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􀅰胸部影像学􀅰
C６０ＧIONPＧGE１１纳米粒对乳腺癌细胞的体外成像及光动力学研究

符舒琦,涂蓉,刘梦婵,洪雅敏,李韩建,尤晓光

【摘要】　目的:构建多功能 MRI对比剂C６０ＧIONPＧGE１１,研究其体外细胞磁共振靶向成像效果及

光动力学治疗效果.方法:免疫荧光染色验证 EGFR高表达肿瘤细胞株;体外磁共振成像观察靶向组

对比剂C６０ＧIONPＧGE１１和非靶向组对比剂C６０ＧIONPＧRP的成像效果,普鲁氏蓝染色观察对比剂分布

情况;CCK８法检测 C６０ＧIONPＧGE１１的细胞毒性;光动力学实验设置单纯激光组、C６０ＧIONPＧGE１１无

激光组、非靶向对比剂＋激光组和实验组靶向对比剂 C６０ＧIONPＧGE１１＋激光组４个处理组,相应处理

后CCK８测其细胞存活率,活性氧检测实验观察不同组 ROS产生水平,ImageJ半定量分析 ROS荧光

水平.结果:免疫荧光实验结果证实 MDＧMBAＧ２３１细胞膜上大量表达 EGFR;C６０ＧIONPＧGE１１体外

MRI靶向实验可见 T２WI呈负性强化,且 T２WI信号随着靶向对比剂浓度增加而降低,线性回归方程

为 Y＝１４５．８９８－３０．２６９∗X,R２＝０．８６２;普鲁士蓝染色发现 C６０ＧIONPＧGE１１实验组可使 MDＧMBAＧ
２３１细胞膜区明显蓝染,而非靶向对照组不能;体外毒性实验发现 C６０ＧIONPＧGE１１无明显细胞毒性;

C６０ＧIONPＧGE１１体外光动力学杀伤乳腺癌细胞,细胞存活率仅为(２２．７９±４．８４)％,并可见细胞内大量

活性氧生成,活性氧水平随 C６０ＧIONPＧGE１１浓度增加而增多.结论:C６０ＧIONPＧGE１１多功能 MR 对

比剂具有体外靶向乳腺癌细胞 MR成像功能,几乎无毒,外加激光可靶向杀伤肿瘤细胞,同时具有 MRI
成像及PDT治疗作用.
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StudyonC６０ＧIONPＧGE１１nanoparticlesforMRIimagingandphotodynamictherapyonbreastcancer
cellsinvitro　FUShuＧqi,TURong,LIU MengＧchan,etal．DepartmentofRadiology,theFirstAffiliaＧ
tedHospitalofHainanMedicalCollege,Haikou５７０１０２,China

【Abstract】　Objective:ToconstructamultifunctionalMRcontrastagentC６０ＧIONPＧGE１１andinＧ
vestigateitsMRtargetedimagingeffectandphotodynamictherapyeffectinvitro．Methods:ImmunoＧ
fluorescencestainingwasusedtoconfirmtheEGFRoverexpressiontumorcelllines．InvitroMRimaＧ
gingwasusedtoobservetheimagingeffectofthetargetedgroupwithcontrastagentC６０ＧIONPＧGE１１
andthenonＧtargetedgroupwithcontrastagentC６０ＧIONPＧRP．AndthedistributionofthecontrastaＧ
gentwasobservedbyPrussianbluestaining．ThecytotoxicityofC６０ＧIONPＧGE１１wasdetectedby
CCK８．Photodynamicexperimentsweresetupinfourgroups:thelaseralonegroup,C６０ＧIONPＧGE１１
nonＧlasergroup,nonＧtargetedcontrastagent＋lasergroupandtargetedcontrastagentC６０ＧIONPＧ
GE１１＋lasergroup．CCK８assaywasusedtoevaluatecellsurvivalrateaftercorrespondingtreatment,

