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摘要：目的　制备转铁蛋白（Ｔｆ）修饰的载光敏剂新吲哚菁绿（ＩＲ８２０）脂质体，并对其进行表征，结合光动力治疗（ＰＤＴ）乳腺癌
４Ｔ１细胞及原位乳腺癌小鼠模型，为临床治疗乳腺癌提供一种新思路。方法　?用薄膜分散法分别制备载 ＩＲ８２０脂质体
（ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ）和 Ｔｆ修饰的载ＩＲ８２０脂质体（ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ），?用紫外（ＵＶ）法检测其包封率，用透射电子显微镜和粒径仪
考察其理化性质；以激光共聚焦和流式细胞技术观察４Ｔ１细胞对两者的摄取情况；ＣＣＫ８实验评价两者对４Ｔ１细胞的增殖抑
制；活性氧（ＲＯＳ）检测在激光（Ｌａｓｅｒ）照射下两者细胞内荧光强度差异；体内小动物成像法观察药物在模型小鼠内的聚集情
况；体内药效学研究分析药物抗癌作用及毒副作用。结果　ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ和ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ平均粒径分别为（８４３０±１５６６）、
（１１６２０±１４６８）ｎｍ，电位分别为（－８２１±２０６）、（－５２３±１１９）ｍＶ；透射电镜表征显示该脂质体呈类球形，分布均匀；
ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ的包封率为（９４６１±０６７）％，载药量为（８８２±０９２）％；ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ的包封率为（９５５５±０８３）％，载药量
为（８９２±１０１）％。ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ在Ｌａｓｅｒ照射下能显著抑制４Ｔ１细胞的增殖并促进其凋亡；ＲＯＳ检测结果显示 ＴｆＩＲ８２０
＠Ｌｉｐｏ在Ｌａｓｅｒ照射下能使４Ｔ１细胞内荧光强度明显增强；荷瘤小鼠的体内实验结果显示，ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ光照组在小鼠体内
具有较高的肿瘤靶向性；体内药效学研究显示ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ对乳腺癌的抑制作用最强，且未造成小鼠的肝肾功能损伤，无明
显的毒副作用。结论　ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ以其高靶向性、高疗效及低毒性有望成为治疗乳腺癌的新型制剂。
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　　根据国家癌症中心最新公布的调查结果显示，
乳腺癌仍是女性发病率最高的癌症［１］。由于我国

人口基数大，导致乳腺癌发病人数及死亡人数均居

世界首位［２］。现阶段我国对乳腺癌的治疗已形成

包括传统放化疗、靶向治疗、内分泌免疫治疗及新兴

的“精准治疗”等不同体系［３５］。然而，由于患者认

知程度的不同及各地医疗水平的差异，导致乳腺癌

患者的死亡率仍处于一个较高的水平。因此，进一

步提升化疗药物的靶向性、提高药物疗效仍是药物

研发的主要目标和热点。

有研究发现转铁蛋白受体（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＴｆＲ）在白血病、肺癌、肝癌及乳腺癌细胞上的表达
要明显高于正常细胞［６８］，根据这个现象有学者尝试

将转铁蛋白（Ｔｆ）修饰到抗癌制剂上，通过 Ｔｆ和 ＴｆＲ
特异性结合，使抗癌制剂直接作用于肿瘤细胞，以提

升其靶向性［９］。根据本课题组的前期研究显示，Ｔｆ
修饰的多西他赛纳米粒对非小细胞肺癌的靶向性有

了较为明显的提升［１０１１］。在本实验中，首先制备载

新吲哚菁绿（ＩＲ８２０）脂质体（ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ）和 Ｔｆ修
饰的载 ＩＲ８２０脂质体（ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ）的光敏脂质
体并对其进行表征，结合光动力治疗（ＰＤＴ）乳腺癌
４Ｔ１细胞及原位乳腺癌小鼠模型，为临床治疗乳腺
癌提供一种新思路。

１　材　料
１１　药品、试剂与细胞株

ＩＲ８２０（百灵威科技有限公司）；１，２二棕榈酰磷
脂酰胆碱（ＤＰＰＣ，上海艾伟拓医药科技有限公司）；
胆固醇（ＣＨＯＬ，百灵威科技有限公司）；二硬脂酰基
磷脂酰乙醇胺聚乙二醇２０００（ＤＳＰＥＰＥＧ２０００，国药
集团化学试剂有限公司）；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，国药
集团化学试剂有限公司）；聚山梨酯８０（北京索莱宝
科技有限公司），所用有机溶剂均为分析纯。乳腺

