
金纳米颗粒（gold nanoparticl，AuNP）作为一种

等离激元纳米颗粒，具有良好的光热转换特性，可

以高效吸收特定波长的光，通过表面等离激元共振

作用实现光热转换，是一种优异的光热治疗剂［1］，同
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［摘 要］ 目的：构建两种结构的金纳米颗粒⁃微气泡复合材料，既能作为超声成像造影剂，又可以利用金纳米颗粒的表面等

离激元效应进行光热转换。方法：一种是将金纳米颗粒包裹在微气泡气体内核中的包金微气泡（gold encapsulated microbub⁃
ble，AuMB），另一种是通过共价键结合的方式将金纳米颗粒装载到微气泡表面的载金微气泡（polyethyleneimine⁃gold loaded mi⁃
crobubble，PEI⁃AuMB），对这两类金纳米颗粒⁃微气泡复合材料进行理化性质的表征，通过体外超声成像评估其超声造影能力，

通过体外光热实验评估其光热转换能力。结果：两种复合结构的微气泡均显示出比空白微气泡（microbubble，MB）更好的超声

造影能力，其中PEI⁃AuMB在超声造影增强的持续时间上有更好的表现；两种复合结构的微气泡也显示出比单纯金纳米颗粒更优

异的光热转换能力，AuMB有更好的光热治疗潜力。结论：金纳米颗粒⁃微气泡复合材料是具有潜力的诊疗一体化载体系统。
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［Abstract］ Objective：Two gold nanoparticle⁃microbubble composites with different structures were constructed，which can be used
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nanoparticles. Methods：One is gold encapsulated microbubble（AuMB）with gold nanoparticles encapsulated in a microbubble gas
core，and the other is polyethyleneimine⁃gold loaded microbubble（PEI⁃AuMB）with gold nanoparticles loaded onto the microbubble
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and their ultrasound contrast capabilities were evaluated by in vitro ultrasound imaging. Their photothermal conversion ability was
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时AuNP本身易于修饰且具有高稳定性，在生物相

容性和细胞毒性等方面也表现出优异的性质，可与

各种类型的生物分子或靶体结合实现功能化［2］。微

气泡作为常见的超声造影剂，具有可修饰的膜壳材

料和气体内核，不仅能有效提高超声图像的对比

度，而且易于装载其他造影剂成分、药物及纳米材

料［3］，基于微气泡诊疗一体化平台的研究近年来受

到了广泛关注［4-7］。

目前已有研究表明，AuNP与微气泡结合形成

的金纳米颗粒⁃微气泡复合结构能使微气泡的非线

性响应得到增强，影响其超声造影能力［8-9］。此外，

AuNP与微气泡结合后，在一定强度连续近红外光

的照射下，AuNP产生的热量不仅可以用于光热治

疗［10］，还会传导至微气泡的气芯，一方面引起周期性

气体热膨胀现象，从而产生高强度的光声信号［11］，另

一方面当微气泡内核气体遇热迅速膨胀导致气泡

破裂时，可损坏周围的癌细胞和组织，达到更好的

治疗效果［12］。因此，金纳米颗粒⁃微气泡复合材料是

一种具有潜力的、集光声/超声双模态造影、肿瘤治

疗于一体的多功能造影剂。然而，基于金纳米材料

和微气泡的诊疗一体化复合材料的研究仍不够深

入和系统，AuNP与微气泡的不同结合方式对超声

成像效果的影响、对光热效应的影响及作用机制鲜

有报道。

本研究的目标是制备出空白微气泡（microbub⁃
ble，MB），并将AuNP和微气泡通过不同的方式结

合，构建两种结构的金纳米颗粒⁃微气泡复合材料，

即 包 金 微 气 泡（gold encapsulated microbubble，
AuMB）和载金微气泡（polyethyleneimine⁃gold loaded
microbubble，PEI⁃AuMB），对两类复合材料进行理化

