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　　［摘要］　目的　制备靶向卵巢癌的纳米超声微泡造影剂，鉴定其理化特性并观察其体外寻靶能力。方法 　采用冷
冻干燥超声法制备非靶向纳米超声微泡造影剂（ＮＮＭｂ），通过生物素－亲和素桥连法，将生物素化的促黄体生成素释放
激素（ｌｕｔｅｉｎｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ－ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨＲＨ）与ＮＮＭｂ连接，制备靶向卵巢癌的纳米超声微泡造影剂（ＬＨＲＨＮ
Ｍｂ）。观察微泡镜下形态以及室温下保存时间。ｚｅｔａ检测仪检测粒径范围、表面电位，流式细胞术检测二抗分别与ＬＨＲＨ
ＮＭｂ、ＮＮＭｂ结合率，光镜下观察 ＬＨＲＨＮＭｂ与 ＬＨＲＨ受体过表达的人卵巢癌 ＯＶＣＡＲ３细胞结合情况。结果　
ＮＮＭｂ、ＬＨＲＨＮＭｂ两种微泡成功制备，两者外观圆整，分布均匀，粒径大小分别为（３７２±４５）、（５１１±６４）ｎｍ，集中于
３６０ｎｍ与５０８ｎｍ，两者粒径大小比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。两种微泡电位分别为（－１４．５±０．５）、（－１４．６±
０．８）ｍＶ。室温下保存１６ｄ后，ＬＨＲＨＮＭｂ理化特性与刚制备时无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。二抗与ＬＨＲＨＮＭｂ、ＮＮＭｂ
结合率分别为７５．６％、０．８３％，两者比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。光镜下 ＯＶＣＡＲ３细胞周围可见 ＬＨＲＨＮＭｂ围绕或
粘附，呈花环样结构，这种靶向结合能被生物素化的ＬＨＲＨ抗体预先阻断。结论　 通过冷冻干燥超声法和生物素亲和素
桥连法，可成功制备靶向卵巢癌的纳米超声微泡造影剂，此微泡粒径小、稳定性高，且能体外靶向高效结合人卵巢癌

ＯＶＣＡＲ３细胞。
　　［关键词］　 促黄体生成素释放激素；纳米脂质体；超声造影剂；靶向性；卵巢癌
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　　卵巢癌死亡率居妇科恶性肿瘤之首［１］，因其发病

隐匿，８０％的患者就诊时已属中晚期［２］，因此如何早

期定性、定位诊断卵巢癌是提高患者生存率的关键。

目前应用的 ＣＡ１２５和最新研究的人附睾分泌蛋白４
等血清学指标有助于提高卵巢癌的诊断，但其特异性

低限制了它们在临床上的进一步应用［３－５］。随着超声

造影技术的发展，人们开始把早期发现卵巢癌的目光

投向了无创的超声分子显像［６］。超声分子显像的关

键是制备纳米级、靶向性微泡造影剂。纳米级微泡造

影剂具有血管穿透力强和聚集显像特点［７］，回声反射

极低的细微散射体穿透血管后大量聚集于病灶，在靶

区产生明显增强信号，从而在增强靶区显影的同时保

持了尽可能低的背景干扰。将特异性抗体或配体连接

到微泡表面，构建出肿瘤靶向性微泡造影剂，为超声靶

向显像肿瘤提供了新的思路。研究表明，促黄体生成

素释放激素 （ｌｕｔｅｉｎｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，
ＬＨＲＨ）受体在卵巢癌细胞中过表达，而在正常组织中
几乎不表达［８－９］。基于以上认识，如果将 ＬＨＲＨ抗体
链接到纳米级微泡表面，血管穿透力极强的纳米微泡

到达靶区后，通过微泡表面连接的抗体与卵巢癌细胞

表面过表达的ＬＨＲＨ受体结合，能选择性聚集并较长
时间驻留于靶组织和器官，从而产生分子水平显像，显

著提高超声对早期病变组织的检测能力。本研究主要

探讨靶向卵巢癌的纳米超声微泡造影剂（ＬＨＲＨＮ
Ｍｂ）的制备，并验证其在体外对卵巢癌细胞的主动寻
靶能力，为超声早期特异性显像卵巢癌提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　二棕榈酰磷脂酰胆碱（ＤＰＰＣ）、生物素化二棕榈酰磷脂酰

乙醇胺（ＤＳＰＥＰＥＧ２０００Ｂｉｏｔｉｎ，美国 Ａｖａｎｔｉ），生物素化 ＬＨＲＨ

抗体、罗丹明羊抗兔ＩｇＧ（北京博奥森生物技术有限公司），全
氟丙烷（Ｃ３Ｆ８，重庆医科大学超声影像学研究所），亲和素、人卵
巢癌ＯＶＣＡＲ３细胞、ＭｃＣｏｙｓ５Ａ培养基（武汉博士德公司）。

