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摘 要 

超声造影剂（ultrasound contrast agent，UCA）除了应用于增强声学造影外，

目前已经广泛地应用于基因治疗、药物输送、溶栓治栓及肿瘤治疗等领域，并向

纳米级和功能化方向发展。由于超声破坏载药微泡可使微泡在特定组织释放药

物，超声介导治疗开创了靶向药物传递的新途径。具有超声造影和载药双功能的

常规微泡平均粒径为 2~5 µm，不能透过血管，且载药率较低；纳米级载药微泡

由于其尺寸小而具有极强的穿透力，可穿过血管内皮细胞间隙实现血管外的靶向

诊断与治疗，具有巨大的发展潜力。 

对此，本文以 PLA 和卵磷脂为药物载体，以紫杉醇为模型药物，采用改良

的超声复乳-溶剂挥发法结合冷冻干燥技术制备载紫杉醇的聚乳酸-卵磷脂纳米

级微泡，考察主要制备参数即卵磷脂含量和超声时间对载药微泡理化特性（包括：

形态、粒径、载药量、包封率和超声介导下体外释药特性）的影响，优化制备高

载药率的纳米级微泡的最佳条件；利用激光共聚焦、透射电镜等证明微泡的空心

结构，利用 X-射线衍射分析（XRD）考察药物在微泡中的状态；考察载药微泡

对人肝癌细胞的细胞毒性，及其载药纳米级微泡在超声介导下对荷瘤小鼠的抑瘤

率和治疗效果。 

结果表明，在制备初乳和复乳的超声时间均为 100 s、PLA 与卵磷脂质量比

为 250:50 时可制备得到平均粒径 615 nm、内部空心的纳米级微泡，药物包封率

达（90.90±5.79）%，载药率达（8.26±0.53）%，紫杉醇以无定型状态分布在微

泡的壳中；载紫杉醇的 PLA-卵磷脂微泡的体外药物释放具有缓释、零级释放以

及超声介导加快药物释放的特性，在紫杉醇浓度为 11.72 µg/mL 时 Bel-7402 人肝

癌细胞的增值率仅为（53.37±3.23）%，而通过对 H22 肝癌荷瘤小鼠的治疗实验

研究表明，相对于对照组，21 d 的抑瘤率达 75.38%，相对于紫杉醇注射剂而言，

超声介导下载药纳米级微泡注射剂能减小对小鼠的毒副作用，提高抑瘤率。 

关键词：超声造影剂  纳米级微泡  聚乳酸-卵磷脂  紫杉醇 

 I

厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库



 

Abstract 

Ultrasound contrast agents (UCA) are multifunctional bubbles that not only 

applied in enhancing ultrasound contrast imaging, but also in gene-therapy, drug 

delivery, thrombolysis and oncotherapy. Ultrasound induced destruction of 

drug-loaded microbubbles is beneficial for drug being released in specific tissues, 

which develops a new direction of controlled release for drug delivery. Drug loaded 

mirobubbles that combine properties of ultrasound imaging contrast agents and drug 

carriers suffer from low encapsulation efficiency and do not allow effective 

extravasation into tumor tissue. Drug loaded nanobubbles with small size can get 

through cell clearance of vascular endothelial, and achieve targeted diagnosis and 

treatment in extra vascular, and have great potential for development.  

In this paper, a new type of paclitaxel-loaded poly lactide-lecithin (PLA-lecithin) 

nano-scale bubbles has been developed with a method of modified ultrasonic double 

emulsion solvent evaporation technology (UDES). The impacts of lecithin content and 

preparing ultrasonic time on physical and chemical properties of drug-loaded 

microbubbles (including：morphology, particle size, drug loading, encapsulation 

efficiency and in vitro release characteristics) were investigated, drug state 

encapsulated in the bubble was detected using X-ray diffraction analysis (XRD), 

finally, drug loaded nanobubbles inhibitory rate of human hepatoma cell and 

ultrasound-mediated inhibitory rate of H22 tumor-beared mice were evaluated. The 

results show that the desirable formulated paclitaxel-loaded PLA-lecithin nano-scale 

bubbles were characterized to inner hollow and with relatively uniform size of around 