性质的评估，并在体外探讨结构改变对其超声造影

能力和光热转换效率的影响，分析其影响机制。空白

微气泡与两种金纳米颗粒⁃微气泡的结构如图1所示。

1 材料和方法

1.1 材料

聚乙烯醇（polyvinyl alcohol，PVA）［重均分子量

（MW）=31 000］和 N⁃羟基硫代琥珀酰亚胺（N⁃hy⁃

图1 空白微气泡、包金微气泡和载金微气泡的结构示意图

Figure 1 Schematic illustration of the structure of MB, AuMB and PEI⁃AuMB

：AuNPs：金纳米颗粒

:羧基PEI⁃AuMBAuMBMB

Gas Gas Gas

droxysulfosuccinimide，NHS）（上海阿拉丁控股集团

有限公司）；左旋聚乳酸［poly（L⁃lactic acid），PLLA］
［重均分子量（MW）=30 000，山东岱岗生物科技有限

公司］；二氯甲烷（CH2Cl2）（上海国药集团化学试剂

有限公司）；AuNP和聚乙烯亚胺⁃金纳米颗粒（poly⁃
ethyleneimine⁃gold nanoparticle，PEI⁃AuNP）（南京东

纳生物科技有限公司）；1⁃乙基⁃（3⁃2甲基氨基丙基）

碳二亚胺盐酸性盐［1⁃（3⁃dimethylaminopropyl）⁃3⁃
ethylcarbodiimide hydrochloride，EDC·HCl］（上海易

恩化学技术有限公司）；2⁃（N⁃吗啉）⁃乙磺酸（2⁃mor⁃
pholinoethanesulfonic acid monohydrate，MES）（Sigma
公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 MB和AuMB的制备

首先将 0.15 g的 PLLA溶解到 10 mL的二氯甲

烷中，向二氯甲烷溶液中加入 2 mL超纯水，使用超

声波细胞破碎仪（南京先欧仪器制造有限公司）将

得到的溶液乳化 1 min，功率为 100 W；然后将得到

的乳液加入 5%的 PVA水溶液中，使用数控顶置式

电子搅拌器（北京大龙兴创实验仪器有限公司）搅

拌 4 h，得到微囊溶液；接着将得到的微囊溶液 3
000 r/min离心分离，并多次洗涤至上清液透明清

澈，收集样品沉淀；最后将洗净后的样品加入西林

瓶中冷冻干燥，同时向西林瓶中加入质量分数为

5%的甘露醇作为冷冻保护剂，冷冻干燥完成后向西

林瓶中缓慢冲入氮气，得到MB。
AuMB的制备方式和MB相似，只需要将第一步

中的超纯水换成金纳米颗粒的水溶液。

1.2.2 PEI⁃AuMB的制备

首先将制备中使用的 PVA 水溶液按照段磊
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等［13］的方法进行羧基化，按照制备MB的步骤制备

