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摘要
目的:观察通过改进方法制备出的新型功能化上转换纳米
材料 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 对脉络膜黑色素瘤细胞(ＯＣＭ－１)的
特异性成像现象ꎮ
方法:制备出 ＮａＹＦ４ ∶ Ｙｂ / Ｅｒ(ＵＣＮＰｓ)ꎬ再等离子体处理将
之表面羧基化ꎻ分别接载氨基聚乙二醇和转铁蛋白(Ｔｆ)制
备出 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆꎮ 对其进行相应表征ꎬ检测其生物相
容性ꎬ通过荧光分光光度仪和倒置荧光显微镜检测对
ＯＣＭ－１ 的特异性荧光现象ꎮ
结果:相应表征证明成功合成了 ＵＣＮＰｓ 和 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧꎬ
以及进一步接载 Ｔｆ 后形成的 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆꎮ 复合物
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 具有卓越的生物相容性ꎬ并且能发出显著
的绿色荧光ꎮ 同样条件下ꎬ荧光强度检测结果和倒置荧光
显微镜的观察结果均证明其在细胞 ＯＣＭ－１ 成像方面的
显著特异性ꎮ
结论:合成的新型功能化 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 纳米复合物生
物相容性好ꎬ且可以对细胞 ＯＣＭ－１ 特异性成像ꎮ
关键词:上转换纳米颗粒ꎻ等离子体ꎻ脉络膜黑色素瘤ꎻ转
铁蛋白ꎻ特异性成像
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２５.１.０５

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ
ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｎｏｖｅｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ
ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｚｈａｏ Ｂｉｎｇｘｉｎꎬ Ｆｕ Ａｉｃｕｎꎬ Ｌｉ Ｘｉｕｈｏｎｇꎬ Ｗｅｉ Ｌｉꎬ
Ｗａｎｇ Ｗｅｉｑｕｎ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ:Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ Ｊｏｉｎｔ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ (Ｎｏ.
ＬＨＧＪ２０１９０２８９)

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｗａｎｇ Ｗｅｉｑｕｎ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
４５００００ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｘｉｗａｎｇｗ３９０＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２４－０４－０１　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２４－１１－２９

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ａ ｎｏｖｅｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌ ＵＣＮＰｓ － ＰＥＧ － Ｔｆ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ
ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅ ｉｔｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍａｇｉｎｇ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ｔｏ
ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ (ＯＣＭ－１) .
•ＭＥＴＨＯＤＳ: ＮａＹＦ４ ∶Ｙｂ / Ｅｒ (Ｕｐ－ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ
ＵＣＮＰｓ ) ｗａｓ Ｐｒｅｐａｒｅｄ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｔｏ
ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅꎻ ｔｈｅｎ ａｍｉｎｏ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ
ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ (Ｔｆ) ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｌｏａｄｅｄ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ
ＵＣＮＰｓ－ ＰＥＧ － Ｔｆ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｔｈｅｍ ａｃｃｏｒｄｉｎｇｌｙꎬ ｉｔｓ
ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ｏｆ ＯＣＭ － １ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ａｎｄ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＵＣＮＰｓꎬ ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧꎬ ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｌｏａｄｉｎｇ ｏｆ
Ｔｆ ｔｏ ｆｏｒｍ ＵＣＮＰｓ － ＰＥＧ － Ｔｆ. ＵＣＮＰｓ － ＰＥＧ － Ｔｆ ｓｈｏｗｅｄ
ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｅｍｉｔｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ. Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｂｏｔｈ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｉｔｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｉｎ ｉｍａｇｉｎｇ ｔｏ ＯＣＭ－１ ｃｅｌｌｓ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｎｏｖｅｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ
ＵＣＮＰｓ － ＰＥＧ － Ｔｆ ｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ
ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ａｃｈｉｅｖｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍａｇｉｎｇ ｔｏ ＯＣＭ－ １
ｃｅｌｌｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｕｐ － ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎻ ｐｌａｓｍａꎻ
ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｍｅｌａｎｏｍａꎻ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎꎻ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍａｇｉｎｇ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈａｏ ＢＸꎬ Ｆｕ ＡＣꎬ Ｌｉ ＸＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｎｏｖｅｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ
ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ )ꎬ
２０２５ꎬ２５(１):２４－３０.

