒式的方法不會造成細

胞毒性與免疫反應，容易製造、儲存與操作，攜帶的基因無長度限制，

但最大的缺點是基因傳遞效率較差。綜上所述，病毒法面臨的最大挑

戰是生物體的接受度；非病毒法的當務之急為增加基因傳遞的效率。 

有鑑於非病毒的傳遞方式在活體的接受度與穩定性較占優勢，近

年來不斷地有新的非病毒式傳遞方法被提出。將超音波運用在基因治

療的基因傳遞方法即是其中之一，以下章節將針對超音波治療法與如

何將超音波應用於基因傳遞加以介紹。 
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1.2 超音波治療之演進 

 

超音波治療可分為熱治療與非熱治療的模式。超音波適於將高能

量的聲波傳達至深部組織以達成療效主要依據兩項特徵：(a)低頻時波

束具有良好的穿透深度，波長介於毫米（mm）等級，因此不但能作

深處聚焦，能量在組織間的分布也可有效規範，可造成特定區域的組

織損傷、組織加熱或是非熱性的治療。(b)探頭製作技術具有彈性，可

針對特定部位做出合適的大小與形狀的探頭[23]。 

於 1940與 1950 年代時，「超音波手術」即以非侵入式的方法將

體內深部聚焦處的組織加以燒灼，其原理為組織吸收超音波能量而產

生溫度上升，此溫度上升量能讓蛋白質於幾分之一秒內凝固，而此方

法亦發展成精密的腦部手術法 [24-26]。 

1970 年代時，超音波高熱療法（hyperthermia）已被廣泛運用於

臨床上，治療過程中組織會被加熱至 42-45℃間，持續 30-60 分鐘。

這種熱療法能使細胞對於放射線療法與化學療法具較高的敏感性，即

當高熱療法與放射線療法結合在一起時，腫瘤生長的控制效果較佳

[27-28]。 

1940 年代使用的超音波即是高能量聚焦超音波 [29]

（High-Intensity Focused Ultrasound, HIFU），而高能量聚焦超音波的

大量研究興起於 1990 年代左右[30]。因探頭面積大、幾何聚焦特性較

佳，故可發射較強之能量（ISATA數百至數千W/cm2，強度約診斷用超

音波 1000-10000倍左右[31]）之超音波以燒灼定點組織，其優點是精

確度高，不會造成聚焦區周圍組織的傷害。對於大體積的治療，也可

運用矩陣式的燒灼法達成 [32]。相較於輻射治療，同一位置能多次以

高能量聚焦超音波進行治療而不會產生累加性的劑量傷害。近年來，

高能量聚焦超音波已運用於許多領域，包括泌尿科、眼科與腫瘤治療

[29]，前列腺癌[33]與肝腫瘤[30]的治療也具臨床治療的可能性，並且

此法也可運用於其他癌症的診治[34]。除了治療腫瘤，超音波聚焦所

產生之瞬間高熱亦可做內出血之處理。在動物中之大血管如肝動脈破
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裂後，利用非侵入式之高能量聚焦超音波，可在數秒內燒結血管以達

到止血的目的[35-36]。另外，高能量聚焦超音波也擁有精確造影的功

能，在對組織作損傷性治療時，亦能一邊觀看聚焦區的影像 [29]。 

除了熱效應，超音波造成細胞組織損害的機制還有另一大類—穴

蝕效應[37-39]，其為微氣泡（microbubble）於聲場中脹縮的一連串過

程，通常也伴隨微氣泡的破裂。已有研究顯示，當超音波的聲壓超過

個閥值（threshold）時，就會產生微氣泡[23]。微氣泡會於聲場下振

盪、生長與急劇破裂，釋放大量能量並造成震波（shock wave）與導

致高溫，引起自由基（free radicals）的生成與機械性的組織傷害[40]。

近年來，無論是在培養皿進行之體外實驗[41-42]，或是在老鼠的腎臟

或兔子腦部等動物之體內實驗[43-48]，穴蝕效應皆可對癌細胞進行破

壞；穴蝕效應亦可活化某些抗癌藥物，達到輔助治療的目的[41]。頻

率約為 200kHz的高強度超音波（又稱為震波），除可用於體外震波

碎石機外，它在軟組織所引起的聲學穴蝕效應（acoustic cavitation）

也已被運用於腫瘤治療[49-51]，其機制是穴蝕效應能引發組織的機械

性傷害，產生細胞分解與出血效應，腫瘤生長便受到阻滯[52]。 

穴蝕效應除了造成細胞組織損害外，近年來亦有研究發現穴蝕效

應可增加細胞外的分子進入細胞的機會，此分子包括蛋白質與

DNA[32,53-60]。此外，DNA於穴蝕效應的影響下不但可進入細胞，

還能正常表現出特定蛋白質，對於基因治療的應用具有非常大的助

益。以下章節將針對穴蝕效應加以介紹。 
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1.3穴蝕效應 

 

穴蝕效應的定義為液體中微氣泡生成、脹縮的一連串過程[37]，

它常伴隨微氣泡的破裂（destruction）。故以穴蝕效應為主之超音波治

療法即是將穴蝕效應產生的能量運用於損害組織或是基因傳遞。穴蝕

效應產生的機制可分為三類：分裂（fragmentation）、穩定擴散（static 

diffusion）與聲學驅動擴散（acoustically driven diffusion）[61]。分裂

的情形發生於微氣泡受到負聲壓脹大但卻變得不穩定之時，最後會分

解成數個小碎片。當微氣泡為球狀對稱時是最穩定的時候，而此對稱

狀態若受到擾動即會變得不穩定。Plesset與Mitchell已定義出微氣泡不

穩定的閥值RThreshold [62]—若微氣泡的半徑縮小至其最大半徑的十分

之一倍時，微氣泡即可能因不穩定而破裂： 

10
maxRRThreshold ≅  

其中，Rmax為半徑的最大值。微氣泡的分裂又稱為瞬變穴蝕（transient 

cavitation），它包含劇烈地脹大與強烈地破裂現象，能量大量釋放的

結果會使溫度急速上升與釋放自由基（free radicals）[55,63-64]，溫度

甚至高達 20000K，稱為聲光效應（sonoluminescence）[65]。當微氣

泡無分裂現象時，擴散即是造成微氣泡破裂的主要原因。穩定擴散是

微氣泡內氣體擴散至氣泡外的過程，但不包含對流的效應在內。擴散

速率與微氣泡分解速度反比於微氣泡的半徑與氣體密度。相較之下，

聲學驅動擴散為超音波照射下的氣體擴散作用，擴散速率易受到隨時

間改變的聲場強度或是氣液交界的移動而影響。微氣泡的完整擴散方

程式如下： 

C
R
C

t
C 2∇=

∂
∂

+
∂
∂ κν  

其中，C為氣體濃度，t為時間，ν為微氣泡壁的速度，R為微氣泡半

徑，κ為氣體在液體中的擴散係數。 

若將超音波應用於穴蝕效應，可將一具有強大負壓的壓力波施於

一液體中，則該液體將會以其內的微小雜質作為穴蝕核（cavitation 
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nuclei），由該點向外擴張形成小氣泡。由於超音波為一隨時間改變強

度的縱波，當交替的正壓與負壓作用於微氣泡時，微氣泡即會發生振

盪，正壓力時使氣泡縮小，負壓力時會使氣泡擴張。若脹縮的過程中

殼層速度與超音波的壓縮及舒張速度不同步，經過幾個循環後微氣泡

就會破裂，稱為慣性穴蝕效應（inertial cavitation）。慣性的穴蝕效應

是超音波用於基因治療的主軸，在足夠強的聲壓下（~1MPa）微氣泡

可產生強烈地破裂現象，目前推測其能量可讓細胞膜的脂質層產生暫

時性的擾動，細胞膜通透性因而增加，基因傳遞也得以發生

[54-55,63,66]。 

現今醫用超音波在臨床上使用時皆有其安全規範，例如ISPPA及

ISPTA 值要小於 190 W/cm2 and 720 mW/cm2，MI值要低於 1.9[67-69]，

而使用超音波照射時也有所謂的ALARA(儘可能降低劑量； As Low 

As Reasonably Achievable)原則。這些規定是為了避免超音波使用的劑

量太大而對生物組織造成傷害。前人研究指出超音波在安全規範邊緣

下使用時，亦會對老鼠或兔子等小動物之肺臟或腎臟造成出血等損害

[38,43,70-73]，其機制之一即為穴蝕效應。由於人體中含有一些大小

在 10 微米以下的氣泡，如前所述，壓力波會誘發穴蝕效應，產生不

良的損傷，因此，在超音波成像的應用中，穴蝕效應為需要避免之現

象[37-39]。 

然而，若能控制穴蝕發生區域於腫瘤細胞處，利用穴蝕釋放之能

量造成惡性腫瘤之損傷；或是控制穴蝕的能量使基因傳遞達到最佳的

效率但卻不損害細胞，便可達到超音波非侵入式治療的效果。因此，

於安全規範下有效誘發穴蝕效應是基因治療時須特別注意的地方。除

了損傷腫瘤外，大部分的基因治療環境下都希望儘可能地將基因傳遞

進細胞而非損傷細胞，故本研究中對於穴蝕效應的誘發都以不超過安

全規範為準則（即MI<1.9）。由於穴蝕核在人體中的分布相當的不均，

造成人體中穴蝕效應難以預測及控制，因此實際應用上會額外提供微

氣泡作為穴蝕核。 
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1.4超音波於基因傳遞之應用 

 

以超音波進行穴蝕效應以達成基因傳遞，其優勢之一在於超音波

對比劑即可直接作為微氣泡的來源。目前超音波成像使用的對比劑大

小約數個微米（µm），故其共振頻率約在數個MHz，正好是低頻超音

波的範圍。由於超音波在造影上的使用率僅次於 X 光，具有非侵入

性、穿透深度深（低頻下可達 20多公分）、患者不會產生疼痛的特性，

且架構已完整建立，因此在不需大量的研發成本之下，使用超音波將

穴蝕效應與造影結合在一起便成為其最大的優勢。同時，超音波也具

有聚焦的特性，因此可針對體內某一小範圍進行治療。使用超音波與

穴蝕效應進行基因傳遞的流程如下：先注射入對比劑，待對比劑運送

至欲治療的部位後，使用超音波誘發穴蝕效應，即可產生基因傳遞的

效果[74]。若進入細胞的基因能正常表現，治療的目的即達成，流程

如圖 1-2。 

 

