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1.一种表面被脂质分子修饰的脂质GV，所述脂质GV是表面被DSPE‑PEG和DOPC修饰的脂

质GV。

2.一种充气脂质GV，其包含权利要求1所述的脂质GV和治疗性气体。

3.根据权利要求2所述的充气脂质GV，其中所述治疗性气体是氧气。

4.一种脂质靶向GV，其表面被脂质分子和生物靶向材料以及任选地生物相容性材料修

饰，

所述脂质分子为DSPE‑PEG和DOPC；

所述生物靶向材料选自以下中的一种或多种：HA、RGD肽、叶酸、半乳糖、葡萄糖；

所述生物相容性材料选自以下中的一种或多种：PEG、壳聚糖、聚氨基酯、聚乳酸、聚烯

烃、聚砜、聚碳酸酯、聚丙烯腈。

5.根据权利要求4所述的脂质靶向GV，其是表面被DSPE‑PEG、DOPC和HA以及任选地PEG

修饰的GV。

6.一种充气脂质靶向GV，其包含权利要求4‑5中任一项所述的脂质靶向GV和治疗性气

体。

7.根据权利要求6所述的充气脂质靶向GV，其中所述治疗性气体是氧气。

8.一种制备权利要求1所述的脂质GV的方法，包括：

(a)将脂质分子或脂质分子的混合物溶于氯仿中，并使其干燥；

(b)向步骤(a)的产物中加入HEPES缓冲液并搅拌，形成浑浊溶液；以及

(c)将步骤(b)的产物加入到GV溶液中，从而形成脂质GV。

9.一种制备权利要求4或5所述的脂质靶向GV的方法，包括：

(a)将脂质分子或脂质分子的混合物溶于氯仿中，并使其干燥；

(b)向步骤(a)的产物中加入HEPES缓冲液并搅拌，形成浑浊溶液；以及

(c)将生物靶向材料与GV连接在一起，然后将步骤(b)的产物加入到GV溶液中，从而形

成脂质靶向GV。

10.根据权利要求8或9所述的方法，还包括：

在步骤(c)中，在将步骤(b)的产物加入到GV溶液中之前，向所述GV溶液中充气直至饱

和，从而形成权利要求2所述的充气脂质GV或权利要求6所述的充气脂质靶向GV。

11.根据权利要求10所述的方法，其中向所述GV溶液中充气是向所述GV溶液中充氧气。

12.一种造影剂或诊断剂，其含有权利要求1所述的脂质GV、权利要求2或3所述的充气

脂质GV、权利要求4‑5中任一项所述的脂质靶向GV或权利要求6或7所述的充气脂质靶向GV。

13.一种治疗剂，其含有权利要求1所述的脂质GV、权利要求2或3所述的充气脂质GV、权

利要求4‑5中任一项所述的脂质靶向GV或权利要求6或7所述的充气脂质靶向GV。

14.一种药物载体，其含有权利要求1所述的脂质GV、权利要求2或3所述的充气脂质GV、

权利要求4‑5中任一项所述的脂质靶向GV或权利要求6或7所述的充气脂质靶向GV，以及任

选地用于治疗待治疗疾病的药物。

15.一种药物组合物，其含有权利要求13所述的治疗剂或权利要求14所述的药物载体。

16.权利要求1所述的脂质GV、权利要求2或3所述的充气脂质GV、权利要求4‑5中任一项

所述的脂质靶向GV、权利要求6或7所述的充气脂质靶向GV、权利要求12所述的造影剂或诊

断剂在制备用于诊断受试者的癌症的诊断试剂或诊断试剂盒中的用途。
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17.根据权利要求16所述的用途，其中所述癌症包括：膀胱癌、肺癌、肾癌、胃癌、结直肠

癌、肝癌、乳腺癌、黑色素瘤。

18.权利要求3所述的充气脂质GV、权利要求7所述的充气脂质靶向GV、权利要求13所述

的治疗剂、权利要求14所述的药物载体或权利要求15所述的药物组合物在制备用于提高

PDT或SDT疗法治疗受试者的癌症的疗效的药物中的用途，其中所述癌症选自膀胱癌、肺癌、

肾癌、胃癌、结直肠癌、肝癌、乳腺癌和黑色素瘤；并且其中所述治疗剂、所述药物载体和所

述药物组合物含有权利要求3所述的充气脂质GV或权利要求7所述的充气脂质靶向GV。

19.权利要求3所述的充气脂质GV、权利要求7所述的充气脂质靶向GV、权利要求13所述

的治疗剂、权利要求14所述的药物载体或权利要求15所述的药物组合物与第二疗法在制备

用于治疗受试者的癌症的药物组合中的用途，其中所述癌症选自膀胱癌、肺癌、肾癌、胃癌、

结直肠癌、肝癌、乳腺癌和黑色素瘤；其中所述药物组合以如下方式施用：

向所述受试者施用权利要求3所述的充气脂质GV、权利要求7所述的充气脂质靶向GV、

权利要求13所述的治疗剂、权利要求14所述的药物载体或权利要求15所述的药物组合物，

其中所述治疗剂、所述药物载体和所述药物组合物含有权利要求3所述的充气脂质GV或权

利要求7所述的充气脂质靶向GV；然后

向所述受试者施用所述第二疗法，其中所述第二疗法是PDT或SDT疗法，

其中，在向所述受试者施用所述第二疗法之前，向所述受试者应用超声波。
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表面修饰气囊及其制备和应用

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本发明要求2019年5月29日提交的、申请号为62/853,739、发明名称为“表面修饰

的气囊”的美国临时专利申请；和2019年5月29日提交的、申请号为62/853,747、发明名称为

“生物气囊及其制备和使用方法”的美国临时专利申请的优先权，上述临时申请的全部内容

通过引用以其整体并入本文。

技术领域

[0003] 本公开涉及表面修饰的靶向GV(例如PH‑GV)、脂质GV、脂质靶向GV、其制备方法及

其在肿瘤的诊断、成像和治疗中的应用。

背景技术

[0004] 以充气微泡作为造影剂的超声造影(CEUS)在多种疾病的诊断和管理中起着重要

作用。通过将结合配体附着到微泡壳上进行表面修饰的分子靶向造影剂有助于在分子水平

上使过表达的生物标志物可视化并且显著地提高成像灵敏度和特异性。由于微泡的直径为

几微米，因此其仅保留在血管腔隙内。这种特性使其特别适合于使在肿瘤新血管系统上表

达的分子标志物可视化。

[0005] 虽然微泡在成像和治疗上的应用均已显示出令人鼓舞的结果，但其在生物医学中

的潜在应用受到了其较大流体动力学尺寸(1‑8μm)的限制，因为较大流体动力学尺寸阻碍

了其在静脉注射后向周围非血管组织的渗透。此外，这些微泡的气体内容物会迅速扩散到

周围介质中，导致半衰期非常短(＜20分钟)。

[0006] 最近的研究已证实，粒径小于1000nm的纳米级超声造影剂表现出以下优点：分子

量小、渗透力强和稳定性高。这种类型的造影剂包括碳氟乳液纳米滴、纳米气泡和纳米粒

子。由于其纳米级尺寸，因此它们可以克服上述局限性，能够穿过肿瘤的渗漏的有缺陷的血

管系统，同时由于增强的渗透性和滞留(Enhanced  Permeability  and  Retention，EPR)效

应，它们也能够停留在健康组织的血管系统中。作为诊断成像的补充，这些纳米级超声造影

剂具有作为活性药物载体进行局部药物递送的潜力，并且，由于对血管系统和细胞膜的渗

透性的瞬时增加，纳米级超声造影剂还能够以空间和时间特异性的方式主动触发药物释

放。尽管纳米级超声造影剂具有吸引人的益处，但将其用于诊断目的的临床转化并未取得

很大的成功。纳米级超声造影剂的低气体密度和低对比度噪声比不允许在超声下以诊断频

率进行高对比度成像。

[0007] 最新报道的从浮游光合微生物中分离出来的气囊(gas  vesicle，GV)作为一种新

型超声成像纳米级造影剂具有巨大的潜力。GV在皮摩尔浓度的频率范围内产生强烈的超声

造影，表现出谐波散射，因此能够增强体内相对于背景的检测。GV的非线性振荡会生成入射

超声的谐波，该谐波可以被特异性地检测，以进一步增强对比度噪声比，从而提高灵敏度和

特异性。GV的宽度为45‑250nm并且长度为200‑600nm，因此能够通过EPR效应进入组织间隙。

与传统的超声造影剂不同(传统的超声造影剂会以不稳定的配置捕获预装气体)，GV的2nm
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厚的蛋白质壳排斥水，但容许气体从周围介质自由地扩散进出，从而使其在物理上稳定而

