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■背景资料
研 究 表 明 ,  纳 米
技术在磁共振成
像、细胞内高温
热疗等方面都具
有独特的优势. 但
是, 由于纳米粒子
本身没有与肿瘤
细胞特异性结合
的靶向性特点, 单
纯的纳米粒子难
以在肿瘤细胞内
集聚, 因而在肿瘤
组织内就难以发
挥纳米粒子的生
物学作用.
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Abstract  
AIM: To investigate the targeted distribution 
of photosensitizer-manoparticle conjugates in 
transplanted VX-2 liver tumors in rabbits.

METHODS: Forty healthy New Zealand rab-
bits were randomly divided into four groups: 

normal control group, photosensitizer group, 
nanoparticle group, and conjugate group. A rab-
bit model of transplanted VX-2 liver tumor was 
created. On days 16, 18 and 20 after model cre-
ation, the animals in each group were injected 
with saline, photosensitizer, nanoparticles and 
conjugate solution via the ear vein, respectively. 
On day 22, animals were sacrificed to observe 
the growth of tumors and examine pathological 
changes in liver tissue by Prussian blue staining, 
transmission electron microscopy and atomic 
absorption spectroscopy.

RESULTS: Prussian blue staining showed that 
there were plenty of iron particles stained blue 
inside cancer cells in the conjugate group, which 
were much more than those in other groups. 
There were few iron particles inside normal liver 
cells. Transmission electron microscopy revealed 
that there were large quantity of black small par-
ticles inside the lysosomes, endoplasmic reticu-
lum, mitochondria and nucleus of cancer cells 
in the conjugate group, which were much more 
than those in other groups. There were only few 
black small particles inside normal liver cells.

CONCLUSION: Photosensitizer-nanoparticle 
conjugates have cancer-targeted effect and could 
help nanoparticles enter into transplanted VX-2 
liver tumor cells.

Key Words: Nanoparticles; Photosensitizer; Trans-
planted VX-2 liver tumor; Conjugate
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摘要  

目的: 研究光敏剂-磁性纳米粒子螯合物促进
磁性纳米粒子在VX2肝转移癌细胞内的靶向
性分布.

方法: 取健康新西兰大白兔40只 ,  体质量
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■研发前沿
光敏剂可以与磁
性纳米粒子结合
形成螯合剂, 并且
这种光敏剂-磁性
纳米粒子螯合剂
可以进入培养的
结肠癌细胞中.

2.5-3.0 k g. 建立VX2肝转移癌模型, 随机分
成空白对照组、光敏剂组、磁性纳米粒子组
和光敏剂-磁性纳米粒子螯合物组, 在成瘤后的
第16、18和20 d, 经兔耳缘静脉分别注射生理
盐水、光敏剂、磁性纳米粒子和螯合物. 于第
22 d处死试验兔, 剖腹观察肿瘤生长情况, 取正
常肝组织和癌结节, 作普鲁氏蓝铁染色、透射
�镜检查和原子光谱吸收半定量检测.

结果: (1)普鲁氏蓝染色后, 在螯合剂组癌结节
内见到大量蓝染铁颗粒, 明显多于其他各组, 
而肝细胞内少见蓝染铁颗粒; (2)�镜检查, 螯
合剂组癌细胞内有大量散在的黑色细小颗粒, 
主要分布在溶酶体、内质网、线粒体和细胞
核内; 而肝细胞内只有少量黑色细小颗粒; (3)
原子光谱吸收半定量检测显示, 在癌结节内, 
螯合剂组铁含量(9.09 mg/L)明显高于空白对
照组、光敏剂组和磁性纳米粒子组(P <0.01), 
癌组织内铁含量也明显高于正常肝组织的铁
含量(P <0.01).

结论: 光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂能够促进
磁性纳米粒子在肝转移癌结节内的聚集.

