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输出电压对聚焦超声经颅开放血脑屏障
有效性及安全性的影响*

罗凯旋，王钰宏，莫晓艳，井治聪，陈茉弦，敖丽娟

（昆明医科大学 康复学院，云南 昆明 650500）

摘要：目的 采用现有聚焦超声（FUS）治疗系统，固定基础频率等其他参数，探索输出电压对FUS经颅开

放血脑屏障（BBB）有效性及安全性的影响，筛选出合适的输出电压幅值。方法 将SPF级雄性昆明小鼠（8～9 周

龄）随机分为0 mV组、100 mV组、200 mV组、500 mV组和1 200 mV组，尾静脉注射微泡后给予FUS辐照

（Bregma-2.7 mm，lateral+2.5 mm），再经尾静脉注入伊文思蓝（EB），4 h后取材，用脑组织的EB含量表征FUS

经颅开放BBB的有效性指标，用HE染色探查安全性。结果 0 mV组小鼠BBB未开放。各组小鼠脑组织EB含量

比较，差异有统计学意义（P <0.05），且随着输出电压升高，脑组织EB含量显著升高（P <0.05）。0 mV组和100

mV、200 mV组小鼠大脑受超声辐照区域脑组织正常，均无红细胞渗出；500 mV组、1200 mV组小鼠大脑超声作

用区域脑组织有不同程度红细胞渗出。结论 当FUS基础频率为1 MHz，脉宽10 ms，总辐照时间120 s，脉冲重

复频率为1 Hz，SonoVue®六氟化硫微泡剂量2.5 μL/g的情况下，输出电压为200 mV可经颅、高效、安全地开放

BBB，是较为合适的输出电压幅值。
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Effect of output voltage on efficacy and safety of blood-brain
barrier opening via transcranial focused ultrasound*
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Abstract: Objective To explore the influence of output voltage on efficacy and safety of blood-brain barrier

(BBB) opening with focused ultrasound (FUS) by keeping other parameters like base frequency unchanged, thus

screening out the appropriate value of output voltage. Methods SPF male KM mice (8 to 9 weeks old) were

randomly divided into 0 mV group, 100 mV group, 200 mV group, 500 mV group and 1, 200 mV group. FUS

exposure was given (Bregma -2.7 mm, lateral + 2.5 mm) after injections of microbubbles into the tail veins, followed

by injections of Evans blue (EB) via the tail veins. The brain samples were collected 4 h later. The content of EB in

brain was used to indicate the efficacy of BBB opening, and H&E staining was used to investigate the safety.

Results The BBB of mice in the 0 mV group stayed unopen, and the content of EB in brain was different among the

groups (P < 0.05). With the increase in the output voltage, the content of EB in brain was elevated (P < 0.05). The

brain tissues exposed to FUS were normal in the 0 mV, 100 mV and 200 mV groups, where no red blood cell

exudation was observed. There were different degrees of red blood cell exudation in the brain parenchyma exposed

to FUS of mice in the 500 mV group and 1,200 mV group. Conclusions Under the conditions of 1 MHz of base
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frequency, 10 ms of burst duration, 120 s of total exposure time, 1 Hz of pulse repetition frequency, and 2.5 μL/g of

microbubbles, the BBB can be opened effectively and safely via transcranial FUS when the output voltage is set to

200 mV.

Keywords: blood-brain barrier; focused ultrasound; microbubbles; Evans blue; neuromodulation