目前已有許多團

用 2MHz的脈衝都卜

的微脂體（cationic 

腦瘤的基因傳遞[54]

 

 

 

圖 1-2：基因傳遞與治療流程圖。

隊正進行基因傳遞的研究：Sandra Koch團隊使

勒超音波（pulsed Doppler ultrasound）、陽離子化

liposomes）與商用超音波對比劑Levovist®做惡性

；Douglas L. Miller團隊使用高強度聚焦超音波產
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生穴蝕效應，並在體內實驗中造成基因傳遞與抑制腫瘤生長[29]；

Peter A. Frenkel團隊則是將基因附著在白蛋白（albumin）的微氣泡

上，且在體外實驗中達成基因傳遞的效果[75]。目前對基因傳遞的確

實機制並不清楚，但普遍認為是穴蝕效應導致細胞膜通透性增加，因

此基因有機會藉此進入細胞中[54-55,63,66]。Claus-Dieter Ohl團隊更

使用震波誘發穴蝕效應，發現穴蝕效應產生處會造成細胞的脫離，但

周圍未脫離的細胞卻具通透性而攝取入螢光蛋白質[56]。此實驗一方

面顯示傳遞對象並不只限於基因，另一方面也確認了穴蝕效應與傳遞

發生的關聯性。 

對於基因傳遞效率的評估，William J. Greenleaf團隊使用GFP基

因、人類軟骨細胞與Albunex®微氣泡可達成 50%的傳遞率[55]；Sandra 

Koch團隊使用GFP基因、鼠腦瘤細胞、陽離子化的微脂體與Levovist®

微氣泡，傳遞率可達 5.5%，但此時的細胞存活率為 39.3%[54]；Volker 

Oberle則認為因細胞種類而有 12~53%不等的傳遞率[76]；Wen-Shiang 

Chen團隊於 2004 年以GFP基因、人類子宮頸癌細胞（HeLa）與

Definity®微氣泡得到 26%的傳遞率[77]；Douglas L. Miller團隊使用

GFP基因、表皮細胞與Optison®微氣泡可達成 4%的傳遞率，而細胞存

活率為 70%[78]。從上述結果可發現傳遞率可能因細胞而異，而傳遞

率與細胞存活率似乎是一項妥協（trade off），即傳遞率愈高，細胞存

活率可能愈低。目前已有研究顯示這種交換的現象[78]，原因可能為

欲造成更高的基因傳遞效果，則需要更大的能量與穴蝕效應，但當穴

蝕效應釋放的能量太多時，即會造成細胞的損傷。因此，如何在基因

傳遞率與細胞存活率間取捨，是當前重要的課題。 
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1.5 研究動機與目標 

 

雖然以超音波進行基因傳遞已有不錯的效果，其機制也普遍認為

是穴蝕效應所造成 [29,54-55,57]，但穴蝕效應與基因傳遞率間的量化

關係至今仍然不了解。若能得出基因傳遞率、細胞存活率與量化的穴

蝕效應間的關係曲線，便能有效以穴蝕效應量預測基因傳遞率與細胞

存活率，對於細胞實驗效率的提升將有莫大的助益。同時，也可對超

音波輔助之基因傳遞機制有更進一步之認識。 

本實驗室之前已進行穴蝕效應之有效誘發與偵測的相關研究

[79]，故本基因傳遞研究為其延伸。本研究目標之一為希望能建立起

影響穴蝕效應之物理量（發射聲壓、對比劑濃度、發射週數等參數）

與基因傳遞實驗結果間的相關性，並配合量化後的穴蝕效應結果作出

物理量—穴蝕效應—基因傳遞效率/細胞存活率的三角關係圖（圖

1-3）： 

 
聲場參數及

對比劑特性

穴蝕效應定量分析 基因傳遞效率 
細胞存活率 

圖 1-3：物理量—穴蝕效應—基因傳遞效率/細胞存活率的

三角關係圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

若由各物理量得到的穴蝕效應—基因傳遞率/細胞存活率有一定的關

係，則表示以穴蝕效應來預測基因傳遞的實驗結果應該是可行的，此

方法便可用於細胞實驗前的評估參考。 

於本研究中，雖然超音波的主要優勢在於活體實驗（in vivo），

但體外（in vitro）基因傳遞實驗較簡化，且已有實際的應用，我們仍
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先以體外實驗為主。本研究首先會先對各項參數下的穴蝕效應作有效

地誘發與偵測，並量化微氣泡破裂的程度；接著設計一個適合基因傳

遞的實驗架構，待得到基因傳遞率與細胞存活率後，求出基因傳遞率

/細胞存活率對於量化之穴蝕效應的關係曲線，並比較不同超音波參

數得到的關係曲線的趨勢。另外，在增加基因傳遞效率的同時，我們

也將儘可能地降低細胞死亡率。 

本研究使用的細胞為人類子宮頸癌細胞（HeLa cells），並以一段

標訂 FITC染劑的 DNA作為欲傳遞的基因。若基因成功傳遞入細胞，

則可從螢光顯微鏡下看到發綠螢光的細胞，並計算基因傳遞效率。細

胞存活率之量測使用 Trypan Blue染色法，藉由將死細胞染色以計算

出單位面積下活細胞的比率。 
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1.6 論文架構 

 

本論文第一章為概述基因治療的方式、超音波治療方式的演進與

穴蝕效應的產生，並簡述如何運用超音波誘發穴蝕效應，並進而達成

基因治療的效果。同時，對超音波進行基因傳遞的效率也做大略的介

紹。第二章將描述穴蝕效應實驗架構的建立，以及誘發與偵測的方

法。此章也包含穴蝕效應的定量分析法、基因傳遞架構的確立與傳遞

率與細胞存活率的估算方式。第三章將介紹實驗結果與建立起圖 1-3

的關係。第四章對結果作分析，並評估與討論本研究是否達成預期的

目標。第五章為結論與未來工作。 
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第二章 實驗材料與方法 
 
2.1 穴蝕效應實驗—誘發與偵測 
2.1.1超音波對比劑 

本研究使用的對比劑為 Levovist®（ Schering AG, Berlin, 

Germany），其為目前台灣唯一臨床上核准可使用的超音波對比劑，

殼層成分包含半乳糖（galactose, 99.9%）與棕櫚酸（palmitic acid, 

0.1%），內部則是包覆空氣。棕櫚酸可穩定微氣泡，使其通過心臟與

肺臟時不易溶於血液中。Levovist®可用於靜脈注射，微氣泡的粒徑分

布為 2-8µm（平均 3µm）[80]，因此具良好的超音波散射能力，在超

音波影像上能增強心臟腔室與血管的影像亮度。圖 2-1(a)為Levovist®

微氣泡溶液在仿體中的超音波B-mode影像，紅框內的圓形區域即是

裝填微氣泡溶液之處。相較於背景的斑點雜訊（speckle background）

以及只裝填水的影像（圖 2-1(b)），Levovist®確實能有效增強微氣泡

區域的影像亮度。 

   
Speckle 
background 

 
 
 
 

(a)           (b) 
圖 2-1：仿體中有無Levovist®微氣泡時的B-mode影像。(a)仿體洞內

裝有微氣泡，可看到強烈的超音波散射信號（白色圓形部分）；(b) 仿
體洞內無微氣泡，故洞內散射強度很弱。 

 

Levovist®為白色粉末，其配製法如下：將粉末與生理食鹽水依所

需比例混合後，利用手劇烈搖晃 15 秒，之後將混合均勻的溶液靜置

2分鐘，讓搖晃過程中產生的非Levovist®微氣泡（通常為空氣進入水

中形成的暫時性空氣泡）消失後即可使用，此時以顯微鏡觀察可看到
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許多緻密的微小氣泡（圖 2-2）。Levovist®微氣泡溶液的穩定時間會隨

配製濃度而異，在濃度為 200, 300, 400mg/mL時其穩定時間分別為 10, 

25, 40分鐘[81]。 

 

10µm 

 圖 2-2：顯微鏡下之Levovist®。

 

由於高濃度的Levovist®微氣泡不利於超音波信號的接收，因此實

驗時我們儘量使用較低的濃度（此部分將在實驗結果 3.1.3 節「微氣

泡濃度vs.穴蝕效應」中討論）。 
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2.1.2實驗系統架構 

穴蝕效應實驗是在一塊凝膠仿體（agarose phantom）中進行。仿

體可模擬活體的軟組織，因此適於體外實驗的超音波成像。我們製作

的仿體濃度為 2%（重量百分比），其具有聲速與水相同、阻抗與水匹

配、無散射干擾等優點，因此可看成是一塊常溫下的「固態水」，適

於超音波信號的傳遞與接收。仿體製作方法如下：先取一定體積的二

次水（ddH2O），秤取其 2%重量的瓊脂粉末，將兩者混合攪拌均勻後

加熱至瓊脂粉末完全溶解，冷卻後即製作完成。 

仿體與穴蝕效應的實驗架構如圖 2-3。仿體的中央挖一個直徑

5mm、深度 2.5cm，體積約 0.5mL的小洞，為微氣泡溶液的裝填處。

仿體的右側為超音波發射源，為一 1MHz 的線聚焦探頭（V303, 

Panametrics-NDT, Waltham, MA, USA），聚焦體積（focal volume, 參

照圖 2-3）約涵蓋仿體中間的洞。仿體的上側為超音波接收探頭，與

發射探頭呈垂直角度，目的為儘量避免直接收到 1MHz探頭的發射信

號。接收探頭頻率為 10MHz（V312, Panametrics-NDT, Waltham, MA, 

USA），其聚焦體積亦涵蓋仿體中間的洞。超音波的信號源來自電腦

內的數位類比轉換卡（digital-to-analog converter, CompuGen 1100, 

GaGe Applied Technologies, Lachine, QC, Canada），可控制的參數為發

射頻率、發射波形、發射波數目、脈衝重覆頻率（pulse repetition 

frequency, PRF）、發射電壓與 duty cycle等。完成的波形由數位類比

轉換卡發出至功率放大器（RF power amplifier, 250A250A, Amplifier 

Research, Souderton, Pennsylvania, USA），電壓放大後再驅動探頭發

射。信號經由 10MHz 探頭接收後，經前端放大器（Pulser/Receiver 

5072PR, Panametrics-NDT, Waltham, MA, USA）放大，再由類比數位

轉換卡（analog-to-digital converter, CompuScope 12100, GaGe Applied 

Technologies, Lachine, QC, Canada）接收，最後由Matlab（Mathworks, 

Natick, MA, USA）計算穴蝕效應的程度。 

除了信號分析外，於仿體的左側我們亦用一商用超音波探頭與商
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用超音波儀（10L and LOGIQ 500, GE Medical Systems, Milwaukee, 

