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亚微米级荧光脂质微泡的制备及其肝脏成像的实验研究
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　　［摘要］　目的　制备荧光标记的脂质微泡，检测一般物理性质、荧光标记情况以及评价在兔肝脏的显影效果。方法
　用二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）溶解细胞膜绿色荧光分子探针（３，３ｄｉｏｅｔａｄｅｅｙｌｏｘａｅａｒｂｏｅｙａｎｉｎｅｐｅｒｅｈｌｏｒａｔｅ，ＤｉＯ）
后，抽取少量溶解液加至脂质冻干粉内与溶媒液相溶，全氟丙烷置换瓶内空气，最后机械振荡仪高速振荡制成带有荧光标

记的脂质微泡，检测其微泡的一般物理性质、荧光标记情况；随机选取６只健康新西兰大白兔，雄性，体质量２．０～２．５ｋｇ，
经兔耳缘静脉团注荧光微泡后动态观察微泡在兔肝实质的显影效果，手术切取部分肝脏，冰冻切片后在荧光显微镜下观

察荧光素在肝脏内的分布情况。结果　 荧光标记的脂质微泡形态呈圆形，大小均一，微泡浓度范围（４～７）×１０９／ｍＬ，微
泡粒径为（４２９±１１９）ｎｍ，激光共聚焦显微镜下微泡外壳被绿色光圈环绕。兔肝脏造影可见持续饱满的增强显影效果，荧
光显微镜下肝脏内荧光素面积分布较少。结论　 荧光标记的脂质微泡大小均一，粒径大小达到进入肺循环标准，在兔肝脏
内显影效果显著。
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　　近年来，随着超声分子靶向造影、微泡介导的基因
转染和药物释放等基础研究的深入开展［１－４］，对微泡

造影剂进行荧光标记成为研究的有力工具之一［５－８］。

荧光标记微泡有利于在活体成像中追踪微泡的靶向结

合情况，或者定量分析微泡的靶向释放药物能力［９］。

荧光微泡的制备不仅要求携带足够的荧光物质产生荧

光影像，而且具有超声造影显像能力。如此，当利用超

声空化作用击破微泡时，荧光物质在组织中的分布具

有一定代表药物释放分布的功能，如同药物在肿瘤周

围聚集以便达到化疗作用［１０］。因此，本研究的目的是

研制出一种带有荧光标记的亚微米级脂质微泡，血球

计数板测其浓度、粒度分析仪测其粒径大小、激光共聚

焦显微镜观察荧光标记情况以及评估荧光微泡在兔肝

实质的显影效果，为下一步的代表载药微泡的超声释

放作用的研究提供前期研究基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
　　二棕榈酰磷脂酰胆碱（ＤＰＰＣ）、二棕榈酰磷脂酰乙醇胺
（ＭＰＥＧ２０００）、细胞膜绿色荧光分子探针ＤｉｏＣｌ８（３，３ｄｉｏｅｔａｄｅ
ｅｙｌｏｘａｅａｒｂｏｅｙａｎｉｎｅｐｅｒｅｈｌｏｒａｔｅ，以下简称 ＤｉＯ）（碧云天生物技术
研究所）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、全氟丙烷（核工业理化工程研
究所）、激光共聚焦显微镜（德国，Ｌｅｉｃａ）、荧光显微镜（德国，
Ｌｅｉｃａ）、德国西门子ＡｃｕｓｏｎＳ２０００彩色多普勒超声诊断仪，９Ｌ４
高频探头，频率４～９ＭＨｚ。

１．２　实验动物
　　６只健康新西兰大白兔，雄性，体质量２．０～２．５ｋｇ，由第三
军医大学新桥医院实验动物中心提供。

１．３　实验方法
　　按一定比例将ＤＰＰＣ、ＭＰＥＧ２０００等脂质成分充分混悬，制
备成脂质冻干粉备用；常温下用二甲基亚砜溶解少许ＤｉＯ制成
溶解液，抽取少量加至脂质冻干粉内，溶媒液溶解后全氟丙烷

置换瓶内空气，机械振荡仪高速振荡６０ｓ即成功制备带有ＤｉＯ

标记的脂质微泡。肉眼观其外观并将瓶身静置５ｍｉｎ后从瓶底
抽取少量混悬液滴于载玻片上，盖玻片封片后置于激光共聚焦

显微镜下观察荧光脂质微泡的形态及荧光标记情况。生理盐

水稀释荧光微泡１００倍后，血球计数板计算荧光微泡浓度、激光
粒度分析仪测定荧光脂质微泡的粒径大小及其粒度分布情况。

１．４　体内显影
　　随机抽取 ６只健康新西兰大白兔，２％戊巴比妥钠
（０２ｍＬ／ｋｇ）经耳缘静脉麻醉，随后建立静脉通道，仰卧位四肢
固定，上腹部肝脏区域用８％硫化钠备皮。造影时，机械指数
（ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｉｎｄｅｘ，ＭＩ）为０．０７，增益为８ｄＢ，显像深度固定为
４．５ｃｍ，时间增益补偿（ｔｉｍｅｇａｉｎｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ，ＴＧＣ）、聚焦范围
等参数固定不变。常规基波超声扫查获取肝右叶断面后，切换

