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不同表面修饰的 Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒在体
肿瘤成像研究
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［摘要］目的：比较两种不同表面修饰的Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒作为肿瘤探针进行在体磁共振成像（ＭＲＩ）的区别。
方法：采用两种不同表面修饰的Ｆｅ３Ｏ４作为磁共振造影剂，并利用其表面羧基与具有靶向识别肿瘤表面整合
素受体（Ｉｎｔｅｇｒｉｎαｖβ３）的ｃ（ＲＧＤｙＫ）多肽进行耦联，制备出具有肿瘤靶向性的磁共振分子探针。以荷人脑胶
质瘤（Ｕ８７ＭＧ）裸鼠为动物模型，进行体内ＭＲＩ研究。结果与结论：两种纳米颗粒均能够产生明显的Ｔ２造
影效果，表面为聚乙二醇及油胺共同修饰的纳米颗粒的最佳成像时间为注射药物后８ｈ，而只有聚乙二醇修
饰的纳米颗粒的最佳成像时间为注射药物后４ｈ，导致两种纳米颗粒在成像时达到最佳成像效果的时间不同
的原因在于其表面电荷的不同。
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｒｆａｃｅｃｈａｒｇｅｏｆｔｈｅＦｅ３Ｏ４ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］Ｆｅ３Ｏ４ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｍａｇｉｎｇ；ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ；ＡｒｇＧｌｙＡｓｐ（ＲＧＤ）

　　基于磁性氧化铁纳米颗粒的 ＭＲＩ造影剂在２０世
纪９０年代开始被用于临床诊断肝脏肿瘤［１］，目前的市

售产品有Ｆｅｒｉｄｅｘ（ＳＰＩＯ，肝部损伤造影）、Ｇａｓｔｒｏｍａｒｋ

（ＳＰＩＯ，肠胃造影）及 Ｃｏｍｂｉｄｅｘ（ＵＳＰＩＯ，Ｕｌｔｒａｓｍａｌｌ
ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｓ，淋巴造影）等［２］。这些

临床应用结果显示了磁性铁氧化物纳米微粒在 ＭＲＩ
诊断中的优异磁学成像性能和体内安全性，使得相关

的磁性铁氧化物纳米微粒造影剂增强 ＭＲＩ技术成为
当今国内外研究的热点。近年来，随着纳米颗粒制备

技术的不断发展，尤其是高温热解法在制备高质量纳

米晶体方面的重大突破，使得表面修饰结构及功能更

为复杂的新一代超顺磁性氧化铁纳米颗粒 ＭＲＩ造影
剂开始出现［３－６］。通过利用尺寸更小的造影剂颗粒与

特定的配体或受体的耦联，成功地实现了肿瘤靶向分

子成像的应用［７－１０］。然而，体内靶向成像应用对于纳

米颗粒的物理化学性质提出了更高的要求，纳米颗粒

的尺寸及表面修饰等性质均会影响到其在体成像效

果，笔者研究了尺寸相近而表面电性不同的两种

Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒为载体与肿瘤靶向肽精氨酸甘氨酸

天冬氨酸（ＲＧＤ）耦联后，在人胶质瘤（Ｕ８７ＭＧ）磁共
振靶向ＭＲＩ中的应用。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
试剂：１乙基（３二甲基氨基丙基）碳酰二亚胺

［ｅｔｈｙｌ３（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ），ＥＤＣ］购
自Ｓｉｇｍａ公司，Ｎ羟基硫代琥珀酰亚胺（Ｎｈｙｄｒｏｘｙｓｕｌ
ｆｏｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ）购自 Ｆｌｕｋａ公司，ｃ（ＲＧＤｙＫ）
由北京大学医学部提供，磁性纳米颗粒由北京万德高

科技发展有限公司提供。仪器：透射显微镜（ＴＥＭ，
ＪＥＭ１００ＣＸＩＩ），激光动态光散射仪（ＮａｎｏＺＳ，Ｍａｌｖｅｒｎ），
临床３．０Ｔ磁共振成像仪（ＧＥ公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒　本研究采用了两种具有不

同表面性质的生物相容性磁性 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米颗粒
（３．５ｍｇＦｅ·ｍｌ－１），分别命名为 Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）、Ｆｅ３Ｏ４
（Ⅱ）。其主要区别在于Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）的表面电位接近电
中性，而Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）在中性水溶液中呈负电性。此外，
上述两种磁性纳米颗粒表面均带有羧基残基，供下一

步生物耦联反应使用。

１．２．２　Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒与ｃ（ＲＧＤｙＫ）的耦联　取２８６μｌ

（１ｍｇＦｅ）的 Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒溶液，加入１μｌＥＤＣ和
２．８７ｍｇ的 ｓｕｌｆｏＮＨＳ，活化１０ｍｉｎ，加入２０ｍｇ·ｍｌ－１

ｃ（ＲＧＤｙＫ）溶液１６．７μｌ，加入１００μｌ１０×ＰＢＳ及５９６μｌ
超纯水溶液，使得耦联物溶液中Ｆｅ浓度为１ｍｇ·ｍｌ－１。
室温下反应４ｈ，然后采用超纯水反复透析１６ｈ。采用
同样的耦联方法，分别得到两种不同表面修饰的