出羧基化空白微囊。之后将离心洗涤后的微囊悬

浮在MES缓冲液（50 mmol/L，pH=5.4）中，向悬浮液

中加入EDC·HCL（0.4 mg/mL）和NHS（0.6 mg/mL）激
活微囊表面羧基，接着向激活后的悬浮液中加入

PEI⁃AuNP，室温下孵育24 h后洗净样品并收集样品

沉淀。最后将洗净后的样品加入西林瓶中冷冻干

燥，加入质量分数5%的甘露醇作为冷冻保护剂，冷

冻干燥完成后向瓶中缓慢冲入氮气，得到 PEI ⁃
AuMB。
1.2.3 材料的特性表征

使用透射电子显微镜（transmission electron
microscope，TEM）（JEOL公司，日本）和扫描电子显

微镜（scanning electron microscope，SEM）（JEOL 公

司，日本）观察MB、AuMB和PEI⁃AuMB的结构和形

貌。使用粒度仪（Anton Paar 公司，奥地利）测定

MB、AuMB、PEI⁃AuMB和金纳米颗粒的粒径分布和

Zeta电位。使用酶标仪（Thermo Fisher公司，美国）

测定MB、AuMB、PEI⁃AuMB和AuNP的紫外⁃可见光

消光光谱。使用热分析仪（PerkinElmer公司，美国）

测定MB、AuMB和PEI⁃AuMB的差示扫描量热分析

曲线。

1.2.4 体外超声成像实验

实验室制备了与人体软组织声阻抗相似的体

模，体模中有一个用于注入样品的孔洞，将样品注

入体模后，通过小动物超声系统（Visual Sonics 公
司，加拿大）进行成像，超声探头频率为18MHz。

实验中 AuMB、PEI⁃AuMB 和 MB 的浓度均为

1×108个/mL，AuMB⁃1、AuMB⁃2、AuMB⁃3的载金浓

度分别为 5.5×10-3、7.5×10-3、2.1×10-2mg/mL，PEI⁃
AuMB⁃1、PEI⁃AuMB⁃2、PEI⁃AuMB⁃3的载金浓度分别

为1.6×10-2、3.4×10-2、4.8×10-2mg/mL。所有实验都在

相同条件下进行，即相同的温度、溶剂和超声成像

参数。

1.2.5 体外光热转换能力实验

将 0.2 mL不同载金浓度的AuMB和 PEI⁃AuMB
加入到 96孔板中，使用波长为 520 nm的激光照射

15 min，其中激光器的功率分别选用 0.5、1.0、1.5、
2.0 W，在激光照射过程中，使用热成像仪（FLIR公

司，美国）实时记录溶液的温度，并设定MB和AuNP
作为对照组。

本实验中AuMB、PEI⁃AuMB和MB的浓度均为1×
108个/mL，AuMB的载金浓度分别为5.5×10-3、7.5×10-3、

2.1×10-2mg/mL，PEI⁃AuMB的载金浓度分别为 1.6×

10-2、3.4×10-2、4.8×10-2mg/mL，AuNP 浓度为 4.0×
10-2mg/mL。激光照射距离均为 5 cm，光斑直径为

5 mm。

2 结 果

2.1 材料特性表征

15 nm的AuNP包裹于微气泡气体内核中制备

包AuMB，另外选用了15 nm的PEI⁃AuNP，通过PEI⁃
AuNP表面的氨基与微气泡表面的羧基偶联制备了

载 PEI⁃AuMB，AuNP和 PEI⁃AuNP的光吸收特性及

其纳米颗粒内核尺寸大小没有区别（图 2）。对

AuMB、PEI⁃AuMB和MB进行扫描电镜和透射电镜

表征（图3）：MB表面光滑，内部有清晰的膜壳结构；

AuMB内核中可见尺度为15 nm的纳米颗粒，证实了

AuNP在微气泡内核的成功装载，此外，其表面偶见

少许纳米颗粒，这是因为制备过程中，少量未被包

覆到微气泡内部的AuNP吸附到了微气泡表面；PEI
⁃AuMB的表面可见颗粒状物质，透射电镜结果也证

实大量纳米颗粒分布于其膜壳表面，即是通过共价

键偶联于微气泡表面。

为研究AuNP的装载对微气泡粒径和稳定性的

影响，对AuNP、PEI⁃AuNP、MB、AuMB和 PEI⁃AuMB
的粒径分布和 Zeta电位进行了检测（图 4）。AuNP

A：AuNP的透射电镜图片；B：PEI⁃AuNP的透射电镜图片；C：
AuNP和PEI⁃AuNP的紫光⁃可见光消光光谱。

图2 AuNP和PEI⁃AuNP的透射电镜图片及紫外⁃可见光消

光光谱

Figure 2 TEM images and optical extinction spectroscopy
of AuNP and PEI⁃AuNP
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的平均水动力尺寸为（84.18±34.07）nm，Zeta电位为

（-23.73±1.48）mV，聚乙烯亚胺修饰后的PEI⁃AuNP
的平均水动力尺寸为（133.36±3.62）nm，Zeta电位改

变为（29.50 ± 1.67）mV，MB 的平均粒径为（0.59 ±
0.26）μm，Zeta 电位为（-27.38±0.46）mV；AuMB 和

PEI ⁃AuMB 的平均粒径分别为（0.63±0.38）μm 和

（0.71±0.53）μm，与MB相比有些许增加，说明AuNP
在MB内部及表面的装载对微气泡的粒径有一定影

响。AuMB与MB的Zeta电位基本相同，在-27mV附

近，说明将AuNP包裹到MB内部不会对其表面Zeta
电位造成影响，保持了体系的稳定性。而 PEI ⁃
AuMB的Zeta电位为（38.06±0.89）mV，与MB相比有

