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叶酸修饰的克班宁纳米粒联合超声辐照对 M109细胞的体内外
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摘 要 目的 考察叶酸修饰的克班宁纳米粒（FA-Cre@PEG-PLGA NPs，以下简称“NPs”）联合超声辐照对M109细胞的体内外靶

向作用，初步探讨其抗肿瘤机制。方法 采用 CCK-8法检测 NPs 联合超声辐照对 M109细胞的增殖抑制作用，筛选最佳超声时间。

以肺癌A549细胞为对照，通过游离叶酸阻断实验和细胞摄取实验，评估NPs联合超声辐照对M109细胞的叶酸靶向性。利用细胞

划痕实验、Transwell小室实验和流式细胞术，检测给药后1 h联合超声辐照下，NPs对M109细胞迁移、侵袭、凋亡、周期及细胞内活

性氧（ROS）水平的影响；使用荧光倒置显微镜观察线粒体膜电位（MMP）变化。构建M109细胞的小鼠皮下瘤模型，通过小动物活

体成像技术考察 NPs 联合超声辐照的体内肿瘤靶向性。结果 NPs 联合超声辐照能明显抑制 M109细胞的增殖，最佳超声时间点

为给药后1 h。游离叶酸可以拮抗 NPs 对 M109细胞的增殖抑制作用，联合超声辐照能部分逆转这一拮抗作用。与 A549细胞比

较，M109细胞对 NPs 的摄取能力更强（P＜0.01），超声辐照可以促进细胞摄取。NPs 联合超声辐照可以抑制 M109细胞的迁移与

侵袭，并将细胞阻滞于 G0/G1和 G2/M 期。与对照组比较，NPs 不同质量浓度（100、200、300 μg/mL）组 M109细胞的凋亡率、ROS 水

平均显著升高（P＜0.01），MMP 均显著降低（P＜0.01）。与不超声组比较，给药后0 h 超声组小鼠肿瘤部位的荧光强度及肿瘤靶向

指数均显著增加（P＜0.05或 P＜0.01）。结论 NPs 联合超声辐照对 M109细胞具有较强的体内外靶向性，其抗肿瘤机制包括抑制

细胞迁移与侵袭、阻滞细胞周期、诱导细胞凋亡等。
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Targeting effect and anti-tumor mechanism of folic acid-modified crebanine nanoparticles combined with 
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the targeting effect of folic acid-modified crebanine nanoparticles （FA-Cre@PEG-

PLGA NPs， hereinafter referred to as “NPs”） combined with ultrasound irradiation on M109 cells in vitro and in vivo after 

administration， and explore the anti-tumor mechanism. METHODS CCK-8 assay was used to detect the inhibitory effect of NPs 

combined with ultrasound irradiation on the proliferation of M109 cells， and the best ultrasound time was selected. Using human 

lung cancer A549 cells as a control， the targeting of NPs combined with ultrasound irradiation to M109 cells was evaluated by free 

folic acid blocking assay and cell uptake assay. The effects of 

NPs combined with ultrasound irradiation on the migration， 

invasion， apoptosis， cell cycle and reactive oxygen species 

（ROS） levels of M109 cells were detected by cell scratch test， 

Transwell chamber test and flow cytometry at 1 h after 

administration； the changes of mitochondrial membrane 

potential （MMP） were observed by fluorescence inverted 

microscope. A mouse subcutaneous tumor model of M109 cells 
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was constructed， and the in vivo tumor targeting of NPs combined with ultrasound irradiation was investigated by small animal in 

vivo imaging technology. RESULTS NPs combined with ultrasound irradiation could significantly inhibit the proliferation of M109 

cells， and the optimal ultrasound time was 1 h after administration. The free folic acid could antagonize the inhibitory effect of NPs 

on the proliferation of M109 cells， and combined with ultrasound irradiation could partially reverse this antagonism. Compared with 

A549 cells， the uptake rate of NPs in M109 cells was significantly higher （P＜0.01）， and ultrasound irradiation could promote 

cellular uptake. NPs combined with ultrasound irradiation could inhibit the migration and invasion of M109 cells and block the cell 

cycle in the G0/G1 and G2/M phases. Compared with control group， the apoptosis rate of M109 cells and ROS level were increased 

significantly （P＜0.01）， while the MMP decreased significantly （P＜0.01） in the different concentration （100， 200， 300 μg/mL） 

groups of M109 cells. Compared with the mice in non-ultrasound group， the fluorescence intensity and tumor-targeting index of the 

tumor site in the 0 h ultrasound group were significantly enhanced （P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS NPs combined with 

ultrasound irradiation have a strong targeting effect on M109 cells in vitro and in vivo， the anti-tumor mechanism includes inhibiting 

cell migration and invasion， blocking cell cycle， and inducing apoptosis.

