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纳米药物载体体内命运研究: 环境响应型荧光染料的应用
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(复旦大学药学院, 教育部智能化递药重点实验室, 上海201203)

摘要: 纳米制剂的体内命运研究关乎其临床转化的成败, 目前所面临的最大挑战之一是如何在体内实时准确地

监测纳米载体自身。传统的放射或荧光探针从被标记母体粒子解离后, 依然发射信号, 从而带来干扰, 导致对结果

的误判。环境响应探针根据纳米载体所处环境变化而切换信号, 有助于将粒子信号与游离探针信号有效区分。目

前应用的环境响应荧光染料主要有三大类, 其原理分别基于荧光共振能量转移 (FRET)、聚集诱导发光 (AIE) 及聚

集导致淬灭 (ACQ) 效应。它们的共同特点是, 当被包载于纳米粒中时发射荧光, 而伴随着纳米载体的降解或破坏,

染料分子被释放, 因周围环境变化而发生信号切换或荧光淬灭。根据信号的变化可对纳米粒在生物体内的存续状

态进行判断。FRET和AIE染料被广泛用于研究纳米粒和细胞的相互作用, 较少应用于体内命运研究。ACQ染料

对生物介质中的水敏感, 具有普适性, 结合各种成像设备, 可更为准确地追踪纳米粒在体内的转运过程。本文对 3

种环境响应荧光染料的应用原理、优缺点及纳米粒体内命运研究中的应用进行了综述。

关键词: 环境响应; 荧光染料; 聚集导致淬灭; 荧光共振能量转移; 聚集诱导发光; 纳米载体; 体内命运; 实时

监测

中图分类号: R943 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2019)11-1965-11

In vivo fate study of drug nanocarriers: the applications of

environment-responsive fluorescent dyes

QI Jian-ping, LU Yi, DONG Xiao-chun, ZHAO Wei-li, WU Wei*

(Key Laboratory of Smart Drug Delivery of Ministry of Education, School of Pharmacy, Fudan University,

Shanghai 201203, China)

Abstract: The in vivo fate is a crucial factor that governs the successful translation of nanoformulations.

However, one of the current biggest challenges is with the real-time monitoring of the body of the nanoparticles

themselves. Conventional radioactive or fluorescent probes give signals even after they are disassociated from

the particle matrix, generating interference to bioimaging and leading to misjudgment of results. Environment-

responsive fluorescent dyes are regarded as promising tools due to signal switching in response to the changes

in the environment. Currently, there are three categories of dyes in bioimaging of nanoparticles based on Förster

resonance energy transfer (FRET), aggregation-induced emission (AIE) and aggregation-caused quenching (ACQ).

They have similar characteristics that strong fluorescence is emitted when they are embedded in the matrix of

nanocarriers, whereas the fluorescence quenches upon release from the matrix due to dissociation of nanocarriers.

The fluorescence switching reflects the existing status of the nanocarriers and therefore helps to interpret the in

vivo behaviors. FRET and AIE probes have been widely used in elucidating the interactions between nanoparticles

and cell models. However, they show intrinsic defects in studying in vivo fate of nanoparticles. ACQ-based dyes

are sensitive to water, a universal factor in the biological environment. Therefore, with the help of bioimaging
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equipment, the in vivo trafficking process of nanoparticles can be unraveled. This review article tends to provide

an overview on the rationale, pros and cons and applications of the three categories of environment-responsive

fluorescent dyes in the investigation of the in vivo fate of nanocarriers.

Key words: environment-responsive; fluorescent dye; aggregation-caused quenching; Förster resonance

energy transfer; aggregation-induced emission; nanocarrier; in vivo fate; real-time monitoring