andreactiveoxygenspecies(ROS)productionwasobservedindifferentgroups,whichcanbesemi
quantitativeanalysisbyImageJ．Results:ImmunofluorescenceconfirmedthatEGFR washighlyexＧ
pressedonMDＧMBAＧ２３１cellmembrane．TheinvitroMRItargetingexperimentofC６０ＧIONPＧGE１１
showedthatT２WIwasnegativelyenhanced,andtheT２WIsignaldecreasedwiththeincreaseofthe
concentrationoftargetingcontrastagent．ThelinearregressionequationwasY＝１４５．８９８－３０．２６９∗X,
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R２＝０．８６２．PrussianbluestainingfoundthatC６０ＧIONPＧGE１１experimentalgroupcouldmakeMDＧ
MBAＧ２３１cellmembraneareabluestaining,whiletargetedcontrolgroupcouldnot．Invitrotoxicity
testsshowedthatC６０ＧIONPＧGE１１hadnoobviouscytotoxicity．C６０ＧIONPＧGE１１photokineticallykillＧ
edbreastcancercellsinvitro,andthecellsurvivalratewasonly(２２．７９±４．８４)％．Alargenumberof
reactiveoxygenspeciesweregeneratedinthecells,andreactiveoxygenspeciesincreasedwiththeinＧ
creaseofC６０ＧIONPＧGE１１concentration．Conclusion:C６０ＧIONPＧGE１１isamultifunctionalcontrastaＧ
gentthatcantargetbreastcancercellforMRimaginginvitro,whichisalmostnonＧtoxic．ExternallaＧ
sercantargetandkilltumorcells．C６０ＧIONPＧGE１１hastheeffectsonboth MRimagingandPDT
treatment．

【Keywords】　Fullerenes;Magneticironoxidenanoparticles;Magneticresonanceimaging;PhoＧ
tochemotherapy

　　癌症已成为当前世界威胁人类健康和生命的严重

疾病之一[１].如何早期诊断并治疗肿瘤是分子影像学

研究热点之一.磁性氧化铁纳米粒子(ironoxidenanＧ
oparticles,IONP)是一种多功能磁性纳米材料,当其

粒径在５~１００nm 时具有超顺磁性,可作为磁共振成

像(MRI)、生物催化活性(纳米酶)以及药物递送等多

功能的诊疗工具,IONP合成相对简单、生物相容性

好,可以对其进行进一步的表面修饰,增加水溶性并偶

连靶向分子,因此可用于肿瘤磁共振显像及治疗[２Ｇ３].

C６０(fullerene,富勒烯)有着独特的物理化学性质,是
近年来被广泛用作肿瘤光动力治疗(photodynamic
therapy,PDT)的光敏剂[４Ｇ５].GE１１(氨基酸序列 YHＧ
WYGYTPQNVI)是首个对表面生长因子受体(epiＧ
thelialgrowthfactorreceptor,EGFR)具有高亲和力

的人工合成小分子多肽[６].EGFR受体高表达于上皮

源性肿瘤细胞,与人类多种癌症的发生发展密切相

关[７].PDT是指通过特定波长的激光照射靶组织使

其产生单线态氧、羟基自由基、过氧化氢等活性氧(reＧ
activeoxygenspecies,ROS)物质[８].本研究化学合

成C６０ＧIONPＧGE１１靶向多功能 MRI对比剂(图１),
观察其体外对乳腺癌细胞 EGFR 靶点靶向成像及

PDT治疗作用,为后续体内实验奠定前期实验基础.

材料与方法

１．材料和设备

人乳腺癌细胞株 MDAＧMBＧ２３１来源于国家实验

细胞 资 源 共 享 平 台;靶 向 小 肽 GE１１(QKYHWＧ
YGYTPQNVIQK)和随机小肽(randompeptide,RP)
(TQRKGKTHRKPHKTKT)由上海吉尔多肽有限公

司合成.相关试剂和试剂盒:FBS、磷酸缓冲盐溶液

(phosphatebuffersaline,PBS)、０．２５％胰酶、Cy３标记

山羊抗兔IgG(H＋L)、增强型CCKＧ８试剂盒、ROS检

测试剂盒(BeyotimeBiotechnology);DMEM 高糖培

养基、青霉素Ｇ链霉素Ｇ两性霉素 B混合液(索莱宝);

AnnexinＧVＧFITC/PI凋亡检测试剂盒(杭州联科生

物).设备 采 用 激 光 扫 描 共 聚 焦 显 微 镜 (Olympus
FV１０００,日本),３．０T MRI和膝关节线圈(Siemens,德
国),多功能酶标仪(SynergyHTX,美国),５３２nm 激

光器(Oxlasers,上海).

