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共载光敏剂/UCNPs/双氢青蒿素脂质体的制备及其体外抗肿瘤活性评价 
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摘  要：目的  开发共载光敏剂玫瑰红（rose-bengal，RB）/上转换纳米粒（upconverting nanoparticles，UCNPs）/双氢青蒿

素（dihydroartemisinin，DHA）的脂质体（LIP-RUD），并初步考察其体外抗结肠癌活性。方法  采用溶剂热法和配体交换

法制备水溶性 UCNPs，通过薄膜分散法包载 RB/UCNPs/DHA 得到 LIP-RUD；采用 HPLC 法检测 LIP-RUD 的包封率，用透

射电子显微镜和粒径仪考察其理化性质；通过 SOSG 探针检测脂质体产生活性氧（ROS）的效率；采用激光共聚焦显微镜观

察 HCT-116 结肠癌细胞对 LIP-RUD 的摄取情况，并用 MTT 法评价其体外抑制细胞生长的效果。结果  制备得到的 LIP-RUD

粒径约 150 nm，表面电位约−12 mV，RB 和 DHA 包载效率分别达到 54.5%和 86.5%。UCNPs 介导的光敏剂能量转换效率达

49.8%；激光照射后，有大量单线态氧（singlet oxygen，1O2）的生成，LIP-RUD 中 DHA 的 12 h 累积释放率达到 74.9%，相

比于无光照组提高了 25.6%。细胞实验表明，LIP-RUD 能够显著提高药物对结肠癌细胞生长抑制作用，在激光照射下半数有

效抑制浓度（IC50）为 15.33 μmol/L。结论  LIP-RUD 为治疗结肠癌提供了光动力化疗联用的新思路，该脂质体平台有望增

强光动力治疗的体内穿透性和光动力化疗的联合作用效果。 
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and evaluation of its in vitro antitumor activity 
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Abstract: Objective  To develop the photosensitizer rose-bengal (RB)/upconverting nanoparticles (UCNPs)/dihydroartemisinin 

(DHA) co-encapsulated liposomes (LIP-RUD) and preliminarily study the in vitro inhibition effects on human colon cancer. Methods  

The hydrophilic UCNPs were synthesized by solvothermal and ligand conversion and RB/UCNPs/DHA were encapsulated by 

thin-film dispersion method to obtain LIP-RUD. HPLC was performed to determine the loading ratio (LR) of RB and DHA. Zetasizer 

was used to evaluate the physiochemical properties of liposomes. The production of ROS was investigated by SOSG probe. In vitro 

cellular uptake of LIP-RUD was observed by confocal laser scanning microscopy (CLSM) and the cytotoxicity on HCT-116 cells was 

estimated by MTT assay. Results  LIP-RUD showed an average particle diameter of 150 nm with zeta potential of −12 mV. The LR of  
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RB and DHA were 54.5% and 86.5%, respectively. The energy conversion efficiency of UCNPs and RB reached 49.8%. After 

irradiation, the singlet oxygen (1O2) was generated and 74.9% of encapsulated DHA was released from LIP-RUD at 12 h, which 

showed an improvement of up to 25.6% compared to the absence of laser irradiation group. In cellular experiments, LIP-RUD exerted 

improved cytotoxicity on HCT-116 cells. IC50 was 15.33 μmol/L under laser irradiation. Conclusion  LIP-RUD provides a new thought 

in the treatment of human colon cancer by the combination of photodynamic therapy (PDT) and chemotherapy, which is expected to 

enhance the penetration depth of PDT and the therapeutic effect of combination therapy. 

Key words: upconverting nanoparticles; rose-bengal; dihydroartemisinin; reactive oxygen; liposomes; photosensitizer; colon cancer; 

solvothermal method; ligand exchange method; film-dispersion method; cellular uptake; MTT method; singlet oxygen; inhibitory 

effects 

 