至２次谐波造影成像模式，将０．０２ｍＬ／ｋｇ的荧光脂质微泡团
注入兔耳缘静脉，并尾追３ｍＬ生理盐水，观察造影后肝脏的显
影时间和显影效果。随后手术切取部分肝脏，锡箔纸包裹，放

入－２０℃冰箱，第２天包埋剂包埋，冰冻切片厚约５μｍ，即刻
在荧光显微镜下观察荧光素在肝脏内的分布情况。

２　结果

２．１　ＤｉＯ标记的脂质微泡的检测结果
　　肉眼外观呈黄色凝乳状悬液，激光共聚焦显微镜下观察，
微泡形态规则，呈圆形，大小均一，分散良好（图１Ａ），微泡外壳
上被绿色光圈包绕（图１Ｂ），微泡浓度范围（４～７）×１０９／ｍＬ，
马尔文激光粒度仪（Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００）测得微泡粒径为（４２９±
１１９）ｎｍ，其中９０％粒径小于１μｍ，可进入肺循环（图１Ｃ）。

２．２　体内显影
　　兔耳缘静脉注射荧光微泡造影剂后，常规基波超声扫查获
取肝右叶断面，切换至２次谐波成像模式下观察，肝内血管于
注射荧光微泡７ｓ后开始显影，１０ｓ后肝实质回声开始增强，
２３ｓ后实质回声达到高峰，４０ｓ后仍持续增强（图２）。

２．３　荧光显微镜下观察荧光素在肝脏内的分布
　　兔耳缘静脉注射荧光脂质微泡后，肝细胞肝小叶内可见绿
色荧光分布，内部可见散在细小荧光颗粒，虽然强度较弱，但是

还是能说明荧光脂质微泡具有示踪作用（图３）。
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Ａ：白光图（激光共聚焦显微镜 ×８００）；Ｂ：激发荧光图（激光共聚焦显微镜 ×８００）；Ｃ：粒径分布图（Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００）

图１　荧光微泡的激光共聚焦图与粒径分布图
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Ａ：造影前；Ｂ：注射造影剂７ｓ；Ｃ：注射造影剂１０ｓ；Ｄ：注射造影剂２３ｓ；Ｅ：注射造影剂４０ｓ

图２　兔肝脏超声造影声像图

图３　兔耳缘静脉注射荧光微泡后荧光素在肝脏内的分布
（荧光显微镜 ×２００）

３　讨论

　　荧光微泡的应用领域主要集中在：①示踪作用：荧
光微泡在治疗超声连续爆破作用下可渗入到血栓内

部，便于观察血栓内部荧光素的分布情况，这样更有助

于观察超声空化的助溶效应［９］。此外，经股静脉注射

ＤｉＩ标记的两种不同的微泡造影剂，荧光显微镜下观察
其在大鼠肠系膜静脉中的运动情况，发现其流速均基

本与红细胞相似，因此可以作为红细胞的示踪剂［８］。

②作为靶向微泡的荧光标记物：ＦＩＴＣ及ＤｉＯ两种荧光
物质均可标记靶向微泡，如 Ｏｔａｎｉｋ等［１１］用 ＦＩＴＣ标记
的靶向微泡荧光强度要高于非靶向微泡。Ｙａｎｇ等［７］

等用ＤｉＯ标记一种脂多糖激活的血管内皮细胞黏附
分子靶向微泡，此靶向微泡可以在体外与动脉粥样硬

化斑块黏附，证实了特定的配体携带的微泡在超声分

子成像或超声靶向给药方面具有很大的应用潜力。

　　目前，荧光微泡的制备方法有：①静电吸附法：采
用静电吸附方法使 ＦＩＴＣ标记的抗体与微泡结合因此
得到靶向荧光微泡。②超声振荡法或机械振荡法：将
普通微泡脂质溶液与等体积适当浓度的 ＤｉＯ溶液混
合，经机械振荡或者超声振荡充分混匀，得到荧光标记