Wisconsin, USA）直接從影像了解微氣泡破裂的時變過程。由於在夠

強的發射聲壓下，單一微氣泡的破裂幾乎在數百奈秒（nano-second）

內便可完成[82]，故即使仿體中為一整群微氣泡，我們也應能很快地

以超音波影像觀察到微氣泡的破裂—當微氣泡未破時，可看到如圖

2-1(a)的強散射影像；微氣泡破裂結束後，仿體影像即如圖 2-1(b)。

影像由影像擷取卡（frame grabber, UPG 401B, UPMOST Corp,. Taipei, 

Taiwan）完成與分析。 

 

完成後的架構實

泡溶液的洞。 

microbubbles 

LOGIQ 500 
10L probe 

 

 

 

 圖 2-3：穴蝕效應實驗架構圖。
景如圖 2-4，仿體中央的紅色圈處即是裝填微氣

 

10MHz transducer 
(receiver)

1MHz transducer 
(transmitter)

Agarose phantom 

圖 2-4：穴蝕效應實驗架構實景。
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2.1.3穴蝕效應之誘發 

穴蝕效應程度會隨超音波發射參數與微氣泡種類而改變

[58-59,79]。本研究為了簡化實驗的複雜度，只針對Levovist®微氣泡

與發射聲場強度、發射週期數、微氣泡濃度 3種變因作探討。實驗使

用的波形為脈波（pulsed wave），針對探頭中心頻率 1MHz發射正弦

波，PRF為 100Hz。 

 

2.1.3.1發射聲場強度 

發射聲場強度的控制是由數位類比轉換卡輸出電壓與功率放大

器的輸出百分比來調整。已有研究顯示，穴蝕效應的效果會隨探頭發

射的負峰值聲壓增強而增加[83]，因此我們主要考慮探頭的負聲壓效

應。 

探頭首先會以阻抗分析儀（ impedance analyzer , HP4194A, 

Hewlett-Packard Company, CA, USA）進行阻抗值的量測，並以自製

的補償電路補償探頭的電容效應，使其達到最佳發射效率。接著以輻

射力微量天平（radiation force balance, National Physical Laboratory, 

UK）與水聽筒（hydrophone, MHA150, FORCE Technology, Denmark）

作聲場強度的校正。經校正後，本研究中使用的 1MHz線聚焦探頭最

大負聲壓值可達 1.32MPa。穴蝕效應實驗時，我們探用的聲壓分別為

0.09, 0.25, 0.48, 0.79, 1.09與 1.32MPa，在不同聲壓下發射 5個週期的

脈波，調整微氣泡濃度為 40mg/mL，量測微氣泡破裂的效應。 

 

2.1.3.2微氣泡濃度 

本研究中微氣泡的濃度分別為 1, 5, 10, 20, 40, 100, 200, 300, 

400mg/mL。200~400mg/mL的濃度為Levovist®於活體顯影時的注射濃

度，穩定時間較長（大於 10分鐘）；而濃度小於 100mg/mL的溶液穩

定度小於 10 分鐘。為了使每一組除了濃度以外的變因一致，我們預
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先使用許多 2mL的離心管分別裝好所需的粉末量，每筆數據的擷取都

控制在搖晃完後 5分鐘內完成。此實驗條件下的聲壓為 1.32MPa，發

射週期數為 5週。 

 

2.1.3.3發射週期數 

發射週期數的定義為每次發射的脈波中所含的正弦波數目。發射

週期數愈多，能量也愈強。已有研究顯示固定聲壓與 PRF 時，穴蝕

效應的程度會隨發射週期數增加而增強[59-60]。本研究使用 1, 2, 5, 10

週作為發射參數，此實驗條件下的聲壓為 1.32MPa，微氣泡濃度為

40mg/mL。 
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2.1.4穴蝕效應之偵測 

偵測穴蝕效應可使用B-mode影像亮度與破裂信號分析兩種方

式，前者較直觀，但較難以定量（易隨影像擷取像素的解析度而有差

異）；後者雖無法觀看影像，但量化後的數值較具客觀性。因此我們

將先以B-mode影像驗證我們使用的聲壓確實可打破Levovist®微氣

泡，再以定量之方式分析穴蝕效應。 

 

2.1.4.1 B-mode影像觀察法 

以 B-mode影像觀察仿體中的微氣泡溶液時，需考慮商用超音波

儀的探頭是否也會造成穴蝕效應而干擾實驗結果，因此實驗時須將商

用探頭的發射功率調到最低。為了得到較適當的影像對比度，我們將

動態範圍調到 60dB。 

 

2.1.4.2穴蝕效應之定量表示—Inertial Cavitation Dose 

對於穴蝕效應的定量，之前已經有許多研究[74,76-78]。我們將穴

蝕效應的劑量稱為 inertial cavitation dose（ICD），它可運用時域或頻

率域下的信號與使用者的定義來計算，因此會隨著系統設計的不同而

改變，沒有絕對的基準。故對於不同的系統架構，我們無法比較「發

生穴蝕效應的多寡」，但在同樣架構下的穴蝕效應的相對量是可比較

的。當 ICD值升高時，表示微氣泡破裂數/趨勢變多。而考慮 ICD值

時，通常會取沒有對比劑下的信號作基準值（即取樣體積內只裝水），

並將有微氣泡時的 ICD 值減去基準值作為「完全由微氣泡提供的破

裂效應」，稱 differential ICD[74]。 

ICD的原理如圖 2-5，由於微氣泡破裂的激突信號（spike）在時

域上非常短暫 [82]（圖 2-5(a)），通常為數百奈秒等級，因此作頻譜

分析後是一段寬頻的信號增強（broadband noise,圖 2-5(b)），其頻寬甚

至可到達 30-40MHz[84]。故為了避開低頻的諧波信號（harmonic 

 19



signals）造成的干擾，我們以較高頻的探頭擷取微氣泡破裂時釋放的

寬頻信號，將探頭中心頻率處的強度上升量定義為微氣泡破裂的「劑

量」。使用 10MHz探頭作接收的優點即在於此。當微氣泡僅振動而未

破裂時，由水的非線性特性產生的諧波信號（harmonic signals）在

10MHz 附近的強度已非常微弱，因此若 10MHz 探頭收到較強的信

號，則幾乎可視為完全由微氣泡破裂而增強的寬頻效應。我們取

10MHz探頭前後 0.5MHz範圍的方均根值（root mean square, RMS）

作為該筆接收信號的寬頻上升量，並將每一次 1MHz探頭發射後收到

的信號的 RMS 值依時間畫出，則可得到如圖 2-5(c)的藍色曲線。圖

2-5(c)中，峰值產生處即表示該時間點的接收信號的 RMS值較大，換

言之，此時的信號包含微氣泡破裂效應。將圖 2-5(c)曲線下的面積積

分，得到的值便是某段時間內微氣泡破裂的整體效應，即上述的

ICD。由於我們仿體的洞中裝有許多微氣泡，因此完全破裂完畢的時

間可能較長，以此方法可調整信號的擷取時間（圖 2-5(c)的橫軸），

待 RMS amplitude 不再有峰值上升後，才對整段曲線作積分以評估微

氣泡破裂的整體效應，完整性較佳。若對於水在同樣時間內亦積分得

一個 ICD值（圖 2-5(c)紅線部分），則將微氣泡的 ICD減去水的 ICD，

可得到 differential ICD，此為真正用以量化穴蝕效應的指標。 
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(a) (b) 

(c) 

圖 2-5：ICD原理。
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2.2 基因傳遞實驗 

2.2.1細胞株 
本實驗使用的細胞株HeLa是人類的子宮頸癌細胞（Cervical 

cancer cells, 圖 2-6），購自美國組織細胞庫（ATCC, American Type 

Culture Collection, VA. USA）。細胞先於直徑 10公分的平底盤上培養

成單層的貼覆細胞，培養液成分為DMEM（Dulbecco's Modified Eagle's 

Mediumm GIBCO, Grand Island, NY, USA）、10%的胎牛血清（fetal 

bovine serum, GIBCO）與 1%的抗生素（penicillin），培養環境為含 5% 

CO2的 37℃培養箱。實驗前先將細胞以 1x胰蛋白酶（trypsin）洗下，

離心收集後使用血球計數器（haematocytometer）計數，最後分裝成

各為 0.5mL的細胞懸浮液，每管內含 105個HeLa細胞。另外，DNA

（20µg）與鈣離子（濃度 2.5 mole/L, 5 µL）預先混合均勻後亦加入各

管細胞溶液中。由於鈣離子可穩定DNA結構，且本身帶正電，因此有

助於拉近DNA與細胞膜的距離，使基因傳遞較易成功。但過多的鈣離

子會造成細胞膜的不穩定，使細胞容易破裂，故本實驗經細胞測試後

選定每管 5 µL的劑量。 

 
100µm 

圖 2-6：HeLa cells（取自 ATCC）。
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2.2.2 DNA  