光动力疗法（photodynamic therapy，PDT）是

一种新型治疗方式，现已被用于黑色素瘤、鲜红斑

痣、老年黄褐斑变性等发于浅表的疾病治疗[1-3]。在

PDT 的治疗过程中，需要将光敏剂导入靶组织，利

用特定波长和能量密度的激光照射后发生光敏反

应，产生大量活性氧（reactive oxygen species，ROS），

诱导细胞凋亡和死亡，从而起到治疗的作用[4]。但

是，光敏剂的激发波长在紫外或可见光范围内，波

长短穿透力弱，对病灶部位远离机体表面的疾病治

疗作用较差。 

近年来，研究者开发了激发波长正好位于“光

学透明窗口”（600～1 100 nm）的上转换纳米粒子

（upconverting nanoparticles，UCNPs），具有良好的

生物组织穿透性[5]。因此，UCNPs 可将组织穿透深

度较深的近红外光转换为可用于激发光敏剂玫瑰红

（rose-bengal，RB）的紫外/可见光，作为 PDT 中的

能量传递体可有效解决紫外/可见光激发光敏剂时

存在的生物组织穿透力差的问题，提高光敏剂体内

ROS 产生效率，拓展 PDT 的应用范围和增强该疗

法的临床治疗效果[6]。 

针对单一治疗手段在肿瘤治疗遇到的耐药、转

移和复发等问题，可采用 2 种或多种不同的治疗手

段，相互促进、共同作用，以达到提高抗肿瘤效果

的目的。研究表明[7-9]，光动力化疗利用 PDT 产生

大量的胞内 ROS 诱导细胞凋亡和死亡，联合化学药

物治疗，通过不同机制抑制肿瘤生长，表现出良好

的协同增效作用。 

双氢青蒿素（dihydroartemisinin，DHA）是一

种具有抗结肠癌潜力的中药活性成分，可通过影响

细胞线粒体跨膜电位，诱导 ROS 的产生引起线粒体

功能障碍和细胞自噬的发生，从而导致肿瘤细胞凋

亡[10-12]。研究表明，DHA 可通过产生 ROS 增强化

疗药物对肿瘤细胞的杀伤，实现化学增敏作用，防

止化疗药物耐药性的产生[13-14]。因此，基于光学能

量传递原理，利用 UCNPs 和光敏剂 RB 介导光动力

效应生成过量 ROS，而 DHA 可通过引起线粒体功

能障碍诱导 ROS 产生的特征，提出一种由 RB、

UCNPs 和 DHA 组成的光动力化疗联合给药方案。

相比于临床常用化疗药物，如阿霉素、紫杉醇和喜

树碱等，DHA 能够有效协同光动力效应，通过不同

途径生成 ROS，显著升高胞内 ROS 水平，产生氧

化应激，促使细胞周期停滞，诱导细胞凋亡、自噬

和铁坏死，发挥抗结肠癌作用。 

但是，临床应用 RB/UCNPs/DHA 光动力化疗

组合依然面临 2 个问题：一个是给药后药物的体内

循环时间短、生物利用度低，并可能由于全身性逃

逸导致毒副作用[15]。另一个是 RB、UCNPs 和 DHA

由于粒径尺度、相对分子质量等理化性质的显著差

异导致体内分布特征差别较大。因而，以游离药物

形式给药无法实现 RB/UCNPs/DHA 药物组合在靶

部位的特异性和同步性聚集，从而无法有效实现高

效的光热转换和光动力化疗作用，构建一种能够同

时包载 RB、UCNPs 和 DHA 的纳米制剂用于结肠

癌治疗是解决该问题有效手段。 

脂质体作为一种良好的药物载体，具有毒性低

和生物相容性高的特点。由于脂质体同时具有水性

内核和磷脂双分子层包膜，因而能够同时包载亲水

和亲脂性药物，是联合给药药物组合的良好递送载

体[16]。因此，本研究提出构建一种共载 RB、UCNPs

和 DHA 的多功能脂质体（LIP-RUD）。利用具有

ROS 敏感的 DOPC 构建脂质层，而释放出来的游离

RB、UCNPs 和 DHA 可进一步促进 ROS 水平的升

高，形成 ROS 的自增强效应，促使 RB/UCNPs/DHA

药物组合在外部光照条件下快速和完全释放，实现

光动力化疗联用有效抑制结肠癌细胞增殖的作用。 

目前，开发用于同时递送光敏剂、UCNPs 与化

疗药物的功能化脂质体的研究报道较少。本研究通

过脂质体处方工艺摸索、制剂表征和体外抗肿瘤评
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价，为用于结肠癌治疗的光动力化疗纳米制剂开发

