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［摘要］ 目的 制备靶向 CD147 纳米微泡造影剂，并评价其理化性质、对肝细胞肝癌（肝癌）细胞的靶向能力及超

声成像能力。方法 将 PLGA-PEG、DSPE-PEG2000-COOH、全氟丙烷饱和水溶液混合，通过偶联反应与 CD147 抗体结

合，制备靶向 CD147 纳米微泡。将靶向 CD147 及非靶向纳米微泡分别与 MHCC-97H（肝癌细胞）共孵育，检测纳米微泡

的寻靶能力。靶向 CD147 微泡制备后 1 d 及 3 d 检测粒径大小，并进行体外及裸鼠体内超声显像。结果 制备后 1 d 靶向微

泡粒径（188.1±4.8）nm、3 d 为（193.1±11.3）nm。免疫荧光检测显示靶向 CD147 纳米微泡较非靶向纳米微泡可更多与

MHCC-97H 细胞结合（P＜0.01）。制备后 1 d 及 3 d，靶向 CD147 纳米微泡可均匀分布于 PBS 中，在裸鼠体内有较好的超

声成像能力。结论 制备的靶向 CD147 纳米微泡理化性质稳定，可与肝癌细胞特异性结合，在体外及体内均具有较好的超

声成像能力，可作为一种特异结合肝癌细胞的超声分子显像及肝癌治疗的分子探针。

［关键词］ CD147；肝癌细胞；超声分子成像；寻靶能力
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［  Abstract ］ Objective To prepare CD147-targeted nanobubble contrast agent and to evaluate its physicochemical 
properties, liver cancer cell-targeting ability, and ultrasound imaging ability. Methods PLGA-PEG, DSPE-PEG2000-COOH, and 
perfl uoropropane saturated aqueous solution were mixed and combined with CD147 antibody by coupling reaction to prepare CD147-
targeted nanobubbles. CD147-targeted and non-targeted nanobubbles were co-incubated with MHCC-97H cells, respectively, and the 
targeting ability of nanobubbles was evaluated. The particle size of CD147-targeted microbubbles was detected at 1 d and 3 d after 
the preparation, and the ultrasonic imaging was performed in vitro and in nude mice. Results CD147-targeted nanobubbles were 
uniformly distributed in the solution, and immunofl uorescence results showed that CD147-targeted nanobubbles bond to MHCC-97H 
cells signifi cantly more than the non-targeted nanobubbles (P＜0.01). The average diameter of targeted bubbles was (188.1±4.8) nm 
and (193.1±11.3) nm at 1 d and 3 d after preparation, respectively. At the 1 d and 3 d, the targeted microbubbles had good ultrasound 
imaging ability both in vitro and in vivo. Conclusion The prepared CD147-targeted nanobubbles have stable physical and chemical 
properties, can specifi cally bind to liver cancer cells, and have good ultrasound imaging ability in vitro and in vivo. They can be used 
as a nano-scale molecular probe for ultrasonic molecular imaging and targeted therapy of liver cancer.
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肝细胞肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC） 
是一种富血管实体瘤，发病率居全球恶性肿瘤第

