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载卡莫司汀脂质超声造影剂制备及特性的研究 

张雪华 ，李映良 ，全学模 ，王志刚z，李 攀 ，唐 毅 

(1．重庆医科大学附属儿童医院超声科 ，重庆 400014；2．重庆医科大学超声影像研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：制备载卡莫司汀脂质超声造影剂，检测其物理性状与造影增强效果。方法：采用机械振荡法制备载卡莫司汀脂 

质超声造影剂，显微镜下观察并计算其浓度、马尔文测量粒径大小 、分布、电位，高效液相色谱法测量药物的包封率。微泡经冷 

冻干燥与 。辐照消毒后，经兔耳缘静脉注射，观察其在兔肝内显像效果。结果：载药脂质造影剂的浓度为(2．6～3．1)X 109／ml， 

平均粒径为(1．05±0．20) m；卡莫司汀包封率为 42．6％±0．11％；电位为 一(12．93±1．84)mv；经兔耳缘静脉注射后，兔肝内可见 

持续的增强显像效果。结论：成功制备的卡莫司汀脂质超声造影剂，有望为肿瘤的靶向治疗提供新方向。 

【关键词】超声造影剂；卡莫司汀；兔；微泡 

【中国图书分类法分类号】R814．43 【文献标识码】A 【收稿日期】2008—09—18 

Preparation and characteristics of BCUN-loaded lipid ultrasound contrast 

agent 

ZHANG Xue-hlta．et al 

(Department ofUltrasound，the Children’S Hosiptal，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To preparate BCUN—loaded lipid ultrasound contrast agent and detect its physical properties and contrast—enhancing 

effects．Methods：Mechanical oscillation was used to prepare BCUN—loaded lipid contrast agent．Density was detected and analyzed with 

microscope．Malvern determined intensity，disposition and Zeta potentia1．RP—HPLC detected envelopment rate．Cryodesiccated-microb 

ubbles were sterilized by Co irradiation．Following injected it through rabbit ear vein，effects of uhrasounic enhanced imaging in rabbit liver 

wasobserved．Results：Thedensity ofmierobubblewas(2．6～3．1)×109／m1．Themeanintensitywas(1．05±0．20)／xm．ThemeanZetapotential 

was(12．93±1．84)mV．The lnean nvelopment rate was(42．6±0．11)％．After injecting this microbubble，good and sustained ultrasounic 

enhanced images in rabbit liver were seen．Conclusions：BCUN—loaded lipid contrast agents were successfully prepared，which hope~lly 

provideanewoptionoftargetingtreatmentforthetumor． 

【Key words】Ultrasound constrast agent；Cammustine；Rabbit；Microbubble 

卡莫司汀 (Carmustine，BCUN)是治疗恶性肿瘤 

的最常用的药物之一 ．该药分子量小 、脂溶性 ，故有 

50％左右能透过血脑屏障 ，达到治疗脑肿瘤的 目的。 

静脉注射卡莫司汀，其毒副性作用大 1̈，体内血浆半 

衰期不足 15 min，常温下易分解，限制了其临床疗 

效lJ1。有学者研究表明c2I，缓释卡莫司汀聚乳酸微球 

可有效延长荷瘤大鼠的生存时间，对恶性脑胶质瘤 

具有抑制作用。Xiuling XU等 成功制备键合卡莫司 

汀聚乳酸一聚乙二醇嵌段共聚纳米胶束 ，并经体外 

实验证明对 C6细胞有很好的抑制作用。各种用于 
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改变卡莫 司汀剂型的方法 ，旨在其减轻化疗中的毒 