提供了新思路。 

1  仪器与材料 

Agilent 1260 型高效液相色谱仪（HPLC），安

捷伦科技（中国）有限公司；AUW-120D 型精密分

析天平，岛津企业管理（中国）有限公司；Beidi-650E

型超声波细胞破碎仪，南京贝帝实验仪器有限公司；

HW-80A 型旋涡混合器，上海驰唐电子有限公司；

Hedera ODS-C18 色谱柱，江苏汉邦科技有限公司；

LSM800 型激光共聚焦扫描显微镜（CLSM），德国

卡尔蔡司（上海）管理有限公司；RE52AA 型旋转

蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；日立 F-7000 荧光光

谱仪，天美科学仪器有限公司；SHZ-DC（III）循

环水多用真空泵，南京贝帝实验仪器有限公司；

Tecnai12 型透射电子显微镜（TEM），荷兰飞利浦

有限公司；TG16 型超速离心机，上海卢湘仪离心

机仪器有限公司；Zetasizer Nano-ZS90 型粒度分析

装置，马尔文仪器有限公司。 

六水氯化钇（YCl3•6H2O，批号 Y119236）、六

水氯化镱（YbCl3•6H2O，批号 Y119057）、六水氯

化铒（ErCl3•6H2O，批号 CD123704），质量分数   

均≥98%，均购自上海麦克林生化科技有限公司；

1,2-二油酰基磷脂酰胆碱（DOPC），批号 LP-R4-070，

质量分数≥98%，瑞士 Corden Pharma 公司；胆固

醇（Cholesterol，Chol，批号 C104028，质量分数≥

95%）、柠檬酸（批号 C112635，质量分数≥99%）、

油酸（批号 O108484，质量分数≥95%）、孟加拉玫

瑰红（RB，批号 R104991，质量分数≥95%）、双

氢青蒿素（DHA，批号 D110217，质量分数≥98%）、

聚乙二醇 100 硬脂酸酯（PEG-s100，批号 P139719，

质量分数≥99%），均购自于阿拉丁试剂（上海）有

限公司；胎牛血清（Fetal Calf Serum，FBS，批号

12003），Sigma-Aldrich（上海）贸易有限公司；

HCT-116 细胞（批号 CM-H097），中国科学院生物

化学与细胞生物学研究所上海细胞库；单线态氧绿

色荧光探针（SOSG，批号 S36002），Thermo Fisher

（Molecular Probe）公司；Slow Fade Diamond 抗淬

灭剂（批号 S36972），Thermo Fisher Scientific；四

甲基氮唑蓝（MTT，批号 ST316），碧云天生物技

术研究所；Hoechst 33342 细胞核染色剂（批号

C0031），Solarbio 公司；甲醇、乙腈为色谱纯，均

购自阿拉丁试剂（上海）有限公司；其他试剂均为

分析纯，均购自重庆茂业化学试剂有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  合成水溶性 NaYF4:Yb3+,Er3+ UCNPs 及其形

