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【摘要】  目的　制备岩藻多糖修饰的相变型造影剂（FPCA），评价其体外超声显影和对肝癌细胞的靶向能力。

方法　采用薄膜水化-超声乳化法制备包裹全氟戊烷的纳米脂质体，之后化学接枝岩藻多糖，制备FPCA纳米粒，对其基本

理化性质进行表征。使用显微镜观察FPCA在水浴加热、微波辐照后的相变情况；使用超声诊断仪观察FPCA相变后的二

维超声、超声造影成像能力；使用荧光共聚焦、流式细胞仪分析验证FPCA对肝癌细胞的靶向能力。结果　制备的FPCA平

均粒径（222.1±32.5） nm，外观呈球形，分散性好，具有较好的稳定性和生物相容性。使用水浴加热、微波辐照均能使

FPCA发生相变，最佳相变温度为50 ℃，最佳相变微波功率为1.5 W/cm2。并且，相变后的FPCA对二维超声、超声造影均具

有显著的增强显像能力。通过使用FITC荧光标记，FPCA能够特异地与肝癌细胞靶向结合，结合率高达（96.19±1.62）%，而

对正常肝脏细胞的结合率不足10%。结论　成功制备出稳定性和生物相容性良好的新型相变超声造影剂，其不仅可通过

相变增强超声显像，还能对肝癌细胞具有特异的主动靶向性能。
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【Abstract】   Objective　To  prepare  a  fucoidan-modified  phase-transitional  contrast  agent  (FPCA)  and  to
evaluate  its in  vitro capabilities  for  ultrasound  imaging  and  targeting  of  hepatoma  cells. Methods　Nano-liposomes
encapsulated  with  perfluoropentane  were  prepared  using  thin-film  hydration  and  ultrasonic  emulsification  methods.
Then, FPCA nanoparticles were prepared through chemical grafting of fucoidan and the characterization of their physical
and  chemical  properties  was  performed.  After  applying  external  stimuli  of  heating  with  hot  water  bath  and  microwave
irradiation, the phase-transition status of FPCA was observed with microscope.  The imaging abilities of phase-transited
FPCA  on  two-dimensional  ultrasound  and  contrast-enhanced  ultrasound  were  observed  with  ultrasonic  diagnostic
instrument.  The  ability  of  FPCA  to  target  at  hepatoma  cells  was  evaluated  and  verified  with  fluorescence  confocal
observation  and  flow  cytometry  analysis. Results　The  FPCA  prepared  in  the  study  had  an  average  diameter  of
(222.1±32.5) nm, displaying spherical appearance, good dispersion, good stability, and good biocompatibility. The phase-
transition of FPCA was induced by both heating with hot water bath and microwave irradiation. For phase transition, the
optimal temperature  was  found to  be  50 ℃ and the  preferred microwave power was  1.5  W/cm2.  Moreover,  after  phase
transition,  FPCA  showed  significant  imaging  enhancement  on  both  two-dimensional  ultrasonography  and  contrast-
enhanced  ultrasonography.  Through  fluorescein  isothiocyanate  (FITC)  labeling,  FPCA  could  specifically  bind  with
hepatoma cells at a high binding rate of (96.19±1.62)%,  while it rarely bound with normal liver cells, showing a binding
rate  of  less  than 10%. Conclusion　A new type of  phase-transitional  ultrasound contrast  agent  with good stability  and
biocompatibility was successfully prepared. It  not only could enhance ultrasound imaging through phase transition, but
also had specific active hepatoma cell-targeting properties.
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恶性肿瘤是人类主要的致死性疾病，虽然手术、放

疗、化疗及多种联合疗法等已广泛用于肿瘤的治疗，但上

述治疗具有严重的副作用[1]。目前，基于分子影像的靶向

精准诊疗成为肿瘤疾病研究的新方向。超声分子影像通

过实时显示组织的灌注情况[2]，已在肿瘤疾病的诊治过程

中发挥了重要作用，然而尚不能满足临床靶向精准诊疗

的需求 [3 ]。相变型纳米超声造影剂（phase-transitional

contrast agent, PCA）是目前研究的一大热点，其不仅能借

助肿瘤渗透滞留效应，实现纳米造影剂在肿瘤区域的被

动靶向聚集，还能通过相变显著提升靶区超声显像能力[4]，

同时还能通过化学修饰，实现主动靶向的功能[5]。然而，
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目前研究的靶向分子仍存在一些不足，如特异性差、显像