副作用 ，使其作 用更稳定有效 ，但上述方法获得 的 

卡莫司汀剂型缺少靶向性。近年来的研究表明，超 

声微泡造影剂不仅能增强超声显影 ，还可作为一种 

体内靶向药物传递载体。本实验拟制备新型载卡莫 

司汀的脂质超声造影剂 ，若能结合超声辐 照 ，使包 

载的药物定点释放，达到靶向治疗的目的。 

1 材料与方法 

1．1 材料 与仪 器 

1．1．1 药品、试剂 二硬脂酰磷脂酰胆碱(DSPC)、二棕榈酰 

磷脂酰乙醇胺(DPPE)(美国Sigma公司)，全氟丙烷(天津核 

丁业理化工程研究所)，卡莫司汀标准品(北京世纪博康医药 
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科技有限公司)，甲醇、乙腈(色谱纯 ，美国天地公司)，磷酸缓 

冲液(PBS)，甘油等。 

1．1．2 实验动物 新西兰大白兔 6只，雄性，体重 2～2．5 kg。 

由重庆医科大学实验动物中心提供。 

1．1．3 仪器 安捷伦 1100型全 自动高效液相色谱仪 ；安捷 

伦 Zorhax SB—C18型色谱柱(5 m，250 nqm x4．6 mil1)；电子 

天枰(上海精天电子仪器公司)；YJT一银汞胶囊调合器(上海 

医疗器械公司)；马尔文激光粒径测量仪(3000SSA型)及 

Malvern表面电位检测仪 (重庆科美纳米生物技术有限公 

司)；血球计数仪(延陵医疗器械厂)；DFY—II型超声图像定 

量分析诊断仪(重庆医科大学超声影像学研究所研制)；冷冻 

干燥仪(美国Thermo电子公司)；Acuson Sequia512彩色超声 

诊断仪(德国西门子公司)。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 空白脂质微泡 的制备 将 5 mg DSPC、2 mg DPPE、 