KEYWORDS folic acid-modified nanoparticles； ultrasonic irradiation； M109 cells； tumor targeting； anti-tumor mechanism

肺癌是世界范围内发病率和病死率最高的一种恶

性肿瘤，尚无理想治疗手段[1]。智能纳米载药系统是治

疗肿瘤的一种新方法，其表面通常会修饰肿瘤特异性配

体[如抗体、多肽、转铁蛋白和叶酸（folic acid，FA）等]，能

响应特定的外部或内部刺激（如酶、pH、温度、光学和磁

性等），使纳米粒靶向到肿瘤部位，用于肿瘤的精准治

疗[2]。FA 具有廉价易得、安全无毒、相对分子质量小的

优势，与叶酸受体（folate receptor，FR）具有高度的亲和

力，而 FR 存在于大多数肿瘤细胞表面，在正常机体细胞

中不表达或很少表达，因此 FA 常被作为理想的肿瘤主

动靶向配体[3]。声动力疗法是一种非入侵性的治疗方

法，使用的超声波具有良好的组织穿透能力，且安全无

创、可控性强，在肿瘤的诊断和治疗方面均具有较好的

应用前景[4]。超声波的空化效应会导致血管内皮细胞间

隙增大，从而提高细胞膜的通透性，使更多的纳米粒进

入肿瘤组织，增强肿瘤治疗效果[5―6]。因此，纳米粒联合

声动力疗法越来越多地应用于肿瘤的治疗。

克班宁（crebanine，Cre）是从防己科千金藤属植物

云南地不容 Stephania Yunnanensis H.S.Lo 及其他几种同

属植物中提取得到的异喹啉类阿朴菲型生物碱[7]。研究

发现，Cre 对多种肿瘤细胞均具有一定的抑制作用[8―9]。

然而 Cre 毒性大、水溶性差、半衰期短的缺点限制了其临

床应用。为解决以上问题，本课题组前期制备了 FA 修

饰 的 Cre 纳 米 粒（FA-Cre@PEG-PLGA NPs，以 下 简 称

“NPs”），其以 FA 修饰的聚乙二醇-聚乳酸羟基乙酸共聚

物（PEG-PLGA-FA）为外壳，内部包载药物 Cre、荧光染

料（DiR）和液态氟碳（PFP）。NPs 在提高 Cre 生物利用

度的同时使其具有主动靶向肿瘤细胞的能力；而且与

Cre 原药相比，NPs 联合超声辐照具有更好的体外抗肿

瘤作用[10]。在此基础上，本研究通过细胞实验及活体成

像实验探究 NPs 联合超声辐照对小鼠肺癌 M109细胞的

体内外靶向作用，并初步探讨其抗肿瘤机制，以期为后

续体内药效学研究及临床应用提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有 M90 SCI 型兽用彩色多

普勒超声系统（深圳迈瑞动物医疗科技股份有限公司）、

Varioskan LUX 型 多 功 能 酶 标 仪（美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）、MF52-N 型倒置荧光显微镜（广州市明

