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摘要  随着包膜微气泡材料和制备技术的发展, 微气泡超声造影剂不仅用于超声成像诊断, 而
且在分子成像、药物传输及靶向治疗等多个领域得到广泛的研究与应用. 实验制备了膜壳装载
Fe3O4纳米颗粒、中心包裹氮气的聚合物微气泡造影剂, 体外超声成像(US)显影实验发现该微气
泡具有良好的超声图像增强作用. 利用包膜微气泡在超声场作用下的振动模型研究其动力学行
为发现, 膜壳中包裹的 Fe3O4 纳米颗粒在一定浓度范围内能增加微气泡的膜壳散射截面, 增强
超声波的背向散射强度, 从而显著增强超声图像的显影效果; 当超过一定 Fe3O4 纳米颗粒浓度

则会导致微气泡膜壳散射截面减小, 从而降低超声图像增强效果. 另一方面体外磁共振成像
(MRI)显影实验证明, 随着膜壳中 Fe3O4纳米颗粒含量的增加, MRI 增强效果亦增加. 因此为了
制备 US和MRI双重显影增强的微气泡造影剂, 控制磁性纳米颗粒在微气泡膜壳中的包裹量十
分重要.  
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作为一种无创、低成本、实时的成像技术, 超声

成像是目前世界上应用最广的成像方式[1]. 然而由于
传统超声诊断技术的敏感性和图像分辨率都较低 , 
限制了超声诊断的进一步应用 . 超声造影剂
(ultrasound contrast agents, UCAs)和超声造影技术的
引入开辟了超声成像的新时代 , 使超声诊断具有更
高的敏感性和更高质量的图像[2].  

1  微气泡 UCAs的发展及应用进展 
微气泡(microbubbles)超声造影剂一般是指采用

声空化、冷冻干燥、喷雾、乳液、喷墨印迹等方法制

备[3]的直径在 1~10 μm的包膜气泡. 在诊断超声频率
下微气泡在血管或病灶部位聚集后发生共振 , 产生
比生物组织更强的回波信号 , 从而明显提高超声诊
断图像的分辨率、敏感度和特异性 [4]. 随着微气泡
UCAs在临床诊断中结构成像和功能成像的发展, 微
气泡除在肝脏、肾脏、乳腺、脾脏等脏器的组织灌注、

炎症检测和肿瘤检测等方面得到广泛的应用[5~7], 还
可进行微气泡表面修饰靶向特异性分子实现分子显

影 [8~10]以及装载治疗药物实现药物靶向治疗功能
[11~13].  

目前 , 已有多种材料被用来作为微气泡的包膜
材料, 包括司盘和吐温(ST)系列的表面活性剂类 [14]; 
蛋白质类: 如 5%白蛋白[15]; 脂质类[16,17]; 聚合物类: 
如聚乙二醇 4000、聚丁基-2-氰基丙烯酸酯、多聚糖、
海藻酸盐、聚乳酸-聚羟基乙酸共聚物(PLGA)、聚乙
烯醇(PVA)等 [18,19]. 近年来随着研究的深入, 新类型
超声造影剂开始出现: 如微乳、纳米乳、二氧化硅纳
米颗粒[20]、金纳米颗粒[21]以及其他纳米颗粒等[22,23]. 
生物可降解的医用高分子载体材料是目前研究最广

泛的药物基因传递和控释载体 , 高分子聚合物材料
由于分子间作用力较强 , 采用交联微球技术制备包
裹气体的新型、稳定、超声显影效果良好的微气泡造 
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影剂. 该类微气泡UCAs的声学特性可根据聚合物分
子量进行设计, 其粒径分布相对集中, 体内外存留时
间更长 , 为超声诊断技术的进一步发展提供了优良
的平台 [24]. 聚合物壳膜还可因特殊的诊断和治疗需
要加以修饰, 如携带药物、配体或抗体以及其他造影
剂成分 , 实现诊断与治疗以及多种诊断模式相结合
等多种功能[25].  

