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摘   要：气囊是一种由蛋白质外壳包裹气体形成的纳米级细胞结构，常见于蓝藻和嗜盐古菌中。

气囊中包含的气体在超声波作用下，能够散射声波并产生谐波信号而增强信噪比，具备成为新型

超声造影剂的潜质。但目前提取气囊的方法主要是传统的高渗裂解法，该操作过程烦琐、得率低，

不适用于气囊的大规模提取。针对这些技术瓶颈，文中建立了一种快速、高效的微囊藻气囊分离

方法，称为 H2O2 法。较传统的高渗裂解法该方法可将气囊的得率提升 3 倍以上，提取气囊的时间

从 24 h 缩短为 7 h。H2O2 法不仅适用于实验室培养的微囊藻中气囊的提取，同时适用于提取含有

胶鞘壁的野外群体微囊藻的气囊。用 H2O2 法提取的气囊表现出良好的超声造影特性。总之，该技

术以其高效性和广谱性展现出较好的工业生产潜力，为开发气囊作为生物合成的超声造影剂提供

了技术支持。 

关键词：气囊；超声造影剂；高渗裂解法；H2O2 法  
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Abstract: Gas vesicles are a unique class of gas-filled protein nanostructures which are commonly 

found in cyanobacteria and Halobacterium. The gas vesicles may scatter sound waves and generate 

harmonic signals, which enabled them to have the potential to become a novel ultrasound contrast agent. 

However, the current hypertonic cracking method for isolating gas vesicles contains tedious operational 

procedures and is of low yield, thus not suitable for large-scale application. To overcome these technical 

challenges, we developed a rapid and efficient method for isolating gas vesicles from Microcystis. The 

new H2O2-based method increased the yield by three times and shortened the operation time from    

24 hours to 7 hours. The H2O2 method is not only suitable for isolation of gas vesicles from 

laboratory-cultured Microcystis, but also suitable for colonial Microcystis covered with gelatinous 

sheath. The gas vesicles isolated by H2O2 method showed good performance in ultrasound contrast 

imaging. In conclusion, this new method shows great potential for large-scale application due to its high 

efficiency and wide adaptability, and provides technical support for developing gas vesicles into a 

biosynthetic ultrasonic contrast agent. 

Keywords: gas vesicles; ultrasound contrast agent; hypertonic cracking method; H2O2 method 

 

超声成像作为临床诊断和生物学研究的常

用手段，具有高时空分辨率、深穿透性和低成

本等优点[1-3]，特别是超声造影剂的靶向修饰可

在分子水平上无创显示血栓、炎症及肿瘤血管，

拓宽了传统成像模式的诊断能力和实用性[4-5]。

携带药物的造影剂在受到低强度的超声辐射

时，发生爆破并释放药物，发生空化效应，使

附近的毛细血管和细胞通透性增高，提高组织

对药物的摄取率。因而超声造影剂在脑部、心

血管和癌症等重大疾病的检测和治疗中具有较

好的应用前景[6-9]。  

目前，临床上使用较多的造影剂是人工合

成的由脂质、聚合物或蛋白外壳包裹气体的微

泡，直径为几微米 (1–8 μm)，体积较大，无法

穿过血管壁进入非血管肿瘤部位成像，使其在

医学应用中受到了限制[10]，同时还存在生物安

全性的问题。 

最近研究发现，来源于蓝藻和古菌内的气

囊能显著增强超声成像的效果[11]。气囊蛋白外

壳包裹的内部气体和周围介质之间的声阻抗不

同使其能够散射声波，产生谐波信号，显著增

强含气囊区域的对比度，并提供可区分的超声

信号。并由于其纳米级尺寸，使气囊在超声成

像中展现出巨大的潜力[12-13]。 

气囊主要存在于蓝藻和古菌中，参与气囊

形成的基因有 gvpA1A2A3CNKJKFGWV，其中
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Gvp A 和 Gvp C 是形成气囊的主要结构蛋白[14]。

