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·实验研究·

载10-羟基喜树碱液态氟碳靶向纳米粒的制备及
体外双模态成像

程武松 陈洪波 游玉峰

摘 要 目的 制备载 10-羟基喜树碱（10-HCPT）液态氟碳靶向纳米粒，观察其对人卵巢癌 SKOV-3细胞的寻靶

能力及体外超声/CT双模态成像效果。方法 以羟基端乳酸/羟基乙酸共聚物（PLGA-COOH）、全氟溴辛烷（PFOB）及

10-HCPT为原料，采用双乳化法制备PLGA@10-HCPT-PFOB纳米粒，观察其外部形态和内部结构，测量粒径大小和表面

电位，以及 10-HCPT的包封率和载药量；通过碳二亚胺法连接 cRGD肽制备 cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB靶向纳米粒，

使用共聚焦显微镜和流式细胞仪检测 PLGA@10-HCPT-PFOB纳米粒与 cRGD肽的连接情况。体外实验检测其对人卵

巢癌 SKOV-3细胞的靶向性能；观察靶向纳米粒的体外超声/CT成像能力。结果 本实验制得的靶向载药纳米粒外观呈

黄色混悬液，光镜下纳米粒形态规则、大小均一，平均粒径（322.03±5.34）nm，平均表面电位（-1.55±0.10）mV；扫描电镜示

靶向纳米粒呈球形，表面光滑；透射电镜示其为核壳结构，PLGA包裹PFOB和 10-HCPT，10-HCPT包封率和载药量分别

为（81.34±2.28）%和（13.24±1.24）%；共聚焦显微镜观察示 FITC标记的 cRGD肽呈绿色荧光，与DiI标记染色的红色纳米

粒共同融合呈橙黄色荧光，流式细胞仪检测 PLGA@10-HCPT-PFOB纳米粒 FITC荧光强度为 0.78%，cRGD-PLGA@10-
HCPT-PFOB纳米粒FITC荧光强度为 80.76%；共聚焦显微镜及流式细胞仪显示大量纳米粒靶向到 SKOV-3细胞表面，与

细胞膜上的αvβ3受体结合，部分被 SKOV-3细胞吞噬；随着靶向纳米粒的浓度不断增加，其体外超声/CT成像明显增强。

结论 本实验成功制备载 10-HCPT液态氟碳靶向纳米粒，其 10-HCPT包封率和载药量均较高，对人卵巢癌 SKOV-3细
胞有较强的靶向性，通过聚集显影可增强体外超声/CT成像。
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Preparation and in vitro dual-mode imaging of 10-HCPT-loaded
liquid fluorocarbon nanoparticles

CHENG Wusong，CHEN Hongbo，YOU Yufeng
Department of Urology，Central Hospital of Enshi Tujia and Miao Autonomous Prefecture，Hubei 445000，China

ABSTRACT Objective To prepare 10-hydroxycamptothecin（10-HCPT） loaded liquid fluorocarbon targeting
nanoparticles，and to investigate their targeting ability to ovarian carcinoma cells（SKOV-3） and the effect of ultrasound/
computed tomography（CT） dual-mode imaging in vitro.Methods By using hydroxy terminated lactic acid / glycolic acid
copolymer（PLGA-COOH），perflurooctyl bromide（PFOB）and 10-HCPT，PLGA@10-HCPT-PFOB nanoparticles were prepared
by double emulsion solvent evaporation method.The surface morphology and internal structure were observed，the particle size，
surface potential，encapsulation efficiency and drug loading of 10 - HCPT were measured as well. The cRGD peptide was
conjugated to the nanoparticles by carbodiimide technique. The binding of cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB was detected by
laser scanning confocal microscope and flow cytometer.The targeting properties of the nanoparticles to SKOV-3 were detected.
The ability of ultrasound/CT imaging of targeted nanoparticles was evaluated in vitro.Results The targeted nanoparticles were
produced as a yellow suspension.The size distribution of the nanoparticles was uniform observed by optical microscope，with a
mean diameter of（322.03±5.34）nm and surface potential was（-1.55±0.10）mV.The surface of the targeted nanoparticles was
smooth observed by the scanning electron microscope. The core-shell structure was observed by the transmission electron
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近年来，多功能超声分子对比剂的研究发展迅速，

