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【摘要】目的：评价靶向Endoglin的CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束在肿瘤微血管和微淋巴管MR成像中的价值。方法：乳腺癌

裸鼠移植瘤模型5只，经球后静脉注入铁浓度为50 μg/mL靶向Endoglin的CL-PEG-MnFe2O4纳米微粒，总量0.15 mL。分别

于对比剂注射后0、5、15、30、60和120 min进行SE T1WI、FSE T2WI、GRE T2*WI及T2 mapping扫描。在各时间点测量肿瘤信

号强度，绘制时间-信号强度变化曲线，分析曲线的变化规律。测量并计算肿瘤的T2值、R2值，评价CL-PEG-MnFe2O4探针的

靶向增强效能，以非靶向的PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶束为对照。结果：纳米粒注射后早期，肿瘤呈负性增强，肿瘤周边区明

显；60 min后，注射非靶向PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶束的肿瘤信号强度恢复到基线水平，而注射靶向CL-PEG-MnFe2O4纳

米胶束的肿瘤周边区仍呈斑点状强化。CL-PEG-MnFe2O4和PEG-PCL-MnFe2O4注射前，注射后0、5、15、30、60、120 min肿瘤

的T2值分别为（77.98±10.29）、（44.66±5.25）、（50.80±3.85）、（54.25±5.08）、（57.20±4.04）、（59.20±7.11）、（60.15±7.43）ms和（78.66±

5.71）、（44.85±5.67）、（50.06±8.62）、（63.10±8.36）、（70.19±7.71）、（74.76±10.60）、（76.63±12.13）ms。CL-PEG-MnFe2O4的时

间-信号强度变化率曲线呈下降-上升-平台型；PEG-PCL-MnFe2O4的时间-信号强度变化率曲线呈下降-上升型。结论：靶向

Endoglin的CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束能与肿瘤新生血管及新生淋巴管结合，并能通过MRI检测，为肿瘤新生血管和新生

淋巴管的MR靶向显像提供了实验基础。
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Abstract: Objective To evaluate the value of Endoglin targeted CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelles in magnetic resonance (MR)

imaging of tumor microvessels and lymphatic microvessels. Methods In 5 nude-mice breast cancer xenografts models, a total

of 0.15 mL CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelles with a concentration of 50 μg/mL was intravenously administrated by retrobulbar

vein. MR imaging was performed at 0, 5, 15, 30, 60, 120 min after contrast injection. The MR imaging sequences included spin

echo T1-weighted imaging (SE T1WI), fast spin echo T2-weighted imaging (FSE T2WI), gradient echo T2*-weighted imaging (GRE

T2*WI) and T2 mapping. The tumor signal intensity was measured at each time point, and time-intensity curve was plotted to

analyze the change rule of the curve. The T2 and R2 values of the tumor were measured and calculated, so as to evaluate the target

enhancement performance of CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelles. Non-targeted PEG-PCL-MnFe2O4 was served as a control. Results

In the early period after the intravenous administration of nanomicelles, the tumor was negatively enhanced and the peripheral

area of the tumor had obvious enhancement. At 60 min after the intravenous administration of targeted CL-PEG-MnFe2O4

nanomicelles, the tumor displayed patchy or spot-like enhancement, which was mainly limited to the peripheral areas of the tumor.

However, the tumor signal intensity returned to the baseline at 60 min after the administration of non-targeted PEG-PCL-MnFe2O4

nanomicelles. The T2 values of the tumor before and at 0, 5, 15, 30, 60 and 120 min after the administration of CL-PEG-MnFe2O4
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前 言

