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携 ＩＬ－８ 单抗靶向超声微泡对损伤心肌细胞的

体外寻靶实验研究

孙 月 李鸿利 王禹雪 杨寒凝 朱桂敏 陆永萍

摘 要 目的 制备携 ＩＬ－８单克隆抗体（以下简称单抗）靶向超声微泡，检测其基本特性，并探讨其对损伤心肌细

胞的体外黏附能力。方法 采用共价偶联法制备携 ＩＬ－８单抗靶向超声微泡，利用缺氧、缺糖方法制备损伤心肌细胞，通过

靶向超声微泡与损伤心肌细胞的体外结合实验检测其寻靶能力，并与 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡进行比较。结果 携 ＩＬ－８单抗靶向微

泡与轻度及重度损伤心肌细胞的黏附比分别为（６１.９±1８.９）%和（８６.６±５.１）%，明显高于 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡与轻度损伤及重度

损伤心肌细胞的黏附比［（１２.０±０.６）%和（１１.８±１.０）%］，差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０．０１）；且随着损伤程度的加重，携 ＩＬ－８

单抗靶向超声微泡与心肌细胞的黏附作用逐渐加强（ｒ＝０．９４５，Ｐ＜０．０１）。 结论 携 ＩＬ－８单抗靶向超声微泡对损伤心肌细胞

具有较强的靶向性。
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ＡBSTRACT Ｏbjective To prepare interleukin-8 monoclonal antibody-targeted ultrasound microbubbles，determine the

basic characteristies，and investigate their adhesion ability to injured cardiomyocytes in vitro .Methods 摇IL-8 monoclonal

antibody-targeted ultrasound microbubbles agent was prepared using covalent coupling method，and injured cardiomyocytes were

prepared using cellular oxygen/glucose deficiency method.The targeting capacity of the microbubbles agent was assessed by

combining targeted ultrasound microbubbles with injured cardiomyocytes in vitro，and the results was compared with SonoVue

microbubbles.Results 摇The adhesion ratio of IL-8 monoclonal antibody-targeted ultrasound microbubbles to early injured and

injured cardiomyocytes was（61.9±18.9）% and（86.6±5.1）%，respectively.The effect was significantly higher than those of

SonoVue microbubbles with the adhesion ratio of（12.0±0.6）% and（11.8±1.0）%，respectively，the difference was statistically

significant（P<0 .01）.With the increase of injury severity， the adhesion of IL-8 monoclonal antibody-targeted ultrasound

microbubbles and cardiomyocytes was gradually enhanced（r=0.945，P<0.01）.Conclusion 摇IL-8 monoclonal antibody-targeted

ultrasound microbubbles has strong targeting performance to injured cardiomyocytes.
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在我国，急性心肌梗死（ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，

ＡＭＩ）已经逐渐成为死亡的最主要原因，致死率、致残

率高。ＡＭＩ由于冠状动脉急性闭塞导致部分心肌缺血、

坏死及炎细胞浸润。白细胞介素 ８（ＩＬ－８）作为免疫和炎

症反应的重要调节因子，可通过介导中性粒细胞向内

皮细胞迁移和释放氧自由基、蛋白分解酶等毒性产物

损伤心肌细胞，在 ＡＭＩ 中发挥重要作用。 本实验采用

交联剂将抗 ＩＬ－８ 单克隆抗体（以下简称单抗）偶联至
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ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡表面，制备靶向超声微泡，并将其作用于

损伤心肌细胞，探讨携 ＩＬ－８ 单抗靶向超声微泡对损伤

心肌细胞的体外寻靶能力，为 AMI提供新的治疗靶点。

材料与方法

一、主要试剂与仪器

鼠抗人 ＩＬ － ８ 单抗（英国剑桥 Ａｂｃａｍ 公司）；

ＳｏｎｏＶｕｅ（意大利 Ｂｒａｃｃｏ 公司）；羊抗鼠 ＩｇＧ 血清（美国

ＫＰＬ 公司）；荧光标记羊抗鼠 ＩｇＧ 血清（ＩｇＧ－ＦＩＴＣ，美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）； ３－（２－吡啶二羟基）丙酸 Ｎ－羟基

