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研究原著

制备近红外光响应性仿生纳米探针及在乳腺癌光热诊疗中的应用

文题释义：

细胞膜仿生技术：通过将不同细胞膜包被于纳米粒表面赋予纳米粒新的生物学功能。纳米粒被细胞膜仿生修饰后，获得了细胞膜表面丰富

的蛋白质并保留了纳米粒的高载药能力，延长了体内循环时间，使纳米粒具有逃避免疫系统、跨越各种生理屏障的能力。

A-D-A结构有机小分子材料：基于受体-供体-受体结构的有机小分子，具有优异的分子内电荷转移能力，在近红外区域具有强吸收峰，是

一种理想的光热材料。

摘要

背景：光热疗法是一种新兴的肿瘤治疗手段，利用光热剂将光能转化为热能来实现肿瘤的无创消融。光热疗法与纳米技术的兴起为乳腺癌

的治疗开辟了新视角。

目的：制备一种乳腺癌细胞膜修饰的新型近红外仿生纳米探针，探究其体外近红外荧光/超声显像效果，观察其体外对同源肿瘤细胞的靶

向能力和光热治疗效果。

方法：以具有A-D-A结构的有机小分子ITIC-4CI作为光热剂、聚乳酸/羟基乙酸共聚物为纳米载体、小鼠乳腺癌细胞4T1细胞膜为纳米颗粒

表面修饰剂，并核心负载全氟己烷，采用双步乳化法与超声法制备新型近红外仿生纳米探针(4T1m/ITIC-4CI/PFH)，对纳米探针进行基本

表征，并验证其对同源肿瘤细胞的靶向性；探究纳米探针的光热性能及光热稳定性，观察激光照射下纳米探针的近红外荧光/超声成像效

果；采用CCK-8法和钙黄绿素/碘化丙啶染色法评估纳米探针的光热治疗效果。

结果与结论：①制备的纳米探针4T1m/ITIC-4CI/PFH尺寸均一、稳定性好，平均粒径为(92.7±2.3) nm，与乳腺癌4T1细胞膜具有相似的蛋白图

谱；体外细胞摄取实验证实，该纳米探针可靶向同源乳腺癌4T1细胞；②纳米探针4T1m/ITIC-4CI/PFH具有红移吸收光谱和延伸到近红外Ⅱ

区的尾部发射，在激光辐照下可发出明亮的近红外Ⅱ区荧光信号；③经激光照射，纳米探针4T1m/ITIC-4CI/PFH可相变为微气泡，增强超声

显像；CCK-8和钙黄绿色/碘化丙啶染色结果显示，纳米探针4T1m/ITIC-4CI/PFH对乳腺癌4T1细胞具有明显的光热杀伤效果；④结果表明，

纳米探针4T1m/ITIC-4CI/PFH具有靶向同源肿瘤的能力，并可增强近红外Ⅱ区波段荧光/超声显像和光热疗法疗效。
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0   引言   Introduction
乳腺癌成为女性最常见的恶性肿瘤

[1]
，严重威胁着女

性的生命健康。分子成像介导光热治疗近年来受到极大关 

注
[2–4]

。其中，近红外荧光成像在生物组织中的光散射少、

组织背景小，具有较好的组织穿透能力
[5-8]

，在肿瘤生物成

像方面具有广阔的应用前景。超声分子成像具有更好的软组

织结构分辨率和纵侧向探测深度
[9]
，将其与近红外荧光成像

结合可以获得具有高肿瘤敏感性和空间分辨率的互补信号，

为肿瘤的早期精准诊疗提供更丰富的信息。

光热剂的光热性能及生物相容性是实现肿瘤高效光热诊

疗的关键因素
[10-11]

。近年来，基于 A-D-A 结构的有机小分子，

因其在近红外区域具有强吸收峰被开发用于肿瘤的光学成像

与光热治疗
[5，12]

。A-D-A 结构的有机小分子，可以通过调节

给体和受体单元的结构有效调控最高占据分子轨道和最低未

占据分子轨道之间的能量差，从而提高非辐射跃迁效率、增

强光热转换能力
[13-16]

。此外，这种推 - 拉电子结构的分子可

以诱导高效的分子内电荷转移，使其具有可延伸到近红外区

域的宽吸收，且荧光量子产率低，从而可最大限度地将光能

转化为热能用于光热疗法
[17]
。

与无机光热剂相比，有机光热剂具有明确的化学结构、

良好的重复性和生物降解性，因此在临床转化方面具有很好

的应用前景
[18-20]

