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糖原负载光敏剂用于肿瘤光动力治疗的研究

马可可 1,2 方久锐 1 张慧杰 1 陈敬华 1*

（1. 江南大学生命科学与健康工程学院，江苏  无锡  214122； 2. 江南大学生物工程学院，江苏  无锡  214122）

摘要：【目的】合成用于负载光敏剂 TTVBA的氨基化糖原（NG）载体，构建肿瘤光动力治疗（PDT）纳米药物递送

系统（NGT NPs）。【方法】通过二乙烯三胺（DETA）修饰糖原，合成带正电荷的 NG，并基于静电作用负载光敏剂

TTVBA制备 NGT NPs。运用红外光谱、动态光散射（DLS）、透射电镜（TEM）等对纳米粒子进行结构表征，通过

溶血试验评估生物相容性，利用 DCFH-DA探针检测活性氧（ROS）生成能力，并采用 CCK-8法和 AM/PI染色评

价其体外抗肿瘤活性。【结果】NGT NPs呈规则球形，粒径为 104.8 nm，表面电位为 23.83 mV。光照条件下，20 

μg/mL NGT NPs产生的 ROS水平是黑暗条件下的 12倍，且溶血率低于 0.41%，表明其具有良好的生物相容性。

在 B16细胞试验中，光照处理的 NGT NPs组 ROS水平极其显著升高（P<0.001）；随着 NGT NPs质量浓度的升

高，细胞存活率逐渐下降；AM/PI染色结果显示，光照组细胞死亡数量明显多于对照组。【结论】NGT NPs具有良

好的生物相容性、光响应ROS生成能力及抗肿瘤活性，为肿瘤 PDT提供了一种新型高效的纳米载体策略。
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Abstract: [Objective] The aim of this study is to synthesize aminated glycogen (NG) for loading of the 

photosensitizer TTVBA and construct a nano drug delivery system (NGT NPs) for photodynamic therapy (PDT) of 

tumors. [Method] Positively charged NG was synthesized through modification of glycogen with 

diethylenetriamine (DETA). Then, TTVBA was encapsulated by NG via electrostatic interaction to prepare 

NGT NPs. The prepared NGT NPs were characterized by infrared spectroscopy, dynamic light scattering (DLS), 

and transmission electron microscopy (TEM). The hemolysis assay was performed to evaluate the biocompatibility 

of NGT NPs. The reactive oxygen species (ROS) generation capability of cells treated with NGT NPs was detected 

with the DCFH-DA probe. The in vitro antitumor activity of NGT NPs was assessed by the CCK-8 assay and 

AM/PI staining. [Result] NGT NPs were spherical, with the diameter of 104.8 nm and the surface potential of 

23.83 mV. The ROS generated by the cells treated with NGT NPs (20 μg/mL) under light was 12 folds of that in the 

dark. The NGT NPs group possessed a hemolysis rate below 0.41%, which indicated excellent biocompatibility. In 

B16 cells under light, NGT NPs raised the ROS level (P<0.001) while reducing the cell survival rate in a mass 

concentration-dependent manner. AM/PI staining showed more cell death in the light group than in the control 

group. [Conclusion] NGT NPs possessed good biocompatibility, light-responsive induction of ROS generation, 

and antitumor activity. This work provides a novel and efficient nanocarrier for the PDT of tumors.
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癌症作为威胁人类生命健康最严重的疾病，