的脂质微泡。③直接标记法：将荧光染料 ＤｉＩ或 ＤｉＯ
用有机溶液溶解后与造影剂脂质材料、糖液及表面活

性剂按一定比例水合成溶液，混匀，即制备出荧光标记

的脂质微泡［６］。

　　本研究中的 ＤｉＯ脂质微泡采用两种方法：①ＤｉＯ
是一种亲脂性成膜材料，可以直接与脂质相溶，加入到

脂质冻干粉里，再予以溶媒液溶解，操作方便。②由于
脂质材料携带负电荷，ＤｉＯ携带正电荷，将两者结合起
来属于静电吸附法；然而，在制备方法上，绝大部分用

ＦＩＴＣ标记携带抗体的靶向微泡因携带大分子抗体和
荧光物质，微泡体积往往较普通微泡明显增大７倍，浓
度降低了１００倍［１２］，而且洗涤多次后荧光强度明显减

弱［５］，改变了微泡的理化性质。③由于 ＦＩＴＣ是亲水
性荧光物质，不能单独与脂质微泡相连接，只能标记抗

体或者蛋白才能与微泡相连接，具有一定的局限性。

本实验采取在微泡成泡之前加入 ＤｉＯ，ＤｉＯ与微泡膜
上的脂质大分子充分结合，这样进入微泡膜后只是标

记在微泡壳上，既未影响微泡体积、粒径，也未影响微

泡浓度。作为一种长效示踪剂，荧光强度更强于 ＦＩＴＣ
标记抗体的靶向微泡，性能更稳定，不容易淬灭，稀释

过后荧光强度未见减少。在动物体内显影方面，注射

标记ＤｉＯ的脂质微泡后，与普通微泡相比，兔肝脏实质
回声显著并且持续增强，证明加入荧光物质ＤｉＯ后并不
影响在动物体内的显影效果，也未发生肺栓塞现象。

　　研究报道直径大于７００ｎｍ的微泡就不能穿透血
管内皮间隙，大大减弱了药物或者基因的运输能

力［１３］。本研究中的微泡粒径小于１μｍ，属于亚微米
级微泡，能够顺利通过血管内皮间隙，其表面效应比微

米级微泡大，是一种非常好的载体，可以携带基因及药

物，使其包裹在微泡壳的表面或者两层脂质膜之间，性

能稳定，在激光共聚焦显微镜下可以观察到微泡外壳

明亮的绿色光圈环绕。然而对于一些细小的管腔（诸

如淋巴管），管壁薄，普通的微米级微泡不能完全通

过，这就需要１μｍ以下的亚微米级微泡来进行对淋
巴管及淋巴结显影，经文献证实增强效果好并且时间

持续长［１４］，为以后的载药微泡淋巴管超声释放奠定实

验基础。

　　作为代表载药微泡药物分布的功能，在通过荧光
显微镜的观察下可以直观地了解到荧光素在肝脏内的
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分布情况，在肝细胞膜表面及肝小叶均可看到荧光素

分布，不仅能证实肝脏 Ｋｕｆｆｅｒ细胞对脂质微泡有吞噬
作用［１５］，起到对肝脏的示踪效果，更能完全说明荧光

微泡作为一种代表药物分布的功能是可以在肝脏内达

到分布作用的。但是微泡随着血液循环代谢后，荧光

素不能高浓度聚集在肝实质内，因而荧光强度较弱，分

布较少，所以就需要超声激励释放实验来证实荧光物

质是否能够在靶器官高浓度聚集，因此提出假设，那就

是局部靶点注射ＤｉＯ标记的脂质微泡，通过超声空化
的激励作用局部释放使荧光物质聚积在靶器官，达到

高浓度聚集，在激光共聚焦显微镜下较直观了解荧光

物质在靶组织的分布情况，需要下一步的实验实施。

　　综上所述，荧光标记物在脂质微泡的研究领域中
不仅起到了标记、示踪的作用，还可以模拟载药微泡来

代表药物分布的作用。本实验的研究运用荧光物质的

标记功能成功制备了荧光脂质微泡以便模拟载药微

泡，但是考虑到各种药物的理化性质不同，因而在以后

的载药微泡制备中需要完全了解药物的分子式和理化

性质，以便提高与脂质微泡的相溶性，达到最佳药效。
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错姓、错名或姓名全错。英、美人姓名的习惯写法是：名名姓，“名”可以有１个、２个或３个，但“姓”只有１个。
因此，从书籍或期刊中的姓名转录到文献时，要将次序调整为姓名名。姓是不可以简写的；“名”可以缩写，用第
一个字母大写，不用缩写点。数据库在著录作者姓名时，已经调整为姓名名，可照录。
　　例如：ＪｏｈｎＱｕｉｎｃｙＰｕｂｌｉｃ写为ＰｕｂｌｉｃＪＱ。
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