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一种用于前列腺癌细胞体外检测生物导航纳米探针的制备
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　　［摘要］　目的　制备一种用于对人前列腺癌ＰＣ３细胞进行体外检测的粒细胞靶向介导的磁性荧光纳米探针。

方法　制备以Ｆｅ３Ｏ４为核、表面包被ＳｉＯ２和异硫氰酸罗丹明的具有磁性且携带红色荧光的纳米材料，将其与正常人

外周血粒细胞按不同比例混合，分别孵育不同时间以检测纳米材料对粒细胞的毒性。选择最佳比例将纳米材料和粒细

胞体外结合，得到粒细胞靶向介导的磁性荧光纳米探针；将ＰＣ３细胞与正常人全血细胞分别以不同比例混合，加入上

述探针，于荧光显微镜下观察探针的靶向情况。结果　在实验所用的浓度和作用时间范围内，制备的纳米探针对粒细

胞存活率无明显影响。镜下可见纳米探针在ＰＣ３细胞周围富集，形成“花瓣样”结构，而全血细胞周围无探针富集。

结论　本研究制备的磁性荧光纳米探针不会对粒细胞本身产生明显毒性，利用粒细胞对肿瘤细胞的生物靶向作用可

使纳米探针有效地靶向检测肿瘤细胞。
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　　恶性肿瘤是威胁人类健康的一大杀手
［１３］。大

量的临床研究和数据表明，通过某些先进医疗手段

实现肿瘤的早发现、早诊断并进行科学有效的干预，

可使患者的５年生存率及生活质量都有一定程度的

提高［４］。为实现肿瘤的早筛早检，在血液中寻找到

带有特异性肿瘤标志物的循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ

ｔｕｍｏｒｃｅｌｌ，ＣＴＣ）不失为一种安全有效的方法
［５］。

近年来，纳米技术在肿瘤早期诊断中，尤其是ＣＴＣ

检测中应用广泛。纳米材料的优化（结构可控、表面

功能化），以及微流控技术和纳米器件方面的突破，

大大提高了ＣＴＣ的富集率和检测灵敏度。２０１３

年，犖犪狋狌狉犲杂志将ＣＴＣ纳米检测列为最具创新性

和转化潜力的肿瘤诊断新方法［６］。然而传统纳米技

术的难点在于难以寻找到高特异性的肿瘤标志物，

且纳米标志物普遍缺少对肿瘤细胞的靶向驱动能

力，针对某种肿瘤标志物的特异性又与针对不同肿

瘤广谱性的特征相矛盾［７］。此外，以往的纳米靶向

功能通过基于纳米材料构建肿瘤细胞的特异性抗体

实现，然而这些抗体的表达会在肿瘤细胞转移过程

中发生变化，从而造成ＣＴＣ检测结果假阴性
［８］。因

此，我们试图寻找一种新的纳米靶向方法，设计出兼

具靶向驱动能力和普适性的纳米探针进行肿瘤细胞

的早期检测。崔征等［９１１］在实验中偶然发现一只抗肿

瘤小鼠，通过对其抗肿瘤机制的研究发现粒细胞对肿

瘤病灶具有极强的主动趋向能力。利用粒细胞的这

一特性，我们将其作为纳米荧光标志物的活性载体，

设计新型磁性荧光纳米异质结构用于标记粒细胞，

使纳米探针发挥自动生物导航功能，从而实现对痕量

肿瘤细胞的识别、磁富集和定量、可视化分析。

１　材料和方法

１．１　试剂与仪器　氯化高铁（ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ）、氨水

（ＮＨ３·Ｈ２Ｏ）、浓盐酸（ＨＣｌ，３７％）、无水乙醇购自

国药集团化学试剂有限公司；乙二醇、乙酸钠

（ＮａＡｃ）、正硅酸乙酯（ＴＥＯＳ）、３氨丙基三乙氧基硅

烷（ＡＰＴＥＳ）和异硫氰酸罗丹明（ＲＩＴＣ）购自Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ 公 司；实 验 过 程 中 的 二 次 水 （ＤＩＷ，