得益于新材料和新技术的不断发展, 制药工业已

进入了药物递送系统 (drug delivery systems, DDS) 的

新时代。过去几十年里, 一些新型药物递送系统如缓

控释、经皮、肺部、长效及纳米递药系统在临床药物治

疗中发挥了极其重要的作用, 反映在其销售额上, 正呈

逐年攀升趋势[1]。从药物治疗的角度来看, 药物递送

的终极目标是将活性药物分子 (active pharmaceutical

ingredients, API) 精准递送到病灶部位发挥疗效, 同时

极大地降低其毒副作用。近年来, 随着纳米技术的整

体迅速发展, 其在药物递送领域的应用也呈快速发展

趋势, 纳米药物载体被广泛研究并被赋予药物递送的

使命[2]。当前正处于纳米给药系统 (NDDS) 研发的热

潮之中, 并已催生了具有里程碑意义的纳米药物产品,

如多柔比星长循环脂质体 (Doxil®)、紫杉醇白蛋白纳

米粒 (Abraxane®) 等。然而, 目前纳米递药系统的研发

投入和产出存在着巨大的反差[3,4]。由图 1可知, 始于

1980年, 截止至 2019年 7月 1日, 纳米递送领域的论文

发表数就有149 553篇之多, 而成功上市的纳米制剂产

品却只有寥寥数十个, 其中一部分还是以提高溶出速

率为目的的纳米结晶制剂。纳米药物的研发似乎遇到

了不可逾越的瓶颈, 学术界和工业界均对其发展前景

产生了怀疑, 其中不乏“纳米悲观”论调。据悉, 美国国

家癌症研究所 (NCI) 将于明年开始停止资助其所有 9

所癌症-纳米技术研究中心。

然而, NDDS在增效减毒方面的作用不容忽视, 当

前亟需分析限制其临床转化的原因, 从而找出应对方

法, 推进研发进程。原因多方面的: 首先是工业化问

题, 由于纳米制剂的生产工艺完全不同于传统制剂, 需

要研发新设备、新工艺; 从目前来看, 纳米制剂的生产

仍存在批量受限、批间差异大和质控难等问题[4,5], 但

是这些问题可通过纳米制造技术的进步而逐步或正在

得到解决[6], 已成功上市的产品就提供了很好的例证。

当前, 纳米制剂临床转化遇到的最大挑战在于对其体

内行为与作用机制的解析。NDDS一般由功能性高分

子材料包载药物而成, 系统地阐明NDDS的三要素“纳

米载体粒子-药物分子-高分子材料”在体内的药动学、

分布、代谢和排泄过程, 对于理解纳米制剂的药理和毒

理作用机制具有十分重要的意义[7,8]。然而, 目前对于纳

米制剂在人体内的转运过程仍然知之甚少, 认知仅停

留在药物分子的体内过程层面, 并且由于无法区分体

内游离药物与包裹状态的药物, 对结果的分析尚存在

很大的偏差; 而对纳米载体粒子本身以及高分子材料

的体内行为几乎是一无所知[9]。因此, 也无从知晓体内

药物释放与粒子动态降解过程等关键科学信息。假如

纳米粒在进入体循环后, 药物分子可快速从纳米粒中

泄漏, 纳米载体因此而空载, 将导致进入靶部位 (如肿

瘤) 的仅仅是空纳米粒而未载药[10,11], 这与当前靶向

DDS的设计初衷背道而驰。有研究者试图通过适宜

的手段分离血浆样品中游离的药物和包裹态的药物,

但是分离操作过程中, 也可能发生药物泄露或纳米粒

被破坏, 从而不能真实地反映实际情况[12,13]。因此, 采用

适宜的方法来阐明纳米粒在体内的时空命运, 对于优

化纳米制剂, 促进其研发进程具有重要的指导意义。

1 荧光染料在纳米粒体内示踪中的应用概况

众多研究者已逐渐意识到揭示纳米粒体内行为的

重要性, 并尝试采用各种手段监测纳米粒[14,15]。为了

能够全面地了解纳米粒的体内行为, 首先希望能够通

过影像手段直接观察纳米粒[16,17], 并进一步借助各种

定性和定量方法探索其体内过程[18,19]。少数纳米粒

(如无机纳米粒) 或其组成成分可提供能够直接被检测

的信号[14], 而大部分有机纳米粒必须通过标记实现体

内示踪[20]。放射和荧光标记是目前最常用的两种方

式[21,22], 在应用上各有优缺点。放射标记具有很强的

专属性, 体内干扰少, 但是需要在特殊的实验室进行,

Figure 1 The cumulative number of publications obtained by

searching Web of Science Core Collection using the key words

"nano*" and "drug delivery" (accessed to Jul 1, 2019)
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且大多需要通过化学合成的手段进行标记, 标记分子

在体内脱离纳米载体后仍可检测到放射信号; 目前采

用荧光染料标记更为常用, 适用性较强, 但是普通荧光

探针在纳米粒内部和释放后均发射同样的荧光。因此

标记手段所存在的共性问题是如何准确地区分纳米粒

信号和游离探针信号[17]。

一般来说, 纳米载体的荧光标记可采用物理包埋[23]

和化学键合[24]两种方式。如果纳米载体本身是不可生

物降解的, 如聚苯乙烯纳米粒, 并且标记物分子与纳米

载体在体内循环中可牢固结合, 探针信号即代表纳米

粒[25]。但是, 绝大多数纳米药物载体均具有生物降解

性, 标记物分子伴随着降解过程而被释放, 但其信号并

未消失, 这无疑对纳米粒信号造成了干扰。Hollis等[26]

