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Abstract
AIM: To observe the biodistribution of photosen-
sitizer-magnetic nanoparticle chelate complex 
(PMNCC) in rabbits with VX2 metastatic hepatic 
carcinoma. 

METHODS: After PNMCC was successfully pre-
pared, a rabbit model of VX2 metastatic hepatic 
carcinoma was developed. PMNCC was admin-
istered via the ear vein on the 16th, 18th and 
20th day after induction of metastatic carcinoma, 
and tumor-bearing rabbits were sacrificed on the 
22nd day. Tissue specimens were obtained and 

the biodistribution of PMNCC was observed 
by Prussian blue staining, atomic absorption 
spectroscopy (AAS) and transmission electron 
microscopy (TEM). 

RESULTS: Prussian blue staining and TEM 
analysis showed that the amount of PMNCC in 
tumor tissue was significantly higher than those 
in the liver, spleen, or kidney. The mean relative 
iron concentration detected by atomic absorp-
tion spectroscopy in tumor tissue was 9.09 mg/L 
± 2.31 mg/L, significantly higher than those in 
other organs (all P < 0.01). 

CONCLUSION: PMNCC was mainly distributed 
in tumor tissue in rabbits with VX2 metastatic 
hepatic carcinoma, and PMNCC has the ability 
to carry magnetic nanoparticles into tumor cells.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 观察光敏剂磁性纳米粒子螯合物(photo-
sensit izer-magnetic nanoparticle chelate 
complex, PMNCC)进入兔VX2肝转移癌模型
体内的生物学分布情况. 

方法: 成功制备PMNCC, 建立兔Vx2肝转移癌
模型. 在成瘤后第16、18、20天经耳缘静脉注
射PMNCC, 第22天处死实验兔, 取肿瘤及肝、

脾、心、肺、肾组织, 利用普鲁氏染色、原子
吸收光谱分析及透射电镜成像检测PMNCC在
动物体内的生物学分布情况. 

结果: 普鲁氏染色与透射电镜成像检测发现

■背景资料
随着纳米技术的
发展, 肿瘤磁热疗
成为了当前的研
究热点, 但由于磁
性纳米粒子没有
与肿瘤特异性结
合的靶向特点, 严
重阻碍了肿瘤磁
热疗的发展. 

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝胆胰内科
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PMNCC在肿瘤组织内的摄取量明显高于肝
脏、脾脏、肾脏等其他脏器组织, 原子吸收
光谱分析检测肿瘤组织中铁相对浓度为9.09 
mg/L±2.31 mg/L, 明显高于其他脏器组织(肝
脏4.43 mg/L±1.10 mg/L、脾脏5.08 mg/L±
1.35 mg/L、肾脏3.95 mg/L±1.70 mg/L、心脏
3.88 mg/L±0.93 mg/L、肺脏4.08 mg/L±1.02 
mg/L), 差异均有显著统计学意义(P <0.01). 

结论: PMNCC在兔VX2肝转移癌模型体内主
要被肿瘤组织摄取, PMNCC具有促进磁性纳
米粒子进入肿瘤细胞内的能力. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言 

肝转移癌的预后极差 ,  目前手术治疗仍是肝

转移癌患者的主要治疗手段 ,  但是大部分患

者在就诊时就已失去手术指征 ,  一般只有约

10%-15%的患者适合手术切除[1]. 经过20多年

的发展, 以肝动脉栓塞化疗为主的介入技术已

成为肝癌非手术治疗的首选方法. 然而, 介入治

疗的效果也远非理想[2,3]. 近年来, 随着纳米技术

的研究进展, 肿瘤磁热疗(magnetically mediated 
hyperthermia, MMH)成为了肿瘤治疗的研究热

点, 也为肿瘤治疗的发展带来了新契机. 磁热疗

的特点之一就是靶向性, 这也是肿瘤磁热疗的

前提, 靶向性不足将导致严重并发症. 我们的前

期研究[4]已成功将光敏剂与磁性纳米粒子螯合, 
并证实利用光敏剂的肿瘤靶向性能将磁性纳米

粒子携带入肿瘤组织中. 在此基础上, 本研究通

过观察PMNCC进入兔VX2肝移植癌模型体内的

生物学分布情况, 明确PMNCC在生物体内是否

具有良好的靶向性. 