目前尽管各种影像技术本身 , 包括共聚焦和双
光子荧光显微与成像、MRI、单光子发射计算机断层
成像(SPET)、正电子发射断层成像技术(PET)、US等
为研究人员和临床专家在动物和人体内获取解剖学

和生理学信息提供了强大的诊断手段 , 但是各种影
像技术本身由于各自在时空分辨率方面各有优缺点, 
因此没有任何一种成像方式可以完整而足够地获取

所有的生物信息 . 如荧光成像在人体尤其深部组织
很难获得定量信息; MRI具有高分辨率但是敏感度低; 
放射性核素成像具有高的敏感度但分辨率低 , 尤其
US医学诊断模式, 虽然微气泡造影剂的出现提高了
疾病诊断的准确性 , 但是超声诊断自身的分辨率较
低, 因此将US诊断与其他诊断模式的联合使用具有
互补优势[26,27].  

本实验基于微气泡造影剂的制备研究 , 将具有
MRI显影增强能力的 Fe3O4纳米颗粒装载到微气泡膜

壳材料上, 制备超声、磁共振多功能微气泡造影剂. 
通过体外 US显影和MRI显影实验, 优化微气泡膜壳
包裹 Fe3O4纳米颗粒的含量, 制备的微气泡造影剂可
利用目前临床可用的 US, MRI等影像设备实现 US和
MRI 联合使用的双重显影模式, 通过对 US 和 MRI
显影后得到的图像联合分析和判断 , 提高无创诊断
疾病的准确度和特异性.  

2  材料与方法 

(ⅰ) 包裹磁性纳米颗粒的微气泡制备.  聚乳酸
(PLA, Mw = 10000)购于山东省医疗器械研究所; 聚
乙烯醇(PVA聚合度 1800, 醇解度 89%)购于Sigma- 
Aldrich公司 ; 12 nm单分散油酸Fe3O4 纳米颗粒由  
本实验室陈忠平等人 [28]制备提供 ,其他试剂均为分 
析纯.  

将 0.5 g 聚乳酸(PLA)溶解于 10 mL CHCl3 中, 
移取不同浓度的 12 nm油酸 Fe3O4纳米颗粒溶液与上

述聚合物溶液均匀混合, 然后再将 1 mL双蒸水和微
量司盘 80注入溶液中, 用声振仪(功率 200 W·s−1)在

匀速通入 N2(4 mL/min)的条件下超声空化 2 min, 制
备得到 W/O 乳液微气泡; 将 W/O 乳液倒入 50 mL 
5.0% (质量分数) PVA水溶液中, 室温下机械搅拌(转
速 3000 r/min)处理 2 h, 得到的双重乳液微气泡, 经
离心(20℃, 5 min, 1500 r/min)分离后收集样品.  

(ⅱ) 微气泡的结构表征和分析.  微气泡的平均
粒径和粒径分布采用激光粒径分析仪 (MasterSizer 
2000, Malvern, England)进行测定. Milli-Q 纯水作为
空白对照, 然后将微气泡样品加入纯水中, 当样品达
到恰当浓度时进行测定, 每个样品测定 3次.  

为了观察微气泡的形貌, 采用 Axioskop 40进行
光学显微(Carl Zeiss, Germany)观察. 同时采用透射
电子显微镜(TEM)对微气泡膜壳中磁性纳米颗粒的
分布情况进行观察.  