２．方法

①验证 EGFR 高表达肿瘤细胞株:免疫荧光染

色:取人乳腺癌细胞(MDAＧMBＧ２３１)接种于共聚焦培

养皿中(１×１０５ 个/培养皿),３７℃,５％ CO２孵育２４h.

４％的多聚甲醛固定１５min,PBS浸洗;加入５００μL染

色封闭液封闭３０min;吸掉封闭液后培养皿内滴加足

量１:２００稀释的一抗并放入湿盒,４℃孵育过夜后加入

比例为１:５００稀释的荧光二抗,室温孵育１h后用

PBS浸洗,加２００μLDAPI荧光染料孵育５min进行

核复染,最后吸水纸吸干皿内液体在激光共聚焦显微

镜下观察采集图像.

②体外 MRI成像实验及普鲁氏蓝染色实验:体外

MRI扫描:取 MDAＧMBＧ２３１细胞接种于６孔板(１×
１０６ 个/孔),将其随机分为两组:C６０ＧIONPＧGE１１(实
验组)和C６０ＧIONPＧRP(非靶向随机小肽对照组),分
别配备２００μL浓度为２５、５０、１００、２００、４００μg/mL的

溶液与 MDAＧMBＧ２３１共孵育２h,弃去培养液,PBS漂

洗三次,细胞铲收集孔内细胞,加入２mLPBS吹打重

悬后加入等体积的１％琼脂糖溶液进行 MR 扫描并测

量 T２值.采用３．０T MR 扫描仪,并选用膝关节线

圈,T２ 加权自旋回波成像序列,参数:TR１０００ms,TE
１４０ms,视野(FOV)２２cm×２２cm,层厚０．６mm,矩阵

３８４×３８４.
普鲁士蓝染色法(铁染色):取 MDAＧMBＧ２３１细

胞接 种 于 爬 片 中,随 机 将 其 分 为 两 组:C６０ＧIONPＧ
GE１１靶向对比剂(实验组)和 C６０ＧIONPＧRP非靶向

对比剂(对照组),加入１．５mL浓度为２００μg/mL的

C６０ＧIONPＧGE１１或C６０ＧIONPＧRP对比剂溶液,置于

３７℃,５％CO２培养环境下孵育１２h.加入４％多聚
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表１　C６０ＧIONPＧGE１１实验组和C６０ＧIONPＧRP对照组处理后的 MDAＧMBＧ２３１细胞的 T２ 值

组别
浓度(μg/mL)

２５ ５０ １００ ２００ ４００
实验组 １０３．７４±０．９２ １１５．５０±０．７４ ３７．７６±０．４４ １６．６１±０．３７ １．８４±０．１５
对照组 ９２．０４±１．６４ １２２．８３±１．７６ １１１．２３±０．８５ １０５．７３±１．３６ ５７．９５±０．５１

甲醛固定１５min,PBS润洗３次.普鲁氏蓝染色试剂

盒,１:１体积比例混合盐酸与亚铁氰化钾溶液细胞染

色３０min后,PBS充分洗涤３次,再加伊红染色液淡

染细胞核１５min,PBS润洗５s后脱水透明、树胶封

固.

③细胞毒性实验:将人乳腺癌细胞 MDAＧMBＧ２３１
以５×１０３ 个/孔(１００μL/孔)接种到９６孔板中,待细

胞充分贴壁分别加入１００μL 不同浓度梯度的 C６０Ｇ
IONPＧGE１１,并按照浓度梯度分为以下７组:０μg/mL
(完全培养基空白对 照 组)、２５μg/mL、５０μg/mL、

１００μg/mL、２００μg/mL、４００μg/mL、８００μg/mL,每

个浓度梯度设置无细胞的C６０ＧIONPＧGE１１对比剂对

照孔作为背景值,每个浓度设置５个复孔,置于３７℃,

５％ CO２ 培养环境下孵育２４h;每孔加入１０μLCCKＧ
８溶液,培养箱内孵育１h,酶标仪检测细胞在４５０nm
处的吸光度(opticaldensity,OD),按照计算公式:细
胞存活率(％)＝(实验孔 OD 值－实验组背景孔 OD
值)/(对照孔 OD值－对照组背景孔 OD值)计算细胞

存活率.

