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基于上转换纳米粒子多糖探针的构建
及其在肿瘤成像中的应用
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摘要:目的　 构建一种用上转换纳米颗粒(ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＵＣＮＰｓ)与硫酸软骨素( ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ｓｕｌｆａｔｅꎬ
ＣＳ)连接的探针ꎬ开发肝细胞癌(ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＨＣＣ)早期诊断的方法ꎮ 方法　 以己二酸二酰肼(ａｄｉｐｉｃ
ａｃｉｄ ｈｙｄｒａｚｉｄｅꎬ ＡＤＨ)为桥梁ꎬ构建 ＵＣＮＰｓ￣ＣＳ 探针ꎮ 首先ꎬＣＳ 在 １￣(３￣二甲氨基丙基) ￣３￣乙基碳二亚胺盐酸盐

[１￣(３￣ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ) ￣３￣ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅꎬ ＥＤＣ]和 Ｎ￣羟基琥珀酰亚胺(Ｎ￣ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍ￣
ｉｄｅꎬ ＮＨＳ)的催化下合成 ＣＳ￣ＡＤＨꎬＣＳ 具有肿瘤靶向性ꎬ可作为探针的靶向基团ꎮ 然后ꎬ由溶剂热法制备 ＮａＹＦ４:
ＹｂꎬＴｍ＠ ＮａＹＦ４ 核壳结构的 ＵＣＮＰｓꎬ制备的 ＵＣＮＰｓ 的荧光发射带在 ８００ ｎｍ 左右ꎬ可作为荧光报告基团用于体内

成像ꎮ ＵＣＮＰｓ 通过聚丙烯酸(ｐｏｌｙａｃｒｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ＰＡＡ)衍生转水后由羧基氨基偶联反应制备 ＵＣＮＰｓ￣ＣＳ 纳米荧光探

针ꎮ ＵＣＮＰｓ 经光谱、核磁、透射电镜等对形貌和光学性质进行表征ꎬ并通过 ＭＴＴ 实验对探针的细胞毒性进行考

察ꎮ 通过构建肝癌小鼠模型ꎬ评价探针体内成像和肿瘤靶向能力ꎬ并利用体内成像评估不同抗肿瘤药物的活性ꎮ
结果　 制备的核壳结构 ＵＣＮＰｓ 形貌均匀ꎬ大小均一ꎬ尺寸约 ３５ ｎｍꎬ壳层厚度约 ３~ ４ ｎｍꎬ在水中分散性好ꎮ 构建

的 ＵＣＮＰｓ￣ＣＳ 探针具有良好的发光性能(激发波长 ９８０ ｎｍꎬ荧光发射波长 ８００ ｎｍ)和细胞相容性(在质量浓度高

达５００ μｇ / ｍＬ时ꎬ２４ ｈ 后的细胞存活率大于 ６０％)ꎬ具有较强的组织穿透力ꎬ可实现动物水平的活体成像ꎮ 肝癌小

鼠体内成像结果表明ꎬ构建的 ＵＣＮＰｓ￣ＣＳ 探针具有较好的肿瘤靶向性ꎬ且成像光辐射强度与肿瘤体积呈正相关ꎮ
结论　 构建的 ＵＣＮＰｓ￣ＣＳ 探针为 ＨＣＣ 早期可视化诊断提供一种新工具ꎬ同时也为抗肿瘤药物的活性筛选提供一

种新思路ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｐｒｏｂｅ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ (ＨＣＣ) ｂｙ ｃｏｎｎｅｃｔｉｎｇ ｕｐｃｏｎ￣
ｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ (ＵＣＮＰｓ) ｗｉｔｈ ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ (ＣＳ) . Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ＵＣＮＰｓ￣ＣＳ ｎａｎｏｐｒｏｂｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｕｓｉｎｇ ａｄｉｐｉｃ ａｃｉｄ ｈｙｄｒａｚｉｄｅ (ＡＤＨ) ａｓ ａ ｂｒｉｄｇｉｎｇ ａｇｅｎｔ. Ｆｉｒｓｔꎬ ＣＳꎬ ｗｈｉｃｈ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｒ￣ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｅｒｖｅｓ
ａｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｏｉｅｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅꎬ ｗａｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅ ＣＳ￣ＡＤＨ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃａｔａｌｙｓｉｓ ｏｆ １￣(３￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ￣
ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ) ￣３￣ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ (ＥＤＣ) ａｎｄ Ｎ￣ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ (ＮＨＳ) . Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ ＮａＹＦ４:
ＹｂꎬＴｍ＠ ＮａＹＦ４ ＵＣＮＰｓ ｗｉｔｈ ａ ｃｏｒｅ￣ｓｈｅｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｖｉａ ａ ｓｏｌｖｏｔｈｅｒｍａｌ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ＵＣＮＰｓ
ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ ａｒｏｕｎｄ ８００ ｎｍꎬ ｍａｋｉｎｇ ｔｈｅｍ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｒｅｐｏｒｔｅｒｓ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａｇｉｎｇ.
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ｗｉｔｈ ＣＳ￣ＡＤＨ ｖｉａ ｃａｒｂｏｘｙｌ￣ａｍｉｎｅ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ｔｏ ｆｏｒｍ ｔｈｅ ＵＣＮＰｓ￣ＣＳ ｎａｎｏｐｒｏｂｅ. Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ｏｐｔｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ ａｎｄ
ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＵＣＮＰｓ ｗｅｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙꎬ ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ (ＮＭＲ)ꎬ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ (ＴＥＭ)ꎬ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ. Ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ
ｖｉａ ＭＴＴ ａｓｓａｙ. Ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ ̓ｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａｇｉｎｇ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ￣ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｅｆｆｉｃａｃｙꎬ ｈｅｐａｔｏｍａ￣ｂｅａｒｉｎｇ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｄｒｕｇｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａ￣
ｇｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ＵＣＮＰｓ ｗｉｔｈ ｃｏｒｅ￣ｓｈｅｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｈａｄ ｕｎｉｆｏｒｍ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｉｚｅꎬ ｗｉｔｈ ａ ｓｉｚｅ ｏｆ ａｂｏｕｔ
３５ ｎｍ ａｎｄ ａ ｓｈｅｌｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ａｂｏｕｔ ３￣４ ｎｍ. Ｔｈｅｙ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｄｉｓｐｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｗａｔｅｒ. Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ＵＣＮＰｓ￣ＣＳ ｐｒｏｂｅ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ｓｕｌｆａｔｅꎻ Ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎻ Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ Ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａｇｉｎｇꎻ Ｄｒｕｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

