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·实验研究·

基于CNA35靶向液态氟碳纳米粒的超声分子成像检测
糖尿病肾病大鼠肾脏纤维化的实验研究

冯钰瑾 杨晓云 赵 昆 刘 芬 宗美男 王 一

摘 要 目的 制备一种由胶原结合蛋白 35（CNA35）介导的靶向液态氟碳纳米粒（PFP-NPs），探讨其在超声分

子成像检测糖尿病肾病（DN）大鼠肾脏纤维化中的应用价值。方法 制备经荧光标记的非靶向 PFP-NPs和 CNA35靶
向 PFP-NPs，经转化生长因子-β诱导人肾小管上皮HK-2细胞间质转化，发生胶原沉积，然后分别将非靶向PFP-NPs和
CNA35靶向 PFP-NPs与细胞共同孵育，于倒置荧光显微镜下观察细胞上 PFP-NPs荧光信号。建立DN大鼠模型，分为

非靶向组和靶向组，每组各 10只，分别静脉注射非靶向 PFP-NPs与 CNA35靶向 PFP-NPs，应用超声分子成像检测

两组DN大鼠静脉注射 PFP-NPs后 10 min、30 min肾脏超声分子成像信号强度；然后处死DN大鼠并取肾脏组织，检测

肾脏组织 PFP-NPs荧光信号强度及Ⅰ型胶原荧光信号强度；免疫组织化学检测肾脏组织Ⅰ型胶原染色面积占比，分

析肾脏超声分子成像信号强度与Ⅰ型胶原染色面积占比的相关性。结果 CNA35靶向 PFP-NPs孵育的人肾小管上

皮HK-2细胞上的荧光信号强度高于非靶向 PFP-NPs孵育的细胞（388.21±15.28 vs. 25.79±3.62），差异有统计学意

义（P<0.05）。靶向组DN大鼠肾脏组织PFP-NPs荧光信号强度高于非靶向组（946.02±83.55 vs. 73.69±21.72），差异有统

计学意义（P<0.05）；靶向组Ⅰ型胶原荧光信号强度与非靶向组比较差异无统计学意义（969.07±96.67 vs. 943.39±106.18），
且CNA35靶向PFP-NPs荧光信号与Ⅰ型胶原荧光信号区域重合。体内超声分子成像显示，靶向组DN大鼠静脉注射PFP-
NPs后10 min、30 min肾脏组织超声分子成像信号强度均高于非靶向组（8.37±1.27 vs. 1.92±0.25、9.73±1.25 vs. 2.08±1.32），

差异均有统计学意义（均P<0.05）。相关性分析显示，DN大鼠肾脏超声分子成像信号强度与Ⅰ型胶原染色面积占比呈正

相关（r=0.838，P<0.001）。结论 成功制备了CNA35靶向 PFP-NPs，其能够靶向结合大鼠肾脏胶原高表达部位，实现了

对DN大鼠肾脏纤维化的靶向超声分子成像。
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Experimental study of CNA35-targeted fluorocarbon nanoparticles-based
ultrasound molecular imaging for the detection of renal fibrosis in

rats with diabetic nephropathy

FENG Yujin，YANG Xiaoyun，ZHAO Kun，LIU Fen，ZONG Meinan，WANG Yi
Department of Abdominal Ultrasound，the Second Hospital of Hebei Medical University，Shijiazhuang 050000，China

ABSTRACT Objective To prepare targeted fluorocarbon nanoparticles（PFP-NPs）labeled with the collagen marker
CNA35，and to explore application value for ultrasound molecular imaging in detecting renal fibrosis in rats with diabetic
nephropathy（DN）.Methods Non-targeted PFP-NPs and CNA35-targeted PFP-NPs labeled with fluorescent markers were
prepared.The induction of human renal tubular epithelial cell HK-2 mesenchymal transformation and collagen deposition were
mediated by transforming growth factor-β.The non-targeted PFP-NPs and targeted PFP-NPs were subsequently co-incubated
with cells，followed by observation of the cellular fluorescence signal using a fluorescence microscope.The DN rats model were
established and divided into a non-targeted group and a targeted group，10 rats in each group.The non-targeted PFP-NPs and
CNA35-targeted PFP-NPs were intravenously administered to the two groups，respectively.Ultrasound molecular imaging was

