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　 　 【摘要】 　
 

低频超声激发微泡技术在临床中的应用越来越常见,主要包括靶向输送药物、增强免疫治疗、介导

基因转染、开放血脑屏障、损伤肿瘤血管、辅助血栓消融。 本文总结了超声微泡的制备、超声微泡技术在动物实验

的应用,旨在为临床超声微泡技术的实际应用提供理论参考。
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【Abstract】　
 

Ultrasound-stimulated
 

microbubble
 

technology
 

is
 

becoming
 

increasingly
 

more
 

common
 

in
 

the
 

clinical
 

setting.
 

Its
 

uses
 

mainly
 

include
 

targeted
 

drug
 

delivery,
 

enhanced
 

immunotherapy,
 

gene
 

transfection,
 

opening
 

of
 

the
 

blood-
brain

 

barrier,
 

damaging
 

tumor
 

blood
 

vessels,
 

and
 

assisting
 

in
 

thrombus
 

ablation.
 

In
 

this
 

paper,
 

the
 

preparation
 

of
 

ultrasonic
 

microbubbles
 

and
 

the
 

application
 

of
 

ultrasonic
 

microbubbles
 

in
 

zoopery
 

are
 

summarized
 

with
 

the
 

aim
 

of
 

providing
 

a
 

theoretical
 

reference
 

for
 

the
 

practical
 

application
 

of
 

ultrasonic
 

microbubbles
 

in
 

clinical
 

practice.
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　 　 近年来,随着超声新技术的发展、造影剂的完

善,低频超声联合微泡的应用研究在临床治疗中引

起了广泛关注。 超声微泡技术可为疾病提供一种

无创、靶向、可逆的治疗新方案:(1)可以使细胞膜

产生瞬时孔,让外来物质通过孔进入细胞[1] ,却没

有在病理上造成靶器官的损伤,具有无创性;(2)不

仅可以提高人体免疫反应强度,而且可以提高免疫

治疗药物传递的效率[2] ,实现局部区域的治疗,具
有靶向性;(3)可用于短暂和可逆的血脑屏障破坏,
显著促进脑内给药[3] ,短暂开放组织屏障后依然能

重新恢复,具有可逆性。 基于这些优于传统治疗方

法的独特优势,研究学者们将其应用在动物模型

上,进行了一系列的探索。 现对其应用进展综述

如下。
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1　 超声微泡的制备

1. 1　 超声仪器和使用试剂

超 声 微 泡 ( low-intensity
 

ultrasound
 

with
 

microbubbles,USMB)是一种非侵入性、靶向性的治

疗 方 法[4] , 通 过 在 低 频 超 声 ( low-intensity
 

ultrasound,US)作用下让通过外周循环静脉注射的

微泡(microbubbles,MB)发生一系列生物物理效应。
US 是频率低、功率小的超声波,具有穿透力强、

探测深度深、探测范围广的特点[5] 。 MB 是由蛋白

质、脂质或聚合物外壳及稳定的气体核心组成一种

微米大小的球体[6] 。 由于造影时间、稳定性、安全

性的需要,外壳主要应用脂质、聚合物[7] 。 气体核

心多采用高分子量、低血液溶解度、低弥散度的氟

化气体[8] 。
1. 2　 制备超声微泡的技术参数设定

微泡、超声实验参数的不同可能会导致不一样

的实验结果。 直径约 1
 

μm 的 MB 与全氟碳芯和较

长链的脂质壳在 4
 

MHz 的超谐波成像中表现最

好[9] 。 低机械指数( <
 

0. 2)、低声压( <
 

0. 15
 

MPa)
超声下微泡以稳态空化为主,随着机械指数、声压

增高,微泡以稳态空化和瞬态空化两种方式并存,
当达到一定机械指数( >

 

