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超声造影剂微气泡的包膜黏弹特性的

定量表征研究∗

郭各朴1) 张春兵2) 屠娟1) 章东1)†

1)(南京大学声学研究所, 近代声学教育部重点实验室, 南京 210093)

2)(南京中医药大学附属江苏省中医院, 南京 210056)

( 2014年 9月 7日收到; 2014年 11月 23日收到修改稿 )

包膜黏弹特性显著影响微气泡超声造影剂的诊断及治疗应用效果. 本文结合原子力显微镜技术及声衰减
特性测量提出了一种对微气泡造影剂包膜黏弹特性定量表征的新方法. 首先采用原子力显微镜技术进行机械
特性分析得到包膜微气泡的有效硬度及体弹性模量; 然后测量声衰减特性, 基于微气泡动力学理论, 计算包膜
微气泡的体黏度系数. 为验证方法的有效性, 实验制备了直径为 1—5 µm的白蛋白包膜微气泡造影剂, 原子
力显微镜测量的有效硬度和体弹性模量分别为 0.149± 0.012 N/m和 8.31± 0.667 MPa, 并与粒径无关. 声衰
减特性测量和动力学理论拟合的包膜微气泡的体黏度系数为 0.374 ± 0.003 Pa·s. 该方法可推广至其他种类
包膜微气泡的黏弹特性表征, 对超声造影剂的制备及其诊断和治疗应用有积极意义.

关键词: 超声造影剂微气泡, 原子力显微镜, 黏弹特性, 声衰减特性
PACS: 43.25.+y, 43.80.+p DOI: 10.7498/aps.64.114301

1 引 言

超声造影剂为含有包膜微气泡 (直径为 1—10
µm)的液体,内充空气或者溶解度比空气低的气体;
包膜材料主要有白蛋白类、非离子表面活性剂类、

脂类、聚合物类 [1]. 随着超声造影剂制备技术的不
断进展, 超声造影剂在超声诊断和治疗领域的作用
越来越重要, 其应用包括: 超声造影成像 [2]、超声

分子成像 [3]、超声溶栓 [4]、基因转染与药物输送 [5,6]

和高强度聚焦超声 (HIFU) [7,8]等. 在上述应用中,
微气泡包膜黏弹特性对超声造影剂的性能具有重

要的影响, 例如, 动力学行为 [9,10]、声学吸收特性及

其空化阈值 [11,12]等. 为了更好地促进超声造影剂
在超声诊断和治疗领域中的应用, 微气泡包膜的黏
弹特性的定量表征非常重要.

微气泡黏弹特性的评估方法主要有: 背向散射

和衰减检测 [13]、高速光学成像 [14]、光散射 [15]和原

子力显微镜 [16]. 背向散射和衰减检测方法可以精
确测量微气泡散射的时域和频域特性; 高速光学成
像可以直接观察微气泡的振动; 光散射技术可以分
析单个微气泡在多脉冲作用下的实时数据, 然而这
些方法评估微气泡的黏弹特性时都依赖于微气泡

动力学模型 (如Marmottant [17]及Doinikov [18,19]

等). 由于在动力学模型拟合中弹性系数和黏性系
数均为不确定因素, 拟合得到的包膜参数准确性较
差. 为提高动力学模型拟合结果的准确性, 有必要
先采用其他的实验方法测出弹性或黏性中某个参

数. 原子力显微镜采用纳米级高分辨率显微技术直
接测量聚电解质微胶囊以及其他软颗粒的机械特

性 [20]; Sboros等采用原子力显微镜分析了聚合物
类包膜的微气泡的力学特性, 并估算弹性模量 [21].

本研究提出了一种对微气泡包膜的黏弹特性

进行逐次单参数定量表征的新方法. 首先采用原
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子力显微镜测量包膜微气泡的力学特性, 根据微
气泡包膜的力学特性曲线计算微气泡的弹性模量.
其次, 结合微气泡的声衰减特性测量, 根据动力学
模型拟合出包膜的有效黏性系数. 常用的超声造
影剂微气泡的包膜材料大多为脂膜 (如SonoVue,
Definity等)及白蛋白膜 (Optison等). 尽管当前脂
膜微气泡应用较多, 但白蛋白微泡在国内外科研和
临床工作中仍然得到广泛应用. 且由于白蛋白包膜
微泡的制备更为简单, 为验证本论文提出的方法的
有效性, 我们首先通过实验制备了一种白蛋白膜造
影剂微气泡, 对其黏弹特性进行了实验测量, 并讨
论了黏弹特性与粒径的关系, 为进一步将此方法推
广到脂类包膜乃至纳米新材料包膜的造影剂微泡

的应用研究中奠定有益的基础.

