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[摘　 要] 　 目的　 采用抗细胞间黏附分子 1( ICAM-1)纳米靶向超声泡检测动脉粥样硬化(As)早期炎症并探讨其

行超声分子显像的方法及价值。 方法　 以生物素-亲和素法制备抗 ICAM-1 纳米靶向超声泡。 20 只实验兔随机分

为 4 组:对照组、建模 2 周组、建模 4 周组、建模 6 周组,对照组不做任何处理,建模 2 周组、4 周组、6 周组以外科球

囊损伤-高脂胆固醇饲料喂养法建立 As 模型。 对各组行超声造影检查,获取感兴趣区峰值强度(PI)、达峰时间

(PPT)、曲线下面积(AUC)等造影参数。 实验结束后对目标段腹主动脉行病理检测。 结果　 纳米靶向超声泡制备

结果表明 ICAM-1 抗体与纳米超声泡结合率 72. 6% 。 超声造影发现对照组血管腔与血管壁造影剂基本同时消褪;
建模各组造影剂注入 2 min 时,血管腔内造影剂消褪,血管壁局部仍持续显影增强。 分析腹主动脉血管壁最厚处靶

向超声造影曲线显示,随着建模时间的延长,4 组 PPT 差异无显著性(P>0. 05);4 组的 PI、AUC 随着建模时间的延

长而逐渐增大(P<0. 05)。 HE 染色显示对照组血管壁内皮细胞排列完整;建模组血管平滑肌明显增殖;建模 4 周

组、6 周组形成脂质斑块,且 6 周组更显著。 免疫组织化学染色显示 4 组腹主动脉 ICAM-1 阳性染色的平均积分光

密度( IODM)值随着建模时间的延长而逐渐增大(P<0. 05)。 相关性分析表明造影参数 PI、AUC 与腹主动脉 ICAM-
1 阳性染色的 IODM 值呈正相关( r=0. 835,P<0. 05;r=0. 868,P<0. 05)。 结论　 抗 ICAM-1 纳米靶向超声泡可在分

子水平识别 As 早期炎症,为早期检测 As 血管炎症病变提供较为客观、可量化的超声造影参数。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the method and value of anti-intercellular adhesion molecule-1 ( ICAM-1) nano
targeted ultrasound bubbles in detecting early inflammation of atherosclerosis (As) and ultrasound molecular imaging. 　 　
Methods　 Anti-ICAM-1 nano targeted ultrasound bubbles were prepared by biotin-avidin method. 　 20 experimental
rabbits were randomly divided into 4 groups: control group, 2-week modeling group, 4-week modeling group and 6-week
modeling group, with 5 rabbits in each group. 　 The control group was not treated with any treatment. 　 The As models
were established by surgical balloon injury and high-fat cholesterol diet in 2-week modeling group, 4-week modeling group
and 6-week modeling group. 　 Contrast-enhanced ultrasound was performed in each group to obtain the contrast parameters
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such as peak intensity (PI), time to peak (PPT), area under curve (AUC) in region of interest. 　 At the end of the ex-
periment, pathological examination was performed on the target abdominal aorta. 　 　 Results　 Preparation of nano targeted
ultrasound bubbles: the binding rate of ICAM-1 antibody to nano ultrasound bubbles was 72. 6% . 　 Contrast enhanced ul-
trasound: in the control group, the contrast agent of vascular cavity and vessel wall basically disappeared at the same time;
2 min after the injection of contrast agent in each modeling group, the contrast agent in the vascular cavity faded, and the
local vascular wall was still developed and enhanced. 　 The analysis of targeted contrast-enhanced ultrasound curve at the
thickest part of abdominal aorta showed that PPT of the four groups had no significant difference with the extension of mod-
eling time (P>0. 05); PI and AUC of the four groups gradually increased with the extension of modeling time (P<0. 05).
HE staining: the vascular wall endothelial cell of the control group were arranged completely; the vascular smooth muscle of
the model group proliferated obviously; the lipid plaques were formed in 2-week modeling group and 6-week modeling
group, and more significantly in the 6-week modeling group. 　 Immunohistochemical staining: the mean integral optical
density (IODM) value of ICAM-1 positive staining in abdominal aorta of four groups increased gradually with the extension
of modeling time (P<0. 05). 　 Correlation analysis: the angiographic parameters PI, AUC were positively correlated with
the IODM value of ICAM-1 positive staining in abdominal aorta ( r=0. 835, P<0. 05; r=0. 868, P<0. 05). 　 　 Conclu-
sion　 Anti-ICAM-1 nano targeted ultrasound bubbles can identify the early inflammation of As at the molecular level, and
provide more objective and quantifiable contrast-enhanced ultrasound parameters for early detection of As vascular inflam-
matory lesions.