采用杂化结晶技术以近红外荧光探针 FPI-749标记紫

杉醇纳米结晶, 静脉注射后发现在肿瘤及其他组织中

荧光信号可存续长达 7天, 但是一般认为纳米结晶在

体内存续时间非常有限, 由此他们认为观察末期的荧

光信号是由游离探针带来的, 并非纳米结晶自身信号。

普通探针在指示纳米粒方面具有明显的缺陷, 必须寻

找更优的探针分子以准确实时监测纳米粒的体内

行为。

2 环境响应型荧光染料的应用原理及特点

近年来, 环境响应荧光染料被广泛应用于分子影

像领域, 这类分子受一些环境因素如 pH值、酶、特定分

子和空间距离等影响[27,28], 导致荧光光谱发生变化, 据

此可以检测体内生理或病理状态的变化[29,30], 如肿瘤

的分子影像监测。其中, 部分环境响应荧光染料可用

于指示纳米粒在体内的变化, 主要有三大类, 其原理分

别基于荧光共振能量转移 (Förster resonance energy

transfer, FRET)、聚集诱导发光 (aggregation-induced

emission, AIE) 和聚集导致淬灭 (aggregation-caused

quenching, ACQ) (图 2)。这些荧光染料被包载于纳米

粒内部和从纳米粒释放后可呈现不同的发射荧光。

2.1 荧光共振能量转移

2.1.1 FRET 效应原理 早在 20 世纪初 , Francis

Perrin第一次观察到共振能量转移现象, 随后Theodor

Förster于 1948年发现某些荧光分子的共振能量转移

现象, 由此提出了FRET的概念[31]。FRET效应是指距

离很近的两个荧光分子间产生的一种能量转移现象,

即当供体荧光分子的发射光谱与受体荧光分子的吸收

光谱重叠超过 30%[32], 并且两个分子的距离在 10 nm

内时, 就会发生一种非辐射性的能量转移, 通过激发供

体荧光分子所产生的发射光可使受体分子发出的荧光

大大增强 (敏化荧光), 同时供体荧光淬灭; 当距离超过

10 nm时, FRET效应消失[33]。FRET的荧光转移效率

与分子之间的实际距离及 Förster距离有关, 因此, 将

可发生 FRET 效应的两种荧光分子 (如 Cy5.5 和 Cy7)

同时包载于纳米粒中, 由于分子间距离大幅缩短, 即可

产生 FRET效应, 而当纳米结构解体后, FRET荧光分

子被释放, 分子间距离变大, 导致 FRET效应消失[34]。

基于此原理, FRET效应已被应用于纳米粒体内外完

整性、细胞内药物释放及体内命运的研究。

2.1.2 优势及局限性 FRET染料对供体-受体的荧光

信号切换主要是基于分子间的距离, 而与体内环境无

关, 其响应极其灵敏, 可准确地反映荧光分子之间的相

对位置, 从而间接地反映纳米粒的结构变化信息。因

此, FRET效应被广泛用于动态可视化地监控药物的

包载和释放过程[35]。同时, 根据荧光分子之间的距离

和相对位置, FRET效应可用于鉴定纳米药物的精细

结构, 如均相混合物、核壳结构或多层结构的纳米载体

等[36]。另外, 大多数环境响应型荧光染料均具有结构

专属性, 对特定 pH值和酶等响应, 不具有普适性, 需要

针对特定环境定制分子结构。而FRET效应是通过选

择合适的染料分子对进行标记, 目前市售的许多染料

只要满足产生FRET的条件, 均可有效地组合成FRET

染料对, 尤其是结构类似的染料系列, 如近红外花菁染

料 DiD/DiR 及 Cy5/Cy7 等[37,38]。近年来 , 上转换纳米

粒、量子点和碳点等荧光材料也被广泛用于组成

FRET染料对[39,40]。通过选择具有不同波长和组织穿

透深度的FRET染料对可对纳米粒体外和体内的完整

性、转运过程及命运进行探索。

尽管 FRET效应在应用方面具有一定的优势, 但

也存在很多缺陷: ①FRET染料对 (尤其是花菁类近红

外染料) 多数具有较强的脂溶性, 与细胞膜具有很强

的亲和力, 被释放后可能会重新聚集于细胞膜或某些

疏水结构中使 FRET荧光复现[41], 这将误导对结果的

Figure 2 Schematic demonstration of the principles of labelling

particles with non-responsive (A), Förster resonance energy trans‐

fer (FRET) (B), aggregation-induced emission (AIE) (C) and ag‐

gregation-caused quenching (ACQ) (D) fluorescent dyes
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判断 ; ② FRET 染料的荧光复现将导致 FRET 比值