Gvp A 具有很强的疏水性，在气囊壁上形成间

距为 4.6 nm 的棱纹结构。Gvp C 与 Gvp A 相互

作用增强气囊壁的强度[15]。其他蛋白功能未知。

为了将气囊广泛应用于临床研究中，2018 年

Shapiro 团队通过基因工程的方法将表达气

囊 的 基 因 簇  (ARG1) 在 肠 道 益 生 菌 ECN 

(Escherichia coli strain Nissle 1917) 中表达，实

现了微生物活体超声成像[16]。另外，Farhadi 等

将 mARGs 稳定表达于人体肾脏细胞，HEK-293T

之后将含有气囊的 HEK-293T 注射于免疫缺陷

小鼠腹部构建肿瘤模型，在超声成像下，可清

晰地勾勒出肿瘤组织的轮廓[17]。这些研究表明

气囊可以作为一种新型的超声造影剂。 

除上述在异源细胞中表达气囊基因获得气

囊以外，还可以直接从蓝藻或古菌中提取气囊，

直接或修饰后进行超声成像[18-20]。藻类易于培

养，且气囊含量丰富，是理想的气囊制备原料。

前人通过摸索建立了从铜绿微囊藻提取气囊的

方法[21]，这里称为“高渗裂解法”。但该方法操

作烦琐、耗时长、得率低，不适用于气囊的大

规模提取。 

鉴于此，本文建立了一个快速、高效提取

微囊藻气囊的方法 (H2O2 法)，为进一步开发生

物合成的超声造影剂提供了技术支撑，展现出

较好的工业潜力，同时也为研究气囊的精细结

构提供了原材料。 

1  材料与方法  

1.1  藻种与培养 

藻种：微囊藻 FACHB-2329、FACHB-1326、 

FACHB-928、FACHB-1416、FACHB-930 和珠

海 微 囊 藻 从 国 家 水 生 生 物 种 质 资 源 库 

(http://algae.ihb.ac.cn/) 获得。 

培养：将藻置于 500 mL 锥形瓶 (200 mL

培养基 ) 培养，温度为 28 ℃，光照强度为    

20 μmol/(m2·s)，光暗比为 14 h︰10 h，接种量

为 4×105 个/mL，待藻生长到对数期进行后续

实验。 

BG11 培养基：1 L 去离子水中含有 1.5 g 

NaNO3、40 mg K2HPO4、75 mg MgSO4·7H2O、

36 mg CaCl2·2H2O、6 mg 柠檬酸、6 mg 柠檬酸

铁、1 mg Na2EDTA、20 mg Na2CO3、1 mL A5 

(trace mental solution)；其中 A5 组成为 1 L 去

离子水中含有 2.86 g H3BO3、1.86 g MnCl2·H2O、

0.222 g ZnSO4·7H2O、0.079 g CuSO4·5H2O、  

0.39 g Na2MoO4·2H2O 和 0.049 g Co(NO3)2·6H2O。

最终使用 1 mol/L NaOH 将培养基 pH 调整到 9.5。 

1.2  建立新型提取微囊藻气囊的方法 
Drábková 等研究显示 H2O2 能有效抑制大

部分蓝藻类群的生长[22]，且 H2O2 能分解为水和

氧气，满足了气囊作为造影剂的无毒性要求。

所以选用 H2O2 作为主要试剂，建立了一个简

便、高效提取微囊藻气囊的方法。 

1.2.1  确定最佳藻细胞浓度 

在 6 个 50 mL 锥形瓶中分别加入 10 mL 的

藻液，分别将对数期的细胞稀释或浓缩至

0.5×107 个/mL、1.0×107 个/mL、2×107 个/mL、

3×107 个/mL、4×107 个/mL 和 8×107 个/mL，各

加入终浓度 0.02 mol/L 的 H2O2，置于摇床上，

转速为 65 r/min，过夜处理。以上做 3 组生物学

重复。 

1.2.2  确定过氧化氢的最佳终浓度 

取一瓶生长到对数期的藻，将细胞浓度调整

为 3×107 个/mL。分别加入终浓度为 0.002 mol/L、

0.01 mol/L、0.02 mol/L、0.05 mol/L、1 mol/L、

3.5 mol/L 和 7 mol/L 的 H2O2 溶液；置于摇床上，

设置转速为 65 r/min，过夜处理。以上做 3 组生

物学重复。 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1592 

1.2.3  确定最佳处理时间 

取一瓶对数期的藻，将细胞浓度调整为 

3×107 个/mL，加入终浓度为 1 mol/L 的 H2O2 溶

液。置于摇床上，以 65 r/min 的转速，分别处

理 5 min、10 min、30 min、60 min、120 min 和

240 min。以上做 3 组重复实验。 

1.2.4  收获气囊 

藻液经 H2O2 溶液处理之后，分装于 15 mL

的离心管，置于离心机 (AVANTI J-E，Beckman)

