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·实验研究·

包裹吲哚菁绿的靶向相变型阳离子脂质纳米粒的

制备及体外显像

邹宏密 黎 梦 周希瑗 王志刚 简 嘉

摘 要 目的 制备一种包裹吲哚菁绿（ＩＣＧ）的靶向相变型阳离子脂质纳米粒（INP），连接 ＣＤ１０５ 抗体，检测其光

热效应、体外相变、光声及超声显像规律。 方法 采用双乳化法制备包裹 ＩＣＧ 及液态氟碳的 INP；链霉亲和素法连接

ＣＤ１０５ 抗体，流式细胞仪及激光共聚焦显微镜下观察 INP 与抗体结合情况；脉冲激光激发观察其光热效应及相变情况；

体外低强度聚焦超声辐照，记录各时间点超声显影效果；光声成像仪检测其光声显像能力。 结果 制备的 ＩＮＰ 平均粒径

（３５４．２0±９３．８５）ｎｍ，平均电位（２５．２0±３．２９）ｍＶ，测得 ICG包封率为（89.56±0.79）%；与 ＣＤ１０５抗体结合率为 ９９．８９％。纳米粒具

有良好光热效应，其中在浓度 5 mg/ml、功率 ２ Ｗ/ｃｍ

２

激光辐照 １８０ ｓ 时其温度可升至 ６３℃；可发生液气相变。 体外低强度

聚焦超声于 3 W 功率作用 0.5、2.5、5.0、7.5 min，B-mode 模式及 Contrast 模式均显示 5 min 时回声强度升至最高。 光声信

号随纳米粒浓度升高而增强，具有良好的线性关系。 结论 成功制备了包裹 ＩＣＧ 的靶向相变型阳离子 ＩＮＰ，其与 ＣＤ１０５

抗体结合率高，且光热效应好，光声及超声显影效果均佳。
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近年来纳米微粒对肿瘤靶向显像与药物定位递送