5 位，相关死亡率居第 3 位［1］。近年来，纳米级微

泡超声造影剂在 HCC 诊疗中的应用越来越受到关

注。纳米级微泡进入机体后可逃脱机体网状内皮

系统的清除，在体内循环时间长，并可穿透肿瘤

血管屏障，通过渗透与滞留增强效应（enhanced 
permeability and retention effect, EPR）在肿瘤组织

间隙内蓄积，不再局限于血池显像［2］。而结合特

定抗体或配体的靶向纳米微泡造影剂，在肿瘤等疾

病的早期诊断及靶向治疗方面具有更广阔的应用

前景。CD147 属于免疫球蛋白家族，是一种跨膜糖

蛋白，在 HCC 细胞高度表达并与 HCC 进展和预后

密切相关［3］。本研究拟制备一种靶向 CD147 的纳

米级微泡造影剂，并检测其理化性质、超声成像能

力，以及其与 HCC 细胞特异性结合的能力，以期为

临床HCC诊疗监测提供一种纳米级超声分子探针。

1 材料与方法

1.1 试剂与材料 全氟丙烷购自上海上氟科技

有限公司，香豆素 -6 购自比迪生物科技（上海）

有限公司，聚乙烯醇（PVA，分子量 3 000）购自

Sigma 公司，二硬脂酰磷脂酰乙醇胺 - 聚乙二醇

2000- 羧基（DSPE-PEG2000-COOH）购自上海士

宇生物技术有限公司；卵磷脂购自Alfa Aesar公司；

聚乳酸 - 羟基乙酸 - 聚乙二醇共聚物（PLGA-PEG）

购自上海舜纳生物科技有限公司；CD147 抗体购

自神州细胞生物科技有限公司。

1.2 仪器设备 Mastersizer 3000 激光粒度仪购自

英国马尔文公司；SB20001 电子天平购自上海沪

粤明科学仪器有限公司，超声破碎仪购自宁波洛尚

智能科技有限公司；TGL20MW 台式离心机购自

湖南赫西仪器装备有限公司；JEOL2010 透射电子

显微镜购自日本电子株式会社；搅拌器购自上海

豫康科教仪器设备有限公司。

1.3 制 备 方 法 将 30 mg PLGA-PEG、15 mg 
DSPE-PEG2000-COOH 溶解于含 1.5 mL 二氯甲烷

的三颈瓶中，加入 150 μL 全氟丙烷饱和水溶液，

于 100 W 超声破碎仪中冰浴乳化 5 min，通入全氟

丙烷气体，加入 5 mL 3% 聚乙烯醇再次超声乳化

5 min。二次乳化悬液中再次加入 20 mL 全氟丙烷

饱和 1% 聚乙烯醇溶液，400 r/min 搅拌过夜；11 
180×g 离心 10 min，去除聚乙烯醇，制得全氟丙烷

超声纳米微泡。将纳米微泡以吗啉乙磺酸（MES）
缓冲溶液（pH＝5）透析过夜，加入 EDC 孵育 
2 h 以活化表面羧基；调整溶液 pH 至 7.0，加入 0.1 
mg CD147 抗体（偶联反应）过夜。以 Sephadex 
G25 凝胶层析柱分离去除游离抗体，获得靶向

CD147 超声纳米微泡，浓缩至 5×108 个 /mL，分

装于 5 mL 西林瓶中（每瓶 2 mL），充入全氟丙烷

气体 4℃密闭保存。

1.4 理化性质检测 检测纳米微泡粒径电位表征：

纳米微泡制备后 1 d 及 3 d 时，用适量纯水稀释，

通过激光粒度仪检测溶液中靶向纳米囊泡及未修

饰纳米囊泡的粒径、电位及多分散系数。

1.5 靶向MHCC-97H 细胞能力检测 取对数生长

期的 MHCC-97H 细胞，消化计数，以每孔 2×104

个细胞铺于共聚焦培养皿，过夜。次日，在孔中

加入 50 μL 香豆素 6 荧光标记的靶向及非靶向超

声微泡，并设置 0.9% 氯化钠液阴性对照。处理后

的细胞继续培养 4 h，以 PBS 洗涤 2 次后，用 4%
甲醛溶液室温固定 20 min；磷酸盐缓冲液（PBS）
洗涤 2次，DAPI 染色 15 min，PBS 洗涤 2次。最后，

每孔加入 PBS，通过共聚焦显微镜拍摄，ImageJ
软件分析微泡 / 核荧光强度比值。

1.6 超声成像能力检测 备用纳米微泡用 PBS
稀释（1 ∶ 100），注入专用琼脂模具中。采用

Canon Aplio i500 超声仪，14L5 探头，将超声探头

置于微泡溶液表面，检测微泡超声成像能力。用裸

鼠制作 MHCC-97H 皮下移植瘤模型，经裸鼠尾静

脉注射按 1 ∶ 10 稀释的纳米微泡 50 μL，启动超

声造影模式，机械指数（MI）设为 0.1，焦点设置

于肿瘤稍下方，观察肿瘤成像效果。

1.7 统计学处理 采用 SPSS 23.0 统计软件。计

量资料以 x±s 表示，组间比较采用独立样本 t 检
验，检验水准（α）为 0.05。

［ Key Words ］ CD147; hepatoma cell; ultrasonic molecular imaging; target-seeking ability
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2 结 果