　 　 肝癌是全球因癌症死亡的常见原因ꎮ 肝细胞癌

(ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＨＣＣ)是最常见的肝癌类

型ꎬ具有高转移率和高死亡率的特点[１]ꎮ 由于 ＨＣＣ
早期症状不明显ꎬ许多患者就诊时已发展至中晚期ꎬ
错过了最佳治疗时间ꎬ很难治愈ꎮ 因此ꎬ开发 ＨＣＣ
的早期诊断方法ꎬ对于提高 ＨＣＣ 的早期诊断率及临

床疗效具有重要意义ꎮ
肿瘤可视化是一项前沿技术ꎬ在生物成像技术

的基础上ꎬ研究细胞乃至个体水平上的生物过程ꎬ利
用特定的分子探针对靶标进行跟踪和成像ꎬ可直观

地观察到肿瘤的生长、转移以及分布ꎬ具有较高的灵

敏度ꎮ 该方法操作简单ꎬ在肿瘤诊断、跟踪肿瘤发展

和肿瘤治疗方面具有较大的应用前景[２￣６]ꎮ
基于此ꎬ本研究拟构建一种基于核壳结构的上

转换纳米颗粒(ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＵＣＮＰｓ)
和硫酸软骨素(ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ｓｕｌｆａｔｅꎬ ＣＳ)功能化的靶

向纳米荧光探针ꎬ用于肿瘤活体成像ꎬ为肝癌早期诊

断提供一种新策略ꎬ同时也为抗肿瘤药物的活性筛

选和评价提供新方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 主要试剂

ＣＳ(纯度> ９９.０％)购自烟台东城生物化工有限公

司ꎬＹ(ＣＨ３ＣＯ２)３􀅰４Ｈ２Ｏ(纯度>９９.９９％)、Ｙｂ(ＣＨ３ＣＯ２)３􀅰
４Ｈ２Ｏ(纯度>９９.９９％)、Ｔｍ(ＣＨ３ＣＯ２) ３􀅰４Ｈ２Ｏ(纯度

>９９.９％)购自济宁天一新材料有限公司ꎬ己二酸二

酰肼( ａｄｉｐｉｃ ａｃｉｄ ｈｙｄｒａｚｉｄｅꎬ ＡＤＨꎬ纯度> ９９.０％)、
１￣(３￣二 甲 氨 基 丙 基 ) ￣３￣乙 基 碳 二 亚 胺 盐 酸 盐

[１￣(３￣ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ)￣３￣ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏ￣
ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬ ＥＤＣꎬ纯度 > ９８. ０％]、Ｎ￣羟基琥珀酰亚胺

(Ｎ￣ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄꎬ ＮＨＳꎬ纯度>９８.０％)、１￣十八

烯( １￣ｏｃｔａｄｅｃｅｎｅꎬ ＯＤＥꎬ纯度 > ９０.０％)、聚丙烯酸

(ｐｏｌｙａｃｒｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ＰＡＡꎬＭｗ ＝ ３ ０００ꎬ５０％水溶液)、
邻苯二甲醛(纯度>９８.０％)均购自上海阿拉丁生化

科技股份有限公司ꎬ油酸( ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬ ＯＡ)、ＮａＯＨ
(纯度>９６.０％)、ＮＨ４Ｆ(纯度>９６.０％)、十二烷基硫

酸钠( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅꎬ ＳＤＳꎬ纯度>９７.０％)、
环己烷、乙醇均购自国药集团化学试剂有限公司ꎬ十
六烷基三甲基溴化铵( ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏ￣
ｍｉｄｅꎬ ＣＴＡＢꎬ纯度>９９.０％)购自天津市大茂化学试

剂厂ꎬＮＨ３􀅰Ｈ２Ｏ (纯度 ２５％ ~２８％)购自天津广福精

细化工有限公司ꎬ甲醇购自天津市富宇化工有限公

司ꎬＨＣｌ(纯度 ３６％ ~ ３８％)购自莱阳市康德化工有

限公司ꎬ硼砂(纯度>９９.５％)购自天津广诚化工有限

公司ꎬβ￣巯基乙醇(纯度>９９.０％)购自麦克林试剂有

限公司ꎬ去离子水取自美国 Ｍｉｌｌｉ￣Ｑ 纯水系统ꎮ
ＲＰＭＩ １６４０和胰蛋白酶￣ ＥＤＴＡ购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬ胎牛血清购自浙江天航生物

科技有限公司ꎬ青霉素－链霉素液体和 ＭＴＴ 细胞增

殖和细胞毒性测定试剂盒购自北京索莱宝科技有限

公司ꎬ顺铂、５￣氟尿嘧啶(５￣ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌꎬ ５￣ＦＵ)购自

美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
１.１.２　 主要仪器

ＨＴ７７００ 型透射电子显微镜( ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃ￣
ｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＴＥＭ) 购自日立高新技术公司

