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　　［摘要］　目的　制备一种搭载酞菁铁（Ｉｒｏｎ（ＩＩ）ｐｈｔｈａｌｏｃｙａｎｉｎｅ，ＦｅＰｃ）并利用适配体 ＡＳ１４１１引导
靶向人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的新型纳米粒（ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ）。体外评价其理化性质、对
ＭＣＦ７细胞的靶向能力、光声／超声的多模态成像能力、光热性能和光致相变及体内多模态成像。
方法　基于双步超声乳化法制备搭载ＦｅＰｃ的非靶向纳米粒（ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ），运用碳二亚胺法将
尾部润饰有 ＮＨ２的适配体 ＡＳ１４１１与 ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ连接，制备出靶向纳米粒（ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠
ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ）；检测其基本理化性质；激光共聚焦与流式细胞仪用于评估 ＡＳ１４１１与 ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ
连接情况；运用ＣＣＫ８检测ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ的细胞毒性；用激光共聚焦观察 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ
＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ体外靶向能力；分别用光声和超声成像检测 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ在体内外的成
像；用近红外激光（６６０ｎｍ）、热成像仪检测其体内外光热转化能力，用光镜记录激光辐照前后纳米粒的
变化。结果　成功制备出 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ，透射电镜下观察呈圆球形，大小均匀，粒径
（２０８．０３±８．９６）ｎｍ；电位（－１０．８±１．１４）ｍＶ；ＦｅＰｃ包封率为（８３．９６±１．６１）％。ＣＣＫ８检测结果显示不
同浓度的ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ未见明显的细胞毒性；流式细胞仪检测 ＡＳ１４１１已成功连接于纳
米粒，其连接率为（９３．３１±２．５８）％；激光共聚焦显示在靶向组中 ＭＣＦ７细胞周围的纳米粒明显多于非
靶向组。经过激光辐照后，带有ＦｅＰｃ的纳米粒温度迅速升高，光镜下观察纳米粒发生相变，因此其具备
良好的光热转化能力。光声成像结果显示：与不具备 ＦｅＰｃ的纳米粒相比，ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ
具有良好的光声信号，并且纳米粒浓度越高，其信号强度越强，呈线性相关。超声和造影结果显示与不

具备ＦｅＰｃ的纳米粒相比，ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ的ＦｅＰｃ可以实现良好光热转化，用于增强超声造
影效果，且纳米粒浓度越高，成像效果越明显，呈线性相关。体内光声成像显示，尾静脉注射 ＡＳ１４１１
ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ和ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ６ｈ后移植瘤内的光声信号值分别为（１．２６±０．０６）和（０．３０±
０．０１），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；体内超声／造影成像提示经激光辐照后的靶向组与非靶向组信
号值差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；经过激光辐照后非靶向组瘤体温度为（４０．６３±０．７８）℃，靶向组瘤
体可升温至（５０．５３±０．５６）℃。结论　成功制备靶向乳腺癌的分子探针 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ，具
有良好的光热效果，且可用于光声／超声多模态成像。
　　［关键词］　酞菁铁；ＰＬＧＡ；适配体ＡＳ１４１１；乳腺癌；光声／超声成像；光热转化能力
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　　乳腺癌已成为全世界女性健康问题中的亟待解决
的重要威胁［１］。在过去的几十年中，治疗方法有所扩

展，但传统手术依然起着主导作用，辅以放射疗法，化

学疗法，内分泌治疗，免疫治疗［２］。然而传统手术对

治疗后生活质量的影响已经引起广泛重视［３］。“精准

医学”概念近年来反复被提及，它强调“可视化”，“诊

疗一体化”和“低剂量和低毒副作用”。分子影像的崛

起为精准医学提供了一种可能［４］，多种影像学技术相

结合旨在找到可以早期诊断和精准治疗的良方。酞菁

铁（ＦｅＰｃ）在材料化学领域多用于光催化剂［５］，具有与

卟啉相似的结构，但其相较血卟啉衍生物有更宽的可

见光吸收谱带（６００～８００ｎｍ）［６］，这个光吸收谱带落在
光声成像仪的激光使用范围（６８０～９７０ｎｍ），可用于光
声成像。液态氟碳中的全氟戊烷（ＰＦＰ）支持通过液
气相变进行超声成像，沸点相对较低（２９℃）［７－８］。光
声成像技术作为医学领域的新型技术，联合光学成像