。然而，非靶向的近红外分子探针对肿瘤的

选择性低，可能对正常组织造成损伤，产生严重的不良反应
[21]
。

近年来，细胞膜仿生技术成为改善光热剂生物相容性和肿瘤

靶向性的重要策略
[22]
。肿瘤细胞膜上特定的蛋白质分子，不

仅可以使纳米探针靶向同源肿瘤细胞，还可以使其逃避肝脾

巨噬系统吞噬，从而提高肿瘤精准诊疗疗效
[23]
。因此，将具

有 A-D-A 结构的有机小分子作为光热剂，通过自组装制备成

近红外响应性仿生纳米探针，有望实现经近红外荧光 / 超声

成像导航下的乳腺癌靶向光热治疗。

基于以上背景，此次研究通过双步乳化法将有机小分

accomplish non-invasive tumor ablation. The rise of photothermal therapy and nanotechnology has provided a new perspective on breast cancer treatment.
OBJECTIVE: To prepare a new type of near-infrared biomimetic nanoprobe that has been modified by breast cancer cell membrane, to investigate the effect of 
near-infrared fluorescence/ultrasound imaging in vitro, and to observe its targeting ability and photothermal therapy effect on homologous tumor cells in vitro.
METHODS: Organic small molecule ITIC-4CI with A-D-A structure was used as photothermal agents; polylactic acid/glycolic acid copolymer as nanocarrier; 
4T1 cell membrane of mouse breast cancer cells as a surface modifier of nanoparticles; perfluorohexane (PFH) was loaded. A novel near-infrared biomimetic 
nanoprobe (4T1m/ITIC-4CI/PFH) was prepared by the double emulsion evaporation method and sonication method. The basic characterization of the 
nanoprobe and the homologous targeting ability were detected. The photothermal properties and photothermal stability of the probe were investigated, and 
the near-infrared fluorescence/ultrasound imaging effect of the probe under laser irradiation was observed. The CCK-8 assay and calcein/propidium iodide 
staining were used to assess the efficacy of photothermal therapy.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The prepared 4T1m/ITIC-4CI/PFH nanoprobes had uniform size, high stability, and an average particle size of (92.7±2.3) nm. 
The probe’s protein composition was identical to that of the 4T1 cell membrane. The nanoprobe’s ability to target homologous 4T1 cells was validated by an in 
vitro cell uptake assay. (2) The nanoprobe had a red-shift absorption spectrum and tail emission extending to the near-infrared-II, which emitted a bright near-
infrared-II fluorescence signal under laser irradiation. (3) After laser irradiation, the nanoprobe 4T1m/ITIC-4CI/PFH could be turned into microbubbles and 
enhanced ultrasound imaging. The results of CCK-8 assay and calcein/propidium iodide staining showed that the nanoprobe 4T1m/ITIC-4CI/PFH had an obvious 
photothermal killing effect on 4T1 cells. (4) The results show that the nanoprobe 4T1m/ITIC-4CI/PFH has the ability to target homologous tumors and enhance 
near-infrared-II fluorescence imaging/ultrasound imaging and photothermal therapy effects. 
Key words: cancer cell membrane; near-infrared fluorescence imaging; dual mude imaging; photothermal therapy; A-D-A structure; nanoprobe; 
nanotechnology
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子 ITIC-4CI 负载于聚合物纳米载体聚乳酸 / 羟基乙酸共聚物

中，采用乳腺癌细胞 4T1 细胞膜 (4T1m) 对纳米颗粒进行表

面修饰，同时核心负载相变材料全氟己烷 (Perfluorohexane， 

PFH)，构建了一种乳腺癌细胞膜仿生纳米探针 4T1m/ 

ITIC-4CI/PFH，在体外细胞水平验证其体外近红外荧光 / 超声

成像效果，并探究其对同源肿瘤细胞的靶向能力和光热治疗

疗效。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外细胞学实验，多组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用 t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 12 月至 2022 年 8 月在代谢

性血管疾病四川省重点实验室和西南医科大学附属医院肿瘤

放射生物实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   主要试剂   有机小分子 ITIC-4CI( 深圳睿迅光电材料科