能力弱等。因此寻求一种靶向特异性高、成像效果好的

超声造影剂成为亟待解决的问题[6-8]。

岩藻多糖（fucoidan, Fi）具有天然的抗肿瘤特性、良

好的药物传递特性和特异的肿瘤靶向性，可用于乳腺癌、

胰腺癌、肝癌等肿瘤的治疗[9-15]，且对正常细胞无毒副作用，

是一种理想的靶向分子。全氟正戊烷（perfluoronpentane,

PFP）不仅具有良好的稳定性、低毒性和生物相容性，而

且具有在较低温度下发生液气相变的优点，因此用PFP制

备的纳米粒转化为微泡后可显著增强超声成像的效果[16-18]。

本研究拟用Fi化学修饰PFP纳米脂质体，制备特殊的靶向

型相变超声造影剂（fucoidan modified phase-transitional

contrast agent, FPCA），为癌症早期的影像分子诊断提供

新思路。 

1     材料与方法
 

1.1    主要材料和设备

二棕榈酰磷脂酰胆碱（DPPC）、二硬脂酰基磷脂酰乙

醇胺（DSPE）、磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇〔DSPE-PEG

(2000)-amine 〕和胆固醇（CHOL）购于Avanti Polar Lipids

(Alabaster, USA)。Fi（20～300×103），1-（3-二甲氨基丙

基）-3-乙基碳二亚胺盐酸盐（EDC）购于Sigma Aldrich (St.