态观察 

以溶剂热法合成 NaYF4:Yb3+,Er3+上转换发光

纳米粒子[17]。按化学计量比称量 0.78 mmol YCl3•

6H2O、0.2 mmol YbCl3•6H2O 和 0.02 mmol ErCl3•

6H2O，加至油酸和十八稀的混合液中，于 160 ℃

搅拌 30 min。称量 0.1 g NaOH 和 0.148 g NH4F 加入

甲醇溶解，转移至上述混合液中，氩气氛下升温至

75 ℃并搅拌 60 min，除去甲醇和氧气，再加热升

温至 300 ℃，保持此温度搅拌 90 min。样品自然冷

却至 30 ℃，加入丙酮沉化、离心，重复 3 次。最

后将得到的 NaYF4:Yb3+,Er3+ UCNPs 分散到环己烷

溶液中。 

通过柠檬酸-油酸配基交换实现 UCNPs 的水相

分散[18]。将制备的 UCNPs 环己烷溶液与 0.2 mol/L

的柠檬酸缓冲液进行等体积混合，pH 调至 4，置水

浴振摇 3 h，再转移至分液漏斗，UCNPs 由上层的

环己烷转移到下层的柠檬酸缓冲液中，收集水相，

得柠檬酸盐包覆的上转换纳米粒子。反应结束后，

加丙酮沉化、离心，重复 2 次，最终样品定量分散

在 10 mL 去离子水中。 

取一定量 UCNPs 用 1%磷钨酸负染，滴至专用

铜网上，挥干水分后，在 120 kV 加速度电压下采集

TEM 图像，观测制剂的尺寸和形貌。如图 1-A、B

所示。UCNPs 的平均尺寸约为 30 nm，具有良好的

分散性和单一的尺寸分布，呈现六角棱形；相转移

后 UCNPs 的尺寸和分散性无显著变化，而外观更

接近规整的圆球形，部分纳米粒子的边缘出现白色

条带，推测可能是形成了水化膜的原因。 
 

  

图 1  相转移前油溶性稳定的 UCNPs (A) 和相转移后柠檬

酸盐稳定的水溶性 UCNPs (B) 

Fig. 1  Oil soluble stable UCNPs before phase transition (A) 

and citrate stable hydrophilic UCNPs after phase transition 

(B) 

A                              B 
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2.2  共载 RB/UCNPs/DHA 的脂质体制备及其形态

观察 

采用薄膜分散法制备共载 RB/UCNPs/DHA 的

脂质体。按照质量比 30∶3∶3∶1 精密称取 DOPC、

Chol、PEG-s100 和 DHA，用适量氯仿溶解，40 ℃

旋转减压蒸发除去有机溶剂，瓶壁上形成干燥均匀

的脂质薄膜，转移至真空干燥罐中过夜除去残留的

氯仿。用 2 mL 的 PBS（含 20 mg UCNPs 和 2 mg RB）

将脂膜水化，在 30 ℃下涡旋，形成脂质体初乳液，

探头超声 5 min（功率 360 W，工作 2 s，休息 3 s），

4 000×g 离心 10 min，去除未包载的 UCNPs，0.45 

μm 微孔滤膜整粒，即得共载 RB/UCNPs/DHA 的脂

质体 LIP-RUD。同法，分别制备单独包载 RB 的脂

质体（LIP-R），单独包载 DHA 的脂质体（LIP-D）

和共载 RB/UCNPs 的脂质体（LIP-RU）作为对照。 

利用脂质体的亲水性内核和脂质双分子层结

构，将水溶性的 RB 和 UCNPs 在水合时包载入脂质

体内部，而将脂溶性 DHA 在薄膜分散时插入磷脂

双分子层中，实现 RB/UCNPs/DHA 的共同包载得

到 LIP-RUD，其结构示意图如图 2 所示。按“2.1”

项处理方法通过 TEM 观察空白脂质体（LIP）与

LIP-RUD 外观形态。如图 3-A 和 B 所示，LIP 与

LIP-RUD 呈类圆形结构，且均有明晰的脂质膜层； 

 

图 2  LIP 和 LIP-RUD 的结构示意图 

Fig. 2  Structural representations of LIP and LIP-RUD 

  

图 3  通过 TEM 观测 LIP (A) 和 LIP-RUD (B) 的形貌 

Fig. 3  Morphology of LIP (A) and LIP-RUD (B) observed 

by TEM 

LIP 内部均一，而 LIP-RUD 内部明暗不一，有团聚

物。根据 TEM 的标尺可以测得 LIP 粒径约为 140 

nm，LIP-RUD 粒径约为 150 nm，而 LIP-RUD 结构

中有一些类圆球形团聚物的直径约为 20～30 nm，

推测为 UCNPs。因此，TEM 的结果表明通过薄膜

分散发成功制备了包载了 RB/UCNPs/DHA 的脂质

体 LIP-RUD。 

2.3  药物包载效率的测定 

取载药脂质体 1 mL，用乙腈定容到 10 mL，超

声 15 min 破坏脂质体溶解 RB 和 DHA，采用 HPLC

法测定制剂中的药物含量。RB 的液相测定方法为

Hedera ODS-C18 色谱柱（50 mm×4.6 mm，5 μm），

甲醇-0.02 mol/L 乙酸铵水溶液（35∶65），波长 556 

nm，体积流量 1 mL/min，柱温 35 ℃，进样量 20 μL。

DHA 的液相测定方法为 Hedera ODS-C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈-水（60∶

