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·实验研究·

叶酸修饰的载药相变纳米粒体内靶向

显影肿瘤的实验研究

叶 鸣 翟 蓓 刘 莹 陈昶宇 李 奥 周 洋

摘 要 目的 研究叶酸受体（FR）靶向的、载紫杉醇（ＰＴＸ）的相变纳米粒造影剂（ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ）用于显影裸鼠

移植瘤的能力。 方法 制备 ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ 乳剂和非靶向的相变纳米粒乳剂（ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ）备用；选取载卵巢癌移植瘤

的裸鼠 ３０只，根据注射药物不同随机等分为生理盐水组、非靶向组及靶向组，于注射药物前后采用活体荧光仪对裸鼠进

行荧光显影，比较各组荧光显影情况。 荧光显影后 ４８ ｈ，分别重新注射药物，２ ｈ后采用治疗超声辐照肿瘤 １０ ｍｉｎ，对肿瘤

再次超声显影，比较各组显影强度，分析 ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ 体内靶向显影肿瘤的能力。 结果 活体荧光显影实验中，注射

药物后，生理盐水组、非靶向组肿瘤内几乎未见红色荧光显影，靶向组组肿瘤内可见明显的红色荧光显影。 超声显影实验

中，治疗超声辐照前，各组肿瘤内显影强度无显著差异；超声辐照后，造影模式下靶向组显影强度为（３８３．６５±３２．０５）Ｕ，明

显高于生理盐水组和非靶向组［（８６．７８±７．７４）Ｕ、（８１．８６±１１．９８）Ｕ］，差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０．０1），且较常规模式下这种

差异更为显著。 结论 经静脉注射 ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ 能靶向裸鼠卵巢癌移植瘤，并显著增强其超声显影，为肿瘤的精准医

疗提供了一种有前途的、多功能的分子探针。
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ＡBSTRACT Ｏbjective To explore the performance of folate receptor-targeted（FR），paclitaxel（PTX） loaded phase

transition nanoparticle contrast agent（FR-PTX-PNPCA） in imaging xenograft in nude mice. Methods The FR-PTX-PNPCA

emulsions and non-targeted phase change nanoparticle emulsions（PTX-PNPCA） were prepared. Then 30 nude mice with

xenograft ovarian cancer were randomly divided into normal saline group，non-targeted group and targeted group according to

different injection. The fluorescence imaging of nude mice was performed before and after the injection. The mice were re-injected

with drug 48 h after the fluorescence imaging，and 2 h later the tumors were irradiated with therapeutic ultrasound for 10 min，then

the ultrasonography of tumor was re-performed. Meanwhile，the ultrasound intensity of all images was measured by software. And

the differences in the intensity among groups were compared to summarize the ability of FR-PTX-PNPCA to image the tumor in

vivo. Results There was hardly any fluorescence in tumors area in the saline group and non-targeted group after the injection，in

contrast，obvious red fluorescence was observed in targeted group. In ultrasound imaging experiment，there was no significant

difference in intensity among three group before the irradiation of therapeutic ultrasound. However，after the irradiation，the

intensity in targeted group was（383.65±32.05）U，which was significantly higher than that in saline group and non-targeted group

［（86.78±7.74）U，（81.86±11.98）U］ in contrast mode，there were difference（all P<0.01），and there were significant difference in
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traditional mode（all P<0.05）. Conclusion Intravenous injection of FR-PTX-PNPCA can target to the xenograft tumor of nude

mice and significantly enhance the ultrasound imaging. It provides a promising and multi -functional molecular probe for the

precise medical care of the tumor.