2 材料和方法

2.1 白蛋白微气泡造影剂的制备与尺寸分

布测量

牛血清白蛋白微气泡造影剂采用声振方式制

备 [22]. 分别配置 60%(g/ml)的蔗糖溶液 (分析纯,
西安化学试剂厂)和 10%(g/ml)的牛血清白蛋白溶
液 (国药集团化学试剂有限公司), 将蔗糖溶液与牛
血清白蛋白溶液按体积比 1:1混合, 置于充满全氟
丙烷的压力釜中, 使其达到气体饱和. 将超声粉碎
仪 (VCX 750, Sonics & Materials INC., Newtown,
CT, USA)的超声探头与混合溶液的液面贴合, 在
300 W下声处理 2 min(超声频率为 20 kHz, 脉冲
占空比为 5:5). 在超声作用的同时, 采用微量注射
泵 (Legato 270, KD Scientific Inc. Holliston, MA,
USA)以 7.5 ml/min的速度进行充气, 充气时间为
充5 s停5 s. 制备出的牛血清白蛋白微气泡密闭保
存, 以备测定.

微气泡制备完成静置 2 h后, 取其中分界面处
微气泡试样稀释500倍, 采用激光粒度仪 (AccuSize
780 SIS, PSS. NICOMP, USA)测量微气泡的浓度
和粒度分布. 测量中, 对该微气泡样品进行 5次测
量, 取其平均值.

2.2 原子力显微镜测量白蛋白微气泡造影

剂的包膜弹性

采用原子力显微镜的MultiMode 8系统
(Bruker Corporation, Billerica, MA, USA)在轻敲
模式下测量白蛋白微气泡造影剂的力学特性, 扫描

速度为 0.5 Hz. 将微气泡试样稀释 100倍滴在聚赖
氨酸包被的云母片上, 静置 30 min, 使微气泡吸附
在云母片底部. 通过原子力显微镜内嵌的倒置显
微镜, 调整探针与微气泡的相对位置, 测量微气泡
的大小. 为测量微气泡造影剂的力学曲线, 先对所
使用的无针尖探针 (MLCT-O10, Bruker Corpora-
tion, Billerica, MA, USA)进行校正,实验中使用探
针的有效弹性系数kc和偏转灵敏度分别为 0.0228
N/m和58.91 nm/V.

微气泡的有效硬度 (km)可以通过施加作用力
F时, 微气泡被压缩过程中引起的原子力显微镜悬
臂的偏转距离 (s)来测量, s = d − F/kc, 其中d是

微气泡压缩和探针形变共同作用引起的原子力显

微镜悬臂的偏转距离; F/kc是施加相同作用力F

时, 探针直接作用在云母片上引起的原子力显微镜
悬臂的偏转距离 (即由探针形变引起的原子力显微
镜悬臂的偏转距离). 因此, F -d曲线就可以转换成
为F -s曲线, 根据km = F/s即可计算出微气泡的

有效硬度.
微气泡的有效硬度及体弹性模量可以通过如

下公式计算 [23]:

km =
Eε

1− ν
, (1)

Kp =
km(1− ν)

3(1− 2ν)ε
, (2)

其中E是杨氏模量, ν是泊松比, ε是包膜微气泡的
包膜厚度, Kp是微气泡的体弹性模量.

采用原子力显微镜在接触模式下对微泡包膜

扫描成像测量微气泡包膜厚度 ε, 其中探针共振频
率为 70 kHz, 弹性系数为 0.4 N/m, 扫描频率为 0.5
Hz. 然后利用NanoScope分析软件 (Bruker Co. ,
Billerica, MA, USA)对微气泡包膜的高度扫描图
像进行分析, 从而得到包膜的厚度.

2.3 结合声衰减测量计算微气泡的包

膜黏度

进一步测量微气泡的声衰减特性, 采用Hoff
的微气泡动力学模型 [11], 结合原子力显微镜测量
出的体弹性模量, 从而计算微气泡造影剂的黏性
系数.