因其可携带针对肿瘤位点的分子探针及药物对肿瘤

进行精准定位、靶向释药，提高病灶局部的药物浓度，

实现多种模式下的成像，如超声、CT、MRI、PET等，为

解决肿瘤早期显像、靶向治疗及肿瘤耐药等关键问题

提供了新的思路。本实验拟制备一种载羟基喜树碱

（10-HCPT）化疗药物的高分子纳米粒，其内包裹液态

氟碳（PFOB），同时表面连接 cRGD肽，靶向人卵巢癌

SKOV-3细胞，旨在探讨纳米分子探针的体外靶向性

及超声/CT双模态成像效果，为卵巢癌的早发现、早诊

断及精准治疗探索一种新的方法。

材料与方法

一、主要实验试剂

羧基端乳酸/羟基乙酸共聚物（PLGA-COOH，分子

量为 12 000，聚合比 50∶50，济南岱罡生物工程有限公

司）；全氟溴辛烷（PFOB，日本TCI公司）；10-HCPT（成

都兰贝植化科技有限公司）；绿色荧光染料（FITC）标

记环八肽 cRGD（中国强耀生物有限公司）；EDC/NHS、
DiI、DAPI染色剂（美国 Sigma公司）；MES缓冲液（美国

Sigma公司）；二氯甲烷（成都市科隆化学品有限公

司）；聚乙二醇（PVA，美国 Sigma公司）；异丙醇（重庆

川东化工有限公司）；人卵巢癌 SKOV-3细胞株（武汉

普诺赛生命科技有限公司细胞库）；磷酸缓冲盐溶液

（PBS，重庆惠利生物科技有限责任公司）。

二、主要实验仪器

光学显微镜（IX71，日本Olympus公司）；透射电子

显微镜（H 7600，日本日立公司）；扫描电子显微镜

（JEOLEM 7800 F，日本 JEOL公司）；共聚焦显微镜

（A1R，日本 Nikon公司）；流式细胞仪（美国贝克曼库

尔特公司）；马尔文粒径分析仪（Zeta Sizer 3000，英国

Malvern有限公司）；紫外分光光度计（UV 2550，日本

Shimadzu公司）；声振仪（美国 Sonics Materials公司）；

百胜MyLab 90彩色多普勒超声诊断仪，LA523线阵探

头，频率 4~10 MHz；CT成像系统（荷兰 Philips公司）；

DFY型超声图像定量分析诊断仪（重庆医科大学超声

影像学研究所）。

三、实验方法

1.PLGA@10-HCPT-PFOB非靶向纳米粒的制备：

采用乳化法称取 PLGA-COOH 100 mg、10-HCPT 4 mg
置于 50 ml离心管，加入 2 ml二氯甲烷和 2 ml甲醇（分

散相），常温震荡至完全溶解，然后置于超声波清洗仪

中充分混均，加入 200 μl PFOB再次震荡混匀。在冰

浴条件下声振仪声振 6 min（100 W，间歇 5 s模式），加

入 10 ml 4％PVA溶液（连续相）在旋涡器中震荡数秒，

声振仪声振 4 min（60 W，间歇 5 s模式），加入 2%异丙

醇溶液 10 ml，将上述溶液移至放有磁珠的 50 ml烧杯

中，室温下搅拌 4 h，使二氯甲烷及甲醇充分挥发，经去

离子水离心、洗涤 3 次（8000 r / min，8 min），获得

PLGA@10-HCPT-PFOB非靶向纳米粒。制备过程中

全程避光，在制备上述纳米粒时加入DiI荧光标记物，

制备非靶向荧光标记的载药纳米粒。使用上述相同方

法制备PLGA@10-HCPT和PLGA@PFOB纳米粒。

2.cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB靶向纳米粒的制

备：通过碳二亚胺法连接cRGD肽，将PLGA@10-HCPT-
PFOB纳米粒分散溶解于适量MES缓冲液（0.1 mol/L，
pH值 5.5），以EDC与NHS质量比 1∶3、PLGA与EDC摩

