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􀅰实验研究􀅰
携载Ce６核壳纳米粒的双模态成像及光热治疗研究

卢佳慧,朱熹,黄天濠,刘雅文,倪晨,庄银苹,时梅林,胡俊峰

【摘要】　目的:构建介孔二氧化硅(MSN)Ｇ聚多巴胺(PDA)核壳纳米粒子(MSNＧCe６＠PDAＧGd
nanoparticles,MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs),探讨其应用于体内外磁共振成像及荧光成像的潜能和光热

治疗效用.方法:采用十六烷基三甲基氯化铵(CTAC)模板法、甲苯回流法制备氨基化介孔二氧化硅

(MSNＧNH２)纳米粒子,并通过静电作用包裹二氢卟吩e６(Ce６),最后采用溶液氧化法进行PDA 涂覆及

钆离子(Gd３＋ )配位后,制备获得 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs.采用透射电子显微镜(TEM)、Zeta电位、
紫外光谱等方法对 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs进行表征.采用红外热成像仪监测光热升温效果.采用

细胞增殖及细胞毒性检测(MTT)法分析此纳米材料对小鼠胚胎成纤维细胞 NIHＧ３T３和人乳腺癌细胞

MDAＧMBＧ２３１的细胞毒性及光热杀伤２３１细胞的效果.采用３．０T磁共振扫描仪观察此纳米诊疗剂的

体内代谢途径及治疗前、后肿瘤大小,采用倒置荧光显微镜及荧光成像系统观察其体内外荧光成像效

果.采用单因 素 方 差 分 析 进 行 数 据 的 统 计 学 分 析.结果:MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs水 合 粒 径 为

(１４２．１０±０．２９)nm,电位(－１６．０３±０．１２)mV.Ce６的最高包封率为５３．５８％,负载量为１７．６５％.在不

同浓度 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs溶液的作用下 NIHＧ３T３和 MDAＧMBＧ２３１细胞存活率的差异均无统

计学意义(F＝２．３１７,P＞０．０５;F＝２．３４４,P＞０．０５).体外成像结果显示 MDAＧMBＧ２３１细胞内磁共振

T１ 信号及荧光成像信号的增强具有浓度依赖性.体外光热治疗结果显示,随着 MSNＧCe６＠PDAＧGd
NPs浓度的递增(０．０、１２．５、２５．０、５０．０、１００．０、１５０．０和２００．０mg/L),激光辐照组的 MDAＧMBＧ２３１细胞

的存活率递减;无激光辐照组在纳米粒子浓度为０．０~２００．０mg/L以及激光辐照组在纳米粒子浓度为

０~５０．０mg/L时均表现出较高的细胞存活率,当纳米粒子的浓度为１００．０~２００．０mg/L时,激光辐照组

的细胞存活率显著降低.在体实验结果表明 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs可以实现对乳腺癌荷瘤裸鼠的

的双模态成像以及对乳腺癌肿瘤有效的治疗作用.结论:制备了一种新型诊疗材料 MSNＧCe６＠PDAＧ
GdNPs,可成功实现对乳腺癌的体内外磁共振/荧光双模态显像和光热治疗.

【关键词】　乳腺肿瘤;磁共振成像;光学成像;二氢卟吩e６;介孔二氧化硅;聚多巴胺;光热治疗

【中图分类号】R４４５．２;R７３９．４１　【文献标志码】A　【文章编号】１０００Ｇ０３１３(２０２１)１２Ｇ１４５３Ｇ０９
DOI:１０．１３６０９/j．cnki．１０００Ｇ０３１３．２０２１．１２．００１　　　开放科学(资源服务)标识码(OSID):

DualmodeimagingandphotothermaltreatmentofCe６loadedcoreＧshellnanoparticles　LUJiaＧhui,ZHU
Xi,HUANGTianＧhao,etal．SchoolofMedicalImaging,XuzhouMedicalUniversity,Jiangsu２２１００４,

China
【Abstract】　Objective:Toconstructamesoporoussilicon(MSN)Ｇpolydopamine(PDA)coreＧshell

theranosticnanpparticles(MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs),andtoinvestigateitspotentialapplicationin
magneticresonanceimaging,fluorescenceimagingandphotothermaltreatmenteffectinvitroandin
vivo．Methods:Theaminomesoporoussilicon(MSNＧNH２)nanoparticleswerepreparedbycetyltrimeＧ
thylammoniumchloride(CTAC)templatemethodandtoluenerefluxＧmethod．Thenanoparticlewas
coatedwithChlorine６ (Ce６)byelectrostaticeffect,andfinallythesolutionoxidationmethodwas
usedforPDAcoatingandthecoordinationofGadoliniumion(Gd３＋)．TEM,ZetapotentialandUVＧvis
spectrawereusedtocharacterizeMSNＧCe６＠PDAＧGdNPS．Theeffectofphotothermalheatingwas
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monitoredbyinfraredthermalimager．OneＧwayanalysisofvariancewasusedtoprocessthedata．Cell
proliferationandcytotoxicitytest(MTT)wasusedtodetectthecytotoxicityofNIHＧ３T３mouseemＧ
bryonicfibroblastsandMDAＧMBＧ２３１humanbreastcancercellsaswellasthephotothermalkilling
effectonMDAＧMBＧ２３１cells．InvitroandinvivoMRI,invivometabolicpathwayandtumorsizebefore
andaftertreatmentwereobservedusinga３．０T MRscanner．Invitroandinvivofluorescenceimaging
effectswereobservedwithinvertedfluorescencemicroscopeandfluorescenceimagingsystem．Results:

MSNＧCe６＠PDAＧGd NPshydrationparticlesizewas (１４２．１０±０．２９)nm,potential(－１６．０３±
０．１２)mV．ThemaximumencapsulationrateofCe６was５３．５８％andtheloadingcapacitywas１７．６５％．
Therewasnosignificantdifferenceinsurvivalratebetween３T３and２３１cellsunderdifferentconcenＧ
trationsofMSNＧCe６＠PDAＧGdNPs(F＝２．３１７and２．３４４,P＞０．０５forboth)．InvitroimagingexperiＧ
mentresultsshowedthattheenhancementofMRIT１Ｇsignalintensityandfluorescenceimagingsignal
intensityin MDAＧMBＧ２３１cellswasconcentrationＧdependent．Theresultsofinvitrophotothermal
therapyshowedthatthesurvivalrateofMDAＧMBＧ２３１cellsinthelaserirradiationgroupdecreased
withtheincreasingmassconcentrationofMSNＧCe６＠PDAＧGdNPs(０．０,１２．５,２５．０,５０．０,１００．０,１５０．０
and２００．０mg/L)．HighcellsurvivalrateswereobservedinboththenonＧlaserirradiationgroup(０．０~
２００．０mg/L)andthelaserirradiationgroup(０．０~５０．０mg/L)．Whenthemassconcentrationwasinthe
rangeof１００．０~２００．０mg/L,thecellsurvivalrateofthelaserirradiationgroupdecreasedsignificantly．
InvivoexperimentsshowedthatMSNＧCe６＠PDAＧGdNPscouldachievedualＧmodalimagingofbreast
cancerinnudemiceandcaneffectivelycontrolthegrowthofbreastcancertumors．Conclusion:Anovel
theranosticnanoparticleMSNＧCe６＠PDAＧGdNPshasbeenprepared,whichcansuccessfullyachievein
vitroandinvivo magneticresonancefluorescencebimodalimagingandphotothermaltherapyfor
breastcancer．

【Keywords】　Breastneoplasms;Magneticresonanceimaging;Opticalimaging;Chlorine６;MeＧ
soporoussilica;Polydopamine;Photothermaltreatment

　　乳腺癌是女性最常见且致死率高的恶性肿瘤之

一,发病具有年轻化的趋势,起病隐匿的特征使得部分

患者确诊时已是癌症中晚期,错过了最佳的手术保乳

时机.为了更好地控制病情的进展,早期诊断和及时

治疗对乳腺癌患者具有重要的临床意义[１,２].分子影

像对病变的检测具有极高的敏感性,可在分子或细胞

层面检测到肿瘤的发生和发展.目前,能否构建出新

型分子探针,实现在细胞层面上对乳腺癌发生发展的

可视化检测,并对早期治疗进行指导,是当前分子影像

学在乳腺癌的诊疗中亟待解决的热点问题[３].活体

MRI不受组织深度的影响,可以较好地观察组织器官

的内部结构,适用于绝大多数肿瘤的成像.活体荧光

成像由于荧光穿透深度有限,主要应用于表浅性肿瘤

的成像.光热治疗则是凭借光热转换剂可在近红外激

光下吸收能量并转换为热能的性能,通过提高局部温

度来杀伤癌细胞的一种肿瘤治疗策略,具有侵入性小、
选择性高以及可控性强的优点[４].但其穿透深度不

足,因此主要适用于表浅肿瘤(如乳腺癌,黑色素瘤等)
的早期治疗.乳腺癌属于表浅性肿瘤,在实现活体荧

光成像及光热治疗上具有独特的优势.
本研究拟构建一种新型诊疗纳米粒子ＧＧ介孔二氧

化硅(mesoporoussilicon,MSN)Ｇ聚多巴胺(polydoＧ
pamine,PDA)核壳纳米粒子 (MSNＧCe６＠PDAＧGd
nanoparticles,MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs),以实现乳

腺癌的分子影像及光热治疗.此新型纳米粒子所借助

的核壳纳米载体介孔二氧化硅Ｇ聚多巴胺具有生物相

容性好、负载能力强的优点,既可稳定递送荧光成像剂

二氢卟吩e６(chlorinee６,Ce６),亦具有能进行磁共振

T１WI的钆离子(Gd),并凭借聚多巴胺具有光吸收和

热转换的性能.本研究中对此新型诊疗纳米粒子在体

内、外行磁共振Ｇ荧光双模态成像的潜能以及介导光热

治疗乳腺癌的效能进行了探讨.