40），检测波长 210 nm，体积流量 1 mL/min，柱温

35 ℃，进样量 20 μL。按照公式计算药物的包载效

率（loading ratio，LR），式中 ML 为包载入制剂中

的药物量，MA 为药物的投药量。 

LR＝ML/MA 

结果见表 1，相比于 LIP-R，LIP-RU 中 RB 的

LR 由 84.8%降低至 55.2%。由于 UCNPs 和 RB 是

在水合时通过被动载药进的方式入脂质体，推测可

能是由于 RB 与 UCNPs 间的相互作用，以及 UCNPs

竞争性与磷脂相互作用，阻碍了 RB 被包载进入脂

质体。然而，DHA 的 LR 没有因为 RB 和 UCNPs

包载而下降，在 LIP-D 和 LIP-RUD 中 DHA 的 LR

均大于 85%。 

2.4  粒径及表面电位 

取一定浓度的 LIP、LIP-RU、LIP-D、LIP-RUD，

利用马尔文粒径电位仪对脂质体的粒径、粒径分布

和表面电位进行测定。结果如表 2 所示，LIP-RU 的

粒径相比于 LIP 没有发生较大变化，推测是因为 RB

和 UCNPs 被包封于脂质体亲水内核中，对脂质体 

表 1  各制剂组中 RB 和 DHA 的 LR ( x ±s, n = 3) 

Table 1  LR of RB and DHA in different preparations 

( x ±s, n = 3) 

组别 LRRB/% LRDHA/% 

LIP-R 84.8±2.2 — 

LIP-RU 55.2±3.5 — 

LIP-D — 87.7±2.3 

LIP-RUD 54.5±0.8 86.5±2.7 

RB 

UCNPs 

DHA 

drugs loading 

LIP                                LIP-RUD 

A                             B 
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表 2  各制剂组的粒径和电位 ( x ±s, n = 3) 

Table 2  Size and potential of all preparations ( x ±s, n = 3) 

组别 粒径/nm 粒径分布指数 Zeta 电位/mV 

LIP 143.5±0.9 0.180±0.024 −8.66±1.08 

LIP-RU 143.2±0.9 0.151±0.032 −7.86±1.60 

LIP-D 150.7±3.2 0.204±0.022 −12.40±1.22 

LIP-RUD 150.6±1.1 0.198±0.013 −11.97±1.14 

 

膜的流动性和成形性没有显著影响；而 DHA 是通

过插入脂质体的双分子层结构的方式被包载，因此

改变了膜的流动性和延展性，使粒径略微增大至

150.7 nm。当共同包载 3 种药物后，LIP-RUD 粒径

为 150.6 nm，该测定结果与 TEM 观测结果一致。

脂质体 Zeta 电位在−7～−12 mV，表明药物包载对

脂质体表面电位影响较小，因此可以推测大部分药

物被包载进入脂质体中，吸附在脂质体表面的较少。 

2.5  上转换荧光光谱和 UCNPs 能量传递效率检测 

在 980 nm 半导体激光器激发下，采用荧光光

谱仪进行上转换荧光光谱分析，结果如图 4 所示。

首先，测定了 LIP-U 的稳态上转换发光光谱和 RB

吸收光谱，图 4-A 中虚线曲线为 980 nm 激发下

LIP-U 的上转换光谱，实线曲线为 RB 的吸收光谱，

上转换绿光带发射光谱在 510 至 570 nm 和 RB 的吸

收谱发生重叠，该结果表明，UCNPs 和 RB 分子可

以分别充当能量供体和能量受体，UCNPs 的绿色发

射部分可以被 RB 吸收，具备能量传递的条件。但

是，这种能量转移的过程只有在供体和受体分子足

够接近的情况下才会发生，并且 UCNPs 的绿光带

将发射淬灭[19]。因此，当 RB 和 UCNPs 同时包载

于脂质体中时，观测到辐射能量转移结果如图 4-B

所示，LIP-RU（实线曲线）在 980 nm 激发下的发

光强度因为能量传递作用发生了明显的降低，而虚

线曲线的荧光强度基本保持不变。由此证明了通过

将 RB 和 UCNPs 同时封装在脂质体内部，可以实现

从 UCNPs 绿光带到光敏剂 RB 的能量传递。 

根据公式计算 UCNPs 能量传递效率（E），式

中，I1 为发生能量传递前 UCNPs 上转换绿光带发光

强度，I2 为发生能量传递后 UCNPs 上转换绿光带发

光强度。结果表明，UCNPs 与 RB 的能量传递效率

为 49.8%。 

E＝(I1－I2)/I1 

2.6  荧光探针检测 ROS 产生 

SOSG 荧光探针具有微弱的蓝色荧光，激发波 

 