美光电技术有限公司）、FACSCelesta 型流式细胞仪（美

国 BD 公司）、IVIS Lumina Series Ⅲ型小动物活体成像

仪（美国 PerkinElmer 公司）、BPN-190CH 型二氧化碳培

养箱（上海一恒科学仪器有限公司）、HH-2型恒温水浴

锅（常州国华电器有限公司）、L550型低速大容量离心机

（上海卢湘仪离心机仪器有限公司）。

1.2　主要药品与试剂

NPs[Cre 含 量 为 6 g/L、包 封 率 为 83.78%、粒 径 为

（247.67±2.49） nm、Zeta 电位为（－9.40±0.54） mV]和

空白 NPs（不载 Cre）均由云南中医药大学药剂实验室自

制；胎牛血清、青霉素-链霉素、DMEM 培养基、磷酸盐缓

冲液（PBS）均购自上海达特希尔生物科技有限公司；超

声耦合胶购自天津津亚科技发展有限公司；CCK-8试剂

盒（批号 ATWD07091）购自亚科因（武汉）生物技术有限

公司；Matrigel 基质胶购自美国 Corning 公司；FA（批号

CR2204101，纯度98%）、DAPI 染料（批号 CR2307030）均

购自武汉赛维尔生物科技有限公司；细胞周期检测试剂

盒（批号 2406263）购自武汉普美克生物技术有限公司；

细胞凋亡试剂盒（批号 MA0220-2）购自大连美仑生物技

术有限公司；活性氧（reactive oxygen species，ROS）检测

试剂盒（批号 011124240515）购自上海碧云天生物技术

股份有限公司；JC-10线粒体膜电位（mitochondrial mem‐

brane potential，MMP）检测试剂盒（批号 240007002）购

自北京索莱宝科技有限公司。

1.3　细胞株

小鼠肺癌 M109细胞购自湖南丰晖生物科技有限公

司；人肺癌 A549 细胞购自武汉普诺赛生命科技有限

公司。
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1.4　实验动物

SPF 级 BALB/c 小鼠 15只，4周龄，雄性，体重 14～

16 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，生产许可

证号：SCXK（湘）2021-0002。小鼠饲养于云南中医药大

学实验动物中心，饲养于温度为22～25 ℃、相对湿度为

50%～70%、12 h 光照与 12 h 黑暗交替的环境中。本研

究方案经云南中医药大学动物实验伦理审查委员会批

准（批准号：R-062024008）。

2　方法
2.1　细胞培养

将 M109和 A549细胞接种于含10% 胎牛血清和1%

双抗的 DMEM 完全培养基中，置于37 ℃、5%CO2的恒温

培养箱中培养。当细胞汇合率达80%～90% 时传代，使

用处于对数生长期的细胞进行实验。

2.2　给药后超声时间点的筛选

将 M109细胞以每孔 1×104个接种于 96孔板中，常

规培养 24 h，设置不超声组和给药后 0、1、2 h 超声组。

每组分别加入不同质量浓度的 NPs（50、100、150、200、

250、300、350、400 μg/mL，以 Cre 计；根据预实验及文献

[10]确定质量浓度），每个质量浓度设置 5个复孔；同时

设置对照孔和空白孔。除不超声组外，其余3组均在对

应时间点联合超声辐照（超声探头垂直于孔板底面，每

孔超声 2 min，下同）。培养 24 h 后，用 PBS 清洗 1次，每

孔加入新配的含10%CCK-8试剂的完全培养基100 μL，

放入培养箱中培养 2 h，用酶标仪在 450 nm 波长处检测

吸光度（A）值，计算细胞增殖抑制率：细胞增殖抑制率

（%）＝（A 对照－A 实验）/（A 对照－A 空白）×100%。

2.3　游离FA对M109、A549细胞的阻断实验

称取 FA 粉末 10 mg，加入 1 mL 磷酸氢二钠水溶液

（pH 9.0）充分溶解，用 DMEM 完全培养基分别稀释至0、

10、100、1 000 μg/mL，再用磷酸二氢钠水溶液调节至

pH＝7 后备用。分别将 M109 和 A549 细胞以每孔 1×

104个接种于 96孔板中，常规培养 24 h，设置游离 FA 组

