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[摘要 ]  目的 : 探讨制备靶向结合活化血小板的脂质超声造影剂的新方法 , 评价制备的靶向超声造

影剂体外与血栓靶向结合的能力。方法 : 首先合成荧光标记的 , 能与血小板膜糖蛋白 GPÒb /Ó a受体特

异性结合的赖氨酸-甘氨酸-天冬氨酸 -丝氨酸多肽-棕榈酸化合物 ( KGDS-Pa lm )。采用 / 超声-高速剪

切 0法 , 以带荧光 F ITC 的 KGDS-Palm 为主要原料之一 , 制备靶向脂质超声造影剂。马尔文公司粒径测定

仪检测微泡大小及分布 ; Coulter计数仪分析浓度 ; 荧光显微镜下观察 KGDS多肽与微泡的结合情况 ; 流

式细胞仪评价多肽与微泡的结合效率 ; 观察靶向微泡在体外的稳定性 ; 采用体外血栓模型 , 检测靶向微

泡与血栓靶向结合的特异性。结果 : KGDS靶向超声造影剂呈淡黄色混悬液 , 微泡浓度约为 1. 5 @ 1 09 /

mL, 平均粒径为 1. 5 Lm, 9 8% 的微泡小于 5 Lm。荧光显微镜显示靶向超声造影剂表面呈明亮的绿色荧

光 ; 流式细胞仪检测 KGDS结合效率为 90. 04% ; 体外 4 e 保存 48 h后微泡浓度及粒径无显著改变 ; 体

外靶向及其拮抗实验证实 , 靶向超声造影剂与血栓特异性结合。结论 : 采用 / 超声-高速剪切法 0制备靶

向超声造影剂 , 方法简单易行 , 有利于靶向造影剂的制备及纯化 ; KGDS靶向超声造影剂稳定性好、靶向

结合特异性强。
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Abstract:  Objective To prepare a thrombus- targeted u ltrasonic contrast agent and to invest-i

gate its targeted ab ility to fresh b lood clots. Methods W e first synthesized FITC-KGDS-Pa lm com-

pound, and then prepared thrombus- targeted m icrobubbles using / u ltrasound & high speed shearing

method0. F luorescence labeling thrombus-specific peptides and KGDS, directed at the activated g lyco-

protein( GP) Ò b /Ó a receptor of p late lets were attached to the surface o f lipid m icrobubb les. The

concentration and size of TUCA were measured by M a lvern Zeta SizerN ano-ZS590 and Coulter coun-t
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er. Immuno fluorescence w as applied to con firm the con jugat ion. The con junct ratio w as assessed by

flow cy tometer ( FCM ) . Results The KGDS-TUCA was straw ye llow turb id liquor, and the concen-

tration w as 1. 5 @ 10
9
/mL, and the average size w as 1. 5 Lm. The targeted m icrobubbles conjugated

w ith the thrombus-specific peptides show ed bright green rings by fluorescence m icroscope. FCM

demonstrated that the w ave leng th o f she ll of KGDS-TUCA changed greatly, and the con junct ratio w as

90. 04% . In v itro study show ed KGDS-TUCA rema ined stable for 48 h at 4 e and target-attached

to blood c lo ts and show ed good stability. Conclusion  The ultrasound & h igh speed shearing m ethod

to prepare TUCA is easy and in favor o f purif ication. KGDS-TUCA has h igh spec ific bio log ica l activ-i

ty. The con junct ratio and stability o f KGDS-TUCA are exce llent.

Key words: targeted ultrasound contrast agent; thrombus; mo lecu lar im ag ing

[ J C ent South Univ (M ed S ci ) , 2 009, 34 ( 1 2) : 1255-06 ]

