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摘   要：气囊(gas vesicles, GVs)是一种存在于蓝藻及古菌等微生物中调节浮力的类细胞器纳米结

构，由蛋白质外壳包裹气体组成。近年来的研究表明，气囊具有作为超声分子影像探针的潜力。然

而，气囊的充放气机制并不明确，限制了生物合成超声分子影像探针的保存和气体更换。本研究发

现环境 pH 值是调节气囊充放气的一个重要因素。其不仅可以调节藻细胞内的气囊充放气进而使微

囊藻呈现不同的漂浮状态，还可对提纯的气囊充放气进行体外调节，且该调节过程可逆。该机制

的阐明为生物合成超声分子影像探针的大规模生产和保存，特别对气囊中的气体进行更换以满足

不同的诊疗需求提供了技术支持，助力生物合成超声造影剂在疾病诊疗中的应用。 
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Abstract: Gas vesicles (GVs) are gas-filled protein nanostructures that can regulate the 
buoyancy of microorganisms such as cyanobacteria and archaea. Recent studies have shown that 
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GVs have the potential to be used as ultrasound molecular imaging probes in disease diagnosis 
and treatment. However, the mechanism of the inflation and deflation of GVs remains unclear, 
which hampers the preservation of GVs and gas replacement. In the present study, the 
environmental pH value was found to be an important factor in regulating the inflation and 
deflation of GVs. It can not only regulate the inflation and deflation of GVs in vivo to make 
Microcystis sp. cells present distinct levitation state, but also regulate the inflation and deflation of 
purified GVs in vitro, and the regulation process is reversible. Our results may provide a technical 
support for the large-scale production and preservation of biosynthetic ultrasound molecular 
imaging probes, especially for gas replacement to meet different diagnostic and therapeutic needs, 
and would facilitate the application of biosynthetic ultrasound molecular imaging probes. 
Keywords: gas vesicles; pH value; biosynthesis; ultrasound molecular imaging probes 

 
 