為了直接有效地觀察螢光，我們使用一段標訂FITC（fluorescein 

5'-isothiocyanate）的任意短序列DNA（MDBio Inc., Taipei, Taiwan）作

為 我 們 的 基 因 傳 遞 分 子 ， DNA 長 度 為 10 個 鹼 基

（5’<TACATCATGG>3’）。FITC於 450-490nm的激發光源下可放出波

長為 515nm的綠光，因此若FITC-DNA有進入細胞，基因傳遞實驗完

成後於螢光顯微鏡下即可看到細胞發出綠色螢光。使用FITC染劑的優

點為可立即得知欲傳遞分子有無進入細胞膜內，前人的研究中也有類

似的用法[56]。實驗時的FITC-DNA濃度為 40µg/mL，即將 20µg的DNA

加入至 0.5mL含有 105個HeLa細胞的培養液中，再進行超音波的照射。 
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2.2.3系統架構與實驗流程 

基因傳遞實驗的架構與穴蝕效應實驗相同，實驗前仿體與各項將

接觸細胞的器具會先以紫外光滅菌半小時，以避免細胞受感染。實驗

時先將HeLa細胞、FITC-DNA與鈣離子的混合溶液加入Levovist®粉末

後用力搖晃 15秒，靜置 2分鐘後將溶液注入仿體洞內以進行超音波

的照射。每筆樣品實驗完後抽至直徑 6公分平底盤中，加入DMEM至

總體積為 2mL並使細胞均勻散布，培養 24小時讓細胞充分地平貼於

平底盤上。觀察結果前吸出DMEM培養液，並以 1x PBS（Phosphate 

Buffered Saline）緩緩沖洗三次，洗去未進入細胞的FITC-DNA與死亡

或被分解的細胞碎片後，以螢光顯微鏡（TCS SP2, Leica Camera AG, 

Solms, Germany）觀察。為了驗證FITC-DNA是否確實有進入細胞，

我們另以共軛焦顯微鏡（TCS SP2, Leica Camera AG, Solms, Germany）

作細胞的切片觀察。 

 
2.2.3.1基因傳遞率量測法 
基因傳遞率於 200倍（物鏡 20x, 目鏡 10x）放大倍率的螢光顯微

鏡下進行觀測，方法為在每一盤細胞中任意圈出 5塊 ROI（region of 

interest），計算每一 ROI中細胞總數與發出綠色螢光的細胞數，得出

細胞發光比率後將 5 塊 ROI 的數值進行平均，作為此條件下單位面

積的細胞發光率，即基因傳遞率。由於每一變因的每一組均做三次重

複，故每一組均可算出平均值與標準差。 

 

2.2.3.2細胞存活率量測法 

細胞存活率的估計是使用 Trypan Blue Staining，其原理為依據細

胞膜的完整度對細胞選擇性染色。當細胞死亡時，細胞膜會被破壞使

得通透性增加，trypan blue染劑便進入細胞使細胞呈現藍色。活細胞

因細胞膜完整，故染料無法進入細胞內部。依此方法，計數顯微鏡下

未呈現藍色細胞的數目，相較於未加入 DNA也未照射超音波的對照

組即可估計細胞的相對存活率。計數法亦為在每一盤細胞中任意圈出

 24



5 塊 ROI，計算每一 ROI 中活細胞總數，加總後平均得到每一 ROI

中的細胞數，作為此條件下單位面積的活細胞數目。將實驗組的單位

面積活細胞數與對照組的活細胞數相除，即可得此條下的細胞存活

率。每一變因的每一組均做三次重複，故每一組均可算出平均值與標

準差。 

由於 HeLa細胞的二倍增生期（doubling time）為 48小時[56]，

且根據實驗經驗，懸浮的 HeLa細胞完整附著於平底盤的時間需 5小

時以上，細胞平貼於平底盤前細胞分裂的過程非常不明顯。因此選擇

在基因傳遞實驗 24 小時後進行觀察並不會有細胞大量複製導致的基

因傳遞率不準或是細胞存活率增加的問題。 
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2.2.4實驗參數 
基因傳遞實驗中，改變的變因亦為超音波的發射聲壓、微氣泡濃

度與發射週數，如表 2-1~2-3。表 2-1~2-3中對每種超音波變因各做 6

組實驗，其中第 1與第 2組為對照組，第 1組用於對照只有純細胞的

情形下產生螢光的比率（作為背景干擾值）與作為細胞存活率的基

準；第 2組可對照出有細胞與 DNA存在，完全不照射超音波的情形

下自發性基因傳遞的機率；3-6 組為真正改變的參數。以發射聲壓為

變因時，採用的聲壓為 0.48, 0.79, 1.09 與 1.32MPa，微氣泡濃度

40mg/mL，發射週數 5 週；以微氣泡濃度為變因時，使用的濃度為

10, 20, 40, 100mg/mL，發射聲壓 1.32MPa，發射週數 5週；以發射週

數為變因時，採用的週數為 1, 2, 5與 10週，發射聲壓 1.32MPa，微

氣泡濃度 40mg/mL。關於參數範圍的選擇，於本論文第四章「分析

與討論」中將有較詳盡的說明。三種變因下的超音波照射時間均為

60 秒，PRF 均為 100Hz，每一組各做三次重複，用於計算基因傳遞

率與細胞存活率的平均值與標準差。 

 
組別 1 2 3 4 5 6 

HeLa（1×105/0.5mL） V V V V V V 

DNA（20µg/0.5mL） V V V V V 

Ca2+（5µL/0.5mL） V V V V V V 

Ultrasound（sec） 60 

Microbubble（mg/mL） 40 

Acoustic pressure(MPa) 0.48 0.79 1.09 1.32 

Sine wave cycles 5 

 
表 2-1：以超音波發射聲壓為變因。
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組別 1 2 3 4 5 6 

HeLa（1×105/0.5mL） V V V V V V 

DNA（20µg/0.5mL） V V V V V 

Ca2+（5µL/0.5mL） V V V V V V 

Ultrasound（sec） 60 

Microbubble（mg/mL） 10 20 40 100 

Acoustic pressure(MPa) 1.32 

Sine wave cycles 5 

 表 2-2：以微氣泡濃度為變因。 
 

組別 1 2 3 4 5 6 

HeLa（1×105/0.5mL） V V V V V V 

DNA（20µg/0.5mL） V V V V V 

Ca2+（5µL/0.5mL） V V V V V V 

Ultrasound（sec） 60 

Microbubble（mg/mL） 40 

Acoustic pressure(MPa) 1.32 

Sine wave cycles 1 2 5 10 

 
表 2-3：以超音波發射週期數為變因。
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2.2.5基因傳遞率/細胞存活率與穴蝕效應關聯之建立 

得到不同超音波參數下的量化穴蝕效應（differential ICD）、基因

傳遞率與細胞存活率結果後，以 SigmaPlot（Systat Software, Inc., CA, 

USA）軟體繪出以基因傳遞率或細胞存活率為縱軸、differential ICD

為橫軸的趨勢圖，並比較不同超音波聲參數產生的結果是否具有關聯

性。 
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第三章 實驗結果 

 

3.1 穴蝕效應實驗結果 
3.1.1 B-mode影像觀察法 

為了驗證本研究之方法可否有效打破微氣泡，本實驗針對剛注入

微氣泡、開啟超音波至完全打破微氣泡各個時間點分別擷取 B-mode

影像以觀察，實驗結果如圖 3-1。 

           
(b) 0.5 sec (c) 0.5-1 sec (d) 1 sec (e) 2 sec  (f) 3 sec (a) 0 sec  

 
圖 3-1：以 B-mode影像觀察微氣泡破裂情形。 
（聲壓：1.32MPa, 微氣泡濃度：40mg/mL）  

圖 3-1(a)為剛注入微氣泡、尚未開啟超音波的情形，可看出微氣

泡均勻地分布於仿體的洞中。圖 3-1(b)為剛開啟超音波，微氣泡受到

擾動且開始變少；圖 3-1(c)、(d)、(e)、(f)分別是第 0.5-1、1、2、3秒

時的情形，隨時照射時間增加，影像亮度也愈來愈弱，最後微氣泡幾

乎完全消失（圖 3-1(f)）。由於 1MHz發射探頭的-3dB聚焦截面積幾乎

涵蓋仿體的洞截面積（圖 2-3），因此微氣泡所在區域都會受到強聲場

的影響，不太可能被擠到聲場範圍太弱的地區而未破裂。由影像觀察

的結果可知，我們使用的聲場強度確實可以有效打破Levovist®微氣

泡，因此接下來即以ICD法量化穴蝕效應。 
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3.1.2發射聲壓 vs. 穴蝕效應 
對於穴蝕效應的信號擷取，每筆信號的擷取長度為 40µs，並由第

一筆收到微氣泡的信號起算，取 150筆接收信號（pulse index）作 ICD

分析。由於 PRF為 100Hz，因此 150筆接收信號的總時間為 1.5秒。

ICD的分析流程如圖 3-2。 
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圖 3-2：ICD 分析流程圖。(a)仿體洞中只裝水時的 M-mode 接收信號；(b)仿
體洞中有微氣泡時的M-mode接收信號；(c)由(a)圖取出的時域信號；(d)由(b)
圖取出的時域信號； (e)將 (c)圖中的每筆時域信號作頻譜分析，並取
9.5-10.5MHz間的值作 RMS運算；(f)將(d)圖中的每筆時域信號作頻譜分析與
RMS運算；(g)將所有的 RMS值沿時間軸畫出，並計算 RMS amplitude曲線
下面積，可得到 1.5秒內微氣泡破裂的整體效應，即 ICD值。（聲壓：1.32MPa, 
微氣泡濃度：40mg/mL, 發射週數：5週） 

 
 
 
 
 
 
 
 