将制备的包裹不同 Fe3O4纳米颗粒的微气泡样品

经处理后, 采用 AA240FS 原子吸收光度计(Hitachi, 
Japan)测定微气泡膜壳中 Fe3O4纳米颗粒的实际负载

量.  
(ⅲ) 微气泡的体外声学成像实验.  采用自制体

外模型和超声诊断成像系统(无锡贝尔森影像技术有
限公司提供)进行样品的体外超声显影成像实验, 装
置示意图如图 1所示. 实验所用的样品包括二次蒸馏
水、未包裹 Fe3O4纳米颗粒的微气泡溶液和包裹 Fe3O4

纳米颗粒(浓度为 47.80 μg/mL)的微气泡溶液, 实验
所用的玻璃水缸尺寸为长 12 cm, 宽 6 cm, 高 6.5 cm, 
玻璃缸底部铺厚度为 2 cm 的海绵作为超声吸收体. 
将待测样品分别充满直径为 4 mm×6 mm (内径×外
径)的硅胶管, 并置于离玻璃缸顶部 2.5 cm处的位置, 
3.5 MHz的超声扫描探头置于样品管上方 1 cm处,  

 
图 1   微气泡体外超声显影实验装置示意图 
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成像参数条件为 B 型增益 50 dB; 边缘增强 4. 为了
定量分析比较 3种样品超声图像的亮度, 利用Matlab
计算机程序分别计算每种样品对应的感兴趣区域

(ROI)的平均灰阶. 
(ⅳ) 微气泡超声场中动力学行为实验.  微气泡

在超声场中的动力学行为是解释微气泡显影能力的

基础 , 研究微气泡的动力学行为能更好地理解和预
测微气泡的超声显影能力. 根据微气泡动力学理论, 
微气泡的散射由散射截面定量表示 , 而散射截面的
大小跟外界超声波的激励频率、微气泡的粒径、以及

微气泡膜的黏弹特性相关 [29]. 结合磁性纳米颗粒的
微气泡膜壳由于纳米颗粒的嵌入其黏弹特性可能发

生新的变化 . 为了研究磁性纳米颗粒的含量对微气
泡膜壳散射截面的影响, 制备出包裹不同含量Fe3O4

纳米颗粒的微气泡样品 , 利用Hoff等人 [30]提出的计

算微气泡散射截面方法计算不同磁性纳米颗粒含量

时微气泡的散射截面.  
首先 , 在测量微气泡样品声衰减的基础上通过

最优化方法估计获得微气泡膜黏弹特性参数 , 分别
用黏性参数 Gs和弹性参数μs表示, 然后根据 Gs和μs

的值计算出在 3.5 MHz 激励频率下 , 样品半径为    
2 μm 的微气泡膜壳散射截面, 并以此代表整个样品
的散射截面水平.  

(ⅴ) 微气泡体外MRI实验.  将实验样品分别置
1 mL 的 Eppendorf 管中进行体外微气泡 MRI 实验, 
样品分别为包裹不同含量 Fe3O4 纳米颗粒(0, 47.80, 
86.47, 124.99, 191.46 μg/mL)的微气泡溶液和二次蒸
馏水对照品. 实验采用 1.5 T临床MRI扫描仪(Eclipse, 
Philips Medical Systems, The Netherlands). 表面线圈
内径 12.7 cm, 视野(FOV) 12 cm×12 cm, 激励次数
2～4, 层厚 2 mm, 矩阵 254×254, 感兴趣区(ROI)取
14.6 mm2. 扫描序列为 T2快速自旋回波序列, 其参数
为重复时间 TR=4000 ms, 回波时间 TE=108 ms, 回
波链长度=16. 通过测定样品的横向磁豫时间 T2 值, 
计算出相应的横向磁豫率(R2), 拟合出微气泡体外磁
共振成像时微气泡包裹不同 Fe3O4纳米颗粒的含量与

R2之间的函数关系.  

3  结果分析 

3.1  微气泡的结构表征结果 

微气泡的平均直径为 3.98 μm, 单分散系数 PI = 
1.13. 微气泡的浓度稀释至 5~6×106个/ mL进行实验

研究 . 采用原子吸收分光光度法测得微气泡膜壳包
裹 Fe3O4纳米颗粒的实际含量分别为 0, 47.80, 86.47, 
124.99, 191.46 μg/mL.  

