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两种近红外荧光探针的合成及肿瘤靶向研究
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摘要　合成了两种近红外有机荧光探针，即叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１和ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２，它们分别以肿瘤表面高度

表达的叶酸受体以及低密度脂蛋白（ＬＤＬ）受体为靶点。探针复合物中的叶酸和低密度脂蛋白部分为探针分子提

供靶向“导向”，通过化学共价键分别与有机近红外染料ＩＣＧＤｅｒ０１和ＩＣＧＤｅｒ０２偶联，近红外染料则为探针分子

的荧光信号输出端。利用紫外分光光度计、近红外荧光光谱仪及近红外荧光成像系统分析这两种荧光探针的光学

性质，以及它们在叶酸受体及ＬＤＬ受体过度表达的肿瘤鼠体内的成像过程。结果显示，所合成的叶酸ＰＥＧＩＣＧ

Ｄｅｒ０１和ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针的荧光强度及光稳定性都高于对应的染料单体。而体内成像结果则表明两种探针

都保持了叶酸和ＬＤＬ的生物活性，能有效地靶向到相关肿瘤部位，成像清晰，并且能最终代谢排出体外。比较这

两种探针，叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１对肿瘤细胞的靶向性要优于ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２，并能用于肿瘤早期诊断。

关键词　医用光学；近红外荧光成像；光学分子探针；肿瘤靶向；叶酸；低密度脂蛋白
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１　引　　言

随着成像相关技术的迅猛发展，医学影像学已

成为生命科学和医学应用交叉的关键技术科学。当

前，医学影像技术呈现多极化发展的趋势，主要包

括：计算机Ｘ射线断层摄影术（ＸＣＴ），正电子发射

断层摄影术（ＰＥＴ），单光子发射计算机断层摄影术

（ＳＰＥＣＴ），磁共振成像（ＭＲＩ），超声成像术（ＵＳ）

等［１～４］。尽管这些技术有着许多优点，但是也有很

多不可忽视的不足，如空间时间分辨率不高、设备比

较昂贵、操作复杂等。因此，如何进行无创伤的诊断

并让它在一定程度上替代常规解剖成像仍旧是研究

热点之一［５，６］。激光分子影像技术可在细胞和分子

层面探索生命最小基本单元的功能，研究疾病发生

发展的分子机理，亦可为疾病的早期诊断及其治疗

提供有效的无创、在位和实时的检测和监控［７，８］，如

近年来发展起来的近红外荧光成像技术。目前，该

技术已广泛应用于细胞凋亡成像、肿瘤受体成像、心

血管疾病成像、近红外荧光免疫分析，微量生物活性

物质检测等生物医学工程领域［９～１１］，以其安全、无

损、实时、在位监测等优势受到了诸多科研工作者的

青睐。近红外光系指位于近红外光区 （７００～

９００ｎｍ）的电磁波，由于在此区间内生物活体组织

中的血红蛋白、水及脂质等对光波吸收很少，近红外

光在生物组织中穿透深度大，可以在深层组织产生

光信号，而对组织本身几乎无影响。

目前，近红外荧光成像发展的方向主要包括新

的生物相容性好的近红外荧光染料的制备，以及新

的特异性靶向探针的合成，并将其应用于各种不同

疾病的实验性研究中［１２～１４］。在各种研究中，近红外

荧光探针已被大量地开发出来，种类众多，主要包括

有机荧光染料、无机和生物纳米粒子等［１５，１６］。由于

大多数荧光染料体内半衰期较短，对肿瘤组织没有

特异性的选择。因此，将这些染料与一些大分子结

合，以增加其生物相容性，延长半衰期，并可能使其

具有靶向性。

大部分恶性肿瘤，如卵巢癌、肾癌、子宫癌、睾丸

癌、脑瘤、结肠癌、肺癌等表面含有某些过量表达的

受体，如叶酸受体 （ＦＲ）和低密度脂蛋白受体

（ＬＤＬＲ）等。叶酸（ＦＡ）作为叶酸受体的配体，可被

吸收入细胞内，对叶酸受体的亲和性达到了离解常

数犓ｄ约为１０
－１０ ｍｏｌ／Ｌ

［１７］。低密度脂蛋白（ＬＤＬ）

则是ＬＤＬＲ特异性配体，可转运大量胆固醇以供细

胞膜合成［１８，１９］，具有良好的生物相容性，可彻底生

物降解，无免疫原性，并具有不易被体内网状内皮系

统（ＲＥＳ）识别而快速清除等优点，常被设计用作药

物的载体。为此，本文用化学共价偶联法设计合成

了两种近红外有机复合物荧光探针［２０，２１］，即叶酸

ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１和ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２，并用于肿瘤