１８．２ＭΩ·ｃｍ）由实验室ＴｈｅｒｍｏＥａｓｙｐｕｒｅⅡ ＵＦ

Ｓｙｓｔｅｍ自制。

电子分析天平（ＢＳ１２４Ｓ，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ德国）超声

波清洗器（ＫＱ４００ＫＤＥ，昆山市超生仪器有限公

司），电动搅拌器（Ｄ２０１０Ｗ，上海梅颖浦仪器仪表制

造有限公司），远红外干燥器（ＷＳ７０１，上海华连医

疗器械有限公司），高温烘箱（ＳＴ１２０Ｂ２，上海爱佩

斯克环境设备有限公司），恒温水浴锅（５０１型，上海

荣丰有限公司），透射电子显微镜（ＪＥＭ２１００，ＪＥＯＬ

日本），荧光／磷光／发光分光光度计（ＬＳ５５，Ｐｅｒｋｉｎ

Ｅｌｍｅｒ美国）。

１．２　磁性荧光复合纳米材料的制备　本实验采用

的纳米材料为磁性荧光复合材料，以Ｆｅ３Ｏ４为核，表

面包被ＳｉＯ２和ＲＩＴＣ，形成具有磁性且携带红色荧光

的纳米探针。相关材料的合成方法见文献［１２］。

１．２．１　超顺磁性Ｆｅ３Ｏ４的制备　将０．８１ｇＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ、

２．５６ｇＮａＡｃ溶解于３０ｍＬ乙二醇，磁力搅拌

３０ｍｉｎ混匀后，将该混合溶液转移至高温高压反应

釜中，放入２００℃烘箱恒温反应８ｈ，从反应釜取出，

流水快速冷却至室温，磁铁辅助分离，去掉反应液，

分别用乙醇和二次水各洗涤３次，得到超顺磁性

Ｆｅ３Ｏ４。

１．２．２　Ｆｅ３Ｏ４＠ＳｉＯ２ 的合成　在圆底烧瓶中加入

１．５ｍＬ制得的超顺磁性Ｆｅ３Ｏ４和０．１５ｍｏｌ／Ｌ浓盐

酸，超声搅拌处理１０ｍｉｎ后，磁铁辅助分离，二次水

洗６次以上，至上清液ｐＨ中性；三口烧瓶中加入适

量乙醇、二次水及上述经处理的Ｆｅ３Ｏ４，超声机械搅

拌１５ｍｉｎ后，氨水调节ｐＨ至９．５左右，加入ＴＥＯＳ

乙醇溶液，超声机械搅拌１２ｈ，然后磁铁辅助分离，

去掉反应液，分别用乙醇和二次水各洗涤３次，得到

Ｆｅ３Ｏ４＠ＳｉＯ２。

１．２．３　磁性荧光复合纳米材料的荧光包覆　在圆

底烧瓶中将４５ｍＬ无水乙醇、５ｍＬ二次水、１．３ｍＬ

氨水机械搅拌混匀，加入１００ｍｇＦｅ３Ｏ４＠ＳｉＯ２后超

声机械搅拌３０ｍｉｎ；将ＴＥＯＳ乙醇溶液缓慢逐滴加

入反应体系中。１５ｍｉｎ后，将制备好的 ＡＰＴＥＳ

ＲＩＴＣ溶液（１０μＬＡＰＴＥＳ与１ｍｇＲＩＴＣ在２ｍＬ

乙醇溶液中混合过夜）快速加入上述反应体系中，避

光条件下继续超声机械搅拌４ｈ，停止超声，单纯机

械搅拌１８ｈ，然后磁铁辅助分离，去掉反应液，分别

用乙醇和二次水各洗涤３次，得到本实验采用的磁

性荧光复合纳米材料。

１．３　细胞材料的获取　本实验采用的前列腺癌ＰＣ３

细胞株来源于第二军医大学长海医院泌尿外科。

本实验所使用的粒细胞取自健康人（已通过同

济大学医学院伦理委员会审批），具体提取方法：取

静脉血４ｍＬ至肝素管中，混匀防止血凝块。将血

液与ＰＢＳ缓冲液（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）等量混合，取适量

混合血液加入５层分离液，１６００×犵离心２０ｍｉｎ分
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层，取粒细胞层细胞备用。