基金项目：2022年河北省自然科学基金精准医学联合基金培育项目（H2022206202）
作者单位：050000 石家庄市，河北医科大学第二医院腹部超声科（冯钰瑾、杨晓云、刘芬、宗美男、王一），重症医学科（赵昆）

通讯作者：王一，Email：Wangyi_81@163.com

·· 89



临床超声医学杂志2024年2月第26卷第2期 J Clin Ultrasound in Med，February 2024，Vol.26，No.2

糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）是糖尿病

最常见的晚期微血管并发症之一，透析治疗的 DN
患者 5年生存率仅约 50%，早期检出率低、干预不及

时是导致 DN 患者高死亡率的主要原因之一［1］。肾

脏纤维化是 DN的主要病理表现，也是识别早期 DN
的关键［1-2］。肾穿刺活检是目前临床诊断 DN的金

标准，但其为有创操作，可能引起腰痛、血尿、肾周

血肿等并发症。超声分子成像是在超声造影和分

子标记基础上发展起来的一种新兴检查手段，其原

理是将特定的分子探针结合在液态氟碳纳米粒

（fluorocarbon nanoparticles，PFP-NPs）上，从而获得靶

向特定抗原或抗体的能力，然后将其通过静脉注入

体内，分子探针会靶向结合其配体，继而使 PFP-
NPs在分子探针高表达区域累积，PFP-NPs在低强

度聚焦超声的诱导下转化为微米级微泡，再通过超

声进行检测［3-4］，其具有靶向性好、能实时显示病变

结构等优势，为组织定性和定量检测提供了一种无

创、实时的新型成像技术，具有极好的临床应用前

景。超声分子成像的关键在于分子探针的选择。

近期研究［5-6］发现了一种可与Ⅰ型胶原特异性结合

的新型分子探针——胶原结合蛋白 35（CNA35），可

用于Ⅰ型胶原的标记。本实验通过探讨 CNA35靶
向 PFP-NPs在超声分子成像检测 DN大鼠肾脏纤维

化中的应用价值，旨在为临床 DN诊断提供理论

依据。

材料与方法

一、主要实验材料及仪器

1.主要材料：二棕榈酰磷脂酰胆碱（DPPC）、二硬

脂酰磷脂酰甘油钠盐（DSPG）、二硬脂酰基磷脂酰乙醇

胺（DSPE）、二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺 -聚乙二醇

2000-氨基（DSPE-PEG2000-NH2）、3-二甲氨基丙基-
3-乙基碳二亚胺盐酸盐（EDC）、N-羟基丁二酰亚胺

（NHS）、胆固醇（CH）均购于德国Merck公司；细胞膜

红色荧光探针（DiI）购于美国MCE公司；全氟正戊烷

（PFP）、2-吗啉乙磺酸（2-MES）、PBST缓冲液均购于

阿拉丁控股集团有限公司；含 10%胎牛血清的DMEM
培养基购于赛默飞世尔科技（中国）有限公司；转化生

长因子-β（TGF-β）、HRP标记二抗、DAB染色试剂盒

均购于英国 Abcam公司；DAPI染色液、链脲佐菌素

（STZ）均购于德国Sigma公司；FITC标记的抗大鼠Ⅰ型

胶原蛋白抗体购于美国Arigo公司。

2.主要仪器：旋转蒸发仪（BK-RE-1A，济南程腾

生物技术有限公司）；超声波处理器（FS-150N，上海生

析超声仪器有限公司）；倒置荧光显微镜（DMIL，德国

徕卡公司）；低强度聚焦超声仪（重庆医科大学超声影

像学研究所）；正置显微镜（Axioscope 5，德国蔡司公

司）；超声成像系统［东芝Aplio 500，上海电气（集团）

公司］。

二、主要实验方法

used to detect the signal intensity of renal ultrasound molecular imaging in DN rats in two groups at 10 min and 30 min after
intravenous administration.The DN rats were put to death，then the kidney tissues were collected for detecting the fluorescence
signals emitted by PFP-NPs and type Ⅰ collagen.The expression and percentage of staining area for type Ⅰ collagen in
renal tissue were analyzed by immunohistochemistry，and the correlation between the signal intensity of renal ultrasound
molecular imaging and the distribution percentage of type Ⅰ collagen was analyzed.Results The fluorescence signal intensity
