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肾缺血再灌注损伤（ischemia-reperfusion injury,

IRI）是肾移植常见的病理生理现象，是影响移植肾早期

功能恢复的重要因素，以后更会增加急性排斥和慢性移

植物失功的发生率。肾脏发生缺血事件时，会导致“炎

症瀑布”激活，细胞间黏附分子1（ICAM-1）大量表达并

作为缺血的“记忆分子”持续存在一定时间［1-2］。靶向超

声分子成像技术可有效评价血管内皮炎症/损伤。但由

于“轴流作用”的影响，在体内高剪切应力条件下靶

向微泡不能达到很好的粘附，限制了其在分子显像中应

用［3-4］。研究表明超声辐射力（USRF）能够使微泡偏离轴

流中心，向血管对侧偏移实现靶向粘附［5-6］。然而联合超

声辐射力和靶向超声分子成像对肾脏的“记忆分子”进

行显像早期检测肾 IRI，目前国内外研究尚未报道。本

实验探讨超声辐射力结合携 ICAM-1单抗靶向微泡提

高检测小鼠肾IRI的敏感性及可行性。

1 材料和方法

1.1 实验动物

昆明小鼠60只，体质量为25~30 g，雄性，由南方医

科大学实验动物中心提供。合格证号：scxk（粤）

2006-0015。

1.2 主要试剂和仪器

平面型非聚焦超声治疗仪（绵阳索尼电子有限责任

公司，CSY-01 型）、飞利浦 IU22 超声仪（philips，

Holland）、小鼠用无创动脉夹(上海奥尔科特生物科技有
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摘要：目的 探讨超声辐射力促进靶向微泡粘附提高肾缺血再灌注（IR）损伤检测的敏感性及可行性。方法 制作小鼠肾缺血再

灌注模型及正常对照组，并根据再灌注后1、3、6、12、24 h分别分为IRlh、IR3 h、IR6 h、IR12 h、IR24 h组。各组再根据有无超声辐

射力作用随机分为单击靶向微泡（MBICAM）组和靶向微泡+超声辐射力组（MBICAM+USRF）组。结果 MBICAM组和MBICAM+USRF组在对照

组肾脏均未见明显显影增强，肾脏声强度（VI）值无显著差异（6.47±0.42对6.45±0.62，P=0.923）。肾脏 IR损伤不同时间窗下均

可见显影增强，并且随着时间的推移，显影强度逐渐增高。MBICAM+USRF组缺血再灌注各时间窗肾脏VI值较MBICAM组显著增

大，两者之间均存在显著性差异（P均=0.000）。IR12 h和IR24 hVI值之间无显著差异（P=1.000），其余各组之间均存在显著差异

（P<0.05）。结论 应用超声辐射力联合携抗细胞间黏附分子1单抗靶向微泡可提高小鼠肾脏缺血再灌注损伤检测敏感性，可用

于早期评价微血管炎症或相关的血管内皮反应
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Abstract: Objective To study the sensitivity and feasibility of detecting microvascular inflammation in renal ischemia-
reperfusion injury using microbubbles (MB) targeted to the intercellular adhesion molecule ICAM-1 and ultrasound radiation
force (USRF). Methods Mouse models of kidney ischemia-reperfusion were randomized into 5 groups with reperfusion time
of 1, 3, 6, 12, and 24 h (IRlh, IR3h, IR6h, IR12h, and IR24h group, respectively). Each group was subdivided into targeted MB
group (MBICAM group) and targeted MB +USRF group (MBICAM+USRF group). Kidney enhancement and the video intensity (VI) of
the kidneys were compared among the groups. Results In normal mice in either MBICAM or MBICAM + USRF group, no obvious
enhancement of the kidney or significant increase in VI of the kidneys was observed (P=0.923). The kidneys were enhanced in
all the mice with renal ischemia-reperfusion injury, and with the passage of time, the enhancement increased progressively. VI
in the kidneys of mice with renal ischemia-reperfusion injury in MBICAM+USRF group increased more significantly compared with
the MBICAM group. Significant difference in the VI was noted among the groups with different perfusion time but not between
IR12h and IR24h groups. Conclusion Microbubbles targeted to ICAM-1 combined with USRF can effectively evaluate renal
ischemia-reperfusion injury in mice and can be used for early evaluation of microvascular inflammation and other endothelial
responses.
Keywords: ultrasound radiation force; targeted microbubbles; ischemia-reperfusion injury
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限公司）、二棕榈酰磷脂酰胆碱（DPPC，美国Sigma 公