和游离 FA+NPs（NPs 质量浓度为 200 μg/mL，以 Cre 计）

组，两组的 FA 质量浓度均为0、10、100、1 000 μg/mL（根

据预实验结果确定质量浓度），每组设置5个复孔。两组

细胞分别进行给药后不超声和给药后联合超声辐照处

置（按“2.2”项下筛选的超声时间点进行超声辐照，下

同），放入培养箱中继续培养24 h，按“2.2”项下方法计算

细胞增殖抑制率。

2.4　M109、A549细胞对NPs的体外摄取实验

2.4.1　倒置荧光显微镜观察

分别将 M109和 A549细胞以每孔5×105个接种于6

孔板中，常规培养 24 h，加入 2 mL 含空白 NPs 的完全培

养基（DiR 质量浓度为25 μg/mL），分为不超声组和超声

组，每组设置3个复孔。继续培养3、6、12 h 后，用 PBS 清

洗 3次，加入 400 μL 即用型 DAPI 染色液（质量浓度为 2 

μg/mL），室温避光染色10 min，再用 PBS 清洗3次，最后

用倒置荧光显微镜观察细胞对 NPs 的摄取情况（细胞膜

被 DiR 染色，呈红色；细胞核被 DAPI 染色，呈蓝色）。

2.4.2　NPs 摄取率检测

分别将 M109和 A549细胞以每孔 1×104个接种于

黑色96孔板中，常规培养48 h，分为空白组（不含细胞）、

对照组（空白培养基）、不超声实验组和超声实验组，每

组设置 5个复孔。除对照组外，其余各组每孔加入 100 

μL 含空白 NPs 的完全培养基。给药后继续培养3、6、12 

h，用 PBS 清洗 3 次，用多功能酶标仪（激发波长为 750 

nm，发射波长为 782 nm）测定各孔荧光强度，计算细胞

对 NPs 的摄取率：摄取率（%）＝（实验组荧光强度－对照

组荧光强度）/空白组荧光强度×100%。

2.5　M109细胞迁移和侵袭能力检测

2.5.1　细胞迁移能力检测

采用细胞划痕实验进行检测。将 M109细胞以每孔

1×106个接种于底部用黑色马克笔画有 3条平行线的 6

孔板中，培养 24 h，使用 200 μL 枪头垂直在孔板中划竖

痕，使之与黑色标记线相交并垂直，用 PBS 清洗1次，除

去划下的细胞团块。随后更换培养基为含2% 胎牛血清

的 DMEM 培养基，设置对照组（空白培养基）和 NPs 低、

中、高浓度（100、200、300 μg/mL，根据预实验结果确定

质量浓度）组，每组设置3个复孔。给药并联合超声辐照

后，使用倒置显微镜拍照记录同一划痕在 0、24 h 的变

化。使用 Image J 软件测量划痕宽度，并计算细胞划痕

愈合率：细胞划痕愈合率（%）＝（0 h 划痕宽度－24 h 划

痕宽度）/0 h 划痕宽度×100%。

2.5.2　细胞侵袭能力检测

采用 Transwell 小室实验进行检测。将 Matrigel 基

质胶与无血清培养基按 1∶8的体积比混匀，取 60 μL 滴

加到 Transwell 小室上室铺匀，将小室放入24孔板内，将

培养板在培养箱中放置 3 h 成膜。将 M109细胞以每孔

5×105个接种于 6孔板中，培养 24 h，设置对照组（空白

培养基）和 NPs 低、中、高浓度（100、200、300 μg/mL，根

据预实验结果确定质量浓度）组，每组设置3个复孔。给

药并联合超声辐照，培养24 h 后，离心收集细胞，用 PBS

清洗1次，用无血清培养基重悬细胞并调整细胞密度为

1×105个/mL；取200 μL 细胞悬液接种到 Transwell 小室

上室，下室加入500 μL 完全培养基，置于培养箱中培养

48 h。使用棉签抹掉未侵袭的细胞，以 4% 多聚甲醛溶

液固定 20 min，0.1% 结晶紫染液染色 10 min，用 PBS 清

洗后，用倒置荧光显微镜观察细胞侵袭情况并计数。细

胞侵袭数量越多说明侵袭能力越强。

2.6　M109细胞凋亡检测

将 M109细胞按“2.5.2”项下方法分组、给药及联合

超声辐照。24 h 后，使用不含 EDTA 的胰酶消化细胞，用
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PBS 清洗 1次，于流式管中加入 500 μL 1×Binding Buf‐