不受其纳米尺寸的影响。此外，现有技术对GV进行基因工程改造可以设计出具有新的机械、

声学、表面和功能特性的基于GV的造影剂，从而能够实现谐波、多路复用(multiplexed)和

多模态超声成像以及细胞特异性分子靶向。由于具有上述优势，因此GV是超声(US)分子成

像和癌症进一步治疗的非常有前途的纳米粒子。

[0008] 然而，与其它纳米粒子相似，在静脉内施用后，大多数GV在非靶向组织(诸如，肝

脏、脾脏和肺)中被摄取。现有发现认为网状内皮组织系统(reticuloendothelial  system，

RES)去除了84％的天然GV，这是由于吞噬细胞的捕获和GV在胆道系统中的破碎，因此在注

射后2分钟的血液中没有GV残留。这限制了天然GV在肿瘤分子成像中的应用，因为GV的循环

时间不会长到足以渗入到目标组织中的程度。此外，其不具有被特异性地内化到靶细胞中

的能力，从而导致在细胞外相中释放大量的造影剂，这将进一步降低其成像和治疗的效率。

因此，为了将GV转化为新型US分子成像剂，应将进一步的研究工作集中在改善GV的药代动

力学特性上。

[0009] 长期以来，肿瘤缺氧已被认为是肿瘤学中的关键问题。病理性缺氧可以引起肿瘤

细胞内的蛋白质组变化和基因组变化以及肿瘤微环境的变化。这些变化可能会更改肿瘤细

胞的局部代谢并激活有助于肿瘤进展的适应性细胞反应。而且，缺氧的存在使实体瘤对放

射疗法和化学疗法更具有抵抗力，从而导致患者的存活率较低。鉴于缺氧在肿瘤进展和抵

抗癌症治疗中的作用，人们开始考虑为肿瘤组织供氧是否可以防止癌症生长和发展。已证

明肿瘤氧合能够通过增加细胞敏感性来显著改善化学疗法和放射疗法并有助于克服对化

学疗法和放射疗法的抗性。一些研究还暗示，肿瘤氧合与减少的细胞增殖、血管生成和转移

有关，并且氧合在某些肿瘤亚型中可能具有肿瘤抑制效果。缺氧肿瘤微环境的变化可降低

HIF‑1α的表达，因而减弱缺氧驱动的途径。此外，据报道，肿瘤中的氧合作用在表观遗传程

序化中起作用。在氧合后，可以重新编程几个缺氧相关基因和肿瘤抑制基因。这意味着氧合

不仅可以作为癌症治疗的佐剂，而且具有逆转由缺氧引起的肿瘤部位蛋白质组变化和基因

组变化的潜力。

[0010] 考虑到氧气在肿瘤进展和对治疗的抗性方面具有重要作用，因此肿瘤氧合已被认

为是抗癌治疗的辅助手段。高压氧(hyperbaric  oxygen，HBO)疗法是治疗缺氧相关疾病的

公认方法。HBO疗法可以有效提高肿瘤部位的含氧量，并且可以改善化学疗法和放射疗法的

结果，但其仍面临费用高、患者体验不佳等局限性。此外，氧不能在缺氧肿瘤的深处输送，这

在某些情况下可损害临床效果。由于HBO疗法的局限性，科学家已试图开发出可以将大量氧

气运送到肿瘤的氧气载体。人工红细胞(artificial  red  blood  cell，RBC)替代品(诸如，

全氟化碳(PFC)乳液和无细胞血红蛋白基氧气载体(HBOC))已作为第一代氧气载体被开发。

尽管如此，大多数产品仍无法达到足够的循环半衰期，也无法维持生理组织氧合作用。近

来，随着新型含氧微粒的发展，纳米粒子成为一种合适的载体来到达感兴趣的组织并有效

地输送氧气。

[0011] 对于氧气载体，基于脂质的微泡由于其良好的生物相容性和生物降解性而优选用

于医学应用。微泡能够携带大量氧气，并且可以与超声结合使用以用于定位控制(site‑

controlled)氧气释放。充氧微泡已被证明能够改变体内缺氧微环境并增强化学疗法和放

射疗法的结果。充氧微泡的进一步发展仍面临一些挑战和局限性。首先，充氧微泡在进入循
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环系统时可能会遇到稳定性问题(诸如，溶解和聚结)，并且这与更大的产物损失有关，后者

可能导致活性氧(reactive  oxygen  species，ROS)的过量产生。此外，微泡由于其尺寸限制

而无法通过血管系统，如果与药物输送结合，则可能会损害其效果。

[0012] 光动力疗法(photodynamic  therapy，PDT)已成为一种用于癌症治疗的成功临床

治疗方法，其已经获得美国食品药品监督管理局(FDA)的批准。PDT依赖于光敏剂和对应光

之间的协同相互作用。这两种元素分别是无毒的，但是当其一起工作时，则可以引发化学反

应并实现肿瘤细胞凋亡。光敏剂可以通过血液循环选择性地进入肿瘤部位，并且当被适当

激活波长的光激发时，会产生大量的ROS。ROS(尤其是单线态氧自由基)被认为是导致癌细

胞坏死和凋亡的原因。除了产生ROS来直接杀死癌细胞外，PDT还可以在治疗后引起针对癌

细胞的免疫反应，以及通过与癌症相关的血管系统损害切断营养供应来抑制肿瘤生长。由

于具有公认的安全性、选择性和可重复性的优点，PDT不仅被应用于皮肤病学领域，而且还

用作治疗肺、呼吸道和泌尿道肿瘤的辅助疗法。在PDT治疗期间，氧气的可用性可能是疗效

的限制因素，因为ROS的产生取决于氧气的浓度。然而，癌组织经常表现出缺氧的情况，这通

常限制了PDT的有效性。因此，提高肿瘤部位的氧浓度是增强PDT疗效的良好策略。充氧微泡

已用于增强PDT，并且其疗效已在体外和体内得到认可。例如，已有的研究证明，在PDT期间

微泡的存在可导致产生更多的单线态氧并增强细胞凋亡。这意味着充氧微泡与光敏剂一起

可导致增强的细胞毒性。然而，由于稳定性的限制和相对较大的尺寸，充氧微泡的应用受到

了限制。

[0013] 与传统的癌症疗法 (诸如，手术、化学疗法和放射疗法)相比，声动力疗法

(sonodynamic  therapy，SDT)在与癌症的持久战中已成为一种有前景的非侵入性治疗方

法。SDT是一种超声疗法，在这种疗法中，通过施用声敏剂来提高超声对肿瘤的细胞毒性效

应，同时使正常组织保持完好无损。SDT的概念与成熟的光动力疗法(PDT)非常相似，后者使

用激光来激活光敏剂以产生毒性。与PDT(其由于激光的有限穿透力而仅限于体表肿瘤应

用)相比，SDT具有能够治疗深层癌的优势，因为超声可以在三维空间中集中于深入组织内

的单个点。SDT对癌症治疗的效果已在体外和体内得到了广泛证明。在声场的存在下，ROS的

生成是造成SDT的细胞毒性作用的原因。超声引起的空化(cavitation)被认为与超声和敏

化剂生成ROS的相互作用有关。空化是水性环境中气泡与超声的相互作用的表现。空化包括

充气泡的成核、生长和内爆破碎的过程。惯性空化(在此期间，气泡在液体介质中迅速膨胀

并猛地破裂)与ROS的过量产生密切相关。因此，在SDT的治疗应用中，微泡已被用作人工核

以增强超声触发的惯性空化。微泡的添加可以降低空化阈值，从而增强ROS的产生和细胞毒

性。然而，微泡在SDT疗法中的应用同样受限于其稳定性差和相对较大的尺寸。

[0014] 因此，为了克服现有技术中癌症和其它一些疾病的诊断和治疗中存在的问题，亟

需开发一种具有改善的药代动力学特性的新型GV，以提高肿瘤疾病诊断的精确性和治疗效

果。

发明内容

[0015] 为了解决现有技术中存在的问题，本发明提供了表面修饰的新型靶向GV(例如PH‑

GV)、脂质GV、脂质靶向GV、其制备方法及其应用。

[0016] 本发明的第一方面提供了一种经表面修饰而能够特异性靶向肿瘤部位的靶向GV。
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本发明的靶向GV是表面被生物相容性材料(例如聚乙二醇(PEG)、壳聚糖、聚氨基酯、聚乳

酸、聚烯烃、聚砜、聚碳酸酯、聚丙烯腈等或其任意组合)和/或生物靶向材料(例如透明质酸

(HA)、RGD肽、叶酸、半乳糖、葡萄糖等或其任意组合)修饰的GV。在一些实施方案中，本发明

中所使用的PEG的分子量为约5000Da。所述靶向GV是表面被PEG和/或HA修饰的GV，优选表面

被PEG和HA修饰的GV(PH‑GV)。

[0017] 在一些实施方案中，本发明的靶向GV例如PH‑GV为圆柱状，其粒径约为400nm。根据

动态光散射(DLS)方法测定，所述靶向GV的粒径约为375‑425nm，且ζ电位为约‑23至‑31mV。

[0018] 本发明的第二方面提供了一种造影剂或诊断剂，其含有本发明第一方面所述的靶

向GV例如PH‑GV。在一些实施方案中，所述靶向GV在造影剂中的浓度为约250pM‑1nM。

[0019] 本发明的第三方面提供了一种诊断用试剂盒，其含有本发明第二方面所述的造影

剂或诊断剂，以及任选地使用说明书。

[0020] 在一些实施方案中，本发明第一方面所述的靶向GV、第二方面所述的造影剂或诊

断剂以及第三方面所述的试剂盒可用于诊断疾病例如癌症。所述靶向GV或造影剂可用于使

肿瘤成像，从而诊断癌症的存在或不存在。因此，本发明还提供了第一方面所述的靶向GV或

第二方面所述的造影剂或诊断剂在制备用于诊断疾病例如癌症的诊断剂或诊断试剂盒中

的用途。本发明还提供了所述靶向GV或造影剂在制备用于使肿瘤成像的诊断试剂或试剂盒

中的用途。

[0021] 本发明的第四方面提供了一种诊断方法，所述方法包括使用本发明第一方面所述

的靶向GV、第二方面所述的造影剂或诊断剂或第三方面所述的试剂盒来诊断受试者中癌症

的存在或不存在。在一些实施方案中，所述诊断包括将所述靶向GV、造影剂或诊断剂施用于

所述受试者或者将所述试剂盒应用于所述受试者。所述诊断方法还包括对所述受试者进行

超声成像，从而确定癌症的存在或不存在。

[0022] 本发明的靶向GV还可用作药物载体。因此，本发明的第五方面提供了一种药物载

体，其含有本发明第一方面所述的靶向GV例如PH‑GV，或由其组成。在一些实施方案中，本发

明所述的药物载体还包含用于治疗待治疗疾病例如癌症的药物。例如所述药物可以通过各

种方式与所述药物载体连接在一起，从而通过施用药物载体将所述药物递送到体内的目标

部位。将药物载体与药物连接在一起的方法以及用于治疗特定疾病例如癌症的药物均是本

领域技术人员熟知的。因此，本发明的药物载体还可用于治疗疾病例如癌症。

[0023] 本发明的第六方面提供了一种使用第五方面所述的药物载体治疗受试者的疾病

例如癌症的方法，包括将所述药物载体施用于所述受试者。在一些实施方案中，所述方法还

包括在将所述药物载体施用于所述受试者之前，将所述药物载体与用于治疗所述疾病例如

癌症的药物连接在一起的步骤。

[0024] 在本发明的上述方面中，所述肿瘤或癌症例如是CD44高表达型肿瘤，包括但不限

于膀胱癌、肺癌、肾癌、胃癌、结直肠癌、肝癌、乳腺癌、黑色素瘤等。

[0025] 本发明的第七方面提供了一种靶向GV的制备方法，包括步骤：(a)将生物靶向材料

与GV连接在一起，例如通过共价缀合将生物靶向材料例如HA固定至GV的蛋白质壳。在一些

实施方案中，所述方法还包括步骤(b)将生物相容性材料与步骤(a)的产物连接在一起，例

如通过酰胺形成将生物相容性材料例如PEG化学缀合至步骤(a)的产物。

[0026] 在一些实施方案中，所述步骤(a)包括：(a1)将生物靶向材料例如HA与磷酸盐例如

说　明　书 4/20 页

7

CN 113301904 B

7



磷酸钠混合形成溶液；(a2)将GV溶解在磷酸盐例如磷酸钠溶液中；(a3)将1‑(3‑二甲氨基丙

基)‑3‑乙基碳二亚胺(EDC)和N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)加入到步骤(a1)的溶液中(优选pH＝

