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　　脑胶质瘤是最常见的中枢神经系统肿瘤，占

全部颅内肿瘤的35.26%~60.96%[1]。随着神经外

科学微创、精确理念的不断深入，如何最大限度

地切除肿瘤同时又不损伤重要的神经功能成为

当今手术医师的难题[2-4]。研究表明，实体肿瘤

在生长与转移过程中均依赖新生血管形成，血管

系统在肿瘤发生、发展过程中具有至关重要的作

用[5]。由于肿瘤血管发育不成熟，内部存在缺氧

微环境，从而刺激肿瘤内皮细胞处于持续高度增

殖状态，诱导一系列特异性分子表达上调，包

括血管内皮生长因子受体2 (vascular endothelial 

growth factor receptor 2，VEGFR2)[6-7]、整合素

αvβ3 (αvβ3-integrin)[8]等。VEGF通过与VEGFR2
结合，促进血管内皮细胞分裂、增殖，促使细胞

浸润，诱导血管新生[9-11]。

　　本研究利用生物素-亲和素桥接方法，将

抗VEGFR2抗体与生物素化的脂质微泡 (micro-
bubble，MB)偶联构建靶向微泡 (MBv)，利用

VEGFR2靶向作用将微泡主动靶向至肿瘤新生血

管，通过高频超声成像术中实时显示胶质瘤的血

管新生，从而实现准确、便捷的术中胶质瘤切除

实时导航技术。
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　　【摘要】　目的：探讨携带抗血管内皮生长因子受体2(vascular endothelial growth factor receptor 2，VEGFR2)

单克隆抗体的超声微泡造影剂(microbubble，MB)在评价小鼠原位胶质瘤血管新生和边界识别中的作用。方法：以生物素-

亲和素桥接法构建靶向微泡(MBv)，体外鉴定其性质。建立小鼠GL261胶质瘤模型，分别注射MBv和普通微泡(MBc)进行超声

造影检查。结果：成功构建偶联抗小鼠VEGFR2单克隆抗体的MBv，造影结果表明MBv较MBc能更好地评价小鼠胶质瘤血管新生

和肿瘤边界。结论：MBv是良好的肿瘤靶向造影剂，应用MBv可较好地实现术中评价小鼠胶质瘤血管新生，更好地辅助术中

超声导航。
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　　【Abstract】 Objective: To develop and validate a targeted ultrasonographic (US) imaging agent with microbubbles (MBs) 
that binds to vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) in a murine model for tumor angiogenesis. Methods: Targeted 
US imaging agent was prepared by bridged avidin biotin through binding anti-VEGFR2 antibody to the shell of perfluorocarbon-
filled MBs. The binding specificities of targeted MB (MBv) and with nonlabeled MB (MBc) were tested with VEGFR2-positive cells 
(human umbilical vein endothelial cells, HUVECs). In vivo imaging signals of contrast-enhanced US by using anti-VEGFR2-targeted 
MBv and MBc were quantified in 10 mice bearing GL261 cells. Results: Attachment of HUVECs was significantly higher for MBv 
(mean MBs per cell 9.5±0.5) than MBc (mean MBs per cell 1.5±0.3). The imaging signal in the murine tumor angiogenesis model 
was significantly higher for MBv than for MBc. Conclusion: Targeted contrast-enhanced US directed at VEGFR2 improves in vivo 
visualization of tumor angiogenesis and boundary identification in a murine model of orthotopic gliomas.
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1　资料和方法

1.1　普通微泡(MBc)与MBv的制备

　 　 将 一 定 比 例 的 二 硬 脂 酰 磷 酯 酰 胆 碱 

(distearoyl phosphatidylcholine，DSPC)、二硬

脂酰磷酯酰乙醇胺(distearoyl phosphoethanol-
amine，DSPE)-聚乙二醇2000 [poly(ethylene 
glycol) 2000，PEG 2000]和生物素酰化聚乙

二醇2000修饰二硬脂酰磷酯酰乙醇胺(DSPE-
PEG2000-Biotin)溶解于三氯甲烷中，并在涡旋

混合器上混匀。使用干燥的N2流除去溶剂使其在

试管壁上形成一层均匀的薄膜，真空烘箱中干燥

2 h以上。然后加入一定体积脱气的Tris缓冲溶液

(含10%甘油和10%丙二醇，pH 7.4)，得到一定

浓度的磷脂溶液。加热磷脂溶液至其相转变温度

(55~60 ℃)以上，并用水浴超声制成磷脂溶液，

分装入2 mL西林瓶中(1 mL/瓶)，将瓶中空气置

换成全氟丙烷，机械震荡器震荡45 s获得生物素

化的超声微泡。另以DSPE取代DSPE-PEG2000-
Biotin，按实验室常规方法制备MBc造影剂作为

对照。

1.2　小鼠GL261胶质瘤模型的建立

　　C57小鼠，雄性，体重18~20 g，6~8周龄，由复

旦大学上海医学院动物房提供。GL261小鼠胶质瘤

细胞系由复旦大学附属华山医院神经外科研究所提

供。复苏GL261细胞，选用DMEM培养基(含15%胎

牛血清、100 U/mL青霉素及100 μg/mL链霉素)，于

37 ℃，5% CO2孵箱中培养，当细胞生长至90%融合

时传代，用胰酶消化培养的细胞，制成1×108个/mL
悬液备用。小鼠取俯卧位固定于立体定位仪上，术

者用75%乙醇行穿刺点消毒，以前囟为原点，向右

2 mm，向前1.3 mm，垂直进针3.5 mm，注射备好的

细胞悬液2 μL。

1.3　微泡体外黏附实验

　　将人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein 
endothelial cell，HUVEC)在24孔板内培养过夜，