血脑屏障（blood-brain barrier, BBB）主要由血管

内皮细胞、周细胞、星形胶质细胞等组成[1]，对稳

定大脑微环境有着重要作用。一般情况下，分子

量> 400 Da 的物质无法进入 BBB[2]，在保护脑组织

免受外来毒素侵扰的同时，也限制了大部分治疗

物质的进入，成为治疗脑组织疾病的一道障碍[3]。

聚焦超声（focused ultrasound, FUS）技术可开放BBB，

增加治疗药物的递送效率，进而治疗脑组织疾

病[4-5]。由于具有安全、可逆的特点[6-7]，FUS 开放

BBB临床转化潜力巨大，是当前的研究热点之一。

有学者研究不同子参数对FUS开放BBB的效率和安

全性的影响，结果显示声压（一般由输出电压控

制）和脉宽对 FUS 开放 BBB 的效率影响最大[8]，本

实验在控制其他条件不变的情况下，探索输出电

压对FUS经颅开放BBB有效性及安全性的影响，筛

选出可安全、有效开放BBB的输出电压值。

1 材料与方法

1.1 实验试剂及FUS治疗系统

SonoVue®注射用六氟化硫微泡（平均粒径7.5 μm）
购自云南省医药有限公司，Sigma ® 依文思蓝

（evans blue, EB）、Biosharp® 4% 多聚甲醛溶液、苏

木素-伊红（hematoxylineosin staining, HE）染色试剂

盒（北京索莱宝科技有限公司）；聚焦超声设备由

昆明医科大学康复学院提供（包括信号发生器、功

率放大器、超声探头等）。

1.2 实验动物及分组

实验动物采用 SPF 级昆明小鼠 55 只，雄性，

8～9周龄，体重≥ 28 g，由昆明医科大学实验动物

学部提供，实验动物生产许可证号：SCXK（滇）

K2020-0004，实验动物使用许可证号：SYXK（滇）

K2020-0006。将实验动物随机分为0 mV组、100 mV

组、200 mV组、500 mV组和1200 mV组，每组11只。

各组8只用于脑组织中EB含量测定，3只用于病理

学检查。本实验已通过昆明医科大学动物实验伦

理审查（No：KMMU2019078）。

1.3 FUS开放小鼠BBB及取材

正确连接信号发生器、功率放大器、包封好的

超声探头，并在信号发生器上设置好参数（基础频

率为1 MHz，脉宽10 ms，总辐照时间120 s，脉冲

重复频率1 Hz），检查仪器运行正常。将小鼠放于

预麻箱中，打开麻醉系统，调整至合适的气流流速

和麻醉剂（异氟烷）剂量。待小鼠麻醉进入平稳状态

后将其固定于小鼠适配器上，用麻醉面罩持续给予

麻醉支持，调整固定位置使小鼠颅顶与地面平行；

用电推剪和脱毛膏予小鼠颅顶皮肤脱毛备用；用铁

架台将超声探头固定于小鼠头皮上，中间用耦合剂

填充，使探头正对小鼠左侧海马（Bregma-2.7 mm，

lateral+2.5 mm）。按照说明书配置 SonoVue®注射用

六氟化硫微泡（平均粒径7.5 μm）溶液，配置好的微

泡6 h内有效。根据体重用胰岛素针抽取相应体积

（2.5 μL/g）的微泡，以一定速度经尾静脉注入。10 s

后打开信号发生器并计时，120 s后关闭开关。经尾

静脉注入 2.5 μL/g 的 EB 溶液（浓度 2%，示意图见

图1）。FUS辐照 4 h后常规生理盐水灌注取鼠脑，

用于 HE 染色的标本放入 4% 的多聚甲醛溶液中固

定，EB定量评价的标本去除嗅球和小脑后待检。

连接架构

耦合剂

超声探头

超声探头适配器

微泡

EB

信号发生器

功率放大器

电
源

图1 FUS开放BBB示意图
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1.4 脑组织蓝染的定性评价及蓝染程度观察