7.4)；以及(a4)向步骤(a3)的混合物中加入步骤(a2)的溶液，从而形成靶向材料‑GV(例如

H‑GV)缀合物。

[0027] 在一些实施方案中，所述步骤(b)包括：(b1)将靶向材料‑GV缀合物(例如来自上述

步骤(a)的H‑GV缀合物)溶解在磷酸盐缓冲液(PBS)中，并使其与PBS中的EDC和甲醇中的NHS

混合；以及(b2)向步骤(b1)的混合物中加入生物相容性材料例如单甲氧基PEG‑胺，从而得

到PH‑GV。

[0028] 本发明的第八方面提供了一种表面被脂质分子修饰的脂质GV。在一些实施方案

中，所述脂质分子是二硬脂酰磷脂酰乙醇胺‑聚乙二醇(DSPE‑PEG)、二油酰磷脂酰胆碱

(DOPC)、PEG、DSPE、聚乙烯醇(PVA)、甘油、甘油酯、脂肪酸、磷脂或其任意组合，优选地，所述

脂质GV是表面经DSPE‑PEG和DOPC修饰的脂质GV。在一些实施方案中，本发明的脂质GV为圆

柱状，其粒径可以为例如约290‑330nm，例如约300‑330nm，约310‑330nm。根据动态光散射

(DLS)方法测定，所述脂质GV的ζ电位为约‑21.3至‑19.3mV。本发明的脂质GV本身在脂质分

子膜内包封有一定的气体例如空气、氧气，但可以将其设计成包封/装载/携带特定的目标

气体，例如治疗性目标气体，例如氧气、一氧化氮(NO)、氢气等。因此，本发明的脂质GV可用

作向受试者体内输送治疗性气体的载体，在这种情况下，目标气体可被脂质分子包封在GV

的蛋白质壳内。

[0029] 因此，本发明的第九方面提供了一种充气的脂质GV，其包括本发明第八方面所述

的脂质GV和气体，例如所述气体可以是任何气体种类，例如治疗性气体。所述气体被填充在

GV的蛋白质壳中并被所述脂质分子包封。本发明所述的治疗性气体包括本领域已知的有助

于治疗、缓解、减轻疾病或疾病症状或抑制其进展的任何气体，包括但不限于：氧气、NO、氢

气等，优选氧气。因此，本发明所述的充气脂质GV包括但不限于充氧脂质GV、充NO脂质GV、充

氢脂质GV等，优选充氧脂质GV。

[0030] 本发明的第十方面提供了一种治疗剂，其包含本发明第八方面所述的脂质GV或第

九方面所述的充气脂质GV或由其组成。

[0031] 本发明的第十一方面提供了一种造影剂或诊断剂，其包含本发明第八方面所述的

脂质GV或第九方面所述的充气脂质GV或由其组成。

[0032] 本发明的第十二方面提供了一种试剂盒，其包括本发明第八方面所述的脂质GV、

第九方面所述的充气脂质GV、第十方面所述的治疗剂或第十一方面所述的造影剂或诊断

剂，以及任选地使用说明书。

[0033] 本发明的脂质GV、充气脂质GV、造影剂或诊断剂、治疗剂或试剂盒均可用于诊断或

治疗疾病，例如缺氧性疾病例如癌症。因此，本发明还提供了第八方面所述的脂质GV或第九

方面的充气脂质GV(例如充氧脂质GV)或第十方面所述治疗剂在制备用于治疗受试者中的

疾病例如癌症的药物中的用途。本发明还提供了第八方面所述的脂质GV或第九方面的充气

脂质GV(例如充氧脂质GV)或第十一方面所述的造影剂或诊断剂在制备用于诊断受试者中

的疾病例如癌症的诊断试剂中的用途。本发明还提供了第八方面所述的脂质GV或第九方面

的充气脂质GV(例如充氧脂质GV)或第十一方面所述的造影剂在制备用于使受试者的肿瘤

成像的诊断试剂中的用途。当将所述脂质GV、充气脂质GV或造影剂用于诊断疾病或使肿瘤

说　明　书 5/20 页

8

CN 113301904 B

8



成像的用途时，还包括对受试者应用超声造影，以确定癌症的存在或不存在。在一些实施方

案中，所述药物可以与第二治疗剂例如其它癌症治疗药物或癌症治疗方法联合，以治疗癌

症。在一些实施方案中，所述癌症治疗方法是例如化学疗法、放射疗法，优选PDT或SDT。所述

其它癌症治疗药物可以是本领域技术人员熟知的用于治疗各种癌症的药物。

[0034] 本发明的第十三方面提供了一种治疗受试者中的疾病例如癌症的方法，包括向所

述受试者施用第八方面的脂质GV或第九方面的充气脂质GV(例如充氧脂质GV)或第十方面

的治疗剂或将第十二方面所述的试剂盒应用于所述受试者。在一些实施方案中，所述方法

还包括，在将所述脂质GV或充气脂质GV或治疗剂施用给受试者后(例如施用后1min、5min、

10min、15min、30min、1h、2h、3h、4h、5h、6h、甚至1天、2天、3天、4天、5天、6天或7天，以及上述

数值之间的任何时间点)，向所述受试者施用第二治疗剂或疗法，例如其它癌症治疗药物或

癌症治疗方法(例如化学疗法、放射疗法，优选PDT或SDT)的步骤。所述其它癌症治疗药物可

以是本领域技术人员熟知的用于治疗各种癌症的药物。在一些实施方案中，所述方法还包

括，在将所述脂质GV或充气脂质GV或治疗剂施用给受试者后并在应用其它癌症治疗药物或

癌症治疗方法之前，向所述受试者应用超声波，从而将所述脂质GV或充氧脂质GV破坏，使其

中的气体释放出来。

[0035] 本发明还包括一种载体，其包含上述脂质GV或充气脂质GV(例如充氧脂质GV)或由

其组成。所述载体还可以包含用于治疗疾病例如癌症的药物(例如本领域已知的用于治疗

癌症的药物)或气体例如任何治疗性气体(例如上文所定义的治疗性气体)。本发明上述方

面所述的癌症可以是任何会导致缺氧状态的肿瘤，例如乳腺癌，膀胱癌、肺癌、肾癌、胃癌、

结直肠癌、肝癌、黑色素瘤等。

[0036] 本发明的第十四方面提供了一种脂质GV的制备方法，包括以下步骤：(a)将脂质分

子或脂质分子的混合物溶于氯仿中，并使其干燥；(b)向步骤(a)的产物中加入HEPES缓冲液

(优选pH＝7.2)并搅拌，形成浑浊溶液；以及(c)将步骤(b)的产物加入到GV溶液中，从而形

成脂质GV。在一些实施方案中，所述GV溶液是GV的PBS溶液。在一些实施方案中，步骤(a)中

的所述脂质分子为DSPE‑PEG和DOPC的混合物。在一些实施方案中，所述步骤(b)还包括对形

成的溶液进行超声处理。在一些实施方案中，所述步骤(c)还包括向溶液中加入HEPES缓冲

液，并温育过夜。

[0037] 本发明的第十五方面提供了一种充气脂质GV的制备方法，该方法与本发明第十四

方面的方法类似，不同之处在于步骤(c)包括：在将步骤(b)的产物加入到GV溶液中之前，向

所述GV溶液中充气(例如氧气)直至饱和。

[0038] 本发明的第十六方面提供了一种脂质靶向GV，其表面被脂质分子和生物靶向材料

(以及任选地，生物相容性材料)修饰。例如，所述脂质分子选自以下中的一种或多种：DSPE‑

PEG、DOPC、PEG、DSPE、PVA、甘油、甘油酯、脂肪酸、磷脂；所述生物靶向材料选自以下中的一

种或多种：HA、RGD肽、叶酸、半乳糖、葡萄糖；以及，任选地，所述生物相容性材料选自以下中

的一种或多种：PEG、壳聚糖、聚氨基酯、聚乳酸、聚烯烃、聚砜、聚碳酸酯、聚丙烯腈。优选的，

所述脂质靶向GV的表面通过DSPE‑PEG、DOPC和HA进行修饰，更优选地，所述脂质靶向GV的表

面被DSPE‑PEG、DOPC、HA和PEG修饰。进一步的，本发明还提供了一种充气脂质靶向GV，其包

括本发明所述的脂质靶向GV和气体，例如所述气体可以是任何气体种类，例如治疗性气体。

所述气体被填充在GV的蛋白质壳中并被所述脂质分子包封。本发明所述的治疗性气体包括
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本领域已知的有助于治疗、缓解、减轻疾病或疾病症状或抑制其进展的任何气体，包括但不

