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尼罗红示踪纳米制剂在荷瘤裸鼠体内
活体成像的应用
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(1. 重庆医科大学实验动物中心,重庆　 400016; 2. 重庆医科大学药学院重庆药物高校工程研究中心,重庆　 400016)

　 　 【摘要】 　 目的　 拟将尼罗红包裹入纳米制剂中,利用其荧光特性来考察纳米制剂在荷瘤鼠体内的肿瘤靶向

性与组织分布情况。 方法　 采用 CCK-8 法检测尼罗红纳米乳[NRNE(O)]对 H1688 的细胞毒性。 建立 BALB / c 裸

鼠肺癌模型,灌胃给予尼罗红混悬液 (NRS) 及 NRNE(O),通过小动物活体成像系统观察其在荷瘤裸鼠中荧光强

度的动态分布情况。 结果　 NRNE(O)具有较低的细胞毒性和良好的生物相容性,并且在体内的吸收量及肿瘤部

位的蓄积量均高于 NRS;NR 在纳米制剂中能快速、稳定、清晰地反映纳米制剂在小鼠体内的动态分布情况。 结论

本研究中制备的NRNE(O)的稳定性好,为尼罗红作为示踪剂应用于纳米制剂在动物体内的研究提供了重要的研

究手段。
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【Abstract】　 Objective　 The fluorescent dye Nile red (NR) is commonly used in quantitative analysis of lipids in
bacteria, fungi, and microalgae. In this study, NR was encapsulated in a nanoemulsion to investigate the tumor targeting
and tissue distribution of the nanoemulsion in BALB / c nude mice bearing H1688 tumors. Methods 　 To evaluate the
prospects of NR as a bioimaging marker for nanoemulsions, its cytotoxicity was investigated in H1688 cells with a CCK-8
assay. An NR suspension (NRS) and NR nanoemulsion NRNE(O) were given by gavage. The dynamic fluorescence
intensity distribution of NR in mice was observed with an in vivo fluorescence imaging system. Results　 The H1688 cells
exhibited over 85% viability after incubation with a range of NRNE(O) concentrations for 24 h. The results demonstrated
that NRNE(O) absorption in mice and the amount accumulated in tumor tissue were both higher than in the NRS group.
Conclusions　 NRNE(O) has a low cytotoxicity and good biocompatibility. NR in a nanoemulsion combined with an in vivo
fluorescence imaging system can reveal the dynamic distribution of the nanoemulsion in mice vividly and reliably in real
time. The results of this study indicate that NR has significant application potential as a tracer for the bioimaging of
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nanoparticles in vivo.
【Keywords】　 Nile red; nanoparticles; in vivo imaging
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　 　 尼罗红 [9-(二乙胺基)-5H-苯并[A]吩恶嗪-5-
酮, Nile red, NR] 是一种脂溶性的荧光染料,与脂

类物质(包括甘油酯、磷脂以及各种脂肪酸)相结合

后具有荧光效应,在适合的波长(450 ~ 580 nm)激
发下可显示强烈的桔红色荧光(550 ~ 750 nm),最
初应用于半定量技术[1],目前被广泛应用于细菌、
真菌、微藻、酵母和浮游植物等细胞中的脂类定量

分析[2-5]。
近年来,纳米制剂在药物制剂领域为开发具有

特定的靶向性药物做出了较大的贡献,成为人们关

注的热点[6-7]。 纳米制剂包括脂质体、胶束、微球、
纳米粒和纳米囊等[8]。 纳米制剂具有通过改善药

物生物利用度、提高药物稳定性和抗癌药物的靶向

性停留来提高治疗指数的特点[9-10],还可增加疏水

性药物的溶解度并减少对正常组织的不良反

应[11-12]。 为了追踪给药后纳米制剂在细胞、组织、
器官及生物体内的分布,需要对纳米制剂进行适当

的标记,通过相应的成像技术进行对比和分析[13]。
活体成像技术是利用活体生物发光或荧光成

像直接监测活细胞在动物体内的生物学行为及跟

踪分子信号的一种新兴的前沿技术[14],目前已广泛

应用于医学、生物学及药物开发等研究领域[15-16]。
活体成像技术弥补了传统实验技术难以在活体观

察药物动态转移过程的不足,对实时分析药物在荷

瘤小鼠体内的靶向性具有重要的参考价值和指导

意义[17]。
本研究拟将尼罗红包裹入纳米乳中,采用小动

物活体成像技术研究纳米制剂的肿瘤靶向性及其

在体内的组织分布情况,以期为尼罗红新的应用研

究提供实验依据和前期基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 BALB / c 裸鼠,4 周龄,体重 (14. 95
± 0. 64) g,购自北京华阜康生物科技股份有限公司