中，在 4 ℃、400×g 离心 2 h (重复操作至离心

管上层不再有白色乳状物)；用注射器将上层

的白色乳状物吸取到 1.5 mL EP 管中，与   

0.01 mol/L PBS 溶液 (pH 7.4) 以 1︰1 混匀，

400×g 离心 (4 ℃，1 h)，收集上层白色乳状物。

重复 3 次。白色雾状物即为气囊。 

1.2.5  各实验组提取气囊的量的比较 

统计各实验组提取到的气囊溶液的体积

v；使用氨基黑定量法定量，计算出气囊溶液

中的蛋白浓度 c；得到气囊溶液中总蛋白的量

n=v×c。 

1.2.6  藻细胞全蛋白、藻渣残留蛋白及其气囊

蛋白样品制备 

藻细胞全蛋白及藻渣残留蛋白样品：6 000 r/min

离心 5 min，收集藻细胞或提取过气囊的藻渣；

用 1 mL 的细胞裂解液 (20 mmol/L Tris-HCl 

(pH 7.5)、150 mmol/L NaCl、1% DDM (十二烷

基-beta-D-麦芽糖苷)、1 mmol/L PMSF (苯甲基

磺酰氟)) 重悬藻细胞或藻渣；以 20%的振幅，

冰水浴超声 10 min，超声时间 5 s，间隔 9 s (仪

器：美国 BRANSON Sonifier 250D/450D)；冰

上孵育 1 h；4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min，取

上清，即为可溶性蛋白质溶液。加入 5×样品缓

冲液 (0.225 mol/L Tris-HCl (pH 6.8)，50%甘油，

5% SDS (十二烷基硫酸钠)，0.25 mol/L β-巯基乙

醇，0.05%溴酚蓝)，95 ℃水浴煮 10 min；利用

氨基黑进行蛋白定量。 

气囊蛋白样品：将气囊溶液的 OD500 调整

到 1.5 左右，加入含有 10% SDS 的 2×样品缓冲

液 (0.09 mol/L Tris-HCl (pH 6.8)，20%甘油，10% 

SDS，0.1 mol/L β-巯基乙醇，0.02%溴酚蓝) 中[23]，

95 ℃水浴 10 min；利用氨基黑进行蛋白定量。 

1.2.7  Western blotting 检测 Gvp C 蛋白的含量 

对蛋白样品定量之后，藻细胞全蛋白和藻

渣残留蛋白上样 5 μg，气囊蛋白上样 1 μg；经

15% SDS-PAGE 胶分离之后，分别进行考马斯

亮蓝染色定量和转膜；转膜后通过用兔 IgG 特

异性的碱性磷酸酶标记山羊抗体 Gvp C 孵育[24]，

然后显影和扫描。 

1.2.8  气囊负染制样 

将 200 目的铜网倒扣在 OD500=0.5 左右气

囊液滴上，静置 5 min；用滤纸吸取多余溶液；

黑暗条件下，用磷钨酸染色铜网 5 min；室温

晾干 15 min，置于透射电子显微镜  (Hitachi 

HT-7700) 下观察。 

1.2.9  统计气囊的体积分布 

使用 Image J 软件打开气囊的电镜照片，统

计每个气囊的长度 L (nm) 和直径 D (nm)。计算

各个气囊的体积 V(nm3)=Л·(D/2)2·L，统计气囊的

数量 n=500；将数据导入到 Graph Prism 中作图。 

1.3  气囊的体外造影 
称量 1 g 琼脂糖置入 100 mL 的去离子水

中，放入微波炉加热至琼脂糖完全融化，取出

摇匀；冷却到 60 ℃左右，倒入 90 mm×50 mm

的一次性细胞培养皿中；完全凝固后，使用   

一次性吸管在平皿中央等距离打 4个孔；将 PBS

溶液和 OD500 值为 2.4 的微囊藻 FACHB-2329、

FACHB-1326 和 FACHB-930 的气囊溶液分别与

60 ℃的琼脂糖溶液以 1︰1 体积混合，冷却。调

整超声仪器 (型号：GE公司 LOGIQ E9) 各参数：

AO (输出功率) 为 100%、D (深度) 为 3.5、Gn 
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(增益) 为 8、MI (机械指数) 为 1.2；选取超声