 分子影像学 ( m olecular mi ag ing, M I)是一门快

速发展的交叉学科 , 其目的是活体显示和定量分

子及细胞水平变化。最新的研究表明 , 利用 M I

能显示活体炎症、细胞凋亡及基因表达。特别吸

引人的是 , 其不仅是理想的发展中的生物成像探

测器 , 而且是药物或基因的载体。同一造影剂可

以同时发挥诊断、靶向治疗和监测疾病情况等作

用 , 例如可以靶向显示血栓、释放溶栓药物及监

测血栓的溶解情况。

超声分子成像技术利用靶向造影剂上的配体

与靶向组织高亲和性的特性 , 将超声造影剂浓集

于靶组织 , 并通过超声显像技术显示靶组织分子

水平变化的病理过程。其中靶向造影剂的制备

是目前 制约 超声分 子影 像技 术发展 的关 键因

素
[ 1]
。本实验拟以赖氨酸-甘氨酸-天冬氨酸 -丝

氨酸 ( KGDS )多肽为配体 , 制备靶向结合活化血

小板膜糖蛋白 GP Ò b /Ó a受体的血栓靶向超声

造影剂 ( targeted ultrasound contrast agent, TUCA ) , 并

检测其靶向结合血栓的特异性。

1 材料与方法

1. 1  主要试剂

荧光 标 记 的 KGD S -棕 榈 酸 化 合物 ( F ITC-

KGDS-Palm )购自北京中科亚光生物科技有限公

司 ; DSPC和 DPPA 购自上海东尚实业有限公司 ;

棕榈酸 (分析纯级 )购自天津市科密欧化学试剂

开发中心 ; 聚乙二醇-4000和无水乙醇 (均为分

析纯级 )购自国药集团化学试剂有限公司 ; 泊洛

沙姆 188 (药用级 )购自上海昌为 ; 全氟丙烷气体

(电子级产品 , 纯度 99. 999% )购自北京欣明仁

医疗器械技术有限公司。

1. 2  主要仪器

采用英国马尔文公司 粒径测定仪  Nicomp380 
 Z3000测量超声造影剂粒径大小及分布; 日本 N ikon 

公司 TE 2000-S 荧光显微镜检测多肽与微泡结合情

况; ALOKA A10 彩色超声诊断仪购自日本 ALOKA 

公司, 采用超声造影低机械指数实时

灰阶造影匹配成像技术实时观察血凝块的回声 ,

并采用 L ine成像模式存储在仪器硬盘 , 应用声学

定量分析软件脱机分析增强强度。

1. 3  TUCA 的制备及纯化

采用 / 超声-高速剪切 0法制备 TUCA。称取

40 mg DSPC, 4 mg DPPA 和 5 mg泊洛沙姆 188置

离心管中 , 加入 5 mL双蒸水得脂质混悬液 A; 将

5 mg F ITC-KGDS-Palm溶于 200 LL无水乙醇中 ,

制成溶液 B; 再将脂质混悬液 A 进行探头超声 6

m in (开 3 s, 关 3 s, 功率 3 0% ) , 并在超声过程

中逐滴加入溶液 B, 使二者充分混匀 , 直至变为

澄清溶液 C。称取 5 mg PEG-400 0加入澄清液

C中 , 溶解完全并混匀 ; 以全氟丙烷气体充分饱

和 澄 清 液 C 同 时 将 其 进 行 高 速 机 械 剪 切

( 1 @ 10
4
r /m in) 2 m in, 即得淡黄色的 TUCA。采用

蒸馏水洗涤 , 离心机低速离心的 / 浮选法 0纯化

TUCA
[ 2-3]

, 4e 保存备用。

1. 4  KGDS-TUCA 一般特性的检测

显微镜下观察 KGD S- TUCA 的形态及分布 ,

Zeta S izer Nano-ZS590 检测 粒径大小 及其分布 ,

Coulter计数仪分析浓度和大小。

1. 5  KGDS-TUCA 靶向结合效率及靶向性检测

1. 5. 1  荧光显微镜检测法

将带有荧光的 KGDS - TUCA 滴于载玻片上 ,
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采用蓝紫光滤光片观察 KGD S- TUCA 形态、分布