技有限公司 )；聚乙二醇修饰的乳酸 / 羟基乙酸共聚物 ( 聚合

比 50 ∶ 50，西安瑞禧生物科技有限公司 )；聚乙烯醇 ( 美国

Sigma-Aldrich 公司 )；PFH( 北京百灵威科技有限公司 )；细

胞膜蛋白与细胞浆蛋白提取试剂盒 ( 上海碧云天生物技术公

司 )；CCK-8 细胞增殖检测试剂盒 (APExBIO，美国 )。
1.3.2   主要仪器   纳米激光粒度仪 (90 Plus Zeta，Nano 

Brook)；透射电镜 (Talos F200X，美国 )；紫外 - 可见 - 近红

外分光光度计 (岛津UV-3600Plus，日本 )；荧光分光光度计 (岛

津 FS5，日本 )；超声波细胞破碎仪 ( 宁波新芝生物科技有限

公司 )；高速冷冻离心机 (Eppendorf，德国 )；热成像仪 (FLUCK，

美国 )；超声诊断仪 (ACUSON Sequoia，德国 )；近红外Ⅱ区

荧光显微成像系统 ( 苏州影睿光学科技有限公司 )。
1.3.3   实验细胞   乳腺上皮细胞 MCF-10A，乳腺癌细胞 4T1、
MCF-7、MDA-MB-231，非小细胞肺癌细胞 A549，均由西南

医科大学附属医院放射分子影像实验室提供。
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1.4   实验方法   

1.4.1   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的制备  

ITIC-4CI/PFH 的制备：取 1 mg 有机小分子 ITIC-4Cl 溶于

1 mL 二氯甲烷中备用，再利用双步乳化法制备 ITIC-4CI/PFH

纳米粒。具体步骤如下：称取 40 mg 聚乳酸 / 羟基乙酸共

聚物，加入 2 mL 的二氯甲烷，常温振荡至完全溶解；加入 

1 mg/mL 的 ITIC-4Cl 二氯甲烷溶液，混匀；随后加入 200 µL

的PFH，振荡数秒混匀。在冰浴条件下第一次超声乳化 (125 W， 

3 min，5 s，5 s)；将第一次乳化液转移至 4 mL 4% 聚乙烯醇

溶液中，在相同条件下完成第二次超声乳化，然后将乳化液

转移至 10 mL 的 2% 异丙醇溶液中，低温磁力搅拌 2.0-3.0 h，

使二氯甲烷挥发完全；收集上述溶液，低温离心 (12 000 r/min 

离心 10 min)，取沉淀，重复离心洗涤 3 次，最后得到无膜

纳米粒 ITIC-4CI/PFH。所有步骤均在避光条件下进行，在聚

乳酸 / 羟基乙酸共聚物二氯甲烷溶液中加入 DiI，可制备荧光

标记的聚乳酸 / 羟基乙酸共聚物纳米粒。按照上述步骤制备

无 PFH的 4T1m/ITIC-4CI纳米粒，将纳米粒置于 4 ℃避光保存。

癌细胞膜提取和 4T1m/ITIC-4CI/PFH 纳米探针的制备：收

集处于对数生长期的 4T1 细胞，用预冷的 PBS 清洗培养皿 3

次后，用细胞刮刀收集细胞，4 ℃下 600×g 离心 5 min，取沉

淀，加入含有膜蛋白提取试剂 A 和蛋白酶抑制剂 PMSF( 浓度

为 1×10-3 mol/L) 的低渗裂解缓冲液，轻轻吹打细胞，置于冰

上 15 min。将细胞悬液置于液氮和室温中，反复冻融，4 ℃ 

下 700×g 离心 10 min，取上清；4 ℃下 14 000×g 离心 30 min，

所得沉淀即为癌细胞膜，置于 -80 ℃保存。将上述制备的

ITIC-4CI/PFH与细胞膜按质量比 1∶ 1混合，冰浴超声 (100 W，

3 min) 后，12 000 r/min 离心 10 min，取沉淀，得到仿生纳米

探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH。采用同样的方法制备 4T1m/ITIC-4CI，
4 ℃保存备用。

1.4.2   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的表征   采用透射电镜分别

观察 4T1 细胞膜、ITIC-4CI/PFH、4T1m/ITIC-4CI/PFH 的形貌，激

光粒度分析仪检测4T1m/ITIC-4CI/PFH的粒径、分布及Zeta电位。

将纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 避光存放在 4 ℃冰箱和

含体积分数 10% 血清的培养基中，于 7 d 内检测纳米探针的

粒径，评价其稳定性。

采用紫外分光光度计检测游离 ITIC-4Cl、聚乳酸 / 羟基

乙酸共聚物纳米粒和 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的吸收光谱。

配置不同质量浓度的 ITIC-4CI 标准工作液 (12.5，6.25，
3.125，1.56，0.78，0 µg/mL)，用紫外分光光度计测定 ITIC-4CI 

