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"摘要#

!

目的
!

将一定比例的脱镁叶绿酸引入聚乙烯醇
.

硫辛酸聚合物中!分析其理化性质及光热特性%方法
!

采用(一步

法)合成聚乙烯醇
.

硫辛酸
.

脱镁叶绿酸"

>\>

$聚合物!激光粒径测定仪测定
>\>

纳米颗粒"

>\>C

$的粒径&多分散系数和
&

电位!

电镜下观察形态!分光光度法和热成像仪初步探索其体外荧光和光热特性#建立卵巢癌裸鼠模型!行初步的体内实验评价%

结果
!

合成的
>\>

聚合物在水相中自组装形成规则的球状纳米颗粒!电镜下呈紧密的球状结构!平均粒径&多分散系数和
&

电位

分别为"

11&(1G(&%%

$

,B

&

%&$$-G%&%2)

和"

X12&0'G%&--

$

Bg

#

>\>C

在磷酸盐缓冲液"

>UW

$中的荧光强度明显低于十二烷基

硫酸钠"

WSW

$溶液"

$

#

%&%2

$!而近红外光照后温度明显高于
WSW

溶液"

$

#

%&%2

$#在荷瘤裸鼠模型中!

>\>C

可靶向聚集在肿瘤

部位!近红外光激发后能明显提高肿瘤部位的温度!并能杀伤肿瘤细胞%结论
!

>\>C

发射红色荧光!能靶向聚集在肿瘤部位并

行活体显像!且在体内外均具有显著的光热转换特性!在体内能有效抑制肿瘤的生长%

"关键词#

!
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纳米技术在医学领域的运用为细胞毒性药物的靶向运送

等提供了临床解决方案'

$.1

(

)随着医学的进一步发展#单一功

能的载药纳米颗粒不能完全满足临床实践的需求)因此#开发

额外具有光*热*电*磁等特性的多功能纳米材料更具实用价

值)到目前为止#具备上述特性的纳米颗粒如半导体量子点*

金纳米颗粒*氧化铁等均为无机材料#在生物安全性等方面存

在顾虑'

'.0

(

)虽已有文献报道了几种基于胶束*脂质体的新型

有机多功能纳米颗粒'

2.)

(

#然而开发具有相似功能的新的有机

纳米颗粒显得尤为困难)在前期实验中#笔者合成的聚乙烯

醇
.

硫辛酸$

>gD1-A.0V\D

&聚合物在水相中能自组装形成不

规则的纳米结构#具有良好的载药性能#但不具备光*热等特

性)脱镁叶绿酸是血卟啉类似物#不溶于水#具有良好的光敏

活性)因此#笔者拟在
>gD1-A.0V\D

聚合物中引入一定比

例的脱镁叶绿酸基团#在进一步增加聚合物中疏水基团比例的

同时#提供光*热等特性)在本研究中#聚乙烯醇
.

硫辛酸
.

脱镁

叶绿酸$

>gD1-A.0V\D.$%V >L7#!7

#

>\>

&聚合物的合成采

用+一步法,#对
>\>

纳米颗粒$

>\>C

&的粒径*电镜下形态等

进行初步鉴定#再进一步研究其体内外的光*热转换等特性)

$%(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期

"
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&)
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!

材料与方法

?&?

!

仪器与试剂
!

5S.$

型台式冻干机$巩义市英峪予华仪器

厂&#

_78E+#]79'%%%@W

激光粒径测定仪$英国
3E;R79,

公司&#

透射电镜$荷兰
>L#;#

H

+

公司&#超净工作台$苏州宏瑞净化科技

有限公司&#磁力搅拌器$山东威海新元化工机械有限公司&#

CE,"S9"

H

1%%%

超微量分光光度计$美国
=L79B"5#+L79

科技

公司&#激光共聚焦显微镜$德国
\7#NE

公司&#小动物活体成像

系统'柯达电子$上海&有限公司 (#

CE,"!9"

H

1%%%

分光光度计

$北京科尔德科贸有限公司&#红外热像仪$广州赛默信息科技

有限公司&#

S#"!7\E+79

系统$北京敏光科技有限公司&)聚乙

烯醇$美国
W#

O

BE

公司#相对分子质量
1-d$%

'

&#硫辛酸$上海

抚生试剂公司&#脱镁叶绿酸盐$美国
W#

O

BE

公司&#十二烷基硫

酸钠$

WSW

#美国
W#

O

BE

公司&#

C

#

CT.

二环己基碳酰亚胺$

S??

#

厦门博欣生物技术有限公司&#

$.

