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摘　要　通过纳米技术实现诊断与治疗的结合，有利于推动肿瘤治疗的发展。近红外二区（ＮＩＲＩＩ）成像技术由于其成像
上的优势在近年来发展迅速。本研究制备了一种新型纳米载药系统———ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体，载入ＮＩＲＩＩ荧光探针
ＩＲ１０６１与阿霉素（ＤＯＸ）分别作为成像剂和治疗剂，并且通过十八胺增强其细胞摄取及肿瘤细胞抑制能力。通过对脂质体
的ＮＩＲＩＩ性能测试表明，ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体具有ＮＩＲＩＩ成像能力；对脂质体细胞摄取行为的分析和肿瘤细胞抑制
实验证明，十八胺能够促进脂质体被细胞摄取，与 ＤＯＸ协同增强抗肿瘤效果。研究结果表明，ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体
具有同时实现肿瘤成像与治疗的潜力，具有进一步研究的价值。
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第５０卷第４期 王紫安，等：近红外二区成像载药脂质体的制备、体外成像及抗肿瘤活性

　　肿瘤是人类医学发展史上的巨大挑战，随着纳
米技术的发展，纳米医药技术被认为在实现肿瘤的

高效和个性化治疗上具有极大的优势［１－３］。但迄

今为止，纳米药物的临床转化仍然面临许多挑战，

包括纳米颗粒的生物相容性，临床结果与动物模型

实验的巨大差异和肿瘤的多药耐药性等。即使已

经进入临床阶段的纳米药物也被发现更多的是降

低药物不良反应而非增强治疗效果［４］。由于人体

生理环境复杂，纳米药物的靶向递送低于预期设

计［５］。研究人员指出通过被动靶向递送药物时，

纳米颗粒从血管渗漏的速度很慢，药物在积累达到

治疗水平所需浓度前排泄或代谢［６］。因此，有必

要对纳米药物的体内行为进行监控，以便掌握药物

分布和疗效的实时信息，从而以受控和合理的方式

调整治疗策略，改善治疗效果。

近年来，基于不同成像方式与治疗方法的组合

迅速发展［７］。将成像剂与治疗药物共载于同一纳

米平台，能够对纳米药物的体内递送、生物分布、代

谢过程进行原位实时监控。相较于 ＰＥＴ、ＣＴ以及
ＭＲＩ等成像方式，荧光成像具有高灵敏度、高时间
分辨率和无放射性污染等优点，更重要的是由于荧

光成像的操作简便及成像设备的便携可移动，相较

于其他成像方式，荧光成像具备辅助临床手术中的

优势［８］。近几年近红外二区（ＮＩＲＩＩ：１０００～１７００
ｎｍ）成像技术迅速发展。通过减少光子散射、光吸
收和自发荧光，ＮＩＲＩＩ探针提供更高穿透率和分辨
率的成像［９］。当前，ＮＩＲＩＩ荧光成像技术已应用于
脑成像、血管成像、肿瘤成像等多个领域，并显示出

比近红外一区更佳的成像效果。

目前，已有多种 ＮＩＲＩＩ探针见于报道，包括镧
系元素（Ｌｎ）掺杂纳米结构（ＬＤＮＣｓ）、单壁碳纳米
管（ＳＷＣＮＴ）、红外量子点（ＱＤ）、共聚物及有机小
分子染料等。其中大多数 ＮＩＲＩＩ探针属于无机纳
米材料，体内代谢缓慢，可能导致长期毒性［８］。相