最大吸收波长处的吸光度值，绘制标准曲线，计算 4T1m/

ITIC-4CI/PFH 中 ITIC-4CI 的包封率及载药量。

采用荧光分光光度计检测 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的荧光光

谱，分析其光物理性质。

采用凝胶电泳法 (SDS-PAGE) 检测 4T1m/ITIC-4CI/PFH 表

面膜蛋白图谱，验证癌细胞膜是否包被成功。

1.4.3   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 体外细胞摄取和同源靶向

性检测   当 4T1 细胞处于对数生长期时，以 1×105/ 孔的密度

接种于培养皿，于 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中孵育 24 h 

后，将 DiI 标记的 ITIC-4CI/PFH 和 4T1m/ITIC-4CI/PFH 分别加

入到培养皿中，孵育 0.5，1，2，3 h，去掉培养基，终止孵育。

用 PBS 洗 3 遍，加入 40 g/L 多聚甲醛固定 15 min，PBS 清洗

3 遍；加入适量的 DAPI 染色 10 min；PBS 清洗 3 遍，在荧光

显微镜下观察细胞摄取情况。

将 4T1m/ITIC-4CI/PFH 分别与 MCF-7 细胞、MDA-MB-231

细胞、A549 细胞孵育 3 h，采用上述同样步骤进行染色，荧

光显微镜下观察并采集图像。

1.4.4   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 体外近红外Ⅱ区荧光 / 超

声成像   将不同质量浓度 (0，0.03，0.06，0.125，0.5，1 mg/mL) 

的 4T1m/ITIC-4CI/PFH 分别避光加入 96 孔板中，200 µL/ 孔，

在 880 nm 激发下观察不同质量浓度纳米探针的近红外Ⅱ区

荧光成像效果并对荧光强度进行定量分析。

将不同质量浓度 (0，0.125，0.25，0.5，1 mg/mL) 的
4T1m/ITIC-4CI/PFH 加入到琼脂糖凝胶模型中，在 660 nm 激

光照射下 (1 W/cm2)观察超声二维模式和增强模式显像效果，

应用 Image J 软件进行定量分析。激光照射前后，光镜下观

察纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH(1 mg/mL) 的相变情况。

1.4.5   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 体外光热性能及光热稳定

性评估   用 660 nm 激光 (1 W/cm2) 照射不同质量浓度 4T1m/

ITIC-4CI/PFH 溶液 10 min，热像仪记录溶液的温度变化；然

后固定溶液质量浓度 (0.5 mg/mL)，采用不同功率密度激光照

射 10 min 并记录温度变化。

为了研究 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的光热转换能力和光热稳

定性，将纳米粒溶液 (0.5 mg/mL) 加热、冷却循环 5 次，热

像仪实时记录溶液温度变化，最后获得温升和降温曲线。

1.4.6   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 体外光热治疗效果评估  

首先，采用 CCK-8 检测纳米探针对 MCF-10A 和 4T1 细胞的

细胞毒性。当 MCF-10A 细胞、4T1 细胞处于对数生长期且细

胞长至 80%-90% 时，使用计数板计数，用新鲜的完全培养

基调整细胞悬液浓度；将 MCF-10A 细胞和 4T1 细胞按 (6-8)× 

103/ 孔的密度接种于 96 孔板，在培养箱中孵育 24 h 后，实

验组加入含有不同质量浓度 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的新鲜培养

基，放入培养箱中培养。孵育 24 h 后，以换液形式将含有

10%CCK-8 的培养基加入每孔，孵育 1 h 后，用酶标仪记录

450 nm 处的吸光度值，计算细胞存活率。细胞存活率 =( 实

验组吸光度值 - 空白组吸光度值 )/( 对照组吸光度值 - 空白

组吸光度值 )×100%，对照组未加入 4T1m/ITIC-4CI/PFH，空

白组未加入 4T1m/ITIC-4CI/PFH 与细胞。

将 4T1 细胞以 (6-8)×103/ 孔的密度接种于 96 孔板，在

37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中孵育过夜，分为对照组、

单激光组、4T1m/ITIC-4CI/PFH 组、4T1m/ITIC-4CI+ 激光组、

ITIC-4CI/PFH+ 激光组、4T1m/ITIC-4CI/PFH+ 激光组。将不同

组分纳米探针与 4T1 细胞共同孵育 4 h 后，各激光组予以激

光照射 (1 W/cm2
，5 min)，采用 CCK-8法测定各组细胞存活率；

用钙黄绿素和碘化丙啶染色，在荧光显微镜下观察细胞的存
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活状态。