0. 3)、声压( >
 

0. 2
 

Mpa)
时,微泡以瞬态空化为主[10] 。 开放组织屏障的机械

指数最低为 0. 3,而高达 0. 7 可以不引起明显的出

血或组织损伤[11] 。
由于各项参数之间相互影响,以及不同实验条

件下存在不同的最佳参数,所以仍需对微泡和超声

的参数以及安全性、可行性进行进一步探索。
1. 3　 超声微泡的制备

薄膜水化法和冷冻干燥法为国内外制备 MB 的

常用方法,用超声处理和机械振荡作为形成气泡所

需的能量输入方式,使含有壳膜材料的液体与气体

相混合[12] 。 具体制备方法如下。
1. 3. 1　 薄膜水化法-声振法

称取一定比例的壳膜材料、靶向修饰物溶解于

氯仿(1
 

mL),得到的溶液蒸发形成薄膜,用水合液

(1
 

mL)水合,真空干燥 12
 

h,在 55℃ 的培养箱中保

持 60
 

min 来得到脂质体。 然后,将脂质体转移到

EP 管(1. 5
 

mL),加入氟化气体。 最后,在 95
 

W 超

声下振 8 s,获得脂质纳米级气泡,通过低速离心分

离形成薄层。 在 4℃下用 PBS 处理脂质纳米级气泡

30
 

min,即获得靶向纳米级微泡超声造影剂[13] 。

1. 3. 2　 冷冻干燥-机械振荡法

称取一定比例的壳膜材料、靶向修饰物、D-葡
萄糖(低温保护剂)混合在西林瓶(3

 

mL)中形成混

悬液,冷冻干燥后加入溶媒液(由甘油、丙二醇及去

离子水按一定的比例混合制备),加入氟化气体。
密闭后在机械振荡仪上按设定的功率及时间进行

充分混悬,即制备得到脂质微泡超声造影剂初品,
将初品高速离心后,弃上清,取乳白色液体层,移于

新的西林瓶中,钴 60 辐照灭菌[14] 。
冷冻干燥-机械振荡法制备的 MB 粒径分布较

均一、浓度高、用时短,薄膜水化-声振法制备的 MB
更易负载脂溶性药物、荧光染料[15] 。 此外,机械振

荡法相较于声振法在制备携带质粒 DNA 分子的

MB 时,可以避免对 DNA 的损伤[16] 。 这两种方法各

有其优点和弊端,因此,在制备 MB 时要根据具体要

求再做选择。

2　 USMB 技术在动物实验的应用

USMB 在动物实验中的应用主要有以下几个

方面。
2. 1　 靶向输送药物

晚期癌症一般手术效果不佳,只能通过药物治

疗。 若是采用化疗往往因缺乏靶向性而导致药物

分布于全身,一方面会因药物蓄积不足而治疗效果

不佳,另一方面会导致全身毒副作用。 而低频超声

可通过空化效应让细胞膜产生一过性空隙,通透性

增加,使药物进入细胞[17] 。
USMB 可以产生一种高效的药物传递系统[18] 。

MB 可在超声的辐射引导下,将药物选择性的释放

在靶器官部位,加强细胞对药物的吸收,从而在不

减弱疗效的同时,减少用药剂量、降低副作用[19] 。
Li 等[20]建立裸鼠肝细胞癌模型,将其随机分为 A
组(NS)、B 组(5-FU 纳米气泡)、C 组(非低频超声

纳米气泡)、D 组(5-FU 低频超声纳米气泡),通过超

声观察治疗前后裸鼠的肿瘤大小、绘制生存曲线、
定量分析细胞凋亡指数、计算肿瘤微血管密度,结
果发现 D 组肿瘤生长速度最慢、肿瘤抑制率和凋亡

指数最高、肿瘤微血管密度降低,表明 USMB 负载 5-
FU 可以进一步提高药物的靶向性,进而抑制移植瘤

的生长。
因此,USMB 治疗可以介导药物高效、靶向运输

至病灶区域,增加特定区域的药物浓度。
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2. 2　 增强免疫治疗

肿瘤细胞在生长过程中,常通过抑制免疫系统

介导肿瘤免疫逃逸。 对于常规的手术、放化疗,肿
瘤容易复发、产生耐药性和不良反应。 而超声微泡

的空化效应可以改变肿瘤微环境,增强免疫激活,
抑制肿瘤生长[21] 。

USMB 可以输送免疫刺激物质,实现了抗肿瘤

免疫反应[22] 。 张蔚等[23] 将小鼠脱颈椎处死、骨髓

腔冲洗和尼龙毛柱法得到其骨髓源性树突状细胞

(DCs)、脾源性 T 淋巴细胞,来与小鼠前列腺癌 RM-
1 细胞进行体外培养,一方面实验分组为对照组

(DCs
 

+
 

T)、共同培养组(DCs
 

+
 

T
 

+
 

RM-1)、超声微

泡组(DCs
 

+
 

T
 

+
 

实验前 24
 

h 采用 USMB 辐照后的

RM-1),实验前后用流式细胞仪检测表型对比发现

共同培养组 DCs 的分化受抑制、超声微泡组 T 淋巴

细胞比例增加,说明体外小鼠前列腺癌微环境中

DCs 和 T 细胞的分化受抑制,而 USMB 可以促进免

疫细胞(DCs 和 T 细胞)的分化;另一方面实验分组

为对照组( RM-1)、超声微泡组(实验前 24
 

h 采用

USMB 辐照后的 RM-1)、免疫组(DCs
 

+
 

T
 

+
 

RM-1)、
超声微泡联合免疫组(DCs

 