关键词: 磁性纳米粒子; 光敏剂; VX2肝转移癌; 螯合剂
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0  引言

肝转移癌是影响结直肠癌手术预后的主要因素

之一, 大约50%-70%的患者在根治性手术后会发

生异时性肝转移, 死亡患者中有70%-90%存在肝

转移癌. 由于肝转移癌具有多发性、弥漫性分布

的特点, 使得对肝转移癌的早期诊断和治疗都缺

乏有效的方法[1]. 近年来纳米技术的深入发展使

人们看到了诊断、治疗肝转移癌的希望[2]. 一些

研究表明, 纳米技术在磁共振成像、细胞内高温

热疗等方面都具有独特的优势[3,4]. 但是, 由于纳

米粒子本身没有与肿瘤细胞特异性结合的靶向

性特点, 单纯的纳米粒子难以在肿瘤细胞内集

聚, 因而在肿瘤组织内就难以发挥纳米粒子的生

物学作用. 我们先期的研究表明, 光敏剂可以与

磁性纳米粒子结合形成螯合剂, 并且这种光敏

剂-磁性纳米粒子螯合剂可以进入培养的结肠癌

细胞中. 因此, 本研究通过兔VX-2肝移植瘤模型, 
观察光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂是否能够促进

磁性纳米粒子在肝移植瘤细胞内的聚集. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级新西兰大白兔, 雌雄各半, 
40只, 体质量2.0-2.5 kg, 同济大学实验动物中心

以及同济大学附属同济医院动物实验中心提供

并饲养, 许可证号: SYXK(沪)2007-0031, 实验动

物生产许可证号: SCXK(沪)2004-0007. Vx2鳞癌

细胞新西兰大白兔: 由上海中医药大学附属普

陀区中心医院放射科李铭、李淼医师惠赠. 光敏

剂: 主要成分为血卟啉单甲醚(HMME)(10 g/L), 避
光, -20 ℃保存, 由上海第二军医大学红绿光研

究所提供. 磁性纳米粒子: 主要成分为葡聚糖4
万色包被Fe3O4粒子, 铁离子含量为1.32 mol/L, 
水合粒径50 nm, 多分散系数PDI = 0.197, 型号

061010磁粒, 由上海交通大学纳米材料研究所

古晨宏教授惠赠. 显微镜及成像系统: LEICA 
DM IRB显微镜, 徕卡仪器有限公司产品. 透射电

镜: CM120 Philips 公司产品. 原子吸收光谱仪: 
安捷伦科技上海有限公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 光敏剂-纳米磁性螯合剂溶液的制备: 取光

敏剂10 μL, 纳米磁性粒子150 μL, 0.9%NaCL溶
液10 mL. 等比值取光敏剂溶液、纳米磁性粒子

溶液、0.9%NaCL溶液, 避光的条件下混匀, 并在

37 ℃下水浴30 min, 分装为10 mL一管. 避光, 4 ℃
保存. 
1.2.2 兔Vx2肝转移癌模型的建立: 取新西兰大

白兔, 体质量2.0-2.5 kg. 取3％戊巴比妥钠溶液

1.0 mL/kg, 沿耳缘静脉缓慢推注, 麻醉完全后取

仰卧位, 以剑突为中心备皮, 直径约10 cm. 常规

消毒. 在剑突下行纵行切口, 长约3 cm, 进腹后显

露肝左中央叶, 用组织钳从膈面斜型穿刺肝组

织, 长约1 cm左右, 注意切忌穿透肝脏组织脏面. 
将预先从荷瘤种兔取下的新鲜瘤组织块(1 mm×

1 mm×1 mm)2-3块塞入窦道中, 用纱布压迫窦

道口处3-5 min, 再用明胶海棉覆盖表面, 防止种

植的肿瘤组织块脱落, 逐层关腹. 待实验兔苏醒

后送返动物房, 禁食12 h. 术后于后肢肌注1 mL
硫酸庆大霉素,每天1次, 连用3 d. 
1.2.3 实验分组及处理: 取40只VX2荷瘤兔, 雌雄

各半, 随机分为4组: 空白对照组、光敏剂组、

磁性纳米粒子组(粒子组)和光敏剂-磁性纳米粒

子螯合剂组(螯合剂组). 成瘤后每天观察体温、

心率等生命体征变化及体质量等一般情况, 于
第16、18、20 d经耳缘静脉分别注射生理盐水

(1 mL/kg), 光敏剂[1 μL/(mL·kg)]、磁性纳米粒

子[15 μL/(mL·kg)]和螯合剂[2 μL/(mL·kg)], 于第
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22 d处死荷瘤兔, 剖腹观察肿瘤生长情况, 并取

每组的癌结节和正常肝组织, 分别作普鲁氏铁

染色、透射电镜观察以及原子光谱吸收仪检测.  
统计学处理  采用SPSS13.0统计学软件对所

得结果进行统计学分析, 实验数据用mean±SD
表示, P >0.05被认为差异无统计学意义, P <0.05
被认为差异有统计学意义, P <0.01被认为差异有

显著统计学意义. 