的体内靶向成像，这两种探针分别以肿瘤表面高度

表达的叶酸受体以及ＬＤＬＲ作为靶点。

２　实　　验

２．１　试剂及仪器

叶酸（美国 ＡｌｆａＡｅｓａｒ公司），低密度脂蛋白

（实验室制备），Ｎ，Ｎ′二环己基碳二亚胺（ＤＣＣ，上

海阿拉丁试剂公司），Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ，上

海阿拉丁试剂公司），１乙基（３二甲基氨基丙基），

碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ，上海阿拉丁试剂公司），双氨

基聚乙二醇（ＰＥＧｂｉｓａｍｉｎｅ，分子量４０００，实验室

制备），有机近红外染料（ＩＣＧＤｅｒ０１和ＩＣＧＤｅｒ

０２，实验室制备）。其他试剂均为国产分析纯。

葡聚糖凝胶 Ｇ２５和葡聚糖凝胶ＬＨ２０（美国

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；再生纤维素透析袋（ＭＷＣＯ

３５００，美国 ＳＰＥＣＴＲＵＭ 公司）；纤 维素 透析袋

［ＭＷＣＯ＝１００００，生工生物工程（上海）有限公司］；

ＪＨ７５４ＰＣ紫外可见分光光度计（上海菁华科技公

司）；ＤＹＹ８Ｃ 型电泳仪 （北京市六一仪器厂）；

ＭａｌｖｅｒｎＺｅｔａｓｉｚｅｒ３０００ＨＳ激光粒度仪（英国马尔

文仪器有限公司）；ＰＨＳ２５型数显ｐＨ计（上海雷磁

仪器厂）。

２．２　近红外荧光光谱分析系统和成像系统

２．２．１　近红外荧光光谱分析系统

近红外荧光光谱分析系统主要由激光光源，传

输光纤，Ｓ２０００型光纤光谱仪，Ａ／Ｄ数字模拟转换器

和计算机软件系统组成，装置如图１（ａ）所示。其光

源为单色性好的 ＮＬＦＣ２．０７６３型半导体激光器

（λ＝７６５．９ｎｍ），近红外荧光染料受到激光激发产

生荧光，荧光信号通过光纤传输后被Ｓ２０００光纤光

谱仪收集测试，经Ａ／Ｄ数字模拟转换器将光学信号

转换为数字模拟信号后显示在计算机上。在进行样

品的荧光数据测定时，激发光光纤与信号接收光纤

成垂直９０°以减少散射光的干扰，且光纤通过自制

支架固定后，可上下左右随意调节以便达到最佳荧

光检测位置。

２．２．２　近红外成像系统

近红外成像系统主要由激光光源，ＣＣＤ照相

机，长波通滤光片（≥８００ｎｍ）及计算机软件系统组

成，装置如图１（ｂ）所示。其光源为发射波长λ＝
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７６５．９ｎｍ的ＮＬＦＣ２．０７６３型半导体激光器，可激

发小型动物体内近红外荧光探针产生荧光，荧光信

号穿透活体组织后由高度灵敏的ＣＣＤ照相机捕获。

在ＣＣＤ照相机的正下方有一个８００ｎｍ长波通型滤

光片，该滤光片可截留小于８００ｎｍ的光信号，故可

将激发光及其他非荧光信号截留，因而ＣＣＤ相机所

捕获的信号即为荧光探针所产生的荧光信号，其信

号经软件处理，即可成为直观可视的荧光图像显示

于计算机上。为了降低背景光线干扰，整个实验过

程均需在暗室中完成。

图１ （ａ）近红外荧光光谱测量的装置示意图，（ｂ）近红外成像系统的装置示意图

Ｆｉｇ．１ （ａ）Ｄｉａｇｒａｍｏｆａｎｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｓｙｓｔｅｍ，（ｂ）ｄｉａｇｒａｍｏｆａｎｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

