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摘要 目的：本研究旨在制备一种针对肿瘤外周新生血管内皮 琢v茁3 整合素的新型靶向纳米磁共振

（MR）造影剂，并在体外环境中利用高场强 MR 对其成像特性进行深入探究。方法：通过碳二亚胺

法，将小分子环肽精氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸（RGD）- 苯丙氨酸 - 谷氨酸（cRGDfE）与超小型超顺

磁性氧化铁纳米颗粒（USPIO）偶联，成功制备出 RGD-USPIO 纳米复合物造影剂。随后，我们利用

透射电镜（TEM）对 RGD-USPIO 的物理特性进行了详细检测。为了验证其靶向性和特异性，我们选

择了高表达 琢v茁3 整合素的人脐静脉内皮细胞（HUVECS）作为研究对象，并通过铁染色技术检测了

RGD-USPIO 对 琢v茁3 的靶向性和特异性。此外，我们还利用 TEM 观察了 RGD-USPIO 在细胞内的分

布情况。最后，通过 4 .7T MR 技术，我们检测了不同时间间隔内，HUVECS 摄取 USPIO 和

RGD-USPIO 后 MR 的 T2 值的变化情况。结果：实验结果显示，RGD-USPIO 具有较小的粒径和良好

的分散度，能够特异性地与 琢v茁3 整合素结合，展现出优异的靶向性。在 HUVECS 中，RGD-USPIO 主

要分布于细胞膜表面及胞浆内。与 USPIO 组相比，RGD-USPIO 组在 MR 中 T2 信号强度（SI）显著

下降，差异具有统计学意义（P＜0 .05）。结论：本研究成功制备了一种具有靶向性和特异性的 MR

纳米造影剂 -RGD-USPIO，该造影剂能够特异性地与 HUVECS 上高表达的整合素 琢v茁3 相结合，并显

著降低 4 .7T MR 的 T2 值。这一研究为后续的体内实验提供了有力的实验依据，有望为肿瘤新生

血管的精准诊断提供新的技术手段。
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This study aimed to prepare a novel targeted nano-magnetic resonance (MR)

contrast agent targeting 琢v茁3 integrin on the neovascular endothelium of tumors and to explore its imaging

characteristics in depth using high-field MR in vitro . Through the carbodiimide method , the

small molecule cyclic peptide arginine-glycine-aspartic acid (RGD) -phenylalanine-glutamic acid ( cRGDfE )

was successfully coupled with ultra-small superparamagnetic iron oxide nanoparticles (USPIO) to prepare

the RGD-USPIO nanocomposite contrast agent . Subsequently , we used transmission electron microscopy

(TEM) to examine the physical properties of RGD-USPIO in detail . To verify its targeting and specificity ,

we selected human umbilical vein endothelial cells (HUVECSs) with high expression of 琢v茁3 integrin as

the research object , and detected the targeting and specificity of RGD-USPIO to 琢v茁3 by iron staining

technique . Additionally , we observed the intracellular distribution of RGD-USPIO using TEM. Finally , we

examined the changes in MR T2 values at different time intervals after HUVECS uptake of USPIO and

RGD-USPIO using 4 .7T MR technology. Experimental results showed that RGD-USPIO had a

small particle size and good dispersibility , could specifically bind to 琢v茁3 integrin , and demonstrated excel-

lent targeting . In HUVECSs , RGD-USPIO was mainly distributed on the cell membrane surface and in the

cytoplasm . Compared with the USPIO group , the RGD-USPIO group showed a significant decrease in T2

signal intensity (SI) in MR, and the difference was statistically significant (P<0 .05 ) . This

study successfully prepared a targeted and specific MR nano-contrast agent , RGD-USPIO , which can

specifically bind to the highly expressed integrin 琢v茁3 on HUVECSs and significantly reduce the T2 value

of 4 . 7T MR. This study provides a strong experimental basis for subsequent in vivo experiments and is

expected to provide new technical means for precise diagnosis of tumor neovascularization .

