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·实验研究·

光热型纳米金－共聚物超声造影剂的制备及其在体外和

大鼠乳腺癌模型显像的实验研究

许 丽 杜 晶 万财凤 张 雨 张晓芬 李凤华

摘 要 目的 制备外包纳米金壳内载全氟丙烷（Ｃ

３

Ｆ

８

）的聚乳酸羟基乙酸（ＰＬＧＡ）光热型超声造影剂，观察其在体

内外的超声显像效果及体外的光热效能。 方法 通过改进的乳化溶剂挥发法制备 ＰＬＧＡ 纳米粒子，包载 Ｃ

３

Ｆ

８

气体后，再

用种子生长法在 ＰＬＧＡ 表面形成纳米金壳，制备 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子；检测其一般特性，采用近红外激光评估其体

外光热效能；超声成像仪观察体外及大鼠乳腺癌模型成像效果。 结果 成功制备 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子，该粒子的平

均直径为（２６８．２±８０．５）ｎｍ，多分散指数为 0.196，Zeta 电位为（-22.5±5.2）mV，无明显细胞毒性；在 ８０８ ｎｍ 激光辐照下，粒

子有很好的溶液光热效果；体外及大鼠乳腺癌模型超声成像实验中均有增强显像。 结论 成功制备了光热型纳米超声造

影剂，其有良好的体外光热性能和体内外超声显像效果，可为乳腺癌诊治提供新思路。
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ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｉｌｌｉｎｇ Ｃ

３

Ｆ

８
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ａｓｓｅｓｓｅｄ ｖｉａ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｅｒ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ

ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ ＮＰｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅ Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ ＮＰｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ
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分子影像学是借助分子探针，应用现代医学影像