包膜微气泡在超声作用下的动力学方程为 [11]

ρLRR̈+
3

2
ρLṘ

2

=P0

(
R0

R

)3κ

− 4ηL
Ṙ

R
− 3µp

R3
0

R3

Ṙ

R
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− 3(Kp − κP0)
R3

0

R3

(
1− R0

R

)
− P0 − Pa(t), (3)

其中R0是微气泡初始半径, ρL是流体的密度, κ是
气体多方指数, ηL是流体的剪切黏度, µP是微气泡

的体黏度, P0 是环境压强, Pa(t)是激励声压. 单个
微气泡的散射截面为

σe = 4πR2
0

cδ

ω0R0

Ω2

{[1−Ω2]2 +Ω2δ2}
, (4)

其中, c是液体中的声速, Ω = ω/ω0, ω是激励角频
率, ω0是线性谐振角频率; 衰减系数为

δ = δL + δS + δR =
4ηL

ρω0R2
0

+
3µP

ρω0R3
0

+
ω2R0

ω0c
,

δL 是液体黏性相关的衰减, δS是包膜黏性相关的

衰减, δR是微泡声辐射衰减. 当微气泡溶液浓度较
低时, 微气泡间的相互作用可以忽略, 则单位距离
的声衰减可表示为

α(ω) = 10 log10(e)
∫ amax

amin

σe(a;ω)n(a)da. (5)

其中a是积分变量, n(a)da为单位体积内微气泡
数, amin和 amax分别为微气泡的最小半径和最大

半径. 然后计算某频率范围内实验声衰减和理论声
衰减的方差:

E(σi,κs) =
∑
i

[αcal(ωi)− αexp(ωi)]
2. (6)

当方差最小时, 即得到微气泡的有效体黏度µP.
图 1为微气泡的声衰减特性测量系统框图.

实验中使用两只宽带平面换能器 (V325-SU, 中
心频率 2.25 MHz, −6 dB带宽为 1.05—3.55 MHz,
Panametrics, Waltham, MA; V326-SU, 中心频率
5.0 MHz, −6 dB带宽为2.75—7.1 MHz, Panamet-
rics, Waltham, MA)以获得 1.05—7.1 MHz的测量
范围, 在两只换能器的交叉频段取两组测量值的平
均值 [11]. 超声波脉冲发射/接收器 (5900PR, Pana-
metrics, Waltham, MA)发射窄脉冲 (脉冲能量为
1 µJ, 脉冲重复频率为 200 Hz, 电压增益为 26 dB)
以驱动换能器, 并接收由反射板反射的信号. 在
此条件下, 经校准超声驱动声压小于 50 kPa, 可确
保微泡最小振幅线性振动. 反射信号由数字示波
器 (54830B, Agilent, Santa Clara, CA)后处理, 信
号采样率为 200 MHz, 采样点为 2000点, 平均 64
次. 脉冲发射接收器和示波器由计算机通过GPIB
(National Instruments, Austin, TX)连接, 由Lab-
View (National Instruments, Austin, TX)软件控

制. 测试的微气泡样品浓度约为 5 × 105个/ml, 将
微气泡溶液注射到自制的由聚乙烯膜包裹的立方

体模具中 (3 cm × 3 cm × 3 cm), 换能器距样品盒
前膜的距离为8 cm.

图 1 微气泡的声衰减测量系统框图

Fig. 1. Schematic diagram of acoustic attenuation
measurement system for microbubbles.

3 结果与讨论

3.1 白蛋白微气泡粒度分布与浓度

微气泡造影剂的粒度分布是影响其声衰减特

性和诊断/治疗效果的关键因素之一. 实验中制
备的白蛋白微气泡的粒度分布测量结果如图 2所
示, 图中实心点为测量数据, 实线为高斯拟合曲线.
由图 2可知, 微气泡的中心直径为 2.56 µm, 其中
99.9%的微气泡直径均在 1.47 µm 与 4.7 µm之间.
超声造影剂微气泡的直径要求低于 8 µm, 可以通
过肺循环到达目标组织和器官, 增强待查组织的回
声信号. 另外包裹高密度惰性气体的超声造影剂微
气泡, 当直径在 2—5 µm时, 稳定性及振动特性较
好. 因此制备的白蛋白微气泡造影剂其粒度分布
符合超声造影要求. 该微气泡造影剂的浓度约为
(1—2) × 108/ml.

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

0

5

10

15

20

/
%

/mm

图 2 白蛋白微气泡的粒度分布图

Fig. 2. Microbubble size distribution of albumin mi-
crobubbles.