材料与方法

１􀆰实验材料

主要试剂中十六烷基三甲基溴化铵(cetyltrimeＧ
thylammoniumchloride,CTAC)、氯化钠、三乙胺、环

己烷、正硅酸四乙酯和甲醇,均购于国药集团化学试剂

有限公司(中国);二氢卟吩e６购于 Frontiersci公司

(美国);盐酸多巴胺购于 Aladdin公司;３Ｇ氨基丙基三

乙氧基硅烷和氯化钆(GdCl３ 􀅰６H２O)购于 SigmaＧ
Aldrich公司(美国).
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试验设备和材料:德国Sigma３Ｇ３０KS离心机;美
国DMI３０００B透射电子显微镜;英国 NanoZS９０马尔

文粒径分析仪;UH４１５０紫外可见分光光度计;德国

Leica倒置荧光显微镜;美国 Biotek酶标仪;GEDisＧ
covery７５０W３．０T磁共振仪和 GEAW４．６后处理工

作站;PSUＧⅢ型激光器;美国Fotric红外热成像仪;美
国BioＧRad荧光成像系统.

实验动物:雌性健康无特定病原体级昆明小鼠６
只(鼠龄６周)以及雌性 BALA/C裸鼠６只(鼠龄６
周),均购于徐州医科大学动物实验中心.动物实验均

严格按照徐州医科大学实验动物伦理道德管理委员会

的规定进行.

２􀆰药物制备和性能检测

氨基化介孔二氧化硅(aminatedmesoporoussiliＧ
con,MSNＧNH２)的制备参考Dai等[５]的方法并进行了

改良,具体步骤:(１)将２６mL纯水、２０mL百分比浓

度为２５％的CTAC及２５０μL三乙胺溶液倒入圆底烧

瓶中,置于７０℃水浴中反应１h,再加入２０mL环己烷

与正硅酸乙酯的混合液后继续反应２４h后,使用百分

比浓度为１％的氯化钠Ｇ无水甲醇溶液进行脱模板,得
到介孔二氧化硅.(２)采用甲苯回流法进一步制备氨

基化 MSN.称取１５０mgMSN粉末置于烧瓶中,并加

入１０mL 无水甲苯,待水浴温度达到７０℃后,加入

１５μL的３Ｇ氨基丙基三乙氧基硅烷,在氮气氛围下继续

反应４h.收集所得混合液进行离心洗涤,并冷冻干燥

以备用.

MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs的制备:将１．０mLCe６
溶液(３．０g/L)分别加入不同质量(３．０、４．５、６．０、７．５和

９．０mg)的 MSNＧNH２ 中,室温下搅拌一夜,所得混合

液进行充分的离心洗涤,直至上清液接近无色,再向沉

淀中加入２．５mL 盐酸多巴胺溶液(１０．０g/L,TrisＧ
HCl缓冲液)搅拌 ６h,随后加入 ２．５mL GdCl３ 􀅰

６H２O溶液(１０．０g/L)继续搅拌４h.最后将此混合液

进行３次高速离心洗涤(离心半径６５mm,２０min,

１４１００rpm),即可得到 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs.全

程避光操作.
使用透射电子显微镜及 NanoZS９０仪器测量所

制备纳米材料的形貌、粒径和表面电位;使用紫外可见

分光光度计检测 MSN与Ce６不同配比的上清液的吸

收光谱,以计算 Ce６的包封率和负载量;使用荧光发

射光谱检验所制备 MSNＧCe６的荧光强度;使用红外

热成像仪监测 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs在８０８nm 激

光照射下的升温情况;使用酶标仪检测各种处理下

MSN的吸光度.

３􀆰细胞毒性实验

采用细胞增殖及细胞毒性检测(cellproliferation

andcytotoxicitytest,MTT)分析此纳米诊疗剂对小

鼠胚 胎 成 纤 维 细 胞 (NIHＧ３T３)和 人 乳 腺 癌 细 胞

(MDAＧMBＧ２３１)活性的影响.以５×１０３ 个细胞/孔的

密度接种于９６孔板,培养至细胞生长面积达到８０％
左右,然后分别加入含不同浓度(０．０、１２．５、２５．０、５０．０、

１００．０、１５０．０和２００．０mg/L)MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs
溶液的新鲜培养基(每组设置６个复孔,使每孔最终体

积为１００μL)孵育２４h.使用磷酸盐缓冲液(phosＧ
phatebuffersaline,PBS)清 洗 ３ 遍 后,每 孔 加 入

１００μL新鲜 培 养 液 以 及 ２０μL 噻 唑 蓝 MTT 溶 液

(５．０g/L),孵育４h后弃上清.每孔再加入１００μL二

甲亚砜溶液,并放入恒温摇床振荡１５min.最后使用

多功能酶标仪检测４９０nm 波长处各孔的吸光度,并
计算相对细胞存活率.

