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缩略语表 
 

 

缩略词 英文全称 中文全称 

%ID/g Percentage of injected dose per gram of tissue 
每克组织注射剂量百

分比 

18F-FDG 2-deoxy-2-(18F)fluoro-D-glucose 氟-18 去氧葡萄糖 

AuNCs Gold nanocluster 金纳米簇 

BLI Bioluminescence imaging 生物发光成像 

BRET Bioluminescence resonance energy transfer 
生物发光能量共振转

移 

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

CCD Charge coupled device 电荷耦合器件 

CCK8 Cell Counting kit-8 细胞计数试剂盒-8 

CLRET Chemiluminescence resonance energy transfer 
化学发光能量共振转

移 

CPM Counts per minutes 每分钟放射计数 

CRET Cerenkov energy transfer imaging 
契伦科夫能量共振转

移 

CT Computed tomography 计算机断层扫描 

CTAB Hexadecyl trimethyl ammonium Bromide 
十六烷基三甲基溴化

铵 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole) 
4',6-二脒基-2-苯基吲

哚 
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DPA D-penicillamin D-青霉素胺 

EPR Enhanced permeability and retention effect 高通透性和滞留效应 

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

FMI Fluorescence molecular imaging 荧光分子成像 

FR Folate receptor 叶酸受体 

FRET Fluorescence resonance energy transfer 
荧光共振能量转移成

像 

GFP Green fluorescent protein 绿色荧光蛋白 

GSH Glutathione 谷胱甘肽 

HAuCl4 Chloroauric acid 氯金酸 

HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

HSA Human serum albumin 人血清白蛋白 

ICG Indocyanine green 吲哚菁绿 

IGS Image-guided surgery 手术导航 

ITLC Instant Thin-Layer Chromatography 快速薄层层析 

kDa Kilodalton 千道尔顿 

MPO Myeloperoxidase 过氧化物酶 

MRI Magnetic resonance imaging 核磁共振成像 

N2H4 Hydrazine hydrate 水合肼 

NaOH Sodium hydroxide 氢氧化钠 

NIR Near-infrared Imaging 近红外成像 

NPs Nanoparticles 纳米颗粒 

OI Optical imaging 光学成像 
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PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 

PET Positron emission tomography 正电子发射断层扫描 

PM Precision medicine 精准医学 

QDs Quantum dots 量子点 

RGD Arg-Gly-Asp 
精氨酸-甘氨酸-天冬

氨酸 

ROI Regions of interest 感兴趣区 

SD Standard deviation 标准差 

SPECT Single-photon emission computed tomography 
单光子发射计算机断

层扫描 

SR Somatostatin receptors 生长抑素受体 

T/NT Tumor to non-tumor ratio 肿瘤/非肿瘤比例 

US Ultrasound imaging 超声成像 

UV Ultraviolet 紫外光 

WL White light 白光 

Z-Fix buffered zinc formalin fixatives 锌福尔马林固定液 
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中文摘要 
 

【研究背景和目的】 

自发荧光成像是近些年分子成像研究的新热点。自发荧光成像最重要的特点就

是不需要额外的激发光，因而与传统荧光成像相比，具有明显的成像优势。首先，自

发荧光成像由于无激发光，因此避免了背景荧光、非特异荧光对成像造成的背景干

扰。其次，由于生物组织对光的吸收和散射，荧光成像的入射激发光在经过人体时不

可避免的会发生强度的减弱。而自发荧光成像由于不需要激发光，因而避免了激发光

减弱对成像效果造成的影响。目前，自发荧光成像的研究相对较少，成像原理多是基

于能量共振转移原理。量子点则是目前唯一报道的自发荧光能量受体。然而，量子点

一般是由 Cd2+、Pb2+等重金属组成，而且很容易发生细胞内的聚集。特别是其内部的

重金属粒子的不断自发释出，会对生物体及环境带来的潜在损害。由于毒性的限制，

量子点很难进一步在生物医学领域发挥更大作用。因此人们急切需要研发一种全新、
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无毒、高生物相容性的自发荧光系统，进一步推动自发荧光成像及其在分子成像和治

疗中的应用。 

金纳米簇是一种新型的荧光纳米材料。由于荧光稳定，安全性高，生物相容性好，

水溶性佳等特点，日渐成为在体成像和探针研发中的新热点。然而目前尚无有关金纳

米簇作为自发荧光成像能量供体的相关研究。本课题将首次利用人血清白蛋白作为

模版合成近红外荧光金纳米簇，并首次建立金纳米簇的快速放射性标记方法。在此基

础上，通过体内，体外一系列实验，评价金纳米簇与放射性核素间发生契伦科夫能量

共振转移的可能性，并探讨金纳米簇作为契伦科夫能量共振转移受体和核素载体，实

现自发荧光成像和放射性核素成像的潜在价值，从而为 AuNCs 成为新型多模态成像

的候选分子提供理论依据。 

 

【方法】 

1. 以用 HSA 为模版合成 AuNCs，TEM 测量其大小，荧光分光光度计测量其荧光光

谱，CD 谱测量 HSA 构象改变。以水合肼还原法，将放射性 64Cu 以无金属螯合

物的方式还原于 AuNCs 表面，快速薄层层析（Instant Thin-Layer Chromatography, 

ITLC）测量其标记率和稳定性； 

2. 体外评价 64Cu-doped AuNCs 的 PET 成像及其契伦科夫能量共振转移下的自发近

红外荧光成像能力（CRET-NIR）。进一步采用 IVIS 分析其近红外自发光特点，

选取如下滤光片组：无滤片组、> 590 nm、< 510 nm、515 - 575 nm、575 - 650 nm、

695 - 770 nm 和 810 - 875 nm，对 64Cu-doped AuNCs CRET-NIR 的成像效果进行

分析； 

3. 裸鼠皮下接种 U87MG 细胞，尾静脉注射 64Cu-doped AuNCs，分别使用 PET 成

像和 IVIS 小动物成像系统，在注射后不同时间点，行 PET 成像及 CRET-NIR 成

像，判断其在体双模态成像能力。以肿瘤部位为感兴趣区，计算不同时间点肿瘤

部位的 CRET-NIR 和 PET 信号的变化，并判断二者关系； 

4. 生物学分布实验及组织学检查，判断 64Cu-doped AuNCs 的靶向性，确定其体内

代谢特点。 
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【结果】 

1. 成功合成了 HSA 包裹的 AuNCs。TEM 显示所合成的 AuNCs 呈规则球形颗粒，

粒径均一，颗粒大小约为 0.93 ± 0.25 nm，分光光度计测量 AuNCs 最大发射光谱

约为 680 nm，CD 谱测量结果证实，合成后 HSA 的空间构象得到保持。ITLC 结

果显示放射性 64Cu 几乎全被成功标记于 AuNCs 上，且标记稳定； 

2. 体外 PET 成像及荧光成像结果显示，64Cu-doped AuNCs 展现出良好双模态成像

能力。IVIS 系统对成像结果分析表明，64Cu-doped AuNCs 可发生 CRET-NIR 成

像，且强度高于 64Cu 的契伦科夫辐射。在无滤片组，64Cu-doped AuNCs 的总信

号强度是同放射强度 64CuCl2 的 1.6 倍；在> 590 nm 组，64Cu-doped AuNCs 强度

值为 9.40 × 106 photon/s 远高于 64CuCl2 的 3.42 × 106 photon/s（约 2.7 倍）。特别

是在 695 - 770 nm 处，由于包含 64Cu-doped AuNCs 的最大发射波长，荧光强度

是 64CuCl2 契伦科夫辐射强度的 4.3 倍； 

3. 荷瘤动物在体成像表明，64Cu-doped AuNCs 具备优良的 PET 成像及 CRET-NIR

成像性能。PET 成像及定量结果显示，64Cu-doped AuNCs 在注射后 1 小时即有明

显的肿瘤摄取。ROI 测量显示，随着时间延长，在注射后 18 小时和 24 小时，肿

瘤组织可分别达到 14.9 %ID/g 和 15.2 %ID/g 的放射性摄取。IVIS 成像表明 64Cu-

doped AuNCs 可显示出满意的肿瘤 CRET-NIR，注射后 8 小时达最大信号值。与

此对应的是，同等放射剂量的 64CuCl2 的契伦科夫辐射却基本不能显示肿瘤位置。

ROI 测量 64CuCl2 契伦科夫辐射强度仅为 64Cu-doped AuNCs 在体强度的 1/7；由

于 CRET 现象，在体 PET 与 CRET-NIR 信号显示出良好的线性相关性，其中 PET

与无滤片组和> 590 nm 组的相关性分别达到 r2 = 0.9340 和 r2 = 0.9687。然而，由

于契伦科夫辐射能量发生了转移，<510 nm 组中 64CuCl2 的契伦科夫辐射与 PET

信号的相关性仅为 r2 = 0.7616； 

4. 生物分布实验结果显示，64Cu-doped AuNCs 具有良好的体内动力学特点，肝脏和

肾脏是其排泄器官，组织学检查没有发现明显的器官损伤。 

 

【结论】 

本课题成功制备了新型自发成像金纳米簇，64Cu-doped AuNCs，首次将贵金属纳
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米簇作为能量受体，成功用于小动物 PET 和 CRET-NIR 双模态成像。该探针具有以

下特点：1）粒径小，水溶性好，稳定性高； 2）具备 PET 及自发 NIR 双模态成像的

能力； 3）可将短波长的契伦科夫辐射转化为 AuNCs 的长波长，有利于在体成像；

4）在体无毒，且生物相容性好。64Cu-doped AuNCs 有望成为生物医学，特别是分子

影像与肿瘤治疗研究的新利器。 

 

【关键词】 

金纳米簇；64Cu；契伦科夫能量共振转移；自发荧光成像；PET 成像；近红外成像 
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Abstract 
 

【Background and aim】 

Self-illuminating fluorescence imaging is a newly developed imaging technique, 

overcoming several shortcomings of traditional fluorescence imaging. It has many 

distinguished imaging advantages, such as: i) no need of excitation from external 

illumination sources to fluoresce, resulting in no interference of strong background 

autofluorenscence, and ii) no issue of excitation attenuation caused by photons 

absorption/scattering in bio-tissue transmission, which serves extremely important for in 

vivo imaging, as most imaging targets are non-superficial. So far, only a few self-

illuminating fluorescence probes are designed and constructed based on three different 

energy transfer mechanisms. Quantum dots (QDs), due to their high quantum yield, tunable 

emission peaks, long fluorescence lifetimes, and negligible photobleaching, are only one 

material that been employed as the energy transfer acceptor. However, self-illuminating 
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QDs are limited for further biomedical applications because most QDs contain heavy metal 

elements (such as Cd2+, Pb2+, etc.) and tend to self-aggregate inside living cells. The 

cytotoxicity of the released heavy metal ions in biological systems and potential 

environmental hazard of these ions always hinder their practical applications. Therefore, it 

is highly desirable to develop novel self-illuminating systems with non-toxicity and good 

biocompatibility for further biomedical applications, especially in molecular imaging and 

therapy. 

Gold Nanoclusters（AuNCs）are new kind of fluorescent nanomaterials, which have 

aroused great interest in the development of new types of luminescent probes due to their 

high fluorescence, good photostability, non-toxicity, excellent biocompatibility and water 

solubility. However, the self-illuminating property of AuNCs and possibilities of AuNCs 

served as an energy transfer acceptor have not been reported. This study was designed to 

use HSA as bio-temple to synthesize AuNCs and developed a novel one-pot isotope labeling 

method for the first time. The CRET between AuNCs and isotope were discussed, and the 

multimodality imaging potential of radiolabeled AuNCs were demonstrated by a series of 

in vitro and in vivo experiments. The aim of this work was to provide critical evidences and 

show the potentials of AuNCs as a novel multimodality imaging agent. 

 

【Methods】 

1. AuNCs were prepared by a biomimetic synthesis methods using nature HSA as 

template. Transmission electron microscope (TEM) images were acquired and size was 

measured. Fluorescence emission spectra were recorded by the fluorescence 

spectrophotometer, and CD spectra were recorded on a Jasco J-815 spectropolarimeter. 

64Cu was reduced and doped onto the AuNCs surface by a chelator-free methods. The 

labeling efficiency and stability were calculated by instant thin layer chromatography 

(ITLC); 

2. The PET and self-illuminating NIR imaging potentials of 64Cu-doped AuNCs were 

demonstrated in vitro. The IVIS imaging system was applied to evaluate CRET effects 
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in 64Cu-doped AuNCs by several chosen filter sets: no filters, > 590 nm, < 510 nm, 515 

- 575 nm, 575 - 650 nm, 695 - 770 nm, and 810 - 875 nm; 

3. The subcutaneous tumor xenograft model was established by injection of U87MG cells 

into nude mice. 64Cu-doped AuNCs were administrated by tail vein injection, then PET 

and self-illuminating NIR (CRET-NIR) imaging were conducted at different time points 

to evaluate the multimodal imaging ability of 64Cu-doped AuNCs in vivo. Regions of 

interests (ROIs) were drawn over the tumors and the signal intensities from PET and 

IVIS were measured and compared; 

4. Biodistribution study and histological examination were applied to evaluate the 

pharmacokinetics, targeting efficacy and toxicity of 64Cu-doped AuNCs. 

 

【Results】 

1. AuNCs were successfully synthesized using HSA as bio-template. The TEM image 

showed the size of AuNCs was about 0.93 ± 0.25 nm. The maximum emission peak 

was at ~680 nm. The CD spectropolarimeter showed that the structure conformation of 

HSA has not changed much even after AuNCs synthesis. The ITLC indicated that 

almost all the 64Cu was reduced and stably doped onto the AuNCs; 

2. In vitro PET and self-illuminating images showed satisfied dual-modality imaging 

capability of 64Cu-doped AuNCs. IVIS imaging analysis demonstrated that the CRET-

NIR would happen within 64Cu-doped AuNCs, and the intensity was much higher than 

the Cerenkov radiation of 64CuCl2 of same radioactivity. Specifically, in the no filter 

group, the 64Cu-doped AuNCs showed an intensity of 1.6-that of 64CuCl2, and in the 

filter of >590 nm, the intensity of 64Cu-doped AuNCs was 9.40 × 106 photon/s, which 

was 2.7 times than that of 64CuCl2 (3.42 × 106 photon/s). More importantly, in 695 - 770 

nm region, which covered parts of the emission spectrum of AuNCs, the intensities of 

64Cu-doped AuNCs were 4.3-fold that of 64CuCl2; 

3. 64Cu-doped AuNCs exhibited good synergistic dual-modality PET and self-illuminating 

NIR tumor imaging. PET imaging and ROIs quantification identified evident tumor 
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uptake of 64Cu-doped AuNCs at 1 h post injection, which increased to 14.9 %ID/g and 

15.2 %ID/g at 18 h and 24 h, respectively. IVIS images showed an enhanced tumor 

uptake of 64Cu-doped AuNCs after injection, reaching maximum at 8 h post injection. 

Importantly, the CRET-NIR imaging (measured by>590 nm filter) showed satisfactory 

tumor uptake compared to Cerenkov imaging (measured by filter <510 nm), in which 

tumor signal was only 1/7 of the total and tumor uptake was barely detected. Because 

of CRET, the ROI measurement displayed good linear correlation between PET and 

total signal (no filter, r2 = 0.9340) as well as PET and CRET-NIR signal (>590 nm; r2 = 

0.9687). In contrast, a weaker linear correlation was found between PET signals and 

Cerenkov radiation, due to parts of Cerenkov energy were transferred (<510 nm; r2 = 

0.7616); 

4. Organ distribution results indicated that the liver and kidneys may be responsible for 

the route of clearance of 64Cu-doped AuNCs. Histological examination showed no 

obvious organ damage at 1 day and 7 days after injection of 64Cu-doped AuNCs. 

 

【Conclusions】 

In summary, we developed a novel self-illuminating gold nanocluster, 64Cu-doped 

AuNCs, for dual-modality PET and CRET-NIR fluorescence imaging. To the best of our 

knowledge, it is the first time that noble metal nanoclusters have been reported as energy 

transfer acceptors for multimodality imaging. The 64Cudoped AuNCs we developed have 

the following features: 1) small size, high solubility and stability in aqueous media; 2) both 

PET and self-illuminating NIR imaging capabilities; 3) in vivo self-illumination, converting 

short wavelengths of Cerenkov radiation into longer wavelengths, and 4) non-toxicity and 

good biocompatibility. These self-illuminating nanoclusters provide novel biomedical 

research tools, especially for molecular imaging and cancer therapy. 

 

【Keywords】 
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前    言 
 

 

自发荧光成像（Self-illuminating fluorescence imaging）是近些年成像研究的新热

点。自发荧光成像最重要的特点就是不需要额外的激发光，因而与传统荧光成像相

比，具有明显的成像优势。首先，传统荧光成像中背景荧光、非特异荧光常常是影响

成像效果的重要因素。自发荧光成像由于无激发光，因此避免了背景荧光、非特异荧

光对感兴趣区（Regions of interest, ROI）造成的成像干扰，提高了成像的敏感性 [1, 

2]。其次，由于生物组织对光的吸收和散射，荧光成像的入射激发光在经过人体时不

可避免的会发生强度的减弱。而自发荧光成像由于不需要激发光，因而避免了激发光

减弱对成像效果造成的影响 [3]。目前自发荧光成像的研究相对较少，成像原理多是

基于三种能量共振转移原理，即生物发光能量共振转移（Bioluminescence resonance 

energy transfer, BRET）、化学发光能量共振转移（Chemiluminescence resonance energy 

transfer, CLRET）及契伦科夫能量共振转移（Cerenkov energy transfer imaging，CRET）。

量子点（Quantum dots, QDs）由于较高的荧光产率、波长可调、荧光稳定等有点，是

目前自发荧光成像研究中使用最多的能量受体。比如，So 等人报道了基于 BRET 的

自发荧光成像。在实验中他们成功将 Luciferase 催化的生物发光作为能量供体激发了

CdSe/ZnS 量子点，在无激发光源的条件下使量子点实现在体成像 [2]。Zhang 等人则

报道了利用 CLRET 实现深部组织探测的研究。在研究中，他们利用鲁米诺被氧化时

所发出蓝光成功激发了 CdSe/ZnS 量子点，从而实现了深部组织过氧化物酶

（Myeloperoxidase, MPO）的探测 [4]。CRET 则由 Robin S.等人最先提出，并发现将

放射性核素与量子点混合后，可以激发量子点产生荧光 [5]。我们实验室进一步的研

究证实，CRET 的确可以用于激发长波长量子点，并可用于小动物在体成像 [6, 7]。

然而，QDs 一般是由 Cd、Pb、As 等重金属材料组成，且其表面修饰也常需要有毒物

质，如十六烷基三甲基溴化铵（Hexadecyl trimethyl ammonium Bromide, CTAB）。研

究发现 QDs 在生物体内使用时，内部的重金属粒子会不断自发释出，可对生物体造

成直接毒性损害 [8, 9]。QDs 的生物安全性和潜在环境危害限制了 QDs 研究的进一
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步临床的转化。即便无毒 QDs 的研究取得了一些进展，QDs 目前还不具备在体临床

使用的条件 [8, 10, 11]。因此研发全新安全性高，生物相容性好的能量受体是进一步

推动自发荧光成像临床转化和应用的目标。 

近几年，贵金属纳米簇，特别金纳米簇（gold nanocluster, AuNCs），由于荧光稳

定，安全性高，生物相容性好，水溶性佳等特点，日渐成为在体成像和探针研发中的

新热点 [12-19]，需要特别指出的是，贵金属纳米簇合成常使用具有生物功能的大分

子（如蛋白、短肽、酶等）作为模版，因而在生物体内可表现出优良的胶体稳定性、

高溶解性、低非特异性摄取等特点 [15, 19, 20]。同时生物大分子众多的生物活性基

团（-NH2、-COOH 等）为表面功能修饰提供了大量的位点 [21, 22]。以上优点使贵

金属纳米簇有望成为新一代自发荧光成像的能量受体。 

 