fer 重悬细胞，每管加入 5 μL Annexin Ⅴ-FITC 和 10 μL 

PI，室温避光培养 10 min，使用流式细胞仪检测细胞凋

亡情况。

2.7　M109细胞周期分布检测

将 M109细胞按“2.5.2”项下方法分组、给药及联合

超声辐照。24 h 后，消化并收集细胞，用 PBS 清洗 1次，

加入预冷的 70% 乙醇 1 mL，于 4 ℃固定过夜。次日离

心，弃上清，加入预配的染色工作液（PI+RNaseA）500 

μL 并混匀，37 ℃避光培养30 min，使用流式细胞仪检测

细胞周期分布。

2.8　M109细胞内ROS水平检测

将 M109细胞按“2.5.2”项下方法分组、给药及联合

超声辐照。24 h 后，消化收集细胞，用 PBS 清洗 1次，加

入500 μL 稀释的 DCFH-DA 染色液重悬细胞，培养箱内

培养 20 min（每隔 5 min 轻摇混匀 1次，使探针和细胞充

分接触）。培养结束后，用 PBS 清洗 1 次，加入 500 μL 

PBS 重悬细胞，然后转移至流式管中，使用流式细胞仪

检测细胞荧光强度。荧光强度越大表明细胞内 ROS 水

平越高。

2.9　M109细胞内MMP变化检测

将 M109细胞按“2.5.2”项下方法分组、给药及联合

超声辐照。24 h 后，消化并收集细胞，用 PBS 清洗 1次，

加入 1 mL JC-10染色工作液并混匀，于 37 ℃下培养 20 

min。离心，弃上清，用预冷的 JC-10染色缓冲液洗涤细

胞 2次，加入 2 mL 完全培养基，用倒置荧光显微镜观察

并拍照。使用 Image J 软件分析各组细胞的红/绿荧光比

值（红/绿荧光比值＝红色荧光强度/绿色荧光强度），比

值越低表明细胞内 MMP 越低。

2.10　小动物活体成像观察

调整 M109 细胞的密度为 5×107 个/mL，取 100 μL

细胞悬液，注射于小鼠右腋下，构建小鼠 M109皮下瘤模

型。待肿瘤体积长至（200±20） mm3时，选取体重及肿

瘤体积无显著差异的小鼠随机分为不超声组、给药后 0 

h 超声组（给药后立即超声）和给药后1 h 超声组，每组5

只。每只小鼠尾静脉注射 0.2 mL NPs（DiR 质量浓度为

0.5 mg/mL），超声组给药后使用超声探头对肿瘤部位超

声 20 min。分别于给药前和给药后 0.5、1、1.5、2、4、8、

24、48、72、96、120 h 进行活体荧光拍摄，观察各组小鼠

的体内荧光分布情况。使用 Living Image 软件对图像进

行处理，量化荧光强度。根据肿瘤靶向指数（tumor-

targeting index，TTI）以及梯形法计算的 TTI-时间曲线下

面积（area under the TTI-time curve，AUTC）来评价 NPs

在小鼠体内的肿瘤靶向能力[11]。TTI（%）＝肿瘤区域荧

光强度/全身荧光强度×100%。

2.11　统计学方法

使用 SPSS 26.0软件对数据进行统计分析。所有数

据均以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，组

间两两比较采用 LSD-t 检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　给药后超声时间点的筛选结果