０引言
脉络膜黑色素瘤是最常见的葡萄膜恶性肿瘤ꎬ也是成

人最常见的眼内恶性肿瘤ꎬ其患病率在我国眼部恶性肿瘤
的第二位ꎬ仅次于视网膜母细胞瘤ꎮ 其特点是恶性程度
高ꎬ易转移ꎬ并且即便是在明确的转移前做眼球摘除ꎬ５ ａ
死亡率仍然高达 １７％－５３％ꎬ对患者的视力及生命造成严
重威胁[１]ꎮ 目前该疾病主要是通过常规影像学检查初步
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诊断ꎬ病理诊断确诊ꎬ往往难以发现早期病变ꎮ 因此开发
出特异性更强的检测手段ꎬ改进早期脉络膜黑色素瘤诊断
和治疗的方法很有必要ꎮ 上转换发光纳米材料可以在低
能光的刺激下发出高能荧光[２]ꎮ 这类纳米材料的荧光强
度显著ꎬ灵敏度高ꎬ特别是在生物成像的应用上展现出了
令人瞩目的优势[３]ꎮ 但其生物相容性差ꎬ必须经过一定的
生物材料修饰后ꎬ对生物机体才会有较好的安全性ꎬ且修
饰方法较为复杂ꎬ限制了其在生物成像方面的应用[４]ꎮ 等
离子体表面处理技术是一种独特的表面修饰方法[５－６]ꎮ
聚乙二醇具有非常优异的水溶性和良好的生物相容性ꎬ在
生物工程研究中ꎬ常用来修饰材料改善其生物活性ꎬ使生
物相容性较差的微观尺寸无机物材料改性后可以直接用
于细胞或者生物机体的研究和实际应用[７]ꎮ 由配体受体
强有力的亲和作用介导的内吞现象是动物细胞经典的跨
膜转运机制之一ꎮ 转铁蛋白受体 ( ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ
ＴｆＲ)在恶性肿瘤细胞表面具有高表达的特性ꎬ使接载转
铁蛋白(ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎꎬ Ｔｆ)的药物或分子有靶向恶性肿瘤细
胞发挥作用的可能性[８－９]ꎮ 我们之前也基于脉络膜黑色
素细胞(ＯＣＭ－１)表面 ＴｆＲ 高表达的特性ꎬ开发了通过 Ｔｆ
和 ＴｆＲ 介导用于靶向输送到脉络膜黑色素瘤的新型药
物[１０]ꎮ 因 此ꎬ 本 研 究 拟 先 通 过 等 离 子 体 处 理ꎬ 将
ＮａＹＦ４ ∶ Ｙｂ / Ｅｒ(Ｕｐ－ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬＵＣＮＰｓ)表面接
上易修饰小分子有机基团羧基后ꎬ使接载有机物的反应更
加容易ꎬ再接载有机物氨基聚乙二醇 ｍＮＨ２ －ＰＥＧꎬ用来提
升上转换纳米材料生物相容性ꎮ 随后接载转铁蛋白 Ｔｆꎬ合
成复合物纳米粒 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆꎬ用于对 ＯＣＭ－１ 细胞进
行特异性成像的研究ꎬ拟实现对 ＯＣＭ－１ 细胞的示踪以改
进脉络膜黑色素瘤诊断和治疗方法ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１主要材料 　 ＬｎＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ(Ｌｎ ＝ ＹꎬＹｂꎬＥｒꎬ７９∶ ２０∶ １)
(Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎻＮＨ４Ｆ(Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎻ乙酸(Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎻ
氨基聚乙二醇( Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎻ转铁蛋白( Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎻ
ＮＨＳ(Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎻＥＤＣ􀅰ＨＣｌ(Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎻ视网膜色素
上皮细胞(ＡＲＰＥ－１９)(温州医科大学)ꎻＯＣＭ－１ 细胞(温
州医科大学)ꎮ
１.１. ２ 主要仪器 　 高速离心机 ( Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０Ｒꎬ德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ傅里叶变换红外光谱仪(ＮＩＣＯＬＥＴ ６７００ꎬ
Ｔｈｅｒｍａｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻＦ－４６００ 荧光分光光度计(Ｆ－４６００５Ｊ２－
０００４ꎬ日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司)ꎻ电子天平(ＡＬ２０４－ＩＣꎬ上海梅特
勒－托利多仪器有限公司ꎻ荧光倒置显微镜( ＩＸ８１ꎬ奥林巴
斯)ꎻ透射电子显微镜(ＴＥＭꎬＴｅｃｎａｉ Ｆ ２０００ꎬ美国)ꎻ多功能
酶标仪(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司)
１.２方法
１.２.１ β－ＮａＹＦ４ ∶ ＹｂꎬＥｒ 的制备　 在三颈烧瓶中放入 ５ ｍＬ
含有 １ ｍｍｏｌ ＬｎＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ(Ｌｎ＝ＹꎬＹｂꎬＥｒꎬ７９∶ ２０∶ １)的甲醇
体液ꎬ再加入 ６ ｍＬ 的油酸ꎬ１５ ｍＬ 的十八烯ꎬ在 １５０ ℃温
度ꎬ通氩气流的条件下ꎬ磁力搅拌 ３０ ｍｉｎꎬ形成黄色的溶
液ꎮ 降低温度至 ５０ ℃ꎬ加含有 ０. １６ ｇ ＮＨ４ Ｆ 和 ０. １０ ｇ
ＮａＯＨ 的甲醇溶液ꎬ在 ５０ ℃温度、通氩气流的条件下ꎬ磁
力搅拌３０ ｍｉｎꎬ升高温度至 １１０ ℃ꎬ除去残余的甲醇和水ꎮ
混合物溶液加热至 ３０８ ℃ꎬ保持 １.５ ｈꎮ 然后用乙醇洗涤
多次ꎬ通过高速离心机离心分离ꎬ即可得到 β－ＮａＹＦ４ ∶ Ｙｂꎬ
Ｅｒ(ＵＣＮＰｓ)ꎮ