(ＨＩＴＡＣＨＩ)ꎬＳｍａｒｔ Ｌａｂ ３ ｋｗ 高分辨 Ｘ 射线衍射仪

(Ｘ￣ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｏｍｅｔｅｒꎬ ＸＲＤ)购自日本理学电机株

式会社ꎬＴｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｎｉｃｏｌｅｔ ｉＮ１０ 型傅里叶变
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换显微红外光谱仪(Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃ￣
ｔｒｏｓｃｏｐｙꎬ ＦＴＩＲ) 购自美国赛默飞世尔科技公司ꎬ
Ｂｒｕｋｅｒ ＡＶ６００ 核磁共振波谱仪(ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏ￣
ｎａｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙꎬ ＮＭＲ)购自德国布鲁克科技公司ꎬ
ＦｌｕｏｒｏＭａｘ￣４高灵敏度集成荧光光谱仪(９８０ ｎｍ 激发)
购自日本Ｈｏｒｉｂａ 公司ꎬＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ ＩＶＩＳ Ｓｐｅｃｔｒｕｍ 活体

成像系统购自美国珀金埃尔默股份有限公司ꎮ
１.１.３　 实验动物

雌性 ＫＭ 小鼠 ４０ 只ꎬ体质量 ２２ ~ ２６ ｇꎬ购自上

海斯莱克实验动物有限责任公司ꎮ 本研究经山东大

学齐鲁医学院动物伦理审查委员会批准(ＳＹＸＫ 鲁:
２０１９０００５)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 探针的构建

１.２.１.１　 ＮａＹＦ４: ２０％ Ｙｂꎬ １％ Ｔｍ 的合成

利用溶剂热法[７]制备ＮａＹＦ４: ２０％ Ｙｂꎬ １％ Ｔｍ(简
写为 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ)ꎮ 称取 Ｙ(ＣＨ３ＣＯ２)３ 􀅰４Ｈ２Ｏ
(３.１６ ｍｍｏｌ)、Ｙｂ (ＣＨ３ＣＯ２)３ 􀅰４Ｈ２Ｏ(０.８ ｍｍｏｌ)、Ｔｍ
(ＣＨ３ＣＯ２)３􀅰４Ｈ２Ｏ(０.０４ｍｍｏｌ)于 ５００ｍＬ 三口烧瓶中ꎬ
加入 ４０ ｍＬ ＯＡ 和 ６０ ｍＬ ＯＤＥꎬ通 Ｎ２ ２０ ｍｉｎ 后ꎬ搅
拌加热至 １６０ ℃ꎬ保持３０ ｍｉｎ使固体完全溶解并混

合均匀ꎬ自然冷却至室温ꎬ加入含有 １０ ｍｍｏｌ ＮａＯＨ
和 １６ ｍｍｏｌ ＮＨ４Ｆ 的 ４０ ｍＬ 甲醇溶液ꎬ在 Ｎ２ 保护下

升温至 ５０ ℃反应４０ ｍｉｎꎬ继续升温至 １１０ ℃除去体

系中所有的甲醇ꎬ将溶液升温至 ２９５ ℃反应 ９０ ｍｉｎꎬ
反应结束后ꎬ冷却至室温ꎬ加入无水乙醇离心沉淀数

次后ꎬ挥发溶剂ꎬ得到固体 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍꎮ
１.２.１.２　 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４ 的合成

取 ２ ｍｍｏｌ Ｙ(ＣＨ３ＣＯ２) ３􀅰４Ｈ２Ｏ 于 ２５０ ｍＬ 三

口烧瓶中ꎬ加入 １２ ｍＬ ＯＡ 和 ３０ ｍＬ ＯＤＥꎬ通入 Ｎ２

２０ ｍｉｎꎬ搅拌加热至 １６０ ℃ꎬ保持 ３０ ｍｉｎ 使固体完全

溶解并混合均匀ꎬ自然冷却至 ８０ ℃ꎬ向溶液中加入

分散在 １２ ｍＬ 环己烷中的 ３ ｍｍｏｌ ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍꎬ
搅拌 ３０ ｍｉｎꎬ自然降温至 ５０ ℃ꎬ加入 １０ ｍＬ 含有 ５
ｍｍｏｌ ＮａＯＨ 和 ８ ｍｍｏｌ ＮＨ４Ｆ 的甲醇溶液ꎬ在 Ｎ２ 中

保护反应 ４０ ｍｉｎꎬ逐渐升温至 １１０ ℃ꎬ升温至 ３００ ℃
反应 ９０ ｍｉｎꎬ反应结束后ꎬ冷却至室温ꎬ加入无水乙

醇离心沉淀数次后ꎬ挥发溶剂得到核壳结构的固体

ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４ꎮ
１.２.１.３　 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４＠ ＰＡＡ 的合成

取 ８０ ｍｇ １.２.１.２ 制备的固体分散于 ２ ｍＬ 环己

烷中ꎬ加入 ２０ ｍＬ 含 ０.１ ｇ ＣＴＡＢ 的蒸馏水ꎬ剧烈搅

拌使环己烷挥发形成 ＣＴＡＢ 封端的材料ꎬ加入

４５ μＬ ２ ｍｏｌ / Ｌ ＮＨ３􀅰Ｈ２Ｏꎬ３０ μＬ ０.２ ｇ / ｍＬ ＰＡＡ 水

溶液ꎬ超声分散 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ在不断搅拌下逐滴加入

４０ ｍＬ 异丙醇ꎬ用蒸馏水洗涤数次后冷冻干燥得到

ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４＠ ＰＡＡ 固体ꎮ
１.２.１.４　 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 的合成

首先合成 ＣＳ￣ＡＤＨꎮ 准确称取 １００ ｍｇ ＣＳ 溶于

适量水中ꎬ加入 ４００ ｍｇ ＥＤＣ 和 ５８.５ ｍｇ ＮＨＳꎬ用
ＨＣｌ 调节 ｐＨ 至 ６~７ꎬ３７ ℃水浴活化羧基 １５ ｍｉｎꎬ加
入 ８８０ ｍｇ ＡＤＨ 调节 ｐＨ 至 ６ ~ ７ꎬ３７ ℃ 水浴反应

