
·288·

荷人结肠癌裸鼠注射负载超顺磁性氧化铁

聚合物纳米囊泡后的MRI表现

冯仕庭李皓孙灿辉蔡华崧周健帅心涛李子平孟悛非

【摘要】 目的制备负载油性超顺磁性氧化铁(SPIO)、水性SPIO聚合物纳米囊泡，并观察负载

油性SPIO、水性SPIO聚合物纳米囊泡对结肠癌的MR湿像能力。方法通过多步化学反应制备聚

乙二醇一聚D，L一丙交酯(PEG—PDLLA)纳米囊泡，并分别负载油性、水性SPIO。18只荷结肠癌裸鼠模

型采用数字表法随机分为3组，每组6只，分别从尾静脉注射单纯SPIO水溶液、负载油性SPIO聚合

物纳米囊泡和水性SPIO聚合物纳米囊泡，行MRI动态扫描观察肿瘤、肝脏、肌肉的T：wI信号和T2

值。采用重复测苗设计的方差分析比较3组间肿瘤、肝脏、肌肉的T：wI信号强度改变，两两比较采

用Bonferroni法。结果静脉注射负载油性、水性SPIO聚合物纳米囊泡后引起肿瘤T2wl信号强度

下降，两者引起肿瘤信号强度下降最大百分比分别为11．00％、11．40％；单纯SPIO水溶液未能引起肿

瘤信号强度下降，3组间比较差异有统计学意义(F=10．96，P<0．OI)，负载油性、水性SPIO聚合物纳

米囊泡引起的信号强度下降比单纯SPIO水溶液明显(P<0．05)；而负载油性和水性SPIO聚合物纳

米囊泡间的差异无统计学意义(P>0．05)。3种对比剂均引起肝脏T：WI信号强度下降，单纯SPIO

水溶液、负载油性、水性SPIO聚合物纳米囊泡引起肝脏信号强度下降的最大百分比分别为32．85％、

52．77％、56．89％，3组间比较差异有统计学意义(F=161．18，P<0．01)，负载油性、水性SPIO聚合物

纳米囊泡引起的信号强度下降比单纯SPl0水溶液明显(P<0．Oi)；负载水性SPIO聚合物纳米囊泡

比负载油性SPIO聚合物纳米囊泡引起的信号强度下降更明显(P<0．01)。3种对比剂均未引起肌肉

组织的T2wI信号强度下降，测量各组问肌肉的信号强度改变的差异无统计学意义(F=0．59，P>

0．05)。结论负载SPIO聚合物纳米囊泡在体内可以引起肿瘤的T：WI信号强度下降，可做为肿瘤

显像的对比剂。
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【Abstract】0bjective To synthesize the hydrophobic supraparamagnetie ironic oxide(SPIO)loaded
and hydrophilic SPIO loaded polymeric nano．vesicles and to investigate the feasibility of using hydrophobic

SPIO loaded and hydrophilic SPIO loaded polymeric nano．vesicles to display the tumor in MRI in vivo

through animal experiments．Methods The polymeric nano-vesicles were prepared from poly(D，L-lactic

acid)(PDLLA)and poly(ethylene glyc01)(PEG)by a multiple emulsion／solvent evaporation method．

The hydrophobic SPIO and hydrophilic SPIO were loaded in the polymeric nano-vesicles respectively．

Eighteen nude mice models with human coiorectal carcinoma xenograft were established．They were divided

equally into three groups(n=6)．The three groups of nude mice models were injected with water-soluble

SPIO，hydrophobic SPl0 loaded and hydrophilic SPIO loaded vesicle via the mice caudal vein respectively．

Dyrnamic MRI SCan were performed in all the mice models．T2 WI signal intensity and T2 relaxation time were
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measured in the tumor．1iver and mumle by using T2 mapping software．AⅣo讹of repeated measurement was

used to analyze if there were significant
differences of signal intensity changes among the three groups，while