癌细胞（４Ｔ１）取自中国医学科学院基础研究所细胞
中心。培养基成分为体积分数 １０％ 胎牛血清

（ＦＢＳ）、质量分数 １％谷氨酰胺的 ＲＰＭＩ１６４０及质
量分数１％的青霉素链霉素双抗。培养条件为体

积分数５％ ＣＯ２，温度３７℃，当细胞处于对数生长
期时进行实验。

１２　主要仪器
ＡＬ２０４型电子天平（梅特勒托利多仪器有限公

司）；ＭＳ３型磁力搅拌器、ＭＳ３型恒温磁力搅拌器
（德国ＩＫＡ公司）；Ａｌｐｈａ１２／ＬＤＰｌｕｓ型冷冻干燥机
（德国Ｃｈｒｉｓｔ公司）；Ｍｅｒｃｕｒｙ６００型核磁共振仪（美
国瓦里安公司）；Ｎｉｃｏｌｅｔ５７００型傅里叶红外光谱（美
国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；Ｒ２１５Ｖ型旋转蒸发仪（瑞士 Ｂｕ
ＣＨＩ公司）；ＤＬＳＢ５／１０型低温冷却循环泵（郑州长
城科工贸有限公司）；超声细胞破碎仪（宁波新芝生

物科技股份有限公司）；ＭａｌｖｅｒｎＮａｎｏＺＳ９０型马尔
文激 光 粒 度 分 析 仪 （英 国 Ｍａｌｖｅｒｎ公 司）；
ＪＥＭ１４００ＰＬＵＳ型透射电子显微镜（德国徕卡公司）；
ＺＤ８５Ａ型气浴恒温振荡器（北京赛伯乐实验仪器
有限公司）；ＳｙｎｅｒｇｙＨ１型微孔板多功能全波长酶标
仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；ＴＵ１８１０型紫外分光光度计
（北京普析通用仪器有限责任公司）；ＴＤ５Ｚ型台式
高速离心机（中国凯特实验仪器有限公司）。

２　方　法
２１　载体材料的合成

称取１１９１５ｇ４羟乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥｓ）溶
解于４０ｍＬ蒸馏水中，加入０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ调
节ｐＨ值至８０，用蒸馏水定容至５０ｍＬ，置于４℃
冰箱保存备用。将８７ｍｇＤＳＰＥＰＥＧ２０００Ｍａｌ溶解
在５ｍＬＨＥＰＥｓ缓冲液中，加入２３ｍｇＴｆ，在氮气保
护下，室温搅拌反应２４ｈ，最后将未反应的产物利用
透析法除去，透析液冷冻干燥后得到纯化的 ＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００Ｔｆ。
２２　Ｔｆ修饰脂质体的制备

采用薄膜分散法制备脂质体。称取 ＤＰＰＣ
８ｍｇ、ＣＨＯＬ７ｍｇ、ＤＳＰＥＰＥＧ２０００４ｍｇ及 ＩＲ８２０
１ｍｇ溶于３ｍＬ三氯甲烷中。超声溶解后，在４０℃
水浴下旋蒸３０ｍｉｎ除去三氯甲烷，使药物在器壁上
形成一层均匀的薄膜。加入２ｍＬＰＢＳ至薄膜上水
化１ｈ，随后冰水浴探头超声１０ｍｉｎ（功率６５Ｗ，超
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声２ｓ，间歇２ｓ）得到 ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ。
称取 ＤＰＰＣ８ｍｇ、ＣＨＯＬ７ｍｇ、ＤＳＰＥＰＥＧ２０００

２ｍｇ、ＤＳＰＥＰＥＧ２０００Ｔｆ２ｍｇ及 ＩＲ８２０１ｍｇ溶于
３ｍＬ三氯甲烷中。超声溶解后，在４０℃水浴下旋
蒸３０ｍｉｎ除去三氯甲烷，使药物在器壁上形成一层
均匀的薄膜。加入２ｍＬＰＢＳ至薄膜上水化１ｈ，随
后冰水浴探头超声１０ｍｉｎ（功率６５Ｗ，超声２ｓ，间
歇２ｓ）得到 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ。
２３　Ｔｆ修饰脂质体剂粒径、电位及包封率的测定

ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ和 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ脂质体用水稀
释后利用ＭａｌｖｅｒｎＮａｎｏＺＳ激光粒度分析仪测定其
粒径及电位。采用超滤法测定ＩＲ８２０的包封率。取
适量 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ溶液，放入超滤离心管中截留
分子质量（ＭＷＣＯ）＝３００００，１５０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心
３０ｍｉｎ，取适量下滤液，加入甲醇稀释，得出下滤液
中的游离药量 Ｍ１。另取等量的 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ溶
液直接加入甲醇稀释破坏后，同法测定溶液中

ＩＲ８２０的总量Ｍ０，计算包封率。
２４　ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ稳定性考察

为了考察脂质体的储存稳定性，将制备好的

ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ和 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ溶液于 ４℃放置
７ｄ，观察脂质体溶液的颜色及透明度等指标，测定
脂质体的粒径、Ｚｅｔａ电位和多分散系数（ＰＤＩ），记录
其随时间的变化情况。

２５　ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ体外药物释放
采用透析法对ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ体外释放药物特

性进行考察，将 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ用磷酸盐缓冲液溶
解后加入透析袋（ＭＷＣＯ＝１００００）中，两端用棉线
扎紧。将其置于５０ｍＬ含有０１ｇ·Ｌ－１聚山梨酯
８０的ＰＢＳ中，３７℃条件下，以１００ｒ·ｍｉｎ－１恒温震
荡７２ｈ。在０５、１、２、４、８、１２、２４、３６、４８ｈ分别取出
０５ｍＬ释放介质，同时补充０５ｍＬ新鲜的相同释
放介质。于最后一个时间点取样完成后，将透析袋

剪破，继续震荡２ｈ，作为剩余药量计算。将取出的
释放介质置于高速离心机，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ后，取出产物以紫外分光光度仪测定累计药
物释放量，绘制出药物的累积释放曲线。

２６　激光共聚焦观察细胞摄取情况
香豆素６（ｃｏｕｍａｒｉｎ６，Ｃ６）是一种激光转化率

高，脂溶性的荧光染料。按照“２２”项下工艺制备
ＴｆＣ６＠Ｌｉｐｏ。称取适量的 Ｃ６粉末，加入无水乙醇
溶液溶解，制备成１ｍｇ·ｍＬ－１的储备液。在２５ｍＬ
圆底烧瓶中，称取 ＤＰＰＣ１６ｍｇ、ＣＨＯＬ１４ｍｇ、
ＤＳＰＥＰＥＧ２００００８ｍｇ粉末溶于三氯甲烷中，加入

２００μＬＣ６溶液，超声２ｍｉｎ使其完全溶解。于４０
℃水浴旋蒸３０ｍｉｎ除去三氯甲烷，使药物在器壁上
形成一层均匀的薄膜。加入２ｍＬＰＢＳ至薄膜上水
化１ｈ，随后冰水浴探头超声１０ｍｉｎ（功率６５Ｗ，超
声２ｓ，间歇２ｓ）得到 Ｃ６＠Ｌｉｐｏ。上述原料再加入
ＤＳＰＥＰＥＧ２０００Ｔｆ０４ｍｇ经同样方法即可得到 Ｔｆ
Ｃ６＠Ｌｉｐｏ。

取对数生长期的４Ｔ１细胞，在１２孔板底部预先
铺上直径为２０ｍｍ的细胞爬片，将４Ｔ１细胞接种于
该１２孔板中，每个孔的细胞数为１×１０５个，在培养
箱内以３７℃、体积分数５％ ＣＯ２条件下培养２４ｈ，
使其贴壁。２４ｈ后吸去旧培养基，向孔中加入提前
用无血清１６４０培养基稀释的游离Ｃ６溶液、Ｃ６＠Ｌｉ
ｐｏ、ＴｆＣ６＠Ｌｉｐｏ（Ｃ６质量浓度为１０μｇ·ｍＬ－１），继
续培养４ｈ。培养停止后，吸弃旧培养基，用冷 ＰＢＳ
清洗细胞３次，４ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ，
每孔中再加入质量浓度为１μｇ·ｍＬ－１的４′，６二脒
基２苯基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡ
ＰＩ）染液５００μＬ，对细胞核进行染色。染色 １５ｍｉｎ
后再用 ＰＢＳ洗涤３次，最后将细胞爬片取出，倒扣
在含有抗荧光衰减封片剂的载玻片上，置于激光共

