
第  50 卷  第  3 期/2023 年  2 月/中国激光

0307112-1

特邀论文

基于FLIM-FRET技术揭示OVCAR-3细胞膜和
BSA-DOX纳米颗粒的相互作用
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摘要  荧光寿命显微成像（FLIM）常用来检测活细胞内荧光基团的寿命信息，以实现微观定量分析。荧光共振能

量转移（FRET）可用来表征能量从供体荧光分子到受体荧光分子的传递过程。将 FLIM 技术与 FRET 结合（FLIM-

FRET），可以监测活细胞中蛋白质的相互作用、亚细胞器的动态过程等。构建了以细胞膜上转染的绿色荧光蛋白

（sfGFP）为供体、以阿霉素（DOX）为受体的 FRET 纳米体系，利用双光子激发荧光寿命显微成像（TP-FLIM）系统，

通过监测 FRET 纳米体系中供体荧光寿命的变化，研究了药物 DOX 在细胞中的递送机制和运输效率。此外，进一

步采用四种内吞途径抑制剂，对纳米药物的内吞途径进行了评估。结果证明，牛血清白蛋白（BSA）包裹的 DOX
（BSA-DOX）纳米颗粒通过网格蛋白介导的内吞作用进入细胞。揭示了 BSA-DOX 纳米颗粒通过网格蛋白介导的

内吞作用进入细胞的动态过程。研究表明，FLIM-FRET 技术结合定量分析方法可用于区分小分子药物和纳米颗

粒与细胞作用的异同。
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1　引   言

在正常的肿瘤治疗过程中，在不会对正常细胞产

生毒副作用的前提下，药物通过血管到达肿瘤部位，在

识别膜上受体、离子通道、酶等作用靶点后，靶向到肿

瘤细胞的细胞膜，以特定的方式进入肿瘤细胞并释

放［1］。由于细胞膜上有众多膜蛋白和受体可以作为药

物载体设计中的靶点，因此针对药物与细胞膜相互作

用的研究就尤为重要。传统方法采用免疫印迹［2］和流

式细胞仪［3］等生化手段，辅以荧光共染成像［4-5］，实现药

物与细胞膜相互作用过程的研究与分析。然而，基于

强度的荧光成像仍有局限性，既无法区分小分子药物

与纳米药物，也不能对活细胞的内吞过程进行实时

监测。

荧光寿命显微成像（FLIM）是一种利用时域法或

频域法测量荧光寿命的技术。荧光寿命是荧光分子的

一种固有属性，［6］它不受浓度效应、光谱串扰以及光漂

白的影响，被广泛用于生物体微环境的研究［7-9］。荧光

共振能量转移（FRET）是当供体的发射光谱与受体的

激发光谱重叠且两个荧光分子的距离小于 10 nm 时发

生的非辐射能量转移过程［10-13］。FRET 具有纳米级的

空间分辨率，常被用于收集活细胞中蛋白质分子之间

的时空分布信息。FRET 的测量方式也在不断发展，

如传统基于强度的敏化发射、受体光漂白［14-15］、光谱

成像方法［16-17］，以及荧光寿命显微成像［18-19］和偏振各

向异性成像［20-22］。传统的方法具有破坏性，难以量

化，且受限于染料浓度。偏振各向异性测量虽然在检

测 FRET 时具有极高的灵敏度，但由于受到光学系统

中偏振伪影的影响，难以给出 FRET 的定量信息。利

用 荧 光 寿 命 显 微 成 像 对 FRET 效 应 进 行 监 测 的

FLIM-FRET 技术具有非侵入性、高灵敏度和定量监

测的显著优势，被用于研究细胞内分子相互作用、细

胞 通 信 途 径 以 及 病 理 和 药 物 开 发［23-24］。 近 年 来 ，

FLIM-FRET 技术被广泛用于研究新型纳米药物的

药代动力学，如研究纳米药物的靶点［25］、稳定性［26-27］、

细胞内转运［28］、给药剂量［29］和体内代谢［30］等。除了

纳米药物的安全性外，人们特别关注药物与细胞和组

织的作用、细胞内转运机制及药物的释放和消除。

Barroso 团队在 2020 年报道了使用近红外（NIR）显微

镜荧光寿命共振能量转移（FLI-FRET）量化人表皮

生长因子受体 2（HER2）与曲妥珠单抗（TZM）结合的

方法，证实了 TZM-HER2 复合物在乳腺癌细胞中的
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结合和内化［25］。Hunziker 小组设计了一种负载染料