及其表面发光情况 , 即时拍照并记录结果。固定

荧光显微镜曝光时间和激光功率。

1. 5. 2  流式细胞仪检测探针与微泡的结合效率

随机计数 5 @ 10
4
个微泡 , 以未结合 KGDS的

自制 脂 质超 声 造 影 剂作 对 照 , 与 纯 化 后 脂质

KGDS靶向造影剂比较 , 检测其荧光度的差别 , 观

察带有 荧光 F ITC 的 KGDS 与脂 质微 泡的 结合

效率
[ 4]
。

1. 5. 3  KGDS-TUCA 体外靶向性的检测

1. 5. 3. 1  制备血凝块

采集 5名健康成人手肘静脉血各 10 mL置于

不加任何抗凝剂的试管中 , 37 e 恒温水箱孵化

1. 5 h, 最后得到 15块面积约为 0. 5 cm @ 0. 5 cm

的新鲜全血细胞凝块 (即红色血栓 )
[ 5]
。

1. 5. 3. 2  实验分组

A 组 (靶向组 )加入 0. 05 mL KGD S-TUCA; B

组 (对照组 )加入 0. 05 mL自制非 TUCA; C组 (拮

抗剂阻断组 )先加入 KGDS多肽 , 与血凝块充分共

孵育后 , 再加入 0. 05 mL KGD S-TUCA。

以上 各组 实 验 分 别重 复 5 次。 采 用日 本

ALOKA公司 ALOKA A10 彩色超声诊断仪 , 浅表

5412探头 , 频率 3. 7 5 MH z、声场深度 4 cm、机械

指数 0. 11, 实验过程中维持增益、取样深度、时

间增益补偿、聚集范围不变。含 100 mL 无气水

的水槽中加入血凝块、造影剂 , 采用超声造影低

机械指数实时灰阶造影匹配成像技术实时观察

血凝块的回声 , 并采用 L ine成像模式存储在仪器

硬盘 , 应用声学定量分析软件 脱机分析增强强

度。

1. 6  KGDS-TUCA 稳定性实验

根据观察时间点不同将 TUCA 分为 0, 6, 24

和 48 h组共 4组 ( n = 5 )。 0 h组为新鲜制备的

TUCA; 其余 3组分别是 4e 保存 TUCA 6, 24和 48

h, 检测前再次混匀。光镜下观察各组微泡大小

及分布 , Coulter计数仪分析各组微泡粒径大小及

其浓度。

1. 7  统计学处理

采用 SPSS11. 0软件包进行统计学分析。数

据采用均数 ?标准差 ( x ? s )表示 , 多组间的比较

采用方差分析 q检验 , P < 0. 05认为差异有统计

学意义。

2 结   果

2. 1  KGDS-TUCA 的一般特性

KGD S- TUCA呈淡黄色混悬液 , 微泡浓度约为

1. 5 @ 10
9
/mL, 平均粒径为 ( 1. 5 ? 0. 5 ) Lm, 98%

的微泡小于 5 Lm (图 1 )。

图 1 KGDS-TUCA粒径均一 ( @ 400)。

F ig. 1 The size d istr ibu tion ofKGD S-TUCA is hom ogene-

ous( @ 400).

2. 2 KGDS-TUCA的靶向性

2. 2. 1 荧光显微镜检测结果

探针 KGDS多肽带有 FITC荧光 , 荧光显微镜

观察 KGD S- TUCA, 可见密集分布的表面呈绿色

光环的微泡 , 其浓度密集 , 大小 均一 , 形态规整

(图 2) , 证实 KGDS连于微泡表面。

图 2 KGDS-TUCA荧光图 ( @ 400)。

F ig. 2 F luorescence im age ofKGD S-TUCA( @ 400) .

2. 2. 2 流式细胞仪检测 KGDS与微泡结合效率

靶向造影剂与普通造影剂比较 , KGDS-TUCA

有 90. 04%的微泡荧光不同 , 因此配体 KGDS与

微泡的结合效率约为 90. 04% (图 3 )。
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图 3 流式细胞仪检测配体与微泡结合效率图。A: 普通自制脂质超声造影剂流式细胞仪荧光图; B: KGDS-TUCA流式细胞

仪荧光图。

F ig. 3 Image of con junction ratio of ligand attached tom icrobubb les by flow cytom etry analysis. A: F low cy tom etry ana lysis of

non- targeted u ltrasound contrast agent; B: F low cytom etry ana ly sis of KGDS-TUCA.

2. 2. 3 体外靶向性实验结果

A 组 (靶向组 ) : 血凝块与 KGD S- TUCA共孵

育后 , 其表面呈环状高回声增强 (图 4A ) , 采用

无气水反复漂 洗 3 次 , 依然呈环 状强回声 (图

4B ) ; B组 (对照组 ) : 血凝块与普通造影剂共孵

育后 , 血凝 块无增强 , 回 声呈 / 充盈缺损 0声像

(图 4C ) ; C组 (拮抗剂阻断组 ) : 血凝块与 KGDS

充分共孵育后 , 再加入 KGDS-TUCA, 血凝块表面

无增强 , 回声呈 /充盈缺损 0声像 (图 4D )。

图 4 血栓靶向性检测。A: 靶向造影剂显示血栓周边环状增强; B:血栓经无气水洗涤后,其周边仍环状增强; C:普通造影剂

显示血栓无增强; D:靶向拮抗抑制实验显示靶向造影剂不能增强血栓。

F ig. 4 To verify the thrombus-targe ted spec ificity. A: R ing enhancem ent around thrombus by TUCA; B: R ing enhancem ent of

thrombus b indingw ith TUCA afte rwashed by a ir- freew ater; C: Non-enhancement of throm bus by TUCA; D: Non-enhancem ent

of throm bus incubated w ith b locking agen t by TUCA.
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  A组和 A 组漂洗后超声回声灰阶值分别为