气囊(gas vesicles, GVs)是一种中空的、由

蛋白质外壳包裹气体的类似于细胞器的纳米结

构[1]。气囊常见于原核生物，如蓝藻、缺氧光

合细菌、嗜冷异养细菌以及嗜盐古菌中，为它

们提供浮力，使其获得更好的营养或光照[2-5]。

气囊壁的内表面疏水，外表面亲水[6]。其主要

成分是一种疏水性结构蛋白 GvpA，每一个

GvpA 分子折叠成卷曲-α 螺旋 1-β 折叠-β 折叠-α
螺旋 2-卷曲(coil-α1-β-β-α2-coil)的结构，它们以

左手螺旋进行延伸形成气囊壁肋骨结构，并以

每圈约 92 个单体的排列形式(巨大芽孢杆菌气

囊)组装成气囊壁的主框架[7-8]。气囊壁的另一种

结构蛋白是具有 33 个氨基酸重复序列的亲水

性蛋白 GvpC，其粘附在气囊壁上并起到稳定主

框架结构的作用[9]。不同物种中合成的气囊尺

寸和形态有差别，主要包括两端双锥状的圆柱

体形(cylinder-shaped)和纺锤形(spindle-shaped)
两类[2]。导致气囊形态不同的主要原因是物种

间编码气囊的操纵子存在差异，气囊操纵子由

8‒14 个基因组成，除了编码主要结构蛋白的

gvpA 和 gvpC 外，还有 gvpD、gvpE、gvpF、gvpG、

gvpJ、gvpK 和 gvpN 等其他气囊基因，其中调

节基因 gvpD、gvpE 可能负责调控气囊基因簇

的整体表达水平，gvpN 发挥引导双锥形气囊向

圆柱体形气囊组装的功能[10-13]，气囊操纵子如

何协调地控制气囊合成的机制目前并不明晰。 
近年来的研究发现生物合成的气囊具有应

用到超声医学成像方面的潜力[14-16]。超声造影

是临床诊断和生物医学研究中最常用的成像方

式之一，其原理是利用气体微泡在超声下散射

回声增强，进而提高超声诊断的分辨力和特异

性的技术[17]。蓝藻合成的气囊在超声下可产生

谐波信号[14,18]，可在裸鼠血液循环中持续存在

10 h 以上[19]。纳米级的尺寸使其易于透过血管

壁被动靶向在肿瘤区域积累并成像[19]，气囊外

壳蛋白上易修饰多种其他探针和靶向药物[20]，

优于目前临床上使用的微米级造影剂，有助于

实现诊疗一体化。目前通过基因工程手段在大

肠杆菌和哺乳动物细胞中成功表达气囊[21-22]，

为大规模获得生物合成的超声分子影像探针及

其在医学中的应用打下基础。 
水不能透过气囊的蛋白外壳，但气体可以

自由透过，使内部和外部压力之间保持动态平

衡，确保气囊在 4 ℃的中性 pH 环境下可以保

存长达数周甚至数月[8,23]；但气囊在受到压力的

情况下会发生坍塌并释放内部气体[24]，进而失

去超声造影属性。因此，如何保存气囊的完整

状态将成为研发生物合成超声分子影像探针的

挑战之一；而弄清气囊充放气的分子机制是解

决该问题的前提。 
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本研究发现环境 pH 值可以调控气囊的充

放气，不同 pH 的缓冲液处理不仅可以调节微

囊藻细胞内的气囊充放气，还可以使分离纯化

的气囊在体外发生可逆的放气与充气，该结果

为大规模生物合成超声分子影像探针的保存和

气体的更换等医学应用提供理论和技术支持。 

1  材料与方法 
1.1  微囊藻的培养及用不同 pH 处理 

本研究所用的微囊藻 FACHB-2329 来自国

家水生生物种质资源库(http://algae.ihb.ac.cn/)。
培养条件：将微囊藻接种至装有 250 mL 无菌

BG11 培养基的 500 mL 锥形瓶中，28 ℃、光强

为 20−40 μmol/(m2·s)静置培养。每天手动摇匀

3−5 次。当微囊藻生长 14 d 至对数期后，600×g
离心 20 min 浓缩收集上层藻细胞。浓缩后将藻浓

度调至 1.5×108个/mL，将其与等体积不同 pH 的无

菌BG11培养基混匀，置于7.0 mL无菌管或1.5 mL 
EP 管中静置，不同时间点对其进行拍照观察。 

BG11 培养基：1 L 去离子水中含有 1 500 mg 
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 2.860 g H3BO3、1.860 g MnCl2·H2O、

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

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

1.2  气囊分离纯化 
气囊依照优化后的高渗裂解法进行提取[19]。

首先，向培养的微囊藻中加入青霉素 G 和氯化镁

溶液，使其终浓度分别为 0.16 mg/L 和 1 mmol/L。
将培养物置于光照培养箱中，摇床培养 5 h 
(60−70 r/min)。随后将藻细胞在 4 ℃、600×g 条

件下离心 20 min，离心后用 10 mL 注射器将漂

浮藻层吸入新的离心管中，弃掉中层培养基并

重悬底部藻沉淀。浓缩完毕后，在细胞悬液中

加入终浓度为 0.1 mg/mL 的溶菌酶，37 ℃孵育

1 h。孵育后向裂解液中加入终浓度为 1 mol/L
的甘油，混合均匀。然后，快速加入 3 倍体积

的 40 mmol/L Tris-HCl (pH 7.7)，将混合液置于

4 ℃冰箱中过夜。次日将混合液在 4 ℃、400×g
离心 3 h，用 5 mL 注射器收集离心后顶部白色悬

浮层，即为气囊，重复离心收集气囊层。将气囊

用 1×磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, 
PBS)洗涤，4 ℃、400×g 离心 1 h，重复 3 次。

清洗后的气囊保存于 4 ℃。 

1.3  负染制样和透射电镜观察 
本研究所用电子显微镜(HT-7700, Hitachi)