的纳米胶束 IR-780-PDMS 以构成 FRET 体系，证明

了胶束在细胞内被溶酶体分解，供体寿命变化是

FRET 效应引起的，与溶酶体内 pH 值变化无关［26］。

Sahai 小组利用活体荧光内窥镜，通过 FRET 量化药

物靶标结合的方法，揭示了不同肿瘤结节之间药物靶

向参与的异质性［31］。卵巢癌是一种致死率较高的妇

科疾病。在临床治疗中，患者对铂类药剂的耐药性是

肿瘤复发的一个主要诱因。据文献报道，使用脂质体

阿霉素等药物治疗的患者存活率更高、预后情况更

好［32］。阿霉素（DOX）是一种常见的抗肿瘤药物，作

用于拓扑异构酶以抑制 DNA 的合成，［33］其自身带有

荧光，不需要额外的标记即可用于荧光成像，常用于

药物作用机理研究。

本文首先合成了牛血清白蛋白（BSA）包裹的

DOX 纳米粒子（BSA-DOX），白蛋白纳米粒子在生物

体内有较好的生物相容性和天然的被动靶向性，并且

作为药物载体可以缓释和降低毒副作用［34］。DOX 属

于两亲性分子，不会被完全包埋于纳米粒子内部，纳米

粒子表面也会附有 DOX。实验中在细胞膜上转染超

折叠绿色荧光蛋白（sfGFP）作为供体，与作为受体的

BSA-DOX 纳米粒子构成 FRET 纳米体系（图 1）。在

细胞通过内吞作用摄取纳米药物的过程中，细胞膜与

纳米药物之间的距离满足 FRET 发生的条件，在该过

程中供体的荧光寿命会缩短；而当内吞囊泡在胞内将

药物释放后，细胞膜与纳米药物距离发生变化，FRET
效应减弱或消失。本文利用双光子激发荧光寿命显微

成像系统（TP-FLIM）对该过程中的 FRET 效应进行

监测，对通过内吞作用进入细胞的纳米粒子和小分子

药物的扩散运动进行了区分，实现了对细胞内吞过程

的实时监测，并用此方法验证了细胞在饥饿条件下会

上调内吞运动。

2　材料与方法

2. 1　试剂和仪器

实验过程中使用的试剂如下：牛血清白蛋白、氯丙

嗪、甲基 -β-环糊精、染料木黄酮、渥曼青霉素、胎牛血

清、DMEM 培养基、磷酸盐缓冲液、胰蛋白酶溶液

（EDTA）、青霉素 -链霉素、盐酸多柔比星、pH 9. 18 校

正缓冲液、丙酮、Lck10-sfGFP 基因表达载体。使用的

仪器如下：细胞增殖/毒性检测试剂盒、分光光度计、电

位及粒度分析仪、飞秒脉冲激光、流式细胞仪、光谱仪、

镜载活细胞培养系统。

2. 2　BSA-DOX纳米颗粒的制备

在 0. 5 mL 牛血清白蛋白（质量分数为 20%）水溶

液中加入 8 mL 的 DOX（质量浓度为 1 mg·mL-1）水溶

液。在磁力搅拌下，缓慢滴加 1. 5 mL 的 pH 为 9. 18 的

缓冲液将混合液体系调节为弱碱性。然后以 1 mL·min-1

匀速滴入 40 mL 丙酮，继而缓慢匀速滴加 0. 06 mL 的

25%（质量分数）戊二醛溶液。在 600 r/min 磁力搅拌

图 1　在内吞过程中，BSA-DOX 纳米颗粒与细胞膜上标记的 sfGFP 的 FRET 反应

Fig.  1　FRET reaction of BSA-DOX nanoparticles (acceptor) with sfGFP fluorescent protein (donor) labeled on cell membranes during 
endocytosis

下，混合液固化 12 h 以上。在低压条件下，去除丙酮。

利用针式过滤装置（0. 45 μm）去除大颗粒纳米粒子。

对混合液进行离心处理（11000 r·min-1，30 min），丢

弃上清液，并用蒸馏水洗涤两次，以去除自由分子和

小尺寸的纳米颗粒。最终，将固体分散在蒸馏水中

备用。

2. 3　细胞培养

人卵巢癌细胞 OVCAR-3，在含有 10%（体积分

数）胎牛血清（FBS）和 1%（体积分数）抗生素抗真菌

溶液的 DMEM 培养基中培养，并在恒温恒湿含有 5%
（体积分数）二氧化碳的加湿培养箱中储存。

2. 4　质粒转染

细胞以 1×105 cell/well的密度被播种在玻璃底的

培 养 皿 中 ，将 4 μL Lipofectamine 3000 试 剂 与 3 μL 
Lck10-sfGFP DNA 分别稀释在两份 100 μL MEM 培