【SCXK (京) 2014-0004】。 实验动物饲养及操作严

格按照 SPF 级标准要求在重庆医科大学实验动物

中心进行【SYXK (渝) 2017-0023】。 实验经重庆医

科大学医学研究伦理委员会批准。

1. 1. 2　 药品与试剂

尼罗红 (Nile red, NR, 购自上海麦克林生化科

技有限公司);尼罗红混悬液 (NR suspension, NRS,
自制, 20170910);尼罗红油包水纳米乳 [NR nano-
emulsion, NRNE(O), 自制, 20170908] [18];胎牛血

清 ( Gibco); RPMI-1640 培养液 ( HyClone); Cell
Counting Kit-8(日本同仁化学研究所)。
1. 1. 3　 仪器

FA1004 A 电子天平(上海精天电子仪器有限公

司, 中 国 ); Thermo 311 CO2 培 养 箱 ( Thermo
Scientific,美国);荧光分光光度计 (岛津公司,日
本); LB983 NC320 型 活 体 成 像 系 统 ( Berthold
Technologies GmbH & Co. KG,德国)。
1. 1. 4　 细胞

人小细胞肺癌细胞株 NCI-H1688,由陆军军医

大学野战外科研究所胸外科馈赠。 H1688 细胞置于

含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640 培养液中,37℃、饱
和湿度、5% CO2 培养箱中培养。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 H1688 肺癌小鼠模型

人小细胞肺癌 NCI-H1688 细胞常规细胞培养,取
对数生长期细胞用培养液调整浓度至 5×107 个 / mL,
在裸鼠右侧腋窝皮下注射 0. 1 mL 细胞悬液。 每天

观察裸鼠的状态,用游标卡尺测量肿瘤大小,记录

数据。
1. 2. 2　 尼罗红荧光光谱特性

用荧光分光光度计考察尼罗红的荧光光谱。
1. 2. 3　 NRNE(O)的细胞毒性试验

通过 CCK-8 分析方法评价 NRNE(O)对于 NCI-
H1688 的毒性[19]。
1. 2. 4　 活体成像实验

取皮下接种 H1688 细胞的裸鼠 6 只(肿瘤体积

约为 150 mm3),随机分为 NRS 组和 NRNE(O)组,
每组 3 只,按 0. 5 mol /只剂量分别灌胃 NRS 和

NRNE(O)。 分别在给药前、给药后 1、3、5、12、24 h
置于活体成像仪中进行拍摄并统计荧光强度

(counter per second,CPS,即单位时间内电荷耦合元

件(charge-coupled device, CCD)捕获到的光子数)
拍摄模式为荧光模式,激发波长为 550 nm,发射波

长为 620 nm,曝光时间为 0. 1 s。
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1. 3　 统计学方法