615 nm, with drug entrapment efficiency up to 90.90% and drug loading content of 

8.26%, the lipophilic drug paclitaxel was amorphously dispersed within the shell of 

the bubble. The in vitro drug release showed retained, zero-order release profile and 

could be speeded up under ultrasound trigger. With the paclitaxel concentration at 

11.72 µg /mL, Bel-7402 cell only obtained a reproductive rate of (53.37 ± 3.23) %; 

and drug-loaded nanobubbles injection combining with ultrasound exposure presented 

enhanced inhibition rate and reduced side effects compared with the 

paclitaxel-injection. The results illustrated that the PLA-lecithin nanobubbles have 
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great potential in targeted delivery to tumor tissue and ultrasound mediated anticancer 

therapy.    

Key words: Ultrasound contrast agent; nano-scaled bubble; poly lactid (PLA)-lecithin; 

paclitaxel   
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第一章  绪论 

1 

第一章 绪 论 

1.1 超声造影剂的发展 

近年来，新型声学造影剂及造影成像技术的研究进展成功开辟了全新的超声

造影领域。超声造影多用于肝脏、肾脏、心脏及血管等疾病方面的临床诊断治疗，

近来的研究表明，其在治疗方面也有很大的潜力。 

1.1.1 超声造影剂的发现 

1968年Gramiak等[1]在做超声心动图过程中偶然发现的微泡成为超声造影剂

的研究开端，随着对微泡深入研究，新型造影剂的问世使超声造影得到了广泛应

用，超声造影技术被称为继 B 型超声、彩色多普勒超声之后的第三次革命。超

声造影技术已成为现代超声医学发展的一个重要方向。 

1.1.2 超声造影剂的发展历程 

超声造影剂的发展经历了 3 个阶段[2-4]： 

第一阶段为自由气体，无成膜物质，不稳定，不能经外周静脉注射，而通过

心导管插人主动脉或心腔内，属创伤性检查方法；加之微泡在血液循环中持续时

间极为短暂、制剂成泡太大、不能通过肺循环，导致左心不能显影，只能使右心

显影，因此使用受到限制。 

第二阶段是以白蛋白、脂类或多糖等作为膜材料包裹空气气泡，商品化的造

影剂以 Albunex、Levovist 等为代表。这类造影剂的膜材料比较稳定，直径较小

（<8 µm），在血液中的持续时间明显延长，经外周静脉注射不仅可以增强右心

室显影，也可稳定地通过肺毛细血管显影左心腔及外周血管，实现由创伤性向非

创伤性的发展。 

第三阶段是分子较大、溶解度和弥散度及生物活性低的氟碳气体或氟化气体

代替空气、氧气、二氧化碳、氮气等气体，新的抗压性和稳定性高的膜材料，如

磷脂、脂质体、非离子表面活性剂及可生物降解的高分子多聚物等的引入，使得

新一代超声造影剂微泡直径更为缩小并趋于一致，理化性能稳定，稳定性、抗压
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第一章  绪 论 