１.２.２乙酸等离子体处理 ＵＣＮＰｓ 形成 ＵＣＮＰｓ－ＣＯＯＨ　
关闭与等离子体处理仪连接的装有乙酸的烧瓶ꎬ并将乙酸
加热至 ７０ ℃ꎬ形成乙酸气体ꎮ 称取一定量干燥的 ＵＣＮＰｓꎬ
最大面积均匀在称量纸上摊开ꎬ放到等离子体处理仪腔体
中ꎬ并关好阀门ꎮ 打开总电源ꎬ打开真空泵ꎬ等到显示屏显
示系统的真空压强为 ５ Ｐａꎬ打开进气口ꎬ让乙酸气体进入
腔体ꎬ使腔体内气压达到 １０ Ｐａ 以上ꎬ接着以 ２０ Ｗ 的功率
进行等离子处理 ９０ ｓꎬ使 ＵＣＮＰｓ 表面接上羧基－ＣＯＯＨꎬ形
成 ＵＣＮＰｓ－ＣＯＯＨꎮ
１.２.３ ＵＣＮＰｓ－ＣＯＯＨ 接载 ｍＮＨ２ －ＰＥＧ 形成 ＵＣＮＰｓ－
ＰＥＧ 　 通过氨基聚乙二醇 ( ｍＮＨ２ － ＰＥＧ) 上的氨基和
ＵＣＮＰｓ－ＣＯＯＨ 上羧基形成的酰胺－ＣＯ－ＮＨ－结合在一起
形成 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧꎮ 具体步骤如下:ｍＮＨ２ －ＰＥＧ 充分溶解
到水中配成 １ ｍｇ / ｍＬꎮ 将一定质量的 ＮＨＳ 加入到上述溶
液中ꎬ常温下磁力搅拌 １５ ｍｉｎꎬ然后将一定质量的 ＥＤＣ 加
入其中持续搅拌 １５ ｍｉｎꎮ 最后将 １ ｍｇ / ｍＬ ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ
加入其中ꎬ常温持续搅拌 ４ ｈꎮ 终产物溶液通过离心机
１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ将未反应的 ＵＣＮＰｓ－ＣＯＯＨ 除去ꎬ
保留上清液ꎻ再将上清液通过离心机 ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心
３０ ｍｉｎꎬ将上清液弃掉ꎬ把 ＥＤＣ 和 ＮＨＳ 以及未反应的
ｍＮＨ２－ＰＥＧ 除去ꎬ沉淀即为 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧꎮ
１.２.４ ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 接载 Ｔｆ 形成 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 　 Ｔｆ
含有羧基ꎬ通过 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 上的氨基和 Ｔｆ 上羧基形成的
酰胺－ＣＯ－ＮＨ－结合在一起形成 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ[１０]ꎮ 具
体步骤大致与 １.２.３ 相同ꎮ
１.２.５合成材料的相关表征　 对合成的材料进行透射电子
显微镜 ( ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＴＥＭ)、接触角
(ｃｏｎｔａｃｔ ａｎｇｌｅꎬ ＣＡ )、 傅 里 叶 红 外 变 换 光 谱 ( ｆｏｕｒｉｅｒ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙꎬ ＦＴＩＲ) 和 荧 光 光 度 计 等
表征ꎮ
１.２.６ 对 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 纳米复合物进行生物相容性
检测　 通过 ＣＣＫ－８ 法检测细胞生存率和活性氧自由基
(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)释放率法检测该复合物对
于细胞的生物相容性ꎮ
１.２.６.１用 ＣＣＫ－８法检测 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 对 ＡＲＰＥ－１９
的毒性　 ＣＣＫ－８ 试剂盒中的试剂被活细胞中的物质还原
为黄色的可溶性的甲臜ꎬ活细胞的数量和生成的甲臜吸光
值成正比ꎬ可以用该原理检测活细胞的生存率[１１]ꎮ 将处
于对数生长期的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞按照 ５×１０３个 / 孔将之加
入到 ９６ 孔板中ꎬ在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的湿润培养箱中培养
２４ ｈ后ꎬ将每孔的细胞培养液吸除ꎬ除对照组外ꎬ实验组分
别加入含有不同浓度(０、５、１０、５０、１００ μｇ / ｍＬ) ＵＣＮＰｓ－
ＰＥＧ－Ｔｆ 材料的 １０％胎牛血清的新鲜细胞培养液ꎬ继续培
养ꎮ 分别于 ２４、４８、７２ ｈ 后ꎬ弃掉培养基ꎬ每孔用 ＰＢＳ 清洗
２ 遍ꎮ 然后避光条件下加入含有 １０％ ＣＣＫ－８ 试剂的细胞
培养液孵育 ２ ｈꎬ在 ４５０ ｎｍ 吸光度的酶标仪中进行检测得
到 ＯＤ 值ꎬ然后计算细胞存活率ꎮ 计算式为:细胞存活率＝
(实验孔吸光值－空白孔吸光值) / (对照孔吸光值－空白孔
吸光值)×１００％ꎮ
１.２.６.２检测细胞内 ＲＯＳ 释放率　 细胞内的 ＲＯＳ 增加可
引起氧化应激反应从而导致细胞受到损害[１２]ꎬ根据检测
结果计算 ＲＯＳ 的释放率ꎬ分析细胞内 ＲＯＳ 水平的变化ꎬ进
而可以反映细胞受损伤的情况ꎮ 将无菌盖玻片置于 ６ 孔
板内ꎬ接种 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ细胞数为 １０５个 / 孔ꎬ于相应条
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件(３７ ℃、５％ Ｃ０２、湿度为 ９０％)下培养箱中孵育ꎻ２４ ｈ
后ꎬ用含有不同浓度 (０、５、１０、５０、１００ μｇ / ｍＬ) ＵＣＮＰｓ －
ＰＥＧ－Ｔｆ材料的 １０％胎牛血清的新鲜细胞培养液置换旧培
养液ꎬ继续培养ꎻ各组孔板到达相应培养时间 ( ２４、４８、
７２ ｈ)后ꎬ吸除原液并加入配置好的 ＤＣＦＨ－ＤＡ(无血清的
培养液配成 １０ μｍｏｌ / ｍＬ ＤＣＦＨ－ＤＡ)ꎬ锡纸包裹ꎬ避光于特
定条件下孵育 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ吸出原液ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤细胞数次
将游离的 ＤＣＦＨ－ＤＡ 去除ꎻ用加抗荧光淬灭封片液的载玻
片盖上贴有细胞的盖玻片ꎻ用多功能酶标仪在激发波长
４８８ ｎｍꎬ发射波长 ５２５ ｎｍ 条件下检测ꎮ 最后计算 ＲＯＳ 的
释放率ꎮ 计算式为:ＲＯＳ 释放率＝(实验组荧光值－空白组
荧光值) / (对照组荧光值－空白组荧光值)×１００％ꎮ
１.２.７靶向脉络膜黑色素瘤荧光成像观察
１.２.７.１ 荧光分光光度计检测细胞荧光强度　 取相同数量
的 ＯＣＭ－１ 细胞和 ＡＲＰＥ－１９ 细胞置于培养瓶中ꎬ用相同
浓度的 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 细胞培养液培养 ４ ｈꎻ将培养液吸
出ꎬ并用提前预热好的 Ｈａｎｋ'ｓ 平衡盐溶液漂洗后ꎬ再加入
胰酶使贴壁细胞脱离培养瓶壁ꎬ将培养瓶中的细胞悬液离
心ꎬ之后吸走上清液ꎮ 分别将收集到的 ＯＣＭ－１ 细胞和
ＡＲＰＥ－１９ 细胞配成相同细胞浓度的液体ꎬ使用荧光分光
光度仪对相同细胞浓度的液体进行荧光检测ꎻ对比二者的
荧光强度ꎮ 使用同样的方法ꎬ对比 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ / ＵＣＮＰｓ－
ＰＥＧ－Ｔｆ 对于 ＯＣＭ－１ 细胞的荧光强度ꎮ
１.２.７.２ 倒置荧光显微镜下观察细胞荧光成像　 将无菌清
洁干燥的玻璃片(０.８ ｃｍ×０.８ ｃｍ)放入 ２４ 孔细胞培养板
中ꎬ取 ０.５ ｍＬ 细胞密度为 ４×１０４ ｃｅｌｌ / ｍＬ 的细胞(ＡＲＰＥ－
１９ 和 ＯＣＭ－１)分别混悬液接种于玻璃片上ꎬ然后将其放
置于特定条件(３７ ℃、５％ Ｃ０２、湿度为 ９０％)下孵育ꎻ２４ ｈ
后ꎬ将培养液吸出ꎬ预热好的 ＰＢＳ 漂洗 ２ 遍ꎬ加入含有
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ / ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ (０. １ ｍｇ / ｍＬ)的细胞培养
液ꎬ继续在相同条件孵育 ２ ｈꎻ冰甲醇－２０ ℃固定 ７ ｍｉｎꎬ再
用 ＰＢＳ 漂洗 ５ ｍｉｎꎻＨｏｃｈｅｓｔ ３３２５８ 覆盖细胞ꎬ－２０ ℃下孵育
４ ｍｉｎꎬ然后用 ＰＢＳ 漂洗ꎻ９８０ ｎｍ 激光激发ꎬ而后在荧光倒