+
 

T
 

+
 

实验前 24
 

h 采用

USMB 辐照后的 RM-1), 24
 

h 后运用划痕试验、
CCK-8 试验、Transwell 试验分别检测得出各组迁移、
增殖、侵袭能力,发现对照组能力最强、超声微泡联

合免疫组能力最弱,表明 USMB 可以协同抗肿瘤免

疫反应。
因此,USMB 治疗可以通过激活免疫系统、递送

免疫调节物质,活化免疫系统,抑制肿瘤的发生

发展。
2. 3　 介导基因转染

基因治疗具有高序列特异性、高选择性等特

点,是生物研究的热点。 若是采用放、化疗,不仅毒

副作用大,且疗效也不明显。 而超声的惯性空化作

用可使细胞膜形成暂时性小孔,促进细胞对物质的

摄取,来提高基因转染效率[24] 。
US 介导的基因传递可以在不引起机体免疫反

应和病毒载体突变的情况下,安全高效的进行基因

转染。 它是通过将外源性 DNA 或 RNA 结合到 MB
外壳或包裹在内,再经 US 破坏,将其释放到靶器官

区域[25] 。 程祖胜等[26] 将实验大鼠随机分为 7 组,
正常组正常饲养,其余各组给予肝纤维化诱导,对
照组(NS)、CTGF-siRNA 质粒组(NS

 

+
 

质粒)、超声

联合微泡组(USMB)、超声联合微泡介导基因组(不

同浓度梯度的低、中、高剂量质粒
 

+
 

USMB),运用超

声及病理切片 HE 染色评价肝纤维化程度、反转录-
聚合酶链反应(RT-PCR)检测肝组织中 CT-GF、I 型

和Ⅲ型胶原的 mRNA 表达、Masson 染色观察胶原纤

维含量,显示含质粒的分组超声及病理切片纤维化

程度降低、超声联合微泡介导基因组 CT-GF、I 型、
Ⅲ型胶原的 mRNA 表达以及胶原纤维含量明显降

低且随着质粒剂量增大而减少,因此,在 USMB 作用

下 CTGF-siRNA 基因能特异地作用于靶位点进行转

染,有效抑制肝纤维化进程。
因此,USMB 治疗可以有效提高非病毒性载体

转染率,通过载体将基因安全高效地传递到靶器官。
2. 4　 开放血脑屏障(blood-brain

 

barrier,BBB)
中枢神经系统中 BBB 使大部分治疗性药物难

以进入脑内病灶部位,严重影响了临床治疗效果。
若是采用药物或外科手术只能部分缓解脑部疾病

症状,且运动和神经功能也会受损。 而超声微泡可

以产生空化效应,打开内皮细胞间的紧密连接,随
着血脑屏障的开放,载药微泡可靶向输送至颅内特

定部位[27] 。
USMB 可无创、局部、可逆地打开 BBB,为治疗

中枢神经系统和颅内疾病提供了新策略[28] 。 Wang
等[29]建立大鼠阿尔茨海默病模型、制备载脑源性神

经 生 长 因 子 ( brain-derived
 

nerve
 

growth
 

factor,
BDNF) 逆转录病毒 ( pLXSN ) 的微泡 ( MpLXSN-
BDNF) 及载增强绿色荧光蛋白 ( enhanced

 

green
 

fluorescent
 

protein,EGFP)的微泡(MpLXSN-EGFP),
随机分为对照组( NS)、MpLXSN-EGFP

 

+
 

US 组(经

尾 静 脉 注 射 MpLXSN-EGFP, US 辐 照 脑 区 )、
MpLXSN-BDNF

 

+
 

US 组 (经尾静脉注射 MpLXSN-
BDNF,US 辐照脑区)、MB

 

+
 

pLXSN-BDNF
 

+
 

US 组

(经尾静脉注射 MB 和 pLXSN-BDNF, US 辐照脑

区),并在 MRI 引导下用 US 照射大鼠海马,采用免

疫组化和高效液相色谱分别测定脑组织中乙酰胆

碱酯酶阳性细胞的数量和乙酰胆碱的含量、突触棘

IF 染色和 Western
 

Blot 检测突触密度恢复,结果在

MRI 图像上可以观察到 BBB 破坏部位的信号强度

增强、治疗组脑内乙酰胆碱酯酶阳性细胞和乙酰胆

碱含量明显减少、MpLXSN-BDNF
 

+
 

US 组较其他治

疗组突触损失恢复地更好,表明 USMB 技术可以辐

照开放大鼠海马区。
因此,USMB 治疗可以安全、高效地开放 BBB,

使药物能在颅内局部达到有效浓度。
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2. 5　 损伤肿瘤血管