造影实时双幅对照模式，并将超声耦合剂挤在

超声仪器的 9 L 探头上，注意不要产生气泡；

将 9 L 探头放置于培养皿中央，保证在样品的

正上方，保持稳定之后，发射声波直到不再有

造影信号。 

使用超声仪器 (LOGIQ E9) 的功能—超声

造影定量分析  (ultrasonic contrast quantitative 

analysis) 测定随时间变化不同藻的气囊造影信

号的变化情况。 

2  结果与分析  

2.1  建立提取微囊藻气囊的方法  
因高渗裂解法操作烦琐，无法高效率地提

取气囊，据报道，当藻细胞受到氧化胁迫时，

细胞膜脂质损伤，破坏了细胞膜结构[25]。我们

根据上述原理利用过氧化氢处理细胞，建立了

新型提取微囊藻气囊的方法 (图 1A)。通过预实

验，我们选用微囊藻 FACHB-2329 开展气囊提

取实验。我们主要通过摸索以下 3 个条件建立

提取气囊的新方法：1) 过氧化氢处理的最适细

胞浓度；2) 过氧化氢的最适终浓度；3) 最适

处理时间。 

2.1.1  过氧化氢处理下最适藻细胞浓度的优化 

为了有效提取出气囊，结合文献中过氧

化 氢 对 铜 绿 微 囊 藻 的 抑 制 生 长 浓 度       

(0.002 8–0.045 mmol/L)[26]以及预实验，本实验

初步选用 0.02 mol/L 过氧化氢处理藻细胞。如

图 1B 所示，当藻细胞浓度为 3×107 个/mL 时，

收获的气囊的质量最多，为 109.17 μg 蛋白。因

此，随后的其他条件的优化，均以藻细胞浓度

为 3×107 个/mL 来进行。 

2.1.2  过氧化氢终浓度的优化 

在一定细胞浓度下，过低的过氧化氢终浓

度只能在一定时间内抑制藻细胞的生长，不能

使藻细胞释放气囊；若使用浓度过高，后续

PBS 溶液洗涤气囊溶液并不能完全去除残留

的过氧化氢，后期去除成本较高。因此我们比

较了不同过氧化氢终浓度对收获气囊的质量关

系 (图 1C)。在相同的藻细胞下，过氧化氢终浓

度从 0.002 mol/L 增加到 0.02 mol/L 时，气囊产

量明显增加，在 1 mol/L 时收获的气囊的质量最

多，约 174.30 μg 蛋白。当增加至 3.5 mol/L 时，

气囊的产量明显降低。上述结果显示 1 mol/L

为最适提取微囊藻气囊的过氧化氢终浓度。 

2.1.3  处理时间的优化 

要将 H2O2 法应用于工业生产，要尽量降

低时间成本。因此，适当的处理时间至关重要。

我们比较了不用处理时间下对收获气囊产量

的影响，在使用 1 mol/L 的 H2O2 处理浓度为

3×107 个/mL 的藻液时，当处理时间为 60 min

时，收获的气囊的量最多，为 132.57 μg 蛋白  

(图 1D)。因此，当藻液浓度为 3×107 个/mL 时，

使用终浓度为 1 mol/L 的过氧化氢处理 60 min

为最佳的纯化微囊藻气囊的条件。 

2.1.4  气囊蛋白的 Western blotting 检测 

经 H2O2 法纯化的气囊呈现出乳白色 (如 

图 1E)，利用含有 10% SDS 2×样品缓冲液将其

溶解后，进行 SDS-PAGE 并使用 Gvp C 抗体进

行检测。结果显示纯化的气囊条带在 25 kDa 左

右，与预测的分子量一致 (图 1F)。综上所述，

我们成功地建立了新型的提取微囊藻气囊方

法，并命名为 H2O2 法。 

2.2  H2O2 法优于传统的高渗裂解法 
为了排除 H2O2 会影响气囊的结构，我们将

H2O2法提纯的气囊与使用高渗裂解法提纯的气

囊的结构进行了比较。首先，我们将两种该方

法提取纯化的气囊 (图 2A) 在电镜下观察，对

比二者的形态。结果显示二者都呈现完整的圆柱

状结构 (图 2B–C)。高渗裂解法提纯的气囊的长
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度为 (690±209) nm，直径为 (81±17) nm。利用

