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【摘 要】目的：合成靶向细胞内皮糖蛋白（Endoglin）的CL-PEG-MnFe2O4分子探针，并探讨其在肿瘤新生血管及新生淋巴

管双重靶向显像中的可行性。 方法：将与Endoglin特异性结合的多肽CL-1555与超敏感的聚乙二醇两亲片段修饰的

MnFe2O4（PEG-PCL-MnFe2O4）纳米胶束耦联制备靶向Endoglin的CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束。用CL-PEG-MnFe2O4标记

肿瘤源性血管内皮细胞（VECs）及淋巴管内皮细胞（LECs）。通过普鲁士蓝染色、透射电子显微镜及核磁共振成像了解纳

米粒内皮细胞的结合情况及MRI信号改变。 结果：在相同铁浓度下，CL-PEG-MnFe2O4标记的肿瘤源性内皮细胞的标记

率较PEG-PCL-MnFe2O4高。在铁浓度为0、0.5、1.0、2.0、5.0及10.0 μg/mL时，靶向CL-PEG-MnFe2O4和非靶向PEG-PCL-

MnFe2O4标记诱导后VECs的标记率分别为0%、（27.75±3.84）%、（61.63±3.12）%、（83.43±3.76）%、100.00%、100.00%和

0%、（14.56±3.24）%、（37.53±2.62）%、（51.62±3.32）%、（88.36±4.26）%、100.00%。在T1WI，信号强度呈缓慢升高；在T2WI，

信号强度逐渐下降，T2*WI下降更明显。相对于非靶向PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶束标记肿瘤源性内皮细胞和靶向CL-

PEG-MnFe2O4纳米胶束标记未诱导内皮细胞，靶向CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束标记的肿瘤源性内皮细胞信号改变更明

显，但随着标记铁浓度的增加，该差异逐渐减小。 结论：CL-PEG-MnFe2O4纳米粒在体外能与肿瘤源性VECs和LECs特

异性结合，并可通过核磁共振成像进行检测，这为肿瘤新生血管及新生淋巴管的双重靶向显像提供了实验基础。
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Synthesis and in vitro experiment of Endoglin targeted CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelle
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Abstract: Objective To synthesize Endoglin targeted CL-PEG-MnFe2O4 probe and discuss on its feasibility in dual target imaging

for tumor angiogenesis and lymphangiogenesis. Methods Endoglin targeted polypeptide CL-1555 was synthesized and bound

to the surface of PEG-PCL-MnFe2O4 nanomicelle to construct Endoglin targeted CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelle. The tumor-

derived vascular endothelial cells (VECs) and lymphatic endothelial cells (LECs) were co-cultured with CL-PEG-MnFe2O4

nanomicelle. The intracytoplasmic nanoparticles and MR signals were confirmed by Prussian blue iron staining, transmission

electron microscopy and MRI. Results With the same iron concentration, the tumor-derived endothelial cell labeling ratio with

CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelle was significantly higher than that with PEG-PCL-MnFe2O4 nanomicelle. At iron concentrations

of 0, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 ug/mL, the labeling ratios of targeted CL-PEG-MnFe2O4 and off-targeted PEG-PCL-MnFe2O4 for

induced VECs were respectively 0%, (27.75±3.84)%, (61.63±3.12)%, (83.43±3.76)%, 100.00% and 100.00%; 0%, (14.56±3.24)%,

(37.53±2.62)%, (51.62±3.32)%, (88.36±4.26)% and 100.00%. Signal intensity gradually increased in T1WI, and decreased in

T2WI and T2*WI, especially in T2*WI. Compared with the tumor-derived endothelial cells with off-targeted PEG-PCL-MnFe2O4

nanomicelle and non-induced endothelial cells with targeted CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelle, the tumor-derived endothelial cells

with targeted CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelle showed more significant signal changes, and the significant differences were

gradually decreased with the increasing of iron concentration. Conclusion The CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelle can specifically

bind to tumor-derived VECs and LECs, and be detected by MRI, providing potential experimental basis for dual target MRI for

tumor angiogenesis and lymphangiogenesis.
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前 言