置显微镜下观察ꎮ
统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ２３.０ 进行分析ꎮ

计量资料采用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间比较采用独立样本 ｔ 检验
表示ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１合成材料的相关表征 　 ＴＥＭ 结果显示我们合成的
ＵＣＮＰｓ 为大小均一、直径约为 １３.０ ｎｍ 的球形纳米粒ꎮ 比
色皿中新合成的上转换纳米材料 ＵＣＮＰｓ 分散液在 ９８０ ｎｍ
激光的激发下ꎬ可以发出强烈的绿色荧光ꎮ 荧光分光光度
计测出该材料在 ５６０ ｎｍ 处有较突出的特征峰ꎮ 表征结果
证明我们合成了可以发出强烈绿色荧光的、具有荧光特征
峰的纳米级球形颗粒ꎬ见图 １ꎮ ＵＣＮＰｓ 经过乙酸等离子体
处理后形成羧基化的 ＵＣＮＰｓ－ＣＯＯＨꎬ接载氨基聚乙二醇
之后形成的 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧꎬ再接上 Ｔｆ 后形成 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－
Ｔｆꎬ分别给它们做了傅里叶红外变换检测结果见图 ２ꎮ
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 是通过 ＵＣＮＰｓ－ＣＯＯＨ 和 ｍＮＨ２－ＰＥＧ 发生酰
胺反应形成酰胺键生成的ꎬＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 是 ＵＣＮＰｓ－
ＰＥＧ 和 Ｔｆ 发生酰胺反应生成的ꎮ 前后对比发现ꎬ酰胺键
的相对应的峰 １ ６４３ ｃｍ－１(Ｎ－Ｈ 振动峰)、２ ８８０ ｃｍ－１(Ｃ－Ｈ
伸缩峰)以及 １ ０６０ ｃｍ－１(Ｃ－Ｈ 伸缩峰)变的更宽更大ꎮ 该
表征结果表明我们成功合成了 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 和 ＵＣＮＰｓ－
ＰＥＧ－Ｔｆꎮ ＵＣＮＰｓ 和 ＵＣＮＰｓ －ＰＥＧ 接触角的测量结果见
图 ３ꎬ材料接触角越大ꎬ其亲水性越差ꎻ接触角越小ꎬ其亲
水性越好ꎮ 图 ３Ａ 显示 ＵＣＮＰｓ 的接触角测量结果约为
８０°ꎬ图 ３Ｂ 显示经过水溶性良好的 ＰＥＧ 修饰后ꎬＵＣＮＰｓ－
ＰＥＧ 的接触角测量结果约为 ２０°ꎮ 该结果表明 ＵＣＮＰｓ 经
过水溶性良好的 ＰＥＧ 修饰形成 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 后ꎬ亲水性大
大增加ꎮ 新型复合物 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 分散液用荧光分光
光度仪检测ꎬ在 ５６０ ｎｍ 处有仍然有很明显的波峰出现ꎮ
嵌入照片显示 ９８０ ｎｍ 红外光激发可发出显著的绿色荧
光ꎬ见图 ４ꎮ 该结果表明ꎬ经过 ＰＥＧ 以及 Ｔｆ 修饰后形成的
新型复合物 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 仍具备发出显著绿色荧光的
性能ꎮ

图 １　 ＵＣＮＰｓ的表征　 Ａ:ＵＣＮＰｓ 的 ＴＥＭ 结果图ꎻＢ:ＵＣＮＰｓ 在 ９８０ ｎｍ 红外光激发下发出绿光的图ꎻＣ:荧光分光光度计检测的结果ꎮ

图 ２　 ＵＣＮＰｓ－ＣＯＯＨ及 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 和 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ的 ＦＴＩＲ图谱ꎮ
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２.２上转换纳米材料 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 的生物相容性检测
　 用含有不同浓度复合上转换纳米材料 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ
的细胞培养液孵育 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ得出 ＣＣＫ－８ 检测数
据ꎬ上转换纳米材料 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 浓度与培养时间和
ＡＲＰＥ－１９ 生存率的关系见表 １ꎬ结果表明用含有上转换复
合纳米材料的细胞培养液培养 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ随着浓度
和时间的增加ꎬ细胞的生存受到一定的抑制作用ꎬ但是抑
制作用不明显ꎬ在浓度从 ５ μｇ / ｍＬ 到高达 １００ μｇ / ｍＬ 并且
培养了长达 ７２ ｈ 之后ꎬ细胞生存率仍然达到用纯培养液
培养的细胞的 ８４. ８９％以上ꎮ 同时间点ꎬ不同浓度组与