聚焦显微镜（ＣＬＳＭ）下观察各组细胞的绿色荧光强
度并拍照。

２７　流式细胞仪检测细胞摄取情况
取对数生长期的４Ｔ１细胞，以每孔１２×１０５个

的密度接种于１２孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中
培养２４ｈ使细胞贴壁。２４ｈ后吸去旧培养基，每孔
中分别加入提前用无血清１６４０培养基稀释的 Ｃ６、
Ｃ６＠ Ｌｉｐｏ、ＴｆＣ６＠ Ｌｉｐｏ溶液 （Ｃ６质量浓度为
１０μｇ·ｍＬ－１），继续孵育４ｈ。培养停止后，吸去旧
培养基，加入冷 ＰＢＳ冲洗细胞３次，再加入无乙二
胺四乙酸（ＥＤＴＡ）的胰酶０５ｍＬ进行消化，最后加
入１５ｍＬ新鲜培养基终止消化，离心５ｍｉｎ后将细
胞重悬于０５ｍＬＰＢＳ中，用流式细胞仪检测细胞摄
取情况。

２８　ＣＣＫ８实验测定４Ｔ１细胞增殖抑制情况
４Ｔ１细胞培养至对数生长期，以每孔８×１０３个

加入９６孔板，培育２４ｈ后，分别加入游离 ＩＲ８２０、
ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ和ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ，药物质量浓度依次
为５、１、０５、０１、００５μｇ·ｍＬ－１，培养４ｈ。然后将
细胞暴露在 ８０８ｎｍ（０５Ｗ·ｃｍ－２）激光（Ｌａｓｅｒ）下
照射１０ｍｉｎ，再继续培养２４、４８及７２ｈ。吸弃旧培
养基，加入１０μＬＣＣＫ８溶液继续培养０５～３ｈ，测
定细胞在４５０ｎｍ处的吸光度值，记录结果并计算出
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不同药物浓度下细胞增殖抑制率。

２９　体外活性氧（ＲＯＳ）检测
取对数生长期的 ４Ｔ１细胞，在１２孔板底部预

先铺上直径为２０ｍｍ的无菌盖玻片作为细胞爬片，
将 ４Ｔ１细胞以每孔１×１０５个的密度接种于该孔板
中。于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内培养２４ｈ使细胞贴
壁。２４ｈ后吸去旧培养基，除对照组外，分别加入
质量浓度为０５μｇ·ｍＬ－１的ＩＲ８２０，分成对照（ｃｏｎ
ｔｒｏｌ）、ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ、ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ、ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ＋
Ｌａｓｅｒ和ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ＋Ｌａｓｅｒ５组，继续培养４ｈ。
培养停止后，吸弃旧培养基，用冷 ＰＢＳ清洗３次，加
入２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ检测探针，４ｈ后将细胞暴露
在８０８ｎｍ（０５Ｗ·ｃｍ－２）激光下照射１０ｍｉｎ，最后
将细胞爬片置于ＣＬＳＭ检测。观察各组细胞的荧光
强度并拍照。

２１０　小鼠乳腺癌原位模型建立及药物的体内分布
按照“２２”中的工艺制备载细胞膜荧光探针

细胞膜近红外荧光探针（ＤｉＲ）的脂质体。用乙腈
溶解 ＤｉＲ，制备成０５ｍｇ·ｍＬ－１的储备液。在 ２５
ｍＬ圆底烧瓶中，称取 ＤＰＰＣ０４ｍｇ、ＣＨＯＬ０３５
ｍｇ、ＤＳＰＥＰＥＧ２００００２ｍｇ粉末溶于三氯甲烷中，
加入５０μＬＤｉＲ溶液，超声２ｍｉｎ使其完全溶解。于
４０℃水浴旋蒸３０ｍｉｎ除去三氯甲烷，使药物在器壁
上形成一层均匀的薄膜。加入２ｍＬＰＢＳ至薄膜上水
化１ｈ，随后冰水浴探头超声１０ｍｉｎ（功率６５Ｗ，超声
２ｓ，间歇 ２ｓ）得到 ＤｉＲ＠Ｌｉｐｏ。上述原料再加入
ＤＳＰＥＰＥＧ２０００Ｔｆ０１ｍｇ经同样方法即可得到
ＴｆＤｉＲ＠Ｌｉｐｏ。

