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高强度聚焦超声诱导阿苯达唑热敏脂质体杀伤原头蚴的实验研究
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　　［摘要］　目的　探索高强度聚焦超声（ｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＨＩＦＵ）诱导阿苯达唑热敏脂质体
（Ａｌｂｅｎｄａｚｏｌｅｔｈｅｒｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＴＳＬＡＢＺ）杀伤原头蚴的效果。方法　采用薄膜分散法制备阿苯达唑热敏脂质体。
设立假照超声组，单纯 ＨＩＦＵ组，ＨＩＦＵ＋ＡＢＺ水剂１００μＬ组，ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１００μＬ组，ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ２００μＬ组，
ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ３００μＬ组，ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ６００μＬ组，ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１０００μＬ组，实验组为原头蚴悬液１ｍＬ加入含
不同浓度的脂质体ＰＢＳ缓冲液１ｍＬ，每组均予以ＨＩＦＵ７５Ｗ×１２ｓ进行照射，处理后悬液行伊红染色，光镜下观察原头蚴
形态改变并计数死亡率；琼脂糖固定原头蚴切片，ＨＥ染色观察。结果 　制备的阿苯达唑热敏脂质体形态规则且分散性
良好，与高强度聚焦超声联合使用后，对原头蚴的杀伤有很好的效果。其中ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１０００μＬ组杀伤效果最为显
著，形态观察可见皮层破坏严重，钙颗粒消失，空泡化明显，头钩脱落，部分结构甚至消失，死亡率较其他各组更高［（８８．２５±
００１），（Ｐ＜００１）］。结论 　ＨＩＦＵ联合ＴＳＬＡＢＺ对原头蚴的杀伤效果均优于单纯使用 ＨＩＦＵ照射。ＨＩＦＵ功率一定时，
在一定ＴＳＬＡＢＺ浓度范围内，原头蚴的死亡率随药物浓度的增加而升高。
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　　包虫病是细粒棘球蚴绦虫中绦期幼虫（即原头
蚴）感染所致的一种常见人畜共患病，该病好发于肝

脏、肺脏及脑等人体最重要的器官，其中肝脏发病率高

达６４．９６％［１］，严重影响人类健康。目前，手术仍是治

疗的首选，但术中囊液泄露和术后留有的空腔，常导致

包虫残腔感染、胆漏、复发和播散等并发症。高强度聚

焦超声（ｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔａｒａｓｏｕｎｄ，ＨＩＦＵ）作为
一项新兴技术已普遍应用于实体肿瘤的治疗，无创或

微创是其最突出的特点［２］。我们前期的研究已证实

ＨＩＦＵ具有热效应、机械效应及空泡效应，对杀伤原头
蚴有显著的作用，但无法杀灭病变部位全部的原头蚴。

　　阿苯达唑为临床治疗包虫病的首选药物，其在体
内分布广泛，无法集中于靶组织，治疗效果欠佳［３］。

近年来，脂质体（Ｌｉｐｏｓｏｍｅ）作为药物载体成为国内外
研究的热点，热敏脂质体是脂质体的一个新分支，具有

广阔的发展前景［４］。本实验旨在利用ＨＩＦＵ的热效应
诱导热敏脂质体靶向释药，提高阿苯达唑的生物利用

度，探讨两者结合能否增强对离体原头蚴的杀伤效力。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　原头蚴标本　　感染棘球蚴的羊肝采集于青海省西宁
市某屠宰场，从自然感染细粒棘球蚴的藏西羊体内取出病肝放

入冰盒中备用。７５％的乙醇溶液洗净棘球蚴包囊表面，１０ｍＬ
无菌针筒垂直穿刺包囊，抽取含有原头蚴的囊液，收集于２０ｍＬ
试管中。活力较好的原头蚴很快沉淀于管底，弃上清后再加入

含有双抗（青霉素和链霉素）的生理盐水反复漂洗。０．４％伊红
染液观察其活力，调整悬液密度，装于聚乙烯试管中，制成

５０００～６０００个／ｍＬ的悬液，每管１ｍＬ。
１．１．２　主要试剂　　热敏脂质体（批号２０１３０７１０），采用薄膜
分散法制备阿苯达唑热敏脂质体（ＴＳＬＡＢＺ）和热敏空白脂质
体，颗粒粒径为８００～１０００ｎｍ，灭菌操作，钴６０照射消毒后使
用，用前混匀溶液）。阿苯达唑标准品（中国食品药品检定研究

