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携抗MUC1单克隆抗体的超声造影剂微泡制备及体外寻靶实验 *
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摘要目的：制备携抗MUCI单克隆抗体的超声造影剂微泡，并评价其体外寻靶能力。方法：采用异型双功能交联剂将小鼠抗

MUCI单克隆抗体与超声造影剂微泡相结合，采用激光粒度仪，扫描电镜及激光共聚焦显微镜评价其粒径，形态及结合率。体外培

养小鼠 EMT6细胞，将其与靶向微泡相混合，激光共聚焦显微镜评价粘附能力。结果：扫描电镜下显示携抗MUCI单克隆抗体造

影剂微泡呈规则球体形态，平均粒径 2.88 ± 1.34 滋m，通过异型双功能交联剂，抗 MUC1单克隆抗体可结合至超声造影剂微泡表

面，其结合率为 77.3 ± 10.4%，靶向造影剂粘附体外培养细胞比例为 79.2 ± 13.2%。结论：成功制备携抗MUCI的靶向超声造影

剂微泡，并且能很好的识别粘附体外培养乳腺癌细胞。
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Preparation of Ultrasound Contrast Agent Microbubbles
Combining Anti-MUC1 Monoclone Antibody and Evaluation of Targeting

Capability in Vitro*

To prepare ultrasound contrast agent microbubbles combining anti-MUC1 monoclone antibody and

evaluate its targeting capability in vitro. Ultrasound contrast agent microbubbles and anti-MUC1 monoclone antibodies were

combined via N-succinimide 3- (2-pyridyl dithio) propionate (SPDP). Laser particle size analyzer, scanning electron microscope (SEM)

and laser scanning confocal microscope (LSCM) were used to assess the diameter, morphology and ratio of combination between

microbubbles and antibodies. Mice EMT6 breast cancer cells were cultured in vitro, which were then mixed with MUC1-targeted

microbubbles. Adhension rate were evaluated via LSCM. SEM showed MUC1-antibody carrying microbubbles were regular

spherical particles with the diameter of 2.88 ± 1.34 滋m. Via SPDP, MUC1-antibodies were conjugated onto the surface of microbubbles

with the ratio of 77.3 ± 10.4% by LSCM. Adhension rate was 79.2 ± 13.2%, when MUC1-antibody carrying microbubbles were mixed

with Mice EMT6 breast cancer cells cultured in vitro. MUC1-antibody carrying microbubbles were prepared successfully,

and could adhere to breast cancer cells in vitro.
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前言

乳腺癌是危及女性健康的常见肿瘤之一，其发病率在欧美

发达国家多居女性肿瘤的首位。该病近年来在全球有明显上升

趋势，也正迅速成为中国妇女主要死亡原因之一[1,2]。研究发现

携带肿瘤细胞或新生血管标志物特异性抗体的超声造影剂微

泡,能够对肿瘤细胞或新生血管特异性识别，在提高肿瘤组织

的靶向显影，增强影像学手段对良恶性判断以及介导药物基因

治疗等方面具有重大意义[3,4]。MUC1是一种高表达于乳腺癌上

皮组织中的高分子量蛋白，其跨膜序列如棒状插入细胞膜，并

有一个由 69 个氮基酸残基组成的尾延伸到细胞质中 [5,6]。

MUC1在乳腺癌中高度异常表达． 由于其特异性高于组织多

肽抗原．敏感性高于癌胚抗原(CEA)，所以对于乳腺癌的诊断

具有潜在的临床应用价值[7]。本研究拟采用异型双功能交联剂

制备携载抗MUC1单克隆抗体的靶向超声造影剂微泡，并评

价其体外寻靶能力。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂与仪器 小鼠 MUC1单克隆抗体购自 Anti-

body Diagnostica公司。超声造影剂微泡（Bracco, Italy）,异型双

功能交联剂（Merk, Germany）。胰蛋白酶，RPMI1640培养基，

10%胎牛血清（GIBCO）。激光粒径测量仪(Malvern，UK)，扫描

电镜（HitachiS4800, Japan），激光共聚焦显微镜（Nikon，Japan）。

1.1.2 细胞系小鼠乳腺癌细胞系 EMT6为第四军医大学实验

动物中心提供。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 EMT6 细胞经胰蛋白酶消化传代后, 接种