 

图 1 探针 64Cu-doped AuNCs 在体双模态 PET 成像及自发近红外成像示意图。

放射性核素 64Cu 一方面作为能量供体用以激发 AuNCs，另一方面作为 PET 成像的

示踪剂。AuNCs 作为自发荧光成像的能量受体。HSA，人血清白蛋白。 

 

本课题中，我们系统设计和制备了具有自发荧光成像功能的双模态探针 64Cu-

doped AuNCs，该探针可进行正电子发射断层成像（positron emitting imaging, PET）

和近红外（Near-infrared imaging, NIR.）自发荧光成像（如图 1）。放射性 64Cu 一方面

作为能量供体用以激发 AuNCs，另一方面作为 PET 成像的示踪剂。在此过程中，我
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们建立了无需金属螯合物的 AuNCs 快速放射性标记方法（标记约 1 小时）。所制备

的 64Cu-doped AuNCs 展现了优良的在体荧光稳定性、水溶性和分散性、低毒、高生

物相容性等特点。在 U87MG 肿瘤移植瘤模型上，64Cu-doped AuNCs 成功实现了在体

肿瘤双模态成像。高效清晰的 PET 和自发近红外荧光成像展现了 64Cu-doped AuNCs

作为新型肿瘤多模态成像探针的巨大潜力。 

  



第四军医大学博士学位论文 

-16- 

 

文献回顾 
 

1. 肿瘤的流行病学、诊断及治疗现状和所面临的挑战 

肿瘤是威胁人类健康的重大疾病，其总体发病率在全球范围内居高不下。仅 2012

全年，全球新发癌症病人就有一千四百万。据世界卫生组织估计，肿瘤发病率仍将保

持上升态势，未来二十年将增长 70% [23]。我国是肿瘤疾病的高发国家，据中国肿瘤

登记中心 2013 年年报显示，我国恶性肿瘤发病率为男性 274.69/10 万，女性 197.24/10

万，因肿瘤导致死亡的人约为 210 万人/年。按照我国人口平均寿命 74 岁计算，一生

中患恶性肿瘤的机率高达 22 %。因此，肿瘤已成为严重危害国人的健康，消耗大量

医疗资源，增加社会和家庭经济负担的重大疾病。 

“诊断要早、治疗要精、监测要准”是现代医学对肿瘤诊断和治疗提出的全新挑战。

它不仅要求在诊断上能在肿瘤发展初期就发现其存在；在治疗上，更能根据不同肿瘤

的特点选择、制定“个体化”的治疗策略，并能对所选治疗手段的有效性进行快速甚至

是预先判断，及时指导临床治疗方案。令人遗憾的是现行的肿瘤诊断及治疗监测手段

主要依据肿瘤形态学的变化，难以早期判断肿瘤的发生和及时反映肿瘤治疗的疗效。

这就需要我们必须创新诊断和治疗模式，探索和研发全新的肿瘤诊疗新策略。 

探索不同于以往肿瘤诊断诊断及监测新方法，揭示疾病发生、发展过程中的分子

机制和功能变化，是当代医学诊断和治疗研究中极具挑战的前沿方向 [24]。研究表

明，肿瘤细胞关键分子的改变早于形态学变化。抓住肿瘤发生发展及治疗过程中重要

分子变化就有可能实现肿瘤的早期诊断和精确疗效预测。因此，研发可识别肿瘤关键

分子变化的全新肿瘤诊疗手段，将大大提早肿瘤诊断与处置时间，增加疗效效果判定

的准确性，提高肿瘤治疗的针对性和有效性。 

 

2. 分子影像学在肿瘤相关研究中的作用 

分子影像学（Molecular Imaging）是本世纪初刚刚诞生的一门新学科。它的诞生

得益于人们近几十年来在细胞生物学、疾病靶点筛选、新成像药物、小动物成像仪器

方面所取得的巨大成功。分子影像学可在活体状态（人和动物）下通过非侵入的手段，
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在细胞及分子水平上观察、定量和表征生理或疾病发生发展的全过程，是一门包含化

学、生物学、基础物理学、医学、制药学、生物医学工程等众多学科的交叉科学 [25]。

正如 16 世纪末第一台显微镜催生了以形态学观察为主的早期生物学发展一样，分子

影像学正催动着新一轮疾病诊断研究和药物研发领域的革命。 

现有影像学诊断技术主要是基于疾病形态学改变，通过对比病灶与正常组织间

在解剖位置、结构、质地等属性的差异来诊断疾病的。目前形态学诊断方法，肿瘤大

小需要至少在厘米级，甚至更大才可能被发现。而在此阶段，肿瘤团块已至少含有 1 

× 109 个细胞，因而大多数肿瘤在发现时都已进入晚期。我们知道，早期诊断对肿瘤

病人的治疗和预后意义重大。通常 I 期的肿瘤五年生存率大于 90%，如果能在此阶

段探测到肿瘤，甚至在更早的癌前病变阶段能够早期干预，肿瘤往往就可以治愈甚至

预防 [26]。与前者不同的是，分子影像技术使用的是可与疾病特异性靶点相结合的

分子探针作为成像的示踪剂。成像诊断策略上彻底的变革，使分子成像具备对疾病早

期“分子事件”探测的能力，从而使肿瘤的早期诊断成为可能 [24, 27]。比如，在肺癌

动物模型上，分子影像通过对癌基金 Kras 状态的检测，成功实现对仅 1 mm 大小肿

瘤的探测 [28]。在前列腺癌患者上，通过靶向淋巴结中巨噬细胞的磁性纳米材料，

MRI 可定位以往很难发现的毫米级转移淋巴结 [29]。其次，分子成像借助于特殊靶

向成像探针，可早期判定和实时监测肿瘤治疗的反应，并此基础上评价治疗策略的有

效性，为制定和调整“精准化治疗”方案提供依据。精准医学（Precision medicine, PM）

是 2015 年刚刚提出的新概念，是指医疗的整个过程，即诊断、治疗决策均依据病人

个体化的疾病的生物学、病理及基因特点 [30, 31]。2015 年，美国总统奥巴马签署一

项高达 2.15 亿美元的预算专门用于精准医学的研究，可以说，精准医学代表着未来

医学的发展方向。分子影像通过特异性探针可精准观察肿瘤在治疗中的分子变化，协

助医师对治疗效果进行早期判断及预测，及时调整和优化治疗策略和用药，最大限度

上扩大治疗效果，从而达到“精准治疗”的目的。比如，作为临床使用最广泛的分子影

像探针氟-18 去氧葡萄糖（2-deoxy-2-(18F)fluoro-D-glucose, 18F-FDG），可对肿瘤葡萄

糖代谢水平进行分析，被广泛用于乳腺癌、结肠癌、食管癌、头颈部肿瘤、肺癌等多

种肿瘤的分级分期及评价肿瘤治疗效果的手段。最近的研究和统计结果表明在进展

期卵巢癌患者中，18F-FDG 在化疗药物疗效评价上甚至比血清学标志物 CA-125 还要

准确 [32]。再次，分子成像技术可大幅简化和缩短抗肿瘤药物的研究时间，大幅减
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少经费投入。一个药物从研发到最终成功上市，其过程往往耗资超过百亿美元，长达

10-20 年的研究周期。在此过程中，多数药物在研发过程中会被逐渐淘汰 [33]。分子

影像通过对药物作用靶点或其下游分子的活体成像，可在活体水平直接证实药物的

靶向性及作用机制，从而简化药物研发过程中大量的结构比对、生物信息学靶点分

析，以及大量繁琐的动物学、药代动力学、药效学实验，明显加快药物研发的进程。

例如，绿色荧光蛋白（Green fluorescent protein, GFP）及荧光素酶（luciferase）标记

的各种生物分子被广泛用于抗肿瘤前体药物的筛选。通过 GFP 的荧光成像和

Luciferase的生物发光成像，人们能更直观的观察药物的作用方式及作用靶点 [34-38]。

将候选药物直接进行放射性标记后，利用分子成像技术（主要是放射性成像技术）可

以很容易地在活体状态下对候选药物的药代动力学特征进行评价，如循环时间、清除

率、半衰期、器官生物分布等 [39-41]。在疗效动态监测上，分子影像同样比传统方

式更加客观、直接。分子影像可在同一个体或动物体上进行长时间的动态观察跟踪，

而不必进行有害侵入性的检查或处死实验动物，因此大大减少动物实验用量，及简化

实验步骤，对照更加客观。此外，在对疾病发生的认识上，分子影像有别于目前“盲

人摸象，只见树木不见森林”式的观察方法，强调以活生物体作为整体进行观察，这

使得对于疾病的理解更加宏观和系统，更注重诊断和治疗的全局观念。 

正是因为分子影像在疾病诊断、疗效检测、药物研发中的重要作用，近些年在分

子影像的相关研究越来越受到人们的重视。 

 

3. 分子影像研究朝向多模态方向发展 

多种成像技术可用于分子影像，如核磁共振成像（Magnetic resonance imaging, 

MRI）、超声成像（Ultrasound imaging, US）、计算机断层扫描（Computed tomography, 

CT）、正电子发射断层成像（Positron emission tomography, PET）、单光子发射计算机

断层扫描（Single-photon emission computed tomography, SPECT）、光学荧光成像

（Fluorescence molecular imaging, FMI）与光学生物发光成像（Bioluminescence 

imaging, BLI）所构成的光学成像（Optical imaging, OI）等 [42]。理想状态下，人们

希望仅通过一种成像方法便可同时获取组织结构、生理特征等多个层面的成像信息。

然而，由于各个成像模态间拥有不同成像优势和成像缺点，目前尚没有一种现行的成
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像手段能达到上述目的 [43]。比如，CT 与 MRI 在提供组织结构和解剖位置信息上

较其他成像模式更为优越，可提供高达 0.05 - 0.5 mm 的空间分辨率。然而在成像灵

敏度上，CT 与 MRI 却只能探测毫摩尔级别浓度的信号。与之相对的放射性核素成

像（PET, SPECT）则可提供皮摩尔级别的灵敏度，但其空间分辨率却很低。各成像

模态的优、缺点见下表（表 1）。 

事实上，早在上世纪 80 - 90 年代，人们已经意识到，可通过整合多个成像技术

的途径实现在单次成像条件下获取多个互补的成像信息。美国加州大学的研究者们

在 1992 年最先报道了早期的 SPECT/CT 原型系统。这项研究开辟了多模态成像方法

的研究的先河，为如今在临床上的广泛的 PET/CT，SPECT/CT 成像技术奠定了理论

基础 [44]。然而在当时，由于人们对分子成像都还比较陌生，因而并没有将这种特

殊的成像方式单独给出一个定义。随着分子影像的发展，多模态分子成像

（Multimodality molecular imaging）的概念应时代孕育而生。多模态分子成像将两种

或多种分子成像技术相整合，通过整和各模态的成像信息，为疾病诊断提供更为全

面，互补的成像信息。多模态分子成像一方面在整合各成像模态优势的同时，回避了

它们各自成像上的不足，可使最终成像达到“扬长避短、相得益彰”的成像效果；另一

方面，由于成像对象在多个成像模态上得到重复验证，多模态成像的结果更为确证和

可靠。此外，从临床实用性上看，多模态分子成像也具有非常切实的临床需要和潜在

价值 [45]。这是因为多模态成像，可实现在同一探针、一次成像扫描下，同时得到以

往需多次不同成像模态分次采集才能获得的成像信息。因而从临床应用实际出发，多

模态分子成像将可大大节省扫描时间，节约医疗成本，减少病人多次检查的不便。多

模态分子成像的发展，已经成为当代成像技术未来发展的必然方向 [46]。常见的多

模态分子成像组合有核素光学、核素核磁/CT、光学 MRI 等。 

 

表 1 分子影像常见成像模态的优缺点 [47] 

Imaging 

modality 

Type of probe Sensitivity (M) Spatial 

resolution 

Advantages Disadvantages 

Optical 

imaging 

Fluorescent dyes, 

quantum dots 

Bioluminescence 

— 10−15– to 

10−17 

2–5 mm •High 

sensitivity 

•Provide 

functional 

•Low 

resolution 

•Limited tissue 

penetration 
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Fluorescence — 

10− 9 to 10−12 

information 

•No radiation 

exposure 

Computed 

tomography 

(CT) 

Heavy element e.g. 

iodine 

Not well 

characterized 

50–200 μm •High spatial 

resolution. 

•Ability to 

differentiate 

between 

tissues. 

•Low 

radiation 

exposure 

•Require 

contrast agent 

for enhanced 

tissue contrast. 

•Radiation 

•Tissue non-

specificity 

•High cost 

Magnetic 

resonance 

imaging 

(MRI) 

Para- or 

superparamagnetic 

metals (e.g. Gd, 

Mn) 

10−3 to 10−5 25–100 μm •High 

resolution 

•No ionizing 

radiation 

•Able to 

image 

physiologica

l and 

anatomical 

details 

•High cost 

•Cannot be 

used in patients 

with metallic 

devices e.g. 

pacemakers 

Gamma 

scintigraphy 

(PET and 

SPECT) 

Radionuclides 

(e.g. F-18, In-111, 

Cu-64) 

PET — 10− 1 to 

10−12 

SPECT — 

10−10to 10−11 

1–2 mm •Ability to 

image 

biochemical 

processes 

•Radiation 

•Low 

resolution 

•Cost 

Ultrasound Gas filled 

microbubbles 

Not well 

characterized 

50–500 μm •Non-

invasive 

•Ease of 

procedure 

•No radiation 

exposure 

•Low cost 

•Low 

resolution 

 

4. 核素光学双模态分子成像具有明显的成像优势 

核素光学成像组合被认为是最有可能推广到临床的多模态成像组合之一 [43, 

48]。放射性核素成像（PET、SPECT）用于肿瘤诊断原发性及转移性肿瘤的优势非常

明确，其诊断灵敏度比传统 CT 高出 108 - 109数量级。超高灵敏度使核素成像具备了

可发现超小病变的能力。对于某些疾病来说，PET 甚至可以发现极微小的转移病灶。
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但是正如表 1 中所指出的，核素成像也有其缺点：第一，成像时间长，需要大型设

备，因而手术过程中有无法实现实时成像定位；第二，空间分辨率低，定位不准确。

这就造成在临床上实践中常常遇到对于那些微小且放射性吸收很强病灶，虽然术前

核素成像明确显示其大致位置，但由于术中无法实时成像，手术过程中无法定位或需

花费很长时间寻找的情况。此类情况常常造成微小病灶切除不全，从而最终导致复

发。为解决一问题，医生们曾尝试在术中用手提式 γ 射线或 β 射线探测器去寻找可

以病变，如 18F-FDG，123I-MIBG，99mTc-sestamibi 等探针均曾被报道过在术中采取上

述方式检测和寻找病变 [23, 49, 50]。可以想象的是，由于受到周围正常器官摄取放

射性背景干扰，这种方法的必然是不直观、且准确率很低、耗时耗力，无形中延长手

术时间和增加手术医生非必要的放射性暴露。 

 

 

图 2 PET/OI 双模态成像原理示意图。探针注射后，病人首先可进行全身 PET

扫描，通过 PET 成像确定肿瘤原发灶及可能的转移灶，制定手术方案；术中，再利

用光学成像提供原发灶和转移灶的精确成像，并在其指导下进行手术切除 [51]。 

 

与核素成像不同的是，光学成像设备简单，灵敏度高，特别是成像速度快，可实

现实时成像 [52]。通过光学和核素双模态成像的配合，恰可以完全弥补核素成像的

不足。而核素成像同时也能够弥补光学成像深度受限，不能精确定量等问题。与
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PET/CT、PET/MRI 成像相比较，核素光学成像组合在肿瘤手术治疗方面具有非常重

要的潜在临床价值。PET/CT、PET/MRI 系统不能实现术中实时状态下对肿瘤的精确

定位和靶向切除。反之，核素光学成像则可实现上述目的。核素成像可用来术前预先

判定肿瘤大致位置，制定手术方案。待到放射性核素完全衰变后，在术中通过光学成

像对肿瘤精确部位进行定位，进而实施肿瘤切除的手术导航（Image-guided surgery，

IGS 如图 2），精确切除病变。由于减少了手术操作时间，同时也减少了医护人员术

中不必要的放射性暴露[51]。此外，相较于其他 MRI 成像组合，核素光学成像的配

合还能克服成像探针，特别是较大纳米颗粒和高聚物探针所产生的荧光淬灭，探针胶

联聚集等问题 [48]。核素光学双模态成像是目前多模态影像研究中比较热点的成像

组合。在成像的仪器及融合成像算法的获得突破后 [53]，研发高效能的核素光学成

像探针则成了目前的研究热点 [54-63]。 

 

 

图 3 a、组织中血红蛋白及水对不同波长光的吸收能力。近红外（650 nm - 900 

nm）区域组织吸收最少，是在体成像的最佳波长 [64]；b、生物组织的自体荧光与

激发光波长相关。近红外光的穿透力最高，且自体荧光最少 [65]。 

 

核素光学双模态成像由核素成像不同大致可分为 PET/OI 和 SPECT/OI。虽然

SPECT/OI 探针在非特异小分子 [66]、抗体 [67, 68]、短肽 [69-74]、纳米材料 [75-

78] 近年来也有所报道，但由于 PET 成像在灵敏度方面的优势，PET/OI 的成像组合

更受到研究者的关注。而在光学成像中，近红外光学成像（Near-infrared Imaging, NIR）

则是在体研究中最常选用的波段。这是由于组织特别是水及血红蛋白对波长范围在
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650 - 900 nm 的近红外光吸收最少，该波长光穿透能力强，因此也被称为在体光学成

像的 “透明窗”（如图 3a）；其次，生物组织在近红外波段内不易产生自体荧光信号。

因此利用 NIR 成像，可最大程度上减少组织非特异性荧光，具有成像深度深、不易

受背景信号干扰，敏感度高的特点 [34, 79-81]（如图 3b）。因而，PET/NIR 成像组合

是核素光学双模态成像中最常被选用的组合。下面我们着重介绍 PET/NIR 成像组合

的相关研究。 

 

4.1 非靶向荧光小分子的 PET/NIR 成像研究： 

卟啉及酞菁类衍生物是一类报道具有红色荧光性质的小分子，由于具有一定的肿

瘤靶向性，常用作肿瘤光敏治疗的增敏剂用于光动力治疗。通过标记 PET 核素，这

些小分子不仅具有了 PET、光学成像性质，同样还兼具有肿瘤光动力治疗的特性。

Pandey 等人报道了 124I 标记卟啉类似物的研究，PET 及光学成像显示该探针能特异

性的在小鼠 RIF 肿瘤细胞处聚集，并且展现了良好的光动力治疗效果 [82]。Ranyuk

等人则报道了 64Cu 与 68Ga 标记酞菁类衍生物衍生物的相关研究 [83, 84]。由于非靶

向小分子缺少特异性靶向元件，因此其他正常器官如肝、脾、肺等脏器的脏器含量也

较高。因此，目前研究多是将该类分子与抗体、短肽等靶向元件连接后用于在体成像

研究 [62, 85, 86]。 

 

