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[ Abstract] � Objective � To prepar e vincrist ine�loaded PLGA�PEG ultrasound microbubbles contr ast agent ( VCR�PLGA�

PEG�UM CA) , and to evaluate its char acteristics and imag ing effect in vivo and in vitr o. Methods� A w ater�in�oil�in�w ater

double�emulsion/ so lv ent evapor ation method w as used to prepare micr obubbles. Or thogonal exper imenta l design w as used to

select the opt imal formulation. U ltrav iolet spectr opho tometr y was applied to determine the ent rapment efficiency of micro�

bubbles, the morpho log y o f microbubbles was observ ed w ith optical micro scopy and par ticle size, Zeta po tential w as meas�
ured w ith M alvern laser particle size measuring instr ument. Then the imaging effect o f VCR�PLGA� PEG�UCM A w as evalua�

ted in 2 rabbits in vivo. Results � Acquired microbubbles w ere spher ical, the mean diameter w as 1. 27 �m, the drug ent rap�

ment efficiency w as ( 37� 63 � 0� 61) % and Zet a potential w as - 24� 88 mV . VCR�PLGA�PEG�U M CA enhanced the hear t im�
aging effect of the rabbits in viv o. Conclusion � VCR�PLGA�PEG�UM CA is successfully prepared with the above methods,

and can enhance the imag ing effect in v itro and in v ivo.
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[摘 � 要] � 目的 � 制备载硫酸长春新碱的聚乳酸�乙醇酸�聚乙二醇共聚物( PLGA�PEG)超声微泡造影剂, 观察微泡的一般

特性及体内、外显影效果。方法 � 采用W/ O/ W 复乳�溶剂挥干法制备超声微泡造影剂, 正交实验设计获得最佳制备工艺,

采用紫外分光光度法测定微泡的包封率和载药量,光学显微镜观察微泡形态, 以马尔文激光粒径测量仪测定微泡造影剂的

粒径、Zeta电位,并观察微泡在兔心腔的显影效果。结果 � 获得的微泡造影剂为球形, 平均粒径约为 1� 27 �m, 包封率为

( 37� 63 � 0� 61) % , Zeta电位为- 24� 88 m V, 静脉注射载药微泡后, 能增强兔心腔超声显影效果。结论 � 采用复乳�溶剂挥
干法成功制备超声微泡造影剂, 能增强体内外超声显影效果。