羟基苯并三唑$

@IU=

#厦门

博欣生物技术有限公司&#

0.

二甲氨基吡啶$

S3D>

#厦门博欣

生物技术有限公司&)

?&@

!

方法

?&@&?

!

>\>

聚合物的合成方法
!

使用相对分子质量为
1-d

$%

' 的聚乙烯醇#按
0V

的比例连接硫辛酸*

$%V

的比例连接脱

镁叶绿酸)首先#

S??

先和硫辛酸和脱镁叶绿酸盐上的羧基

通过缩合反应生成活化酯$

S3WI

作偶联剂&#然后在
@IU=

及
S3D>

的催化下与聚乙烯醇上的醇基形成酯#整个反应在

室温下进行
0/L

)反应结束后用
2

倍体积预冷的乙醇沉淀#再

用乙醇洗涤
'

次#溶解在
S3WI

里#在双蒸水里透析去掉小分

子物质#最后冻干)

?&@&@

!

>\>C

基本性质的鉴定
!

$

$

&粒径*多分散系数及
&

电

位测定!使用
_78E+#]79'%%%@W

激光粒径测定仪测定粒径*多

分散系数及
&

电位)将
>\>

聚合物溶解在水相中#调整聚合

物浓度为
$B

O

"

B\

后进行检测)$

1

&形态观察!磷钨酸负染法

染色#取
$

滴待测溶液滴于瓷板的凹槽内#并将喷碳铜网放于

溶液上#

$

"

1B#,

后取出铜网#用滤纸小片从铜网边缘吸去残

余液体%将该铜网放在染液$

0V

磷钨酸溶液#

H

@-&%

&上约

'%+

#吸干多余染液*干燥#透射电镜观察形态)

?&@&A

!

>\>C

体外荧光和光热转换实验
!

$

$

&荧光特性!分别

制备
>\>C

的磷酸盐缓冲液$

>UW

&溶液和
WSW

溶液#将聚合物

浓度调整为
1%B

O

"

B\

#取
%&2B\

加入到
Y>

管中#使用
A".

!EJ

多模式显像系统
4W1%%%33

进行显像$设置激发波长

)12,B

#发射波长
-%%,B

&%同时使用
CE,"!9"

H

1%%%

测定两

种溶液的吸收光谱$设置波段
2%%

"

-2%,B

#间隔
2,B

&)$

1

&

光热转换特性!分别制备
>\>C

的
>UW

和
WSW

两种溶液#调整

聚合物浓度为
%&'%

*

%&$2

*

%&%/

*

%&%0

*

%&%1B

O

"

B\

#另设立空

白对照#各取
1%

$

\

置于蜡纸上#使用
\E+79S#"!7

系统分别照

射
'%+

$激光波长
)(%,B

#照射直径
2BB

#功率
$&126

&#照射

的同时使用红外热像仪测量溶液温度#记录最高温度并绘制

曲线)

?&@&B

!

>\>C

细胞摄取实验
!

选择卵巢癌细胞系
WAIg.'

#

接种至
)

孔板#待细胞生长至合适密度后加入
>\>C

的
>UW

溶液中#调整
>\>

聚合物终浓度为
%&2B

O

"

B\

#共培养
)L

后

在激光共聚焦下观察)

?&@&C

!

>\>C

体内荧光和光热转换实验
!

$

$

&荧光特性!动物

模型使用荷卵巢癌
WAIg.'

细胞的皮下异种移植裸鼠模型#

肿瘤体积约
2%%BB

'

#尾静脉注射
>\>C

的
>UW

溶液
1%%

$

\

#

聚合物浓度为
$%B

O

"

B\

#在注射后
10L

行活体动物显像#显

像结束后处死裸鼠#取出主要器官#行荧光显像)$

1

&光热转换

实验!尾静脉注射
>\>C

的
>UW

溶液#注射的
>\>C

剂量按脱

镁叶绿酸
1B

O

"

J

O

计算#注射结束
10L

后使用
\E+79S#"!7

系

统照射肿瘤部位
$/%+

$激光波长
)(%,B

#照射直径
2BB

#功

率
$&126

&#照射的同时使用红外热像仪测量照射点温度#记

录温度并绘制曲线#以注射
>UW

的荷瘤裸鼠作为对照)按前

述方法建立荷瘤裸鼠模型#待肿瘤体积生长至
/%

"

$%%BB

'

时分成两组$

,j)

&#在第
%

*

2

*

$%

*

$2

天分别从尾静脉注射相同

体积的
>UW

和
>\>C

溶液$脱镁叶绿酸
1B

O

"

J

O

&#注射完
10L

后激光照射肿瘤部位
$1%+

$激光波长
)(%,B

#照射直径
2

BB

#功率
$&126

&#每周测量肿瘤体积
1

次#肿瘤体积按$长
d

宽1

&"

1

计算#当肿瘤体积达到
$%%%BB

' 时处死裸鼠#绘制肿

瘤生长曲线)另设一组作为空白对照)

?&A

!