Bonferroni method was used for pair—wise comparison．Results On T2 WI．tumors showed decrease in signal

intensity after hydrophobic or hydmphilic SPIO loaded polymeric nano—vesicle injection，while no signal

intensity decrease was found in the tumor after water-soluble SPl0 administration．The maximum percentage

of signal intensity decrease in tumor caused by hydrophobic SPIO loaded and hydmphilic SPIO loaded vesicle

were 11．00％．11．40％，respectively．There was statistical significant difference of signal intensity changes

among these three groups(F=10．96，P<0．01)．111e decrease in signal intensity in the groups with

hydrophilie or hydrophobic SPIO
loaded polymeric nano—vesicles injection were more pronounced as compared

with that of water．soluble SPIO(P<0．05)。but there was no significant difference in signal intensity

decrease between the groups of hydrophilic and hydrophobic SPIO·loaded polymeric vesicles injection(P>

0．05)．The three agents could lead to signal intensity decrease in the liver．The maximum percentage of

signal intensity decrease in liver caused by water-soluble SPIO，hydrophobic SPIO loaded and hydrophilie
SPIO loaded vesicle were 32．85％，52．77％，56．89％．respectively．There was statistical significant
difference between these groups(F=161．18，P<0．01)．The groups of injecting hydrophilic and

hydrophobic SPIO 10aded polymeric nano．vesicles had the more obvious signal decrease than the one with

water．soluble SPIO(P<0．01)．Hydrophilie SPIO loaded polymeric llano．vesicles exhibited more signal

intensity decrease than hydrophobic SPIO loaded polymeric nano．vesicles(尸<0．01)．AIl three agents could

not lead to T，WI signal decrease in the muscle．and there was no significant difference in signal change on

T2 WI among three groups(F=0．59，P>0．05)．Conclusion SPIO loaded polymeric nano—vesicles can

cause significant T2 WI signal loss in human colonic carcinoma on MR imaging in vivo．It can be used as