司）、聚乙二醇（PEG，德国Applichem 公司）、生物化

脂质（DSPE-PEG2000-biotin，美国Avanti 公司）、FITC-

抗生蛋白链菌素（FITC-Streptavidin，美国Pierce 公司）、

生物素化的大鼠抗小鼠 ICAM-l 单克隆抗体（Biotin

conjugated Rat Anti-mouse ICAM-l Monoclone

Antibody，美国 BD公司）；库尔特计数仪。

1.3 超声微泡的制备

各种相关脂质材料按一定质量比例在75 ℃水浴溶

解于适量蒸馏水中，同时通全氟丙烷（C3F8）气体，超声

振荡至形成乳白色液体，4 ℃静置分层，弃下清并加入等

量蒸馏水，去除未结合脂质纯化，制得普通生物素化脂

质微泡。而后按一定比例加入抗生蛋白链菌素得到表

面结合有抗生蛋白链菌素脂质微泡。在此基础上加入

生物素化的抗小鼠ICAM-1单抗，4 ℃静置分层，弃下清

并加入等量蒸馏水，去除未结合抗体纯化，制得抗

ICAM-1单抗靶向微泡（MBICAM）。4°冰箱静置，备用。

1.4 肾缺血再灌注模型的制备

60只小鼠采用戊巴比妥钠（50 mg/kg）腹腔注射麻

醉。将小鼠俯卧位固定四肢于鼠板上，4号头皮针穿刺

尾静脉。小鼠背部脱毛备皮后随机取一侧行背部切开游

离肾脏，无损伤动脉夹夹闭肾蒂，造成肾缺血达30 min

后再灌注，制作缺血再灌注模型（图1）。或仅背部脱毛

备皮，不开腹的正常组（10只）。IR模型根据灌注时间

不同分为 IRl h、IR3 h、IR6 h、IR12 h、IR24 h五组，每组

10只。

图1肾缺血再灌注损伤模型制备
Fig.1 Mouse model of renal ischemia-reperfusion injury. The kidney of the mouse was bright red before
ischemia (A), became dull purple and enlarged after ischemia (B), and recovered its normal color and size
after ischemia-reperfusion(C).

B CA

1.5 超声辐射力促靶泡粘附及超声对比成像

对所有实验小鼠行对比超声成像检查，并根据

有无超声辐射力作用随机分为靶向微泡+超声辐射

力组（MBICAM+USRF）和靶向微泡组（MBICAM）。动物

模型制备后，经小鼠尾静脉团注入5×106个微泡同时超

声辐照5 min后进行CEU或 5 min后直接进行CEU。

超声治疗仪为非聚焦平面超声发射器，直径 2.2 cm，

面积3.8 cm2，探头发射频率为：l MHz，声压：73.9 kPa。

超声对比成像：应用飞利浦 IU22彩色多普勒超声诊

断仪，L9-3型高频线阵探头。采用相干脉冲序列成

像技术实时观察，探头发射频率为 7.0 MHZ，机械指

数（MI）为 0.18。获取第一帧图像后给予高 MI的连

续超声发射 2~3 s以破坏微泡，继续存储本底图像 5

帧，全部声学造影图像存于CD盘，以备脱机分析。

1.6 图像分析

取图结束后，应用Q-Lab图像分析软件对图像进行

分析，测量小鼠肾脏造影的VI值。

1.7 病理学及免疫组化检查

图像采集完成后，取出小鼠肾脏，10%甲醛固定以

备病理学及免疫组化检查。

1.8 统计学分析

使用SPSS13.0统计分析软件进行统计学分析，所

有数据均以均数±标准差表示，采用析因设计的方差分

析对不同处理组（Nomal组、IR1 h、IR3 h、IR6 h、IR12 h、

IR24 h）肾脏VI值进行分析，进一步对各时间点内两种

实验方法肾脏VI值比较用配对 t检验（Paired-Samples

T Test）。差异性检验水准设为α=0.05（双侧）。

2 结果

2.1 超声微泡制备情况

库尔特计数仪测得MBICAM浓度为6.2×108/mL，微泡

平均粒径为2.26±0.89 μm。

2.2 肾CEU检查结果

MBICAM+USRF组及MBICAM组在正常肾脏均未见明显

显影增强。两组在超声造影后第一帧造影图像显示：在

肾脏IRI不同时间窗下均可见显影增强，并且随着时间

的推移，显影强度逐渐增高，但MBICAM+USRF组肾脏显影

增强较MBICAM组相应时间窗更加显著（图2）。

2.3 对比超声Ⅵ分析

MBICAM 和 MBICAM + USRF 各组肾脏 VI 值见表 1。
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MBICAM和MBICAM+USRF两种方法间肾脏VI值有显著