50 l甘油及0．5 ml PBS按比例混合后置于 1．5ml的管形瓶 

中，37℃水浴 30 min，向管中充满全氟丙烷气体，震荡 45 S，静 

置5rain，加入 0．5mlPBS稀释，即可获得空白脂质超声微泡。 

1．2．2 载药脂质体微泡的制作 将 5 mg DSPC、2 mg DPPE、 

50 l甘油、2 mg卡莫司汀标准品及 0．5 ml PBS按比例混合 

后置于 1．5 ml的管形瓶中，余步骤同与空白微泡的制备相 

同，PBS洗涤 3次，去除未结合的卡莫司汀，即可制成载卡莫 

司汀脂质超声微泡。 

1．2．3 超声微泡物理性质测定 将制备好的微泡用光学显 

微镜观察其大小及分部，应用马尔文测量仪器检侧粒径分布 

及表面电位。超声微泡稀释后应用血球计数仪在光镜下观 

察，计算四大格子微泡总数 ，根据以下公式算出浓度 ：微泡数 

／ml=(4大格子细胞数 ／4)×10 。 

1．2．4 反相高效液相色谱法(Reversed phase high—performance 

liquid chromatography，RP—HPLC)测包封率的测定 ①色谱 

条件：色谱柱(250mm X 4．6mm，5 m)，流动相为甲醇：乙腈： 

水 =50：20：30，流速 1 ml／min，检测波长 226 n／'／1，柱温 30qC，进 

样量 l0 l。在此条件下检测出；②将制备好的微泡悬液移人 

离心管内，低速离心获得位于上层的乳白色微泡 ，适量的甲 

醇溶解后，取液体成分测其药物浓度，用上述条件检测出12 

支微泡的药物浓度；③计算包封率 ：将所得药物浓度按以下 

公式计算出药物的包封率 ，公式：(药物浓度 ×微泡体积 ／标 

准品的重量)X 100％。 

1．2．5 微泡冷冻干燥并消毒 部分微泡通过真空冷冻干燥 

使微球内的水分升华，形成空隙，然后在冷冻干燥室内缓慢 

冲入全氟丙烷气体，从而制备内含氟烷气体脂质微泡。冻干 

粉用 Co辐照消毒。 

1．2．6 兔肝显影实验 实验前用速眠新 一Ⅱ，0．4 ml／kg肌肉 

注射麻醉新西兰大白兔，8％的硫化钠脱去右胁肋部体毛，将 

兔左侧卧位固定于实验台上。采用 Acuson Sequia512彩色超 

声诊断仪，15 L 8 w 的线阵探头，频率为 10 14 MHz。运用 

低机械指数灰阶超声造影技术对比脉冲系列成像 (CPS)，造 

影时探头频率为 8 MHz，机械指数(MI)O．23，增益为 ～20dB。 

仪器所有条件设置为同一标准。经兔耳缘静脉团注 0．5 ml载 

卡莫司汀脂质微泡，用超声仪内部工作站存储造影前后动、 

静态造影资料。图像采用DFY—II型超声图像定量分析诊断 

仪分析造影前后回声强度的灰阶值。 

1．3 统计学分析 

采用 Micros0ft Excel处理数据，SPSS 1 3．0统计分析软件 

分析 ，所得计量资料用均数 ±标准差( ±S)表示 ，对造影前 、 

后回声强度的灰阶值进行配对 t检验以P≤0．05为差异有统 

计学意义 ，空 白脂质微与载药脂质微泡粒径、电位及浓度进 

行独立样本的 t检验，以P≤O．ol为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 超声微泡的物理性质 

所制备的超声微泡的粒径分布及表面电位及 

浓度(见表 1)，空 白脂质微泡与载药脂 质微泡 比较 

差异无统计学意义(P>0．O1)。脂质超声微气泡的粒 

径小，分布均匀，分散度好(图 1)，符合超声微泡的 

要求。 

2．2 栽卡莫司汀脂质超声微泡的包封率 

获得的校准曲线如图 2所示，超声微泡中卡莫 

司汀含量的直线方程为： 

y=3．207E-0．8X+1．325E一0．4，R=9．994E一0．1，12 

支微泡的平均包封率为(42．6±0．1 1)％。 

2-3 冻干脂质微泡的特点 

消毒的微泡冻干粉复溶后分散度好，光镜下呈 

球形，激光测径仪检测其粒径分布范围窄，平均粒 

径大小与冻干前相似(图 2)。 

2-4 兔肝脏显像 实验 

在 CPS下观测 ，注射载药脂质微泡 10 S后肝实 

质 回声 出现增强 ，1 rain后肝实质 回声 明显 回声增 

强，5 min中后回声开始逐渐衰减，30 min后回声仍 

可见增强 (图 3)。 

造影前 门静脉及肝实质最 大回声强度灰 阶值 

分别为 56．75_+0．29，37．46_+0．33；造影后门静脉及肝 

实质最大回声强度灰阶值为 154．5±0．15，134-41 ．17。 

两者 比较差异具有统计学意义(P≤0．05)。 

3 讨 论 

研究表 明 ，超声微泡能增强组织对 比 ，有利 于 

提高某些疾病的诊断，亦是新型的靶向治疗载体。 

载药脂质微泡进入血液循环，超声局部照射使微泡 

破裂，靶向释放所携带的药物或基因的目的，使局 

部药物浓度增加 ；微泡破裂产生空化效应和声化学 

反应，使≤7 I．zm的微血管破裂及 内皮细胞间隙增 

宽，破裂后释放的药物到达组织细胞内，迅速提高 

组织内的药物浓度 ；同时药物被微泡包裹后避免 

了肝 、肾的代谢 ，也可能减少化疗药物骨髓抑制等 
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c ． 脂 质 空 白微泡 粒 径 分布 图 d ． 载卡莫 司汀 脂 质微 泡 粒 径 分 布 图

图 1 脂 质 空 白微 泡 与载 卡 奠 司 汀 脂 微 泡 对 比

畸
．
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。． 冻 干 载 药微 泡 与乳 液状 微 泡 罔 b ． 冻 干 粉 剂 消毒后 复溶后 光 镜 图 ( × 4 0 0 )