１．２　细胞培养
　　ＯＶＣＡＲ３细胞用含１０％灭活小牛血清的 ＭｃＣｏｙｓ５Ａ培养
基培养，置于３７℃、５％ ＣＯ２孵箱培养，每４～６天传代１次，实
验取对数生长期细胞。

１．３　ＬＨＲＨＮＭｂ的制备
　　ＤＰＰＣ、ＤＳＰＥＰＥＧＢｉｏｔｉｎ混合在容器里形成混悬液，经冷冻
干燥法于西林瓶中冷冻干燥，待冻干处理后加入１ｍＬ配制好
的水合液（甘油，ＰＢＳ）重新水合，然后缓慢注入全氟丙烷气体
以置换西林瓶头部的空气，最后采用水平往复式超声机械振

荡，振荡９０ｓ，形成乳白色液体，４℃静置分层，弃去下清液。纯
化微泡３次，收集上层乳白色液体加入１ｍＬＰＢＳ中，非靶向生
物素化脂质纳米微泡（ＮＮＭｂ）制备完毕。６０Ｃｏγ射线灭菌后，光
学显微镜观察微泡形态、分布，ｚｅｔａ检测仪测定粒径分布、电位。
取上述制备的１００μＬＮＮＭｂ与饱和量的１００μｇ亲和素超声
振荡反应３０ｍｉｎ，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ去下清液，ＰＢＳ冲洗３
次收集上层微泡。将所收集的上层微泡与饱和量的５μｇ生物
素化ＬＨＲＨ抗体超声振荡反应３０ｍｉｎ，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ去
下清液，ＰＢＳ洗涤３次，收集上层微泡，靶向卵巢癌的纳米微泡
造影剂制备完毕。灭菌后同法检测ＬＨＲＨＮＭｂ理化特性及室
温下保存时间。

１．４　ＬＨＲＨＮＭｂ与二抗结合率测定
　　将罗丹明标记的二抗加入１００μＬ的 ＬＨＲＨＮＭｂ，对照组
将罗丹明标记的二抗加入含有亲和素的１００μＬＮＮＭｂ，两组
均３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，洗涤后荧光显微镜下观察，流式细胞
检测仪检测结合率。

１．５　体外寻靶与阻断实验
　　将ＯＶＣＡＲ３细胞与ＬＨＲＨＮＭｂ常温下孵育３０ｍｉｎ，冲洗
掉游离微泡，光镜下观察 ＬＨＲＨＮＭｂ与细胞结合情况。预先
将生物素化 ＬＨＲＨ抗体与 ＯＶＣＡＲ３细胞常温下共孵育
３０ｍｉｎ，再加入ＬＨＲＨＮＭｂ微泡常温下共孵育３０ｍｉｎ，光学显
微镜下观察ＬＨＲＨＮＭｂ与细胞结合情况。
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１．６　统计学方法
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＡＳ１０．０统计软件进行两独立样
本比较ｔ检验。

２　结果

２．１　ＮＮＭｂ、ＬＨＲＨＮＭｂ的理化性质
　　两种微泡理化性质见表１。ＬＨＲＨＮＭｂ外观圆整，分布均
匀，无聚集，见图１。室温下保存１６ｄ，粒径、电位与刚制备时无
统计学差异（Ｐ＞０．０５）；１７ｄ后微泡开始变形，大小不一，有聚
集现象，分布不均。

表１　ＮＮＭｂ、ＬＨＲＨＮＭｂ的理化性质

　　微泡 颜色 分布与形态 粒径 （ｎｍ） 电位 （ｍＶ）

ＮＮＭｂ 乳白色 均匀，外观圆整 ３７２±４５（集中于３６０） －１４．５±０．５

ＬＨＲＨＮＭｂ

　新鲜制备 乳白色 均匀，外观圆整 ５１１±６４（集中于５０８）ａ －１４．６±０．８

　室温１６ｄ后 乳白色 均匀，外观圆整 ５１８±６６（集中于５０８）ａ －１４．８±０．７

ａ：Ｐ＜０．０５，与微泡ＮＮＭｂ比较

图１　光镜下观察ＬＨＲＨＮＭｂ的分布　（×４００）

２．２　ＬＨＲＨＮＭｂ与二抗结合率
　　生物素化ＬＨＲＨ抗体通过亲和素与 ＮＮＭｂ连接，连续洗
涤４次后，在荧光显微镜下仍然可观察到明亮的荧光，流式细
胞检测显示ＬＨＲＨＮＭｂ与二抗结合率为７５．６％，见图２Ａ。而
ＮＮＭｂ与二抗结合极少，荧光显微镜下几乎无荧光亮度，流式
细胞检测结合率仅为０．８３％，见图２Ｂ，结合率比较有统计学差
异（Ｐ＜０．０５）。
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Ｍ１：阴性对照；Ｍ２：特异性结合