将两种微泡分别与HUVEC孵育30 min后充分洗

涤，在光镜下观察两种微泡的黏附。

1.4　超声造影实验

　 　 麻 醉 并 绑 定 动 物 ， 用Vevo  2100超 声 仪 

MS-250高频线阵探头，先行二维超声检查肿

瘤，选择最大切面后转入超声分子成像模式。探

头发射频率18 MHz，机械指数0.16，记录帧频 

41 Hz。行外科手术去除小鼠颅顶骨，暴露荷瘤

大脑，完成一次造影后切除部分瘤体，再次进行

造影。每只小鼠均经尾静脉先后注射MBv和MBc
各6×107个。两种造影剂注射顺序随机，两次造

影之间间隔1 h。从注入造影剂即刻起全程记录

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。

1.5　造影图像分析

　　应用仪器自带的Vevo CQ软件进行图像分

析，选择Target模式，仪器自动选择造影前及造

影后的图像进行扣除并生成伪彩。

2　结　　果

2.1　MBc和MBv体外黏附实验

　　光镜下观察HUVEC周边偶有MBc黏附，平

均值为(1.5±0.3)个(图1)；而MBv在HUVEC周边

大量黏附，平均值为(9.5±0.5)个(图2)，差异有统

计学意义(P<0.01)。
2.2　肿瘤超声造影情况及图像分析

　　10只小鼠原位肿瘤模型均建模成功(图3)。

在分子造影模式下，可见注入MBc或MBv即刻

造影剂从肿瘤周围逐渐向中央部充填，直至整

个瘤体明显增强。与MBc造影(图4)比较，MBv 
(图5)能更好地显示肿瘤组织的血管新生。挖

除部分肿瘤后(图6)，再次注入MBc或MBv，

MBv(图7)仍较MBc(图8)能更好地显示肿瘤组织
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图 1　普通微泡体外黏附HUVEC实验结果

  HUVEC周围有少量普通微泡黏附
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图 3　小鼠GL261原位胶质瘤模型二维超声图

图 5　肿瘤挖除前小鼠原位胶质瘤超声分子成像(二)

  MBv可良好地显示胶质瘤的血管新生及边界

图 4　肿瘤挖除前小鼠原位胶质瘤超声分子成像(一)

  MBc未能显示胶质瘤的血管新生及边界

图 6　肿瘤部分挖除后小鼠GL261原位胶质瘤二维超 

声图(一)

图 7　肿瘤部分挖除后小鼠原位胶质瘤超声分子成像(二)

  MBv仍可良好地显示胶质瘤的血管新生及边界

图 8　肿瘤部分挖除后小鼠原位胶质瘤超声分子成像(三)

  MBc未能显示胶质瘤的血管新生及边界

的血管新生。

3　讨　　论

　　超声分子影像学是应用超声影像学方法，将

靶向超声造影剂注入体内，通过受体与配体结合

特异性停留于靶组织，从而观察靶组织在组织、

细胞及亚细胞水平的成像，反映病变组织在分子

基础上的变化[12]。

　　实体肿瘤的生长均依赖新生血管生成，肿瘤
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图 2　VEGFR2靶向微泡体外黏附HUVEC实验结果

  HUVEC周围有大量靶向微泡黏附
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内部的缺氧微环境致使肿瘤血管内皮细胞持续高

特异性表达某些促生长受体，其中最重要之一为

VEGFR2，而该受体在正常血管表达极低[5,8-9]。

本研究采用生物素-亲和素桥接法构建了携带抗

VEGFR2单克隆抗体的MBv，用体外黏附实验鉴

定其性质，并结合超声造影检查评价活体肿瘤新

生血管的情况。体外鉴定结果表明，本实验制备

的生物素化微泡对亲和素具有很好的结合力。而

通过生物素-亲和素桥接法构建的MBv，其所偶

联的抗体在体外亦有很好的活性，可与相应二抗

特异性结合。

　　体内实验中，肿瘤挖除前利用超声分子成像

评价小鼠原位胶质瘤血管新生情况，显示胶质瘤

的边界以引导胶质瘤切除，术中仍可再次进行靶

向成像，不受术中水肿伪像或脑漂移的影响，可

多次重复进行，良好地实现胶质瘤切除术中超声

导航。

　　综上所述，本研究应用生物素-亲和素桥接

法构建了MBv，可与新生血管内皮细胞表面的

靶分子特异性结合，并产生显著的主动性靶向超

声分子显像，为无创性评价组织内血管新生提供

了一种新的方法，更好地实现了胶质瘤术中超声 

导航。
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