2  结果

2.1 应用原子吸收光谱分析样本中铁离子含量 
为了客观地验证在不同组别的肝转移癌结节内

铁离子的多寡, 实验中采用原子吸收光谱分析

技术分析样本中铁离子的含量. 根据对标准浓

度的测定结果绘制工作曲线, 并计算出相应的

函数关系公式(图1). 在铁离子浓度(mg/L)为2.0, 
4.0, 6.0, 8.0, 10.0时, 对应的吸光度(A )分别为

0.121, 0.180, 0.269, 0.339, 0.460. 
螯合剂组的铁离子相对含量最高, 达到9.09 

mg/L, 明显高于纳米粒子组、光敏剂组和空白

对照组, 均有非常显著的统计学意义(P <0.01). 
纳米粒子组也高于光敏剂组和空白组(P <0.05). 
光敏剂组和空白组比较, 无统计学意义(表1).  

上述结果表明, 通过将磁性纳米粒子与光敏

剂螯合的方式, 能够促进磁性纳米粒子进入肿

瘤细胞. 单纯的磁性纳米粒子只有极少量能够

进入肿瘤细胞内, 但是明显少于螯合剂组, 这也入肿瘤细胞内, 但是明显少于螯合剂组, 这也肿瘤细胞内, 但是明显少于螯合剂组, 这也

从另一个侧面验证了螯合剂携带铁的能力. 光
敏剂因为本身不含铁离子, 所以和空白组对比

没有统计学意义. 正常肝组织由于血供丰富, 肝
窦内富含枯否氏细胞, 对纳米粒子等颗粒物质

具有非特异性吞噬功能, 并且肝细胞和肝窦内

的红细胞本身也含有微量的铁离子, 因而在各

个组别的正常肝组织内也能测出铁离子含量, 
但是没有显著性差异(P >0.05). 

2.2 HE染色, 光镜下观察癌结节形态 癌组织表

现为细胞排列紊乱, 失去正常的排列结构、层

次或极向, 大量的癌细胞成团状或巢状, 细胞较

正常大, 细胞核增大、深染, 有病理性核分裂象.象.. 
证实实验中肝组织中增生的结节为癌组织. 
2.3 普鲁士蓝染色, 光镜下观察标本中含铁离子

的分布 在普鲁士蓝染色切片中, 空白对照组: 无
论是肿瘤组织还是正常肝组织, 在其切片中均

未发现蓝染颗粒; 螯合剂组可见到在中性红染

色的背景下, 大量散在或片状分布的蓝色颗粒

(图2A); 光敏剂组的肿瘤组织中几乎未见到蓝

染颗粒(图2B); 纳米粒子组的肿瘤组织内偶见到

少许的蓝色颗粒(图2C). 从这些图片对比可以看

出, 螯合剂组的肿瘤组织内铁离子的含量最多, 
纳米粒子组与光敏剂组的肿瘤组织内铁离子的

含量极少, 提示螯合剂可以促进更多的磁性纳

米粒子进入肿瘤细胞内. 
2.4 �镜下观察纳米粒子在癌细胞内的分布 在
透射电镜下, 癌细胞的大小和形态很不一致, 尤
其是癌细胞核的体积增大, 核浆比例较正常的

增大, 核的大小、形状和染色不一, 核染色质深, 
呈粗颗粒状, 分布不均, 常堆积在核膜下, 使核

膜显得增厚, 常有病理性核分裂象.象.. 
螯合剂组的电镜图像显示, 核内可以清晰地

看到大量散在的黑色细小点状颗粒, 为高电子

密度影, 在胞核周围也可见到散在的黑色颗粒, 
部分颗粒为溶酶体所吞噬. 而在组织间隙内未

见到类似颗粒(图3A). 
光敏剂组可见到胞核较大, 形状变异. 在胞

质内见到溶酶体、内质网、核糖体等细胞器, 
未见到黑色细小点状颗粒(图3B). 纳米粒子组在

肿瘤细胞核内可见极少量的铁颗粒(图3C). 空白

对照组除见到成片的肿瘤细胞, 胞核大小各异, 
在胞核与胞质内均未见到黑色点状颗粒. 