Ｆｅ３Ｏ４与ｃ（ＲＧＤｙＫ）的耦联物。
１．２．３　脑胶质瘤动物模型的构建　Ｕ８７ＭＧ人神经
胶质瘤细胞（ＨＴＢ１４ＴＭ，购自美国ＡＴＣＣ），用含质量分
数１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ（低糖）培养基在３７℃、体
积分数为 ０．０５的 ＣＯ２培养箱中常规培养传代。取
４～５周龄ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，右侧后肢腋下接种 Ｕ８７ＭＧ
细胞，２×１０６个·只 －１，饲养于无特殊病原体级动物

房。待肿瘤平均直径达到０．４～０．６ｃｍ时用于实验。
１．２．４　体内ＭＲＩ　首先，采用麻醉剂将体重约为２０ｇ
的胶质瘤荷瘤裸鼠麻醉，然后将其固定在支架上，置于

磁场强度为３Ｔ的临床用磁共振仪（ＧＥ公司）中对裸
鼠的肿瘤部位进行扫描，采用的线圈为１英寸实验动
物用鸟笼线圈（ＧＥ公司），获得 Ｔ２像的扫描参数如
下：ＦＯＶ＝８ｃｍ×８ｃｍ；ｍａｔｒｉｘｓｉｚｅ＝１６０×１２８；ｓｌｉｃｅ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ＝１ｍｍ；ＴＥ＝１２０ｍｓ；ＴＲ＝２５００ｍｓ；ＮＡ＝４。
扫描结束后，通过尾静脉向编号为１的荷瘤裸鼠体内
注射０．２ｍｌ（剂量为 １０ｍｇ·ｋｇ－１）Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）与 ｃ
（ＲＧＤｙＫ）的耦联物，向编号为２的荷瘤裸鼠体内注射
相同剂量Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）与ｃ（ＲＧＤｙＫ）的耦联物；此外，分
别向编号为３和４的荷瘤裸鼠体内注射相同剂量的
Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）及Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）溶液作为对照组。采用上述
的磁共振设备及序列在特定时间点进行图像扫描。

２　结　　果

２．１　Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒尺寸形貌表征
采用电子ＴＥＭ对 Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒的尺寸形貌进

行表征，纳米粒子的形貌近似为球形（图１），粒径统计
结果表明，磁性纳米晶体的粒径分别为（６．２±１．０）ｎｍ
和（５．４±１．１）ｎｍ。
２．２　Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒与ｃ（ＲＧＤｙＫ）的耦联物表征

采用激光动态光散射仪（ＮａｎｏＺＳ，Ｍａｌｖｅｒｎ）对
Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒与 ｃ（ＲＧＤｙＫ）的耦联物进行表征，结
果显示，耦联前Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）本身的水合尺寸为３６．３ｎｍ，
耦联后为 ４６．１ｎｍ；耦联前 Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）Ｚｅｔａ电位为
－０．９２，耦联后为 －２．８４。耦联前 Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）本身的
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ａ．Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）纳米颗粒；ｂ．Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）纳米颗粒

图１　Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）和Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）纳米颗粒的ＴＥＭ照片

Ｆｉｇ１　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＦｅ３Ｏ４（Ⅰ）ａｎｄＦｅ３Ｏ４（Ⅱ）ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

水合尺寸为２０．５ｎｍ，耦联后为２８．６ｎｍ；耦联前Ｆｅ３Ｏ４
（Ⅱ）Ｚｅｔａ电位为 －１１．５０，耦联后为 －７．２８。耦联前
后纳米颗粒水合尺寸的变化表明纳米颗粒已经与 ｃ
（ＲＧＤｙＫ）成功耦联。Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）与 Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）的 Ｚｅｔａ
电位有明显区别，耦联前 Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）的表面电位几乎
呈中性，Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）的表面电位则呈明显负电性。
２．３　以Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒与 ｃ（ＲＧＤｙＫ）的耦联物为造

影剂的体内ＭＲＩ效果
２．３．１　ＭＲＩ　将以上分子探针通过尾静脉注射入相
应的荷瘤裸鼠体内并进行 ＭＲＩ，注射 Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）与 ｃ
（ＲＧＤｙＫ）的耦联物后的 ＭＲＩ结果见图２。注射造影
剂后，随着纳米探针在体内循环时间的延长，肿瘤部位

逐渐变暗，呈现出明显的Ｔ２造影效果。

图２　Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）与 ｃ（ＲＧＤｙＫ）的耦联物为造影剂的体

内ＭＲＩ
Ｆｉｇ２　Ｔ２ｗｅｉｇｈｔｅｄＭＲｉｍａｇｅｓｏｆｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｎｕｄｅｍｉｃｅ
ａｃｑｕｉｒｅｄｂｅｆｏｒｅａｎｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｏｆＦｅ３Ｏ４（Ⅰ）ｃ（ＲＧＤｙＫ）