２４ ｈꎬ水透析 ３ ｄ(截断分子量＝ ４ ０００ Ｄａ)ꎬ冷冻干燥

得到固体 ＣＳ￣ＡＤＨꎮ
合成 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍꎮ 称 取 １００ ｍｇ ＮａＹＦ４:

Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４＠ ＰＡＡꎬ加入适量水并超声分散

４５ ｍｉｎꎬ称取 ８０ ｍｇ ＥＤＣ 和 １１.７ ｍｇ ＮＨＳꎬ溶于少量

水ꎬ加入分散好的 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４＠ ＰＡＡ
水溶液ꎬ边搅拌边加入ꎬ３７ ℃、１５ ｍｉｎ 后ꎬ精密称取

１００.０ ｍｇ ＣＳ￣ＡＤＨꎬ３７ ℃ꎬ搅拌 ２４ ｈꎬ反应结束后ꎬ
５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ水透析 ３ ｄ(截留

分子量 ＝ ４ ０００ Ｄａ)ꎬ冷冻干燥得到 ＣＳ￣ＮａＹＦ４:
Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ＮａＹＦ４＠ＰＡＡ(简写为ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ)固体ꎮ
１.２.２　 细胞毒性试验

通过ＭＴＴ 实验考察 ５~５００ μｇ / ｍＬ 质量浓度范

围内 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 探针对 Ｂｅｌ￣７４０２ 细胞的毒性ꎮ
９６ 孔板设置调零孔、对照孔和 ５、１０、２５、５０、１００、
２５０、和 ５００ μｇ / ｍＬ 样品孔ꎮ 取对数生长期的人源

肝癌细 Ｂｅｌ￣７４０２ꎬ经胰蛋白酶消化后ꎬ加入两倍体积

的细胞完全培养基终止消化ꎬ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ
用细胞完全培养基重悬稀释后ꎬ以 ８ ０００ 个细胞 /孔
接种于除调零孔外的 ９６ 孔板中ꎬ将接种好的 ９６ 孔

板置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培养至细胞贴

壁ꎮ 然后分别向调零孔和对照孔中加入 １００ μＬ 完全

细胞培养液ꎬ样品孔依次加入相应质量浓度的 ＣＳ￣ＵＣ￣
ＮＰｓ￣Ｔｍ 探针分散液ꎮ 在恒温培养箱中孵育 １２、２４ ｈ
后ꎬ取出并弃去每孔中的溶液ꎬ用无菌 ＰＢＳ 洗涤 ２
次ꎮ 最后ꎬ向各孔加入 ９０ μＬ 完全培养基和 １０ μＬ
ＭＴＴ 溶液ꎬ继续在恒温培养箱中孵育 ４ ｈꎬ取出ꎬ每
孔加入 １１０ μＬ Ｆｏｒｍａｚａｎ 溶解液ꎬ在摇床上低速振

荡１０ ｍｉｎꎬ用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 处检测吸光度值ꎮ
１.２.３　 动物造模

将复苏后的 Ｈ２２ 小鼠肝癌细胞配制成 ５×１０７

个 / ｍＬ 的细胞悬液ꎬ腹腔注射 ２００ μＬ 于小鼠体内ꎬ
在 ２５ ℃洁净环境下饲养 ７ ｄꎬ待小鼠腹腔形成含有

Ｈ２２ 细胞的腹水后ꎬ抽取腹水于离心管中ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎꎬ用 ０.９％生理盐水洗涤 ２ 次ꎬ弃上清ꎬ用
０.９％生理盐水重悬为含 １×１０７ 个 / ｍＬ 的细胞悬液ꎬ
小鼠背部皮下注射 ２００ μＬꎬ饲养 ６ ｄ 左右ꎬ明显可见

接种部位形成 ７０ ｍｍ３ 的瘤块ꎬ表明肿瘤模型构建

成功ꎬ可用于后续实验ꎮ
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１.２.４　 探针在肿瘤成像中的应用

１.２.４.１　 肿瘤诊断

以 ０.９％生理盐水为溶剂ꎬ将 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 探

针配制成 ５ ｍｇ / ｍＬ 的溶液ꎮ 选取 ３ 只肿瘤大小相

同的荷瘤小鼠ꎬ尾静脉注射 ０.２ ｍＬ 探针溶液后ꎬ分
别置于小动物活体成像系统中进行成像ꎬ分别于

１５、３０ ｍｉｎꎬ１、２、４、８、１２、１６、２４、３６、４８ 和 ７２ ｈ 观察并

比较 探 针 在 小 鼠 体 内 的 成 像 情 况ꎬ 考 察 探 针

ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 的肿瘤靶向性及其在肿瘤部位的代

谢情况ꎮ 激发波长为 ９８０ ｎｍꎬ接收波长为 ８００ ｎｍꎮ
选取５组荷瘤小鼠ꎬ每组３只ꎬ各组间肿瘤体积依次

增大ꎮ 同时尾静脉注射 ０.２ｍＬ 质量浓度为 ５ｍｇ/ ｍＬ 的

探针溶液ꎬ２ ｈ 后使用小动物成像仪进行肿瘤成像ꎮ
研究荷瘤 ＫＭ 小鼠成像大小与肿瘤体积的关系ꎮ
１.２.４.２　 抗肿瘤药物活性筛选与评价

选取肿瘤体积和体质量基本一致的 １５ 只荷瘤

ＫＭ 小鼠ꎬ随机分为 ３ 组:空白对照组、顺铂组、５￣ＦＵ
组ꎬ每组 ５ 只ꎮ 给药组分别以顺铂 ２ ｍｇ / ｋｇ、５￣ＦＵ
２５ ｍｇ / ｋｇ的给药剂量隔天腹腔注射 ０.２ ｍＬꎬ空白对