０ μｇ / ｍＬ组相比对细胞的生存率影响差别基本一致ꎬ差异
无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎮ

本实验中ꎬ用含有不同浓度复合上转换纳米材料
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 的细胞培养液孵育 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ随着
所加入材料浓度从 ０ μｇ / ｍＬ 增加到 １００ μｇ / ｍＬꎬ且孵育时
间一直增加到长达 ７２ ｈꎬ细胞内 ＲＯＳ 的量基本稳定在
９５％－１１３.４２％ꎮ 同时间点ꎬ不同浓度与 ０ μｇ / ｍＬ 浓度相
比ꎬ对细胞产生的 ＲＯＳ 相对量差别基本一致ꎬ差异无统计
学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ 该组实验证明复合上转换
纳米材料 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 有良好的生物相容性ꎮ

图 ３　 ＵＣＮＰｓ和 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 接触角的测量结果　 Ａ:ＵＣＮＰｓꎻＢ:ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧꎮ

图 ４　 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ在 ９８０ ｎｍ激光下发出绿色荧光ꎮ

表 １　 不同时间含有不同浓度 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ的细胞培养液孵育 ＡＲＰＥ－１９ 细胞生存率结果 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
时间 ０ μｇ / ｍＬ 组 ５ μｇ / ｍＬ 组 １０ μｇ / ｍＬ 组 ５０ μｇ / ｍＬ 组 １００ μｇ / ｍＬ 组

２４ ｈ ０.９９３３±０.０３４５ １.０３５７±０.０６６７ １.０６４０±０.０６８０ ０.９５９７±０.０６１５ ０.９４９７±０.０３３５
Ｐ２４ Ｐ５－０ ＝ ０.３４８２ Ｐ１０－０ ＝ ０.１８２９ Ｐ５０－０ ＝ ０.４５５３ Ｐ１００－０ ＝ ０.１９０９
４８ ｈ ０.９６０７±０.０３５４ ０.９７９２±０.０４２０ ０.９１３７±０.０４４９ ０.９０３１±０.０５５４ ０.８４８９±０.０６６４
Ｐ４８ Ｐ５－０ ＝ ０.５９００ Ｐ１０－０ ＝ ０.２２７６ Ｐ５０－０ ＝ ０.２０３７ Ｐ１００－０ ＝ ０.０６１８
７２ ｈ ０.９６２９±０.０４９０ ０.９６５３±０.０２８５ ０.９８８８±０.０２２９ ０.９６２９±０.０４９０ ０.９３７４±０.０１５２
Ｐ７２ Ｐ５－０ ＝ ０.９４７３ Ｐ１０－０ ＝ ０.４５４８ Ｐ５０－０ ＝ ０.４２９６ Ｐ１００－０ ＝ ０.１３１６

注:Ｐ２４、Ｐ４８、Ｐ７２分别表示该行为特定时间点(２４、４８、７２ ｈ)做统计比较的 Ｐ 值ꎻＰ５－０、Ｐ１０－０、Ｐ５０－０、Ｐ１００－０分别表示特定时间点的 ５、１０、５０、
１００ μｇ / ｍＬ 浓度组的细胞生存率与 ０ μｇ / ｍＬ 浓度组的细胞生存率比较的统计 Ｐ 值ꎮ

表 ２　 不同时间含有不同浓度 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ的细胞培养液孵育 ＡＲＰＥ－１９ 细胞内 ＲＯＳ释放率结果 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
时间 ０ μｇ / ｍＬ 组 ５ μｇ / ｍＬ 组 １０ μｇ / ｍＬ 组 ５０ μｇ / ｍＬ 组 １００ μｇ / ｍＬ 组

２４ ｈ ０.９９５０±０.０１５１ １.０２５０±０.０３４９ １.０３２１±０.０３４６ １.０４４５±０.０５５１ １.０８５０±０.０５４９
Ｐ２４ Ｐ５－０ ＝ ０.２４２６ Ｐ１０－０ ＝ ０.１６４０ Ｐ５０－０ ＝ ０.２０７８ Ｐ１００－０ ＝ ０.０５２０
４８ ｈ ０.９９５０±０.０１７２ １.０４５０±０.０４５１ ０.９５４９±０.０３４９ １.０８０５±０.０５５０ １.０５５０±０.０４５１
Ｐ４８ Ｐ５－０ ＝ ０.１４７２ Ｐ１０－０ ＝ ０.１４８８ Ｐ５０－０ ＝ ０.０６２０ Ｐ１００－０ ＝ ０.０９７７
７２ ｈ １.００３０±０.０３４５ ０.９８３３±０.０２４５ ０.９９４９±０.０３４９ １.１１４９±０.０６４９ １.１３４２±０.０８５０
Ｐ７２ Ｐ５－０ ＝ ０.４６７０ Ｐ１０－０ ＝ ０.７９０６ Ｐ５０－０ ＝ ０.０５８３ Ｐ１００－０ ＝ ０.０６８８

