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近红外荧光染料 IR-783在膀胱癌中的成像研究 *
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摘要目的：观察研究近红外荧光染料 IR-783在膀胱癌中的特异性成像。方法：通过染料与膀胱癌细胞及正常细胞共孵育，观察近

红外荧光染料 IR-783是否能够实现膀胱癌细胞的选择性成像。利用细胞器示踪剂观察近红外荧光染料在膀胱癌细胞内的共定

位；使用 IR-783检测循环血液中及尿液中的膀胱癌细胞。结果：近红外荧光染料 IR-783可被膀胱癌细胞选择性摄取。IR-783可选

择性聚集在膜性细胞器如线粒体和溶酶体内，这种选择性聚集作用使 IR-783可以保持较长的染色效果。近红外染料可以检测到

血液或尿液极少量的膀胱癌细胞。结论：近红外荧光染料 IR-783能够被膀胱癌细胞特异性吸收，可用于血液和尿液中膀胱肿瘤细

胞的特异性诊断，具有重要的临床应用前景。
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IR-783 Dye for Near-Infrared Fluorescence Imaging in Bladder Cancer觹

To observe the effect of near infrared fluorescent dye IR-783-mediated specific tumor imaging in bladder

cancer. The ability of IR-783 to accumulate in bladder cancer cell was determined through bladder cancer cells and normal

cells were stained. Subcellular co-localization study of IR-783 in bladder cancercells by Organelles tracer. IR-783-mediated imaging of

bladder cancer in human blood and urine. Bladder cancer cells selectively uptake near infrared fluorescent dye IR-783. IR-783

can selectively aggregated in mitochondria and lysosomes, which contribute to maintain longer staining of IR-783. Near infrared

fluorescence could detect few bladder cancer cells in human blood and urine samples. Near infrared fluorescence IR-783

could be specifically taken up by bladder cancer, and can be used for specific diagnosis of bladder cancer cells in human blood and urine.

It has an important clinical application prospect.
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前言

膀胱癌是泌尿外科临床上最常见的肿瘤之一，流行病学调

查发现，膀胱癌发病率在恶性肿瘤中的排名比较靠前。膀胱癌

的治疗关键在于早发现早治疗，而是否为肌层浸润，其治疗方

法是不同的。尽管目前有多种检查方法应用于临床，但这些检

查方式仍然无法满足对肿瘤的早期诊断要求。分子影像学技术

已逐步广泛地应用于肿瘤尤其是泌尿系肿瘤的诊断。这项技术

可在活体组织器官内、在细胞和分子水平对肿瘤组织细胞进行

定性、定量和可视化的研究，是目前肿瘤活体诊断技术研究和

发展的前沿领域。光成像方法具有灵敏度高和安全无放射性的

优点，是分子影像学研究和发展的主要内容，特别是在近红外

波长（700-1200 nm）的光谱范围内，光子被机体生物组织吸收

很少，可以穿透较为深部的组织，而且组织背景荧光信号很低。

因此，近红外活体荧光成像技术在肿瘤靶向诊断中的应用近来

获得快速发展。我们课题组研究发现了一类优秀的有机近红外

荧光染料，IR-783即是其中之一。这类染料可以直接和肿瘤细

胞结合而无需连接靶向肿瘤的配体分子[1]。本研究利用体外细
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胞学实验，评价近红外荧光染料 IR-783是否能够用作膀胱肿