 

图 4  LIP-U 上转换发射光谱和 RB 紫外-可见吸收光谱 (A) 

以及 980 nm 波长激发下 LIP-U 和 LIP-RU 上转换发射光  

谱 (B) 

Fig. 4  Upconversion emission spectrum of LIP-U and 

UV-vis absorption spectrum of RB (A) and upconversion 

emission spectra of LIP-U and LIP-RU under 980 nm 

excitation (B) 

长（Ex）为 372 nm 和 393 nm，发射波长（Em）为

395 nm 和 416 nm[20-21]，而当单线态氧（singlet 

oxygen，1O2）存在时，SOSG 探针可以发出绿色荧

光（Ex/Em 504/525 nm）。将 2 mL 脂质体与 10 μL

的 SOSG（0.5 mmol/L）混合并置于比色皿中，然

后在暗室中利用 980 nm激光器以 1.5 W/cm2功率进

行持续照射，每隔 1 min 在 Ex/Em 504/525 nm 条件

下测定 SOSG 荧光强度。根据公式计算每个时间点

的 SOSG 荧光强度增加百分率（φ），绘制随时间变

化曲线。 

φ＝(It－I0)/I0 

It 是每组样品 t 时间点测定的 SOSG 荧光强度，I0是每

组样品初始测到的 SOSG 荧光强度 

结果见图 5，LIP、LIP-U 和 LIP-R 3 个制剂组

随着光照时间延长，荧光信号的并未出现显著增强，

表明分别单独包载 RB 或 UCNPs 的脂质体在 980 

nm 激光照射下均不能产生 1O2；而随着光照时间的

延长，LIP-RU 和 LIP-RUD 均产生了显著的荧光增 

A 
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图 5  SOSG 荧光强度增加百分率 (φ) 随 980 nm 激光照射

时间的变化曲线 (n = 3) 

Fig. 5  Increased percentage of SOSG fluorescence 

intensities (φ) exposed to 980 nm laser at different 

irradiation time (n = 3) 

强，表明只有 UCNPs 和 RB 同时包载在脂质体中，

才能在光照后产生 1O2。 

2.7  LIP-RUD 体外释放考察 

取 1 mL 的 LIP-RUD 至透析袋中，以 50 mL 的

PBS 缓冲液（pH 7.4，10% FBS）为透析介质，置

于 37 ℃恒温振荡摇床中。待释药 0.5 h 后，激光器

给予光照（1.5 W/cm2，5 min），于设定时间点（1、

2、4、6、9、12 h）取透析介质 200 μL，并及时补

加等量新鲜的透析介质。HPLC 测定 DHA 的浓度，

绘制 DHA 释放曲线。DHA 从 LIP-RUD 中的释药

行为如图6所示，DHA在12 h累积释放率小于50%； 
 

 

表示有光照与无光照组之间：**P＜0.01 

Significant difference between with and without laser irradiation 

groups is represented as **P < 0.01 

图 6  在不同光照条件下DHA从LIP-RUD中的体外释放曲

线 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 6  Release curves of DHA from LIP-RUD under 

different illumination conditions ( x ±s, n = 3) 

