相变型液态氟碳纳米粒超声显像裸鼠移植瘤实验研究
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摘要 目的 制备一种载Fe3O4包裹PFP的相变型液态氟碳超声造影剂PFP-MPLGA纳米粒，观察其在裸鼠移植瘤内发生相变及增强超声显像的效果，探讨其对肿瘤组织的损伤。方法 用单乳化法制备PFP-MPLGA纳米粒，检测其一般特性；对裸鼠移植瘤局部注射纳米粒，用红外线照射肿瘤部位，用超声诊断仪观察纳米粒相变后增强超声显像的效果。结果 成功制备出PFP-MPLGA纳米粒；裸鼠瘤内局部注射纳米粒后，红外线照射可致其相变，显著增强超声显像；肿瘤组织HE染色观察到肿瘤组织内有大量空泡产生。结论 PFP-MPLGA纳米粒在红外线照射下能在移植瘤内发生相变增强超声显像，且能起到消融肿瘤组织的作用。
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ABSTRACT Objective To prepare a phase shift perfluorocarbon nanoparticles loading superparamagnetic iron oxides (PFP-MPLGA) and study on its ability of phase transformation thus enhancing ultrasonography for mice xenotransplanted tumors in vivo, and to investigate the damage to tumor tissue. Methods PFP-MPLGA nanoparticles were made by single emulsion methods and its characterization were tested. Intra tumor injection of nanoparticles and irradiation using by infrared ray to nude mice xenotransplanted tumors and observe the effect of enhanced ultrasound imaging after phase shift. Results The PFP-MPLGA nanoparticles were successfully prepared. After intra tumors injection of nanoparticles in nude mice, the infrared radiation can lead to the phase transformation and enhanced ultrasound imaging. Tumor tissue HE staining was observed a large number of vacuoles in the tumor tissue[footnoteRef:1]. Conclusions The PFP-MPLGA nanoparticles can enhance ultrasound imaging by infrared irradiation in the xenotransplanted tumor, and can play a role in tumor tissue ablation. [1: 基金项目:本课题受国家自然科学基金（81401431）及湖南省卫生计生委科研基金项目（B2015-22、B2015-005）资助。
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随着超声分子影像学的发展，纳米级的超声造影剂已成为研究热点。近年来，液态氟碳用作超声造影剂的研究引起学者的关注，当外界压力减小至气化压力阈值或温度升高至沸点以上时，如加热，超声，激光作用下，可发生液－气相转变，从而增加声学发射。本研究拟制备一种将超顺磁性氧化铁纳米粒（superparamagnetic iron oxides, Fe3O4）及具备液气相变功能的全氟正戊烷（perfluoropentane，PFP）包裹在乳酸羟基乙酸聚合物（poly(lactic-co-glycolic acid) ，PLGA）中的纳米粒，研究其在红外线辐照下发生液气相变，达到增强超声显影的目的。
1 材料和方法
1.1材料和仪器
乳酸/羟基乙酸聚合物（PLGA，聚合比为50:50，山东医疗器械研究所），油酸修饰氧化铁（Fe3O4，美国Ocean Nano Tech公司），液态氟碳PFP（法国Elf Atochem公司），聚乙烯醇（PVA，美国Sigma公司）；超声诊断仪（德国Siemens公司，S3000）；红外线灯（Philips公司），人淋巴瘤U937细胞株(购于中南大学湘雅二医院)，雌性BALB/c裸鼠10只（6-8周，购于中南大学湘雅二医院）。
1.2 PFP-MPLGA纳米粒的制备及一般性质检测
采用单乳化法，将100 mg PLGA加入3 mL二氯甲烷中，再加入一定量的Fe3O4充分搅拌至其完全溶解，然后加入适量的PFP，轻微振荡混匀，加入10mL 5% PVA溶液，冰浴下声振仪声振180 s，最后加入20 ml 2%异丙醇溶液，冰浴下搅拌2h，使纳米粒表面固化，双蒸水洗涤、离心，收集纳米粒，将其置4℃冰箱中保存。
采用相同的方法制备载Fe3O4而不加PFP的MPLGA纳米粒作为对照组。
将适量PFP-MPLGA纳米粒双蒸水稀释，用扫描电镜观察其表面形态，透射电镜观察其内部Fe3O4的分布，激光测径仪检测其粒径大小和分布。
1.3 细胞培养及裸鼠荷瘤模型的建立
人淋巴瘤U937细胞采用含10％胎牛血清的1640培养液常规培养。用0.25％胰蛋白酶消化细胞，传代培养2～3代, 取对数生长期细胞进行实验。
将处于对数生长期的U937细胞消化后，调整细胞浓度为5×107/mL，取0.2mL／只接种于裸鼠背部皮下，待荷瘤鼠肿瘤直径约7-10mm时进行实验。
1.4 近红外线致裸鼠移植瘤相变及超声显像
荷瘤鼠分为两组，每组5只，实验组注射PFP-MPLGA纳米粒 0.2mL（0.3mg/mL），对照组注射MPLGA纳米粒 0.2mL（0.3mg/mL）。以3%戊巴比妥钠 1mL/kg 腹腔注射麻醉实验动物，使用Siemens S3000超声诊断仪，探头频率7-10MHz，机械指数（MI）0.05，谐频显像。采取肿瘤内注射方式，用红外线灯照射肿瘤部位4min（功率100W），采集注射前，注射后10s，1min及4min的超声图片，对比分析超声灰度值变化。
1.5 肿瘤组织病理检测
给予过量戊巴比妥钠处死荷瘤鼠，取出肿瘤组织共10个（每组5个），用4%多聚甲醛固定，石蜡包埋、切片，进行HE染色。
1.6 统计学分析