养基中。然后将 6 μL P3000 试剂加入到 DNA 稀释液

中混合均匀，两个稀释液按体积比 1∶1 混合，在室温下

孵育 25 min。加入到含有完全培养基的细胞中孵育

13 h，用磷酸盐缓冲液（PBS）轻轻地洗 3 次以去除多余

的质粒。

2. 5　细胞毒性实验

将细胞接种在 96 孔板上培养 24 h，分别用相同浓

度的 DOX 溶液和 BSA-DOX 纳米颗粒在培养箱中孵

育 24 h 和 48 h。用细胞计数试剂盒对培养细胞的细胞

活力进行定量测量，用微型平板阅读器测量 450 nm 处

的吸光度，以计算细胞活力。

2. 6　流式细胞实验

将细胞接种在 6 孔板上培养 24 h，分别用完全

培养基 DMEM 和 Earle 平衡盐溶液（EBSS）处理细

胞 4 h，然后加入 BSA-DOX 孵育细胞 4、8、14、20 h
后，制成细胞悬液，用流式细胞仪测量细胞胞内荧

光强度。

2. 7　成像分析

将细胞接种在玻璃底培养皿上，进行质粒转染

后，加入药物孵育不同的时间，成像前用 PBS 洗 3 次

以去除未被吸收的药物。利用双光子荧光寿命显微

成像系统进行成像，采用飞秒激光作为激发光源，其

脉冲宽度为 100 fs，重复频率为 80 MHz。在 820 nm
处激发样品，在 500~550 nm 和 570~620 nm 通道分

别收集 sfGFP 和 DOX 的双光子荧光信号。在 960 nm
处激发样品，通过高速时间分辨光电倍增管转换为

电子信号，与时间相关单光子计数（TCSPC）模块同

步连接以实现荧光寿命信号的采集。扫描模块使用

共振扫描模式完成高速扫描。细胞实验中使用 60 倍

油浸物镜进行成像，获得 1024 pixel×1024 pixel 的双

光 子 荧 光 图 像 和 512 pixel×512 pixel 的 荧 光 寿 命

图像。

2. 8　数据处理

使用 SPC Image 软件分析荧光寿命衰减数据并拟

合寿命衰减曲线；使用 GraphPad Prism 7. 0 软件分析

数据。

3　结果和讨论

3. 1　FRET纳米体系的构建

FRET 过程是一个能量转移的过程，当受体荧

光团和供体荧光团距离小于 10 nm 时，处于激发态

的供体荧光分子将能量以非辐射形式传递给受体

分 子 ，两 者 距 离 的 负 6 次 幂 决 定 了 FRET 效 率 的

高低：

E = 1/ [ 1 +( r/R 0 )6 ]， （1）
式中：E 为 FRET 效率；r 为供体和受体之间的距离；R 0

为福氏半径。

荧光寿命指荧光分子被激发跃迁至激发态后，在

激发态所停留的时间。荧光寿命 τ 可以表示为荧光强

度 I ( t )从初始强度 I0 衰减到 I0 /e 的时间，双指数的荧

光强度衰减可以描述为

I ( t )= I0 ( α1 e- t/τ1 + α2 e- t/τ2 )， （2）
式中：τ1、τ2 代表两个组分的荧光寿命；α1、α2 代表寿命

组分占比。因此平均荧光寿命（τm）可以表示为

τm = ( α1 τ1 + α2 τ2 ) / ( α1 + α2 )。 （3）
根据已有文献报道，荧光能量可以在绿色荧光

蛋 白（GFP）和 DOX 的 自 发 荧 光 之 间 发 生 共 振 转

移［35］。由此我们构建了以 sfGFP 为供体、以 BSA-

DOX 纳米颗粒为受体的 FRET 体系，其中 sfGFP 的

发射光谱与 DOX 的吸收光谱相重叠，在供受体之间

的距离小于 10 nm 的情况下可以产生 FRET 效应。

在 细 胞 摄 取 BSA-DOX 纳 米 颗 粒 发 生 FRET 过 程

中 ，被 激 发 的 供 体 sfGFP 将 荧 光 能 量 转 移 到 受 体

BSA-DOX 上，可观察到供体荧光强度的降低和受

体荧光强度的增强以及供体荧光寿命的衰减。因

此，本文通过观察 sfGFP 的寿命变化来监测纳米粒

子 -细胞膜相互作用的微观过程。游离的 DOX 通过

扩散运动进入细胞的过程很快，与细胞膜上的蛋白

接触时间很短，并且大部分穿过磷脂双分子层进入

细胞，难以用 FRET 效应观察其微观生理过程。因

此，本文用牛血清白蛋白将 DOX 包裹成可以被内吞

进入细胞的纳米粒子，最终得到粒径在 100 nm 以下

BSA-DOX 纳米颗粒。细胞通过内吞作用摄取纳米

颗粒的过程时间较长，有利于微观生理过程的深入

研究。

3. 2　BSA-DOX纳米颗粒的合成与表征

羧基和氨基是细胞膜的重要组成部分。纳米颗粒

表面的羧基和氨基有助于纳米颗粒与细胞膜作用在一

起，拉近 sfGFP 与 BSA-DOX 纳米颗粒之间的距离，促

进它们之间的 FRET 过程。本文采用去溶剂化法制备

了 BSA-DOX 纳米颗粒。在此方法中，丙酮是牛血清

白蛋白的抗溶剂，随着丙酮浓度的增加，牛血清白蛋白

的溶解度降低，最终形成纳米颗粒。然后加入交联剂



0307112-3

特邀论文 第  50 卷  第  3 期/2023 年  2 月/中国激光

下，混合液固化 12 h 以上。在低压条件下，去除丙酮。

利用针式过滤装置（0. 45 μm）去除大颗粒纳米粒子。

对混合液进行离心处理（11000 r·min-1，30 min），丢

弃上清液，并用蒸馏水洗涤两次，以去除自由分子和

小尺寸的纳米颗粒。最终，将固体分散在蒸馏水中

备用。

2. 3　细胞培养

人卵巢癌细胞 OVCAR-3，在含有 10%（体积分

数）胎牛血清（FBS）和 1%（体积分数）抗生素抗真菌

溶液的 DMEM 培养基中培养，并在恒温恒湿含有 5%
（体积分数）二氧化碳的加湿培养箱中储存。

2. 4　质粒转染

细胞以 1×105 cell/well的密度被播种在玻璃底的

培 养 皿 中 ，将 4 μL Lipofectamine 3000 试 剂 与 3 μL 
Lck10-sfGFP DNA 分别稀释在两份 100 μL MEM 培