尔比1∶10先后加入零长度偶联活化剂EDC/NHS，冰浴

条件下震荡孵育 40 min，多次洗涤、离心后复溶于MES
缓冲液（0.1 mol /L，pH值 8.0）；加入一定量 cRGD肽

（cRGD与 PLGA摩尔比为 1∶1），冰浴条件下震荡孵育

过夜；多次离心、洗涤，获得靶向纳米粒 cRGD-PLGA@
10-HCPT-PFOB，溶于2 ml去离子水中，4℃保存。

3. cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB靶向纳米粒的

microscope，and the PFOB and 10-HCPT were trapped in PLGA.The drug encapsulation and drug loading capacity of 10-HCPT
were（81.34 ± 2.28）% and（13.24 ± 1.24）%，respectively. Laser scanning confocal microscope showed that the FITC-labeled
cRGD peptides were green and it fused to orange with the red nanoparticles labeled DiI. The flow cytometer showed that the
intensity of FITC in PLGA@10-HCPT-PFOB and cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB nanoparticles were 0.78% and 80.76%，

respectively. The laser scanning confocal microscope and flow cytometry showed that a large number of nanoparticles were
targeted to SKOV-3 cells，binding to αvβ3 receptor，some of which were uptaken by SKOV-3 cells. With the increasing
concentration of targeted nanoparticles，the ultrasound and CT imaging were enhanced significantly in vitro.Conclusion The
10-HCPT liquid fluorocarbon targeting nanoparticles are successfully prepared，and the encapsulation and loading capacity
of 10-HCPT are both high. The nanoparticles have strongly specific affinity on the SKOV-3 cells and owned enhanced
ultrasound/CT imaging in vitro.

KEY WORDS 10-hydroxycamptothecin；Targeting；Nanoparticles；Imaging；In vitro
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表征观察：使用光学显微镜、扫描电子显微镜及透射

电子显微镜观察靶向载药纳米粒的大小及分布情况；

将稀释后的纳米粒混悬液置于硅片干燥过夜，使用扫

描电子显微镜观察纳米粒的外部形态；将样品滴于铜网

上，自然干燥成膜，使用透射电子显微镜观察靶向纳米

粒的内部结构；马尔文粒径分析仪测量 cRGD-PLGA@
10-HCPT-PFOB纳米粒的粒径大小和表面电位。

4.cRGD肽与纳米粒连接情况的检测：制备靶向纳

米粒时加入DiI荧光标记物获得红色荧光标记的靶向

纳米粒，使用共聚焦显微镜检测红色荧光染料标记的

纳米粒与 FITC标记的 cRGD的连接情况；流式细胞仪

测 量 PLGA@10 - HCPT - PFOB、cRGD - PLGA@10 -
HCPT-PFOB纳米粒FITC荧光强度。

5.10-HCPT包封率和载药量测定：配置不同浓度

的 10-HCPT溶液，以紫外分光光度计测量其吸光度并

绘制标准曲线，通过标准曲线计算包封率和载药量。

6.体外评估 cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB纳米

粒的靶向性：体外培养人卵巢癌 SKOV-3细胞，取对

数生长期细胞，以每孔 1×105的密度接种于共聚焦培

养皿，培养 24 h，分为靶向纳米粒组、非靶向纳米粒组

及拮抗组，纳米粒浓度均为 1 mg/ml。靶向纳米粒组：

每个培养皿加入 1 ml经DiI染色标记的靶向纳米粒；

非靶向纳米粒组：每个培养皿加入 1 ml经DiI染色的

非靶向纳米粒；拮抗组：每个培养皿加入足量游离

cRGD肽后，再加入 1 ml经 DiI染色标记的靶向纳米

粒，将 3组纳米粒与 SKOV-3细胞在 37℃孵箱内分

别孵育 1 h、2 h、4 h，用 4％多聚甲醛 1 ml固定 15 min，
PBS冲洗３次，加入DAPI染色剂对细胞核进行染色。

15 min后 PBS冲洗３次，于共聚焦显微镜下观察 3组
纳米粒与细胞的结合情况。在上述共聚焦培养皿中

加入 0.25%胰酶对细胞消化后收集到 15 ml的 EP管

中，低温离心机离心 5 min（1000 r/min）。使用 PBS将
离心后的细胞稀释至 500 μl，使细胞悬浮于其中送流

式细胞仪检测DiI的荧光强度。

7.体外超声及 CT成像：①体外超声成像。将

cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB靶向纳米粒配制成浓度

为100.00 mg/ml、75.00 mg/ml、50.00 mg/ml、25.00 mg/ml、
12.50 mg/ml、6.25 mg/ml的溶液（实验组），各取200 μl加
入SKOV-3细胞悬浮液中，然后将其置于琼脂凝胶模型

