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超pH敏感荧光纳米探针的pH转变点对其肿瘤成像效果的影响
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摘要: 在荧光引导的肿瘤手术治疗中, 基于肿瘤偏酸性微环境而设计的超 pH敏感 (ultra-pH sensitive, UPS) 荧

光纳米探针具有实时、超高灵敏度和适用于多种肿瘤等多重优势, 而受到广泛关注。超 pH敏感探针在高 pH环境下

处于“OFF”状态, 在低 pH环境下转变成“ON”状态, 发出强烈荧光, 并可通过结构设计精确控制其 pH转变点 (transi‐

tion pH point, pHt)。目前已报道的UPS纳米探针具有良好成像效果, 然而由于肿瘤微酸环境的复杂性, 尚不清楚

UPS纳米探针的 pHt对其肿瘤成像效果的影响。在本研究中, 通过调节UPS聚合物中疏水性嵌段的结构, 分别合成

pHt为 4.5、6.2、6.6和 7.8的UPS纳米探针。动态光散射检测显示, 合成的UPS纳米探针在“OFF”状态下具有良好的

稳定性。透射电子显微镜检测表明, 该纳米探针粒径均一且形态完整。体外的成像效果检测显示, 其都能够较为灵

敏地响应 pH的变化, 在环境 pH < pHt时被激活, 发出强烈荧光。体内小动物活体成像结果表明, pHt为 6.2和 6.6的

两种超 pH敏感纳米探针具有较好肿瘤成像效果。所有动物实验均经过北京大学医学部动物伦理委员会批准, 严格

遵循北京大学医学部实验动物福利规定。本研究筛选出具有良好成像效果的UPS纳米探针, 并为其他肿瘤微环境

响应型纳米探针的设计和筛选提供新的思路。
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Abstract: During fluorescence-guided cancer surgery, ultra-pH sensitive (UPS) fluorescent nanoprobes has

multiple advantages such as real-time imaging procedures, ultra-high imaging sensitivity as well as broad tumor

detection specificity. UPS nanoprobes stay at "OFF" state at higher pH and turn into "ON" state at lower pH with

emission of strong fluorescence. Moreover, the transition pH points (transition pH point, pHt) can be precisely

controlled by structural-based strategy. One of the previously-reported UPS nanoprobes showed good imaging

effect. However, it is still not clear about the effect of pHt on cancer imaging efficiency of UPS nanoprobes and to

further identify the optimal UPS. In this study, we synthesized a series of UPS nanoprobes with pHt at 4.5, 6.2, 6.6,
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7.8 by adjusting the hydrophobic blocks of UPS polymers. Each nanoprobe showed excellent stability in "OFF"

state by dynamic light scattering and uniform morphology observed by transmission electron microscopy. In vitro

imaging characterized the ultra-pH sensitive fluorescence transition of each probe. In vivo imaging results

identified two UPS nanoprobes (NP-6.2 and NP-6.6) with superior tumor imaging effect. All animal experiments in

this study were approved by the Animal Ethics Committee of Peking University Health Science Center and were

strictly followed by the welfare regulations of laboratory animals of Peking University Health Science Center.

Therefore, this study has explored the effect of pHt on the cancer imaging efficiency of UPS nanoprobes and

provides a new idea for design of the other cancer microenvironment-responsive polymers.

Key words: pH; ultra-pH sensitive; tumor imaging; nanoprobe; fluorescence imaging