2.1 微泡理化性质 结果（表 1）显示：制备完

成的微泡溶液在全氟丙烷气体中 4℃密闭保存后 
1 d 及 3 d，粒径大小均一，电位及聚合物分散性指

数（PDI）未见明显变化。

表 1 靶向与非靶向 CD147 纳米微泡理化性质比较

 微泡 粒径/nm 电位/mV PDI
靶向CD147 微泡

 1 d 188.1±4.8 －26.0±2.0 0.191±0.009
 3 d 193.1±11.3 －29.4±2.9 0.185±0.009
非靶向微泡

 1 d 174.6±5.1 －32.8±2.6 0.163±0.009
 3 d 183.6±8.3 －30.3±2.7 0.173±0.009

PDI：聚合物分散性指数。

2.2 靶向 CD147 纳米微泡的细胞水平寻靶能

力 共聚焦显微镜下观察（图 1）发现：靶向微

泡较非靶向纳米微泡能更高效地与 MHCC-97H 细

胞结合（微泡 / 核荧光强度比值：1.18±0.36 vs 
0.15±0.04，P＜0.01）。

图 1 共聚焦显微镜下观察纳米微泡靶向

MHCC-97H 的能力

A：靶向CD147 微泡；B：非靶向微泡。蓝色为DAPI
染色的细胞核，绿色为是荧光标记的纳米微泡。Original 
magnification: ×400。

2.3 纳米微泡体外超声成像 超声成像（图 2）

显示：靶向与非靶向纳米微泡制备后 1、3 d 均匀

分布于用 PBS 溶液中。

2.4 靶向 CD147 微泡裸鼠皮下移植瘤内超声造影

成像 超声造影（图 3）显示：靶向与非靶向纳米

微泡制备后 1、3 d，在裸鼠移植瘤模型体内均有较

好的超声成像效果。

图 2 纳米微泡体外超声成像图

A：琼脂模具中滴入 0.9%氯化钠液，无回声；B：靶向CD147 微泡制备后 1 d；C：靶向CD147 微泡制备后 3 d；D：非靶向纳

米微泡制备后 1 d；E：非靶向纳米微泡制备后 3 d。

图 3 纳米微泡注射于裸鼠 MHCC-97H 皮下移植瘤模型后超声造影（左侧）及基波超声成像（右侧）

A：靶向CD147 微泡制备后 1 d；B：靶向CD147 微泡制备后 3 d；C：非靶向微泡制备后 1 d；D：非靶向微泡制备后 3 d。 

3 讨 论

靶向纳米微泡通过将纳米微泡与多肽或抗体

偶联，进而能与癌细胞表面过表达的生物标志物紧

密结合，实现分子成像。其显像功能较传统超声造

影技术特异度和灵敏度更高，使活体组织或病灶细
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胞的抗原表位可视化并有助于定量分析，有利于临

床实施针对性治疗及疗效评估，且临床风险小［4-5］。

CD147 在肿瘤病理免疫组化检查中阳性率很

高，达 75%。CD147 在肿瘤组织中的表达阳性率

明显高于癌旁组织［6］。HAb18G/CD147 是从 HCC
细胞 cDNA 库中筛选出来的一种抗原，其编码序

列与 CD147 相似，是 CD147 家族的新成员［7］。

HAb18G/CD147 广泛表达于多种 HCC 细胞系，但

不表达于 LO2 人类正常肝细胞系，且表达于 74.0%
（37/50）HCC 患者的肿瘤细胞膜［8］。CD147 可

反映 HCC 细胞的生长，诱导基质金属蛋白酶的分

泌，促进 HCC 细胞的侵袭及转移，同时参与 HCC
血管生长和耐药性形成过程［3］。目前，有关靶向

CD147 的纳米微泡超声造影剂用于肿瘤的报道较

少。Liu 等［9］制备了一种靶向 CD147 的纳米微泡；

体外实验发现，该纳米微泡只与 HCC 细胞结合而

不与正常肝细胞结合，本研究细胞实验也发现靶向

CD147 微泡能特异性结合于 HCC 细胞表面；在裸

鼠体内实验中，靶向纳米微泡也获得了较好的超声

成像效果。后续研究将结合超声定量参数分析靶

向与非靶向微泡的成像差异。

微泡的粒径、电位的稳定性、超声成像能力

决定其是否可作为合格的分子探针应用于超声分

子显像及靶向治疗。本研究研制的靶向 CD147 微

泡理化性质稳定，在 4℃及充满全氟丙烷的密闭环

境中保存 1 d 及 3 d 后，其物理性质均未明显变化，

与李翠仙等［10］制备的超声微泡类似，且在体外及

裸鼠体内均表现良好的超声成像能力。

综上所述，本研究制备了一种通过靶向 CD147
特异结合于 HCC 细胞的纳米微泡，该微泡大小、

分布均匀，稳定性好，在体外及裸鼠体内均有良

好的超声成像能力，保存 3 d 后性能仍稳定，是

一种较为理想的超声分子造影剂，为 HCC 分子

显像及治疗提供了新方向。后续通过分析其不同

时间点的超声成像灰度值，有利于肿瘤超声定量 
分析。

利益冲突：所有作者声明不存在利益冲突。
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