比之下，基于小分子荧光团的造影剂具有良好的排

泄药代动力学和最小的细胞毒性，这将有助于加速

ＦＤＡ批准和ＮＩＲＩＩ成像的临床转化［８］。目前临床

上批准的 ＮＩＲ荧光团，吲哚菁绿（ＩＣＧ）和亚甲蓝
（ＭＢ）都是小分子染料［１０］。

ＩＲ１０６１是一种水不溶性多甲川 ＮＩＲＩＩ探针，
由于其高度疏水，ＩＲ１０６１无法直接应用于人
体［１１］。阿霉素（ＤＯＸ）作为一种广谱抗肿瘤药物广

泛用于各种恶性肿瘤的化疗。同时ＤＯＸ具有可以
通过激光共聚焦显微镜分析的荧光，适合作为药物

模型分析其细胞摄取。脂质体由磷脂双层和水核

组成，具有两亲性，在表面改性，生物相容性和生物

降解等多个方面具有优势［１２］。因此，可以利用脂

质体实现ＩＲ１０６１与阿霉素的共载。此外，研究表
明与常见于应用的带负电荷脂质体不同，十八胺阳

离子脂质体能够与肿瘤细胞表面外翻的磷脂酰丝

氨酸（ＰＳ）以强亲和力和直接相互作用，表现出增
强的细胞摄取，从而增强药物抗肿瘤作用［１３］。

因此，本研究以ＩＲ１０６１作为成像剂，阿霉素作
为治疗剂，制备 ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体，实现
ＮＩＲＩＩ成像与乳腺癌治疗的双重目标。其中，疏水
性的ＩＲ１０６１装载于脂质体磷脂膜，在９８０ｎｍ激发
下可用于ＮＩＲＩＩ成像；水溶性的 ＤＯＸ装载于脂质
体水核，用于乳腺癌治疗。本研究还利用脂溶性荧

光染料香豆素６标记脂质体，结合 ＤＯＸ本身的荧
光性能，分析阳离子脂质体的细胞摄取行为，并通

过ＭＴＴ实验验证其增强体外抑制肿瘤细胞活性。
期望该脂质体的构建有利于推动近红外二区成像

技术在肿瘤诊断与治疗中的应用与发展。

!

　材　料

１１　药品与试剂
大豆磷脂（ＬｉｐｏｉｄＳ１００，德国 Ｌｉｐｏｉｄ公司）；胆

固醇（日本东京化成工业株式会社）；十八胺

（９０％，麦克林化学试剂有限公司）；盐酸阿霉素
（９９９２％，上海毕得医药科技有限公司）；香豆素
６、ＤＡＰＩ、４％多聚甲醛固定液（源叶生物科技有限
公司）；其他试剂均国产分析纯。ＭＤＡＭＢ２３１（人
乳腺肿瘤细胞）由江苏省肿瘤发生与干预实验室

提供。

１２　仪　器
ＳＨＺＢ（ＩＩＩ）循环多用真空泵（南京科博尔仪器

设备有限公司）；医用离心机（湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司）；ＵＶ３６００紫外分光光度计（日
本岛津公司）；ＺＳ９０纳米粒径电位分析仪（英国
Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；ＴＨＺ３２０台式恒温振荡器（上海精
宏实验设备有限公司）；ＳＣＩＥＮＴＺＩＩＤ超声波细胞
粉碎机（宁波新芝生物科技股份有限公司）；低温

时间分辨荧光光谱仪（英国爱丁堡仪器公司）；

ＮＩＲＩＩ活体成像系统（武汉光映美科技有限公
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司）；酶标仪（美国伯腾仪器有限公司）；场发射扫描

电子显微镜（德国Ｚｅｉｓｓ公司）；透射电子显微镜（日
本电子株式会社）。

"

　方　法

２１　脂质体的制备及物理表征
根据文献合成 ＩＲ１０６１后［１４］，用薄膜水化超

声法制备ＮＩＲＩＩ成像阳离子脂质体。精确称取卵
磷脂、吐温８０、十八胺、胆固醇和 ＩＲ１０６１（质量比
１２０∶２４∶１２∶１２∶１），用二氯甲烷／乙醇（体积比８∶１）
溶于圆底烧瓶内，３７℃旋转蒸发成膜后，加入
０９％ ＮａＣｌ溶液１０ｍＬ，３７℃下振荡水化３ｈ，水浴
超声 ３ｍｉｎ，过 ４５０和 ２２０ｎｍ滤膜各两次，得
ＩＲ１０６１阳离子脂质体。制备载阿霉素 ＮＩＲＩＩ成像
阳离子脂质体，精确称取卵磷脂、吐温８０、十八胺、
胆固醇和ＩＲ１０６１（质量比１２０∶２４∶１２∶１２∶１）按原方
案成膜后，根据硫酸铵梯度载药法加入３％ 硫酸铵
溶液水化，将所得脂质体于０９％ ＮａＣｌ溶液中透
析４８ｈ后，按配方加入阿霉素（ＰＣＤＯＸ，８∶１），在
５０℃下搅拌 ３０ｍｉｎ。将制得阿霉素脂质体置于
０９％ ＮａＣｌ中透析４８ｈ，去除游离阿霉素。制备非
十八胺改性的 ＤＯＸＩＲ１０６１脂质体（ＤＯＸＩＲ１０６１
Ｌｉｐｏｓｏｍｅ）作为对照组，其配方为卵磷脂、吐温８０、
胆固醇和ＩＲ１０６１（质量比１２０∶２４∶１２∶１），制备方法
同ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体。选择香豆素６，一
种激光转化效率高，性能较稳定的脂溶性染料作为