性进一步提高。 

1.2 超声造影物理学原理 

1.2.1 背向散射机制    

超声进入人体，组织微细结构构成散射体，散射的强度与入射声波强度及散

射体的面积呈函数关系。对超声造影来说，有效散射能与造影剂气泡半径的 6 次

方成正比，与波数的 4 次方成正比，与造影剂的浓度成正比[5-7]。 

1.2.2 共振机制 

游离气泡在液体中会产生强烈的共振运动，共振频率产生的散射能比气泡本

身产生的散射能大 103 倍，因此可以获得巨大的散射能。在单纯的造影剂成像技

术中，因探头的发射/接受均为基频率 f0，此时由于微气泡的存在与周围组织声

学差异较大，微泡具有较强的散射能力，再加上共振引起的共振散射，增强注有

造影剂的区域与周围组织在超声图像上的对比度。 

1.2.3 声速效应 

悬浮有粒子的溶液，其声速与粒子密度、相关成分的可压缩性及粒子的容积

百分比有关。如果造影剂的声速与周围介质的声速明显不同，声速将会随造影剂

浓度而变化。 

1.2.4 谐波成像 

造影剂气泡在超声作用下，呈非线性振动。在声场交替声压作用下，发生收

缩与膨胀，并产生机械性共振现象。微泡的共振现象称基波反应，或称第一次谐

波。在声场中微泡还可以产生第二次共振或称二次谐波，其发生频率正好是基波

频率的一倍。在所有谐波和非谐波成分中，二次谐波是仅次于基波的次极大值。

先用探头向注有造影剂的区域发射基波超声，通过带通滤波提取散射波中的二次

谐波成像即谐波成像。由于频率提高，故图像的分辨率相应提高，同时由于抑制

不含造影剂的周围组织的信号干扰，使成像质量明显提高。 

1.3 超声治疗 

1.3.1 超声造影剂的治疗机制 

 2 
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第一章  绪 论 

目前，超声造影剂已经应用于基因治疗、药物输送、溶栓治栓及肿瘤治疗等

领域，其主要原理是利用超声的空化效应和微泡的增强作用。最近，越来越多的

研究已经逐渐开始转入对微泡的靶向表面修饰与改性，使其功能基化，在靶向输

送与治疗方面显示了独特的功能，有着广泛的应用前景。 

1.3.1.1 超声空化效应 

当声波通过液体时，液体各处的声压会发生周期性的变化，相应地，液体中

的微泡核也会随超声频率发生周期性的振荡。在低声强下，气泡的径向振荡受声

压控制，微气泡沿着平衡半径左右振荡多次，在每一个振荡的微气泡周围将产生

辐射压力和微束流。微束流能在气泡表面附近产生非常高的切变应激力，使气泡

变形甚至破裂，可导致邻近的细胞或生物大分子受到影响，产生一定的生物学效

应。这种微泡随声压以其半径为平衡半径做周期性的振荡运动称为稳态空化。当

作用声强增大，使气泡的振荡幅度可与其平衡尺寸相比拟时，气泡的振动即转而

由其周围媒质的惯性所控制。空化核在超声场负压相半周期迅速膨胀，而在正压

相半周期又急剧收缩至内爆，这种空化称作瞬态空化或惯性空化。瞬态空化时气

泡振荡十分猛烈，最初气泡先是爆炸式地膨胀，随后又迅速萎陷。在最后萎陷阶

段，会产生局部高温、高压现象（泡内部的压力和温度可以达到几百上千个大气

压和数千开），此外还伴随强大冲击波、高速微射流、自由基的产生[8]。这些极

端的物理条件和化学基团的形成对正常细胞的结构和酶的生物活性有极大的破

坏作用，但同时对肿瘤细胞可进行有效的杀伤。与稳态空化相比，瞬态空化除了

微气泡发生剧烈的崩溃外，另一个不同之处在于瞬态空化的产生须具有一定的阈

值，即当超声的声压达到一定值时，才会引发瞬态空化过程。研究表明，在瞬态

空化下，细胞和组织受到生物学损伤的危险性较高。高强度的压力波会使细胞损

伤、破裂、DNA 断裂，以及血液溶血、组织损伤、出血等[9-10]。 

1.3.1.2 靶向作用 

超声造影剂能用于诊断和治疗，除了利用超声的空化效应外，在很大程度上

还利用了超声造影剂微泡的被动靶向和主动靶向作用。微泡即使不加处理修饰，

也可利用其化学和电荷特性使之滞留于病变部位，从而在一定程度上具有一定的

靶向作用（被动靶向）；若再加以不同的方法处理修饰（如在微泡表面连接能特

异性识别病变部位或组织的细胞所表达的特异性抗原或受体的特异性抗体或配
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体，或者利用亲和素-生物素桥间接将微泡与靶细胞结合），造影剂可选择性地识