２．３．２　Ｔ２ｖａｌｕｅ（Ｔ２值）趋势图　图 ３为实验组
［Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）ｃ（ＲＧＤｙＫ），Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）ｃ（ＲＧＤｙＫ）］与对
照组［Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ），Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）］随时间延长 Ｔ２值变化
的曲线图。与注射造影剂前肿瘤部位的Ｔ２值相比，随
着时间的延长，实验组［Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）ｃ（ＲＧＤｙＫ），Ｆｅ３Ｏ４
（Ⅱ）ｃ（ＲＧＤｙＫ）］Ｔ２值均逐渐下降，其中 Ｆｅ３Ｏ４（Ⅰ）
ｃ（ＲＧＤｙＫ）至８ｈ下降至最低点（下降２７％），Ｆｅ３Ｏ４
（Ⅱ）ｃ（ＲＧＤｙＫ）至４ｈ下降至最低点（下降２３％），均
呈现出明显的多肽靶向识别效果，此后随着药物代谢，

Ｔ２值呈逐渐上升趋势；而对照组注射纳米颗粒后，随
着血液逐渐分布至肿瘤部位，肿瘤部位Ｔ２值立即下降
至最低，随时间延长Ｔ２值呈缓慢上升趋势。

图３　注射不同纳米探针后肿瘤区域的Ｔ２值变化曲线图

Ｆｉｇ３　ＶａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆＴ２ｖａｌｕｅｓｏｆｔｕｍｏｒｓａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎａｎｏｐｒｏｂｅｓ

３　讨　　论

采用两种不同表面修饰的Ｆｅ３Ｏ４作为磁共振造影
剂，并利用其表面羧基与具有靶向识别肿瘤表面受体

的ｃ（ＲＧＤｙＫ）多肽进行耦联，制备出具有肿瘤靶向性
的磁共振分子探针。对Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒的表征结果表
明，两种不同表面修饰的纳米颗粒具有相近的尺寸，但

是其表面电性有所区别。体内ＭＲＩ实验结果表明，两
种不同表面修饰的纳米颗粒在肿瘤成像时有所区别，

通过比较这两种纳米颗粒的物理化学性质，我们认为

造成其成像下降最大值时间点有所区别的原因主要在

于其表面电位的不同。其中，表面接近中性的 Ｆｅ３Ｏ４
（Ⅰ）纳米颗粒因具有较长的血液循环时间而使最终
达到最佳Ｔ２成像效果的时间较长（８ｈ），而表面为负
电的Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）纳米颗粒的血液循环时间较短，最终
达到最佳Ｔ２成像效果的时间较短（４ｈ）。并且，Ｆｅ３Ｏ４
（Ⅰ）纳米颗粒组的Ｔ２值在１９ｈ时比探针注射前仍有
下降，而Ｆｅ３Ｏ４（Ⅱ）纳米颗粒组的Ｔ２值则已经基本恢
复至正常水平，进一步说明这两种纳米颗粒由于表面

电性不同引起血液循环时间不同而导致了最终肿瘤成

像效果的差别。

随着分子成像研究的逐渐深入，以纳米颗粒为载

体的分子探针将能够更进一步提高医学成像的灵敏度

及准确性，而纳米颗粒的表面修饰对其在体发挥效应

及体内生物代谢的影响作用值得引起关注。
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·论　　著·

羧甲基壳聚糖载药纳米微球的制备及其对

喉肿瘤细胞的杀伤及靶向作用的探测

姚述光，张文豪，杨培慧，蔡继业

（暨南大学 化学系，广东 广州　５１０６３２）

［摘要］目的：研究羧甲基壳聚糖（ＣＭＣＳ）载药纳米微球的制备及其对肿瘤细胞的杀伤和靶向作用。方
法：将壳聚糖分子上的羟基改性成羧基，用于化学偶联阿霉素（ＡＤＲ），并进一步在载药纳米微球上修饰转铁
蛋白（Ｔｆ），制备主动靶向载药纳米微球；采用ＭＴＴ（四甲基氮唑蓝）法评价载药纳米微球对喉肿瘤细胞的杀
伤率；应用原子力显微镜（ＡＦＭ）对载药纳米微球作用后喉肿瘤细胞表面超微结构的变化进行形态学观察。
结果：载药纳米微球对喉肿瘤细胞的杀伤率比同剂量的ＡＤＲ提高了３１％，表面进一步修饰Ｔｆ后其杀伤率比
同剂量ＡＤＲ提高了４１％。ＡＤＲ与载药纳米微球对喉肿瘤细胞的细胞膜表面超微结构的影响存在较大的差
异。结论：载药纳米微球在肿瘤细胞表面受吸附或受体介导的内吞作用，致使微球在细胞表面的释药机制不

同于单独药物的扩散模型，从而明显提高对肿瘤细胞的杀伤率，这对探讨药物的作用机制和靶向药物的研发

具有重要的指导意义。

［关键词］壳聚糖；纳米微球；喉肿瘤细胞；原子力显微镜；四甲基氮唑蓝
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