限于：氧气、NO、氢气等，优选氧气。本发明所述的脂质靶向GV或充气(例如充氧)脂质靶向GV

可作癌症治疗剂、诊断剂、造影剂和药物载体。因此，本发明还提供了本发明所述的脂质靶

向GV或充气脂质靶向GV在制备用于治癌症的药物中的用途、或制备用于诊断癌症的诊断试

剂中的用途。本发明所述的脂质靶向GV或充气脂质靶向GV也可以与本发明上面定义的其它

癌症治疗方法或癌症治疗药物联合应用。所述癌症可以是本文上面定义的癌症。

[0039] 本发明的第十七方面提供了一种脂质靶向GV的制备方法，其与本发明第十四方面

所述的方法类似，不同之处在于在步骤(c)包括：在将步骤(b)的产物加入到GV溶液中之前，

将生物靶向材料如HA与GV连接在一起。

[0040] 本发明的第十八方面提供了一种充气脂质靶向GV的制备方法，其与本发明第十五

方面所述的方法类似，不同之处在于在步骤(c)包括：在向所述GV溶液中充气(例如氧气)之

前，将生物靶向材料如HA与GV连接在一起。

[0041] 本发明的第十九方面提供了一种药物组合物，其包含本发明任何方面的靶向GV、

脂质GV、充气GV、靶向脂质GV或充气靶向脂质GV。

[0042] 本发明还提供了使用本发明任何方面的靶向GV、脂质GV、充气GV、靶向脂质GV、充

气靶向脂质GV或药物组合物治疗受试者的癌症的方法。本发明还提供了本发明任何方面的

靶向GV、脂质GV、充气GV、靶向脂质GV、充气靶向脂质GV或药物组合物在制备用于治疗受试

者的癌症的药物中的用途；或者其与第二治疗剂或疗法在制备用于治疗受试者中的癌症的

药物组合中的用途。本发明的靶向GV、脂质GV、充气GV、靶向脂质GV或充气靶向脂质GV还可

用作诊断剂、造影剂、治疗剂或药物载体。在一些实施方案中，所述方法包括向所述受试者

施用上述GV或药物组合物，然后向所述受试者施用第二治疗剂或疗法例如其它癌症治疗药

物或癌症治疗方法；可选地，所述方法还包括在施用第二治疗剂或疗法之前向所述受试者

应用超声波。在一些实施方案中，所述药物组合以如下方式实施：向所述受试者施用上述GV

或药物组合物，然后向所述受试者施用第二治疗剂或疗法例如其它癌症治疗药物或癌症治

疗方法；以及可选地，在施用第二治疗剂或疗法之前向所述受试者应用超声波。所述其它癌

症治疗药物或癌症治疗方法如上文所定义，且所述癌症如上文所定义。

[0043] 在本发明的任何方面，所述受试者可以是人类、非人灵长类动物、哺乳动物、啮齿

动物等，优选人类。

附图说明

[0044] 应理解，本文描述的附图仅用于示例目的。附图不一定按比例绘制，重点在于阐释

本发明所教导的原理。附图不意味着以任何方式限制本发明的范围。

[0045] 图1描绘了天然GV和脂质GV的形态、粒径分布和ζ电位。(A)1nM  GV的图像。(B)GV的

TEM图像，示出了其形态(图像是代表性的)。比例尺，100nm。(C)GV的粒径分布和ζ电位统计。

(D)两个GV组的相对粒径分布。(E)通过测量其浓度，观察GV组在6个月内的稳定性。(F)通过

测量其尺寸，观察GV组在6个月内的稳定性。(E)和(F)中的数据代表3个独立实验的平均值

±标准偏差。

[0046] 图2描绘了GV和PH‑GV的表征。(a)GV和PH‑GV的TEM图像。由于PH‑HA对GV的包裹和

叠加，可以发现GV的表面已被重物质包裹。比例尺，200nm。(b‑c)在pH  7.4的PBS中，GV和PH‑

说　明　书 7/20 页

10

CN 113301904 B

10



GV的ζ电位和粒径的动态光散射分析。(d)PBS缓冲液及不同浓度的GV和PH‑GV(浓度范围为

125‑1000pM)的多普勒超声成像(dropper  phantom)。如所指示的，在B模式和对比模式下获

取图像。(e)d中图像的定量分析。(f)放置不同时间后GV和PH‑GV的多普勒超声成像(GV浓度

为500pM)。(g)f中图像的定量分析。

[0047] 图3描绘了GV的携氧能力的测定结果。(A)在持续通入氧气一分钟后，不同浓度的

天然GV中的氧浓度。数据代表3个独立实验的平均值±标准偏差。*p＜0.05vs.对照。(B)在

持续通入氧气一分钟后，不同浓度的脂质GV中的氧浓度。数据代表3个独立实验的平均值±

标准偏差。*p＜0.05vs.对照。

[0048] 图4描绘了GV的氧气释放动力学的测定结果。(A)在注射1ml的1nM充氧‑GV/充氧‑

脂质‑GV后，在5ml严重缺氧溶液中氧浓度的变化。数据代表3个独立实验的平均值±标准偏

差。(B)在注射1ml的1nM充氧‑GV/充氧‑脂质‑GV后，在5ml严重缺氧溶液中氧浓度的变化，其

中在5分钟时进行超声处理长达10秒钟。数据代表3个独立实验的平均值±标准偏差。*p＜

0.05对vs.对照。**p＜0.01vs.对照。

[0049] 图5描绘了充氧‑GV介导的体外和体内氧气输送。(A)将200μl的充氧‑PBS、充氧‑脂

质GV、充氧‑GV(最终浓度为1nM)分别加入到培养基中，并与细胞在缺氧条件下培养1小时

后，使用缺氧试剂检测到的培养细胞中的缺氧状况的代表性图像，其中荧光信号表示缺氧

的发生。(B)缺氧染色的定量。数据代表3个独立实验的平均值±标准偏差。*p＜0.05vs.对

照。比例尺，25μm。(C)通过尾部注射分别将200μl的5nM充氧‑GV、充氧‑PBS、充氧‑脂质GV注

射到荷瘤小鼠的血管中，通过光声成像监测肿瘤部位中的氧‑Hb(氧合血红蛋白)水平和脱

氧‑Hb(脱氧血红蛋白)水平随着时间的变化。(C)显示肿瘤含氧量在不同时间点的代表性光

声图像。红色像素：氧‑Hb；蓝色像素：脱氧‑Hb。(D)肿瘤含氧量的定量。数据代表3个独立实

验的平均值±标准偏差。*p＜0.05vs.对照。

[0050] 图6描绘了GV在体外和体内的毒性。(A、B)将200μl的PBS、GV、和脂质GV(最终浓度

分别为1nM)分别加入到培养基中并与细胞一起培养，分别通过MTT和LDH测定在不同时间点

测量SCC‑7细胞的细胞增殖和LDH毒性。数据代表3个独立实验的平均值±标准偏差。(C)在

GV静脉注射前后小鼠健康状况的得分。以30分的量表对小鼠评分，该量表包含活动、体重和

食物摄入，各10分。分别在注射前、注射后立即、注射后24小时、48小时和一周的时间点进行

评估(N＝3，±标准偏差)。(D)在第7天从GV处理的小鼠收集的经H&E染色的主要器官的组织

学图像。比例尺，100μm。
[0051] 图7描绘了体外PDT的光学设置。

[0052] 图8描绘了经不同处理的MCF‑7细胞在PDT之后的细胞活性。通过CCK‑8测定来确定

PDT对MCF‑7细胞的体外细胞毒性。数据代表3个独立实验的平均值±SEM。**p＜0.01vs.对

照。

[0053] 图9描绘了不同处理对细胞凋亡的影响。上面的图：通过流式细胞术，借助于膜联

蛋白‑V和碘化丙啶(PI)双重染色，对PDT后的细胞凋亡进行评估。下面的图：评估了早期凋

亡细胞(膜联蛋白‑V+/PI‑)和晚期凋亡细胞(膜联蛋白‑V+/PI+)占总细胞的百分比。数据代

表3个独立实验的平均值±SEM。*p＜0.05vs.对照。

[0054] 图10描绘了在不同处理后细胞内ROS的量。通过DCFH‑DA对细胞内ROS染色并且通

过流式细胞术对其进行分析。左图：流式细胞分析结果，横坐标表示荧光强度，纵坐标表示
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细胞数量；右图：左图所示结果的统计分析。数据代表三个独立实验的平均值±SEM。**p＜

0.01vs.对照。

[0055] 图11描绘了在超声辐照后PBS(对照)、GV、PpIX和GV+PpIX的SOSG荧光强度的增加

倍数。数据表示为平均值±标准偏差(n＝3)。PpIX和GV的浓度分别为10μM和2nM。

[0056] 图12描绘了在有和没有超声处理的情况下，用PBS(对照)、GV、PpIX、PpIX+GV处理

后细胞内H2DCFDA的荧光显微图像。比例尺＝20μm。激发光波长为488nm。PpIX和GV的浓度分

别为10μM和2nM。

[0057] 图13描绘了(a)GV和PH‑GV的细胞摄取。SCC‑7细胞中ICG标记的GV和ICG标记的PH‑

GV的共聚焦显微镜图像。比例尺，20μm。(b)GV和PH‑GV的免疫逃逸能力。在荧光显微镜下，在

鼠RAW  264.7巨噬细胞中的细胞摄取。(c、d)以浓度为0.031‑1nM的GV、崩塌的GV和PH‑GV处

理24小时(c)和48小时(d)后，对SCC‑7细胞活力的影响的测定结果。将用PBS处理的细胞作

为对照。

[0058] 图14描绘了在对荷瘤小鼠进行静脉内施用后GV和PH‑GV的分布。(a)在静脉分别注

射ICG标记的GV和ICG标记的PH‑GV后，在不同的时间(单位：小时)对SCC‑7荷瘤小鼠进行的

体内NIR荧光成像。圆形指示肿瘤位置。(b)SCC‑7荷瘤小鼠模型在不同时间的肿瘤/肌肉(T/

M)比。(c)在分别注射ICG标记的GV和ICG标记的PH‑GV4、12、24和48小时后取自荷瘤裸鼠的

主要器官和肿瘤的离体荧光成像。(d)ICG标记的GV和ICG标记的PH‑GV在肿瘤和主要器官中

的积聚的定量分析。误差条表示每组5只小鼠的标准偏差。*，P＜0.05。

[0059] 图15描绘了GV在肿瘤部位产生的超声造影。(a)在静脉注射GV和PH‑GV后肿瘤的体

内超声图像。绿色表示由于GV引起的强度增强区域。(b)对(a)中每个感兴趣区域的超声信

号进行的定量分析。(c)破坏性声波处理(insonation)(650kPa)引起的GV破碎及超声信号

的消失。

[0060] 图16描绘了(a)在注射ICG标记的GV和ICG标记的PH‑GV后12小时从小鼠收集的肿

瘤切片的共聚焦图像。绿色信号和红色信号分别来自ICG和CD31染色血管内皮细胞的荧光。

(b)在处理30天后主要器官(心脏、肝脏、脾脏、肺和肾脏)和肿瘤的代表性H&E切片。比例尺，

100μm。(c)在对小鼠进行的30天的评估期期间，在不同条件下测量的体重。

[0061] 图17描绘了空化反应实验平台和结果，(a)GV介导空化反应实验平台俯视图；(b)

GV和PBS溶液信号频谱。

[0062] 图18描绘了根据本发明的一些实施方案的表面修饰的靶向GV在肿瘤的诊断、成像

和治疗中的应用示意图。

具体实施方式

[0063] 先前的研究已经成功地证明，GV可以在皮摩尔浓度的频率范围产生强烈的超声造

影，表现出谐波散射，从而能够增强相对体内背景的检测。然而，与其它纳米粒子相似，在静

脉内施用后，大多数GV在非靶向组织(诸如，肝脏、脾脏和肺)中被摄取。纳米粒子的药代动

力学和生物分布部分地是由其自身的表面特性决定的。而且，亲水性涂层对于纳米粒子成

功的静脉内施用是必需的。本发明人发现，用生物相容性材料对GV进行化学表面修饰可以

改善GV的药代动力学特性和靶向性，从而增加其在体内分子成像中的肿瘤积聚。这种表面

修饰也有望增强GV，使其成为药物递送的良好载体。
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[0064] 在本发明中，为了提高稳定性和靶向性，我们用生物材料来修饰GV纳米粒子的表