而当给予 5 min 近红外光照射后，DHA 在 12 h 累积

释放率显著提高至 74.9%。结果表明，LIP-RUD 具

有光触发释药的特性。推测是由于 DOPC 作为不饱

和磷脂，对 1O2 敏感性较高，光动力效应产生高水

平 ROS 能够氧化 DOPC，进而引起脂质体膜的结构

紊乱和流动性增加，增加脂质体膜的通透性，加速

药物释放[22]。 

2.8  CLSM 观察 HCT-116 细胞的摄取 

取 HCT-116 结肠癌细胞，以 5×104 个/孔的细

胞密度接种于 35 mm 的玻底皿中，孵育 12 h 后吸

弃培养液。加入用培养基稀释的 LIP-RUD 样品溶

液，其中 RB 的质量浓度为 20 μg/mL。37 ℃条件

下孵育 0.5、1、2、3 h 后，用 4 ℃ PBS 洗涤 5 遍，

加入 1 mL 免疫染色固定液，室温下固定 15 min。

随后，继续用 4 ℃ PBS 洗涤 3 遍，并加入细胞核

染色剂 Hoechst 33342 染色 30 min。染色结束后，

用 4 ℃ PBS 洗涤 5 遍，滴加抗猝灭剂，盖上盖玻

片，将玻底皿置于 CLSM 的载物台上，确定观察区

域及层面，采集 RB 的荧光图像。结果如图 7 所示，

在细胞中加入 LIP-RUD 并孵育 2 h 后，胞内的荧光

强度基本达到峰值，因而将孵育后 2 h 作为 PDT 的

光照的时间点。 

2.9  MTT 法考察体外细胞毒性 

取对数生长期的 HCT-116 细胞，消化后制备细

胞悬液，按 1×104 个/mL 的细胞浓度接种于 96 孔

细胞培养板中，每孔 200 μL，培养 12 h 待细胞贴壁。

吸弃上层培养液，加入系列质量浓度各制剂组（不

含血清）孵育 24 h。期间，光照组在孵育至 2 h 时，

引导功率密度为 1.5 W/cm2的 980 nm激光由顶部照

射板孔 5 min。待孵育结束后，吸弃培养基，每孔

加入 100 μL 培养基和 20 μL MTT 溶液（5 mg/mL），

继续培养 4 h。然后吸弃培养基并加入 150 μL 的

DMSO 溶解甲臜。最后，用酶标仪测定各孔在 570 

nm 波长处的吸光度（A）值，以空白培养基为对照，

计算细胞存活，并用 GraphPad Prism 5 软件

（GraphPad 软件公司，美国）计算半数抑制浓度

（IC50）。 

游离药物组合和脂质体对HCT-116结肠癌细胞

的体外增殖抑制作用结果如图 8 所示，在各 DHA

浓度下 LIP-RUD/Laser 的细胞增殖抑制作用都显著

优于其他组，当 DHA 浓度为 75 μmol/L 时，LIP- 

RUD/Laser 能够完全抑制结肠癌细胞增殖。各组

IC50结果为 LIP-RUD/Laser（IC50＝15.33 μmol/L）＜ 

LIP 
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图 7  CLSM 观察 LIP-RUD 在不同时间的细胞摄取情况 (标尺：20 μm) 

Fig. 7  Cellular uptake of LIP-RUD at different time by CLSM (scale: 20 μm) 

 

*和***分别表示相比于 LIP-RUD/Laser 组 P＜0.05 和 P＜0.001 

Significant differences from LIP-RUD/Laser are represented as *P < 

0.05 and ***P < 0.001 

图 8  各制剂组对 HCT-116 细胞的增殖抑制效果 ( x ±s,  

n = 5) 

Fig. 8  Proliferation inhibition effect of preparation groups 

on HCT-116 cells ( x ±s, n = 5) 