用胰酶消化４Ｔ１细胞，加 ＰＢＳ终止反应，混匀
使之形成单细胞悬液，１５００ｒ·ｍｉｎ－１条件下离心
５ｍｉｎ。将细胞浓度调整为每毫升１×１０５个，准备注
射。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠１５只，分为３组，每组５只，每只
在左前腿侧面（腋窝下）注射悬液 ０１ｍＬ（约 ３×
１０６个细胞），建造原位乳腺癌小鼠模型。当皮下肿
瘤体积约达到 １２０ｍｍ３时，分别尾静脉注射游离
ＤｉＲ、载ＤｉＲ的Ｌｉｐｏ（ＤｉＲ＠Ｌｉｐｏ）和载ＤｉＲ的Ｔｆ修饰
的脂质体（ＴｆＤｉＲ＠Ｌｉｐｏ），按照５０μｇ·ｋｇ－１剂量，
进行荧光探针检测药物体内分布情况。

２１１　ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ的体内药效学研究
另取ＢＡＬＢ／ｃ小鼠１５只，分为５组，每组３只，

每只在左前腿侧面（腋窝下）注射悬液 ０１ｍＬ（约
３×１０６个细胞），建造原位乳腺癌小鼠模型。当皮下
肿瘤体积约达到１５０ｍｍ３时，分别尾静脉给予生理
盐水、空白 Ｌｉｐｏ、游离 ＩＲ８２０、ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ和 Ｔｆ

ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ。末次给药后的第３天将小鼠处死，收
集各组肿瘤大小进行评估，再对肿瘤组织进行苏木

精伊红（ＨＥ）染色。另外，为了检测各制剂对小鼠
的毒副作用，在给药期间每３ｄ监测小鼠的体质量
变化。最后通过检测小鼠血清中的谷丙转氨酶

（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）、肌酐（Ｃｒ）和血尿素氮
（ＢＵＮ）的变化来评价小鼠肝肾功能，

３　结　果
３１　载体材料的合成

ＤＳＰＥＰＥＧ２０００Ｔｆ，其核磁结果图见图 １。从
图１Ａ中可以看出，ＤＳＰＥＰＥＧＭａｌ中的 Ｍａｌ特征
吸收峰出现在 ６７０处，但是从图 １Ｂ可见 Ｍａｌ的
特征吸收峰消失，说明 ＤＳＰＥＰＥＧＭａｌ中的 Ｍａｌ基
团与 Ｔｆ的 巯 基 （ＳＨ）相 反 应，生 成 了 产 物
ＤＳＰＥＰＥＧＴｆ。

图１　磷脂聚乙二醇马来酰亚胺（ＤＳＰＥＰＥＧＭａｌ）（Ａ）和磷
脂聚乙二醇转铁蛋白（ＤＳＰＥＰＥＧＴｆ）（Ｂ）的核磁共振谱
Ｆｉｇ１　ＮｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｕｌｔｓｏｆＤＳＰＥＰＥＧＭａｌ（Ａ）ａｎｄ
ＤＳＰＥＰＥＧＴｆ（Ｂ）

３２　Ｔｆ修饰脂质体剂粒径、电位及包封率
ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ粒径为（８４３０±１５６６）ｎｍ（ＰＤＩ：

００６８），电位为（－８２１±２０６）ｍＶ；ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ
粒径为（１１６２０±１４６８）ｎｍ（ＰＤＩ：００５５），电位为
（－５２３±１１９）ｍＶ（图２）。Ｚｅｔａ电位（图３）显示脂
质体颗粒分散特性稳定。透射电镜（ＴＥＭ）（图４）显
示，２种制剂粒径大小合适，分布均匀合理，ＩＲ８２０＠
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Ｌｉｐｏ的包封率为（９４６１±０６７）％，载药量为（８８２±
０９２）％；ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ的包封率为（９５５５±
０８３）％，载药量为（８９２±１０１）％。

图２　载 ＩＲ８２０脂质体（ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ）（Ａ）和 Ｔｆ修饰的载

ＩＲ８２０脂质体（ＴｆＩＲ８２０）＠Ｌｉｐｏ（Ｂ）的粒径分布图

Ｆｉｇ２　ＰａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ（Ａ）ａｎｄＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ

（Ｂ）

图３　ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ（Ａ）和ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ（Ｂ）的Ｚｅｔａ电位结