差异（F=1593.594，P=0.000），MBICAM + USRF组肾脏VI值

（均数为33.989 dB）显著高于MBICAM组（均数为16.278

dB）。对肾脏处理后不同时间之间有显著差异（F=

463.437，P=0.000），且多重比较结果显示肾脏VI随着

时间的延长呈递增趋势，IR12 h和 IR24 h之间肾脏VI

值无显著差异。正常组MBICAM和MBICAM+USRF肾脏VI值

无显著差异（6.47±0.42对6.45±0.62，P=0.923）。但在

缺血再灌注各时间窗肾脏VI值MBICAM+USRF组较MBICAM

组明显增高，两者之间均存在显著性差异（P 均=

0.000）。而在MBICAM+USRF组IR1 h肾脏VI值显著高于正

常组（23.25±1.21对6.45±0.62，P=0.000），亦显著高于

MBICAM组 IR1 h肾脏VI值。在MBICAM和MBICAM + USRF，

IR12 h 和 IR24 h 肾脏 VI 值之间无显著差异（P=

1.000），其余各组之间均存在显著差异（P<0.05）。

2.4 病理检查结果

HE切片结果显示正常组肾组织肾小管排列整齐，

形态正常，间质无充血、水肿。缺血再灌注各时间窗肾

组织可见不同程度间质水肿及炎性细胞浸润，肾小管内

可见管型及坏死脱落细胞，并随着时间的延长可见肾小

管上皮细胞肿胀变性（图3）。

免疫组化检查可见缺血再灌注各时间窗肾内血管

内皮ICAM-1表达量增加，并随着时间延长表达量呈递增

趋势，IR12 h及IR24 h血管内皮ICAM-1表达量差异不明

显。而正常组肾内血管内皮无明显ICAM-1表达（图4）。

3 讨论

随着超声诊断技术的发展，靶向超声分子成像显像

日益受到超声医生及临床医生的重视［7-8]。但在活体相

Normal

IR1 h

IR3 h

IR6 h

IR12 h

IR24 h

MBICAM MBICAM+USRF

图2正常及缺血再灌注后不同时间窗肾脏对比超声图像
Fig.2 Contrast ultrasound images of normal and
ischemia-reperfusion kidneys at different time points.

表1 MBICAM和MBICAM+URF各组肾脏VI值
Tab.1 Renal VI values in MBICAM group and MBICAM+URF group (dB, MeanSD, n=5)

Group

MBICAM

MBICAM+USRF

t

P

Normal

6.47±0.42

6.45±0.62

0.103

0.923

IR1 h

8.82±1.25

23.25±1.21

-19.841

0.000

IR3 h

15.49±1.40

36.63±1.96

-39.984

0.000

IR6 h

18.66±1.13

43.53±2.38

-18.346

0.000

IR12 h

23.76±2.10

47.00±2.43

-36.261

0.000

IR24 h

24.39±1.99

47.07±2.19

-65.824

0.000

应特异性受体组织表面黏附的靶向微泡数量不足，使得

靶向显影达不到预期效果［9］。作为促进靶向微泡粘附

方法之一的超声辐射力近年来倍受关注［10］。本研究借

助超声辐射力将靶向微泡向对侧移位、聚集，以便提高

靶向微泡粘附率，为临床评价肾缺血再灌注损伤时肾脏

靶向显影奠定实验基础。

研究显示［11］微血管损伤/炎症是缺血再灌注损伤的

重要发病机制之一，肾再灌注时中性粒细胞的化学趋向

作用被激活，其释放多种炎症介质或促炎细胞因子，导

致肾微血管及细胞损伤，从而造成肾缺血再灌注损伤。

其中 ICAM-1及其介导的中性粒细胞与内皮细胞粘附

在肾 IRI中发挥着重要的作用［12］，并且有可能贯穿于整

个疾病的发生发展过程。因此本实验在制作缺血再灌

注损伤模型时选取了不同时间窗进行观察，以便对
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IR6 h IR12 h IR24 h

Normal IR1 h IR3 h

图4 免疫组化结果
Fig.4 Immunohistochemical results in the renal tissue in each group (DAB chromogenic, × 400; the positive reactant was
stained yellow). The expression of ICAM-1 in mouse renal vascular endothelium in creased progressive as the reperfusion
time extended. No ICAM-1 expression was found in the normal control group.