114301-3

http://wulixb.iphy.ac.cn
http://wulixb.iphy.ac.cn


物 理 学 报 Acta Phys. Sin. Vol. 64, No. 11 (2015) 114301

3.2 白蛋白微气泡造影剂力学特性测量与

弹性模量评估

在本文的工作中, 我们利用AFM技术对包膜
的弹性系数进行直接测量. 图 3为直径为 2.237 µm
的微气泡造影剂的典型F -s曲线. 由图可知, 在探
针接触到微气泡造影剂后, 随着探针对微气泡的压
缩, AFM悬臂开始出现偏转, 其F -s曲线呈现线性
变化趋势, 该线性变化斜率即为微气泡造影剂的有
效硬度. 直径为 2.237 µm的微气泡的有效硬度为
0.15623 N/m. 图 4为微气泡的有效硬度和体弹性
模量与微气泡直径的关系图, 其中方形实心点表示
不同大小微气泡的有效硬度测量值, 空心圆点表示
不同大小微气泡的体弹性模量值. 由图可以看出,
微气泡的有效硬度和体弹性模量随微气泡半径的

变化无明显变化, 微气泡的弹性特征与微气泡的
大小无关, 而是取决于微气泡包膜材料的物理特
性. 不同大小微气泡的有效硬度约为 0.149± 0.012

N/m. 原子力显微镜测量得到的微气泡包膜厚度为
17.8± 0.8 nm, 在泊松比 ν = 0.4时, 体弹性模量约
为8.31± 0.667 MPa.

在过去的工作中, 研究者们从理论及实验两
方面研究了包膜微气泡的弹性特性. Gorce等为
研究脂膜微气泡SonoVue的弹性特性 [24], 定义了
两种模型, 即CT模型 (等厚度模型, 弹性不随半径
变化)和CR模型 (等比例模型, 弹性系数与半径相
关). 他们根据回声强度的实验研究指出等厚度CT
模型更适合描述SonoVue微气泡, 即其弹性特性不
随半径变化. Chen等采用原子力显微镜测量了脂
膜微气泡的弹性, 指出脂质膜的弹性系数依赖于
粒径, 随着粒径增大按指数规律减小 [25]. Doinikov
等基于零厚度包膜气泡模型 (zero-thickness encap-
sulation model)研究了脂类包膜的造影剂微泡的
包膜黏弹特性, 结果表明白蛋白包膜的造影剂气
泡的黏弹系数随着气泡粒径的增加而增加 [26]. 但
Doinikov等也同时指出这种弹性随粒径的变化可
能与微泡动力学模型中含有多个未知参数带来的

不确定性相关 [26]. 可见, 基于多参数动力学模型
拟合实验数据推测造影剂微泡包膜特性的方法, 不
同形式动力学模型的选用将对结果造成较大的不

确定性. 本文的研究结果指出白蛋白微泡的弹性
系数与粒径无关, 该结果与Gorce等基于CT等厚
度模型研究脂类包膜微泡得到的结论相符合, 但
与Chen等测量得到的脂膜的弹性特性与粒径相关
的结论相悖 [25]. 但由于白蛋白和脂类包膜的材料

种类不同, 在将来的工作中, 我们采用本文提出的
AFM与气泡动力学分析结合的方法脂膜微气泡进
行测量, 并与前人的工作进行进一步的对比验证.
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图 3 直径为 2.237 µm的微气泡的力学特性曲线
Fig. 3. The typical f-d curve of microbubble with
2.237 µm.
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图 4 微气泡有效硬度和体弹性模量与微气泡直径的关系

Fig. 4. The relationship of effective stiffness and bulk
modulus to microbubble diameter.

3.3 白蛋白微气泡造影剂声衰减特性测量

及其动力学仿真

为进一步表征微气泡的有效黏度, 本文进一步
测量了微气泡的声衰减. 图 5为白蛋白微气泡造影
剂的声衰减谱, 其中方形离散点代表微气泡造影剂
的超声衰减测量值, 微气泡造影剂的共振频率约为
3.93 MHz. 基于 3.2节测量得到的有效硬度及其推
算出来的体弹性模量KP, 通过调整体黏度系数µP

计算得到σe,根据 (5)和 (6)式计算出其理论衰减及
其与实验衰减的方差, 当方差最小时, 得到微气泡
的体黏度系数µP = 0.374 ± 0.003 Pa·s. 图 5中连
续实线为利用有效黏弹特性拟合的微气泡造影剂