至今多数类型尚无有效的治疗方法［1］。传统的癌

症治疗方法，如放疗和化疗，虽然能杀死大部分肿

瘤细胞，但无法有效区分肿瘤细胞与正常细胞，因

此会产生严重的毒副作用。为减轻这些毒副作用，

越来越多的新型治疗方法逐渐涌现［2］。PDT 是其

中极具潜力的新型治疗手段，与传统治疗方法不

同，PDT是在肿瘤部位注射光敏剂。光敏剂本身在

体内较为稳定，不会与其他生物分子发生反应，但

在局部光照下，光敏剂能够通过电子转移能量，在

肿瘤细胞中产生足量的 ROS，具有细胞毒性的

ROS会引发一系列生化反应，促使肿瘤细胞裂解死

亡［3-6］。由于 PDT具有高选择性、微创性等优点，受

到了广泛关注。然而，大多数光敏剂存在肿瘤特异

性差、水溶性差且容易聚集等缺点，导致其疗效降

低，严重制约了 PDT 的临床应用。因此，研发安全

高效的光敏剂载体是 PDT发挥疗效的关键［7-9］。

糖原是由葡萄糖聚合而成的大分子聚合物，

具备良好的生物相容性和降解性，其天然的球形

树枝状纳米结构使其成为一种理想的药物递送载

体［10-13］。此外，糖原易通过化学修饰引入其他官

能团［10-17］。通过对糖原进行表面修饰和结构改

造，可赋予其特定的靶向性和环境响应性。近年

来，基于糖原的药物递送研究备受关注［18］。研究

表明，糖原纳米粒子能够有效装载和递送抗癌药

物，提高药物在肿瘤部位的富集与释放效率，既能

增强抗肿瘤治疗效果，又能减轻药物对正常组织

的损伤和毒副作用。然而，利用糖原载体递送光

敏剂用于 PDT的研究鲜有报道。

作者利用二乙烯三胺对天然糖原进行修饰，

成功合成了 NG。TTVBA 是由硝基苯甲酸与芳香

胺缩合得到的含有三苯环和苯并噻唑环的 Ⅰ型光

敏剂，在光照条件下可产生 ROS。此外，TTVBA

作为 AIE 型光敏剂可用于细胞成像。作者通过静

电作用将 NG 和 TTVBA 组装成 NGT NPs，利用红

外光谱、DLS 和 TEM 等对 NGT NPs 进行结构表

征，并分析了 NGT NPs的生物相容性、在 B16细胞

内产生 ROS 的能力及体外抗肿瘤活性，以期为肿

瘤 PDT提供一种新型高效的纳米载体策略。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

糖原：上海源叶生物科技有限公司；羰基二

咪唑（CDI）、DETA：安耐吉化学技术有限公司；

5-醛基 -2-噻吩硼酸、2-甲基 -5-硝基苯甲酸甲酯：

上海毕得医药科技有限公司；RPMI 1640 培养基：

美国 Gibco 公司；新生牛血清：杭州四季青生物工

程有限公司；CCK-8 试剂盒、胰蛋白酶：上海碧云

天生物技术有限公司；小鼠 B16 细胞：中国科学

院细胞库；其他化学试剂：国药集团化学试剂有

限公司。

1.2　仪器与设备

低温高速离心机：5430R 型，德国 Eppendorf

公司 ；氙灯 ：北京泊菲莱科技有限公司 ；DLS：

Zetasizer Nano ZS型，英国 Malvern公司产品；全数

字化核磁共振波谱仪：Aduance Ⅲ型，德国 Bruker

公司；红外光谱仪：TENSOR Ⅱ型，德国 Bruker 公

司；光学显微镜：E200 型，日本尼康公司；TEM：

JEM-2100HR 型，日本 JEOL 公司；荧光分光光度

计：Eclipse 960 型，日本 Shimadzu 公司；CO2 恒温

培养箱：3111 型，美国 Thermo Fisher Scientific 公

司；流式细胞分析仪：CytoFLEX 型，美国 Beckman 

Coulter 公 司 ；酶 标 仪 ：iMark 型 ，美 国 Bio-Rad

公司。

1.3　方法

1.3.1　载体 NG 的制备　

NG 合成示意图见图 1。取 400 mg 糖原和

600 mg CDI 溶解在无水 DMSO 中，糖原的羟基在

氮气保护下被 CDI活化 3 h，然后使用 1 mL注射器

缓慢滴加 1 mL 二乙烯三胺，连续反应 24 h。反应

液用透析袋（截留相对分子质量 14 000）在超纯水

中透析 3 d，然后放入真空冷冻干燥机中冷冻干

燥。冻干后得到白色固体产物 NG。

1.3.2　光敏剂 TTVBA 合成方法　

光敏剂 TTVBA合成示意图见图 2，将 5-（4-（二

苯基氨基）苯基）-噻吩 -2-甲醛（0.3 mmol/L）、2-甲

基 -5-硝基苯甲酸甲酯（0.3 mmol/L）和 K2CO3（0.9 

mmol/L）加入 80 ℃的 DMSO 溶液中搅拌 24 h。次
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日，将反应液冷却至室温，向其中加入 100 mL 饱

