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　　【摘要】　目的　对比研究六氟化硫微泡和全氟丙烷微泡的理化特性、携基因能力及在大鼠颈总动脉造
影中的显影效果，旨在提供一种可动态实时监测的基因载体。 方法　全氟丙烷和六氟化硫微泡均采用薄膜
分散法制备，观察其形态、浓度、平均粒径及携 Ｂ类清道夫受体Ⅰ（ＳＲ唱ＢⅠ）能力，并对比研究其在大鼠颈总
动脉显影效果及持续时间。 结果　全氟丙烷阳离子脂质体微泡的粒径范围为 ０畅７１２ ～５畅５６ μｍ，平均粒径
１畅３１２ μｍ，浓度为（３畅１２ ±０畅３９） ×１０９ ／ｍｌ；六氟化硫阳离子脂质体微泡的粒径范围为 ０畅９１５ ～９６畅８６ μｍ，平均
粒径 ７畅４２２ μｍ，浓度为（７畅４３ ±０畅２８） ×１０７ ／ｍｌ。 当 ＳＲ唱ＢⅠ与这两种阳离子脂质体微泡的摩尔比为 １∶３时，微
泡内 ＳＲ唱ＢⅠ含量达到饱和。 体内造影显示全氟丙烷微泡可快速充填颈总动脉管腔，持续时间达 １８０ ｓ以上。
而六氟化硫微泡显影效果不明显。 结论　与六氟化硫阳离子脂质体微泡相比，全氟丙烷阳离子脂质体微泡
在体内造影有很好的显影效果，并且与 ＳＲ唱ＢⅠ结合稳定，可望成为一种新型的载基因超声微泡造影剂。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＳＲ唱ＢⅠ ｌｏａｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ in vitro ａｎｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ
ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｒａｔ ｎｏｒｍａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｏｆ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ 唱ｃｏａｔｅｄ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ （ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ
ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｐｒｏｐａｒｅ ｖｅｒｓｕｓ ａｎｄ ｓｕｌｐｈｕｒ ｈｅｘａｆｌｕｏｒｉｄｅ ）．Methods　Ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｐｒｏｐａｒｅ ａｎｄ ｓｕｌｐｈｕｒ
ｈｅｘａｆｌｕｏｒｉｄｅ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｆｉｌｍ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ．Ｉｔｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ，ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｍｅａｎ ｄｉａｍｅｔｅｒ，ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｔｈｅ
ｇｅｎｅ ｌｏａｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ．Ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ ｏｎ ｒａｔ ｎｏｒｍａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ．Results　Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｌｉｐｉｄ唱ｃｏａｔｅｄ
ｃａｔｉｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｐｒｏｐａｒｅ ｗａｓ ０畅７１２唱５畅５６ μｍ，ｔｈｅ ｍｅａｎ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｗａｓ １畅３１２ μｍ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ（３畅１２ ±０畅３９） ×１０９ ／ｍｌ．Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｌｉｐｉｄ唱ｃｏａｔｅｄ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ
ｓｕｌｐｈｕｒ ｈｅｘａｆｌｕｏｒｉｄｅ ｗａｓ ０畅９１５唱９６畅８６ μｍ，ｔｈｅ ｍｅａｎ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｗａｓ ７畅４２２ μｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ （７畅４３ ±
０畅２８） ×１０７ ／ｍｌ．Ｔｈｅ ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ唱ｃｏａｔｅｄ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅ ｗａｓ １∶３．Ｃｏｎｔｒａｓｔ ｉｍａｇｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｐｒｏｐａｒｅ ｃｏｕｌｄ ｆｉｌｌ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｑｕｉｃｋｌｙ ，ａｎｄ ｔｈｅ ｄｕｒａｔｉｏｎ
ｗａｓ １８０ ｓ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｓｕｌｐｈｕｒ ｈｅｘａｆｌｕｏｒｉｄｅ ｄｉｄ ｎｏｔ ｈａｖｅ ｔｈｅ ａｐｐａｒｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｕｌｔｒａｓｏｎｏｇｒａｐｈｙ．Conclusions　Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｐｉｄ唱ｃｏａｔｅｄ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｓｕｌｐｈｕｒ ｈｅｘａｆｌｕｏｒｉｄｅ ，
ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｐｒｏｐａｒｅ ｈａｖｅ ａ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｕｌｔｒａｓｏｎｏｇｒａｐｈｙ ．Ａｎｄ ｉｔ ｃａｎ ｌｏａｄ ｇｅｎｅ
ｓｔａｂｌｙ，ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｎｅｗ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｃｏｎｔｒａｓｔ ａｇｅｎｔ ａｓ ａ ｖｅｈｉｃｌｅ ｆｏｒ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｇｅｎｅｓ ．