１．４　磁性荧光复合纳米材料对粒细胞的毒性检

测　于９６孔板每孔加入５×１０４粒细胞，使粒细胞分

别与磁性荧光复合纳米材料结合０、０．２５、０．５、１．０、

１．５、２．０、２．５ｈ，每组磁性荧光复合纳米材料结合

量分别为０、１、２、３、４、５μｇ／ｍＬ。最后一组材料结合

完成（即结合２．５ｈ）后，加入１０μＬＣＣＫ８，遮光静

置１ｈ，测定其光密度（犇）值，与０ｈ组比较分析结合

磁性荧光复合纳米材料后粒细胞的活性。

１．５　体外结合制备粒细胞靶向介导的磁性荧光纳

米探针　２４孔板每孔接种５×１０５ 粒细胞，设置

３组，分别加入５、１０、２０μｇ磁性荧光复合纳米材

料，然后于摇床培养０．２５、０．５、１、１．５、２和２．５ｈ

时，荧光显微镜下观察粒细胞与磁性荧光纳米材料

结合情况并拍摄照片。

１．６　体外检测粒细胞靶向介导的磁性荧光纳米探

针对ＰＣ３细胞的靶向作用　２４孔板每孔接种５×

１０５粒细胞，设置６组，均加入２０μｇ磁性荧光纳米

材料摇床培养１５ｍｉｎ后，前４组分别加入５×１０４、

１×１０５、２×１０５、５×１０５ＰＣ３细胞，第５组加入由

１．６×１０５ＰＣ３细胞和１．７×１０５全血细胞混合而成

的模拟血样，第６组加入３．５×１０５全血细胞，静置

培养１ｈ，荧光显微镜下观察粒细胞靶向介导的磁

性荧光纳米材料靶向ＰＣ３细胞情况并拍摄照片。

２　结　果

２．１　设计并成功制备磁性荧光复合纳米材料　图

１Ａ为合成的Ｆｅ３Ｏ４ 内核的透射电镜图，内核为

直径３００～４００ｎｍ的球型颗粒；图１Ｂ为Ｆｅ３Ｏ４

内核包覆ＳｉＯ２后的透射电镜图，可见Ｆｅ３Ｏ４外层

包覆一层均匀的ＳｉＯ２，厚度约５０ｎｍ。包覆ＳｉＯ２

有利于提高材料的生物相容性，同时也有利于纳

米材料的进一步修饰。图１Ｃ所示为负载荧光染

料后复合纳米材料的荧光光谱，有典型荧光染料

的近红外荧光；图１Ｄ所示为负载荧光染料后的

复合纳米材料的紫外可见吸收光谱，可见其与荧

光染料的吸收光谱一致。

２．２　磁性荧光复合纳米材料对粒细胞存活率的影

响　图２所示为所加磁性荧光复合纳米材料浓度分

别为０、１、２、３、４、５μｇ／ｍＬ，粒细胞密度为５×１０
４／孔，

由此建立的纳米材料与粒细胞存活率的时间、浓度关

系；在０．２５、０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｈ时测每一纳米材

料浓度下粒细胞的存活率，结果显示各时间点及浓度

下，粒细胞的存活率（排除极值）均在６０％以上，表明

纳米材料对粒细胞没有明显的毒性作用。

图１　磁性荧光复合纳米材料的特征检测结果

犉犻犵１　犘犺狔狊犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犿犪犵狀犲狋犻犮犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋

犮狅犿狆狅狌狀犱狀犪狀狅犿犲狋犲狉犿犪狋犲狉犻犪犾狊

Ａ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＴＥＭ）ｉｍａｇｅｏｆＦｅ３Ｏ４；Ｂ：

ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＦｅ３Ｏ４ｃｏａｔｅｄｂｙＳｉＯ２；Ｃ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ

ｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄｎａｎｏｍｅｔｅｒｍａｔｅｒｉａｌｓ；Ｄ：Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｖｉｓｉｂｌｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄｎａｎｏｍｅｔｅｒｍａｔｅｒｉａｌｓ

图２　磁性荧光复合纳米材料对粒细胞存活率的影响

犉犻犵２　犐狀犳犾狌犲狀犮犲狅犳犿犪犵狀犲狋犻犮犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋犮狅犿狆狅狌狀犱