瘤的近红外荧光成像。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

人膀胱移行细胞癌细胞 T24、人膀胱癌细胞 5637和正常

人胚肾细胞 293T（本实验室保存），近红外荧光染料 IR-783（美

国 Sigma-Aldrich公司），激光共聚焦显微镜（FV1000）（日本奥

林巴斯公司）。

1.2 方法

1.2.1 近红外荧光染料 IR-783用于膀胱癌细胞成像 IR-783

与 T24、5637、293T细胞共孵育染色，经共聚焦显微镜观察，探

索近红外荧光染料 IR-783 在膀胱癌细胞中的选择性成像情

况。实验方法如下。取对数生长期的细胞，胰酶消化离心重悬

后，2× 104/孔接种至 Millicell四孔小室中，在含 10%FBS培养

基中生长 24 h。细胞贴壁后吸弃培养液，预热的 PBS漂洗 2

次，与浓度为 20 滋mol/LIR-783共孵育 30 min进行细胞染色。

4%多聚甲醛固定贴壁细胞 10 min，滴加 DAPI染液 10 min后，

加水性封片液封片。待胶凝固后置于激光共聚焦显微镜之下进

行成像观察拍摄。

1.2.2 近红外荧光染料 IR-783在癌细胞器内的定位 近红外

荧光成像效果在癌细胞中是比较稳定的，使用细胞器示踪剂追

踪观察染料在膀胱癌细胞内的聚集情况，用以对比分析和利用

近红外成像的特点。实验方法如下。T24细胞制备如前，与近红

外荧光染料 IR-783共孵育后，加入 500 nM的线粒体染液Mito

Tracker Orange CMTMROS或溶酶体染液 Lyso Tracker Green

DND-26进行细胞器染色 1 h，此后再进行 DAPI核染色。10

min后，置于共聚焦显微镜之下检测观察并拍照。

1.2.3 近红外荧光染料 IR-783检测人血液中及尿液中混入的

癌细胞 近红外荧光染料 IR-783在肿瘤细胞中的近红外荧

光成像有明确的靶向性，因此使用 IR-783检测血液中及尿液

中的膀胱癌细胞有了可行性。使用混入膀胱癌细胞的健康志愿

者的血液中及尿液来模拟膀胱癌患者的血样及尿样进行检测，

用近红外荧光染料 IR-783来探查发现这些恶性肿瘤细胞。实

验方法如下。T24细胞制备如前，肿瘤细胞预先用 DAPI进行核

染色。取健康志愿者血液 20 mL，分装成为 1 mL的血液样本，

将血样本分为 5组，每组 4支。其中 4组为实验组，在血样中分

别混入 100 滋L的 10，100,1000预先使用 DAPI核染的肿瘤细

胞核染的肿瘤细胞，另一组加 100 滋L的培养液作空白对照。使
用密度梯离心法收集各组的单个核细胞。分离得到单个核细胞

之中加入浓度为 20 滋mol/LIR783染液，孵育 30 min后各组取

一支在荧光显微镜下寻找 DAPI和 IR783双阳性染色的细胞。

同法在健康人尿液中混入膀胱癌细胞进行近红外染料 IR-783

染色观察。

1.3 统计学方法

所有数据以平均值± 标准差进行描述，对两组数据之间的

比较，采用 t检验进行。应用 SPSS16.0统计软件进行数据统计

和分析。P≤ 0.05时，考虑结果有统计学差异。

2 结果

2.1 近红外荧光染料 IR-783可以被膀胱癌细胞选择性摄取

近红外荧光染料 IR-783分别与人膀胱癌细胞系 T24、5637

和正常肾胚上皮细胞 293T共同孵育，在共聚焦荧光显微镜下

观察染料在细胞中的摄取。结果可见，近红外荧光染料 IR-783

具有使多种膀胱癌细胞显像的能力，而正常的肾胚上皮细胞没

有看到明显的染料吸收。IR-783 染色率，T24 组为 97.5%±

5.5%，5637组为 95.0%± 4.0%, 293T组为 37.3%± 15.0%。经统

计学分析，细胞系 T24、5637组与 293T组比较，有统计学差异

（P＜0.01）。

图 1 IR-783在膀胱癌细胞和正常细胞中的染色（× 200，共聚焦）

Fig.1 Staining of IR-783 in bladder cancer cells and normal cells (confocal × 200)

Note: Data are expressed as ± SD, **P＜0.01.
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图 4 利用 IR-783检测人血液及尿液中混入的膀胱癌细胞（× 200，共聚焦）

Fig.4 Detection of bladder cancer cells in human blood and urine by IR-783（confoca × 200）

Note: Data are expressed as ± SD.

