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近红外二区荧光／光声双模态成像脂质体的制备与表征
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摘　要　近红外二区（ＮＩＲＩＩ）荧光染料ＩＲ１０６１水溶性差、量子产率低，限制其在生物医学方面的应用。本研究将脂质体
作为载体材料，增加其水溶性，并且将近红外一区（ＮＩＲＩ）荧光染料ＩＲ７８０同时负载于脂质体，以增强ＩＲ１０６１在ＮＩＲＩＩ的
荧光强度。结果表明，９８０ｎｍ激光照射下，脂质体表现出显著增强的特征荧光。此外，对脂质体粒径、外观、光热转换效率、
光声性能以及细胞毒性进行考察。结果显示，本研究所制备的复合物脂质体可作为 ＮＩＲＩＩ荧光／光声双模态成像体系，具
有用于诊断和引导肿瘤光热治疗的潜力。
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　　目前，恶性肿瘤已超过心血管疾病成为威胁人
类健康的头号杀手。若在肿瘤早期进行诊断和治

疗将会极大降低肿瘤病死率。而肿瘤的诊疗主要

依赖于现代医学成像技术和肿瘤治疗技术的联合

应用［１－２］。

近红外（ＮＩＲ）荧光成像是一种新兴的非侵入
性生物医学成像模式［３］，与其他几种成像

模式，包括磁共振成像（ＭＲＩ）、Ｘ射线、计算机
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断层扫描（ＣＴ）、正电子发射断层扫描（ＰＥＴ）、超声
波检查（ＵＳ）等相比，具有敏感性高、成本低、可实
时获取信息的优点，在肿瘤诊断和治疗应用中具有

巨大潜力［３－６］。尤其是在近红外二区（ＮＩＲＩＩ，
１０００～１７００ｎｍ）波长范围内组织和血液对光的
吸收和散射显著降低，并且几乎无生物体自发荧光

干扰，使得近红外二区荧光探针具有更深的组织穿

透力和空间分辨率［７－９］。到目前为止，发射光谱在

近红外二区的材料主要包括无机材料（纳米管［９］、

量子点［１０］、稀土纳米粒子［１１－１３］）和有机材料（聚合

物［１４－１５］、有机小分子染料［８，１６］）。考虑到ＮＩＲＩＩ成
像剂的临床转化，具有低毒性，快速代谢性质的有

机小分子荧光探针仍是最理想和最佳的候选者。

但多数ＮＩＲＩＩ有机小分子荧光团存在水溶性差、
光稳定性低、量子产率低等缺点。

最近研究发现 ＮＩＲＩ荧光染料 ＩＣＧ在 ＮＩＲＩＩ
窗口有明显的荧光发射［１７－１９］。基于此研究，本文

设计并制备了一种同时负载 ＮＩＲＩＩ有机小分子荧
光染料ＩＲ１０６１和 ＮＩＲＩ荧光染料 ＩＲ７８０的脂质
体，不仅可以增强荧光染料的生物相容性，而且可

实现探针在 ＮＩＲＩＩ窗口的荧光信号增强和荧光／
光声双模态引导的肿瘤热疗。

"

　材　料

１１　试　剂
实验所用试剂均为市售化学纯或分析纯，除特

别说明外，不经处理直接使用。

大豆磷脂（ＬｉｐｏｉｄＳ１００，德国 Ｌｉｐｏｉｄ公司）；胆
固醇（日本化成工业株式会社）；吐温８０（上海安
耐吉化学公司）；其他试剂均为国产分析纯；ＩＲ
１０６１、ＩＲ７８０（图１）均为本实验室合成。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＩＲ１０６１ａｎｄＩＲ７８０