中，以PBS为对照组，观察各组二维超声图像。②体外CT
成像。将 cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB靶向纳米粒

配制成浓度为100.00 mg/ml、75.00 mg/ml、50.00 mg/ml、
25.00 mg /ml、12.50 mg /ml、6.25 mg /ml的溶液（实验

组），各取 200 μl置于 EP管中，以 PBS为对照组，在

CT成像系统中成像，并利用自带软件测量各组纳米粒

的 CT值。

四、统计学处理

应用 SPSS 24.0统计软件，符合正态分布的计量资

料以 x±s表示，不同浓度纳米粒实验组和对照组的声

强值及CT值比较采用单因素方差分析，两两比较采用

SNK法。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB靶向纳米粒的

表征

靶向纳米粒外观呈黄色混悬液，稳定性好；光学显

微镜下形态规则、大小均一（图 1A）；扫描电镜下纳米

粒外观呈球形，表面光滑（图1B）；透射电镜下纳米粒呈

核壳结构（图 1C）；其平均粒径为（322.03±5.34）nm，平
均表面电位为（-1.55±0.10）mV。

二、cRGD肽与 PLGA@10-HCPT-PFOB非靶向纳

米粒的连接情况

共聚焦显微镜下 FITC标记的 cRGD肽呈绿色荧

光（图2A），DiI染色标记的纳米粒呈红色荧光（图2B），

两者融合呈橙黄色荧光（图 2Ｃ）；流式细胞仪检测

PLGA@10-HCPT-PFOB非靶向纳米粒 FITC绿色荧光

强度为 0.78％，cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB靶向纳

米粒FITC绿色荧光强度为80.76%。

A：光学显微镜下纳米粒形态规则、大小均一（×400）；B：扫描电镜下纳米粒外观呈球形，表面光滑（×5000）；C：透射电镜下纳米粒呈核壳结构（×10 000）
图1 cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB靶向纳米粒的表征

A B C
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A B C
A：FITC标记的 cRGD肽呈绿色荧光；B：DiI染色标记的纳米粒呈红色荧光；C：两者融合呈橙黄色荧光