总 体 而 言，给 药 后 联 合 超 声 辐 照 能 提 高 NPs 对

M109细胞的增殖抑制率（P＜0.05）。与不超声组或给

药后0 h 超声组比较，给药后1、2 h 超声组的细胞杀伤力

更强（P＜0.05）；但与给药后 1 h 超声组比较，给药后 2 h

超声组细胞增殖抑制率的提升不明显（P＞0.05）。因

此，本研究确定后续体外细胞实验的超声时间点为给药

后1 h。结果见表1。

3.2　游离FA对M109、A549细胞的阻断结果

游离 FA 组 2种细胞的增殖抑制率均在－3%～3%

之间，说明在联合或不联合超声辐照的条件下，游离 FA

在 0～1 000 μg/mL 质量浓度范围内对 2种细胞的生长

均无明显影响。游离 FA+NPs 组在不超声时，与同组的

0 μg/mL 比较，随着游离 FA 质量浓度的增加（10 μg/mL

质量浓度除外），NPs 对 M109 细胞的增殖抑制率下降

（P＜0.05），而对 A549细胞无明显影响（P＞0.05）；与不

超声比较，给药后1 h 超声时，在各游离 FA 质量浓度下，

2 种细胞的增殖抑制率均显著升高（P＜0.01）。结果

见表2。

表1　给药后不同时间点超声对 M109细胞增殖抑制率

的影响（x±s，n＝5）

NPs 质量浓度/（μg/mL）

50

100

150

200

250

300

350

400

不超声组
0.69±0.14

2.39±0.48

24.86±3.65

49.98±1.34

68.61±3.62

78.52±2.56

81.74±1.96

85.00±2.49

给药后 0 h 超声组
2.60±0.24a

5.04±0.82a

28.57±5.32

59.23±5.53a

76.32±4.56a

80.05±5.04a

82.32±2.86

85.83±2.93

给药后 1 h 超声组
6.14±0.86ab

8.93±1.78ab

35.14±3.65ab

66.97±3.53ab

81.50±2.90ab

85.17±2.99ab

86.96±4.01ab

91.27±3.05ab

给药后 2 h 超声组
6.04±1.70ab

8.97±3.21ab

34.51±3.04ab

67.84±6.45ab

81.78±3.97ab

84.79±2.46ab

88.18±1.19ab

91.13±4.07ab

a：与不超声组比较，P＜0.05；b：与给药后0 h超声组比较，P＜

0.05。

表2　游离 FA 对 M109、A549细胞增殖抑制的影响（x±

s，n＝5）

组别

游离 FA 组

游离 FA+NPs 组

FA 质量浓度/

（μg/mL）

0

10

100

1 000

0

10

100

1 000

M109 细胞增殖抑制率/%
不超声

1.44±0.41

－2.86±0.84

1.24±0.40

－2.82±0.90

55.72±4.83

54.81±5.96

49.47±4.28b

30.34±5.80b

给药后 1 h 超声
1.63±0.72

2.12±0.84

－2.10±0.75

1.24±0.49

66.75±4.04a

66.61±3.73a

60.90±3.47ab

47.54±3.82ab

A549 细胞增殖抑制率/%
不超声

2.35±0.88

1.58±0.28

－2.45±0.34

2.31±0.44

13.02±3.51

13.56±2.21

12.64±3.11

12.21±3.55

给药后 1 h 超声
－2.42±0.18

2.03±0.53

－2.58±0.82

1.35±0.43

21.08±4.78a

19.13±4.31a

19.29±2.87a

20.61±2.38a

a：与同组不超声时比较，P＜0.01；b：与游离FA+NPs组的0 μg/mL

比较，P＜0.05。
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3.3　M109、A549细胞对NPs的摄取结果

3.3.1　倒置荧光显微镜观察结果

随着培养时间的延长，2种细胞的 DiR 荧光强度均

呈上升趋势，且无论联合超声辐照与否，M109细胞在各

个时间点的 DiR 荧光强度均明显强于 A549细胞。联合

超声辐照后，2种细胞在各时间点的 DiR 荧光强度均增

加。结果见图1（图1仅展示12 h 时的显微图，全部时间

点的图片可扫描本文首页二维码，进入“增强出版”页面

查看附图1）。

3.3.2　NPs 摄取率检测结果

在不超声实验组中，随着培养时间的延长，2种细胞

的摄取率均逐渐升高；而在相同培养时间下，M109细胞

的摄取率显著高于 A549细胞（P＜0.01）。与不超声实

验组同类型细胞比较，超声实验组的2种细胞在各培养

时间点下的摄取率均有所提高，其中 M109细胞在培养

3 h 时和 A549细胞在培养 12 h 时的摄取率差异均有统

计学意义（P＜0.05）。这表明联合超声辐照能促进细胞

摄取，与倒置荧光显微镜观察结果一致。结果见表3。

3.4　M109细胞迁移与侵袭实验结果

与对照组[细胞划痕愈合率（71.80±6.22）%、细胞侵

袭数（442.00±43.31）个]比较，NPs 低、中、高浓度组的细

胞 划 痕 愈 合 率 [ 分 别 为（62.20±2.63）% 、（40.79±

5.51）% 、（29.84±4.93）% ] 和 细 胞 侵 袭 数 [ 分 别 为

（217.00±7.21）、（163.67±9.29）、（92.67±8.14）个]均显

著降低或减少（P＜0.05或 P＜0.01）。结果见图2、图3。

3.5　M109细胞凋亡及细胞周期检测结果

与对照组比较，NPs 低、中、高浓度组细胞凋亡率均

显著升高（P＜0.01）。与对照组比较，NPs 低、中、高浓度

组 S 期细胞比例均显著降低（P＜0.01），而 G0/G1和 G2/M

不
超

声
组

超
声

组

12
 h

DiR DAPI Merge

A. M109细胞

不
超

声
组

超
声

组

12
 h

DiR DAPI Merge

B. A549细胞

图1　M109、A549细胞对NPs摄取的显微图（DiR染色）

表3　培养不同时间后 M109、A549细胞对 NPs 的摄取

率比较（x±s，n＝5，%%）

培养时间/h

3

6

12

不超声实验组
A549 细胞
8.36±0.72

19.53±0.80

21.60±0.74

M109 细胞
18.52±0.46a

43.52±0.95a

61.08±2.48a

超声实验组
A549 细胞
9.21±0.95

19.94±0.53

26.44±1.64b

M109 细胞
21.59±0.50b

45.95±2.74

62.27±3.18

a：与不超声实验组A549细胞比较，P＜0.01；b：与同类型细胞、同

培养时间的不超声组比较，P＜0.05。

0 
h

24
 h

A. 对照组 B. NPs 低浓度组 C. NPs 中浓度组 D. NPs 高浓度组

图2　各组M109细胞划痕实验的显微图

A. 对照组 B. NPs 低浓度组 C. NPs 中浓度组 D. NPs 高浓度组

图3　各组M109细胞Transwell小室实验的显微图（结晶紫染色）
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期细胞比例均明显升高（P＜0.05或 P＜0.01）。结果见