和氯化钠溶液，过滤得到红色沉淀 TTVBA。滤液

用乙酸乙酯萃取，收集合并萃取物，依次用去离子

水和氯化钠溶液洗涤以除去杂质 ，加入适量

Na2SO4 干燥后过滤，除去乙酸乙酯得到另一部

分 TTVBA。

1.3.3　NGT NPs的制备　

取 10 mg NG 溶于 1 mL 超纯水中 ，制备成

10 mg/mL 的母液 A。取 10 mg 光敏剂 TTVBA 溶

于 100 μL 无水 DMSO 中，制备成 100 mg/mL 的母

液 B。在振荡条件下将母液 B 缓慢滴加到母液 A

中（母液 A 与母液 B 体积比 1 000∶1），滴加结束后

继续振荡 2 h制得 NGT NPs。

1.3.4　载体 NG 的红外表征　

取适量的糖原和 NG，分别与溴化钾混合研磨

压片后，放入红外光谱仪中。设置扫描波数为

4 000~500 cm-1，记录透光率随波数变化的曲线，

得到样品的红外光谱图。

1.3.5　光敏剂 TTVBA 的结构表征　

称取 10 mg 的 TTVBA 溶解于氘代 DMSO 中，

利 用 核 磁 共 振 波 谱 仪 获 取 光 敏 剂 TTVBA

的 1H-NMR，以确定目标产物。

1.3.6　NGT NPs的结构表征　

取相同质量的光敏剂 TTVBA 和 NGT NPs 分

别溶于 4 mL DMSO 中，制成均匀、透明、无杂质的

样品溶液。将样品放入荧光分光光度计的样品池

中，检测其在激发波长 400 nm 时的相对荧光发射

强度。分别制备 1 mg/mL 的 NG 和 NGT NPs 水溶

液，超声 5 min至样品完全溶解，然后过 0.22 μm 的

水系滤膜除去气泡和其他杂质。利用 DLS 测定

NG 和 NGT NPs 的平均粒径、粒径分布和表面电

位。分别配制 0.5 mg/mL 的 NG 和 NGT NPs 水溶

液，取 10 μL 水溶液缓慢滴加在铜网上，形成半球

形水滴状，自然干燥后，利用 TEM 观察拍照。

1.3.7　NGT NPs在光照下产生 ROS的能力　

称取适量的 NG 制备成 1 mg/mL 的母液，然后

用超纯水将 NG 和 NGT NPs 分别稀释至 0、2.5、

5.0、10.0、20.0 μg/mL 备用。ROS 可以氧化无荧光

的探针 DCFH 生成 DCF，DCF 在 522 nm 处可发射

出绿色荧光。将不同质量浓度的 NG 和 NGT NPs

分别加入 DCFH-DA 孵育 20 min。黑暗组中，NG

和 NGT NPs 2 组样品全程避光；光照组中，试验前

30 min 打开氙灯光源预热，使光能量密度稳定在

100 mW/cm2，将孵育完成的 NG 和 NGT NPs 2 组

样品放入氙灯光源下照射 5 min，随后检测 2 组样

品在 522 nm 处的相对荧光强度，样品的相对荧光

强度代表了其产生 ROS的能力。

1.3.8　NGT NPs的生物相容性　

配制 10 mg/mL 的 NGT NPs 母液，将母液用

PBS （pH 7.4）稀释为 12.5、25.0、50.0、100.0、200.0 

μg/mL 的溶液待用。将小鼠血液置于抗凝管中，

于 3 000 r/min 离心 10 min，分离出血液中的红细

胞。用 PBS 吹吸洗涤红细胞至上清液澄清。取

1.5 mL 离心管，每管加 200 μL 红细胞，再分别加入

800 μL 不同质量浓度的 NGT NPs溶液。另取 2 管

分别加入 PBS 和超纯水，分别作为阴性对照（0%

溶血）和阳性对照（100% 溶血）。将所有样品组及

图 1　NG 合成示意图

Fig. 1　Synthetic diagram of NG

图 2　光敏剂 TTVBA 合成示意图

Fig. 2　Synthetic diagram of photosensitizer TTVBA
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对照组置于 37 ℃水浴锅中孵育 4 h，离心取上清

