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摘要：目的制备出包载近红外荧光染料ＩＲ７８０的白蛋白纳米粒，并进行体外表征及其抑制癌细胞增殖作用的研究。方法通过去溶剂
法制备包载ＩＲ７８０白蛋白纳米粒，检测白蛋白纳米粒的形态大小、粒径分布、载药量和包封率及光热效应作用；采用ＭＴＴ法对人结肠
和直肠癌上皮细胞Ｃａｃｏ － ２细胞的增殖抑制作用进行研究，并计算半数抑制率（ＩＣ５０）。结果所制得白蛋白纳米粒形态规则圆整，分散
性良好，平均粒径为（２３６ ± ８． ４）ｎｍ（ｎ ＝ ６），ＩＲ７８０包封率为（７２． ４３ ± ６． ４５）％，ＩＲ７８０载药量为（４． ３８ ± ０． ３５）％；近红外光照射后，白蛋
白纳米粒具有优越的光热效应，并增强对Ｃａｃｏ － ２细胞的抑制作用，ＩＣ５０为０． ２１５ μｇ ／ ｍＬ。结论成功制备的白蛋白纳米粒具有较强的
光热效应和体外抗肿瘤活性。
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

ＩＲ７８０是一种亲脂性阳离子型小分子近红外荧光
吸收剂犤１ 犦，属于吲哚三碳菁类染料，在吸收波长为７８０ ｎｍ
处有最大吸收峰，一般以碘化物的形式存在犤 ２ 犦。相比于
其他碳菁类染料，ＩＲ７８０分子结构中引入的氯原子，提
高了整个分子的量子产率，且降低了ＩＲ７８０在溶液中的
荧光淬灭率和分子聚合反应率，具备深入穿透肿瘤组织
内部，靶向聚集于肿瘤细胞内，提高病灶组织的信号对
比度等特点犤 ３ 犦。在近红外光照射下，ＩＲ７８０可通过产生
的活性氧自由基和大量的热杀死肿瘤细胞，但由于其脂
溶性高、体内毒性大，光学性质不稳定，已发生光漂白及
生物相容性差等缺点，极大地限制了临床应用。纳米载

药系统是将包载的药物靶向运送到特定的肿瘤部位等，
降低药物在其他正常组织器官中的分布，具有增强药物
溶解性和肿瘤靶向性，提高药效和降低药物毒副作用等
特点犤 ４ － ５ 犦。制备纳米粒的载体材料有很多，其中牛血清
白蛋白载药量高、无抗原性、生物相容性好犤 ６ － ７ 犦。此外，
白蛋白纳米粒可通过控制其粒径大小特定靶向于肝脏
和肺组织，从而实现肝脏等组织肿瘤的靶向治疗，揭
示白蛋白纳米粒作为生物大分子药物载体有着各种潜
在的优越功能犤 ８ － １１ 犦。为增强ＩＲ７８０的水溶性和光热的稳
定性，降低其在体内的毒性，本研究中将ＩＲ７８０包载在
白蛋白纳米粒中，研究负载ＩＲ７８０白蛋白纳米粒的制
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备、表征、光热效应及对人的结肠和直肠癌上皮细胞
Ｃａｃｏ － ２体外生长抑制效果，探讨白蛋白作为近红外荧
光染料ＩＲ７８０载体的潜在优势，为进一步研究其体内靶
向分布和光热治疗提供参考。
１ 材料与方法
１． １ 仪器、试药与细胞

仪器：ＪＥＭ － １００ＳＸ型高分辨透射电子显微镜牗日
本ＪＥＯＬ公司牘；ＬＳ５５紫外－荧光分光光度计（美国
Ｐｅｒｋｉｎｅｌｍｅｒ）；３８０ＺＬＳ粒径电位分析仪（Ｎｉｃｏｍｐ，美国）；
离心机（日立仪器有限公司）；酶标仪（美国Ｂｉｏ － Ｒａｄ公
司）；８１ － ２恒温磁力加热搅拌器牗上海梅颖浦电子仪器
有限公司牘；ＭＳ３０４Ｔ型电子分析天平牗德国梅特勒公
司牘；冷冻离心机牗 Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１５Ｒ，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司牘，５８０４Ｒ高速冷冻离心机牗德国Ｅｐｐｅｎｄｏｆｆ公司牘；倒
置显微镜牗 ４０ＣＦＬ Ａｘｉｏｖｅｒｔ ４０，德国Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ公司牘；
７８５ ｎｍ激光器（ＭＷ － ＧＸ － ７８５ ／ ２０００ｍＷ，长春飞秒科
技有限公司）。