荧光成像作为一种实时、便捷、灵敏度高和无创伤

的成像技术[1-8], 被用于成像引导的肿瘤手术治疗[9,10]。

荧光成像引导手术治疗的方法主要通过荧光成像设备

和荧光探针来完成。具体而言, 在术前或术中向患者

体内注射肿瘤特异性成像的荧光探针, 术中通过荧光

成像设备照射并收集荧光探针发射的荧光, 通过影像

方式帮助外科医生更好地切除肿瘤组织。目前已报道

的肿瘤特异性成像荧光探针主要包括两类, 一类是针

对肿瘤细胞表面多样的表面受体分子, 如叶酸受体 α、

表皮生长因子受体[11,12]进行设计的靶向探针, 然而这

类靶向标志物仅在部分肿瘤亚型中存在, 其相应探针

无法对肿瘤进行广谱性成像[13,14]; 另一类是针对肿瘤

微环境中高表达的标志物, 如针对低 pH、还原性谷胱

甘肽及酶等设计的生物响应型荧光探针可对多种肿瘤

模型进行成像, 受到广泛关注。

在生物响应型荧光探针中, 基于肿瘤偏酸性微环

境[15,16]而设计的超 pH敏感 (ultra-pH sensitive, UPS) 荧

光纳米探针具有灵敏度超高、成像效果好和适用于多

种肿瘤[17]等多重优势, 转化前景良好。UPS探针由亲

水嵌段、疏水嵌段及同疏水嵌段偶联的荧光基团构成。

每种 UPS探针均存在特定的 pH转变点 (transition pH

point, pHt), 即当环境 pH > pHt时 , UPS 探针维持纳米

粒结构, 偶联在其疏水性内核的荧光基团由于荧光共

振能量转移而相互淬灭, 使UPS探针处于“非激活”状

态, 不发荧光; 当环境 pH < pHt时, UPS探针的纳米结

构解散成单体形式, 纳米探针转变成“激活状态”, 发出

强烈荧光 (图 1A)。该类UPS探针对 pH的响应非常灵

敏, 可在 0.3个 pH单位内从“非激活”状态迅速转变成

“激活”状态, 荧光增强倍数达到 100倍[18]以上。目前

文献[17]已报道了一种吲哚菁绿 (indocyanine green,

ICG) 偶联的UPS探针用于术中成像引导的肿瘤手术,

可实现对肿瘤组织更好更快的切除, 大大延长荷瘤小

鼠术后生存期。

虽然肿瘤组织的微环境偏酸性, 但肿瘤内部的酸

度值极为复杂。首先, 造成肿瘤酸性 pH环境的原因是

复杂多样的, 如糖酵解[19]、乏氧[20]、呼吸作用及 CO2的

生成[21]、单羧酸转运体[22]等都可以使肿瘤部位 pH呈酸

性。正是因为各种不同原因, 使得肿瘤组织内部不同

部位的 pH值并不完全一致。其次, 尽管肿瘤微环境的

pH值常处在 6.8附近, 然而肿瘤内部不同细胞器之间

pH亦不相同。因此, 在复杂的体内环境中, 究竟哪种

pHt的UPS探针对荷瘤小鼠模型具有更好的成像效果,

尚不清楚。

基于这一点, 本研究以聚乙二醇 5000 (PEG5000) 作

为亲水嵌段, 2-(二戊基氨基) 甲基丙烯酸乙酯 (D5A)、

2-(二丙基氨基) 甲基丙烯酸乙酯 (nDPA)、2-(二异丙基

氨基)甲基丙烯酸乙酯 (iDPA)或 2-(二乙基氨基)甲基

丙烯酸乙酯 (DEA)作为疏水嵌段, ICG作为荧光分子,

设计合成了 4种具有不同 pH转变点 (pHt 4.5、6.2、6.6、

7.8) 的超pH敏感荧光纳米探针 (图1B), 研究不同探针

对荷瘤小鼠模型中肿瘤成像效果的影响。

Figure 1 A: Formation and dissolution of ultra-pH sensitive

nanoprobe. B: The structure of ultra-pH sensitive fluorescent nano‐

probes with different hydrophobic blocks and various pH transi‐

tion points (4.5, 6.2, 6.6, 7.8)
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材料与方法

药品与试剂 小鼠乳腺癌细胞 (4T1, ATCC 细胞

库); DMEM培养基 (北京中科迈晨科技有限公司); 青

霉素-链霉素、胎牛血清 (Thermo Fisher公司); 胰酶 (北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司); 聚乙二醇5000-甲

氧基 (PEG5000-OCH3)、溴化铜、偶氮二异丁腈 (AIBN)