液，检测各组在 540 nm 处的吸光度。溶血率根据

式（1）计算。

R h =
A - A 0

A 100 - A 0

× 100% （1）

式中：

Rh——溶血率，%；

A——样品组上清液的吸光度；

A0——阴性对照组上清液的吸光度；

A100——阳性对照组上清液的吸光度。

1.3.9　NGT NPs刺激 B16细胞产生 ROS的能力　

收集对数生长期的 B16细胞，用培养基将细胞

悬液稀释至 1×105个/mL，每个共聚焦皿或六孔板中

加入 1 mL 细胞悬液。次日，弃去旧培养基，加入

1 mL含 NGT NPs（50 μg/mL）的培养基培养 8 h，弃去

旧 培 养 基 ，用 PBS 清 洗 2~3 次 ，加 入 1 mL 的

DCFH-DA探针孵育 20 min，然后用 PBS清洗除去未

装载的荧光探针。光照组置于氙灯光源下进行全波

长光照处理（5 min，100 mW/cm2）。光照结束后，利用

流式细胞仪定量检测 B16细胞中的绿色荧光，并利

用激光共聚焦显微镜定性检测 B16 细胞中的绿色

荧光［19］。

1.3.10　NGT NPs光动力抗肿瘤活性测定　

将 B16 细胞悬液稀释至 5×104 个/mL，接种于

96 孔板中，每孔加 100 μL 细胞悬液，在 37 ℃恒温

培养箱中培养过夜。配制 10 mg/mL 的 NGT NPs

母液备用，用新鲜培养基分别稀释至 200.0、100.0、

50.0、25.0、12.5 μg/mL。取出贴壁的 B16 细胞，弃

去旧培养基，依次加入 100 μL 含不同质量浓度药

物的培养基培养 4 h。置于氙灯光源下进行全波

长照射（5 min，100 mW/cm2）。照射后继续在培养

箱中培养 20 h，随后每孔加入 10 μL CCK-8溶液孵

育 30 min，于 450 nm 波长下检测样品的吸光度。

细胞存活率根据式（2）计算。

VC =
A 1 - A 2

A 3 - A 4

× 100% （2）

式中：

VC——细胞存活率，%；

A1——含细胞、药物和 CCK-8溶液的吸光度；

A2——含药物和 CCK-8溶液的吸光度；

A3——含细胞、纯培养基和 CCK-8 溶液的吸

光度；

A4——含纯培养基和 CCK-8溶液的吸光度。

1.3.11　AM/PI染色　

用 1 mL胰酶消化 B16细胞，加血清终止消化，

离心后加 1 mL培养基重悬并进行细胞计数。每个

共聚焦皿铺 3×105个细胞，贴壁培养过夜，用 PBS洗

涤 2~3 次。加 1 mL 含药培养基培养 4 h 后放入氙

灯光源下进行全波长照射（5 min，100 mW/cm2），继

续培养 4 h。收集含有死细胞的旧培养基，用 PBS

洗涤共聚焦皿中下层贴壁的 B16 活细胞，然后加

入 AM/PI 染色液 ，孵育 20 min，用 PBS 洗涤 2~3

次。在收集到的死细胞中加入 AM/PI 染色液，孵

育 20 min，重新加到共聚焦培养皿中。使用共聚

焦激光扫描显微镜（CLSM）随机选取视野进行

拍照。

1.3.12　统计分析　

数据以平均值±标准差表示，运用 SPSS 23.0 

软件进行 t检验或方差分析。

2　结果与讨论

2.1　NG 的合成及红外光谱图

在 CDI的活化下，糖原上的羟基与 DETA 反应

形成氨酯结构，同时在糖原表面暴露 DETA 的另一

个伯氨基，实现糖原的氨基官能团修饰。糖原和NG

的红外光谱图见图 3。与糖原相比，NG在 1 693 cm-1

处有酰胺键的特征吸收峰，这是由—C==    O伸缩振动

产生的。此外，NG与糖原在 1 531 cm-1和 1 253 cm-1

处的吸收峰也存在差异 ，这 2 个吸收峰分别对

应—NH—弯曲振动和C—N伸缩振动。这些特征峰

的出现表明已成功制备了NG，且DETA与糖原通过
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图 3　糖原和 NG 的红外光谱图

Fig. 3　Infrared spectra of glycogen and NG
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酰胺键连接。