和声学成像，前者利用不同生物介质专属的光谱特性

来显示生物组织分布情况，后者利用声波折射、反射等

物理特性对显像病变组织［９－１０］。

　　近年来的崛起的新型核苷酸配体分子，其相对比
分子量巨大的抗体蛋白等，不仅分子量小且低免疫原

性，而且具备较强的特异性和较高的亲和力，因此适配

体被大量用于实验作为载体工具靶向到肿瘤，用做成

像和治疗的研究。ＡＳ１４１１是 Ｇ４序列核酸适配子（含
有２６个碱基），对在持续增值的肿瘤细胞中高度表达
的核仁蛋白具备高特异性的识别能力［１１－１２］。

　　本实验以乳腺癌为模型，利用 ＦＤＡ认证的 ＰＬＧＡ
纳米材料搭载光敏剂酞菁铁，内核包裹可液气相变的
全氟戊烷（ＰＦＰ），外接 ＡＳ１４１１作为靶向探针。旨在
初步探究该纳米粒光声／超声造影多模态成像效果，以
及酞菁铁的光热转化和光致相变能力，为进一步开发

靶向分子探针提供新的可能性。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　主要试剂：羧基端乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ
ＣＯＯＨ，济南岱罡）；酞菁铁（ＦｅＰｃ，ＴＣＩ公司）；ＡＳ１４１１
ＮＨ２／标记ＦＡＭ的ＡＳ１４１１（委托上海生工合成）；全氟
戊烷（ＰＦＰ，ＳｔｒｅｍＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司）；三氯甲烷（成都市
科龙化工）；异丙醇（重庆东川化工）；琼脂糖（Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）；聚乙烯醇 ＰＶＡ、ＥＤＣ、ＮＨＳ、ＭＥＳ（Ｓｉｇｍａ
公司）；ＣＣＫ８试剂 （ＭＣＥ公司）；Ｄｉｌ（碧云天生物公
司）；ＴＥ缓冲液、ＤＡＰＩ（博士德生物公司）；人乳腺癌

ＭＣＦ７细胞（重庆医科大学超声影像学研究所）；
ＲＰＭｌｌ６４０培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）。
　　主要仪器：Ｓｏｎｉｃ声振仪（Ｓｏｎｉｃ），光学显微镜
（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７１），透射电镜（ＨＩＴＡＣＨＩ），粒径测量仪
（Ｍａｌｖｅｒｎ公司），流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ公司），
激光共聚焦显微镜（Ｎｉｋｏｎ公司），多功能酶标仪
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），近红外激光仪（Ｓｔｏｎｅｌａｓｅｒ公
司，６６０ｎｍ），热成像仪（Ｆｏｔｒｉｃ公司），小动物光声成像
仪（Ｖｅｖｏ＠ＬＡＺＲ２１００）。
１．２　实验方法
１．２．１　ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ的制备及理化特
性　　超声双步乳化法制备纳米粒，将 ５０ｍｇＰＬＧＡ
和８ｍｇＦｅＰｃ充分混合，溶解于２ｍＬ三氯甲烷，再加
入２００μＬ的ＰＦＰ溶液，用声震仪（２．５ｍｉｎ，１００Ｗ）乳
化后得到蓝色乳浊液；向其中加入１０ｍＬ４％ＰＶＡ溶
液，再次声震仪乳化（４ｍｉｎ，１００Ｗ），加入１０ｍＬ２％的
异丙醇；将混合乳液经过磁力搅拌达 ６ｈ挥发三氯甲
烷。以上所有步骤均避光和冰浴。随后采用双蒸水反

