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脂质体空气微泡的制备

朱斌， 许时婴， 夏书芹
(江南大学食品学院，江苏无锡214122)

摘 要：采用薄膜水化法，以卵磷脂、胆固醇以及聚乙二醇作为膜材制备包封空气的脂质体微泡，

微泡平均直径2．54pm，99％微泡大小分布在1～5 pm，微泡浓度为2x108个／mL，脂质体包封空气

含量为7．01 pL／mL。实验研究了超声功率与超声时间，磷酸盐缓冲溶液pH值，以及糖溶液和聚

乙二醇对微泡体系的影响。
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The Preparation of Liposome-Based Air-Filling Micro-Bubbles

ZH U Bin，XU Shi—ying，XIA Shu—qin

(school of Food Science and Engineering，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

Abstract：An air-filling micro-bubble with Iecithin，cholesterol and PEG as shell materials was

prepared by thin-film rehydration method．The average diameter was 2．54／比m，size of the 99％

microbubbles remained 1-5l上m，and the concentration was 1 08／mL．The air content was 7．0 1肚L／

mL The paramemters in the process such as the selection of ultrasound power and time，the effect

of the buffer pH value，sugar and PEG on the micro-bubble were investigated in detail．
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脂质体可以包封许多生物活性物质，如辅酶

Q，o、红景天苷、抗癌药、酶，以及激素等，脂质体还

可以包封气体，如SF。、空气等[1]，制备得到包封

sF6的脂质体，或包封空气的脂质体，这是一种超声

造影剂(Ultrasound contrast agent，UCA)，造影医

学上称为“微泡”。它是一类能够显著增强医学超

声检测信号的诊断药剂，在人体微小血管和组织灌

注检测与成像方面，与其他检测方法如CT(计算机

X线体层摄影术)，MRI(核磁共振成象技术)等比

较，具有无法比拟的优点口]。超声成像基于回波信

号的反射强度，微泡有较强的回波反射性能，目前

被认为是最好的人体微管内的造影材料。

按膜材料的不同，微泡造影剂可分为白蛋白

类、非离子表面活性剂类、脂质体类和多聚体类Ⅲ。

按包封的气体不同，可分为空气，氟碳气体，氧气和

二氧化碳等。不同类型成膜材料和气体形成的微

泡造影剂具有不同的特性和应用价值。目前，从研

究现状来看[2]，由白蛋白制备的微泡具有无毒、易

制备等优点，但缺点是稳定性较差，而脂质体作为

膜材制备的微泡就能克服这个缺点；国内外主要研

究氟碳气体类微泡，但氟碳类气体的生物降解性及

环境相容性一直没有得到公众的认可，所以那些易
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扩散、但人体完全能够接受的相对分子质量较小的