MR Molecular Imaging; Tumor ; Nano-contrast agent ; Integrin 琢v茁3 ; Iron Oxide Nanopar-

ticles

前言

磁共振（MR）因软组织分辨力强、无辐射、

多维成像且价格相对较低，已成为恶性实体肿

瘤诊断的重要影像学技术 [ 1 ]。但传统 MR 造影

剂钆（Gd-DTPA）主要缩短 T1 驰豫时间，且非特

异性地分布于细胞外间隙，难以精准显示细胞、

分子水平的亚临床病灶 [ 2 ]，尤其在恶性肿瘤精

准放疗靶区勾画时面临挑战 [ 3 ]。为克服现有局

限，研发能特异性聚集于恶性实体肿瘤新生毛

细血管的 MR 分子靶向造影剂至关重要 [ 4 ]。超小

型超顺磁性氧化铁纳米颗粒（USPIO）作为新型

造影剂，主要降低 T2 信号，提升敏感性与特异

性，应用广泛且安全性优于 Gd-DTPA [5 ]。新生血

管形成对恶性肿瘤生长和转移至关重要 [ 6 ]。其

中整合素 琢v茁3 是新生血管的标志，高表达于新

生血管内皮细胞，而在其它细胞中表达极低 [ 7 , 8 ]。

琢v茁3 与肿瘤恶性程度相关，能识别精氨酸 - 甘

氨酸 - 天冬氨酸（RGD）序列 [ 9 ]。本实验设计

RGD-USPIO 纳米靶向造影剂，体外实验证实其

能特异的检测 琢v茁3 表达。此技术研发有望精确

界定宫颈癌等恶性肿瘤的放疗靶区，并结合抗

肿瘤药物实现非侵袭性治疗与疗效监测 [ 10 ]。
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1 材料和方法