与正常细胞相比,肿瘤细胞需要血管提供充足

的营养物质、氧气,而通过抑制新生血管可减少肿

瘤细胞的增殖。 若是用化学方法去攻击肿瘤血管

的特异性靶点,副作用大,疗效也不理想。 而肿瘤

组织新生血管的管壁薄弱,对微泡介导的超声空化

效应尤为敏感[30] 。
USMB 可诱导明显的微血管损伤,导致细胞坏

死或凋亡[31] 。 Shen 等[32]构建裸鼠皮下前列腺肿瘤

模型,随机分组为对照组(假治疗)、 US 组( US)、
USMB 组( USMB),采用彩色多普勒血流成像、HE
染色、免疫印迹和透射电镜,发现 USMB 组肿瘤坏死

(肿瘤体积明显减小、细胞核消失、胞浆空泡化增

加、核周池扩张)、血管管腔闭塞、血流信号消失、
COX-2 和血管内皮生长因子的强度明显降低,而在

对照组和 US 组肿瘤有完整的血管内皮和血管腔,
因此,得出 USMB 可能导致裸鼠皮下肿瘤的血管闭

塞和生长抑制作用。
因此,USMB 治疗可以导致广泛的内皮细胞死

亡,从而导致肿瘤血管系统的机械性破坏。
2. 6　 辅助血栓消融

血栓脱落可能会导致急性脑梗死,最应采取的

措施是使阻塞的血管早期再通、及时恢复供血。 若

是采用药物只能治疗超早期脑梗死,而且具有出血

危险性高及治疗时间窗短等因素限制的影响。 而

超声波可以利用其机械效应,帮助溶栓药物扩散到

血凝块中,并机械地分解血凝块,提高超声溶栓的

效果[33] 。
USMB 不仅可以达到对靶向血管内血栓的完全

溶解,同时也能达到预防微循环的再栓塞作用[34] 。
王蕊等[35]制备大鼠下肢微动脉血栓栓塞模型,随机

分为对照组(持续泵入 MB)、治疗组 1(1000 周期低

频长脉冲治疗超声+持续泵入 MB)、治疗组 2(5000
周期低频长脉冲治疗超声+持续泵入 MB),并同时

进行连续成像超声观察、重复再灌注微血栓悬液,
留取栓塞前、栓塞后、治疗 1

 

min、治疗 10
 

min 下肢

再灌注成像图像,描绘视频强度-时间曲线,对比栓

塞前后下肢微血管血流容积,结果发现治疗组的溶

栓效果显著高于对照组,得出低频长脉冲治疗超声

联合 MB 对大鼠下肢微动脉血栓栓塞有良好的治疗

效果。
因此,USMB 治疗可以通过超声聚焦于血栓部

位,加用溶栓剂辅助血栓消融实现超声溶栓。

3　 问题与展望

众多的研究均表明,利用 USMB 治疗能无创、靶
向、可逆地靶向输送药物、增强免疫治疗、介导基因

转染、开放血脑屏障、损伤肿瘤血管、辅助血栓消

融,为疾病的治疗提供新途径、新思路。 虽然目前

在动物实验方面已有不少研究表明 USMB 技术的应

用广泛,但是实际应用于临床却仍需完善诸多问

题:(1)明确不同生物物理效应相对应的具体作用

原理,提高临床治疗效率;(2)恰当利用超声的热效

应,减少不必要损伤;(3)提升微泡制备技术,兼顾

考虑载体半衰期和穿透效率;(4)加强微泡稳定性,
延长在靶器官区域停留时间;(5)探究不同疾病的

最佳超声参数,做到有针对性地治疗。
针对 USMB 技术的应用研究,无论是动物实验

方面,还是实际临床方面,超声新技术的发展、造影

剂的完善都面临着诸多挑战。 这不仅需要临床供

给指引,还需要多学科合作。 尽管存在许多问题,
但已取得的研究成果充分显示了 USMB 技术潜在优

势,随着对其在动物实验方面应用的深入研究,
USMB 将广泛应用于临床,对临床治疗作出巨大

贡献。
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