２．３　有机近红外染料犐犆犌犇犲狉０１和犐犆犌犇犲狉０２

自美国食品药品管理局（ＦＤＡ）批准有机近红

外染料吲哚青绿（ＩＣＧ）用于人体成像实验后，ＩＣＧ

类有机近红外荧光染料得到了极大的关注。世界上

一些研究小组对ＩＣＧ进行修饰，制备了ＩＣＧ衍生

物。华盛顿大学 Ｙ．Ｙｅ等
［２２］合成了一种名叫

Ｃｙｐａｔｅ的有机染料。在参照 Ｃｙｐａｔｅ合成的基础

上，本组成功合成了两种新的有机近红外染料ＩＣＧ

Ｄｅｒ０１和ＩＣＧＤｅｒ０２，它们的结构如图２所示。

ＩＣＧＤｅｒ０１［图２（ａ）］是一种脂溶性染料，不易溶于

水，易溶于甲醇、乙醇、乙腈、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）和

二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）等极性溶剂，在ｐＨ７．２的磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中吸收和发射波长分别为７８３ｎｍ

和８０５ｎｍ；ＩＣＧＤｅｒ０２［图２（ｂ）］是一种水溶性染

料，在ｐＨ７．２的ＰＢＳ中的吸收和发射波长分别为

７８０ｎｍ和８００ｎｍ。

图２ 近红外荧光染料结构图。（ａ）ＩＣＧＤｅｒ０１，（ｂ）ＩＣＧＤｅｒ０２

Ｆｉｇ．２ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｎｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｙｅｓ．（ａ）ＩＣＧＤｅｒ０１，（ｂ）ＩＣＧＤｅｒ０２