(Aladdin公司); 三丙二醇甲醚醋酸酯 (TPMA)、甲基丙

烯酸烯丙酯 (AMA)、2-(二异丙基氨基)甲基丙烯酸乙

酯 (iDPA) (Sigma公司); 2-(二戊基氨基) 甲基丙烯酸乙

酯 (D5A)、2-(二丙基氨基) 甲基丙烯酸乙酯 (nDPA)、2-

(二乙基氨基) 甲基丙烯酸乙酯 (DEA)、吲哚菁绿-活性

酯 (ICG-OSU) (索莱宝科技有限公司); 2-溴异丁酰溴、

芘 (上海毕得医药科技有限公司); 三乙胺 (TEA)、丙

酮、甲苯、N,N-二甲基甲酰胺 (DMF)、异丙醇、二氯甲

烷 (DCM)、四氢呋喃 (THF)、氘代氯仿 (伊诺凯科技有

限公司); Amicon 50 mL 超滤管 (MWCO = 100 kDa,

Merck公司); 纤维素透析袋 (5 000 Da, 北京贝洛生物

科技有限公司)。

仪器 小动物活体成像仪 (IVIS Lumina LT Series

III,美国 PerkinElmer 公司); 激光粒度仪 (Nicomp 380

N3000, 美国 PSS公司); 核磁共振氢谱仪(AVANCE Ⅲ

HD 400M, 瑞士Bruker公司); 荧光分光光度计 (上海光

棱技术有限公司); 场发射透射电镜 (Tecnai G2F30, 荷

兰FEI公司); 凝胶渗透色谱仪 (LC20, 日本岛津公司)。

实验动物 SPF 级 BALB/c 小鼠 (雌性 , 6～8 周)

购自北京维通利华实验动物技术有限公司, 实验动物

使用许可证: SYXK (京) 2017-0033, 饲养于北京大学

基础医学院系统生物医学研究所 SPF级饲养室, 所有

动物实验均经北京大学医学部动物伦理委员会批准,

严格遵循北京大学医学部实验动物福利规定。

具有不同 pH 转变点的超 pH 敏感聚合物材料的

合成 利用原子转移自由基聚合反应 (atom transfer

radical polymerization, ATRP) 合成超 pH敏感高分子材

料, 其中以2-(二丙基氨基) 甲基丙烯酸乙酯 (nDPA)、2-

(二异丙基氨基) 甲基丙烯酸乙酯 (iDPA)、2-(二乙基氨

基) 甲基丙烯酸乙酯 (DEA) 或 2-(二戊基氨基) 甲基丙

烯酸乙酯 (D5A) 为单体分别合成超 pH敏感聚合物材

料, 具体步骤如下: 称取 0.6 μmol聚乙二醇 5000-甲氧

基 (PEG5000-OCH3) 于圆底烧瓶当中, 取适量甲苯使其

充分溶解 , 120 ℃回流冷凝 1 h。减压蒸馏除去甲苯 ,

取适量二氯甲烷完全溶解, 并向其中加入0.6 μmol 2-溴

异丁酰溴和 1.2 μmol三乙胺, 室温搅拌反应 8 h。反应

完成后, 减压蒸馏除去反应溶剂, 改用四氢呋喃进行溶

解, 用去离子水透析48 h, 待四氢呋喃除去后, 冷冻干燥,

得到引发剂 PEG5000-Br。称取 0.04 mmol 三丙二醇甲

醚醋酸酯、0.04 mmol 溴化铜、0.04 mmol PEG5000-Br、

4 mmol不同聚合物单体于圆底烧瓶当中, 取适量N,N-

二甲基甲酰胺和异丙醇 (体积比 1∶1) 完全溶解, 再向

其中加入0.008 mmol偶氮二异丁腈, 0.12 mmol甲基丙

烯酸烯丙酯, 70 ℃无氧条件下进行聚合反应 48 h。待

反应完成后, 产物用去离子水透析 48 h, 冷冻干燥, 即

得超 pH敏感聚合物材料。采用核磁共振氢谱 (proton

nuclear magnetic resonance, 1H NMR) 和凝胶渗透色谱

仪 (gel permeation chromatograph, GPC) 对UPS聚合物

材料进行表征。

具有不同 pH 转变点的超 pH 敏感荧光纳米探针

材料的合成 称取 ICG-OSU 1 mg 和超 pH 敏感聚合

物材料32 mg, 溶解于二氯甲烷, 室温避光搅拌反应24 h。

减压蒸馏除去二氯甲烷, 取适量四氢呋喃溶解, 用去离

子水透析 48 h, 冷冻干燥, 即合成超 pH敏感荧光纳米

探针材料。

超 pH 敏感荧光纳米探针的制备 称取超 pH 敏

感荧光纳米探针材料 1 mg, 充分溶解于 200 μL 四氢呋

喃中。水浴超声3～5 min, 同时向四氢呋喃中加入去离

子水400～600 μL。将所得溶液转移至超滤管 (MWCO =

100 kDa) 中, 4 ℃, 5 000 r·min-1, 离心 20 min, 重复此步

骤清洗 4～5 次。所得溶液用磷酸盐缓冲溶液 (PBS)

