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算"粒子直径
.1

!

!*UF

"均为六角相的
e$BAW

"图

+6

)

$

图示两种
e$BAW

均有良好分散性"图
+K

)

%

示

两种
e$BAW

在受到电子束激发时均具有同心圆环组

成的选区多晶电子衍射图样(

!!

6

!

B2V:

(

!

V\

"

9X

图像*

K

!

B2V:

(

!

V\

"

9X

电子衍射图*

$

!

B2V:

(

!

V\

"

'F

图像*

%

!

B2V:

(

!

V\

"

'F

电子衍射图

图
+

!!

透射电镜对
B2V:

(

)

V\

#

9X

%

'F

进行表征观察

!,!

!

荧光分光光度计检测
!

荧光光谱测定采用
0)1

UF

近红外连续激光器为激发光源"其激发狭缝为
*

UF

"

9X

!&

)

'F

!&两种激活离子的能级均比较丰富"其

电子亚稳态较多"电子可以发生跃迁的种类较多"因

此得到
e$BAW

的发射峰较多(从图
.

!

(

结果提示!

B2V:

(

!

V\

"

9X

具有
!

个发射特征的发射峰"分别位

于
*.*

)

*(!

)

/*0UF

"其发射峰分别对应
9X

!& 离子

的.

>

++

'

.

(

(

5

+*

'

.

"

(

;

!

'

.

(

(

5

+*

'

.

"

(

:

0

'

.

(

(

5

+*

'

.

的电子跃

迁*

B2V:

(

mV\

"

'F

也具有
!

个发射特征的发射峰"

分别位于
!/+

)

(*+

)

(-*UF

"其发射峰分别对应
'F

!&

离子的+

%

.

(

!

>

/

"

+

7

(

(

!

>

/

的电子跃迁(

图
.

!!

B2V:

(

)

V\

#

9X

%

'F

上转换发光光谱图

!,"

!

B2V:

(

!

V\

"

9X

'

'F

表面修饰后表征
!

傅立叶

红外光谱检测修饰前)后的
B2V:

(

!

V\

"

9X

'

'F

(结

果如图
*

!

/

示"图
*

)

/

中黑色线分别代表
B2V:

(

!

V\

"

9X

'

'F

氧化前的振动光谱"图
*

绿色线代表

B2V:

(

!

V\

"

9X

氧化后的振动光谱"图
/

蓝色线代表

B2V:

(

!

V\

"

'F

氧化后的振动光谱"均在
!

+/(1

'

LF

处发现羧基$

<$I>

%基团的伸缩振动谱"而在
!

!

(+-

'

LF

处表现出宽频带吸收峰"对应羟基$

<I>

%基

因的伸缩振动谱"

e$BAW

氧化后的振动谱比氧化前

明显增强"证实
B2V:

(

!

V\

"

9X

'

'F

氧化后
<$II>

的存在"表明
B2V:

(

!

V\

"

9X

'

'F

修饰成功(

图
!

!!

B2V:

(

)

V\

#

9X

上转换发光机制

图
(

!!

B2V:

(

)

V\

#

'F

上转换发光机制

!!

黑色线!

B2V:

(

!

V\

"

9X

氧化前振动光谱"绿色线!

B2V:

(

!

V\

"

9X

氧化后振动光谱

图
*

!!

B2V:

(

)

V\

#

9X

氧化前后红外光谱

!,#

!

8''

检测
.

种
e$BAW

对
%4%+

细胞抑制率
!

B2V:

(

!

V\

"

9X

$表
+

%和
B2V:

(

!

V\

"

'F

$表
.

%细胞毒

性分析结果显示"

+/11

(

3

'

F4

高浓度组细胞抑制率

与阴性对照组$

1

(

3

'

F4

%比较差异有统计学意义

$

B2V:

(

!

V\

"

9X

"

%=1,11!

*

B2V:

(

!