LIP-RUD（ IC50＝26.90 μmol/L）＜LIP-RU/Laser 

（ IC50 ＝ 29.94 μmol/L ）＜ RB/UCNPs/DHA/Laser 

（IC50＝33.95 μmol/L）。因此，LIP-RUD/Laser 对结

肠癌细胞具有最显著的增殖抑制作用。 

3  讨论 

光动力疗法是利用光敏剂被激发后发生的光敏

反应，生成大量 ROS，诱导细胞凋亡或对细胞产生

致死效应的一种治疗方法；而化疗是使用化学治疗

药物，通过抑制肿瘤细胞周期或干扰 DNA 复制、

RNA 转录和蛋白质合成代谢过程等，实现抗肿瘤治

疗。因此，光动力化疗联用是近年来研究较广的一

种微创肿瘤治疗技术，这种治疗方法基于联合不同

的肿瘤生长抑制机制，实现了更高效的抗肿瘤作用。

针对肿瘤细胞增殖机制的研究发现，适度提高胞内

ROS 水平可调节增殖相关信号通路（如生长因子和

酪氨酸激酶通路等）促进细胞增殖，但是过量的

ROS 可引起氧化应激，破坏 DNA、氧化脂质和蛋

白质等导致细胞调亡和坏死[23]。结肠癌细胞通常

ROS 水平高于正常组织细胞，用于维持其高代谢状

态和快速增殖[24]。研究发现，在结肠癌细胞内高

ROS 水平基础上进一步促进 ROS 生成，是抑制结

肠癌细胞增殖的有效方案。因此，在本研究中一方

面通过 UCNPs 与 RB 的联用实现 PDT 作用，上调

细胞内的 ROS 水平[25]。另一方面，DHA 通过影响

细胞线粒体跨膜电位促进 ROS 生成，使细胞周期停

滞发挥抗结肠癌作用。综上，RB/UCNPs/DHA 组合

能够在光照和 DHA 的共同作用下上调细胞内 ROS

的水平，有效打破胞内 ROS 平衡机制，使 ROS 水

平超过结肠癌细胞耐受阈值而死亡。然而，光动力

化疗联合治疗在临床实践过程中受限于激光穿透深

度不足、可控性差、药物组合协同性不佳等问题，

限制了其临床应用。 

基于此，本研究着力解决了以下 3 个问题。首
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先，成功地将体外激发光源由紫外/可见光替换为组

织穿透较深的 980 nm 近红外光。具体而言，摸索

处方和工艺，将 RB 与 UCNPs 共同封装于脂质体的

内核，利用 UCNPs 的上转换作用，将近红外光转

换为紫外/可见光用于激发 RB 发挥 PDT 作用，能

量传递效率达到 49.8%。其次，同时包载 RB/UCNPs/ 

DHA 药物组合，成功制备 LIP-RUD。该脂质体粒

径约为 150 nm，粒径分布均一性良好，电位为−12 

mV 左右，具有通过增强的渗透与滞留（enhanced 

permeability and retention，EPR）效应被动靶向到达

结肠癌部位的潜力。最后，利用在脂质体中加入具

有 ROS 敏感性的 DOPC 脂质材料构建脂质层，其

含有的不饱双键在 ROS 的作用下可被氧化为脂质

过氧化物，使脂质亲水性增强，进而破坏磷脂层、

释放药物，从而实现 ROS 介导光触发释药，并通过

ROS 自增强效应实现了药物的快速和完全释放。由

于产生的 ROS 主要以 1O2的形式存在，其具有较高

的化学活性能够使荧光探针 SOSG 发生光谱迁移。

因此，通过定量检测 SOSG 光谱迁移后在 Ex/Em 

504/525 nm 条件下的荧光强度，可评价胞内 ROS

水平的变化。结果表明，激光照射后 LIP-RU 和

LIP-RUD 组中 SOSG 的发射强度都增强了 200%以

上，证明有大量 1O2 的生成。光照产生的 ROS 进而

引起了脂质体膜氧化和流动性增大，明显提高了

LIP-RUD 中 DHA 的释药速率，相比于未接受光照

的 LIP-RUD，其 12 h 的累积释药量提高了 25.6%。

此外，本研究通过细胞毒性实验初步评价了

LIP-RUD 的抗肿瘤活性。由于观测发现 LIP-RUD

与 HCT-116 细胞孵育 2 h，细胞摄取达到峰值，因

而，在细胞毒性研究中将给药后 2 h 作为给予光照

的时间点。结果表明，与未接受光照组（LIP-RUD）、

单独光动力治疗（LIP-RU/Laser）和游离药物组相

比，LIP-RUD/Laser 在各浓度都表现出对肿瘤细胞

显著的增殖抑制作用。 

综上，本研究中制备的 LIP-RUD 脂质体为光动

力与化疗联用提供了一个极具潜力的纳米递送平

台，有望增强光动力化疗的抗肿瘤协同效果。未来

进一步的研究工作将聚焦于该脂质体的体内稳定性

和靶向性，使其体内分布具有肿瘤部位特异性，更

好地实现高效低毒的肿瘤治疗。 
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