１２　仪　器
旋转蒸发仪（南京科尔仪器设备有限公司）；

ＳＣＩＥＮＴＺＩＩＤ超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物

科技股份有限公司）；ＵＶ１７００紫外分光光度计
（日本岛津公司）；粒度分析仪（英国马尔文仪器有

限公司）；超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技

股份有限公司）；酶标仪（美国伯腾仪器有限公

司）；透射电子显微镜（日本电子株式会社）；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司）；热
像仪（美国ＦＬＩＲ公司）。
１３　细胞株

人乳腺癌细胞系（ＭＤＡＭＢ２３１）购于美国标
准生物品收藏中心（ＡＴＣＣ）。

#

　方　法

２１　ＩＲ１０６１和 ＩＲ７８０共载脂质体（ＩＲ１０６１７８０
Ｌｉｐ）的制备

采用薄膜水化法制备复合 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ，
具体步骤为：精确称取 ＩＲ１０６１０２５ｍｇ、ＩＲ７８０
０５５ｍｇ、磷脂５０ｍｇ、胆固醇１２５ｍｇ和吐温８０
６２５ｍｇ，置于 １５０ｍＬ圆底烧瓶。用二氯甲烷
１０ｍＬ进行溶解，在旋转蒸发仪上以３７℃、６０ｒ／ｍｉｎ
旋转５ｍｉｎ充分混匀。之后加入二氯甲烷１０ｍＬ和
无水乙醇２ｍＬ，在旋转蒸发仪上以３７℃、１００ｒ／ｍｉｎ
旋转蒸发。在圆底烧瓶底部形成均匀薄膜，然后置

于真空泵６ｈ以尽量除去残存的有机溶剂。加入
超纯水８ｍＬ，将圆底烧瓶置于恒温振荡器，３７℃、
１４０ｒ／ｍｉｎ水化２５ｈ，溶液变为半透明状，即得ＩＲ
１０６１７８０Ｌｉｐ混悬液。冰浴条件下超声清洗机超
声１ｍｉｎ，溶液分别用０４５μｍ和０２２μｍ微孔滤
膜连续过滤 ３次，再经透析法纯化得到 ＩＲ１０６１
７８０Ｌｉｐ。置于西林瓶中，４℃冰箱中保存。
２２　ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ的表征

取适量 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ溶液置于石英样品池
中，使用粒径仪测定粒径；稀释 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ溶
液至磷脂质量浓度为００５ｍｇ／ｍＬ，滴至铜网，磷钨
酸染色，使用透射电子显微镜观察形态；取适量

ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ溶液置于石英样品池中，在 ＵＶ
１７００紫外分光光度计上测吸收光谱。
２３　近红外二区荧光性质
２３１　ＩＲ７８０对 ＩＲ１０６１的荧光增强　取 ＩＲ
１０６１７８０Ｌｉｐ水溶液 １ｍＬ，同等浓度 ＩＲ１０６１的
ＤＭＳＯ溶液和ＩＲ７８０的 ＤＭＳＯ溶液分别置于３个
离心管。设置激发波长为９８０ｎｍ，测得３组样品
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的荧光强度。

２３２　ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ荧光强度与浓度的关系　
取质量浓度为 ０１６７、０３３３、０４９９、０６６７、０８３３
ｍｇ／ｍＬ的ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ１ｍＬ分别置于５个离
心管。设置激发波长为９８０ｎｍ，测得样品的荧光
强度。

２３３　ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ荧光光谱　Ｌｉｐ取同等
ＩＲ１０６１或ＩＲ７８０浓度的ＩＲ１０６１脂质体（ＩＲ１０６１
Ｌｉｐ）、ＩＲ７８０脂质体（ＩＲ７８０Ｌｉｐ）ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ
水溶液１ｍＬ，利用在荧光分光光度计，测试样品在
１０００～１１８０ｎｍ的荧光光谱。激发波长设置为
９８０ｎｍ。
２４　ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ的光声性质

ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ的光声性质是通过南京大学
自制的光声成像系统测定得出的。首先将

ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ配制成不同的质量浓度（１、２、３、
４ｍｇ／ｍＬ），取１ｍＬ于离心管，将换能器置于离心
管中，使得样品刚好没过换能器探测头。随后将