成为研究热点， 利用纳米粒在肿瘤组织中的高渗透和

长滞留效应，可实现良好的造影效果，对肿瘤组织具有

良好的靶向显影作用

［

１

］

。液态氟碳（ＰＦＰ）为含氟脂肪物

一族，最初为血液替代品，具有良好的生物安全性；研

究

［

2

］

发现，将光吸收子与 PFP 结合对肿瘤具有良好的

多模态显像效果及治疗效果，本实验选取的光吸收子吲

哚菁绿（ＩＣＧ），为美国食品与药品监督管理局批准的

唯一可应用于临床的红外成像剂； 血管内皮细胞表面

为负电荷， 带正电荷纳米粒子较中性离子具有更好的

结合性

［

1

］

。 基于以上研究基础，本实验拟制备一种包裹

ＩＣＧ 的 ＣＤ１０５ 靶向相变型阳离子脂质纳米粒（INP），

同时研究其与 ＣＤ１０５ 抗体结合率， 以及光热效应、体

外相变、超声及光声显像规律。

材料与方法

一、材料与仪器

１．实验试剂：二棕榈酰磷脂酰胆碱（ＤＰＰＣ，美国

Sigma公司），生物素化磷脂酰乙醇胺（ＤＳＰＥ－ ＰＥＧ２０００－

Ｂｉｏｔｉｎ，美国 Nanocs 公司），ＤＣ 胆固醇（ＤＣ－ｃｈｏｌ，美国

Sigma 公司），三氯甲烷（上海生化），ＰＢＳ 缓冲液（武汉

博士德），链霉亲和素（美国 Sigma 公司），ＣＤ１０５ 兔抗

人抗体（美国 Abcam 公司），ＦＩＴＣ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ

（上海碧云天公司），荧光染料 ＤｉＩ（上海碧云天公司）。

２．实验仪器：旋转蒸发仪（上海亚荣 RE-52B），超

声声振仪（Vcy-500，美国 Ｓｏｎｉｃｓ & Ｍａｔｅｒｉａｌｓ，频率

200 MHz），激光粒径测量仪（Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Nａｎｏ ＺＳ９０，英

国Ｍａｌｖｅｒｎ 仪器有限公司），倒置荧光显微镜（TH4-

200，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司），紫外分光光度计（ｕｖ－２５５０，

Ｓｈｉｍａｄｚｕ），红外成像仪（FOTRIC 226，上海坚融实业

有限公司），低强度聚焦超声治疗仪（重庆医科大学，

CZG200，焦距：28 mm，功率：610～650 MHz），彩色多

普勒超声诊断仪（百胜 MyLab 90，LA523 探头，频率

10 MHz），光声成像仪（Ｖｅｖｏｌ LＡＺＲ，加拿大 Ｖｉｓｕａｌ

Ｓｏｎｉｃｓ公司），ＦＡＣＳＶａｎｔａｇｅＳＥ流式细胞仪（美国 Ｂecton

Ｄickinson 公司），激光共聚焦显微镜（Ａ１，日本 Ｎｉｋｏｎ

公司）。

二、包裹 ＰＦＰ 及 ＩＣＧ 的 INP 制备

采用两步乳化法制备：①将总质量 １０ ｍｇ的 ＤＰＰＣ、

ＤＳＰＥ－ＰＥＧ ２０００－Ｂｉｏｎｔｉｎ 及 ＤＣ－ｃｈｏｌ 按照质量比 ５∶２∶１

配制，加入 ５ ｍｌ 三氯甲烷中充分溶解后置旋转蒸发

仪中 ５１℃减压蒸发 ２ ｈ，随后加入 ２ ｍｌ ＰＢＳ 水化备用；

②将 ２００ μｌ ＩＣＧ 溶液（１０ ｍｇ/ｍｌ）与 ２００ μｌ ＰＦＰ 混匀后

使用超声声振仪声振 ２ ｍｉｎ；③将溶液①②按体积比 1∶１

混合后声振 ６ ｍｉｎ，ＰＢＳ 离心洗涤 ３ 次后即得到包裹

ＰＦＰ 及 ＩＣＧ 的 ＩＮＰ。

三、INP 的一般特征评价及 ＩＣＧ 包封率测定

取稀释后的 ＩＮＰ 溶液，使用激光粒径测量仪测定

其粒径及 ｚｅｔａ 电位；在光学显微镜和透射电镜下观察

其形态及分布情况；紫外分光光度计绘制 ＩＣＧ 标准曲

线并测定 ＩＣＧ 包封率。

四、ＣＤ１０５靶向纳米粒的制备

取 200 μｌ ＩＮＰ 置于 ２ ｍｌ ＰＢＳ 中重悬， 加入 １０ μｌ

链霉亲和素轻柔振荡，于 ４℃孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 离心洗

涤 ２ 次去除过量链霉亲和素； 加入 １０ μｌ 生物素化

ＣＤ１０５兔抗人抗体轻柔震荡，于 ４℃孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ离

心洗涤 ２ 次，去除过量抗体，即得到 ＣＤ１０５ 靶向纳米

粒。 将上述靶向纳米粒予以适量 ＤｉＩ 染色，然后按 1∶１

比例加入 ＦＩＴＣ 标记的山羊抗兔 ＣＤ１０５－ＩｇＧ， 于激光

共聚焦显微镜下观察抗体与微球结合情况并送检流式