4.2 肿瘤靶向小分子及短肽的 PET/NIR 成像研究 

由于靶向小分子及短肽能够在体直接的识别肿瘤，因而非特异器官聚积少，肿瘤

摄取高，成像对比效果好。叶酸受体（Folate receptor, FR）是一个被广泛承认的肿瘤

标志物，已在包括肺癌、卵巢癌、结肠癌等多种肿瘤中发现高表达。因此叶酸受体可

作为良好的肿瘤特异性成像靶点 [87, 88]。Liu 等人将放射性 64C 标记卟啉—叶酸化

合物，制备了 64Cu-porphyrin-folate 双模态探针，该探针能特异性的识别小鼠卵巢癌，

并且展示了较好的 PET/OI 成像效果  [89]。Tyr3-octreotate （TATE）是奥曲肽

（Octreotide）的衍生物，可用于识别多种神经内分泌肿瘤高表达的生长抑素受体

（Somatostatin receptor, SR）。通过在胺基端共价连接核素标记螯合物 DOTA，在羧基

端链接 NIR 荧光分子 Cy5.5 后，64Cu-DOTA-TATE-Cy5.5 可实现在体核素光学双模态

成像 [90]。 



第四军医大学博士学位论文 

-24- 

除靶向小分子外，短肽是肿瘤靶向成像的热点研究之一。这其中研究最为广和热

的当属 RGD 短肽（Arg-Gly-Asp）及其衍生物。RGD 短肽可为整合素 αvβ3 受体识别，

而后者在多种肿瘤组织上高表达。因此 RGD 短肽常被视为肿瘤特异性成像分子探针

的理想选择 [91-96]。Liu 等人报道了 cRGD 双聚体的 PET/OI 双模态标记，利用双功

能螯合物 BaAn(Boc)Sar，Liu 成功将 PET 核素 64Cu 与近红外染料 Cy5.5 连接到 RGD

短肽上。64Cu-BaAnSar-RGD2-Cy5.5 在整合素高表达的 U87MG 肿瘤上高度富集，PET

成像显示，在探针在注射后 1、4、20 小时的富集分别达到 6.41 ± 0.28 %ID/g、6.51 ± 

1.45 %ID/g、5.92 ± 1.57 %ID/g。同时借助 Cy5.5 光学成像，64Cu-BaAnSar-RGD2-Cy5.5

实现了 NIR 指导下荷瘤小鼠的定向肿瘤切除 [97]。Knottin 是另外一个可与 αvβ3 以

及 αvβ5 整合素受体高亲和力结合的短肽。通过一个氨基酸连接体 Fmoc-Lys(ivDde)-

GlyGly-Tyr，研究者成功将 Cy5.5 和 64Cu-DOTA 与 Knottin 连接。同样在整合素受体

高表达的 U87MG 肿瘤上成功实现了 PET/NIR 双模态成像 [57]。 

然而小分子及短肽的缺点是分子量较小，可标记位点少，化学修饰和标记很容易

破坏其识别表位，进而影响其靶向性；同时，所添加的修饰基团，在分子量上与小分

子短肽不相上下，可改变原以小分子及肽为主的在体动力学特征，影响它们在体循环

特征。 

 

4.3 抗体的 PET/NIR 成像研究 

与短肽和小分子相比，抗体具有在体循环时间更长，抗原—抗体亲和力更强，分

子量大，标记位点多，对标记条件的耐受性强，标记后抗体本身结构、特性不易受影

响等特点，因而成为分子成像常用的靶向元件 [51]。经报道的 PET/NIR 标记抗体有

多种，包括 CD20 单克隆抗体 [98]，CD105 单克隆及嵌合抗体抗体 [99]，贝伐单抗

及西妥昔单克隆抗体 [100]，曲妥珠单克隆抗体 [56, 67]，EpCAM 单克隆抗体等 

[101]。标记所采用的核素为 64Cu, 89Zr 及 111I，NIR 荧光分子多使用 IRDye800CW，

Alexa Fluor 750。 

然而过多的标记位点，是抗体标记的优点，同样也为抗体标记带来“挑战”。一

方面，如果抗体的抗原识别区因标记遭到破坏，那么抗体活性将受到直接影响，降低

抗体对抗原识别的能力；另一方面，由于抗体间位点的竞争，每一个抗体上所标记的

核素或染料数目可能不同，使得标记产物并不均一。在 CD20 单克隆抗体的标记中，



第四军医大学博士学位论文 

-25- 

研究者将大约 10 分子的放射性核素和 2 分子的荧光染料标记到一个抗体上，发现抗

体只在肿瘤部位部位有中等强度的聚集，而肝脾等非特异器官却有很高的信号。进一

步通过系统研究核素标记及荧光标记的比例，研究者发现：肝脏等非特异器官的摄取

随着小分子荧光染料标记的增加而增加，同时肿瘤的探针摄取也会随之不断减少。这

样所带来的矛盾就是：一方面为了提高 PET 及 NIR 成像的效果，需要的标记越多越

好，另一方面，过多的标记则会造成非特异器官过高的摄取 [98]。 

 

综上所述，无论是小分子、肽、还是抗体，生物分子作为双模态成像的载体，要

么分子量有限，可用的改造位点有限；要么在功能标记过程中会对其生物学特性，抗

原识别及体内动力学产生影响；要么存在标记数量与成像效果之间的矛盾，因而探索

和研发新型的成像载体已成为多模态成像研究亟待解决的关键科学问题。 

 

5. 纳米材料与多模态分子成像 

纳米科学的研究进步，为多模态成像的发展带来了契机。纳米颗粒（Nanoparticles, 

NPs）空间大小分布广泛，可在几纳米到几百纳米之间，几乎涵盖了从小分子到生物

大分子几乎所有大小范围。特别是 10 - 100 nm 大小的纳米颗粒为分子成像最常选用。

虽然“个头”小，纳米材料却拥有比较大的比表面积，可进行多种的功能标记和修饰，

因而可承载多种成像模块，是多模态成像的理想平台（如图 4）[102]。而且较生物分

子来讲，纳米材料的物理性质和结构非常稳定、功能改造和修饰不易对其产生影响。

同时，经不同表面修饰可实现对纳米颗粒体内动力学的控制，如延长纳米颗粒在体循

环时间，甚至改变其代谢途径，方便人们对纳米材料体内动力学进行改造。更为重要

的是，由于比普通细胞小 100 - 10000 倍，纳米材料不仅可以与细胞表面的分子相互

作用，同样可以进入细胞。在此基础上，如将纳米颗粒同成像元件和具有治疗作用的

效应元件结合，可实现对疾病诊断、治疗的“一体化”应对。纳米材料的以上特点使纳

米材料成为多模态分子成像的理想载体 [47, 103-105]。 

在核素光学双模态成像研究领域，近年来以纳米材料为载体的研究报道日渐增多。

研究涵盖了纳米胶团 [106]、脂质体 [107]、碳纳米管 [108]、氧化铁 [109-112]、硅 

[113]、上转换材料 [114, 115] 及量子点 [54, 55, 116, 117] 等多种纳米材料。由于优
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良的荧光特性，量子点成为 PET/OI 较为常用的荧光纳米材料之一。 

 

 

图 4 纳米材料是多模态成像的理想平台[102] 

 

量子点（Quantum dot, QD）是一类荧光半导体纳米材料，与常见的小分子荧光物

质相比，量子点抗光漂白性强、激发光谱宽、荧光量子产率高、光谱可调。特别是对

于 NIR 量子点，只需对其的放射性修饰，就能很容易实现在体 PET/OI 双模态成像的

要求 [118]。2007 年陈小元课题组报道了将 64Cu 通过螯合物 DOTA 标记在发射波长

800nm QD 的研究 [117]。起初是为了研究该 QD 的生物分布及器官代谢情况，然而

这个研究却打开了 QD 核素光学双模态成像的大门。此后，利用类似方法，他们又相

继发表了基于 QD 的肿瘤血管双模态成像研究。通过血管靶向肽 RGD 及 VEGFR 单

克隆抗体的靶向作用，双模态标记的 QD 可在肿瘤部位的高浓度聚集，并在荷瘤小

鼠模型上实现了在体 PET/NIR 双模态成像 [54, 55]。为了进一步优化核素的标记，

课题组又报道了将放射性 64Cu 直接作为量子点合成原料的方法 [6, 7]。直接合成的

量子点不仅没有影响量子点的光学性质，同时具有更好的 PER/NIR 双模态成像的能

力。然而，量子点的中心粒子一般是有 Cd，As 等重金属材料组成，其表面常常需要

有毒物质进行修饰，如 CTAB。毒性成为限制量子点临床应用的最大障碍。虽然无毒、

低毒的量子点的研究取得了一些进展，然而量子点目前尚不能作为临床使用的
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PET/NIR 双模态成像的载体 [119]。 

 

6. 金纳米簇的研究背景 

常见的近红外荧光材料有两类，一类是有机荧光小分子，如 Cy5.5、IRDye800、

吲哚菁绿（Indocyanine green, ICG）等，另一类是上面提到的荧光量子点。目前仅荧

光小分子 ICG 被 FDA 批准可用于人体 [120]。然而令人遗憾的是，由于 ICG 的两亲

性和缺少可用于标记的功能基团，对其化学修饰非常困难 [121, 122]；而量子点，如

前述，毒性限制了其临床应用。因此，研发全新无毒、高荧光性能的 NIR 材料一直

是探针研发领域的研究热点。 

金纳米簇（Gold nanoclusters, AuNCs）是由几个到十几个金原子所组成的全新荧

光纳米材料 [13, 123]。结构上，金纳米簇由内部的金核和外部的保护基团构成。保

护基团多由生物分子或聚合物等有机分子构成，表面可进行不同功能基团的修饰。而

不同的表面修饰通过与生物系统间的作用，决定了金纳米簇的生物特性，如荧光特

性、生物相容性、稳定性等[124]。金纳米簇的半径尺寸通常在 2nm 左右，介于原子

和纳米粒科里之间，因而又具有与普通纳米粒子完全不同的“类分子样”特性。 

 

6.1 AuNCs 的荧光特性： 

由于 AuNCs 尺寸接近电子的费米波长，因此产生了不连续的尺寸相关电子能级，

使其具有依赖于粒子粒径大小的荧光特性 [125]。不同方法制备的 AuNCs 所报道的

量子产率约 10 – 45 % [126]。Lin 等人将 AuNCs 的光稳定性与量子点及常用小分子

荧光基团进行了比较，研究发现，AuNCs 虽然在荧光强度上不如量子点，但是其荧

光稳定性质要好于常见的小分子荧光染料 [127]；更值得一提的是，AuNCs 的荧光发

射光波长可随粒径和金原子组成的变化表现出可调节性，利用不同的保护基团可合

成出从可见光到近红外区范围发射光谱完全不同的 AuNCs（如图 5） [128]。特别是

具备 NIR 成像功能的 AuNCs 的出现，使 AuNCs 成为活体成像材料的新成员。 
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图 5 贵金属纳米簇不同保护基团与荧光发射波长的关系，通过改变贵金属纳米

簇的保护基团可使其荧光发射波长实现可调 [128]。 

 

6.2 AuNCs 的生物安全性：  

AuNCs 的保护基团主要是一些表面活性剂、树状大分子、硫醇类化合物、核酸、

胺类及蛋白质等。这些分子为 AuNCs 提供了良好的生物相容性界面，使 AuNCs 几

乎无毒。AuNCs 能够很好的用于生物探针、细胞标记和活体成像 [129, 130]。 

 

6.3 AuNCs 的生物应用： 

6.3.1 AuNCs 作为生物传感器： 

AuNCs 在与某些物质发生反应后，产生的荧光光子数可在短时间内减少或消失。

科学家们利用 AuNCs 的这一现象，开发了基于 AuNCs 的生物传感器，并成功用于

对金属离子，小分子化合物，蛋白质及微生物的探测。 

谢建平教授组采用一步还原法以 BSA 为模版制备了 BSA@AuNCs，利用 Hg2+可

淬灭 AuNCs 荧光这一原理，用于 Hg2+的检测。其检出限仅为 0.5 nM，远低于美国环

境保护局制定的 10 nM 标准 [131]。Zhang 等人报道了利用谷胱氨肽（Glutathione, 

GSH）为模板合成的金纳米簇 GSH@AuNCs，并用于对 Cr (III) 和 Cr (VI)的探测，

检测最低限分别为 2.5μg/L和 0.5 μg/L [132]。其他金属例子的检测如 Cu2+、PB2+等也

均有报道 [133, 134]。事实上，不单单对金属离子，小分子化合物（如 H2O2 等）、生

物硫醇类（如 Cys 等）、糖、ATP 等，AuNCs 同样可以实现高灵敏度的检测 [135-138]。
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例如，利用胰蛋白酶可水解 AuNCs 表面保护基团 BSA，进而使 AuNCs 结构遭到破

坏、荧光减弱的原理，Hu 等人实现了对胰蛋白酶的高灵敏度检测，检测限为 2 ng/mL 

[139]。Xia 等人也报道了类似方法用于高灵敏度检测蛋白酶（Proteases），当蛋白酶

降解 AuNCs 蛋白保护基团时，氧分子与 AuNCs 快速接触，淬灭荧光（如图 6） [140]。

此外，Wen等人还报道了利用AuNCs检测蛋白翻译后修饰酶（Protein post-translational 

modification enzymes）的研究，该方法为蛋白翻译修饰的相关研究提供了理想的研究

平台 [141]。Huang 等人的研究甚至运用 AuNCs 来检测大肠杆菌，他们研究发现

AuNCs 荧光强度可与菌体浓度在一定范围内成正相关 [142]。Chen 等人利用溶菌酶

（Lysozyme）为模版制备了的 lysozyme@AuNCs，不仅可与细菌相结合用于细菌的

探测，同时溶菌酶所带的杀菌功能依旧保持 [143]。 

 

 

图 6 BSA@AuNCs 检测蛋白酶的原理图。正常情况下，由于 BSA 的保护，隔绝

了 AuNCs 的内核与外界氧分子（O2）的接触。在蛋白酶的作用下，BSA 降解，

BSA@AuNCs 的表面保护基团受到破坏，AuNCs 内核暴露，荧光被氧分子淬灭 

 

6.3.2 AuNCs 的体外、体内成像研究 

AuNCs 优良的荧光性能使其成为荧光成像理想的荧光材料。Shang 等人使用 D-

青霉素胺（D-penicillamin, DPA）合成了水溶性 DPA@AuNCs，并与人宫颈癌细胞 Hela

孵育。2 小时后，DPA@AuNCs 被细胞非特异摄取并内吞，被内吞 DPA@AuNCs 可

产生明亮荧光，证实了 AuNCs 可作为细胞标记用于活细胞的荧光成像（如图 7） [144]。

利用肿瘤高亲和力生物分子作为模版或使用肿瘤特异性标志物对合成后的 AuNCs 进

行修饰，可实现 AuNCs 肿瘤细胞特异性靶向成像。比如，用转铁蛋白（Transferrin）

及胰岛素（Insulin）作为保护基团制备的 AuNCs 可分别靶向转铁蛋白受体高表达的
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肺癌 A549 和胰岛素受体高表达的 C2C12 细胞 [145, 146]。又如，Hu 等人使用叶酸

（Folate）修饰 BSA@AuNCs 成功识别了叶酸受体高表达的乳腺癌细胞 MCF-7 [147]。

Wang等人报道了经Herceptin修饰后的AuNCs识别乳腺癌SK-BR3的相关研究 [148]。 

 

 

图 7 D-青霉素胺所制备的 AuNCs 用于细胞成像。左图显示试了 DPA@AuNCs

的 TEM 图片，小插图可见其晶格；右图，宫颈癌 Hela 细胞在与 DPA@AuNCs 共孵

育 2 小时后，荧光可见细胞对 DPA@AuNCs 的吞噬。绿色，DPA@AuNCs，红色，

细胞膜（经 DiD 染色） [144]。 

 

分散性好、生物相容性佳、具备 NIR 成像功能的 AuNCs 拥有较好的组织穿透

力，是在体成像的理想工具。第一个将 AuNCs 用于活体成像研究发表于 2010 年，

Wu 等人制备了具有 710 nm 近红外荧光功能 BSA@AuNCs。直接将 BSA@AuNCs 注

射于小鼠皮下及肌肉中，在激发光激发下，注射部位的 BSA@AuNCs 清晰可见。进

一步在乳腺癌荷瘤小鼠模型上，尾静脉注射 BSA@AuNCs 后，在肿瘤在高通透性和

滞留效应（Enhanced permeability and retention effect, EPR）的作用下，BSA@AuNCs

不断在 MDA-MB-45 肿瘤处聚集（如图 8）；在另一组宫颈癌 Hela 细胞动物模型上，

研究者们同样观察到了相同现象 [127]。 由于 BSA@AuNCs 非常小，加之表面的

BSA 保护，因而在体成像时表现出了较好的生物相容性和成像对比性，瘤体处的荧

光信号明显高于周围正常组织，器官的非特异摄取也较其他纳米材料少。在对 AuNCs

器官摄取和体内代谢的研究中，正常小鼠尾静脉注射 GSH@AuNCs24 小时后，仅有

3.7%在肝脏中蓄积，而超过 50%的 GSH@AuNCs 经由尿液排除。较低的肝脾富集、

较快的肾脏排除，使 GSH@AuNCs 能在肿瘤处有效高的摄取；同时在非特异组织有
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较快的排出速度，也保证了肿瘤成像对比效果更为明显 [149, 150]。 

 

图 8 BSA@AuNCs 在体荧光成像。a，在 EPR 效应作用下，肿瘤对探针的摄取

随时间而增加；b，肿瘤组织较肌肉组织，可明显摄取更多的 BSA@AuNCs。上图，

乳腺癌 MDA-MB-45 小鼠荷瘤模型；下图，宫颈癌 Hela 小鼠荷瘤模型 [127]。 

 

7. 结语 

综上所述，分子影像为肿瘤早期诊断、疗效的快速评估提供了有效手段。由于分

子影像各模态存在各自成像的不足，因此多模态分子影像成为未来影像诊断的发展

方向。在成像模态的组合中，PET/NIR 组合将光学成像和 PET 成像的优势进行整合，

高灵敏度、高特异性、可定量分析等优点，特别是在肿瘤切除中表现出的潜在临床应

用价值，使 PET/NIR 受到了人们越来越多的关注。纳米材料由于其较大的比表面积

和稳定的物理化学性质，是 PET/NIR 成像的良好载体。由于传统荧光纳米材料潜在
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的生物毒性，严重制约了未来 PET/NIR 的转化应用。因此研究全新 PET/NIR 纳米平

台是进一步推动 PET/NIR 研究中亟待解决的科学问题。 

AuNCs 作为新一代高效、无毒的纳米荧光探针，其近红外成像能力和高生物安

全性，使其逐渐成为在体成像研究的新焦点。然而 AuNCs 能否实现 PET/NIR 双模态

成像，通过什么方法实现，以及其在肿瘤多模态成像中的应用价值等一系列问题尚未

见报道。研究 AuNCs 的放射性标记方法，并探讨其在肿瘤 PET/NIR 成像中的潜在价

值，为进一步拓展 AuNCs 的应用领域，推动多模态成像探针的开发和纳米材料的临

床转化具有重要科学意义。 
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正    文 

 

第一部分 金纳米簇的合成、表征及放射性

标记 

 

 