照组隔天腹腔注射 ０.９％生理盐水 ０.２ ｍＬꎮ 每天对

小鼠的体质量和肿瘤体积进行测量ꎬ观察它们的变

化ꎬ持续 １０ ｄ 后ꎬ每只小鼠经尾静脉注射 ０.２ ｍＬ 质

量浓度为 ５ ｍｇ / ｍＬ 的探针 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍꎬ麻醉后

置于小动物活体成像仪中ꎬ观察并比较探针在 ３ 组

ＫＭ 小鼠的成像情况ꎮ 成像结束后ꎬ解剖 ３ 组小鼠ꎬ
取出皮下肿瘤ꎬ测量肿瘤体积ꎬ结合活体成像结果ꎬ
探讨 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 探针在评价抗肿瘤药物的活性

方面的应用价值ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 统计学软件ꎮ 所得数据均以 􀭰ｘ±ｓ
表示ꎬ采用重复测量数据的方差分析比较不同处理

因素作用后不同时间点细胞活力和荧光辐射率差

异ꎬ及抑瘤率和小鼠体质量差异ꎻ小鼠肿瘤体积和光

辐射效率的比较采用单因素方差分析和非配对学生

ｔ 检验ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 探针结构表征

通过溶剂热法合成的上转换纳米粒子 ＮａＹＦ４:
Ｙｂꎬ Ｔｍ 呈六方相ꎬ形貌均一ꎬ尺寸在 ３５ ｎｍ 左右ꎻ核壳

结构材料 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４ 的壳层厚度约为

３~４ ｎｍꎬ粒径均匀ꎮ 为了将纳米材料转移到水相中进

行后续反应ꎬ本研究对 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ＮａＹＦ４ 进行

ＰＡＡ 衍生化处理ꎬ得到了 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４＠
ＰＡＡꎬ分散性良好ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 ＮａＹＦ４:Ｙｂꎬ Ｔｍ(Ａ)、ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４(Ｂ)和 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４＠ ＰＡＡ(Ｃ)的电镜图(标尺为 ２００ ｎｍ)
Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＴＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ (Ａ)ꎬ ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４(Ｂ) ａｎｄ ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４ ＠ ＰＡＡ (Ｃ)

(ｓｃａｌｅ＝ ２００ ｎｍ)

　 　 对衍生化前后的结构进行 ＦＴＩＲ 表征ꎬ结果显

示ꎬ与 ＯＡ 包覆的 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４ 相比ꎬ
ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ＮａＹＦ４＠ ＰＡＡ 材料在 ２ ８５５.０１ ｃｍ－１

和 ２ ９２４.６４ ｃｍ－１附近的 Ｃ￣Ｈ 键伸缩振动吸收峰减弱ꎬ
并且在１７１６.７９ ｃｍ－１附近产生了新的Ｃ＝Ｏ 键的伸缩振

动峰ꎬ表明 ＰＡＡ 成功包覆在 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ＮａＹＦ４

表面ꎮ 见图 ２Ａꎮ
ＣＳ 和 ＣＳ￣ＡＤＨ 的 ＦＴＩＲ 表征结果显示ꎬ与 ＣＳ

相比ꎬＣＳ￣ＡＤＨ 的 Ｃ＝Ｏ 伸缩震动由 １ ６０３.１９ ｃｍ－１偏

移到 １ ６４９.７１ ｃｍ－１ꎬ同时在 １ ５５１.８５ ｃｍ－１处出现了

￣Ｎ￣Ｈ的弯曲振动峰ꎬ这是 ＣＳ 和 ＣＳ￣ＡＤＨ 通过酰胺

反应生成酰胺键的结果ꎬ见图 ２Ｂꎮ 另外ꎬ１Ｈ ＮＭＲ
图显示ꎬＣＳ 中峰 ａ 的化学位移为 １.９４ꎬ代表 ＣＳ 中

乙酰甲基中的 Ｈꎬ化学位移在 ３.５０ ~ ４.６７ 范围内的

峰是 ＣＳ 糖环骨架的 ＨꎻＣＳ￣ＡＤＨ 中峰 ｂ 和峰 ｃ 代表

ＡＤＨ 中两个亚甲基上的 Ｈꎬ原 ＣＳ 上 Ｈ 的化学环境

发生了变化ꎬ化学位移也发生了变化ꎮ 所以综上可

以判断 ＣＳ 和 ＡＤＨ 实现了成功偶联ꎬ见图 ３ꎮ
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图 ２　 ＦＴＩＲ 图
Ａ:ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４ 和 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４＠ ＰＡＡꎻ Ｂ:ＣＳ 和 ＣＳ￣ＡＤＨꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｓｐｅｃｔｒａ
Ａ: ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４ ａｎｄ ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４＠ ＰＡＡꎻ Ｂ: ＣＳ ａｎｄ ＣＳ￣ＡＤＨ.

图 ３　 ＣＳ(Ａ)和 ＣＳ￣ＡＤＨ(Ｂ)的１Ｈ ＮＭＲ 图
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 １Ｈ ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＣＳ(Ａ) ａｎｄ ＣＳ￣ＡＤＨ(Ｂ)

２.２　 探针光学性质表征

荧光光谱结果显示ꎬ经 ９８０ ｎｍ 激发ꎬＮａＹＦ４:
Ｙｂꎬ Ｔｍ 的发射带主要集中在 ４７５、６５０ 以及 ８００ ｎｍ
附近ꎬ分别对应于 １Ｄ２→３Ｆ４、１Ｄ２→３Ｈ５、１Ｇ４→３Ｆ４
的能级跃迁ꎬ见图 ４Ａꎮ 与 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ 相比ꎬ核
壳结构 ＮａＹＦ４:ＹｂꎬＴｍ＠ ＮａＹＦ４ 上转换发光强度显

著增强ꎬ约为单核材料的 １７ 倍ꎬＰＡＡ 衍生转水后ꎬ
发射带位置没有明显变化ꎬ强度虽稍有减弱ꎬ但仍远

强于纳米材料 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ 的上转换发光强度ꎬ
见图 ４Ｂꎮ 与 ＣＳ￣ＡＤＨ 偶联后ꎬ材料的上转换发光强