圖 3-2(a)與(b)分別為某一次實驗取得的數據，其中(a)為仿體洞中

只裝水時得到的信號；(b)為仿體洞中裝入濃度為 40mg/mL Levovist®

時的接收信號，發射聲壓為 1.32MPa。(a)與(b)圖中的縱軸刻度為接收

次數，共 150 次，橫軸為每筆資料的接收長度，為 40µs，此種圖形

稱為M-mode圖，可觀察超音波探頭固定不動時ROI內部隨時間的變

化，於本架構中即微氣泡隨時間受到擾動與破裂的情形。從(b)圖可看

出前 15 筆信號（0-0.15 秒）有強烈的反射現象，表示微氣泡可能尚

未破裂，而信號的橫向位移表示微氣泡有受到推動。第 16至約第 60

筆信號（0.16-0.6 秒）則可觀察到信號開始變亂與逐漸消失，此即微

氣泡破裂的證據；之後M-mode圖不再看到明顯的反射信號（0.61-1.5
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秒），代表微氣泡已大量消失，因此接收探頭收到的強度與水類似。

相較於(b)圖，(a)圖信號的強度非常小，此因仿體洞中幾乎無可散射

超音波的大分子所致，可作為(b)圖的對照組。將接收信號依時間順序

畫出即如圖 3-2(c)與(d)，每筆時域信號經頻分析後可得到 3-2(e)與

(f)，並取 9.5-10.5MHz間的資料點作RMS平均： 

n

x
RMS

MHz

MHz
i∑

=

5.10

5.9

2

 

其中，xi為頻譜分析後每個頻率點的數值，n為 9.5-10.5MHz間的總點

數。最後，將(e)與(f)各 150個RMS值沿時間軸畫出，如圖 3-2(g)，稱

為時間-強度曲線（time-amplitude curve）。相較於水的曲線，微氣泡

的時間-強度曲線上每一個遠大於水的值都代表微氣泡破裂造成的效

應，故從圖 3-2(g)可知Levovist®微氣泡破裂的主要時間都集中在約前

0.7秒，此結果與由(b)圖M-mode推論的結果大致相符。為了考慮微氣

泡破裂的整體效應，將(g)圖的曲線對時間作積分，即可得到 1.5秒內

微氣泡的穴蝕效應量化值（Inertial Cavitation Dose, ICD值）與水的ICD

值，兩者相減後為真正由微氣泡貢獻的穴蝕效應能量，稱differential 

ICD，於本結果為 0.71V-s。 

因此，以超音波發射聲場強度為橫軸，differential ICD為縱軸可

得圖 3-3的結果，可觀察到隨著發射聲壓增加，微氣泡破裂的程度也

增加。 
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 圖 3-3：以發射聲壓為變因之穴蝕效應結果。 
（微氣泡濃度：40mg/mL, 發射週數：5週） 
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3.1.3微氣泡濃度 vs. 穴蝕效應 
若以微氣泡濃度為橫軸，differential ICD為縱軸可得到圖 3-4的

結果。隨著微氣泡濃度上升，微氣泡破裂的程度也增加，但此處有個

特別的情形是微氣泡的濃度並不能永無止境地增加。從圖 3-4的結果

可發現，當微氣泡濃度高於 100mg/mL時，differential ICD值不增反

減。我們認為這應非表示「微氣泡破裂的趨勢降低」（因為發射聲壓

與週期都未變），較合理的解釋應是因微氣泡濃度太濃產生遮蔽效應

[85]，使得微氣泡破裂信號可能被其他未破的氣泡阻擋，而無法有效

傳遞至接收探頭。 
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圖 3-4：以微氣泡濃度為變因之穴蝕效應結果。 
（發射聲壓：1.32MPa, 發射週數：5週, 橫軸取指數座標）

 

為了驗證上述解釋（濃度太高產生遮蔽效應）是否正確，我們使

用LOGIQ 500商用超音波儀分別再對濃度為 10, 20, 40, 100, 200, 300, 

400mg/mL的Levovist®微氣泡溶液作B-mode成像，結果如圖 3-5。 
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 (a)10mg/mL (b)20mg/mL  (c)40mg/mL  (d)100mg/mL  (e)200mg/mL (f)300mg/mL  (g)400mg/mL 

  
 

由

100m

始不明

氣泡所

half r

regio

圖 3-

 

圖 3-5：以B-mode影像觀察Levovist®微氣泡的遮蔽效應。
圖 3-5 的結果可明確看出當 Levovist®微氣泡濃度超過

g/mL時（(e)-(g)），嚴重的遮蔽效應使得仿體洞下半部的影像開

顯，只有上半圓上緣的微氣泡能有效地被探頭偵測到。若將微

在區域區分為上半區（圖 3-6, top half region）、下半區（bottom 

egion）、頂部小區（top small region）與底部小區（bottom small 

n），計算該些區域的平均亮度並以微氣泡濃度為橫軸作圖，可得

7的結果。 

 

top small region

top half region 

bottom half region 

bottom small region 

圖 3-6：計算平均亮度分區示意圖。
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 圖 3-7：分區平均亮度 vs.微氣泡濃度圖（橫軸取指數座標）。

 

比較圖 3-7 中上半區與下半區的結果，當微氣泡濃度小於

100mg/mL時，上下半區的平均亮度均隨濃度升高而增加；微氣泡濃

度超過 100mg/mL時，下半區的平均亮度幾乎相同，上半區平均亮度

則隨濃度升高而降低。若再比較圖 3-7頂部小區與底部小區的平均亮

度，結果顯示濃度小於 100mg/mL 時上下小區的亮度亦與濃度成正

比，而濃度超過 100mg/mL 時，上半小區平均亮度值即接近飽和狀

態，下半小區的平均亮度也變化不大，接近背景雜訊的平均亮度。 

由「濃度超過 100mg/mL時，上半區的平均亮度隨濃度升高而降

低、上半小區的平均亮度卻接近飽和」的結果可得知，當微氣泡濃度

太高時，聲波幾乎完全被接近探頭端的微氣泡散射，強散射區的下方

反而因聲波無法有效抵達而變暗，且濃度愈高此效應愈明顯，因此才

會造成濃度 400mg/mL時上半區的平均亮度反而比 300mg/mL小的結

果。而上半小區的擷取範圍就在仿體洞前端，即強散射區，因此濃度

到達一定量後，上半小區的平均亮度即不會再增加。由圖 3-5 的

B-mode影像中濃度 200、300與 400mg/mL時上半圓上緣的微氣泡亮

度均差不多，也可以印證此推論。當濃度小於 100mg/mL時，不論何
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區的亮度都會隨濃度升高而增加，顯示在沒有高濃度微氣泡的遮蔽效

應下，聲波能完全穿過仿體裝填微氣泡的洞，形成圖 3-5(a)-(d)的均

勻影像。 

由以上分析結果驗證了微氣泡濃度太高時不利於超音波傳遞的

推論。這也是為什麼於 2.1.1節中提到「實驗時儘量使用較低的濃度」

的原因，因為在無遮蔽效應的情形下穴蝕效應才能均勻地發生於仿體

洞內，接收探頭也才可收到完整的微氣泡破裂信號。 
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3.1.4發射週數 vs. 穴蝕效應 
若再以超音波發射週數為橫軸，differential ICD為縱軸可得到圖

3-8 的結果。結果顯示微氣泡破裂的程度亦會隨著發射週數增加而升

高。此圖中 differential ICD隨著發射週期之增加而增加，此可能因發

射 週 數 太 少 使 探 頭 的 波 形 無 法 有 充 裕 的 時 間 抵 達 穩 態

（steady-state）。5週的波形是抵達穩態的最少所需週數（圖 3-9）。 
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圖 3-8：以發射週數為變因之穴蝕效應結果。 
（微氣泡濃度：40mg/mL, 發射聲壓：1.32MPa, 橫軸取指數座標）
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(a)                             (b) 

 

 

圖 3-9
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(c)                             (d)  

 圖 3-9：以發射週數為變因 4種週數的波形示意圖。(a)1週；
(b)2週；(c)5週；(d)10週。發射週數大於 5週時，發射電壓
開始接近穩態。 

 

 

至此，我們已經建立一套可有效誘發與偵測穴蝕效應的系統，並

將穴蝕效應以 ICD 的觀念定量化。同時，我們的方法也可有效對一

整群的微氣泡進行穴蝕效應的定量分析。 
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3.2基因傳遞實驗結果 
 

3.2.1螢光顯微鏡與共軛焦顯微鏡觀察結果 

圖 3-10為螢光顯微鏡下的 HeLa細胞，於基因傳遞實驗 24小時

後拍攝，綠色的螢光即是 FITC-DNA的所在位置。由於我們的實驗架

構為先將細胞以胰蛋白酶洗下，再對懸浮於培養液中的細胞進行基因

傳遞，因此較難發生大量 FITC-DNA同時進入某些細胞，使該區域的

細胞完全充滿綠色螢光的情形（該情形較可能發生於對平貼於平底盤

上的細胞進行傳遞的實驗，若細胞為懸浮態，在照射超音波時可能因

輻射力（radiation force）而飄動，故 DNA進入細胞的難度較高）。因

此，實驗結果看到傳遞成功的細胞大部分如圖 3-10(a)，即 FITC-DNA

在細胞內呈亮點分布；欲找到如圖 3-10(b)整顆細胞都發光的機會不

多。 
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3-10：螢光顯微鏡觀察結果。 
mg/mL, 發射聲壓：1.32MPa, 發

TC-DNA在細胞內呈點狀分布，

不是只是黏附在細胞膜上），我

的觀察，結果如圖 3-11、3-12

切面的結果，可分成 3 部分：(

有進細胞的螢光 DNA；(b)圖為

的疊加圖。由本結果即可證明 D

細胞。另外，(a)圖細胞外圈較

40
(b)
射週數：5週）

為了再次確認該

們使用共軛焦顯

與 3-13。 

a)圖為螢光下的

可見光下圖像；

NA可經我們的

亮的部分為自體



螢光，是細胞膜所在，可區分細胞的內外。 

 

(c)

(b) (a)

圖 3-11：共軛焦顯微鏡觀察結果。 
（微氣泡濃度：40mg/mL, 發射聲壓：1.32MPa, 發射週數：5週）

 
 