1.5   主要观察指标   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的体外同源靶

向能力及其增强近红外Ⅱ区荧光 /超声显像和光热治疗效果。

1.6   统计学分析   采用 GraphPad Prism v9.0.0 软件进行统计

学分析，计量资料以 x-±s 表示，多组间比较采用单因素方差

分析，两两比较采用 t 检验，两变量之间关系采用线性相关

分析；计数资料以百分比表示；P < 0.05 表示差异有显著性

意义。统计学方法已经西南医科大学附属医院统计学老师刘

军祥审核。

2   结果   Results 
2.1   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的表征结果   透射电镜下可

见，纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 呈球形，大小均一，分散性

好，表面包覆的细胞膜清晰可见，说明细胞膜修饰成功，见

图 1A-C。激光粒度分析仪检测显示，经癌细胞膜包被后的

纳米探针平均粒径为 (92.7±2.3) nm，见图 1D；表面电位为

(-20.19±4.2) mV，见图 1E。于 4 ℃和血清中存放 7 d 后，纳

米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 粒径未见明显变化，见图 1F。纳

米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的平均包封率为 (67.81±1.42)%，平

均载药量为 (4.49±0.13)%。凝胶电泳检测结果显示纳米探针 

4T1m/ITIC-4CI/PFH 和 4T1 细胞膜具有相似的蛋白图谱，见图 1G。

2.3   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的同源靶向能力    如图 3A

所示，DiI 标记的纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 和 ITIC-4CI/PFH

分别与 4T1 细胞孵育不同时间，孵育 3 h 后可见 4T1 细胞对

4T1m/ITIC-4CI/PFH 有明显摄取。然后，将纳米探针 4T1m/

ITIC-4CI/PFH 分别与 4T1 细胞、MCF-7 细胞、MDA-MB-231 细

胞、A549 细胞共孵育 3 h，荧光显微镜下观察到 4T1 细胞荧

光强度最高，证实了 4T1m/ITIC-4CI/PFH 可以特异性结合 4T1

细胞，具有同源靶向能力，见图 3B。

图注：A、B、C 分别为 4T1 细胞膜、ITIC-4CI/PFH、4T1m/ITIC-4CI/PFH 透

射电镜观察结果，标尺分别为 50，200，50 nm，4T1m/ITIC-4CI/PFH 单

个分散，呈球形，大小均一，分散性好；D 为 4T1m/ITIC-4CI/PFH 包膜前

后粒径变化图，平均粒径为 (92.7±2.3) nm；E 为 4T1m/ITIC-4CI/PFH 包膜

前后电位变化图，平均电位为 (-20.19±4.2) mV；F 为 4T1m/ITIC-4CI/PFH
在 4 ℃及血清中的粒径检测结果，7 d 后其粒径未见明显变化；G 为凝

胶电泳检测结果，1、2 分别为 4T1 细胞膜和纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/
PFH，二者具有相似的蛋白图谱

图 1 ｜纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的基本表征

Figure 1 ｜ Basic characterization of 4T1m/ITIC-4CI/PFH nanoprobe

图注：A 为 4T1m/ITIC-4CI/PFH、ITIC-4CI、聚乳酸 / 羟基乙酸共聚物 (PLGA)
纳米粒的吸收光谱，ITIC-4CI 吸收峰位于 690 nm 附近，经细胞膜修饰的

4T1m/ITIC-4CI/PFH 最大吸收峰位于 745 nm 附近，4T1m/ITIC-4CI/PFH 最

大吸收峰发生了红移；B 为 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的吸收光谱 (Ab) 和荧光

发射光谱 (Em)，荧光峰中心位于 876 nm 附近，托尾延伸至近红外Ⅱ区

图 2 ｜纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的紫外吸收光谱和荧光光谱

Figure 2 ｜ Ultraviolet absorption and fluorescence spectra of 4T1m/ITIC-
4CI/PFH nanoprobes

图注：A 为 4T1m/ITIC-4CI/PFH 和 ITIC-4CI/PFH 与 4T1 细胞孵育不同时间

的细胞摄取图，孵育 3 h 后， 4T1 细胞对 4T1m/ITIC-4CI/PFH 有明显摄取，

细胞内可见明显红色荧光；B 为 4T1m/ITIC-4CI/PFH 和不同细胞孵育 3 h
的靶向结合情况，4T1 细胞组可见显著红色荧光 ( 蓝色为 DAPI 染色的细