果图

Ｆｉｇ３　ＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ（Ａ）ａｎｄＴｆ

ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ（Ｂ）

３３　ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ稳定性考察
体外稳定性 （图 ５）显示，ＩＲ８２０＠ Ｌｉｐｏ和

ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ在静置７ｄ内，粒径和 ＰＤＩ值均无明
显的变化，提示２组脂质体稳定性良好。
３４　ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ体外药物释放

根据药物的累积释放曲线（图 ６）显示，２４ｈ

　　　

图４　ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ（Ａ）和 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ（Ｂ）的透射电镜
（ＴＥＭ）图（×３０００００）
Ｆｉｇ４　ＴＥＭｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ（Ａ）ａｎｄＴｆ
ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ（Ｂ）（×３０００００）

图５　ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ和ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ体外稳定性评价．ｎ＝
３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＩＲ８２０＠ＬｉｐｏａｎｄＴｆＩＲ８２０＠ＬｉｐｏＩｎｖｉｔｒｏｓｔａｂｉｌｉｔｙｅｖａｌ
ｕａｔｉｏｎ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

内游离 ＩＲ８２０组累积释放率超过９０％，ＴｆＩＲ８２０＠
Ｌｉｐｏ组２４ｈ累积释放率约为５０％，并达到释放平台
期。与游离 ＩＲ８２０相比，ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ的释放均
较为缓慢，说明脂质体具有一定的缓释作用。

图６　ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ体外释放曲线图．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３５　激光共聚焦观察细胞摄取情况
与游离Ｃ６及Ｃ６＠Ｌｉｐｏ相比，ＴｆＣ６＠Ｌｉｐｏ摄取
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更多，具有良好的细胞靶向性，见图７。

图７　激光共聚焦（ＣＬＳＭ）观察４Ｔ１细胞对 ＴｆＣ６＠Ｌｉｐｏ、Ｃ６
＠Ｌｉｐｏ和游离Ｃ６的摄取情况（×１００）
Ｆｉｇ７　ＴｈｅｕｐｔａｋｅｏｆＴｆＣ６＠Ｌｉｐｏ，Ｃ６＠ＬｉｐｏａｎｄｆｒｅｅＣ６ｂｙ
４Ｔ１ｃｅｌｌｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｌａｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌ（×１００）

３６　流式细胞仪检测细胞摄取情况
流式细胞实验结果显示，与ＴｆＣ６＠Ｌｉｐｏ和Ｆｒｅｅ

Ｃ６相比，ＴｆＣ６＠Ｌｉｐｏ能够被更多的细胞所摄取。
提示不论是数量还是程度，ＴｆＣ６＠Ｌｉｐｏ都能够更好
地被４Ｔ１细胞所摄取，靶向性最高（图８）。

Ａ－摄取峰形图；Ｂ－摄取棒图；组间比较，１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ｐｅａｋｇｒａｐｈ；Ｂ－ｂａｒｄｉａｇｒａｍ；１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎ

ｇｒｏｕｐｓ．

图８　流式细胞术考察细胞摄取情况．ｎ＝３
Ｆｉｇ８　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｔａｋｅｎ
ｕｐ．ｎ＝３

３７　ＣＣＫ８实验测定４Ｔ１细胞增殖抑制情况
从ＣＣＫ８实验（图９）结果可知，３种制剂结合激

光照射对４Ｔ１细胞的增殖均有一定的抑制作用，其
中ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ＋Ｌａｓｅｒ对４Ｔ１细胞的抑制作用要
明显强于ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ＋Ｌａｓｅｒ和游离ＩＲ８２０＋Ｌａｓｅｒ

组，提示其对４Ｔ１细胞的增殖抑制作用最强。

组间比较，１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ．

图９　ＣＣＫ８考察脂质体对细胞增殖抑制情况．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ９　Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３８　体外ＲＯＳ检测
Ｃｏｎｔｒｏｌ组在显微镜下无荧光显像，而加入 Ｔｆ

ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ组并光照后的细胞内绿色荧光强度明
显增强，表明经脂质体处理后，４Ｔ１细胞在激光照射
过程中有强ＲＯＳ产生（图１０）。
３９　小鼠乳腺癌原位模型建立及药物的体内分布

荧光探针检测药物体内分布情况（图１１），对照
组内仅有少量的制剂聚集，ＤｉＲ＠Ｌｉｐｏ和 ＴｆＤｉＲ＠
Ｌｉｐｏ组肿瘤内制剂的聚集情况要明显高于对照组，
而ＴｆＤｉＲ＠Ｌｉｐｏ在小鼠肿瘤内聚集最多。
３１０　ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ的体内药效学研究