５６０ｎｍ设置为激发波长，测量得到不同浓度的光
声信号。

２５　ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ光热性质
将ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ进行稀释，配制质量浓度

为０１、０４、０６和１ｍｇ／ｍＬ的溶液，用０５ｍＬ的
离心管装载，用 ６５０ｎｍ激光器持续照射（１Ｗ／
ｃｍ２，２ｍｉｎ），红外热像仪记录温度变化。
２６　细胞实验
２６１　细胞毒性实验　取处于对数生长期的
ＭＤＡＭＢ２３１细胞用胰蛋白酶消化制成单细胞悬
液，以每孔１×１０４个细胞铺于９６孔板中，培养过
夜使细胞贴壁。将质量浓度为 ５、２５、１２５、
０６２５、０３１２５ｍｇ／ｍＬ的 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ与细胞
共培养２４ｈ，加入ＭＴＴ与细胞共孵育３ｈ。通过酶
标仪测定紫外吸收度（λｍａｘ＝４５０ｎｍ），计算细胞活
力。每个浓度设置５组平行对照。
２６２　细胞热疗实验　取处于对数生长期的
ＭＤＡＭＢ２３１细胞用胰蛋白酶消化制成单细胞悬
液，以每孔１×１０４个细胞铺于９６孔板中，培养过
夜使细胞贴壁。将质量浓度为 ５、２５、１２５、
０６２５、０３１２５ｍｇ／ｍＬ的 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ与细胞
共培养２ｈ，用６５０ｎｍ激光器持续照射（１Ｗ／ｃｍ２，
２ｍｉｎ）后继续培养至２４ｈ，加入 ＭＴＴ与细胞共孵
育３ｈ。通过酶标仪紫外吸收度（λｍａｘ＝４５０ｎｍ），

计算细胞活力。

!

　结果与讨论

３１　ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ表征
透射电子显微镜结果（图２）显示，制备的 ＩＲ

１０６１７８０Ｌｉｐ呈大小均匀、形貌规则的球形。ＤＬＳ
检测 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ平均粒径约为 １５０ｎｍ，ＰＤＩ
为０１６，进一步表明 ＩＲ１０６１７８０脂质体大小均
一。紫外／可见／近红外光谱（图３）结果显示，ＩＲ
１０６１７８０Ｌｉｐ在７９０和１０５０ｎｍ处有吸收峰，证明
了ＩＲ７８０和ＩＲ１０６１的载入。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴＥＭｉｍａｇｅｓｏｆＩＲ１０６１７８０ｌｉｐｏｓｏｍｅ（ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ）

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＵＶ／Ｖｉｓ／ＮＩＲａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ（５００１３００ｎｍ）ｏｆＩＲ
１０６１７８０Ｌｉｐｉｎｗａｔｅｒ

３２　近红外二区荧光性质
９８０ｎｍ激光照射下的样品荧光强度由图４Ａ

所示，相较于游离的ＩＲ１０６１，ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ的荧
光明显增强约 １０倍左右。而之前的研究中［１８］，

ＤＭＳＯ溶液中游离的 ＩＲ１０６１的荧光强度远远大
于ＩＲ１０６１在水溶液中的荧光强度。因此，本研究
制备的脂质体中 ＩＲ７８０确实增强了 ＩＲ１０６１在近
红外二区的荧光强度。本研究选择激发波长为

９８０ｎｍ，在此波长处ＩＲ７８０只有微弱的荧光发射，
因此猜想可能不是单纯的能量转移或协同作用。

ＩＲ７８０和ＩＲ１０６１均为疏水性小分子，存在于脂质
体中的疏水区域，或许二者发生分子间相互作用影

响了荧光性能。图４Ｂ显示，ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ荧光

２６５
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强度随脂质体浓度增强而增强，表明二者呈正相

关，进一步说明制备的 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ具有良好
的荧光性能。为了排除脂质体的包裹对 ＩＲ１０６１
荧光强度的影响，本研究测试了同等 ＩＲ１０６１或
ＩＲ７８０浓度的ＩＲ１０６１Ｌｉｐ、ＩＲ７８０Ｌｉｐ和 ＩＲ１０６１