２．４　叶酸犘犈犌犐犆犌犇犲狉０１探针的制备

称取２２ｍｇ叶酸溶于２．５ｍＬ无水ＤＭＳＯ中，

加入１．５倍量的ＤＣＣ和 ＮＨＳ，室温避光搅拌反应

过夜。反应结束，将上述溶液滴加入含有１．２倍量

的双氨基聚乙二醇和０．１ｍＬ三乙胺的５ｍＬ无水

ＤＭＳＯ中，室温避光搅拌过夜。反应液用ｐＨ７．２的

ＰＢＳ溶液透析３ｄ并浓缩，去除未反应的叶酸和

ＤＭＳＯ，然后通过葡聚糖凝胶Ｇ２５柱分离出叶酸

ＰＥＧ的结合产物。

另取１ｍｇ近红外有机染料ＩＣＧＤｅｒ０１溶于

１ｍＬ无水ＤＭＳＯ中，加入ＤＣＣ和ＮＨＳ，其摩尔比

为１∶１．５∶１．５，避光反应４ｈ。将反应液滴加到含有

叶酸ＰＥＧ的ｐＨ９．０碳酸盐缓冲液中，避光反应过

夜。反应结束后，反应液于去离子水中透析３ｄ并

浓缩干燥。通过葡聚糖ＬＨ２０柱，氯仿和甲醇的体

积比为１∶１洗脱，分离获得叶酸 ＰＥＧ偶联有机近

红外染料ＩＣＧＤｅｒ０１的探针。

２．５　犔犇犔犐犆犌犇犲狉０２探针的制备

按摩尔比１∶１．５∶１．５分别称取近红外荧光染料

ＩＣＧＤｅｒ０２，催化剂ＥＤＣ，ＮＨＳ，溶于无水ＤＭＳＯ，

涡旋混匀后室温避光搅拌反应４ｈ，得到ＩＣＧＤｅｒ

０２的活化液。将上述制备的活化液离心后吸取上

清液，边振摇边缓慢滴加到一定量的ＬＤＬ提取液

中，混匀后，４℃避光反应１２ｈ，得到ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ

０２探针的粗品。离心，吸取上清液，于ＰＢＳ中充分

透析３ｄ，所得样品溶液以０．２２μｍ微孔滤膜过滤

７３７２
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密闭避光４℃保存备用。

２．６　肿瘤和动物实验

２．６．１　肿瘤移植瘤动物模型的建立

将免 疫 缺 陷 裸 鼠 （ｎｕ／ｎｕ ＣＤ１ ｍａｌｅａｎｄ

ｆｅｍａｌｅ）于无特定病原体（ＳＰＦ）级动物房饲养１周。

于体积分数为５％的ＣＯ２，３７℃培养箱，用体积分数

为１０％的小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液大量培养

Ｂｅｌ７４０２，ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅＬａ细胞。取大约２×１０
６

Ｂｅｌ７４０２，ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅＬａ细胞分别接种于裸鼠体

内，当瘤块直径长到６ｍｍ时，用于成像实验。

２．６．２　叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针对正常裸鼠以

及荷肿瘤裸鼠模型的在位监测

将 叶 酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１ 探 针 溶 于 浓 度 为

１０ｎｍｏｌ／ｍＬ的生理盐水，分别取０．２ｍＬ溶液注射入

正常雄性裸鼠（狀＝４），荷肝癌Ｂｅｌ７４０２的裸鼠以及接

种了ＨｅｐＧ２和ＨｅＬａ的肿瘤裸鼠体内（狀＝４），将这些

裸鼠固定后置于近红外成像系统下进行成像监测。

２．６．３　ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针对正常小鼠以及荷肿

瘤裸鼠模型的在位监测

分别取０．２ｍＬＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针溶液经尾

静脉注入昆明小鼠体内（狀＝４），荷Ｂｅｌ７４０２移植瘤裸

鼠以及ＨｅｐＧ２／ＨｅＬａ移植瘤裸鼠体内（狀＝４），并将之

置于近红外荧光成像系统下，按不同时间点实时在位

监测ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２在荷瘤鼠体内的动态过程。

３　结果与讨论

３．１　叶酸，犔犇犔近红外荧光探针的合成

３．１．１　叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１的制备

叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针的结构如图３所

示，合成主要分为两步，分别为叶酸ＰＥＧ的合成和

叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１的合成，针对各种原料的官

能团，这两步合成方法最大的共同点是采用的羧基

和氨基成酰胺反应。在制备叶酸ＰＥＧ复合物时，

先用ＮＨＳ／ＤＣＣ将叶酸的γ羧基活化，然后再以酰

胺键与ＰＥＧ的氨基结合。由于叶酸含有α和γ位

两个羧基，它们都可能被催化剂活化。但是，α羧基

是受体识别的位点之一，故α羧基不能受到影响，而

只能利用γ羧基活化后与氨基反应。为此，控制催

化剂的比例，既能最大化地提高叶酸的γ羧基活化

效率，又要降低α羧基的活化。在反应过程中，使用

叶酸∶ＤＣＣ∶ＮＨＳ的摩尔比为１∶１．５∶１．５较为理想，

产生的α羧基产物较少。由于有机荧光染料具备的

可利用的官能团为羧基，不能直接与叶酸相连，因此

在合成中，选用双氨基ＰＥＧ作为桥梁。这是因为

ＰＥＧ水溶性好，生物相容性好，可延长探针在体内

的循环时间，进而增强叶酸复合物探针对肿瘤细胞

的靶向性。

图３ 叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１近红外荧光探针的结构图

Ｆｉｇ．３ ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｆｏｌａｔｅＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１ｐｒｏｂｅ

