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目前，医学影像技术已成功实现在组织、细胞及分子水平

对活体状态下的生物学过程进行无创监测与实时分析，分子影

像探针的应用极大地提高了其在生物体内检测的广度和深度，

为疾病的早期筛查、疗效监测及预后评估提供依据［1-2］。报告

基因是一种编码易被检测的蛋白质或酶的基因［3］，作为新兴分

子影像探针，将报告基因转入生物体后，通过影像技术检测其

表达产物释放的信号，能获得基因表达水平和细胞定位等生物

学信息。目前已有光学报告基因应用于研究基因表达的时空

性与特异性，但因其表达产物受光散射和组织自发荧光干扰较

大，难以获得高分辨率的深层组织图像。超声成像是一种非侵

入性的医学影像技术，通过接收、分析、显示反射及散射的超声

波信号，获得体内器官的功能和解剖信息［4］。与光子仅能穿透

毫米级的软体组织不同，超声波的方向性好，组织穿透能力强，

并易于获得较集中的声能。因此，将报告基因编码产物作为分

子影像探针引入超声成像研究，在分子水平实现深层组织的可

视化和动态监测，具有良好的生物医学应用前景。本文就多种

报告基因在超声成像中的应用进展进行综述。

一、微气泡超声分子探针

微气泡超声分子探针能有效提高超声成像的敏感性和准

确性，已广泛应用于血管成像、炎症检测及肿瘤检查，为实现细

胞和分子水平深层组织可视化和动态监测提供了可能［5］。有

文献［6］报道注射盐水后的主动脉根部在M型超声下的结构显

影明显增强，首次提出超声对比造影的概念。此后，多种微气

泡造影剂被研发成功并应用于临床。靶向微泡分子探针为第

三代声振含气微泡，目前临床应用较少，多处于实验和临床转

化阶段，有较好的体内稳定性，可穿过血管壁进入组织间隙进

行组织成像。微气泡超声造影需要靶区周围或靶区内存在足

够数量的超声微泡［7］，具有靶向性的第三代微气泡虽可以特异

性地集中在靶区，但配体与受体间的亲和力不尽相同，微泡的

靶向富集能力亦随之改变，很难应对超声造影监控基因表达水

平时的复杂生理学环境。因此，需根据应用领域的不同综合考

虑粒径、靶向及穿透能力等多方面因素，利用合成生物学的研

究成果进一步开发生物来源的超声分子影像探针及适用于超

声检测的报告基因系统。

二、用于超声成像的报告基因及其编码产物种类

将报告基因成功转入目的细胞或生物体中是其应用于分
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子影像技术的前提。分子生物学研究中应用的表达载体均可