圖 3-12為共軛焦顯微鏡的切片結果。先定出細胞的上緣與下緣，

作 30等分的切片，並對一顆有興趣的 DNA（紅色箭頭部分）觀察細

胞縱切後其所在位置（(b)圖）與橫切後的所在位置（(c)圖）。從縱切

與橫切的結果顯示 DNA的位置為上緣與下緣的細胞膜間。(a)圖的影

像長寬各為 71.81µm，細胞高度為 12.98µm，切片間隔為 0.43µm。圖

3-13 類似圖 3-12，但選定另一顆 DNA 作觀察，切片厚度與圖 3-12

相同。 
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(a) 
 
(b) 

(c) 
 

 
圖 3-12：共軛焦顯微鏡觀察結果。 

（微氣泡濃度：40mg/mL, 發射聲壓：1.32MPa, 發射週數：5週）

 

 圖 3-13：共軛焦顯微鏡觀察結果。 
（微氣泡濃度：40mg/mL, 發射聲壓：1.32MPa, 發射週數：5週）

(c) 

(b) (a) 
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3.2.2發射聲壓 vs. 基因傳遞率與細胞存活率 
若以發射聲壓為變因，微氣泡濃度 40mg/mL、發射週期 5週、超

音波照射 60秒下，基因傳遞率與細胞存活率的結果如圖 3-14。 
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圖 3-14：發射聲壓 vs.基因傳遞率(a)與細胞存活率(b)。
中標示「Cell」的組為溶液中只含HeLa細胞與鈣離子，標示

/DNA」的組為溶液中含HeLa細胞、鈣離子與DNA，此二組為

驗，供有打超音波的組作比較。實驗結果發現基因傳遞率隨發

增強而提高，但相對地細胞存活率也下降。於發射聲壓

Pa時，基因傳遞率可達 33.48%，此時的細胞存活率為 48.65%；

壓降至 0.48MPa時，基因傳遞率只有 19.11%，但細胞存活率達

；未照超音波而自發性傳遞成功的比率僅有 1.57%。由於本實

是於照射超音波後 24 小時觀察，為了釐清自發性的胞飲作用

基因傳遞造成影響，以及單純超音波照射下是否也會誘發基因

我們另外做了兩組空白實驗—將含有HeLa細胞、鈣離子與DNA

作「僅加入Levovist®微氣泡、不打超音波」與「僅打超音波，

入Levovist®微氣泡」兩組實驗。實驗結果發現，此二組於實驗

小時進行觀察亦未發現任何螢光現象，因此可證明基因的傳遞

要在超音波與微氣泡的共同組合下才能達成，亦即需要穴蝕效

助。另外，穴蝕效應為機械性作用，因此理論上本實驗若於超

射後立即觀察應也可看到基因傳遞的結果（只是懸浮態的細胞
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較難觀察）。我們將剛進行完基因傳遞實驗的懸浮態細胞於 100 倍螢

光顯微鏡下進行觀測（圖 3-15），結果顯示基因的傳遞確實立即發生

於超音波照射之後。 

   
20µm 

(b) 

 
 
 

圖 3-15：基因傳遞實驗後
於平底盤上，故呈圓球狀

由上述的空白實驗

微氣泡合作產生的穴蝕

程中，由於已無超音波

故可排除自發性胞飲作

應值（differential ICD

作縱軸，可得圖 3-16
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(a)
  

立即以螢光顯微鏡觀察之結果，此時細胞尚未平貼

。(a)可見光下觀察結果；(b)螢光下之結果。 

結果可知，本研究中基因的傳遞是由超音波與

效應達成，於照射超音波後 24 小時的培養過

照射，因此不會再繼續產生基因傳遞的現象，

用可能造成的誤判。若以圖 3-3 量化的穴蝕效

）作橫軸、圖 3-14的基因傳遞率與細胞存活率

的結果。 
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圖 3-14以 differential ICD為橫軸作圖。 
fferential ICD；(b)細胞存活率 vs. differential ICD  
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圖 3-16 中已抽離超音波參數，僅比較基因傳遞率/細胞存活率與

穴蝕效應之關聯。若以線性回歸曲線分析，可得趨勢如表 3-1： 

 

 線性回歸方程式 相關係數（R2） 

基因傳遞率, 3-16(a) y=21.67x+13.96 0.75 

細胞存活率, 3-16(b) y=-84.85x+110.1 0.99 

 表 3-1：以發射聲壓為變因所得結果之線性回歸分析。 
（其中，y為縱軸；x為橫軸，之後提到的方程式表示法皆同） 

 

表 3-1顯示基因傳遞率與細胞存活率對於 differential ICD 都具有

高度相關性。 

 

 45



3.2.3微氣泡濃度 vs. 基因傳遞率與細胞存活率 
若改變微氣泡濃度，固定發射聲壓為 1.32MPa、發射週期 5週、

超音波照射 60秒，基因傳遞率與細胞存活率的結果如圖 3-17。 
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圖 3-17：微氣泡濃度 vs.基因傳遞率(a)與細胞存活率(b)。  

 
由圖中可觀察出當微氣泡濃度為 100mg/mL 時，基因傳遞率達

42.4%，此時的細胞存活率為 14.0%；當微氣泡濃度為 10mg/mL時，

基因傳遞率為 14.37%，而細胞存活率增為 75.01%；未照超音波而自

發性傳遞成功的比率僅有 1.8%。若以圖 3-4 量化的穴蝕效應值作橫

軸、圖 3-17的基因傳遞率與細胞存活率作縱軸，可得圖 3-18的結果。 

Differential ICD (V-s)
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1

G
en

e 
D

el
iv

er
y 

R
at

e 
(%

)

0

10

20

30

40

50

60

Differential ICD (V-s)
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1

C
el

l V
ia

bi
lit

y 
(%

)

0

20

40

60

80

100

 
(a)              (b) 

 

 

 46

圖 3-18：將圖 3-17以 differential ICD為橫軸作圖 
(a)基因傳遞率 vs. differential ICD；(b)細胞存活率 vs. differential ICD。 



以線性回歸曲線分析圖 3-18 中基因傳遞率/細胞存活率與穴蝕效

應之關聯，可得趨勢如表 3-2： 

 

 線性回歸方程式 相關係數（R2） 

基因傳遞率, 3-18(a) y=31.44x+8.35 0.98 

細胞存活率, 3-18(b) y=-62.84x+82.01 0.92 

 表 3-2：以微氣泡濃度為變因所得結果之線性回歸分析。 
 

由表 3-2亦可觀察出以微氣泡濃度為變因的實驗結果顯示基因傳

遞率與細胞存活率對於 differential ICD 都具有高度相關性。 
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3.2.4發射週數 vs. 基因傳遞率與細胞存活率 
若以發射週數為變因，固定發射聲壓為 1.32MPa、微氣泡濃度

40mg/mL、超音波照射 60 秒，基因傳遞率與細胞存活率的結果如圖

3-19。 
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圖 3-19：發射週數 vs.基因傳遞率(a)與細胞存活率(b)。  
結果顯示當發射週數為 10週時，基因傳遞率達 44.68%，此時的

細胞存活率為 28.44%；當週數為 1週時，基因傳遞率為 16.23%，而

細胞存活率增為 78.34%；未照超音波而自發性傳遞成功的比率幾乎

為 0。若以圖 3-6 量化的穴蝕效應值作橫軸、圖 3-19的基因傳遞率與

細胞存活率作縱軸，可得圖 3-20的結果。 
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(a)               (b) 
圖 3-20：將圖 3-19以 differential ICD為橫軸作圖。 

(a)基因傳遞率 vs. differential ICD；(b)細胞存活率 vs. differential ICD  



以線性回歸曲線分析圖 3-20 中基因傳遞率/細胞存活率與穴蝕效

應之關聯，可得趨勢如表 3-3： 

 

 線性回歸方程式 相關係數（R2） 

基因傳遞率, 3-20(a) y=28.8x+11.67 0.99 

細胞存活率, 3-20(b) y=-51.84x+86.08 0.99 

 表 3-3：以發射週數為變因所得結果之線性回歸分析。 
 

由表 3-3可觀察出以發射週數為變因的實驗結果顯示基因傳遞率與細

胞存活率對於 differential ICD 都具有高度相關性。 
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3.3 穴蝕效應 vs. 基因傳遞率與細胞存活率 
由改變單一參數（發射聲壓、微氣泡濃度與發射週數）的實驗結

果可發現基因傳遞率、細胞存活率與量化後的穴蝕效應都有很高的線

性相關性。若將三個參數得到的基因傳遞率圖形合併，可得 3-21 的

基因傳遞率 vs. differential ICD圖形；同理，將三者得到的細胞存活

率圖形合併，可得到圖 3-22。由此二圖可發現不論使用何種超音波參

數進行基因傳遞實驗，基因傳遞率與細胞存活率對於 differential ICD

都有很高的相關性，其線性回歸曲線方程式如表 3-4所示。 
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圖 3-21：將發射聲壓、微氣泡濃度與發射週數的基因傳遞率 vs. 
differential ICD結果畫在一起。 
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圖 3-22：將發射聲壓、微氣泡濃度與發射週數的細胞存活率 vs. 
differential ICD結果畫在一起。 

 線性回歸方程式 相關係數（R2） 

基因傳遞率, 3-21 y=28.67x+10.71 0.95 

細胞存活率, 3-22 y=-62.83x+91.18 0.84 

 表 3-4：基因傳遞實驗結果之線性回歸分析。 
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第四章 分析與討論 

 