2.2　光敏剂 TTVBA 的 1H-NMR 图

根据光敏剂与氧气作用机理的不同将产生的

ROS 分为 2 种类型：I型 ROS 是光敏剂通过电子转

移形成的，主要包括超氧阴离子自由基、过氧化氢

和羟基自由基；Ⅱ型 ROS 是氧气通过能量转移产

生的单线态氧。 I 型 ROS 产生过程主要通过电子

转移而非能量转移，耗氧较低，因此不依赖氧气浓

度，可以在低氧环境下有效杀伤肿瘤细胞，在治疗

实体瘤中具有显著优势。此外，I型光敏剂还可以

通过结合载体来实现多模式协同治疗。通过

NMR 测定 TTVBA 的核磁结果为：1H NMR （400 

MHz，DMSO-d6），δ 8.42 （d，J=2.6 Hz，1H）、δ 8.10 

（dd，J=8.7、2.6 Hz，1H）、δ 7.98 （d，J=3.9 Hz， 1H）、

δ 7.68~7.64 （m，1H）、δ 7.57（d，J=8.8 Hz，2H）、δ 7.37 

（d，J=3.8 Hz，1H）、δ 7.35~7.28 （d，J=7.8 Hz，6H）、

δ 7.23 （d，J=3.8 Hz，1H）、δ 7.11 （d，J=7.3 Hz，1H）、

δ 7.04~7.01 （d，J=7.6 Hz，4H）、δ 6.94 （d，J=8.7 Hz，

2H），见图 4。核磁结果与 Wang等［20］的结果一致，表

明所合成的化合物为光敏剂TTVBA。

2.3　NGT NPs的制备及结构表征

当光敏剂受到特定波长的光激发后，会发射

出具有特定波长的荧光。为验证 NGT NPs是否像

TTVBA 一样具有特定的荧光发射波长，利用荧光

分光光度计检测 TTVBA 和 NGT NPs 的荧光发射

光谱，见图 5。NGT NPs 和 TTVBA 的特征峰位、

强度及形状均相似，表明两者具有相同的荧光发

射特性。同时，这也证明了 TTVBA 已被成功装载

至 NG 中，能够发挥光敏剂的作用。

利用马尔文 Zeta 电位仪测定 TTVBA、NG 和

NGT NPs的电位，见图 6。结果表明，TTVBA、NG

和 NGT NPs 的 电 位 分 别 为（ -27.6±0.57）、

（36.73±0.71）、（23.83±0.98） mV。NG 在装载光敏

剂后，其电位由（36.73±0.71） mV 降至（23.83±0.98） 

mV，这是由于 TTVBA 带负电荷，中和了 NG 表面

的部分正电荷。肿瘤细胞膜表面带有负电荷，具

有较强正电荷的 NGT NPs可提高肿瘤细胞对纳米

粒子的摄取效率。

粒径是影响纳米粒子药物递送的关键因素

之一。在肿瘤治疗中，利用增强渗透和保留效应

（EPR）实现靶向递送的理想粒径为 30~200 nm。

当粒径低于 30 nm 时，药物半衰期短，易被肾脏

过滤清除；当粒径大于 200 nm 时，容易聚集在脾

脏和肝脏中。利用 DLS 测定了 NG 装载 TTVBA

前后的平均粒径及分布，见图 7。NG 的平均粒

径为 65.8 nm，NGT NPs 的平均粒径为 104.8 nm，

且 80% 的 NGT NPs 粒径分布在 30~200 nm。因

此，NGT NPs 有望延长其在血液中的循环时间，

并通过 EPR 富集到肿瘤部位，从而更好地发挥抗

肿瘤作用。
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图 6　TTVBA、NG 和 NGT NPs的 Zeta电位