３．１．２　ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２的制备

近红外荧光染料ＩＣＧＤｅｒ０２为一种水溶性七

甲川花菁染料，其结构中有一羧基官能团，很适合用

作生物荧光标记。通过经典的ＥＤＣ／ＮＨＳ催化体

系可以有效地将其活化，与ＬＤＬ分子中ａｐｏＢ１００

上Ｌｙｓ残基共价偶联，从而制备成具有ＬＤＬＲ特异

性的水溶性近红外荧光探针ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２，图４

为该探针的结构示意图。这种共价标记的方式可能

会影响ＬＤＬ与ＬＤＬＲ的识别，因此在实验过程中，严

格控制了ＩＣＧＤｅｒ０２染料的用量，使ＬＤＬ的Ｌｙｓ修

饰率很低（远小于２０％）。但由于荧光检测具有低检

测限和高灵敏度等优点，所以共价标记有少量有机荧

光染料的探针仍能适用于体内诊断研究。

图４ ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２近红外荧光探针的结构示意图

Ｆｉｇ．４ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２ｐｒｏｂｅ

８３７２
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３．２　叶酸，犔犇犔近红外荧光探针的光谱分析

３．２．１　叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针的光谱测定

分别取一定量的有机近红外染料ＩＣＧＤｅｒ０１

和分离纯化后的叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针（含有

相同摩尔量的ＩＣＧＤｅｒ０１）溶于ｐＨ７．２的ＰＢＳ中，

紫外和荧光光谱如图５所示。由图５（ａ）可见，ＩＣＧ

Ｄｅｒ０１的紫外吸收峰在７８３ｎｍ，而叶酸ＰＥＧＩＣＧ

Ｄｅｒ０１探针在２８０，３６３和７８３ｎｍ均有吸收，说明

叶酸，ＰＥＧ 与ＩＣＧＤｅｒ０１共价结合为叶酸ＰＥＧ

ＩＣＧＤｅｒ０１复合物。图５（ｂ）为ＩＣＧＤｅｒ０１和叶

酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１的荧光光谱，激发光的波长为

７６５．９ｎｍ，ＩＣＧＤｅｒ０１的荧光峰为８０５ｎｍ，叶酸

ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针的荧光峰为８１９ｎｍ，与染料

单体相比荧光峰位红移了１４ｎｍ左右。并且在相

同的浓度下，叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针的荧光强

度要高于ＩＣＧＤｅｒ０１。这一结果说明，染料ＩＣＧ

Ｄｅｒ０１与 水溶 性的 叶酸ＰＥＧ 结 合后，使 其 在

ｐＨ７．２的ＰＢＳ中荧光强度大大提高，良好的荧光性

质更有利于探针的体内运用。

另取ＩＣＧＤｅｒ０１和叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探

针ＰＢＳ，用发射波长λ＝７６５．９ｎｍ的激光连续照射

溶液６０ｍｉｎ（光源工作功率为３０ｍＷ），并在不同照

射时间测试荧光光谱，考察它们在激光连续照射下

的光稳定性。结果如图５（ｃ）所示，在一定强度的激

光连续照射下，相同摩尔量的叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ

０１探针和有机染料ＩＣＧＤｅｒ０１的荧光都有一定程

度的降低，这也反应了有机荧光染料的光漂白现象。

ＩＣＧＤｅｒ０１的荧光基本上表现为连续的降低，而叶

酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针的荧光变化情况相对稳

定，说明ＩＣＧＤｅｒ０１结合到叶酸ＰＥＧ后，光稳定性

也有一定程度的提高。

图５ 叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１（ｆＰＩ０１）探针和ＩＣＧＤｅｒ０１的光谱特性。（ａ）紫外吸收光谱，（ｂ）荧光光谱，（ｃ）光稳定性比较

Ｆｉｇ．５ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｆｏｌａｔｅＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１（ｆＰＩ０１）ｐｒｏｂｅａｎｄＩＣＧＤｅｒ０１．（ａ）ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍ，

（ｂ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍ，（ｃ）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｈｏｔｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ

３．２．２　ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针的光谱测定

由图６（ａ）可知，ＩＣＧＤｅｒ０２单体的紫外吸收峰

为７８０ｎｍ，ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针吸收峰为２８０ｎｍ

和７９５ｎｍ，分别代表了探针中ＬＤＬ脂蛋白和近红

外荧光染料ＩＣＧＤｅｒ０２的紫外吸收，说明ＬＤＬ和

ＩＣＧＤｅｒ０２共价结合为ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２复合物。

但ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针较ＩＣＧＤｅｒ０２单体相比，

紫外吸收峰发生了１５ｎｍ的红移。由图６（ｂ）可知，

ＩＣＧＤｅｒ０２单体的最大荧光峰位于８００ｎｍ，而

ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针的最大荧光峰位于８１２ｎｍ，

其峰位较单体染料亦发生轻微红移，这可能与花菁

染料在该溶液体系下发生Ｊ带聚集有关
［２３］。在

图６ ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针和ＩＣＧＤｅｒ０２的光谱特性。（ａ）紫外吸收光谱，（ｂ）荧光光谱，（ｃ）光稳定性比较

Ｆｉｇ．６ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２ｐｒｏｂｅａｎｄＩＣＧＤｅｒ０２．（ａ）ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍ，

（ｂ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍ，（ｃ）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｈｏｔｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ

９３７２
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ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针及ＩＣＧＤｅｒ０２单体染料的光