V\

"

'F

"

%=

/-!+

重庆医学
.1+0

年
(

月第
()

卷第
)

期



1,111

%"其余各组与阴性对照组比较差异均无统计学

意义 $

%

#

1,1*

%"实 验 时 采 用 中 剂 量 浓 度 组

$

(11

(

3

'

F4

%"所合成的
B2V:

(

!

V\

"

9X

'

'F

在实验

过程中对肿瘤细胞无毒性(

!!

黑色线!

B2V:

(

!

V\

"

'F

氧化前振动光谱"蓝色线!

B2V:

(

!

V\

"

'F

氧化后振动光谱

图
/

!!

B2V:

(

)

V\

#

'F

氧化前后红外光谱

!,$

!

B2V:

(

!

V\

"

9X

'

'F

荧光成像
!

用
0)1UF

激光

器分别对
B2V:

(

!

V\

"

9X

和
B2V:

(

!

V\

"

'F

进行
.

H

'

+1W

连续红外光激发"分别获取粒子的明)暗场图

像和荧光像"并对图像进行合并"以证明上转换得到

的红)绿色荧光像和蓝色荧光像是纳米粒子本身受到

激发所得(结果显示$图
-

%!采用
0)1UF

连续激发取

样拍照(从图
-:

中清晰得到
B2V:

(

!

V\

"

9X

红)绿

两种荧光"从成像图中可证实合成的纳米粒子具有良

好的发光性"且发光不受时间限制(

!,K

!

$%((c/e$BAW

探针靶向
%4%+$;$

荧光成像

!

+.

孔培养板每孔加入
*11

(

4$%((c/e$BAW

探

针"置
!-l

)

*# $I

.

培养箱培养
.Y

"弃上清液"加

+111

(

4AK;

(

%4%+

细胞与探针共孵育后用
AK;

代替
%898

培养基以减少培养基中颜色对
0)1UF

激光的影响(

$%((c/?B2V:

(

!

V\

"

9X

探针上转换成

像结果$图
)

%示!

$%((c/

表达于细胞膜"尤其处于分

裂晚期的细胞之间蛋白表达量明显增多"

$%((c/

蛋

白表 达 符 合 干 细 胞 不 对 称 分 裂 特 性(

$%((c/?

B2V:

(

!

V\

"

'F

探针上转换成像图$图
0

%中可见荧光

成像在肿瘤细胞表面呈簇状分布或呈点状分布"提示

肿瘤细胞成像时对于发光较弱的荧光信号可以加大

激发功率或延迟激发时间以便得到清晰图像(

!!

6

!

B2V:

(

!

V\

"

9X

明场像*

K

!绿色荧光暗场像*

$

!

6

)

K

明场与暗

场合并像*

%

!红色荧光暗场图*

9

!

6

)

%

明场与暗场合并像*

:

!

B2V:

(

!

V\

"

9X

明)暗场)红绿色荧光合并像*

7

!

B2V:

(

!

V\

"

'F

明场像*

>

!蓝

色荧光暗场像*

5

!

7

)

>

明)暗场合并像

图
-

!!

e$BAW

上转换成像图

!!

6

!明场像*

K

!绿色荧光暗场像*

$

!

6

)

K

明暗场合并像*

%

!红色荧光暗场像*

9

!

6

)

%

明暗场合并像*

:

!红)绿色荧光合并成黄色荧光像

图
)

!!

$%((c/?B2V:

(

)

V\

#

9X

上转换荧光成像

--!+
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!!

6

!明场像*

K

!蓝色荧光暗场像*

$

!明暗场合并像

图
0

!!

$%((c/?B2V:

(

)

V\

#

'F

上转换荧光成像

!!

6

)

K

!

+H

'

*1W

*

$

)

%

!

.H

'

*1W

*

9

)

:

!

!H

'

*1W

*

7

)

>

!

(H

'

*1W

*

5

)

J

!

*H

'

*1W

*

a

)

4

!

/H

'

*1W

*

8

)

B

!

-H

'

*1W

*

I

)

A

!

)H

'

*1W

图
+1

!!

肿瘤细胞光热治疗

!,L

!

%4%+$;$

的靶向光热治疗
!