所）、阿苯达唑标准品悬液（ＡＢＺ水剂，批号２０１３０７１０，称量后
混合制得），配置浓度与ＴＳＬＡＢＺ一致。
１．１．３　主要仪器　　ＪＣ２００型ＨＩＦＵ治疗系统，由青海大学附
属医院介入科提供。该系统主要由可调功率发生器、治疗探

头、治疗床、机械控制系统及 Ｂ超监控系统等组成。治疗头工
作参数：探头直径１５０ｍｍ，聚焦焦距１１０ｍｍ，输出功率０～４００Ｗ，
频率１．０ＭＨｚ。ＺＸ９８１型旋转蒸发仪（上海仪表电机厂生产），
热电偶探针和温度测量仪（重庆仪表厂，精确度为±０．１°）

１．２　方法
１．２．１　热敏脂质体相关指标检测　　电镜、动态激光粒度分
析仪观测含药热敏脂质体镜下形态结构和粒径，低温离心法测

定药物包封率。

１．２．２　温度测试 ＨＩＦＵ最适辐照剂量　　取若干个相同聚乙
烯试管，加入１ｍＬＰＢＳ缓冲液，以超声辐照，测试辐照后液体
升温情况。ＨＩＦＵ辐照功率选取５０、７５、１００Ｗ３个功率进行测
试，单次辐照时长分别选取２ｓ和３ｓ。根据实验结果选取使热
敏脂质体达相变温度（４２℃）［５］的最适ＨＩＦＵ辐照功率和时间。
１．２．３　实验分组　　将制备好的原头蚴悬液分为８组，分别
为Ａ组（仅超声假照，设为对照组），Ｂ组（单纯 ＨＩＦＵ辐照）；
Ｃ组（ＨＩＦＵ辐照 ＋ＡＢＺ水剂１００μＬ），Ｄ组（ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ
１００μＬ），Ｅ组（ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ２００μＬ），Ｆ组（ＨＩＦＵ＋ＴＳＬ
ＡＢＺ３００μＬ），Ｇ组（ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ６００μＬ），Ｈ组（ＨＩＦＵ＋
ＴＳＬＡＢＺ１０００μＬ）。选择温度测试中适宜强度的 ＨＩＦＵ治疗
功率和辐照时间作为实验用超声剂量。以上各组每管悬液设

定４个平行管重复实验。
１．２．４　原头蚴死亡率测定　　辐照结束后，立即测定悬液温
度，轻轻混匀并取２０μＬ悬液滴到载玻片上，与０．４％伊红染液
按１∶１比例涂片，染色２ｍｉｎ，在低倍镜下观察原头蚴形态，记录
存活和死亡原头蚴数目。取每组中各平行管中活、死原头蚴数

的平均值，计算死亡率。

　　死亡率＝１－处理后原头节数目
处理前活原头节数目

×１００％

１．２．５　处理后病理检查　　将所有经过 ＨＩＦＵ及热敏脂质体
作用的原头蚴保存在４％多聚甲醛中，利用琼脂糖包埋原头蚴
制作石蜡切片，ＨＥ染色观察原头蚴的形态变化。

１．３　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计学分析，实验数据用
珋ｘ±ｓ表示，死亡率用χ２检验。

２　结果

２．１　热敏脂质体制备结果观察
２．１．１　透射电镜观察　　制备的热敏脂质体基本呈现均匀圆
球状，稍有粘连。空白热敏脂质体为中空球形，颜色较浅；含药

热敏脂质体为实心球形，颜色较深（图１）。

! "

Ａ：空白热敏脂质体（ＴＳＬ）；Ｂ：阿苯达唑热敏脂质体（ＴＳＬＡＢＺ）

图１　透射电镜观察各种脂质体的变化

２．１．２　热敏脂质体粒径和包封率　　ＴＳＬＡＢＺ的粒径在８００～
１０００ｎｍ，制备的ＴＳＬＡＢＺ粒径较均一，符合正态分布（图２）。
包封率计算结果为８２％左右。
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图２　ＴＳＬＡＢＺ的粒径分布