肉眼观察鼠脑上视面和冠状切面EB的渗出情

况，并用单反相机对鼠脑上视面和冠状切面拍照。

1.5 脑组织蓝染程度的定量评价

以小鼠脑组织中EB含量作为BBB开放程度的

指标。

1.5.1 EB 标准曲线制作 配置 25.00000 μg/mL、

12.50000 μg/mL、 6.25000 μg/mL、 3.12500 μg/mL、

1.56250 μg/mL 和 0.78125 μg/mL 的 EB 溶液，用日

本日立株式会社的 U3010 型紫外分光光度计检测

EB 溶液最大吸收峰，并检测最大吸收峰处各浓

度 EB 溶液的吸光度值，每个浓度梯度测量 3 次，

取平均值。对各浓度梯度及其所对应的吸光度

值进行回归分析，求出回归方程并绘制 EB 标准

曲线。

1.5.2 各组脑组织EB含量测定 称重后的脑组织

切成小块浸泡于含3 mL甲酰胺溶液的5 mL离心管

中，做好标记并置于37℃恒温箱中萃取24 h，25℃

下以 3 000 r/min 离心 10 min，取上清液1 mL于比色

杯中，以同体积甲酰胺作为空白对照，采用紫外

分光光度计检测EB最大吸收峰处样本溶液的吸光

度值，每个样本测量 3 次，取平均值。将 3 mL 甲

酰胺中EB总含量除以脑组织总重量得到每克脑组

织的EB含量。

1.6 HE染色检测不同输出电压下FUS经颅开放

BBB小鼠脑组织的变化

小鼠脑组织经常规固定、脱水后用OTC包埋，

制备厚度为10 μm的冷冻切片（选取FUS辐照中心

区域切片）。将小鼠脑组织切片采用 HE 染色，经

脱水、透明后用中性树脂封片，并在显微镜下观

察不同组小鼠脑组织变化。

1.7 统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，先对数据进行方差齐

性检验，若方差齐则进行单因素方差分析，进一

步两两比较采用 LSD-t 检验；方差不齐则做 H 检

验，若差异有统计学意义，对数据进行秩变换后

再行两两比较（LSD-t检验）。P <0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 不同输出电压下FUS经颅开放BBB的小鼠脑

组织蓝染情况

0 mV组脑组织未见EB渗出，100 mV组、200 mV

组、500 mV 组、1 200 mV 组超声未辐照区域脑组织

未见EB渗出，辐照区域均有不同面积和程度的BBB

开放，BBB开放区域与辐照位置一致，说明当输出电

压为100 mV、200 mV、500 mV、1 200 mV时，FUS可

以开放BBB，且随着输出电压的升高，脑组织上视

面和冠状面所对应的 BBB 开放面积和蓝染程度逐

渐增加，见图2。

2.2 不同浓度EB溶液标准曲线

经全波长扫描发现EB在620 nm处有最大吸收

峰，以甲酰胺作为空白调零液，对各梯度浓度的

EB吸光度及其浓度进行回归分析，回归方程：Y =

12X+0.0925（Y 为 EB，X 为吸光度值），R2=0.9999，

拟合性好，所得标准曲线见图3。

2.3 各组小鼠脑组织EB含量比较

0 mV组、100 mV组、200 mV组、500 mV组、

1 200 mV 组小鼠脑组织 EB 含量分别为（2.81±

0.97）μg/g、（3.87±0.51）μg/g、（13.07±1.47）μg/g、

上视面

冠状面

0 mV组 100 mV组 200 mV组 500 mV组 1 200 mV组

图2 不同输出电压下FUS开放BBB的小鼠脑组织蓝染情况
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（34.2±19.4）μg/g、（76.83±16.92）μg/g，经H检验，差