养基中。然后将 6 μL P3000 试剂加入到 DNA 稀释液

中混合均匀，两个稀释液按体积比 1∶1 混合，在室温下

孵育 25 min。加入到含有完全培养基的细胞中孵育

13 h，用磷酸盐缓冲液（PBS）轻轻地洗 3 次以去除多余

的质粒。

2. 5　细胞毒性实验

将细胞接种在 96 孔板上培养 24 h，分别用相同浓

度的 DOX 溶液和 BSA-DOX 纳米颗粒在培养箱中孵

育 24 h 和 48 h。用细胞计数试剂盒对培养细胞的细胞

活力进行定量测量，用微型平板阅读器测量 450 nm 处

的吸光度，以计算细胞活力。

2. 6　流式细胞实验

将细胞接种在 6 孔板上培养 24 h，分别用完全

培养基 DMEM 和 Earle 平衡盐溶液（EBSS）处理细

胞 4 h，然后加入 BSA-DOX 孵育细胞 4、8、14、20 h
后，制成细胞悬液，用流式细胞仪测量细胞胞内荧

光强度。

2. 7　成像分析

将细胞接种在玻璃底培养皿上，进行质粒转染

后，加入药物孵育不同的时间，成像前用 PBS 洗 3 次

以去除未被吸收的药物。利用双光子荧光寿命显微

成像系统进行成像，采用飞秒激光作为激发光源，其

脉冲宽度为 100 fs，重复频率为 80 MHz。在 820 nm
处激发样品，在 500~550 nm 和 570~620 nm 通道分

别收集 sfGFP 和 DOX 的双光子荧光信号。在 960 nm
处激发样品，通过高速时间分辨光电倍增管转换为

电子信号，与时间相关单光子计数（TCSPC）模块同

步连接以实现荧光寿命信号的采集。扫描模块使用

共振扫描模式完成高速扫描。细胞实验中使用 60 倍

油浸物镜进行成像，获得 1024 pixel×1024 pixel 的双

光 子 荧 光 图 像 和 512 pixel×512 pixel 的 荧 光 寿 命

图像。

2. 8　数据处理

使用 SPC Image 软件分析荧光寿命衰减数据并拟

合寿命衰减曲线；使用 GraphPad Prism 7. 0 软件分析

数据。

3　结果和讨论

3. 1　FRET纳米体系的构建

FRET 过程是一个能量转移的过程，当受体荧

光团和供体荧光团距离小于 10 nm 时，处于激发态

的供体荧光分子将能量以非辐射形式传递给受体

分 子 ，两 者 距 离 的 负 6 次 幂 决 定 了 FRET 效 率 的

高低：

E = 1/ [ 1 +( r/R 0 )6 ]， （1）
式中：E 为 FRET 效率；r 为供体和受体之间的距离；R 0

为福氏半径。

荧光寿命指荧光分子被激发跃迁至激发态后，在

激发态所停留的时间。荧光寿命 τ 可以表示为荧光强

度 I ( t )从初始强度 I0 衰减到 I0 /e 的时间，双指数的荧

光强度衰减可以描述为

I ( t )= I0 ( α1 e- t/τ1 + α2 e- t/τ2 )， （2）
式中：τ1、τ2 代表两个组分的荧光寿命；α1、α2 代表寿命

组分占比。因此平均荧光寿命（τm）可以表示为

τm = ( α1 τ1 + α2 τ2 ) / ( α1 + α2 )。 （3）
根据已有文献报道，荧光能量可以在绿色荧光

蛋 白（GFP）和 DOX 的 自 发 荧 光 之 间 发 生 共 振 转

移［35］。由此我们构建了以 sfGFP 为供体、以 BSA-

DOX 纳米颗粒为受体的 FRET 体系，其中 sfGFP 的

发射光谱与 DOX 的吸收光谱相重叠，在供受体之间

的距离小于 10 nm 的情况下可以产生 FRET 效应。

在 细 胞 摄 取 BSA-DOX 纳 米 颗 粒 发 生 FRET 过 程

中 ，被 激 发 的 供 体 sfGFP 将 荧 光 能 量 转 移 到 受 体

BSA-DOX 上，可观察到供体荧光强度的降低和受

体荧光强度的增强以及供体荧光寿命的衰减。因

此，本文通过观察 sfGFP 的寿命变化来监测纳米粒

子 -细胞膜相互作用的微观过程。游离的 DOX 通过

扩散运动进入细胞的过程很快，与细胞膜上的蛋白

接触时间很短，并且大部分穿过磷脂双分子层进入

细胞，难以用 FRET 效应观察其微观生理过程。因

此，本文用牛血清白蛋白将 DOX 包裹成可以被内吞

进入细胞的纳米粒子，最终得到粒径在 100 nm 以下

BSA-DOX 纳米颗粒。细胞通过内吞作用摄取纳米

颗粒的过程时间较长，有利于微观生理过程的深入

研究。

3. 2　BSA-DOX纳米颗粒的合成与表征

羧基和氨基是细胞膜的重要组成部分。纳米颗粒

表面的羧基和氨基有助于纳米颗粒与细胞膜作用在一

起，拉近 sfGFP 与 BSA-DOX 纳米颗粒之间的距离，促

进它们之间的 FRET 过程。本文采用去溶剂化法制备

了 BSA-DOX 纳米颗粒。在此方法中，丙酮是牛血清

白蛋白的抗溶剂，随着丙酮浓度的增加，牛血清白蛋白

的溶解度降低，最终形成纳米颗粒。然后加入交联剂
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（戊二醛），使纳米粒子表面的牛血清白蛋白之间发生