细胞仪测定二者结合率。

五、光热效应检测

取 ５、２．５、１．２５、０．６２５ ｍｇ/ｍｌ INP 各１００ μｌ，置于

９６ 孔板内，予以 ０．７５、１、１．５、２ Ｗ/ｃｍ

２

不同功率激光

辐照 ０、３０、６０、９０、１２０、１５０、１８０ ｓ，红外成像仪记录其

温度及相应热度图像。

六、体外显像实验

１．将 １．２５ ｍｇ/ｍｌ ＩＮＰ 置于 １％浓度凝胶模块中，予

以低强度聚焦超声治疗仪辐照，功率 ３ Ｗ，分别辐照

０．５、２．５、５、７．５ ｍｉｎ， 记录并分析各时间点 Ｂ－ｍｏｄｅ 及

Ｃｏｎｔｒａｓｔ 模式图像。

２．将 ０．１、０．２、０．３、０．５ ｍｇ/ｍｌ 的 ＩＮＰ 置于凝胶模块

中，光声成像仪 ＰＡ－ｍｏｄｅ 模式下采集不同浓度纳米粒

溶液光声显影图像。

七、统计学处理

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 统计软件，计量资料以 x±s

表示，两组间比较行独立样本 ｔ 检验；多组间比较采用

单因素方差分析。 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结 果

一、 ＩＮＰ 的一般特性

在光学显微镜及透射电镜下 ＩＮＰ 形态均呈球形

（图1），平均粒径（354.20±93.85）nm，平均电位（25.20±

3.29）mV；紫外分光光度计绘制 ＩＣＧ 标准曲线，回归

方程为 ｙ＝０．１９３５ｘ－０．２４７６，Ｒ

２

＝０．９９８１（其中，ｙ为吸光度，

ｘ为液体的浓度），测得 ＩＣＧ 包封率为（８９．５６±０．７９）％。
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二、INP 与 CD105兔抗人抗体结合情况

激光共聚焦显微镜下可见 ＤｉＩ 染色的 INP 呈红色

荧光，ＦＩＴＣ 标记的 CD105-IgG 呈绿色荧光，图像重组

合后可见红色荧光与绿色荧光基本重合（图 ２），说明

ＩＮＰ 与 ＣＤ１０５抗体成功结合。 流式细胞仪测得二者结

合率为 ９９．８９％。

三、INP 的光热效应及体外相变

INP 的具有良好光热效应， 一定浓度下不同功率

激光辐照，温度随功率增大升高（图 ３），其中，在浓度

５ ｍｇ/ｍｌ、功率２ Ｗ/ｃｍ

２

激光辐照 １８０ ｓ 时，其温度可升

至６３℃。 在同一激光功率条件下，辐照不同浓度 INP，

温度随浓度增加而升高（图 ４）；激光辐照后可发生液

气相变（图 ５）。

Ａ：光学显微镜下观（×１０００）；Ｂ：透射电镜下观。

图

１ INP的形态

A

B

Ａ：ＤｉＩ染色的 INP呈红色荧光；Ｂ：FITC标记的 CD105-IgG呈绿色荧光；Ｃ：重组图像。

图

２ 激光共聚焦显微镜观察抗体与 INP结合情况

A

B C

2 W

1.5 W

1 W

0.75 W

70℃

20℃

pre 30 s 60 s 90 s 120 s 150 s 180 s

图

３ ５ ｍｇ/ｍｌ INP在不同功率激光激发下温度随时间变化情况

5 mg/ml

2.5 mg/ml

1.25 mg/ml

0.625 mg/ml

双蒸水

70℃

20℃

pre 30 s 60 s 90 s 120 s 150 s 180 s

图

４ ２ Ｗ/ｃｍ

２

激光辐照不同浓度 INP温度随时间变化情况

Ａ：激光辐照前； Ｂ：激光辐照 60 s后。

图

５ 5 mg/ml INP经 2 W/cm

2

激光辐照前后电镜图（×６００）

A

B

Ａ：０．５ ｍｉｎ；Ｂ：２．５ ｍｉｎ；Ｃ：５.0 ｍｉｎ；Ｄ：７．５ ｍｉｎ。

图

６ 低强度聚焦超声辐照 INP不同时间点 Ｂ－ｍｏｄｅ模式下超声图像

A

B

C

D

四、INP 的超声及光学显影规律

体外低强度聚焦超声 ３ Ｗ 功率作用 ０．５、２．５、５.0、

７．５ ｍｉｎ，Ｂ－ｍｏｄｅ 模式及 Ｃｏｎｔｒａｓｔ 模式下均显示作用

５.0 ｍｉｎ 时回声强度升至最高。 见图 ６，7。

五、体外光声显影

光声信号随 INP 浓度升高而增强，具有良好的线

性关系（图 8），且较低浓度 INP 仍具有很好的光声显

像能力（图 9）。
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Ａ：０．５ ｍｉｎ；Ｂ：２．５ ｍｉｎ；Ｃ：５.0 ｍｉｎ；Ｄ：７．５ ｍｉｎ。