为中国科学院水生生物研究所分析测试中心平

台仪器。负染样品制备：用镊子夹住含碳支撑

膜的铜网，将 10 μL 样品滴在铜网上，室温放

置 3−5 min，用滤纸吸走铜网上剩余液体，室温

干燥 3−5 min。将 10 μL 3%的磷钨酸滴到铜网

上，室温染色 3−5 min，用滤纸吸走染液。铜网

干燥 3−5 min 后用透射电子显微镜观察拍照。 

1.4  过氧化氢 (H2O2)或十二烷基硫酸钠

(sodium dodecyl sulfate, SDS)体外处理气囊 
配制 30% (9.8 mol/L)的 H2O2 母液和 8%的

SDS 母液。利用酶标仪(MOLECULAR DEVICES)
测量纯化气囊的 OD500 值，通过离心浓缩或是

1×PBS 稀释，将气囊 OD500值调整为 1.0。向 96 孔

板每孔内各加入 40 μL 纯化的 OD500=1.0 的气

囊，将母液与气囊以不同比例混合，使各实验

组 H2O2 终浓度分别为 8、5、1 mol/L；SDS 终

浓度分别为 4.0%、1.0%和 0.5%。同时每组用

1×PBS 补齐至相同体积，于不同时间点测定

OD500 值并绘制曲线。 

1.5  盐酸(HCl)或氢氧化钠(NaOH)体外处

理气囊 
配制 7.5 mol/L 的 HCl 或 NaOH 母液。利
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用酶标仪测量纯化气囊的 OD500 值，通过离心

浓缩或是 1×PBS 稀释，将气囊 OD500 值调整

为 1.0。向 96 孔板每孔内各加入 40 μL 纯化的

OD500=1.0 的气囊，将母液与气囊以不同比例混

合，使各实验组 HCl 终浓度分别为 5.0、1.5、
0.5 mol/L；NaOH终浓度分别为 5.0、1.5、0.5 mol/L。
同时每组用 1×PBS 补齐至相同体积，于不同时

间点测定 OD500 值并绘制曲线。 

1.6  不同 pH 处理纯化的气囊 
配制不同 pH 的 0.5 mol/L Tris-HCl 缓冲液

母液，使其与在 1×PBS 中储存的气囊以 2:1 比

例混合后，pH 分别为 1.0、2.5、6.0、7.0、9.0、
11.0、13.0。利用酶标仪测量气囊的 OD500 值，

通过离心浓缩或是 1×PBS 稀释，将气囊 OD 调

整为 1.8。向 96 孔板内加入 40 μL OD500=1.8 的

气囊，从左至右为 Control、1.0、2.5、6.0、7.0、
9.0、11.0 和 13.0 组，分别加入 80 μL 1×PBS 和

配制的不同 pH 0.5 mol/L Tris-HCl 缓冲液母液

并混匀。间隔不同时间测定 OD500 值，并于黑

色背景下对 96 孔板拍照记录不同时间点气囊

的变化情况。 

1.7  酸处理气囊后调节 pH 至中性或碱性 
配制不同 pH 的含 2%青/链霉素双抗(BL505A, 

biosharp)的 0.5 mol/L Tris-HCl 缓冲液母液，使

得其与 pH 2.5 的在 1×PBS 中储存的气囊以 2:1
比例进行稀释后，pH 值分别为 6.0、7.0、9.0
和 11.0。利用酶标仪测量纯化气囊的 OD500 值，

通过离心浓缩或是 1×PBS 稀释，将气囊 OD 调

整为 1.8，并向其中加入 2%青/链霉素双抗。向

96 孔板内加入 40 μL 上述气囊，随后向其中加

入 2.2 μL 0.25 mol/L 的 HCl 并混匀，将 pH 调至

2.5，每隔 15 min 观察拍照。酸处理 60 min 后，

向每孔加入 80 μL 配制好的不同 pH 值 0.5 mol/L 
Tris-HCl 缓冲液母液并混匀，将 96 孔板置于

28 ℃环境下静置，间隔不同时间测定 OD500 值

并拍照记录。 
1.8  碱处理气囊并调节 pH 至中性或酸性 

配制不同pH的含2%青/链霉素双抗(BL505A, 
biosharp)的 0.5 mol/L Tris-HCl 缓冲液母液，使

得其与 pH 13.0 的在 1×PBS 中储存的气囊以 2:1
比例进行稀释后，pH 值分别为 4.0、6.0、7.0、
9.0、11.0、12.0。利用酶标仪测量纯化气囊的

OD500 值，通过离心浓缩或者 1×PBS 稀释，将

气囊 OD 调整为 1.8，并向其中加入 2%青/链霉

素双抗。向 96 孔板内加入 40 μL 上述气囊，随

后向其中加入 9.0 μL 2.0 mol/L 的 NaOH，调整 pH
至 13.0，每隔 15 min 进行拍照。碱处理 60 min
后，向每孔加入 80 μL 配制好的不同 pH 值     
0.5 mol/L Tris-HCl 缓冲液母液并混匀，将 96 孔