图２　流式细胞仪检测纳米微泡ＮＮＭｂ（Ａ）与ＬＨＲＨＮＭｂ（Ｂ）

与二抗结合率

２．３　体外寻靶与阻断实验
　　光镜下可见 ＬＨＲＨＮＭｂ环绕或粘附于 ＯＶＣＡＲ３细胞周
围，呈花环样结构，见图 ３。预先将生物素化 ＬＨＲＨ抗体与
ＯＶＣＡＲ３细胞共孵育后，细胞周围无 ＬＨＲＨＮＭｂ环绕或粘
附，未见花环形成，见图４。

图３　纳米微泡ＬＨＲＨＮＭｂ环绕ＯＶＣＡＲ３细胞周围形成

花环样结构 　（光镜 ×２００）

图４　预先将生物素化ＬＨＲＨ阻断后，ＬＨＲＨＮＭｂ与ＯＶＣＡＲ３

不能结合　（光镜 ×２００）

３　讨论

　　８０％的卵巢癌患者确诊时已属中晚期［２］，这是造

成患者死亡率较高的重要原因。靶向超声分子显像技

术为早期定性、定位诊断卵巢癌提供了可能。本研究

对靶向超声分子显像中的关键技术———制备纳米级、

靶向性微泡进行了探讨。

　　本实验通过冷冻干燥超声法和生物素亲和素桥
连法［１０］制备出的ＮＮＭｂ和ＬＨＲＨＮＭｂ粒径分别为
（３７２±４５）、（５１１±６４）ｎｍ，集中于 ３６０、５０８ｎｍ。推
测，ＬＨＲＨＮＭｂ较ＮＮＭｂ粒径偏大可能是生物素化
ＬＨＲＨ抗体占据了空间。体外寻靶试验显示，过表达
ＬＨＲＨ受体的人卵巢癌 ＯＶＣＡＲ３细胞能与 ＬＨＲＨＮ
Ｍｂ充分结合，形成花环，而预先用生物素化ＬＨＲＨ抗
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体对ＯＶＣＡＲ３细胞表面受体进行饱和结合。细胞周
围无ＬＨＲＨＮＭｂ环绕或粘附，未见花环形成，充分说
明ＬＨＲＨＮＭｂ通过其表面链接的生物素化ＬＨＲＨ抗
体与卵巢癌细胞表面上的受体实现了靶向结合。尽管

本研究制备的 ＬＨＲＨＮＭｂ粒径稍大，但还是处于纳
米水平，在血管内皮间隙范围之内［１１］，血管穿透力极

强的纳米微泡超声造影剂到达靶区后，通过表面链接

的ＬＨＲＨ抗体与卵巢癌细胞表面高表达的 ＬＨＲＨ受
体结合，就能选择性聚集并较长时间驻留于靶组织和

器官，回声反射极低的纳米细微散射体在靶区产生明

显增强信号的同时又保持了尽可能低的背景噪声，因

而ＬＨＲＨＮＭｂ是一种理想的分子显像造影剂。基于
这种靶向造影剂介导的分子水平显像，理论上极大地

提高了超声对早期卵巢癌的检测、分辨能力。另外，

ＬＨＲＨＮＭｂ性质稳定，常温下保存半个月其理化性质
无改变，为 ＬＨＲＨＮＭｂ用于下一步的体内实验提供
了可能。

　　体外实验环境单一、干扰因素少。体内试验时，循
环中的造影剂首先受到血液稀释浓度降低，还要克服

在高速血流中强大的血管剪切力、机体的吞噬免疫反

应等诸多破坏其稳定性的因素［１２］，因此，要想 ＬＨＲＨ
ＮＭｂ在体内实验中实现高效、靶向性，很大程度上要
依赖生物素化 ＬＨＲＨ抗体在纳米微泡表面的含量以
及它与微泡的结合牢固程度。

　　生物素与亲和素间具有极高的亲和力，其反应呈
高度专一。生物素化抗体与亲和素能快速结合，反应

不受外界干扰且有高度特异性和稳定性，也不影响抗

体的活性，不会在孵育和各种洗涤过程中脱落，而且在

有机溶剂或变性剂较大的变化范围内均能稳定存

在［１０］。本实验以亲和素为中介，将生物素化ＬＨＲＨ抗
体和ＮＮＭｂ链接，制备出 ＬＨＲＨＮＭｂ，尽管多次冲
洗，流式细胞仪检测结果显示二抗与微泡结合率仍有

７５．６％，而ＮＮＭｂ和二抗结合率仅为０．８３％。本研
究在对照组中也添加了等剂量的亲和素，目的是排除

在ＬＨＲＨＮＭｂ制备过程中添加的亲和素所致结合率
增加，实验结果充分说明生物素化 ＬＨＲＨ抗体能高
效、牢固结合在纳米微泡表面，而这种高效、牢固结合

正是ＬＨＲＨＮＭｂ在体内应用的前提条件。
　　尽管靶向性纳米微泡还存在较多问题，如其制备
技术复杂，在血液中稳定性有待提高，还要克服抗体产

生的免疫反应，但是，随着技术的改进和认识的深入，

我们有理由相信靶向超声分子显像作为一种无创检测

手段将在肿瘤的早期诊断中具有极大的研究价值和应

用潜力。
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