金纳米簇（AuNCs）是一种在生物医学领域和成像领域方面具有着重大发展潜力

的荧光纳米材料。前已述及，由于 AuNCs 具有荧光可调性，不同方法制备的 AuNCs

可产生自可见光到近红外区（NIR）范围不同的荧光。NIR 功能的 AuNCs 已成为在

体成像研究的新热点。近年来，国内外研究学者报道了多种具备 NIR 功能 AuNCs 的

合成和改进方法。这些方法包括有模版法、单分子层保护法、配体蚀刻法等。其中模

版法应用作为广泛。模版法是以一定分子作为模版合成具有特殊立体结构和功能的

AuNCs。模版分子可以是硫醇化合物、树状大分子、生物相容性好的生物大分子，如

蛋白质、酶、核酸或多肽等。人血清白蛋白（Human serum albumin, HSA）是人体广

泛存在的生物大分子，约占血浆蛋白的 50%。本实验首次报道以 HSA 作为模版合成

具有近红外功能的 AuNCs 的方法，以期利用 HSA 优良的生物学特点，制备生物相

容性好、近红外荧光强的 AuNCs。同时，我们首次报道了 AuNCs 的放射性核素 64Cu

的标记方法。通过放射性核素标记，使 AuNCs 具备 PET/NIR 双模态成像的能力。此

部分实验是整个课题的基础，通过对探针的大小、荧光特性、光谱等表征的分析以及

生物安全性、核素标记情况等的分析与评估，为下一步多模态成像建立良好的成像探

针。 
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1. 材料 

1.1 试剂与耗材 

1.1.1 试剂 

人血清白蛋白 Sigma 公司 

氯金酸 Acros Organics 公司 

氢氧化钠 Acros Organics 公司 

PBS 缓冲液 Invitrogen 公司 

小鼠血清 Sigma 公司 

水合肼 Acros Organics 公司 

64CuCl2 美国国立卫生研究院 

琼脂糖 Fisher Scientific 公司 

 

1.1.2 耗材 

无菌移液管 Fisher Scientific 公司 

合成玻璃瓶 Wheaton 公司 

ILTC 层析板 Sigma 公司 

滤膜枪头 Fisher Scientific 公司 

30K 滤膜离心管 Millipore 公司 

毛细玻璃管 华西医科大学仪器厂 

磁力棒 Fisher Scientific 公司 

PD-10 脱盐柱 GE 公司 

1.5 mL EP 管 Fisher Scientific 公司 

 

1.2 实验仪器 

恒温磁力搅拌器 江苏金坛市医疗器械仪器厂 

透射电子显微镜 日本 Hitachi 公司 

超纯水装置 Millipore 公司 

PH 计 Sartorius 公司 
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称量电子天平 Sartorius 公司 

恒温水浴箱 上海新苗 

台式离心机 Thermo Scientific 公司 

移液器 Eppendorf 公司 

超声波清洗器 昆山合创超声仪器有限公司 

F-7000 荧光分光光度计 日本 Hitachi 公司 

GENESYS™ 10S 紫外可见光分光光

度计 

Thermo Scientific 公司 

Malvern-Zetasizer 分析仪 英国马尔文公司 

4 °C 冰箱 Thermo Scientific 公司 

小型 γ-计数器 Genesys 公司 

凝胶电泳仪 Bio-rad 公司 

AR-2000 Radio-TLC 扫描仪 Bioscan 公司 

手持式紫外灯 UVP 公司 

Maestro 在体成像系统 CRI 公司 

J-815 分光偏振仪 

 

JASCO 公司 

2. 方法 

2.1 HSA@AuNCs 的合成 

1) 将 HSA 配置成为 50 mg/mL 的溶液，取出 5 mL 加入合成玻璃瓶。将反应放

置于磁力搅拌台 37 °C 搅拌； 

2) 将 HAuCl4 配制成 10 mM 水溶液，向上述反应体系内加入 5 mL HAuCl4 溶

液，并快速搅拌，PH 计测量 PH 约为 2； 

3) 5 分钟搅拌后，将 1 M NaOH 溶液 500 μM快速加入。PH 计测量 PH 约为 12； 

4) 设定反应体系在温度 37 °C，避光搅拌 12 小时； 

5) 将反应产物放入 4 °C 冰箱避光保存。 
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2.2 放射性 64Cu 标记与纯化 

1) 标记所使用的各项试剂均经超声除气（degassing）40 分钟处理； 

2) 标记前，使用 30K 滤膜离心管 4000 rpm/min 多次洗涤 AuNCs，洗涤液选用

PH = 7.4 的去离子水； 

3) 吸取 1 mL 上述洗涤过的 AuNCs，向其中加入 5 - 6 mCi 64CuCl2，室温搅拌 5

分钟，调节 PH = 5.5； 

4) 向上述反应体系中快速加入 10 µL 还原剂 N2H4；室温搅拌 40 分钟； 

5) PD-10 脱盐柱纯花前，使用含 0.1 %抗坏血酸钠的 PBS 溶液活化； 

6) 将上述产物通过 PD-10 脱盐柱纯化，接取纯化 64Cu 标记的 AuNCs，记作

64Cu-doped AuNCs。 

 

2.3 64Cu-doped AuNCs 的放射化学纯度测定 

1) 本实验使用快速层析法（Instant Thin-Layer Chromatography, ITLC）测量； 

2) 0.1 M 柠檬酸为溶液展开剂； 

3) 将 2.2 中标记纯化好的 64Cu-doped AuNCs 用毛细玻璃管吸取，在 ILTC 层析

板上点样，并放入展开剂中。注意，不要让点样点接触展开剂，以免样本溶

解于展开剂中； 

4) 当样本随展开剂到达距 ITLC 层析板上缘约 10 cm 时，将 ITLC 层析板取出； 

5) 用保鲜膜包裹层析板，放置于 AR-2000 Radio-TLC 扫描仪检测； 

6) 按照如上相同方法测量同批次 64CuCl2 作为对照； 

7) 计算放射化学纯度。 

 

2.4 不同浓度 Cu 制备 Cu-doped AuNCs 

1) 标记所使用的各项试剂均经除气（degassing）40 分钟处理； 

2) 标记前，使用 30K 滤膜离心管 4000 rpm/min 多次洗涤 AuNCs，洗涤液选用

PH = 7.4 的去离子水； 

3) 取 1 mL 上述洗涤过的 AuNCs，向其中加入 1 %，2 %，5 % 及 10 %摩尔比

的 CuCl2（非放射性），室温搅拌 5 分钟，调节 PH = 5.5； 

4) 向上述反应体系中快速加入 10 µL 还原剂水合肼；室温搅拌 40 分钟； 
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5) PD-10 脱盐柱纯花前，使用含 0.1 %抗坏血酸钠的 PBS 溶液活化； 

6) 将上述产物通过 PD-10 脱盐柱纯化，接取纯化的不同 Cu 浓度的 Cu-doped 

AuNCs。 

 

2.5 琼脂糖凝胶电泳 

1) 首先配置电泳缓冲液，Britton-Robinson 电泳缓冲液配方：缓冲溶液用 0.04 M

磷酸、硼酸和醋酸配制，使用 0.2 M NaOH 调节 PH 至 7.4； 

2) 配置 2 %的琼脂糖凝胶，将凝胶在微波炉沸腾后，倒入电泳槽模板内； 

3) 分别取在 PBS 及血清中孵育 24 小时的 Cu-doped AuNCs 18 µL，与 2 µL 甘

油预混。加入胶孔； 

4) 链接电泳装置，设定电压 7.5 V/cm，电泳时间 30 分钟。 

 

2.6 不同浓度 Cu 制备的 Cu-doped AuNCs 荧光性质的影响 

1) 不同浓度 Cu 对荧光强度及最大发射波长的影响：取上述不同 Cu 浓度制备

的 AuNCs 50 µL 分别稀释至 1 mL 分别放入 1 cm × 1 cm 的石英测量杯中，

使用 F-7000 荧光分光光度计（发射狭缝 10 nm，激发狭缝 5 nm，电压 700 

eV）测量其最大发射光谱位置及相对强度； 

2) 不同溶液对 Cu-doped AuNCs 荧光强度及最大发射波长的影响：将摩尔比 1 % 

的 Cu-doped AuNCs 与去离子水、PBS、小鼠血清孵育 24 h 后，取上述溶液

中的 AuNCs 50 µL 分别稀释至 1 mL 分别放入 1 cm × 1 cm 的石英测量杯中，

使用 F-7000 荧光分光光度计（发射狭缝 10 nm，激发狭缝 5 nm，电压 700 

eV）测量其最大发射光谱位置及相对强度； 

3) Cu-doped AuNCs 的时间稳定性：将摩尔比 1% 的 Cu-doped AuNCs 与 PBS

孵育 0、1、2、3 天的样本取出 50 µL 分别稀释至 1 mL 分别放入 1 cm × 1 cm

的石英测量杯中，使用 F-7000 荧光分光光度计（发射狭缝 10 nm，激发狭缝

5 nm，电压 700 eV）测量其最大发射光谱位置及相对强度； 

4) Cu-doped AuNCs 的荧光抗漂白性：根据 Wu 等人的方法 [127]，荧光图片使

用 Maestro 在体成像系统采集（激发光滤镜波长 465-495 nm，发射光滤镜波

长：580-780 nm）。光漂白使用汞灯照射 10 分钟，每分钟 Maestro 采集荧光
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图片。使用 Image J 软件测量荧光强度，同时使用罗丹明 6G 作为对照。 

 

2.7 统计分析方法 

统计分析使用 Graphpad V5.0 软件，计量数据以 Mean ± SD 表示。多组之间

单因素比较采用 One-way ANOVA，两组间单因素比较实用 t 检验。当 P < 

0.05 表示统计学意义。 

 

3. 结果 

3.1 HSA@AuNCs 的合成 

合成过程中，我们将 HAuCl4 加入 HSA 溶液后，溶液由黄色逐渐变为无色透明，

在加入 NaOH 后，随着反应的继续，反应溶液逐渐加深。反应完成后，反应产物在

白光下表现为深棕色，提示 HSA@AuNCs 的形成（注：以下论文正文中除特别说明

外，AuNCs 即指 HSA@AuNCs）。在 UV 紫外光（365 nm 波长）照射下，AuNCs 发

射出非常强的红色荧光，而与之相比的 HSA 则为淡蓝色荧光光（图 9）。 

 

图 9 白光及紫外光下 HSA@AuNCs 的颜色。从左至右：水、HSA、HSA@AuNCs；

紫外激发光 365 nm。 

 

3.2 AuNCs 吸收光谱及荧光光谱 

分别取样 50 µL HSA 及 AuNCs 分别稀释至 1 mL，分别放入 1 cm × 1 cm 的石英

测量杯中，使用分光光度计测量紫外光谱.如图 10、12 所示，所制备的 AuNCs 在 280 
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nm 处有明显的吸收峰，而 HSA 在 514 nm 处存在明显吸收，上述结果初步证明了所

合成的 AuNCs 与 HSA 本身并不是同一物质。 

在 365 nm 波长紫外灯观察下，如上述结果所展示，HSA 为淡蓝色荧光，而 AuNCs

为较强的红色荧光。为测量 AuNCs 的荧光光谱特征，我们取样 50 µL HSA 及 AuNCs

分别稀释至 1 mL 分别放入 1 cm × 1 cm 的石英测量杯中，使用 F-7000 荧光分光光度

计（发射狭缝 10 nm，激发狭缝 5 nm，电压 700 eV），分别用最佳激发光激发，并测

量其最大发射光谱，发现 AuNCs 最大发射光谱约为 680 nm，而 HSA 在相同激发条

件下，最大发射约为 550 nm。 

 

 

图 10 HSA 与 AuNCs 的紫外吸收光谱及发射光谱 

 

 

图 11 AuNCs 的 HR-TEM 照片 
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3.3 AuNCs 的形貌及粒径表征、 

2.1 所制备的 AuNCs 点样于铜网制备 TEM 样本后，使用 HR-TEM 观察。如图

11 所示，所合成的 AuNCs 呈规则球形颗粒，粒径均一，颗粒大小约为 0.93 ± 0.25 nm。 

 

3.4 Cu-doped AuNCs 的吸收光谱及荧光光谱表征 

由于放射性物质的特殊管理规定，64Cu-doped AuNCs 不能直接用仪器测量。我

们使用无放射性的 CuCl2 按照相同方法标记 AuNCs。2.4 方法所制备的 Cu-doped 

AuNCs（1 % Cu）与亲本 AuNCs 在吸收光谱和发射光谱上存在明显不同。在吸收光

谱上，虽然 Cu-doped AuNCs 与 AuNCs 波形类似，但是最大吸收峰位置不重合；在

发射光谱上，Cu-doped AuNCs 的最大发射波长发生蓝移，最大发射波长约 667 nm

（如图 12）。 

 

 

图 12 Cu-doped AuNCs 与 AuNCs 的吸收光谱及最大发射光谱 

 

3.5 Cu-doped AuNCs 的形貌、粒径表征及 CD 谱变化 

将 1 % Cu-doped AuNCs 点样于铜网制备 TEM 样本后，使用 HR-TEM 观察。如

图 12 所示，Cu-doped AuNCs 同样呈规则球形颗粒，粒径均一。通过 TEM 测量， Cu-

doped AuNCs 的粒径较标记前略有增长，直径约为 2.56 ± 0.50 nm。DLS 水化半径测

量显示 Cu-doped AuNCs 大小为 5.8 ± 1.0 nm（图 13a、b、d）。 

为了判断 AuNCs 制备及 Cu 标记对 HSA 空间构象可能的影响。我们测量了 Cu-

doped AuNCs 与天然 HSA 的 CD 谱，并做了相互比较。天然 HSA 在 190 nm 显示了
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一个正吸收峰，在 209 nm 和 222 nm 处有两个负吸收峰。在 Cu-doped AuNCs 在 190 

nm 处的正吸收峰略有上升，而两个负吸收峰的位置略有蓝移，位置约 205 nm 及 221 

nm（图 13b）。 

 

图 13 Cu-doped AuNCs（1 % Cu）表征。a、Cu-doped AuNCs 的 HR-TEM 照

片；b、CD 谱测量结果；c、Cu-doped AuNCs 的大小分布；d、DLS 测量水化半径。

蓝色，AuNCs；红色，64Cu-doped AuNCs。 

 

3.6 64Cu 标记 AuNCs 的效率、纯度及稳定性 

通过 2.2 的标记方法，我们成功将 64Cu 标记于 AuNCs 上。经过 PD-10 柱纯化

后，我们将洗脱下的纳米颗粒和 PD-10 脱盐柱分别通过 γ-计数器测量其中放射性核

素的含量。结果显示绝大多数的 64Cu 被标记在了 AuNCs 上，仅很少的放射性残留于

PD-10 脱盐柱中。进一步，我们将样本点样于 ITLC 层析板，通过 ITLC 再次确认样

本放化纯度。如图 14a、b 所示，经 PD-10 纯化后，64Cu 几乎全部标记于 AuNCs 上。 
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为判断 64Cu 是被还原于 HSA 上还是 AuNCs 上，我们采用 2.2 相同的标记方法，

单独标记了 HSA。结果如图 14c、d 所示，HSA 本身并不能通过 2.2 的方法成功标记

上 64Cu，ITLC 仅显示出游离 64Cu 峰。进一步添加过量的游离 64CuCl2，峰值仍出现

在相同位置，进一步肯定了我们的结论。 

 

 

图 14 ITLC 测量 64Cu 标记 AuNCs 的效率、纯度及稳定性。a、64CuCl2；b、

64Cu-doped AuNCs ；c、64Cu 标记 HSA；d、64Cu 标记 HSA 后再次加入 64CuCl2。 

 

将 64Cu-doped AuNCs 置于 PBS 中动态观察 24 小时，ITLC 测量标记率结果显示

64Cu-doped AuNCs 性质稳定，64Cu 标记 24 小时内无明显脱落（图 15）。 
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图 15 ITLC 测量 64Cu-doped AuNCs 标记稳定性 

 

3.7 不同浓度 Cu 制备 Cu-doped AuNCs 及其对 AuNCs 荧光特性的影响 

为了研究不同浓度的 Cu 在制备 Cu-doped AuNCs 对 AuNCs 荧光产生的影响，

我们使用非放射性 CuCl2，采用相同步骤和方法，分别制备了摩尔比（Cu ：Au）1 %、

2 %、5 %、10 %不同的 Cu-doped AuNCs，如下图 16。在白光状态下，其颜色无肉眼

可辨区别。但是在 360 nm 荧光激发下，随着 Cu 浓度的不断增加，Cu-doped AuNCs

的荧光逐渐减弱。 

进一步，我们将上述不同浓度的 Cu-doped AuNCs 等量稀释后，放入 F-7000 荧

光分光光度计测量其相对荧光强度。我们发现，随着 Cu 浓度的不断增加，荧光强度
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随之递减，最大激发峰位置相对蓝移。当摩尔比为 1 %时，荧光强度约保持为原来的

90 %以上，但当摩尔比为 10 %时，荧光强度约降为亲本 AuNCs 的 30 %（如图 17a）。 

 

图 16 不同比例 Cu 标记对 AuNCs 的荧光影响。WL，白光；UV，365 nm 紫外。 

 

需要指出的是，核素标记是所用的放射性 64Cu 非常微量，几乎没有质量。因此

对于放射性 64Cu 对于荧光强度的影响因而可忽略不计。由于放射性核素在使用、运

输时及仪器使用限制，为了最大程度上模拟放射性 64Cu-doped AuNCs，我们选择了

摩尔比是 1 %的 Cu-doped AuNCs 进行后续相关研究。我们取 50 µL 1 % 的 Cu-doped 

AuNCs，分别与去离子水、PBS 及小鼠血清共孵育。24 小时后，F-7000 荧光分光光

度计分别测量了上述溶液的荧光强度，我们发现 Cu-doped AuNCs 在各溶液中保持稳

定，荧光强度未有明显改变（如图 17b）。吸取在 PBS 及血清中孵育 1 % Cu-doped 

AuNCs，加入琼脂糖凝胶中，30 分钟电泳结果显示，PBS 与血清孵育后 Cu-doped 

AuNCs 电泳条带位置相同，提示 24 小时孵育后，血清中 Cu-doped AuNCs 仍保持稳

定，无明显降解或分解（如图 18）。 

此外，我们同时评估了 Cu-doped AuNCs 随时间的稳定性。将 1% 的 Cu-doped 

AuNCs 室温放置 0 天、1 天、2 天、3 天后，分别测量其荧光强度与最大激发波长位

置，结果显示 Cu-doped AuNCs 性质稳定，不随时间变化（如图 17c）。荧光抗光漂白

性也是评价荧光染料的好坏的重要指标，我们对比了 AuNCs，Cu-doped AuNCs 及常

用小分子染料罗丹明 6G 在汞灯连续激发下，10 分钟荧光强度的连续变化。每分钟

Maestro 采集荧光图片，使用 Image J 软件计算荧光强度。结果显示，AuNCs 及 Cu-
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doped AuNCs 能保持较好的荧光稳定性，而罗丹明 6G 在 10 分钟汞灯连续激发后，

荧光几乎完全消失（如图 16d）。 

 

 

图 17 不同条件下 AuNCs 的荧光变化 a、不同比例 Cu 标记对 AuNCs 的荧光影

响；b、1 % Cu-doped AuNCs 在不同溶液中孵育 24 小时后荧光强度变化；c、1 % 

Cu-doped AuNCs 在 PBS 中静置 1、2、3 天荧光强度变化；d、AuNCs、1 % Cu-

doped AuNCs 与罗丹明 6G 抗光漂白对比。 

 

 

图 18 电泳判断 Cu-doped AuNC 的稳定性。PBS 孵育为对照。 
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4. 讨论 