复洗涤，经低温离心获取非靶向纳米粒ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠
ＰＦＰ。采用碳二亚胺法连接适配体 ＡＳ１４１１与 ＰＬＧＡ＠
ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ，具体步骤如下：取一定量ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ
（５．０ｍｇ／ｍＬ），加入适量ＭＥＳ缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝
５．０），再加入适量ＮＨＳ和ＥＤＣ，４℃下振荡孵育３ｈ，低
温离心洗涤去除多余的ＮＨＳ／ＥＤＣ。加入适量ＭＥＳ缓冲
液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝８．０），然后加入３ＯＤ适配体ＡＳ１４１１
（１ＯＤ≈３３．３μｇ），适配体已提前溶解于 ＴＥ缓冲液
（ｐＨ＝８．０）中。在４℃下孵育３ｈ，低温离心洗涤，获得
靶向纳米粒ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ。使用透射电
镜、马尔文粒径仪、紫外分光光度计等设备检测各个性

质。绘制ＦｅＰｃ的标准曲线，然后通过公式计算包封
率：ＦｅＰｃ包封率＝Ｍ１／Ｍ２×１００％；Ｍ１表示包载于ＰＬＧＡ
纳米粒中的ＦｅＰｃ含量，Ｍ２表示ＦｅＰｃ的投入总量。
１．２．２　非靶向纳米粒与 ＡＳ１４１１连接检测　　用 ＤｉＩ
染色纳米粒，适配体ＡＳ１４１１的３＇端用ＦＡＭ标记。利用
激光共聚焦显微镜观察ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ与ＡＳ１４１１
的连接情况，流式细胞仪检测上述二者连接率。

１．２．３　细胞培养及细胞毒性实验　　在 ５％ ＣＯ２、
３７℃培养箱中用ＲＭＰＩ１６４０培养基培养 ＭＣＦ７细胞。
实验均采用对数期生长细胞。待细胞状态良好，将

ＭＣＦ７细胞铺入 ９６孔板放回敷箱继续孵育。随后将
ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ稀释成不同浓度（０．２、０．４、
０．６、０．８、１．０ｍｇ／ｍＬ）后加入 ９６孔板，并设置复孔。
不同浓度 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ和细胞共同孵
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育２４ｈ取出，加入 ＣＣＫ８试剂 １ｈ后，用多功能酶标
仪检测并计算出细胞存活率。

１．２．４　体外靶向实验　　将处于对数期的 ＭＣＦ７细
胞接种于共聚焦培养皿中培养、贴壁。实验分为２组：
非靶向组（ＤｉＩＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ）和靶向组（ＤｉＩ
ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ）。以上纳米粒均在制备
时候伴随 ＰＬＧＡＣＯＯＨ添加了 ＤｉＩ染料，并灭菌。在
两组中分别加入适量靶向／非靶向纳米粒后放回细胞
培养箱继续培养２ｈ，多次洗涤细胞以清除未靶向到细
胞的纳米粒，随后用多聚甲醛固定细胞，用 ＤＡＰＩ为细
胞核染色。于激光共聚焦显微镜下观察两组细胞周围

的靶向情况。

１．２．５　体外光热效应及光致相变　　将浓度为５．０ｍｇ／ｍＬ
的ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ纳米粒和浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ，
２．５ｍｇ／ｍＬ和 ５．０ｍｇ／ｍＬ的 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠
ＰＦＰ分别加入４组９６孔板中，运用６６０ｎｍ激光辐照
３００ｓ，用热成像仪监测纳米粒悬液的随时间和浓度增
加的温度变化。辐照前后分别于光镜下观察两种纳米