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种慢性

炎症增生性基础病变,对人类的健康构成极大的危

害,尤以其引起的缺血性心脏病、脑卒中为著[1],其
中脑卒中已成为中国寿命年数损失的首位病因[2]。
如何检测 As 早期炎症对临床进行及早治疗干预有

着重 要 意 义。 细 胞 间 黏 附 分 子 1 ( intercellular
adhesion molecule-1,ICAM-1)在 As 炎症的发生发展

过程中起着重要作用,一方面 ICAM-1 异常高表达

于损伤的血管内皮细胞并介导单核细胞向内皮细

胞募集,跃迁分化为组织内的炎症巨噬细胞[3-4];另
一方面在 As 发展进程中平滑肌细胞及内皮细胞下

方的巨噬细胞亦可出现 ICAM-1 的高表达,进一步

推进 As 的进展[5-6]。 本研究以 ICAM-1 为靶标,制
备抗 ICAM-1 纳米靶向超声泡,在以高脂-球囊外科

损伤法构建的兔腹主动脉 As 的模型上,探讨抗

ICAM-1 纳米靶向超声泡评估 As 早期炎症并进行分

子显像的可行性。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

(1)实验动物:20 只雄性健康新西兰大耳兔,4
~ 5 月龄,体质量 2. 0 ~ 2. 6 kg,购自于上海市甲干

生物科技有限公司,动物生产许可证号:SCXK(沪)
2015-0005。 兔饲养于自动冲洗笼架,水箱调节以 4
h / 次的频率自动冲洗笼架,每天上午、下午记录饲

养室的温度、湿度,检查饲养室的通风情况。 本研

究获得了医院伦理委员会的批准(编号:2018K15)。

(2)实验试剂与器材:高脂胆固醇饲料购自于

上海市帆泊生物技术有限公司,实验导管球囊(型
号:12A0602F)购自美国爱德华生命科学世界贸易

公司上海代表处。 USphereTM 超声泡购自南京云桥

生物技术有限公司,ICAM-1 抗体(型号:bs-0608R)
购自于北京博奥森生物技术有限公司。

(3)实验仪器及设备:配备造影功能的超声诊

断仪 ( Toshiba / Aplio400,日本),探头频率 9 ~ 14
MHz;配备 9 MHz 高频探头的便携式 SonoSite(索诺

声)M-Turbo 超声机;UltraMix 振荡器;涡旋震荡仪

Vortex-QL-861;光 学 显 微 镜 ( LAICA DM2000, 德

国)。
1. 2　 抗 ICAM-1 纳米靶向超声泡的制备

以生物素亲和素链接法制备抗 ICAM-1 纳米靶

向超声泡,使用特定的 UltraMix 振荡器(频率 2 000
次 / min,40 s)将标记亲和素 USphereTM 超声裸泡活

化(800 μL / 瓶),接着将 40 μL Biotin / FITC-ICAM-1
抗体加入超声泡瓶内,并以涡旋震荡仪充分混悬 10
s,后置于室温下孵育 30 min,用离心机去除没结合

的抗体。 用荧光显微镜 ( 400 ×) 观察超声泡与

ICAM-1 的结合情况,并通过流式细胞仪检测 Biotin /
FITC-ICAM-1 与超声泡的结合率。
1. 3　 建立动物模型

20 只实验兔随机分为 4 组:对照组、建模 2 周

组、建模 4 周组、建模 6 周组,各 5 只兔,建模组均采

用高脂胆固醇饲料喂养+外科球囊损伤法构建 As
兔模型。 建模组实验兔适应性喂养 1 周,行外科球

囊损伤腹主动脉介入手术,肌注氯胺酮、速新眠(2
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∶ 1 配比)复合麻醉(0. 25 mL / kg),仰卧位,所有实

验兔均剔除左下肢的被毛,分离出股动脉,于该处

滴注利多卡因扩张血管,导管在便携式超声仪器

(SonoSite,M-Turbo)监视下沿股动脉入腹主动脉内,
至肾动脉水平上方 2 cm 处(进管长度约 20 cm),气
囊注气 7. 5 个大气压,向下拉至腹主动脉-髂总动脉