４􀆰MRI和荧光成像性能离体检测

MRI性能检测:配置含不同 Gd浓度(０、０．０１０６、

０．０４０８、０．３２６０、０．４０９１、０．５１６８和０．９４３８mmol/L)的

MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs水溶液,每种浓度的溶液各

取５００μL注于０．５mL的离心管中,以纯水为对照组,
使用３．０T MR扫描仪进行扫描,通过采集 T１ 弛豫时

间并计算 T１ 弛豫率,来观察其 MRI性能.为进一步

检测此纳米材料与细胞结合后的 T１WI效果,将人乳

腺癌细胞 MDAＧMBＧ２３１以１×１０５ 个细胞/孔的种植

密度接种于６孔板内,然后放于３７℃细胞培养箱中进

行培养,待细胞生长面积达到８０％左右,弃去培养基

并对６孔板内的细胞使用 PBS洗涤两次,然后吸出

PBS,再向６孔板内分别加入２mL 不同浓度 MSNＧ
Ce６＠PDAＧGdNPs溶液(０．０、５０．０、１００．０和２００．０mg/L)
与细胞孵育３h,对照组加入相同体积的 PBS与细胞

孵育３h.使用胰酶将贴壁的人乳腺癌细胞 MDAＧ
MBＧ２３１进行消化,并将得到的悬浮细胞收集至离心

管内,经离心(离心半径７６cm,５min,３０００rpm)后使

细胞沉积于管底,经细胞摄入的 MSNＧCe６＠PDAＧGd
NPs也会沉入管底,向每个离心管内加入等体积的

PBS后行 MRI冠状面扫描.扫描参数:TR４２５ms,

TE１４．０ms;视野１８cm×１８cm,层厚３．０cm.
荧光成像性能检测:以４×１０４ 个细胞/孔的密度

接种在６孔板的盖玻片上,过夜孵育使细胞贴壁,随后

向含有细胞的 ６ 孔板内分别加入含不同 Ce６ 浓度

MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs(０,４,８,１６mg/L)的培养

基,并共同孵育４h.依次进行PBS漂洗、４％多聚甲醛

固定细胞、细胞核染料４＇,６Ｇ二脒基Ｇ２Ｇ苯基吲哚(４＇,６Ｇ
diamidinoＧ２Ｇphenylindole,DAPI)复染以及再次 PBS
漂洗等步骤.最后使用倒置荧光显微镜进行成像(×
２０).Ce６的激发波长为４００nm,发射波长为６６５nm,

DAPI的激发波长为３５８nm,发射波长为４６１nm.
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５􀆰光热性能和光热治疗效果检测

配 置 不 同 浓 度 (０．０、５０．０、１００．０、１５０．０ 和

２００．０mg/L)的 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs溶液,吸取

１．０ mL 于 石 英 比 色 皿 中,使 用 ８０８nm 激 光 以

１．５W/cm２的强度照射１０min,在红外热成像仪监测下

每３０s记录一次温度值,并绘制升温曲线.
为了进一步探究此纳米材料对人乳腺癌细胞的光

热治疗效果,以５×１０３ 个细胞/孔的密度接种 MDAＧ
MBＧ２３１细胞于９６孔板内,培养至细胞生长面积达到

８０％左右,向９６孔板内加入不同浓度(０．０、１２．５、２５．０、

５０．０、１００．０、１５０．０和２００．０mg/L)MSNＧCe６＠PDAＧ
GdNPs溶液后孵育４h.换液后非激光组直接放入

恒温培养箱,激光组采用８０８nm 以１．５W/cm２ 的强度

照射３min后放入恒温培养箱,后续步骤同细胞毒性

实验.最后,使用多功能酶标仪检测４９０nm 波长处

各孔的吸光度,计算相对细胞存活率以评估光热治疗

(photothermaltherapy,PTT)的疗效.

６􀆰体内生物相容性分析

选取雌性健康无特定病原体级的昆明小鼠６只,
鼠龄６周,体质量(３２±２)g.对照组(n＝３)不进行处

理,实验组(n＝３)注射 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs溶

液.根据昆明小鼠血容量为体重的６％~７％计算,其
血容量约为２．０mL.为保证纳米材料在小鼠血液循

环中能保持２００mg/L的浓度,因此经昆明小鼠尾静

脉 注 射 MSNＧCe６ ＠ PDAＧGd NPs 的 剂 量 为

２０mg/kg.在注射后第２１天经解剖获得小鼠的心、
肝、脾、肺和肾脏标本,经过固定后使用苏木精Ｇ伊红染

色法制作病理切片,在显微镜下观察各器官的组织结

构.

７􀆰体内代谢途径及半衰期

将 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs(２０mg/kg,２００μL)
经尾静脉注射入３只乳腺癌荷瘤裸鼠体内,在注射后

的不同时间点(０、２、６和１２h)采集裸鼠的全身磁共振

图像,观察此纳米材料的代谢途径.MRI检查扫描参

数:冠状面 GRE T１WI,TR１１．２ms,TE３ms,TI
２８．０ms,层厚１．０mm,层间距０．５mm.此外,在注射

后不同时间点(０．２５、０．５０、１．００、２．００、４．００、６．００和

１２．００h)对荷瘤裸鼠经尾静脉取血,将血液与浓硝酸

以体积比１/１０的比例进行充分混合,采用电感耦合等

离子体质谱仪检测的方法ICPＧMS法对血液样品中钆

离子的含量进行检测,计算 Gd在体内的半衰期.