鉴于蓝色荧光转

换为热能效率高的特点"本实验选择被激发后发蓝光

的
$%((c/?B2V:

(

!

V\

"

'F

探针"以不同功率不同时

间的
0)1UF

连续激发后"明确蓝光转换为热能对细

胞损伤的阈值"如图
+16

!

:

示经
+

!

!H

'

*1W0)1

UF

激发后细胞形态未见明显异常*图
+17

)

>

图显示

(H

'

*1@W0)1UF

连续激发细胞后可见分裂末期两

个子细胞连接处明显萎缩*图
+15

)

J

和图
+1a

)

4

分别

经
*

)

/H

'

*1W

激发后部分细胞萎缩"包括细胞膜皱

缩"细胞体积变小*图
+18

)

B

示经
-H

'

*1W

激发后

细胞核核仁皱缩成团块状凝集"部分细胞核仁呈块状

分布*图
+1I

)

A

示经
)H

'

*1W

激发后细胞膜边缘皱

缩部分呈肉芽状突起)破碎"细胞质内细胞器凝聚)蛋

白质凝聚"细胞核部分核仁皱缩成团块状凝集(经上

述不同功率
0)1UF

激发照射"肿瘤细胞膜)细胞核等发

生不同程度形态学变化(结果显示!

%4%+

细胞在受到

近红外
0)1UF

激发不超过
!H

'

*1W

时"

%4%+

细胞不

会受到明显影响"因此"后续细胞光热治疗以
(H

'

*1W

)-!+

重庆医学
.1+0

年
(

月第
()

卷第
)

期



!!

6

!明场像*

K

!暗场像*

$

!明暗场合并像*

%

!

(H

'

*1W

荧光暗场像*

9

!

(H

'

*1W

连续激发后明场像*

:

!治疗前)后合并像显示细胞体积明显固缩

图
++

!!

$%((c/?B2V:

(

)

V\

#

'F

光热损伤成像图

作为治疗阈值(

!!

以
0)1UF

)

(H

'

*1W

激发特异性结合的纳米探

针$

$%((c/?B2V:

(

!

V\

"

'F

对
%4%+

细胞进行光热

治疗时%"结果如图
++

中可见"肿瘤细胞在经
0)1UF

)

(H

'

*1W

连续激发后其细胞体积明显固缩"细胞膜明

显皱缩)破坏等病理形态改变(

表
+

!!

B2V:

(

)

V\

#

9X

对肿瘤细胞抑制率

B2V:

(

!

V\

"

9X

浓度$

(

3

'

F4

%

8(

值 标准差 增值率 抑制率

1 +,()1( 1,1+./ + 1

*1 +,(*+! 1,1.)0 1,0)1! 1,1+0-

+11 +,(()- 1,1./* 1,0-)/ 1,1.+(

.11 +,((!) 1,1(1) 1,0/)* 1,1!+*

(11 +,(.+1 1,1-*( 1,0*00 1,1(1+

)11 +,(+*- 1,1!(/ 1,0*/! 1,1(!-

+/11 +,!0(! 1,1(0( 1,0(+) 1,1*).

表
.

!!

B2V:

(

)

V\

#

'F

对肿瘤细胞抑制率

B2V:

(

!

V\

"

'F

浓度$

(

3

'

F4

%

8(

值 标准差 增值率 抑制率

1 +,!!)+ 1,1.+- + 1

*1 +,!!!. 1,1... 1,00/! 1,11!-

+11 +,!.(- 1,1+/1 1,00-( 1,11./

.11 +,!+*- 1,11** 1,0)!. 1,1+/)

(11 +,!+(* 1,11(/ 1,0).! 1,1+--

)11 +,!+!* 1,11.0 1,0)+* 1,1+)*

+/11 +,.0-1 1,1++1 1,0/0. 1,1!1)

"

!

讨
!!

论

!!