of human renal tubular epithelial HK-2 cells incubated with CNA35-targeted PFP-NPs was higher than that of cells incubated
with non-targeted PFP-NPs（388.21±15.28 vs. 25.79±3.62），with a statistically significant difference（P<0.05）.The fluorescence
signal intensity of PFP-NPs in the renal tissue of DN rats in the targeted group was higher than that of non-targeted group
（946.02±83.55 vs. 73.69±21.72），with a statistically significant difference（P<0.05）. There was no significant difference of
fluorescence signal intensity of type Ⅰ collagen between the targeted group and the non-targeted group（969.07±96.67 vs.
943.39±106.18）.The in vivo ultrasound molecular imaging demonstrated that the signal intensity of renal ultrasound molecular
imaging of DN rats in the targeted group was higher than that of the non-targeted group at both 10 min and 30 min after intravenous
administration（8.37±1.27 vs. 9.73±1.25，1.92±0.25 vs. 2.08±1.32），with statistically significant differences（both P<0.05）.
Correlation analysis showed a positive correlation between the signal intensity of renal ultrasound molecular imaging and the
distribution percentage of type Ⅰ collagen（r=0.838，P<0.001）. Conclusion CNA35-targeted PFP-NPs were successfully
prepared and demonstrated specific binding to collagen-enriched renal regions，enabling targeted ultrasound molecular imaging
of renal fibrosis in DN rats.

KEY WORDS Ultrasound molecular imaging；CNA35；Fluorocarbon nanoparticles，targeted；Renal fibrosis；Diabetic
nephropathy；Rats
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（一）CNA35靶向PFP-NPs的制备及相关检测

1.CNA35 靶向 PFP-NPs 的制备：分别称取 10 mg
DPPC、4 mg DSPG、3 mg DSPE-PEG2000-NH2或DSPE、
3 mg CH溶解于 10 ml三氯甲烷中，然后再加入 100 ml
DiI；使用旋转蒸发仪在 50℃条件下真空旋转蒸发 1 h，
除去有机溶剂。加入 4 ml PBS缓冲液，在冰水浴（0~
4℃）条件下，使用超声波处理器声振乳化，得到半透明

的混悬液，加入液态PFP后，再次使用超声波处理器声

振乳化，12 000 g离心 3次取沉淀，将其加入 2-MES溶

液（pH值为 8.0）中混匀即得带有荧光标记的非靶向

PFP-NPs混悬液。另取 4 mg EDC、3 mg NHS溶于 1 ml
2-MES溶液（pH值为 5.2）中，加入 50 ml CNA35，冰浴

（0℃）条件下置于摇床孵育 1 h，然后调节溶液 pH 值

至 8.0，即为 CNA35溶液。取 500 ml上述制备好的带

有荧光标记的非靶向PFP-NPs混悬液，加入CNA35溶
液，4℃避光孵育过夜，即得带有荧光标记的CNA35靶
向 PFP-NPs混悬液。将上述带有荧光标记的非靶向