图2 共聚焦显微镜下 cRGD肽与PLGA@10-HCPT-PFOB非靶向纳米粒的连接情况（×400）
三、10-HCPT的包封率和载药量测定

绘制10-HCPT标准曲线，在波长为268 nm、372 nm
处出现吸收峰，将波长设定在 372 nm，10-HCPT的包

封率为（81.34±2.28）%，载药量为（13.24±1.24）%。

四、纳米粒的体外靶向性

纳米粒经DiI染色后呈红色荧光，SKOV-3细胞核

经 DAPI染色后呈蓝色荧光。靶向纳米粒组显示

SKOV-3细胞周围见大量红色荧光，即经过DiI染色后

的纳米粒被 SKOV-3细胞靶向结合并吞噬；而非靶向

纳米粒组和拮抗组仅见少量红色荧光与细胞结合，荧

光强度明显低于靶向纳米粒组，且随着孵育时间的延

长，靶向纳米粒组荧光强度增强更明显（图3）。流式细

胞仪检测示靶向纳米粒组DiI荧光强度明显高于非靶

向组和拮抗组，且随着孵育时间的延长，靶向纳米粒组

DiI荧光强度明显增强，而非靶向纳米粒组和拮抗组随

着孵育时间的延长荧光强度无明显变化（表1）。

图3 共聚焦显微镜下靶向纳米粒组（A）、非靶向纳米粒组（B）及拮抗组（C）不同孵育时间的连靶情况（×400）
A B C

表1 流式细胞仪检测各组不同孵育时间人卵巢癌
SKOV-3细胞DiI的荧光强度

组别

靶向纳米粒组

非靶向纳米粒组

拮抗组

即刻

0.01
0.01
0.01

1 h
24.13
0.73
1.02

2 h
50.03
1.34
1.21

4 h
70.19
1.86
1.82

五、cRGD-PLGA@10-HCPT-PFOB靶向纳米粒的

体外超声/CT成像

随着靶向纳米粒浓度增加，实验组二维超声图像声

强值均逐渐增强，对照组的回声均低于不同浓度纳米粒

实验组（图 4）。6.25 mg/ml、12.50 mg/ml、25.00 mg/ml、
50.00 mg/ml、100.00 mg/ml的靶向纳米粒声强分别为

（6.28 ± 0.12）dB、（11.36 ± 0.21）dB、（17.21 ± 0.16）dB、
（28.64±0.28）dB、（58.26±0.19）dB，组间比较差异有统

计学意义（P<0.001），不同浓度靶向纳米粒各实验组声

强值均高于对照组（均P<0.05），且各实验组间两两比

较差异均有统计学意义（均P<0.05）。

随着靶向纳米粒浓度增加，实验组 CT成像的 CT
值均逐渐增强，对照组的CT值均低于不同浓度纳米粒

各实验组（图4）。6.25 mg/ml、12.5 mg/ml、25.00 mg/ml、
50.00 mg /ml、100.00 mg /ml的纳米粒 CT 值分别为

（42.16±2.16）Hu、（73.27±3.23）Hu、（100.20±1.98）Hu、
（135.87±3.12）Hu、（217.53±2.29）Hu，对照组 CT值为

（3.23±0.24）Hu，组间比较差异有统计学意义（P<0.001），
不同浓度纳米粒各实验组CT值均高于对照组，差异均

有统计学意义（均P<0.05），且各实验组间两两比较差

异均有统计学意义（均P<0.05）。
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上图为靶向纳米粒的体外超声成像图，下图为靶向纳米粒的体外

CT成像图（纳米粒浓度从左到右分别为 6.25 mg/ml、12.50 mg/ml、
25.00 mg/ml、50.00 mg/ml、75.00 mg/ml、100.00 mg/ml）

图4 靶向纳米粒的体外超声和CT成像图

讨 论

多模态多功能超声造影剂的制备已成为当前肿

瘤诊疗一体化的研究热点，以超声成像优势为基础，

联合 CT、MRI、PET及光学等成像优势，可准确获取病

变部位的医学生物学信息，在医学可视化成像下实现

局部靶向释药［1］。虽然目前诊疗一体化造影剂的研究

取得了新的进展，但向临床转化仍存在很多亟需解决

的问题［2］。因此，提高纳米粒的靶向性是诊疗一体化

造影剂的基础，在此基础上可实现多模态成像下不同

治疗方式的联合治疗。本实验选择靶向效率相对较

高的主动靶向性，采用临床常见的超声和CT成像模式

在 PFOB改善肿瘤缺氧微环境下进行化学治疗，实现

高效的诊疗一体化造影剂的制备。

研究［3］表明，整合素αvβ3在卵巢癌新生血管内皮

细胞和肿瘤细胞上均呈高表达，而在正常血管内皮细

胞和组织中无表达或呈极低表达。因此，整合素αvβ3
是人卵巢癌 SKOV-3细胞理想的靶点之一。cRGD肽

是一种能够与整合素αvβ3受体特异性结合的环状八

肽［4］。本实验通过碳二亚胺法将 cRGD肽的氨基与

PLGA的羧基通过稳定的肽键相连，在共聚焦显微镜

下观察标记绿色荧光的 cRGD肽与标记红色的 PLGA
纳米粒两者融合为橙黄色，流式细胞仪测定 PLGA@
10-HCPT-PFOB非靶向纳米粒表面 cRGD肽连接率达