从原位乳腺癌荷瘤小鼠的肿瘤生长抑制方面研

究了不同制剂的体内治疗效果。根据图１２Ａ和图
１２Ｂ显示，生理盐水组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）和空白脂质体组
（ＢｌａｎｋＬｉｐｏ）肿瘤生长无明显差异，而 ＴｆＩＲ８２０＠
Ｌｉｐｏ对肿瘤的抑制作用显著强于其他各组。从肿瘤
组织ＨＥ染色（图１２Ｃ）可知，Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＢｌａｎｋＬｉｐｏ
组镜下几乎没有凋亡细胞，游离 ＩＲ８２０组、ＩＲ８２０＠
Ｌｉｐｏ组只有少量的凋亡细胞，而 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ组
可见大量的肿瘤细胞凋亡，进一步说明 ＴｆＩＲ８２０＠
Ｌｉｐｏ可以抑制乳腺癌细胞生长并诱导其凋亡。另
外，图１３Ａ可见治疗期间各组小鼠的体重无明显变
化，提示制剂在维持机体一般状态及稳定性方面相

差不大。图１３Ｂ结果显示脂质体未造成小鼠的肝
肾功能损伤，无明显的毒副作用。

４　讨　论
ＰＤＴ是一种通过光敏剂、光源和氧分子三者
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图１０　各组体外活性氧检测结果（×１００）
Ｆｉｇ１０　Ｉｎｖｉｔｒｏｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×１００）

Ａ－体内分布图；Ｂ－荧光强度棒图。

Ａ－ｉｎｖｉｖｏｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｍａｐ；Ｂ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｂａｒｐｌｏｔ．

图１１　２４ｈ后药物的体内分布情况．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１１　Ｄｒｕｇｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅａｆｔｅｒ２４ｈ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

之间的相互作用来治疗肿瘤、病毒感染、细菌感染和

其他疾病的治疗方法［１２１４］。１９００年由丹麦医生
Ｆｉｎｓｅｎ首次提出，１９１３年，德国生物物理学家 Ｒａａｂ
发现了染料短时间内的光化学反应，并于１９２４年开
展了与ＰＤＴ有关的最早实验［１５］。ＰＤＴ主要原理为
光敏剂被激发后发生光敏反应，产生大量 ＲＯＳ，从
而诱导细胞凋亡或致细胞死亡［１６１７］。而传统化疗

是以化学药物通过抑制癌细胞 ＤＮＡ复制、ＲＮＡ转
录和蛋白质合成来实现抗癌作用［１８］。目前，ＰＤＴ结
合化疗已成为一种较为热门的微创肿瘤治疗方式，

已被广泛用于黑色素瘤、鲜红斑痣及老年黄褐斑变

性等疾病的治疗［１９２０］。在ＰＤＴ的治疗过程中，需要

Ａ－肿瘤大小图；Ｂ－肿瘤体积变化；Ｃ－肿瘤组织ＨＥ染色（×５００）。

Ａ－ｔｕｍｏｒｓｉｚｅｄｉａｇｒａｍ；Ｂ－ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ；Ｃ－ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ（×５００）．

图１２　各组接受治疗小鼠体内药效学研究．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１２　Ｉｎｖｉｖｏｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓｔｕｄｙｏｆｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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Ａ－小鼠体质量变化；Ｂ－小鼠肝肾功能指标。

Ａ－ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓ；Ｂ－ｌｉｖｅｒａｎｄｋｉｄｎｅｙｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ．

图１３　各组接受治疗小鼠毒副作用研究．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１３　Ｔｏｘｉｃａｎｄｓｉｄｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

将光敏剂导入靶组织，利用特定波长和能量密度的

激光照射后发生光敏反应，通过产生大量ＲＯＳ诱导
细胞凋亡和死亡［２１］。但是，大部分光敏剂的激发波

长在紫外或可见光范围内，波长短穿透力弱，对距体

表位置深的病灶治疗效果较差。为此研究者研发制

备了 激 发 波 长 正 好 位 于 “光 学 透 明 窗 口”

（６００～１１００ｎｍ）的上转换纳米粒子（ｕｐｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＵＣＮＰｓ），进一步提升了组织穿透
性［２２］。本研究制备的 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ激发波长正
处于此范围，因此对位置较深的乳腺癌具有较好的