狀犪狀狅犿犲狋犲狉犿犪狋犲狉犻犪犾狊狅狀狊狌狉狏犻狏犪犾狉犪狋犲狅犳犵狉犪狀狌犾狅犮狔狋犲狊

狀＝３６，珔狓±狊

２．３　成功制备粒细胞靶向介导的磁性荧光纳米探

针　如图３所示，磁性荧光复合纳米材料刚加入粒

细胞体系中时，可见视野中纳米材料与粒细胞并未

结合；磁性荧光复合纳米材料２０μｇ与５×１０
５粒细

胞３７℃体外结合１５ｍｉｎ后，合成的粒细胞靶向介

导的磁性荧光纳米探针效果最好，此时视野中大部

分粒细胞周围都有纳米与之结合。结果表明粒细胞

靶向介导的磁性荧光纳米探针合成成功。

２．４　粒细胞靶向介导的磁性荧光纳米探针功能的

体外检测

２．４．１　纳米探针与ＰＣ３细胞体外结合结果　如

图４所示，磁性荧光纳米探针质量与ＰＣ３细胞数目的

比例为４∶１（纳米材料２０μｇ，粒细胞５×１０
５，ＰＣ３细

胞５×１０４），体外孵育１ｈ时可见视野中有探针聚集

到ＰＣ３细胞周围形成“花瓣样”结构；磁性荧光纳米
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探针质量与ＰＣ３细胞数目的比例为４∶７（纳米材料

２０μｇ，粒细胞５×１０
５，ＰＣ３细胞３．５×１０５），体外孵育

１ｈ时可见视野中同样有探针聚集到ＰＣ３细胞周围形

成“花瓣样”结构。由此可见，在体外纳米探针与ＰＣ３

细胞的结合效率很高，二者间的比例差异对“花瓣”结

构的形成并无较大影响。

图３　磁性荧光复合纳米材料与粒细胞的体外结合情况

犉犻犵３　犐狀狏犻狋狉狅犫犻狀犱犻狀犵狅犳犿犪犵狀犲狋犻犮犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋犮狅犿狆狅狌狀犱狀犪狀狅犿犲狋犲狉犿犪狋犲狉犻犪犾狊狑犻狋犺犵狉犪狀狌犾狅犮狔狋犲狊

Ａ，Ｂ：０ｍｉｎ；Ｃ，Ｄ：１５ｍｉｎ．Ａ，Ｃ：Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅ；Ｂ，Ｄ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅ

图４　粒细胞靶向介导的磁性荧光纳米探针与犘犆３细胞的体外结合情况

犉犻犵４　犐狀狏犻狋狉狅犫犻狀犱犻狀犵狅犳犿犪犵狀犲狋犻犮犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋狀犪狀狅狆狉狅犫犲狊犿犲犱犻犪狋犲犱狋犪狉犵犲狋犻狀犵犫狔犵狉犪狀狌犾狅犮狔狋狊狑犻狋犺犘犆３犮犲犾犾狊

Ｔｈｅｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅ（Ａ）ａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅ（Ｂ）ｏｆｔｈｅ“ｐｅｔａｌｌｉｋｅ”ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｗｈｅｎｔｈｅｎａｎｏｐｒｏｂｅｓｃｏｍｂｉｎｉｎｇｗｉｔｈｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ犻狀

狏犻狋狉狅ａｔｔｈｅｒａｔｉｏｏｆ４∶１（ｎａｎｏｍｅｔｅｒｍａｔｅｒｉａｌｓ２０μｇ，ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｓ５×１０
５，ａｎｄＰＣ３ｃｅｌｌｓ５×１０４）．Ｔｈｅｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅ（Ｃ）ａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｍａｇｅ（Ｄ）ｏｆｔｈｅ“ｐｅｔａｌｌｉｋｅ”ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｗｈｅｎｔｈｅｎａｎｏｐｒｏｂｅｓｃｏｍｂｉｎｉｎｇｗｉｔｈｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ犻狀狏犻狋狉狅ａｔｔｈｅｒａｔｉｏｏｆ４∶７（ｎａｎｏｍｅｔｅｒｍａｔｅｒｉａｌｓ

２０μｇ，ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｓ５×１０
５，ａｎｄＰＣ３ｃｅｌｌｓ３．５×１０５）