定容至 1 mL,得到浓度为 1 mg·mL-1的超 pH敏感荧光

纳米探针。

超 pH敏感荧光纳米探针的表征 通过动态光散

射法 (dynamic light scattering, DLS) 对所制备超 pH敏

感纳米探针的粒径、多分散指数 (polydispersity index,

PDI) 及 zeta 电位进行测定。设置激光粒度仪入射光

与散射光夹角为90°, 温度为23 ℃。

透射电镜的表征 利用透射电子显微镜考察所制

备超 pH 敏感纳米探针形态及 pH 转变点下的解散情

况。取适量所制备的超 pH敏感纳米探针分别滴入具

有不同 pH值的 PBS中, 静置 1 min, 取 10 μL上述溶液

滴于铜网上, 吸附 3 min后用滤纸吸干, 再滴加 4% 磷

钨酸溶液负染 90 s后用滤纸吸干, 重复此步骤 1次, 铜

网放置过夜自然挥干。所制备的超 pH敏感纳米探针

操作同上。

临界胶束浓度的检测 采用芘荧光探针法测定所

制备超 pH 敏感纳米探针的临界胶束浓度 (critical

micelle concentration, CMC)。称取适量的芘 , 配制浓

度为2×10-4 mol·L-1的四氢呋喃溶液。取5 μL芘溶液于

5 mL离心管中, 并向其中加入 2 mL不同浓度 (0.01～

1 000 μg·mL-1) 的超 pH敏感纳米探针溶液, 使溶液中

芘的浓度最终为 5×10-7 mol·L-1, 振荡混匀。设置激发

波长 335 nm, 发射波长为 360～390 nm, 激发狭缝为
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10 nm, 发射狭缝为2 nm。