④体外光动力实验:CCK８(CellCountingKitＧ８,
细胞计数试剂)检测:将人乳腺癌细胞 MDAＧMBＧ２３１
以５×１０３ 个/孔(１００μL/孔)接种到９６孔板中,每孔

需间隔１个空白孔以便进行光照,置于３７℃,５％ CO２

培养环境下孵育使其充分贴壁.实验设置４个分组:

①空白激光组(完全培养基);②C６０ＧIONPＧGE１１无激

光组;③C６０ＧIONPＧRP＋激光组;④C６０ＧIONPＧGE１１
＋激光组.②③④组加入１０μL浓度为２００μg/mL
的C６０ＧIONPＧGE１１或C６０ＧIONPＧRP对比剂溶液,每
组设置５个重复孔,３７℃,５％ CO２ 环境孵育２４h.光

照:吸出培养基,PBS轻柔润洗２次洗去未结合对比

剂,①③④组暴露于５３２nm,１００mW/cm２激光下照

射２０min,再孵育１２h;随后每孔加入１０μLCCK８,置
于３７℃,５％ CO２ 培养箱孵育１．５h,用酶标仪检测

４５０nm 处的吸光度,按公式计算细胞存活率,绘制曲

线.
活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)检测:将人

乳腺癌细胞 MDAＧMBＧ２３１以每皿１×１０４ 个接种于共

聚焦培养皿中,置于３７℃,５％ CO２ 培养箱孵育２４h,
实验设置６个分组:①空白激光组(完全培养基);②
C６０ＧIONPＧGE１１无激光组;③C６０ＧIONPＧRP＋激光

组;④２００μg/mL C６０ＧIONPＧGE１１＋ 激 光 组;⑤

４００μg/mLC６０ＧIONPＧGE１１＋激光组;⑥８００μg/mL
C６０ＧIONPＧGE１１＋激光组.按照分组加入对应溶液,
每组加入５０μL比例为１:１０００稀释后的 DCFHＧDA
探针,置于３７℃,５％ CO２ 培养箱孵育３０min,PBS洗

涤３ 次以洗去未结合探针;① ③ ④ ⑤ ⑥ 组暴露于

５３２nm,１００mW/cm２ 激光照射２０min,共聚焦显微

镜下观察活性氧产生情况,并使用ImageJ软件对荧

光结果进行半定量分析.

３．统计分析

采用SPSS２２进行统计学分析,体外细胞光动力

学实验使用 DunnettＧt检验比较各组间差异,体外毒

性实验和ImageJ半定量分析荧光强度,使用 TamＧ
hane’sT２ 检验比较各组间差异.