1  材料和方法

1.1 材料 采用健康新西兰大白兔: 20只, 雌雄各

半, 体质量2.5-3.0 kg, 由同济大学附属同济医院

动物实验中心提供并饲养. 光敏剂: 主要成分为

血卟啉单甲醚(HMME)(10 mg/mL), 避光, -20 ℃
保存, 由上海市第二军医科大学红绿光研究所

提供. 磁性纳米粒子: 主要成分为葡聚糖4万色

包被的Fe3O4粒子, Fe含量为1.32 mmol/mL, 水合

粒径: 50 nm, 多分散系数PDI = 0.197, 其型号为

061010磁粒, 由上海交通大学纳米材料研究所

惠赠. LEICA DM IRB显微镜及成像系统: 徕卡

仪器有限公司产品. 透射电镜: CM120 Philips公
司产品, 电镜成像检测由复旦大学电镜室协助

完成. 3510型原子吸收光谱仪: 安捷伦科技上海

有限公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 光敏剂-纳米磁性螯合剂溶液的制备: 光敏

剂: 10 μL, 纳米磁性粒子: 150 μL, 0.9%NaCl溶
液: 10 mL. 等比值取光敏剂溶液、纳米磁性粒

子溶液、0.9%NaCl溶液, 在PH = 7.35-7.45, 避光

的条件下混匀, 37 ℃水浴30 min, 分装为10 mL. 
避光, 使用前配制, 4 ℃保存. 
1.2.2 兔VX2肝转移癌模型的建立方法及处理: 
按3%戊巴比妥钠溶液1.0 mL/kg剂量经耳缘静

脉麻醉实验兔. 取仰卧位, 以剑突为中心备皮, 
直径约10 cm, 常规消毒. 取正中纵行切口, 长约

3 cm, 暴露肝左叶, 轻提该肝叶, 用组织钳一头

经肝包膜钝性斜行戳一窦道, 长约1 cm, 将已剪

好的直径约1 mm3肿瘤组织块2-3块塞入窦道中, 
生理盐水纱布压迫窦道口数分钟后明胶海棉

止血, 以防止种植的肿瘤组织块脱出流入腹腔, 
逐层关腹. 术后肌注1 mL硫酸庆大霉素预防感

染. 在成瘤后第16、18、20天经耳缘静脉注射

PMNCC溶液(1 mL/kg), 第22天处死试验兔, 取
肿瘤及正常肝、脾、心、肺、肾组织. 
1.2.3 普鲁氏蓝染色检测: 麻醉成功后切取大小

约1 cm3的组织块, PBS刷洗, 迅速转移至4 ℃预

冷的4%多聚甲醛固定液中, 4 ℃低温保存, 固定

24 h. 制成石蜡切片, 经普鲁氏蓝染色中性红复

染, 观察各脏器组织内PMNCC聚集及分布情况. 
1.2.4 原子吸收光谱仪检测: 准确切取组织0.5 g, 
剪碎组织, 按1∶30加入0.25%胰酶, 4 ℃过夜. 
1 500 r/min离心5 min去除胰酶, 按1∶5加入红细

胞裂解液, 10 min后3 000 r/min离心10 min去除

上清液, 取细胞沉淀. 反复加入PBS液冲洗, 离心

去除上清液, 直至细胞上清液澄清. 加入浓硝酸

使细胞沉淀消化, 调控pH值1-2, 使所有铁元素氧

化成游离三价铁离子. 3 000 r/min高速离心5 min, 
取上清液. 去离子水定容至10 mL 滤纸过滤使样

品澄清. 制定标准曲线. 根据溶液吸光度(A )值计

算铁的浓度. 
1.2.5 电镜检测: 成功麻醉后活体取样. 于载玻片

■研发前沿
光敏剂与磁性纳
米粒子具有螯合
基础, 本研究检测
螯合剂在动物模
型体内的生物学
分布情况, 拟证实
螯合剂具有良好
的肿瘤靶向性.
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上滴1滴4 ℃预冷的2.5%戊二醛固定液, 快速剪