Fig. 6　Zeta potential of TTVBA， NG， and NGT NPs

图 4　光敏剂 TTVBA 的 1H-NMR 图

Fig. 4　1H-NMR spectrum of TTVBA
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图 5　TTVBA 和 NGT NPs的荧光发射光谱图

Fig. 5　Photoluminescence spectra of TTVBA and NGT NPs
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纳 米 粒 子 的 微 观 结 构 见 图 8。 NG 和

NGT NPs均呈规则球形，分散性较好，粒子大小与

DLS测得结果一致。

2.4　NG 和 NGT NPs产生 ROS的能力

使用荧光分光光度计检测不同样品在 522 nm

处的相对荧光强度，通过相对荧光强度来评价样

品产生 ROS 的能力。不同质量浓度的 NG 和

NGT NPs 产生 ROS 的相对荧光强度见图 9。不同

质量浓度的 NG 在黑暗和光照条件下产生 ROS 的

水平无明显差异；相同质量浓度的 NGT NPs 在光

照条件下产生 ROS 的水平明显高于黑暗条件，且

随着 NGT NPs 质量浓度的升高，产生 ROS 的水平

呈逐渐升高的趋势。 20 μg/mL 的 NGT NPs 在光

照条件下产生 ROS 的水平是黑暗条件下的 12 倍，

是 0 μg/mL 组的 33 倍。结果表明，NGT NPs 不仅

具有光响应选择性（仅在光照条件下发挥作用），

还具备高效的光吸收能力，可在较低质量浓度下

产生足量的 ROS。

2.5　NGT NPs的生物相容性结果

通过溶血试验评价 NGT NPs的血液生物相容

性。将不同质量浓度的 NGT NPs 与红细胞在

37 ℃下共同孵育 4 h，通过观察红细胞的裂解情况

评估 NGT NPs 的生物相容性。不同质量浓度

NGT NPs 的溶血率见图 10。NGT NPs 质量浓度

为 200.0 μg/mL 时 ，溶血率仅为阳性对照组的

0.41%，显著低于阳性对照组。从图 11 可以看出，

即使 NGT NPs的质量浓度为 200.0 μg/mL，离心管

中的红细胞仍未出现溶血现象，表明 NGT NPs 具

有良好的生物相容性。

2.6　NGT NPs在 B16细胞内产生 ROS的能力

ROS 可激活肿瘤抑制基因，诱导肿瘤细胞凋

亡，因此 NGT NPs 在细胞中产生 ROS 的水平是评

价其光动力效应强弱的重要指标之一。作者选用

DCFH-DA 荧光探针作为 ROS 的指示剂，利用流
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图 7　NG 和 NGT NPs的粒径分布

Fig. 7　Particle diameter distribution of NG and NGT NPs

图 8　NG 和 NGT NPs的微观结构

Fig. 8　Microstructure of NG and NGT NPs
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图 9　NG 和 NGT NPs处理的细胞产生 ROS的相对荧光强度