80. 66 ? 5. 2和 76. 65 ? 6. 2, 差异无统计学意义

( P > 0. 05 ) , 其与 B组和 C组比较 , 增强强度显

著增加 ( P < 0. 05 ) ; B组和 C组超声回声灰阶值

分别为 22. 25 ? 3. 2和 18. 78 ? 3. 1, 差异无统计

学意义 ( P > 0. 05 )。

2. 3  KGDS-TUCA 的稳定性

4组样品放置不同时间后 , 其粒径大小、浓度

如表 1所示。随时间延长 , 其粒径稍有增大 , 浓

度稍降低 , 但微泡浓度、粒径大小各组之间差异

无统计学意义 (均 P > 0. 05)。

表 1 靶向造影剂体外稳定性比较

Tab. 1 Compar ison of stab ility of TUCA in vitro

 组别 粒径 ( Lm ) 浓度 ( @ 109 /mL )

A组 ( 0 h) 1. 52 ? 0. 50 1. 58 ? 0. 40

B组 ( 6 h ) 1. 63 ? 0. 60 1. 54 ? 0. 40

C组 ( 24 h) 1. 71 ? 0. 40 1. 49 ? 0. 50

D组 ( 48 h ) 1. 75 ? 0. 60 1. 46 ? 0. 60

3 讨   论

1999 年美国哈佛大学 W eissleder
[ 6]
最早提出

M I的概念 , 即应用影像学的方法对活体状态下

的生物过程进行细胞和分子水平的定性和定量

研究。分子特异性探针的构建是 M I研究的核心

内容
[ 1]
。成像效果好的分子影像探针需符合以

下要求
[ 7]

: ( 1 )分子探针对其靶生物分子具有高

度特异性和亲合力 ; ( 2 )分子探针能反映活体内

靶生物分子的含量 ; ( 3 )分子探针对细胞表面和

细胞内的相同的靶生物分子的结合不存在倾向

性差异 ; ( 4 ) 分子探针具有一定的通透性 , 能顺

利达到目的地 ; ( 5 )分子探针不会引起机体明显

的免疫反应或其他不良反应 ; ( 6 )分子探针在活

体内相对稳定 ; ( 7 )分子探针在血液循环中有适

当的清除期 , 以满足既能与靶生物分子充分结合

又不会有高的血 /本底 0。分子探针是活体内分

子影像成功的先决条件之一。用化学或生物物

理方法优化探针 , 使之具有合理的体内生物学行

为 , 包括稳定性、高信噪比等 , 是探针构建中必须

考虑的重要课题。

本实验研究采用磷脂、棕榈酸、聚乙二醇、泊

洛沙姆、全氟丙烷等作为原料 , 制 备出安全、稳

定、靶向性高的微泡超声造影剂。

首先采用磷脂作为制备 TUCA 主要原料 : 磷

脂材料与组织相容性相当高 [ 8-9] , 不干扰人体正

常的生理机能 , 不发生免疫原性反应 , 已有采用

磷脂为材料的商品化超声造影剂应用于临床。

此外 , 磷脂作为微泡膜材料 , 使微泡膜富有弹性 ,

即增加了超声的反射 , 又使微泡具有柔韧性 , 不

易破裂。第二 , 全氟丙烷惰性气体作为微泡的充

填气体 : 与氧和氮相比较 , 其在水或血液中的溶

解度和扩散率非常低 ; 全氟丙烷气体中的氟-碳

结合是自然状态下非常牢固的结合 , 在体内不易

分解代谢 , 因此全氟丙烷在血液中非常稳定 , 增

加了微泡的稳定性 ; 第三 , 以棕榈酸为原料之一 :

棕榈酸能够作为表面活性剂并形成微泡外薄膜 ,

微泡表面覆盖一层薄的棕搁酸壳 , 其作用在于将

气液分开 , 减慢气体溶解 , 也增加微泡的稳定性。

综上所述 , 从理论上讲 , 自制脂质超声造影剂具

有安全无毒 , 性质稳定 , 在体内留存时间长 , 造影

后可产生明显的造影增强效果的特点。本实验

也证实了自制脂质超声造影剂具有良好的稳定

性 : 造影剂混悬液体外放置 48 h后 , 微泡的粒径

及浓度没有显著改变。

靶向造影剂的关键是将配体连于微泡表面 ,

使之具有定向结合靶点的性质。将配体结合于

微泡表面的方法有 4种
[ 10]