分叉处,重复此操作 4 次。 继续饲养至实验设计的

各组检查时间点。
1. 4　 兔腹主动脉超声造影及分析

于实验设计的各时间点对新西兰大耳兔肌注

0. 1 mL / kg 的速新眠进行麻醉,仰卧于操作床上,剃
去超声操作区的腹壁毛发,于左侧耳缘静脉处置以

留置针。 探头发射频率 11 MHz,深度 1 cm,帧频 45
帧 / s,机械指数 0. 08,造影过程中保持各参数不变。
常规二维及彩色多普勒超声明确腹主动脉血管壁

最厚处,并记录靶目标距髂总动脉分叉处的距离,
方便取材。 4 组实验兔均按 0. 3 mL / kg 的剂量经留

置针处快速团注 ICAM-1 纳米靶向泡,后立即注射 1
mL 的 PBS 冲刷管道,与此同时获取造影模式下的

连续动态图像。 脱机分析造影图像,手动圈出内膜

中膜厚度最厚处,利用超声仪器自带软件对靶目标

区的显影情况进行分析,获取造影达峰时间、达峰

强度、曲线下面积等参数。
1. 5　 血脂检测

4 组实验兔在超声检查完成后,剔除心脏搏动

最强点周围兔毛,碘伏消毒,利用超声仪器进行可

视化穿刺操作,经肋间刺入心脏,抽取 5 mL 血液。
在 4 ℃下将全血离心 15 min 获得血清,对血清样品

用酶法测定血浆总胆固醇( total cholesterol,TC)、甘
油三 酯 ( triglyceride, TG )、 高 密 度 脂 蛋 白 ( high
density lipoprotein, HDL ) 和 低 密 度 脂 蛋 白 ( low
density lipoprotein,LDL)水平。

1. 6　 病理检查

将截取的腹主动脉置入 4%的福尔马林液中封

固,石蜡包埋,横切石蜡块获取组织横切面,厚度约

4 μm,一方面使用光学显微镜观察组织的 HE 染色

情况;另一方面将切片经苏木精复染、脱水、透明、
封片后用光学显微镜(400×)观察 ICAM-1 阳性染色

区域,黄褐色为阳性表达,每组随机选取 5 个视野,
使用 IPP 6. 0 软件测定阳性染色积分光密度值,以 5
张切片的平均值作为每组的平均积分光密度( inte-
grated optical density mean,IODM)值,IODM 值的高

低与 ICAM-1 的含量呈正相关。
1. 7　 统计学方法

采用 SPSS 25. 0 统计分析软件,所有计量资料

均采用 x±s 表示,多组间比较采用单因素方差分析,
P<0. 05 被认为差异有统计学意义。 采用 Pearson
相关性分析法,将超声造影各参数与病理结果进行

相关性分析,P < 0. 05 被认为相关性具有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 一般情况

除建模 4 周组 1 只实验兔因进食不佳、营养不

良中途死亡外,余所有实验兔均成功接受纳米靶向

超声泡造影检查,并取材完成病理检查。
2. 2　 ICAM-1 抗体与纳米超声泡结合的结果

荧光显微镜下观察可见与 ICAM-1 抗体结合的

纳米泡其表面发出绿色荧光环,而裸泡没有。 流式

细胞仪的进一步检测结果显示,ICAM-1 抗体与纳米

泡有效结合率为 72. 6% (图 1)。 以上实验结果表

明,我们通过生物素链接亲和素法成功制备了抗

ICAM-1 纳米靶向超声泡。

图 1. 流式细胞仪检测结果　 　 左图为裸微泡;右图为 ICAM-1 抗体与微泡结合,生物素标记的 ICAM-1 抗体与亲和素化的 USphereTM 纳米
超声泡的结合率为 72. 6% 。
Figure 1. Results of flow cytometry
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2. 3　 各组血脂检测结果

比较各组的 TC、TG、LDL、HDL 水平,发现其均

随着建模时间的延长而升高,其中对照组各项血脂

指标最低,建模 6 周组最高(P<0. 05;表 1)。

表 1. 各组实验兔血脂水平的比较

Table 1. Comparison of blood lipid levels of experimental rabbits in each group mmol / L

分组 n TC TG LDL HDL
对照组 5 1. 67±0. 14 1. 11±0. 09 1. 27±0. 25 0. 59±0. 09
建模 2 周组 5 11. 02±4. 38a 1. 55±0. 16a 10. 99±3. 38a 0. 68±0. 08a