Fig. 9　Relative fluorescence intensity of ROS generated by 

cells treated with NG and NGT NPs
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式细胞分析仪和 CLSM 对细胞中的 ROS进行定量

与定性分析。DCFH-DA 自身在细胞中无荧光，但

其可被细胞内的酯酶水解，进而与 ROS 反应生成

DCF 并发射绿色荧光，因此可通过分析相对荧光

强度及亮度判断细胞中的 ROS水平。流式细胞仪

检测结果见图 12（a），与空白组相比，经过光照处

理的 NGT NPs产生的 ROS 升高水平极其显著（P<

0.001），明 显 高 于 未 经 光 照 处 理 的 NGT NPs。

CLSM 结果见图 12（b），经光照处理的 NGT NPs在

B16 细胞中发出蓝色荧光，可用于细胞成像及载

体的示踪。空白组及未经光照处理的 NGT NPs组

仅 产 生 微 弱 的 绿 色 荧 光 ；而 经 光 照 处 理 的

NGT NPs 发射出明显的绿色荧光。结果表明，

NGT NPs经光照处理后可在 B16 细胞中产生大量

ROS，有望实现良好的 PDT效果。

2.7　NGT NPs体外光动力抗肿瘤活性评估

将 B16 细 胞与 NGT NPs 共培养 24 h，检测

NGT NPs在光照及黑暗条件下对肿瘤细胞的毒性，

见图 13。黑暗处理的细胞存活率均在 90%以上，即

使经 200 μg/mL 的 NGT NPs处理后，B16细胞存活

率也未出现显著降低，表明 NGT NPs在黑暗条件下

对细胞无明显毒性。然而，在光照组中，随着 NGT 

NPs 质量浓度升高，细胞存活率逐渐下降，最低至

36%，说明 NGT NPs仅在光照条件下对细胞产生毒

性，具有光响应选择性，展现出良好的 PDT效果。

2.8　AM/PI染色结果

AM /PI 双荧光染色常用于检测细胞活力和
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图 10　不同质量浓度 NGT NPs处理的细胞的溶血率

Fig. 10　Hemolysis rates of cells treated with NGT NPs at 

different mass concentrations

图 11　不同质量浓度 NGT NPs的溶血图

Fig. 11　Hemolysis of NGT NPs at different mass concentrations

图 12　不同样品在 B16细胞内产生 ROS的水平

Fig. 12　ROS produced by B16 cells stimulated by different samples
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凋亡状态，其中 AM 可将活细胞染成绿色，PI 可

将坏死及凋亡后期的细胞染成红色。为进一步

验 证 NGT NPs 的 光 动 力 抗 肿 瘤 效 果 ，采 用

AM /PI 双染色对不同组别的 B16 细胞进行染色，

通过 CLSM 观察染色情况，并结合红绿荧光的强

度及细胞数量评估细胞存活的状况 ，见图 14。

空白组绿色荧光饱满、红色荧光较弱，表明细胞

状态良好；经药物处理后，红色荧光逐渐增强，表

明 B16 细 胞 活 力 逐 渐 降 低 ；光 照 处 理 后 的

NGT NPs 组细胞死亡数量最多，表明 NGT NPs

具有良好的光动力抗肿瘤效果，该结果与 CCK-8

试验结果一致。

3　结论

作者通过静电作用合成了由 NG 和光敏剂

TTVBA 形成的纳米粒子 NGT NPs。 NGT NPs

与 TTVBA 具有相同的光敏剂特性，在光照条件

下不仅可在细胞中产生大量的 ROS，还能实现细

胞 成 像 功 能 。 NGT NPs 的 平 均 粒 径 为 104.8 

nm，表面电位为 23.83 mV。CCK-8 结果表明，光

照条件下 NGT NPs 可显著抑制 B16 细胞增殖，

且抑制效果呈剂量依赖性。AM/PI 染色试验结

果表明，光照条件下 NGT NPs 可有效杀死 B16

细胞。
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