tumor imaging contrast agents．

【Key words】 Magnetic resonance imaging；Colon neoplasms；Animal experimentation

随着纳米技术和MR分子影像的发展与结合，

以超顺磁性氧化铁颗粒(supraparamagnetic ironic

oxide，SPIO)为主要组成部分的MR纳米探针有可

能成为多种肿瘤诊断的特异性对比剂【1-2]。目前有

学者采用胶束为载体负载SPIO制备成纳米粒子实

现在体肿瘤的MR显像，囊泡相对胶束有更多的优

点，它具有独特疏水的中心膜和亲水性的内腔双重

结构，可同时负载亲水性(如药物)和疏水性物质

(如对比剂)，在肿瘤的显像和治疗方面具有广阔的

临床应用前景。此外，多个SPIO颗粒在囊泡内形成

致密的刚簇结构，在相同铁浓度下产生比单个SPIO

粒子更强的T，效应【3J，这一独特结构是开发高灵敏

度MR探针的重要基础。结直肠癌的影像诊断已由

常规的形态学诊断向功能性成像过渡，并向分子影

像迈进[4引。笔者通过建立荷人结肠癌裸鼠动物模

型，经静脉注射负载SPIO聚合物纳米囊泡，观察其

MR显像效果。

资料与方法

一、纳米囊泡的制备

单纯SPIO(直径为6 nm)水溶液，在辛酸亚锡

的催化作用下，端羟基聚乙二醇(poly ethylene

glycol，PEG)引发D，L一丙交酯(D，L—lactic acid，

DLLA)开环发生链式聚合反应，合成生物可降解共

聚物聚乙二醇一聚D，L．丙交酯(PEG—PDLLA)，通过

多次乳化及溶剂挥散法使PEG．PDLLA在水溶液中

自组装成囊泡"J，再通过化学反应分别在PEG．

PDLLA聚合物囊泡中负载油性、水性SPIO。用粒径

仪(90Plus／BI—MAS，Brookhaven，美国)测定2种样

品的直径，并用透射电子显微镜(transmission

electron microscopy，TEM)(JEM-2010HR，日本)观察

其超微结构。

二、实验方法

1．实验动物和分组：BALB／C裸鼠，6～7周龄，

雄性，体质量(22．0±2．3)g；人结肠癌Lovo细胞，

均由中山大学动物中心提供。参阅文献[8]建立荷

人结肠癌裸鼠模型，并采用数字表法随机分成A、B、

C共3组，每组6只，共18只。分别从尾静脉注射

单纯SPIO水溶液、负载油性SPIO聚合物纳米囊泡

和水性SPIO聚合物纳米囊泡。SPIO的注射剂量为

2．5 mg铁／kgp o。

2．MR检查方法：采用Siemens Magnetom Trio

3．0 T超导型扫描仪和膝关节8通道相控阵线罔。

扫描序列及参数：FSE序列T：WI，TR 4000 ms，TE

111 ms，回波链长15，反转角150。；T2图(T2 map)序

列，TR 2000 ms，TE 30、60、90、120 ms，反转角1800。

层厚2．0 mm，层间距0．2 mm，FOV 180 mm×

180 mill，矩阵256 x 256，行横断面和冠状面扫描。

裸鼠在麻醉状态下(4．5％水合氯醛2 mlfl00 g腹腔

注射)扫描，俯卧位头先进，先行MR平扫，注射对比

剂后分别于0．5、1．0、3．0、6．0、12．0、24．0和48．0 h

行MR扫描。
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在工作站上使用T：mapping软件分别计算肿瘤、肝

脏、肌肉的T’值。选择肿瘤组织ROI时避开坏死组

织，ROI大小、测量层面每次测量时均相同。肝脏

T2值的测量取肝右叶最大切面，肌肉取右侧大腿最

大切面测量。根据公式计算每只模型不同时间点肿

瘤、肝脏、肌肉的信号强度下降的百分比，信号强度下

降百分比=(T’一T0)／T0×100％，其中T’为不同时间点

的T2值，T0为平扫的T：值一J，再计算各组的平均

值绘制信号强度改变曲线。

3．普鲁士蓝染色：将肿瘤组织的石蜡切片常规

脱蜡至水，用2％亚铁氰化钾和2％盐酸水溶液混合

液(1：1)染色5～30 min，蒸馏水充分水洗，l％核固

红复染30～60 s，经各梯度乙醇脱水，二甲苯透明，

树胶封固。三价铁呈蓝色，其他组织呈浅红色。

三、统计学方法

采用统计软件SPSS 13．0进行数据分析，分析

各组裸鼠注射对比剂后不同时间点肿瘤、肝脏、肌肉

的T2值下降百分比的差异。多组间比较采用重复

测量设计的方差分析，如多组间的差异有统计学意

义，再采用Bonferroni法进行两两比较，P<0．05为

差异有统计学意义。

结 果

一、纳米囊泡的理化特征

负载油性、水性SPIO聚合物纳米囊泡的平均直

径分别为182．2、191．7 nm。TEM上，负载油性SPIO

聚合物纳米囊泡中油性SPIO均匀地分布在囊泡的

疏水膜壁上(图1)。负载水性SPIO聚合物纳米囊

泡中水性SPIO以“团簇”的形式被包裹在囊泡内腔

中(图2)。

二、MR检杏结果

实验各组注射对比剂后不同时间点肿瘤、肝脏、

肌肉信号强度下降的平均百分比如表l所示。注射

单纯SPIO水溶液后各时间点扫描，肿瘤的T：wI信

号强度无明显下降。注射负载油性、水性SPIO聚合

物纳米囊泡后0．5 h，肿瘤的T：WI信号强度轻微下

降，1．0—12．0 h信号强度下降较明显，24．0 h后信

号强度有恢复(图3—10)。肝脏在注射3种对比剂

后0．5 h即出现LwI信号强度下降，以1．0～6．0 h

为明显，24．0 h后信号强度有恢复。注射3种对比

剂后，肌肉的T2wI信号无明显下降。

静脉注射负载油性、水性SPIO聚合物纳米囊泡

后引起肿瘤T：wI信号强度下降，两者引起肿瘤信

号强度下降最大百分比分别为11．00％、11．40％；

3种对比剂均引起肝脏T：wI信号强度下降，单纯

SPIO水溶液、负载油性、水性SPIO聚合物纳米囊泡

引起肝脏信号强度下降的最大百分比分别为

32．85％、52．77％、56．89％。

三、病理结果

注射单纯SPIO水溶液的肿瘤细胞内未见蓝色

表1 各组6只实验鼠注射对比剂后不同时间点不同部位信号强度下降百分比结果比较(％，孑±s)