技术观察活体组织在分子或细胞水平的特异性显像的

一门学科。超声分子影像是分子影像学的重要组成部

分，良好的超声分子探针是实现超声分子显像的关键。

随着超声成像技术和生物纳米技术的发展，多种纳米超

声造影剂应运而生，使血管外显像成为可能。 同时，借

助近红外激光和光热剂的光热疗法是近期发展起来

治疗肿瘤的方法，因其操作简便，具有非侵入性及治疗

选择性等优点而广受关注

［

1

］

。 如何将超声分子影像技

术和光热治疗结合来构建乳腺癌早期的诊疗一体化平

台，值得深入研究。因此，本实验采用 ＦＤＡ 批准的聚

乳酸羟基乙酸（ＰＬＧＡ）高分子聚合物为核，以有良好

光热性能及生物相容性的纳米金为壳，樟脑为致孔

剂，内填充全氟丙烷（Ｃ

３

Ｆ

８

）气体，制备集超声成像和光

热治疗于一体的光热型纳米级超声造影剂，并评估其

体外光热性能及体内外的超声显影能力。

材料与方法

一、主要试剂及设备

聚烯丙胺盐酸盐（ＰＡＨ）及 ＰＬＧＡ（５０ ∶ ５０，美国

Ｓｉｇｍａ 公司），氯金酸三水化合物（美国Ａｃｒｏｓ 公司），

全氟丙烷气体（Ｃ

３

Ｆ

８

，天津晶明公司），聚乙烯醇（ＰＶＡ，

阿拉丁试剂）； 百胜 MyLab Twice 彩色多普勒超声诊

断仪，LA ５２２ 探头，频率为 ３～９ ＭＨｚ，机械指数 ０．１；超

声波细胞粉碎机（ＪＹ９２－Ⅱ型，宁波新芝公司）；透射

电子显微镜（ＪＥＯＬ ＬＥＭ ２０１０）；场发射扫描电镜（日

本Ｈｉｔａｃｈｉ Ｓ ４８００）；马尔文纳米粒度电位分析仪（英

国 Ｍａｌｖｅｒｎ Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ９０）；紫外－可见分光光

度计（美国Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ ＤＵ ７３０）。

二、实验细胞及动物

人乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细胞，由上海中科院提供；雌性

ＳＤ 大鼠 １０ 只，２８ 日龄，体质量 １００～２２０ ｇ，由上海斯

莱克公司提供。

三、Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米超声造影剂的制备及其

性质检测

１．制备：参照文献

［

2－3

］

，称取 ＰＬＧＡ １００ ｍｇ 和樟

脑 １０ ｍｇ 分散在二氯甲烷 ３．５ ｍl 中充分溶解，随后逐

滴加入至预冷的 ２％ ＰＶＡ 水溶液 ２０.0 ｍl 中，冰水浴

条件下应用超声波细胞粉碎机乳化 ２ ｍｉｎ，将乳化液在

通风橱中挥发 ５ ｈ后离心洗涤，真空干燥后充入 Ｃ

３

Ｆ

８

气

体；取适量 ＰＬＧＡ 粉末溶于 ＰＡＨ 溶液，磁力搅拌后离

心洗涤，沉淀中加入经硼氢化钠还原法制备的柠檬酸

盐稳定的纳米金溶液，分散搅拌 ３０ ｍｉｎ，离心洗涤后

重新分散于氯金酸溶液 ２.0 ｍｌ 中，磁力搅拌 ３０ ｍｉｎ 后

滴加新鲜制备的盐酸羟胺溶液（０．５ ｍｏｌ/Ｌ）０．３ ｍl，继

续搅拌３０ ｍｉｎ 后离心洗涤，即得 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米

粒子。

２．性质检测：①一般性质检测：利用场发射扫描

电镜及透射电镜观察 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子的大

小、分散性、形态及结构；使用马尔文纳米粒度电位分

析仪测量纳米粒子的平均粒径、Ｚｅｔａ 电位及多分散指

数；通过紫外－可见分光光度计观察合成各阶段材料

的紫外－可见－近红外吸收光谱； ②体外光热实验：将

Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子配制成不同浓度（５０、１００、

１５０、２００ μｇ/ｍｌ）溶液，取 １ ｍｌ 溶液移入石英皿中，采

用波长 ８０８ ｎｍ、功率强度 １．０ Ｗ 的激光照射 １５ ｍｉｎ，以

相同体积的去离子水作为对照， 通过红外热像仪记录

溶液温度。

四、细胞培养及细胞毒性实验

ＤＭＥＭ 培养基培养人乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细胞，消化

对数生长的细胞制成悬液；取 ９６ 孔板，周边孔培养液

隔离，在中间每孔加入 １００ μｌ细胞悬液孵育 ２４ ｈ；加入

终浓度为 ０～２００ μｇ/ｍｌ 的 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米材料，

每个浓度设置 ６ 个平行样，分别孵育 １２、２４ ｈ；孵育结

束后，每孔加入 １００ μl ０．５ ｍｇ/ｍｌ 的 ３－（４，５－二甲基噻

唑－２）－２，５－二苯基四氮唑溴盐继续孵育 ４ ｈ 后轻轻吸

出，每孔加入 １５０ μｌ 二甲亚砜，通过酶联免疫检测仪

测量各孔 ４９２ ｎｍ 处的吸光值。

五、体内外超声显像实验

１．体外超声显像：将 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子分

散于去离子水中（１ ｍｇ/ｍｌ），注满 ２ ｍｌ透明塑料样品管，

封口；另取脱气水注满同样样品管作为空白对照组，以

脱气水为透声窗进行实时灰阶成像和超声造影成像。

２．乳腺癌大鼠体内超声显像：取甲基亚硝脲诱导

的乳腺癌动物模型大鼠 ６ 只，随机分为纳米材料组和

生理盐水组，麻醉并固定动物，先以二维超声检查肿瘤，

选择最大切面后转入超声造影模式， 单帧留取造影剂

注入前图像，然后两组大鼠分别经尾静脉注入 ２００ μl

５ ｍｇ/ｍｌ 的 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米材料和等体积的生理

盐水，从注入造影剂起全程记录动态影像，直至造影剂

廓清为止。

所有声学造影图像自动保存，以备分析。

六、统计学处理

应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，定量资料以 x±s表示，两组

比较行独立样本 ｔ检验。 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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Ａ、B：Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ纳米粒子溶液二维和造影显像图，造影模式下可见细密均匀的点状高回声；Ｃ、D：空白对照组在二维超声和造影显像图，均表现