图

7 低强度聚焦超声辐照 INP不同时间点 Ｃｏｎｔｒａｓｔ模式下超声图像

A

B

C

D

A

B

C

D

A：0.1 mg/ml；B：0.2 mg/ml；C：0.3 mg/ml；D：0.5 mg/ml。

图

9 不同浓度 INP的光声信号变化

图

8 光声信号强度随 INP浓度变化情况

2.0
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光
声
信
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讨 论

脂质体具有低毒、生物亲和性强及适合生物降解的

特点，其虽不及高分子材料稳定、均一，但较高分子材

料更易实现靶向连接，且具有良好的生物相容性，使其

越来越广泛地应用于药物载体及纳米分子成像领域的

研究。Ｐａｒｔｌｏｗ 等

［

3

］

发现，脂质体包载的亲脂类药物可通

过脂质流动而不需要内吞即可进入靶细胞中，在药物

传递及缓释方面具有优势。基于此原理，INP传递药物

理论上不需要完全爆破，释放药物效率较高分子纳米

更高。 阳离子 INP因其可利用静电吸附作用提高基因

转染率，且理论上较中性离子能更好地与血管内皮细

胞结合，具有良好的研究前景。 Ｚｈｏｕ 等

［

4

］

已成功制备

阳离子 ＣＤ１０５ 靶向纳米微泡， 并验证其靶向 ＣＤ１０５

的能力及阳离子 INP在基因转染方面的优势。

本实验成功制备的包裹 ICG 的 INP，其平均粒径

（３５４．２0 ±９３．８５）ｎｍ，平均电位（２５．２0±３．２９）ｍＶ，利用

其粒径及电位优势，微球通过长滞留效应及静电吸附

蓄积于肿瘤组织，同时可通过肿瘤新生血管内皮间隙，

进入肿瘤组织。 ＩＣＧ 具有较强的光吸收能力，在光声成

像领域已得到广泛应用

［

5

］

，其既亲水又亲油的特性，使

其在脂质体中可达到较高包封率，利用 ＩＣＧ 及 ＰＦＰ 为

内核制备的 INP 集合了光热效应及 PFP 的液气相变

效应。 此前已有实验

［

6－7

］

证明，该类型纳米粒可对肿瘤

细胞和组织造成光热效应及物理伤害。 同时，利用纳

米粒液气相变的特性可增强肿瘤超声显影，实现多模

态显像与治疗相结合。本实验中，INP经激光激发有明

显光热效应，且温度与激光功率及作用时间相关，显微

镜下可观察到 INP 发生液气相变；同时 ＩＣＧ 的成功包

载，也使其具有良好的光声成像效果，说明 ＩＣＧ 具有

良好的光热及光声效应。 生物亲和素系统的结合反应

具有高度的特异性和亲和力，已应用于放射免疫及核

磁共振免疫显像预定位技术，其中链霉亲和素较一般

生物亲和素大大降低了免疫反应概率，故本实验选择

生物亲和性更好且靶向特异性更高的脂质体及生物亲

和素进行研究。 流式细胞仪检测和激光共聚焦显微镜

下观均显示 INP 与 ＣＤ１０５ 抗体具有较高结合率，证实

纳米粒与生物素亲和素及抗体连接成功，为此后寻靶

实验奠定基础。 本实验中利用低强度聚焦超声激发

INP，发现造影强度与纳米粒浓度、超声激发时间及超

声激发强度均相关，在相同纳米粒浓度及超声激发强

度下， 随着时间增加，Ｂ－ｍｏｄｅ 及 Contrast 模式下回声

强度均逐渐上升后下降， 与周航等

［

8

］

研究中体外超声

造影显像趋势相似。 分析原因为基于空化效应原理，

随着微球逐渐相变产生气泡致超声造影回声强度逐

渐增强，但由于凝胶模块中纳米粒数量有限，长时间

低强度聚焦超声激发下，回声强度到达高峰期后随着

纳米粒浓度及气泡逐渐减少而逐渐下降。

综上所述，本实验成功制备了包裹 ＩＣＧ 的 ＣＤ１０５

靶向 INP，其具备光热效应、光声及超声显像能力，且

经激光激发可发生液气相变，为下一步利用纳米粒实

现对肿瘤的多模态显像及治疗奠定了基础。