图 3 IR-783在膀胱癌细胞器溶酶体内的定位（× 200，共聚焦）

Fig.3 Localization of IR-783 in lysosome of bladder cancer cells T24

(confocal × 200)

2.2 IR-783在膀胱癌细胞器内的定位

近红外荧光染料 IR-783 与不同的膀胱癌细胞共同孵育

后，加入线粒体和溶酶体示踪剂共同标记染色，结果见 IR-783

与溶酶体及线粒体有较多染色重叠，这充分说明了 IR-783可

以选择性聚集在膜性细胞器线粒体和溶酶体内。

2.3 近红外荧光染料检测人血液及尿液中混入的膀胱癌细胞

在模拟检测膀胱癌患者血液及尿液内膀胱恶性肿瘤细胞

的实验中，我们预先将癌细胞进行核染色标记，随后用近红外

染料染色的方法在血液及尿液中探查寻找这些已经标记好的

癌细胞。实验结果提示，即使混入 10个 /mL的癌细胞，IR-783

依旧可以检测到癌细胞的近红外荧光信号。有文献报道即使很

图 2 IR-783在膀胱癌细胞器线粒体内的定位（× 400，共聚焦）

Fig.2 Localization of IR-783 in mitochondria of bladder cancer cells T24

(confocal × 400)
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少量细胞，行流式细胞检测，依旧能够检测到染色肿瘤细胞[1]。