结　果

１􀆰C６０ＧIONPＧGE１１表征

透 射 电 镜 (transmission electron microscope,

TEM)可见C６０ＧIONPＧGE１１形态呈类球形,大小基本

一致(图１a),动态光散射(dynamiclightscattering,

DLS)测得IONP的水化直径为(２９．４±２．１)nm,C６０Ｇ
IONPＧGE１１的水化直径为(３７．７±３．２)nm(图１b、d),

Zeta电位显示IONP 电位为(３８．８±０．４)mV,C６０Ｇ
IONPＧGE１１电位为(－３５．９±０．７)mV(图１c、d);傅氏

转换 红 外 线 光 谱 分 析 (Fouriertransforminfrared
spectroscopy,FTIR)显示,羧基富勒烯在３０００cm－１

左右形成大而宽的峰,且以３０００cm－１为中心对称,是
缔合羧基的吸收,１４３３cm－１、１１９１cm－１、５２５cm－１是

C６０的特征峰,５７８cm－１是FeＧO 特征振动峰,多巴胺

修饰的Fe３O４ 在３４００cm－１、１５９７cm－１、１２６５cm－１出

现氨基的吸收峰,C６０ＧIONPＧGE１１在３４１９cm－１的吸

收峰是v(－NH２)和v(－OH)的叠加,在１７３３cm－１、

１６７２cm－１、０~１２００cm－１等出现多个酰胺键中强特征

峰(图２a),综上可以看出C６０和 GE１１被偶联在磁性

颗粒的表面;磁滞曲线显示C６０ＧIONPＧGE１１与IONP
有相似的磁饱和强度(图２b).

２􀆰EGFR高表达肿瘤细胞株的筛选

免疫荧光结果显示,DAPI染液将细胞核染成蓝

色,MDAＧMBＧ２３１细胞膜上有大量Cy３荧光(图３).

３􀆰体外 MRI成像实验及普鲁氏蓝染色实

为了评价多功能对比剂C６０ＧIONPＧGE１１的靶向
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图１　C６０ＧIONPＧGE１１的 A)TEM;B)DLS;C)Zeta电位;D)Zeta电位统

计表.　 图 ２　a)C６０ＧIONPＧGE１１ 合 成 FTIR 图;b)IONP 和 C６０Ｇ
IONPＧGE１１磁化曲线.

表２　各组与实验组对比统计表

(I)VAR００００１ (J)VAR００００１ 平均差异 标准误 P 值 ９５％ CI
单纯激光组 C６０ＧIONPＧGE１１激光组 ６９．６６１５７∗ ２．８３６６５ ＜０．００１ ６２．３０８０~７７．０１５１
C６０ＧIONPＧGE１１无激光组 C６０ＧIONPＧGE１１激光组 ７３．０６３４１∗ ２．８３６６５ ＜０．００１ ６５．７０９８~８０．４１７０
C６０ＧIONPＧRT激光组 C６０ＧIONPＧGE１１激光组 ６０．６０１２２∗ ２．８３６６５ ＜０．００１ ５３．２４７７~６７．９５４８

注:P＜０．００１,差异有统计学意义

性和成像能力,对 EGFR 高表达的 MDAＧMBＧ２３１细

胞进 行 体 外 MR 成 像.C６０ＧIONPＧGE１１ 浓 度 为

１００μg/mL时,T２WI开始出现负性强化,随着浓度增

加,T２WI信号降低,非靶向随机小肽 C６０ＧIONPＧRP
对照组未见明显负性强化(图４).表１示,分析实验

组与对照组浓度与 T２ 值的相关性,结果显示实验组

和对照组的浓度与 T２ 值均呈负相关(R值为－０．９２８、

－０．５４０,表１),其中实验组的相关性较对照组更强,并
可得实验组线性回归方程为 Y＝１４５．８９８－３０．２６９×
X,R２＝０．８６２.

普鲁士蓝染色结果显示,C６０ＧIONPＧGE１１实验组

可见细胞明显蓝染,非靶向随机小肽 C６０ＧIONPＧRP

对照组未见明显染色(图５).

４􀆰细胞毒性实验

为了评估对比剂 C６０ＧIONPＧ
GE１１的细胞毒性,笔者测定了不

同浓 度 C６０ＧIONPＧGE１１ 处 理 后

MDAＧMBＧ２３１ 细 胞 的 细 胞 存 活

率.与 空 白 组 相 比,C６０ＧIONPＧ
GE１１浓度为２５μg/mL、５０μg/mL、

１００μg/mL、２００μg/mL、４００μg/mL、

８００μg/mL 时,存 活 率 分 别 为

(９８．８６± ３．６５)％、(９６．０８ ±
４．０９)％、(９２．７６ ± ３．０３)％、
(９０．７１±３．２１)％、(８８．１９％ ±
１．７９)％、(８４．４４％±２．６４)％,差异

有统计学意义(F＝１８．９８８,P＜
０．００１,图６).