建模 4 周组 4 17. 94. 47±9. 93ab 1. 95±0. 16ab 12. 03±5. 29ab 0. 70±0. 08ab

建模 6 周组 5 34. 55±9. 89abc 3. 19±0. 50abc 15. 65±4. 26abc 1. 24±0. 30abc

F 值 18. 88 49. 93 12. 25 15. 82
P 值 <0. 05 <0. 05 <0. 05 <0. 05
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与建模 2 周组比较;c 为 P<0. 05,与建模 4 周组比较。

2. 4　 各组二维超声及靶向超声造影结果

2. 4. 1　 二维超声　 　 对照组血管内膜中膜厚度不

能被显示,在建模 2 周组血管内膜中膜厚度稍增厚,
厚度约为(0. 17±0. 02)mm;建模 4 周组、建模 6 周

组腹主动脉内膜面可见较小粥样斑块形成,血管内

膜中膜厚度分别约(0. 22±0. 02)mm、(0. 43±0. 06)
mm,随着建模时间的延长,血管内膜中膜厚度逐渐

增大(图 2)。

图 2. 二维超声显示各组腹主动脉血管内膜中膜厚度情况　 　 从左至右依次为对照组、建模 2 周组、建模 4 周组、建模 6 周组。 白色箭

头所指处为血管内膜中膜厚度最厚处。

Figure 2. Two-dimensional ultrasound showed the intima-media of abdominal aorta in each group

2. 4. 2　 超声造影　 　 相对于对照组来说,建模的 3
组在造影剂注入 2 min 时,血管腔内造影剂消褪没

有差异,但后者的血管壁仍持续显影,且随着建模

时间的延长,造影剂的灌注逐渐增多(图 3)。 利用

机器自带软件分析腹主动脉血管壁最厚处获取靶

向超声造影曲线,结果显示,随着建模时间的延长,
各组达峰时间无明显差异,而峰值强度、曲线下面

积平均值均逐渐增大(P<0. 05;表 2)。

图 3. 超声造影 2 min 后各组腹主动脉的显影情况　 　 从左至右依次为对照组、建模2 周组、建模 4 周组、建模6 周组。 白色箭头所指处

为血管内膜中膜厚度最厚处的延迟显影。

Figure 3. The development of abdominal aorta in each group 2 minutes after contrast-enhanced ultrasound

2. 5　 HE 染色及 ICAM-1 免疫组织化学染色结果

2. 5. 1 　 HE 染色病理切片观察 　 　 对照组腹主动

脉血管内皮排列完整,平滑肌细胞排列整齐,呈长

梭形,血管内未见脂质沉积;建模 2 周组血管壁中膜

平滑肌层明显增厚,平滑肌细胞排列紊乱,内皮细

胞下尚未形成斑块;建模 4 周组及 6 周组中膜平滑
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肌细胞亦增殖明显,且在内皮细胞下方有大量的泡 沫细胞堆积成粥样斑块(图 4)。

表 2. 各组靶向超声造影曲线参数比较

Table 2. Comparison of curve parameters of targeted contrast-enhanced ultrasound in each group

分组 n 峰值强度 达峰时间 / s 曲线下面积

对照组 5 8. 20±0. 84 12. 20±1. 30 303. 20±13. 16
建模 2 周组 5 10. 60±1. 34a 13. 60±1. 14 345. 80±31. 90a

建模 4 周组 4 13. 80±1. 75ab 13. 00±2. 83 393. 25±14. 86ab

建模 6 周组 5 16. 80±2. 39abc 13. 40±2. 88 424. 20±19. 02abc

F 值 23. 90 0. 42 30. 30
P 值 <0. 05 >0. 05 <0. 05
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与建模 2 周组比较;c 为 P<0. 05,与建模 4 周组比较。

图 4. HE 染色检测粥样斑块(40×)　 　 从左至右依次为对照组、建模 2 周组、建模 4 周组、建模 6 周组。

Figure 4. Atherosclerotic plaques were detected by HE staining(40×)

2. 5. 2　 ICAM-1 免疫组织化学染色病理切片观察　
　 根据镜下细胞形态的不同,观察到对照组仅在血

管内皮上出现极少量的 ICAM-1 阳性表达 (棕褐

色),但在建模的 3 组除了在血管内皮细胞还在平

滑肌细胞上出现阳性染色,且阳性染色密度远高于

对照组,此外建模 4 周组及 6 周组粥样斑块内的阳

性染色密度最高,泡沫细胞着色显著(图 5)。 IPP
6. 0 软件测量 4 组 ICAM-1 阳性染色区的 IODM 值

分别为 (0. 37 ± 0. 12) × 103、 (21. 30 ± 4. 11) × 103、
(30. 38±3. 12) ×103、(48. 78±4. 79) ×103,随着建模