取小块组织, 在预冷的固定液内修切, 大小不超

过1 mm3, 迅速转移至预冷的4 ℃固定液内, 取材

过程在1 min左右完成. 常规制作电镜薄片, 3%
醋酸铀-枸橼酸铅双电子染色, 透射电镜观察、

拍片. 
统计学处理 采用SPSS14.0统计学软件对实

验结果进行统计学分析, 实验数据用mean±SD
表示, P >0.05被认为差异无统计学意义, P <0.05
被认为差异有统计学意义, P <0.01被认为差异有

显著统计学意义. 

2  结果 

2.1 肿瘤大体观察 VX2肝转移癌模型于种植肿

瘤组织块后左右形成, 多为肝脏突起肿块, 一个

或数个, 色白质韧, 大小1 cm×1 cm×1 cm至4 
cm×4 cm×4 cm不等, 与周围边界尚清(图1).
2.2 普鲁氏蓝染色检测 PMNCC含有游离Fe, 经
普鲁氏染色后在光镜下表现为天蓝色颗粒, 可
呈散在或聚集分布. 肿瘤组织中可见到大量天

蓝色颗粒聚集沉着, 均匀散在分布, 明显多于其

他脏器组织(图2A), 同时脾脏、肝脏中也见到少

量的天蓝色颗粒(图2B, C), 心肺组织中未见天蓝

色颗粒(图2E, F), 而在肾小球内发现少量天蓝色

颗粒, 肾间质中未见明显异常表现(图2D), 推测

PMNCC经肾脏排泄. 
2.3 原子光谱吸收仪检测 制定分析检测所需

标准曲线. 在肿瘤组织中铁相对浓度高达9.09 
mg/L±2.31 mg/L, 将近为其他脏器组织内的2
倍多, 分别与肝脏4.43 mg/L±1.10 mg/L、脾脏

5.08 mg/L±1.35 mg/L、肾脏3.95 mg/L±1.70 
mg/L、心脏3.88 mg/L±0.93 mg/L、肺脏4.08 
mg/L±1.02 mg/L中铁相对浓度比较, 差异有

显著统计学意义, 均P <0.01(t值分别为5.762、
4.744、5.668、6.625、5.682). 而肝脏、脾脏、

肾脏、心脏、肺脏中铁相对浓度之间分别比较, 
均P >0.05(图3). 
2.4 透射电镜成像检测 PMNCC在透射电镜下

表现为黑色细颗粒状, 电子密度较高, 均匀散在

分布. 肿瘤细胞核较大, 有较多伪足, 可见大量

PMNCC沉积, 均匀散在分布于细胞浆与细胞核

内, 溶酶体内亦可见到一定量的PMNCC(图4A). 
同时也有少量PMNCC在脾脏、肝脏内沉积, 主
要被脾脏中巨噬细胞与肝脏中kupffe r细胞所

摄取(图4B, C). 在肾脏肾小管管腔内我们也见

到PMNCC, 同时管腔周围也有少量PMNCC(图

4D), 由此我们推测PMNCC可能经肾脏排泄. 心
肺细胞超微结构正常, 未见异物沉积(图4E, F). 