1 .1 主要试剂和仪器

HUVECS 细胞株受赠于武汉同济医院肿瘤中

心实验室。标准铁溶液（GBW08616，1000 滋g/mL）
（国家标准物质研究中心），NHS（N- 羟基琥珀

酰亚胺），EDC（1- 乙基 -（3- 二甲基氨基丙基）

碳化二亚胺盐酸盐）（上海品纯公司），磁性分离

器及 USPIO（TANBead）购自台湾原点奈米技术

开发公司，主要核心为 Fe3O4，直径 6-10 nm，

pH=3 . 8 ± 0 .5，铁浓度 10 mg/mL，小分子环肽

RGDfE （cyclo (Arg-Gly-Asp-D-Phe-Glu )）购买于

Peptides International , Inc。 FEI Tecnai G2 透射电

镜 （transmission electron microscope , TEM，荷

兰）。Biospec 4 . 7T/30 cm 小动物磁共振成像仪

（德国 Bruker 公司）。

1 .2 细胞培养

HUVECS 细胞在 RPMI 1640 培养基中培育，

使用标准培养箱进行 48 至 72 小时的培养周

期。当细胞达到对数增长阶段时，即进行后续实

验操作。

1 .3 制备 RGD-USPIO 纳米分子造影剂

将 NHS（0.6 mg）与 EDC（0.4 mg）溶于 1 mL

MES 缓冲液，混合后加入 0 .3 mL 含 300 滋g 环
肽 RGDfe 的反应液，室温静置 15 min。之后，将

20 mg 磁性 USPIO （经 PBS 溶解、磁性分离洗

涤）与 RGDfe 混合，室温振荡反应 4 h。产物经

磁性分离、洗涤，调整至 5 mL PBS，并添加柠檬

酸（4 .16 g/L）和甘露醇（60 g/L）稳定，最终制得

铁浓度 15 滋M 的 RGD-USPIO 纳米造影剂。

1 .4 TEM 分别检测 USPIO 和 RGD-USPIO 的物

理特性

分别将单纯的 USPIO 和 RGD-USPIO 复合物

加入去离子水稀释至 Fe 浓度为 3 .75 滋mol/mL，
经滴片干燥处理后，TEM 下分别检测其粒径及

分布情况。

1 .5 铁染色检测 HUVECS 对 RGD-USPIO 的摄

取情况及 RGD-USPIO 的靶向性、特异性

等量的 HUVECS 接种于 6 孔板 （含盖玻

片），培养 48 小时后，分别暴露于 USPIO（A

组）、RGD-USPIO（B 组）及先加游离 RGD 后加

RGD-USPIO（C 组）。在振荡器中孵育不同时长

（0 .5 h、1 h、2 h）后，用 PBS 清洗，甲醇固定细

胞，再用亚铁氰化钾盐酸溶液染色 30 分钟，随

后核固红复染），最后脱水、透明、封片。不加底

物的 HUVECS 培养孔为对照组。

1 .6 TEM 检测 HUVECS 摄取 RGD-USPIO 后亚

细胞超微结构定位

在含有 5 mL 不完全培养基的 HUVECS 培

养瓶中，分别加入 0 .03 滋mol/L USPIO（A、B）和

RGD-USPIO（C、D），孵育 30/120 分钟后收集细

胞，经洗涤、离心浓缩至 Ep 管底部，使用 2 .5%

戊二醛固定约 2× 106 个细胞 2 小时。固定后样

本经切片后通过 TEM 观察纳米颗粒在细胞内

的精确定位及超微结构。

1 .7 4 . 7T MR 对 RGD-USPIO 纳米造影剂体外

成像并检测其 T1、T2 值的变化

将 HUVECs 分别与 USPIO 和 RGD-USPIO 培

养 30 min、1 h 及 2 h 后，收集细胞于液态明胶

中，待明胶凝固后，利用 4 .7T 的小动物 MR 对

样本进行检测。参数如下：T1WI:TR=500 ms，

TE=14.5 ms，NA为 2，矩阵 =128× 128，层厚 =1 mm，

视野 =4 .0 cm × 4 . 0 cm；T2 WI: TR=3300 ms，

TE=30 ms，360～600 ms，采用 12 回波技术，

NA=2，矩阵 =128 × 128，层厚为 1 mm，视野为

4 .0 cm× 4 .0 cm。

1 .8 统计学处理

数据分析采用 GraphPad Prism 8 .0 . 1 统计学

软件进行。计量数据以均数± 标准差（x± s）表
示，通过 t 检验比较两组间各时间点的差异，重

复测量的方差分析比较两组内的差异，P<0 .05
时认为差异具有统计学意义。

2 结果

2 .1 TEM 检测 USPIO 及 RGD-USPIO 纳米造影

剂的物理特性

单纯的 USPIO 粒径小，其粒径分布为 6～

10 nm，分散度良好（图 1A），RGD-USPIO 偶联

后，相较于 USPIO，其分散性略有降低，部分颗

粒呈现轻微聚集，其粒径分布为 15 ± 5 nm（图

1B）。

2 .2 研究 HUVECS 细胞对 USPIO (A)、RGD-US-

PIO (B )及先加 RGD 再加 RGD-USPIO (C )的摄取

情况

实验发现，USPIO 与 HUVECS 共培养后，

铁染色示 USPIO 颗粒为蓝色，细胞核为红色。
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图 1 USPIO 及 RGD-USPIO 的电镜检测图

Fig . 1 Electron microscope images of USPIO and RGD-USPIO

USPIO-RGD 组早期即见大量蓝染颗粒，随时间

增加。RGD 预处理 RGD-USPIO 组及单纯 USPIO

组初时无显著蓝染，但随时间增长蓝染逐渐增

多，提示胞吞作用。空白对照组无蓝染颗粒（见

图 2）。

图 2 HUVECS 对 A 组 , B 组及 C 组的摄取情况（铁染色，× 200）

Fig . 2 HUVECS uptake on groups A , B and C (Fe staining , × 200 )

Note : A : USPIO ; B : RGD-USPIO ; C : Add RGD first and then RGD-USPIO ; D : Blank control .
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图 3 TEM 检测 RGD-USPIO 在 HUVECS 细胞内的超微结构定位

Fig . 3 Ultrastructural localization of RGD-USPIO in HUVECS cells was detected by TEM

Note : A : TEM detection images of USPIO incubated with HUVECS for 30 minutes ; B : TEM detection images of USPIO

incubated with HUVECS for 120 minutes ; C : TEM detection images of RGD-USPIO incubated with HUVECS

for 30 minutes ; D : TEM detection images of RGD-USPIO incubated with HUVECS for 120 minutes .