８􀆰在体 MRI及荧光成像性能

将人 乳 腺 癌 细 胞 (MDAＧMBＧ２３１)悬 液 注 射 到

BALB/C雌性裸鼠的右侧腋背部皮下软组织内,待乳

腺癌皮下移植瘤长出,即成功建立荷瘤裸鼠模型.取

生长状态良好、肿瘤大小接近的两只荷瘤裸鼠.在注

射 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs(剂量２０mg/kg)前、后的

四个时间点(０)分别对荷瘤裸鼠的肿瘤区域进行 MRI
和荧光成像,观察肿瘤的成像情况.MRI扫描参数:
冠 状 面 GRE T１WI,TR １１．２ ms,TE ３ ms,TI
２８．０ms,层厚１．０mm,层间距０．５mm.荧光成像时

每帧图片的曝光时间为白光５０ms、绿光１５０ms.

９􀆰在体光热治疗效能

将建立成功(荷瘤裸鼠腋下肿瘤生长至直径约

５mm)的６只荷瘤裸鼠模型随机分为２组,每组３个

样本.对实验组和对照组荷瘤裸鼠分别经尾静脉注射

MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs(２０mg/kg)和２００μL生理

盐水.待肿瘤体积达到５０mm３ 时对实验组荷瘤裸鼠

进行治疗.经尾静脉注射 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs
后２h进行激光照射(波长８０８nm,强度１．５W/cm２,
时间１０min),每三天治疗一次,治疗期为两周,在治

疗前和治疗结束后两个时间点使用相机和磁共振扫描

仪进行检查.对照组的荷瘤裸鼠不进行治疗.

１０􀆰统计学分析

使用SPSS２２．０软件进行统计学分析.符合正态

分布的计量资料以均数±标准差表示,两组间比较采

用两独立样本t检验,多组间比较采用单因素方差分

析.以P＜０．０５为差异有统计学意义.

结　果

１􀆰理化性能表征

透射电镜图显示 MSNＧNH２ 具有明显的介孔结

构,且孔径和大小均一.MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs亦

呈圆形,介孔结构模糊,表面较为光滑(图１a),提示材

料合成成功.Zeta电位监测结果显示 MSNＧNH２ 的

Zeta电位值为正值,而经过制备的 MSNＧCe６＠PDAＧ
GdNPs的 Zeta电位值已成功变为负值,测量值为

(－１６．０３±０．１２)mV(图１b).经马尔文粒径检测结

果,MSNＧNH２ 和 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs的水合粒

径分别为(１２２．０３±０．２１)和(１４２．１０±０．２９)nm(图

１c).根据离心所得上清液的紫外吸收光谱测量结果,
发现 MSNＧNH２ 与 Ce６的质量比为２．５时,Ce６的包

封率(５３．５８％)和负载量(１７．６５％)较好(图１d),因此

最终选择该配比制备纳米材料来进行后续的实验.

２．细胞毒性实验

MTT实验结果显示,小鼠胚胎成纤维细胞 NIHＧ
３T３及人乳腺癌细胞 MDAＧMBＧ２３１与不同浓度(０．０、

１２．５、２５．０、５０．０、１００．０、１５０．０和２００．０mg/L)的 MSNＧ
Ce６＠PDAＧGdNPs溶液孵育后,细胞存活率均在９０％
以上(图２),总体差异均无统计学意义(FNIHＧ３T３＝２．３１７,

P＞０．０５;FMDAＧMBＧ２３１＝２．３４４,P＞０．０５).

３．MRI和荧光成像性能
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图１　MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs的表征.a)MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs
和 MSNＧNH２(左下)的透射电镜图;b)MSNＧNH２ 和 MSNＧCe６＠PDAＧ
GdNPs的电位图;c)MSNＧNH２ 和 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs的粒径Ｇ
光强度分布曲线;d)不同质量比的 MSNＧNH２ 与 Ce６混合液离心所得

上清液的紫外吸收光谱图,显示不同质量比得到的产物在４０４、５０５和

６６０nm 的吸光度峰值均不同.　图２　两种类型肿瘤细胞与不同浓度

MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs溶液共同孵育后细胞毒性实验结果,在０~
２００mg/L的浓度范围内细胞存活率均在９０％以上.

图３　MRI性能检测结果.a)不同 Gd浓度 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs的 MRT１WI图像及 T１Ｇmapping伪

彩图;b)Gd浓度与１/T１ 值的相关性分析点线图,显示两者间呈良好的线性相关关系;c)不同浓度 MSNＧ
Ce６＠PDAＧGdNPs溶液与 MDAＧMBＧ２３１细胞孵育后置入离心管内后的 T１WI图像及 T１Ｇrainbow 伪彩图,
显示随着纳米材料的浓度增加,在T１WI上信号强度逐渐增加,而T１ 值逐渐减小(在T１Ｇrainbow伪彩图上的

颜色依次为蓝色Ｇ绿色Ｇ红色).