H2O2 法提取的气囊长度为 (691±201) nm，直径

为 (85±15) nm。这些结果证明了，使用 1 mol/L

过氧化氢处理藻细胞不会对气囊结构造成损

伤，能满足后续解析气囊结构以及造影实验的

要求。 

为了比较这两种方法分离气囊的效率，我

们同时使用高渗裂解法和 H2O2 法对 20 mL 

(3×107 个/mL) 的藻液进行处理，将气囊分离纯

化后，根据气囊体积和蛋白浓度，计算气囊 
 

 
 

图 1  H2O2 法提取微囊藻气囊方法的建立 
Figure 1  Development of an H2O2 method for isolation of gas vesicles from Microcystis. (A) The flowchart 
of H2O2 method for gas vesicles isolation. Firstly, adjusting the cells’ concentration, then keeping cells on the 
shaker after adding H2O2. Finally, harvesting gas vesicles using centrifugation. (B) Comparison of the 
quantity of isolated gas vesicles when different amount of cells were used. (C) Effect of the concentrations of 
H2O2 on the quantity of gas vesicles. (D) Comparison of the quantity of harvested gas vesicles along different 
time. (E) Purified milk-like gas vesicles isolated by H2O2 method from Microcystis aeruginosa 
(FACHB-2329). (F) Immunoblot analysis of gas vesicles using the antibody against GvpC, which is about  
25 kDa. The error bars in B, C, D represent standard deviations of three biological replicates. 
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图 2  H2O2 法与高渗裂解法的比较 

Figure 2  Comparison of H2O2 method versus hypertonic cracking method. (A) Comparison of the color of 
gas vesicles purified by H2O2 method (GVs-H2O2) versus hypertonic cracking method (GVs-HC). (B) The 
transmission electron micrograph (TEM) of gas vesicles purified by H2O2 method. Gas vesicles are 
rod-shaped under TEM. (C) The TEM of gas vesicles purified using hypertonic cracking method. 
Comparison of the diameter (D) and length (E) of gas vesicles and the isolation efficiency (F) using H2O2 
method and hypertonic cracking method. (G) Schematic diagram of each samples used for immunoblot in (H). 
W: whole cells; R: remnant; GVs: gas vesicles. (H) Immunoblot analysis of gas vesicles protein in the cell 
remnant (R1, R2) using antibody against Gvp C. R1 and R2 represents the remnant from cells whose gas 
vesicles had been isolated by H2O2 method or hypertonic cracking method, respectively. The total proteins 
were visualized by Coomassie blue staining. 
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蛋白的总量 (μg)，进而比较两种方法提取气囊

的效率。利用高渗裂解法得到气囊 83 μg，利用

H2O2 法得到气囊为 260 μg (图 2F)。上述结果表

明，H2O2 法提取气囊的效率是高渗裂解法的  

3 倍以上。另外，我们利用 Gvp C 抗体，检测

经两种方法提取气囊的藻细胞沉淀中气囊蛋白

的含量，进一步证明 H2O2 法的高效性。我们发

现，经 H2O2 法提取过气囊的藻细胞沉淀中基本

检测不到 Gvp C 蛋白 (图 2H)。这说明了，H2O2

法不仅具有高效性，而且还能将藻细胞的气囊提

取得更加完全，可以满足后续将气囊应用为超声

造影剂的工业生产要求。 

综上，H2O2 法可以将气囊完整地从藻细胞

中提取出来，对气囊结构无影响；同时具有高

效性，将气囊得率提升了 3 倍以上，且藻细胞

沉淀中基本不含有气囊蛋白，降低了损耗，而

且实验时间由 24 h 缩短为 7 h。 

2.3  H2O2 法可提取出其他蓝藻的气囊 

在蓝藻水华中，较为常见的蓝藻种类有：

微囊藻属、束丝藻属和鱼腥藻属等，这些蓝藻

形成水华时都有气囊的分布 [27-29]。为了验证

H2O2 法是否能提取出其他蓝藻的气囊，获得不

同特性的造影剂，我们使用 H2O2 法尝试对不同

蓝藻藻株的气囊进行提取。结果发现，此方法

不仅可提取出经藻种库纯化的藻 (图 3A，铜绿

微囊藻 FACHB-928 ；图 3B ，铜绿微囊藻

FACHB-1326；图 3C，束丝藻 FACHB-1416；

图 3D，珠海微囊藻)的气囊；也可提取出采样

于野外的水华微囊藻的气囊 (图 3E，武汉官桥；

图 3F，江苏太湖)。这说明，H2O2 法具有广谱

性，可适用于提取多种蓝藻的气囊。 

我们进一步对纯化出的气囊长度和直

径 进 行分析，束丝藻  (Aphanizomenon sp.) 