体外稳定性检测 取适量所制备的超 pH敏感纳

米探针加入到含 10% 胎牛血清的磷酸盐缓冲溶液

(PBS, 0.1 mol·L-1, pH 7.4) 中 , 分别在 2、4、6、8 和 24 h

对粒径大小进行检测, 0 h为所制备超 pH敏感纳米探

针未加入含10%胎牛血清磷酸盐溶液时的初始粒径。

超 pH敏感荧光纳米探针体外成像效果评价 将

50 μL 1 mg·mL-1超 pH敏感荧光纳米探针分别加入到

350 μL不同 pH值的PBS, 涡旋混匀后, 对不同 pH值下

的超 pH敏感纳米探针进行荧光激活效果和灵敏度的

检测。为此, 通过标准化荧光强度 [normalized fluores‐

cence intensity, NFI = (F - Fmin) / (Fmax - Fmin)] 和 ΔpH

(ΔpH = pH10% NFI - pH90% NFI) 对UPS探针进行评价。其

中, F为不同 pH条件下UPS纳米探针的荧光强度, Fmax

和 Fmin分别为低 pH 环境下,“ON”状态的最大荧光强

度和高 pH环境下,“OFF”状态的最小荧光强度。ΔpH

即标准化荧光强度由 10%至 90%时的 pH变化。配制

不同 pH值 0.2 mol·L-1 PBS, 将 10 μL 1 mg·mL-1的超 pH

敏感纳米探针分别加入190 μL不同pH值的PBS, 涡旋

混匀后, 将 200 μL的溶液分别加入到 96孔板中, 利用

活体成像仪检测其荧光成像效果。

荷瘤小鼠模型的建立 用含10%胎牛血清、1%双

抗 (青霉素/链霉素) 的DMEM培养基培养小鼠乳腺癌

细胞至稳定状态, 再用 0.25%胰酶消化小鼠乳腺癌细

胞形成单细胞悬液, 以 2×106个/mL接种于BALB/c小

鼠的右侧胸部皮下部位。待小鼠肿瘤形成 (7～8天),

经尾静脉注射UPS纳米探针 (1 mg·kg-1) 至小鼠体内。

利用活体成像仪对BALB/c小鼠分别在不同时间点进

行活体成像, 检测超 pH 敏感荧光纳米探针体内成像

效果。

超 pH 敏感荧光纳米探针体内活体成像效果评

价 待小鼠肿瘤形成, 经尾静脉注射UPS纳米探针溶

液 (1 mg·kg-1) 至小鼠体内。利用活体成像仪对

BALB/c小鼠分别在 2、4、6、8和 24 h进行活体成像检

测超 pH敏感荧光纳米探针体内成像效果。24 h后, 取

荷瘤小鼠肿瘤组织及正常器官组织进行离体荧光成像

分析。

数据分析 实验数据以
-
x ± s表示, 利用GraphPad

Prism 8软件进行统计学分析和作图, 利用最小二乘法

对标准荧光强度进行拟合, 95%置信区间。显著性差异

比较通过 t检验法进行, P < 0.05表示具有显著性差异。

结果与讨论

1 超pH敏感荧光纳米探针的合成和体外表征

将溴化铜作为催化剂和具有不同取代基的甲基丙

烯酸酯单体通过原子转移自由基聚合 (ATRP) 的方法

合成超 pH敏感聚合物材料。选择美国食品药品监督

管理局 (Food and Drug Administration, FDA) 批准的

ICG为近红外荧光染料, 经N-琥珀酰亚胺酯活化后与

UPS聚合物上游离氨基进行反应, 合成相应的荧光纳

米探针 (图 2)。通过核磁共振氢谱确证不同 pHt的超

pH 敏感高分子材料的结构 (图 3)。通过 GPC 测定不

同材料的分子质量, 如表1所示。

动态光衍射法测定超 pH敏感纳米探针的粒径为

35 nm左右, 粒径分布较为均匀 (表 1)。透射电镜照片

显示该探针在 pH > pHt时呈圆球状, 形态完好, 大小均

一 (图 4A), 而在 pH < pHt时, 透射电镜下无明显的纳

米结构存在 , 表明超 pH 敏感纳米探针发生解散 (图

4B)。超 pH敏感纳米探针材料的临界胶束浓度通过芘

探针法测定。当超 pH敏感探针材料形成胶束时, 可对

原本不溶于水的芘起到一定的增溶效果, 芘在 372 nm

(I1) 和 382 nm (I3) 的荧光强度比值可以反映这种增溶

情况 , 从而确定 UPS 的临界胶束浓度。通过此方法

测得 4种UPS纳米探针的临界胶束浓度 (表 1) 为 1～

2 μg·mL-1左右, 极小的临界胶束浓度说明 4种UPS纳

米探针更易在低浓度下形成胶束, 有利于其保持纳米

结构的稳定性。同时, 极低的临界胶束浓度也更能保

证UPS纳米探针进入体内后, 不易受血液影响降至临

界胶束浓度以下从而影响其在体内发挥作用。

本文还考察了在含 10%胎牛血清的 PBS (pH 7.4,

模拟血清环境) 中超 pH 敏感纳米探针 24 h 内的胶束

稳定性。粒径测定结果表明, NP-4.5、NP-6.2和NP-6.6

三种纳米粒的粒径在 24 h内变化不大, 而NP-7.8的粒

径在 Nicomp 380 N3000 (美国 PSS 公司) 激光粒径仪

上无法测出, 表明其可能在 pH 7.4的模拟血清介质中

解散成聚合物 (图4C)。

2 超pH敏感荧光纳米探针的pH激活和灵敏度检测

通过检测不同UPS纳米探针荧光强度值随 pH的

变化情况, 评价 UPS 纳米探针对 pH 的激活和响应灵

敏度。为了更好地评价UPS探针在不同 pH环境下的

激活情况, 将荧光强度统一进行标准化处理, 定义为

NFI, 从而利用 NFI 更好地判断不同 UPS 探针具有的

pHt。同时 , 为了说明 UPS 探针的响应灵敏度 , 利用

ΔpH来进行描述。ΔpH值越小则说明探针荧光强度变

化越迅速, 其pH灵敏度越高。

依据NFI的变化, 本研究所制备的 4种超 pH敏感

荧光纳米探针分别在 pH 4.4、6.2、6.6、7.8发生明显的

“ON/OFF”状态的转变, 验证了 4种UPS纳米探针具备

的 pH 转变点。同时 , 经过检测 4 种 UPS 纳米探针的

ΔpH均小于 0.3, 说明其质子浓度变化小于 3倍。而其
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他 pH敏感的小分子荧光染料[23]的ΔpH大多为 2, 质子