近年来，随着靶向治疗、生物治疗及化疗等各种

治疗手段的不断进步，恶性肿瘤的五年生存率不断

提高，但肿瘤一旦发生了转移，其远期治疗效果将大

大减低，因此，准确的发现或预测肿瘤转移风险对肿

瘤治疗手段的选择及预后的判断具有重要意义［1-2］。

部分恶性肿瘤的转移同时存在血行和淋巴道两个转

移途径，显然，此类肿瘤如果只针对一种转移途径进

行干预将会大大影响患者的预后［3-4］。研究发现［5］：恶

性肿瘤内血管的新生或淋巴管的新生与肿瘤的恶性

程度及转移风险具有明显的相关性，如能通过影像

手段在活体内同时检测肿瘤的新生血管和新生淋巴

管将会给肿瘤的治疗带来重大意义。磁共振分子影

像的出现为靶向肿瘤血管及淋巴管显像提供了一种

分辨率高、无创且较敏感的影像检查方法。在过去

的 20年中，靶向肿瘤血管显像的研究取得了长足的

进展，然而，针对肿瘤血管及淋巴管双重靶向显像的

研究却罕见报道。前期，笔者合成了靶向Endoglin的

CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束，体外实验表明CL-PEG-

MnFe2O4纳米胶束能与肿瘤源性血管内皮细胞和淋

巴管内皮细胞特异性结合［6］。本研究中笔者拟将CL-

PEG-MnFe2O4纳米胶束应用于裸鼠乳腺癌移植瘤模

型并进行MR成像，探索基于磁共振纳米探针显示肿

瘤新生血管及新生淋巴管的可行性。

1 材料与方法

1.1 实验动物、试剂及仪器

4~5周龄健康雌性BALB/C裸鼠12只（购自第三军

医大学新桥医院实验动物中心），MDA-MB-231乳腺癌

细胞由第三军医大学生物化学与分子生物学教研室惠

赠。CL-PEG-MnFe2O4和PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶束

为自制［6-7］。胰酶、胎牛血清、青霉素、链霉素双抗购自

美国Hyclone公司，小鼠抗人CD34单克隆抗体、山羊抗

小鼠IgG-HRP、兔抗人CD105抗体、山羊抗兔IgG-HRP、

鼠抗人Podoplanin单克隆抗体及山羊抗鼠 IgG-HRP等

免疫组化试剂均购自美国Abcam公司，DAB显色液购

自上海碧云天公司。光学显微镜为日本奥林巴斯公司

产品，TCSSP5激光共聚焦显微镜为德国莱卡公司产品，

3.0 T 磁共振成像仪（Signa HDx）及正交小动物线圈来

自美国GE公司。

1.2 裸鼠移植瘤模型的建立

收集处于对数生长期乳腺癌 MDA-MB-231 细

胞，PBS重悬配制成细胞浓度为 5×107/mL的细胞悬

液。选取裸鼠大腿根部皮下为种植部位，以 1 mL注

射器缓慢注射 0.2 mL的细胞悬液，注射过程中防止

细胞悬液渗漏。裸鼠细胞接种后置于SPF级动物房

内饲养，定期观察、记录移植瘤生长情况，待肿瘤直

径长到1.0 cm进行下一步实验。

1.3 移植瘤的MR成像

10只裸鼠移植瘤模型随机分为实验组和对照组，

每组5只。2%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉。俯卧位固定

在小动物专用正交线圈内，3.0 T磁共振进行轴位平扫

及靶向增强扫描。扫描参数：平扫SE-T1WI（TR/TE＝

380 ms/14 ms）；FSE-T2WI（TR/TE＝3 000 ms/65 ms）；

GRE T2*WI（TR/TE＝540 ms/10 ms, FA=20°）；八回波T2

mapping（TR/TE=2 400 ms/13.7、27.4、41.1、54.8、68.6、

82.3、96.0、109.7 ms）。平扫结束后行靶向增强扫描，经

球后静脉注射铁浓度为50 μg/mL纳米粒，方法参考笔者

前述报道［8］。实验组为靶向Endoglin的CL-PEG-MnFe2O4

纳米胶束，对照组为非靶向的 PEG-PCL-MnFe2O4 纳米

胶束，总量均为 0.15 mL。整个穿刺和注药过程尽量

保证裸鼠移植瘤位置不动，除T1WI序列外，增强扫描的

其余序列、位置及参数与平扫相同。分别于对比剂注

射后0、5、15、30、60及120 min扫描。选取不同时间点

相同层面肿瘤图像同一位置进行信号强度（Signal

Intensity, SI）测量，感兴趣区（Region Of Interest, ROI）

大小为10 mm2，并计算信号强度变化率（△SI）：△SI=

（SI 增–SI 平）/SI 平×100%，其中SI 平和SI 增分别为肿瘤平

扫和增强后的信号强度。绘制时间-△SI曲线（Time-

Intensity Curve, TIC），观察曲线的特征，分析信号变化

nanomicelles were (77.98±10.29), (44.66±5.25), (50.80±3.85), (54.25±5.08), (57.20±4.04), (59.20±7.11) and (60.15±7.43) ms,