面功能，经由氨羧反应成功合成了双修饰的GV。出人意料地，发明人发现用生物材料对GV表

面进行化学修饰大大提高了GV在肿瘤部位的积聚，因而可作为超声造影剂或成像剂用于体

内肿瘤特异性超声分子成像。修饰的GV可以穿过肿瘤内皮层中的空隙并进入肿瘤组织间

隙。这些结果表明，这些具有表面修饰的新型纳米级超声造影剂在肿瘤部位表现出优异的

生物相容性、长血液循环和卓越的超声造影能力。本发明为将GV应用于肿瘤的有效血管外

靶向超声分子成像以及肿瘤治疗提供了实验证据。

[0065] 在一些实施方案中，通过具有良好生物相容性和靶向性的生物材料例如聚乙二醇

(PEG)‑缀合的透明质酸(HA)来修饰GV的表面。GV表面上的PEG有效地减少RES摄取并增加在

血液中的循环时间，从而导致纳米粒子选择性地积聚到肿瘤部位。HA是一种生物相容性的

天然材料，其是结缔组织的主要细胞外成分，并且对CD44阳性恶性癌细胞显示出内在的靶

向性。本发明通过利用聚乙二醇化的HA来使GV(PH‑GV)粒子功能化，并且应用超声和荧光成

像、免疫组织化学切片和共聚焦显微镜技术等来间接地和直接地证明修饰GV进入肿瘤组织

的细胞内间隙的能力，证明了本发明的新型纳米级成像剂可以穿过肿瘤内皮层的缝隙并进

入肿瘤组织间隙，因而可应用于特异性的、有效的超声分子成像和癌症治疗。

[0066] 如前所述，认为肿瘤氧合有助于癌症治疗，而充氧微泡可以帮助将氧气输送到感

兴趣的组织中，从而改善治疗效果。然而，由于稳定性的限制和相对较大的尺寸，现有充氧

微泡的应用受到了限制。发明人发现，在PDT疗法中，oxyGV，特别是经脂质分子修饰的

oxyGV，能够提供对肿瘤增强的细胞毒性，在体内和体外对PDT的疗效均具有显著的增强效

应。因此，本发明的新型纳米尺寸oxyGV可以作为有效的氧气载体来提高耗氧PDT的疗效。本

发明还研究了oxyGV在体外和体内改善声动力疗法的功效的能力，证明了oxyGV，特别是经

脂质分子修饰的oxyGV，可以在无细胞系统中引起增强的空化和ROS的过量产生，并可以增

强体外ROS的产生，从而导致SDT的细胞毒性增强。因此，oxyGV可用作治疗剂来提高SDT的疗

效。

[0067] 在本发明中，术语“天然GV”是指从自然界例如藻类中分离出来的没有经过任何修

饰的纳米级气囊，而“气囊”在本文中有时也称为“纳米粒子”。本发明中涉及的GV包括天然

GV、脂质GV、PH‑GV、充氧‑GV、充氧‑脂质GV等类型。“脂质GV”是指经脂质分子(例如DOPC、

DSPE、PEG等)进行表面修饰的GV。”PH‑GV”与“PH修饰GV”可互换使用，是指经PEG和HA进行表

面修饰的GV。术语“充氧‑GV”或“oxy‑GV”可互换使用，均指其中充有氧气的GV。类似地，“充

氧‑脂质GV”、“经脂质分子修饰的oxyGV”或“oxy‑脂质GV”等也是可互换使用的，其指的是其

中充有氧气的经脂质分子进行表面修饰的GV。

[0068] 在本发明中，“表面修饰GV”是指因表面被(例如脂质分子、靶向性材料、生物相容

性材料等)修饰而具有特定功能(例如靶向性、亲水性等)的一类GV，例如本发明的PH‑GV、脂

质GV均属于表面修饰GV。

[0069] 实施例

[0070] 统计分析

[0071] 使用SPASS  17.0软件，经由独立样本单因素ANOVA测试来分析各组之间的比较。所

有统计数据均使用两尾学生t测试和方差齐性检验来获得(p值＜0.05认为是显著的)。

[0072] 实施例1：GV和脂质‑GV的制备和表征
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[0073] GV的制备

[0074] 在25℃，将水华鱼腥藻(FACHB‑1255，中国科学院水生生物研究所的淡水藻种库)

在无菌BO‑II培养基中在14小时/10小时明/暗工作循环的荧光照明下进行培养。根据

Walsby的方法(Buckland和Walsby，1971)来分离GV。简而言之，使用通过快速添加蔗糖溶液

至最终浓度为25％而实现的高渗溶解(hypertonic  lysis)来溶解藻类，以从藻类中释放出

GV。然后，在600g离心3小时以分离GV。分离出的GV可以在溶液顶部形成白色乳状层，其可以

通过注射器来收集。通过离心用磷酸盐缓冲盐水(PBS)纯化GV三次并在4℃储存在PBS中。

[0075] 使用基于文献的公式(每OD500  450nM)(Walsby，1994)估算GV浓度，其中，OD500是

用紫外‑可见光分光光度计(2100  Pro；GE  Healthcare，美国新泽西州皮斯卡塔韦市)在

500nm的波长处测得的光密度。如之前所描述(Walsby和Armstrong，1979)的，使用大约8.4μ
L/mg的气体体积和107MDa的摩尔量来估计体积分数。使用在200kV下操作的透射电子显微

镜(TEM) (JEOL  2100  F；JEOL，日本东京)对GV形态进行成像。将去离子水中的GV样本

(0.5nM)沉积在涂有碳的栅格上，并在室温下干燥过夜。使用动态光散射(DLS)方法获得流

体动力学尺寸。

[0076] 脂质GV的制备

[0077] 在25ml的圆底烧瓶中，将总量为1μmol的含有DOPC、DSPE‑PEG(2000)(4∶1)的脂质

混合物溶于约100μL的氯仿中。然后使溶剂蒸发并使样本在真空旋转蒸发仪中干燥。然后将

1mL的20mM  HERES缓冲液(pH＝7.2)加入至脂质干燥层，在剧烈搅拌后形成浑浊溶液。然后

将混合物进行超声波处理(20W，15秒脉冲，持续20分钟，每个脉冲间隔30秒的时间)，持续3‑

5分钟，直到溶液变澄清为止。将所得脂质体溶液储存在4℃直至进一步使用。将体积为

0.5mL的脂质体制备溶液加入至GV溶液中。同样用20mM  HERES缓冲液将体积增加至1mL。混

合溶液在摇床上温育过夜。之后，通过离心(2 .4krpm，10分钟)将GV洗涤三次并且重悬于

Milli‑Q水中。最后，将脂质GV重悬于PBS中并准备使用。

[0078] 粒径分布和ζ电位确定：使用90Plus仪器(Brookhaven，美国纽约亨茨维尔)在90°

固定角度和25℃的温度，通过激光散射来测定脂质GV的粒径分布和ζ电位。

[0079] 形态分析：通过透射电子显微镜(TEM)在200kV的操作电压下测定脂质GV的尺寸和

形态。将脂质GV(OD  0.1)的样本沉积在涂有碳的弗姆瓦(formvar)栅格上，并用2％的乙酸

双氧铀染色。

[0080] 粒子稳定性：为了测量脂质GV制剂的稳定性，分别在制造后的第1、3和7天测定脂

质体包封的GV制剂的单粒径和浓度。

[0081] 我们通过培养藻类水华鱼腥藻来生产用于本研究的GV，并通过离心分离GV。由于

GV的壳对于气体分子是可渗透的，这可能会影响其氧气输送效率。因此，我们制备了两种

GV：天然GV和使用脂质进行表面改性以减少气体交换的GV(脂质GV)(C.Zhang等，Colloids 

Surf.B  Biointerfaces  160(2017)345‑354；C.Zhang等，ACS  Appl.Mater.Interfaces  10

(1)(2018)1132‑1146)。当在溶液中(图1A)或以通过TEM观察到的单个囊泡的形态呈现(图

1B)时，天然GV和脂质GV没有可见的明显差异。接下来对脂质GV进行粒径分布和ζ电位的表

征。我们发现，这些纳米气泡具有约300‑330nm的平均直径和均匀的分布(图1C‑图1D)。脂质

GV的平均粒径约为290‑330nm(图1C)或约310‑330nm(DLS测量，图1D)，比天然GV大约10nm。

脂质GV的ζ电位为约‑21 .3至‑19.3mV，其负电荷较GV低(图1C)。我们还评估了GV在冷藏(4
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℃)中的稳定性，观察了两组(GV组和脂质GV组)在零到六个月的时间段中的浓度(由OD500确

定)和尺寸，发现两组均无显著变化(图1E‑图1F)。因此，我们能够生产出纳米级的带负电荷

的GV，其在溶液中储存能够长期保持稳定。

[0082] 实施例2：HA‑GV和PH‑GV的制备和表征

[0083] HA‑GV(H‑GV)的制备

[0084] 通过共价缀合将HA固定至GV的蛋白质壳。对于HA‑GV合成，首先将EDC(3.37mM)和

NHS(2mM)加入到0.1M磷酸钠中的HA溶液(10mg)中(pH＝7.4)。将溶液混合物在冰浴上搅拌2

小时，并向其中滴加6mL溶解在磷酸钠中的GV(pH＝7 .4)。将反应混合物在4℃再搅拌24小

时。将所得混合物加入到超滤管(50mL)中，并以1.8rpm离心5分钟以去除游离的EDC、NHS和

HA。将所得的纳米粒子储存在4℃的PBS缓冲液中。

[0085] 聚乙二醇化HA‑GV(PH‑GV)的制备

[0086] 通过在EDC和NHS的存在下改变PEG与HA的进料比，通过酰胺形成，将PEG化学缀合

至H‑GV缀合物。将H‑GV缀合物(120mg)溶解在磷酸盐缓冲液(PBS，pH7.2)中，将其与PBS中的

EDC(3.37mg)和甲醇中的NHS(2mg)混合。在缓慢加入单甲氧基PEG‑胺(73.5mg)后，将混合物

在冰浴上搅拌24小时。然后将所得溶液离心，并用PBS洗涤4次，以去除过量的甲醇和PEG。

[0087] 对于细胞实验和动物成像测试，在加入HA和PEG之前的第一步，用NIR染料(ICG)标

记GV。简而言之，将EDC(3.37mg)和NHS(2mg)加入到0.1M磷酸钠中的ICG溶液(1mM)中(pH＝

7.4)。在室温下反应30分钟后，将该溶液加入到纯GV溶液中(摩尔比：ICG/GV＝1000/1)。然

后在室温下将混合物摇动4小时，然后通过离心4次进行纯化。将所得混合物加入到超滤管

(50mL)中，并以1 .8rpm离心5分钟以去除游离的ICG。将所得的纳米粒子储存在PBS缓冲液

中。

[0088] 通过动态光散射DLS(Varian，美国帕洛阿尔托)测量PH‑GV  NP的粒径和粒径分布。

在25℃，在Malvern  Zeta  Size‑Nano  Z仪器上执行ζ电位测量。通过透射电子显微镜(TEM)

(Bruker，德国)来观察PH‑GV的纳米结构和尺寸。通过Multiskan  Go酶标仪(Thermo  Fisher 

Scientific，美国马萨诸塞州)来观察GV和PH‑GV的紫外‑可见光吸收光谱。使用荧光分光光

度计(Varian，美国帕洛阿尔托)来测量ICG和ICG标记的PH‑GV的荧光信号。

[0089] GV和PH‑GV的超声信号测试：对含有相同GV量的PH‑GV和GV进行US成像。在成像前

将PH‑GV和GV放入滴管(5mL)中，并将所有滴管以相同深度浸入去离子水中。使用带有LZ250 

D换能器的高频超声系统来获取GV溶液的超声B模式图像和对比模式图像。将中心频率和输

出能量水平分别设定为18MHz和4％。

[0090] 为了实现最佳稳定性和可靶向性，我们修饰了GV纳米粒子的表面功能。经由氨羧

反应成功合成了双改性的GV。首先，用透明质酸(HA)修饰GV表面(透明质酸是一种由N‑乙酰

基葡萄糖胺和葡萄糖醛酸重复单元组成的多糖)，以提高GV的生物相容性和靶向性。然后在

EDC和NHS的存在下通过酰胺形成将PEG‑5000容易地附着到HA缀合物的骨架上，这可以通过

阻碍与血浆蛋白的非特异性相互作用而使HA‑GV从宿主的免疫系统中隐匿，因而可以通过

减少网状内皮系统(RES)清除来延长其循环时间，并且可以经由亲水性PEG链的空间排斥来

增强胶态分散体的稳定性。PH‑GV的成功合成已通过透射电子显微镜(TEM)证实。如图2a所

示，TEM显示了平均粒径为400nm的裸GV的圆柱状形态。由于PH‑HA对GV的包绕和叠加，我们

可以发现GV的表面已被重物质包裹(图2a)。根据动态光散射(DLS)报告，GV的粒径为约320‑
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380nm，PH‑GV约为375‑425nm；GV的ζ电位在‑40至‑50mV的范围，PH‑GV的电位为约‑27±4mV