【Key words】　Ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｅｄｉａ；　Ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ；　Ｓｕｌｐｈｕｒ ｈｅｘａｆｌｕｏｒｉｄｅ；　Ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｐｒｏｐａｒｅ

　　超声微泡造影剂作为一种新型基因载体，正广泛
地应用于心血管系统的研究。 由于其安全、靶向性高，
为介导基因治疗展现出广阔的应用前景［１唱３］ 。 本实验
通过对比研究全氟丙烷和六氟化硫制备的阳离子脂质

体微泡的理化特性、携基因能力、在正常大鼠颈总动脉
的造影效果及持续时间，旨在提供一种可动态实时监
测的基因载体。
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材料与方法

１．材料与仪器：二软脂酰卵磷脂（１，２唱ｄｉｐａｌｍｉｔｏｙｌ唱
ｓｎ唱ｇｌｙｃｅｒｏ唱３唱ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，ＤＰＰＣ）、１，２唱二油烯氧基唱３唱
三甲氨基丙烷（１，２唱ｄｉｏｌｅｏｙｌ唱３唱ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ唱ａｍｍｏｎｉｕｍ唱ｐｒｏ唱
ｐａｎｅ，ＤＯＴＡＰ）和二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺唱聚乙二醇
２０００ ［ １， ２唱ｄｉｓｔｅａｒｏｙｌ唱ｓｎ唱ｇｌｙｃｅｒｏ唱３唱ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ唱
Ｎ唱ｍｅｔｈｏｘｙ（ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ）唱２０００，ＤＳＰＥ唱ＰＥＧ２０００］
（Ａｖａｎｔｉ，德国）；ＱＩＡＧＥＮ ｐｌａｓｍｉｄ Ｇｉｇａ Ｋｉｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ，美
国）；Ｍａｌｖｅｒｎ 激光粒径仪（Ｍａｌｖｅｒｎ，英国）；Ａｃｕｓｏｎ Ｓｅ唱
ｑｕｏｉａ ５１２ 超声诊断仪（Ｓｉｅｍｅｎｓ，德国）。

２．实验动物：健康成年雄性 ＳＤ（Ｓｐｒａｇｕｅ唱Ｄａｗｌｅｙ）
大鼠 １０ 只，体质量 ２５０ ～３００ ｇ。 ４％戊巴比妥钠按
１ ｍｌ／ｋｇ体质量腹腔注射麻醉，双侧颈部备皮。

３．质粒抽提：将 Ｂ类清道夫受体Ⅰ（ＳＲ唱ＢⅠ）转化
ＤＨ５α大肠杆菌，氨苄青霉素筛选后挑选单克隆扩增，
按照 ＱＩＡＧＥＮ ｐｌａｓｍｉｄ Ｇｉｇａ Ｋｉｔ 说明书抽提纯化质粒。
紫外分光法测定 ＯＤ值，调整质粒浓度至 １ ｍｇ／ｍｌ。

４．携 ＳＲ唱ＢⅠ的阳离子脂质体微泡的制备：全氟丙
烷及六氟化硫阳离子脂质体微泡的制备均采用薄膜分

散法，ＤＰＰＣ、ＤＯＴＡＰ 及 ＤＳＰＥ唱ＰＥＧ２０００ 以一定比例溶
解于氯仿中，悬蒸后制成的混悬液采用声振仪声振，同
时分别通入全氟丙烷和六氟化硫气体加压加盖，手持
试剂管剧烈震动 １０ ｓ，即为所需的阳离子脂质体微泡。
将 ＳＲ唱ＢⅠ加入上述制备的微泡中轻轻摇晃，ＳＲ唱ＢⅠ通
过静电吸附作用结合到阳离子微泡的表面。