注射后6．0 h 注射后12．0 h 注射后24．0 h 注射后48．0 h

肿瘤 肝脏 肌肉 肿瘤 肝脏 肌肉 肿瘤 肝脏 肌肉 肿瘤 肝脏 肌肉

注：A、B、C组分别为从尾静脉注射单纯超顺磁性氧化铁(SPIO)水溶液、负载油性SPIO聚合物纳米囊泡和水性SPIO聚合物纳米囊泡，每

组的动物数均为6只。肿瘤的T2wI信号强度改变：3组问比较差异有统计学意义(F=10．96，P<0．01)，负载油性、水性SPIO聚合物纳米囊

泡引起的信号下降比单纯SPIO水溶液明显(P(O．05)；而负载油性和水性SPIO聚合物纳米囊泡之问差异无统计学意义(P>0．05)。肝畦的

T2wI信号强度改变：3组间比较差异有统计学意义(F=161．18，P<o．01)，负载油性、水性SPIO聚合物纳米囊泡引起的信号下降比单纯SPIO

水溶液明显(P<0．01)；负载水性SPIO聚合物纳米囊泡比负载油性SPIO聚合物纳米囊泡引起的信号下降更明显(P<0．OI)。肌肉的T2聊

信号强度改变：各组间肌肉的信号强度改变的差异无统计学意义(F=0．59，P>0．05)
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图1 负载油性超顺磁性氧化铁(SPIO)聚合物纳米囊泡透射电镜图。油性SPIO均匀地分布在聚合物囊泡疏水膜壁上图2 负载水性

SPIO聚合物纳米囊泡透射电镜图。水性SPIO以“团簇”的形式被包裹在聚合物囊泡内腔中 图3—6注射负载水性SPIO聚合物纳米囊

泡后T2wI。图3为MR平扫T2w，肿瘤呈稍高信号。图4为注射对比剂后0．5 h，肿瘤信号轻度下降。图5为注射对比剂后3．0 h。肿瘤信

号较明显下降。图6为注射对比剂后24．0 h。肿瘤信号开始回升图7一lO注射负载油性SPIO聚合物纳米囊泡后1"2WI。图7为MR平

扫T，wI．肿瘤呈稍高信号。图8为注射对比剂后0．5 h，肿瘤信号轻度下降。图9为注射对比剂后3．0 h，肿瘤信号较明显下降。图lO为注

射对比剂后24．0 h。肿瘤信号开始回升图ll注射负载油性、水性SPIO聚合物纳米囊泡，肿瘤细胞内见蓝色颗粒(普鲁士蓝X400)