ＫEY WORDS Targeted；Drug loaded；Nanoparticle；Phase transition；Imaging；Nude mouse

现代医学的发展使人类平均生存年龄不断提高，

而同时恶性肿瘤的发病率也急骤增高，人类健康仍受

到严重威胁。 分子影像学的应用为肿瘤的早期诊断和

治疗提供了有效路径。 基于超声微泡的超声分子影像

学，不仅具备超声固有的无创、价廉、穿透性强及显影

分辨力高的优点，而且还能利用超声靶向破坏微泡释

药。 其中，相变纳米粒超声造影剂被认为是较有希望

取代普通微泡的新型造影剂

［

1

］

。然而，目前对其的研究

多局限于体外实验， 鲜见载药相变纳米粒的体内实

验研究。本实验在前期制备载药相变纳米粒的研究

［

2－3

］

基础上，将其用于体内靶向显影，验证其体内靶向肿

瘤的能力，进一步验证其体内增强超声显影能力。

材料与方法

一、主要试剂与设备

１．主要试剂：制作叶酸受体靶向的、载紫杉醇的相

变纳米粒造影剂（ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ）的脂质壳材，磷脂

酰胆碱（ＤＰＰＣ）、 偶联叶酸的磷脂酰乙醇胺［ＤＳＰＥ

（ＰＥＧ）Ｆｏｌａｔｅ］、普通磷脂酰乙醇胺（ＤＳＰＥ）、甘油磷脂

（ＤＰＰＧ，美国 Ａｖａｎｔｉ 公司）、泊洛沙姆（ＰＦ６８）、胆固醇

（ＣＨ，美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；相变材料为液态氟碳（ＰＦＨ，法

国 Ｅｌｆ Ａｔｏｃｈｅｍ 公司）；包载药物为紫杉醇（ＰＴＸ，上海

康朗生物科技）。

２．主要设备：制备 ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ 的 ＲＥ－５２Ａ 型

旋转蒸发器（上海亚荣生化），Ｉ２５ 型高速分散均质机

（德国 ＩＫＮ 公司），Ｖｃｘ－１３０ 型超声破碎仪（美国 Ｓｏｎｉｃ

公司），用于检测载药性能的高效液相色谱仪，用于超

声显影的 ＭｙＬａｂ ９０ 超声诊断仪（意大利百胜公司），用

于体内荧光显影的 ＩＶＩＳ Ｌｕｍｉｎａ ＸＲ 小动物活体荧光

成像系统（美国 Ｃａｌｉｐｅｒｓ 公司）。

二、ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ 的制备和性质检测

1.制备：参照文献

［

2－3

］

，将脂质壳材和 ＰＴＸ 按比

例（质量比 ３∶１）使用氯仿溶解，经过成膜、水合，加入相

变材料，乳化后得到乳白色的乳剂 ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ，

若成膜材料中用普通 ＤＳＰＥ 取代 ＤＳＰＥ（ＰＥＧ）Ｆｏｌａｔｅ，

即制得普通非靶向相变乳剂 ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ。 在成膜过

程中加入少许红色荧光染料 ＤｉＩ 制备出含红色荧光物

质的纳米粒乳剂。

2.性质检测：将上述制备好的乳液稀释后在光镜

下观察其形态及分布， 并将样本送至重庆大学生物工

程学院检测其粒径、 电位及浓度。 将样品交重庆医科

大学药学院， 采用高效液相色谱法测定 ＦＲ－ＰＴＸ－

ＰＮＰＣＡ 药物包封率和载药量

［

2

］

。

三、ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ体内靶向增强肿瘤显影的研究

１．建立动物模型：按照常规贴壁细胞培养和传代

方法，培养人卵巢癌 ＳＫＯＶ３ 细胞，取对数生长的细胞，

采用臀背部皮下注射的方法建立荷瘤裸鼠模型。每日观测

肿瘤的生长情况，待 ３～４周肿瘤长至约 １．０ ｃｍ×１．０ ｃｍ×

１．０ ｃｍ 时，使用超声检查筛选内部无明显坏死的裸鼠

进行下一步显影实验。

２．分组：选取建模成功的裸鼠 ３０ 只，随机等分为

３ 组，每组各 １０ 只，分别于显影实验前 ２ ｈ 通过尾静

脉注射药物，即生理盐水组从尾静脉注射生理盐水

２００ μｌ； 非靶向组从尾静脉注射稀释 １０ 倍的 ＰＴＸ－

ＰＮＰＣＡ ２００ μｌ； 靶向组注射同非靶向组等量的ＦＲ－

ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ。

３．活体荧光显影：将裸鼠送至陆军军医大学（原名

第三军医大学）小动物活体荧光显影中心，进行第一次