FACHB-1416 的气囊相对较长，平均长度为 

(729.3±224.3) nm，有的甚至长达 1 500 nm，平

均直径为 (82.3±17.4) nm；采样自江苏太湖的

野生微囊藻的气囊长度较短，平均长度为 

(577±154) nm，最长的为 1 011 nm，平均直径

为 (101.6±12.6) nm；采样自武汉官桥的野生微

囊藻的气囊平均直径略大，为 (115.3±19.7) nm，

平均长度为  (612.7±156.6) nm；铜绿微囊藻

(Microcystis aeruginosa) FACHB-1326 和铜绿

微囊藻  (Microcystis aeruginosa) FACHB-928

气囊的平均长度分别是  (666.1±236.8) nm 和 

(660.0±204.7) nm，平均直径为 (98.3±14.0) nm

和 (89.0±15.8) nm；来自 FACHB 的珠海微囊藻

的气囊平均长度为 (686.2±179.6) nm，平均直

径为 (111.3±12.4) nm (图 3G–H)。以上结果说

明我们建立的 H2O2 法可以广泛应用于从蓝藻

中提取气囊。 

2.4  气囊的体外造影 

我们通过 H2O2 法实现了从多种蓝藻细胞中

高效率提取出高纯度的气囊，为了检测其是否具

有造影特性以及信号持续性的强弱，将来源于不

同蓝藻的气囊在超声系统下进行体外造影。 

我们选取微囊藻 FACHB-2329、FACHB-1326

和 FACHB-930 为目的藻株，利用 H2O2 法纯化

其气囊，并在超声 9 L 探头下进行体外造影  

(图 4A)，发现这 3 株藻的气囊都具有造影信号 

(图 4B)。随后通过超声造影定量分析测量随

时间变化不同气囊造影信号的变化情况。结果

显示，微囊藻 FACHB-1326 的气囊表现出较优

的造影特性，在超声持续作用 15 s 后，气囊才

完全坍塌，不再具有造影信号，而微囊藻

FACHB-2329 和微囊藻 FACHB-930 的气囊仅

在 6 s 时，就已坍塌完全 (图 4C)。这可能与不

同藻株气囊的稳定性相关，该特性对后续测量

不同气囊的抗压力实验具有一定的参考意义。 
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图 3  H2O2 法可用于提取其他蓝藻的气囊 
Figure 3  The gas vesicles isolated from other cyanobacteria using H2O2 method. (A–F) TEM photograph of 
gas vesicles isolated from different cyanobacteria. (A) Microcystis aeruginosa FACHB-928. (B) Microcystis 
aeruginosa FACHB-1326. (C) Aphanizomenon sp. FACHB-1416. (D) Zhuhai Microcystis which purified and 
cultivated from FACHB. (E) Field Microcystis sample from Wuhan Guanqiao. (F) Field Microcystis sample 
from Tai lake in Jiangsu province. (G) Measurement of the length of gas vesicles. WG: purified gas vesicles 
from Wuhan Guanqiao; WT: purified gas vesicles from Tai lake in Jiangsu province. Zhuhai: purified gas 
vesicles from Zhuhai Microcystis. (H) Measurement of the diameter of gas vesicles. 
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图 4  气囊的超声成像 
Figure 4  Ultrasound contrast imaging of gas vesicles. (A) The diagram of ultrasound imaging model for gas 
vesicles. (B) Comparison of contrast ultrasound signals of gas vesicles from different Microcystis cells at the 
same optical densities. (C) The change of contrast signals of gas vesicles from different Microcystis cells. 
Yellow: PBS; blue: FACHB-2329; red: FACHB-1326; green: FACHB-930. 