荧光探针用于监测阳离子脂质体及普通脂质体的

细胞摄取行为。为了实现对脂质体的细胞摄取行

为的观测，用等物质的量香豆素６代替ＩＲ１０６１制备
ＤＯＸＣｏｕｍａｒｉｎ６阳离子脂质体及 ＤＯＸＣｏｕｍａｒｉｎ６
脂质体。同时，ＤＯＸ的荧光性质使其可作为荧光药
物模型用于药物摄取分析。

通过马尔文粒度仪测量脂质体流体动力学尺

寸，ＰＤＩ及Ｚｅｔａ电位。通过透射电子显微镜（ＴＥＭ）
和扫描电子显微镜（ＳＥＭ）观察载药脂质体形态。
２２　脂质体包封率测定

精确称量 ＤＯＸ，用甲醇溶于５ｍＬ量瓶中，定
容，制备１０，２０，３０μｇ／ｍＬＤＯＸ溶液。同样精确称
取ＤＯＸ适量，与空白脂质体混合后，用甲醇破乳，
配制１０，２０，３０μｇ／ｍＬ阿霉素脂质溶液。用紫外
分光光度仪对配得溶液在２００～６００ｎｍ光区进行
扫描，得在４９５ｎｍ处阿霉素有吸收峰，并且不受磷

脂影响。选择 ４９５ｎｍ为测定波长，测量 １０，２０，
３０，４０，５０μｇ／ｍＬ阿霉素甲醇溶液紫外吸收，计算
其线性回归方程后，根据公式计算ＤＯＸ包封率。
２３　脂质体稳定性

将ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体储存在４℃环
境下，脂质体的稳定性通过测定其两周后粒径和

ＰＤＩ变化评估。同时，卵磷脂的化学性质不稳定，
易氧化水解，其氧化产物丙二醛（ＭＤＡ）含量超过
０１μｇ／ｍｇＰＣ时，可造成溶血，因此有必要将脂质
体氧化程度作为其稳定性的评估标准之一。实验

中根据硫代巴比妥酸法［１５］测定脂质体中磷脂氧化

程度。

２４　ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体近红外二区成像
性能

按一定比例稀释 ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体
后用低温时间分辨荧光光谱仪测定其近红外二区

光谱。将ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体按一定浓度
配比（１６，３２，４８，６４，８ｍｇＰＣ／ｍＬ）置于离心管
后，用ＮＩＲＩＩ生物成像系统（９８０ｎｍ激发）收集荧
光信号，并通过（１０００～１２００ｎｍ）带通滤波器过
滤测定脂质体体外成像性能。用毛细吸管吸取适

量脂质体溶液后置于一定厚度组织下，用 ＮＩＲＩＩ
生物成像系统观察。

２５　激光共聚焦分析细胞摄取行为
将ＭＤＡＭＢ２３１在含盖玻片的培养皿中培养

２４ｈ。观察细胞贴壁并生长至适宜密度后用ＤＯＸ
Ｃｏｕｍａｒｉｎ６阳离子脂质体和 ＤＯＸＣｏｕｍａｒｉｎ６脂质
体，分别处理细胞１和２ｈ，并用ＰＢＳ洗涤３次。然
后用４％多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ，再次使用 ＰＢＳ
洗涤３次。加入５μｇ／ｍＬＤＡＰＩ染液染色，避光放
置５ｍｉｎ后去除染色剂，加入抗荧光淬灭剂封片。
使用激光共聚焦显微镜观察玻片样品（４０５ｎｍ：
ＤＡＰＩ，４８８ｎｍ：香豆素６，５５５ｎｍ：ＤＯＸ）。
２６　体外细胞毒性研究

用 ＭＴＴ试验评估 ＤＯＸＩＲ１０６１脂质体和
ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体的肿瘤细胞抑制效果。
将处于生长期的 ＭＤＡＭＢ２３１配成单细胞悬液后
以一定密度接种至９６孔板（１００μＬ），在ＤＭＥＭ培
养基中于３７℃，５％ ＣＯ２下培养２４ｈ。随后将细
胞分别与 ＤＯＸ，ＤＯＸＩＲ１０６１脂质体，ＤＯＸＩＲ１０６１
阳离子脂质体（０２５，０５，１，２，４，８，１６，３２μｇ
ＤＯＸ／ｍＬ，１００μＬ），细胞复孔数５，温育２４ｈ后向各
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孔中加入ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ，２０μＬ）并孵育４ｈ。
离心后小心吸弃孔内培养上清液并加入 ＤＭＳＯ
１００μＬ。通过使用酶标仪测量５７０ｎｍ处的吸收度
来计算细胞活力。