荧光显影。 之后在裸鼠尾静脉注射加入荧光染料的药

物，２ ｈ 后将裸鼠用戊巴比妥钠麻醉后分别放入显影仓

内，使用仪器对准裸鼠进行二次荧光显影。 显影结束

后采用仪器自带软件消除头颅、 肝脏及脾脏等的显

影部分，然后采用 ＩＰＰ 软件（美国 Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ 公

司）分析肿瘤区的显影强度值。 比较各组间荧光显影

的差异。

４．超声显影：荧光显影后 ４８ ｈ，分别重新注射药物

２ ｈ 后将裸鼠麻醉，肿瘤浸泡于 ３７ ℃恒温脱气水槽中，

使用 Ｌ５－１０ 探头（频率 ８ ＭＨｚ）对准肿瘤，采用常规模

式和造影模式（ＭＩ＝０．１０）观察肿瘤的显影情况。之后取

出各组裸鼠，采用低功率治疗超声（重庆医科大学超

声影像学研究所自制）探头对准裸鼠肿瘤部位辐照，辐

照条件为频率 １ ＭＨｚ，峰值负压 １ ＭＰａ，时间 １０ ｍｉｎ，

脉冲模式（即探头每发射声波 １ ｍｉｎ，休息 １０ ｓ）。 最后

再将裸鼠放入水槽中用同样条件对肿瘤进行再次超

声显影。 观察治疗超声作用前后肿瘤显影强度的变化

情况，采用 ＩＰＰ 软件定量强度值，比较各组间显影强

度的差异。

本实验经我院动物实验伦理委员会同意。
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组别

辐照前 辐照后

常规模式 造影模式 常规模式 造影模式

生理盐水组 46.61±7.89 85.95±5.25 47.46±8.72 �86.78±7.74

非靶向组 45.23±9.28 80.40±9.97 44.97±4.44 �81.86±11.98

靶向组 43.96±11.47 83.32±8.83 59.05±15.97

#

383.65±32.05

*

与生理盐水组和非靶向组比较，

＃

Ｐ＜０．０５ ；

*

Ｐ＜０．０１。

表 ２ 各组治疗超声辐照前后常规模式与造影模式

肿瘤内超声显影强度比较（x±s） Ｕ

组别 注射前 注射后

生理盐水组 46.61±12.65 �48.35±11.36

非靶向组 45.23±13.69 �49.64±12.75

靶向组 47.26±10.83 283.18±29.94

*

四、统计学处理

应用 ＳＰＳＳ １４．０ 统计软

件，所有测值以 x±s 表示，组

间比较采用方差分析；若方差

不齐，则行秩和检验。 Ｐ＜０．０５

为差异有统计学意义。

结 果

一、 ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ 的

制备与一般性质检测

成功制备出载药靶向相变

纳米粒乳液 ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ，

其分散性好， 约 ７．５×１０

９

/ｍl，

粒径为（３２５±４７）ｎｍ。 ＰＴＸ 的

包封率为 ７０．４２％， 载药量为

２０．０５％。

二、 各组注射药物前后

肿瘤荧光显影比较

注射药物后，生理盐水

组和非靶向组中肿瘤内几乎未见红色荧光显影；靶向

组中肿瘤内部可见明显的红色荧光显影（图 １），与生

理盐水组和非靶向组强度值比较差异均有统计学意义

（均 Ｐ＜０．０１），见表 １。

三、各组治疗超声辐照前后肿瘤内超声显影强度

比较

生理盐水组和非靶向组在常规模式和造影模式

下，肿瘤内部显影强度在治疗超声辐照前后均无明显

变化。 靶向组在常规模式和造影模式下， 肿瘤内部显

影强度在治疗超声辐照前与生理盐水组和非靶向组比

较无明显差异；治疗超声作用后，常规模式下靶向组显

影强度组均明显高于生理盐水组和非靶向组， 差异均

有统计学意义（均 Ｐ＜０．０５）， 造影模式下这种差异更显

著（均 Ｐ＜０．０１）。 见表 ２和图 ２。

A1

A2

B1

B2

C1

C2

Ａ１～Ｃ１示注射药物前（Ａ１：生理盐水组；Ｂ１：非靶向组；Ｃ１：靶向组）；Ａ２～Ｃ２ 示注射药物后（Ａ２：生理盐水组；

Ｂ２：非靶向组；Ｃ２：靶向组）。

图 １ 各组注射药物前后裸鼠臀背部肿瘤灶荧光显影情况

与生理盐水组和非靶向组比较，

*

Ｐ＜０．０１。

表 １ 各组注射药物前后肿瘤荧光显影强度比较（x±s） Ｕ

Ａ１～Ｃ１示治疗超声辐照前（Ａ１：生理盐水组；Ｂ１：非靶向组；Ｃ１：靶向组）；Ａ２～Ｃ２示治疗超声辐照后（Ａ２：生理盐水组；Ｂ２：非靶向组；Ｃ２：靶向组）。