为无回声。

图 5 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ纳米粒子溶液与空白对照组体外超声显像图

结 果

一、Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子一般性质检测

成功制备 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子，如场发射扫

描电镜（图 １Ａ）和透射电镜（图 １Ｂ）所示，粒子成球形，

纳米金呈颗粒状均匀包被于 ＰＬＧＡ 表面，形态较规则，

分散性较好；纳米粒度电位分析仪测得粒子的平均粒

径为（２６８．２±８０．５）ｎｍ，多分散指数为 ０．１９６，Ｚｅｔａ 电位

为（－２２．５±５．２）ｍＶ，其材料粒径符合纳米级要求，粒径

分布均匀，溶液稳定性尚好。

与单纯的 ＰＬＧＡ 纳米粒子和纳米金颗粒比较，纳

米金包裹 ＰＬＧＡ 形成的纳米金/共聚物材料，在近红外

区出现明显的吸收峰。 见图 ２。

二、Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子体外光热实验

在 ８０８ ｎｍ 激光辐照 15 min 后，浓度为 ５０、１００、

１５０ 及 ２００ μｇ/ｍｌ 的不同 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子溶

液均迅速升温，２００ μｇ/ｍｌ 者温度较去离子水温度升高

１１℃。 见图3。

三、Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子细胞毒性实验

人乳腺癌ＭＣＦ－７细胞经不同浓度 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ

纳米粒子孵育后存活率均在 ８５％以上，且不同浓度

Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ纳米粒子孵育人乳腺癌MCF-7细胞存

活率比较差异无统计学意义。 见图 4。

四、体外超声显像实验

Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ纳米粒子在二维和超声造影模式

下均有显像，表现为点状高回声，细密均匀（图 5Ａ、B）；空

白对照组两种模式均表现为无回声（图 5Ｃ、Ｄ）。

五、乳腺癌大鼠体内超声显像

Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ纳米粒子经静脉注入大鼠体内后７ｓ

时肿瘤区开始出现点状增强（红色圆区），约 １９ｓ达到峰值，

峰值强度约为（８．６±１．７）ｄＢ，较注入前明显增强（图 6Ａ、B）；

生理盐水组注射后无明显增强（图 6C、D）。

Ａ：场发射扫描电镜图；Ｂ：透射电子显微镜图。

图 １ 电镜下观察 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ纳米粒子

A

B

图 3 近红外激光辐照下，不同浓度 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子的升温

曲线图

ＰＬＧＡ纳米粒子

纳米金颗粒

Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ纳米粒子
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图 ２ ＰＬＧＡ纳米粒子、纳米金颗粒及 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子的吸收

光谱图
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＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ纳米粒子的细胞毒性实验结果
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Ａ、B：纳米材料组 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ纳米粒子溶液静脉注入体内前后二维和造影图，造影模式下肿瘤区出现点状增强（红色圆区）；C、D：生理盐水组同