(FRET荧光强度与供体荧光强度之间的比例关系) 与

纳米粒质量之间的比例关系失调[42], 无法对纳米粒进

行准确定量; ③ 不同波长的荧光其组织穿透深度不

同, 从而影响FRET比值[43]; ④ 由于纳米粒骨架的空间

较大, 单纯通过物理包埋的方式很难产生 FRET效应,

因此常采用将聚合物材料和荧光染料共价结合的方

式[38], 不方便应用; ⑤ FRET效应是由供体荧光分子发

射光激发受体分子发射荧光, 所以其荧光强度较弱, 易

受检测条件限制[42]; ⑥ 通过 IVIS检测体内荧光时, 只

能检测到表面荧光而非组织深层的荧光[43], 这也是荧

光成像技术所具有的通病。因此, FRET荧光技术有

待进一步发展, 目标为获得更加可靠、效率更高、选择

性更高和组织穿透能力更强的染料对。

2.2 聚集诱导发光

2.2.1 AIE效应原理 2001年, Tang等[44]发现一系列

噻咯分子在溶液状态不发光而在聚集状态发射强荧光

的现象, 并据此提出聚集诱导发光 (AIE) 效应。其主

要机制是染料分子在溶液状态下可自由旋转导致激发

状态能量非辐射失活而不发光, 而当染料分子内旋转

发生抑制时 (如发生聚集或分散在载体中), 即发射荧

光[45]。因此, AIE染料在黏度较大、压力较大或温度较

低的环境下均可发射荧光[45]。另外, 形成 J-聚体、构象

平面化及激发态分子内质子转移也是产生AIE现象的

原因。大多数有机荧光分子因 π-π堆叠效应形成H-聚

体而发生荧光淬灭, 当分子间距离延长并倾斜堆叠而

形成 J-聚体时, 即可促进荧光发射, 目前已观察到多个

AIE分子 J-聚体的形成[45]。噻咯荧光分子在水-乙醇

的混合溶剂中, 当水含量超过 90%时, 由于溶解度降

低而导致分子聚集, 荧光量子产率可达到 0.21, 比在乙

醇中高 333倍[46]。将 AIE染料包载于纳米粒中, 由于

空间位阻的原因, 染料分子自由旋转被抑制, 从而发射

荧光, 而当纳米粒解体后, 染料分子游离于体液环境

中, 荧光极弱, 藉此可对纳米粒的体内转运行为进行

研究[47,48]。

2.2.2 优势及局限性 AIE现象已被广泛应用于多个

研究领域, 基于Web of Science数据库的检索表明, 近

年来与AIE有关的文章发表数每年均超过 1 000篇以

上。AIE荧光染料避免了因 ACQ效应导致的荧光浓

度淬灭效应, 大大提升了固体荧光材料的发光效率[49]。

在生物医学领域, AIE染料可用于一些生物检测, 如利

用AIE染料与蛋白质结合后发出荧光的特点可进行蛋

白质分析[50]。另外, AIE染料具有很好的光稳定性、高

灵敏度和选择性, 近年来逐渐用于研究纳米载体的体

内外行为[44]。

然而, AIE染料由于疏水性强, 释放后可能会发生

聚集而发射荧光, 从而导致荧光淬灭不完全, 造成背景

干扰; 也可能会被蛋白吸附而限制其分子内自由旋转,

导致体内荧光复现[51]。有研究[52]将AIE染料键合到亲

水性材料骨架上, 以该材料制成纳米粒或胶束, 当载体

结构发生破坏后, 荧光发生淬灭, 由于亲水性材料的介

入使AIE染料不易发生聚集, 从而减少荧光复现, 但这

种方法操作繁琐, 不具有普适性。

2.3 聚集导致淬灭

2.3.1 ACQ效应原理 ACQ现象是大多数荧光染料

具有的特点, 尤其是具有平面结构或分子内含有多个

芳环共轭结构的荧光分子, 在低浓度下可发射强荧光,

而随着浓度的升高, 荧光强度减弱甚至淬灭, 这在发光

领域通常被称为浓度淬灭 (concentration quenching) 现

象[53]。这一现象最早由 Förster和 Kasper 在研究芘的

荧光现象时发现, 后来发现该现象普遍存在于大多数

芳香共轭荧光分子中[54], 1970 年 Birks 将其定义为

ACQ现象[53]。一般来讲, 大多数荧光分子含有多个共

轭芳环结构, 在水中溶解性较差, 易溶于有机溶剂, 因

此当荧光分子分散在水性介质中时, 受疏水作用力驱

使, 分子间发生 π-π堆叠而导致分子聚集, 进而发生荧

光淬灭现象[55]。所形成的聚集体是一种热力学和动力

学稳定的分散体系, 可以均匀地分散在水性溶液中而

不产生沉淀[53]。聚集体分子间的作用力非常强, 除非

溶液环境发生巨大的变化, 否则聚集体不易解离[56]。

ACQ现象在水环境中发生, 环境中的水含量与染料的

荧光强度呈正相关[57]。当水含量增加超过一个阈值

(如大于 70%) 时, 染料分子迅速发生聚集, 导致荧光完

全淬灭[48,58], 其荧光发射现象与 AIE恰恰相反。利用