粒（ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ和 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠
ＰＦＰ均为５．０ｍｇ／ｍＬ）的相变情况。
１．２．６　体外光声成像　　浓度分别为（０．５、１．０、２．５、
５．０ｍｇ／ｍＬ）的 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ纳米粒和
浓度为５．０ｍｇ／ｍＬ的 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ纳米粒悬
液，依次被加入琼脂凝胶模型，选取适当位置，光声成

像系统选用波长为６８０ｎｍ（基于 ＦｅＰｃ的吸收波峰在
仪器中的全波长扫描后得到的激发波长）来激发和扫

描成像。用系统内置软件测量出光声信号强度，绘制

相关曲线。

１．２．７　体外超声／造影成像　　同上，浓度为（０．５、
１．０、２．５、５．０ｍｇ／ｍＬ）的 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ
纳米粒和浓度为５．０ｍｇ／ｍＬ的 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ
纳米粒悬液，被激光分别辐照后转入３％凝胶模型中，
利用超声模式观察其增强显像的效果，然后用重庆医

科大学超声影像学研究所自主发明的超声图像灰度值

分析软件（ＤＦＹ软件）测量纳米粒信号灰度值，绘制相
关曲线。

１．２．８　动物模型的建立和分组　　选取４～６周龄的
雌性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠（质量为１６～２０ｇ）１８只，将人乳腺
癌细ＭＣＦ７单细胞悬液（１×１０６／ｍＬ）注射于裸鼠脊柱
旁右大腿内侧皮下（０．１ｍＬ／只）建立荷瘤模型，待体
积长至约１５０ｍｍ３后随机分组用于光声成像，超声成
像和体内升温实验。

１．２．９　体内光声成像　　将 ６只荷瘤鼠分为 ２组

（ｎ＝３），经尾静脉注射２００μＬ５．０ｍｇ／ｍＬ的 ＡＳ１４１１
ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ或 ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ，使用光声
成像仪采集注射前、注射后６ｈ的光声图像，定量分析
光声信号强度。

１．２．１０　体内超声／造影成像　　将６只荷瘤鼠随机分
为２组（ｎ＝３），每组经尾静脉注射２００μＬ５．０ｍｇ／ｍＬ
的ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ或 ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ，
于注射后６ｈ使用６６０ｎｍ激光辐照肿瘤部位１０ｍｉｎ，用
光声成像仪的超声模式采集辐照前、辐照后的超声／造
影图像，并利用ＤＦＹ灰度软件定量分析信号强度。
１．２．１１　体内光热效应　　将６只荷瘤鼠随机分为２组
（ｎ＝３），每组经尾静脉注射 ２００μＬ的 ５．０ｍｇ／ｍＬ的
ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ或ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ，于
注射后６ｈ使用６６０ｎｍ激光辐照肿瘤部位，用热成像
仪的采集辐照前和辐照１０ｍｉｎ时的热成像图。
１．３　统计方法
　　采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析，计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示，两变量之间则采用线性相关分析，多样本
均数的比较采用的单因素方差分析，两组间的进一步

比较采用ＬＳＤｔ检验，检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ的基本理化性质
　　成功制备出 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ，结构示
意图见１Ａ，透射电镜可见该纳米粒的粒径均匀，并且
与粒径测量结果基本一致（图 １Ｂ）。纳米粒粒径为
（２０８．０３±８．９６）ｎｍ（图１Ｃ），分散性良好（ＰｄＩ：０．１１１），
电位为（－１０．８±１．１４）ｍＶ（图 １Ｄ），紫外吸收光谱可
见ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ在６３５ｎｍ处出现最大
吸收峰，吸收光谱可见 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ与
游离 ＦｅＰｃ的吸收峰相近，并且 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ ＰＦＰ
位于６００～７００ｎｍ间则没有明显吸收波峰（图 １Ｅ）。
通过紫外分光光度计绘制 ＦｅＰｃ的标准吸收曲线回归
方程为：Ｙ＝１．９１０×Ｘ＋０．０８９０７，Ｒ２＝０．９９７６。由此
计算出ＦｅＰｃ的包封率为（８３．９６±１．６１）％。综合以上
结果表明 ＦｅＰｃ和 ＰＦＰ已成功地被包载于 ＰＬＧＡ上，
并且ＦｅＰｃ具备较高包载率。
２．２　非靶向纳米粒与ＡＳ１４１１连接率
　　激光共聚焦显微镜显示，Ｄｉｌ染色的纳米粒为红色
荧光（图２Ａ），绿色荧光是ＦＡＭ标记的ＡＳ１４１１（图２Ｂ），
两者在融合通道内的显示黄色荧光（图 ２Ｃ），表明
ＡＳ１４１１已与 ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ成功连接。流式细
胞仪反馈连接率为（９３．３１±２．５８）％（图２Ｄ），证明该
靶向纳米粒连接率尚好。