模板法是制备金纳米簇最常见的方法之一，其中使用有功能的蛋白质，如 BSA、

各种酶等作为金纳米簇的合成模板最受研究者关注。这主要是因为蛋白质分子模板

在金纳米簇形成中不仅有稳定空间构象，还原及安排金原子排列等一系列作用。更为

重要的是，外层蛋白质分子保护可使金纳米簇获得与蛋白质类似的优良生物相容性，

为体内成像和实验带来益处 [151]。那么作为模板的蛋白分子，在形成金纳米簇后是

否还具有原有蛋白质的功能？如果蛋白质的空间构象和功能得以保存，那么用功能

蛋白质为模版合成出的金纳米簇，就将是皆具蛋白质生物功能和金纳米簇荧光特性

的“双功能材料”。在牛血清白蛋白（Bovine serum albumin, BSA）为模板合成 AuNCs

过程中，崔大祥等人利用 CD 谱动态观察了在 AuNCs 形成过程中 BSA 的构象变化。

研究发现，在 AuNCs 合成初期，由于 BSA 与 AuCl4
-离子间的强螯合作用，BSA 的

分子构型会发生改变。原有的 190 nm 正吸收峰和 209 nm、222 nm 的负吸收峰会逐

渐变平，提示 BSA 的 α螺旋解旋，蛋白趋向线性的初级结构。然而他们发现 BSA 的

改变是可逆的，随着 AuNCs 的形成，BSA 又重新恢复折叠，在 190 nm、209 nm、

222 nm 处出现了与天然 BSA 类似的峰，提示 BSA 的结构得到恢复 [17]。Zhang 等

人在以辣根过氧化物酶（Horseradish peroxidase, HRP）为模板制备 AuNCs 时，证明

了制备后的 HRP@AuNCs 仍具备 HRP 活性 [135]。Chou 等人使用胰岛素制备 AuNCs，

也发现了所制备的 Insulin@AuNCs 仍具有降低血糖的作用 [146]。同样使用转铁蛋

白在合成 AuNCs 后，Transferrin@AuNCs 仍表现出携带和吸附铁的能力 [145]。以上

研究提示，以蛋白为模板合成 AuNCs，蛋白仍可能保持其本身的生物活性。与前期

的相关研究结果相一致，在我们的试验中，HSA@AuNCs 的 CD 谱与天然 HSA 在结

构上仅有轻微变化，提示 HSA 大部分恢复了其原始折叠 [17, 152, 153]。HSA 生物

活性的保持，对 64Cu-doped AuNCs 的在体应用具有重要意义。以 HSA 为基础制备的

造影剂 AlbunexTM[154, 155]和药物 AbraxaneTM[156, 157]的临床使用表明，HSA 作为保

护基团制备，可使纳米颗粒获得与血浆白蛋白类似的生物学特点，如生物相容性好，

血液循环时间长，不宜收到网状内皮系统的吞噬等。因此，在本研究中，具备生物活

性的 HSA 不仅为 AuNCs 合成提供模板，同样使探针模拟了 HSA 优良的在体生物动
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力学特征，在体循环时间增加、非特异吞噬减少，更有利于肿瘤组织摄取。 

在纳米材料的放射性标记中，由于 64Cu 合适长度的半衰期和放射性质（t1/2 = 12.7 

h， β+, 0.653 MeV [17%])）及简便的标记方式，使 64Cu 成为纳米材料研究中使用最

为广泛的放射性核素 [158, 159]。通常讲 64Cu 主要是通过大分子螯合物如 1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid（DOTA, logk = 22.3）标记于纳米材料的

表面。然而越来越多的研究表明，螯合物标记并不是 64Cu 标记的最佳方式。64Cu 螯

合物在体内不稳定， 64Cu-DOTA 常常会被从纳米材料上置换到体内某些其他蛋白质

上，造成非特异器官的高摄取 [160-162]。一些新型的螯合剂，如叉形环拉胺类，虽

然较 DOTA 改善了在体稳定性，但是这类螯合物的标记条件往往很苛刻并且标记过

程复杂，临床上至今尚无报道使用这类螯合剂的标记方法 [163]。具体到金纳米材料，

目前仍多为采用 DOTA 标记的方法。有研究报道表明，采用 DOTA 标记 64Cu，在体

循环 24 小时后，约有 20 %的 64Cu 会由金纳米颗粒颗粒表面上解离。从纳米材料上

脱落的 64Cu，最终会在非特异器官，如肝脏聚集，因而影响诊断的准确性 [161, 162, 

164]。为改善上述情况，越来越多研究将 64Cu 直接合成在纳米材料中，这样纳米材

料与 64Cu 即为一体。Liu 等人在合成金纳米颗粒时，直接将 64Cu 合成其中，64Cu 在

体极其稳定，几乎没有脱落产生 [160]。前期，我们实验室报道了将 64Cu 直接还原于

CdSe/ZnS 量子点表面的方法，同样展现了良好的体内稳定性 [6, 7]。由于目前尚无

有关 AuNCs 放射性标记方法的报道，在本研究中，我们创新的采用水合肼还原法，

将微量放射性 64Cu 还原于 AuNCs 表面。为了确证 64Cu 的确是被标记于 AuNCs 上，

而非 HSA。我们使用了相同的实验方法和条件，观察 64Cu 标记 HSA 的情况。结果

显示，ITLC 只检测到与游离 64Cu 相同位置的峰；且进一步加入过量 64Cu 时，游离

64Cu 峰进一步增高，说明 64Cu 并不能稳定标记于 HSA 上。这个结果也间接证明了，

64Cu 是被标记与 Au 纳米颗粒上而非 HSA 上。该方法将 64Cu 作为 64Cu-doped AuNCs

的直接组成部分，利用 Au-Cu 之间可形成金属间化合物，使 64Cu 牢固贴附于 Au 原

子表面。ITLC 及琼脂糖凝胶电泳实验表明，该方法标记率高，稳定性好，64Cu 几乎

全部被标记。这种“整体化”标记有三个好处：第一，标记更为稳定，相较于 DOTA 不

会造成 64Cu 释出，该方法使得 PET 成像诊断及定量更为精确；第二，标记更为简单，

且不影响 AuNCs 的荧光特性和 HSA 的空间折叠。实验中，虽然我们观察到了随着

Cu 含量增加，AuNCs 的荧光强度会逐渐减弱，摩尔比 1 % Cu 会使得荧光约降低至
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原强度的 90 %左右。但是考虑到用于标记的放射性 64Cu 含量非常少，质量几乎可以

忽略，因此，对于标记用 64Cu 造成的荧光强度损失，几乎可忽略不计；第三，避免

了大分子量螯合分子对探针在体动力学的影响。 

本部分实验，我们国际上首次使用 HSA 作为模板，成功合成具备 NIR 成像功能

的 AuNCs。该 AuNCs 粒径小，荧光强且稳定。光谱学和 CD 谱研究表明所合成的

AuNCs 荧光特性和 HSA 的生物学效应均得以保持，同时，我们首次报道了 AuNCs 

64Cu 的直接标记方法，在无螯合剂的条件下，成功合成了 64Cu-doped AuNCs，从而

使 AuNCs 具备了近红外及 PET 成像双模态成像功能。 

  



第四军医大学博士学位论文 

-49- 

 

第二部分 64Cu-doped AuNCs 的体外多模态成像研究与

评价 

 

多种放射性核素如 18F、131I、90Y、64Cu 等，在放射性衰变的过程中不但可以发

射高能 γ射线、β射线，也会会发生契伦科夫辐射（Cerenkov Radiation），向外辐射

低能光子。这些光子主要以短波长的蓝紫光为主。前一部分，我们观察到了 AuNCs

的主要吸收区域恰好在这一区域，那么 64Cu-doped AuNCs 就有可能实现无需外界激

发光的 CRET 成像。如果我们的推测正确，理论上 64Cu-doped AuNCs 将具备“四种

方式，两种模态”的多模态成像能力。四种成像方式分别是：其一，正电子放射性核

素 64Cu 的 PET 成像；其二，64Cu 的直接契伦科夫辐射光学成像；其三，AuNCs 本身

具有的近红外荧光成像；其四，以 64Cu 作为能量供体（Energy donor）、AuNCs 作为

能量受体（Energy acceptor），通过能量供受体之间的 CRET 成像，实现的无需激发

光的近红外成像。这四种成像方式中既包括核素成像，亦包括光学近红外成像模态。

那么实际情况下，64Cu-doped AuNCs 可否实现“四种方式，两种模态”成像的假设，

成像条件及成像评价是本部分研究需着重解决和回答问题。 

上一部分我们已经成功合成了 64Cu-doped AuNCs 新型纳米探针，并初步探讨了

其表征及荧光特性。本部分的研究重点将在离体水平上，运用 PET 成像、Maestro 光

谱分离成像、IVIS 光谱分离方法在离体水平上对 64Cu-doped AuNCs 的成像效果进行

评价。同时，也将在细胞水平上探讨 64Cu-doped AuNCs 的生物安全性及细胞的非特

异吞噬。以期通过本部分的研究，摸索和建立 64Cu-doped AuNCs 的成像条件，为第

三部分 64Cu-doped AuNCs 的在体成像研究打下了基础。 
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1. 材料 

1.1 试剂与耗材 

1.1.1 试剂 

胎牛血清 Thermo Scientific 公司 

MEM 培养基 Thermo Scientific 公司 

细胞培养用青链霉素双抗 Thermo Scientific 公司 

PBS Thermo Scientific 公司 

DAPI Roche 公司 

胰蛋白酶 Thermo Scientific 公司 

防淬灭封片剂 上海碧云天公司 

CCK8 试剂盒 Dojindo 公司 

Z-fix 固定液 Anatech 公司 

细胞冻存液 Invitrogen 公司 

 

1.1.2 耗材 

无菌移液管 Fisher Scientific 公司 

细胞培养瓶 Corning 公司 

8 孔细胞培养皿 Fisher Scientific 公司 

滤膜枪头 Fisher Scientific 公司 

15 mL、50 mL 离心管 Corning 公司 

0.2 μm滤器 Millipore 公司 

96 孔培养板 Corning 公司 

1.5mL EP 管 Fisher Scientific 公司 

盖玻片 Fisher Scientific 公司 

梯度降温冻存盒 Nalgene 公司 

流式上样管 BD Biossciences 公司 

细胞冻存管 Nunc 公司 

避光锡箔纸 绍兴顺祥锡箔纸公司 
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细胞计数板 实验室自备 

 

1.2 实验仪器 

小动物 PET 成像仪 西门子公司 

IVIS 小动物成像仪 Caliper 公司 

荧光显微镜 Olympus 公司 

倒置显微镜 Olympus 公司 

Accuri C6 流式细胞仪 BD Biossciences 公司 

多功能酶标仪 Thermo Scientific 公司 

细胞培养箱 Thermo Scientific 公司 

Geiger 计数器 卢德伦测量公司 

移液器 Eppendorf 公司 

超声波清洗器 昆山合创超声仪器有限公司 

细胞超净台 Thermo Scientific 公司 

摇床 上海琪特 

台式离心机 Thermo Scientific 公司 

4 °C 冰箱 Thermo Scientific 公司 

恒温水浴锅 上海新苗 

-80 °C 超低温冰箱 Thermo Scientific 公司 

小型 γ计数器 Genesys 公司 

Maestro 在体成像系统 CRI 公司 

 

1.3 细胞系 

人脑胶质瘤细胞系 U87MG 购买与 ATCC，保存于我实验室。 

 

2. 方法 

2.1 细胞复苏、培养穿代、冻存 

1) 本研究采用人脑胶质瘤细胞系 U87MG； 
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2) 将细胞从液氮中取出，快速放入 37 °C 恒温水浴锅，并充分摇动，使其快速

融化。同时，提前预热培养基； 

3) 将细胞吸出，与含有 10% FBS、100 U/mL 青霉素和 0.1 mg/mL 链霉素的 MEM

培养基 5 mL 预混，并吸入 15 mL 离心管离心，离心转速 1000 rpm/min，时

间 3 分钟； 

4) 离心过后，弃去上清，余下细胞沉淀用 5 mL 新鲜培养基重悬； 

5) 将细胞转入细胞培养瓶，置于 37 °C 细胞培养箱，隔日换液； 

6) 待细胞生长至对数生长期后，注意不要让细胞生长太满，进行细胞分瓶和传

代； 

7) 传代时，首先吸收就培养基，用 PBS 清洗 1 遍，之后加入 0.25 %胰蛋白酶，

消化 1 - 3 分钟。消化过程中，不断摇晃培养瓶，使胰酶充分与细胞接触； 

8) 细胞消化完成后，加入含血清新鲜培养基中和胰酶消化，反复吹打消化细胞，

将细胞吹落培养瓶，将吹打下的细胞转入 15 mL 离心管离心。离心转速 1000 

rpm/min，时间 3 分钟； 

9) 离心后，加入新鲜培养基，按照 1:3 的传代比例下传； 

10) 选取对数生长期的细胞冻存留种，细胞用 0.25 %胰蛋白酶消化 3 分钟后。加

入培养基中和； 

11) 将细胞悬液加入 15 mL 离心管离心，离心转速 1000 rpm/min，时间 3 分钟； 

12) 弃去上清，加入冻存液吹打细胞沉淀。细胞悬液再转入冻存管，冻存体积最

大不要超过 1.8 mL 以免液体遇冷膨胀发生意外； 

13) 将细胞冻存管放入梯度降温冻存盒，直接放入-80 °C 超低温冰箱。第二天转

入液氮。 

 

2.2 细胞计数 

1) 常规消化 U87MG 细胞，务必使细胞成为单细胞悬液； 

2) 取 50 µL 细胞悬液，加入 50 µL 台盼蓝染色剂，活细胞不能染色，而死细胞

可被染成深蓝色 

3) 取 20 µL 染色细胞，轻轻滴在有盖玻片的细胞计数板上，细胞通过板上的毛

细管被吸入细胞计数板； 
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4) 在显微镜下进行细胞计数，首先低倍镜下找到计数格，之后切换到高倍镜进

行细胞计数； 

5) 计数四个大格子内的活细胞，如遇到两个以上细胞按单个细胞计算，如遇压

线，按照左侧原则计算。计算公式如下： 

细胞密度（个/mL) =
四大格细胞总数

4
⁄ × 104 

 

2.3 CCK8 毒性实验 

1) CCK8 即 Cell Counting kit-8，是一种基于高溶解性四唑盐 WST-8，被广泛用

于细胞增殖和毒性研究。CCK8 的检测原理是：CCK8 检测试剂 WST-8，可

被细胞中脱氢酶，在电子载体作用下还原为高度水溶性的黄色染料甲臜，且

生成数量与活细胞的数量呈正比。因此，利用 CCK8 检测这一特性，我们对

64Cu-doped AuNCs 毒性做了评估。需要说明的是，由于对放射性物质的严格

使用规定和管理，研究所使用的是经过多个半衰期，经 Geiger 计数器测量无

明显放射的 64Cu-doped AuNCs。研究步骤如下： 

2) 于 96 孔培养板接种 U87MG 细胞，接种数量为每孔 4000 细胞，设置平行复

孔 4 个，加入 MEM 完全培养基后，37 °C 培养约 24 小时，待细胞完全贴壁； 

3) 弃去原培养基，向上清中分别加入预先配置好的，含有浓度为 6.25 µM、12.5 

µM、25 µM、50 µM、100 µM 的 64Cu-doped AuNCs 或 AuNCs 的培养液（MEM

配置）；不含纳米材料的 MEM 完全培养基作为对照；  

4) 37 °C 培养约 24 小时，弃去培养基。每孔加入 100 µL PBS，摇床上缓慢清洗

一遍，去除残留纳米颗粒； 

5) 吸去 PBS，向每孔分别加入 MEM 完全培养基 90 µL 和 CCK8 工作液 10 µL，

37 °C 培养约 1 - 1.5 小时；不加 CCK8 的作为对照孔 

6) 多功能酶标仪，读取 450 nm 的吸光度，并计算细胞活力。计算公式如下： 

细胞活力(%) =
实验孔吸光度 − 样品对照孔吸光度

细胞𝐶𝐶𝐾8 对照孔吸光度 − 𝐶𝐶𝐾8 对照孔吸光度
× 100 % 

说明： 

实验孔：U87MG 细胞 + 完全培养基 + CCK8 + 纳米材料 
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样品对照孔：完全培养基 + CCK8 + 纳米材料 

细胞 CCK8 对照对照：U87MG 细胞 + 完全培养基 + CCK8  

CCK8 对照孔：完全培养基 + CCK8 

 

2.4 细胞非特异吞噬及免疫荧光 

1) 整个操作过程中，注意需避光。 

2) 向 8 孔玻璃细胞培养小室内接种 U87MG 细胞，细胞接种密度为每孔 4000

个；加入 MEM 完全培养基后，37 °C 培养约 24 小时，待细胞完全贴壁； 

3) 弃去原培养基，将含有 50 µM 的 AuNCs 及 64Cu-doped AuNCs（经衰变）加

入，每孔 100 µL； 

4) 37 °C 培养约 6 小时后，吸去含有纳米材料的培养基，加入 PBS，摇床上缓

慢清洗一遍，去除残留纳米颗粒； 

5) Z-fix 固定液固定细胞 20 分钟，加入 PBS，摇床上缓慢清洗 3 遍，去除 Z-fix

固定液； 

6) DAPI 复染细胞核，染色约 15 分钟后，加入 PBS，摇床上缓慢清洗 3 遍； 

7) 将玻璃小室上方塑料孔撬开，只剩载玻片部分。轻甩除去片上水，加入防淬

灭封片剂，置于荧光显微镜下 IX81 观察。 

8) 单纯细胞未加纳米材料组，作为对照。 

 

2.5 细胞非特异吞噬的流式细胞仪检测 

1) 将 U87MG 细胞接种于 24 孔板，每孔 1 × 104 细胞，设 3 个平行复孔。加入

MEM 完全培养基后，37 °C 培养约 24 小时，待细胞完全贴壁； 

2) 加入 50 µM AuNCs 及 Cu-doped AuNCs（经衰变），37 °C 培养约 6 小时，吸

去含有纳米材料的培养基，加入 PBS，摇床上缓慢清洗一遍，去除残留纳米

颗粒； 

3) 加入 0.25 %胰蛋白酶，将细胞反复吹打形成单细胞悬液，上流式测试； 

4) BD Accuri C6 流式细胞仪设定慢速进样速度，选择合适波长 FL - 3 通道检测，

设定收集 20000 事件为检测时长；正常 U87MG 细胞为对照，Cflow Plus 软

件分析结果； 
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5) 分析过后，使用专用清洗及去污染洗剂清洗 BD Accuri C6。 

 

2.6 体外 PET 成像 

1) 吸取新标记的 64Cu-doped AuNCs 250 µL 与未经标记的母液 AuNCs 250 µL 分

别放入 2 支 1.5 mL 的透明 EP 管中，γ计数器测定放射性含量约 150 µCi； 

2) 将 2 支 EP 管平行并排放置于小动物 PET 成像仪中，启动 PET 进行扫描，扫

描时间 5 分钟； 

3) 扫描后图像使用 ASIPro VM 软件进行处理，分别取冠状面及水平面图像进

行分析。 

 

2.7 体外 Maestro 成像 

1) 吸取新标记的 64Cu-doped AuNCs 250 µL，与未经标记的母液 AuNCs 250 µL

分别放入 2 支 1.5 mL 的透明 EP 管中，γ计数器测定放射性含量约 150 µCi； 

2) 将 2 支 EP 管平行并排放置于 Maestro 小动物成像仪器进行成像，成像首先

采集白光图像，曝光时间 10 ms； 

3) 设定 Maestro 成像系统采集滤光片组设置为 Blue，激发滤片波长 445 - 490 

nm，发射滤片组波长大于 515 nm，扫描范围 550 - 720 nm，每 10 nm 为一扫

描获取单位，曝光时间设置为自动； 

4) 使用 Maestro 自带软件进行分析处理 

 