图 2 为微气泡光学显微图片. 图 2(a)为未包裹
Fe3O4纳米颗粒的微气泡, 图 2(b)为包裹 Fe3O4纳米颗

粒的微气泡, 从图中可以看出微气泡的外观呈球形, 
在光学显微镜下两种微气泡的形貌和结构没有显著

差异.  

 
图 2   微气泡光学显微图片 

(a) 未包裹 Fe3O4纳米颗粒的微气泡; (b) 包裹 Fe3O4纳米颗粒 
(浓度为 47.80 μg/mL)的微气泡 

 
图 3为微气泡样品的 TEM结果图片. 图 3(a)为未

包裹 Fe3O4纳米颗粒的微气泡; 图 3(b)为 Fe3O4纳米

颗粒的含量为 47.80 μg/mL 微气泡. 图 3(c)为包裹
Fe3O4纳米颗粒的微气泡膜壳局部放大照片. 从 TEM
照片可以看出, Fe3O4 纳米颗粒能够均匀分布在聚合

物膜壳中, 在实验浓度范围内 Fe3O4纳米颗粒的加入

不改变微气泡壳膜的厚度和微气泡的粒径.  
将样品放置到−4℃冰箱中 2周后观察其形貌、粒

径及其分布均没有明显的改变. 

3.2  微气泡的体外超声成像结果 

图 4是微气泡体外超声成像图, 从图中可以看出,  
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从表 1可以看出, 两种微气泡的超声图像平均灰
度均大于二次蒸馏水 , 且包裹浓度为 47.80 μg/mL 
Fe3O4纳米颗粒的微气泡图像灰阶比未包裹 Fe3O4纳

米颗粒的微气泡图像高 12.3.  

3.3  包裹纳米颗粒的微气泡超声图像增强原理 

包裹不同含量 Fe3O4纳米颗粒的微气泡对应的膜

壳粘弹性参数和散射截面结果如表 2所示. 
 

表 2  包裹不同含量纳米颗粒的微气泡黏弹参数结果 
Fe3O4纳米颗粒含量/

μg·mL−1 
弹性参数 Gs/ 

MPa 
黏性参数 
μs/Pa 

散射截面/
μm2 

0 1.70×101 1.87×10−1 265.5976 
47.80 1.25×101 1.58×10−1 594.8477 
86.47 1.34×101 1.51×10−1 608.8628 

124.99 1.31×101 1.63×10−1 557.2473 
191.46 1.85×101 2.02×10−1 189.5453 

 
从表中可以看出, 随着纳米颗粒含量的增加, 微

气泡膜的黏弹性参数出现了先减小后增大的趋势 , 
导致在 3.5 MHz激励频率下, 半径为 2 μm的微气泡
散射截面产生先增大后减小的趋势. 在 47.80~86.47 
μg/mL的浓度范围内, 包裹磁性纳米颗粒的微气泡比
未包裹磁性纳米颗粒的微气泡具有更好的超声增强

效果, 在 86.47~191.46 μg/mL浓度范围内, 微气泡的
声学特性显著下降, 超声增强效果变差. 由此可以推
断 , 制备的微气泡散射特性变化的机理可能是微气
泡膜壳的黏弹性质由于磁性纳米颗粒的加入而发生

变化. 在低浓度范围内, 膜壳中纳米颗粒增加了微气
泡的声学散射特性, 但是浓度过高, 纳米颗粒使膜壳
变硬, 声学散射特性显著降低.  

图 3  TEM照片 
(a) 未包裹 Fe3O4纳米颗粒的微气泡; (b) 包裹 Fe3O4纳米颗粒(浓
度为 47.80 μg/mL)的微气泡; (c) 对应(b)图标示位置处微气泡膜 
的放大图片, 能够观察到 Fe3O4纳米颗粒在膜壳中的分布情况 

  
包裹 Fe3O4纳米颗粒的微气泡图像亮度高于双蒸水和

未包裹 Fe3O4纳米颗粒的微气泡. 
根据图 4 所得的超声成像图像, 定量计算 ROI

的平均灰度值, 结果如表 1所示.   
 