图3 HE染色结果
Fig.3 Pathological changes in the renal tissue of the mice in each group (HE staining, original magnification: × 400). Renal
tubules arranged regularly in normal renal tissues without renal interstitial hyperemia or edema, inflammatory cells
infiltration or red blood cells seepage. Renal interstitial edema and a small amount of neutrophil infiltration appeared at 1 h
after reperfusion, and slightly increased neutrophil infiltration and massive red blood cell seepage occurred at 3 h and 6 h;
renal tubular edema, morphological disorder and massive neutrophil infiltration and red blood cells seepage within the
glomeruli and interstitial tissue were seen at 12 and 24 h.

IR6 h IR12 h IR24 h

Normal IR1 h IR3 h
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ICAM-1在炎症/血管内皮损伤中不同时间窗内的表达

水平有进一步了解。

病理结果显示肾缺血再灌注各时间窗肾组织发生

细胞肿胀、间隙增宽，白细胞活化和浸润，释放炎症介

质，造成组织损伤，说明30 min的缺血条件可以造成细

胞、组织形态上的改变［13］。免疫组化结果显示，对照组

肾脏无明显ICAM-1表达。再灌注后肾脏血管内皮细胞

出现 ICAM-1表达，并且不同时间窗血管内皮 ICAM-1

分子表达逐渐增强，特别是IR12 h、IR24 h表达显著，充

分证明了粘附分子ICAM-1参与了局部炎细胞的浸润及

由此引发的组织损伤［14-15］。而造影结果显示MBICAM组

和MBICAM+USRF组缺血再灌注肾脏Ⅵ值亦是随时间延长

而增加，病理结果同造影结果具有良好相关性。

本实验通过“抗生蛋白链菌素/生物素复合体”化学

桥接作用在脂质微泡基础上成功构建了MBICAM，并在肾

缺血再灌注模型上应用超声辐射力联合靶向超声微泡，

结果显示在对照组肾组织中，由于不存在缺血再灌注所

介导的血管内皮炎症和 ICAM-1 表达，MBICAM组及

MBICAM+USRF组肾脏并未显示明显的超声显影，两组间差

异不显著。而在肾脏 IRI不同时间窗下均可见显影增

强，并且显影强度随着时间的推移逐渐增高，表明肾缺

血再灌注后ICAM-1表达上调，这与早期研究结果相一

致［16］。MBICAM+USRF组肾脏Ⅵ值在相应时间窗内远高于

MBICAM组，这充分证明在超声辐射力作用下靶向微泡粘

附效能远高于单纯靶向微泡。我们认为，在小鼠肾缺血

再灌注损伤后ICAM-1大量表达，MBICAM在缺血再灌注

肾组织通过其外壳抗 ICAM-1单抗与血管内皮细胞表

达的 ICAM-1特异结合而黏附、滞留于肾组织中，而通

过USRF的作用，使得靶向微泡粘附数量增多［17］，从而

增加肾脏显影强度。

肾脏作为机体主要高血流灌注器官之一，对缺血再

灌注十分敏感。在肾移植过程中缺血再灌注损伤表现

尤为突出，它不仅影响患者肾功能的恢复，而且直接关

系到移植的成功率［18］。因此早期诊断肾 IRI并进行干

预，可以避免肾IRI对肾功能造成的损伤。在肾脏缺血

再灌注早期血管内皮已有ICAM-1的表达［19］，但表达量

较低，靶向超声造影并不敏感，而穿刺活检为有创检查，

不能反复进行。我们利用声辐射力对微泡的推动作用，

使大量聚集于靶向区域，提高靶向造影效果［20-21］，从而提

高了炎症的检出率，可以早期、无创、高效的诊断肾缺血

再灌注损伤。
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