别、结合靶细胞、靶组织或病变组织，达到靶向显影诊断、给药治疗的目的（主

动靶向）。 

1.3.2 超声治疗的分类 

1.3.2.1 介导基因治疗 

基因治疗是人类征服许多疑难疾病如遗传病、肿瘤、心血管疾病等的一种新

的治疗手段，人们对之寄予厚望。但目前进展缓慢，在许多治疗方案中极少具有

临床疗效。究其原因，缺乏安全、高效的基因载体及基因转移方法是主要问题所

在。近年来研究表明，超声造影剂介导基因输送，可明显地提高外源基因的转染

和表达，有望成为一种高效、安全、操作简便的无创治疗手段。大多数学者认为

超声的空化效应一方面导致局部毛细血管和临近组织细胞膜的通透性增高，细胞

膜短暂地形成可逆性小孔；另一方面微泡破裂时产生的冲击波、高速微射流和团

快物质等加速基因进入细胞，从而增强基因转染与表达[11-13]。超声造影剂的加入

大大增加了空化核的数量，降低了空化阈值，增强空化效应[14]。这一观点在一定

程度上也得到一些实验研究的支持。Ward等[15]用淋巴细胞悬浮液，引入造影剂

且使其浓度可变，加以超声，观察到 2 种声孔，即可修复性声孔和致死性声孔。

冉海涛[16]等发现，微泡造影剂联合超声辐照体外培养的血管平滑肌细胞膜上出现

直径约l~2 µm、形态不规则的小孔；有的小孔周边细胞膜局限性隆起，呈弹坑样

或火山口样；少数细胞膜表面的孔洞直径较大可达5~8 µm；并且发现细胞膜上

出现的小孔是可逆的，细胞能在24 h内自行修复。 

另外，在超声照射条件下，外源基因表达增高的同时伴随着与细胞损伤修复

有关基因的表达明显增高，有学者认为后者表达增高上调了外源基因表达水平，

这也是超声波增强基因表达的主要机制之一[17]。  

1.3.2.2 药物输送 

微泡超声造影剂作为一种能携带微粒穿过内皮层进入靶组织的非创性载体，

可增加靶组织的药物浓度和基因表达量。运用超声破坏含有载体的微泡可在特定

组织释放药物[18]。同口服药物治疗相比，用超声破坏携带药物的微泡的治疗方法

可以实现在特定组织靶向释放药物，达到减少全身药物用量、提高局部药物浓度、

增强药物疗效的目的，还可以避免药物受到外部环境的破坏、延缓药物的释放、
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保持药物原有的代谢性质及降低外源性药物引起的毒副作用和免疫反应等。由于