肿瘤血管及淋巴管生成对肿瘤生长及转移起着

重要作用，因此准确地定量肿瘤新生血管及新生淋

巴管对预测肿瘤转移风险及评价靶向治疗疗效有着

重要意义［1-3］。细胞内皮糖蛋白（Endoglin）在肿瘤新

生血管及新生淋巴管的内皮细胞高表达，以Endoglin

为靶标将有可能实现肿瘤新生血管和新生淋巴管的

双重靶向成像［4-6］。结合肽分子量小、穿透性好、合成

方便、价格便宜、在体内免疫应答轻、靶向性好，是目

前分子靶向成像研究中重要的靶向载体［7］。聚乙二

醇两亲片段修饰的 MnFe2O4（PEG-PCL-MnFe2O4）纳

米胶束具有良好的水溶性、生物相容性和非常高的

饱和磁化强度［8］。本研究将靶向Endoglin的短肽CL-

1555（氨基酸序列为AHKHVHHVPVRL）链接到超敏

感的PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶束，构建靶向Endoglin

的 CL-PEG-MnFe2O4分子探针。通过体外标记淋巴

管内皮细胞（LECs）及血管内皮细胞（VECs），了解该

探针对Endoglin的靶向性能及其在肿瘤新生血管及

新生淋巴管双重靶向显像的可行性。

1 材料与方法

1.1 细胞、试剂与仪器

MDA-MB-231乳腺癌细胞由第三军医大学生物

化学及分子生物学教研室惠赠；人脐静脉内皮细胞

由新生婴儿脐带消化分离；LECs 株购自美国 ATCC

细胞库；内皮细胞所有细胞培养液及染色试剂均购

自美国Sigma公司和Abcam公司；M199细胞培养液

购自美国Hyclone公司；内皮细胞培养支持物购自美

国Sciencecell公司；CCK-8细胞增殖试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司；Millicell 小室购自美国