应用 Indigo 2. 0 软件对荧光值进行分析,利用

SPSS 19. 0 软件对裸鼠体重、肿瘤体积及荧光值进

行统计学分析。

2　 结果

2. 1　 尼罗红的荧光光谱

如图 1 所示,尼罗红具有良好的荧光光学特性,
550 nm 为最大激发波长,620 nm 为最大发射波长。

图 1　 尼罗红的荧光光谱

Figure 1　 Fluorescence spectrum of Nile red

2. 2　 H1688 肺癌小鼠模型的建立

裸鼠体重及肿瘤体积变化趋势见图 2。 接种

H1688 细胞后,裸鼠体重较稳定表明裸鼠状态较好,
其肿瘤生长速度由快到慢。
2. 3　 NRNE(O)的细胞毒性

采用 CCK-8 法,考察了 NRNE(O)对 H1688 细

胞的毒性。 由图 3 可以看出,当 NRNE(O)浓度约

为 500 μmol / L 时, 细胞的 24 h 存活率均高于 85%。
这说明 NRNE(O)具有较低的细胞毒性和良好的生

物相容性。
2. 4　 荷瘤裸鼠活体成像

各实验组不同时间点的成像结果如图 4 所示,
NRNE(O) 组肿瘤部位的荧光强度在 5 个时间点均

明显强于 NRS 组 (图 4 红色标记部分为肿瘤),
NRNE(O) 组小鼠在给药后 3 h 和 5 h 的荧光值均

显著高于 NRS 组(P< 0. 01)。 NRNE(O) 组于 3 h
在肿瘤部位的蓄积量最大,5 h 后逐渐减少。 而

NRS 组在肿瘤部位的几乎无蓄积。 随着肿瘤体积

的增加,其荧光强度也逐渐增强,表明尼罗红可作

为纳米乳的示踪剂(如图 4D 所示)。

图 2　 小鼠的体重及肿瘤生长情况

Figure 2　 Changes in body weight (A) and tumor volume (B) of the H1688-bearing nude mice

图 3　 不同浓度的 NRNE(O)对 H1688 细胞存活率的影响

Figure 3　 Effects of different concentrations of NRNE(O)
on the viability of lung cancer H1688 cells

3　 讨论

小动物活体成像主要采用生物发光与荧光两

种技术,对疾病动物模型微小病灶的检测灵敏度极

高[20]。 该技术能够进行无创、实时、动态的动物活

体观察,从而对同一实验对象进行不同时间点的观

察,减少实验动物个体间差异。 与传统的实验方法

相比,可大大减少动物的用量,符合替代、减少、优
化的“3R”原则[21],同时也为确定药物在体内是否

具有靶向性,提供了新的技术手段。 在体内红光的

穿透性比蓝绿光的穿透性强,所以近红外荧光为成

像观察的最佳选择。 本研究就是利用了荧光染料
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注:A. NRS;B. NRNE(O);C. 荧光强度 NRS and NRNE(O);D. 肿瘤体积与光强度的线性关系;∗∗P< 0. 01 vs NRS。

图 4　 不同时间点尼罗红原料药与纳米制剂在荷瘤裸鼠体内的动态分布

Note. A, NRS. B, NRNE(O). C, Fluorescence intensity of NRS and NRNE(O). D, Correlation between tumor volume and fluorescence

intensity.∗∗P< 0. 01 vs NRS.

Figure 4　 Dynamic distribution of NRS and NRNE(O) in the H1688-bearing nude mice at different time points

尼罗红近红外成像的特性,得到了荷瘤鼠体内的纳

米乳清晰、实时的荧光分布图。
本课题组前期将尼罗红导入纳米乳中,采用激

光共聚焦观察纳米乳进入 A549 活细胞的情况。 结

果显示,纳米乳在 10 min 内迅速进入细胞,主要集

中在细胞质,少数分布在胞核内[18]。 细胞实验证

实:尼罗红可作为一种纳米制剂的示踪剂应用于细

胞成像实验中。 尼罗红测定细胞中三酰甘油的含

量时,在一定范围内(0 ~ 800 μg / mL),其荧光值与

尼罗红成浓度依赖关系,当尼罗红浓度再增大时,
其荧光值呈下降趋势[22]。 本实验中采用前期制备

方法将终浓度为 2 mg / mL 的尼罗红包裹于纳米乳

中[18],通过小动物活体成像技术快速稳定地指示纳

米乳的分布状况,下一步将对尼罗红适用于活体成

像的浓度范围及其浓度与荧光强度的关系进行

研究。
本研究利用尼罗红的荧光特性结合小动物活

体成像技术,成功地将尼罗红作为纳米乳的示踪剂

应用到考察其在荷瘤鼠体内的肿瘤靶向性和组织

分布中。 从荷瘤裸鼠活体成像图看出,NRS 组的药

物在肿瘤部位几乎没有蓄积,NRNE(O)组的药物在

肿瘤部位有蓄积,表明该纳米乳给药系统显著提高

了其肿瘤靶向性。 本研究拓展了尼罗红的应用范

围,也证实尼罗红可作为示踪剂与活体成像技术结
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合,为纳米制剂在小动物活体内成像提供了重要的

研究手段。
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