琥珀酰亚胺酯（ＳＰＤＰ，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；Ｈ９c２ 新生大

鼠原代心肌细胞（深圳白恩维生物科技有限公司）。

ＩＥＣ－Ｍｕｌｔｉ 型常温高速离心机（德国 Ｓｉｇｍａ 公司）；倒置

光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。

二、靶向超声微泡的制备

将鼠抗人 ＩＬ－８ 单抗溶于缓冲溶液，加入 ＳＰＤＰ 溶

液反应，离心、洗涤得到带吡啶二硫基的单抗；加入

1 ml 的 ＤＴＴ 醋酸溶液反应，离心、洗涤得到带巯基的

抗体溶液。取 ＳｏｎｏＶｕｅ 悬液加入 ＳＰＤＰ 交联剂，洗涤后

与带巯基的抗体溶液混合， 再次反应、 洗涤， 得到携

ＩＬ－８ 单抗的超声微泡悬液

［

１

］

。

三、基本特性检测及免疫荧光染色检验

取制备好的靶向超声微泡与 ＳｏｎｏＶｕｅ微泡各 ２０μｌ，

分别经 ＰＢＳ缓冲液稀释成 １ ｍｌ 均匀分布的悬浮液，各

取 １０ μｌ悬浮液滴于载玻片，压片后置于倒置光学显微

镜下观察两种超声微泡的性状、大小、形态及分散度。

另取 1 ml 靶向超声微泡与 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡分别经 ＰＢＳ

缓冲液稀释至 ５ ｍｌ，各加入 １０ μｌ 鼠抗人 ＩＬ－８ 单抗，常

温孵育 ２ ｈ，经 ＰＢＳ 液 3 次洗涤、离心后，加入 10 μｌ 标

记异硫氰光荧光素的羊抗鼠 ＩｇＧ，４℃孵育 １ ｈ，经 ＰＢＳ

缓冲液洗涤、离心，荧光显微镜下观察两种超声微泡的

免疫荧光染色情况。

四、体外细胞寻靶实验

１．损伤心肌细胞模型的制备：体外培养新生大鼠

Ｈ９c２ 原代心肌细胞， 取对数生长期细胞接种于 ４０ 个

３５ ｍｍ的培养皿中，每个培养皿接种 １×１０

５

个心肌细胞。

向培养皿中加入高糖培养基， 放入无菌培养箱中适应

１ ｈ 后取出。 分为实验组（缺氧、缺糖）和对照组（有氧

高糖），实验组再分为 A、B 组，对照组分为 C、D 组，每

组 １０个培养皿。 其中 A、B组加入低糖培养基，C、D组

加入高糖培养基，放入无菌培养箱中适应 １ ｈ 后，将

A、B 组培养皿放置于氮气的无氧袋中，使心肌细胞在

纯氮气袋中缺氧、缺糖 ６ ｈ 后取出。 倒置光学显微镜下

观察实验组和对照组心肌细胞形态结构的变化。

２．心肌细胞损伤程度分级标准

［

２

］

：①正常心肌细胞

（－）：饱满，呈圆形、梭形及锥形，折光性好；②轻度损伤

心肌细胞（＋）：形态不规则，部分细胞膜破裂，部分可

见胞浆颗粒，细胞间偶联破坏，折光性尚可；③重度损

伤心肌细胞（＋＋）：细胞皱缩，细胞膜破裂，胞浆颗粒增

加，细胞间偶联破坏，足突消失，折光性下降。

３．超声微泡与心肌细胞相互作用的观察：实验组

缺氧、缺糖损伤 ６ ｈ 后，同时取出 ４ 组培养皿，A、C 组

加入 ６×１０

９

/ｍｌ ＳｏｎｏＶｕｅ微泡 １００μｌ，B、D组加入 ６×１０

９

/ｍｌ

自制的携 ＩＬ－８ 单抗靶向超声微泡 １００ μｌ；室温静置

５ ｍｉｎ，使微泡与心肌细胞表面充分接触；再将微泡悬

液吸出，ＰＢＳ 缓冲液清洗细胞 ５ 次，于倒置光学显微镜

下观察各组培养皿中心肌细胞与超声微泡的黏附作

用，并随机拍摄图片，每个培养皿 ５ 张。 统计每张图片

中黏附于超声微泡的各型心肌细胞数及各型心肌细胞

的总数，计算超声微泡黏附各型心肌细胞数占各型心肌

细胞总数的百分比即细胞黏附比。

五、统计学处理

应用 ＳＰＳＳ １７．０统计软件，计量资料以 x±s表示，实

验组和对照组超声微泡与心肌细胞黏附作用比较行独

立样本 ｔ检验；两种超声微泡与各型心肌细胞的黏附作

用与心肌细胞损伤程度的关系采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 线性相

关分析。 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

结 果

一、两种超声微泡基本特性检测及免疫荧光染色

检验结果

肉眼观察：所制备的携 IL-8 单抗靶向超声微泡外