3  讨论

磁热疗是在肿瘤病灶部位引入磁性介质, 磁性

介质在外加的交变磁场作用下温度升高到41 ℃
以上而杀死周围的肿瘤细胞[5]. 早在1957年, Gil-
christ等[6]首先将磁性纳米微粒应用于医学研究, 
将肿瘤热疗推至了磁靶向热疗的新阶段, 但由

于当时条件所限, 诸如材料、温度测定方法、

磁场等, 研究结果与临床应用相距甚远. 
磁热疗理想的状态是磁性纳米粒子只聚集

于肿瘤组织, 而不出现在其他脏器组织中, 从而

将治疗局限于病灶, 不损伤到正常组织, 具有良

好的靶向性是其推广至临床的前提. 为此, 国内

外学者对此做了大量的研究, 希望能找到合适

的方法携带更多磁性纳米粒子选择性进入肿瘤

细胞内. 文献报导较多的应用于生物医学领域

的磁性粒子的表面修饰分子是葡聚糖分子[7,8]. 
国内学者Ma等[9]通过在Fe3O4纳米颗粒表面修饰

聚乙二醇, 也在一定程度上提高了肿瘤细胞对

Fe3O4纳米颗粒的摄取能力. 同样, Sonvico等[10]

及郑元青等[11]采用叶酸对γ-Fe2O3纳米粒子进行

表面修饰, Kohler等[12]使用甲氨喋呤与磁性纳米

粒子结合, 赵印敏等[13]利用血管新生肽修饰的

氧化铁纳米粒, 均被证实具有一定靶向作用, 但
其在体内的摄入量及实际转运效果均尚不理想. 
近期, 张建超等[14]利用负载γ-Fe2O3磁性纳米颗

粒及阿霉素的海藻酸钠磁性载药微囊对脑胶质

瘤C6细胞热化联合治疗. Basel等[15]利用肿瘤归

巢细胞携带磁性纳米粒子治疗胰腺癌小鼠模型, 
亦被证实了潜在的应用价值. 

光敏剂可选择性积聚于肿瘤组织内, 在以

特定波长的激光激活肿瘤组织内浓度相对较高

■相关报道
Basel等利用肿瘤
归巢细胞携带磁
性纳米粒子治疗
胰腺癌小鼠模型, 
结果显示具有提
高肿瘤磁热疗的
作用.

图  1  VX2肿瘤兔肝脏模型. 肝脏左叶一突起包块, 白色质

韧, 约3 cm×3 cm×4 cm大小.
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■创新盘点
本研究独创性的
运用光敏剂的亲
肿瘤性携带磁性
纳米粒子进入肿
瘤组织中, 为肿瘤
磁热疗靶向性研
究方面提供了新
的思路.

的光敏剂, 通过光化学反应产生自由基、单态

氧和血栓素A2, 杀伤肿瘤细胞, 即光动力疗法

(photodynamic therapy, PDT). 与其他药物相比, 
光敏剂自身具有一定的选择性, 能够相对高浓

度的聚集在病变组织, 同时治疗时可以将辐射

光源局限于病变组织, 因此PDT具有“二次选择

性”, 可相对特异性的杀伤病变细胞而不损伤

正常组织[16]. 目前, PDT已广泛运用于临床诊治中, 
包括皮肤肿瘤[17]、结肠癌[18]、视网膜血管瘤[19]、

支气管肿瘤[20]、胆道肿瘤[21]、食道癌[22]等多种

疾病. 
相对于PDT, MTH目前主要还处于实验室

与动物实验研究阶段, 临床上主要尝试应用于

前列腺癌、脑胶质细胞瘤等治疗. 2005年, 德国

学者Johannsen等[23]首次将磁性纳米粒子用于人

类前列腺癌热疗的临床实验, 结果证实了磁热

疗可以作为复发前列腺癌的微创性治疗方法. 
同样, Maier-Hauff等[24]对治愈后再发前列腺癌的

10名患者注入生物相容性的超顺磁性纳米粒子, 
同样取得了确定疗效. 而在早期, 也有将右旋糖

A B

C D

E F

图  2  普鲁氏蓝染
色染色检测PMNCC
生物学分布情况(普
鲁氏蓝染色中性红
复染). A: 肿瘤组织

中可见散在分布天

蓝色颗粒或小片状

沉着, 量较多, 均匀

散在分布(×200); B: 

脾脏可见天蓝色小

颗粒, 散在分布, 量

偏少, 大部分组织

结构内未见蓝色颗

粒(×200); C: 肝脏

可见少量散在天蓝

色颗粒沉着(×200); 

D: 肾小球内可见天

蓝色颗粒沉着, 周

围组织未见明显异

常(×400); E: 心脏

组织内未见蓝色颗

粒沉着(×200); F: 

肺脏组织内未见蓝

色颗粒沉着(×200). 