RPMI1640培养基中,培养基加 10%胎牛血清、50 滋g/m L青霉

素和 100 滋g/m L链霉素，在含 5%CO2细胞培养箱内 37℃培

养：倒置显微镜观察细胞生长状态。实验中所用细胞均取对数

生长期 EMT6细胞。

1.2.2 超声造影剂 Sonovue配置 将 5 mL 0.9%生理盐水加

入至超声造影剂 Sonovue冻干粉瓶中，轻轻摇匀，即配置成

Sonovue混悬液。

1.2.3 携 MUC1 单抗的靶向造影剂制备 取适量的小鼠

MUC1单克隆抗体(0.2 mL浓缩液, 200倍稀释)，以 1:15的比

例加入 20 mmol/LSDPD溶液，置于 4℃反应 1h，再离心洗涤 5

次（6000 r/min）。加入二硫苏糖醇醋酸溶液，置于 4℃反应 30

min，再离心洗涤三次，得到带巯基的抗体溶液。超声造影剂微

泡（SonoVue, Bracco）混悬液与适量 20 mmol / LSDPD溶液混

合，置于 4℃反应 1 h，然后用磷酸盐缓冲液洗涤，得到吡啶二

硫基的微气泡悬液，然后与抗体溶液相混合，置于 4℃反应过

夜，再用磷酸盐缓冲液洗涤，最终得到携载 MUC1抗体的靶向

超声造影剂微泡。

1.2.4 携 MUC1 单克隆抗体的靶向微泡粒径检测及形态观

察 激光粒度仪检测靶向微泡粒径大小。将样品滴在有支持

膜的铜网上，用磷钨酸负染，观察靶向微泡的形态结构。FITC

标记MUC1单抗，罗丹明标记超声靶向微泡，激光共聚焦显微

镜下观察，并计算抗体与微泡的结合率：结合抗体的微泡个数 /

未结合抗体的微泡个数× 100%。共 10批样品，每批样品随机

观察 10个高倍视野（× 400），然后取平均值。

1.2.5 体外寻靶实验 将罗丹明标记的靶向微泡与体外培养

小鼠 EMT6乳腺癌细胞(吖啶橙染色)进行混合，激光共聚焦显

微镜观察微泡粘附比率：粘附细胞的靶向微泡个数 /未粘附细

胞的靶向微泡个数× 100%。共 10批样品，每批样品随机观察

10高倍视野（× 100），然后取平均值。

1.3 统计分析

采用 SPSS 13.0分析软件。所有计量数据均计算平均值及

标准差，采用 (x± s)表示，样品多组间比较采用单因素方差分

析，P<0.05被认为有统计学差异。

2 结果

2.1 携抗MUC1抗体的超声造影剂微泡形态学及粒径检测

扫描电镜下观察携抗MUC1抗体的超声造影剂微泡可维

持球体形态，并且形态规则（图 1）。通过对 10个批次的样本进

行检测，激光粒度仪测量散在粒径分布范围约为 1 -12 滋m，平
均粒径 2.88 ± 1.34 滋m（图 2），65%-80%的微泡粒径小于 5

滋m，各批次样本间无明显统计学差异（P>0.05）。由此可见本研
究制备的携抗MUC2抗体的超声造影剂微泡形态稳定，粒径

均匀。

2.2 携抗MUC1抗体的超声造影剂微泡抗体结合率及体外寻

靶能力

激光共聚焦显微镜下，绿色的 MUC1单克隆抗体附着于

红色的超声造影剂微泡表面。超声造影剂微泡与 MUC1单克

隆抗体结合率为 77.3 ± 10.4%（图 3），各批次样本间无明显统

计学差异（P>0.05）。而体外寻靶实验中，取对数期生长的小鼠

EMT6乳腺癌细胞，并使其处于悬浮状态。激光共聚焦显微镜

显示携抗MUC1单克隆抗体的靶向造影剂微泡呈红色，粘附

于呈黄绿色的小鼠 EMT6乳腺癌细胞（图 4），粘附结合率达到

79.2 ± 13.2%。由此可见本研究制备的携抗MUC2抗体的超声

造影剂微泡具备较好的体外寻靶能力。

3 讨论

超声造影剂微泡内部包含气体，外部具有壳膜结构，直径

小于红细胞直径，能够顺利通过毛细血管网等微循环结构[8]。超

声造影剂微泡能够通过增强红细胞的背向散射，从而增加超声

图 1扫描电镜示携抗MUC1-超声造影剂微泡呈规则球形

Fig. 1 MUC1 antibody carrying microbubbles presented as regular sphere

shape on SEM

图 2 10批携抗MUC1-超声造影剂微泡样品粒径分布

Fig.2 Diameter of MUC1 antibody carrying microbubbles for ten samples
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图 4激光共聚焦显微镜示体外培养小鼠 EMT6乳腺癌细胞（绿色）与

