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[Abstract] Objective Todiscussthevalueandfeasibilityoftargetedmicrobubblesconjugatedtoanti-ICAM-1inmonito-
ringendothelialdysfunction.Methods Fluoresceinisothiocyanate(FITC)wasmixedwithself-mademicrobubblesandanti-
ICAM-1conjugatedmicrobubblesrespectively.EightNewZealandrabbitswerefedwithcholesteroldiettocreatetheanimal
modelofendothelialdysfunction.Aortawasdissectedandtissueslideswereprepared.Twokindsofmicrobubbleswereadd-
edtotheglassslideandthebehaviorsoftargetedandnontargetedmicrobubbleswereobservedthroughfluoroscope.Results
 Microbubbelsretainedwithintheendotheliumweremuchmoreforanti-ICAM-1containingthanforstandardmicrobub-
bles.Thefluorescentsignalfromtheendotheliumfortargetedmicrobubbleswasmuchhigherthanthatofnontargetedones.
Conclusion Microbubblesconjugatedtoanti-ICAM-1havebeenshowntobindtoactivatedendothelialcells.Itcanbeused
toassessearlyendothelialdamage.
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携ICAM-1单抗超声造影剂体外评估
兔腹主动脉内皮损伤实验研究
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[摘 要] 目的 探讨携ICAM-1单抗的超声造影剂评价血管内皮损伤的可行性及其价值。方法 FITC标记自制含氟

碳声振白蛋白造影剂及携ICAM-1单抗的靶向超声造影剂。新西兰大白兔8只,高脂饮食建立内皮损伤动物模型后,取兔

腹主动脉做冰冻病理切片,随机分两组,分别滴加非靶向造影剂、靶向造影剂,比较两种微泡内皮分布情况及相应荧光染色

度的差异。结果 靶向造影剂组内皮黏附微泡明显增多,荧光染色较强。结论 携ICAM-1单抗的造影剂微泡可靶向黏

附于损伤内皮,据此可评价早期内皮损伤。
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  血管内皮功能障碍是动脉粥样硬化的启动因素。研究表

明,内皮受损与内皮细胞过多表达白细胞黏附因子(主要为

ICAM-1)有关。由于ICAM-1在正常组织中几乎不表达,因
此携抗ICAM-1的造影剂微泡可特异结合于损伤内皮细胞表

面。本研究制备FITC标记的携ICAM-1单抗的靶向超声造

影剂,建立内皮损伤家兔模型,采用体外免疫荧光法监测微泡

在损伤内皮靶向显影情况,探讨携抗ICAM-1的超声造影剂

评价早期内皮损害的价值和可行性。

1 资料与方法

1.1 建立血管内皮损伤动物模型 健康新西兰大白兔8只,
平均体重2.2kg,每日给予1%胆固醇颗粒2g喂养4周,采

用高脂饮食损伤血管内皮。

1.2 靶向超声造影剂的制备 使用我科自制含氟碳声振白

蛋白造影剂,去下清液,微泡大小2~5μm,浓度7×109个/

ml。抗体均购自北京中山生物技术有限公司。将1ml造影

剂与1mlICAM-1单克隆抗体混合,随后加入抗体偶连剂,

4℃孵育2h,洗涤、离心,分层后取上浮液,再加入FITC标记

二抗1ml,37℃孵育30min,洗涤数次后得抗ICAM-1及

FITC双重标记的白蛋白靶向超声造影剂(图1)。FITC标记

非靶向造影剂以示对照。

1.3 病理检查 高脂喂养4周后,将所有实验对象全部处

死,立刻解剖动物,截取兔腹主动脉。标本分两份,一部分

3%戊二醛固定,电镜观察血管内皮损伤情况。另一部分冰冻

切片、丙酮固定。切片随机分两组。第1组滴加非靶向造影

剂,第2组滴加靶向造影剂。两组同时37℃恒温孵育30s,取
出,滴加少许PBS液漂洗,加盖玻片,置于光镜病理模式下,
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图1 FITC标记携ICAM-1单抗的靶向超声造影剂(×200)  图2 兔腹主动脉内皮黏附大量携ICAM-1单抗靶向造影剂微泡后荧光显像(×
200)  图3 兔腹主动脉内皮黏附少量普通声振白蛋白氟碳微泡后荧光显像(×200)

观察两种微泡与血管内皮黏附情况。固定视野,调至荧光显

像模式,比较两组内皮荧光染色度。

2 结果

2.1 电镜检查 高脂饮食第4周,所有标本均显示不同程度

内皮损伤。电镜见线粒体肿胀,内质网扩张,内皮间隙增宽,
部分连续中断,内皮细胞脱落、缺失。

2.2 免疫荧光检查 两组血管内皮层均可见造影剂微泡黏

附,第2组黏附微泡明显多于第1组。内皮荧光染色度较第

1组强(图2,3)。

3 讨论

动脉粥样硬化是由于众多危险因素损伤内皮细胞而发生

的一系列炎症反应。研究表明,内皮受损与内皮细胞过多表

达白细胞黏附因子有关,主要为ICAM-1表达增多[1]。由于

ICAM-1在正常组织中几乎不表达,因此携ICAM-1单抗的

造影剂微泡可靶向结合于损伤内皮。已有学者用电镜、活体

显微镜观察到携抗ICAM-1的造影剂微泡大量黏附于病变组

织微循环中[2,3]。Villanueva[4]注意到受损的冠状动脉内皮细

胞表面有大量抗ICAM-1标记的脂质体微泡黏附,并据此评

价冠状动脉内皮功能障碍。本研究应用抗体偶联剂,制备

FITC标记、携ICAM-1单抗的靶向超声造影剂,对不带抗体

的非靶向造影剂也做荧光标记,采用免疫荧光技术体外评估

造影剂与损伤血管内皮黏附现象,比较两类造影剂微泡黏附

程度及相应内皮荧光染色度的差异,探讨携ICAM-1单抗的

造影剂靶向检测内皮功能障碍的可行性,为靶向超声造影评

价动脉粥样硬化早期内皮损伤奠定基础。
高脂饮食第4周,电镜证实腹主动脉内皮损伤模型建立

成功。随着内皮损伤启动,黏附分子等各种炎症介质大量表

达。标本经冰冻、固定处理后,携ICAM-1单抗的造影剂微

泡,将靶向识别ICAM-1高表达的活化内皮细胞并与之特异

结合。因此第2组切片滴加靶向造影剂、孵育后大量微泡黏

附于血管内膜,牢固结合的微泡漂洗过后在内膜面形成强绿

色荧光带。实验结果表明,内皮损伤过程中,细胞黏附蛋白家

族中的ICAM-1、整合素等同时可介导普通白蛋白微泡与之

黏附,所以第1组切片内膜面也有部分普通白蛋白微泡分布。
由于非特异结合的微泡经缓冲液漂洗后损失较多,所以内皮

荧光染色较弱。靶向造影剂微泡与普通含氟碳微泡相比,评
价内皮功能损伤敏感性更高。

新型的靶向性造影剂可携带药物、基因、单克隆抗体等物

质,具备特异性组织摄取和生物学分布的功能[5]。本研究初

步表明,以微泡为载体,整和抗体制备靶向超声造影剂,成本

较低,微泡性能稳定,靶向显影成效高。携ICAM-1单抗的造

影剂微泡可靶向识别、黏附损伤内皮。与电镜、光镜检查相

比,超声造影操作简便、重复性好[6],因而可望成为早期内皮

功能障碍的检测手段之一。
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