交联反应，从而增加 DOX 在纳米粒子结构中的稳定

性。根据 DOX 在 DMSO 溶液中的浓度依赖性标准曲

线 ，合 成 所 得 BSA-DOX 纳 米 颗 粒 的 原 液 浓 度 为

555 μmol·L-1［图 2（a）］。BSA-DOX 纳米颗粒的吸收

光谱和荧光发射光谱与游离 DOX 几乎相同［图 2（b）］。

根据 TEM 测试结果［图 2（c）］，可以看出 BSA-DOX 纳

米颗粒表现为球形状态，平均尺寸为 55 nm，动态光散

射（DLS）分析实验测得水合粒径结果比 55 nm 略大，

且均一性较好［图 2（c）］。从细胞毒性实验可以看出，

BSA-DOX纳米颗粒的细胞毒性略低于 DOX溶液，48 h
细胞存活率明显低于 24 h［图 2（d）］。

3. 3　OVCAR-3细胞摄取 BSA-DOX纳米颗粒的途径

为了确定 BSA-DOX 纳米颗粒被运输到细胞中

的途径，本文采用 OVCAR-3 人卵巢癌细胞系，加入 4
种不同的内吞抑制剂处理细胞：氯丙嗪，作为网状蛋

白介导的内吞抑制剂；渥曼青霉素，一种肌动蛋白依

赖的内吞抑制剂；甲基 -β-环糊精（MβCD），用于破坏

脂筏介导的内吞途径；染料木黄酮，一种小窝介导的

内吞抑制剂［4，36］。将细胞与四种内吞抑制剂在无血

清培养基中各培养 1 h，然后加入 BSA-DOX 纳米颗

粒 孵 育 3 h，使 用 共 聚 焦 成 像 系 统 对 细 胞 内 BSA-

DOX 的荧光强度进行成像。将细胞消化后反复离

心、重悬以去除未被内吞的 BSA-DOX 纳米粒子，然

后进行流式细胞实验，结果如图 3 所示。从共聚焦荧

光图可以看出，氯丙嗪作用后的细胞内荧光强度较

对照组稍低，甲基 -β -环糊精和渥曼青霉素作用后的

细胞内荧光强度比对照组稍高，染料木黄酮作用后

的细胞内荧光强度与对照组持平。利用流式细胞仪

检测了细胞内的相对荧光强度，我们将 P2 门设置为

荧光强度为 104~104. 3，氯丙嗪作用后的细胞落在 P2
的 数 量 最 多（88. 11%），随 后 是 甲 基 - β - 环 糊 精

图 2　BSA-DOX 纳米颗粒的特性。（a） DOX 溶液的标准浓度曲线；（b） DOX 溶液（曲线 1、3）和 BSA-DOX 纳米颗粒（曲线 2、4）的吸

收光谱和发射光谱；（c） BSA-DOX 纳米颗粒的水合粒径和透射电子显微镜（TEM）图；（d） CCK-8 细胞毒性实验结果

Fig.  2　Characteristics of BSA-DOX nanoparticles.  (a) Standard concentration curves of DOX solutions; (b) absorption and emission 
spectra of DOX solutions (lines 1 and 3) and BSA-DOX nanoparticles (lines 2 and 4); (c) hydrodynamic particle size and TEM 