3  讨论

近年来 ,  纳米技术在肿瘤研究领域的应用越

来越引起关注[2-4]. 其中磁性纳米材料(Fe3O4、
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图� �� ������������������  1  ������������������原子吸收光谱测定铁粒子含量的标准曲线

表  1  各组标本铁相对浓度的比较 (n = 40, mg/L, mean±SD)

         分组     肿瘤      肝脏 

螯合剂组 9.09±2.31 4.43±1.10

纳米粒子组 4.97±1.53 4.53±1.11

光敏剂组 3.45±0.61 4.82±1.94

空白对照组 3.30±0.26 4.10±0.70

■相关报道
光燕翔等以纳米
沉淀法制备光敏
感纳米微球,将负
载52盐酸乙酰氨
基丙酸 (52ALA)
的光敏感纳米微
球对膀胱癌进行
光动力学治疗, 结
果显示光敏感纳
米微球可以显著
提高光动力学杀
伤效应.
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γ-Fe2O3)作为一类新材料, 由于其独特的理化性

质, 如量子尺寸效应、小尺寸效应、表面与界

面效应和宏观量子隧道效应等, 使其在肿瘤诊

断、治疗的研究中受到广泛重视. 别彩群等[5]成

功制备了抗肝癌单链抗体二聚体高分子免疫纳

米颗粒, 初步研究证明对肝癌细胞增殖具有抑

制作用. 纳米级Fe3O4粒子作为磁共振造影剂在

临床上已经得到应用. 但是, 存在的难题是磁性

纳米粒子缺乏靶向性, 它不能特异性地在肿瘤

细胞或肿瘤组织内形成浓聚区, 因而影响了其

生物学效能的发挥. 
光动力疗法(Photodynamic therapy, PDT)是

近年来正在快速发展中的肿瘤治疗新方法, 已
广泛应用于皮肤表面、口咽部、食管、膀胱等

体表或脏腔表面的各种癌前病变、早期肿瘤、

癌性梗阻的治疗 ,  并且都具有较肯定的疗效 . 

PDT的重要特性之一是光敏剂能够选择性地与地与与

肿瘤细胞结合, 肿瘤细胞内光敏剂的浓度明显

高于周围正常组织, 并且只有被相同波长的激

光照射后才能产生光化学反应, 从而进行光动

力诊断和光动力治疗[6,7]. 
近年来以纳米粒子作为载体, 与光敏剂或

其他药物相结合的技术逐渐引起研究者们的关他药物相结合的技术逐渐引起研究者们的关药物相结合的技术逐渐引起研究者们的关

注. 燕翔等[8]以纳米沉淀法制备光敏感纳米微球,
将负载52盐酸乙酰氨基丙酸(52aminolevulinic 
acid, 52ALA)的光敏感纳米微球对膀胱癌进行

光动力学治疗, 结果显示光敏感纳米微球可以

显著提高光动力学杀伤效应. Ma[9]等报道, 利用

褐藻酸纳米微球吸附磁性三氧化二铁制成纳米

药物SPIO2藻酸盐, 高达90%的SPIO2藻酸盐能

迅速到达肝脏及脾脏. Zhang等[10]通过合成“己

内酯2聚乙二醇2丙交酯聚合物(PCLLA2PEG2P-

C

B

A

图� �� �������������������������  2  �������������������������光镜下观察标本中含铁离子的分布(普鲁士蓝染色).� 
A: 螯合剂组光镜照片, 在肿瘤组织中可见大量蓝染颗粒; B: 

光敏剂组光镜照片, 极少见到蓝染颗粒; C:纳米粒子组光镜

照片, 极少见到蓝染颗粒.

C

B

A

图� �� �������������������  3  �������������������电镜下观察纳米粒子在癌细胞内的分布.� A: 螯合剂组

电镜照片(×6500), 箭头所指处为肿瘤细胞内的细小点状颗

粒物质; B: 光敏剂组电镜照片, 未见黑色细小点状颗粒聚集; 

C: 磁性纳米粒子组电镜照片, 未见黑色细小点状颗粒聚集.