表 1  微气泡超声体外成像 ROI平均灰阶结果 

3.4  微气泡体外 MRI 微气泡种类 平均灰度 
二次蒸馏水 15.8 

未包裹 Fe3O4纳米颗粒的微气泡 72 
包裹 Fe3O4纳米颗粒(47.80 μg/mL)的微气泡 84.3 

图 5所示为微气泡样品体外 MRI显影图像结果, 
从图中可以看出随着微气泡中包裹 Fe3O4纳米颗粒含

量的增加, MRI 图像逐渐变暗, 说明膜壳中 Fe3O4纳  
 

 

 
图 4  微气泡体外超声成像图 

(a) 二次蒸馏水; (b) 未包裹 Fe3O4纳米颗粒的微气泡; (c) 包裹 Fe3O4纳米颗粒(47.80 μg/mL)的微气泡 
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图 5  微气泡体外 MRI成像图 

(a) 二次蒸馏水; (b) 未包裹 Fe3O4纳米颗粒的微气泡; (c) 包裹
Fe3O4纳米颗粒的微气泡(浓度依次为 c-1: 47.80, c-2: 86.47, c-3: 

124.99, c-4: 191.46 μg/mL) 
 
米颗粒含量越高, 微气泡的 MRI效果越好. 

通过测定不同 Fe3O4纳米颗粒含量的微气泡MRI
图像 T2值, 计算相应的 R2值, 得到如图 6 所示的 R2

与 Fe3O4纳米颗粒含量之间的函数关系. 从图中可以  
 

 
图 6  微气泡横向磁豫率 R2与包裹 Fe3O4纳米颗粒 

含量之间的函数关系图 

看出, 两者基本呈线性关系, 即随着纳米颗粒含量的
增加, 微气泡的磁共振横向磁豫率 R2也增加. 

3.5  微气泡最优包裹 Fe3O4纳米颗粒的浓度 

从微气泡体外 MRI 实验结果可以看出, 随着包
裹 Fe3O4纳米颗粒浓度的增加, 微气泡MRI增强效果
越好, 但是体外微气泡超声显影增强实验结果表明, 
只有包裹一定浓度范围内的 Fe3O4纳米颗粒才能增强

超声图像, 超过一定浓度后, 微气泡的超声增强效果
反而降低, 因此, 为了设计超声、磁共振联合显影的
微气泡造影剂, 需要控制和优化 Fe3O4纳米颗粒在微

气泡膜壳中的装载浓度. 本实验的最佳包裹 Fe3O4纳

米颗粒浓度为 86.47 μg/mL, 包裹该浓度纳米颗粒的
微气泡具有同时增强 US图像和 MRI图像的功能.  

4  结论 
随着微气泡 UCA 从单一的诊断功能到结合基因/ 

药物进行治疗等多功能的实现 , 微气泡的研究和应
用正变得越来越广泛 . 本文在微气泡动力学模型的
基础上研究了 Fe3O4纳米颗粒的含量引起 B 超图像灰
度值变化的机理, 揭示了结合 Fe3O4纳米颗粒的微气

泡增强 B超图像灰度值的能力与 Fe3O4纳米颗粒含量

之间的关系. 结果表明, 包裹不同含量 Fe3O4 纳米颗

粒的微气泡由于膜的结构发生变化导致膜壳的黏 
弹性质产生变化 , 从而直接引起微气泡的共振频率
和衰减系数的变化 , 进而影响微气泡散射截面的大
小和 B超图像灰度值的大小. 另一方面, 随着微气泡
中磁性纳米颗粒含量的增加, MRI 显影效果越来越 
好 ,  但是为了达到超声和磁共振联合造影的目的 ,  
微气泡膜壳中磁性纳米颗粒的装载量需要控制在一

定浓度范围内 , 这样的微气泡在保持声学响应特性
参数进行 US 显影的同时仍具有良好的 MRI 显影   
效果. 
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