注:Ｐ２４、Ｐ４８、Ｐ７２分别表示该行为特定时间点(２４、４８、７２ ｈ)做统计比较的 Ｐ 值ꎻＰ５－０、Ｐ１０－０、Ｐ５０－０、Ｐ１００－０分别表示特定时间点的 ５、１０、５０、
１００ μｇ / ｍＬ 浓度组的 ＲＯＳ 释放率与 ０ μｇ / ｍＬ 浓度组的 ＲＯＳ 释放率比较的统计 Ｐ 值ꎮ
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２.３ ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 对 ＯＣＭ－１细胞特异性成像观察
２.３.１荧光分光光度计检测 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 对 ＯＣＭ－１
细胞特异性发光现象　 相同细胞浓度、同样检测条件下ꎬ
含 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 的细胞培养液培养后的 ＯＣＭ－１ 细胞
发出的荧光强度是 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 培养后的 ３.０９ 倍ꎻ含有
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 的细胞培养液分别培养细胞 ＯＣＭ－１ 和
ＡＲＰＥ－１９ꎬ在相同细胞浓度、同样检测条件下ꎬ发出的荧
光强度前者是后者的 ４.３９ 倍ꎬ见图 ５ꎮ 表明 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－
Ｔｆ 可以通过 Ｔｆ / ＴｆＲ 使 ＯＣＭ－１ 细胞特异性发出强烈的
荧光ꎮ
２.３. ２ 倒置荧光显微镜下观察 ＵＣＮＰｓ － ＰＥＧ － Ｔｆ 对
ＯＣＭ－１细胞的特异性成像　 在分别含有 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ
和 ＵＣＮＰｓ － ＰＥＧ 荧光 纳 米 材 料 的 培 养 液 中ꎬ 对 细 胞
ＯＣＭ－１ / ＡＲＰＥ－１９ 进行 ２ ｈ 的孵化ꎮ 之后洗涤和固定ꎬ在
倒置荧光显微镜下进行检查ꎬ观察结果见图 ６ꎮ 第一列是
明场下用显微镜观察细胞的结果图ꎬ第二列是 Ｈｏｃｈｅｓｔ 细
胞核的荧光图ꎬ第三列细胞亲和荧光纳米材料 ＵＣＮＰｓ－
　 　

图 ５　 含有不同材料 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ / ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 的细胞培
养液培养不同细胞 ＯＣＭ－１ / ＡＲＰＥ－１９ 后ꎬ相同细胞浓度
的荧光分光光度计检测结果ꎮ

ＰＥＧ－Ｔｆ / ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 后发出绿光荧光的结果图ꎬ第四列
是前者合并之后的图ꎮ 三组实验分别是:第一行是肿瘤细
胞ＯＣＭ－１在用含 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 的培养液孵育后的图ꎬ
第二行是正常细胞 ＡＲＰＥ－１９ 用含 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 的培
养液孵育后的图ꎬ第三行是肿瘤细胞 ＯＣＭ － １ 用含
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ的培养液孵育后的荧光图ꎮ 可以看出ꎬ肿瘤
细胞 ＯＣＭ－１ 用含 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 的培养液孵育后可以
发出强烈的绿色荧光ꎬ正常细胞 ＡＲＰＥ－１９ 在用含ＵＣＮＰｓ－
ＰＥＧ－Ｔｆ 的培养液孵育后几乎不发出绿色荧光ꎬ推测肿瘤
细胞 ＯＣＭ－１ 比正常细胞 ＡＲＰＥ－１９ 容易与 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－
Ｔｆ 结合ꎬ才能发出较为强烈的绿色荧光ꎬ应该是肿瘤细胞
表面有 ＴｆＲ 受体高表达的原因所致ꎻ加入没有 Ｔｆ 修饰的
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 培养液孵育的肿瘤细胞 ＯＣＭ－１ 也能发出绿
色荧光ꎬ但是强度与含 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 的培养液培养后
发出的绿色荧光强度相比低很多ꎬＵＣＮＰｓ － ＰＥＧ －Ｔｆ 和
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 二者相差 Ｔｆꎬ通过这个步骤推测是 Ｔｆ 和 ＴｆＲ
受体在该过程中起了作用ꎬ使 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 可以针对
肿瘤细胞 ＯＣＭ－１ 特异性绿色成像ꎮ
３讨论

脉络膜黑色素瘤是成年人最常见的眼部恶性肿瘤ꎬ严
重威胁患者的视力和生命健康[１ꎬ１３]ꎮ 临床上通常使用眼
底检查、荧光素眼底血管造影以及常规影像学检查如磁共
振等手段诊断脉络膜黑色素瘤ꎬ但这些检查对脉络膜黑色
素瘤的早期病变难以查明ꎬ从而延误治疗时机ꎮ 开发出在
细胞层面特异性更强的成像检测方法ꎬ可以对脉络膜黑色
素瘤的诊断和治疗方法进行改进[１４]ꎮ

近年来ꎬ纳米生物材料在眼科的研究如火如荼ꎬ分别
在靶向药物输送、对遗传物质表达影响和生物成像等方面
表现出前所未有的良好应用前景ꎮ 王鑫晨等[１５] 对纳米给
药系统在眼底疾病治疗中的研究进展做出了综述性的分
析讨论ꎮ 我们前期的工作也对开发 Ｔｆ 和 ＴｆＲ 介导靶向输
送到脉络膜黑色素瘤的新型药物做出了探索[１０]ꎮ 　 　

图 ６　 倒置荧光显微镜下观察细胞荧光成像ꎬＯＣＭ－１－１ 行和 ＡＲＰＥ－１９ 行加的材料是 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－ＴｆꎬＯＣＭ－１－２ 行加的材料是
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧꎮ
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Ｄａｓｔａｖｉｚ 等[１６]研究了含伞丙烯素纳米粒对视网膜色素上
皮细胞 ＶＥＧＦ－Ａ 和 ＣＴＧＦ 基因表达的影响ꎮ 储彬彬等[１７]

对硅基纳米探针用于眼部疾病的成像检测与治疗进行了
综述ꎮ 近年来上转换纳米材料在生物成像研究方面得到
了广泛的应用[３]ꎮ 因此ꎬ本实验合成了新型功能化的
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 上转换纳米复合物ꎬ对其理化特征、生物
相容性和对 ＯＣＭ－１ 细胞的特异性成像进行了研究ꎮ