■创新盘点
本研究通过普鲁
士铁染色、透射
�镜和原子吸收
光谱仪分析, 从三
个不同角度都证
明光敏剂-磁性纳
米粒子螯合剂具
有促进磁性纳米
粒子进入肿瘤细
胞的能力..
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CLLA)”, 并且包埋羟基喜素碱成纳米微球, 通
过动物实验显示具有较好的靶向性抗肿瘤效果. 
这些研究从不同侧面阐明了纳米修饰技术在光

动力学治疗中的美好前景. 我们在本实验中通

过对肝转移癌组织的普鲁士蓝铁染色和原子吸

收光谱分析技术, 进一步观察了光敏剂-磁性纳

米粒子螯合剂在肝转移癌内的实际分布和含量, 
为光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂在肿瘤组织内的

靶向性研究提供实验依据. 
普鲁士蓝中性红复染是广泛用来检测组织

中铁颗粒的一项技术, 丁军等[11]应用普鲁氏蓝

染色结果证实在小鼠尾静脉注射葡聚糖超顺磁

性氧化铁纳米颗粒(MSPIO)后, 在小鼠肝脏、

脾脏、肾脏等多个脏器的网状内皮系统内均有

MSPIO分布. 郑爱萍等[12]应用普鲁士蓝染色法

观察皮肤创缘组织中的含铁血黄素巨噬细胞数

量变化, 认为这是一种简便易行、经济实用的

推断损伤时间的病理形态学方法. 本实验结果

显示, 在肝转移癌结节内, 单纯磁性纳米粒子组

可见到少量的蓝染颗粒, 空白组和光敏剂组则

极少见到蓝染颗粒, 两组之间没有显著差异, 这
是因为空白组和光敏剂组的试剂本身不含铁粒

子, 所以在相应的组织内不显示蓝染颗粒. 而单

纯磁性纳米粒子组的癌结节内少见蓝染颗粒, 
提示该组的肿瘤组织内也极少含铁粒子, 其原

因可能与磁性纳米粒子缺乏肿瘤细胞的靶向性

导入, 因而难以有更多的磁性纳米粒子进入癌

组织. 螯合剂组的癌结节内蓝染颗粒明显多于

光敏剂组、纳米粒子组和空白对照组, 说明螯

合剂组的癌结节内比其他各组有更多的含铁粒他各组有更多的含铁粒各组有更多的含铁粒

子. 结合其他几组的资料, 可以认为这一结果是

由于磁性纳米粒子与光敏剂形成螯合剂而获得

的, 证明光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂具有促进

磁性纳米粒子进入肿瘤细胞的能力. 
透射电镜观察的资料显示, 螯合剂组的癌细

胞内含有大量的细小黑色铁颗粒, 为高电子密

度影, 主要分布在细胞核、溶酶体、内质网以

及线粒体. 而在光敏剂组、纳米粒子组和空白

对照组的电镜照片中, 都很少见到类似高电子

密度影的细小黑色颗粒物质. 透射电镜的检查

结果从另外一个侧面验证了螯合剂组的癌细胞

内铁颗粒的存在. 
原子吸收光谱法(AAS)是利用气态原子可

以吸收一定波长的光辐射, 使原子中外层的电

子从基态跃迁到激发态的现象而建立的. 由于

原子吸收光谱法具有检出限低、准确度高、选

择性好、分析速度快等优点, 目前已成为无机

元素定量分析应用最广泛的一种分析方法, 适
用于样品中微量及痕量组分的分析[13,14]. 丁军等[11]

采用原子吸收分光光度法检测小鼠尾静脉注射

超顺磁性氧化铁纳米颗粒(MSPIO)后铁在小鼠

体内各脏器中分布的时间量化关系. 张宏征等[15]

以原子吸收光谱分析法检测小鼠肾脏内顺铂含

量, 病理切片普鲁士蓝铁染色和扫描电镜检查

显示含氧化铁的纳米粒分布于肾脏毛细血管管

腔、内皮细胞等部位, 验证了具有超顺磁性的

CDDP-MNP在体外磁场作用下能实现体内靶向

性分布. 本实验中采用的技术方法与上述文献

报道基本一致, 通过对不同组别样本原子吸收

光谱的测定, 进一步验证了通过普鲁士蓝中性

红复染技术观察到的癌结节内的蓝染颗粒和透

射电镜显示的细小黑色颗粒为铁粒子, 并且提

示螯合剂组的癌结节内铁粒子含量明显高于其

他各组以及正常肝组织. 
本研究通过普鲁士铁染色、透射电镜和原

子吸收光谱仪分析, 从三个不同角度都验证了

光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂组肝转移癌结节内

的铁粒子含量明显高于光敏剂组、磁性纳米粒

子组, 而且也高于正常肝细胞内的铁粒子含量, 
证明光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂具有促进磁性

纳米粒子进入肿瘤细胞的能力. 这一研究成果

将为应用光纳米技术诊断或治疗肝转移癌打下

重要的实验基础. 
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