图 2 载 药脂 质 微 泡 消 毒前 后 对 比

A 组 造 影前 ； B 组 造 影 后 1 0 s ， 可 见 血 管显 影 ； C 组 造影 后 l m i n ， 肝 实质 回声均匀增 强 ；

D 组 造影 后 3 0 ra i n ， 肝 实质 回声 略增强

图 3 兔 肝 造 影对 比 组 图 ( 上 图 为 C P S 模 式 ， 下 图 为灰 阶模式 )
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毒性作用。冉海涛等『51成功制备了包裹阿霉素的高 

分子微气泡造影剂 ，杨春江[6j成功制备 了载紫杉醇 

脂质超声微泡。 

进入血液循环的微小质粒大多会被网状内皮 

系统 (Reticuloendothelial system，RES)清除 ，微泡 的 

外壳却在某种程度上能避免这种吞噬功能[7．8]，本研 

究选用超声造影剂磷脂作为材料 ，使造影剂在血流 

中不易被清除、性质更稳定 ，且可以利用超声联合 

微泡开放血脑屏障的作用[91，使微泡携载的卡莫司 

汀更多的进人靶组织中，提高对颅内肿瘤的治疗效 

果。同样 ．有文献报道微泡的脂质表面为配体、药 

物、基因及其他化合物提供刷状缘 ，脂质的外壳在 

声学作用中容易膨胀 、开裂 、回缩及弯曲，中心气体 

为携载治疗物质提供了空间㈣，脂质的外壳包被惰 

性全氟碳气体使微泡更具稳定性，能吸收超声能量 

及降低空化阈值等特点 。是脂质微泡能成为新型治 

疗技术载体的重要方面『1】]。因此，自制的超声微泡符 

合理想超声造影剂的基本要求。 

机械震荡法制备超声造影剂过程中产生热量 

少，尤其适用于制备载药物或基因的靶向载体超声 

造影剂。本研究采用机械震荡法制备的载卡莫司汀 

脂质超声造影剂浓度较高，大小均匀，分散较好，浓 

度为(2．89_+0．16)x10 个／ml，平均粒径为(1．05±0．20) 

txm，与空白脂质造影剂 比较差异无统计学意义。最 

小的粒径还不到 1 m，实验证明，造影剂的粒径越 

小所需要的共振频率越大[12,13]．亦不易在血液循环 

中破裂，只有在超声辐照的靶向区域破裂释放所携 

带的药物，这才能使靶向治疗成为可能。且造影剂 

比红细胞还要微小的粒 径使其随血流运动不粘附 

于动脉及毛细血管壁，不易导致栓塞，故能能经血 

液循环顺利到达病变部位f141。 

本研究中将脂质微泡用甲醇溶解后 ，用高效液 

相直接检测微泡的所包载的药物浓度，与通过检测 

游离药 物浓度间接计算包封率 的方法相 比更加精 

确 。 由此 计 算 的微 泡 的平 均 包 封 率 为 42．6％-4- 

0．1l％，最高达 60％，说明脂质微气泡能较好地携载 

卡莫司汀，也是靶向治疗的物质基础。本研究中将 

部分微泡用冷冻干燥 ，使其能在常温下保存并能放 

置更长地时间。冷冻干燥后用射线辐照灭菌后对超 

声造影剂的粒径分布及药物的浓度等影响极小。 

超声微泡作为有效释放治疗药物的载体．除了 

能携载足量的药物外 ，必须具备足够的血浆半衰 

期，能经血液循环到达靶组织。而体内显影实验表 

明自制卡莫司汀脂质造影剂可明显增强兔肝血管 

和实质的显影，且造影时间长，可持续 30 min以上， 

说明其血中存留时间长，结合超声辐照为定点破坏 

微泡、靶向治疗提供了基础。 

总之 自制的载卡莫司汀脂质超声造影剂符合 

脂质造影剂的特点，粒径小，分布均匀，在体内的显 

影效果好 。结合超声辐照 ，可为肿瘤的靶 向治疗 的 

研究新开辟一条无创 的道路。 
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