2.8 体外契伦科夫能量共振转移成像及 IVIS 光谱分段分析扫描 

1) 吸取新标记的 64Cu-doped AuNCs 250 µL，64CuCl2 250 µL 分别放入 2 支 1.5 

mL 的透明 EP 管中，γ计数器测定放射性，并调整两管放射性大小一致，为

150 µCi； 

2) 将 2 支 EP 管平行并排放置于 IVIS 200 小动物成像仪器进行成像，成像首先

采集白光图像，自动曝光时间； 

3) 设定 IVIS 成像系统为自发光成像模式，即不需要激发光条件。同时设置光

采集滤光片组为无滤片组、> 590 nm、< 510 nm、515 - 575 nm、575 - 650 nm、

695 - 770 nm 和 810 - 875 nm。曝光时间设定为 5 分钟，F/stop = 1，Binning 
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= 4 

4) 使用 Live imaging V3.0 进行图像分析处理。并测量放射性核素 64Cu 契伦科

夫辐射谱，制作拟合曲线 

 

2.9 统计分析方法 

统计分析使用 Graphpad V5.0 软件，计量数据以 Mean ± SD 表示。多组之间

单因素比较采用 One-way ANOVA，两组间单因素比较实用 t 检验。当 P < 

0.05 表示统计学意义。 

 

3.  结果 

3.1 CCK8 细胞毒性研究 

利用蛋白质，采用模板法是制备AuNCs最常见的制备方法。蛋白质不仅为AuNCs

的形成提供骨架，同时使 AuNCs 具有良好的生物安全性和相容性。我们通过第一部

分实验成功建立起了 HSA 合成 AuNCs 的方法，并建立了 AuNCs 的一步快速放射性

标记方法。为了明确我们所制备的 AuNCs 及 64Cu-doped AuNCs 的生物安全性，我们

使用 CCK8 毒性实验对上述样本的安全性进行了评价。这里为排除放射性核素电离

作用对细胞的损伤，我们使用经多个半衰期衰变后，测量无明显放射性的 64Cu-doped 

AuNCs，记作 Cu-doped AuNCs。 

经过 24 小时与纳米材料的共培养，与正常细胞生长情况相比，AuNCs 及 Cu-

doped AuNCs 在所选浓度区间内并不会对细胞的活力、成长和增殖产生影响。倒置显

微镜观察细胞形态完好，无坏死细胞漂浮。此外，我们还注意到，在所选浓度范围

6.25-100 µM 内，低浓度的 AuNCs 及 Cu-doped AuNCs 甚至还有一定促生长的作用，

细胞活力和生长增殖稍快于对照组，如图 19。CCK8 毒性结果提示，AuNCs 及 64Cu-

doped AuNCs 是具有较高生物安全性的纳米材料。 
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图 19 CCK8 安全性检测 

 

3.2 U87MG 细胞对纳米粒子的摄取及流式 

细胞对纳米粒子的摄取与纳米颗粒的大小，表面性质，细胞种类、甚至是实验条

件有关 [165]。细胞对纳米颗粒的摄取大致可分为，静电吸附作用、受体介导机制及

液相流动机制。当细胞外纳米颗粒浓度较高时，一方面，细胞膜两侧渗透压增加，另

一方面细胞膜与纳米颗粒之间的接触碰撞机会增加，因而细胞的摄取增加。为了在细

胞水平上，观察AuNCs及 64Cu-doped AuNCs是否可被U87MG细胞摄取，以及AuNCs

及 64Cu-doped AuNCs 可否用于细胞成像，我们设计了细胞荧光实验与流式细胞仪检

测。这里由于放射性物质管理，我们依旧使用经多个半衰期衰变后，经测量无明显放

射性的 Cu-doped AuNCs 代替 64Cu-doped AuNCs。通过 6 小时纳米材料与细胞的共孵

育，细胞荧光实验显示 AuNCs 和 Cu-doped AuNCs 可被 U87MG 细胞明显吞噬，在

细胞爬片上，U87MG 细胞所吞噬的 AuNCs 和 Cu-doped AuNCs 在激发下显示出红色

荧光。AuNCs 和 Cu-doped AuNCs 在定位上主要聚集在细胞的胞浆中，部分在核周有

明显聚集，而细胞核内未见（如图 20a、b）。这符合细胞非特异性吞噬的特点。在流

式细胞检测中，我们可以明显观察到孵育前后细胞荧光强度的变化，并且 AuNCs 和

Cu-doped AuNCs 在荧光强度方面差别不大（如图 20c）。这也应证了我们在第一部分

的相关结论，即极微量的放射性 64Cu 标记不会带来明显的荧光特性变化和荧光强度

损失。 
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图 20 免疫荧光及流式细胞仪检测 AuNCs 和 Cu-doped AuNCs 的细胞摄取。a、

U87MG 细胞与 AuNCs 共孵育 6 小时后，细胞荧光照片；b、U87MG 细胞与 Cu-

doped AuNCs 共孵育 6 小时后，细胞荧光照片；c、流式细胞仪定量 U87MG 细胞对

Cu-doped AuNCs 和 AuNCs6 小时的摄取，黑线，亲本 U87MG 细胞；红线，U87MG

细胞对 AuNCs 的摄取；蓝线，U87MG 细胞对 Cu-doped AuNCs 的摄取。 

 

3.3 64Cu-doped AuNCs 体外 PET 成像评估 

正电子核素在衰变过程中释放出的 β+正电子，在组织飞行中与周围负电子相遇，

正负电子碰撞发生湮灭，并发射出两个相反方向（互成 180 度角），能量均为 551 keV

的高能 γ光子。PET 成像就是通过探测相反两个湮灭辐射光子，甄别、分析确定电子

对湮灭的位置、时间和能量信息，通过计算机重建，得到 PET 图像。由于同时探测

两个反方向的 γ光子，PET 成像在探测灵敏度、精度要及图像质量上比 SPECT 成像
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高出很多。为了判断标记后的 64Cu-doped AuNCs 的放射性成像能力，我们将母液

AuNCs 与标记后的的 64Cu-doped AuNCs 分别装入不同 EP 管，同时进行 PET 扫描

（如图 21）。通过对冠状位和水平位的分析，我们发现 64Cu-doped AuNCs 具有较强

的 PET 成像能力。由于 PET 成像具有无限穿透力的及定量的特点，本实验证明 64Cu-

doped AuNCs 具备在体 PET 成像的使用条件。 

 

图 21 64Cu-doped AuNCs 的 PET 效果 左侧、AuNCs；右侧、64Cu-doped AuNCs。 

 

3.4 64Cu-doped AuNCs 体外 Maestro 荧光成像评估 

在第一部分实验中，我们成功以 HSA 为模板合成了 AuNCs 及 64Cu-doped AuNCs。

我们通过 F-7000 荧光分光光度计对 AuNCs 及 64Cu-doped AuNCs 的吸收谱及最大激

发波长进行了测量。为了进一步直观观察 AuNCs 及 64Cu-doped AuNCs 的近红外成

像效果，本小节，我们利用 Maestro 小动物成像仪，对 AuNCs 及 64Cu-doped AuNCs

的近红外成像的效果和最大发射波长进行了分析。Maestro 小动物成像仪器是当今世

界最为灵敏的光学成像仪器之一，能够实现对微弱发光甚至单分子荧光的探测。

Maestro 最大的特点就是可以实现步进式的光学扫描，从而实现更高精确度的的光谱

分离分析及光谱分离成像。如图 22a，首先我们在 365 nm 紫外激发下，首先初步验

证了 64Cu-doped AuNCs 的荧光效果。与 AuNCs 类似，64Cu-doped AuNCs 在紫外下

也可发射出红色荧光。为了进一步分析两者的荧光光谱，我们将两支样品管放入

Maestro 成像仪中。设定 Maestro 成像系统采集滤光片组设置为 Blue，激发滤片波长

445 - 490 nm，发射滤片组波长大于 515 nm，扫描范围 550 - 720 nm，每 10 nm 为一

扫描获取单位。我们成功获取了在 445 - 490 nm 发光激发下，AuNCs 及 64Cu-doped 

AuNCs 的荧光效果图（如图 22b）。在第一部分中，F-7000 荧光分光光度计测量提示，
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Cu 标记会使 AuNCs 的最大发射波长位置发生蓝移。与该部分结果一致，Maestro 高

灵敏度的测量同样发现了 64Cu-doped AuNCs 确实较 AuNCs 略有蓝移。进一步通过

分离光谱方法，我们在 Maestro 上根据发射波长的微小差异将 64Cu-doped AuNCs 与

AuNCs 二者荧光区分，并用伪彩显示出来（如图 22c、d）。 

 

图 22 64Cu-doped AuNCs 的体外荧光成像。a、紫外灯激发下下（365 nm）AuNCs 与 

64Cu-doped AuNCs 的荧光；b、AuNCs 与 64Cu-doped AuNCs 经 Maestro 仪器荧光

成像（未进行光谱分离）；c、AuNCs 与 64Cu-doped AuNCs 经 Maestro 仪器荧光成

像（进行光谱分离，伪彩色）。绿色，64Cu-doped AuNCs；红色，AuNCs； D、Maestro

测量 AuNCs 与 64Cu-doped AuNCs 发射波长。 

 

3.5 体外自发荧光成像及 IVIS 光谱分段扫描 

多种放射性核素如 18F、131I、90Y、64Cu 等，在放射性衰变的过程中不但可以发

射高能 γ射线、β射线，也会会发生契伦科夫辐射，向外辐射低能光子。这些光子主

要以蓝紫光区域等短波长为主，因而穿透性较差。而第一部分我们发现 AuNCs 的主

要吸收部分恰好也在这个部位。那么在探针 64Cu-doped AuNCs 中，放射性 64Cu 可否

作为能量的供体，用于激发发射波长较长的 AuNCs，从而实现 CRET 成像，将短波

长的契伦科夫辐射转变为穿透力更强近红外光呢？为了验证该假设，我们首先对放

射性核素 64Cu 的契伦科夫光谱系进行了测量。IVIS 小动物成像系统对 150 µCi 64Cu
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不同波段的测量后，我们描记了在不同波长条件下 64Cu 的契伦科夫辐射强度，并标

记对应点做曲线拟合，我们发现契伦科夫辐射是一个连续波长的辐射，且波长越短强

度越高（如图 23）。这刚好与 AuNCs 的最佳吸收区域重合，因此具备发生 CRET 的

条件。 
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图 23 64Cu 的契伦科夫辐射在不同波长的强度（IVIS 测量） 

 

之后，在无滤光片的条件下，我们采集了放射性含量相同的两管 64CuCl2 和 64Cu-

doped AuNCs 的总体自发荧光信号。64CuCl2 的总信号强度相当于契伦科夫辐射总体

的光强度，而 64Cu-doped AuNCs的总信号强度则代表 64Cu契伦科夫辐射信号与CRET

（AuNCs 受 64Cu 激发）所产生的自发荧光信号之和。如果没有发生能量共振转移，

那么 64CuCl2 和 64Cu-doped AuNCs 的总体信号强度应该相同。然而通过测量我们发

现，64Cu-doped AuNCs 的总信号为 1.61 × 107 photon/s，大于 64CuCl2总信号的 1.03 × 

107 photon/s。那么提示增加的荧光强度可能来自 64Cu-doped AuNCs 的 CRET。进一

步，我们测量了小于 510 nm 波长范围内二者自发荧光强度的大小。由于契伦科夫辐

射主要以短波长为主，因此这一波段被认为是契伦科夫辐射的主要波段。测量结果显

示，64CuCl2 在< 510 nm 波段强度为 4.16 × 106 photon/s，而 64Cu-doped AuNCs 仅为

2.82 × 106 photon/s，也就是说在< 510 nm 波长范围内，64CuCl2高于 64Cu-doped AuNCs。

这提示在 64Cu-doped AuNCs 探针中，部分 64Cu 的契伦科夫信号作为 CRET 能量供体

用于激发了 AuNCs。进一步对> 590 nm 信号的测量结果更加肯定了我们的设想。在

这一波长下契伦科夫辐射已经不是主要能量来源，而是 AuNCs 发射波长存在的区域。
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64Cu-doped AuNCs 由于发生了 CRET，64Cu 激发了 AuNCs 产生近红外荧光，因而在> 

590 nm 的强度值为 9.40 × 106 photon/s 远高于 64CuCl2 的 3.42 × 106 photon/s（约 2.7

倍）。因此，通过对无滤片、< 510 nm、> 590 nm 三个波段荧光强度的测量表明 64Cu-

doped AuNCs 确实发生了能量共振转移（如图 24a、b）。 

 

 

图 24 64Cu-doped AuNCs 的契伦科夫能量共振转移与自发荧光成像。a、装有

64Cu-doped AuNCs 和 64CuCl2 的 EP 管在白光、无滤片组，> 590 nm、< 510 nm 发

射滤光片下的契伦科夫能量共振转移和自发荧光成像；b、IVIS 定量分析 64Cu-doped 

AuNCs 和 64CuCl2 在无滤片组，> 590 nm、< 510 nm 的强度。 

 

为了进一步确证> 590 nm 信号的确是由 AuNCs 的激发而产生。我们又选择了四

个测量波段，分别是 515 - 575 nm、575 - 650 nm、695 - 770 nm、810 - 885 nm，其中

695 - 770 nm 涵盖了 AuNCs 的最大发生波长。我们采集了同等放射性大小的 64CuCl2

与 64Cu-doped AuNCs 在如上四个波段中的荧光强度变化。果然，越是靠近 64Cu-doped 

AuNCs 最大发射波长，采集到的荧光信号越强，在 695 - 770 nm 处达到最大值，之

后下降。而 64CuCl2 在这四个波段呈现的却是逐渐下降的过程。695 - 770 nm 处 64Cu-

doped AuNCs 的荧光强度是 64CuCl2 契伦科夫辐射强度的 4.3 倍。因此，该结果进一

步明确 64Cu-doped AuNCs 发生能量共振转移的证据，证明了在 64Cu-doped AuNCs 探

针中，64Cu 的确激发了 AuNCs 发射了近红外光（如图 25a、b）。 
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图 25 64Cu-doped AuNCs的契伦科夫能量与近红外增强作用。a、装有 64Cu-doped 

AuNCs 和 64CuCl2 的 EP 管在 515 - 575 nm、575 - 650 nm、695 - 770 nm 和 810 - 885 

nm 发射滤光片下的契伦科夫能量共振转移和自发荧光成像；b、IVIS 定量分析 64Cu-

doped AuNCs 和 64CuCl2在< 510 nm、515 - 575 nm、575 - 650 nm、695 - 770 nm 和

810 - 875 nm 的强度。 

 

4. 讨论 

契伦科夫辐射现象是由俄罗斯核物理学家帕威尔·阿列克谢耶维奇·契伦科夫

（Pavel Alekseyevich Cerenkov）于 1934 年发现的 [166]。契伦科夫辐射产生的条件

是当带电粒子在介质中的传播速度超过介质中光的运动速度时，就会向外辐射一种

以短波长为主的电磁辐射，该波长主要表现为浅蓝色光。虽然在真空中，不可能有物

体的运动速度会高于光速。但是在实际环境中，由于介质对光折射等原因，光子的运

动速度不会达到真空中光速水平。因此在粒子加速器及核反应时，物质的运动速度就

会超过光速，进而发生契伦科夫辐射现象。多种放射性核素如 18F、131I、90Y、64Cu

等，在放射性衰变的过程中不但可以发射高能 γ射线、β射线，同时由于带电粒子的

释放（通常为正、负电子）也会会发生契伦科夫辐射，向外辐射光子。契伦科夫辐射

是一种不同于荧光现象和轫致辐射发光机制的发光现象，具有连续能谱，可用于光学

成像 [167]。 

契伦科夫辐射的总强度与带电粒子的量和速度有关系，粒子数量越多、速度越
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快，契伦科夫辐射能量就越大。另一方面，与荧光成像具有特定发射频不同，契伦科

夫辐射频谱呈连续性，频率越高（波长越短）强度越强 [168]。以上就是为什么我们

在核反应堆能肉眼看见的淡蓝色光的原因（大量放射粒子的存在，契伦科夫在短波长

蓝光具有较高强度）。而在医学临床和实验中所使用的放射性核素，由于使用剂量有

限，因此很难肉眼看到契伦科夫光，但是使用高灵敏度光学 CCD 相机是可以扑捉和

观察到的。2009 年 Robertson 等人首次使用 CCD 相机观察到 18F-FDG 的契伦科夫信

号，并成功用于观察小鼠结肠癌的成像观察 [169]。该项研究打开了契伦科夫成像在

在生物医学领域应用的大门。随之，越来越多的医用放射线核素如，177Lu、131I、90Y、

64Cu、111In 等被发现可产生契伦科夫现象，契伦科夫成像因此逐渐收到人们的重视。

将契伦科夫成像用于疗效监测，肿瘤成像等报道也越来越多 [170-174]。 

契伦科夫成像可以实现单一探针的核素成像与光学成像，且光学成像不需要激

发光。但是契伦科夫光学成像的主要问题在于，契伦科夫辐射的主要能量在于紫外多

波长区域，而这一区域光由于波长段，组织及散射吸收高，穿透力很不理想。因此如

果能将契伦科夫较短波长的光转变为长波长光将有效解决这一问题。 

荧光共振能量转移成像（Fluorescence resonance energy transfer, FRET）的相关研

究为我们解决这一问题提供了思路。FRET 发生在两个不同荧光基团中，当一个荧光

基团的发射光谱与另一个基团的吸收光谱具有一定重叠，在二者距离合适时，其中一

个荧光基团可作为能量供体，用以激发另一受体荧光基团，从而实现荧光波长的转

变。FRET 的实现有两个关键要素：第一，合适的距离；第二，两个荧光分子之间的

发射和吸收波谱要有重合。根据 FRET 的产生原理，人们发现其实契伦科夫辐射也

可以在满足 FRET 的条件下，激发能量受体，将短波长的契伦科夫辐射转变为更长

波长能量受体的荧光，实现能量共振转移，即契伦科夫能量共振转移（CRET）。本实

验中，我们对 64Cu-doped AuNCs 能否发生 CRET 现象进行了验证。 

首先，由于放射性核素 64Cu 是直接被还原和贴附于 AuNCs 表面，且 64Cu-doped 

AuNCs 探针的粒径仅为几个纳米，因此 64Cu 具备激发 AuNCs 的合适距离；另一方

面，前期结果显示 AuNCs 的主要吸收区域主要分布在短波长，与 64Cu 的契伦科夫辐

射谱范围恰好重合，即能量受体的吸收区域与能量供体的发射区域重合。由此可见，

64Cu-doped AuNCs 满足了 CRET 的两个要素。我们首先在< 510 nm 的条件下，分别

采集了 64CuCl2 与 64Cu-doped AuNCs 的荧光信号。如果没有发生 CRET，那么 64CuCl2
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与 64Cu-doped AuNCs 在信号强度应该相等，然而，测量结果发现，64CuCl2 在< 510 

nm 波段强度为 4.16 × 106 photon/s，而 64Cu-doped AuNCs 仅为 2.82 × 106 photon/s。

而在> 590 nm 波段下，64Cu-doped AuNCs 的信号强度却比 64CuCl2 高出约 2.7 倍，强

度值达到为 9.40 × 106 photon/s。以上结果说明，64Cu-doped AuNCs 内部的确发生了

CRET 现象，64Cu 的契伦科夫信号作为能量供体发生了能量共振转移用于激发了

AuNCs，实现了契伦科夫短波长向长波长能量的转移。 

然而满足 CRET 条件，并不是进行 CRET 成像的必要理由。必须在发生能量共

振转移后，荧光强度要比原 64Cu 契伦科夫辐射有明显增强才有进行 CRET 成像的必

要。为此，我们在无滤光片条件下，对 64Cu-doped AuNCs 和 64CuCl2总体信号强度进

行了测量，发现 64Cu-doped AuNCs 的总信号为 1.61 × 107 photon/s，大于 64CuCl2 总

信号的 1.03 × 107 photon/s。进一步对包含 AuNCs 发射波长的近红外波段（695 - 770 

nm）测量和分析结果表明，64Cu-doped AuNCs 在此波段的信号强度是 64CuCl2 对应强

度的 4.3 倍。证明经过 CRET 后，64Cu-doped AuNCs 较 64CuCl2 信号得到了放大，特

别在近红外区域成像能力显著增强。 

CRET 成像所带来的直接好处就是，不但将原先穿透力差的契伦科夫光转化为穿

透力更强的近红外光，并且在能量共振转移的过程中。近红外区域的成像效果得到显

著提升。同时，CRET 也省去了传统荧光成像所需外界激发光源，从而实现了自发成

像，避免了组织对于激发光源的散射和吸收等造成激发光减弱以及自体荧光干扰等

问题。 

本部分实验，我们在国际上首次报道了放射性核素和 AuNCs 间可发生 CRET，

并可实现自发荧光成像。通过 PET 成像、Maestro 荧光成像及光谱分离、IVIS 多光

谱成像，我们证实了 64Cu-doped AuNCs 可实现“四种方式、两种模态”的成像，即 PET

核素成像、AuNCs 荧光成像、契伦科夫光学成像及 CRET 成像，具备了近红外光学

和 PET 双模态成像的能力。同时，我们在细胞水平上对 64Cu-doped AuNCs 的生物安

全性进行了评价，对 64Cu-doped AuNCs 的细胞成像能力和非特异性吞噬进行了评估，

并摸索了 64Cu-doped AuNCs 的成像条件，为第三部分“探针的在体成像研究”打下

了基础。 
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第三部分 64Cu-doped AuNCs 的体内多模态成像研究与