度明显减弱ꎬ但与本课题组前期合成的 ＣＳ￣ＮａＹＦ４:
Ｙｂꎬ Ｅｒ＠ ＰＡＡ 相比ꎬ其发光强度明显增强ꎬ峰形比

约为 ３５:１ꎬ最强峰的波长由 ５４５ ｎｍ 附近红移至

８００ ｎｍ 左右ꎬ更适合小动物活体成像ꎬ见图 ５ꎮ

图 ４　 上转换发光图(λｅｘ ＝ ９８０ ｎｍ)
Ａ:ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍꎻ Ｂ:ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ、ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４、ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４＠ ＰＡＡ 和 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ＵＣＬ ｓｐｅｃｔｒａ (λｅｘ ＝ ９８０ ｎｍ)
Ａ: ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍꎻ Ｂ: ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍꎬ ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４ꎬ ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４ ＠ ＰＡＡ ａｎｄ ＣＳ￣
ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ.
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图 ５　 ＣＳ￣ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｅｒ＠ ＰＡＡ 和 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ(λｅｘ ＝ ９８０
ｎｍ)上转换发光强度比较

Ｆｉｇｕｒｅ ５ 　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＵＣＬ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＣＳ￣ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｅｒ＠ ＰＡＡ ａｎｄ ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ
(λｅｘ ＝ ９８０ ｎｍ)

２.３　 细胞毒性试验

在 １０ ~ ５００ μｇ / ｍＬ 质量浓度范围内ꎬＣＳ￣ＵＣ￣
ＮＰｓ￣Ｔｍ 与 Ｂｅｌ￣７４０２ 细胞分别共孵育 １２ 和 ２４ ｈ 后ꎬ
细胞存活率均在 ６０ ％以上ꎬ且当探针质量浓度在

５~２５ μｇ / ｍＬ时ꎬ１２ ｈ 组的细胞存活率高于 ２４ ｈ 组

(Ｆ组间 ＝ １４.９７１ꎬＰ＝ ０.００８ꎻＦ质量浓度 ＝ ３４.４３８ꎬＰ<０.００１ꎻ
Ｆ交互 ＝ ４.９２８ꎬＰ＝ ０.００５)ꎮ 见图 ６ꎮ

图 ６　 Ｂｅｌ￣７４０２ 细胞与 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 分别孵育 １２ 和 ２４ ｈ
的细胞活力

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｂｅｌ￣７４０２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＳ￣
ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ ｆｏｒ １２ ａｎｄ ２４ ｈꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２.４　 肿瘤成像

尾静脉注射探针 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ肿瘤部位开始出现

明显的上转换发光ꎬ在 ２ ｈ 时达到最大值后逐渐下

降ꎬ在 ４８ ｈ 时略有上升ꎬ随后持续下降ꎬ７２ ｈ 后肿瘤部

位的上转换发光强度较弱ꎮ 因此ꎬ尾静脉注射 ２ ｈ 为

探针检测的最佳时间点ꎮ 同时ꎬ与非肿瘤部位的发光

对比可知ꎬ所制备的 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 探针具有良好的

肿瘤靶向性ꎮ 另外ꎬ由于探针的非特异性摄取ꎬ易在

肺部积聚ꎬ所以在小鼠的脖颈处也出现了一定程度的

发光ꎬ见图 ７ꎮ

图 ７　 尾静脉注射 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 探针后ꎬ荷瘤小鼠在不同时间的成像(Ａ)和荧光辐射效率(Ｂ) (Ｆ肿瘤部位 ＝ ３.５１６ꎬＰ ＝ ０.１９７ꎻ
Ｆ非肿瘤部位 ＝ １５.９６２ꎬＰ＝ ０.０２３ꎻ ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｉｍａｇｉｎｇ (Ａ) ａｎｄ ｒａｄｉａｎｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ (Ｂ) ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＳ￣
ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ ｐｒｏｂｅｓ (Ｆｔｕｍｏｒ ｓｉｔｅ ＝ ３.５１６ꎬＰ＝ ０.１９７ꎻＦｎｏｎ－ｔｕｍｏｒ ｓｉｔｅ ＝ １５.９６２ꎬ Ｐ＝ ０.０２３ꎻ ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１)
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　 　 将探针 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 尾静脉注射到不同瘤体

积的荷瘤 ＫＭ 小鼠体内ꎬ发现肿瘤部位的上转换发

光强度与小鼠肿瘤体积的变化趋势一致ꎬ说明探针

的上转换发光强度在一定程度上可以反映肿瘤的大

小ꎬ见图 ８ꎮ

图 ８　 五组荷瘤 ＫＭ 小鼠的荧光成像图(Ａ)、肿瘤体积(Ｂ) (Ｆ ＝ １１４.１３１ꎬＰ<０.００１ꎻ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１)和荧光辐射效率(Ｃ)
(Ｆ＝ ４９.３５ꎬＰ<０.００１ꎻ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
１ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ５ 分别代表小鼠肿瘤体积为 ２ ２２９、１ ８１５、１ ０５９、６５６、３６６ ｍｍ３ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ (Ａ)ꎬ ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅｓ (Ｂ) (Ｆ＝ １１４.１３１ꎬ Ｐ<０.００１ꎻ ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１) ａｎｄ ｒａｄｉａｎｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎ￣
ｃｉｅｓ (Ｃ) ｏｆ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅａｒｉｎｇ ｔｕｍｏｒｓ (Ｆ＝ ４９.３５ꎬ Ｐ<０.００１ꎻ ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ １ꎬ２ꎬ３ꎬ４ ａｎｄ ５ ｗｅｒｅ ２ꎬ２２９ꎬ １ꎬ８１５ꎬ １ꎬ０５９ꎬ ６５６ꎬ ａｎｄ ３６６ ｍｍ３ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