明显变化，说明Zeta电位为正值的PEI⁃AuNP被装载

到MB表面后，会对微气泡电位带来显著影响，也进

一步印证了 PEI⁃AuNP在MB表面成功装载，此外，

PEI⁃AuMB的Zeta电位绝对值升高也显示了此体系

稳定性提高。

通过紫外⁃可见光消光光谱评估了AuNP⁃微气

泡复合材料的光吸收特性。图 5A是 AuMB、PEI⁃

AuMB、MB 和 AuNP 的紫外 ⁃可见光消光光谱图。

AuNP 的吸收峰在 520 nm 附近，PEI⁃AuMB 在 520
nm附近也对应出现了 1个明显的吸收峰。这一方

面印证了AuNP在微气泡上的成功装载，另一方面

也说明AuNP在微气泡表面的装载没有改变其光吸

收特性；此外，AuMB在 400~600 nm范围内未有明

显的吸收峰出现，说明当AuNP被包裹在微气泡内

部时，受自身团聚方式及微气泡聚合物膜壳材料的

影响，光吸收特性有所改变。对AuMB、PEI⁃AuMB
和AuNP悬浮液的观察印证了以上光谱结果，PEI⁃
AuMB与AuNP颜色相近，均为浅玫红色，而AuMB
呈浅紫色（图 5B），这与 PEI⁃AuMB和AuNP的吸收

峰更为接近的结果相一致。

为研究 AuNP的装载对微气泡膜壳性质的影

响，对MB、AuMB和PEI⁃AuMB进行了差示扫描量热

法（differential scanning calorimetry，DSC）分析（图

6）。可以看到相较于 MB 的单峰，AuMB 和 PEI ⁃
AuMB的DSC曲线均出现了熔融双峰。对于AuMB
来说，大部分AuNP在制备过程中被包裹于其膜壳

A：MB的扫描电镜图片；B：AuMB的扫描电镜图片；C：PEI⁃AuMB的扫描电镜图片；D：MB的透射电镜图片；E：AuMB的透射电镜图片；F：
PEI⁃AuMB的透射电镜图片；G：MB的透射电镜图片局部放大图；H：AuMB透射电镜图片局部放大图；I：PEI⁃AuMB透射电镜图片的局部放大图。

图3 MB、AuMB和PEI⁃AuMB的扫描电镜和透射电镜图片

Figure 3 SEM and TEM images of MB，AuMB and PEI⁃AuMB
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图4 MB、AuMB、PEI⁃AuMB、AuNP和PEI⁃AuNP的粒径分布和Zeta电位分布

Figure 4 Particle size distribution and Zeta potential distribution of MB，AuMB，PEI⁃AuMB，AuNP and PEI⁃AuNP
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内核，相互聚集并通过分子间作用力吸附在微气泡

膜壳内表面，少部分未被包裹的AuNP吸附到微气

泡膜壳外表面，DSC检测时，随着温度的升高，在微气

泡膜壳材料熔融之前，纳米粒子与膜壳之间的吸附力

先被破坏，产生了微小的吸热峰；而对PEI⁃AuMB来

说，随着温度升高，由PEI⁃AuMB膜壳表面羧基与PEI
⁃AuNP表面氨基构成的共价键被破坏，共价键断裂产

生了吸热峰，也使得PEI⁃AuMB的DSC曲线出现了两

个熔融峰。DSC分析结果表明AuMB和PEI⁃AuMB的

膜壳性质与MB的膜壳性质存在差异。

2.2 体外超声成像

为了研究AuNP⁃微气泡复合材料的超声造影能

力，选用了MB以及不同载金浓度的AuMB⁃1、AuMB
⁃2、AuMB⁃3 和 PEI ⁃AuMB ⁃ 1、PEI ⁃AuMB ⁃ 2、PEI ⁃
AuMB⁃3，并通过自制的体模进行超声成像（图