Millipore公司；透射电子显微镜为日本日立公司Hitachi-

7500；倒置显微镜和TCSSP5激光共聚焦显微镜购自

德国徕卡公司；磁共振成像（MRI）仪器购自美国GE

公司。

1.2 CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束的构建

PEG-PCL 两 亲 性 嵌 段 聚 合 物 及 PEG-PCL-

MnFe2O4 纳米胶束的合成委托四川大学生物医学材

料研究中心完成［9］；Endoglin结合肽CL-1555由上海

强耀生物科技有限公司合成。将PEG-PCL-MnFe2O4

胶束溶解于硼酸缓冲液中，再将N-羟基琥珀酰亚胺

（NHS）和 1-乙基-3-（3-二甲氨基丙基）碳二亚胺盐酸

盐（EDC.HCl）分别溶解在硼酸缓冲液中。分别取

EDC.HCl和NHS依次加入PEG-PCL-MnFe2O4胶束体

系中，室温下磁力搅拌器搅拌 20 min、离心、浓缩，再

加入硼酸缓冲液调节 pH值到 8，加入 2 mL浓度为 1

mg/mL的CL-1555，室温下反应 3 h，超滤管离心、浓

缩后用磷酸盐缓冲液（PBS）稀释待用。

1.3 乳腺癌MDA-MB-231细胞与内皮细胞共培养

第4代人脐静脉内皮细胞按5×104/孔的细胞密度

接种于六孔板，在孵箱内孵育 12 h，使细胞贴壁。将

接种有细胞密度为 5×104/孔的乳腺癌MDA-MB-231

细胞的Millicell小室置入六孔板中，共培养3 d后，在

六孔板内收获诱导后的肿瘤源性 VECs。采用相同

的共培养方法诱导LECs。

1.4 细胞标记及检测

1.4.1 细胞标记及显微镜观察 把经乳腺癌 MDA-

MB-231 细胞诱导后和未经诱导处于对数生长期的

VECs及LECs以 1×105/孔的细胞密度接种于铺有盖

玻片的六孔板中，置于5% CO2细胞培养箱中培养24

h，待细胞爬片。铁浓度分别为 0、0.5、1.0、2.0、5.0、

10.0 μg/mL时，将靶向CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束加

入经诱导后的VECs和LECs内，在孵箱中继续培养

24 h。以非靶向的PEG-PCL-MnFe2O4胶束标记诱导

后的 VECs 和 LECs 及靶向 CL-PEG-MnFe2O4胶束标

记未诱导的VECs和LECs为对照，全程在避光条件

下操作。采用常规普鲁士蓝染色，倒置显微镜下摄

片、观察，随机选取 20 个视野进行标记阳性细胞计

数，并计算细胞标记阳性率（标记阳性率=阳性细胞

数/细胞总数×100%）。通过电子显微镜观察纳米粒

在细胞内的分布情况，用CCK8检测纳米粒对内皮细

胞活性的影响。

1.4.2 标记细胞的MRI 标记细胞离心、洗涤后，采用

PBS重悬于 1 mL离心管中，细胞浓度 2×106 /mL，容

积 0.8 mL，以单纯的PBS为对照。于 3.0 T MRI扫描

仪上进行轴位多层成像，分别行自旋回波（SE）T1WI，

脉冲重复间隔时间/回波时间（TR/TE）＝400.0 ms/

7.5 ms；快速自旋回波（FSE）T2WI，TR/TE＝3 800.0

ms/85.0 ms；梯度回波（GRE）T2
*WI，TR/TE＝270.0

ms/6.9 ms，FA=20° ；16 回 波 T2 mapping，TR/TE=

2 400.0 ms/13.7 ms-109.7 ms。在同一层面进行信号强

度（SI）测量，感兴趣区大小为15 mm2，计算信号强度

变化率（△SI），△SI=(SIcell-SIPBS)/SIPBS×100%，其中，

SIcell为细胞悬液SI，SIPBS为PBS的SI，并绘制铁浓度-

△SI曲线。采用GE公司ADW 4.4工作站自带的T2

软件在T2 mapping图像中测量纳米胶束溶液的T2值，

以非靶向PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶束标记未诱导的

VECs和LECs为对照。

2 结 果

2.1 CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束标记内皮细胞
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普鲁士蓝染色后的细胞胞浆内可见大量蓝染颗

粒，随着铁浓度的增加，细胞标记阳性率逐渐增加。

在相同条件下，靶向 CL-PEG-MnFe2O4 纳米胶束对

VECs及LECs的标记率较非靶向PEG-PCL-MnFe2O4

纳米胶束高，如图 1 所示。在铁浓度分别为 0、0.5、

1.0、2.0、5.0、10.0 μg/mL时，靶向CL-PEG-MnFe2O4纳

米胶束标记诱导后 VECs 的标记率为 0%、（27.75±

3.84）%、（61.63±3.12）%、（83.43±3.76）%、100.00%、

100.00%；非靶向PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶束标记诱

导后VECs的标记率为 0%、（14.56±3.24）%、（37.53±

2.62）%、（51.62±3.32）%、（88.36±4.26）%、100.00%。

在相同条件下，靶向CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束标记

诱导后LECs的标记率也高于未诱导的LECs，这说明

CL-PEG-MnFe2O4对肿瘤源性 VECs 和 LECs 具有良

好的靶向性。电镜下，内皮细胞胞浆及溶酶体内可

见高电子密度的内吞囊泡和细小颗粒；核周部分次

级溶酶体破裂，周围可见细小颗粒，如图2所示。

图2 标记细胞的透射电镜图

Fig.2 Transmission electron microscopy
photograph of labeled endothelial cells

VECs: Vascular endothelial cells

图1 标记内皮细胞的普鲁士蓝染色（×200）
Fig.1 Prussian blue staining of labeled endothelial cells (×200)

a: VECs labeled with CL-
PEG-MnFe2O4 at iron

concentration of 10 μg/mL

b: VECs labeled with PEG-
PCL-MnFe2O4 at iron

concentration of 10 μg/mL c:. Labeling ratio of VECs
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2.2 CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束对细胞增殖活性的