image of BSA-DOX nanoparticles; (d) CCK-8 cytotoxicity assay result

（81. 98%）、染 料 木 黄 酮（74. 29%）和 渥 曼 青 霉 素

（74. 29%），且这三组在 P2 门以外的细胞分布在荧光

强度更高的区间。因此，氯丙嗪的相对荧光强度最

低，氯丙嗪阻碍了细胞对纳米颗粒的摄取，网状蛋白

介导的内吞途径是 BSA-DOX 纳米颗粒的主要内吞

途径。

3. 4　利用 TP-FLIM 监测卵巢癌细胞内吞 BSA-DOX
纳米药物过程

本文利用共聚焦显微镜对小分子 DOX 和 BSA-

DOX 纳米粒子的细胞摄入进行荧光成像。细胞被接

种在玻璃底的培养皿中，在细胞培养皿中加入 DOX
溶液后，游离的 DOX 通过浓度差产生的渗透作用进

入细胞，因此其与细胞膜的接触在给药 1 h 以内最为

频繁；而在细胞培养皿中加入 BSA-DOX 纳米颗粒的

8 h 后可以观察到内吞囊泡，20 h 有更多的内吞小泡

和已经释放的药物。该实验初步获得了细胞内吞的

一个时间范围，然而不能从荧光强度成像中得到定量

信息。

进一步地，利用 TP-FLIM 系统进行 FRET 成像，

通过荧光寿命信息实现药物进入细胞的内吞过程的定

量检测。具体地，系统激发光源为 820 nm 时，分别采

用 500~550 nm 和 570~620 nm 的带通滤光片收集

sfGFP 和 DOX 的荧光信号；系统激发光源为 960 nm
时，使用 475~495 nm 的滤光片采集荧光寿命信号，能

够有效滤除 DOX 的荧光信号（附录图 A1）。实验中首

先用 Lck10-sfGFP 质粒（激发波长为 489 nm，发射波

长为 510 nm）转染细胞膜，Lck10 是 Lck 蛋白的前 10 个

氨基酸［37］。被成功转染的细胞的膜结构被标记上

sfGFP 荧光，测量得到其平均荧光寿命为 2266 ps。然

后，在细胞培养皿中加入 DOX 溶液（20 μmol·L-1）孵

育细胞 1 h，用 BSA-DOX（20 μmol·L-1）孵育细胞 8 h、
20 h，未被吸收的药物用 PBS 清洗 3 次后加入细胞外

液进行成像，以防在图像采集过程中细胞继续摄取药

物影响实验结果。我们进行了 5 组独立实验，采集了

60 张荧光寿命图像进行统计分析。

由 FRET 的基本原理可知，在未发生 FRET 的情

况下，单独供体的寿命应该呈现单一的指数衰减；在发

生 FRET 的情况下，部分供体的附近没有受体，因此具

有长寿命，而发生 FRET 的供体具有短寿命 τ2，此时会

呈现双指数衰减。此时在只有供体荧光寿命信号的情

况下，FRET 效率可以表示为

E int = 1 - τ1

τ2
。 （4）

在 进 行 数 据 分 析 时 ，使 用 了 双 指 数 拟 合 ，在

SPC Image 软件中将长寿命分量固定为所测对照组

（转染 sfGFP 的细胞）的平均寿命 2266 ps，即未发生

FRET 时 sfGFP 的寿命。经过软件拟合发现，与对

照组相比，在加入 BSA-DOX 纳米粒子的细胞寿命

分布图［图 4（c）、（f）］中，存在一部分短 τm、高振幅

比 α1 /α2 以 及 τm 和 α1 /α2 之 间 有 线 性 相 关 的 像 素 。

选取这些区域进行分析发现，其寿命衰减曲线呈现

出明显的双组分衰减特征［图 4（g）、（h）］，这些区

域 的 荧 光 图 表 明 BSA-DOX 与 细 胞 膜 荧 光 共 定 位

［图 4（d）、（e）］，而其他区域表现为单指数衰减，没

有 与 BSA-DOX 共 定 位［图 4（i）、（j）］。 验 证 了 该

FRET 体系的可行性，并且可以利用 TP-FLIM 进行

成像分析。

图 3　在 4 种内吞作用抑制剂存在的情况下细胞对 BSA-DOX 纳米颗粒吸收的荧光图像和流式细胞仪结果

Fig.  3　Fluorescence images and flow cytometry results of cellular uptake of BSA-DOX nanoparticles in presence of four endocytosis 
inhibitors
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（81. 98%）、染 料 木 黄 酮（74. 29%）和 渥 曼 青 霉 素

（74. 29%），且这三组在 P2 门以外的细胞分布在荧光

强度更高的区间。因此，氯丙嗪的相对荧光强度最

低，氯丙嗪阻碍了细胞对纳米颗粒的摄取，网状蛋白

介导的内吞途径是 BSA-DOX 纳米颗粒的主要内吞

途径。

3. 4　利用 TP-FLIM 监测卵巢癌细胞内吞 BSA-DOX
纳米药物过程

本文利用共聚焦显微镜对小分子 DOX 和 BSA-

DOX 纳米粒子的细胞摄入进行荧光成像。细胞被接

种在玻璃底的培养皿中，在细胞培养皿中加入 DOX
溶液后，游离的 DOX 通过浓度差产生的渗透作用进

入细胞，因此其与细胞膜的接触在给药 1 h 以内最为

频繁；而在细胞培养皿中加入 BSA-DOX 纳米颗粒的

8 h 后可以观察到内吞囊泡，20 h 有更多的内吞小泡

和已经释放的药物。该实验初步获得了细胞内吞的

一个时间范围，然而不能从荧光强度成像中得到定量

信息。

进一步地，利用 TP-FLIM 系统进行 FRET 成像，

通过荧光寿命信息实现药物进入细胞的内吞过程的定

量检测。具体地，系统激发光源为 820 nm 时，分别采

用 500~550 nm 和 570~620 nm 的带通滤光片收集

sfGFP 和 DOX 的荧光信号；系统激发光源为 960 nm
时，使用 475~495 nm 的滤光片采集荧光寿命信号，能

够有效滤除 DOX 的荧光信号（附录图 A1）。实验中首

先用 Lck10-sfGFP 质粒（激发波长为 489 nm，发射波

长为 510 nm）转染细胞膜，Lck10 是 Lck 蛋白的前 10 个

氨基酸［37］。被成功转染的细胞的膜结构被标记上

sfGFP 荧光，测量得到其平均荧光寿命为 2266 ps。然

后，在细胞培养皿中加入 DOX 溶液（20 μmol·L-1）孵

育细胞 1 h，用 BSA-DOX（20 μmol·L-1）孵育细胞 8 h、
20 h，未被吸收的药物用 PBS 清洗 3 次后加入细胞外

液进行成像，以防在图像采集过程中细胞继续摄取药

物影响实验结果。我们进行了 5 组独立实验，采集了

60 张荧光寿命图像进行统计分析。

由 FRET 的基本原理可知，在未发生 FRET 的情

况下，单独供体的寿命应该呈现单一的指数衰减；在发

生 FRET 的情况下，部分供体的附近没有受体，因此具

有长寿命，而发生 FRET 的供体具有短寿命 τ2，此时会

呈现双指数衰减。此时在只有供体荧光寿命信号的情

况下，FRET 效率可以表示为

E int = 1 - τ1

τ2
。 （4）

在 进 行 数 据 分 析 时 ，使 用 了 双 指 数 拟 合 ，在

SPC Image 软件中将长寿命分量固定为所测对照组

（转染 sfGFP 的细胞）的平均寿命 2266 ps，即未发生

FRET 时 sfGFP 的寿命。经过软件拟合发现，与对

照组相比，在加入 BSA-DOX 纳米粒子的细胞寿命

分布图［图 4（c）、（f）］中，存在一部分短 τm、高振幅

比 α1 /α2 以 及 τm 和 α1 /α2 之 间 有 线 性 相 关 的 像 素 。

选取这些区域进行分析发现，其寿命衰减曲线呈现

出明显的双组分衰减特征［图 4（g）、（h）］，这些区

域 的 荧 光 图 表 明 BSA-DOX 与 细 胞 膜 荧 光 共 定 位

［图 4（d）、（e）］，而其他区域表现为单指数衰减，没

有 与 BSA-DOX 共 定 位［图 4（i）、（j）］。 验 证 了 该

FRET 体系的可行性，并且可以利用 TP-FLIM 进行

成像分析。

图 3　在 4 种内吞作用抑制剂存在的情况下细胞对 BSA-DOX 纳米颗粒吸收的荧光图像和流式细胞仪结果

Fig.  3　Fluorescence images and flow cytometry results of cellular uptake of BSA-DOX nanoparticles in presence of four endocytosis 
inhibitors
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本文在数据统计中使用相同的内置参数来拟合所