胞核，红色为 DiI 标记的纳米颗粒 )，标尺为 50 µm
图 3 ｜纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的同源靶向性验证

Figure 3 ｜ Homologous targeting verification of 4T1m/ITIC-4CI/PFH 
nanoprobes
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2.2   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的吸收和发射光谱   紫外 -

可见光吸收光谱检测结果显示，空白的聚乳酸 / 羟基乙酸共

聚物纳米粒溶液在 500-900 nm 无明显吸收峰，ITIC-4CI 二氯

甲烷溶液在 500-900 nm 的最大吸收峰位于 690 nm 附近，而

4T1m/ITIC-4CI/PFH 水溶液最大吸收峰位于 745 nm 附近，吸

收光谱发生红移，见图 2A。荧光光谱检测显示，4T1m/ITIC-

4CI/PFH 水溶液发射光谱荧光峰中心位于 876 nm 附近，托尾

可延伸至近红外Ⅱ区，说明其具有近红外Ⅱ区荧光成像的潜

力，见图 2B。

2.4   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的光热性能及光热稳定性   

在激光 (1 W/cm2) 照射下，溶液温度随纳米探针质量浓度的

增加而升高，呈浓度依赖性，见图 4A。固定纳米探针质量浓
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图注：A 为不同质量浓度 4T1m/ITIC-4CI/PFH 和空白聚乳酸 / 羟基乙酸共

聚物纳米粒的近红外Ⅱ区荧光图像，激光照射下 4T1m/ITIC-4CI/PFH 发

出明显的近红外Ⅱ区荧光信号，且随着纳米粒质量浓度的增加，荧光信

号更明显；B 为不同质量浓度 4T1m/ITIC-4CI/PFH 溶液二维超声模式和增

强超声模式的超声信号强度变化图，超声信号强度变化呈质量浓度依赖

性；C 为图 B 超声信号强度定量分析；D 为图 A 平均荧光强度定量分析；

E 为激光辐照前后 4T1m/ITIC-4CI/PFH 光镜图，激光照射后纳米探针发生

相变，形成不同大小微气泡，箭头示 (×800)
图 5 ｜纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的体外近红外Ⅱ区荧光成像 / 超声成像

Figure 5 ｜ Near-infrared-II fluorescence imaging/ultrasound imaging of 
4T1m/ITIC-4CI/PFH nanoprobes in vitro

图 注：A、B 分 别

为不同质量浓度的

4T1m/ITIC-4CI/PFH
对 MCF-10A、4T1
细胞毒性检测结

果，细胞存活率均

保持在 90% 以上

图注：A 为乳腺癌细胞 4T1 与不同组分纳米粒共孵育 4 h 后的钙黄绿色 / 
碘化丙啶活死染色结果，活细胞呈绿色，死细胞呈红色，标尺为 50 µm；

B 为 CCK-8 法测定各组细胞存活率

图 7 ｜纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的体外光热治疗效果

Figure 7 ｜ Photothermal effect of 4T1m/ITIC-4CI/PFH nanoprobes in vitro

图注：A 为不同质量浓度的纳米探针溶液在激光照射下 (1 W/cm2) 的
温度变化曲线，溶液温度随样品质量浓度增加而升高；B 为纳米探针 

(0.5 mg/mL) 在不同激光功率密度照射下的温度变化曲线，随着照射激

光功率密度增加，溶液温度上升越明显；C 为不同功率激光功率密度照

射下纳米探针 (0.5 mg/mL) 的红外热成像图；D 为 5 次加热 / 冷却循环

下纳米探针 (0.5 mg/mL) 的温度变化曲线，5 次循环后仍保持良好的光

热转换能力，具有优异的光热稳定性

图 4 ｜纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的光热性能评估

Figure 4 ｜ Evaluation of the photothermal properties of 4T1m/ITIC-4CI/
PFH nanoprobes
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度 (0.5 mg/mL)后，溶液温度随着激光功率密度的增加而升高，