上转化纳米材料能将低级能量刺激转化为高级能量
的荧光辐射ꎬ由于其几乎不存在自发荧光ꎬ对生物组织也
几乎没有破坏性ꎬ因此ꎬＵＣＮＰｓ 被广泛应用于生物成像领
域[１８－１９]ꎮ Ｌｉｍ 等[２０]首次将 ５０－１５０ ｎｍ 的 Ｙ２Ｏ３ ∶ Ｙｂ

３＋ / Ｅｒ３＋

稀土上转换发光纳米材料用于培养线虫ꎬ然后用波长为
９８０ ｎｍ 的激光作为激发光源进行激发ꎬ可以清晰地看到
纳米材料在线虫体内的分布ꎮ 后续一些具有较强上转换
荧光强度和良好生物相容性的小尺寸上转换发光纳米颗
粒陆续被世界各地科学家合成出来用于小动物的活体成
像研究[２１－２３]ꎮ 上转换纳米材料非常适合用于生物成像ꎬ
但是其生物相容性较差[４]ꎬ为了提升 ＵＣＮＰｓ 的生物相容
性ꎬ科学家尝试了多种小分子有机物的修饰ꎬ比如用聚乙
烯胺(ＰＥＩ) [２４]、β－环糊精[２５]以及 １ꎬ２ 二硬酯酸－３ 磷脂酰
乙醇胺－甲氧基聚乙二醇(ＤＳＰＥ－ＰＥＧ) [２６] 等修饰 ＵＣＮＰｓ
后ꎬ均表现出优异的生物相容性ꎬ可以安全用于细胞和组
织的成像研究ꎮ 但是这些修饰方法较为复杂ꎮ 等离子处
理是表面处理的一项重要技术ꎬ近年来广泛用于纳米材料
的表面修饰[５－６ꎬ２７－２８]ꎬ其原理为在一定的电场环境中ꎬ气体
分子间会发生剧烈的碰撞ꎬ形成活性极高的等离子体ꎬ其
能量足以破裂绝大部分的化学键ꎬ会引发暴露在表面的相
应化学反应ꎬ并将气体基团引入表面以改进材料的特性ꎮ
聚乙二醇具有优异的理化性质ꎬ经常用于材料的改性[７]ꎮ
我们用氨基聚乙二醇修饰了石墨烯ꎬ结果也表明聚乙二醇
化石墨烯具有卓越的水分散性和生物相容性[１０]ꎮ 鉴于
此ꎬ本实验首先成功合成了 ＵＣＮＰｓꎬ通过等离子表面处理
仪处理ꎬ使 ＵＣＮＰｓ 表面羧基化修饰ꎬ形成了 ＵＣＮＰｓ －
ＣＯＯＨꎮ 为了进一步提升纳米复合物的生物相容性ꎬ我们
通过温和简便的酰胺化反应接载了 ｍＮＨ２ －ＰＥＧꎬ制备了
ＵＣＮＰｓ－ ＰＥＧꎮ 接着再通过酰胺键反应将 Ｔｆ 接载在
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 上形成 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ[１０]ꎮ ＴＥＭ 表明直径
约为 １３.３ ｎｍ 的球形纳米粒 ＵＣＮＰｓ(图 １Ａ)ꎬ在 ９８０ ｎｍ 激
光照射下ꎬ可以发射出强烈的绿光(图 １Ｂ)ꎮ 在荧光分光
光度 计 测 量 下ꎬ 可 以 看 ５６０ ｎｍ 处 有 高 大 的 特 征 峰
(图 １Ｃ)ꎮ 图 ２ 中傅里叶红外变换检测结果显示ꎬ前后对
比可以发现ꎬ酰胺键的特征峰逐渐变的更宽更大[１０]ꎮ 图 ３
接触角测量结果显示ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 的接触角仅为 ２０°ꎬ表
明其亲水性大大增加[２９]ꎮ 图 ４ 表明修饰后的复合物
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 仍然具有发出强烈荧光的特性ꎮ ＴＥＭ、
ＦＴＩＲ、ＣＡ 以及荧光光度计等表征结果证明我们成功合成
了 ＵＣＮＰｓ、ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 和 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆꎮ

成功制备出的 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 对正常细胞的活性和
生存是否有不利的影响ꎬ是必须要关注的ꎮ 因此我们使用
正常细胞 ＡＲＰＥ－１９ꎬ对经过 ｍＮＨ２ －ＰＥＧ 修饰后形成的
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 进行了细胞存活率和 ＲＯＳ 释放率的检
测ꎬ以评估该材料的生物相容性ꎮ 结果如下:本实验中ꎬ
ＡＲＰＥ－１９ 细胞生存率的检测结果见表 １ꎬ表明 ＵＣＮＰｓ－
ＰＥＧ－Ｔｆ 对细胞的生存几乎没有影响[１１]ꎻ表 ２ 结果表明细
胞内 ＲＯＳ 的量基本稳定ꎬ说明复合上转换纳米材料对

ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＲＯＳ 的释放基本没有影响[１２]ꎮ 均证明通
过等离子羧基化处理并接载增加材料生物相容性常用的
有机物聚乙二醇后ꎬ对细胞的活性和生存几乎没有影响ꎬ
表明 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 具有卓越的生物相容性ꎮ