有 获 得 的 对 照 组 的 寿 命 数 据 ，在 FLIM 分 析 软 件

SPCImage 中 bin 值调整为 3，并将“阈值”调整为 25，以
确保可以从每张图中去除噪声。用 BSA-DOX 培养细

胞 8 h 后，从荧光图像［图 5（a）］中可以看出，有大量的

BSA-DOX 聚集在细胞周围，但只有少数分散的点与

细胞膜接触，这些点与荧光寿命伪彩中寿命明显下降

的区域相同。20 h 后，低寿命的区域减少，FRET 效率

下降，有更多的 BSA-DOX 从囊泡中被释放到细胞内。

而只加入 DOX 溶液的细胞，由于小分子 DOX 与细胞

膜的接触时间很短，没有观察到明显的 FRET 效应。

对于所有的实验组，在去除背景噪声后，提取了所有像

素的平均 FRET 效率［图 5（d）］，用来评估 BSA-DOX
与细胞膜的相互作用程度，根据显著性检验得到概率

P 值。并按照上述方法，在二维寿命分布图中筛选出

发生FRET的像素点，并得到它们的平均寿命［图 5（c）］。

显而易见，用 BSA-DOX 处理的细胞 FRET 效率高于

Free DOX 处理的细胞（22. 2%），用 BSA-DOX 处理

8 h 的细胞（34%）略高于处理 20 h 的细胞（26. 4%）。

结合图 5（a）证明此 FRET 体系可以区分细胞摄取小

分子药物和纳米药物细胞的异同，并能对细胞内吞过

程实现实时定量监测，进一步说明 BSA-DOX 纳米粒

子具有良好的生物相容性，能够被细胞主动摄取，并具

有药物缓释的效果。

图 4　荧光寿命数据分析。对照组和加入 BSA-DOX 纳米粒子 8 h 的（a）（d）双光子荧光图、（b）（e）荧光寿命伪彩图和（c）（f）二维寿

命直方图；FRET 区域和非 FRET 区域的（g）（i）荧光寿命伪彩图和（h）（j）二维寿命直方图

Fig.  4　Analysis of fluorescence lifetime data.  (a)(d) Two-photon fluorescence maps, (b)(e) fluorescence lifetime pseudo-color maps and 
(c)(f) two-dimensional lifetime histograms for control and BSA-DOX 8 h; (g)(i) fluorescence lifetime pseudo-color images and 

(h)(j) two-dimensional lifetime histograms for FRET region and non-FRET region

3. 5　饥饿处理对卵巢癌细胞内吞纳米颗粒的影响

最后，本文利用该 FRET 纳米体系对饥饿条件下

的细胞内吞作用进行了研究。当细胞所在的微环境中

的营养条件发生变化时，它们将启动一系列复杂的途

径来维持其代谢平衡［38-39］。细胞将通过激活自噬来保

障重要的细胞结构不受损害，介导内吞作用，降解细胞

质内的可溶性大分子和细胞器，并通过内吞作用，参与

细胞外基质和细胞膜蛋白的资源循环。饥饿刺激可以

上调内吞作用，促进质膜上氨基酸的细胞内循环，避免

细胞死亡［39-40］。

将 OVCAR-3细胞用 EBSS 缓冲液进行 4 h的饥饿

处理后，加入含有 BSA-DOX纳米粒子（20 μmol·L-1）的

完全培养基，孵育细胞 8 h 后利用 TP-FLIM 进行成像，

结果如图 6 所示。从双光子荧光成像［图 6（a）］可以看

图 5　细胞内吞过程与 FRET 效应间的关系。细胞与 BSA-DOX 培养 0、8、20 h，细胞与 DOX 溶液培养 1 h 得到的（a）双光子荧光图

和荧光寿命伪彩图以及（b）寿命衰减曲线；（c）FRET 区域的平均寿命；（d）FRET 效率

Fig.  5　Relationship between cellular endocytosis process and FRET effect.  (a) Two-photon fluorescence maps and fluorescence 
lifetime pseudo-color images and (b) lifetime decay curves of cells incubated with BSA-DOX for 0, 8, 20 h and with DOX 

solution for 1 h; (c) average lifetime of FRET regions; (d) FRET efficiency
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solution for 1 h; (c) average lifetime of FRET regions; (d) FRET efficiency
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出，饥饿处理的细胞比未进行饥饿处理的细胞会摄取更

多的纳米药物，这些药物进入细胞核。从荧光寿命伪彩

图可以看出，不同于对照组细胞，饥饿处理的细胞周围

几乎没有纳米粒子聚集，而细胞内的 DOX 荧光却比对

照组细胞强。统计得到饥饿组的荧光寿命比对照组高，

FRET 区域的平均荧光寿命分别为 1220 ps 和 1664 ps
［图 6（c）］，饥饿处理组的 FRET 效率较对照组有明显的

下降，分别为 33. 7% 和 24. 1%［图 6（c）］，说明饥饿处理

图 6　饥饿处理与细胞内吞作用间的关系。（a）双光子荧光图和荧光寿命伪彩图；（b）FRET 区域的平均寿命；（c）FRET 效率；

（d）FRET 效率统计折线图；（e）正常和饥饿细胞摄取 BSA-DOX 纳米粒子的时间序列 TP-FLIM 图像

Fig.  6　Relationship between starvation treatment and cellular endocytosis.  (a) Two-photon fluorescence map and fluorescence lifetime 
pseudo-color images; (b) average lifetime of FRET regions; (c) FRET efficiency; (d) line graph of FRET efficiency; (e) time 