体积生理盐水注入体内前后二维和造影显像图，未见明显增强。

图 6 两组乳腺癌大鼠体内超声显像图

讨 论

乳腺癌的病死率与癌症的分期息息相关，早期诊

断及有效的治疗极为重要。 诊疗一体化是将诊断和治

疗整合为一体的策略， 功能化的纳米材料由于其特定

的化学和物理特性，能融诊断与治疗为一体，且可以实

现分子显像，为乳腺癌的早期诊疗一体化带来了新的希

望

［

4

］

。 高分子聚合物 ＰＬＧＡ 具有良好的亲水特性，表面

可修饰，有很好生物相容性和可降解性，容跃和冉海

涛

［

5

］

研究表明 ＰＬＧＡ 作为超声造影剂具有广阔的应用

前景； 纳米金材料因其良好的生物相容性及在近红外

光区（具有最小的人体组织吸收率，穿透力强）可调的

表面等离子体共振性质，不仅可用于生物成像，还可通

过光热效应在激光照射时成为局域化热源， 用于光热

治疗

［

6

］

。 本实验制备的 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子，直

径为（２６８．２±８０．５）ｎｍ，达纳米级别，理论上可穿过肿瘤

病变状态下的血管内皮间隙，突破临床上微米级超声造

影剂的局限，实现血管外肿瘤细胞的显像。材料整个制

备过程简便，ＰＬＧＡ 纳米粒子作为 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ纳

米粒子的核，是以樟脑作为致孔剂，采用单乳化溶剂挥

发法制备所得，粒径均一，带有负电荷，易于表面修饰；

采用静电吸附法及种子生长法形成的纳米金壳，纳米

金颗粒均匀吸附于 ＰＬＧＡ 表面，厚度均匀（图 １）。 与文

献

［

7

］

中直接将纳米金颗粒作为初始材料进行单/双乳

化方法所得的 Ａｕ－ＰＬＧＡ 杂化物比较，本方法 ＰＬＧＡ

表面金颗粒的负载量更多，保证了材料在近红外区的

有效吸收，与单纯的 ＰＬＧＡ 相比，可以很好地将光能转

化为热能，有望应用于近红外光热治疗。

超声造影剂稳定性好、 抗压性强及成像维持时间

长等特点是其有望应用于临床的必备要素。 本实验制

备的纳米材料在超声造影模式下表现为细密均匀的点

状强回声，成像持续 ８ ｍｉｎ 时仍有较明显的点状回声。

材料经尾静脉注入乳腺癌大鼠体内后，纳米粒子顺利地

进入动物血液循环并在肿瘤区出现增强显像，１９ ｓ 时

达到峰值，符合肿瘤增强灌注显像特点，结合纳米粒子

良好的光热性能， 有望将超声显像和光热治疗集于一

个平台，改善乳腺癌诊断和治疗脱节问题。 此外，纳米

金和 ＰＬＧＡ 形成的纳米金－共聚物壳核结构，具有空腔

和纳米金可修饰化表面，也有研究

［

8

］

表明 Ａｕ－ＰＬＧＡ 壳

核材料可作为药物、 基因等的载体用于肿瘤的光化学

治疗，因此本实验制备的 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ 纳米粒子为

进一步开发纳米靶向载药造影剂打下良好的基础。

本实验制备过程中充填 Ｃ

３

Ｆ

８

气体可增强纳米粒

子的回声散射，但是后续实验步骤中可能存在损失，对

终材料气体的实际填充量未进行定量评估， 纳米金－

共聚物材料的体外光热性能良好， 但体内的光热效果

尚需要进一步验证和探讨。

综上所述，本实验采用乳化溶剂挥发法、种子生长

法及静电吸附法成功制备了光热型纳米金－共聚物超

声造影剂 Ｃ

３

Ｆ

８

＠ＰＬＧＡ＠Ａｕ，其体外光热性能及体内外

显像能力均良好， 有望作为一种纳米诊疗剂为乳腺癌

的诊治提供新思路。
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眼睑胚胎性横纹肌肉瘤超声表现 １ 例

张 阳 阮骊韬 赵巧玲

［中图法分类号］ R738.7；R445.1 ［文献标识码］ B

患者男， ２ 岁，因 １ 个月前发现右眼下眼睑肿块，并逐渐长

大来我院就诊。 体格检查：基本情况良好，无既往史、家族史等。

眼科专科检查： 右眼下眼睑可触及一大小约 ２５ ｍｍ×２２ ｍｍ 肿

块，质硬，边界不清，活动度差，上缘达睑缘，压迫眼球，睁眼困

难；双侧睑结膜、球结膜正常，双眼角膜透明，前房中等深度，虹

膜色泽正常、纹理清晰，瞳孔对光反射阳性，晶状体、玻璃体、眼

底、眼球运动情况均正常。 超声检查：右眼睑软组织内可探及一

大小约 ３１ ｍｍ×１８ ｍｍ 实性团块，形态尚规，后壁部分边界模糊

与周围组织境界不清，团块内回声不均匀，可见多个带状强回声

及密集小光点反射， 后方可见回声增强；ＣＤＦＩ 探及其内丰富血

流信号，收缩期峰值流速 ２１．２ ｃｍ/ｓ，舒张期峰值流速 ８．７ ｃｍ/ｓ，

阻力指数 ０．５９，搏动指数 １．２４。 团块周围软组织增厚，回声略增

强（图 １）。 超声诊断：右眼下眼睑实性包块，考虑横纹肌肉瘤可

能。 术中所见：患者全身麻醉后，沿下眼睑外缘切开皮肤，钝性

分离皮下组织，逐渐暴露包块，其与睑板粘连，境界不清，浸润明

显，充分切除肿物后送冰冻及病理检查。 免疫组化检查：Ｖｉｍ（＋）、

Ｄｅｓ（＋）、ＭｙｏＤ１（＋）、Ｍｙｏｓｉｎ（＋）、Ｓ －１００（－）、ＣＫ（－）、Ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ

（＋）。 病理诊断：眼睑胚胎性横纹肌肉瘤（图 ２）。

讨论：横纹肌肉瘤是由不同分化阶段的横纹肌细胞构成，起

源于横纹肌母细胞或是未分化的间叶组织。组织学分为腺泡状、

胚胎性及多形性三型。 胚胎性好发于小于 ５ 岁的儿童， 多见于

头颈部和泌尿系统；腺泡状多见于青少年好发于下肢，其次为躯

干和头颈部；多形性以成年人和老年人多见，尤以下肢大腿肌肉

内为著。 横纹肌肉瘤病程短，主要症状为痛性或无痛性肿块，皮

肤表面红肿，皮温高。 肿瘤大小不等，质硬，就诊时多数肿块固

定。手术完整切除困难，故复发率和转移较多。 超声检查能确定

病变部位、侵犯程度，为定性诊断提供依据。 通常横纹肌肉瘤的

超声图像具有以下特点

［

１

］

：①多呈椭圆形，体积较大；②边界回

声较清晰（可伴随局部边界模糊不清），无明显包膜回声；③内部

呈实性不均匀低回声或伴有斑块状强回声， 较大肿瘤因结构变

异性大其内可见不规则液性无回声区；④肿块后方回声无明显

衰减；⑤ＣＤＦＩ：肿瘤周边及肿瘤内部有较丰富的血流信号。 本病

例不仅具有上述特点， 而且通过 ＣＤＦＩ 可以清晰追踪包块内血

管的走行及来源，提示肿瘤滋养血管可能，可与眶内囊性占位性

病变、炎性假瘤及血管瘤等相鉴别

［

2

］

。 可见，结合病史及彩色多

普勒能为诊断横纹肌肉瘤提供帮助，并且能有效地预测术中出

血情况，对临床具有很大的指导意义。 目前，免疫组织化学染色

方法是确诊本病的可靠方法。
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