治疗作用。另外，许多学者又通过对光源技术及光

敏剂等方面的改进［２３２４］，使ＰＤＴ技术得以不断进步
并且应用越来越广泛，有望成为未来治疗肿瘤和其

他疾病的重要手段。

本研究制备的 ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ和 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ
两种制剂大小适宜、分布均匀、分散性稳定，具有明

显的缓释效应，不易被循环系统快速清除。同时两

者均具有较好的载药量及包封率，具备优越的载药

性能。利用Ｃ６在激光共聚焦显微镜下观察药物的
入胞情况，结果显示 ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ具有良好的入
胞效率。因此，当其携带抗肿瘤药物时，对４Ｔ１细胞
有着更好的杀伤作用［２５］，这是由于 ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ和
ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ同时具有水性内核和磷脂双分子层
包膜，能够同时包载亲水和亲脂性药物，因而较其他

载体能够更好地进入４Ｔ１细胞中发挥抗癌作用［２６］。

ＩＲ８２０在结构上与吲哚菁绿（ＩＣＧ）相似，后者是
临床批准的染料，但 ＩＲ８２０在体外和体内的稳定性
更好，有研究已将 ＩＲ８２０应用于 ＰＤＴ抗肿瘤治
疗［２７２８］。ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ在激光照射下，可使 ４Ｔ１
细胞内 ＲＯＳ上升，通过打破胞内 ＲＯＳ的平衡，使

ＲＯＳ水平超过 ４Ｔ１细胞耐受阈值而致使细胞死
亡［２９］。以ＣＣＫ８法测定 ＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ和 ＴｆＩＲ８２０＠
Ｌｉｐｏ对４Ｔ１细胞增殖抑制情况时，发现３种制剂 ＋
Ｌａｓｅｒ对４Ｔ１细胞的增殖均有一定的抑制作用，其中
ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ＋Ｌａｓｅｒ组对４Ｔ１细胞的抑制作用最
强。体外 ＲＯＳ检测结果表明，ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ在激
光照射下可使４Ｔ１细胞内产生大量 ＲＯＳ，证明了光
敏性脂质体的ＰＤＴ效应，因而可对乳腺癌 ４Ｔ１细胞
可起到良好的杀伤作用。

本研究以４Ｔ１细胞成功建立了原位乳腺癌小鼠
模型，通过观察发现瘤体的生长符合肿瘤数量时间
依赖性，与用药效果呈现良好的效比关系，因此可以

客观评价脂质体在小鼠体内的代谢、分布以及作用

情况。在图１１中，不同的药物积累水平用颜色表
示，蓝色表示药物积累较低，红色表示药物积累较

高，没有荧光可以忽略药物积累。游离 ＤｉＲ组由于
代谢快和储存少，药物在肠道和肿瘤内的蓄积较低，

因而几乎没有荧光显示。相反，ＴｆＤｉＲ＠Ｌｉｐｏ在肿
瘤中具聚集最多，说明其靶向性最高。从图１１中也
可看到 ＴｆＤｉＲ＠Ｌｉｐｏ在肿瘤中的药物累积量最多。
体内药效学研究显示，ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ对肿瘤的抑
制作用显著强于其他各组且毒副作用不明显，这是

因为连接Ｔｆ的脂质体具有主动靶向作用，因此在肿
瘤部位中蓄积最多，当结合激光照射时可起到良好

的抗癌效果，同时药物在正常组织中的蓄积减少，也

使毒副作用明显下降。现阶段在临床上，ＰＤＴ已成
为不同癌症的重要替代治疗选择，同时还可以在不

影响患者生活质量的情况下提高生存率。但是，

ＰＤＴ联合化疗在临床推广过程中仍存在一些不足之
处，如光照深度不足限制了对位置较深肿物的治疗
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效果，对光照的操控度不易掌握、各种化疗药物在联

合治疗时协同性差等问题［３０３１］，这些均需要未来在

临床实践中积累更多的资料来解决。

ＴｆＩＲ８２０＠Ｌｉｐｏ以其高靶向性、高疗效及低毒
性有望成为治疗乳腺癌的新型制剂，结合 ＰＤＴ可以
为无法接受手术的晚期乳腺癌患者提供一种新的选

择，也为临床治疗乳腺癌提供了一种新的思路。
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