观呈均匀的凝乳状混悬液；倒置光学显微镜下观察微

泡分布均匀，形态规则，９０％以上的自制靶向超声微

泡粒径约 ２～４ μｍ，微泡间无成簇及聚集现象，与普通

ＳｏｎｏＶｕｅ微泡比较无明显改变。 未偶联 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡平

均浓度为（６．３４±０．６０）×１０

９

/ｍｌ，偶联后携 IL-8 单抗靶

向超声微泡平均浓度为（６．２８±０．５３）×１０

９

/ｍｌ，二者比

较差异无统计学意义。免疫荧光染色实验结果显示

ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡表面未见荧光显现，携 IL-8 单抗靶向超

声微泡表面可见绿色荧光。 见图 １。

二、实验组和对照组心肌细胞的分布

１．实验组（A、B 组）：重度损伤心肌细胞约占 ５２％，

轻度损伤心肌细胞约占 ３５％，正常心肌细胞约占 １３％。

２．对照组（C、D 组）：重度损伤心肌细胞约占 ２％，

轻度损伤心肌细胞约占 １３％，正常心肌细胞约占 ８５％。
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组别 正常心肌细胞 轻度损伤心肌细胞 重度损伤心肌细胞

�A组 11.3±1.1 12.0±0.6 11.8±1.0

�B组 12.6±0.6 61.9±18.9 86.6±5.1

t值 -2.23 -56.62 -32.28

P值 0.056 0.000 0.000

表 １ 实验组两种超声微泡与各型心肌

细胞黏附比比较（x±s） %

Ａ：倒置光学显微镜下 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡（×４００）；Ｂ：倒置光学显微镜下携 IL-8 单抗靶向超声微泡（×４００）；Ｃ：荧光显微镜下 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡表面未见荧光

显现（×２００）；Ｄ：荧光显微镜下携 IL-8单抗靶向超声微泡表面可见绿色荧光（×２００）。

图 １ 两种超声微泡形态、分布及免疫荧光染色效果图

三、两种微泡对心肌细胞的黏附作用

１．实验组中，A组可见极少量 ＳｏｎｏＶｕｅ微泡黏附于

损伤心肌细胞表面（图 ２）；B 组可见部分携 ＩＬ－８ 单抗

靶向超声微泡黏附于轻度损伤心肌细胞表面（图 ３Ａ），

大量携ＩＬ－８ 单抗靶向超声微泡黏附于重度损伤心肌

细胞表面（图 ３Ｂ）。

２．对照组中，C组可见极少量 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡黏附于

正常心肌细胞表面（图 ４Ａ）；D 组可见极少量携 ＩＬ－８

单抗靶向超声微泡黏附于正常心肌细胞表面（图 ４Ｂ）。

四、实验组两种超声微泡与各型心肌细胞黏附作

用的定量分析

实验 B 组携 ＩＬ－８ 单抗靶向超声微泡与轻度及重

度心肌细胞黏附比明显高于实验 A 组 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡

与轻度及重度心肌细胞黏附比，差异均有统计学意义

（均 Ｐ＜０．０１），见表 1；且随着损伤程度的加重，携 ＩＬ－８

单抗靶向超声微泡与心肌细胞的黏附作用逐渐加强

（ｒ＝０．９４５，Ｐ＜０．０１）。 见图 5。

DCBA

A：ＳｏｎｏＶｕｅ微泡与轻度损伤心肌细胞的黏附作用（×２００）；B：ＳｏｎｏＶｕｅ 微

泡与重度损伤心肌细胞的黏附作用（×４００）。

图 ２ 实验 A组 ＳｏｎｏＶｕｅ微泡与轻度及重度损伤心肌细胞的黏附作用

Ａ：携 ＩＬ－８单抗靶向超声微泡与轻度损伤心肌细胞的黏附作用（×２００）；

Ｂ：携 ＩＬ－８单抗靶向超声微泡与重度损伤心肌细胞的黏附作用（×４００）。

图 ３ 实验 B组携 ＩＬ－８单抗靶向超声微泡与轻度及重度损伤心肌细胞

的黏附作用

BA

BA

Ａ：ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡与正常心肌细胞的黏附作用（×４００）；Ｂ：携 ＩＬ－８ 单抗靶