箭头所指蓝色颗粒

为PMNCC.
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图  3  实验动物体内各个脏器内铁含
量分布情况. bP<0.01,dP<0.01, fP<0.01, 
hP<0.01, gP<0.01 vs  肝、脾、肾、心、

肺内铁相对浓度比较.
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酐纳米磁性微粒经静脉注入患者血循环中, 而后

在外加高频交变磁场中进行全身热疗的报道[25]. 
同样, 利用磁性纳米粒子治疗脑胶质细胞瘤也

被证实了其可行性及有效性[26,27]. 
我们独创性地利用光敏剂的亲肿瘤性将磁

性纳米粒子携带入肿瘤细胞内, 为磁热疗的靶

向性研究开拓了新的思路, 本实验通过普鲁氏

蓝染色及透射电镜成像检测, 证实肝脏肿瘤组

织中PMNCC的摄入量明显高于其他脏器组织. 
原子吸收光谱检测也提示肿瘤组织中铁含量明

显升高, 证实了PMNCC在体内具有良好的肿瘤

靶向性. 
同时我们发现在脾脏、肝脏等网状内皮系

统中, 虽然PMNCC的摄取量较肿瘤组织明显少, 
但也有一定量的摄取. 分析原子吸收光谱检测

结果也提示脾脏中相对含铁量在各个脏器中最

高, 此结果与许多国内文献报道相符[28-30]. 内皮

网状系统对PMNCC的摄取可能会对今后推广

至临床实际运用中带来一定的不良反应, 这就

需要我们进一步检测PMNCC在各个脏器内的

代谢动力学情况以及寻求最佳注射剂量, 以在

达到治疗效果的同时把对网状内皮系统脏器的

损伤减到最小. 在普鲁氏染色与透射电镜成像

检测中, 我们还意外发现在肾小球以及肾小管

内有少量PMNCC沉着, 因此我们有理由推测可

能主要通过肾脏排泄PMNCC. 
本研究运用3种检测方法检测 ,  所得实验

结果相一致, 从不同角度证实了PMNCC在兔

VX2肝转移癌模型体内主要被肿瘤组织摄取, 
PMNCC具有强大的携带磁性纳米粒子进入肿

瘤细胞内的功能. 这一研究成果将为PMNCC在
肿瘤磁热疗中的运用及推广提供理论基础. 

■应用要点
磁靶向热疗是一
种新型的实体肿
瘤治疗方法, 利用
光敏剂的亲肿瘤
性携带磁性纳米
粒子进入肿瘤细
胞内具有创新性. 
探索光敏剂磁性
纳米粒子螯合剂
的生物学分布情
况为开展肿瘤磁
靶向热疗奠定了
理论基础.

A B

C D

E F

图  4  电镜成像检测PMNCC生物学分布情况. A: 肿瘤(11.0K倍), 见细胞核较大, 有较多伪足, 胞浆内、细胞核内有大量螯合

剂沉积; B: 脾脏(2.85K倍), 见巨噬细胞内溶酶体里面可见少量异物沉积; C: 肝脏(8.4K倍), 见Kupffer细胞内溶酶体里面可见

少量异物沉积; D: 肾脏(3.81K倍), 见肾小管管腔内可见螯合剂沉着, 管腔周围亦可见少量螯合剂沉着; E: 心脏(6.5K倍), 见细

胞结构正常, 胞内未见异物沉着; F: 肺脏(8.4K倍), 见细胞结构正常, 胞内未见异物沉着.

大量熬合剂

胞内熬合剂
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溶酶体
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体见少量螯合剂
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螯合剂

肺泡上皮细胞
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提供了实验基础.
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