表4（流式图可扫描本文首页二维码，进入“增强出版”页

面查看附图2、附图3）。

3.6　M109细胞内ROS水平及MMP变化检测结果

与对照组比较，NPs 低、中、高浓度组细胞内 ROS 水

平均显著升高（P＜0.01），红/绿荧光比值均显著降低

（P＜0.01）。结果见表5。

3.7　小动物活体成像观察结果

各组小鼠肿瘤部位在给药后120 h 仍有较强的红色

荧光，表明 NPs 能长时间滞留在肿瘤部位。与不超声组

比较，给药后 0 h 超声组小鼠肿瘤部位的荧光强度及各

时间点下的 TTI 均显著增加（P＜0.05或 P＜0.01）；而给

药后 1 h 超声组与不超声组比较，差异无统计学意义

（P＞0.05）。给药后0 h 超声组和给药后1 h 超声组小鼠

的 AUTC 分别为不超声组的 1.14倍和 0.99倍，给药后 0 

h 超声组小鼠肿瘤部位的荧光强度、TTI 和 AUTC 均高于

不超声组和给药后 1 h 超声组。这表明给药后 0 h 联合

超声辐照能增加 NPs 在肿瘤部位的蓄积，延长滞留时

间，具有更好的肿瘤靶向效果；而给药后1 h 超声组结果

与不超声组类似，对 NPs 靶向性的提升作用不明显。结

果见图4、图5（图4仅展示0、2、24、72、120 h 时的活体成

像图，全部时间点的图片可扫描本文首页二维码，进入

“增强出版”页面查看附图4）。

4　讨论
近年来，随着纳米载药技术及超声成像技术的发

展，纳米粒联合超声辐照以其独特的优势成为了肺癌治

疗的研究热点[12]。超声波的空化效应使肿瘤部位的细

胞膜通透性增加，对纳米粒的摄取增多。这些纳米粒通

常包载治疗药物、声敏剂或造影剂，在超声辐照的作用

下，纳米粒子会剧烈振荡和膨胀，导致其破裂，使药物在

肿瘤部位集中释放，增强肿瘤治疗效果[13]。本课题组前

期制备的 NPs 具有较好的生物相容性及肿瘤靶向能力，

给药后联合超声辐照，不仅能促进肿瘤细胞对 NPs 的摄

取，同时在超声波的机械效应和热效应作用下，NPs 内部

包载的 PFP 会由液态纳米乳滴转变为气体微泡，使 NPs

膨胀爆破并在肿瘤部位释药[14]，增强对肿瘤细胞的杀伤

力。前期的体内实验表明，NPs 联合超声辐照对肝癌小

鼠具有较好的治疗效果[15―16]。

超声辐照能提高 NPs 对肿瘤细胞的增殖抑制作用。

本研究显示，与给药后 0 h 超声比较，给药后 1 h 后再超

声，可以使 NPs 有足够的时间通过 FA 的靶向作用而富

集在肿瘤细胞表面及周围，此时联合超声辐照可以使

NPs 在肿瘤细胞周围瞬间爆破释药，增强对肿瘤细胞的

杀伤力；给药后2 h 超声与给药后1 h 超声的细胞增殖抑

制率比较，差异无统计学意义。笔者推测给药后 1 h 时

与细胞表面 FR 结合的 NPs 接近饱和，故给药后2 h 再超

声与给药后 1 h 超声的结果差别不大。有研究发现，游

离 FA 会占据人口腔癌 KB 细胞表面 FR 的位置，使 KB 细

胞对 FA 修饰的纳米载药胶束的摄取减少[17]。本研究结

果表明，游离 FA 能减弱 NPs 对 M109细胞的增殖抑制作

用，而对 A549细胞几乎无影响；细胞摄取实验结果也表

明，FR 高表达的 M109细胞对 NPs 的摄取率显著强于 FR

低表达的 A549细胞。这提示 NPs 可能是通过 FA 介导

的内吞作用进入细胞，具体的摄取机制有待进一步

研究。

不
超

声
组

给
药

后
0 

h
超

声
组

给
药

后
1 

h
超

声
组

          0 h                   2 h                    24 h                  72 h                  120 h