２.５　 抗肿瘤药物活性比较

与空白对照组相比ꎬ顺铂组和 ５￣ＦＵ 组肿瘤部

位上转换发光强度减弱ꎬ同时小鼠肿瘤体积明显减

小(Ｆ组间 ＝ １３.６７５ꎬＰ<０.００１ꎻＦ时间 ＝ ４７.２７４ꎬＰ<０.００１ꎻ
Ｆ交互 ＝ １５.２０８ꎬＰ<０.００１)ꎬ结合小鼠的肿瘤体积和活

体成像图ꎬ顺铂组和 ５￣ＦＵ 组具有明显的抗肿瘤活

性ꎬ而且顺铂的抗肿瘤活性更好ꎮ 另外ꎬ各组小鼠体

质量变化曲线表明ꎬ顺铂组小鼠的体质量出现明显

下降(Ｆ组间 ＝ １.５１６ꎬＰ＝ ０.２４９ꎻＦ时间 ＝ １２.４２ꎬＰ<０.００１ꎻ
Ｆ交互 ＝ ２１.８４８ꎬＰ<０.００１)ꎬ说明顺铂对小鼠影响较

大ꎬ见图 ９ꎮ



巩洁ꎬ等.基于上转换纳米粒子多糖探针的构建及其在肿瘤成像中的应用 ２５　　　 　

图 ９　 空白对照组、顺铂组和 ５￣ＦＵ 组荷瘤 ＫＭ 小鼠尾静脉注射 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 探针的成像图像(Ａ)、肿瘤体积(Ｂ)和小鼠体
质量变化曲线(Ｃ)

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｔｈｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ (Ａ)ꎬ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅｓ (Ｂ) ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ｃｕｒｖｅｓ (Ｃ) ｏｆ ｔｕｍｏｒ￣ｂｅａｒｉｎｇ ＫＭ ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ ｐｒｏｂｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ５￣ＦＵ ｇｒｏｕｐ

３　 讨　 论

ＵＣＮＰｓ 是目前流行的具有优异光学性能的纳

米材料ꎮ 上转换发光是指材料吸收一个或多个低能

光子并辐射一个高能光子的非线性发光现象ꎬ通常

是指将近红外光转换为可见光ꎮ 与荧光染料和量子

点相比ꎬ反斯托克斯发射消除了生物或环境样品基

质中的背景自发荧光[８￣１０]ꎬ具有低毒性、生物相容性

和较强组织穿透力等优点ꎬ在荧光探针靶向标记、生
物检测、生物活体成像和肿瘤治疗等方面具有巨大

的发展和应用前景[１１￣１４]ꎮ 研究表明ꎬ肿瘤组织中肿

瘤干细胞的存在是肿瘤形成、侵袭和转移的重要原

因[１５]ꎮ 肝癌干细胞( ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＬＣＳＣｓ)
与 ＨＣＣ 的形成、进展和复发密切相关[１６]ꎮ 作为

ＬＣＳＣｓ 的生物标志物[１７]ꎬＣＤ４４ 分子在 ＨＣＣ 细胞中

的表达高于癌旁组织和正常肝组织ꎬ其上调与 ＨＣＣ
的分化程度、癌症进展和预后密切相关[１８￣２４]ꎮ 因

此ꎬＣＤ４４ 可以作为肝癌的生物标志物ꎮ 研究发现ꎬ
ＣＳ 是 ＣＤ４４ 的一种特殊配体ꎮ ＣＳ 是一种糖胺聚

糖ꎬ由葡糖醛酸和 Ｎ￣乙酰半乳糖胺重复二糖单元组

成ꎬ可通过软骨素链与 ＣＤ４４ 相互作用[２５￣２８]ꎮ
本研究构建了基于核壳结构 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠

ＮａＹＦ４ 上转换纳米材料的 ＣＳ 多糖探针(ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣
Ｔｍ)ꎮ 与 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ 相比ꎬ核壳结构 ＮａＹＦ４:
Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ＮａＹＦ４ 的发光强度明显增强ꎬ这主要是由

于壳层的钝化ꎬ减少了内核荧光的外部猝灭ꎮ 核壳

结构材料经 ＰＡＡ 修饰后ꎬ可以分散在水中ꎬ且其发

射带位置未发生明显变化ꎮ 虽然修饰后材料的发光

强度相较于核壳结构有所减弱ꎬ但仍强于单核纳米

材料ꎮ 与 ＮａＹＦ４: Ｙｂꎬ Ｔｍ＠ ＮａＹＦ４ ＠ ＰＡＡ 相比ꎬ

ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 的发光强度明显减弱ꎮ 这是由于在

相同的质量浓度下ꎬＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 的分子量较大ꎬ
含有的稀土元素浓度降低ꎮ 稀土元素 Ｔｍ 与 Ｅｒ 相