７８０Ｌｉｐ的荧光光谱。结果如图４Ｃ所示，同时载
有 ＩＲ１０６１和 ＩＲ７８０的脂质体相较于 ＩＲ１０６１
Ｌｉｐ、ＩＲ７８０Ｌｉｐ的荧光强度明显增强，表明 ＩＲ７８０
确实增强了ＩＲ１０６１的荧光强度。

Ｆｉｇｕｒｅ４　（Ａ）ＮＩＲＩＩｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆＩＲ１０６１７８０ｌｉｐｏｓｏｍｅｉｎｗａｔｅｒ，ｆｒｅｅＩＲ７８０ａｎｄＩＲ１０６１ｉｎＤＭＳＯ；（Ｂ）ＬｉｎｅａｒｆｉｔｔｉｎｇｏｆＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；（Ｃ）ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ，ＩＲ７８０ＬｉｐａｎｄＩＲ１０６１Ｌｉｐ

３３　光热性能检测
经过６５０ｎｍ激光辐照后，ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ升

温显著，与脂质体的浓度呈正相关（图５Ａ）。当脂
质体质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ时，１Ｗ／ｃｍ２激光辐照
２ｍｉｎ后，从温度升高２７１℃，即使质量浓度只有
０１ｍｇ／ｍＬ，温度也升高７８℃。而２ｍｉｎ内超纯
水的温度只升高了１３℃。说明 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ
具有优异的光热转换能力，这对于光声成像和光热

治疗至关重要。

３４　光声性能
本研究测试了 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ的光声信号与

脂质体浓度之间的关系。如图５Ｂ所示，在５６０ｎｍ
波长照射下，ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ的光声信号强度随着
材料浓度线性增强。这些结果表明该纳米粒子具

备良好的光声成像性质。

Ｆｉｇｕｒｅ５　（Ａ）ＴｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐｕｎｄｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｆｏｒａｐｅｒｉｏｄｏｆｔｉｍｅ；（Ｂ）Ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃ（ＰＡ）ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

３５　细胞实验
利用ＭＴＴ法测试了脂质体的毒性，如图６所

示，当不同质量浓度的 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ和细胞共
同培养２４ｈ后，细胞存活率都在９５％以上。即使
质量浓度高达５ｍｇ／ｍＬ，对细胞的存活率也并无显
著影响，这说明 ＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐ具有良好的安全

性，对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞几乎没有伤害。而近红
外光照之后，细胞存活率明显降低。当脂质体浓度

为５ｍｇ／ｍＬ时，细胞存活率降低至４７％，表明 ＩＲ
１０６１７８０Ｌｉｐ对ＭＣＦ７细胞有一定的抑制率，抑制
作用随着浓度的增加，说明脂质体对ＭＤＡＭＢ２３１
细胞抑制呈浓度依赖性。

３６５
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Ｆｉｇｕｒｅ６　ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＲ１０６１７８０Ｌｉｐｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（珋ｘ±
ｓ，ｎ＝５）

)

　结　论

本研究通过薄膜水化法制备同时负载 ＮＩＲＩ
荧光染料 ＩＲ７８０和 ＮＩＲＩＩ荧光染料 ＩＲ１０６１的脂
质体，荧光性能的测试结果表明 ＩＲ７８０的加入使
得该脂质体具有远大于游离ＩＲ１０６１的荧光发射。
此外，良好的光热转换效率和光声性能使得 ＩＲ
１０６１７８０Ｌｉｐ具有ＮＩＲＩＩ荧光／光声双模态成像和
肿瘤热疗剂的潜力。
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