统计学处理
!

所有数据均采用
W>WW$'&%

统计软件进行

分析#计量资料以
EG"

表示#两样本间均数的比较应用两独立

样本
+

检验#以
$

#

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

>\>

聚合物的合成及基本性质的鉴定
!

>\>

聚合物的

制备采用+一步法,#冻干后得到墨绿色粉末#加热后可溶于水

和
S3WI

)将
>\>

聚合物溶解于
>UW

#为墨绿色透明溶液#调

整浓度为
$B

O

"

B\

#测定其平均粒径为$

11&(1G(&%%

&

,B

#可

见分布范围窄$图
$D

&#多分散系数和
&

电位分别为$

%&$$-G

%&%2)

&和$

X12&0'G%&--

&

Bg

)电镜下
>\>C

呈规则球状结

构#分布及大小均匀一致$图
$U

&)

!!

D

!

>\>C

的粒径分布%

U

!

>\>C

电镜下形态

图
$

!!

>\>C

基本性质的鉴定

!!

D

!

>\>C

荧光显像%

U

!分光光度法测定
>\>C

的吸收光谱%

?

!制

备不同浓度的
>\>C

溶液%

S

!不同
>\>C

溶液的浓度
.

温度曲线图

图
1

!!

>\>C

的体外荧光和光热转换特性

@&@

!

>\>C

的体外荧光和光热转换特性
!

>\>

聚合物能发射

荧光#最大吸收峰在
))2,B

#将
>\>

聚合物浓度为
1%B

O

"

B\

的
>UW

和
WSW

溶液进行荧光显像#可见在
WSW

溶液中的荧光

强度明显高于
>UW

中的荧光强度$

$

#

%&%2

&#见图
1D

)进一

步用分光光度法进行定量分析#得出相同的结果#即
>\>C

的

WSW

溶液其荧光强度明显高于
>\>C

的
>UW

溶液荧光强度

$

$

#

%&%2

&#见图
1U

)分别将不同浓度
>\>C

的
>UW

和
WSW

溶液置于蜡纸上$图
1?

&#

)(%,B

的激光照射后#热成像相机

检测到相同
>\>C

浓度下#

>UW

溶液的温度明显高于
WSW

溶

1%(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期



液$

$

#

%&%2

&#见图
1S

)

@&A

!

>\>C

的细胞摄取和荷瘤裸鼠活体成像
!

将终浓度为

%&2B

O

"

B\

的
>\>C

溶液与卵巢癌细胞
WAIg.'

共培养
)L

#

激光共聚焦下观察到
>\>C

能快速被卵巢癌细胞摄取#红色

荧光的
>\>C

主要分布在细胞质中$图
'D

&)在荷瘤裸鼠体

内#尾静脉注射的
>\>C

在
10L

时主要分布在肿瘤组织#同时

肺*肝脏*皮肤也有一定量的分布$图
'U

&)

@&B

!

>\>C

的体内光热转换特性
!

在荷瘤裸鼠尾静脉注射

>UW

#激光照射肿瘤部位后可见最高温度升至
'-&$ a

$图

0D

&%而注射
>\>C

溶液肿瘤部位激光照射后最高温度可升至

2/&2a

$图
0U

&)将两组裸鼠肿瘤部位共照射
$/%+

#热成像仪

持续监测肿瘤部位温度#绘制时间
.

温度曲线#可见注射
>\>C

溶液的肿瘤部位温度明显高于
>UW

组$

$

#

%&%2

&#见图
0?

)

另建立荷瘤裸鼠模型#分别给予
0

次剂量的
>UW

及
>\>C

溶

液#每次注射后
10L

激光照射瘤体
$1%+

#绘制瘤体生长曲线#

可见空白对照组肿瘤生长最快#

>UW

组照射后肿瘤生长方式与

其空白对照组一致#而
>\>C

组在照射
0

次后肿瘤基本消退#

但随后肿瘤即恢复生长$图
0S

&)

!!

D

!

>\>C

的细胞摄取%

U

!