结直肠癌确诊需术后病理切片证实"发现时多数

已进入中晚期"目前"结直肠癌治疗仍以手术和化学

药物治疗为主"但常规化学药物因无抗肿瘤细胞的特

异靶向性"其在杀伤肿瘤细胞的同时也对正常组织细

胞产生损伤"并且易引起肿瘤细胞的耐药性(随着对

$;$

的深入研究发现"

$;$

决定了肿瘤的复发和侵袭

转移"同时肿瘤的耐药性也取决于
$;$

的耐药

性#

0?+1

&

(因此"针对
$;$

的靶向治疗可能是有效的肿

瘤治疗方案之一(目前"已有研究证实在多种恶性肿

瘤如胃癌)结肠癌)肝癌等普遍存在
$%((c/

表达失

控"

$%((c/

高表达与肿瘤侵袭)转移及预后等密切相

关#

-

&

"另外"

'I%6@I

等#

++

&在
.1+(

年发现
$%((c/

既可能是一个生物标记物也可能是结直肠癌
$;$

治

疗性靶点之一(

基于以上研究"本实验制备
B2V:

(

!

V\

"

'Fe$?

BAW

"经
B>;

'

9%$

偶联
$%((c/

抗体的靶向探针"以

期达到靶向结直肠癌
$;$

目的"并经分子成像技术实

现对结直肠癌
$;$

的影像诊断及靶向光热治疗的作

用鉴别"从而提高肿瘤治疗效果(实验结果显示"制

备
e$BAW

直径为
.1

!

!*UF

"粒径均匀*经傅立叶红

外光谱检测
e$BAW

修饰成功"具有良好的生物相容

性及水溶液分散性*

8''

检测说明
e$BAW

实验用量

对
%4%+

细胞无毒性(通过体外实验证实"该纳米探

针对
$%((c/

&的结直肠癌
$;$

有良好的靶向性"可

实现上转换荧光的实时成像"避免了生物发光成像中

如荧光素酶半衰期的限制(关于
e$BAW

经
0)1UF

激光器激发后是否对细胞本身造成影响的报道并不

多见"

;>9B

等#

+.

&报道
>O42

细胞在接受近红外激光

获得的辐射前)后显微镜图像的对比图发现"其细胞

形态并没有明显差异(而高温杀伤肿瘤细胞的具体

作用机制目前仍未完全明确"一般认为有多种作用机

制!高温能够破坏细胞核"尤其当温度超过
(+l

时"

0-!+

重庆医学
.1+0

年
(

月第
()

卷第
)

期



细胞核)染色质可凝集成团块"使蛋白质凝固变性"最

终导致细胞死亡"并产生新的溶酶体使细胞发生自身

溶解#

+!

&

"而激光作用于生物组织后"可以引起各种物

理化学效应"因此使用激光治疗各种疾病已被广泛应

用#

+(?+*

&

(目前"针对肿瘤细胞热治疗多数研究的重点

是光动力学治疗#

+/

&

"但采用
e$BAW

本身作为直接热

杀伤肿瘤细胞的研究未见报道"因此本研究主要针对

e$BAW

本身在受到不同时间)不同功率
0)1UF

激发

后其局部的产热作用"以达到杀伤结直肠癌
$;$

的目

的"其研究结果显示!

%4%+$;$

经
0)1UF

)

(H

'

*1W

连续激发后其细胞体积明显缩小"部分细胞核呈团块

状凝集)固缩"细胞膜皱缩等病理改变"此研究结果表

明
e$BAW

可在
0)1UF

激发后具有直接杀死肿瘤

$;$

的作用(

综上所述"通过使用靶向纳米探针"可实现对肿

瘤
$;$

的实时无创性影像学诊断"又可实现对其靶向

精准光热治疗"从而达到在杀死
$;$

的同时又达到了

常规化学药物不能达到的治疗效果*同时"靶向纳米

探针可避免
$;$

耐药性的产生"进而提高常规化学药

物对一般肿瘤细胞的治疗效果(因此"

e$BAW

探针

是一种具有良好应用前景的治疗方案之一(本实验

下一阶段将进一步探讨
e$BAW

探针在体内对肿瘤的

荧光成像及光热治疗作用"以及靶向纳米载药体系的

构建和应用(
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