　　MRI性能检测:在 MRT１WI上,PBS对照组在

T１WI上呈低信号;实验组中,随着纳米材料中 Gd浓

度的升高(０、０．０１０６、０．０４０８、０．３２６０、０．４０９１、０．５１６８和

０．９４３８mmol/L),在 T１WI上信号呈逐渐增高的趋

势,在相应的 T１ 值伪彩图上表现为由绿色逐渐变为

蓝色,提示 T１ 值逐渐减小(图３a);对应的 T１ 弛豫时

间测量结果依次为(２１１５．８３±０．６０)、(２３２．２４±１．０１)、
(２０３．５７±０．４６)、(１７５．５３±０．４６)、(１１３．９７±０．３３)、
(８９．１０±０．１６)和(６９．０７±０．３５)ms.相关性分析结果

见图３b,显示Gd浓度与T１ 值的倒数呈良好的线性正

相关关系(R２＝０．９９８４).不同浓度的纳米诊疗剂与人

乳腺癌细胞 MDAＧMBＧ２３１结合后经离心而沉积于EP
管底部,在冠状面 T１WI上可见随着纳米诊疗剂浓度

的增加(０~２００mg/L),离心管底部的信号强度逐渐

增高,在 T１Ｇrainbow伪彩图上离心管底部的颜色由蓝

色过度到绿色、最后至红色(图３c),表明沉积细胞的

T１ 值逐渐减小.结果表明 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs
具有良好的 T１ 加权成像能力.

荧光成像性能表征:采用倒置荧光显微镜观察

MDAＧMBＧ２３１细胞与纳米诊疗剂的结合情况,由于

DAPI是一种能与DNA强力结合的荧光染料,与细胞

中的 DNA 结合后显示为蓝色荧光,因此 DAPI通道

中显示的蓝色荧光为细胞核区域;由于Ce６的可在荧

光激发下显示为红色荧光,因此Ce６通道中显示的红

色荧光反映了 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs在细胞内的

分布;Merge通道中显示的是蓝色荧光和红色荧光的

融合,可观察 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs在细胞内的分

布情况.本研究中发现PBS组中仅观察到蓝色荧光,
无红色荧光;以PBS为对照组,将细胞悬液加入含不

同Ce６浓度(４、８和１６mg/L)的 MSNＧCe６＠PDAＧGd
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图４　倒置荧光显微镜检测 MDAＧMBＧ２３１细胞对纳

米诊疗剂的摄取情况(标尺长度代表１００nm,×２０).
含有 PBS溶液及含有不同 Ce６浓度(４、８、１６mg/L)

MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs溶液的培养基与人乳腺癌

细胞(MDAＧMBＧ２３１细胞)共同孵育后,荧光显微镜下

DAPI通道可见细胞核区域呈蓝色荧光;Ce６通道可

观察到,相较于对照组(PBS组),实验组随着 Ce６浓

度浓度的增加(NPＧ４、NPＧ８和 NPＧ１６),红色荧光的亮

度逐渐增强;Merge通道可见红色与蓝色区域不重叠,
表明 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs不进入细胞核.

　图５　MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs的光热效能.a)PBS溶液以及不同

浓 度 MSNＧCe６＠PDAＧGd NPs 溶 液 在 激 光 照 射 下 (８０８nm,

１．５W/cm２,１０min)的升温曲线;b)不同浓度 MSNＧCe６＠PDAＧGd
NPs溶液在有或无激光处理后的细胞存活率条形图.

NPs溶液(依次简称为 NPＧ４、NPＧ８和 NPＧ１６组)的培

养基中孵育４h后,细胞悬液中则观察到明显的红色

荧光,且随着Ce６浓度的增加在显微镜图像上的荧光

亮度逐渐提高(图４).使用ImageJ软件进行单个细

胞平均荧光强度的半定量分析,结果显示 NPＧ４、NPＧ８
和 NPＧ１６这３组的单个细胞平均荧光强度值分别为

５４．４７±１．１４、６５．３５±０．９９和１０３．８７±
１．０７,３组间的差异有统计学意义(F＝
４２９８．２０３,P＜０．００１);NPＧ４和 NPＧ８组

分别与 NPＧ１６组比较,差异均有统计学

意义(t＝４４．６７９,P＜０．００１;t＝３７．２９４,

P＜０．００１).上述结果表明人乳腺癌细

胞 (MDAＧMBＧ２３１)对 MSNＧCe６ ＠
PDAＧGdNPs的摄入具有浓度依赖性,
当其内 Ce６的浓度为１６mg/L时乳腺

癌细胞具有较好的荧光显像效果.

４􀆰光热性能和光热治疗效果

本实验结果显示,随着激光照射时

间的增加,MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs溶

液的温度逐渐升高并趋于平衡(图５a).在８０８nm 激

光辐照(１．５W/cm２,)１０min后,１５０mg/L组溶液温度

可达到４３．７℃,２００mg/L组溶液温度可高达５１．５℃.
细胞光热治疗作用的实验结果显示:在激光辐照组中,
当纳米材料的浓度为 ０．０、１２．５、２５．０、５０．０、１００．０、

１５０．０和２００．０mg/时,细胞存活率分别为１００．８３％±
４．６８％、９５．５１％±２．３０％、９２．０７％±１．１５％、８９．１８％±
１．０８％、６８．７４％ ±０．５７％、４３．８３％ ±２．２２％ 和

２３．０７％±１．４１％,总 体 差 异 有 统 计 学 意 义 (F ＝
７９３．２１６,P＜０．００１).无激光辐照组中各浓度(０~
２００mg/L)的纳米材料以及激光辐照组中纳米材料的

浓度为０~５０mg/L时,细胞存活率较高;而在激光辐

照组中当纳米材料的浓度达１００~２００mg/L时,细胞

存活率显著降低(图５b).