２．４．２　纳米探针在体外与模拟血样及全血结合的

结果　将ＰＣ３细胞（１．６×１０５）与全血细胞（１．７×

１０５）混合当做模拟血样，加入磁性荧光纳米探针

（纳米材料２０μｇ，粒细胞５×１０
５），使得纳米探针质

量与模拟血样细胞数目的比例为４∶７，上述纳米探

针与模拟血样共同孵育１ｈ时，由镜下照片（图５Ａ）

和荧光照片（图５Ｂ）可见，视野中ＰＣ３细胞周围有纳

米探针与之结合并形成“花瓣样”结构；同时，为了对

照，我们将纳米探针（纳米材料２０μｇ，粒细胞５×

１０５）加入只有全血细胞的体系中（全血细胞３．５×

１０５）孵育１ｈ，由图５Ｃ、５Ｄ可见，视野中的血细胞周

围并未见探针与之结合。由此说明，在同一体系中，

此纳米探针能准确地找到肿瘤细胞并与之结合，形

成“花瓣样”结构，却不会结合到肿瘤细胞以外的其

他细胞，可见此纳米探针的靶向功能具有一定的特

异性。

图５　粒细胞靶向介导的磁性荧光纳米探针与模拟血样及全血的体外结合情况

犉犻犵５　犐狀狏犻狋狉狅犫犻狀犱犻狀犵狅犳犿犪犵狀犲狋犻犮犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋狀犪狀狅狆狉狅犫犲狊犿犲犱犻犪狋犲犱狋犪狉犵犲狋犻狀犵

犫狔犵狉犪狀狌犾狅犮狔狋犲狊狑犻狋犺狊犻犿狌犾犪狋犻狏犲犪狀犱狑犺狅犾犲犫犾狅狅犱狊犪犿狆犾犲狊

Ａ，Ｂ：Ｔｈｅｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅ（Ａ）ａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅ（Ｂ）ｏｆｔｈｅｎａｎｏｐｒｏｂｅｓｃｏｍｂｉｎｉｎｇｗｉｔｈｓｉｍｕｌａｔｉｖｅｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓ；Ｃ，Ｄ：Ｔｈｅｂｒｉｇｈｔ

ｆｉｅｌｄｉｍａｇｅ（Ｃ）ａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅ（Ｄ）ｏｆｔｈｅｎａｎｏｐｒｏｂｅｓｃｏｍｂｉｎｉｎｇｗｉｔｈｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓ

３　讨　论

本实验采用的纳米材料为磁性荧光复合材料，

以Ｆｅ３Ｏ４为内核，表面包被ＳｉＯ２和ＲＩＴＣ，形成具有

磁性且带有红色荧光的纳米探针，这种非对称结构

及表面特性的磁性荧光纳米异质结构具有以下优
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点：（１）利用非对称结构的优势，将荧光物质与磁性

物质有效分离，避免各功能组分之间相互干扰，真正

实现多功能纳米集成系统；（２）将核磁共振与荧光量

子点成像有机融合，多模态成像较单一的分子成像

可明显提高检测灵敏度，实现肿瘤早期中痕量肿瘤

细胞的检测，利于肿瘤的早期诊断；（３）容易通过调

节荧光量子点的用量，使每一个纳米材料结构内部

包覆多个荧光量子点，通过荧光信号的放大进一步

提高对早期前列腺癌的检测能力。

本实验最大的创新点在于使用了新型纳米探针

靶向方法，即将纳米材料靶向到粒细胞上，借助粒细

胞本身对肿瘤细胞的趋化作用，实现探针对肿瘤细

胞的检测。粒细胞之所以能够富集到肿瘤细胞周

围，是因为肿瘤细胞生长快、代谢率高，其所获得的

氧与营养物质通常无法满足肿瘤的生长需求，因此

在肿瘤病灶周围常伴有因细胞坏死裂解出的形成浓

度梯度的蛋白碎片，这会趋化粒细胞向病灶运

动［１３１７］。又因为粒细胞表面带正电荷，而肿瘤周围

带有负电荷，这一特性可使得粒细胞与靶细胞紧密

接触，形成镜下的“花瓣样”结构。也正是利用了粒

细胞表面带正电荷这一性质，我们设计出了以

Ｆｅ３Ｏ４为内核、表面包被ＳｉＯ２和ＲＩＴＣ、整体带负电

荷的磁性荧光复合纳米材料，使二者能在电性作用

下迅速结合，形成具有磁性且携带红色荧光的生物

纳米探针，最终实现对肿瘤细胞的体外检测。

综上，我们所设计的粒细胞靶向介导的磁性荧

光纳米探针带有生物自动导航功能，能够在体外准

确地识别并结合到肿瘤细胞周围，并形成“花瓣样”

结构，在同一环境中该探针具有对肿瘤细胞识别的

特异性，不会结合肿瘤细胞之外的其他细胞；由于纳

米异质结构兼具磁性与荧光特性，可以对微小信号

进行捕捉和放大，使得探针具有较高的灵敏度。该

探针有生物安全性，通过后期的深入探究有望将其

应用于临床，实现肿瘤的早期检测与诊断。
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