>\>C

在荷瘤裸鼠体内的分布

图
'

!!

>\>C

的细胞摄取和荷瘤裸鼠活体成像

!!

D

!荷瘤裸鼠注射
>UW

后的热影像图%

U

!荷瘤裸鼠注射
>\>C

后的热影像图%

?

!荷瘤裸鼠肿瘤部位的时间
.

温度曲线%

S

!荷瘤裸鼠肿瘤生长时

间曲线

图
0

!!

>\>C

的体内光热转换特性

A

!

讨
!!

论

!!

整合多模式显像和治疗功能的纳米颗粒是未来医学纳米

领域的发展趋势)这些纳米颗粒包括有机的*无机的和混合性

的#根据不同的结构组成可提供独特的物理和化学特性)以无

机纳米颗粒为例#通过嵌入多功能单元#可提供荧光*磁或者光

热特性#具有开发成多模式显像和治疗功能纳米颗粒的潜

能'

-

(

)但是#此类无机材料的水溶性问题*载药效率问题和生

物安全性问题等限制其应用'

/

(

#尽管通过表面化学或表面修饰

技术能改变其部分理化性质)另一类具有良好的单分散性*生

物相容性和高载药率的有机纳米颗粒显然更具有临床应用前

景)在前期实验中#笔者合成的
>gD1-A.0V\D

纳米颗粒显

示出良好的肿瘤靶向性和载药性能#具有二次开发的潜能)卟

啉类似物脱镁叶绿酸为含羧基疏水化合物#具有良好的生物安

全性)在本文研究中#笔者在
>gD1-A.0V\D

的侧链醇基上

引入比例为
$%V

的脱镁叶绿酸#得到聚合物
>\>

)

>\>

聚合

物加热后具有良好的水溶性#而
1%,B

左右的粒径能有效利用

纳米颗粒的高通透性和滞留效应$

7,LE,N7!

H

79B7E:#;#8

P

E,!

9787,8#",7MM7N8

#

Y><

&#实现
>\>C

的肿瘤靶向聚集)

拥有光学特性是多功能纳米颗粒的特征之一)一般来说#

红光在动物体内的穿透性显著优于蓝绿光#随着发光信号在体

内深度的增加#波长越接近
(%%,B

的光线穿透能力越强#同时

可消减背景噪音的干扰#因此近红外荧光是活体动物成像的最

佳选择)

>\>C

中引入的脱镁叶绿酸含有四吡咯环状结构#具

有理想的作用光谱*高红光区吸收系数及在体内快速消除等特

点#是行细胞和活体动物荧光显像的材料之一'

(.$%

(

)初步的实

验结果显示#

>\>C

可发射红色荧光#波长在
))2,B

#具有良

好的穿透性)此外#

>\>C

相比
>gD1-A.0V\D

纳米颗粒#从

电镜下形态来看#呈规则的球状结构#结构更加紧密#表明可能

具有更好的体外和体内稳定性)重要的是#

>\>C

的
>UW

显示

出较弱的荧光信号#当
WSW

破坏
>\>C

结构后#荧光信号显著

增强#表明
>\>C

在水溶液中具有荧光猝灭现象#这在行体内

显像时具有优势)

光热治疗是肿瘤治疗中一种新方法和新技术#主要是通过

将吸收的光能转换成热能#提高肿瘤部位的温度#利用局部过

热引起的热杀伤作用及继发效应来治疗肿瘤#而光热转换材料

在光热治疗中起着决定性的作用'

$$

(

)目前对近红外光热转换

材料研究较多的是金纳米材料'

$1.$'

(

#虽然这些金纳米材料在

光热治疗应用中被寄予厚望#但是其在光热产生效率和靶向定

位精确度方面还有上升空间)本文研究的
>\>C

首先具有良

好的肿瘤靶向性#体内外实验研究均表明其有良好的光热转换

特性#通过吸收近红外光后肿瘤部位最高温度可达
2/&2a

#显

著高于肿瘤细胞的最大耐受温度#在体内能有效抑制肿瘤生

长)从
>\>

聚合物的结构来看#其在水相中通过疏水作用自

组装可能导致脱镁叶绿酸在纳米结构内形成特定的结构#从而

产生光热转换#具有开发成光热转换材料的潜能)综上所述#

在
>gD1-A.0V\D

基础上改造的
>\>

聚合物在水相中可自

组装成结构更紧密的纳米颗粒#由于脱镁叶绿酸的引入#可额

外提供荧光特性和光热转换特性#具有开发成新型的有机多功

能纳米颗粒的潜能)
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