２．２　达相变温度时的ＨＩＦＵ辐照时间
　　以ＨＩＦＵ５０、７５、１００Ｗ３种功率辐照，结果可知单次辐照
时长为３ｓ较２ｓ能使ＰＢＳ缓冲液温度能更快达到热敏脂质体
相变温度。另外，测试选择ＨＩＦＵ辐照单次时长３ｓ，达到４２℃
的辐照功率时间为（７５Ｗ，１２ｓ）和（１００Ｗ，６ｓ）两组，出于安全性
考虑，选择前者作为本次实验的ＨＩＦＵ辐照剂量（表１、２）。

表１　不同剂量ＨＩＦＵ单次作用时长２ｓ辐照后的ＰＢＳ缓冲液
温度变化（℃）

辐照时间 ５０Ｗ ７５Ｗ １５０Ｗ

０ｓ ２６ １８ ２２

２ｓ ２８ ２１ ２５

４ｓ ３３ ２５ ２９

６ｓ ３４ ２６ ３４

８ｓ ３７ ２７ ３８

１０ｓ ３８ ３２ ４３

１２ｓ ３９ ３６ ４４

１４ｓ ３９ ４０ ４５

１６ｓ ４１ ４２ ４８

１８ｓ ４３ ４３ ４９

表２　不同剂量ＨＩＦＵ单次作用时长３ｓ辐照后的ＰＢＳ缓冲液温度变化（℃）
辐照时间 ７５Ｗ １００Ｗ
０ｓ ２２ ２６
３ｓ ２７ ３７
６ｓ ３０ ４２
９ｓ ３８ ４５
１２ｓ ４２ ４７
１５ｓ ４５ ５３

２．３　ＨＩＦＵ联合ＡＢＺ水剂或ＴＳＬＡＢＺ的效果比较
２．３．１　伊红染色　　光学显微镜下观察可见Ａ组视野范围内
原头蚴数目较多，未被染色，呈透明状，体积未有改变，内部结

构清晰可见；Ｂ组原头蚴部分死亡，浅红染，形态基本正常，结
构完整；Ｃ组和Ｄ组原头蚴固缩变小，染色稍加深，石灰小体数
目略有减少，未见皮层被膜破坏（图３）。
２．３．２　死亡率统计结果　　单纯 ＨＩＦＵ组、ＨＩＦＵ＋ＡＢＺ水剂
１００μＬ组、ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１００μＬ组死亡率均高于假照超声
组（χ２＝１４．５３８，χ２＝４６．００７，χ２＝８３．８５５，Ｐ＜０．０１），其中
ＨＩＦＵ＋ＡＢＺ水剂１００μＬ组和ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１００μＬ组又高
于单纯ＨＩＦＵ组（χ２＝９．４９５，Ｐ＜０．０２；χ２＝３１．１３１，Ｐ＜０．０１），
ＨＩＦＵ＋ＡＢＺ水剂１００μＬ组和ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１００μＬ组两组
无统计学差异（χ２＝６．４４５，Ｐ＞０．０５，表３）。

表３　原头蚴在 ＨＩＦＵ协同不同阿苯达唑脂质体下的死亡率变化
（总计３００个原头蚴）
组别　　　 活原头蚴数目（个） 死亡率（％）

Ａ组（假超声照射） ２５５．３２±８．２４ １２．８９±０．０３
Ｂ组（单纯ＨＩＦＵ组） ２１３．９７±１．５１ａ ２８．６８±０．０１ａ

Ｃ组（ＨＩＦＵ＋ＡＢＺ水剂１００μＬ组） １７７．９９±３．５６ａｂ ４０．６７±０．０１ａｂ

Ｄ组（ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１００μＬ） １４６．３１±５．２１ａｂ ５１．２３±０．０２ａｂ

ａ：Ｐ＜００５，与Ａ组比较；ｂ：Ｐ＜００１，与Ｂ组比较

２．３．３　ＨＥ染色　　超声假照组可见原头蚴虫体外膜完整，皮
层细胞清晰可见，吸盘周围细胞呈梭性，排列整齐；单纯 ＨＩＦＵ
组发现少量原头蚴吸盘消失，皮层结构基本完整；ＨＩＦＵ＋ＡＢＺ
１００ｍＬ组中原头蚴体积稍有减小，钙颗粒减少，皮层细胞不完
整；ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１００ｍＬ组的原头蚴整体结构变疏松，头节
伸出，外翻者增多，空泡形成（图４）。
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Ａ：假照超声组；Ｂ：单纯ＨＩＦＵ组；Ｃ：ＨＩＦＵ＋ＡＢＺ１００μＬ组；Ｄ：ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１００μＬ组；Ｅ：ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ２００μＬ组；Ｆ：ＨＩＦＵ＋
ＴＳＬＡＢＺ３００μＬ组；Ｇ：ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ６００μＬ组；Ｈ：ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１０００μＬ组