５．微泡造影剂携基因能力及定位检测：采用琼脂
糖凝胶电泳法，将 ＳＲ唱ＢⅠ分别以一定摩尔比加入到上
述制备的两种阳离子脂质体微泡（２∶１、１∶１、１∶２、１∶３、
１∶４、１∶５、１∶６、１∶７、１∶８）的原溶液中，将不加脂质体微
泡的空白质粒作为对照组，取 １５ μｌ混合产物上样。 设
置电压为 ８０ Ｖ，电泳时间为 ３０ ｍｉｎ。 紫外灯下观察结
果并照相。

６．不同超声强度联合微泡造影剂对 ＤＮＡ的影响：
分别向上述制备的造影剂（１５ μｌ）中加入质粒 ＤＮＡ
（ＳＲ唱ＢⅠ，１ μｇ），将其溶于５００ μｌ Ｏｐｔｉ唱ＭＥＭ培养基中，
将空白质粒 ＤＮＡ作为对照组。 超声参数设置如下：频
率 １ ＭＨｚ；占空比 ５０％；强度分别为 ０、１畅０、２畅１ 和
３畅２ Ｗ／ｃｍ２ ；时间 ０ ｓ、１０ ｓ 和 ３０ ｓ。 苯酚／氯仿去除多
余的脂质体，后进行琼脂糖凝胶电泳来判断质粒是否
受超声和微泡降解［４唱６］ 。

７．ＳＤ大鼠颈总动脉造影：常规成像模式下，扫查
双侧大鼠颈总动脉长轴，经尾静脉 ０畅５ ｍｌ／ｋｇ团注上述
制备的两种造影剂，尾随 ０畅５ ｍｌ／ｋｇ 生理盐水冲洗通
道，采集造影前后图像。

８．统计学分析：采用 ＳＰＳＳ １６畅０ 统计分析软件进
行统计分析，计量资料以均数±标准差（珋x ±s）表示，多
组之间比较采用方差分析，两两比较使用 ＳＮＫ 法，以
P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１．阳离子脂质体微泡的物理性状：采用薄膜分散
法制备的全氟丙烷阳离子脂质体微泡与六氟化硫阳离

子脂质体微泡的平均粒径、ｐＨ 值及浓度比较见表 １，
图 １。

表 1　六氟化硫微泡与全氟丙烷微泡理化特性的比较

组别
平均粒径

（μｍ）
粒径范围

（μｍ） 浓度（ ／ｍｌ，珋x ±s） ｐＨ

Ｃ３Ｆ８ 微泡 １ hh畅３１２ ０   畅７１２ ～５  畅５６ （３ mm畅１２ ±０ _畅３９） ×１０９ ７ TT畅４５

ＳＦ６ 微泡 ７ hh畅４２２ ０ 痧痧畅９１５ ～９６ 2畅８６ （７ mm畅４３ ±０ _畅２８） ×１０７ ７ TT畅４５

　　２．微泡造影剂携基因能力：在一定范围内，随着摩
尔比的增加，两种阳离子脂质体微泡携基因量逐渐增
加，当 ＳＲ唱ＢⅠ与阳离子脂质体微泡的摩尔比为 １∶３时，
微泡内 ＤＮＡ含量达到饱和（图 ２）。

３．不同超声强度联合微泡造影剂对 ＤＮＡ的影响：
凝胶电泳结果显示在一定超声强度和时间下与两种阳

离子脂质体微泡结合的 ＤＮＡ无明显改变（图 ３）。
４．体内超声显影：全氟丙烷阳离子超声造影剂注

入后管腔呈迅速增强的浓密云雾状亮光点回声（图
４），多普勒信号均显著增强，频谱增宽，显影时间可达
１８０ ｓ以上。 六氟化硫阳离子超声造影剂注入后管腔
显影不明显（图 ５）。