Louis, USA)。肝癌细胞SMMC-7721和正常肝脏细胞

L02购于中国科学院细胞库，4,6-diamidino-2-phenylindole

(DAPI)和FITC购于Thermo Fisher Scientific (Waltham,

MA, USA)。PFP购于北京华丰化学试剂。细胞计数、增

殖/凋亡试剂盒（cell counting kit-8, CCK-8）购于中国

Dojindo分子技术公司。

主要实验设备：流式细胞仪（BD公司），全自动倒置

荧光显微镜（ I X 8 3，奥林巴斯），超声波细胞破碎仪

（SCIENTZ-Ⅱ，新芝公司），超声诊断仪（Acuson antares，

德国西门子股份公司），透射电镜（JEM-2100F，日本电

子），激光粒度及Zeta电位分析仪（Zetasizer Nano ZS，英国

马尔文仪器有限公司），激光共聚焦显微镜（Leica公司），

cytoflex流式细胞仪（Beckman）等。 

1.2    实验方法 

1.2.1    FPCA制备和表征　称取DPPC（4 mg）、DSPE-PEG

(2000)-amine（2 mg）和CHOL（1 mg）溶解于10 mL氯仿

中。将溶液转移到25 mL梨形瓶中，旋转蒸发仪35 ℃下

形成薄脂膜。用2 mL去离子水将脂膜水化，形成半透明

悬浮液，逐滴加入PFP 200 μL，冰浴条件下，将混合液用超

声破碎仪声振2 min（80 W，开3 s，关6 s），得到PFP脂质体

悬浊液。为进一步靶向修饰，使用碳二亚胺法将F i

（1 mg）在室温下与过量EDC混溶，轻轻摇晃24 h。将活化

的Fi加入PFP脂质体悬浊液中，再用上述方法超声处理

20 s，离心（20 000 ×g，30 min）、洗涤各3次，最后将沉淀与

无菌PBS混合得到FPCA。使用相同实验条件，在氯仿溶

液中加入FITC染料，在避光环境下制得荧光标记的

FPCA，避光储存备用。在相同实验条件下，使用DSPE代

替DSPE-PEG (2000)-amine，省略靶向修饰步骤，制备非

靶向的PCA作为对照，同样方法制备带荧光标记的PCA。

使用显微镜、透射电镜观察FPCA形貌，使用激光粒度

及Zeta电位分析仪检测FPCA粒径和电位，观察FPCA在不

同介质（去离子水、细胞培养基和新鲜血浆）中的粒径和电

位变化情况，以及FPCA静置一定时间后的粒径变化情况。 

1.2.2    相变实验　FPCA按一定倍数稀释后，取1 mL密封

于容器中，再分别置于30 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃

恒温水浴箱中分别加热10 min，再取适量FPCA悬液滴于

载玻片上，用光学显微镜观察纳米粒子的大小及形态，以

观察在不同温度下的相变情况。采用相同的方法，将

1 mL FPCA置于容器中，分别给予不同功率的微波（0.6、

0.9、1.2、1.5、1.8 W/cm2；450 MHz）辐照5 min后，用光学

显微镜观察。选取各组有代表性的图片进行保存，并随

机选取5个高倍视野，计算各组中相变的FPCA个数，进行

分析比较。 

1.2.3    显像实验　制备30 g/L琼脂糖凝胶模型，在琼脂糖

冷凝时顶部制备1 mL容量的孔洞，将FPCA纳米颗粒稀释

一定倍数后，取200 μL置入孔洞内，插入微波针进行辐

射，功率为1.5 W/cm2，同时用温度计记录实时温度，当温

度分别达到30 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃时，用超声

诊断仪（探头频率5.71 MHz，机械指数 0.18）对凝胶模型

内纳米粒乳液进行超声显像，使用二维成像模式和

Cadence造影剂成像（CCAI）模式观察其在相变前后超声

显影情况，并以去离子水为对照组进行对比，应用Image

J软件定量分析。 

1.2.4    FPCA纳米粒的细胞寻靶　分别将正常肝脏细胞

L02和肝癌细胞SMMC-7721置于37 ℃、体积分数为

5%CO2的恒温培养箱中，培养至对数增长期后，接种于激

光共聚焦培养皿中继续培育24 h。将每种细胞各分为两

组，靶向FPCA组和非靶向PCA组，分别加入用FITC标记过

的FPCA和非靶向PCA 100 μL，共同培养4 h，加入DAPI孵

育20 min对细胞核染色，再进行2～3 次冲洗，用激光共聚

焦显微镜 （×400）下观察靶向FPCA、非靶向PCA分别与正

常肝脏细胞L02和肝癌细胞SMMC-7721的结合情况。

此外，使用流式检测FPCA对细胞的靶向能力，将24孔

培养板中的正常肝脏细胞L02和肝癌细胞SMMC-7721分别
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分为3组：靶向组，非靶向组，对照组。靶向组和非靶向组分

别加入用FITC标记过的FPCA颗粒和非靶向PCA颗粒

100 μL，对照组中加入100 μL无菌PBS溶液，共同培养12 h，

各组细胞用胰酶消化后流式细胞仪检测FITC结合率。 

1.3    统计学方法

x̄计量数据以 ±s表示。两组间比较采用非配对t检

验，多组间比较采用单因素或多因素方差分析，P<0.05为

差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    FPCA理化性质表征

FPCA溶液为乳白色液体（图1A），在显微镜和透射电

镜下可看到纳米粒子为球形、大小均匀、呈单分散的状

态（图1B、图1C），激光粒度仪测得FPCA在25 ℃去离子水

中的平均粒径（222.1±32.5） nm，Zeta表面电位（−15.2±

3.6） mV。

化学接枝前，包载PFP的纳米脂质体表面电位为正

〔（15.1±2.4） mV〕，使用碳二亚胺法接枝Fi以后，表面电位

为负〔（−15.2±3.6） mV〕，证明FPCA成功合成（图1D）。使用

共聚焦显微镜观察发现，FITC标记的FPCA显示为绿光，证

明通过相似相溶原理制备的FITC-FPCA成功合成（图1E）。

为了观察FPCA的稳定性和生物相容性，在25 ℃和

37 ℃下的去离子水、细胞培养基和血浆中分别测量

FPCA的平均粒径和表面电位，发现不同条件下FPCA的

粒径与电位变化差异均无统计学意义（表1）。进一步将

FPCA置于去离子水中室温下动态观察发现，FPCA在

48 h内粒径均无明显变化（图1F）。上述实验证明，所制备

的FPCA超声造影剂具有良好的稳定性和生物相容性。 

2.2    相变实验

如图2A所示，在水浴加热至30 ℃时FPCA未见明显

改变。随着加热时间延长，FPCA相变成微泡的数量逐渐

增多。当温度进一步升高至55 ℃，部分微气泡发生破裂，

部分融合为更大气泡。通过计数比较发现，温度升至50 ℃

时，FPCA相变成微气泡数量最多（图2C）。接着，在微波

辐照刺激FPCA相变中也发现相似的现象，并得出微波刺

激FPCA相变的最佳功率为1.5 W/cm2（图2B、图2D）。 

表 1    FPCA纳米粒子在25 ℃、37 ℃下不同溶剂中的平均粒径和表面电位

Table 1    Average size and surface potential of FPCA nanoparticles in different solvents at 25 ℃ and 37 ℃, respectively

Characterization
Deionized water Medium Plasma

P
25 ℃ 37 ℃ 25 ℃ 37 ℃ 25 ℃ 37 ℃

Average size/nm 222.1±32.5 256.4±27.8 300.6±34.7 302.5±33.3 302.6±32.8 307.9±30.6 >0.05

Potential/mV −15.2±3.6 −14.4±3.4 −16.7±2.8 −14.4±2.6 −13.8±2.5 −15.5±3.1 >0.05
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图 1  制备的FPCA理化性质表征

Fig 1  Physiochemical characterization of FPCA

A: Visual appearance of FPCA emulsions; B: Microscopical observation of FPCA emulsions; C: Transmission electron microscope image of FPCA; D: Surface

potential of FPCA before and after chemical grafting of fucoidan (n=3); E: Fluorescence image of FPCA stained with FITC; F: FPCA sizes in deionized water over time at

room temperature (n=3).
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2.3    显像实验