4.1 穴蝕效應之偵測與定量 
由於微氣泡的破裂過程中會釋放大量能量，其溫度甚至可達數千

K（絕對溫度），因此除了瞬間產生的強聲壓外，亦會造成自由基（free 

radicals）的生成[65,86-92]，故有研究顯示可由自由基的產生量以量

化穴蝕效應 [92-93]。另一種量化穴蝕效應的方式為定量微氣泡破裂

時產生的寬頻雜訊強度[59,94-96]，此法與微氣泡破裂時的激突信號

直接相關，故本研究採用此法評估微氣泡破裂釋放的能量。激突信號

的產生位置通常在正聲壓信號結束時[84]，其示意圖如圖 4-1；但本

研究實際測得的接收信號並無明顯的激突信號出現（圖 4-2），原因可

能為Levovist®包覆的氣體為空氣，微氣泡破裂時空氣易迅速溶於水

中，無法再產生強大的回波信號所致。相較於常用於穴蝕效應的商用

對比劑Definity®（Bristol-Myers-Squibb, New York, USA）與Optison®

（Molecular Biosystems, San Diego, CA, USA），其包覆氣體為八氟丙

烷（perfluoropropane, C3F8），對水的溶解度遠小於空氣[93,97]，因此

微氣泡破裂後氣體仍會在水中存留一小段時間，於超音波訊號照射下

有機會產生更強的回波散射，較易看到激突信號。雖然本研究因微氣

泡氣體種類不同而無法有效偵測激突訊號，但從頻譜分析可知微氣泡

破裂時仍有一寬頻的訊號產生（圖 4-3 紅框處），故亦可由寬頻訊號

強度增加量偵測穴蝕效應之程度。圖 4-3 將同樣超音波條件下的

Levovist®信號、鐵針信號（將仿體洞中放置一根細鐵針量得的信號）

與純水信號的頻譜圖一起比較。鐵針可完全反射超音波，故其頻譜於

1MHz處強度甚強，比較 1MHz處的強度可發現Levovist®也有強反射

現象，表示未破裂的Levovist®微氣泡亦會造成強烈的超音波回波現

象—此可能因所有的微氣泡不可能在同一次發射脈衝中同時破裂完

畢，因此接收信號中還是會有未破裂氣泡的信號。相較之下，水在

1MHz處的信號強度比鐵針與Levovist®微氣泡少約 20dB（即 10倍），
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此因仿體洞中無強反射體與散射體，接收探頭只能收到洞中多次來回

反射而碰巧抵達該探頭的超音波信號。而鐵針與水無法產生激突信號

（因無穴蝕核），故頻譜分析在 10MHz附近只剩下 1MHz造成的多階

諧波信號（2nd, 3rd, 4th, ...）成分。由於此處的諧波強度都小於Levovist®

信號，顯示Levovist®產生的寬頻上升非由 1MHz的多階諧波造成，而

是激突信號所影響。 
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圖 4-1：激突信號產生時間點示意圖。藍色為聲壓信號，紅色為激突

信號，兩者相對強度大小已調整過，故本圖所示非實際強度。 
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圖 4-2：實際接收的回波信號，並未看到明顯的激突信號
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圖 4-3：將Levovist®信號、鐵針信號與純水得到的信號做頻譜分析

與比較，圖中紅框處顯示Levovist®微氣泡溶液在高頻處可產生寬

頻上升（相較於鐵針與水）。 
 

由於穴蝕效應的定量會因實驗系統架構而相異[59]，因此沒有一

定的標準比較不同微氣泡或架構間穴蝕效應的相對量。本研究是以水

作基準，將量得的ICD數值減去水的效應以作為穴蝕效應的「淨量」。

對於Levovist®微氣泡破裂時的閥值（threshold）判斷，則是由 10MHz

探頭接收信號的M-mode圖形（即圖 3-2(b)的型式）決定。 

對於穴蝕效應的量化結果，由圖 3-3、3-4與 3-8的 differential ICD 

vs.聲壓、濃度與週數圖可發現各組參數得到的 differential ICD值均具

有上升趨勢。當變因為發射聲壓時，differential ICD於 0.48MPa後開

始明顯上升，並於 1.09MPa之後出現類似飽和的趨勢，此變因下的標

準差幾乎不互相重疊，故統計上可推得「隨著發射聲壓增強，微氣泡

破裂趨勢增加」的結論。 

當變因為Levovist®微氣泡濃度時，differential ICD於 5mg/mL後開
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始明顯上升，並於 100mg/mL後出現下降的趨勢。Differential ICD下

降的原因已於之前討論過，可能為遮蔽效應的問題；但此處還可發現

標準差小於 100mg/mL時並不穩定，此可能因Levovist®設計使用的濃

度為 200、300 與 400mg/mL，於這些濃度下的穩定時間分別為 10、

25 與 40 分鐘[81]，若依此趨勢推估濃度小於 100mg/mL時的穩定時

間，可能小於 5分鐘（圖 4-4）。而本次實驗於變因為發射聲壓與發射

週數時濃度均使用 40mg/mL，因此數據的標準差來源有一部分應為

Levovist®不甚穩定所致。雖然以微氣泡濃度為變因的標準差較大，但

因標準差亦幾乎不互相重疊，故統計上可推得「隨著Levovist®濃度增

加，微氣泡破裂趨勢增加」的結論。 
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圖 4-4：Levovist®濃度與穩定度相關關係圖，

藍色曲線為以乘冪為基礎之回歸曲線。 

當變因為發射週數時，differential ICD於 2週後開始明顯上升。

由於標準差幾乎不互相重疊，故統計上可推得「隨著發週數增加，微

氣泡破裂趨勢增加」的結論。 

對於Levovist®微氣泡破裂閥值的探討，由圖 4-5 的M-mode實驗

結果顯示約在 0.25-0.48MPa間微氣泡即會大量破裂（因微氣泡的強散

射信號在 150筆接收時間內即消失），大於 0.48MPa時M-mode圖上的

微氣泡軌跡會在開啟超音波後 0.5秒（接收第 50筆處）內迅速消失，
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表示微氣泡迅速破裂完畢，故Levovist®破裂的閥值約為 0.48MPa。 
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圖 4-5：不同聲壓下的M-mode結果，顯示微氣泡破裂的閥值約

為 0.48MPa。 
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4.2基因傳遞實驗結果分析 

本實驗架構下的基因傳遞率與細胞存活率整理如表 4-1。 

變因 範圍 基因傳遞率 細胞存活率 

發射聲壓 0.48-1.32MPa 19.11-33.48% 97.06-48.65% 

Levovist®濃度 10-100mg/mL 14.37-42.4% 75.01-14% 

發射週數 1-10 cycles 16.23-44.68% 78.34-28.44% 
 

表 4-1：基因傳遞率與細胞存活率結果。 

當變因為發射聲壓時，由圖 3-3 differential ICD vs.發射聲壓結果

知穴蝕效應的急速上升約於 0.48MPa開始，故此變因下的基因傳遞實

驗便以 0.48, 0.79, 1.09 與 1.32MPa四種聲壓進行實驗。實驗結果發

現，基因傳遞率於 0.48與 0.79MPa時分不出差異，但 1.09與 1.32MPa

時則有明顯上升，傳遞率最高可達 33.48%。若以穴蝕效應實驗得到

的differential ICD為橫軸，基因傳遞率為縱軸，可發現其類似於指數

趨勢。但由於前兩組的標準差互相涵蓋，在統計上無法分出差異，因

此我們仍以線性回歸曲線作分析。分析結果顯示相關係數R2=0.75，

具高度線性相關度（R2>0.5），表示此聲壓範圍內的基因傳遞率可由

穴蝕效應的量化結果進行線性預測。同樣變因下的細胞存活率分布由

97.06-48.65%，細胞存活率vs. differential ICD圖形的線性回歸曲線所

得之關係數R2高達 0.99，表示存活率與穴蝕效應的量化結果亦具高度

線性相關性，此聲壓範圍內的細胞存活率可由穴蝕效應結果進行線性

預測。 

若以Levovist®微氣泡濃度為變因，由圖 3-4 differential ICD vs.微

氣泡濃度結果知穴蝕效應約於 5mg/mL後急速上升，故此變因下的基

因傳遞實驗以 10, 20, 40 與 100mg/mL四種濃度進行實驗。高於

100mg/mL的濃度由於有遮蔽效應的問題，量化的穴蝕效應數值無法

正確反映出真實的微氣泡破裂總能量，因此不予採用。實驗結果顯
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示，隨著濃度提高，基因傳遞率與細胞存活率的趨勢亦有明顯上升與

下降，其標準差幾乎不互相涵蓋，故於統計上是可分辨的。分析結果

顯示基因傳遞率曲線vs. differential ICD的相關係數R2=0.98，細胞存活

率曲線vs. differential ICD的相關係數R2=0.92，具高度線性相關度，表

示此濃度範圍內的基因傳遞率與細胞存活率可由穴蝕效應的量化結

果進行線性預測。 

若以超音波發射週數為變因，由圖 3-8 differential ICD vs.發射週

數結果知穴蝕效應約於 2週後急速上升，但我們仍以 1, 2, 5與 10週

四種週數進行實驗。實驗結果顯示，1與 2週的基因傳遞率與細胞存

活率差不多，此與穴蝕效應的量化結果相符，應是由於週數不足以讓

探頭的波形達到穩態所致。週數大於 5 週後傳遞率也迅速升高，於

10 週時達到本次實驗三種變因中可達到的最高傳遞率 44.68%。分析

基因傳遞率曲線與細胞存活率曲線vs. differential ICD的線性相關

度，可得相關係數各為R2=0.99與R2=0.99的高相關度，表示此週數範

圍內的基因傳遞率與細胞存活率可由穴蝕效應的量化結果進行線性

預測。 

相較於前人同樣以Levovist®微氣泡得到的實驗結果，Sandra Koch

團隊以J3T犬腦瘤細胞、GFP（green fluorescent protein）DNA與 2MHz

脈衝超音波（ISATA=0.5W/cm2）進行實驗，在商用陽離子化微脂體

（ cationic liposomes, LipofectAmine, Life Technologies, Karlsruhe, 

Germany）的輔助下，於Levovist®濃度 200mg/mL時得到 5.5%的基因

傳遞率與 39.3%的細胞存活率 [54]；Tieli Li團隊於 10mg/mL的

Levovist®濃度下以中國田鼠卵巢細胞（Chinese hamster ovary cells）

與GFP DNA進行實驗，使用 1MHz超音波與 0.5W/cm2能量照射 20

秒，實驗結果顯示細胞存活率達 60.7%，基因傳遞率約 5%[98]。本研

究中基因傳遞率最低仍有 14.37%，此時的細胞存活率為 75.01%，較

前人結果為佳，可能因實驗架構不同與細胞不同所致。 
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4.3 穴蝕效應與基因傳遞率、細胞存活率之關聯 
將三種超音波參數得到的基因傳遞率圖形重疊後對differential 