稳定性考察实验［图６（ｃ），激发光源发射波长为

７６５．９ｎｍ，功率为３０ｍＷ］发现，ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２

探针的荧光稳定性同样要优于ＩＣＧＤｅｒ０２单体染

料，这说明ＬＤＬ对ＩＣＧＤｅｒ０２单体染料有一定的

增稳作用。

３．３　叶酸，犔犇犔近红外荧光探针对肿瘤的靶向

成像

３．３．１　叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针在正常裸鼠体

内的代谢情况及对荷瘤鼠的成像诊断

图７ 叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针在正常裸鼠体内代谢情

况（ａ），在荷 Ｂｅｌ７４０２裸鼠（ｂ）以及荷 ＨｅｐＧ２ 和

　　　　ＨｅＬａ肿瘤裸鼠（ｃ）的成像诊断

Ｆｉｇ．７ ＩｎｔｒａｃｏｒｐｏｒａｌｐｒｏｃｅｓｓｏｆｆｏｌａｔｅＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１

ｐｒｏｂｅ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ （ａ）， ＮＩＲ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆｎｕｄｅｍｏｕｓｅｂｅａｒｉｎｇＢｅｌ

７４０２（ｂ），ＨｅｐＧ２ ａｎｄ ＨｅＬａ （ｃ）ｔｕｍｏｒａｆｔｅｒ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｆｏｌａｔｅＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１ｐｒｏｂｅ