: ( 1 )直接连接法 : 又

称为共价的被动吸附、静电吸附法。缺点是制备

得到的 TUCA 稳定性不强 , 极易受到溶液物理性

质改变的影响 , 有研究表明体内寻靶效果不佳。

( 2 ) 偶联剂连接法 : 缺点是靶 向片段结合率不

高 , 且多功能试剂的选择范围有限。 ( 3 )桥连剂

结合的方法 : 又称共价结合法。此法产物靶向性

稳定 , 化学基团选择范围非常广泛易得 , 可根据

需要引入不同的基团 , 制备过程同普通超声造影

剂。此法成为现今研究的热点。 ( 4 )非吸附性非

共价键键结的免疫化学固定法 : 例如生物素亲和

素 ( b iotin- avidin system )法。

以上方法各有优缺点 , 本实验根据自制造影

剂的材料特点 , 棕榈酸是其主要原料之一 , 不溶

于水 , 在维护微泡稳定性发挥着重要作用。因

此 , 设想以棕榈酸作为桥连剂 , 将配体结合于微

泡表面。首先将 KGDS多肽连于棕榈酸 , 制备出

纯度达 98% 的 KGDS-棕榈酸化合物。然后采用

高速剪切分散装置对包含 KGDS-棕榈酸化合物

的脂质液进行高剪切分散处理形成微泡 , 制备出

粒径合适、分布均匀 , 浓度较高的靶向造影剂。

本实验靶向造影剂制备方法 , 不需要添加造影剂
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制备原料以外的试剂材料 , 制备方法简单 , 与普

通超声造影剂制备方法相同 , 对微泡本身特性干

扰小 , 有利于纯化靶向造影剂。此外 , 理论上配

体结合效率应该很高 : 棕榈酸是 KGD S- TUCA 微

泡膜重要的组成成份 , 而使用的 KGDS-棕榈酸化

合物又是纯度很高的原料 , 因此微泡膜上有棕榈

酸存在 , 就应该有配体 KGDS连接于微泡表面。

本实验采用流式细胞仪检测证实靶向配体与微

泡结合效率高达 90. 04%。

配体的选择也是制备靶向性高、结合力强的

TUCA的关键。多肽是一种主要的配体 , 其类似

于抗体 , 作为探针制备靶向造影剂可以有很高的

靶向特异性和很强的结合力。其大小可以是小

片段多肽 , 约 5 ~ 10个氨基酸 (如识别血小板 GP

Ò b /Ó a受体的 RGD多肽 ) ; 也可以是较大的片

段的生物活性荷尔蒙 , 如缩胆囊素。较小的多肽

与抗体相比 , 免疫原性更小。本实验选择的是亲

血栓 KGDS多肽。以往血栓 TUCA 的配体多采用

RGD (精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸 )多肽 , 作为识别

活化血小板的配体
[ 4, 11]

, 但含有 RGD的肽 , 除了

识别血小板活化表达的 GP Ò b /Ó a受体外 , 还识

别其他细胞受体 , 不具有识别活化血小板 GP Ò

b /Ó a受体专一性。赖氨酸 K 代替精氨酸 R, 对

活化 血 小板 GP Ò b /Ó a受 体 亲 和 性 明 显 增

强
[ 12]

, 含 KGD (赖氨 酸-甘氨酸-天冬氨酸 ) 序列

的肽段仅作用于活化血小板 GPÒ b /Ó a受体 , 不

干扰其他细胞类型介导的生理反应 , 因而 KGDS

序列的肽是理想的血栓靶向造影剂配体
[ 13]
。

本实验采用 荧光显微 镜、流式 细胞仪 的方

法 , 证实 KGDS连接在微泡表面 , 其结合效率高达

90. 04% 。体外靶向及其拮抗实验显示 , KGDS -

TUCA可以靶向显示血栓 , 具有与血栓很强的结

合能力。

本研 究采 用 / 超 声 -高 速剪 切 法 0制 备 出

KGD S- TUCA; 通过体外实验 , 证实 KGDS 配体结

合效率高 , KGDS-TUCA 具有很高的稳定性和很

强的血栓靶向性 , 为进一步研究其应用打下了坚

实的基础。
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