!993!中国医学影像技术 2010年第 26卷第 6期 � Chin J Med Imaging Techn ol , 2010, Vol 26, No 6



[关键词] � 长春新碱; 超声微泡;造影剂; 正交实验

[中图分类号] � R943; R445� 1 � [文献标识码] � A � � [文章编号] � 1003�3289( 2010) 06�0993�04

� � 长春新碱( vincristine, VCR)是提取自夹竹桃科植物长

春花的一种生物碱,临床用于治疗神经细胞瘤等。由于具有

明显的剂量限制性神经毒性,全身给药常引起毒副反应,大大

限制了其临床应用。微泡造影剂通常指直径为 100 �m 以下

的有壳微气泡,微泡壳厚 1~ 500 nm,壳体材料多为白蛋白、

聚合物等,泡内气体通常是CO2、氟碳气等
[ 1]。

本文以乳酸�乙醇酸共聚物[ poly( lactide�co�glycolide) ,

PLGA]和聚乳酸�乙醇酸�聚乙二醇共聚物( PLGA�PEG)为膜

材,采用复乳�溶剂挥干法制备载 V CR聚乳酸�乙醇酸�聚乙
二醇共聚物超声微泡造影剂( vincrist ine�loaded PLGA�PEG

ultrasound microbubbles contrast agent, VCR�PLGA�PEG�
UM CA) ,并观察其性质及体内、外显影效果。

1 � 材料与方法
1�1 动物与试剂 � 新西兰大白兔 2只(雄性,体质量为 2�0~

3�0 kg,重庆医科大学实验动物中心)。

PLGA( LA/ GA= 50∀50, MW= 20 kDa,山东医疗器械研

究所) , PLGA�PEG( PEG: M W= 2000; PLGA: M W= 20 kDa,

山东岱罡化学试剂厂) , VCR(批号 021001,纯度 98�9%,广州

环叶制药有限公司) ,聚乙烯醇( polyvinyl alcohol, VA,日本

可乐丽公司) , Span 80(上海申宇医药化工有限公司) ,甘露醇

(批号 010723,纯度 99� 5% ,青岛胶南明月海藻工业公司) ,乳

糖( T ablett ose 80, Meggle, Germany) , D�葡萄糖( AR,上海

楷洋生物技术有限公司) ,蔗糖(批号 F20090218,国药集团化

学试剂有限公司) ,速眠新#(吉兽药[ 2004] 005013,军事医学

科学院军事兽医研究所) ,其余试剂均为分析纯。

1�2 仪器 � Sart orius A 200s分析天平, S onics VCX750超声

波细胞破碎仪, Olympus TH�200光学显微镜, H itachi S�3000

N扫描电子显微镜,旋转蒸发器( RE�52AA,上海亚荣生化仪

器厂) , M alvern Zetasizer Nano ZS90 激光粒径分析仪,离心

机( KA�1000,上海安亭科学仪器厂) , Christ Alpha 1�2 LD冷

冻干燥机, Philips iU22超声诊断仪。

1�3 实验方法

1�3� 1 VCR�PLGA�PEG�UM CA的制备 � 采用复乳�溶剂挥
干法制备微泡 [2]。精密称取 2�0 mg VCR, PBS 溶解作内水

相( W1) ,适量 PLGA 或 PLGA�PEG、Span 80 溶于 2�0 ml二

氯甲烷作油相 ( O) ,混合 W1 和 O, 冰浴探头超声 ( 1000 J)

10 s,得初乳( W/ O) ;配制 1% PV A 水溶液作外水相( W2) ,

将W2 加入初乳中,超声 10 s 形成复乳( W/ O/ W)。旋转蒸发

挥干二氯甲烷,离心 10 min( 3000 r/ m in) ,沉积物用蒸馏水洗

涤 2次。冷冻干燥, 真空下充入氟碳气体, 得 VCR�PLGA�
PEG�UM CA。

1�3� 2 正交实验优化处方 � 在单因素考察的基础上,确定超

声时间和乳化剂用量,选择对 VCR�PLGA�PEG �UM CA 制

备影响较显著的 4个因素,即投药量( A )、油水相体积比( B)、

PLGA�( PLGA�PEG)浓度( C )、PLGA�( PLGA�PEG )质量比

( W/ W) ( D)作为考察对象,每个因素设 3个水平,根据正交设

计原理,取 L9 ( 34 ) 正交实验表进行实验[ 3] (表 1)。以 V CR�
PLGA�PEG�U MCA 的包封率( S)为指标进行评分,优选出最

佳工艺条件,以最佳工艺制备 5批样品,并考察制备工艺的重

复性,对该工艺进行验证。

表 1 � 正交实验因素水平表

因素

水平

投药量

( A)

油水相

体积比

( B)

PLGA�( PLGA�PEG)

浓度( % ) ( C)

PLGA� ( PLGA�PEG)

质量比( D)

1 1� 0 0� 5∀0� 1 3� 0 2∀1

2 2� 0 1� 0∀0� 1 5� 0 1∀1

3 4� 0 2� 0∀0� 1 7� 0 1∀2

1�3�3 VCR�PLGA�PEG�U MCA 的形态、粒径及 Zeta 电位

� 采用光学显微镜观察其形态; Malvern 激光粒径测量仪测

定其粒径分布及 Zet a电位。

1�3�4 VCR�PLGA�PEG�U MCA 包封率的测定 � 包封率的
测定方法:采用紫外分光光度法。经紫外线扫描,确定 V CR

的最大吸收波长为 296 nm,相关辅料和溶剂在此波长处无吸

收。以二氯甲烷和甲醇混合溶剂( 3∀1, V/ V )溶解微泡,测定

微泡中包裹的V CR含量。

绘制标准曲线:二氯甲烷和甲醇混合溶液( 3∀1, V / V )作

溶剂,配制 40 �g/ m l VCR溶液,分别稀释成 4�0、8�0、12�0、

16�0、20�0 �g/ m l, 296 nm 下测定吸光度 A 值。以浓度 C 对

吸光度 A 进行线性回归分析, 得到标准曲线方程: A =

0�0121C+ 0�0025, r= 0�9998。

测定包封率: 精密称取 VCR�PLGA�PEG�UM CA, 二氯

甲烷和甲醇混合溶液溶解, 296 nm 下测定 A 值,代入标准曲

线方程,按下述公式计算包封率:

� � 包封率= 微泡载带的V CR重量/投药量 ∃ 100%

1�3�5 不同冷冻保护剂对 VCR�PLGA�PEG�U M CA成型性

影响 � 分别采用甘露醇、蔗糖、D�葡萄糖、乳糖作为微泡的冻
干保护剂,对冻干产品的外观、色泽、复溶效果等进行考察,选

择最佳冻干保护剂。

1�3�6 VCR�PLGA�PEG�U MCA 体外显影实验[ 4�5] � 精密称
取V CR�PLGA�PEG�UM CA, 将其分散于脱气水中, 混匀后

盛入一小水囊内并密封,用空白脱气水水囊作为对照;将上述

内含 VCR�PLGA�PEG�UM CA 水囊和脱气水水囊同时放入

盛有脱气水的容器中进行显影,以彩色超声诊断仪对比观察

两水囊显影情况。

1�3�7 VCR�PLGA�PEG�U MCA 体内心脏显影
[ 6�8] � 以速眠

新#( 0�1 ml/ kg)肌注麻醉大白兔,脱去心脏区体毛并保定。

套管针经兔耳缘静脉建立静脉通道,连接三通管, VCR�PL�
GA�PEG�U MCA( 0�1 ml/ kg) 经兔耳缘静脉团注, 即刻追注

1�0 ml生理盐水冲洗管道,以彩色超声诊断仪观察兔心脏实

质显影效果。
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图 2 � VCR�PLGA�PEG�UMCA 粒径( A)和 Zeta电位( B)分布图

2 � 结果
2�1 VCR�PLGA�PEG�U MCA制备工艺筛选 � 对正交实验
结果进行分析,各因素对 VCR�PLGA�PEG�UM CA包封率影

响顺序依次为投药量( A)、油水相体积比( B)、PLGA�( PLGA�
PEG)浓度( C)、PLGA�( PLGA�PEG)质量比( D) (表 2) ,最佳

制备处方和制备工艺为 A2 B3C2 D1 ,即投药量为2�0 mg,油相

与水相体积比为 2�0∀0�1, PLGA�( PLGA�PEG) 的浓度为

0�5%, PLGA与PLGA�PEG的质量比为 2∀1。按照优化处方
制备 5 批 VCR�PLGA�PEG�UM CA, 包封率为 ( 37� 63 �
0�61) % (表 2)。

表 2 � 正交实验设计与结果
编号 A B C D 包封率( % )

1 1 1 1 1 28� 34

2 1 2 2 2 35� 73

3 1 3 3 3 33� 75

4 2 1 2 3 38� 32

5 2 2 3 1 43� 57

6 2 3 1 2 41� 53
7 3 1 3 2 27� 56

8 3 2 1 3 31� 25

9 3 3 2 1 38� 12

K 1

K 2

K 3

R

32� 607 31�407 33� 707 36� 677  

41� 140 36�850 37� 390 34� 940  

32� 310 37�800 34� 960 34� 440  

8� 830 6� 393 3� 683 2� 237  

表 3 � VCR�PLGA�PEG�UM CA在不同冻干

保护剂下成型性考察(n= 5)

冷冻保护剂

( 10% , W/ V)
色泽 外观

复溶速度

(生理盐水)

复溶后微泡数量

光镜下( ∃ 400)

D�葡萄糖 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢﹢

蔗糖 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢

乳糖 ﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢

甘露醇 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢

� 注: % ﹢﹢﹢﹢﹢&为最佳, %﹢﹢﹢﹢&为次之,依次类推

2�2 VCR�PLGA�PEG�U MCA 形态表征 � 由图 1

可知, 光学显微镜下, V CR�PLGA�PEG�UM CA 粒

径较均匀, 分散性好。由图 2 可知, 平均粒径

1�27 �m, Zeta电位为- 24�88 mV。

2�3 不同冻干保护剂对 VCR�PLGA�PEG�UM CA

成型性影响 � 以 10% D�葡萄糖作冻干保护剂所获

得的 VCR�PLGA�PEG�UM CA冻干粉,各项指标考

察结果均为最佳(表 3) ,故本实验选 10% D�葡萄糖

作为微泡冻干保护剂。

2�4 体外显影实验 � VCR�PLGA�PEG�U MCA 水

囊内部具有高回声信号,点状回声细小、均匀;而脱

气水水囊内部无回声信号(图 3)。

2�5 兔心脏显影实验 � 静脉注射 V CR�PLGA�

PEG�UM CA 10 s后,兔心腔内开始出现细小、均匀

的点状显影, 15 min后心腔仍可见显影信号(图 4)。

图 1 � 光学显微镜观察 � 载硫酸长春新碱的聚乳酸�乙醇酸�聚

乙二醇共聚物超声微泡粒径均匀,分散性好( ∃ 400)