2 . 3 TEM 检测 RGD- USPIO 在 HUVECS 细胞内

的超微结构定位

USPIO (A)、RGD-USPIO (C)分别与 HUVECS

孵育 30 分钟后行 TEM 检测，结果显示，USPIO

(A)与 HUVECS 孵育 30 分钟后，纳米颗粒主要

滞留在细胞外间隙；而 RGD-USPIO(C)组则在细

胞膜表面发现纳米颗粒（箭头所示）。延长至

120 分钟孵育，USPIO (B)组仅见少量纳米颗粒

入胞；相比之下，RGD-USPIO (D)组则在细胞膜

表面及细胞内均观察到大量纳米颗粒（箭头所

示）（见图 3）。

2 .4 RGD-USPIO 纳米造影剂体外对 4 .7T MR

T2 值的影响

随着时间延长，A 组 T2 信号轻度逐渐轻度

下降，B 组 T2 信号明显下降，（见图 4）。与 USPIO

组相比，RGD-USPIO 组在 MR 中 T2 信号强度

（SI）显著下降，两组间各时间点差异均具有统

计学意义（P＜0.05）。RGD-USPIO 组内，各时间点

T2 信号值均明显下降（P＜0 .05），（表 1）。

3 讨论

分子生物学与基因组学技术的飞跃，推动

了无创、高分辨率、高灵敏度及特异度在体成像

技术的兴起，催生了分子影像学。靶向分子成像

技术作为其关键一环，专注于细胞、蛋白及基因

层面的精准成像，分子成像技术为疾病诊断和

治疗提供了新的思路 [ 11 ]。达成此目标的关键在

于研发高效探针，其需具备高亲和力与良好药

代动力学，能透过生物屏障，并利用信号增强技

术，结合先进影像手段实现精准成像 [ 11 ]。此外，

靶向分子成像影像技术应兼具安全、高灵敏度、

高特异性、良好的组织兼容性、低背景噪声与高

对比度、信号增强潜力等特性 [ 11 ]。当前，分子影
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图 4 RGD-USPIO 纳米造影剂体外对 4 . 7T MR T2 值的影响

Fig . 4 Effect of RGD-USPIO nano-contrast agent on T2 values of 4 . 7T MR in vitro

Note : A : USPIO ; B : RGD-USPIO ; C : Blank control .

像技术涵盖核素扫描成像（PET/CT、SPECT）、磁

共振（MR/MRS）及超声成像等多种技术手段 [ 12 ]。

放射性核素（如 18F、68Ga 和 64Cu）标记的环 RGD

肽已多次成功的应用于 PET 显像 [ 13 ]。Burko P

等研究 [ 14 ]显示通过 RGD 介导的 PET 显像在脑

胶质瘤的诊断，治疗疗效评估及预测等方面具

有一定的临床价值。

Note : A group : USPIO ; B group : RGD-USPIO . Compared with group A at each time point , aP＜ 0 . 05 . Comparison of

each time point in group B , bP＜ 0 . 05 . 0 min was the blank control .

Groups
T2 value/ms

F value P value
0 min 30 min 60 min 120 min

A group 201 . 7± 2 . 727 184 . 2± 4 . 58 162 . 4± 3 . 30 121 . 2± 6 . 29 0 . 108 0 . 808

B group 201 . 7± 2 . 727 108 . 2± 16 . 92a 88 . 58± 5 . 633a 64 . 48± 4 . 866a 5 . 090 0 . 041b

t value - 10 . 621 27 . 723 17 . 490

P value - ＜ 0 . 0001 ＜ 0 . 0001 ＜ 0 . 0001

表 1 HUVECS 与 RGD-USPIO、USPIO 体外分别培养不同时间后 MR 扫描 T2 信号值组间的比较（ms）

Table 1 Comparison of T2 signal value among groups after HUVECs were cultured with RGD-USPIO and USPIO in vitro

for different durations , respectively , and then scanned by MR (ms )
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尽管核素成像和超声成像在特定应用场景