变化浓度约为100倍[24]。结果表明, 这4种UPS纳米探

针具有极高的 pH灵敏度, 远高于一般的 pH敏感小分

子荧光染料 (图5)。

超 pH敏感纳米探针极高的灵敏度和具有的不同

pH转变点与UPS聚合物材料的设计相关。UPS聚合

物材料中位于疏水嵌段的叔胺结构对 pH变化极其敏

感, 可在酸性环境中发生质子化[25], 破坏亲水/疏水平

衡导致UPS纳米探针的解离。并且, 叔胺所具有的不

同取代基可对质子化过程产生调控[26]。结合本研究中

4种超 pH 敏感荧光纳米探针的 pH 灵敏度, 叔胺结构

上的取代基碳链越长, 引发叔胺结构发生质子化需要

的质子越多, 则影响该探针的 pHt越低。相反, 该探针

的pHt越高。

3 不同 pHt的超 pH 敏感荧光纳米探针的体外成像

效果

通过观察超 pH敏感荧光纳米探针在不同 pH值下

的荧光成像效果 , 4 种 UPS 纳米探针 NP-4.5、NP-6.2、

NP-6.6 和 NP-7.8 分别在其 pHt 附近发生强烈荧光转

变。在低于各自 pHt的情况下, 每种超 pH敏感荧光纳

米探针均可产生良好的荧光成像效果 (图6)。

超 pH敏感纳米探针之所以展现出荧光强度的明

显变化, 主要是受所偶联的荧光染料 ICG和具有不同

pHt的高分子材料的影响。首先, ICG在水溶液中极易

发生自聚现象, 影响本身的光学性质, 并使得其水溶液

荧光稳定性较差[27-29]。在与超 pH 敏感高分子材料偶

联后, 可以大大提高 ICG产生荧光的稳定性, 增强成像

效率。其次, UPS高分子材料对于 pH变化的敏感性,

可以调控 ICG在 pHt附近的激活, 使得超 pH敏感荧光

纳米探针在激活后保持较高的荧光强度, 且不同 pHt

的UPS探针激活后荧光强度变化不大。

4 不同 pHt的超 pH 敏感荧光纳米探针的体内成像

效果

通过活体成像仪检测 UPS 纳米探针在荷瘤小鼠

体内的成像情况, 结果显示, NP-6.2 和 NP-6.6 两种探

针注射2 h后靶向聚集在肿瘤部位, 对荷瘤小鼠产生较

Figure 2 A: Synthesis of PEG5000-Br macroinitiator. B: Synthesis of ultra-pH sensitive materials. C: Synthesis of ultra-pH sensitive fluores‐

cent nanoprobes. DCM: Dichloromethane; TEA: Triethylamine; AIBN: Azobisisobutyronitrile; TPMA: Tris (2-pyridylmethyl) amine
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为明显的肿瘤成像效果。而另外两种探针 NP-4.5 和