 

3  讨论 

在本研究中，以微囊藻制备纳米级超声造

影剂为目的，我们建立了一种快速、高效提取

微囊藻气囊的方法，并命名为 H2O2 法。 

与高渗裂解法相比，H2O2法具有以下优点：

第一，时间成本低。本方法使用过氧化氢处理

微囊藻悬液 1 h，便可分离纯化气囊。而高渗裂

解法分离气囊前要耗费 18 h，体现在向生长到

对数期的藻细胞悬液中加入 Mg2+和青霉素 

(0.16 mg/L) 摇床处理 5 h 后，离心浓缩耗费 0.5 h，

溶菌酶处理至少 1 h，加入甘油混匀 15 min，过

夜处理至少 12 h。因此 H2O2 法将提取气囊的时

间从 24 h 缩短为 7 h，降低了时间成本，有利

于后期工业生产。第二，提取效率高，气囊的得

率提高了 3 倍以上。使用 H2O2 法提取气囊之后，

藻细胞沉淀中基本不含有气囊的残留，降低了

损耗，大大提高了气囊纯化的效率。 

第三，该方法具有广谱性。不仅适用于实验室

培养的微囊中气囊的提取，同时适用于提取含

有胶鞘壁的群体微囊藻的气囊。这都是高渗裂

解法中无法实现的。第四，易于放大，大规模

制备气囊。将为研究不同藻类气囊的理化性质

及应用带来极大的便利。 

本方法使用的过氧化氢是一种活性氧 

(reactive oxygen species, ROS) 物质，能抑制藻

细胞生长或直接杀死藻细胞，通常用于控制蓝

藻水华[30-31]。2005 年，毕永红团队在培养微囊

藻时加入不同浓度的过氧化氢，其结果显示过

氧化氢对细胞生长有显著抑制作用，当使用 

60 μmol/L 过氧化氢处理时，延迟了细胞的对数

生长期，而使用 150 μmol/L、240 μmol/L 或  

300 μmol/L 过氧化氢处理时，细胞的生长速率

为负值[32]。有研究表明，H2O2 对蓝藻的生长抑

制依赖于其对光系统  (PS ) Ⅱ Ⅱ 中的关键组成

部分 D1 蛋白的损伤[33-34]。细胞在正常生长情况
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下，因机体内具有防御活性氧和去除自由基毒

害的机制，活性氧的产生和清除处于一个动态

的平衡状态 [35]。而在 H2O2 法中，终浓度为    

1 mol/L 的 H2O2 可能使细胞膜脂质发生了过氧

化作用，藻细胞本身对活性氧的产生和清除平

衡被打破，过量的 ROS 对细胞造成损伤从而使

气囊释放[36]。 

利用 H2O2法提取的 3 株藻的气囊在超声下

成像，均表现出良好的造影特性。对气囊的体

外造影技术，便于根据对不同气囊的造影特性

制备不同特质的超声造影剂。为了促进气囊作

为造影剂的适用性，我们后续仍需要更多的实

验来验证其在生物医学上的应用，包括通过静

脉注射气囊来评估小鼠的肝脏健康，以及在注

射气囊后，建立小鼠的耐受性和免疫原性。 

在超声作用下不同藻株的气囊造影特性不

同。随着时间的增长，微囊藻 FACHB-1326 气

囊的造影信号持续能力明显强于 FACHB-2329

和 FACHB-930，信号持续性与气囊稳定性息息

相关。有研究表明，气囊的稳定性与 Gvp C 蛋

白和气囊的直径有关[14,37-38]。气囊的 Gvp C 蛋

白具有增强气囊壁强度从而稳定气囊结构的功

能，气囊直径越大，临界压力越小。而微囊藻

FACHB-1326 的气囊直径稍大于 FACHB-2329

和 FACHB-930 。 因 此 我 们 猜 测 微 囊 藻

FACHB-1326 的气囊特有的造影信号持续能力

可能是由于 gvpC 基因的拷贝数和 Gvp C 蛋白

在气囊壁上的组成不同带来的。具体调节机制

仍需要更多的实验来证明，本文中所建立的

H2O2 法和气囊体外造影实验，为后续揭示 Gvp 

C 蛋白与气囊的稳定性、造影特性之间的关系

提供了实验基础。 

综上所述，气囊在医学方面显示了巨大的

应用前景。本文所建立的 H2O2 法可用于大规模

提取新型的超声造影剂。利用这些材料对气囊

形成机制、结构以及分子生物学方面的深入研

究，将充分发掘气囊的潜在超声成像用途，加

速其在临床上的应用。 
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