中具有一定的优势，但它们各自都存在局限性。

核素成像由于涉及放射性物质且价格昂贵，其

应用受到一定限制；而超声成像虽具有无创、简

便、价廉的优点，但在骨骼、肺、胃肠道等空腔器

官和颅内组织器官等方面的成像效果并不理

想。相比之下，MR 分子成像具有良好的软组织分

辨力、无辐射、多维度、多参数成像等优点，在分

子影像学领域具有广泛的应用前景 [ 15 ]。Liu 等 [ 16 ]

等通过 RGD-USPIO 纳米分子造影剂成功的对

A549 肺腺癌裸鼠移植瘤组织的新生血管分子

成像。Qian 等 [17]使用 C225-USPIO 造影剂 4.7T MR

扫描成功的对裸鼠鼻咽癌移植瘤分子成像。

Stijns RCH 等 [ 18 ] 研究表明，USPIO 在 3 . 0T MR

下对直肠癌盆腔淋巴结检测的灵敏度和特异度

优于常规造影剂。Lu T 等 [ 19 ]发现纳米氧化石墨

烯 /USPIO 在药物递送及肿瘤诊疗中极具潜力。

Driessen DAJJ 等 [ 20 ]指出，USPIO 增强 MR 对头颈

部恶性肿瘤淋巴结分期诊断精确性高。Lu L 等 [ 21 ]

制备的 CKAAKN 肽偶联 USPIO 靶向纳米造影

剂，显著提升胰腺癌细胞的特异性，有望成为胰

腺癌早期诊断的高效 MR 分子造影剂。

为了独特地描绘血管生成，需要探寻新生

血管内皮细胞中特异性靶点。其中，琢v茁3 整合素

是一种重要的分子靶标，其在肿瘤新生血管形

成过程中起着关键作用。整合素是一种由 琢 与
茁 亚基非共价连接的异二聚体糖蛋白，主要定
位于内皮细胞膜上，其功能在于促进细胞间及

细胞与细胞外基质间的粘附过程。这一机制在

肿瘤生物学中尤为关键，深刻影响着肿瘤的生

长、侵袭与转移 [ 22 ]。特别地，琢v茁3 整合素对维持

内皮细胞生存至关重要，激活后促进细胞增殖，

成为新生毛细血管的关键构建部分，对血管生

成极为重要。RGD 序列与 琢v茁3 整合素高度特异

性结合，尤其在新生血管活化内皮细胞表面显

著，这些细胞高表达此整合素 [ 23 ]。因此，琢v茁3 整

合素成为肿瘤血管分子成像的重要靶目标。而

且，RGD 及其衍生物在靶向肿瘤新生血管、抑

制肿瘤生长及转移的研究中展现出了巨大的潜

力。通过干扰这一结合过程，可以精准调控肿瘤

相关的血管生成，为肿瘤治疗开辟新的途径。

本实验中，我们使用了环型 RGDfe 肽作为

与 琢v茁3 整合素结合的配体。与线性 RGD 肽相

比，环型 RGDfe 肽具有较长的半衰期，不易被血

清中的酶和其它物质降解，而且环型 RGDfe 肽

与 琢v茁3 结合的亲和力及稳定性较线性 RGD 肽

高 30 倍 [ 24 , 25 ]，因此其具有更高的亲和力和稳定

性，能够更好地与 琢v茁3 整合素结合。实验结果显

示，RGD-USPIO 造影剂特异性结合 HUVECS 细

胞的 琢v茁3 整合素，MR 成像显著降 T2 信号，其

粒径小、分散佳、能通过 琢v茁3 整合素受体介导进

入细胞，是理想靶向造影剂，预示广泛应用于肿

瘤新生血管成像。

综上所述，本实验成功制备 RGD-USPIO 纳

米造影剂，体外验证其对 HUVECS 细胞 琢v茁3 的

特异性靶向及 MR 成像能力，为体内成像研究

奠定基础，有望促进肿瘤早期诊断、精准治疗与

疗效监测。
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