５􀆰纳米材料在体内的生物相容性

２１天后的苏木精Ｇ伊红染色后的组织切片结果显

示,与空白对照组比较,MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs组

的昆明小鼠体内脏器(心、肝、肾脏、肺和脾)无明显异

常(图６).表明该核壳纳米诊疗剂具有良好的体内生

物相容性.

６􀆰体内代谢途径及半衰期

荷瘤裸鼠在注射 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs后,增
强早期在 MRT１WI上即可见肝脏有较明显强化,随
着时间推移,强化程度逐渐减低,１２h后肝脏信号强度

恢复至注射前(图７).提示 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs
通过肝脏进行排泄.此外,以荷瘤裸鼠注射 MSNＧCe６
＠PDAＧGdNPs后的取血时间为横坐标,以电感耦合

等离子体质谱仪测得的血液样品中的 Gd浓度为纵坐

标进行绘图及计算,获得其代谢曲线(图８),结果显示

此纳米材料中 Gd的血液半衰期约为２．０３h.

７􀆰在体磁共振及荧光成像性能

在获得较好的体外成像效果后,我们进一步评估

了MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs活体成像效果.荷瘤裸
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图６　各脏器的组织病理图(×４００,HE).图a~e依次为对照组中小鼠的心、肝、肾脏、肺和脾脏标本的病理

图,图f~j依次为实验组在注射 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs溶液２１天时小鼠的心、肝、肾脏、肺和脾脏标本的

病理图.两组小鼠的心肌组织均显示肌纤维正常分布,细胞横纹清晰,间质细胞正常,胞核完整,无炎症细胞

浸润现象;两组小鼠的肝脏组织均显示肝细胞索间界限清晰,胞浆界限明显,肝细胞以中央静脉为中心向周

围放射状排列;两组小鼠的肾脏组织均显示胞核完整,细胞核清晰可见,胞质和胞浆对比鲜明;两组小鼠的脾

脏细胞结构均显示清晰,红髓和白髓界限较明显.

图７　荷瘤裸鼠在注射 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs溶液前、后４个时间点的 MRI图像.a)T１Ｇrainbow伪彩图

显示肝脏(箭)在０h时呈绿色.注射后２h黄色区域增加,６h时黄色区域较前减少,１２h时恢复至绿色,由于

rainbow伪彩图上的颜色蓝色Ｇ绿色Ｇ黄色Ｇ红色代表 T１ 值逐渐由高到低,因此结果表明肝脏区域的 T１ 值先

减小,６h后增加,再至１２h恢复至接近初始水平;b)T１WI显示注射后２h肝脏区域的信号强度增高,６h时

肝脏的信号强度减弱,在１２h时肝脏的信号强度恢复至与０h时接近.

鼠的在体 MRI和荧光成像检查显示,注射此纳米诊疗

剂后肿瘤区域有明显强化(图９a)和明显的荧光强化

(图９b).在体成像结果表明 MSNＧCe６＠PDAＧGd
NPs可实现对乳腺癌病灶的在体 MR 和荧光双模态

成像.

８􀆰在体光热治疗效能

在治疗前及激光辐照治疗两周后进行在体光热治

疗效能的评估.裸鼠照片及 MR图像显示,对照组中

裸鼠皮下的肿瘤组织明显大于未治疗时(图１０a);而
注射 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs结合８０８nm 激光组裸

鼠的肿瘤在治疗后小于治疗前的大小,且该组瘤体的

大小明显小于对照组 (图 １０b).本组结果表明了

MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs＋８０８nm 激光能实现有效

的乳腺癌在体光热治疗.

讨　论

分子影像中 MRI和荧光成像双模态成像技术兼

具 MRI的空间分辨率高、不受组织深度影响以及荧光

成像的时间分辨率高、可实时成像的优点,可作为乳腺

癌早期诊断的有效手段[６Ｇ７].第二代光敏剂二氢卟吩

e６(chlorinee６,Ce６)具有光稳定性好,成像性能佳的

优点,其激发光为红色荧光,可有效区别生物体的黄绿

色背景荧光,是一种性能优异的荧光成像剂[８].但强

疏水性使Ce６易发生团聚,进而将显著影响其在肿瘤

细胞中的摄取[９].本研究中采用负载潜能高的介孔二

氧化硅为载体,并与亲水性能良好的聚多巴胺涂层联

合使用,以提高对疏水性光敏剂Ce６的负载性能.值

得一提的是,本研究所使用的聚多巴胺涂层,是金属离
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图８　血液内 Gd离子浓度Ｇ时间曲线,Gd离子浓度在体内的半衰期为２．０３±０．３１.　图９　荷瘤裸鼠在体

MRI及荧光成像.a)MRT１WI显示注射纳米诊疗剂后肿瘤组织有明显强化(箭);b)荧光成像图(显示注射

纳米诊疗剂后肿瘤组织有明显荧光强化(箭).　图１０　MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs的光热治疗性能检测.
图a~d为对照组(注射生理盐水)图像,图e~h为实验组(注射 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs)图像.a)治疗前

对照组裸鼠照片;b)激光辐照治疗结束后对照组裸鼠照片,显示皮下肿瘤(箭)较前明显增大;c)治疗前对照

组裸鼠 MRT１WI;d)激光辐照治疗后对照组裸鼠 T１WI,显示肿瘤(箭)较治疗前明显增大;e)治疗前实验组

裸鼠照片;f)治疗后实验组裸鼠照片,显示皮下肿瘤(箭)较前明显减小;g)治疗前实验组裸鼠 MRT１WI;h)
激光辐照治疗后实验组裸鼠 T１WI,显示瘤体(箭)较前明显减小.