7A~D）。各浓度的 AuMB和 PEI⁃AuMB相比于MB
都有更强的超声信号，并且当装载的AuNP浓度升

高时，超声信号强度也随之提高，说明AuNP的装载

改变了微气泡的超声造影性能。此外，我们还进一

步比较了AuMB和PEI⁃AuMB的超声造影能力。，相

比于PEI⁃AuMB，AuMB在造影初期表现出了更强的

图像增强能力，而随着时间的延长，PEI⁃AuMB表现

出更好的持续显影能力（图7E）。
2.3 体外光热转换能力

对 AuMB 和 PEI⁃AuMB 的体外光热转换能力

A：AuMB、PEI⁃AuMB、MB以及AuNP的紫外⁃可见光消光光谱；

B：AuNP、AuMB和PEI⁃AuMB的悬浮液在自然光下的颜色。

图 5 不同微气泡的紫外⁃可见光消光光谱及其在自然光下

的颜色

Figure 5 Optical extinction spectroscopy and color of sus⁃
pension solution of AuMB，PEI⁃AuMB，MB and
AuNP
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进行了研究，以评估它们用于光热治疗的潜力。

图 8A和图 9A是MB、AuNP、AuMB 和 PEI⁃AuMB在

激光照射下的光热升温曲线。可以发现随着激光

照射时间的增加，3 种载金浓度的 AuMB 和 PEI⁃
AuMB 温度均得到提高，且相比于单独的 AuNP，
AuMB和PEI⁃AuMB有着更强的光热转换能力。同

时，我们还研究了微气泡载金浓度与光热转换能力

的关系（图 8C，图 9C），可以发现，在相同功率激光

的介导下，AuMB和PEI⁃AuMB在15 min内的最高温

度与载金浓度呈正相关。图 8B、D和图 9B、D研究

了AuMB（载金浓度为 5.5×10-3mg/mL）与PEI⁃AuMB
（载金浓度为 3.4×10-2mg/mL）的光热转换能力与激

光功率的关系。结果表明，AuMB和 PEI⁃AuMB的

光热转换能力随激光功率的提高而增强，两者呈

正相关。图 8E和图 9E研究了AuMB（载金浓度为

5.5×10-3mg/mL）与 PEI⁃AuMB（载金浓度为 3.4×
10-2mg/mL）在激光照射下的光热稳定性，可以发现

在每个激光照射周期内，AuMB和PEI⁃AuMB的光热
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A：MB、AuMB和PEI⁃AuMB的差示扫描量热分析曲线；B：MB、AuMB和PEI⁃AuMB在146℃~160℃间的差示扫描量热分析曲线。

图6 MB、AuMB和PEI⁃AuMB的差示扫描量热分析

Figure 6 Differential scanning calorimetry curve of MB，AuMB and PEI⁃AuMB

A：MB、AuMB和PEI⁃AuMB在B模式下的超声图像；B：MB、AuMB和PEI⁃AuMB在造影模式下的超声图像；C：不同载金浓度的AuMB在造

影模式下的信号强度曲线；D：不同载金浓度的PEI⁃AuMB在造影模式下的信号强度曲线；E：AuMB和PEI⁃AuMB在造影模式下的信号强度曲

线。

图7 MB、AuMB和PEI⁃AuMB的超声成像图片

Figure 7 Ultrasound images of MB, AuMB and PEI⁃AuMB
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图8 MB、AuNP和AuMB在激光照射下的温度变化曲线和光热转换稳定性曲线

Figure 8 Temperature variation curve of MB，AuNP and AuMB under laser irradiation，photothermal conversion stability
of AuMBs under laser irradiation

A：MB、AuNP以及PEI⁃AuMB在激光照射下的光热升温曲线；B：PEI⁃AuMB在不同功率激光照射下的光热曲线；C：取不同载金浓度的PEI⁃
AuMB在相同功率激光照射下的最高温度进行线性拟合，y=（1 222.29±148.57）x+（30.59±5.42），R2=0.985 4；D：取PEI⁃AuMB在不同功率激光照

射下的最高温度进行线性拟合，y=（23.18±1.53）x±（33.75±2.10），R2=0.991 3；E：PEI⁃AuMB在激光照射下的光热稳定性曲线。

图9 MB、AuNP和PEI⁃AuMB在激光照射下的温度变化曲线和光热转换稳定性曲线

Figure 9 Temperature variation curve of MB，AuNP and PEI⁃AuMB under laser irradiation，photothermal conversion sta⁃
bility of PEI⁃AuMBs under laser irradiation
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转换能力几乎没有改变，这表明AuMB和PEI⁃AuMB
具有良好的光热稳定性。