使用1.5 W/cm2微波加热，在琼脂凝胶空洞模型中观

察相变后的FPCA超声显像能力。相比于对照去离子水

组，相变FPCA在二维超声和超声造影模式下均具有良好

的成像能力，并在微波加热至50 ℃时成像效果最显著

（图3A、图3B）。进一步使用定量软件对二维超声图像和
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图 2  FPCA相变实验

Fig 2  Phase transition assay of FPCA

Microscopical images of FPCA after water bath heated (A) at different temperature (30, 40, 45, 50, and 55 ℃) for 10 min and microwave irradiation (B) at different

power levels (0.6, 0.9, 1.2, 1.5, and 1.8 W/cm2) for 5 min, respectively; counting and analytical comparison of phase transformed FPCA after heating with water bath (C,

n=5) and microwave irradiation (D, n=5), respectively. * P<0.05, vs. other groups.
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图 3  FPCA超声显像实验

Fig 3  Ultrasound imaging assay of FPCA

B-mode images (A) and CEUS images (B) of FPCA at 30, 40, 45, 50 and 55 ℃, respectively, after microwave irradiation, with deionized water as control. C, D:

Quantitative analysis in A and B, respectively, n=3, * P<0.05.
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CCAI造影图像进行灰度值分析，在微波加热至40～

55 ℃时相变FPCA组的灰度值大于对照去离子水组

（P<0.05），说明FPCA相变后具有增强回声散射的特性

（图3C、图3D）。 

2.4    FPCA细胞寻靶

如图4所示，带绿色荧光的FPCA和PCA与L02共

孵育后，细胞周围均未见结合的绿色荧光，表明制备的

纳米粒对正常肝脏细胞不具有靶向性。当靶向组和非

靶向组与SMMC-7721共孵育后，可见FPCA特异地结合

在肝癌细胞周围，而PCA未见与肝癌细胞结合，表明

FPCA对肝癌细胞具有主动靶向的能力。进一步流式

分析得出（图5），FPCA、PCA与正常肝脏细胞的结合极

少，结合率不足10%，相比之下，FPCA与肝癌细胞的结

合率为（96.19±1.62）%，而PCA与肝癌细胞的结合率仅

为（11.72±2.13）%，二者比较差异有统计学意义（P<

0.05）。
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图 5  流式细胞术检测PCA和FPCA在两种细胞中的结合率

Fig 5  Binding assay of FPCA and PCA in SMMC-7 721 and L02 cell lines by flow cytometry
 
 

3     讨论

本研究成功制备了F i修饰的相变型超声造影剂

FPCA，其粒径小、形状规则、大小均一，具有较好的稳定

性和生物相容性。FPCA以PFP为内核具备良好的相变特

性，以脂质体为外壳具备较好的膜流动性，研究发现微波

辐照和水浴加热均能促使FPCA发生相变，实现增强超声

显像的功能。其潜在的机理可能为相变的FPCA逐渐转

化为微气泡，与周围环境产生巨大的声阻抗差异，从而增

强背向散射同时也可以在低机械指数下增强超声对比显

影 [ 1 9 - 2 1 ]。在肝癌细胞靶向实验中，FPCA与肝癌细胞

SMMC-7721紧密结合，而与正常肝细胞L02未见明显特异

性结合，表明FPCA具有良好的靶向癌细胞的能力。进一

步使用流式细胞定量分析FPCA对肝癌细胞的靶向性能，
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图 4  激光共聚焦显微镜观察FPCA对细胞靶向性结果

Fig 4  Targeting assay of FPCA by laser confocal microscopy

Blue shows DAPI nuclear stain; green shows FITC cytoplasm stain. Scale

bar=50 μm.
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发现FPCA与肝癌细胞的结合率为（96.19±1.62）%，表明

FPCA纳米粒子能够特异性的靶向肝癌细胞。因此，

FPCA有望发展成为一种极具发展潜力的特异性对比成

像和靶向诊疗的多功能超声造影剂。

Fi具有的天然抗肿瘤特性、良好药物传递性和主动

靶向性，可用于多种肿瘤治疗。微波具有高热转换效率、

组织深度穿透、不易受肋骨和肺部气体干扰的优点，可为

靶向药物释放提供有利的控释方案。本研究结合二者的

优点，合成新型相变超声造影剂，以期推动超声分子影像

领域研究的深入发展。然而，本研究尚有一定局限性：包

括因技术限制而缺乏机制探讨、仅在体外验证了FPCA的

相变和主动靶向功能。课题组将在后续研究中进一步完

善动物实验和相关机制研究，从而为FPCA在肿瘤临床治

疗中的潜在应用提供更有力的科学依据。

* * *
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