板置于 28 ℃环境下静置，间隔不同时间测定

OD500 值并拍照记录。 
1.9  气囊体外超声成像 

将实验组和稀释成不同浓度梯度的气囊各

200 μL 装于 1.5 mL EP 管中，将 EP 管置于装有

纯水的烧杯内部，保证 EP 管内液面位于纯水液

面之下。成像使用临床超声机(飞依诺)和探头(发
射频率：7 MHz)。超声探头直接对准 EP 管内液

体，以输出功率为 100%，机械指数 MI 为 1.116，
深度 D 为 2.3 cm 进行超声谐波成像。采用 Image J
软件对造影信号强度进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  气囊放气因素的摸索 
气囊壁内外压力差达到一定值时，气囊会

发生坍塌并释放气体[1,25-26]。而本节旨在通过摸

索使气囊放气的化学条件，研究气囊充放气的

机制。首先尝试用 4 种化学试剂对纯化的气囊

进行处理。用 H2O2、SDS、HCl 及 NaOH 处理

后气囊 OD 值变化如图 1 所示，菱形虚线为

Control 组(存于 pH 7.3 的 1×PBS 中的气囊)，圆 
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图 1  H2O2、SDS、HCl 及 NaOH 使分离纯化的气囊形态改变 
Figure 1  Morphology changes of isolated and purified GVs treated by H2O2, SDS, HCl and NaOH. A‒D: 
The concentration of GVs extracted from Microcystis sp. FACHB-2329 changed (represented by OD500 
values) when GVs were treated with different concentrations of H2O2, SDS, HCl and NaOH. E: 
Representative negative-staining TEM images of some experimental and control groups in A‒D. Scale bar: 
1.0 or 0.5 μm. Each experiment was repeated twice with similar results. 
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形、方形和倒三角形实线分别为浓度从高至低

的实验组。8 mol/L H2O2 处理气囊后其 OD500

值明显下降，降低至处理前的 58% (图 1A)。不

同浓度 SDS 处理气囊后，OD500 均下降，分别

降低至处理前的 64% (4% SDS)、75% (1% SDS)

和 77% (0.5% SDS) (图 1B)。不同浓度 HCl 处理

气囊后，各组 OD500 均大幅下降，其中 1.5 mol/L 

HCl 组下降最多，降至处理前的 31% (图 1C)。

不同浓度 NaOH 处理气囊后，发现 5.0 mol/L 的

NaOH 处理气囊会产生一些絮状物，其可能是气

囊蛋白发生变性导致的，进而影响了 5.0 mol/L 

NaOH 组的吸光度；而其他浓度处理组 OD 值

则与对照组相比无显著差异。 

对处理后的样品进行负染制样，并用透射

电镜(transmission electron microscopy, TEM)观察

(图 1E)。发现 8 mol/L H2O2、4% SDS、1.5 mol/L 

HCl 和 5.0 mol/L NaOH 处理后气囊形态发生改

变。其中 1.5 mol/L HCl 和 5.0 mol/L NaOH 处理

后的气囊和压力坍塌的气囊形态类似，呈现为

透明矩形或圆柱状；而 8 mol/L H2O2、4% SDS

处理后的气囊多为无规则蜷曲状，推测环境 pH

的变化可能调控气囊的放气。 

2.2  环境 pH 的变化改变微囊藻的漂浮状态 
气囊是调节微囊藻浮力的关键亚细胞结

构，胞内气囊含量高的微囊藻漂浮性更好，气

囊含量低的漂浮性差。为了观察环境 pH 是否

会直接影响微囊藻细胞内气囊的变化，本研究

将生长至对数期的微囊藻 FACHB-2329 浓缩后

加入不同 pH 值的 BG11 培养基中，并于不同时

间点观察其漂浮状况(图 2)。结果显示将微囊藻

置于强酸或强碱环境中时(pH 1.0 或 pH 13.0)，

培养液颜色立即发生改变，分别呈现出褐色和

黄绿色。推测在强酸或强碱环境下微囊藻细胞

发生裂解，释放其内部色素。静置 1 h 后，pH 2.5 

 
 
图 2  微囊藻 FACHB-2329 在不同 pH 环境中呈

现不同的漂浮状态 
Figure 2  Microcystis sp. FACHB-2329 showed 
different levitation states at different environmental 
pH. The environmental pH of BG11 medium is 
marked above the EP tubes, where the control group 
was cultured with sterile BG11 (pH 7.8) and the 
other groups were cultured with sterile BG11 with 
adjusted starting pH. From top to bottom are the 
vertical distribution states of Microcystis sp. 
FACHB-2329 from 0 to 12 h. 
 