影响

CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束与VECs共孵育 48 h

后，在铁浓度分别为0、1、2、5、10、20、50和100 μg/mL

时，CCK-8培养基的吸光值如图3所示。铁浓度小于

20 μg/mL时，纳米胶束对VECs细胞增殖活性没有明

显影响；铁浓度增加到 50 μg/mL时，VECs活性受轻

度影响；铁浓度为100 μg/mL时，细胞吸光值和VECs

的增殖活性明显降低。

图3 不同铁浓度下CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束标记VECs 48 h后细胞的吸光值

Fig.3 Optical density (OD) of VECs labeled with CL-PEG-MnFe2O4 at different iron concentrations

Iron concentration/μg/mL

第7期 杨华，等. 靶向Endoglin的CL-PEG-MnFe2O4探针构建及体外实验 －－ 753



2.3 标记细胞的MRI

细胞悬液的MRI信号改变如图 4所示。随着铁

浓度的增加，在SE-T1WI，SI呈缓慢升高；在T2WI，SI

逐渐下降；较FSE-T2WI，GRE-T2
*WI的SI随浓度变化

更明显。当铁浓度为 0.5、1.0、2.0、5.0 及 10.0 μg/mL

时，CL-PEG-MnFe2O4和PEG-PCL-MnFe2O4标记细胞

悬液的T2值分别为（192.84±12.13）ms、（65.26±11.16）

ms、（46.26±3.25）ms、（38.28±2.47）ms、（35.24±2.65）ms

和（195.14±13.63）ms、（123.57±9.47）ms、（81.55±5.60）

ms、（51.37±2.14）ms、（41.52±2.24）ms。随着铁浓度增

加，T2值逐渐降低，与非靶向PEG-PCL-MnFe2O4胶束

标记肿瘤源性内皮细胞和靶向 CL-PEG-MnFe2O4标

记未诱导内皮细胞比较，靶向CL-PEG-MnFe2O4标记

的肿瘤源性内皮细胞的T2值降低更明显，但随着铁

浓度的进一步增加，该差异越来越小。

a b c d

图4 标记细胞悬液的MRI
Fig.4 MR images of labeled endothelial cell suspensions

Fig.4a to 4d were axial MR images of labeled cell suspensions in SE-T1WI, FSE-T2WI, GRE-T2
*WI and T2 mapping respectively; The left images in

Fig.4a to d was non-induced cells, while the right images was induced cells. From top to bottom, the iron concentrations were 0, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 and

10.0 μg/mL respectively. The color in T2 mapping changed from blue (high T2) to green and yellow (low T2). Fig.4e showed the correlation between iron

concentration and signal intensity. Fig.4f showed the T2 relaxation time of labeled cell suspensions with CL- PEG- MnFe2O4 or PEG- PCL- MnFe2O4

changedwith the iron concentration. SE: Spin echo; FSE: Fast spin echo; GRE: Gradient recalled echo