图３　光学显微镜观察各种处理对原头蚴结构的影响　（×１００）
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Ａ：假照超声组；Ｂ：单纯ＨＩＦＵ组；Ｃ：ＨＩＦＵ＋ＡＢＺ１００μＬ组；Ｄ：ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１００μＬ组；Ｅ：ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ２００μＬ组；Ｆ：ＨＩＦＵ＋

ＴＳＬＡＢＺ３００μＬ组；Ｇ：ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ６００μＬ组；Ｈ：ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１０００μＬ组

图４　各种处理后原头蚴的形态变化　（ＨＥ×４００）

２．４　ＨＩＦＵ联合不同浓度ＴＳＬＡＢＺ的效果比较
２．４．１　伊红染色　　Ｅ、Ｆ、组原头蚴结构不完整，小钩掉落，石
灰小体部分消失，染色进一步加深；Ｇ组原头蚴数目减少，深
染，内部结构破坏明显；Ｈ组光镜视野里大部分原头蚴消失，结
构破坏严重（图３）。
２．４．２　死亡率统计　　ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ６００μＬ组和 ＨＩＦＵ＋
ＴＳＬＡＢＺ１０００μＬ组杀伤效果都优于 ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１００μＬ、
ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ２００μＬ、ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ３００μＬ（χ２＝９７．４７８，

χ２ ＝６７．７７９，χ２ ＝６０．４３８，χ２ ＝３８．３２０，χ２ ＝１９．６５７，χ２ ＝
１５５５３，Ｐ＞０．０５），其中ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１０００μＬ组杀伤率高
于ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ６００μＬ（χ２＝１６．３０５，Ｐ＜０．０１），ＨＩＦＵ＋
ＴＳＬＡＢＺ１００μＬ、ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ２００μＬ、ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ
３００μＬ相比无统计学差异（Ｐ＞０．０５，表４）。

表４　原头蚴在ＨＩＦＵ协同不用浓度ＴＳＬＡＢＺ的死亡率变化

（总计３００个原头蚴）

组别 活原头蚴数目（个） 死亡率（％）
Ｄ组（ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１００μＬ） １４６．３１±５．２１ａｂ ５１．２３±０．０２ａｂ

Ｅ组（ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ２００μＬ） １２４．９９±６．５９ａｂ ５８．３４±０．０２ａｂ

Ｆ组（ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ３００μＬ） １１８．４０±２．５３ａｂ ６０．５３±０．０１ａｂ

Ｇ组（ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ６００μＬ） ７２．３１±６．５７ｃ ７５．９０±０．０２ｃ