时间的延长,IODM 值增高,差异有统计学意义(P<
0. 05)。

图 5. 免疫组织化学染色检测各组 ICAM-1表达(400×)　 　 从左至右依次为对照组、建模 2 周组、建模 4 周组、建模 6 周组。

Figure 5. The expression of ICAM-1 was detected by Immunohistochemistry(400×)

2. 6　 相关性分析

相关性分析显示,ICAM-1 在腹主动脉管壁的阳

性染色的 IODM 与靶向超声造影参数峰值强度、曲
线下面积呈正相关( r=0. 835,P<0. 05;r = 0. 868,P<
0. 05)。

3　 讨　 论

目前可用于建立 As 模型的动物主要有兔、鼠、

猪、鸡和猴等,本实验选取了最早使用的实验动物

雄性新西兰兔,它一方面对外源性胆固醇有较高的

吸收率,另外一方面对高脂血症的清除力较低。 本

研究采取在饲养高脂胆固醇饲料基础上以导管球

囊机械损伤血管内皮细胞,以期在较好复制人类 As
病变发生基础上,较快的建立实验模型。 在建模的

过程中兔血脂水平在不同阶段发生明显变化,表明

As 病变的发生、发展与血脂水平密切相关,与 Li
等[7]的前期研究结果相符。
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As 虽是临床上最为常见的疾病之一,迄今为止

有关其发病机制的说法尚未完全统一,但大量的临

床及基础研究支持 As 是一种炎症性病变[8-9],贯穿

疾病的全过程,且与 As 多种并发症的发生息息相

关。 损伤因素通过调控与炎症发生相关的核因子

κB 信号通路上调 ICAM-1 的表达[10],促进 As 的发

生、发展。 ICAM-1 作为与 As 相关的炎症标志物,早
已成为靶向炎症的影像诊断与治疗的分子探

针[11-13]。 目前临床上仍以常规超声作为 As 的主要

检查手段,但其难以发现 As 的早期炎症,不能确定

斑块内炎症程度,仅依据斑块形态学特点判定斑块

的稳定性[14]。 而超声分子影像学可为 As 早期炎症

的诊断提供分子水平的影像学依据。
本实验通过制备抗 ICAM-1 纳米靶向超声泡,

将对照组和建模组进行超声造影,建模 2 周组、4 周

组、6 周组在造影剂注入 2 min 时,血管腔内的造影

剂完全消褪,而管壁出现持续延迟显影,局部增强

较为明显,且随着建模时间的延长,造影参数峰值

强度、曲线下面积也相应增大,差异有统计学意义;
而对照组血管腔和血管壁的的造影剂基本同时消

褪。 提示本研究制备的抗 ICAM-1 纳米靶向超声泡

能在 As 病变血管上靶向持续显影,进一步证实靶向

造影剂对 As 病变分子成像的可行性,与 Zhang
等[15]的研究结果相似,但 Zhang 等在靶向造影剂注

入体内后的观察时间较长,其实验发现即使造影剂

注入 10 min 后,病变血管壁局部仍持续显影。 通过

检测病变血管的 ICAM-1 蛋白的表达结果,发现相

较对照组,建模 2 周在内皮细胞及平滑肌均出现

ICAM-1 的阳性表达,这一发现与前人的研究结果相

符[16],且随着建模时间的延长,内皮细胞下方形成

早期的脂质斑块,且至建模 6 周时,斑块明显增大,
ICAM-1 的阳性染色在单核细胞、巨噬细胞上均成阳

性表达,与毛洋等[17]的研究结果相符。 分析靶向造

影参数峰值强度、曲线下面积与 ICAM-1 组织化学

染色的 IODM 值发现,两者呈线性相关。 本实验利

用抗 ICAM-1 纳米靶向超声泡评估 As 的炎症程度,
定量分析 As 病变血管的增强程度,为早期检测 As
病变血管的炎症提供较为客观、可量化的指标。

本实验尚存在不足之处,研究使用的样本量较

少,有待后续加大样本量,通过抗 ICAM-1 纳米靶向

超声泡实现 As 炎症的特异性检测与靶向治疗,或将

作为进一步的研究方向。
总而言之,本研究通过生物素链接亲和素法成功

制备了抗 ICAM-1 纳米靶向超声泡,并对 As 血管壁

的早期炎症进行超声分子成像,可作为监测炎症变化

的有效检查手段,为后续的靶向治疗奠定实验基础。
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