红外热像仪记录了不同功率照射时的热成像图，见图 4B、C。

光热稳定性检测结果显示，4T1m/ITIC-4CI/PFH 在 660 nm 激光

连续加热 / 冷却循环 5 次后仍保持良好的光热转换能力，表明

4T1m/ITIC-4CI/PFH 具有优异的光热稳定性，见图 4D。

图 6 ｜纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的体外细胞毒性实验

Figure 6 ｜ Cytotoxicity of 4T1m/ITIC-4CI/PFH nanoprobes in vitro

2.5   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的体外近红外荧光成像 / 超

声成像   在 880 nm激光照射下，不同质量浓度 (0，0.03，0.06，
0.125，0.5，1 mg/mL) 的 4T1m/ITIC-4CI/PFH 溶液发出明显的

近红外Ⅱ区荧光信号，随着纳米探针质量浓度的增加，荧光

信号更明显，见图 5A、D。在体外超声成像中，经激光辐照

后，二维模式和超声增强模式下都可见纳米探针明显的信号

增强，超声信号强度的变化呈纳米探针质量浓度依赖性，见

图 5B、C。激光照射前后，光镜下观察到纳米探针发生相变，

形成不同大小微气泡，见图 5E。
2.6   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的体外细胞毒性实验   如

图 6A、B 所示，无激光照射时，不同质量浓度的纳米粒与 

MCF-10A 细胞、4T1 细胞共孵育 24 h 后，在较高治疗浓度下 

(1.25 mg/mL) 细胞存活率仍保持在 90% 以上，说明该纳米粒

具有良好的生物相容性。

2.7   纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的体外光热治疗效果   钙黄

绿色 / 碘化丙啶活死染色结果显示，单激光组和 4T1m/ITIC-

4CI/PFH 组均未见明显红色荧光，ITIC-4CI/PFH+ 激光组细胞

可见较少红色荧光，4T1m/ITIC-4CI + 激光组可见部分红色荧

光，4T1m/ITIC-4CI/PFH+ 激光组可见明显红色荧光，细胞杀

伤效果最显著，见图 7A。4T1 细胞与不同组分的纳米粒共孵

育 4 h 后，4T1m/ITIC-4CI/PFH+ 激光组表现出明显的细胞杀伤

效果，见图 7B。
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3   讨论   Discussion
光热治疗被认为是近年来癌症治疗的重大突破，通过非

电离、非侵入性光照射可实现肿瘤局部热消融
[24]
。分子成像

技术，包括计算机断层扫描、磁共振、核医学成像、超声成

像和光学成像
[25-29]

，已被用于非侵入性的肿瘤早期诊断
[30]
。

将近红外Ⅱ区荧光成像与超声成像结合，可以实现肿瘤实时

成像，为肿瘤的早期诊断和实时监测光热治疗疗效提供一种

潜在新策略
[31]
。

ITIC-4CI 是一种低带 A-D-A 结构分子，其独特的分子结

构使其自组装后形成的纳米探针表现出优异的光物理特性，

在其光物理性质研究中发现，游离的 ITIC-4CI 在 690 nm 处具

有很强的吸收峰。纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 在 PBS 中具有

与游离 ITIC-4CI 相似的特征吸收峰，但吸收峰红移至 745 nm 

附近。此外，纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的最大发射峰位

于 876 nm 附近，并具有延伸到近红外Ⅱ区的尾部发射，这

可能是由于 A-D-A 结构分子端基的强吸电子能力和大稠环共

轭核的供电子能力促进了分子内电荷转移，从而使吸收光谱

和荧光发射光谱向近红外区域移动
[16，32]

。利用纳米探针在

溶液中优异的光学性质，进一步验证其荧光成像性能发现，

在 880 nm 激光照射下，纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 在 PBS

中可发出明亮的近红外Ⅱ区荧光信号，随着纳米探针质量浓

度的增加，荧光信号逐渐增强。因此，4T1m/ITIC-4CI/PFH 是

一种具有近红外Ⅰ区吸收和近红外Ⅱ区尾部发射的近红外纳

米探针，具有近红外Ⅱ区荧光成像和高效光热治疗的潜力。

光热纳米的光热性能和热稳定性是临床应用的重要参数。

基于 A-D-A 结构分子 ITIC 的纳米粒子，已被证实在 660 nm 

激光照射下具有光热治疗效应，在体外具有高的光热转换效

率 (≈41.6%)[33]
，其衍生物 ITIC-4CI 具有更低的光学带隙 (1.48 eV)