评价 

 

多模态成像通过整合多个模态的成像方法，在克服各成像模态间的不足的同时，

整合了各个成像模态间的成像优势。较传统单模态成像的方式，多模态成像实现了提

供更为全面，互补的疾病信息。然而，多模态成像有赖于性能优良的多模态成像探针。

理想状态下，多模态分子探针的设计应该满足在同一探针上实现在多个模态的成像

探测，而非多次使用不同探针将多个成像模态扫描结果进行“简单拼合”。纳米材料

拥有相对大的表面积，可进行多种的功能修饰且较生物分子物理性质和结构不易受

到破坏。经过改造纳米材料表面可承载用于多成像模态的成像模块，因而是多模态分

子成像的理想载体。 

金纳米材料以其优良的荧光性能使其成为荧光成像理想的荧光材料，常作为生

物传感器用于体外重金属粒子的检测。然而在现有发表的研究中，尚无有关金纳米簇

多模态成像的研究报道。本研究所制备的 64Cu-doped AuNCs 使金纳米簇同时具有了

PET 成像和基于 CRET 原理的自发近红外成像（Self-illuminating NIR imaging）功能。

特别是自发近红外荧光成像，与传统荧光成像相比，避免了自体荧光干扰，以及组织

吸收、散射所造成的激发光减弱。同时也进一步拓展了契伦科夫成像的应用。 

上一部分实验，我们证明了 64Cu-doped AuNCs 在体外条件下的 PET 成像及自发

近红外成像。那么在体内，特别是在肿瘤模型上 64Cu-doped AuNCs 可否实现 PET 成

像及自发近红外成像是本节需要着重解决和回答的问题。本部分，我们将在荷瘤小鼠

模型上，通过一系列动物实验对 64Cu-doped AuNCs 在体 PET 及自发近红外成像效

果、探针生物学分布、器官安全性进行综合性评价，系统评价和建立 64Cu-doped 

AuNCs 体内多模态成像的方法。 
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1. 材料 

1.1 试剂与耗材 

1.1.1 试剂 

牛血清 Thermo Scientific 公司 

MEM 培养基 Thermo Scientific 公司 

细胞培养用青链霉素双抗 Thermo Scientific 公司 

PBS Thermo Scientific 公司 

胰蛋白酶 Thermo Scientific 公司 

Z-fix 固定液 Anatech 公司 

 

1.1.2 耗材 

无菌移液管 Fisher Scientific 公司 

细胞培养瓶 Corning 公司 

胰岛素注射器 BD Biosciences 公司 

滤膜枪头 Fisher Scientific 公司 

15 mL、50 mL 离心管 Corning 公司 

0.2 μm滤器 Millipore 公司 

细胞计数板 实验室自备 

1.5mL EP 管 Fisher Scientific 公司 

异氟烷 Baxter 公司 

γ计数管 Perkin-Elmer 公司 

 

1.2 实验仪器 

小动物 PET 成像仪 西门子公司 

IVIS 小动物成像仪 Caliper 公司 

倒置显微镜 Olympus 公司 

细胞培养箱 Thermo Scientific 公司 

Geiger 计数器 卢德伦测量公司 
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移液器 Eppendorf 公司 

细胞超净台 Thermo Scientific 公司 

台式离心机 Thermo Scientific 公司 

4 °C 冰箱 Thermo Scientific 公司 

恒温水浴锅 上海新苗 

-80 °C 超低温冰箱 Thermo Scientific 公司 

小型 γ计数器 Genesys 公司 

1480 Wizard3 全自动 γ计数器 Perkin-Elmer 公司 

解剖器械 实验室自备 

称量天平 Mettler Toledo 公司 

显微镜 Olympus 公司 

 

1.3 细胞系及实验动物 

人脑胶质瘤细胞系 U87MG 购自于 ATCC，保存于我实验室 

无胸腺小鼠 BALB/c 裸小鼠，4-6 周，雌性，购自于 Harlan 实验室。 

 

2. 方法 

2.1 荷瘤动物模型建立 

1) 动物模型建立均严格按照美国国立卫生研究院（NIH）动物实验所批准的操

作流程执行（操作批准文号 Protocol: 13-03），并严格遵守 NIH 有关动物福利

的相关要求。小鼠由 NIH 动物中心代养，5 只每笼，常规饲料喂养。环境灯

光保持 12 小时亮-暗交替。 

2) U87MG 使用含有 10 % FBS、100 U/mL 青霉素和 0.1 mg/mL 链霉素的 MEM

培养液培养。5 % CO2孵箱 37 °C 常规培养，待细胞生长到对数成长期，收

集细胞； 

3) 收集前用新鲜 PBS 溶液清洗细胞，加入 0.25 %胰蛋白酶，放入 37 °C 孵箱消

化细胞数分钟； 

4) 含血清培养基中和胰蛋白酶，将细胞从培养瓶中吹下装入 15 mL 离心管。
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1000 rpm/min 离心 3 - 5 分钟，弃去上清； 

5) 加入 8 mL PBS，缓慢吹打细胞沉淀，是细胞尽量分散。再次离心 3 - 5 分钟，

1000 rpm/min 弃去上清； 

6) 将细胞沉淀 5 mL PBS 重悬，细胞计数板计数。按照 5 × 106 个细胞/100 µL 

PBS 比例重悬细胞，之后将细胞悬液转入 1.5 mL EP 管； 

7) 胰岛素注射器吸取 100 µL 细胞悬液(约含有 5 × 106 个细胞）备用； 

8) 使用异氟烷麻醉 BALB/c 裸小鼠，控制气体麻醉流量为 2 - 3 lpm，待小鼠进

入完全睡眠后，将注射器内 100 µL 细胞注射入小鼠右肩部皮下； 

9) 注射后，常规饮食，每周记录和观察肿瘤生长状况。 

 

2.2 64Cu-doped AuNCs 荷瘤动物的 PET 成像 

1) 当肿瘤生长到 5 - 8 mm3 可进行成像实验； 

2) 64Cu-doped AuNCs 经过 PD-10 纯化后，ITLC 测量标记率，标记率在 95 % 以

上方可使用；胰岛素针管吸取 64Cu-doped AuNCs 100 - 150 µL，放射性剂量

约为 200 µCi。记录放射性测量时间； 

3) 将动物放置于预麻盒中进行麻醉，异氟烷剂量 2 - 3 lpm；待小鼠完全麻醉后，

尾静脉注射所吸取的 64Cu-doped AuNCs，并在记录注射时间后，将小鼠苏醒； 

4) 在探针注射后 1 h、3 h、8 h、18 h、24 h 时，行全身 PET 成像； 

5) 异氟烷再次麻醉小鼠，扫描时将小鼠俯卧位摆放于扫描床上，激光定位器定

位肿瘤位置，进床扫描，扫描时间 10 分钟，并设定自动三维重建； 

6) 扫描后，图像使用 ASIPro VM 软件进行处理，选取肿瘤和腿部肌肉作为 ROI

测量平均值，然后转化为每克组织中注射放射剂量所占的百分比（Percentage 

of injected dose per gram of tissue, %ID/g）。计算肿瘤/非肿瘤比例（Tumor to 

non-tumor ratio, T/NT）。 

 

2.3 64Cu-doped AuNCs 荷瘤动物的自发荧光及契伦科夫成像 

1) 使用与 PET 成像同批，同只小鼠； 

2) 小鼠 PET 成像介素后，将小鼠转入 IVIS 系统，在探针注射后 2 h、5 h、7 h、

9 h、18 h、24 h 时，行自发荧光成像，注意记录每次具体成像时间； 
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3) 以异氟烷对小鼠麻醉后，小鼠侧卧于成像平台上，设定自发光扫描模型（关

闭激发光），设定发生光滤片组为无滤光片组（收集总信号，含自发光及契伦

科夫信号）、< 510 nm 组（仅收集小于 510 nm 波长的信号，主要代表契伦科

夫辐射）及> 590 nm 组（收集波长大于> 590 nm 的信号，主要是自发光信

号）；设定扫描时间 10 分钟，f/stop = 1，Binning = 4；小鼠依次接受以上三

个波长滤片组的信号采集； 

4) 采集图片由 Living Image V3.0 软件进行处理，选取肿瘤和腿部肌肉作为 ROI

测量平均值。 

 

2.4 64Cu-doped AuNCs 的器官分布 

1) 在 PET 成像和 IVIS 成像最后成像时间点，数据采集完成后，研究 64Cu-doped 

AuNCs 的主要器官分布； 

2) 麻醉条件下脱颈处死裸小鼠，摘取其主要内脏心、肝、脾、肺、肾，胃、肠、

肌、骨、胰腺、肿瘤及血液，并逐一称重、记录时间； 

3) 将各个组织按照如上顺序，放入全自动 γ计数器中，测量其每分钟放射计数

（Counts per minutes, CPM），经全自动 γ计数器校正后。使用校正过的 CPM

计算%ID/g，每组值用 Mean ± SD 表示。 

 

2.5 PET 成像与光学成像的相关性分析 

1) 在 PET 成像和 IVIS 成像最后成像时间点，数据采集完成后，麻醉条件下脱

颈处死裸小鼠，摘取肿瘤和 5 个主要脏器（心、肝、脾、肺、肾）； 

2) 将每只老鼠的 6 个组织并排放置。分别进行 PET 成像扫描及 IVIS 自发光成

像； 

3) PET 扫描时间为 10 分钟，其他设置与 2.1 相同； 

4) IVIS 自发光成像时间为 10 分钟，设置同 2.2，需采集无滤光片组（收集总信

号，含自发光及契伦科夫信号）、< 510 nm 组（仅收集小于 510 nm 波长的信

号，主要代表契伦科夫辐射）及> 590 nm 组（收集波长大于> 590 nm 的信号，

主要是自发光信号）； 

5) PET 成像图像使用 ASIPro VM 软件进行处理，将各个组织作为 ROI 测量其
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放射性； 

6) IVIS 自发光图像使用 Living Image V3.0 软件进行处理，将各个组织确定为

ROI，测量自发荧光强度值。并将 PET 结果与 IVIS 结果进行相关性分析。 

 

2.6 64Cu-doped AuNCs 组织学评价 

1) 取材与固定：在 64Cu-doped AuNCs 注射后 1 天和 7 天，脱颈处死小鼠，摘取

其主要器官心、肝、脾、肺、肾，将其切成小块，放入组织托，投入 10 % Z-

fix 固定液中进行固定，同期注射等量 PBS 的小鼠为对照； 

2) 脱水透明：将组织块经过自低浓度至高浓度酒精的脱水，脱去组织中的水分

后，将组织块放入二甲苯中透明，二甲苯替换出组织中的酒精； 

3) 石蜡包埋：将融化的石蜡接入组织托，将组织托放入冰台快速冷却。 

4) 切片与制片：将包埋好的组织块固定于切片机上，切成 5 - 8 µm 的薄片，延

展于水中，然后用玻璃切片将其捞起，平置。放入烘箱烘干； 

5) 脱蜡与染色：将切片投入二甲苯中脱去石蜡，然后经高浓度至低浓度酒精，

蒸馏水水化，苏木精染色。酸水氨水分色，伊红染色液染色； 

6) 脱水透明与封片：切片经纯酒精脱水，二甲苯透明，之后使用树胶封片； 

7) 切片经显微镜观察，判断是否有病变。 

 

2.7 统计分析方法 

统计分析使用 Graphpad V5.0 软件，计量数据以 Mean ± SD 表示。多组之间单

因素比较采用 One-way ANOVA，两组间单因素比较实用 t 检验。当 P < 0.05 表

示统计学意义。 

 

3. 结果 

3.1 64Cu-doped AuNCs 的近红外自发荧光成像 

光学成像应用的最大瓶颈和障碍在于光的穿透力，波长越短穿透力愈差。波长范

围在 650 - 900 nm 的近红外光由于波长长，生物组织特别是水及血红蛋白对此段波

长的光吸收少，光穿透能力强。因而成为光学在体成像研究的最常使用的波段，也是



第四军医大学博士学位论文 

-72- 

最有临床潜力的光学成像波段 [175, 176]。在第二部分的研究中，我们证明了 64Cu-

doped AuNCs 的体外自发荧光强度是 64CuCl2契伦科夫辐射的 2.7 倍（> 590 nm），在

近红外 695 - 770 nm 范围，强度更是达到了契伦科夫的 4.3 倍。优良的近红外成像特

性使 64Cu-doped AuNCs 具备了活体成像的能力。 

为了验证 64Cu-doped AuNCs 活体自发近红外成像，我们选择了 U87MG 皮下荷

瘤小鼠为研究对象。在尾静脉注射 64Cu-doped AuNCs 后不同时间点（注射后 2 h、5 

h、7 h、9 h、18 h、24 h），我们利用 IVIS 自发光成像模式（关闭激发光的条件下）

分别采集了无滤片组、> 590 nm 组及< 510 nm 组三组的信号。无滤片组收集 64Cu-

doped AuNCs 的全部信号，包含自发荧光信号和放射性核素 64Cu 所发射的契伦科夫

信号；> 590 nm 主要收集 64Cu-doped AuNCs 自发近红外荧光（CRET）为主的荧光

信号。< 510 nm 组则主要代表 64Cu 所发射的契伦科夫信号。我们发现，注射后 2 小

时左右，肿瘤即有明显的摄取，且随着时间延长，摄取量不断增加。在注射 9 小时左

右达到高峰。之后由于放射性核素的不断衰变，肿瘤部位的自发光强度随之降低。在

约 24 小时时，达到观察的最低值。无滤片组、> 590 nm 组及< 510 nm 组均表现出一

致的趋势，这表明三组的信号均来自同一个来源，即 64Cu-doped AuNCs（如图 26）。

各组不同时间点肿瘤自发荧光强度和倍数比较见表 2。 

 

表 2 各滤片组在各成像时间点的肿瘤自发荧光强度 

 滤片组 (× 104 photon/s)  倍数 (Mean:Mean) 

 无滤片 > 590 nm < 510 nm  无滤片:< 510 nm > 590 nm:< 510 nm 

2 h 5.74 ± 2.40 4.69 ± 1.87 0.87 ± 0.21  6.60 5.40 

5 h 6.04 ± 3.38 4.84 ± 2.84 0.96 ± 0.34  6.29 5.04 

7 h 6.48 ± 3.05 5.09 ± 2.55 1.05 ± 0.44  6.17 4.84 

9 h 5.69 ± 2.76 4.52 ± 2.21 0.87 ± 0.38  6.54 5.19 

18 h 3.51 ± 1.42 2.77 ± 1.14 0.47 ± 0.16  7.47 5.89 

24 h 2.61 ± 1.37 2.11 ± 1.23 0.37 ± 0.19  7.05 5.70 
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图 26 64Cu-doped AuNCs 荷瘤动物自发荧光成像。上图、注射 64Cu-doped AuNCs

后 2、5、7、9、18 和 24 小时后，IVIS 小动物成像系统分别采集在无滤片组、> 590 

nm、< 510 nm 三个滤片组下荷瘤动物的图像；下图、以肿瘤区域为 ROI，软件分别

测量无滤片组，> 590 nm、< 510 nm 三组信号强度，并描记其与注射时间的关系。 

 

从肿瘤成像效果上看，无滤片组的成像效果最明显，信号强度也最高，> 590 nm

组次之，而主要代表为契伦科夫辐射的< 510 nm 波段信号，效果最差，信号强度最

低。取与无滤片组、> 590 nm 组相同 BAR 值参照下，< 510 nm 组基本不能观察到肿

瘤信号（如图 26）。软件单独调节< 510 nm 组，肿瘤的信号混杂在背景噪点之中，只

能依稀观察到肿瘤的摄取，成像对比度很差（如图 27）。与之形成对比的是，在无滤
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片组及> 590 nm 组，即使在探针注射后 24 小时，肿瘤对比度依然清晰。从测量数值

上看并不难理解，在各个时间点无滤片组和> 590 nm 组的强度都是< 510 nm 组的数

倍。表 2 呈现的是肿瘤各时间点三组荧光强度的数据。我们可以看出，无滤片组各时

间点的成像强度基本保持< 510 nm 组（契伦科夫辐射）的 6-7 倍，> 590 nm 所代表

的自发荧光信号则保持在< 510 nm 组的 5-6 倍。 

 

图 27 64Cu-doped AuNCs 荷瘤动物< 510 nm 自发荧光成像。调整< 510 nm 组成

像 BAR 值，肿瘤的摄取信号混杂在背景噪点之中，我们只能依稀观察到肿瘤的摄取，

成像对比度很差。WL，白光。 

 

以上结果说明了 64Cu-doped AuNCs 成功实现了在体的 CRET 成像，使本不适用

于在体观察、以短波长为主的契伦科夫辐射转变为长波长的 AuNCs 近红外成像，并

成功实现了在体肿瘤的探测。同时，CRET 的作用下，64Cu-doped AuNCs 实现了不依

赖于外界激发光的近红外荧光成像，成像背景干扰少，在体近红外成像的最佳时间窗

是注射后 2 - 9 小时。 

 

3.2 64Cu-doped AuNCs 的 PET 成像 

PET 成像是当今成像技术中最为敏感的成像技术之一。在 3.1 的研究中，我们已

经证实了 64Cu 可由 CRET 机制激发 AuNCs，从而实现 64Cu-doped AuNCs 在体自发
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近红外成像。64Cu 除作为能量供体外，其本事是 PET 成像核素。那么 64Cu-doped 