ACQ 染料的这种 On→Off的信号切换特点可以用来

指示纳米载体在体内的存续状态。

2.3.2 优势及局限性 将ACQ染料包载于纳米载体

中, 染料分子高度分散于疏水核中, 发射荧光信号, 随

着纳米粒在体内不断降解, 染料分子被释放进入体液

中, 分子间较强的 π-π相互作用及疏水作用导致分子

间发生聚集, 而后荧光完全淬灭[48] (图 3)。因此, 荧光

信号即代表纳米粒的信号, 通过追踪体内荧光即可研

究纳米粒在体内的转运和分布过程[59,60]。ACQ染料具

有结构多样性, 大部分基于BODIPY母核结构的染料

均具有较强的ACQ效应, 并且可通过改变其分子结构

而调节荧光发射波长, 以适用于多种仪器设备, 如激光

共聚焦显微镜一般在低于 650 nm下检测, 而小动物活

体成像仪则在 700 nm 以上检测[61]。Aza-BODIPY 类

的荧光分子量子产率较高, 且光稳定性好, 极低浓度即

可产生较强荧光, 避免荧光分子在载体内部因浓度过
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高而发生淬灭[62] (图 4)。ACQ染料一般具有较大的共

轭平面结构, 遇水可快速发生聚集而导致荧光淬灭, 确

保信号切换灵敏, 提高了准确性[63]。另外, ACQ染料

遇水后, 其荧光强度可降至零[48], 这也极大地提高了检

测的准确性。

ACQ染料也具有一定局限性。一方面, 大多数具

有ACQ现象的荧光染料不具备遇水迅速且完全淬灭

的性质, 在指示纳米载体完整性方面缺乏灵敏性; 另一

方面, ACQ染料仅可用于脂质和疏水性聚合物形成的

纳米载体[10,48,64,65]。脂质载体如固体脂质纳米粒 (SLN)、

纳米结构脂质载体 (NLC) 及纳米乳等均具有强疏水

性骨架, 染料可完全溶解其中而发射强荧光。强疏水

性可阻止水分的渗入, 从而避免荧光提前淬灭的假阳

性结果。然而, ACQ 染料不适用于亲水性纳米载体,

这主要是因为水分可快速渗入亲水性骨架中, 导致染

料分子在载体内部提前发生淬灭[66]。另外, ACQ染料

Figure 4 The chemical structures of four typical ACQ probes and water sensitivity in binary solvent system of acetonitrile and water. A:

Fluorescence spectra of P2 in binary solvents with different contents of water; B: The curve of fluorescence of P2 vs water content indicating

the water-sensitivity threshold; C: ACQ effect upon dispersing the acetonitrile solution of four probes into a 100% aqueous medium (ABS:

Acetate buffered saline; PBS: Phosphate buffered saline; FaSSGF: Fasted-state simulated gastric fluid; SGF: Simulated gastric fluid; SIF:

Simulated intestinal fluid); D: Visualized ACQ effect of P2 in acetonitrile (emitted) and water (quenched). Reprint from references[48,59] with

permission. Copyrights 2015 Elsevier

Figure 3 The schematic demonstration of principles indicating intact nanocarriers in vivo by ACQ dyes (A) and a comparison of monitor‐

ing SLNs in vivo lipolysis process by ACQ dye P2 and conventional dye DiR respectively (B). Cited from reference[59] with permission.

Copyrights 2019 Elsevier
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的淬灭聚集体可能与其他分子发生疏水相互作用, 从