异有统计学意义（H =35.958，P =0.000）。100 mV组、

200 mV组、500 mV组和1 200 mV组小鼠脑组织EB

含量分别与0 mV组比较，差异有统计学意义（P <

0.05），即当输出电压为100 mV、200 mV、500 mV和

1 200 mV时，FUS可开放BBB。200 mV组、500 mV

组、1200 mV组小鼠脑组织EB含量分别与100 mV

组比较，差异有统计学意义（P <0.05），且 500 mV

组和1200 mV组小鼠脑组织EB含量高于200 mV组

（P <0.05），1 200 mV 组高于 500 mV 组（P <0.05），

即随着输出电压升高，EB渗透量逐渐增多，提示

BBB开放效率逐渐升高。

2.4 不同输出电压下FUS经颅开放BBB的小鼠脑

组织受辐照情况

0 mV组、100 mV组、200 mV组小鼠大脑受超

声辐照区域脑组织未见明显异常，均无红细胞渗

出。500 mV组小鼠大脑超声作用区域有红细胞渗

出，该输出电压下FUS同时开放BBB不能兼顾安全

性。1 200 mV组小鼠大脑超声作用区域脑组织有大

量红细胞渗出，该输出电压下FUS亦无法安全开放

BBB，见图4。

3 讨论

FUS可将超声能量集中于焦点并于局部发挥作

用。放大镜是FUS的一个形象化类比[9]，把放大镜

置于阳光下，入射太阳光可汇聚于焦点，在焦点

范围内更容易引燃可燃物，而在焦点外的区域则

难以实现。由于其聚焦的特性，相比平面超声，

FUS 作用更为集中，在神经调控等治疗领域更有

优势。

BBB 的存在为脑组织疾病的治疗带来一定困

难，开放 BBB 有助于治疗药物进入脑组织，优化

疗效[10]。静脉注射甘露醇是常见的BBB开放方法，

此方法可导致 BBB 广泛开放，不具靶向性；电穿

孔技术需将电极插入脑组织中，属有创治疗，难

以推广[11]。FUS联合微泡可安全、有效且可逆[6-7]地

开放BBB并提高治疗药物的递送效率[12-13]。有研究

表明，FUS开放BBB可使脑恶性神经胶质瘤模型小

鼠大脑肿瘤组织中贝伐单抗的含量增加至对照组

的5.7倍，小鼠中位生存期延长58%[4]。另1项研究

利用FUS使BBB局部开放，小鼠脑肿瘤组织中替莫

唑胺含量明显增加[14]。此外，FUS开放BBB还可提

高基因[15]、免疫细胞[16]、免疫因子[17]和天然化合药

物[18]的递送效率。除了提高治疗药物的入脑效率

外，FUS开放BBB本身也具有治疗作用。JORDÃO

等[19]运用 FUS 经颅开放 AD 小鼠大脑 BBB，在未递

药的情况下观察到了β-淀粉样蛋白斑块明显减小，

而且星形胶质细胞和小胶质细胞被激活，这两种

胶质细胞中的 β-淀粉样蛋白含量增加，提示星形

30
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图3 不同浓度EB溶液的标准曲线

×40

×200

0 mV组 100 mV组 200 mV组 500 mV组 1 200 mV组

200 μm 200 μm 200 μm 200 μm 200 μm

1 mm 1 mm 1 mm 1 mm 1 mm

图4 不同输出电压下FUS经颅开放BBB小鼠脑组织受辐照情况 （HE染色）
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胶质细胞和小胶质细胞被激活可能与 β-淀粉样蛋

白的内化作用有关。FUS 可在微泡作用下开放

BBB，医学界对 FUS 开放 BBB 的机制进行大量探

究，目前普遍认为FUS开放BBB的机制主要与超声

波空化作用有关，当微泡流经FUS作用区域时，会

被不断压缩、膨胀甚至爆破，使血管内皮细胞之

间的紧密连接出现松动，导致BBB开放[20]。

FUS是否能够开放BBB与超声参数密切相关。

有学者就不同子参数对FUS开放BBB的效率和安全

性的研究结果显示，声压 （一般由输出电压控制）

和脉宽对 FUS 开放 BBB 的效率影响最大，并且与

BBB开放区域组织的损坏程度高度相关，而脉冲重

复频率、总辐照时间、微泡种类及剂量等参数对

FUS开放BBB的安全性影响较小[8]。本研究主要是

在固定其他参数的情况下探讨最佳的输出电压值。

由于技术原因，早期的FUS实验需要移除颅骨[21]，

但随着 FUS 技术和设备的进步，目前已实现经颅

FUS治疗。经颅FUS联合微泡开放BBB的实验中大

多采用低频超声，因为其在穿过颅骨过程中产生

的声束路径变形较小，可一定程度上减少颅骨的

不利影响[22]。另外，大部分实验使用的脉冲重复频

率为1 Hz[23]，因此本研究选用基础频率1 MHz的低

频超声探头，并将脉冲重复频率设定为1 Hz。输出

电压主要影响换能器所产生的声压值，在一定范

围内，输出电压越高，所产生声压也越高。本研究

结果显示，当FUS基础频率为1 MHz，脉宽 10 ms，

总辐照时间120 s，脉冲重复频率1 Hz，SonoVue®注
射用六氟化硫微泡（平均粒径7.5 μm）剂量2.5 μL/g
时，输出电压为100 mV、200 mV、500 mV、1200 mV

时 FUS 均能够开放 BBB。100 mV 时 BBB 开放效率

较低，而 200 mV、500 mV、1 200 mV 的输出电压

可高效开放BBB；就安全性而言，100 mV、200 mV

的输出电压可安全开放BBB，而500 mV、1200 mV

在开放BBB的同时难以保证安全性，200 mV 既能

有效开放 BBB，又能保障安全性，后续实验中笔

者将把200 mV作为输出电压。

综上所述，本实验利用现有FUS治疗系统，固

定 FUS 基础频率为 1 MHz，脉宽 10 ms，总辐照时

间 120 s，脉冲重复频率 1 Hz，SonoVue®注射用六

氟化硫微泡（平均粒径7.5 μm）剂量2.5 μL/g，探索

出可经颅、高效、安全开放小鼠BBB的输出电压为

200 mV，为下一步FUS经颅无创开放BBB治疗脑组

织疾病提供依据。
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