携抗MUC1-超声造影剂微泡（红色）相结合

Fig.4 Ratio of MUC1 antibody carrying microbubbles(red) adhering to

mice EMT6 breast cancer cells (green) in vitro

回声信号，从而显示血流分布及血流动力学变化[9,10]。因为具有

无辐射、无创、可重复性高及过敏性低等优势，目前超声造影成

像已广泛的应用于临床肝、肾、甲状腺等脏器肿瘤的良恶性诊

断中，并成为鉴别诊断的重要方法[11-13]。

近年来，靶向微泡的研究备受关注。超声造影剂微泡通过

携带特异的抗体从而增强肿瘤组织区域的特异性显影，用以观

察靶组织在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，并且能够提供靶向释放药物的途径，成为分子影

像领域的研究热点[14-16]。国内外学者尝试了多种方法制备靶向

超声造影剂微泡。在较早的时候，Ellegala等将一种特异性与整

合素 alpha(V)beta(3)绑定的抗体，重组蛇毒锯鳞蝰素（Echis-

tatin），与微泡相连结，制得抗 alpha(V)beta(3)靶向微泡，用以显

像大鼠恶性神经胶质瘤模型，结果显示胶质瘤明显强化[17]。另

外，有人采用共价结合法制备人卵巢癌细胞靶向超声造影剂即

黄体生成素释放激素一脂质体微泡(LHRH-LM)，倒置显微镜下

观察到靶向微泡与人卵巢癌细胞株 OVCAR-3细胞能高效的

粘附结合[18]。

目前针对乳腺癌的靶向微泡尚报道不多，靶点多选用肿瘤

新生血管相关的特异性标志物，包括 VEGFR2等[19]，尚未见直

接针对乳腺癌细胞的标志物报道。而本研究直接采用针对乳腺

癌细胞的标志物，在特异性上将会有很大提高。另外在抗体和

微泡结合方面，国内外学者多采用生物素法，而这一方法需要

新鲜制备微泡，而不能采用成品微泡。异型双功能交联剂的使

用，可以使抗体直接连接于成品微泡表面，使得靶向微泡制备

进一步简化。近来，国内学者报道了采用异型双功能交联剂成

功制备了 IL-8抗体偶联的超声造影剂微泡，加入二抗后其凝

集反应为阳性[20,21]。

在本研究中，针对乳腺癌上皮组织高度表达的MUC1蛋

白，我们采用异型双功能交联剂将小鼠抗 MUC1抗体与超声

造影剂微泡相偶联，制备成靶向造影剂，靶向造影剂在体外寻

靶实验中，能够较好的和小鼠 EMT6乳腺癌细胞粘附，为乳腺

癌的超声分子影像精准诊断及靶向释药提供新的途径。扫描电

镜结果证实偶联特异性抗体后的超声造影剂微泡仍然能保持

较规则的球体形态，并且维持较小的粒径，这些特征为进一步

体内超声显影提供了基础。本研究中所制备的携抗 MUC1抗

体的靶向造影剂虽然在体外寻靶实验中能够与乳腺癌细胞很

好的粘附。本研究中携抗 MUC1抗体的靶向造影剂靶向于乳

腺癌细胞，在局部注射的情况下，可与乳腺癌细胞相结合，但是

如果通过血液循环进入体内，则它自身无法通过血管内皮屏

障，进入组织间隙，这可能首先要通过超声空化等方法开放血

管内皮屏障，然后帮助靶向微泡进入组织内寻找靶细胞。携抗

MUC1抗体的靶向微泡在体内环境中的寻靶功能及显影效果

尚需要进一步进行动物实验验证。

综上所述，本研究成功制备了携抗MUCI的靶向超声造影

剂微泡，并且能够在体外很好的识别培养乳腺癌细胞。
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