作为传送报告基因的中介物质。报告基因与载体的整合方法

包括基因融合法、双顺反子法及共载体法等。整合后的报告基

因在特异启动子或增强子元件控制下启动转录并翻译成为相

应产物，提供影像学信息。理想化的超声报告基因应具有以下

条件：①报告基因编码产物的过程不应过于复杂，检测方式也

应简便、准确、灵敏、重现性良好；②编码产物不应具有免疫原

性，在体内的稳定性较好；③成像信号与编码产物间应具有良

好的相关性。

1.伪空胞：1895年德国微生物学家Klebahn利用光学显微

镜观察到蓝藻细胞内存在含有气体略带红色的气囊。随后，有

学者［8-9］陆续在古细菌（嗜盐菌和产甲烷菌）和革兰氏阴性菌中

发现了类似的气囊结构，并将其命名为伪空泡或伪空胞（GVs）。

与水中气泡的简单结构不同，GVs具有以下特征：①大部分呈

圆柱形或纺锤形；②GVs的两亲性外壳厚约 2 nm，在与周围介

质进行气体交换时可阻止水分渗入；③GVs内部气体压力小于

同等大小的水中气泡，可以承受高达 1.3 MPa的压力，这种抗压

能力一方面来源于韧性外壳，另一方面可能与内部存在的包膜

结构有关［10-11］。Shapiro等［12］提出将GVs作为超声造影剂，提取

了来自水华鱼腥藻和盐生杆菌 NRC-1的 GVs，体外实验显示

3.5 μg/ml的GVs在超声介导下产生了声信号，其浓度和声信号

强度在一定范围内呈现良好的线性关系；体内实验显示通过静

脉注射的GVs富集于严重联合免疫缺陷小鼠的肝脏组织中，增

强了组织在超声图像中的对比度。另有研究［9］报道了一种基

于空胞蛋白（Gvp）C蛋白的重组GVs构建方案，通过 6-M尿素

处理纯化后的水华鱼腥藻GVs，可以较简便地除去外层的GvpC
蛋白，处理后的GVs与大肠杆菌重组表达的另一种GvpC共同

孵育，二者通过分子间作用力重新组合，除去游离组分后即得

到了重组GVs。相比于重组蛋白组分，这种构建方式不仅能够

改变其蛋白成分，还可以对外部的结构蛋白进行功能化改造，

在用以制备GVs分子探针的同时体现了 gvpA和 gvpC作为超声

成像报告基因的潜力。

2.生物素连接酶（BirA）及其受体肽：BirA是一种存在于大

部分微生物体内的生物素连接酶，能够在体内催化生物素对蛋

白质进行标记，包含 3个结构域：N端结构域、C端结构域及中

心催化结构域［13-14］。BirA的中心催化结构域可催化生物素和

三磷酸腺苷酶（ATP）反应形成 5’-AMP-biotin活化中间产物，

靶蛋白中赖氨酸残基的 ε氨基随后与中间产物结合，并将生物

素以酰胺键结合形式转移至靶蛋白质上。当融合生物素受体

肽（BAP）的蛋白和BirA共表达时，BAP序列可以被有效生物素

化，生物素化的蛋白质可被亲和素标记［15］。Tannous等［16］设计

了一种重组报告蛋白，其N端信号序列和跨膜结构域之间包含

BAP序列，将该重组蛋白序列转染进入BHK-12细胞后，BAP序
列可被细胞中内源性的生物素连接酶生物素化，最终将生物素

展示在细胞表面；体内实验显示，转染有报告基因的Gli36神经

胶质瘤细胞被用于构建小鼠皮下瘤模型，向小鼠体内注射亲和

素偶联的荧光分子探针后，可对皮下肿瘤的生长情况进行实时

监测。与光学成像中荧光素酶报告基因系统相似，基于BirA及

其受体肽的报告系统需要亲和素偶联的分子探针作为“底物”，

二者共同作用产生影像学信号。但该报告系统更加灵活，成像

模式可依据分子探针的不同而改变。随着第三代微气泡制备

技术的成熟与完善，以偶联亲和素的微气泡作为分子探针，基

于BirA及其受体肽的报告基因有望对其他深层组织中的生物

学过程进行研究。

三、报告基因在体内外超声成像中的应用

1. 声学报告基因（ARGs）和哺乳动物声学报告基因

（mARGs）：Bourdeau等［17］报道了一种重组 gvp基因作为ARGs，
命名为ARG1。由于单独将水华鱼腥藻和盐生杆菌NRC-1的
gvp基因转入大肠杆菌工程菌中并不会产生GVs，而巨大芽孢