试药与细胞：ＩＲ７８０碘化物（上海阿拉丁生化科技
股份有限公司，批号为２０１７０４２０，纯度为９９． ９％）；牛血
清白蛋白（分析纯，美国Ｇｉｂｃｏ公司，批号为２０１５０７０３ 牘；
９５％戊二醛、二甲亚砜、甲醇、无水乙醇（分析纯，国药集
团化学试剂有限公司）。优级胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公
司，批号为２０１７０５０３）；噻唑蓝（ＭＴＴ，上海碧云天生物
技术有限公司，批号为２０１７０５０４）；台盼蓝（批号为
Ｔ１０８７４４），１６４０培养基（批号为２０１７０７０５），均由徐州博
利达生物科技有限公司提供；人结肠和直肠癌上皮细胞
Ｃａｃｏ － ２由中科院上海细胞库提供。
１． ２ 方法

载ＩＲ７８０白蛋白纳米粒的制备：精密称取一定量
ＩＲ７８０和牛血清白蛋白ＢＳＡ，将ＩＲ７８０先溶于０． ２ ｍＬ
甲醇中，与ＢＳＡ混溶于３ ｍＬ蒸馏水中，超声溶解，向溶
液中缓慢滴加ｐＨ ＝ ９． ０的磷酸盐缓冲液，再以２ ｍＬ ／ ｍｉｎ
的速率滴加无水乙醇，边加边搅拌，加入０． ３ ｍＬ ８％戊
二醛溶液固化６ ｈ，减压蒸馏除去乙醇和甲醇，沉淀用蒸
馏水洗涤３次，２０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ高速离心１０ ｍｉｎ，沉淀真
空干燥，得白蛋白纳米粒粉末，低温保存，待用。

白蛋白纳米粒形态和粒径分布观察：取上述条件下
制备的白蛋白纳米粒冻干粉，加纯水稀释至１ ｍＬ，采用
激光纳米粒度仪测定其粒径。另取适量上述白蛋白纳米
粒溶液，滴在覆有支持膜的铜网上，２％磷钨酸负染干燥
后置透射电镜下拍照，观察其外表形态。

白蛋白纳米粒的载药量和包封率测定：通过紫外分
光光度计测定溶液中ＩＲ７８０的含量。配制质量浓度为
１． ０，２． ０，４． ０，８． ０，１０． ０，１６． ０，２０． ０ μｇ ／ ｍＬ的ＩＲ７８０溶

液，用紫外分光光度计牗 ７８０ ｎｍ牘测量其吸光度，并绘制
标准曲线。精密称取一定量的白蛋白纳米粒，加入９％
醋酸溶液沸水浴２ ｈ，破坏白蛋白纳米粒，得澄清透明溶
液，测定ＩＲ７８０的吸光度，并用标准曲线计算ＩＲ７８０的
浓度、载药量及包封率。计算公式：载药量＝纳米粒中药
物的含量／纳米粒的质量× １００％，包封率＝纳米粒中
药物的含量／药物的投药量× １００％。通过以下公式计
算载药量和包封率。载药量（％）＝纳米粒中ＩＲ７８０的质
量／纳米粒的质量× １００％ ，包封率（％ ）＝纳米粒中
ＩＲ７８０的质量／ ＩＲ７８０的投入量× １００％。

白蛋白纳米粒的光热效应考察：分别称取一定量的
白蛋白纳米粒，按照包载的ＩＲ７８０质量浓度配置成１０，
２０，４０，６０μｇ ／ ｍＬ，７８５ ｎｍ激光器照射５ ｍｉｎ（１． ５Ｗ ／ ｃｍ２），
观察温度上升情况。

体外细胞毒性试验：取对数生长期的Ｃａｃｏ － ２细
胞，将该细胞悬液按每孔１００ μＬ（４ × １０４ ／ ｍＬ）接种至
９６孔板中，将９６孔板置细胞培养箱中培养过夜，设置
白蛋白纳米粒±激光照组，然后分别加入不同浓度白蛋
白纳米粒和游离ＩＲ７８０溶液，质量浓度为０． １，０． ５，
１． ０，２，４，８，１０ μｇ ／ ｍＬ ＩＲ７８０，每个质量浓度设置６个复
孔，不加药物为空白对照组，培养２４ ｈ后终止药物孵
育，换用新的培养基，激光照射组用７８５ ｎｍ激光器照射
３ ｍｉｎ（１． ５ Ｗ ／ ｃｍ２），继续培养６ ｈ，然后弃去培养基，每
孔加入ＭＴＴ溶液２０ μＬ（５ ｍｇ ／ ｍＬ），４ ｈ后终止培养，加
入１００ μＬ二甲亚砜，振荡１０ ｍｉｎ，用酶标仪在４９０ ｎｍ波
长处测定每孔的吸光度值（ＯＤ），细胞的存活率（％）＝
（ＯＤ实验组）／（ＯＤ对照组）× １００％。