PFP-NPs混悬液和带有荧光标记的CNA35靶向 PFP-
NPs混悬液于 4℃离心取沉淀，即制得带有荧光标记的

非靶向PFP-NPs和CNA35靶向PFP-NPs［5］。
2.CNA35靶向PFP-NPs体外靶向性检测及体外超

声分子成像观察

（1）体外靶向性检测：将人肾小管上皮HK-2细胞

加入含 10%胎牛血清的DMEM培养基，置于 37℃、5%
CO2培养箱中培养。当细胞贴壁生长至 80%左右时，

加入浓度为5 ng/ml TGF-β诱导上皮细胞间充质转化，

24 h后将细胞分为非靶向组和靶向组（每组6个复孔），

然后分别将非靶向 PFP-NPs和 CNA35靶向 PFP-NPs
（1×104个/ml）加入细胞培养液中，37℃孵育 1 h，弃细胞

培养液，PBS缓冲液洗涤3次，加入DAPI染色液进行细

胞核染色，并于倒置荧光显微镜下观察非靶向组和靶

向组细胞上PFP-NPs荧光信号（即红色区域面积）。

（2）体外超声分子成像观察：取上述 1 ml CNA35
靶向 PFP-NPs混悬液置入凝胶模具中，低强度聚焦超声

仪体外给予超声辐照（工作频率：650 kHz，焦距：125 mm，
功率：0.2W/cm2，辐照时间：60 s），观察并比较辐照前后

超声分子成像信号强度。

（二）DN大鼠模型建立

选择健康清洁级 6~8周龄 SD大鼠［北京维通利华

实验动物技术有限公司，许可证号：SYXK（京）2022-
0026］30只，体质量 180~220 g，单笼饲养，自由饮食，

12 h昼夜节律饲养。其中 20只采用腹腔注射大剂量

STZ（65 mg/kg）的方式制备 DN大鼠模型，STZ注射前

禁食、禁水12 h。注射后连续3 d采集尾静脉血检测空腹

血糖，当空腹血糖均>16.7 mmol/L，且尿白蛋白>15 μg/ml
视为DN大鼠模型构建成功［7］。本实验经我院动物伦

理委员会批准（2022-AE182）。

（三）CNA35靶向 PFP-NPs体内超声分子成像观

察及体内靶向性检测

1.体内超声分子成像观察：将 20只DN大鼠随机

分为非靶向组和靶向组，每组各 10只。使用戊巴比妥

钠（30 mg/kg）麻醉大鼠，待完全麻醉，使用超声成像系

统（LA523探头，频率 5~9 MHz）对比脉冲序列造影模

式进行超声成像，非靶向组与靶向组超声成像增益、

机械指数、脉冲重复频率、扫描深度、聚焦位置等参数

均相同，待图像稳定后，将 30 mg/ml非靶向 PFP-NPs
和CNA35靶向PFP-NPs（1×106个/ml）经大鼠尾静脉分

别注入非靶向组和靶向组大鼠体内，剂量均为2 ml/kg，
随即推注 1 ml生理盐水冲管，注射 10 min、30 min后于

造影模式下观察两组大鼠肾脏，选取固定大小的感兴

趣区检测超声分子成像信号强度［7］。
2.体内靶向性检测：于避光条件下处死两组中各

5只DN大鼠并取出肾脏组织，制备冰冻切片，FITC标

记的抗大鼠Ⅰ型胶原蛋白抗体 37℃孵育 1 h，PBST缓
冲液洗涤后，加入DAPI染色液进行细胞核染色，并于

倒置荧光显微镜下检测 PFP-NPs荧光信号强度及

Ⅰ型胶原荧光信号强度。

（四）肾脏组织病理学观察及Ⅰ型胶原免疫组织

化学检测

将剩余的 10只DN大鼠及 10只健康大鼠均处死，

取肾脏组织制备石蜡切片，对肾脏组织进行Masson
染色，于正置显微镜下观察肾小球、肾小管的纤维化

情况（蓝色区域面积，阳性组织被染成蓝色）；同时

使用抗原修复液对 DN大鼠肾脏组织进行抗原修复，

山羊血清 37℃封闭 2 h，FTTC标记的兔抗大鼠Ⅰ型胶

原蛋白抗体（1∶1000）4℃孵育 12 h，PBST缓冲液洗涤

3次，使用HRP标记二抗 37℃孵育 1 h，PBST缓冲液洗

涤3次，使用DAB染色15 min，苏木素复染、封片，于正

置显微镜下观察Ⅰ型胶原阳性（即棕黄色染色）情况，

采用 ImageJ软件计算Ⅰ型胶原染色面积占比，分析超

声分子成像信号强度与Ⅰ型胶原染色面积占比的相

关性。

三、统计学处理

应用 GraphPad 8.0统计软件，计量资料以 x±s表
示，两组比较采用 t检验。相关性分析采用 Pearson相
关分析法。P<0.05为差异有统计学意义。
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图1 靶向组与非靶向组人肾小管上皮HK-2细胞倒置荧光显微镜下观（标尺为100 μm）
辐照前 辐照后