(图2b)。

[0091] 此外，通过利用PEG的涂层，聚乙二醇化HA‑GV的ζ电位由于PEG层的屏蔽功能而降

低。如图2a‑b所示，PH‑GV具有圆柱状形态，半径约为400nm，并且所有纳米颗粒均为圆柱状

并显示出相对均匀的尺寸分布。PH‑GV纳米颗粒的合适粒径和负ζ电位确保了经由EPR效应

实现良好的肿瘤靶向货物输送，同时减少RES清除。

[0092] 鉴于GV和PH‑GV具有很强的超声特性，因此通过高浓度(tonic)细胞溶解和离心辅

助浮选纯化了来自水华鱼腥藻(Ana)的GV，并在不同浓度下在21MHz下操作的Vevo  2100成

像系统(FUJIFILM  VisualSonics，加拿大安大略省多伦多市；B模式)中使其成像(对于成像

细节，参见下面实施例)。在浓度范围为250pM至1nM(图2c‑2d)并且气体体积分数为约

0 .01％至0 .1％的情况下，GV相对于缓冲液对照产生了强烈的对比。对比在最高浓度下最

强，Ana  GV产生的散射比缓冲液对照大23.4±2.5(图2e)。并且，在进行PEG和HA修饰后，GV

的超声性能不受影响。在进行下一步试验之前，我们在PBS和胎牛血清(FBS)中鉴定了PH‑GV

的生物稳定性。GV和PH‑GV的在放置超过一周的时间后仍具有很好的超声成像能力(图2f)，

并且显示出良好的稳定性(图2g)。

[0093] 实施例3：GV和脂质GV的携氧特性和氧气释放动力学的测定

[0094] 使用血氧计(Portamess  913  OXY；Knick，德国)监测溶液中的氧浓度，并将数据记

录为mg/l。用氧气/氮气对不同浓度的GV和脂质GV进行充气，并且分别测定不同溶液的氧浓

度。

[0095] 无超声作用下氧气释放：通过持续充入N2将密封在小瓶中的PBS的氧浓度降低至

0.8mg/l(严重缺氧)，以模拟缺氧条件。持续充入氧气使PBS、GV和脂质GV中达到氧气饱和。

监测氧气从GV/脂质GV中扩散到缺氧溶液中的氧浓度随时问的变化。在每次实验之前，都会

对血氧计进行校准。所有实验均重复三次。

[0096] 超声作用下氧气释放：为研究超声(US)对GV/脂质GV的氧气释放的影响，使用了US

探针，其振荡频率为1MHz并且平均声压分布值为2.4±0.2Mpa(标称频率：50Hz；标称功率：

30W)。超声处理时间为10秒。检测超声作用后溶液中氧气浓度的变化。所有实验均重复三

次。

[0097] 我们比较了两个GV组(GV和脂质GV)的相对携氧特性。当对这些溶液进行持续充氧

后，两组GV的氧浓度均持续增加并且最终变得稳定。我们发现GV的携氧能力远高于PBS和破

碎的GV，并且总体携氧能力取决于GV浓度(图3A)。与PBS或破碎的GV相比，脂质GV也显示出

相似的较好携氧能力，并且与浓度呈正相关(图3B)。

[0098] 我们还检测了不同GV的氧气释放动力学。我们发现，与PBS相比，充氧‑GV和充氧‑

脂质GV均可以显著提高严重缺氧溶液的氧浓度(图4A)。与充氧‑GV相比，充氧‑脂质GV在溶

液中释放氧气的速度更慢。我们认为这是由于GV的表面修饰导致降低的氧气释放。此外，充

氧‑脂质GV的总氧气释放量更大(曲线下面积)，这是由于GV表面脂质的存在，因为脂质减少

了GV的氧气释放。该特性可以在体内长时间运输情况下提高氧气输送效率。因此，脂质GV的

携氧能力可与GV媲美，但显示出更慢的释放模式，因而能够更大程度地提高目标部位的氧

浓度。我们还添加了10秒钟的超声处理步骤，使用超声来触发更多的氧气释放。超声对PBS

的氧气释放没有影响，但是却大大增加了GV组的氧气释放(图4B)。
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[0099] 实施例4：充氧GV和充氧脂质GV输送氧气的能力的测定

[0100] 在缺氧培养箱(1％的氧气，5％的CO2)中培养细胞并进行传代。使用购自Thermo 

Fisher的Image‑iTTMRed  Hypoxia  Reagent(红色缺氧试剂)来监测加入充氧脂质GV之前/之

后培养基中的缺氧条件。

[0101] 体内实验：所有使用实验动物的程序均已获得香港特别行政区政府卫生署和香港

理工大学动物受试对象伦理小组委员会的批准。18‑20g的雌性Balb/c小鼠由香港理工大学

动物资源中心提供。小鼠在到达后适应房间一周，并维持正常的12小时光‑暗循环。将小鼠

圈养在常规笼子中(每笼6只动物)，在无特定病原体、温度为24±2℃，相对湿度为60‑70％

的条件下，其可以自由获取标准颗粒饲料和水。将用于小鼠的标准木屑用作垫料。在经过1

周的适应后，将0.1ml的SCC‑7细胞系(1*107细胞/ml)重悬于100μL的基质胶中，并通过皮下

注射植入Balb/c小鼠的后背。肿瘤形成发生在细胞植入后约两周，并且在体积达到约

200mm3的阶段，肿瘤表现出明显的缺氧程度。

[0102] 使用光声成像测量氧/脱氧‑Hb水平：小鼠注射充氧脂质GV后，通过具有混合US换

能器(中心频率＝21MHz；空间分辨率＝75μm)的Vevo  LAZR光声成像仪 (Fujifilm 

Visualsonics，荷兰阿姆斯特丹)来监测皮下肿瘤中的氧‑Hb和脱氧‑Hb水平。记录并储存

pO2水平以供后面在各组之间进行比较。

[0103] 进一步评估了各GV组(充氧GV和充氧‑脂质GV)在体外和在体内肿瘤块中改变细胞

的缺氧条件的能力。我们在缺氧条件下使人乳腺癌MCF‑7细胞生长24小时，并使用Image‑iT 

Red  Hypoxia  Reagent(红色缺氧试剂)监测其缺氧水平。与未经处理的对照和PBS处理组相

比，充氧GV和充氧‑脂质GV的加入显著降低了所观察到的缺氧水平(图5A‑图5B)。

[0104] 我们还执行了体内概念验证研究，以确定注入尾静脉的充氧‑GV提高裸鼠中缺氧

皮下肿瘤氧合水平的能力。通过在处理前和处理后(0、5和15分钟)经由光声成像使氧合血

红蛋白(氧‑Hb)和脱氧血红蛋白(脱氧‑Hb)的水平可视化来监测肿瘤氧合。充氧‑GV组和充

氧‑脂质GV组的注射均导致肿瘤中的氧‑Hb水平升高，但PBS对照则未升高(图5C)。此外，与

对照相比，加入充氧‑GV使肿瘤中的氧饱和度(sO2)提高20％，但充氧‑脂质GV的加入使sO2提

高50％(图5D)。

[0105] 因此，在我们的初步实验中，在体内环境中，在增加含氧量的情况下，用脂质对GV

的表面改性显示出明显更好的结果，证明其稳定性和氧气输送能力增强。

[0106] 实施例5：体外和体内毒性检测

[0107] 细胞活力和LDH测定：从中国科学院在上海的细胞库获得人乳腺癌细胞系(MCF‑

7)。按照标准细胞培养说明，将MCF‑7细胞在带有L‑谷氨酰胺的高葡萄糖(4.5g/l)杜氏改良

伊格尔培养基中进行培养。所有培养基均补充有10％(体积/体积)的胎牛血清、青霉素

(100U/mL)和链霉素(100μg/ml)。在37℃，在5％的CO2和95％的空气气氛中，使细胞生长直

至70％‑80％汇合，然后进行胰蛋白酶化和收集，以用于细胞培养和体内研究。之后，在不同

的时间点(24小时、48小时和72小时)向细胞培养基中加入不同剂量的脂质GV(1nM)。之后，

使用Pierce  LDH细胞毒性测定试剂盒(Life  Invitrogen)根据制造商的说明来进行LDH测

定。根据制造商的说明通过MTT测定和凋亡测定来测定细胞活力和凋亡。

[0108] 体内毒性确定：对经脂质GV处理的小鼠执行尸检，并收集组织样本(肝脏、肺和肾

脏)以进行组织学检查。将从小鼠生物测定收集的肝脏、肺和肾脏样本固定在10％的福尔马
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林缓冲液中，通过常规组织学技术进行处理，并用苏木精和曙红染色。使用配备有照相机