图 ２ 各组治疗超声辐照前后体内相变增强超声显影肿瘤情况（图左为常规模式；图右为造影模式）

A1

A2

B1

B2

C1

C2
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讨 论

肿瘤的分子影像学融合了分子生物化学技术、纳

米技术、医学图像及数据处理等技术，针对肿瘤进行诊

治。 而高特异性分子探针的研发是影响分子影像学发

展的关键因素之一。 普通微泡造影剂最早用于超声分

子影像学的分子探针，但其却存在一系列的缺陷，如微

泡粒径大，不容易穿透血管内皮间隙；性质不稳定，存

留时间短；靶向性能差，载药能力不高，治疗效果差等。

随着纳米技术的发展，各种靶向的、纳米级的微泡相继

出现，但是，仍存在靶点选择缺乏特异性、纳米级微泡

制作工艺复杂， 以及谐波信号弱导致的超声显影效果

差等不足。 但肿瘤细胞的生长需要获取大量能量，因

此叶酸受体在多数肿瘤内高表达

［

4

］

，为此本实验课题

组从 ２００６ 年起就选择叶酸受体作为靶点，将造影剂经

叶酸修饰取得了较好的肿瘤细胞靶向效果

［

3

，

5

］

。 本实验

选择的制备相变超声造影剂的方法已经文献

［

3-4

］

证实

可成功制备出叶酸受体靶向的、载药的相变纳米粒超

声造影剂，该方法解决了以往纳米微泡的缺陷；前期

研究

［

6

］

也已证实其体外靶向和相变增强超声显影的能

力。 因此，本实验以高表达叶酸受体的卵巢癌为模型，

进一步研究造影剂在体内的靶向能力及相变增强超声

显影的能力。

目前， 肿瘤的超声分子探针研究在国内各中心广

泛开展，也取得了一定的成果。 但是，研究多集中于各

种造影剂靶向肿瘤血管内皮

［

7

］

，或者在体外靶向肿瘤

细胞

［

8

］

，真正采用静脉注射后靶向显影肿瘤的文献

［

3

，

9

］

报道较少。 本实验通过设计两方面的实验来验证造影

剂体内靶向显影肿瘤的能力。 首先采用的是活体荧光

显像，其采用的 Ｃａｌｉｐｅｒｓ 成像系统穿透力较强，信噪比

高，能获得满意的显像效果。 在滤除内脏的显影后，能

精确地显示肿瘤区域的显影情况。 结果表明， 靶向组

裸鼠肿瘤内可见明显的红色荧光显影，而非靶向组和生

理盐水组均未见肿瘤增强显影，证明 ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ

能较好地靶向肿瘤细胞，并停留在肿瘤组织内；虽然已

有文献
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报道实体瘤的高通透性和滞留效应（即

ＥＰＲ 效应）会导致纳米粒存留于肿瘤内，但本实验中

非靶向组肿瘤内却未见到荧光显影， 分析原因可能与

本实验制备的纳米粒粒径相对大， 被动存留在肿瘤内

的纳米粒量较少有关。 本实验选择注射药物后 ２ ｈ 来

进行观察，其目的是给予足够的时间，使造影剂能够穿

透血管内皮到达肿瘤细胞周围，达到靶向目的，也使黏

附于肿瘤血管或者停留于血管内的造影剂清除， 避免

干扰实验结果。 本实验仅在一个时间点对肿瘤进行了

荧光显影， 主要是为了证明纳米粒在活体内对肿瘤的

靶向能力，今后实验将采取不同时间点来显影，以确定

最佳的靶向时间。

在上述基础上，本实验又探讨了 ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ

体内相变增强超声显影的能力。 采用了治疗超声激发

的方式来促进相变纳米粒的相变， 使用超声在常规和

造影模式分别显影。 结果表明， 靶向组的纳米粒能较

好地靶向于肿瘤内， 从而在治疗超声作用后相变产生

超声微泡，最终增强超声显影；而非靶向组与生理盐水

组在治疗超声作用前后却无显著的变化。 本实验总结

既往研究
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经验发现，治疗超声采取的是固定的参

数，既保证了纳米粒发生液－气相变的峰值负压，又给

予了足够的时间以产生更多的微气泡。

综上所述， 本实验制备的 ＦＲ－ＰＴＸ－ＰＮＰＣＡ 能够

较好地靶向于肿瘤内，且在超声激发下发生相变，在肿

瘤原位产生微泡增强超声显影， 为之后的肿瘤内靶向

释药奠定了实践基础。
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