图2 CNA35靶向PFP-NPs体外低强度聚焦超声辐照前后超声分子成像

结 果

一、CNA35靶向 PFP-NPs体外靶向性检测及体外

超声分子成像观察

本实验制备的非靶向 PFP-NPs和 CNA35靶向

PFP-NPs平均粒径分别为（268.03±4.73）nm、（277.06±
5.62）nm。体外实验结果显示，靶向组人肾小管上皮HK-2
细胞上的PFP-NPs荧光信号强度高于非靶向组（388.21±
15.28 vs. 25.79±3.62），差异有统计学意义（P<0.05）。见

图 1。CNA35靶向PFP-NPs经体外低强度聚焦超声辐

照后的超声分子成像信号显著强于辐照前。见图2。
二、CNA35靶向PFP-NPs体内超声分子成像观察

靶向组DN大鼠静脉注射CNA35靶向PFP-NPs后
10 min、30 min肾脏组织超声分子成像信号强度分别

为 8.37±1.27、9.73±1.25，均高于非靶向组（1.92±0.25、
2.08±1.32），差异均有统计学意义（均P<0.05）；且注射

后 10 min超声分子成像信号强度与注射后 30 min比
较差异无统计学意义。见图3。

三、CNA35靶向PFP-NPs体内靶向性检测
肾脏组织切片荧光检测显示，靶向组DN大鼠肾脏

组织 PFP-NPs荧光信号强度高于非靶向组（946.02±
83.55 vs. 73.69±21.72），差异有统计学意义（P<0.05）；靶
向组Ⅰ型胶原荧光信号强度与非靶向组比较差异无
统计学意义（969.07±96.67 vs. 943.39±106.18），且PFP-
NPs荧光信号与Ⅰ型胶原荧光信号区域重合。见图4。

四、DN大鼠肾脏病理检测
Masson染色显示，DN大鼠肾脏纤维化面积大于

健康大鼠肾脏（1527.69±129.66 vs. 147.81±52.36），差

异有统计学意义（P<0.05）。见图5。
五、超声分子成像信号强度与Ⅰ型胶原染色面积

占比的相关性分析

相关性分析显示，DN大鼠肾脏超声分子成像信

号强度与Ⅰ型胶原染色面积占比呈正相关（r=0.838，
P<0.001）。见图6，7。

靶
向

组
非

靶
向

组

静脉注射10 min后 静脉注射30 min后

图 3 靶向组与非靶向组静脉注射PFP-NPs后 10 min、30 min体内超声

分子成像
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图4 靶向组DN大鼠体内靶向性检测倒置荧光显微镜下观（红色区域为PFP-NPs荧光信号；绿色区域为Ⅰ型胶原荧光信号）。标尺为50 μm

PFP-NPs DAPI Ⅰ型胶原 Merge

靶
向

组
非

靶
向

组

图 6 DN大鼠肾脏组织Ⅰ型胶原免疫组织化学图（G：肾小球；V：肾内

血管系统）
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图 7 DN大鼠肾脏超声分子成像信号强度与Ⅰ型胶原染色面积占比