５７７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）
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图１　靶向纳米粒ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ基本理化性质结果
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图２　激光共聚焦显微镜和流式细胞仪观察非靶向纳米粒ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ与适配体ＡＳ１４１１的连接情况
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２．３　细胞毒性实验
　　ＭＣＦ７细胞在被加入不同浓度的 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ
＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ（０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍｇ／ｍＬ）后继续
孵育２４ｈ，利用ＣＣＫ８检测ＭＣＦ７细胞的存活率分别
为 （９５．７３±１．０６）％、（９６．１３±２．０７）％、（９４．９３±
３．７２）％、（９４．７３±２．２８）％、（９５．７６±１．８５）％，各组间
差异无统计学意义，说明 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ
没有明显的细胞毒性，可用于进一步的实验。

２．４　体外靶向实验
　　激光共聚焦显微镜观察（图３），在靶向组的细胞
核周围和细胞膜内出现大量 ＤｉＩ标记的红色纳米粒，
而在非靶向组中，仅可见少量纳米粒随机存在。这表

明该靶向纳米粒的体外寻靶效果明显。由于 ＡＳ１４１１
作用于核仁蛋白，而该蛋白广泛存在于细胞核，部分存

在于胞质和胞膜。故本实验中纳米粒也存在相近区域

分布。

２．５　体外光热效应和光致相变
　　经过６６０ｎｍ激光辐照，并随着辐照时间的增加，
ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ纳米粒悬液温度随着辐照

时间增加而逐渐升高，而对照组 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ
纳米粒悬液的温度没有明显的变化；并且不同浓度的

ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ经过激光辐照后，呈现不
同程度的温度增加（图４Ｂ），从热成像仪拍摄的图片同
样可以看出趋势（图 ４Ａ）。此外，光镜下可以观察到
ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ纳米粒辐照后发生了液
气相变，而 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ纳米粒无明显相变
（图４Ｃ）。这是因为 ＦｅＰｃ具有较强的光热转化能力，
在近红外波长段强烈地吸收光能后转化为热能，使悬

液升温，进而促使 ＰＬＧＡ核心的 ＰＦＰ发生液气相变。
以上结果说明该纳米粒具有良好的光热效应。

２．６　体外光声成像
　　在 ６８０ｎｍ波长激发下，随着 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠
ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ浓度增加，光声信号（ＰＡ）强度逐渐增强
（图５Ａ），表明该纳米粒具备良好的光声成像能力，并
且随着浓度增强呈线性相关（图５Ｂ）。对照组ＡＳ１４１１
ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ由于不带有光敏剂 ＦｅＰｃ，而未见明显光
声信号。说明搭载 ＦｅＰｃ的 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠
ＰＦＰ是一个效果明确的光声造影剂。
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激光共聚焦显微镜下观察，红色荧光为Ｄｉｌ标记的纳米粒，蓝色荧光为ＤＡＰＩ染色的细胞核，Ｍｅｒｇｅｄ为融合图像