至 pH 12.0 组出现较薄的漂浮层。静置 2 h 时，

pH 12.0 组微囊藻细胞也发生裂解释放色素，呈

现和 pH 13.0 组类似的黄绿色，且此 2 组在静置

3 h 后出现明显沉淀。静置 4 h 后，除 pH 1.0、
pH 12.0 和 pH 13.0 以外各组均出现明显漂浮层，

但仍有大部分藻悬浮在管中部。静置 12 h 后，

各组漂浮状态维持稳定，pH 7.0 和 pH 9.0 组细

胞全在漂浮层，未见悬浮在管中部的细胞。该

结果证明，环境 pH 值的变化会直接影响微囊

藻细胞的漂浮状态，在 pH 7.0−9.0 区间，微囊
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藻 FACHB-2329 漂浮性能最好，胞内的充气气囊

含量最高。 
2.3  强酸碱环境使体外纯化的气囊放气 

前述研究表明，培养基中 pH 的变化会影响

微囊藻的漂浮性能，本节将研究 pH 的变化是

否会导致纯化的气囊发生坍塌并放气。气囊对光

有散射作用，故纯化的气囊在 1×PBS 中呈乳白

色，而坍塌后的气囊无法散射光，溶液呈无色

透明[27]。将纯化的气囊添加到不同 pH 值的缓冲

液中 1 h 后，pH 1.0、pH 2.5 和 pH 13.0 组中气

囊由乳白色变得澄清；OD500 值下降至处理前的

30%、37%和 71% (图 3A、3B)，说明在强酸或强

碱环境下，纯化的气囊部分发生了坍塌放气；其

他组与对照组相比无显著性差异。负染透射电镜

结果显示，OD500 值下降最明显的 pH 1.0、pH 2.5
组内大部分(大于 80%)为坍塌状态的气囊；pH 13.0
组内 58%气囊发生坍塌；而其他组仅有少部分