５􀆰体外光动力实验

为 了 研 究 C６０ＧIONPＧGE１１
对 MDAＧMBＧ２３１细胞的光动力学

治疗效果,测定了不同处理条件下

的细胞存活率.单纯激光组细胞

存活率为(９２．４５±４．９９)％,C６０Ｇ
IONPＧGE１１无激光组细胞存活率

为(９５．８６±４．０５)％、非靶向随机

小肽 C６０ＧIONPＧRP 对照组激光

处理后细胞存活率为(８３．３９±３．
９５)％,而 C６０ＧIONPＧGE１１ 实 验

组激光处理后的细胞存活率仅为

(２２．７９±４．８４)％,差异有统计学意义(P＜０．００１,图７,
表２).

ROS检测结果显示,实验组靶向 对 比 剂 C６０Ｇ
IONPＧGE１１＋激光组处理细胞后可见细胞内有大量

绿色荧光,而单纯激光组、C６０ＧIONPＧGE１１无激光组

未见明显绿色荧光,非靶向对比剂C６０ＧIONPＧRP＋激

光处理细胞后细胞内见少量绿色荧光,并且随对比剂

浓度的增加,实验组细胞内绿色荧光增多(图８).对

荧光染色结果进行半定量分析(图９),实验组靶向对

比剂 C６０ＧIONPＧGE１１＋激光组与单纯激光组、C６０Ｇ
IONPＧGE１１无激光组、非靶向对比剂 C６０ＧIONPＧRP
＋激光组的ROS荧光强度差异具有统计学意义(F＝
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图３　MDAＧMBＧ２３１细胞EGFR表达免疫荧光图(激光共聚焦扫描显微镜

下×１０００,标尺为５μm).a)DAPI染核;b)Cy３染膜;c)明场细胞轮廓;d)
核膜融合图.　图４　a)C６０ＧIONPＧGE１１处理后的 MDAＧMBＧ２３１细胞的

T２WI图;b)C６０ＧIONPＧRP处理后的 MDAＧMBＧ２３１细胞的 T２WI图.　
图５　MDAＧMBＧ２３１细胞的普鲁士蓝染色图(荧光倒置显微镜,×１０００,标

尺为２０μm).a)C６０ＧIONPＧGE１１处理后;b)C６０ＧIONPＧRP处理后.

２２８８．５３９,P＜０．００１).

讨　论

近年来,纳米材料技术的兴起为癌症的诊治开辟

了新前景,其中以多功能磁性纳米粒子为基础的多模

式成像和癌症协同治疗已成为分子影像领域发展的新

研究方向之一[９Ｇ１１].

GE１１是特异性靶向上皮源

性肿瘤细胞膜 EGFR受体的小分

子 多 肽,序 列 为 YHWYGYTＧ
PQNVI[１２Ｇ１３],本研究为保护小肽

功能区活性,在首尾各加上两个氨

基酸,构成 QKYHWYGYTPQNＧ
VIQK;GE１１内化但不激活 EGＧ
FR,犹如天然的表皮生长因子配

体,从 而 避 免 促 进 肿 瘤 生 长[６].

EGFR是位于细胞膜表面的跨膜

糖蛋白[１４],过表达于各种上皮来

源的肿瘤,包括非小细胞肺癌、乳
腺癌、头颈癌、胃癌、食管癌、前列

腺癌、膀胱癌等[１５].免疫荧光实

验结果显示 MDＧMBAＧ２３１细胞膜

表面 产 生 大 量 红 色 荧 光,表 明

MDＧMBAＧ２３１细胞的EGFR表达

量多,与文献报道一致[１６],这是我

们选择 MDＧMBAＧ２３１细胞株进行

体外 MRI成像及PDT治疗原因.

C６０ＧIONPＧGE１１的 TEM 图

示制备的纳米颗粒尺寸均一,水合

粒径约２９．４nm,当纳米颗粒粒径

在１０~１００nm 区间时,肝脾网状

内皮系统对其的吞噬减少[１７],体
内血液循环的时间延长,进一步增

加了肿瘤病灶对 USPIO 的有效

结合时间和摄入时间[１８].FTIR
各峰可见C６０特征峰,FeＧO峰,酰
胺键特征峰,GE１１共振峰,表明

C６０和 GE１１被偶联在磁性颗粒

的表面.饱和磁化强度随外加磁

场的变化而变化,磁饱和度约为

５３．４emu/g,几乎无磁滞现象,呈
现超顺磁性,可用于 MRI成像.