研究表明ꎬＴｆＲ 在肿瘤细胞表面表达的密度是正常细
胞密度的 ２－７ 倍ꎬ且正常细胞与肿瘤细胞对 Ｔｆ 的亲和力
相差可达 １０－１００ 倍[８－９ꎬ３０－３１]ꎬ前期我们的研究也证明了
ＴｆＲ 在脉络膜黑色素瘤上的高表达ꎬ并由此构建了 Ｔｆ－ＴｆＲ
介导的新型聚乙二醇化石墨烯抗肿瘤纳米药物 Ｔｆ－ＰＧ－
ＤＯＸꎬ实现了针对 ＯＣＭ－１ 的高靶向药物输送ꎬ通过跨膜内
吞作用将抗肿瘤药物(阿霉素)输送到肿瘤细胞内部ꎬ实
现肿瘤细胞的高靶向杀伤ꎬ并有效抑制肿瘤细胞的转
移[１０]ꎮ 本实验中ꎬ应用这一特性ꎬ将 Ｔｆ 接载于 ＵＣＮＰｓ－
ＰＥＧ 制备出 ＵＣＮＰｓ －ＰＥＧ－Ｔｆꎬ研究 ＵＣＮＰｓ －ＰＥＧ －Ｔｆ 对
ＯＣＭ－１ 的特异性成像现象ꎮ 检测结果见图 ５、６ 所示:(１)
对于同一种类肿瘤细胞 ＯＣＭ－１ 而言ꎬ相同细胞数量、同
样检测条件下ꎬ含 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 的细胞培养液孵育后
发出的荧光强度是 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 的 ３.０９ 倍ꎻ含有转铁蛋白
的 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 和不含转铁蛋白的 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 分别
都孵育肿瘤细胞 ＯＣＭ－１ ２ ｈ 后ꎬ在倒置荧光显微镜下观
察前者仍然可以强烈荧光ꎬ而后者只能发出微弱的荧光ꎮ
虽然孵育细胞相同ꎬ但 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 含 Ｔｆꎬ与ＯＣＭ－１细
胞上的 ＴｆＲ 亲和力较强[８－９ꎬ３０－３１]ꎬ因此可以结合吞噬更多
的荧光纳米颗粒ꎬ而 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ 不含 Ｔｆꎬ不能通过受体
配体的强亲和力作用结合较多荧光物质ꎬ所以前者发出的
荧光强度较为强烈ꎮ (２)对于不同细胞类型而言ꎬ含有
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 的细胞培养液分别孵育细胞 ＯＣＭ－１ 和
ＡＲＰＥ－１９ 后ꎬ在相同细胞数量、同样检测条件下ꎬ前者发
出的荧光强度是后者的 ４.３９ 倍ꎻ用含有ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ
的细胞培养液分别孵育 ＯＣＭ－１ 细胞和 ＡＲＰＥ－１９ 细胞２ ｈ
后ꎬ在倒置荧光显微镜下观察 ＯＣＭ－１ 细胞可以发出较强
的荧光ꎬ而 ＡＲＰＥ－１９ 细胞几乎不发出荧光ꎮ 这也是由于
Ｔｆ 和 ＴｆＲ 之间强烈的亲和力作用ꎬ而肿瘤细胞 ＯＣＭ－１ 表
面比正常细胞 ＡＲＰＥ－１９ 含有较多的 ＴｆＲꎬＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ
可以靶向识别 ＯＣＭ－１ 细胞ꎬ更多地聚集于细胞周围或者
进入到细胞内部所致[３２－３３]ꎮ 荧光强度值和荧光置荧光显
微镜观察检测结果一致ꎬ二者相互佐证ꎬ直观地表明
ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 可以通过 Ｔｆ / ＴｆＲ 实现 ＯＣＭ－１ 细胞特异
性成像ꎮ

武明星等制备的 ＦＡ－ＰＦＨ－Ｆｅ３Ｏ４＠ ＡＤＭ 纳米颗粒ꎬ
借助叶酸和叶酸受体之间的特性实现对视网膜母细胞的
靶向特异性结合ꎬ还能实现体外超声 / 光声 / 磁共振三模态
成像[３４]ꎮ 本实验有异曲同工之处ꎬ即通过简便易行的方
法成功制备新型纳米复合材料 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆꎬ通过 Ｔｆ
和 ＴｆＲ 之间的超亲和力关系实现与 ＯＣＭ－１ 细胞的特异性
结合ꎬ首次通过上转换纳米材料使 ＯＣＭ－１ 细胞特异性发
出强烈绿色荧光而进行成像ꎮ

本实验通过等离子体处理ꎬ将羧基修饰于上转换纳米
颗粒表面ꎬ便于后续接载 ｍＮＨ２ －ＰＥＧ 提升其生物相容性
和接载 Ｔｆꎬ通过 Ｔｆ 和 ＴｆＲ 之间的受体配体关系ꎬ实现对肿
瘤细胞 ＯＣＭ－１ 的特异性显著成像ꎬ有很好的创新性ꎮ 新
制备的纳米复合物 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆ 对 ＯＣＭ－１ 细胞的特
异性显著成像效果ꎬ有很好的潜在应用价值ꎬ未来可以用
于早期脉络膜黑色素瘤的诊断ꎬ还有望帮助术者在术中寻
找区分残留 ＯＣＭ－１ 细胞ꎬ亦或将之静脉注射ꎬ复合材料

９２
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随循环系统分散至全身后ꎬ通过低功率红外激光照射ꎬ根
据检测的绿色荧光强度推测是否有全身其他组织转移等ꎮ
本实验的不足之处在于尚未进行相关的动物实验研究ꎬ没
有在活体机体中展现出新合成的纳米复合物 ＵＣＮＰｓ －
ＰＥＧ－Ｔｆ对脉络膜黑色素瘤的特异性显著成像效果ꎬ本实
验后续研究也将在该方向做出进一步深入的探索ꎮ

综上所述ꎬ本研究通过等离子体表面处理法将羧基接
在制备的 ＵＣＮＰｓ 表面ꎬ而后通过温和简便的酰胺化反应
接载氨基聚乙二醇形成 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧꎬ接着与对肿瘤细胞
ＯＣＭ－１ 有靶向亲和作用的 Ｔｆ 再次通过酰胺化反应形成
具有良好的生物相容性的、可以发出绿色荧光的纳米复合
物 ＵＣＮＰｓ－ＰＥＧ－Ｔｆꎬ该复合物可以针对肿瘤细胞 ＯＣＭ－１
特异性成像ꎬ有望在脉络膜黑色素瘤诊断和治疗中展现其
价值ꎮ
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