(Olympus  Q‑Color‑5)的光学显微镜(Olympus  BX51)执行显微镜检查，并使用Image  Pro‑

Express软件将图像记录在计算机中。

[0109] 为了测试两个GV组(GV和脂质GV)的毒性和生物安全性，我们使用了体外LDH和MTT

测定，发现两个GV组均未产生明显的细胞毒性。将GV或脂质GV(最终浓度＝1nM)加入至培养

基，使其温育24、48或72小时。与对照相比，GV处理下均未观察到LDH或MTT水平的显著升高

(图6A‑图6B)。接下来，我们通过观察在GV注射之前、以及在GV注射之后24、48和72小时小鼠

健康的三个基本量度(活动、体重和食物摄入)来测试各GV组的体内生物安全性。以30分的

量表对小鼠评分，我们观察到这些指标在这段时间内没有减少(图6C)。我们还使用苏木精

和曙红(H&E)染色在GV施用后一周测定小鼠的主要器官(心脏、肝脏、脾脏、肺和肾脏)。与对

照组相比，两个GV组的组织切片均未显示出明显的病理异常或病变(图6D)。因此，我们确定

GV和脂质GV对细胞没有细胞毒性，并且没有对所测试的小鼠造成任何明显损害。

[0110] 实施例6：oxyGV与PDT的组合对细胞毒性和细胞凋亡的影响

[0111] 光动力疗法设置：使细胞以100mW/cm2的功率暴露于激光，持续5分钟。在图7中示

出了用于PDT处理的光学设置。通过光纤生成波长为396nm的光源，将其对准孔径并照射至

35mm的细胞培养皿。细胞培养板的位置由双轴电动线性平台手动控制。在处理后，将细胞在

新鲜培养基中培养4小时，然后准备用于不同分析。

[0112] 细胞培养：从上海细胞库获得人乳腺癌细胞系(MCF‑7)。在37℃，在5％的CO2湿润

气氛中，使MCF‑7细胞在高葡萄糖杜氏改良伊格尔培养基(DMEM，4 .5g/L的D‑葡萄糖)中生

长，该培养基补充有100U/ml含10％胎牛血清(FBS)的青霉素‑链霉素。

[0113] 细胞活力测试：在预备试验中，将MCF‑7细胞随机分为八组：(1)对照，(2)仅使用激

光，(3)仅使用PpIX，(4)PpIX加激光(PDT)，(5)PpIX+GV+激光(PDT+GV)，(6)PpIX+oxyGV+激

光(PDT+oxy‑GV)，(7)GV+激光，(8)oxyGV+激光。对于PpIX处理，将细胞与10μM的PpIX在补充

有10％的FBS的DMEM培养基中温育4小时的药物加载时间。使用细胞计数试剂盒‑8(Sigma‑

Aldrich)根据制造商的说明来测定在PDT后的不同时间点的细胞活力。简而言之，将细胞以

每孔5000个细胞的密度接种在96孔板中，并在100μL的培养基中温育24小时。在37℃，在5％

的CO2中，通过每孔加入10μl的CCK‑8试剂持续1小时来测定细胞毒性。在450nm，作为检测波

长，测量经处理样本对空白对照的吸光度。通过与对照组中未经处理的细胞进行比较来确

定经处理细胞的活力。

[0114] 细胞凋亡测试：以5×105个细胞的密度将细胞接种在6em培养皿中，温育24小时。

使用Alexa  Fluor  488膜联蛋白V/死亡细胞凋亡试剂盒(Thermo  Fisher  Scientific)根据

制造商的说明来测量细胞凋亡。收集细胞，并在室温下用5μL的膜联蛋白V缀合物和1μL的PI

工作溶液温育15分钟。通过FACS  Calibur流式细胞仪和BD  Accuri  C6软件(Becton‑

Dickinson，USA)分析细胞。

[0115] 图8描绘了不同处理对细胞活力的影响。通过CCK‑8测定来确定不同处理对MCF‑7

细胞的体外细胞毒性。数据代表3个独立实验的平均值±SEM。**p＜0.01vs.对照。

[0116] 为了确定oxyGV是否可以提高PDT的疗效，如图8所示，在PDT处理后4h，使用CCK‑8

测定来确定ALA‑PDT对MCF‑7细胞系的细胞毒性。我们发现ALA‑PDT(PpIX+激光)在PDT后4小

时使MCF‑7细胞的细胞活力明显降低至75％(图8，p＜0.05)。在加入oxyGV的情况下，在ALA‑
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PDT处理下，MCF‑7细胞的细胞活力降至62％，而天然GV(不含氧气的GV)对ALA‑PDT引起的细

胞死亡影响很小。同时，其它组(包括仅使用PpIX、仅使用激光、GV+激光、oxyGV+激光)对细

胞活力无影响。由于这些组的影响可忽略不计，因此在以下实验中将细胞分为四组：(1)对

照，(2)PpIX+激光(PDT)，(3)PpIX+GV+激光(PDT+GV)，(4)PpIX+oxyGV+激光(PDT+oxy‑GV)。

[0117] 接下来，我们通过流式细胞术研究了oxyGV对ALA‑PDT引起的细胞凋亡的影响，如

图9所示。在图9上图中的每个小图中，左下象限中的细胞代表活细胞，右下象限和右上象限

均显示凋亡细胞，并且坏死细胞出现在左上象限。如图9下面的图所示，在对照组、PDT组和

PDT+GV组中分别有94 .1％、74 .7％和79 .2％的活细胞。然而，PDT+oxyGV组中仅检测到

66.4％的活细胞。这意味着在PDT期间加入oxyGV会导致明显更高的死亡和凋亡率。

[0118] 实施例7：OxyGV在PDT期间对ROS产量的影响

[0119] 细胞内ROS测试：使用DCFH‑DA(Sigma‑Aldrich)测量细胞内ROS产生。简而言之，在

37℃，将用PBS稀释的10μM的DCFH‑DA加入到MCF‑7细胞中，持续20分钟。然后将细胞用PBS洗

涤三次。使标记的细胞胰蛋白酶化，并通过流式细胞仪进行分析。

[0120] ROS的过量产生被认为是PDT期间造成肿瘤细胞的细胞毒性的原因。因此，我们使

用流式细胞术进一步研究了在PDT后细胞内ROS是否增加，结果在图10中示出。正如预期的

那样，在所有三个PDT处理组中均检测到过量的ROS产生，而与其它组相比，在加入oxyGV的

情况下，总体细胞内ROS显著增加。

[0121] 实施例8：无细胞系统中单线态氧的生成

[0122] SDT设置：在本研究中，使用直径为5em的1MHz平面超声换能器(Olympus，日本东

京)进行超声处理。使用超声发生器(AFG  3251；Tektronix  Company，美国俄勒冈州)和功率

放大器(Model  500  A250  CAR；Souderton，美国宾夕法尼亚州)来生成超声脉冲。在25℃，将

细胞暴露于距换能器10cm的超声中，其通过无气泡去离子水而耦合。通过水听器(HGL‑200；

Onda，美国加州森尼维尔市)来表征声强和声场。测得空间峰值时间平均强度为8W/cm2；固

定脉冲重复频率(PRF)为1000Hz时，占空比为20％。总体超声处理持续时间为5分钟。细胞培

养实验溶液的温度升高控制在2.5℃内。在超声处理后，将细胞在新鲜培养基中培养4小时，

然后准备用于不同分析。

[0123] 单线态氧的生成：使用SOSG(10μM)来检测单线态氧的生成。将溶液暴露于超声中

并在暴露时间内避光。通过酶标仪在488nm的激发波长和530nm的发射波长下测量SOSG的荧

光强度。

[0124] 为了研究GV是否可以增强SDT期间的ROS产生，我们使用SOSG荧光探针在超声辐照

下测试了无细胞系统中单线态氧的产生，结果如图11所示。对于单线态氧检测，我们注意到

在超声处理前后，单独使用PpIX(10μM)组、单独使用GV(2nM)组和PpIX加GV组的SOSG荧光强

度的百分比显著增加。值得注意的是，与单独使用PpIX相比，与PpIX一起加入GV使得产生单

线态氧的效率是其两倍以上。这些结果表明，在超声作用下GV和PpIX之间存在协同作用，从

而提高单线态氧的产量。

[0125] 实施例9：GV在SDT期间对ROS产量的影响

[0126] 试验方法参照上述实施例7。

[0127] ROS的过量产生被认为是造成SDT期间对肿瘤细胞的细胞毒性的原因。因此，我们

使用荧光成像进一步研究了在SDT后细胞内ROS是否增加，如图12所示。正如预期的那样，在
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所有三个SDT处理组中均检测到过量的ROS产生，而与其它组相比，在加入GV的情况下，总体

细胞内ROS显著增加。

[0128] 实施例10：空化表征

[0129] 通过被动空化检测来表征空化强度(见图17)。将平面单元件超声换能器(中心频

率＝5MHz，带宽＝4.8‑5.2MHz)作为接收器垂直于治疗超声换能器放置并与其共聚焦对齐。

使其与1MHz的治疗换能器同步。在每个实验期间，FUS换能器都会向有或没有GV(浓度＝

2nM)的培养基发出超声脉冲。超声参数与细胞培养和ROS表征实验中使用的参数保持相同。

将GV装入放置在FUS换能器和接收换能器的共聚焦区域处的5mm琼脂‑凝胶立方曲面中。在

每个FUS脉冲的超声处理期间，通过示波器(LeCroy  715  Zi；LeCroy，美国纽约Chestnut 

Ridge)获取接收换能器的RF数据。将所获取的RF数据传输到频谱，并通过宽带信号

(4.8MHz‑5.2MHz)内的积分来计算惯性空化强度。

[0130] 实施例11：GV和PH‑GV的靶向性和免疫逃逸(以下实施例均来自P20914US)

[0131] GV和PH‑GV的细胞培养和细胞内化：在37℃和5％的CO2下，将人类鳞状细胞癌细胞

系(SCC7细胞)和NIH‑3T3细胞在8孔培养箱中在补充有10％的FBS和1％的抗生素溶液的杜

氏改良伊格尔培养基(Dulbecco′s  Modified  Eagle  Medium，DMEM)/高葡萄糖培养基中培

养。第二天，用冷PBS洗涤两种细胞，并在5％的CO2气氛下，在37℃，将其与IGV一起温育4小

时。在温育后，所有细胞均用冷PBS彻底洗涤。最后，在‑20℃，将细胞在冷乙醇中固定15分

钟，然后用含有DAPI的封固剂将细胞在黑暗中封固10分钟。通过共聚焦显微镜(Olympus，

USA)观察ICG标记的PH‑GV和ICG标记的GV的细胞内化，并且将ICG的激发波长和发射波长分

别设定为780nm和800nm。

[0132] 为了研究PH‑GV对CD44高表达肿瘤细胞的靶向效率，将其用NIR荧光团ICG标记，然

后与SCC7癌细胞系和NIH3T3细胞一起进行温育。与低表达细胞系(NIH3T3)相比，该研究中

使用的癌细胞已被证明在其表面上过表达CD44。然后使用共聚焦激光扫描显微镜(CLSM)检

查在预定时间点固定的细胞。图13a显示了SCC7细胞在用PBS溶液、ICG标记的GV和ICG标记

的PH‑GV纳米粒子温育6小时后的CLSM图像。如CLSM图像所示，PH‑GV纳米粒子的ICG细胞内

分布与GV溶液有很大不同。在用ICG标记的PH‑GV溶液温育6小时后，ICG的大量荧光分布在

整个细胞质中，而在用ICG标记的GV处理的SCC7细胞中，则未在细胞质中观察到强烈的红色

荧光。

[0133] 通过荧光显微镜进一步评估了鼠RAW  264.7巨噬细胞中PH‑GV和GV纳米粒子的细

胞摄取(图13b)。PBS用作对照。捕获的图像显示，游离GV在具有强烈红色荧光的巨噬细胞中

被广泛内化。然而，在PH‑GV纳米粒子组中，来自巨噬细胞的红色荧光信号减少。FACS分析表

明，与游离GV组相比，巨噬细胞中PH‑GV纳米粒子的内化减少了约40％。因此，PH‑GV纳米粒

子的PEG表面修饰可以明显减少巨噬细胞的内化。

[0134] 实施例12：GV和PH‑GV的生物安全性

[0135] 根据动物研究协议，当肿瘤体积达到2000mm3时处死动物。为了对比处理效果，在

注射2天后收集所有组中的一部分肿瘤用于苏木精‑曙红(H&E)染色。

[0136] 为了评估GV的生物安全性，在处理14天后收集主要器官(心脏、肝脏、脾脏、肺、肾

脏)并通过H&E染色进行检查。

[0137] 在SCC7癌细胞中在不同浓度(GV，0‑1nM)下研究了GV和PH‑GV纳米粒子对细胞毒性
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和细胞凋亡的影响。如图13c所示，在温育24小时后，即使在最高浓度(1nM)下，也几乎没有