气囊坍塌(图 3C、3D)。统计结果表明各 pH 环境

下气囊有不同的坍塌率，其中 pH 2.5 组坍塌率

为 92.5%；pH 1.0 和 pH 13.0 组分别为 82.2%和

58.0%；pH 7.0 坍塌率最低，仅为 11.7%。 
气囊的坍塌率与超声造影信号呈负相关

(图 3E、3G)，因此对不同 pH 条件下处理后的气

囊超声造影属性进行检测(D860lab, 7 MHz)。如

图 3G 所示，气囊经 pH 1.0、pH 2.5、pH 11.0 和

pH 13.0 的强酸碱处理后，其超声造影信号变弱，

而在 pH 7.0 环境中的气囊超声造影强度最佳

(图 3F、3H)。综上所述，强酸(pH 2.5)和强碱   
(pH 13.0)可以使体外纯化的气囊发生坍塌释放气

体，进而削弱了气囊的超声造影能力；后续实验

将 pH 2.5 和 pH 13.0 作为使气囊放气的处理参数。 

2.4  强酸诱导的气囊放气现象是可逆的 
气囊壁是气体透过性的[28]，为了探究坍塌

气囊能否再次充气，先用强酸(pH 2.5)处理气囊

1 h，OD500 值降低至处理前的 29% (图 4B)。然

后将环境 pH 调至 6.0、7.0、9.0 和 11.0，测定

不同时间点的 OD500 值是否会逐渐恢复。pH 恢

复至 6.0 和 7.0 组在孵育至 48−72 h 时 OD500 回

升，分别至对照组的 78.5%和 109.4%；其他组

OD500 并无显著变化。对 96 孔板的拍照结果显

示，pH 6.0 和 7.0 组在 48 h 后从透明变成乳白

色(如红框所示)，也证实了坍塌气囊再次充气

(图 4C)。 
负染透射电镜结果显示 OD500 值回升的

pH 6.0和 pH 7.0组出现充气状态的气囊，而OD500

变化不显著的 pH 9.0 和 pH 11.0 组几乎观察不到

充气状态的气囊。统计表明，pH 6.0 和 pH 7.0
组坍塌率明显下降，为 70.7%和 67.9%，显著低

于负对照的 92.6% (图 4F)。进一步对样品进行超

声成像，pH 6.0 和 pH 7.0 组由于有恢复充气的

气囊，因此可检测到超声造影信号，其中 pH 7.0
组造影信号最强；其他组信号对比负对照无明显

差异(图 4E、4G)。综上，酸性环境下坍塌并释放

气体的气囊可在环境 pH 变为中性(pH 7.0)后，部

分恢复充气状态，并重新获得超声造影属性。 

2.5  强碱诱导的气囊放气现象是不可逆的 
用不同 pH 处理气囊的实验结果显示，强碱

性环境(pH 13.0)也可以使气囊部分坍塌(图 3A、

3B)。本节旨在研究强碱诱导的气囊放气过程是

否可逆。用 pH 13.0 处理气囊 1 h 使 OD500 值降

低至处理前的 65% (图 5B)，随后将环境 pH 调

至 4.0、6.0、7.0、9.0、11.0 和 12.0，测定不同

时间点的 OD500 值是否会逐渐恢复。无论将气

囊置于哪个 pH 环境，都无法观察到 OD500 值回

升的现象(图 5A)。96 孔板的拍照结果也与之一

致(图 5C)。对处理组利用负染透射电镜观察，

发现了如红圈所示的过度卷曲和一端开口的气

囊(图 5D)。证明强碱性(pH 13.0)环境对气囊产

生的破坏是不可逆的，即使调至中性 pH 环境

也无法使坍塌放气的气囊恢复充气。 
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图 3  不同的 pH 处理改变了纯化气囊的充气状态 
Figure 3  Changes in the environmental pH caused changes in the inflation status of isolated GVs. A: The 
concentration of GVs extracted from Microcystis sp. FACHB-2329 changed (represented by OD500 values) when 
placed in different environmental pH. B: The photographs were taken at each time point. The environmental pH 
values are labeled on the top of the 96-well plate, and the time points of the experiments are labeled on the left. C: 
Representative negative-staining TEM images of the pH-treated experimental groups in A and the control group 
(gas vesicles preserved in pH 7.3 1×PBS environment). Scale bar=1.0 μm. D: Statistics of the TEM images, with 
the vertical axis indicates the proportion of collapsed gas vesicles to the total number, and the mean of the 
statistics is shown above the bar graph. E: Ultrasound images of purified gas vesicles isolated from Microcystis sp. 
FACHB-2329 at different OD500 values. F: Ultrasound images of the experimental and control groups in A after  
1 h of treatment. G: Statistics of ultrasound intensity for each group in E. H: Statistics of ultrasound intensity for 
each group in F. Each experiment was repeated three times with similar results. 
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图 4  酸性环境下坍塌的气囊在中性环境下恢复充气 
Figure 4  GVs which collapsed in acidic environment were restored to their inflation state in neutral 
environment. A and C: The GVs extracted from Microcystis sp. FACHB-2329 were treated in pH 2.5 for 1 h and 
collapsed. Then the pH was adjusted to neutral or alkaline environment and incubated at 28 °C. The changes in 
GVs concentration (represented to by OD500 value) and the photographs were taken at each time point. B: 
Photographic results of GVs in a treated with pH 2.5 for 1 h. The environmental pH values are labeled on the 
top of the 96-well plate, and the time points of the experiments are labeled on the left. D: Representative 
negative-staining TEM images of each pH-adjusted experimental group and positive/negative control groups in 
A. Scale bar=1.0 μm. E: Ultrasound images of each pH-adjusted experimental group and positive/negative 
control groups in A. F: Statistics of TEM images, with the vertical axis indicates the proportion of collapsed 
GVs to the total number, and the mean of the statistics is shown above the bar graph. G: Statistics of ultrasound 
intensity for each group in E. Each experiment was repeated three times with similar results. 
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图 5  碱性环境下坍塌的气囊无法通过调节环境 pH 值恢复原本状态 
Figure 5  GVs which collapsed in alkaline environment could not be restored to their original state by adjusting 
the environmental pH. A and C: The GVs extracted from Microcystis sp. FACHB-2329 were treated with pH 13.0 
for 1 h and collapsed. Then the pH was adjusted to different values and incubated at 28 °C. The changes in GVs 
concentration (represented to by OD500 values) and the photographs were taken at each time point. B: 
Photographic results of GVs in A treated with pH 13.0 for 1 h. The environmental pH values are labeled on the top 
of the 96-well plate, and the time points of the experiments are labeled on the left. D: Representative 
negative-staining TEM images of gas vesicles treated with pH 13.0 for 72 h. Red circles indicate GVs that are 
excessively curled or open at one end. Each experiment was repeated three times with similar results. 
 