#

　结　果

３１　ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体表征
通过薄膜水化超声法制备脂质体，测得ＤＯＸ

ＩＲ１０６１阳离子脂质体流体动力学尺寸为（１４９９±
５３）ｎｍ，多分散系数为０１７５，Ｚｅｔａ电位为＋（２５６±
０３２）ｍＶ，ＤＯＸ包封率（９５８±２４）％。在 ＴＥＭ
下观察如图１ａ所示，脂质体结构清晰完整，并由
于硫酸铵与阿霉素形成结晶，观察到脂质体内部

明显的内核结构。以上数据显示 ＤＯＸＩＲ１０６１阳
离子脂质体具有相对均匀的分布，并成功载入阿

霉素。

通过薄膜水化超声法制备脂质体，测得ＤＯＸ
ＩＲ１０６１脂质体流体动力学尺寸为（１３８３±６１）
ｎｍ，多分散系数为０１５１，Ｚｅｔａ电位为 －（０５３８±
０１２）ｍＶ，略带负电荷。通过扫描电子显微镜观察
在４℃环境下放置４８ｈ的 ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂
质体和 ＤＯＸＩＲ１０６１脂质体，可以观察到 ＤＯＸ
ＩＲ１０６１阳离子脂质体结构清晰，粒径分布相对均
匀（图１ｂ）；而ＤＯＸＩＲ１０６１脂质体结构模糊，出现
大量聚集的情况（图 １ｃ）。因此，ＤＯＸＩＲ１０６１阳
离子脂质体比ＤＯＸＩＲ１０６１脂质体更加稳定。

此外，还对ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体的稳定
性做了进一步分析，置于４℃环境下保存２周后，
可以观察到溶液仍保持澄清。利用马尔文粒度仪

测量脂质体粒径，其流体动力学尺寸为（１６０３±
３２）ｎｍ，粒径变化小，ＰＤＩ为０２１５（小于０３）。

进一步对其进行磷脂氧化分析。根据文献，丙

二醛（ＭＤＡ）含量超过１μｇ／ｍｇＰＣ的氧化磷脂可
造成溶血。其溶液中质量浓度可由５３５ｎｍ处吸收
度与系数４１５的乘积计算得到，ＭＤＡ／ＰＣ＝００３１
μｇ／ｍｇＰＣ，远小于１μｇ／ｍｇＰＣ。

因此实验制得ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体能够
在４℃下稳定保存。除了表面电位电荷（＋２５６±
０３２ｍＶ）的存在降低了脂质体聚集的发生外，这
可能与吐温８０吸附于脂质双层表面，形成“立体
屏障”，增加了脂质体的稳定性有关［１６］。

测试脂质体ＮＩＲＩＩ光谱（９８０ｎｍ激发），如图
１ｄ所示，尽管其发射峰出现略微蓝移，但仍然处
于ＮＩＲＩＩ范围内，能够实现近红外二区成像。
３２　ＮＩＲＩＩ体外成像

ＮＩＲＩＩ生物成像系统（９８０ｎｍ激发）收集ＮＩＲ
ＩＩ荧光信号，可观察到 ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体
在体外清晰明显的荧光，按质量浓度梯度稀释后，

可观察到脂质体荧光强度随着质量浓度升高而增

强（图１ｅ）。使用毛细吸管吸取脂质体溶液置于
０８ｃｍ厚度组织下可观察到清晰明显的荧光，如
图１ｆ所示。

Ｆｉｇｕｒｅ１　（Ａ）ＴＥＭｐｉｃｔｕｒｅｏｆＤＯＸＩＲ１０６１Ｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅ；（Ｂ）ＳＥＭｐｉｃｔｕｒｅｏｆＤＯＸＩＲ１０６１Ｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅ，４８ｈ；（Ｃ）ＳＥＭｐｉｃｔｕｒｅｏｆＤＯＸ
ＩＲ１０６１Ｌｉｐｏｓｏｍｅ，４８ｈ；（Ｄ）ＥｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＤＯＸＩＲ１０６１Ｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅ（ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ：９８０ｎｍ）；（Ｅ）１６，３２，４８，６４，８ｍｇＰＣ／ｍＬｆｒｏｍ
ｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ，ＮＩＲＩＩｉｍａｇｉｎｇ（ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ：９８０ｍ，ｆｉｌｔｅｒ：１０００１２００ｎｍ）；（Ｆ）Ｔｉｓｓｕｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓ：０８ｃｍＮＩＲＩＩｉｍａｇｉｎｇｉｎｖｉｔｒｏ（ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ：９８０ｎｍ，
ｆｉｌｔｅｒ：１０００１２００ｎｍ）
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３３　阳离子脂质体促进细胞对药物的摄取
通过激光共聚焦显微镜分析细胞的脂质体摄