讨　　论

超声联合微泡介导基因转染是近年来新兴起的一

种基因转染技术，微泡在超声辐照下产生的空化效应
可使细胞膜通透性增加、微血管破裂、内皮间隙增宽。
靶基因可通过破裂的微血管和内皮细胞间隙达组织细

胞，有效提高靶组织局部基因浓度［７］ 。 脂质体、蛋白
质、表面活性剂是微泡常用的表面包被物质，其中脂质
体微泡的研究最为广泛，可能由于脂质体有良好的稳
定性和弹性［８］ 。 与人血白蛋白相比，脂质无免疫原性，
无血液交叉感染的危险，并且有文献报道，在外观、大
小、分布、浓度以及使用剂量几乎相同的情况下，脂质
体类造影剂对正常兔肾脏造影效果明显优于白蛋白类

造影剂［９］ 。 但是一般的脂质体微泡作为基因载体，存
在载基因量不足、稳定性差、局部维持时间短等缺
陷

［１０］ 。 本实验制备的阳离子脂质体微泡因其表面带正
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电，可通过静电吸附作用与带负电的质粒 ＤＮＡ相互结
合，从而达到载基因的目的［１１唱１３］ ，与单纯机械震荡法将
微泡与 ＤＮＡ 结合相比更加稳定。 本研究发现，随着

ＤＮＡ含量增大，两种阳离子脂质体微泡携基因的量逐
渐增加，当 ＳＲ唱ＢⅠ与其摩尔比为 １∶３时微泡内 ＤＮＡ含
量达到饱和。 同时，我们分析了不同超声强度和辐照
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时间对 ＳＲ唱ＢⅠ的影响，结果证实 ＤＮＡ 无明显改变，为
体内基因转染提供了初步的实验数据。
全氟丙烷作为微泡的填充气体，因其在水或血液

中的溶解度和扩散率非常低，可延长体内循环时间。
同时，我们在微泡中加入了 ＤＳＰＥ唱ＰＥＧ２０００，同样具有
延长体内循环时间的作用

［８］ 。 与六氟化硫微泡比较发
现，全氟丙烷制备的阳离子脂质体微泡平均粒径小，体
积均匀，分布一致。 体内造影显示全氟丙烷制备的微
泡可显著增强大鼠颈总动脉强度和彩色多普勒信号，
且造影时间较长，可持续 １８０ ｓ以上。 而六氟化硫制备
的造影剂颈总动脉显影不明显。 可能的原因一方面是
微泡体积过大，大于 ８ μｍ 的微泡无法通过肺循环［２］ ，
其次，由于微泡在液体中的稳定性与微泡的体积有关，
微泡体积越大，在血液中的稳定性越差。 因此全氟丙
烷制备的微泡较六氟化硫性质稳定、显影效果好，进入
体内循环的微泡数量多，体内持续时间长，在满足理想
造影剂基本要求的基础上，还可有效并稳定地携带基
因，实现了实时、动态的观察基因载体在体内分布的
情况。

ＳＲ唱ＢⅠ是广泛表达于肝脏、产类固醇组织、小肠刷
状缘、动脉粥样硬化病变部位的一类清道夫受体，具有
特异的脂质转运功能，能介导胆固醇酯的选择性吸收，
与 ＨＤＬ 一起对于动脉粥样硬化性心血管疾病的发生
起保护性作用［１４唱１５］ 。 基因治疗动脉粥样硬化已成为心
血管系统领域的一大研究热点。 今后我们的研究重点
将是应用超声联合微泡技术携 ＳＲ唱ＢⅠ基因治疗动脉粥
样硬化的疗效评价。
综上所述，全氟丙烷制备的阳离子脂质体微泡造

影剂可长时间地对 ＳＤ大鼠颈总动脉有增强效果，并且
有良好的携基因能力，为动脉粥样硬化的基因治疗提
供了较好的实验基础。
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