子(如钆离子﹑锰离子和铁离子)的强配位体,故具有

成为 MRI对比剂的潜能[１０],还具备近红外光吸收和

光热转换能力,是一种有效的光热治疗剂.因此,本研

究中所构建出的多功能纳米体系可具有磁共振和荧光

成像能力及光热治疗效能.
人乳腺癌细胞 MDAＧMBＧ２３１属于高转移性恶性

乳腺癌细胞系,呈贴壁生长,其形态为上皮细胞样,是
研究乳腺癌转移的经典模型细胞系[１１].因此,本研究

中使用该细胞系用于后续的研究.细胞毒性结果显

示,当 MSNＧCe６＠ PDAＧGd NPs 的 浓 度 为 ０~

２００mg/L时,小鼠胚胎成纤维细胞 NIHＧ３T３和人乳

腺癌细胞 MDAＧMBＧ２３１的相对存活率均维持在９０％
以上.相较于Dong等[１２]制备的锰配位聚多巴胺溶液

的细胞存活浓度范围(０~８０mg/L),以及 Yang等[１３]

制备的介孔硅装载二氢卟吩e６的细胞存活浓度范围

(０~２００mg/L),本研究中制备的 MSNＧCe６＠PDAＧ
GdNPs的细胞毒性较低.此外,与空白对照组比较,
此纳米材料经昆明小鼠尾静脉注射后２１天的病理切

片可观察到,所有被检器官均无明显的器质性病变﹑

炎症和其它异常.

０６４１ 放射学实践２０２１年１２月第３６卷第１２期　RadiolPractice,Dec２０２１,Vol３６,No．１２



本次研究中对 MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs的磁共

振成像和荧光成像性能进行了分析,结果显示此纳米

材料在体外具有明显的磁共振成像效果,纵向弛豫率

为９．８４５mM－１s－１,是临床上常规使用的 MRI对比剂

钆喷酸葡胺的纵向弛豫率(４．４９mM－１s－１)的２．３６
倍[１４].在细胞层面,未经此纳米材料处理的肿瘤细胞

未见明显增强表现,而随着与肿瘤细胞共同孵育的

MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs溶液的浓度逐渐增高(５０．０、

１００．０ 和 ２００．０mg/L),肿瘤细胞沉积物在磁共振

T１WI上信号强度逐渐增高.为了解较低浓度的纳米

诊疗剂可否实现细胞荧光成像,我们在研究中将含有

不同 Ce６浓度(０、４、８ 和 １６mg/L)的 MSNＧCe６＠
PDAＧGdNPs溶液与人乳腺癌细胞 MDAＧMBＧ２３１一

起孵育,发现随着浓度的增加,孵育细胞表现出逐渐增

强的红色荧光,１６mg/mL浓度组的细胞荧光强度可

实现较好的荧光成像效果.根据负载量计算,Ce６的

浓度为４、８和１６mg/L时对应的 MSNＧCe６＠PDAＧ
GdNPs的浓度分别为２２．６６、４５．３３和９０．６５mg/L.
由此可见,浓度为９０．６５mg/L的 MSNＧCe６＠PDAＧGd
NPs溶液对乳腺癌细胞即可具有良好的荧光成像能

力.对乳腺癌荷瘤裸鼠的在体 MRI和荧光成像结果

显示,MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs可实现对乳腺癌的双

模态成像.此外,MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs中的 Gd
离子在荷瘤裸鼠血液内的半衰期约为２．０３h,与临床

常用的磁共振对比剂钆喷酸葡胺相比,半衰期明显增

加,为实现光热治疗作用提供了基础[１５Ｇ１６].
本研究中还发现,MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs表现

出良好的升温效果.将１．０mL的 MSNＧCe６＠PDAＧ
GdNPs溶液(２００mg/L)经尾静脉注入荷瘤裸鼠体

内,注射 ２h 后对肿瘤组织使用 ８０８nm 激光辐照

(１．５W/cm２)１０min,肿瘤组织的局部温度可升高至

５１．５℃,显著高于光热消融肿瘤的温度标准(４３℃).
此外,经该浓度的纳米材料处理的乳腺癌细胞 MDAＧ
MBＧ２３１,相较于无激光辐照组,激光辐照组中的细胞

存活率更低.乳腺癌荷瘤裸鼠的在体实验结果也表明

MSNＧCe６＠PDAＧGdNPs可实现有效的肿瘤治疗效

果.
综上所述,本研究成功构建了基于介孔硅Ｇ聚多巴

胺的核 壳 结 构 的 纳 米 诊 疗 剂 MSNＧCe６＠PDAＧGd
NPs,其具有磁共振和荧光双模态成像效果及光热治

疗乳腺癌的效用,为实现乳腺癌的诊疗提供了新思路.
(利益冲突:所有作者均声明不存在利益冲突).
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