超顺磁性氧化铁纳米粒可作

为磁共振成像的阴性造影剂,即在

T２ 加 权 像 中 显 示 为 低 信 号[１９].

MDＧMBAＧ２３１ 与 C６０ＧIONPＧ
GE１１孵育 后,PBS 洗 去 未 结 合 的 对 比 剂,当 C６０Ｇ
IONPＧGE１１在浓度为１００μg/mL 时,MDＧMBAＧ２３１
细胞 开 始 出 现 T２ 信 号 的 负 性 强 化,当 浓 度 升 至

２００μg/ml时 T２ 信号已接近背景值,随浓度增高 T２

信号负性强化增强,表明 C６０ＧIONPＧGE１１可体对乳

腺癌细胞靶向成像;普鲁士蓝染色实验显示靶向组细
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图６　不同浓度的C６０ＧIONPＧGE１１细胞毒性实验.　图７　各激光组处理后 MDAＧMBＧ２３１的细胞存活率

及统计分析结果.A 为单纯激光组,B为 C６０ＧIONPＧGE１１无激光组,C为 C６０ＧIONPＧRP激光组,D 为 C６０Ｇ
IONPＧGE１１激光组.　图８　a)单纯激光组;b)C６０ＧIONPＧGE１１无激光组;c)C６０ＧIONPＧRP激光组;d)２００

μg/mLC６０ＧIONPＧGE１１＋激光组;e)４００μg/mLC６０ＧIONPＧGE１１＋激光组;f)８００μg/mLC６０ＧIONPＧGE１１
＋激光组处理后 MDAＧMBＧ２３１细胞的活性氧检测图(激光共聚焦扫描显微镜下×２０００,标尺为２０μm).

胞明显蓝染,而对照组未见染色.YANG 等[２０]用

GE１１肽修饰 USPIO,与EGFR高表达 H１２９９人非小

细胞肺癌细胞孵育后普鲁士蓝染色可见细胞明显蓝

染,腋下荷瘤裸鼠 MR成像结果显示,尾静脉注射１h
后肿瘤区域 T２ 信号明显下降;MA等[２１]开发 AFP和

GPC３双抗原靶向的 USPIO探针,体外对 Hepa１Ｇ６小

鼠肝癌细胞 MR成像,显示实验组 T２WI信号下降幅

度明显,普鲁士蓝染色显示细胞明显蓝染;ZHAO
等[２２]合成适配体(aptamer,Apt)介导的超小超顺磁性

铁纳米粒子(UltrasmallsuperparamagneticironoxＧ
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图９　A)单纯激光组;B)C６０ＧIONPＧGE１１无激光组;

C)C６０ＧIONPＧRP 激光组;D)２００μg/mLC６０ＧIONPＧ
GE１１＋激光组;E)４００μg/mLC６０ＧIONPＧGE１１＋激

光组;F)８００μg/mLC６０ＧIONPＧGE１１＋激光组处理后

MDAＧMBＧ２３１细胞的 ROS荧光半定量折线图.

ide,USPIO)探针,MR体外 T２WI成像显示 AptＧUSＧ
PIO孵育的 HuhＧ７人肝癌细胞信号强度随对比剂浓

度升高,T２ 信号逐渐降低,普鲁士蓝染色试验观察到

HuhＧ７肝癌细胞对 AptＧUSPIO 有特异性摄取;本研

究与前人结果基本一致.