和更好的电子传输能力
[34]
，是一种理想的光热剂。纳米探针

4T1m/ITIC-4CI/PFH 在 660 nm 激光照射下温度变化呈浓度、

功率依赖性；同时，纳米探针在 5 个照射周期表现出优异的

光热稳定性和光热转换能力。此外，纳米探针在近红外激光

照射下可发生相变，实现增强超声显像的功能，其潜在机制

可能与纳米探针发生相变后转化为微气泡，与周围环境产生

声阻抗差异，从而增强背向散射，实现增强超声对比显影
[35]
。

结果表明，纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 具有良好的光热性能

和增强超声显像的能力。

癌细胞膜的包覆可以改善纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH

的生物相容性并赋予其同源靶向能力。4T1 细胞表面具有转

铁蛋白抗原、上皮细胞黏附分子、CD44 和 CD47 等细胞黏附

分子
[36-37]

，这些黏附分子 ( 转铁蛋白抗原、CD44 和 CD47) 在

细胞黏附中发挥了重要的作用，通过特异性识别黏附分子实

现源细胞特异性靶向，基于这些膜蛋白的同源结合机制，从

而可以实现纳米探针与肿瘤细胞之间的特异性识别和结合。

此次研究通过双步乳化法和超声法成功制备了 4T1 细胞膜包

被的多功能纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH，经 4T1 细胞膜修饰

后其粒径为 (92.7±2.3) nm，尺寸均一、稳定性良好。制备的

纳米探针与 4T1 细胞膜具有相似的蛋白图谱，因而可以通过

同源靶向结合机制，主动靶向同源肿瘤细胞
[38]
。此外，在体

外同源靶向性实验中发现，4T1 细胞组对包覆同源 4T1 细胞

膜的纳米探针摄取率和荧光强度更高，进一步证实了纳米探

针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 与同源 4T1 细胞的特异性结合能力。因

此，纳米探针 4 T1m/ITIC-4CI/PFH可以主动靶向同源 4T1细胞，

有助于提高肿瘤成像效果和光热治疗疗效。

良好的生物安全性和肿瘤靶向性有助于实现安全高效

的光热治疗。在体外细胞毒性实验中，纳米探针 4T1m/ITIC-

4CI/PFH 对 4T1 细胞和 MCF-10A 细胞均无明显的细胞毒性，

细胞存活率大于 90%，且单激光照射或 4T1m/ITIC-4CI/PFH

处理的 4T1 细胞生长无明显抑制，说明 4T1m/ITIC-4CI/PFH

具有良好的生物相容性。相比之下，激光辐照时 ITIC-4CI/

PFH 组、4T1m/ITIC-4CI/PFH 组表现出明显的细胞抑制作用，

4T1m/ITIC-4CI/PFH 联合激光处理时热疗效果更为显著，说明

纳米探针 4T1m/ITIC-4CI/PFH 的同源靶向作用促进了对肿瘤细

胞的选择性杀伤效应。4T1m/ITIC-4CI+ 激光组对 4T1 细胞的

杀伤效果弱于 4T1m/ITIC-4CI/PFH+ 激光组，但强于 ITIC-4CI/

PFH+ 激光组，这可能是激光照射下 ITIC-4CI 的光热效应促使

4T1m/ITIC-4CI/PFH 纳米探针发生液气相变，转化为微泡，相

变时的空化效应、机械破坏作用使细胞膜通透性增强
[39-40]

，

纳米探针更容易进入肿瘤细胞，从而协同增强光热治疗疗效。

以上结果表明，4T1m/ITIC-4CI/PFH 纳米探针具有良好的生物

相容性和体外靶向治疗效果，是一种有前途的肿瘤光疗制剂。

综上所述，研究成功制备了一种新型近红外仿生纳米探

针 4T1m/ITIC-4CI/PFH，在体外验证了其近红外荧光 / 超声成

像效果，探究了其同源靶向能力和光热治疗效果。研究首次

通过双步乳化法将 A-D-A 结构的有机小分子 ITIC-4CI 负载于

聚乳酸 / 羟基乙酸共聚物纳米粒中，使 ITIC-4CI 的水溶性和

生物相容性得到改善，且在 PBS 中表现出优异的近红外Ⅱ荧

光成像能力和光热性能。此外，经 4T1 细胞膜修饰的纳米探

针既避免了繁琐的基团修饰工程，又实现了纳米探针与肿瘤细

胞之间的特异性识别和结合，提高了对肿瘤的同源靶向性和光

热治疗效果。因此，研究为新型纳米探针的制备及双模态成像

导航下乳腺癌精准诊疗提供了一种新策略，但纳米探针在体内

的生物安全性、分布及光热治疗疗效仍需进一步验证。
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