Epi-fluorescence
1.0×1010

9.0×109

8.0×109

7.0×109

6.0×109

5.0×109

4.0×109

Radiant Efficiency
    p/sec/cm2/sr
             μW/cm2

Color Scale
Min＝4.00e9
Max＝1.00e10

（                     ）

图4　各组小鼠在给药后不同时间点的活体成像结果图
表5　各组 M109细胞的 ROS 荧光强度、红/绿荧光比值

比较（x±s，n＝3）

组别
对照组
NPs 低浓度组
NPs 中浓度组
NPs 高浓度组

ROS 荧光强度
468.00±49.67

986.33±51.05a

3 841.00±25.51a

4 423.67±161.81a

红/绿荧光比值
2.70±0.30

1.63±0.35a

0.68±0.08a

0.64±0.05a

a：与对照组比较，P＜0.01。

3.0×1011

2.5×1011

2.0×1011

1.5×1011

1.0×1011

5.0×1010

0

荧
光

强
度

0         24           48       72           96       120
时间/h

A. 肿瘤区域 DiR 荧光强度曲线

60

50

40

30

20

10

0

T
T

I/
%

0         24           48       72           96       120
时间/h

B. TTI 曲线

不超声组
给药后0 h 超声组
给药后1 h 超声组

不超声组
给药后0 h 超声组
给药后1 h 超声组

b
b b

b
b

a

a
b

b
b b b b

b

a：与不超声组比较，P＜0.01；b：与不超声组比较，P＜0.05。

图5　活体荧光成像定量分析结果图（x±s，n＝5）

表4　各组 M109细胞的凋亡率及细胞周期占比检测结

果比较（x±s，n＝3，%%）

组别

对照组
NPs 低浓度组
NPs 中浓度组
NPs 高浓度组

细胞凋亡率

3.12±0.34

17.31±0.93a

60.10±0.53a

83.33±0.86a

细胞周期占比
G0/G1期

41.13±0.64

54.93±2.15a

50.13±1.19a

53.33±0.31a

S 期
41.93±5.51

22.67±0.81a

19.93±2.12a

13.33±2.86a

G2/M 期
16.20±4.59

21.20±1.31b

28.67±0.84a

32.43±2.45a

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与对照组比较，P＜0.05。
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与体外细胞实验结果不同的是，活体成像结果表

明，给药后0 h 联合超声辐照具有更好的肿瘤靶向效果。

对于体内实验来说，给药1 h 后再超声，NPs 会随着时间

的延长，在体内各器官分布，被肝脏及其他组织大量截

留，导致存在于血液循环中的 NPs 浓度降低、被动靶向

能力减弱，故给药后 1 h 超声组小鼠体内的肿瘤靶向效

果较给药后0 h 超声组差。NPs 在大鼠体内的药动学研

究证实了这一推测：NPs 经尾静脉注射后，在大鼠体内主

要由肝脏代谢，随着给药后时间的延长，大鼠血浆中 NPs

的含量逐渐降低；给药后60 min 后的 NPs 平均血药浓度

较给药后 5 min 降低约 37%[16]。因此，在后期进行体内

药效学实验时建议给药后立即超声。

细胞凋亡是一种程序性细胞死亡，分为外源性凋亡

和内源性凋亡（又称线粒体凋亡）。凋亡机制复杂，涉及

多种信号通路，受到基因的精细调控，在肿瘤发展的过

程中常伴有相关凋亡基因的异常表达[18]。ROS 在细胞

凋亡中发挥重要作用，过高的 ROS 水平会导致氧化应

激，引起 MMP 降低，诱发线粒体膜通透性改变，使细胞

色素 C 及其他因子释放到细胞质中，启动 caspase 级联反

应，最终诱导细胞凋亡[19―20]。本研究结果显示，NPs 联合

超声辐照能诱导细胞产生 ROS，降低 MMP。这提示

NPs 联合超声辐照可能通过线粒体途径诱导细胞凋亡。

综上所述，NPs 联合超声辐照对 M109细胞具有较

强的体内外靶向性；其抗肿瘤机制包括抑制细胞迁移与

侵袭、诱导细胞凋亡、阻滞细胞周期等。
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