此外，我们还对比了 AuMB（载金浓度为 5.5×
10-3mg/mL）与PEI⁃AuMB（载金浓度为1.6×10-2mg/mL）
的光热转换能力（图10）。结果表明，载金浓度较低

的AuMB反而比载金浓度高的PEI⁃AuMB表现出了

更强的光热转换能力。

3 讨 论

本研究将AuNP装载到了微气泡的表面及气体

内核中，构建了两种结构的AuNP⁃微气泡复合材料，

并对其超声造影和光热转换能力进行了评估和比

较。

微气泡的超声造影能力与其膜壳的力学性质相

关，而影响力学性质的关键因素是膜壳结构［14-16］。结

合DSC分析的结果，AuMB和PEI⁃AuMB超声造影能

力增强的原因主要有以下两个方面：一方面，AuNP
的装载使得微气泡膜壳的厚度和组成改变，从而影

响了微气泡的力学特性，改善了超声造影的能力；另

一方面，当微气泡破损后，残存的AuNP聚集在一起，

也可能对超声造影有增益效果［17］。此外，载金浓度

更高的微气泡表现出了更强的造影能力，这说明在

一定装载范围内，更高浓度的AuNP在微气泡表面

或气体内核中的不均匀堆积会产生复杂的线性和

非线性信号［18］，使得具有更高AuNP装载量的微气

泡能够表现出更好的图像亮度。通过对比AuMB和

PEI⁃AuMB的超声造影能力发现，AuMB在造影初期

表现出了更强的图像增强能力，这是因为在制备过

程中，AuNP在AuMB的气芯内团聚，导致AuMB的

收缩被抑制，降低了AuMB气体的扩散速率，增强了

超声造影的效果［19］，但AuNP在AuMB内的团聚也会

导致AuMB刚性增强，在超声波的作用下迅速破裂，

导致在整个超声造影过程中信号的迅速衰弱；而随

着时间的延长，PEI⁃AuMB表现出更好的持续显影

能力，这是因为外部装载的AuNP仅有一部分与微

气泡的表面膜壳相连，其他部分暴露在介质中，具

有较高的自由度，在超声波的作用下，微气泡振动

的不对称性得到增强，从而提高了超声造影的效果

和持续时间［20］。

除MB、AuMB和 PEI⁃AuMB的超声造影能力不

同外，本研究结果还表明，AuMB和PEI⁃AuMB相比

于单独的AuNP具有更好的光热转换能力，主要原

因有以下两点：①相比于自由分散在溶液中的

AuNP，AuMB和PEI⁃AuMB中的AuNP有更高的稳定

性和聚集浓度［21-22］，提高了光热转换效率；②AuNP
温度升高后会与微气泡气体内核发生作用，引起微

气泡振荡［23］，提高了产热能力。此外，AuMB表现出

了比 PEI⁃AuMB更好的光热转换能力，这是因为当

AuNP 包裹于微气泡气体内核中时发生团聚，使

AuNP的光热转换能力增强［24］，且体系散热能力较

弱；而当 AuNP 偶联在微气泡膜壳表面时，PEI ⁃
AuMB上的AuNP仅是堆积排列在微气泡膜壳表面，

从AuMB与PEI⁃AuMB的悬浮液颜色也可以发现这

一点。

综上所述，本研究证明了AuNP的装载可改变

微气泡的声学性质，更有利于增强超声成像，同时，

在激光照射下，装载AuNP的微气泡比单独的AuNP
具有更强的光热转换能力。由于两种微气泡结构

的差异，在性能上它们也各有特点，AuMB具有更好

的光热转换能力；PEI⁃AuMB有更稳定的持续超声

造影增强能力。因此，AuNP⁃微气泡复合材料是良

好的超声造影剂和潜在的光热治疗剂。此外，金纳

米材料的形状会影响其光吸收特性［25］，在后续研究

中会对其他不同形状的金纳米材料（如金纳米棒、

金纳米笼等）与微纳气泡的结合进行研究，同时，

AuNP也是一种潜在的光声造影剂，且AuNP⁃微气泡

复合材料还可以与其他靶向分子或药物偶联，靶向

病灶部位进行超声/光声成像和光热/药物治疗，是

具有良好应用前景的诊疗一体化载体平台。
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