采用SPSS 17.0统计分析软件进行分析，计量资料以± s表示，两组均数间比较采用t检验，多组均数间比较采用One-way ANOVA 法，以p<0.05作为显著性检验标准。
2 结果
2.1 PFP-MPLGA纳米粒的制备及一般性质检测
成功制备出载Fe3O4包裹PFP的PFP-MPLGA纳米粒乳液，其外观呈均匀的浅褐色乳液。扫描电镜观察PFP-MPLGA纳米粒其呈球形，形态规则，表面光滑，大小均匀（图1A）。透射电镜观察PFP-MPLGA纳米粒呈球形，其内可见大量Fe3O4颗粒较均匀分布于纳米粒壳层结构中（图1B）。激光粒度分析仪检测其粒径约（289.66±68.23）nm (图1C)。
2.2 裸鼠肿瘤相变及超声显像
在注射PFP-MPLGA纳米粒或MPLGA纳米粒前，基波模式下，裸鼠移植瘤呈圆形或卵圆形低回声结节；谐波模式下，移植瘤未显示；注射PFP-MPLGA纳米粒后10s，基波模式下，移植瘤的内部回声强于造影前；谐波模式下，移植瘤增强由中心注射点开始逐渐增强。注射PFP-MPLGA纳米粒后1min及4min，基波模式下，移植瘤的内部回声逐渐增强；谐波模式下，移植瘤增强逐渐增强几乎占据整个肿瘤组织（图2A-D）。对照组MPLGA纳米粒在基波和谐波模式下，移植瘤回声均无明显变化（图2E-H）。DFY定量仪测得谐波模式下注射PFP-MPLGA纳米粒前后移植瘤内的平均回声强度分别是（1.31±0.43）dB（注射前），（25.32±2.41）dB（10s） ,（41.33±3.32）dB（1min）和（63.53±4.52）dB（4min）；注射MPLGA纳米粒前后移植瘤内的平均回声强度分别是（1.32±0.23）dB（注射前），（1.24±0.41）dB（10s） ,（1.43±0.32）dB（1min）和（1.52±0.25）dB（4min），见表1；基波模式下注射PFP-MPLGA纳米粒前后移植瘤内的平均回声强度分别是（2.31±0.33）dB（注射前），（24.32±3.42）dB（10s） ,（32.43±4.35）dB（1min）和（43.53±5.22）dB（4min）；注射MPLGA纳米粒前后移植瘤内的平均回声强度分别是（2.17±0.23）dB（注射前），（2.24±0.52）dB（10s） ,（2.33±0.69）dB（1min）和（2.52±0.43）dB（4min） ，见表2。实验组注射PFP-MPLGA纳米粒后谐波模式和基波模式下的回声强度明显高于造影前（P<0.05）。