3  讨论与结论 

生物合成定制属性的超声造影剂是超声影

像学发展的新方向，具有巨大潜力[14,21-22,29-30]。

微囊藻作为最常见的富含气囊的原核生物[1,31]，

其内部合成气囊的过程和调控气囊充放气的机 

制尚不明确[32]。本研究揭示改变环境 pH 可调

节微囊藻气囊充放气。pH 的改变不仅直接影响

微囊藻 FACHB-2329 的漂浮性能(图 6A)，还可

使纯化的气囊发生可逆的放气与充气(图 6B)。
气囊在酸处理下会放气，调回中性环境后会充

气；碱处理后也会放气，但调回中性环境后不 
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图 6  环境 pH 值在体内和体外调节气囊充气状态变化示意图 
Figure 6  Schematic diagram showing how environmental pH regulate the inflation states of GVs in vivo 
and in vitro. A: Schematic diagram of Microcystis sp. FACHB-2329 showing different levitation states under 
different environmental pH. The GVs in the inflated state appear as white cylinders or multiple GVs gathered 
together to form a honeycomb-like structure. The collapsed and deflated GVs appear as dark gray cylinders 
with low contrast, or bent and folded in some positions. ①②③ are the Microcystis sp. in different pH 
environments and levitation states, respectively. B: Schematic diagram of GVs collapsed in acidic 
environment and restored to original structure after incubation.  
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能可逆充气。推测可能由于 GvpA 在 pH 值降低

的过程中，离子键和氢键的含量逐渐减少[33-34]。

而 α-螺旋结构的稳定性依赖于羰基氧(C‒O)和
氨基氢(NH−)之间的肽链上的氢键[35]。随着 pH
的降低，蛋白质的二级结构发生了破坏。推测

气囊随 pH 变化的坍塌和放气是由于气囊壁肋

骨处的蛋白间作用降低 [7-8,36]，使得气囊朝着

某一方向或多个方向发生折叠。而在 pH 恢复

至中性环境后，蛋白氢键含量部分恢复，使得

一部分气囊的折叠消失。由于气囊壁的气体透

过性 [8,26,28,37]，恢复原本结构的气囊再次充气

(图 6B)。 
前人研究也曾发现环境 pH 值可影响微囊

藻的悬浮状态[38]。2016 年，徐旭东团队将微囊

藻 FACHB-928 和 930 静置于不同 pH 值的 BG11
培养基中。在静置培养 6 d 后，细胞在 pH 8.0
以下会沉底，pH 9.0 时漂浮到水体表面。这与本

研究有一定差异，本研究中使用的 FACHB-2329
取自以色列 Kinneret 湖，而该研究所用的

FACHB-930 取自中国云南滇池；同时其实验中

静置处理时间(6 d)远大于本实验(12 h)，可能是

pH 处理时间不同导致微囊藻在悬浮现象上有

所差异。还有研究发现光照强度也可影响气囊

的形成[39]。对压力处理使内部气囊坍塌的微囊

藻进行不同强度的光照后发现，光照强度在

20‒50 μmol/(m2·s)范围内培养的细胞中有大量

气囊形成[39]。在后续研究中，可能可对坍塌气

囊恢复充气时的光照等其他相关参数做进一步

优化以提高充气率。 
本研究证明，改变 pH 可以使气囊在体外完

成充放气的过程，该机制可助力生物合成超声造

影分子影像探针诊疗一体化的研究。例如下一步

可向气囊中有针对性地装载治疗性气体[40-42]，在

对肿瘤病灶进行成像的同时达到治疗的效果。

还可基于此摸索生物合成超声分子影像探针的

储存和运输条件，例如尝试在放气的情况下进

行储存和运输，使用前再进行充气。 
综上所述，本研究结果为生物合成超声造

影剂充放气机制的阐明、气囊的保存、气囊体

外装载不同类型的治疗性气体等多方面研究提

供理论支撑，助力生物合成超声分子影像探针

产业的发展。 
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