3 � 讨论
超声造影是随着超声造影剂制备技术和图像显影技术的

不断完善而逐步发展起来的新技术。超声破坏携带药物或基

因的微泡造影剂定位释放技术是新型的无创性基因转移与药

物释放技术 [9�10]。其作用机制是液体中存在的微小气泡(空

化核)在超声波作用下产生振荡、扩大、收缩至内爆等一系列

动力学效应,即空化效应,增加超声照射下的空化效应,对细

胞产生短暂可逆的%声孔作用&,使细胞膜通透性短暂增加,从

而使药物或治疗基因能够进入到细胞内。

目前临床所用超声造影剂多为内含气体的微气泡,填充

气体可为二氧化碳、空气或大分子惰性气体(如氟碳气体)等;

其成膜材料有磷脂类化合物、白蛋白、糖类、非离子表面活性

剂、可生物降解的高分子聚合物等。氟碳气体分子量较大、溶

解度和弥散度较低;天然或合成的高分子聚合物抗压性和稳

定性高,其中使用较广泛、研究较多的高分子聚合物为 PL�
GA,其优点在于降解产物无毒,生物相容性好,分子结构中无

肽链,无免疫原性。因此,以高分子聚合物作膜材料的微泡成

为近年来超声造影剂研究的热点 [11]。高分子聚合物为膜材

料的超声微泡可有效携带药物,借助体外超声空化的能量在

预定区域击破微泡,使药物在局部组织释放和渗透,提高局部

药物浓度,达到靶向治疗的目的
[12]
。目前已包裹药物有阿霉

素等[ 13]。
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本实验中采用聚乙二醇( PEG )修饰 VCR�PLGA�PEG�
UM CA,微泡表面被柔顺而亲水的 PEG链部分覆盖,极性的

PEG增强了 VCR�PLGA�PEG�U MCA 的亲水性, 减少了血

浆蛋白与 VCR�PLGA�PEG�U MCA 膜的相互作用,降低了被

巨噬细胞吞噬的可能,在循环系统的滞留时间得到延长,可有

效提高靶向效率。本实验结果提示,作为一种新型的药物载

体,以 PLGA�PEG 为膜材料的微泡在药物靶向释放及基因治

疗方面具有广阔的发展前景。

制备 VCR�PLGA�PEG�UM CA 时, W/ O 乳液的稳定性

是影响包封率和成型性的重要因素。由于 W/ O 乳液不稳

定,若获得的 W/ O乳液放置时间过长或乳化剂选用不当,易

导致破乳,进行二次超声后,形成 O/ W 乳液,而非预期制备

的W/ O/ W 复乳,冷冻干燥后不是空心的微泡,而是实心的

微球,影响微泡在体内的显影效果。因此,制备微泡时应注意

选用合适的乳化剂,并在第一次超声获得 W/ O乳液后立即

进行 W/ O/ W复乳的操作。

V CR�PLGA�PEG�UM CA冻干粉生理盐水重分散放置 1

周后颜色变浅,底部有沉积,振摇后,底部见少量沉积物,光镜

下观察微泡粒径增大,部分粘连;放置 1个月后,混悬液分层,

底部有较多沉淀,振摇后沉淀未能均匀分散,光镜下观察微泡

粘连严重。而 VCR�PLGA�PEG�UM CA 以冻干粉形式保存

6个月后重分散粒径未见变化。因此, VCR�PLGA�PEG�
UM CA以冻干粉形式保存为宜。

本文采用W/ O/ W 复乳�溶剂挥干法成功制备 VCR�PL�
GA�PEG�U MCA,通过正交实验优化主要影响因素,获得最

佳制备工艺,并考察 V CR�PLGA�PEG�UM CA 体内、外显影

情况,结果显示 VCR�PLGA�PEG�U MCA 能增强兔心腔超声

显影效果。
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