比ꎬ最强发射波长由 ５４５ ｎｍ 红移到 ８００ ｎｍꎬ更适用

于体内成像ꎮ
ＭＴＴ 实验结果表明ꎬ制备的 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 探

针即使在浓度高达 ５００ μｇ / ｍＬ 时ꎬ与 Ｂｅｌ￣７４０２ 共孵

育 ２４ ｈ 后的细胞存活率也在 ６０％以上ꎬ表明制备的

ＣＳ￣ＵＣＮＰＳ 探针具有良好的细胞相容性ꎬ可以用于

体外及体内实验ꎮ
肿瘤成像结果表明ꎬ构建的 ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 探

针可以区分肿瘤区域和正常组织ꎬ具有良好的肿瘤

靶向性ꎬ且肿瘤部位的上转换发光强度和发光范围

跟肿瘤体积大小相关ꎬ说明该探针具有指示肿瘤的

发生和发展的作用ꎮ 这对于肿瘤的早筛和预后评估

具有重要的意义ꎬ也预示着发展的探针在活体成像

方面具有良好的应用前景ꎮ
肿瘤可视化技术在药物活性筛选和评价中发挥

着重要作用ꎬ它提供了一种直观、准确的方法来监测

肿瘤的生长和变化ꎬ从而评价药物对肿瘤的影响ꎮ
本研究对荷瘤小鼠注射不同抗肿瘤药物ꎬ与空白对

照组相比ꎬ各用药组的荧光强度降低ꎬ瘤体积减小ꎬ
成像强度和区域大小与肿瘤的体积呈现一致的变化

趋势ꎬ因此该合成探针可用于评价不同抗肿瘤药物

的活性ꎮ 这一结果可以为探针用于抗肿瘤化合物的

活性筛选提供可行性参考ꎮ
综上所述ꎬ本研究所构建的上转换纳米探针

ＣＳ￣ＵＣＮＰｓ￣Ｔｍ 具有良好的发光性能ꎬ可以实现活体

肿瘤成像ꎬ可以对建立可视化的肿瘤诊断方法和

ＨＣＣ 的早期筛查提供参考ꎮ
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ｔｏｄｙｎａｍｉｃ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒｓ: ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｔｕｄｙ
[ Ｊ] . Ｐｈｏｔｏｄｉａｇｎ Ｐｈｏｔｏｄｙｎ Ｔｈｅｒꎬ ２０２１ꎬ ３６: １０２６１６.
ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｐｄｐｄｔ.２０２１.１０２６１６

[１３] Ｌｉｕ Ｂꎬ Ｇｅ ＹＨꎬ Ｌｕ ＹＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ＮＩＲ ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
“ｏｎ￣ｏｆｆ￣ｏｎ” ｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｐｔａｓｅｎｓｏｒ ｆｏｒ ｃａｒｃｉｎｏ￣
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ ａｓｓａｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｙ￣ｓｈａｐｅｄ ＤＮＡ[ Ｊ] .
Ｂｉｏｓｅｎｓ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎꎬ ２０２３ꎬ ２２９: １１５２４１. ｄｏｉ:１０.１０１６ /
ｊ.ｂｉｏｓ.２０２３.１１５２４１

[１４] Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｌｕｏ Ｄꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＤＮＡｚｙｍｅｓ￣ｃｏｎｊｕｇａ￣
ｔｅｄ ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏａｍｐｌｉｃｏｎ ｆｏｒ ｉｎ ｓｉｔｕ ｕｌｔｒａｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｉｎ ｖｉｖｏ[ Ｊ] . Ｃｈｅｍ
Ｅｎｇ Ｊꎬ ２０２３ꎬ ４５４: １４０４８９. ｄｏｉ: １０. １０１６ / ｊ. ｃｅｊ. ２０２２.
１４０４８９

[１５] Ｌｅｅ ＨＳꎬ Ｋａｎｇ ＮＷꎬ Ｋｉｍ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ￣
ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄ ｚｅｉｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ￣ｔａｒｇｅｔｅｄ ｄｅｌｉｖｅｒｙ
ｏｆ ｄｏｃｅｔａｘｅｌ[Ｊ] . Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ Ｐｏｌｙｍꎬ ２０２１ꎬ ２５３: １１７１８７.
ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｃａｒｂｐｏｌ.２０２０.１１７１８７

[１６] Ｍｏｔｏ Ｍꎬ Ｔａｋａｍｉｚａｗａ Ｎꎬ Ｓｈｉｂｕｙａ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｏｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａ￣
ｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ[Ｊ] . Ｊ Ｆｕｎｃｔ Ｆｏｏｄｓꎬ ２０１８ꎬ ４０: ３３６￣３４０. ｄｏｉ:
１０.１０１６ / ｊ.ｊｆｆ.２０１７.１１.０１９

[１７] Ｚｈｕ ＱＹꎬ Ｌｉｎ ＬＺꎬ Ｚｈａｏ ＭＭ. Ｓｕｌｆａｔｅｄ ｆｕｃａｎ / ｆｕｃｏｓｙｌａｔｅｄ
ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｄｏｍｉｎａｔｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｆｒｏｍ ｌｏｗ￣ｅｄｉｂｌｅ￣ｖａｌｕｅ ｓｅａ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｔｙｐｅ ２
ｄｉａｂｅｔｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ: ｎｅｗ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｆｏｒ ｓｅａ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｐｏｌｙｓａｃ￣
ｃｈａｒｉｄｅ ｂａｓｅｄ￣ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆｏｏｄ [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ
Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌꎬ ２０２０ꎬ １５９: ３４￣４５. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｉｊｂｉｏ￣
ｍａｃ.２０２０.０５.０４３

[１８] Ｇｕｏ ＪＹꎬ Ｃｈｉｕ ＣＨꎬ Ｗａｎｇ ＭＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ ｓｅｒ￣
ｇｌｙｃｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎｓ ｗｉｔｈ
ＣＤ４４[ Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｍｅｄ Ｓｃｉꎬ ２０２０ꎬ ２７ ( １): ２. ｄｏｉ: １０.
１１８６ / ｓ１２９２９￣０１９￣０６００￣３

[１９] Ｎｉｓｈａ Ｒꎬ Ｋｕｍａｒ Ｐꎬ Ｋｕｍａｒ Ｕꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｈｙ￣
ａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ￣ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｉｍａｔｉｎｉｂ ｍｅｓｙｌａｔｅ ｃｕｂｏｓｏｍｅｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ＣＤ４４ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ＮＤＥＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｈｅｐａｔｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｐｈａｒｍꎬ ２０２２ꎬ ６２２: １２１８４８.
ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｉｊｐｈａｒｍ.２０２２.１２１８４８

[２０] Ｐａｎ ＨＣꎬ Ｘｕｅ ＷＫꎬ Ｚｈａｏ ＷＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ４￣ｓｕｌｆａｔｅ ａｎｄ ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ６￣ｓｕｌｆａｔｅ
ｉｎ ｈｕｍａｎ ｇｌｉｏｍａ[ Ｊ] . ＦＡＳＥＢ Ｊꎬ ２０２０ꎬ ３４(２): ２８５３￣
２８６８.
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