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肝圆韧带囊肿超声表现 １ 例

刘 青 曹 乐 龚 兰

［中图法分类号］ R445.1 ［文献标识码］ B

患儿男，２ 岁，因外院超声提示中上腹占位性病变入院。 偶

伴腹痛，无恶心、呕吐、腹胀、腹泻、尿频及尿急等。 体格检查：脐

上约两横指处可扪及一大小 ４．０ ｃｍ×４．０ ｃｍ 包块， 界限尚清，质

地稍硬，无明显触痛。 超声检查：上腹部胰腺前方见一大小约

４．０ ｃｍ×３．２ ｃｍ 无回声区，边界清，紧邻腹壁，内部可见不规则的

点状弱回声（图 １）；ＣＤＦＩ 示其内未见血流信号（图 ２）。 超声提

示：上腹部含液性病变，建议进一步检查。 腹部 ＣＴ提示：肝胃间

隙胰腺前方占位性病变。 血尿常规、肝肾功能及电解质等检查未

见明显异常。 后行腹腔镜探查术，于脐与肝脏间肝圆韧带行程的

腹壁上可见一大小约 ４．０ ｃｍ×４．０ ｃｍ×３．５ ｃｍ 的卵圆形囊性包块，

紧贴腹壁，基底部较宽，突出于腹腔，未与肝脏、肠管、胰腺等脏

器相联系，内为红褐色液体。 术后病理诊断：肝圆韧带囊肿。

讨论：肝圆韧带是胎儿时期左脐静脉闭锁后的遗迹，位于脐

部和门静脉左支囊部之间， 可分为腹膜外位段和腹膜内位段两

部分

［

１

］

。 肝圆韧带囊肿罕见，国内文献

［

２－３

］

仅见 ２ 例报道。由于肝

圆韧带解剖位置特殊，周围毗邻脏器复杂，囊肿较大时，超声很

难准确定位，当上腹部腹膜外囊肿且与周围各脏器无任何关联

时应想到肝圆韧带来源的可能。 本病例属于腹膜外位段肝圆韧

带囊肿，声像图表现囊肿紧邻腹壁，为超声诊断该病提供了宝贵

的经验。
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图
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［6］ Ｄｅｎｇ Ｌ，Ｃａｉ Ｘ，Ｓｈｅｎｇ Ｄ，ｅｔ ａｌ ．Ａ ｌａｓｅｒ －ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ

ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃ ｎａｎｏａｇｅｎｔ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｕｌｔｉｍｏｄａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ａｎｄ

ｐｈｏｔｏｔｈｅｒｍａｌ ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，２０１７，７（１８）：４４１０－４４２３．

［7］ Ｗｕ Ｍ，Ｘｉｏｎｇ Ｈ，Ｚｏｕ Ｈ，ｅｔ ａｌ ．Ａ ｌａｓｅｒ －ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｔａｒｇｅｔｅｄ ｎａｎｏａｇｅｎｔ ｆｏｒ ｉｍａｇｉｎｇ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ

ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ Ｙ７９ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ａｃｔａ Bｉｏｍａｔｅｒ，２０１８，７０（３）：

２１１－２２６．

［8］ 周航，黄晓玲，过源，等．链霉亲和素化载紫杉醇相变型 ＰＬＧＡ纳米粒

的制备及体外超声显影［Ｊ］．中国介入影像与治疗学，２０１６，１３（９）：

５７１－５７５．

（收稿日期：２０１８－０３－２８）
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