取行为，以 ＤＯＸＣｏｕｍａｒｉｎ６脂质体作为对照组
（ｃｏｎｔｒｏｌ）。如图２所示，细胞核用ＤＡＰＩ染成蓝色，
绿色荧光来自香豆素６，红色荧光来自阿霉素。在
孵育１ｈ后，在 ＤＯＸＣｏｕｍａｒｉｎ６阳离子脂质体处
理的细胞中可以观察到明显的绿色荧光和红色荧

光，而在对照组中几乎无法观察到来自脂质体的荧

光。而在孵育２ｈ后，ＤＯＸＣｏｕｍａｒｉｎ６阳离子脂质
体处理的细胞的荧光也明显强于对照组。因此细

胞对阳离子脂质体的摄取效率显著高于普通脂质

体，相应地增加了肿瘤细胞对ＤＯＸ的摄取，这有助
于提高载药脂质体的细胞杀伤效率。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｌａｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅｏｆ（ａ）ＤＯＸＣｏｕｍａｒｉｎ６ｌｉｐｏｓｏｍｅｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｆｏｒ１ｈ；（ｂ）ＤＯＸＣｏｕｍａｒｉｎ６Ｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｆｏｒ１ｈ；
（ｃ）ＤＯＸＣｏｕｍａｒｉｎ６ｌｉｐｏｓｏｍｅｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｆｏｒ２ｈ；（ｄ）ＤＯＸＣｏｕｍａｒｉｎ６Ｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｆｏｒ２ｈ

３４　体外细胞毒性研究
通过 ＭＴＴ测定评估 ＤＯＸ，ＤＯＸＩＲ１０６１脂质

体，ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子脂质体对 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞的细胞毒性。如图 ３所示，非十八胺改性的
ＤＯＸＩＲ１０６１脂质体的肿瘤细胞抑制率显著低于
盐酸阿霉素。这可能是因为盐酸阿霉素本身为水

溶性药物，能够迅速进入细胞，而阿霉素被普通脂

质体包裹后，细胞摄取降低。ＤＯＸＩＲ１０６１阳离子
脂质体具有比游离ＤＯＸ及普通载药脂质体更高的
细胞毒性，并呈剂量依赖性。即十八胺与 ＤＯＸ协
同增强抗肿瘤作用，并随着脂质体质量浓度的提高

而增强。
Ｆｉｇｕｒｅ３　ＶｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＤＯＸｇｒｏｕｐ
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$

　总结与展望

近红外二区荧光成像技术的优势使其具有巨

大的发展潜力，通过纳米技术将这一成像优势与化

疗功能结合有利于推动肿瘤的诊疗发展。本研究

成功构建了用于近红外二区荧光成像的ＩＲ１０６１脂
质体，对脂质体进行表征并通过体外成像实验验证

其近红外二区成像能力，并通过在脂质体水核载入

ＤＯＸ作为治疗剂，具备实现诊断与治疗联合的潜
力。另一方面，通过激光共聚焦实验验证所制备阳

离子脂质体引起细胞对 ＤＯＸ摄取增强，并进一步
通过细胞实验证明，十八胺与 ＤＯＸ联合起到增强
脂质体抗肿瘤能力的作用。此外，实验和理论研究

表明，由于阳离子纳米颗粒对肿瘤血管壁的静电吸

引，与带负电荷或中性纳米颗粒相比，具有更强的

经肿瘤血管壁向肿瘤区域渗透的能力［３］。相信这

一阳离子脂质体的构建有利于近红外二区成像应

用的探讨及诊疗一体化的推进。在进一步研究中，

考虑通过电子相互作用涂覆带负电的透明质酸壳，

避免脂质体与正常血管的相互作用。当脂质体富

集于肿瘤，存在于肿瘤微环境的透明质酸酶

（ＨＡａｓｅ）会降解 ＨＡ壳并暴露阳离子脂质体的高
正电荷，以促进肿瘤细胞对脂质体的摄取［１７］，并在

此基础上进行体内实验，结合近红外二区成像与组

织分析探讨诊疗一体化的实现。
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