空气仍是可选择的一种气体材料。另外已面市的

国外产愚声诺维<SonoVue)价格十分昂囊，因此研

制包辩空气微泡造影剂具有非常重要的理论意义

和实用价值，不仅降低成本，而且大大增加人体的

安全性。

本文确定了评价微泡性质的主要指标(平均粒

径、浓度和半衰期)，并在此基础上对微泡制备的工

艺参数进行了评价。

1材料与方法

1．1材料与设备

卵磷脂：华东师范大学化工厂生产；生化试剂：

NaCl，磷酸氢二镳，磷酸二氯钾，超霞酵，无承乙醚，

葡萄糖：国药集团化学试剂有限公词产品；聚己二

醇系列表面活性剂：宜兴胜天精细化工厂产最；六

氟纯硫气体：空气化工产晶上海有限公司产品。

ZX98—1型旋转蒸发仪：上海仪表电机厂擞产；

光学显微镜：BTl6∞颗粒分析仪，丹东市百特仪器

有限公司生产，VCX50型超声处联器：Sonies&

Materials，Ine．产品；血球计数板；气相色谱质谱联

曩l仪TRACE MS：美国Finnigam色谱公司生产。

1．2方法

1．2．1微泡的制备采用薄膜一水化法[33制备超声

微泡。将郛磷滕与胆匿醇(4；1)敦入30 mL y-疆

瓶中，逐滴加入乙醚直至完全溶解，用旋转蒸发器

挥发溶剂乙醚，使在烧瓶内壁形成一层透明的脂质

体薄膜。残余的乙醚置予予澡器孛挥发完毕。在

烧瓶中加入20 m乙pH 7。4的磷酸盐缓冲液(聚乙

二醇(10 t 1)溶f其中)，在45℃水化l～2 h，形成

自色乳状渡。尾搽头式超声仪进行怒声处理，然着

放置在室温的水浴中冷却3 min，最终形成乳状液。

1。2．2图象采集和分析采用BTl600图像颗粒

分析仅采集圭显徽镜传迹诗算枧戆显微图像；采震

BTl600图像颗粒分析软件对大量微泡进行分析，

得到微泡的平均巍径和粒强分布。

1．2．3微泡浓度的裁定裁成斡微泡溶液恩pH

7．4的磷酸盐缓冲液稀释100倍，在光学显微镜下

用血球计数板测定得到每mL溶液中微泡数量。

1．2．4微泡丰衰期砖瓣定+微泡半衰期霹用下刿

公式计算Ⅲ：

幻。亏鼎
式中t表示检测间隔时间，实验中取t一6～l=5 h；

N，及N2分别为微泡制备后静鬣1 h及6 h后测定

的微泡浓度。

1．2．5微泡中气露含量镌测定将六氟纯骧代巷

象气，制备六氟化硫微泡，用气相色谱藤谱联用

法口]测定气体含量。用微量注射器分别吸取5、10、

2◇、30|lL六氟纯硫气体遴样，耀气相色谱骏谱联用

仪检测，得到相应的响应面积，绘制六氟化硫标准

舶线。量取5 mL包封六氟化硫微泡溶液注入15

mL鳇顼空遴样瓶中，置于80℃承浴中艇热lo

min，用微爨注射器吸取1 mL气体进样，测定响应

值，由标准曲线得到脂质体所包封的六氟化硫气体

含量。

2结果与讨论

2．1微泡的颗粒大小及其分布

微泡溶液是一种泡沫体系，在静置一段时间

藉，微瀣会发生聚集，导致分屡。需要鼷烈振摇一

下，仍然能形成均一的乳状液，微泡的大小和浓度

均不会发生变化。图l为用薄膜水化法制备的空

气微沲，圈2隽稀释100倍后的空气微泡。

目前用各种方法制备出的微泡均有一定的大

小分布，微泡大小分布对于实现其造影功能来说是

黧关重要的。超声醒波信号酶发射强度岛微泡壹

径的1／6成正比[6]，因此直径小于微米级的微泡也

不适宜终为UCA，此外直径超避8弘m的微泡由于

幂能通过肺部微循环系统，不能用于左心室造影，

也不能用予人体微管的造影；在微泡尺寸大小符合

矮求后，浓度也嚣要在107个／mL以上，才巍达到很

好的造影效果。如图3所示，微泡的平均直径为

2．54弘m，99％直径分布在1～5肛m，微泡的数量浓

度为2×108个／mL，拳衰麓为l h左右，霹泼满是人

体微管造彩的要求。

嘲I未经稀释的擞泡体系{400X)

Fig．I Micrograph of microbubbles without dilution

(400X)
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图2稀释100倍后的微泡体系(×400)

Fig．2 Micrograph of diluted microbubbles(x 400)

围3徽泡粒径分布图

Fig．3 Particle size distribution of microbubbles

2．2稀释液对微泡计数的影响

在测定微泡浓度的时候，需要选择适当的稀释

液，才能如实的反映微泡浓度。分别采用去离子

水、生理盐水、5％葡萄糖溶液和pH 7．4磷酸缓冲

液对同一微泡体系进行稀释，然后置于显微镜下测

量微泡浓度。

由不同的稀释液测得微泡浓度的大小排列顺

序为pH7．4磷酸缓冲液>5 g／dL葡萄糖溶液>生

理盐水>去离子水。这一实验结果表明，在对微泡

超声造影剂进行稀释使用时，需要考虑稀释液对微

泡的渗透压、溶液离子强度的影响。当直接采用去

离子水作为稀释液时，由于内外压力差，微泡会发

生破裂、发生聚合而使微泡数量急剧减少。生理盐

水增加了溶液的离子强度，电解质作用影响微泡体

系的电荷分布，减少微泡的聚合；5 g／dL葡萄糖溶

液则满足了微泡对渗透压的需要，使微泡不至于由

于内部压力过大而发生破裂。而且糖溶液的黏度

较大，局部限制了微泡的热运动，因此稀释效果优

于生理盐水。而pH 7．4磷酸缓冲液既满足了溶液

对离子强度的要求，也平衡了渗透压，是最有效的稀

释液。因此选择pH 7．4磷酸缓冲液作为稀释液。

2．3脂质体微泡中气体含量的测定

由于空气成分复杂，而且很难被检测，因此无

法直接测定微泡中包封的空气含量，采用六氟化硫

气体代替空气，制备六氟化硫微泡模拟体系，通过

测定微泡中六氟化硫的含量，从而推测微泡中空气

含量。

图4为测定六氟化硫气体含量的标准曲线，由

此曲线就可以确定未知样品中的气体含量。

图4 SF,气体标准曲线

Fig．4 Standard curve of SF,

从图5可见，当卵磷脂与聚乙二醇之比为10。

1时，微泡包封的气体含量最高，达到7．01肛L／mL。

由此推测，虽然空气的扩散率很高，很容易从微泡

中向溶液扩散，但是由于形成的水化膜比较牢固，

将空气包封在脂质体中，能形成较稳定的包封空气

的脂质体微泡。
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图5 聚乙二醇对脂质体微泡中SF6含量的影响