颗粒，而注射负载油性和水性SPIO聚合物纳米囊泡

的肿瘤细胞质内均见蓝色颗粒(图11)。

讨 论

一、负载SPIO聚合物纳米囊泡对肝脏信号强度

的影响

本研究结果显示，静脉注射单纯SPIO水溶液和

负载SPIO聚合物纳米囊泡后肝脏信号强度均降低，

以1．0～6．0 h之间最明显；随着时间的延长，肝脏

信号强度有所回升，这种信号变化规律与临床上常

用的菲立磁(Feridex)和瑞素维特(Resovist)一

致’101。注射相等量的铁时，负载SPIO聚合物纳米

囊泡比单纯SPIO水溶液引起肝脏信号强度下降更

明显，说明负载SPIO聚合物纳米囊泡比单纯SPIO

水溶液有更高的T：弛豫率，主要的原因是SPIO被

包裹在聚合物囊泡内，在相同单位铁浓度时比单一

SPIO颗粒产生更高的磁矩，能够增加局部磁场的不

均匀程度，提高T：弛豫率。此外，负载水性SPIO聚

合物纳米囊泡较负载油性SPIO聚合物纳米囊泡有

更高的弛豫率，主要是由于水性SPIO在囊泡内的团

簇效应和囊泡中心膜对油性SPIO的磁趋向的限制

有关。所以，负载水性SPIO聚合物纳米囊泡是一种

很有前途的对比剂，进一步改善囊泡内SPIO的排列

结构，充分利用团簇效应，有望开发出敏感度更高的

MRI探针。

二、负载SPIO聚合物纳米囊泡对肿瘤信号强度

的影响

通过静脉注射负载SPIO聚合物纳米囊泡使体

内肿瘤显影是完全可行的。本研究结果显示，注射

单纯SPIO水溶液后，肿瘤的T2wI信号强度无明显

改变，说明单纯SPIO难以进入肿瘤组织，原因是

SPIO注射到体内主要被网状内皮系统吞噬，或由于

直径太小和分子量太小直接被肾脏排泄¨1|。而注

射负载SPIO聚合物纳米囊泡，却能引起肿瘤的信号

强度下降，说明负载SPIO聚合物纳米囊泡能进入肿

瘤组织内，与普鲁士蓝染色结果一致。单纯SPIO水

溶液经静脉注射后不能进入肿瘤组织，而负载SPIO

聚合物纳米囊泡经静脉注射后却能进入肿瘤组织，

说明聚合物纳米囊泡对肿瘤组织具有良好的传输效

果。Hobbs等【12。研究表明，肿瘤新生血管的内皮细

胞不连续(其间隙大多在280～380 rim之间)。因

此，肿瘤的微血管允许大分子(如聚合物纳米粒子)
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通过并进入细胞间隙，有利于纳米粒选择性地聚集

于肿瘤组织，这就是“渗透与滞留增强效应”

(enhanced permeability and retention effect，

EPRR)¨引。本研究中所用合成的负载SPIO聚合物

纳米囊泡的平均直径分别为182．2和191．7 nm，完

全达到EPRR的粒径要求。通过EPRR，负载SPIO

聚合物纳米囊泡在肿瘤部位获得独特的被动靶向聚

集效果。

此外，纳米载体在体内的长循环时间是实现

SPIO靶向传输的关键冈素之一。分子量太小或生

物相容性差的聚合物在体内容易被清除¨3|。笔者

采用PEG-PDLLA共聚物合成囊泡并负载SPIO，不

但能提高SPIO在体内的生物相容性，并可以阻碍表

面蛋白和其他与囊泡血液循环命运相关的生物组分

的吸附。PEG的亲水嵌段修饰，不仅增加囊泡的分

子量，减少肾小球的排泄，还增加囊泡的稳定性，并

降低被网状内皮系统的识别从而延长在体内的循环

时间⋯引。

本研究中肝脏信号强度的改变，证实了负载水

性SPIO聚合物纳米囊泡比负载油性SPIO聚合物纳

米囊泡有更高的T：弛豫率。但在本实验的肿瘤组

织中，这种差异性没有反映出来。笔者认为，从普鲁

士蓝染色的结果来看，尽管聚合物纳米囊泡能将

SPIO传输到肿瘤组织，但量还仍然较少。当SPIO

浓度较低时，负载油性、水性SPIO聚合物纳米囊泡

的T：弛豫率无明显差异。注射3种对比剂后，肌肉

的信号强度无明显降低。这是由于正常组织的血管

内皮细胞连接较紧密，负载SPIO的聚合物纳米囊泡

不能通过。而单纯的SPIO在体内基本上被网状内

皮系统吞噬或被肾脏直接排出体外。

综上所述，负载SPIO聚合物纳米囊泡能引起荷

人结肠癌裸鼠中肿瘤的T：WI信号下降，可作为肿

瘤显像的对比剂。
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