检测到游离GV和PH‑GV纳米粒子对细胞的毒性。并且崩塌的GV也没有引起SCC7癌细胞的明

显细胞毒性。

[0138] 为了进一步研究GV和PH‑GV的安全性，我们将SCC7细胞的温育时间延长至48小时。

图13d表明，游离GV、崩塌的GV和PH‑GV纳米粒子这三组未以浓度依赖方式引起明显的细胞

死亡。因此，预期GV和PH改性GV在转移性SCC7癌细胞中的毒性是可忽略不计的。

[0139] 实施例13：GV和PH‑GV在裸鼠体内的生物分布

[0140] 根据香港理工大学动物护理和使用委员会(CC/ACUCC)批准的协议来执行动物实

验。向无胸腺裸鼠(七周龄，雌性，20‑24g)的皮下部位注射4×106SCC7细胞的PBS悬浮液(80

μL)。当肿瘤尺寸(在右腿区域)达到120mm3的平均尺寸时，将小鼠随机分为三组：(a)将游离

的ICG溶液注入小鼠的尾静脉中；(b)将ICG标记的GV溶液注入小鼠的尾静脉中；以及(c)将

ICG标记的PH‑GV溶液注入小鼠的尾静脉中。在注射后的0、0.5、1、2、4、8、12、24和48小时，使

用IVIS  Lumina  II(Caliper  Life  Sciences，USA；激发滤光片：780nm，发射滤光片：800nm)

来获取荧光图像。

[0141] 在一剂注射后达到最高积聚量时，收集SCC7肿瘤和正常器官(心脏、肝脏、脾脏、肾

脏、肺和肌肉)，将其用于获取荧光信号强度。

[0142] 由于GV在体外实验展现出的良好的靶向功能和免疫逃逸的能力，我们将ICG标记

的PH‑GV注射入荷瘤小鼠内，使用实时NIRF成像技术进一步评估了纳米粒子的体内生物分

布和肿瘤靶向特性。如图14a‑b所示，对于游离的ICG组和ICG标记的GV组，在早期时间点

(0.5‑2小时)，在小鼠的正常器官(肝脏、肺、脾脏等)中检测到了大量的荧光信号，这是由于

网状内皮系统(RES)在这些器官中的捕获所致，然后这些荧光信号随时间逐渐减少。相反，

ICG标记的PH‑GV在整个小鼠体内产生一致的荧光信号达8小时，而正常器官中没有高荧光

信号增加。并且在静脉注射后8小时在肿瘤部位观察到明显荧光。ICG标记的PH‑GV荧光稳定

增加，并在12小时达到峰值。随后，肿瘤部位的荧光从24小时到48小时逐渐减少，表明PH‑GV

从肿瘤组织中持续排出。然而，在施用ICG和ICG标记的GV后，在肿瘤组织中未发现强荧光信

号。这种鲜明差异可能归因于PH‑GV增强的免疫逃逸和特异性肿瘤靶向能力。

[0143] 为了研究表面修饰后的GV是否可以有效减少肝脏摄取并改善在肿瘤中的积聚，在

SCC7荷瘤模型中研究了表面修饰后的GV的体内靶向能力。如图14c‑d所示，对于ICG标记的

GV处理组，在体内注射后4小时在肝脏中检测到高荧光。即使在处理后12小时，肝脏中仍存

在高水平的荧光。同时，在肿瘤和其它器官中没有出现明显的荧光。肿瘤中的低浓度和肝脏

中的高含量表明，大多数GV被RES捕获，从而导致纳米粒子在血液中的迅速清除。相反，对于

ICG标记的PH‑GV处理的小鼠，在48小时的过程中，肿瘤中的荧光水平比其它器官强得多。肿

瘤中最大的荧光信号发生在处理后12小时，然后荧光信号随时问略有下降。另一方面，在肝

脏和脾脏中检测到低水平的荧光。综上所述，PH修饰显著降低了PH‑GV的RES摄取，并改善了

血液循环和及肿瘤分布情况。PH‑GV的优异肿瘤积聚能力将有利于其在超声分子成像中的

进一步应用，并在几乎没有副作用的情况下广泛提高治疗效果。

[0144] 实施例14：通过PH‑GV进行体内癌症的US成像

[0145] 根据香港理工大学动物护理和使用委员会(CC/ACUCC)批准的协议来执行动物实

验。向裸鼠(七周龄，雌性，20‑24g)的皮下部位注射4×106SCC7细胞的PBS悬浮液(80μL)。当
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肿瘤尺寸(在右腿区域)达到120mm3的平均尺寸时，将小鼠随机分为两组：(a)将GV注入小鼠

的尾静脉中；(b)将PH‑GV注入小鼠的尾静脉中。在注射后，在0、0.5、1、2、4、8、12、24和48小

时，在Vevo  2100成像系统上记录肿瘤部位的US图像。

[0146] 在一剂注射后达到最高积聚量时，执行高功率的US刺激，这可导致GV的破碎。并

且，应用Vevo  2100成像系统来记录US刺激前后的US图像和信号强度，以进行分析。使用

Vevo  2100  Workstation软件来测量回声成像的信号强度。

[0147] 除了PH‑GV的优异肿瘤积聚性外，我们还向SCC7荷瘤模型静脉注射GV和PH‑GV，以

证明表面修饰GV能够在体内产生超声造影，并且显示良好的非线性信号(图15a)。首先，我

们在SCC7荷瘤裸鼠的尾静脉中注入GV或PH‑GV(200μL，浓度20.0nM)，并使用Vevo  2100成像

系统获取非线性超声图像(以18MHz传输)。在图15a中呈现了在注射后0、0.5、1、2、4、8、12、

24和48小时显示肿瘤部位的超声图像。这些图像中的绿色突出了在静脉注射后肿瘤内部超

声信号增强的区域。在PH‑GV组中，我们可以观察到8小时后肿瘤部位的超声信号强度大大

增强。与注射PH‑GV之前的信号相比，在注射后(p.i.)4、8、12和24小时，肿瘤中的US信号分

别增加了1.05±0.13、1.2±0.41、1.51±0.25和1.35±0.12倍(图15b)。该积聚也在注射后

12小时达到峰值，如荧光成像所显示的，并在注射后12小时后开始减少。然而，在GV处理的

小鼠中未发现回声强度的显著变化。为了确认PH‑GV是造成所观察到的造影的原因，我们在

超崩塌压力(supra‑collapse  pressure)(650kPa)下施加了超声脉冲，从而导致造影消失

(图15c)。含有GV的目的区域表现出的反向散射信号比注射缓冲液的对照强60±14％(p＝

0.008)；该差异在GV破碎后消失(p＝0.23)。

[0148] 实施例15：PH‑GV在荷瘤小鼠中的滞留

[0149] 我们研究了静脉注射后实体瘤内GV和PH‑GV的问质渗透。在静脉注射ICG标记的GV

或ICG标记的PH‑GV后12小时从小鼠提取的肿瘤切片用DAPI(蓝色)和抗CD31抗体(红色)染

色，以进行共聚焦成像(图16a)。对于ICG标记的GV组，如图16a所示，我们在肿瘤切片中未发

现ICG荧光信号(绿色)，因为体内GV的快速清除速度导致血液循环时间不足，因此游离GV很

难渗透通过肿瘤组织周围的血管。与之形成鲜明对比的是，PH‑GV组中的ICG荧光远远高于

GV组，这表明用PH修饰GV可以增强肿瘤的积聚和滞留，这是因为有更长的循环时间用于PEG

的EPR效应和HA的靶向性。更重要的是，我们观察到大量ICG荧光信号远离血管定位，这表明

PH‑GV纳米粒子可能会渗透通过肿瘤部位周围的血管并在肿瘤细胞内化，以实现有效的肿

瘤内扩散。

[0150] 实施例16：GV和PH‑GV的细胞毒性

[0151] 将SCC7细胞以每孔8000个细胞的密度接种在96孔板中，并在5％CO2的温育箱中于

37℃过夜培养。第二天，将细胞用PBS洗涤3次，并与一系列浓度的GV、破碎的GV和PH‑GV溶液

在相同条件下温育24小时和48小时。通过CCK‑8测定试剂盒评估细胞活力。在450nm下测量

光密度(OD)，并通过酶标仪进行记录。

[0152] 还通过3′6′‑二(O‑乙酰基)‑4′5′‑二[N，N‑二(羧甲基)氨甲基]荧光素、四乙酰氧

基甲酯(钙黄绿素AM)/碘化丙啶(PI)染色(Sangon  Biotech，中国上海)来研究细胞毒性。将

U87细胞以1×105个细胞的密度接种在6孔板中，并使其生长至80‑90％汇合。用平行浓度的

GV、破碎GV和PH‑GV将SCC7细胞温育24小时。在用PBS洗涤几次并浸入新鲜培养基(1mL)中

后，将黑暗中的对照组在新鲜DMEM培养基中温育。在去除新鲜DMEM培养基后，将PBS中的钙
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黄绿素AM(4μmol/L)和PI溶液(4μmol/L)加入到SCC7细胞中，并在5％的CO2下，在37℃，将其

温育30分钟。最后，使用PBS将细胞清洗三次。通过荧光显微镜获得细胞的荧光图像。

[0153] 为了研究GV的体内毒性，收集正常器官并进行H&E染色。如图16b所示，从心脏、肝

脏、脾脏、肺和肾脏的病理分析来看，用GV和PH‑GV处理的小鼠没有明显的损伤或毒性信号。

如图16c所示，在处理后30天内观察到各个处理组在处理期间体重变化的相似的变化趋势。

值得注意的是，在我们的研究中未观察到GV和PH‑GV对小鼠的急性毒性或不良反应。

[0154] 上述对实施例的描述是为方便本技术领域的普通技术人员能理解和应用本发明。

熟悉本领域技术的人员显然可以容易地对这些实施例做出各种修改，并把在此说明的一般

原理应用到其他实施例中而不必经过创造性的劳动。因此，本发明不限于本文公开的具体

实施例，本领域技术人员根据本发明的原理，在不脱离本发明范畴的情况下所做出的改进

和修改都应该在本发明的保护范围之内。
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