脂类造影剂具有天然的靶向功能，生物相容性好、稳定性高、使用安全，被广泛

用于药物输送。如目前在美国和欧洲上市的包载抗癌药物阿霉素与道诺霉素的就

是由脂质体构成的膜材料。当然，就微泡成膜材料而言，高分子材料韧性高、抗

压性能突出、显影时间长，在携带基因或药物治疗中也具有极大的发展潜力。另

外，纳米级微泡由于能在尽可能低的背景噪声下明显增强回声信号从而强化突出

靶区病灶；以及因其纳米级的小尺寸而具有极强的穿透力，可穿过血管内皮细胞

间隙实现血管外的靶向诊断与治疗等特性，也具有巨大的发展潜力。 

1.3.2.3 评价血栓性疾病及增强治疗性超声的溶栓作用 

血栓形成和血栓栓塞是许多心脑血管疾病如急性心梗、中风等的病理机制。

治疗心脑血管疾病的关键是血栓和栓塞的准确诊断及血栓的软化、溶解。目前临

床上治疗血栓的方法有静脉注射大量溶栓剂、血管内超声消融和体表治疗性超声

助融等。静脉注射大量溶栓剂容易引起出血等并发症，因而具有较大的局限性。

血管内超声消融也存在有创、操作复杂、不能用于治疗极细小的血管栓塞、易发

生血管壁损伤和远端小血管栓塞等缺点。 

研究发现，将溶栓药物与微泡结合再连接能识别纤维素或血凝块成份的配

体，则可实现靶向结合血栓。若再在体表加以一定条件的超声作用，利用空化效

应破坏微泡，可加速血栓软化、溶解。这比超声与药物联合应用或单独使用药物

溶栓效果更好、更快，并且能减少所需的溶栓药剂量，从而减轻或避免其不良反

应。血栓是引起动静脉栓塞以及相应脏器梗死的重要危险因素，早期准确地检出

血栓对于降低死亡率及并发症发生率非常重要。Hamilton等[19]进行兔左心室血栓

试验研究。经兔静脉注入造影剂后进行超声检查，显示微泡顺利通过肺循环并迅

速聚集于血栓发生部位，增强栓子与周围组织的显像对比度。实验后处死动物行

荧光显微镜检查，证实携带经罗丹明荧光标记抗体的微泡造影剂大量粘附于血栓

表面。造影剂微泡在声场中破坏时产生空化作用有助于溶解血栓，超声造影能够

增强超声的空化效应，造影剂同时能加速体内尿激酶（UK）等向血栓内渗透，

增强治疗性超声的溶栓作用，有明显的溶栓功效[20-21]。  

1.3.2.4 肿瘤治疗 

造影剂微泡的破坏可促使供应肿瘤的微血管破裂而引起肿瘤退变；携带血
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栓形成物的造影剂在肿瘤内被超声破坏，可形成血栓或阻塞血管，使肿瘤坏死。

靶向微泡超声造影剂可引导药物由外周进入肿瘤组织，又可进行肿瘤部位局部注

药治疗[22]。 

肿瘤细胞较正常细胞体积大，导热性差；依赖于丰富的氧和其他营养物质，

因此需要通过新生血管来增加血液供应[23]；同时，在新生血管内皮细胞上表达大

量的特异性抗原，如VEGF，αυβЗ等，这些抗原与肿瘤滋养血管的生长和肿瘤侵

袭性有密切关系。根据这些特点，超声可以通过以下途径在肿瘤诊断和治疗中发

挥作用：①在微泡上结合抗肿瘤相关抗原的单克隆抗体，通过抗体与抗原的结合

达到肿瘤新生血管的靶向显影。Howard等[24]首先将抗αυβЗ整合素的单克隆抗体通

过生物素桥结合到脂质体微泡表面，制备出能与αυβЗ特异结合的微泡，第一次在

肿瘤血管模型中实现了靶向显影，但由于特异性结合的靶向微泡数量有限，仅实

现了彩色信号增强。②利用结合有αυβЗ抑制剂的超声造影剂微泡选择性到达肿瘤

血管，抑制肿瘤特异性抗原的表达，从而阻断肿瘤性血管的生成，促进肿瘤相关

小血管的凋亡，达到靶向治疗的目的[25]。也可利用包载有治疗基因和药物的微泡

在空化效应下靶向释放治疗基因和药物，从而达到治疗的目的。Urger等[26]在瘤

体内注入超声造影剂和р53基因后再用超声照射，既可有效地控制肝癌基因治疗

的靶向性，又能提高外源基因的表达量。③利用空化效应及造影剂微泡破碎供给

肿瘤营养的微血管和周围部分组织，一方面可激发增强凝血酶活性，形成血栓阻

塞血管。切断肿瘤组织的血液供给；另一方面可使肿瘤细胞膜结构破损、增殖活

性降低、转移能力下降并易受到免疫细胞攻击及放化疗的杀伤，从而达到抑制肿

瘤生长的目的[27]。④利用超声热效应、机械效应和空化效应直接杀死肿瘤细胞或

组织。如高强度聚焦超声，就是将高功率声波聚焦于深部肿瘤组织，通过超声空

化效应、热效应、机械效应对深部肿瘤组织造成不可逆性损伤，使之发生凝固性

坏死，达到治疗肿瘤的目的[28]。 

1.4 纳米超声造影剂 

纳米级造影剂是指粒径在纳米尺度范围内的造影剂，通常将粒径小于 1000 

nm 的造影剂均称为纳米级造影剂。常规微泡超声造影剂是一种微米级造影剂，

微泡的平均直径约 2~5 µm，小于红细胞，可以自由通过肺循环，但不透过血管，

是一种血池显像剂，限制了其对血管外疾病的诊断和治疗[29]。随着分子成像技术
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