向超声微泡与正常心肌细胞的黏附作用（×４００）。

图 ４ 对照组 ＳｏｎｏＶｕｅ及携 ＩＬ－８ 单抗靶向超声微泡与正常心肌细胞的

黏附作用

A：A 组；B：B 组。 1：正常心肌细胞；2：损伤初期心肌细胞；3：损伤心肌

细胞。

图 5 实验组两种微泡与各型心肌细胞黏附比与心肌细胞损伤程度的

相关性散点图
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讨 论

随着靶向超声造影的发展， 其在心血管疾病的诊

断价值弥补了 ＣＴ、ＭＲＩ 及常规超声检查的局限性，为

疾病的靶向早期诊断提供了新的手段

［

３

］

。“炎症、损伤”

已成为心血管领域的一个研究热点，炎症反应可激活中

性粒细胞和单核细胞，黏附及吞噬携带相关炎症因子的

靶向超声微泡，通过靶向造影发现炎症发生的部位

［

４

］

。

ＩＬ－８ 是参与 ＡＭＩ 重要的炎症因子， 具有强有力的趋

化性和促炎作用，可介导激活的中性粒细胞黏附和

运动

［

5

］

。 本实验将抗 ＩＬ－８ 单抗作为靶向抗体偶联至

ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡表面， 并通过体外实验验证了其良好的

靶向作用和超声成像特性， 为靶向超声造影早期诊断

ＡＭＩ 奠定了基础。

本实验结果表明，经过 ＳＰＤＰ 交联后，ＳｏｎｏＶｕｅ 微

气泡大小、形态及形状无显著改变，即其物理、生物性

状未发生改变，可作为造影剂作用于生物体内。羊抗鼠

ＩｇＧ 血清作为二抗可以与一抗（鼠抗人 ＩＬ－８ 单克隆抗

体）发生凝集反应，从而证实微泡中存在鼠抗人 ＩＬ－８

单抗。 免疫荧光检验结果显示：自制携 ＩＬ－８ 单抗靶向

超声微泡混悬液与二抗混合反应后发生了明显的凝集

反应，未偶联的 Ｓｏｎｏ Ｖｕｅ 微泡无阳性结果，说明 ＩＬ－８

单抗已成功偶联到微泡外壳表面。

本实验采用缺氧、 缺糖法建立损伤的心肌细胞模

型，Ｈ９ｃ２ 心肌细胞从大鼠胚胎心肌组织分离， 生长传

代性质稳定， 已广泛应用于与心肌细胞相关的实验研

究

［
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。 据文献
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报道，缺氧诱导 Ｈ９c２ 心肌细胞，可使

ＩＬ－８ 等炎症因子表达水平显著升高。 于高倍显微镜下

（×４００）直接观察普通及自制靶向微泡分别与正常、轻

度及重度损伤心肌细胞的结合作用， 并通过计数多个

高倍视野下黏附微泡的心肌细胞数， 对靶向黏附作用

进行定量分析、比较。 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析结果显示，

携 ＩＬ－８ 单抗靶向超声微泡黏附细胞数与心肌细胞损

伤程度显著相关（r=0.945，P<0.01），随着心肌细胞损伤

程度的加重，携 ＩＬ－８ 单抗靶向超声微泡黏附心肌细胞

的数量逐渐增加。 其原因可能为损伤致使心肌细胞活

化分泌 ＩＬ－８，损伤越重，则分泌的 ＩＬ－８ 越多。 同时也

说明通过缺氧、 缺糖处理可成功诱导损伤的心肌细胞

分泌 ＩＬ－８。 携 ＩＬ－８ 单抗靶向超声微泡与损伤心肌细

胞的黏附作用显著高于普通 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡（P<0.01），

而与正常心肌细胞的黏附作用比较中， 两种微泡间无

明显差异。 由此可见， 靶向性超声微泡的特异性及敏

感性明显高于普通超声微泡， 为进一步的在体实验研

究奠定了基础。

综上所述， 本实验采用共价偶联法通过 ＳＰＤＰ 交

联剂将 ＩＬ－８ 单抗偶联至 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡表面，制备出携

特异性抗体的超声微泡；且体外实验观察发现其与轻

度及重度损伤心肌细胞黏附作用强于普通 ＳｏｎｏＶｕｅ 微

泡，为靶向超声造影早期诊断 ＡＭＩ 奠定了理论基础。
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