80.76%，表明 cRGD肽成功连接到 PLGA@10-HCPT-
PFOB非靶向纳米粒表面。在体外靶向实验中，共聚

焦显微镜下靶向纳米粒组有大量 cRGD-PLGA@10-
HCPT-PFOB靶向纳米粒被卵巢癌 SKOV-3细胞识别

并摄取，即使经过 PBS反复冲洗，仍可紧密结合，红色

荧光强度明显高于非靶向纳米粒组和拮抗组，且随着

孵育时间的延长，荧光强度增强。流式细胞仪也得出

类似结果，表明人卵巢癌 SKOV-3细胞对 cRGD-
PLGA-10-HCPT-PFOB靶向纳米粒有较高的靶向结

合能力。

应用高分子聚合物制备的纳米粒外壳抗压性强，

在较高机械指数下仍然很稳定，延长了血液循环时

间［5］。使用PLGA-COOH制备的纳米粒通过稳定的化

学键与其特异性配体（如抗体、肽类等）连接，形成具

有主动靶向能力的纳米粒。本实验通过碳二亚胺法

将 cRGD肽侧链的上氨基与 PLGA-COOH羧基形成稳

定的肽键，从而使纳米粒具有靶向性。PFOB是全氟

化碳化合物中的一种，其化学性质稳定，具有良好的

携氧能力，故其在新型造影剂、靶向药物载体、临床治

疗等领域已广泛应用［6-8］。由于 PFOB的沸点较高，

不易发生相变，其实现超声分子成像的原理主要通

过聚集显影，当纳米粒在病灶处大量聚集时，靶区会

产生明显增强的回声信号，信噪比提高［9］。在本实验

体外实验中，靶向纳米粒加入人卵巢癌 SKOV-3细胞

混悬液后，通过聚集显影明显增强超声成像。也有研

究［10-11］证实，PFOB不仅可作为超声造影剂，还能作为

CT/MRI造影剂，从而实现多模态成像。本实验发现随

着纳米粒浓度的增加，其CT值不断增强，进一步证明

了PFOB被包裹于纳米粒中。实体肿瘤微环境往往处

于缺氧状态，被认为是限制肿瘤治疗效果的重要原因

之一［12］。Zhang等［7］研究团队成功制备 PFOB@LIP-
IR780纳米粒，不仅能增强CT成像，还能利用PFOB良

好的携氧能力改善肿瘤缺氧微环境，从而提高 IR780
的光动治疗和光热治疗的疗效。Song等［12］制备的

PFOB纳米粒在超声作用下促进 PFOB携载氧气的释

放，改善了肿瘤的缺氧环境，增强了放射治疗和光动

力治疗效果。Huang等［13］研究认为，通过增加局部氧

供能够有效缓解肿瘤组织缺氧，提高化疗药物的疗

效，有助于减轻缺氧诱导相关的化疗药物耐药。因此，

在纳米粒中引入PFOB不仅增强了多模态成像，还可以

改善肿瘤缺氧的微环境，从而提高抗肿瘤治疗效果。

本实验选择的广谱抗肿瘤化疗药物 10-HCPT作
用机制是通过抑制拓扑异构酶Ⅰ，抑制肿瘤细胞DNA
的复制［14］，但其半衰期短、细胞毒性大、羟基内酯环结

构不稳定，临床应用受限［15］。但是，10-HCPT可被包

裹于高分子 PFOB纳米粒中，且单次注射量远低于其

他抗肿瘤化疗药物，增加了靶向释药的可控性和安全

性［16］。PLGA包裹 10-HCPT后能够保护其内酯环结

构，从而提高药物活性［17］。本实验将 10-HCPT成功地

携载于 PFOB纳米粒中，药物包封率较高，为（81.34±
2.28）%，既克服了 10-HCPT自身稳定性和水溶性差、

毒副作用大、半衰期短等缺点，又解决了载药纳米粒

靶向治疗中剂量限制的问题。
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综上所述，本实验成功制备 cRGD-PLGA@10-
HCPT-PFOB靶向纳米粒，其形态规则，大小为纳米

级，能够穿过肿瘤血管内皮细胞间隙，且具有较高的

10-HCPT包封率和载药量；在体外寻靶实验中，该靶

向纳米粒对人卵巢癌 SKOV-3细胞具有良好的主动

靶向性，可增强超声/CT双模态成像。但本实验未评

价该纳米粒的体外安全性和治疗作用，本课题组后期

将进一步行相关实验以为体内可视化治疗提供理论

依据。
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