的相关性分析散点图

讨 论

纤维化是结缔组织在损伤反应中逐渐积累，形成

不可修复性器官损伤，并进一步导致器官衰竭的一种

病理变化。超声分子成像能够使细胞和亚细胞活动

过程可视化，理论上选择合适的分子标记物可实现分

子纤维化途径的监测及量化评估［8］。糖尿病患者持续

高血糖状态会损伤肾脏，导致肾间质出现炎症细胞浸

润，肾小管上皮细胞也会凋亡，而来源于肾小管上皮

细胞-间充质转化的肌成纤维细胞将会聚集并使细胞

外基质的生成与降解失衡，从而导致细胞外基质过度

沉积，进而引发肾脏纤维化［9］。胶原沉积是DN患者肾

脏纤维化的典型病理学特征。因此，通过合适的分子

探针靶向胶原是DN分子诊断的重要研究方向。既往

实验［10］制备了一种胶原结合蛋白CNA35，其可特异性

结合纤维化组织中的胶原蛋白；且体内和体外成像实

验显示，CNA35较目前可用的其他胶原蛋白可视化技

术具有更高的空间分辨率。静脉注射CNA35后，可在

肾脏和肝脏观察到胶原蛋白的标记，是目前应用较为

广泛的纤维化分子诊断标记物。

液态氟碳是一种全氟碳化合物，稳定性高且具有

携氧功能，近年来逐渐应用于超声造影剂，并取得良

好的效果。液态氟碳经由磷脂壳层包裹成纳米级的

颗粒后，相变阈值与其粒径呈负相关，即粒径越小，其

相变阈值越高，反之则越低［11-12］。既往实验［12］指出，

PFP-NPs沸点为 29℃，但被脂质包裹后，在37℃环境下

1 h内粒径未见明显改变。本实验成功制备Dil标记的

非靶向PFP-NPs及CNA35靶向PFP-NPs，平均粒径分

别为（268.03±4.73）nm、（277.06±5.62）nm。TGF-β能

BA
A：健康大鼠；B：DN大鼠

图5 健康大鼠和DN大鼠肾脏病理图（Masson染色，×200）
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够诱导人肾小管上皮HK-2细胞间质转化，导致大量

胶原沉积［13］，因此发生间充质转化的上皮细胞可用于

体外检测 CNA35靶向 PFP-NPs的靶向性。体外实验

结果显示，靶向组人肾小管上皮 HK-2细胞上 PFP-
NPs荧光信号强度高于非靶向组（388.21±15.28 vs.
25.79±3.62，P<0.05），表明 CNA35靶向 PFP-NPs能够

靶向识别胶原蛋白。为了进一步探究 CNA35靶向

PFP-NPs对DN大鼠肾脏纤维化的诊断效果，本实验

利用 STZ诱导构建DN大鼠模型，结果显示DN大鼠肾

脏组织有大量纤维沉积，与既往实验［14］中DN兔肾脏

病理变化一致，提示成功建立了DN大鼠模型。分别

给予 DN大鼠注射 CNA35靶向 PFP-NPs和非靶向

PFP-NPs，结果显示靶向组DN大鼠肾脏组织中 PFP-
NPs荧光信号强度高于非靶向组（P<0.05）。进一步对

上述大鼠肾脏组织进行Ⅰ型胶原免疫荧光染色发现，

PFP-NPs荧光信号与Ⅰ型胶原荧光信号区域重合，表

明CNA35靶向PFP-NPs能够靶向结合DN大鼠肾脏Ⅰ型

胶原纤维沉积部位。体内 CNA35靶向 PFP-NPs经超

声辐照后，由液态转变为气态，超声分子成像信号较

辐照前明显提高，表明其增强了超声分子成像效

果［15］。本实验应用超声分子成像观察DN大鼠肾脏，结

果显示靶向组DN大鼠肾脏组织注射CNA35靶向PFP-
NPs后 10 min、30 min超声分子成像信号强度分别为

8.37±1.27、9.73±1.25，均 高 于 非 靶 向 组（1.92±0.25、
2.08±1.32），差异均有统计学意义（均P<0.05）；且注射

后 10 min超声分子成像信号强度与注射后 30 min比
较差异无统计学意义；表明CNA35靶向PFP-NPs能够

靶向结合大鼠肾脏胶原高表达部位，实现了对DN大

鼠的靶向超声分子成像。在超声分子成像过程中，未

与靶点结合的游离微泡会很快被消除，CNA35靶向

PFP-NPs多在注射后 10 min即可观察到，且持续至注

射后 30 min，这为今后单次造影剂注射后双侧肾脏同

时成像提供了可能。肾脏纤维化是DN的基本病理表

现，病理学检查是诊断DN的“金标准”，其主要根据肾

脏胶原沉积评估肾脏纤维化程度［16］。本实验相关性

分析显示，DN大鼠肾脏超声分子成像信号强度与Ⅰ型

胶原染色面积占比呈正相关（r=0.838，P<0.001），表明

超声分子成像在DN诊断中有一定价值。但CNA35靶
向 PFP-NPs与肾脏纤维化组织中胶原靶向结合效率

仍需进一步探究。

综上所述，CNA35靶向 PFP-NPs能够靶向结合大

鼠肾脏胶原高表达部位，实现了对DN大鼠肾脏纤维化

的靶向超声分子成像，为临床DN诊断提供了理论依据。
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