图３　激光共聚焦显微镜评价非靶向纳米粒ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ／靶向纳米粒ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ与ＭＣＦ７细胞结合情况

７７７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）
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Ａ：４组纳米粒经激光辐照后的近红外相机拍摄的升温图；Ｂ：４组纳米粒经激光辐照后的近红外升温温度曲线图；Ｃ：激光
辐照前后２种纳米粒的光镜下相变结果

图４　纳米粒ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ与ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ经激光辐照后体外光热效应和光致相变结果
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图５　纳米粒ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ与ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ体外光声成像及定量分析
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２．７　体外超声／造影成像
　　如图 ６所示，激光辐照后不同浓度的 ＡＳ１４１１
ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ呈现出明显的图像信号。而对照
组ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ被激光辐照后的超声（Ｂｍｏｄｅ）／
造影（ＣＥＵＳ）图像仅能看见很少的信号（图６Ａ）。由于
前期的光热效应实验表明 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ
纳米粒具备良好的光热能力，激光辐照导致内核液态氟

碳发生液气相变，进一步增强了超声／造影的信号。而
对照组纳米粒中不含有光敏剂 ＦｅＰｃ，不能实现光热转
化后的升温，所以没有观察到经过激光辐照后的

ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ纳米粒存在增强超声信号。ＤＦＹ
组织灰度定征软件可以测出信号平均灰度值（图６Ｂ、
Ｃ）：提示在同样的激光辐照下，随着纳米粒浓度的增高，
超声／造影的信号越强，呈现出正相关。结果不仅说明
ＦｅＰｃ的光热能力和ＰＦＰ的液气相变能够增强超声显

像，表明该纳米粒同时还是一个良好的超声显像剂。

２．８　体内光声成像
　　如图７Ａ所示，尾静脉注射纳米粒前，两组荷瘤鼠
肿瘤部位均无明显光声信号，于注射后 ６ｈ探测到靶
向组瘤内可见光声信号，注射前、后光声值分别为

（０．２６±０．０２）和（１．２６±０．０６），差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。与此同时，非靶向组瘤内在 ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ
＠ＰＦＰ注射后６ｈ未见明显光声信号，其注射前、后光
声值为（０．２５±０．０１）和（０．３０±０．０１），差异不具有统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。体内光声成像的两组结果提示：
靶向组与非靶向组注射后６ｈ瘤内光声信号值差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图７Ｂ）。证明在相同条件下，
靶向纳米粒在体内肿瘤部位具有更好的富集效果，且

荷瘤鼠体内的光声信号说明负载 ＦｅＰｃ的纳米粒在体
内也可有良好光声成像能力。
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Ａ：不同浓度纳米粒体外超声／造影成像；Ｂ、Ｃ：体外超声／造影成像定量分析相关性

图６　纳米粒ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ与ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＰＦＰ体外超声／造影增强成像及定量分析
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２．９　体内超声／造影成像
　　如图８Ａ所示，辐照前两组的超声（Ｂｍｏｄｅ）／造影
（ＣＥＵＳ）图像在荷瘤鼠体内肿瘤部位均表现为无明显
回声。激光辐照后，靶向组肿瘤部位内超声／造影图像
均呈现回声信号的增多，而非靶向组肿瘤部位内超声／
造影图像未观察到明显的回声信号增多，靶向组与非

靶向组经过激光辐照后的信号值差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，图 ８Ｂ、Ｃ）。表明 ＡＳ１４１１ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠
ＰＦＰ较非靶向纳米粒的超声／造影效果更佳。
２．１０　体内光热效应
　　如图９Ａ所示，辐照后的荷瘤鼠肿瘤部位局部升
温，其中靶向组达（５０．５３±０．５６）℃，非靶向组达
（４０．６３±０．７８）℃（图 ９Ｂ），二者差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。表明纳米粒基于酞菁铁在体内具有光热
转化能力，且靶向组具有更好的升温效果。