而解聚, 导致荧光复现[56]。荧光分子重新分配进入疏

水域而导致荧光复现是一个自然过程, 无法通过改变

环境而消除, 但是只要能限制聚集体的解离即可减少

荧光的复现, 因此可通过优化染料结构, 增加淬灭聚集

体的内聚力, 进而避免发生解离导致荧光复现。

3 环境响应型染料在纳米粒体内命运研究中的应用

FRET效应在研究纳米粒与细胞之间的相互作用

及体内转运过程中有较好的应用[43]。AIE效应的应用

主要集中在细胞水平阐释纳米粒的摄取及转运机

制[44], 在其体内命运研究中应用较少, 这可能与大多数

AIE荧光染料波长较短、组织穿透能力弱有关, 因此也

有研究[67]通过 FRET 效应使 AIE 染料的发射波长红

移。ACQ现象普遍存在于有机荧光分子中, 在发光研

究领域通常被认为是不利因素 , 应设法避免 ; 然而 ,

ACQ效应对水环境的敏感性和实时响应恰好可被用

来标记示踪纳米粒, 对其体内命运进行研究[59]。

3.1 聚合物胶束

两亲性聚合物在水中自组装形成核-壳结构的纳

米载体, 对于难溶性药物具有很好的包载能力[68], 其中

紫杉醇聚合物胶束 (Genexol-PM®) 已在韩国上市[69]。

胶束经注射后的体内过程一直备受争议[70], 一般认为

胶束 (包括聚合物胶束) 进入体内后, 被血液稀释, 其

浓度迅速降低至其临界胶束浓度 (CMC) 以下, 从而导

致胶束结构被破坏[71,72]; 但也不可否认的是胶束体系

是最为常见的药物递送载体之一, 显然CMC在阐释其

体内行为时参考意义并不大[73]。将FRET染料对DiO/

DiI包裹于聚乙二醇聚乳酸 (PEG-PDLLA) 胶束中, 其

FRET比例接近 0.89, 静脉注射后观察到 FRET效应快

速降低, 结果提示胶束在体内有可能会迅速解离[74]。

Morton等[34]将Cy5.5和Cy7分别与聚乙二醇聚炔丙基

左旋谷氨酸酯 (PEG-PPLG) 连接, 然后将其制成胶束

而产生 FRET效应, 研究表明空白胶束在静脉注射后

72 h内仍然有 50%～85%保持完整, 而载药胶束只有

约 37%保持完整, 这表明胶束载药后在体内可加速解

聚。He 等[60]通过 ACQ 染料标记聚乙二醇聚己内酯

(PEG-PCL) 胶束研究了胶束粒子在体内的动力学行

为, 发现完整胶束粒子可在血液中实现一定时间的长

循环, 这与Morton等[34]结果类似, 说明胶束并不像其

他研究报道[60]的那样不稳定。Li等[75]在斑马鱼模型上

发现转铁蛋白修饰的 PEG-PCL胶束可完整穿透小肠

上皮细胞而被吸收。

Liow 等[51]将 AIE 分子四苯乙烯 (TPE) 与聚氧乙

烯/聚氧丙烯双亲性聚合物化学键合, 该聚合物可自组

装形成具有温敏性的聚合物胶束。该胶束载多柔比星

后局部注射到肿瘤部位, 多柔比星信号可持续维持 14

天之久, 而多柔比星溶液注射后 24 h肿瘤部位就已经

观察不到信号; 18天后升高肿瘤部位的温度, 温敏胶

束迅速降解, 这表明胶束在肿瘤部位可保持长期稳定。

Zhang等[76]用聚乙二醇磷脂酰乙醇胺 (PEG-DSPE) 同

时包载了 AIE 荧光分子双 (4-(N-(2-萘基) 苯氨基) 苯

基) 富马腈 (NPAPF) 和金纳米粒实现双模态成像, 观

察到胶束在血液循环中具有较长的半衰期, 且可在肿

瘤中蓄积。

3.2 聚合物纳米粒

聚合物纳米粒作为递药载体, 可发挥靶向、促进吸

收和提高药物稳定性等多方面的作用[77,78]。聚合物的

种类繁多且性质多样, 其纳米粒在体内的命运也不尽

相同。聚合物纳米粒粒径较胶束大, 将染料包裹于纳

米粒中, 由于其分散空间较大, 较难产生 FRET效应。

但是Li等[79]利用聚苯乙烯纳米粒的“膨胀-收缩”性质

将DiD/DiR同时包载其中, 可产生明显的 FRET效应,

据此对纳米粒口服后的体内过程进行了研究, 发现其

胃肠转运与形状密切相关, 且可被完整转运进入淋巴。

Zhao等[38]将Cy7和Cy5.5分别与 PLGA及不同亲脂性

的成分连接后组装成纳米粒, 研究其体内释放过程, 通

过FRET效应表明所有载药纳米粒在体内都会发生突

释现象, 且随着药物脂溶性增强, 其释放速度减缓。

聚合物纳米粒骨架具有一定的刚性, 可限制AIE

染料分子内的旋转, 因此可以采用AIE染料进行荧光