的声衰减谱, 理论拟合的声衰减谱的共振频率与实
验结果相符合.
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在以往的声衰减特性和动力学仿真相结合估

算包膜黏弹性的方法中, 均是同时调整体弹性模
量KP和体黏度系数µP来获取最小方差, 最终确定
KP, µP. 但由于KP和µP是相互影响的, 因此这种
方法存在很大的不确定性. 本文采用原子力显微镜
技术测量微气泡的弹性特征, 将多参数拟合估算方
式转换为一种单参数计算方式, 提高了微气泡黏弹
性估算的准确性, 为微气泡造影剂在临床诊断和治
疗过程中提供更准确的理论根据.
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图 5 白蛋白微气泡造影剂的声衰减谱及其理论拟合

衰减谱

Fig. 5. The measured and best-fitted acoustic at-
tenuation spectra of the albumin microbubble con-
trast agents.

4 结 论

本研究采用原子力显微镜和声衰减测量技术

定量表征微气泡的包膜黏弹特性. 利用声振方法
制备了白蛋白包膜造影剂微气泡, 采用原子力显微
镜技术测量了机械特性, 从而得到微气泡的弹性模
量. 结果还表明微气泡造影剂的机械特性与微气
泡初始半径无关, 取决于微气泡包膜本身的物理特
性; 进一步通过声衰减测量, 结合微气泡动力学模
型计算得到微气泡的黏性特征. 本文提出的包膜黏
弹特性表征方法中, 利用原子力显微镜技术得到弹
性参数, 将动力学模型中多参数评估转换为更精确
的单参数评估方法. 利用本文提出的方法, 可以根
据临床超声诊断和治疗的要求, 优化微气泡造影剂
的制备. 在今后研究中, 需对脂膜微气泡的黏弹特
性开展测量研究, 以进一步验证该方法的可行性;
并且在AFM技术进一步拓展后考虑进一步研究超
声作用前后的微气泡的弹性系数变化及其对黏性

系数拟合结果的影响.
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Abstract
Ultrasound contrast agent (UCA) microbubbles have been commonly used in clinic to enhance the acoustic backscat-

tering signals in ultrasound imaging diagnosis. With increasing demand for the continuous improvement of imaging res-
olution and sensitivity, new type UCAs (e.g., targeted microbubbles and multifunctional microbubbles) have attracted
growing interest in both medical and scientific communities. Many efforts have been made to modify microbubble shell
properties, which can strongly affect microbubble dynamic behaviors, so as to enable to create some new functionalities
of UCAs. However, accurate characterization of the shell mechanical properties of UCAs has been recognized to be
rather challenging. In previous work, microbubble’s mechanical properties are normally estimated by fitting measured
dynamic response signals with coated-microbubble models. Inevitable uncertainty will be introduced in fitting results
because there are more than one unknown shell parameters are adopted in these dynamic models. In the present paper, a
comprehensive approach is developed to quantitatively characterize the visco-elasticity of the encapsulated microbubbles.
By combining the techniques of atomic force microscopy (AFM), single particle optical sensing (SPOS), acoustic atten-
uation measurement, and the coated-bubble dynamics simulation, the size distribution, shell thickness, shell elasticity
and viscosity of UCA microbubbles are determined one by one in sequence. To examine the validity of this approach,
a kind of albumin-shelled microbubbles with diameters ranging from 1 to 5 µm are fabricated in our lab. Based on
AFM technology, the microbubble effective shell stiffness and bulk elasticity modulus are measured to be 0.149± 0.012

N/m and 8.31 ± 0.667 MPa, respectively. It is noteworthy that the shell elastic property is shown to be independent
of the initial size of microbubbles. Furthermore, the size distribution and acoustic attenuation measurements are also
performed of these bubbles. Then, combined with microbubble dynamic model simulations, the UCA shell viscosity is
calculated to be 0.374 ± 0.003 Pa·s. Compared with previous estimation method, the current technology can be used
as an effective tool to assess UCA shell visco-elasticity with improved accuracy and certainty. It is also shown that the
feasibility to optimize the design and fabrication of UCAs can satisfy different requirements in ultrasound diagnostic and
therapeutic applications.

Keywords: ultrasound contrast agent microbubbles, atomic force microscope, viscoelasticity, acoustic
attenuation
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