Ｃａｃｏ － ２细胞台盼蓝染色：取对数生长期的Ｃａｃｏ － ２
细胞，将该细胞悬液按每孔１ ｍＬ（５ × １０３ ／ ｍＬ）接种至
２４孔板中培养过夜，对照组为正常的细胞，未加任何干
预措施，实验组为加入ＩＲ７８０ ５ μｇ ／ ｍＬ的白蛋白纳米
粒，培养６ ｈ后，弃去培养基，ＰＢＳ清洗３次，加入无血
清培养基，７８５ ｎｍ激光器照射３ ｍｉｎ，继续培养６ ｈ后，
加入胰酶消化贴壁细胞，制备单细胞悬液，并适当稀释。
然后将细胞悬液与０． ４ ％台盼蓝溶液以９ ∶ １混合均匀
（终浓度０． ０４％），在倒置显微镜下观察细胞染色情况。
２ 结果
２． １ 白蛋白纳米粒形态和粒径分布

所制备的包载ＩＲ７８０白蛋白纳米粒的透射电镜图
见图１，粒径分布见图２。可见，白蛋白纳米粒形态比较
圆整，分散性良好、无黏连，可使白蛋白纳米粒在体内有
效躲避网状内皮系统的吞噬，并可通过高渗透长滞留效
应牗ＥＰＲ牘蓄积到肿瘤组织中犤１２ 犦。粒度分析仪检测结果表
明白蛋白纳米粒的平均粒径为（２３６ ± ８． ４）ｎｍ（ｎ ＝ ６）。

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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图３ 白蛋白纳米粒的光热效应考察（７８５ ｎｍ，１． ５ Ｗ ／ ｃｍ２，５ ｍｉｎ）
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图１ 透射电镜下白蛋白纳米粒粒径分布牗 × ３０ ０００ 牘

１０

８

６

４

２

０

比率／ ％

粒径／ ｎｍ
０ ５ １００ １２０ １６０ １８０ ２２０ ３００ １ ０００

图２ 白蛋白纳米粒粒径分布

２． ２ 白蛋白纳米粒载药量和包封率测定
利用紫外分光光度计测量并绘制ＩＲ７８０的标准曲

线，以ＵＶ吸光度牗 Ｙ牘为纵坐标、质量浓度（Ｘ，μｇ ／ ｍＬ）为
横坐标，得Ｙ ＝ ０． ０７７ ２Ｘ ＋ ０． ０４１ ５，Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ７（ｎ ＝ ３），
表明白蛋白纳米粒质量浓度在１． ０ ～ ２０． ０ μｇ ／ ｍＬ范围
内与ＩＲ７８０线性关系良好。测定白蛋白纳米粒中ＩＲ７８０
的吸光度值，计算得到ＩＲ７８０的包封率为（７２． ４３ ±
６． ４５）％，载药量为（４． ３８ ± ０． ３５）％。
２． ３ 白蛋白纳米粒光热效应考察

ＩＲ７８０具有近红外光吸收的升温特性，考察了不同
浓度的白蛋白纳米粒的光热升温效果。由图３可见，蒸
馏水对照组经过近红外光照射后，溶液温度变化不大，
３００ ｓ内温度仅升高了３ ℃；白蛋白纳米粒具有较强的
光热效应，随着光照时间的延长，溶液的温度逐渐升高，
时间越长温度越高，且随着ＩＲ７８０浓度的增加，温度也
逐渐增高，显示白蛋白纳米粒具有较强的浓度依赖性升
温效果。此外，６０ μｇ ／ ｍＬ ＩＲ７８０的白蛋白纳米粒经过激
光照射后，温度可升高至４２ ℃，据报道，４２ ℃的温度即
为杀死肿瘤细胞的致死温度犤 １３ 犦。
２． ４ 体外细胞毒性试验

利用ＭＴＴ法分别检测游离ＩＲ７８０和白蛋白纳米粒
对Ｃａｃｏ － ２细胞的毒性作用。由图４ Ａ可见，相比于游
离ＩＲ７８０组，近红外光照射ＩＲ７８０组对Ｃａｃｏ － ２的细胞
毒性作用增强，表明光热效应可增强ＩＲ７８０对Ｃａｃｏ － ２