Fig．5 Effect of PEG content on microbubbles SF．1evel

2．4超声功率和时间对微泡性质的影响

采用相同的膜材料(卵磷脂+胆固醇(4 t 1)-t-

聚乙二醇(10：1))和溶液(20 mL)，研究不同的超

声功率和时间对微泡性质的影响，结果如表1所示。

超声的作用原理是将大颗粒的脂质体破碎，在

此同时，通过超声的空化效应将空气包裹。超声功

率越高，经声振处理的起泡性越好，这就使空气与

脂质体能很好的接触，将空气包封。而低功率处理

时形成的泡沫较少，可能只是将脂质体打碎成小颗

粒，无法使脂质体与空气充分接触，将空气包封在

脂质体中，因此低功率的处理，不会形成太多的包

封空气的微泡，只是小颗粒的脂质体。
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表1超声功率和超声时间对微泡大小和浓度的影响

Tab．1 Effect of ultrasound exposure conditions On the size and concentration of microbubbles

只有当微泡平均直径为2～4弘m，才能有很好

的造影效果[7]，因此选择最佳的超声功率为100％，

声振时间为30 S。此外超声功率作用时间与微泡大

小成反比关系，声振时间越长，微泡直径就越小。

2．5缓冲液pH值对微泡性质的影响

由图6可知，不同的pH对制备得到的微泡浓

度有很大关系。当pH≥9时，卵磷脂因疏水相互作

用而聚集形成絮状沉淀，使得水化时不能形成均匀

膜溶液，而使微泡数量急剧减少，甚至不能形成

微泡。
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图6 pH值对微泡浓度的影响

Fig．6 Effect of pH value On the concentration of micro-

bubbles

最佳pH为7．4，微泡数量最高，但pH值对微

泡大小没有明显的影响。

2．6葡萄糖溶液对微泡性质的影响

由表2可以看出，随着糖质量分数的增加，微

泡大小和浓度逐渐降低，黏度和半衰期明显增加。

继续提高葡萄糖质量分数时，微泡的半衰期还会继

续延长。其原因可能在于糖质量分数的增加也使

得体系的粘性增加，从而阻止了微泡之间的聚集、

聚合。

在加入葡萄糖之后，微泡体系在静置一段时间

后，依然会发生分层。可能是由于糖与卵磷脂亲水

头部发生氢键结合，形成疏松的絮状聚集体。另

外，葡萄糖的增加也增大了溶液的密度，使磷脂微

泡上浮。

袭2葡萄糖质量分数对微泡性质的影响

Tab．2 Influences of glucose content on the properties of ml’

crobubbles

2．7聚乙二醇(PEG)对微泡性质的影响

PEG的疏水部分有利于将分子插入或吸附至

脂质体膜，而亲水性部分则伸展于脂质体膜表面，

延伸到水相中，在微泡表面形成水化膜保护层，从

而提高脂膜亲水性并造成空间位阻，增强稳定性，

这种作用随PEG相对分子质量增加而增加[8]。

0 l 000 2000 4000 6000 8 000

聚乙二醇的相对分子质量

1．4

1．2

1．O

0．8曩
o．6攀
o．4

0．2

o

图7不同相对分子质量的聚乙二醇对微泡性质的影

响

Fig．7 Effect of PEG molecular weight On the properties

of microbubbles

由图7所示，微泡大小随着PEG相对分子质量

的增加而增大，说明水化膜变得越来越厚，形成的

空间位阻也越强，半衰期也随着PEG相对分子质

量的增加而延长，这也说明了对微泡的保护效果也

越好。水化膜保护层的形成提高了微泡的亲水性，

增加了微泡在极性溶剂中的稳定性。
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3结 论

采用卵磷脂、胆固醇和聚乙二醇为膜材，通过

薄膜水化法制备得到的脂质体空气微泡，微泡大小

分布较为集孛，99％酶徽泡豢径分布簌l塾m～5

flm，平均直径为2．54／am，半衰期为1 h左右，包封

空气含量为7．01 pL／mL，适合于人体微血管超声

造影。PEG的亲水性可使脂质体表面形成水化膜，

同曩尊PEG的长链起了空闻稳定份用，这种作用随

PEG相对分子质量增加简增加。

除了液膜之外，微泡的稳定同时受泡内气体的

影响转j】。空气的弥散度很大，在魔渡孛缀俊扩散

而使微泡变小，应该对徽泡的稳定性进行进一步的

研究，以期得到稳定的包封空气的脂质体微泡。
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