3 讨论

流行病学调查发现，世界范围内，膀胱癌发病率在恶性肿

瘤中的排名，在男性排名第六位，女性排在第十位之后。其中发

达国家男性中排名在第四位，发展中国家男性中排名第七位[2]。

在美国，膀胱癌发病率居男性恶性肿瘤的第四位，位列前列腺

癌、肺癌和结肠癌之后，在女性恶性肿瘤亦排在十位以后[3]。在

我国，男性膀胱癌发病率位居全身恶性肿瘤的第六位，女性排

在第十位以后[4]。在膀胱癌的治疗中，肿瘤是否是肌层浸润选择

的治疗方法是不同的。虽然有报道显示非肌层浸润性膀胱癌占

初发膀胱肿瘤的 70%[5]，但仍有相当数量的患者初诊时已有肌

层浸润。虽然目前临床检查手段比较多，但仍然无法完全满足

早期诊断的要求。寻找一种更加快捷、更加灵敏的检查方法，是

我们此项研究的初衷。

近红外荧光化合物造影剂在活体肿瘤成像呈现了其独特

的能力，它在水溶试剂中具有很弱的自发荧光，而且成像背景

较弱[6,7]。最常见的近红外荧光染料是多炔吲哚花青染料，波长

范围大约在 700-1000 nm，可以通过深部组织被检测到[8]。有机

染料在肿瘤检测和诊断中应用已非常广泛。传统的分子影像检

测方法是将荧光化合物和肿瘤特异的基质，包括生长因子和抗

体等结合起来进行肿瘤成像[9,10]。这些方法的弊端就是荧光染

料联合物只能检测相对于生长因子和抗体特异的肿瘤，有一定

的局限性[11,12]。一种简单而直接的肿瘤分子影像学检测方法已

成为当今肿瘤研究的需要。

近年来在医学分子影像学中荧光探针的应用逐渐增多，许

多特异性的探针在恶性肿瘤的靶向性成像中的作用越来越大，

基于这种模式的肿瘤成像，成像迅速，并且具有更高的灵敏度。

越早的发现肿瘤越能更具有针对性的对恶性肿瘤进行治疗，而

且可以更加有效地评估恶性肿瘤的治疗方法和疗效。常规的可

见荧光探针却存在着很严重的缺陷。前期研究结果显示，近红

外荧光染料染色一周后仍然能够检测到较强的荧光信号，而普

通的可见荧光染料在较短时间内就无法检测到荧光信号[13]。可

见荧光探针的荧光很容易淬灭，导致荧光失去成像的能力。同

时可见荧光的信号穿透力以及信噪比比较差，从而限制了可见

荧光探针的使用。近红外荧光成像的方式与可见荧光成像的方

式是不同的。近红外荧光成像在机体组织中的穿透深度可达

10 cm[14]，不仅仅是用于表浅组织的成像，而且近红外荧光染料

还具有肿瘤细胞选择性成像的能力，从而使得近红外荧光成像

在近几年来受到了广泛的关注。

既往的研究发现 IR783不仅可以在体外被多种肾肿瘤细

胞选择性摄取，还可以准确识别体内的肾肿瘤或寻找手术样本

中的肾肿瘤组织[5,15,16]。张彩琴等研究发现，IR-783不仅可以在

多种人肿瘤细胞中成像，且可以在动物自发肿瘤中良好成像
[17]。易小敏等研究发现 IR-783在前列腺肿瘤细胞中亦有良好的

近红外荧光成像[18]。

使用近红外荧光染料 IR-783进行膀胱癌细胞的染色，结

果见 IR-783能够实现良好的成像效果，证实了 IR-783具有良

好的近红外成像能力。这种选择性肿瘤细胞成像的能力使得近

红外荧光成像在膀胱癌的诊断中拥有较高的应用价值和广阔

的应用前景。通过观察 IR-783在膀胱癌细胞器内的着色可以

发现，染料 IR-783进入细胞后，明显地聚集在膜性细胞器如线

粒体和溶酶体之中，这提示部分染料穿过细胞细胞膜后与会继

续保留在细胞内并持续发出荧光信号，这种选择性聚集作用使

得近红外荧光染料可以保持较长的染色效果，前期研究发现近

红外荧光染料在染色一周后仍具有较好的显像能力，普通的荧

光造影剂则难以实现较长时间的成像。近红外荧光染料的这种

更为稳定的成像效果很可能与近红外荧光染料在细胞器内的

选择性聚集有关。我们认为染料在细胞内的滞留效应使得它能

够维持较长时间的荧光，这也使得近红外荧光染料的成像效果

较普通荧光染料更为稳定。已有文献报道 IR-783能够聚集在

肿瘤细胞的线粒体和溶酶体中，可能是通过有机阴离子转移肽

系统(OATPs)，将染料转运至肿瘤细胞内，而 OATPs在人类的

多种肿瘤组织和多种肿瘤细胞系中大量表达[19]，这一理论可能

是近红外荧光染料 IR-783能够在恶性肿瘤细胞中特异性显像

的分子机制。

有文献报道使用近红外荧光染料快速检测胸腹水中的癌

细胞。用 5 滋mol/L的 IR808染料染色后，癌细胞的检出率可达

到 79%（22/28），相同样本使用常规细胞学检查的检出率为

86%（24/28），统计分析发现这两种检测方法保持了良好的一致

性[20]。借鉴此报道，为进一步检验近红外荧光染料 IR-783是否

可以用于人血液及尿液中癌细胞的探寻，通过对模拟人血液中

及尿液中的癌细胞的探寻，发现近红外荧光染料 IR-783可以

检测出健康人血液及尿液中掺入的癌细胞。由于用于收集细胞

的密度梯度离心法不能完全收集单个核细胞，所以使用近红外

荧光染料 IR-783对癌细胞进行染色检测的检出率更高。这说

明近红外成像可以用做体外的细胞学检查，这种细胞学检测的

方式将可能在临床上实现癌细胞的快速筛查。筛查结果阳性患

者，就可以进行其他检查检验手段，从而实现肿瘤的早期诊断。

不过实际临床膀胱肿瘤患者血液中或尿液中的肿瘤细胞，有很

大几率与实验用肿瘤细胞不同，故需进一步进行相关实验以明

确近红外荧光染料 IR-783应用于临床的可行性。
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