表1 裸鼠移植瘤注射造影剂前后谐波模式超声灰度值比较（± s）
	组别
	注射前（dB）
	10s（dB）
	1min（dB）
	4min（dB）

	PFP-MPLGA
	1.31±0.43
	25.32±2.41▲
	41.33±3.32▲
	63.53±4.52▲

	MPLGA
	1.32±0.23
	1.24±0.41
	1.43±0.32
	1.52±0.25


注： PFP-MPLGA组注射后不同时间点与注射前比较，▲P< 0.05。

表2 裸鼠移植瘤注射造影剂前后基波模式超声灰度值比较（± s）
	组别
	注射前（dB）
	10s（dB）
	1min（dB）
	4min（dB）

	PFP-MPLGA
	2.31±0.33
	24.32±3.42▲
	32.43±4.35▲
	43.53±5.22▲

	MPLGA
	2.17±0.23
	2.24±0.52
	2.33±0.69
	2.52±0.43


注： PFP-MPLGA组注射后不同时间点与注射前比较，▲P< 0.05。
2.3 肿瘤组织病理检测结果
HE结果显示，注射PFP-MPLGA纳米粒后红外线照射4min的肿瘤组织疏松不完整，其内出现大量空泡，相变产生的气泡消融了相变区域的部分肿瘤组织（图3A）；而注射MPLGA纳米粒后红外线照射4min，肿瘤组织内未见空泡产生，肿瘤组织致密完整（图3B）。
3 讨论
微米级超声造影剂早期用作超声分子探针，由于其内充有氟碳气体，可以成百倍地增加超声信号，能够为超声显像提供较好的信噪比，但其粒径较大，很难穿过血管内皮到达相应的靶组织，限制了特定靶组织的显影。
液态氟碳是全氟碳化合物的一种，在临床工作中常被制成乳剂使用，近年来因其可用作超声造影剂引起学者的关注[1]。当液滴表面压力减低至气化压力阈值或温度升高至沸点以上时，如加热，超声，激光作用下，可发生液－气相转变产生微泡，从而增加声学发射[2-3]。本研究采用简单的单乳化法制备了载Fe3O4包裹PFP的相变纳米粒PFP-MPLGA，并采取红外线辐照的办法来激发纳米粒相变。结果表明，红外线辐照能促使肿瘤内纳米粒相变产生气泡并增强肿瘤超声显影。
研究中采用的PFP-MPLGA的内核PFP的沸点为29℃，制成纳米粒后其相变温度显著增高，液态氟碳液滴越小，其相变温度就越高[4]。我们前期研究发现，平均粒径300nm的PFP-MPLGA纳米粒相变温度55℃-60℃。本研究采用的PFP-MPLGA其外壳包被了具有磁共振显影功能的Fe3O4，Fe3O4纳米粒是常用的磁共振阴性对比剂，具有良好的磁敏感性，可降低磁共振T2信号；此外，Fe3O4纳米粒亦可作为吸光吸热物质，在激光辐照或者红外线照射下可将光能或电磁波能量转变为热能使纳米粒迅速升温导致相变 [5-6]，相变后产生的气泡，当相变的气泡达到一定数量时，可显著增强背向散射强度，在谐波超声造影模式下，可以增强超声显影。
本研究发现裸鼠移植瘤内局部注射PFP-MPLGA纳米粒后，采取红外线辐照后，激发纳米粒相变产生了大量气泡，肿瘤组织疏松不完整，其内出现大量空泡，相变产生的气泡消融了相变区域的部分肿瘤组织，实现了对肿瘤的热消融治疗。
综上所述，自制的载Fe3O4包裹PFP的相变纳米粒PFP-MPLGA能通过红外线照射温度升高发生相变，产生大量气泡，从而增强超声显像，同时该相变过程产生的热效应及空化效应能实现对肿瘤组织热的热消融治疗，从而达到对肿瘤组织诊断和治疗的双重作用。
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图1 PFP-MPLGA纳米粒扫描电镜图（A，×10 000），透射电镜图（B，×135 000）及粒径分布图（C）

图2 裸鼠移植瘤超声成像 A. PFP-MPLGA纳米粒注射前谐波模式(左图)及基波模式(右图)下呈无回声；B. 注射后红外线照射10s谐波模式(左图)下中肿瘤内出现少许高增强，基波模式(右图)下出现少许高回声；C. 注射后红外线照射1min谐波模式(左图)下中肿瘤内高增强逐渐增多，基波模式(右图)下高回声逐渐增多；D. 注射后红外线照射4min谐波模式(左图)下中肿瘤内高增强明显增多，基波模式(右图)下见大量高回声；E. MPLGA纳米粒注射前谐波模式(左图)及基波模式(右图)下呈无回声；F. 注射后红外线照射10s谐波模式(左图)及基波模式(右图)下呈无回声；G. 注射后红外线照射1min谐波模式(左图) 及基波模式(右图)下呈无回声； H. 注射后红外线照射4min谐波模式(左图) 及基波模式(右图)下呈无回声。（红色箭头指谐波模式下的肿瘤，绿色箭头指基波模式下的肿瘤）
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图3 肿瘤HE染色图（×100） A. PFP-MPLGA纳米粒注射后红外线照射4min，肿瘤组织内出现大量空泡，红色虚线以内是发生相变的区域，相变产生的气泡消融了相变区域的部分肿瘤组织；A. MPLGA纳米粒注射后红外线照射4min，肿瘤组织内未见空泡产生，肿瘤组织致密完整。
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