杆菌 gvp基因转入后虽然能产生GVs，但无明显的超声造影效

果。因此，Bourdeau等［17］选择将水华鱼腥藻GVs的结构蛋白基

因与巨大芽孢杆菌GVs进行基因重组，并导入大肠杆菌和鼠伤

寒沙门氏菌中，于透射电镜下观察到菌体内存在大量气泡状结

构，有较强的超声对比度。随后，重组有 ARG1和 luxABCDE

（Lux）的大肠杆菌EcN被用于声学和光学报告基因对正常小鼠

结肠组织成像能力的对比，相较于光学报告基因仅能显示组织

的大致范围，ARGs能更清晰地通过大肠杆菌EcN显示结肠组

织的结构，检测深度>10 cm，分辨率<100 μm。肿瘤内部的缺

氧环境可为鼠伤寒沙门氏菌等厌氧菌的定殖提供条件，目前已

有利用该类细菌诊断和治疗癌症的研究［18］，但由于成像深度的

限制，光学成像无法对细菌疗法的效果进行全面评估。因此，

重组携ARG1的鼠伤寒沙门氏菌被进一步用于对荷瘤小鼠肿瘤

组织的超声成像，结果显示ARG1作为声学报告基因提供了高

分辨率的超声图像，证实了其深部无创成像性能。

真核生物的基因调控方式与原核生物不同，将ARGs作为

报告基因转入真核细胞中表达的调控过程更为复杂。Farhadi
等［19］报道了基于ARGs的mARGs，mARGs是由多质粒组成的共

转染系统，包括 gvpB重组质粒、病毒 P2A序列连接的多个巨大

芽孢杆菌 gvp重组质粒及增强质粒，并在其中设计了由强力霉

素控制的基因表达开关。多质粒共转染HEK-293T人体肾脏

细胞，经纯化分离后电镜下可见中空蛋白结构。体内实验显

示，向免疫缺陷小鼠左右腿分别注射具有致瘤性的 mARG-
HEK和mCherry-HEK细胞，构建了一种双侧荷瘤模型。由于

肿瘤外侧的新生血管多，外部血供较内部丰富，强力霉素诱导

剂更多地富集在肿瘤组织外侧，产生了较强的声学报告基因诱

导作用。超声成像下，报告基因的信号可以清晰并动态地勾勒

出肿瘤组织的轮廓，而另一侧肿瘤组织中的光学报告基因虽持

续表达，但仅能显示出斑点状的肿瘤轮廓。

2.Biotag-BirA报告系统：Bartelle等［10］构建了一种基于BirA
及其受体肽的Biotag基因报告系统，主要基因元件包括 Tie2血
管启动子、BAP融合蛋白序列及BirA序列。该基因报告系统转

入细胞后可在细胞表面展示生物素。同时，Tie2血管启动子的

存在使生物素的表达量随血管生长发育状态改变［20］。在超声

作用下，与细胞表面生物素结合的亲和素功能化微气泡分子探
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针能够产生穿透深度较深、与生物素表达量呈线性关系的超声

信号。Bartelle等［10］先向HEK-293细胞内转染内质网靶向BirA
和BAP融合蛋白重组质粒，将生物素蛋白展示在细胞表面，并

在体外实验中验证了报告系统表达的可行性。体内实验中，用

Biotag报告系统构建了Ts-Biotag转基因小鼠作为动物模型，随

着转基因小鼠的血管发育，Tie2血管启动子控制着血管内皮细

胞表面生物素的表达，向转基因小鼠体内注射微气泡分子探针

后，探针结合于血管内皮细胞表面，根据超声信号的强弱可监

测小鼠血管生长发育的动态超声图像。因此，BirA及其受体肽

作为一种间接的超声成像报告基因系统为研究血管系统发育

过程提供了新方式，并有望实现对其他深层组织中生物学过程

的研究。

四、结论与展望

报告基因显像使在分子水平动态无创观察细胞动态活动

成为可能。超声波是一种广泛使用的生物医学技术，可实现具

有高时空分辨率的无创成像。目前，多数超声成像报告基因系

统均与微气泡有关，由伪空胞衍生出的ARGs和mARGs实现了

动物模型的结肠组织和肿瘤组织的高分辨超声成像。基因编

码产生的生物源性微气泡在尺寸、稳定性及抗压性等方面均显

示出了优越性。BirA及其受体肽作为间接的超声成像报告基

因系统，以偶联亲和素的第三代微气泡作为分子探针，被用于

动物模型炎症部位和血管发育的监测与分析，具有良好的应用

前景。此外，虽然过氧化氢酶等气体产生酶生成的气泡在物理

性质上不够稳定，仅能维持数分钟，但也可进行短时间的超声

成像，有望被开发为新型超声成像报告基因［21］。
已开发的超声成像报告基因也存在不足：①已开发的超声

成像报告基因数量不多，其是否能在体内复杂多变的微环境中

应用尚有待探索；②报告基因往往作为一种外源性基因导入，

生物安全性需进一步验证；③报告基因编码产物的定量方法尚

不成熟，标准化研究亟待探索。随着超声分子影像学的发展，

报告基因种类的增多，相信超声报告基因将进一步推动超声分

子影像领域发展并焕发新的活力。
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