标记 , 以研究其体内过程。采用 AIE 染料 TPE-TPA-

DCM标记白蛋白纳米粒, 注射给予荷瘤小鼠后, 发现

荧光信号在肿瘤部位蓄积, 这表明完整的白蛋白纳米

粒具有肿瘤靶向性[80]。也有研究采用纳米粒增强AIE

分子的荧光, 从而用于分子影像的研究[81]。此外, 还有通

过纳米粒包载AIE荧光分子进行光动力效应的研究[82]。

ACQ染料最适合用来研究疏水性纳米粒的体内

命运。He等[83]以ACQ染料P2标记聚乙二醇化聚己内

酯 (mPEG-PCL) 纳米粒 , 静脉注射后 , 发现 PEG 修饰

可以延长纳米粒在体内的循环时间, 但是显然不如通

常所报道的滞留时间长。通过荧光半定量及药物定量

对粒子动力学和药物 (紫杉醇) 动力学进行了对比分

析, 发现纳米粒进入血液后, 药物迅速泄露, 两者呈现

出完全不同的动力学行为, 更多的空纳米粒分布进入

组织[83]。Meng 等[84]采用 DiR 标记 PLGA 纳米粒对其

体内分布进行了研究, 但由于DiR具有浓度淬灭效应

且无法完全淬灭, 体内监测结果具有一定的局限性。

同时ACQ染料也被用于研究纳米粒眼部给药的转运

过程, 发现玻璃体内注射可更有效地将完整纳米粒递

送至视网膜, 纳米粒从视网膜快速消除, 而释放的药物

·· 1970



戚建平等: 纳米药物载体体内命运研究: 环境响应型荧光染料的应用

分子可渗透进入视网膜[85]。

3.3 脂质纳米粒

脂质纳米粒主要包括 SLN、NLC及脂质药物共轭

物 (LDC) 三种形式[86], 已被广泛用于提高难溶性或蛋

白类药物的口服生物利用度。由于其主要组成成分为

脂肪酸甘油酯 , 因此可在胃肠道内被胰脂肪酶所降

解[87,88]。Hu等[48]采用ACQ染料 P2标记 SLN后, 首次

研究了 SLN在大鼠胃肠道内的实时脂解过程, 结果表

明 SLN在胃中滞留时间较长, 而进入肠道后可被迅速

降解, 同时清楚地观察到大鼠在禁食、饱腹、高脂饮食

及摄入脂肪酶抑制剂 (奥利司他) 状态下 SLN的胃肠

道转运和降解情况。另外, SLN促进药物口服吸收的

机制一直存在争议, 有报道认为 SLN自身可以被细胞

摄取并转运进入血液循环, 从而促进吸收。Hu等[61]通

过ACQ染料标记发现SLN难以穿透生物膜, 难以经口

服吸收。Ma等[64]研究则在肝脏中观察到 SLN的微弱

荧光信号, 表明 SLN有经口服被少量吸收的可能性。

以较短波长 ACQ 染料 (P4) 进行标记, 共聚焦显微镜

观察发现 SLN和混合胶束均可被Caco-2细胞大量摄

取, 但很难穿透细胞单层[61,64]。ACQ染料标记的 SLN

在活体动物体内可实时观察到 SLN在肺部沉积的情

况[89], 不过肺部存在大量的生理性表面活性物质, 可能

会造成较为严重的荧光复现, 从而干扰观察与测定。

Zhao等[90]将Cy7与脂质连接, 并将QD710物理包

埋于脂质纳米粒中, 注射后 30 min即观察到纳米粒在

肿瘤中聚集, 并且荧光逐渐淬灭, 表明纳米粒发生了解

聚。而通过 Cy7 的荧光追踪发现脂质被肝和肾所摄

取, 进而在肾中消除。通过QD610-Cy5.5标记脂质纳

米粒研究了纳米粒在体内的解聚动力学, 表明纳米粒

在血液中的解聚半衰期为 42 min[90]。目前还未见AIE

染料用于研究脂质纳米粒体内命运的报道。

3.4 纳米乳与微乳

将 Cy5.5 和 Cy7 包载于纳米乳内核可产生 FRET

效应, 体外研究证实 FRET比例与纳米乳完整性相关,

注射后 6 h在血液中有 71%保持完整, 而在肿瘤中仅

有 40%保持完整[91]。而通过ACQ染料标记纳米乳, 注

射后发现在血液中迅速被破坏 , 30 min 后只有大约

30%纳米乳保持完整结构, 这与 FRET效应所得结果

有一定差异[92]。因此, 有必要在同等条件下比较各种

方法的优劣和适用性。Xia等[65]对纳米乳经口服后体

内的消化过程进行了可视化研究。通过活体成像观察

发现, 纳米乳在胃肠道中的消化和细胞摄取具有粒径

依赖性, 并发现一部分纳米乳粒子可通过淋巴转运被

吸收并分布于肝脏和肺部。在透皮研究中发现 80 nm

的纳米乳能扩散进入活性表皮但无法完整穿透, 而纳

米乳粒子可以沿着毛孔迁移到真皮以下 588 μm[93], 药

物释放后可进一步扩散进入真皮组织。Ahmad等[94]