ICD作圖，可得 3-21的基因傳遞率vs. differential ICD圖形。由圖中可

觀察出在以發射聲壓、微氣泡濃度與發射週數可得的differential ICD

範圍內（發射聲壓可得的differential ICD：0.16-0.73V-s；微氣泡濃度

可得：0.21-1.05V-s；發射週數可得：0.14-1.15V-s），基因傳遞率與

differential ICD呈現高度線性相關性，相關係數R2=0.95。此結果反映

出不論超音波參數為何，基因傳遞率主要取決於differential ICD值的

大小，即微氣泡破裂的整體能量。雖然不同超音波參數造成的微氣泡

破裂過程可能有差異（例如：高聲壓造成的高differential ICD是以強

度來直接迫使微氣泡破裂；高濃度造成的高differential ICD是因大量

的氣泡在短暫時間內破裂；高發射週數造成的高differential ICD是因

單一脈衝波內有較多的週期數，使微氣泡更易在較長的脹縮過程中產

生慣性穴蝕效應而破裂），但基因傳遞率不會受到不同的微氣泡破裂

方式影響，而直接由破裂能量的總強度反應。因此，不論超音波參數

為何，只要能有效提高穴蝕效應強度的方法，應都能增強基因傳遞的

效果。 

對於圖 3-22的細胞存活率vs. differential ICD圖形，由於兩者亦呈

現高度線性相關性（相關係數R2=0.84），表示細胞存活率不會受到不

同的微氣泡破裂方式影響，而直接由破裂能量的總強度反應。因此，

不論超音波參數為何，只要有效提高穴蝕效應強度，細胞存活率也會

以線性趨勢遞減，並可由相對應的線性關係預測出。 

基因傳遞率、細胞存活率對於量化穴蝕效應的高度線性相關性是

本研究的一大發現，但本研究也驗證前人提出的「基因傳遞率與細胞

存活率是一項取捨」的論點[78]。以目前實驗結果而言，高基因傳遞

率意味必需加強穴蝕效應釋放的能量（例如：聲壓變大或發射週數更

多等等），因此細胞存活率也會愈低。由於基因傳遞的效果會因不同

的細胞、微氣泡種類而異[76,97]，因此若能找到適合對某種細胞進行
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基因傳遞實驗的微氣泡，有效提高圖 3-21 傳遞率曲線的斜率，並控

制圖 3-22 存活率的斜率於可接受範圍內，便能克服「高傳遞率勢必

伴隨低存活率」的問題。 
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4.4 本研究之應用 
雖然基因傳遞實驗的結果可能隨不同細胞株、不同微氣泡或是不

同架構而異，但本研究發現在同一架構下針對HeLa細胞與Levovist®

微氣泡，基因傳遞率與細胞存活率具有高度的線性相關性。此方法可

提供未來細胞實驗前的預測途徑，只要先以某一變因建立基因傳遞率

與細胞存活率相對於量化穴蝕效應的關係，之後改變超音波參數時即

可以穴蝕效應結果預測此情形下可能的基因傳遞結果。由於調整不同

的超音波參數可能有效增加穴蝕效應的效果，除了本研究使用的發射

聲壓、微氣泡濃度與發射週數外，共振頻串接（cascade）、重疊

（ superimposition）二階諧波（ second-harmonic）或是次諧波

（sub-harmonic）也能有效誘發穴蝕效應[79,99-100]，因此若能先以

量化的穴蝕效應結果以預測可能的基因傳遞結果，或是縮小細胞實驗

時必須調整的參數範圍，活體或細胞實驗將能更有效率地進行。 
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第五章 結論及未來工作 
 

為研究基因傳遞效率、細胞存活率與量化穴蝕效應間的關聯，本

研究建立一套能進行穴蝕效應與基因傳遞實驗的系統，並使用

Levovist®微氣泡、標訂FITC染劑的DNA與HeLa細胞進行實驗，最後

提出穴蝕效應可對基因傳遞實驗結果進行預測的理論模式。 

在穴蝕效應實驗方面，本研究使用發射聲壓、微氣泡濃度與發射

週數三種變因對樣本空間（sample volume）內的一整群微氣泡誘發穴

蝕效應，微氣泡破裂信號由較高頻的接收探頭接收並對其作頻譜分

析，採用 ICD 法以量化穴蝕效應於高頻處產生的寬頻雜訊強度。實

驗結果顯示於三種變因下均能有效誘發穴蝕效應，由於標準差幾乎不

互相重疊，因此可得到隨發射聲壓升高、微氣泡濃度增加或發射週數

增加，微氣泡破裂趨勢增加的結論。 

在基因傳遞實驗方面，使用的三種變因與穴蝕效應相同，但取具

有較佳穴蝕效應的參數範圍進行實驗。實驗結果先經共軛焦顯微鏡作

基因成功進入細胞的確認，接著於螢光顯微鏡計算基因傳遞效率，並

以 Trypan Blue Assay法計算細胞存活率。實驗結果顯示，三種變因下

均能得到大於三成的傳遞率（此時細胞存活率由 14-49%不等）；若以

存活率為主要考量，則於七成以上存活率的情形下，傳遞率也有一成

至二成。 

若以基因傳遞率或細胞存活率為縱軸，量化後的穴蝕效應為橫

軸，於單一變因下可發現基因傳遞率/細胞存活率對於穴蝕效應量具

有高度線性相關性，顯示在本研究能達到的超音波能量範圍內，基因

傳遞率/細胞存活率可由穴蝕效應量來預測。若將三種變因的基因傳

遞率/細胞存活率結果合併，可觀察到抽離超音波參數後，基因傳遞

率/細胞存活率對於量化的穴蝕效應值亦具有高度線性相關的特性，

此結果顯示不論超音波參數為何，基因傳遞實驗的結果主要取決於微

氣泡破裂的整體能量的大小，故只要能有效提高穴蝕效應強度的方
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法，應都能增強基因傳遞的效果。此結果也顯示以量化的穴蝕效應結

果預測基因傳遞率/細胞存活率是可行的，對於活體細胞實驗而言，

能有效地預測基因傳遞實驗結果以提供細胞實驗時的參數調整範

圍，對於提高實驗的整體效率具有很大的助益。 

未來工作方面，首先將以不同的細胞株進行實驗，驗證基因傳遞

率/細胞存活率對於量化穴蝕效應的趨勢在不同細胞株中是否亦具有

高度線性相關性。若此關係存在，則表示對於不同種類的細胞，以量

化的穴蝕效應對基因傳遞實驗結果進行預測是可行的方法。另外，本

研究觀察的「基因傳遞」現象僅止於「DNA 由細胞外部進到細胞內

部」的過程，此過程僅為 DNA 進入細胞，但 DNA 進細胞並表現出

所需的蛋白質才是基因治療最終的目的，因此未來工作也將使用 GFP 

DNA 作為欲轉殖的基因，以最後表現綠色螢光蛋白質的細胞比率作

為基因轉殖（傳遞）率的依據，再檢驗其與量化的穴蝕效應之關聯。 

未來工作還有設計超音波波形以有效誘發穴蝕效應，並以共振

頻、次諧波與二階諧波之串接或重疊法為主。不同的微氣泡特性亦可

能為影響穴蝕效應與基因傳遞的因素之一，其原因就在於殼層性質與

內部包覆的氣體不同。目前本實驗室已能自製包覆空氣的微脂體與包

覆全氟碳化物（perfluorocarbon, PFC）氣體的微氣泡，並將其粒徑控

制在數微米的大小。包覆空氣的微脂體殼層成分為 PE（1,2, 

distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine ） 、 PC

（L-α-phosphatidylcholine）、PG（L-α-phosphatidyl-DL-glycerol）與

CH（cholesterol），其製作流程如圖 5-1： 
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圖 5-1：微脂體製作流程圖。

 63



 

包覆PFC氣體的微氣泡使用人類血清白蛋白（human serum 

albumin, HSA）作為殼層成分，內部氣體成分為PFP（perfluoropentane, 

C5F12）。由於C5F12的沸點為 29℃，因此製作方法為先將去離子水、

HSA與C5F12的混合液以超音波震碎機震成乳白狀液（emulsion, 此時

溶液中為HSA包覆C5F12液滴的結構），再於 37℃恆溫環境中使微氣泡

氣體充分形成，製備流程圖如圖 5-2。 
 

 

PFP liquid 
PFP gas bubble 

generated 
water 

emulsion albumin 

sonication 

ice bath ice bath 37°C water bath 

 
 

圖 5-2：PFP微氣泡製作流程圖。

目前本實驗室已可做出初步的微脂體微氣泡與 PFP微氣泡，其外

觀如圖 5-3與圖 5-4，粒徑約控制於 10µm內，但穩定度仍需再改善。 

 
 

圖 5-3：微脂體微氣泡外觀，紅色尺規的長度為 5µm。
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0 min 10 min 20 min 30 min

40 min 50 min 60 min 70 min

圖 5-4：PFP微氣泡外觀，圖片右上角數字為 37℃溫水浴時間。
紅色尺規的長度為 5µm。 

 

 

另外，微氣泡的靶向功能（targeting）亦能提升基因治療或藥物

傳遞的效率。製作微脂體時使用的 biotin-DOPE（圖 5-1）即為銜接配

位體（ligand）與微脂體間的分子。配位體為一種能與腫瘤細胞表面

的腫瘤標記（tumor marker）相對應的蛋白質，若能針對特定的腫瘤

細胞找出相對應的配位體，再將該配位體黏附於我們製作的微脂體

上，則微脂體進入活體後便能大量聚集於腫瘤處，此時再進行穴蝕效

應，即可達成具靶向性的基因治療，此亦為未來工作之一。靶向性的

基因治療如圖 5-5。 
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 圖 5-5：以微氣泡靶向功能示意圖。(a)攜帶配位體的微氣泡散布
於血液中；(b)微氣泡接近腫瘤細胞；(c)微氣泡上的配位體與腫瘤
細胞表面的瘤標標記相結合，此時再施以能誘發穴蝕效應的能

量，即可進行藥物或 DNA的釋放，達到基因治療的效果。 
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