AuNCs 的在体 PET 成像效果如何，PET 成像与近红外成像之间又呈现如何关系呢？

我们进一步对 64Cu-doped AuNCs 在体 PET 成像效果进行了评价。尾静脉注射 64Cu-

doped AuNCs 后，我们采集了 U87MG 荷瘤小鼠不同时间点的 PET 图像。通过放射

校正，我们从 PET 图像上可以观察到自 64Cu-doped AuNCs 注射 1 小时后，肿瘤组织

的摄取就在不断上升，而正常肌肉组织则在不断下降。随着时间推移，PET 成像上肿

瘤显示的愈发明显（如图 28a）。进一步以肿瘤及腿部肌肉作为 ROI，ASIPro VM 软

件测量三维 ROI，我们计算出经放射性校正的组织%ID/g。我们发现肿瘤摄取从 1 小

时的 6.9 %ID/g，不断升高，注射后 18 小时增加到 14.9 %ID/g，24 小时后达到最高

摄取量 15.2 %ID/g。而正常肌肉的摄取，从注射后 1 小时的 1.3 %ID/g 开始，随时间

逐渐降低，最后稳定在 0.5 - 0.6 %ID/g 左右（如图 28b）。反映肿瘤成像对比度最为

直观的肿瘤/非肿瘤比值（T/NT）自探针注射后就不断上升。自注射后 1 小时的 5.8，

上升至 18 小时的 28.4 并达到峰值，之后逐渐下降（如图 28c），提示最佳成像时间

为注射后 18 小时。 

 

 

图 28 64Cu-doped AuNCs 荷瘤动物的 PET 成像及三维重建。a、注射 64Cu-doped 
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AuNCs 后，荷瘤动物随时间变化的 PET 成像及注射后 24 小时三维重建；b、选取

肿瘤及腿部肌肉作为 ROI，ASIPro VM 软件定量测量后，经放射性校正计算出肿瘤

和肌肉组织的%ID/g；c、肿瘤/非肿瘤比值（T/NT）随时间变化曲线。 

 

这里需要指出的是，在 3.1 自发荧光成像时，成像峰值在 7 小时，而在 PET 成

像中，我们在图像上观察到 8 小时后，肿瘤摄取仍在升高，并没有像光学成像那样有

明显下降的趋势。这是因为自发光学成像是依靠核素契伦科夫辐射激发 AuNCs 来实

现的，契伦科夫辐射强度越高，自发荧光成像信号也就越高。而契伦科夫辐射的能量

是又与核素放射大小呈正相关的。因此，自发荧光成像信号大小取决于核素放射性的

大小。探针注射后，肿瘤信号实际上处在“放射性探针的不断蓄积”与“探针持续放

射性衰变”之间的动态平衡中，因此，当肿瘤组织部位的探针衰变快于肿瘤对探针的

摄取时，及“入不敷出”时，光学信号便开始下降。然而与光学不同的是，PET 成像

以及 ROI 测量结果是经过放射性衰变校正后的结果，该结果校正了探针放射性衰变

的影响，因而只表示放射性探针蓄积的程度。如果将肿瘤摄取使用绝对放射性大小来

表示，则如下图 29，那么肿瘤绝对放射性大小也会呈现与光学成像一样的结果，即

在约 8 小时左右达到高峰，之后随之下降。 

 

图 29 未经放射性校正肿瘤组织与肌肉组织绝对放射性剂量。 

 

以上结果说明了 64Cu-doped AuNCs 能被 U87MG 肿瘤高摄取，进而在 PET 成像

上展示出了令人满意的 PET 成像能力，注射后 8 - 24 小时是肿瘤 PET 成像的最佳时
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间窗，特别是在 8 小时肿瘤摄取达 14.9% %ID/g。同时，研究结果证明 PET 成像与

光学成像具有较好的一致性，这也反映了探针 64Cu-doped AuNCs 在体内稳定。 

 

3.3 PET 成像与光学成像的相关性 

通过 3.1 和 3.2 两部分的实验，我们证明了 64Cu-doped AuNCs 可进行近红外自

发荧光成像和 PET 成像，并且提示 PET 成像与光学成像具有较好的一致性。为进一

步了解二者间的相关性，我们进行了自发近红外成像与 PET 成像信号间的相关性分

析。在 24 小时成像后，脱颈处死小鼠后，我们取其肿瘤组织和 5 个主要器官（心、

肝、脾、肺、肾）对其信号进行分析。我们分别采集了上述 6 个离体组织的 PET 成

像和 IVIS 自发光成像数据（如下图 30）。 

通过 ASIPro VM 及 Living Image V3.0 软件测量，我们分别将 IVIS 自发光测量

结果与 PET 成像结果进行了相关性分析。我们共进行了三组相关性分析，分别是“无

滤片组与 PET 成像组”，“> 590 nm 组与 PET 成像组”和“< 510 nm 组与 PET 成像

组”。通过分析我们发现> 590 nm组与PET成像组在三组中相关性最高，为 r2 = 0.9687。

无滤片组与 PET 成像组相关性次之，为 r2 = 0.9340。这样的结果非常好的印证了我

们前期体外研究结果。正是由于自发荧光信号是由 64Cu 激发，才使得 PET 信号与自

发荧光信号成较好的相关性：在> 590 nm 组，由于荧光信号完全来源 64Cu 的激发，

因而与完全来自 64Cu 的 PET 信号相关性最好；而在无滤片组中，由于 64Cu CRET 激

发 AuNCs 产生的自发荧光信号远高于 64Cu 本身契伦科夫辐射，因而与 64Cu 的 PET

信号依旧能保持较好的线性关系。而对于< 510 nm 组来说，如未发生 CRET，64Cu 的

契伦科夫辐射强度应该与 PET 成像信号呈正相关，但是由于部分 64Cu 的契伦科夫光

用于激发了 AuNCs，因而使得 PET 成像信号与< 510 nm 组的相关性仅为 r2 = 0.7616。 

上面的结果同样也从侧面应证了我们在第二部分的 64Cu 标记稳定性的研究。如

果 64Cu-doped AuNCs 探针在体内不稳定，64Cu 从 AuNCs 上发生了解离，那么由于

64Cu 与 AuNCs 具有完全不同的生物动力学特点，器官的自发荧光信号与 PET 在无

滤片组和> 590 nm 组将不会有令人满意的线性关系。同时由于 CRET 现象减弱，在

< 510 nm 组的光学信号与 PET 成像的线性关系将更加贴近线性关系（如图 31）。 
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图 30 主要器官离体 PET 成像及自发荧光成像。a、离体器官的 PET 成像；b、

离体气管 IVIS 自发荧光成像。自上而下分别是无滤片组、> 590 nm 组与< 510 nm

组；组织从左至右依次为肿瘤、心脏、肝脏、脾脏、肺及双肾。 

 

 

图 31 IVIS 自发荧光信号与 PET 成像结果的相关性分析 
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以上实验证明了， 64Cu-doped AuNCs 的 PET 成像与自发近红外荧光成像具有良

好的线性相关性。同时也表明 64Cu-doped AuNCs 在体内具有较好的稳定性，64Cu 标

记体内不易发生解离。 

 

 

图 32 主要器官 64Cu-doped AuNCs 的生物分布。 

 

3.4 64Cu-doped AuNCs 的器官分布 

将纳米材料进行放射性标记不仅可使纳米材料具备核素成像能力，同时简化了

对纳米材料在体特征的评价。通过对放射性核素的探测，使原本需要繁琐步骤的生物

学分布、药代动力学等研究变得直观、简单。本研究中，64Cu 的标记不仅使 AuNCs

实现了 PET 成像和自发近红外成像，同时通过测量器官中的放射性含量，我们可以

获取 64Cu-doped AuNCs 的器官分布和体内代谢情况。在 24 小时成像后，脱颈处死小

鼠，取其心、肝、脾、肺、肾，胃、肠、肌、骨、胰腺、肿瘤及血液，并逐一称重、

记录。全自动γ计数器中测量其每分钟放射计数（Counts per minutes, CPM），经全自

动 γ计数器校正后，计算每克组织中注射放射剂量所占的百分比（%ID/g）。如图 32，

结果显示肿瘤在 24 小时仍保持较高的放射性 16.1 ± 4.1 %ID/g，这与 3.2 中 ASIPro 

VM 软件三维 ROI 测量结果相一致。进一步我们发现肝脏拥有最高放射性，24 小时
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为 31.2 ± 2.1 %ID/g，表明肝脏是其主要的代谢器官之一。这点与我们在小鼠全身 PET

扫描中得到图像一致。肝脏的高信号可能与 AuNCs 的保护基团是 HSA 有关。HSA

是人血清白蛋白，本身由肝脏合成，有文献报道使用 HSA 作为靶向试剂成像具有较

高的肝脏摄取 [177, 178]。此外，使用 HSA 同源的 BSA 所制备的 AuNCs，在荧光成

像中也显示出较高的肝脏摄取 [127]。第二位高摄取的器官是肾脏，为 8.0 ± 0.6 %ID/g，

同样与 PET 成像中观察到了肾脏成像相一致，提示肾脏应该也是 64Cu-doped AuNCs

的排泄器官。在 Wu 等人报道的 BSA 制备的 AuNCs 研究中，他们也发现了 AuNCs

通过肾脏排泄的证据，而 HSA 与 BSA 在结构上相似 [127]。排在第三位的是肠，这

应该是由于肝脏对 64Cu-doped AuNCs 的排泄所致。而在其他器官如，心、肺、肌肉、

胰腺、骨及血则具有较低的放射性。 

 

3.5 器官毒性研究 

在 3.4 器官分布研究中，我们发现 64Cu-doped AuNCs 可在肝脏高度富集，为判

断其可能带来的急性器官损伤，我们分别在 64Cu-doped AuNCs 注射 1 天及 7 天后，

脱颈处死小鼠，取其主要器官进行组织学分析。然而，在各器官的 HE 切片上，我们

并没有发现明显的组织学变化。提示 64Cu-doped AuNCs 并无明显的急性器官损伤（如

图 32）。由于本研究是成像研究，仅仅需要注射探针一次，因此 64Cu-doped AuNCs 的

注射剂量少，体内存在的时间短；同时 64Cu-doped AuNCs 尚有 HSA 作为保护基团，

因此并未展现出明显的急性器官损伤与毒性。但值得注意的是，在 Zhang 等人的研

究中[179]，他们采取了隔天注射的方法，连续注射 BSA@AuNCs（7.55 mg/kg）28 天。

在对小鼠肝脏 HE 切片的观察和生化检查后，他们发现反复多次注射 BSA-AuNCs 可

对肝脏和肾脏造成损害。目前虽然没有基于 HSA 制备 AuNCs 长期毒性的报道，但

是对于 64Cu-doped AuNCs长期摄入可能造成的肝肾毒性仍需注意。64Cu-doped AuNCs

长期摄入对器官的毒性与损伤仍有待于进一步研究。 
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图 32 注射 PBS 与注射 64Cu-doped AuNCs1 天和 7 天后，小鼠各主要脏器 HE 切

片。 
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4. 讨论 

正常组织的毛细血管结构完整，内皮致密，大分子及脂质不能透过血管壁。而肿

瘤血管间隙变宽，结构不完整，血管渗透性大，淋巴回流缺失，造成大分子和脂质的

高渗透性和滞留性。这种效应被称为实体瘤的高通透性和滞留效应，即 EPR 效应。

EPR 效应首次由 Mastmumura 和 Maedaz 在 1986 发现 [180]，被认为是肿瘤靶向药物

及靶向成像探针研发的里程碑事件 [181]。 

EPR 效应产生的结构基础是，一方面肿瘤血管结构的不完成，血管内皮间的空

隙可大于 100 nm，而正常组织的血管紧密连接大小仅约 2 nm 左右。因此，携带药物

或成像功能的纳米材料可顺着血管壁的缺口渗透入肿瘤组织；另一方面肿瘤组织缺

少引流大分子的淋巴管，纳米材料在进入肿瘤后不易排除 [182]。在抗肿瘤药物和成

像试剂研发上，如果可以充分利用 EPR 效应，其肿瘤靶向能力不仅不会差于，甚至

可能好于主动靶向原理（抗体、短肽等介导）设计的药物和成像试剂。脂质体包裹、

PEG 修饰的表柔比星 Doxil®就是利用 EPR 效应设计的一类新型抗癌药物。Doxil 具

有明显延长的循环时间和增高的肿瘤摄取 [183]。自 1995 年美国食品药品监督管理

局（US Food and drug administration, FDA）批准以来，Doxil 在临床治疗多种实体瘤

中获得了明显效果，延长了病人的生存期 [184-186]。那么要实现 EPR 效应，所述设

计的纳米材料应该满足什么样的条件呢？ 

影响 EPR 效应的因素有很多，但是分子大小是其中最重要的影响因素之一，这

是由于 EPR 效应是一个分子量依赖（molecular weight-dependent）效应 [187]。由于

40 kDa 是肾脏排泄的阈值，当纳米材料或药物的分子量大于 40 kDa 时，将显著增加

纳米材料及药物分子的血液循环时间，因此 t1/2 大大增加，体内清除速度减慢，在药

代动力学上表现出更高的曲线下面积 AUC（area under the concentration–time curve）。

这样纳米材料/分子药物才就有足够的时间慢慢从扩大的血管内皮间进入肿瘤，因此

表现出较高的 EPR 效应。同时由于肿瘤血管缺乏引流淋巴管的缘故，40 kDa 的大分

子也很难从肿瘤中排除，因而在肿瘤存留的时间也较长，通常需要几天 [180]。64Cu-

doped AuNCs 是由 HSA 作为保护基团制备而成，不算 Au 的分子量，仅 HSA 分子量

的就高达 66.5 kDa 远超过 40 kDa，因而 64Cu-doped AuNCs 表现出了较长的循环时间

和不易被肾脏排除的特点。这在 3.3 和 3.4 的实验结果中得到了证实。但并不是只要
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具备较大的分子量就一定有较好的 EPR 效应。影响 EPR 好坏的另一个关键因素是生

物相容性 [187]。比如，血浆蛋白都具有较长的，长达几天的血浆半衰期（half-time）。

如小鼠血浆白蛋白，其 t1/2 可达 72-96 小时。而经过某些修饰后，结构被破坏或改变、

抑或是造成蛋白变性，白蛋白的血浆清除率就会非常快。这里还有一个明显的例子就

是 α2 巨球蛋白（α2-Macroglobulin），单体分子量 170 kDa，在自然状态下其血浆半衰

期约 140 小时。但是当其与 Plasmin 形成聚合体后，其半衰期就仅有 5 分钟，会被非

常快速的排除体外。在具体实验中，我们常常将抗体等主动靶向元件接在某些蛋白或

纳米材料上，寄希望利用抗体的靶向性，增加纳米材料或药物对肿瘤的靶向。孰不知

这样的标记反而可能会降低抗体的循环时间，降低抗体对肿瘤的识别效率。本研究我

们所使用的 64Cu-doped AuNCs，采用 HSA 作为保护基团，具有很好的生物相容性。

HSA 作为血浆蛋白，其血浆半衰期近 20 天。特别需要指出的是，在第一部分 3.5 的

试验中，我们所制备的 Cu-doped AuNCs 与天然 HSA 在 CD 谱上并未发现明显变化。

这说明 64Cu-doped AuNCs 中 HSA 仍最大程度上保持其原有形态。因此，我们所制备

的 64Cu-doped AuNCs 不仅分子量满足大于 40 kDa 的要求，同时仍保持了较好的生物

相容性，这也就是我们在本部分动物试验中，无论在 PET 成像还是自发荧光成像中

观察到较高的肿瘤 EPR 摄取的主要原因。 

自发荧光成像是近些年成像研究的新热点。自发荧光成像最重要的特点就是不

需要额外的激发光，因而与传统荧光成像相比，具有明显的成像优势。首先，自发荧

光成像不需要额外的激发光，这是与传统荧光成像相比最重要的特点。背景荧光、非

特异荧光信号常常是影响荧光成像效果的重要因素。自发荧光成像由于不需要激发

光，因而避免了上述背景荧光、非特异荧光对 ROI 荧光信号的干扰，因而灵敏性更

高 [1]。其次，由于生物组织对光的吸收和散射，入射激发光在经过人体时不可避免

的会发生强度的减弱。而自发荧光成像由于不需要激发光，因而并不受激发光减弱对

成像效果的影响。目前自发荧光成像的研究多基于能量共振转移原理。So 等人报道

了基于 BRET 的自发荧光成像。在实验中他们成功将 Luciferase 催化的生物发光作为

能量供体激发了 CdSe/ZnS 量子点，并在能量转化的作用下使得量子点在无激发光源

的条件下实现在体成像 [2]。Zhang 等人则报道了基于 CLRET 原理，利用鲁米诺被

氧化时所发出的蓝光激发 CdSe/ZnS 量子点，实现深部组织 MPO 的研究 [4]。CRET

是另一个自发荧光成像常用的能量共振转移。CRET 由 Robin S.等人最先提出，他们



第四军医大学博士学位论文 

-84- 

发现将放射性核素与量子点混合后，可以激发量子点产生荧光 [5]。我们实验室在前

期，通过体内研究证实，CRET 的确可以通过激发长波长量子点实现在体成像 [6, 7]。

与 BRET 和 CLRET 两种能量共振转移相比，CRET 的发现进一步推动了自发荧光成

像由基础向临床的转化。临床中使用的放射性核素，如 131I、18F 等大多数具备契伦

科夫辐射效应，使用目前正在使用的核素作为 CRET 的供体，更容易实现临床转化。

因此基于 CRET 的自发荧光成像，将是未来自发荧光成像的主要发展方向。 

目前自发荧光成像的能量受体多使用的量子点，然而量子点一般是由 Cd、Pb、

As 等重金属材料组成，且其表面修饰也常需要有毒物质，如 CTAB。生物体内应用

时重金属粒子元素的不断释放以及有害物质的直接毒性，成为限制量子点临床应用

的最大障碍。本部分研究证明，以 HSA 作为模版合成的金纳米簇，其生物相容性好、

低毒，是在体 CRET 自发荧光成像新的候选分子。同时，在体成像数据表明，64Cu-

doped AuNCs 具有较好的 EPR 效应，可被肿瘤组织高摄取。64Cu-doped AuNCs 不仅

可用于 PET 成像，也可实现高效近红外自发荧光成像，且具有较好的生物安全性，

是新型肿瘤多模态成像探针。 
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小    结 
 

 

1. 本论文首次使用HSA作为模板，成功合成具备NIR成像功能的AuNCs。该AuNCs

粒径小，荧光稳定。CD 谱研究表明，作为 AuNCs 保护基团的 HSA 与天然 HSA

相比构象未发生明显变化，仍最大程度上保持其原有形态，使探针模拟了 HSA

优良的在体生物动力学特征； 

2. 本论文首次报道了 AuNCs 的快速放射性标记方法。在无螯合剂的条件下，64Cu

作为探针的直接构成元件，通过水合肼直接还原于 AuNCs 表面。该方法标记率

高，稳定性好，ITLC 显示 64Cu 几乎全部被标记； 

3. 本论文首次报道了放射性核素和 AuNCs 间可发生 CRET，并可实现自发荧光成

像。所制备的多模态探针 64Cu-doped AuNCs 较 64Cu 契伦科夫辐射在近红外区信

号有较大提高，同时还兼具 PET 成像的功能； 

4. 在体成像结果表明，64Cu-doped AuNCs 生物安全性好，可被肿瘤组织高摄取，具

有较好的在体 PET 成像及自发 NIR 荧光成像效果。64Cu-doped AuNCs 是一款新

型肿瘤多模态成像探针，具有广阔的应用前景。 
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