３　讨论

　　适配体作为９０年代新崛起的靶向探针，受到了广

泛的使用和推广。基于其具有很多大分子抗体承担的

靶向探针不具备的优势。其属于碱基单链，分子量较

小，不会产生抗原抗体的免疫反应，并且由于其两端
修饰有ＣＯＯＨ或者ＮＨ２，易于连接多种基团。比如连
接表面富集 ＣＯＯＨ的 ＰＬＧＡ材料，用于搭载显像
剂［１３］；可以耦联ＤＯＴＡ基团的ＣＯＯＨ以便于螯合各种
核素比如１７７Ｌｕ、６８Ｇａ、６４Ｃｕ，用于核素的治疗和显像；也
可以耦联化疗药物和试剂直接靶向递送至肿瘤内部。

本研究采用的适配子 ＡＳ１４１１由三维 ＤＮＡ样结构组
成，靶向核仁蛋白，该蛋白在乳腺癌等实体肿瘤广泛表

达，存在于细胞核、膜、胞质中。其良好的靶向效果已

被大量的实验探索和论证［１４］。

　　本研究应用生物相容性好的ＰＬＧＡ高分子材料作
为载体，通过超声乳化法搭载光敏剂 ＦｅＰｃ，采用碳二
亚胺法外接 ＡＳ１４１１与纳米粒，成功制备了具备靶向
能力并且良好成像效果的多功能纳米粒。通过对纳米

粒进行理化性质检测，其透射电镜下呈球形，大小较为

均一且分散性良好，粒径为 （２０８．０３±８．９６）ｎｍ。据
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图８　靶向组与非靶向组纳米粒注射前和注射６ｈ后辐照前后的体内超声／造影成像图和定量分析
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Ａ：热成像图；Ｂ：不同辐照时间的温度变化

图９　靶向组与非靶向组纳米粒注射６ｈ后激光辐照前和辐照１０ｍｉｎ时的热成像表现

文献记载，肿瘤新生血管内皮间隙为３８０～７８０ｎｍ，理
论上该实验制备的纳米粒可穿越大部分肿瘤新生血管

内皮间隙到达靶区，而实际上由于肝脾血管网的摄取，

被动靶向效果并不理想［１５］。激光共聚焦显微镜和流

式仪提示ＰＬＧＡ＠ＦｅＰｃ＠ＰＦＰ和 ＡＳ１４１１的连接率可
高达（９３．３１±２．５８）％。体外寻靶实验中可以观察到
靶向组中ＭＣＦ７细胞周围的纳米粒明显多于非靶向
组。同时，体内外光声／超声造影成像实验进一步证明

该纳米粒具良好的靶向效果和成像能力。光声成像作

为新型成像模式，有助于弥补单纯超声成像分辨率较

差的缺陷，将光的高分辨率和声的高穿透性整合。在

超声造影成像的实验中，靶向纳米粒富集入肿瘤部位

后经激光辐照，利用ＦｅＰｃ的光热转化效应使液态氟碳
（ＰＦＰ）发生液气相变，起到了显著的超声造影增强作
用，因此该靶向纳米粒可实现影像的引导作用，作为潜

在的乳腺癌临床诊断造影剂。且文献记载，当瘤体温度

１８７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）



高于４６℃时可对肿瘤细胞实现一定的抑制效果［１６］。

本研究中肿瘤部位可升温至（５０．５３±０．５６）℃，具有实
现诊疗一体化效果的潜在可能。对于进一步的生物应

用和临床转化，仍需我们继续努力。

　　综上，本研究选择灵敏度高、无抗原抗体反应的适
配体与效果优良的光敏剂酞菁铁相结合，基于纳米医

学平台，成功构建一种多功能纳米粒，并证明其良好的

体内外靶向、成像能力及光热转化效果。为建立一种高

效且安全的分子显像与靶向治疗方式提供新的可能。
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