通过ACQ染料标记纳米乳, 研究了经鼻给药后的转运

过程, 证实完整纳米载体很难通过鼻脑通路进入脑部,

而所载药物分子在释放后可部分入脑。

3.5 纳米结晶

纳米结晶可用于口服、注射及透皮等多种给药途

径, 在促进难溶性药物口服生物利用度方面有广泛的

应用[95], 已有多个品种上市, 如非诺贝特 (Tricor®)、阿

瑞匹坦 (Emend®)、甲地孕酮 (Megace ES®) 和帕利哌

酮 (Invega Sustenna®) 等。纳米结晶进入体内后的变

化过程一直是学术界讨论的热点。最初, 有人选择一

些自身具有荧光的模型药物 (如香豆素-6), 将其制成

纳米结晶后去研究其体内过程, 但遗憾的是只有极少

数的药物具有自发荧光[96]。受杂化纳米结晶的启发,

有研究者将荧光分子 (如荧光素、罗丹明B、DiD、DiR、

Cy5等[97]) 杂化入药物纳米结晶晶格中, 从而实现了对

纳米结晶体内过程的实时观察[98]。但这些染料不具有

环境响应性, 无法准确区分药物的结晶和溶解状态。

Gao等[99]首先采用AIE染料 (TPE) 研究了纳米结晶在

肿瘤细胞中的溶解动力学过程, 表明纳米结晶可被细

胞直接摄取并在胞浆中逐步溶解。但是由于TPE波长

较短 , 不适合进行体内过程研究。Wang 等[100]采用

ACQ染料 (P2) 标记了姜黄素纳米结晶, 注射给药后发

现大量纳米结晶在血中被迅速清除, 最终分布至肝和

肺, 但是少部分结晶可在血液循环中维持 48 h。Shen

等[101,102]进一步以ACQ染料研究了环孢素纳米结晶口

服后的体内过程, 活体成像研究表明纳米结晶可在胃

肠道中存续 12～18 h, 其中一部分纳米结晶可通过上

皮细胞转运吸收进入血液循环, 随后分布于肝和肺。

另外, 可在Caco-2细胞单层模型的基底侧检测到荧光

杂化纳米结晶, 这也表明纳米结晶以整体形式被转运

穿透上皮细胞[102]。

3.6 脂质体

脂质体是较早应用于临床的纳米制剂, 但是其在

体内的完整性及转运过程仍然不甚清晰。FRET荧光

染料对可被包载于脂质双分子层中而产生 FRET 效

应, Li等[42]利用 FRET效应研究了脂质体在细胞内转

运过程中的完整性。体外结果表明, 当脂质体膜被完

全破坏后, 仍有 50%以上的 FRET荧光保留。这主要

是由于脂质膜与染料分子具有较强的亲和性, 当脂质

体膜被破坏成为碎片后, 可能转变为胶束, 仍然可以保

留部分荧光; 细胞研究结果表明, 大量脂质体可被完整

地摄取进入细胞内, 而只有约 10%的完整脂质体可被

转运跨过细胞单层。也有研究利用 FRET效应, 发现
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仅有小于 0.1%的完整脂质体可跨过血脑屏障[103]。环

境响应型荧光染料在脂质体体内命运研究中的应用依

然有待进一步探索。

4 结论与展望

纳米制剂发展到今天, 临床转化遇到的最大障碍

在于缺少对其体内行为的准确认知, 而体内行为的研

究依赖于各种标记手段, 因此发展能准确反映纳米载

体自身体内存续状态的标记手段具有极其重要的作

用。FRET、AIE及ACQ染料由于具有环境响应特性,

将其包载于纳米载体中可发射强荧光, 伴随着纳米载

体骨架的降解, 探针分子被释放后发生信号切换或荧

光淬灭。利用这一特点, 可实现对纳米粒体内命运的

实时准确监测, 藉此可进一步对纳米载体在体内的转

运、释药、降解甚至排泄过程进行全面的考察。本文所

介绍的三类染料在研究纳米粒体内命运方面都具有一

定的优势; 综合考量, ACQ染料更适合于体内命运研究。

ACQ染料对生物介质中的水响应、灵敏度高, 且遇水

完全淬灭、背景干扰小和普适性强, 已成功应用于系列

纳米载体经不同途径给药后的体内命运研究。但是,

ACQ效应是一个由疏水作用力驱使的自发过程, 仅适

用于具有强疏水骨架或内核的纳米载体, 不适用于由

亲水性聚合物组成的纳米载体; 另一方面, 荧光分子聚

集体在体内亦可解聚, 重新分配进入生理疏水域中而

导致荧光复现, 在一定程度上对检测造成了干扰。因

此, 未来的工作可针对ACQ染料的缺陷对其进行结构

优化, 进而更加准确地示踪纳米载体的体内行为, 为推

动纳米制剂的临床转化提供可靠的研究工具。
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