为了考察叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针对荷瘤鼠

的成像诊断，首先考察其在正常裸鼠体内代谢成像

情况，结果如图７（ａ）所示（在近红外成像实验中，激

发光源的发射波长为７６５．９ｎｍ，功率为３５ｍＷ，

ＣＣＤ相机曝光时间均为１ｓ）。将探针静脉注射进

入裸鼠体内后，荧光信号首先在肝脏部位浓聚，随后

膀胱开始出现荧光信号，裸鼠的尿液中也观察到荧

光信号。在监测中，发现叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探

针在体内存在的时间较长，尤其是能长时间在肝脏

中观测到荧光信号。但裸鼠能够正常生活，并未发

现严重副作用及相应的死亡现象，也说明叶酸

ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针对裸鼠并无明显毒性。

由图７（ｂ）可知，将叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针

通过尾静脉注射进入荷肝癌Ｂｅｌ７４０２裸鼠后，荧光

信号在裸鼠全身短暂分布后浓聚到肝脏。随着时间

的增长，膀胱开始出现荧光信号，说明一部分探针开

始通过尿液排泄。在静脉注射探针后２ｈ，肿瘤部

位开始观察到明显的荧光信号。从２ｈ开始到监测

的４８ｈ内，都能清晰地观察到肿瘤部位的荧光信

号，并且组织对比度逐渐增强。

另外，将人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞接种于裸鼠的右侧

前肢腋部皮下，人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞同时接种于裸

鼠右侧下腹部，构建复合荷瘤鼠模型。由图７（ｃ）可

知，将叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针注射进复合荷瘤

裸鼠后，４ｈ时可以很清晰地观察到肿瘤组织，定位

准确，成像清晰，一直到４８ｈ时仍然能够在肿瘤部

位观察到明显的荧光信号。这说明合成的叶酸

ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针对肿瘤的亲和力良好，并且能

较长时间存在于肿瘤组织中。这些成像实验都显

示，叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１可作为荧光探针对肿瘤

组织进行成像，并且成像清晰，定位准确，分辨率较

高。同时，这一研究结果也为肿瘤治疗药物的设计

提供了一种新思路，即叶酸靶向前药，它们在肿瘤组

织中较长时间的累积和存在，应该能对肿瘤细胞长

时间的杀伤和抑制。

３．３．２　ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针在正常小鼠体内的代

谢情况及对荷瘤鼠的成像诊断

除了合成叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针，还合成

了ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针。因此，在本研究中，进一

步考察了ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针在正常小鼠体内的

代谢情况以及对荷瘤鼠体内肿瘤的靶向成像，结果

示于图８（近红外成像实验的具体参数同图７）。如

图８（ａ）所示，ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针经静脉注入至

小鼠体内，开始慢慢浓集于肝部位，并逐渐在膀胱部

位有明显荧光信号（５ｍｉｎ～１２ｈ）。至３６ｈ时，仅肝

脏部位剩余有微弱的信号。这说明ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ

０２探针在体内不停地循环代谢，并主要通过膀胱代

谢排出体外。

图８（ｂ）为ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针在荷Ｂｅｌ７４０２

移植瘤裸鼠体内动态过程的实时在位监测图。

ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针经静脉注入到裸鼠体内后，

５ｍｉｎ时在肿瘤下侧的小瘤块及肝脏部位有较明显

的荧光信号，并且信号同样可以持续较长时间

（５ｍｉｎ～１２ｈ）。３６ｈ后，ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针能

基本从体内清除。在整个动物实验过程中，荧光信

号主要集中在肿瘤的小瘤块部分，而在大瘤块部分

并没有看到明显荧光信号，预示着ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２

探针可能会对新生肿瘤有更好的诊断效果。

图８（ｃ）为ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针在荷 ＨｅｐＧ２／

０４７２
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ＨｅＬａ移植瘤裸鼠体内的动态过程实时在位监测

图。ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针经静脉注入到裸鼠体内，

５ｍｉｎ时ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针明显全身分布，且在

两个肿瘤部位有部分微弱信号，随时间的推移，荧光

信号主要集中在两个肿瘤部位，肝脏及膀胱部位，并

且在两个肿瘤部位强的荧光信号一直可持续数小时

（５ｍｉｎ～１２ｈ）。随着时间的进一步推移，ＬＤＬ

ＩＣＧＤｅｒ０２探针在裸鼠体内将不断被清除，３６ｈ时

全身几乎无明显荧光信号，同样说明ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ

０２探针可以完全代谢出体外。这些实验结果显示

ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针可以靶向到过渡表达ＬＤＬ受

体的肿瘤。

图８ ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２探针在正常小鼠体内代谢情况

（ａ），在荷Ｂｅｌ７４０２裸鼠（ｂ）以及荷 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅＬａ

　　　　肿瘤裸鼠（ｃ）的成像诊断

Ｆｉｇ．８ ＩｎｔｒａｃｏｒｐｏｒａｌｐｒｏｃｅｓｓｏｆＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２ｐｒｏｂｅｉｎ

ｎｏｒｍａｌｎｕｄｅｍｏｕｓｅ（ａ），ＮＩＲｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓ

ｏｆｎｕｄｅｍｏｕｓｅｂｅａｒｉｎｇＢｅｌ７４０２（ｂ），ＨｅｐＧ２ａｎｄ

ＨｅＬａ（ｃ）ｔｕｍｏｒａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＬＤＬＩＣＧ

　　　　　　Ｄｅｒ０２ｐｒｏｂｅ

基于上述实验结果，成功制备了两种光学性能

优越且具有肿瘤靶向显像功能的近红外有机荧光探

针，即叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１ 和 ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２

探针复合物。叶酸和ＬＤＬ是生物体的内源物质，它

们分别以肿瘤表面高度表达的叶酸受体以及ＬＤＬ

受体为靶点，所以本研究中制备得到的这两种近红

外荧光探针都有较好的生物相容性。比较这两种近

红外荧光探针，叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１探针复合物

对肿瘤组织的靶向显像能力要优于ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ

０２探针，并能对早期肿瘤进行显像诊断。但与小分

子叶酸相比，ＬＤＬ是纳米粒子，尺寸大，并有疏水性

的内核。因此，ＬＤＬ不仅可以作为靶向配体，而且

还可同时作为药物载体进行使用。

４　结　　论

成功制备了叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１ 与 ＬＤＬ

ＩＣＧＤｅｒ０２两种近红外荧光靶向探针。光谱分析

结果表明两种探针在ＰＢＳ溶液中的荧光强度要高

于近红外染料ＩＣＧＤｅｒ０１和ＩＣＧＤｅｒ０２，且光稳

定性也得到显著提高，这更加有利于探针的体内运

用。对于叶酸以及ＬＤＬＲ过量表达的相关恶性肿

瘤，诸如 ＨｅＬａ，ＨｅｐＧ２，Ｂｅｌ７４０２移植瘤裸鼠等的

体内实验结果表明，叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１与ＬＤＬ

ＩＣＧＤｅｒ０２荧光探针都能有效地靶向到相关肿瘤

部位，定位准确，成像清晰，且最终能代谢出体外。

这说明叶酸ＰＥＧＩＣＧＤｅｒ０１与 ＬＤＬＩＣＧＤｅｒ０２

是两种潜在的可用于肿瘤实时在位无损监测的靶向

性近红外荧光探针，且对于肿瘤的早期诊断也具有

十分重要的意义。
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ＣＤ５９表达与活化信号转导［Ｊ］．中国激光，２００９，３６（１０）：
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