e f

0.5 1.0 2.0 5.0 10.0

Iron concentration/μg/mL
0.5 1.0 2.0 5.0 10.0

Iron concentration/μg/mL

/% /m
s

中国医学物理学杂志 第33卷－－ 754



3 讨 论

运用分子影像无创评估肿瘤新生血管及新生淋

巴管对肿瘤诊断、分级和疗效评估具有重要意义。

Endoglin在肿瘤新生血管及淋巴管的内皮细胞高表

达，基于 Endoglin 的 MRI 分子影像有可能实现肿瘤

新生血管及新生淋巴管的双重靶向显像［4-6］。目前，

分子影像主要采用抗原-抗体和配体-受体识别系

统。靶向结合的短肽分子量小、结构简单、在体内穿

透性好，一般不会引起严重的免疫反应，是良好的靶

向成像载体。运用噬菌体随机肽技术可以在不了解

配体或受体构象及功能的前提下，筛选出可与靶分

子特异结合的模拟短肽［7］。毕仙民等［10-11］应用此技术

成功筛查出可与 Endoglin 特异性结合的多肽 CL-

1555，竞争抑制实验证明其能够模拟Endoglin抗体在

Endoglin 表位特异结合。PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶

束较其它铁酸盐纳米粒具有更高的饱和磁化强度，

可以作为潜在的超敏感MRI对比剂［12］。本研究合成

了能与Endoglin结合的短肽CL-1555，并将其与超敏

感的PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶束通过交链反应偶联

形成能与 Endoglin 靶向结合的 CL-PEG-MnFe2O4纳

米粒。靶向纳米胶束标记细胞的普鲁士蓝染色、MRI

及电镜结果显示探针对肿瘤内皮细胞有很好的靶向

性；肿瘤诱导后内皮细胞及非诱导内皮细胞的比较

显示靶向探针在一定程度上能够反映细胞Endoglin

表达的量。

GRE 序列采用去相位梯度而没有使用 180°脉

冲，不能消除失相位效应，但是能够检测纳米粒周围

不均匀磁场引起的横向弛豫变化，较SE更能反映纳

米粒的磁敏感效应［13］。细胞吞噬纳米粒的能力与纳

米粒的理化特性、包被材料及靶向介质、标记细胞、

标记条件等有关［14］。在达到饱和浓度以前，随着纳

米粒浓度增加，细胞内吞纳米粒会成倍增加，但当浓

度达到饱和阈值后，随着纳米粒浓度的增加，细胞吞

噬纳米粒的能力会逐渐降低。实验观察到不同类型

标记细胞的T2值在铁浓度增加达到一定程度以后，T2

值的改变将趋于平缓［15］。

纳米粒首先黏附在细胞表面，然后通过流体相

胞吞、吸附胞吞以及受体介导胞吞这3种方式胞吞入

细胞内部，其中，受体介导的内吞是对纳米粒最有效

的胞吞方式［16］。通过粒子表面链接的配体与细胞膜

表面相应的受体结合，然后通过受体介导的胞吞作

用使膜内陷形成包涵体，并进入胞浆中［14］。电镜下

除了胞膜上、胞浆内及溶酶体内可见高电子密度的

内吞囊泡和细小颗粒外，在核周可见部分次级溶酶

体破裂，周围胞质内也可见散在细小颗粒。这是由

于纳米粒进入胞浆后，细胞核周围溶酶体酶的活性

会升高，包涵体最终进入核周的终极溶酶体发生降

解，又将纳米粒释放入胞浆，在这个过程中细胞内氧

自由基短暂而明显的升高也从机制上解释了这个现

象［17］。

除了敏感性外，生物纳米材料要应用于人体还

必须考虑生物相容性和细胞毒性。PEG广泛应用于

生物材料的合成与修饰，具有极好的生物相容性以

及极低的免疫源性和毒性［18］。所以CL-PEG-MnFe2O4纳

米胶束的细胞毒性主要关注MnFe2O4的毒性，细胞降

解、代谢纳米粒的确切路径及机制目前尚不清楚。

MnFe2O4纳米粒进入细胞以后，在溶酶体内低 pH值

环境下发生降解，铁与转铁蛋白解离形成低分子量

的铁离子复合物和高分子量的中间体，最终铁可能

参与细胞代谢，或以铁蛋白的形式储存，或在红细胞

内参与血红素的合成［19］。目前认为锰是引起 Mn-

Fe2O4纳米粒毒性的主要因素，锰的细胞毒性主要是

因为锰离子能与线粒体单向钙离子通道相互作用，

扰乱肌肉膜的钙离子平衡；锰离子也能够竞争抑制

质子泵的功能，引起线粒体膜电位降低，最终导致细

胞损伤［20-21］。而本研究发现用于细胞标记和MRI剂

量的MnFe2O4纳米粒是安全的，对内皮细胞的活性没

有明显影响。

本研究通过体外实验验证 CL-PEG-MnFe2O4探

针对Endoglin的靶向性能，该探针也能在体外与肿瘤

源性VECs和LECs特异性结合，并可以通过MRI进

行检测，这为肿瘤新生血管及新生淋巴管的双重靶

向显像提供了实验基础。
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