Ｈ组（ＨＩＦＵ＋ＴＳＬＡＢＺ１０００μＬ） ３５．２５±１．２９ ８８．２５±０．０１

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｇ组比较；ｂ：Ｐ＜００５，ｃ：Ｐ＜００１，与Ｈ组比较

２．４．３　ＨＥ染色　　处理组原头蚴受到不同程度的损害，体积
不规则，结构疏松，外翻增多，外翻者头钩伸出。可见板层样皮

层并向周边扩张，变薄甚或断裂、缺损。吸盘结构戡乱不清或

边移，小钩脱落，钙颗粒减少，核致密浓染，染色质浓缩，大量空

泡形成。严重者组织解体，不能识别（图４）。

３　讨论

　　ＨＩＦＵ是一种新型非侵入性技术，将高能超声波聚
焦后可产生瞬间的热效应（可达６５℃以上）、机械效

应和空化效应，使蛋白质变性，发生不可逆坏死，从而

导致细胞和组织坏死［６］。细粒棘球蚴囊腔内的囊液

是 ＨＩＦＵ的良好传播媒介和热传导体。当焦点汇聚在
囊液中时，超声传导产生的热量可迅速发散性的传递

在周围，此时，囊液温度会高于周围组织温度，而正常

组织不会因此受到损伤。因此，考虑到 ＨＩＦＵ产生的
热效应也属于热疗的范畴，而与传统的热疗不同，

ＨＩＦＵ能在１ｓ内使靶组织迅速升温，其显著特点是对
组织的损伤具有很高的精确性和可控性［７］。我们的

前期研究工作已经证实ＨＩＦＵ对细粒棘球蚴的破坏性
影响，以及对原头蚴的生长抑制作用，但单纯应用

ＨＩＦＵ并不能够完全杀灭原头蚴，治疗后仍有复发的可
能［８］。因此我们考虑将ＨＩＦＵ和药物联合来对原头蚴
进行杀伤。

　　阿苯达唑为苯丙咪唑类抗包虫药，是临床公认最
有效的药物之一 ［９－１０］，但其在体内分布广泛使得其生

物利用度较低，只有近３０％的包虫病可以得到治愈。
因此研究新型肝靶向药物制剂成为新的研究方向。脂

质体已被证明是一种多用途的、成功的全身给药系

统［１１］。脂质体通常可以用来延长药物的循环时间和

提高药物在体内的滞留浓度，从而增加药物疗

效［１２－１３］。国内脂质体的研究也只是近几年才兴起，其

中专属性强的热敏脂质体引起人们的更大兴趣和关

注。作为新兴药物载体，热敏脂质体结合热疗具有以

下两大特性［１４］：①提高加热部位血管的通透性，增加
脂质体在热疗部位的聚集，增强靶向性。②控制药物
的释放，当环境温度达到脂质体的相变温度时，通透性

及流动性增高，药物在加热部位快速释放，从而提高加
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热部位的药物浓度。

　　ＨＦＩＵ对病变局部进行高强度超声效应，不仅可以
提高药物的生物利用度，还增强了组织的精确定位及

温度调控，克服了传统热疗的缺点，虽然不能完全消灭

原头蚴，但这时化疗药物就可以弥补其不足。目前的

脂质体在体内普遍存在的问题是释药速率不高，温度

可以调节热敏脂质体的释药情况，但其靶向性较弱，难

以躲避单核吞噬系统的作用，影响其临床疗效。因此，

选择恰当的局部加热方式和温度，使之适用于临床治

疗，具有非常重要的意义［１５］。

　　本研究使用自制的阿苯达唑水剂及阿苯达唑热敏
脂质体，观察二者结合 ＨＩＦＵ后对于原头蚴的影响作
用。结果表明，ＨＩＦＵ结合阿苯达唑水剂可以增强杀
伤效应，而热敏脂质体的应用优于水剂，其原因一部分

可能是自制阿苯达唑热敏脂质体具有热靶向性，ＨＩＦＵ
照射使局部温度升高，导致阿苯达唑释放，形成治疗区

域的高浓度；另一部分归根于脂质体本身就具有微泡

特性，其作用原理类似于微泡造影剂，孔瞡等［１６］的研

究已经证实了微泡作为外源性空化壳，当产生爆破后

可以改变组织对入射声波的反应，使靶区能量聚集，增

强超声的空化效应，提高杀伤率。已有研究指出ＨＩＦＵ
联和药物化疗有满意的治疗效果［１７］。本实验可以得

到这样一个结论，在加入处理因素之前原头蚴已有一

定比例的死亡数目（死亡率为１６％），单纯 ＨＩＦＵ辐照
过的原头蚴死亡率有增加（２９％），加入了阿苯达唑水
剂和阿苯达唑热敏脂质体后死亡率又有上升（４１％和
５１％），结果显示热敏脂质体疗效稍优于阿苯达唑水
剂。另外，比较不同剂量的 ＴＳＬＡＢＺ联合 ＨＩＦＵ对原
头蚴的杀伤效果。在 ＨＩＦＵ辐照下，当热敏脂质体浓
度达到一定范围时，随着 ＴＳＬＡＢＺ浓度的增加，对原
头蚴的杀伤率亦呈增长趋势。

　　因热敏脂质体可以携带化疗药物进入人体，ＨＩＦＵ
又可对包虫病变部位进行热疗，热敏性脂质体在局部

释放，提高药物生物利用度。同时热敏脂质体可以减

少药物的治疗剂量和降低药物的毒性，从而达到局部

化疗的作用。本实验证实了在离体条件下 ＨＩＦＵ联合
热敏脂质体可以增强对原头蚴的杀伤效应，为下一步

体内实验提供研究基础，从而进一步完成探讨 ＨＩＦＵ
干预下的热敏脂质体对包虫病作用的相关机制，为临

床进行靶向治疗提供新的探索途径及理论依据。
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