NP-7.8在注射后对肿瘤部位没有产生强烈荧光, 并未

获得理想的肿瘤成像效果 (图 7)。同样, 在注射 UPS

纳米探针 24 h后的离体肿瘤与正常器官组织的荧光对

比检测中 (图 8), 进一步证实了 NP-6.2和 NP-6.6两种

探针良好的成像效果, 与正常器官组织的荧光强度相

比, 具有显著性差异 (图 9)。而 NP-4.5和 NP-7.8两种

探针的荧光强度无明显差异, 其在肿瘤组织的荧光强

度明显低于 NP-6.2 和 NP-6.6。因此 , pHt为 UPS 纳米

探针的重要参数, 过高或过低的 pHt都不能够取得理

想的体内肿瘤成像效果。

在实验中 , 相比于正常的血液环境 (pH 7.4) , 超

pH敏感荧光纳米探针NP-7.8的 pH转变点过高。在进

入体内后不能形成纳米结构, 无法在肿瘤部位实现酸

触发的荧光激活, 从而无法放大荧光成像效果。而超

pH敏感荧光纳米探针NP-4.5由于 pH转变点过低, 可

能在细胞内和细胞外都难以激活, 导致其不能产生理

想的成像效果。

NP-6.2 和 NP-6.6 两种探针呈现出较好的肿瘤成

像效果, 可能是因为其可在胞内溶酶体环境中被激活

的结果。两种探针经尾静脉注入荷瘤小鼠体内, 经血

液循环累积在肿瘤部位并被激活。而游离的 NP-6.2

和NP-6.6被肝脏摄取, 经肠道快速排出体外[27]。这与

荧光染料 ICG的代谢途径相同, 从而使得游离的探针

可以迅速被清除, 保证肿瘤部位荧光高亮, 呈现出理想

的成像效果。

结合这两种探针的 pHt和体内代谢情况, 作者认

为不同 pH转变点的UPS纳米探针发生激活的部位并

不相同 , NP-6.2 和 NP-6.6 很有可能是通过胞内激活

(pH 5.0～6.0) 发挥作用的。对于不同 pHt的超 pH敏感

Figure 3 1H NMR spectra of different ultra-pH sensitive fluorescent nanoprobe materials. A: NP-4.5; B: NP-6.2; C: NP-6.6; D: NP-7.8

Table 1 Characterization of different ultra-pH sensitive fluores‐

cent nanoprobes. n = 3,
-
x ± s. PDI: Polydispersity index; CMC:

Critical micelle concentration

Probe

NP-4.5
NP-6.2
NP-6.6
NP-7.8

Mn

/kDa

31.0
24.4
27.1
22.1

Particle

size/nm

30.69 ± 0.2
32.10 ± 0.5
35.32 ± 0.5
45.13 ± 1.2

Zeta-potential

/mV

-0.07 ± 0.20
0.03 ± 0.11
0.96 ± 1.34
0.15 ± 0.59

PDI

0.29
0.29
0.33
0.19

CMC

/mg·mL-1

0.002
0.001
0.001
0.002
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荧光纳米探针在肿瘤组织细胞内激活还是细胞间激

活, 还有待于进一步研究。

结论

在本研究中, 制备了4种具有不同pH转变点 (4.5、

6.2、6.6、7.8) 的超 pH敏感荧光纳米探针, 其在体外具

Figure 8 Ex vivo imaging of the organs from 4T1-bearing mouse

models with different ultra-pH sensitive fluorescent nanoprobes

and free ICG after 24 h

Figure 7 Imaging effect of ultra-pH sensitive fluorescent nano‐

probes in vivo. ICG: Indocyanine green

Figure 6 Imaging effect of ultra-pH sensitive fluorescent nano‐

probes in vitro

Figure 4 A: Transmission electron micrograph of ultra-pH sensitive

fluorescent nanoprobes; pH > pHt. Scale bar = 50 nm. B: Transmis‐

sion electron micrograph of ultra-pH sensitive fluorescent nano‐

probes; pH < pHt. Scale bar = 50 nm. C: Size of ultra-pH sensitive

fluorescent nanoprobe in 10% fetal bovine serum (FBS). n = 3,
-
x ± s

Figure 5 Normalized fluorescence intensity of ultra-pH sensitive

fluorescent nanoprobes in different pH values
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有相似的粒径, 且激活状态下荧光强度相差不大。然

而, 在荷瘤小鼠模型体内成像效果差异明显。pHt为

6.2和 6.6的超 pH敏感荧光纳米探针具有更强的成像

效果, 而 pHt过低 (4.5) 和过高 (7.8) 的UPS纳米探针成

像效果均不理想。结果表明, 虽然此类超 pH敏感纳米

荧光探针均对酸环境敏感, 但是在实际应用时要着重

考虑探针 pHt对于成像效果的影响。体内实验结果亦

表明, 具有合适 pHt的UPS纳米探针在给药后 2 h就能

在肿瘤组织实现很好的成像效果, 且能稳定较长时间

(实际稳定成像时间 > 24 h), 为手术治疗提供充分的时

间窗。

本研究表明, pHt是影响UPS纳米探针体内行为的

一个重要参数, 在其他相关研究中, 材料设计方面需要

充分考虑 pHt这一参数。此外, 对于其他类型的生物

响应型 (如温度响应型、还原响应型等) 材料, 相转变

点或相关参数亦需要作为一个重要参数来进行体系的

设计。本研究既筛选出具有良好成像效果的 UPS 纳

米探针, 又为其他生物响应型纳米探针的设计和筛选

提供思路。
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