的细胞毒性作用。由图４ Ｂ可知，与相同浓度的游离
ＩＲ７８０相比，白蛋白纳米粒对Ｃａｃｏ － ２细胞的毒性作用
明显增强，随着ＩＲ７８０的浓度不断增大，细胞毒性也随
之增加，白蛋白纳米粒对Ｃａｃｏ － ２细胞的半数抑制浓度
牗 ＩＣ５０ 牘为（０． ４５６ ± ０． ２）μｇ ／ ｍＬ，这可能是由于白蛋白纳
米粒增强细胞对ＩＲ７８０的摄取，导致细胞白蛋白纳米粒
的细胞毒性作用增强。此外，白蛋白纳米粒经过激光照
射后，对Ｃａｃｏ － ２的细胞毒性作用也进一步增加，细胞
生存率明显降低，ＩＣ５０为０． ２１５ μｇ ／ ｍＬ，表明近红外光照
射可进一步增加白蛋白纳米粒对Ｃａｃｏ － ２细胞的毒性。

２． ５ Ｃａｃｏ －２细胞台盼蓝染色
台盼蓝是组织和细胞培养中常用的死细胞鉴定染

色方法。正常的活细胞，胞膜结构完整，能拒染台盼蓝，
使之无法进入胞内，而丧失活性或细胞膜不完整的细
胞，胞膜的通透性增加，台盼蓝可进入细胞内，显微镜下
细胞可被台盼蓝染成蓝色。由图５ Ａ可见，对照组中

０． １ ０． ５ １ ２ ４ ８ １０对照组

白蛋白纳米粒
白蛋白纳米粒＋ Ｌａｓｅｒ

１００

８０

６０

４０

２０

０

细胞生存率／ ％

ＩＲ７８０质量浓度／ μｇ·ｍＬ － １

ＩＲ７８０
ＩＲ７８０ ＋ Ｌａｓｅｒ１００

８０

６０

４０

２０

０
０． １ ０． ５ １ ２ ４ ８ １０对照组

细胞生存率／ ％

ＩＲ７８０质量浓度／ μｇ·ｍＬ － １

Ａ． 游离ＩＲ７８０ Ｂ． 白蛋白纳米粒
图４ 体外细胞毒性研究

Ｂ

Ａ



１８

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１８年１２月５日第２７卷第２３期
Ｖｏｌ． ２７牞 Ｎｏ． ２３牞 Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ５牞 ２０１８

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

Ａ Ｂ
Ａ． 对照组 Ｂ． 实验组

图５ Ｃａｃｏ － ２细胞台盼蓝染色结果（× ２００）

Ｃａｃｏ － ２细胞未加任何处理措施，细胞活性正常，拒染
台盼蓝，显微镜下细胞外形轮廓清晰透明，而经过白蛋白
纳米粒孵育并加激光照射组的Ｃａｃｏ － ２细胞（图５ Ｂ），显
微镜下细胞丧失了活性，且细胞膜发生了破裂，整个细
胞被台盼蓝染成深蓝色，表明丧失了细胞膜的完整
性，Ｃａｃｏ － ２细胞已经死亡。

３ 讨论
白蛋白具有生物可降解性、生物相容性等优良性

质，可提高难溶性药物的溶解度，避免有机高分子材料
在体内的毒性，是纳米载药领域的研究热点，被广泛应
用于抗肿瘤药物的包载和纳米粒的制备。本研究中以牛
血清白蛋白为载体材料，通过去溶剂化法成功制备出包
载ＩＲ７８０的白蛋白纳米粒。此制备方法操作简便，ＩＲ７８０
被物理包裹于白蛋白中，与游离的ＩＲ７８０相比，载
ＩＲ７８０的白蛋白纳米粒可以提高ＩＲ７８０在水中的溶解
度；制备出的白蛋白纳米粒形态圆整，粒径较小，通过激
光粒度仪检测，此白蛋白纳米粒的粒径在２３６ ｎｍ波长
处。通过近红外光照射后，白蛋白纳米粒具有较强的光
热效应，光敏剂ＩＲ７８０通过光热转换效应可产生较强的
热量，使溶液温度升高，增强热疗效果。

通过细胞毒性试验发现，白蛋白纳米粒可增强
ＩＲ７８０的癌细胞的毒性作用，这可能是一方面由于白蛋
白纳米粒能增强细胞的药物摄取，使ＩＲ７８０在细胞内
大量聚集释放，充分作用于癌细胞；另一方面，可能是
因为白蛋白纳米粒经过近红外光照射后，包载的ＩＲ７８０
通过光热转换效应，升高局部温度，通过光热效应，使肿
瘤细胞温度达到４２ ℃，从而起到杀死肿瘤细胞的作用。

本研究中成
功制备了包载
ＩＲ７８０的白蛋白
纳米粒并用于肿
瘤细胞的治疗研
究，为近红荧光

染料ＩＲ７８０的传递提供了一种新的药物传递载体。此
外，白蛋白纳米粒通过光热治疗的作用方式为以后抗肿
瘤治疗提供了一种新的治疗手段和方法。
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