serieTP-FLIM images of BSA-DOX nanoparticles uptake by normal and starved cells

后的细胞内吞运动增加，细胞膜运动加速，从周围环境

中摄取了更多的物质以缓解饥饿情况下的营养缺失。

为了进一步研究饥饿细胞的内吞作用，本文利用

TP-FLIM 系统对同一细胞进行了 9 h 的长时间监测

［图 6（e）］，FRET 效率表征纳米粒子与细胞膜的相互

作用［图 6（d）］。利用流式细胞实验分析了细胞内荧

光强度直方图，表征了细胞内吞及内化的情况和速率

（附录图 A2）。FLIM 的数据显示，前 3 h 饥饿处理的

细胞 FRET 效率的增速高于正常细胞，第 4 h 之后，饥

饿处理的细胞 FRET 效率逐渐降低，正常细胞 FRET
效率稳定在 40% 上下。流式数据显示，饥饿处理的细

胞在加入 BSA-DOX 纳米粒子 4 h 后，细胞内的相对荧

光强度比对照组略高，在 8 h 后胞内荧光强度显著高于

对照组，而在 14 h 和 20 h 后明显低于对照组。这表明

饥饿处理的细胞在前 4 h 的内吞速率较快，并且细胞膜

流动性较强，加速了纳米粒子的内化。正常细胞的内

吞速率较慢，虽然在后 4 h FRET 效率没有明显的变

化，但是胞内荧光强度的增速比饥饿细胞低。

4　结   论

提出了一种对 OVCAR-3 细胞中的纳米药物内吞

作用进行定性和定量分析的方法。通过去溶剂化法合

成了 BSA-DOX 纳米颗粒，这种材料可以利用其自身

的荧光与转染到细胞膜上的 sfGFP 形成 FRET 纳米体

系。使用 TP-FLIM 对细胞内吞进行成像分析，并对

FRET 效应中的供体寿命进行无干扰监测和定量分

析。结果表明，当纳米药物被细胞吞噬并在细胞内释

放时，通过检测 FRET 效率可以准确表征细胞膜与纳

米药物相互作用的过程，并利用本方法验证了饥饿处

理的细胞会上调内吞运动。
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Abstract
Objective　 In typical tumor therapy, the drug must reach the tumor site via blood vessels and access the cell membrane of the tumor 
cells to act on a certain target.  The drug recognizes the target molecules and then enters the tumor cells in a specific manner that 
facilitates the release of the drug without toxic side effects on normal cells.  Numerous membrane proteins and receptors on the cell 
membrane can be considered targets during drug carrier design.  Corresponding biochemical studies, such as immunoblotting and flow 
cytometry, are often conducted, supplemented by fluorescence co-staining imaging.  However, intensity-based fluorescence imaging 
has considerable limitations, both in terms of its inability to distinguish small-molecule drugs from nanomedicine drugs and to monitor 
endocytosis in living cells in real time.  Fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) is commonly used to evaluate the lifetime of 
fluorescent moieties in living cells for quantitative microscopic analysis.  Förster resonance energy transfer (FRET) can be used to 
characterize the transfer of energy from a donor fluorescent molecule to an acceptor fluorescent molecule.  FLIM technology with 
FRET (FLIM-FRET) can monitor protein interactions and the dynamic processes of subcellular organelles in living cells.

Methods　 In this study, doxorubicin (DOX) nanoparticles encapsulated in bovine serum albumin (BSA) were synthesized.  Albumin 
nanoparticles demonstrate good biocompatibility and inherent passive targeting in living organisms and can be effective drug carriers 
for slow release and reduced toxic side effects.  DOX is an amphiphilic molecule that is not completely encapsulated in the 
nanoparticles and is attached to the nanoparticle surface.  Superfolder GFP (sfGFP) was transfected into the cell membrane as a donor, 
and the BSA-DOX nanoparticles were used as acceptor molecules.  Together, both molecules constituted the FRET nanosystem.  
During the uptake of nano drugs by cells via endocytosis, the distance between the cell membrane and nano drug meets the criteria for 
FRET induction, and the fluorescence lifetime of the donor is shortened during the process.  When the endocytic vesicles release the 
drug intracellularly, the distance between the cell membrane and nano drug is altered, and the FRET effect diminishes or disappears.  
In this study, we used a two-photon excitation fluorescence lifetime microscopic imaging system (TP-FLIM) to monitor the FRET 
effect during this process, to distinguish between the diffusion movement of nanoparticles being endocytosed into cells and small-
molecule drugs and to monitor the endocytosis process of cells in real time.  We used this method to verify the upregulation of the 
endocytosis movement of cells under starvation conditions.

Results and Discussions　 In this study, BSA was used to wrap DOX into nanoparticles that could be endocytosed into cells, 
resulting in the formation of BSA-DOX nanoparticles with a particle size below 100 nm.  The process of cellular uptake of 
nanoparticles by endocytosis is long, which enables a more in-depth study of microscopic physiological processes.  In addition, the 
endocytosis pathway of the nanocarriers was evaluated using four endocytosis pathway inhibitors.  BSA-DOX nanoparticles entered 
the cells via clathrin-mediated endocytosis.  The associated dynamic process was elucidated.  Our study shows that the FLIM-FRET 
technique combined with quantitative analysis methods can be used to study the similarities and differences between small-molecule 
drugs and nanoparticle-cell interactions.

Conclusions　 In this study, we present a new method for the qualitative and quantitative analysis of endocytosis of nanomedicine in 
OVCAR-3 cells.  We synthesized BSA-DOX nanoparticles by desolvation using a material that allows us to use its own fluorescence 
to form FRET pairs with sfGFP proteins transfected onto the cell membrane.  We used the TP-FLIM system for qualitative analysis 
of cellular endocytosis by two-photon fluorescence and interference-free monitoring of donor lifetime during FRET.  Quantitative 
analysis was performed by FLIM.  The experimental results show that the distance between the cell membrane and nano molecule can 
be accurately reflected by detecting FRET efficiency as the nanomedicine is endocytosed by the cells and released within the cells.  We 
also used this method to verify that starvation-treated cells upregulated endocytosis motility.

Key words bio-optics; fluorescence resonance energy transfer; fluorescence lifetime; cell membrane
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