CCKＧ８试剂可被活细胞氧化还原生成可溶性的

橙黄色甲瓒,因此培养液颜色的深浅与活细胞成正比,
与细胞毒性成反比,通过测定反应产物的 OD值即可

简便且准确的反映存活细胞的数量.本课题选用

CCK８试剂盒检测不同浓度 C６０ＧIONPＧGE１１对 MDＧ
MBAＧ２３１细胞存活情况的影响,结果显示不同浓度

C６０ＧIONPＧGE１１处 理 后,随 着 浓 度 的 增 加,MDAＧ
MBＧ２３１细胞的存活率稍降低,但均在８０％以上,根据

细胞毒性评级标准,当细胞存活率＞７５％时可视为无

细胞毒性[２３],故C６０ＧIONPＧGE１１几乎无毒,可用于后

续光动力治疗实验.LI[２４]等合成水溶性C６０衍生物,
在无光照条件下,８０μg/ml、１５０μg/ml、３００μg/ml的

水溶性C６０对SMMCＧ７７２１人肝癌细胞的细胞抑制率

均 在 １０％ 以 下;FU[２５] 等 发 现 当 IONP 浓 度 为

３０μg/ml时,４T１人乳腺癌细胞的细胞存活率仅下降

不到１０％.
光动力学治疗是指用特定波长的激光照射吸收了

光敏剂的靶组织,产生单线氧、活性氧杀伤病变细胞而

正常细胞不受影响[２６],其发生条件有三个:适宜波长

激光、光敏剂、氧气[２７].ROS产生过多,细胞则进入

氧化应激状态,从而激发肿瘤细胞损伤、肿瘤血管破坏

等杀伤效应[２８Ｇ３０].PDT 治疗肿瘤的机制主要包括Ⅰ

型反应 (产生活性氧)和 Ⅱ 型反应 (产生单线态氧

１O２)[３１].C６０作为一种新兴的光敏剂,被广泛应用于

光动力治疗,C６０光动力治疗更倾向于发生Ⅰ型反应

产生活性氧物质[３２,３３],因此细胞内活性氧水平是评价

C６０用于PDT治疗效果的重要指标.
活性氧检测试剂盒是一种利用荧光染料 DCFHＧ

DA进行活性氧检测的试剂盒,无荧光的 DCFHＧDA
进入细胞后可被活性氧氧化成有荧光的 DCF,通过观

察DCF的荧光强度可检测细胞内活性氧的生成水平,
本课题通过观察细胞活性氧生成水平来检验PDT治

疗实 验 结 果.单 纯 给 予 光 照 组 和 单 独 给 与 C６０Ｇ
IONPＧGE１１孵育的 MDＧMBAＧ２３１ 细胞活性氧检测

阴性,说明这两组无光动力学治疗反应发生;而 C６０Ｇ
IONPＧRP激光组细胞活力稍下降,可能是C６０ＧIONPＧ
RP与 MDＧMBAＧ２３１ 细胞发生少量非特异性结合,

C６０在激光作用下产生少量活性氧使细胞存活率稍降

低,活性氧检测证实了少量绿色荧光存在.与对照组

相 比,C６０ＧIONPＧGE１１ 激 光 组 细 胞 存 活 率 仅 为

(２２．７９±４．１１)％,细胞活力明显下降 ,杀伤肿瘤细胞

效果最显著(P＜０．０５,具有统计学意义),且活性氧检

测实验显示大量绿色荧光存在,而且C６０ＧIONPＧGE１１
浓度增加,活性氧产生增多,光动力治疗效果增强,进
一步证明了C６０ＧIONPＧGE１１用于光动力治疗肿瘤的

可行性.SHI等[３４]开发了 C６０ＧIONPＧPEGＧFA,体外

光动力治疗可使(７３．７±１．３)％的乳腺癌细胞 MCFＧ７
发生凋亡.SHI等[３５]发现 １５μg/ml的 C６０＠AuＧ
PEG光动力治疗 MCFＧ７细胞时,可使其细胞存活率

下降至(４２．８±５．２)％.Yang等[２０]开发 Ge１１ＧPDAＧPt
＠USPIOs纳米粒子,GE１１特异性靶向 EGFR 阳性

细胞,激光照射后可使 H１２９９人非小细胞肺癌细胞产

生大量ROS荧光,均与本研究结果类似.
综上所述,C６０ＧIONPＧGE１１多功能 MR 对比剂

兼具磁共振成像与光动力靶向治疗作用,有望同时解

决肿瘤靶向 MR成像和治疗的问题,具有良好应用前

景.
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