respectively; and those values before and after the administration of PEG-PCL-MnFe2O4 nanomicelles were (78.66±5.71), (44.85±

5.67), (50.06±8.62), (63.10±8.36), (70.19±7.71), (74.76±10.60) and (76.63±12.13) ms, respectively. After the intravenous

administration of CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelles, the time-intensity curve was decreased firstly and then increased and finally

reached a plateau, while the time-intensity curve after the intravenous administration of PEG-PCL-MnFe2O4 was decrease firstly

and then increased. Conclusion Endoglin targeted CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelles can bind to tumor microvessels and lymphatic

microvessels, which can be detected by MR imaging, thereby providing an experimental basis for targeted MR imaging of tumor

microvessels and lymphatic microvessels.

Keywords: tumor; endothelial cell; CL-PEG-MnFe2O4 nanomicelles; molecular imaging; magnetic resonance
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规律。T2 mapping获取图像导入ADW 4.5工作站进行

后处理，在T2 mapping伪彩图测量肿瘤的T2值和R2值，

评价靶向CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束增强效能。MRI

扫描结束后，摘取肿瘤，尽可能在MRI扫描层面切开标

本，分别行HE染色、普鲁士蓝染色、CD34、CD105及

Podoplanin免疫组化染色，倒置显微镜下观察摄片。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 13.0 统计软件，计量资料以均数±标

准差表示，先进行正态分布检验及方差齐性检验，根

据方差齐性检验结果采用配对资料 t检验，P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 裸鼠乳腺癌移植瘤Endoglin靶向MR成像

靶向Endoglin的CL-PEG-MnFe2O4探针注射后 0

及5 min，在FSE T2WI序列肿瘤实质呈明显的负性增

强，肿瘤周边区增强明显，此后强化逐渐减弱，强化

范围逐渐减小，1 h的时候，肿瘤呈周边区斑点状强化

（图 1a~d），TIC呈下降-上升-平台型（图 2a）；而注射

非靶向的PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶束后早期实质强

化特点与CL-PEG-MnFe2O4相似，但消退更快，在 1 h

时肿瘤信号强度几乎恢复到平扫状态（图1e~h），TIC

呈下降-上升型(图2a)。肿瘤增强区域病理组织普鲁

士蓝染色见大量蓝染颗粒，相应区域 CD105、CD34

及Podoplanin免疫组化染色显示局部血管及淋巴管

丰富（图1i~l）。

图1 裸鼠乳腺癌移植瘤靶向增强T2WI图像

Fig.1 Targeted and enhanced T2-weighted images of breast cancer xenografts in nude mice
a~d分别为静脉注射CL-PEG-MnFe2O4后0、5、30和60 min图像；e~h分别为注射PEG-PCL-MnFe2O4后0、5、30和60 min图像；i~l分别为移植瘤注

射CL-PEG-MnFe2O4后的普鲁士蓝染色（×100）、CD105染色（×100）、CD34染色（×400）和Podoplanin染色（×400）图像

b c d

e f g h

i j k l

a

2.2 裸鼠乳腺癌移植瘤靶向增强后T2值和R2值变化

两组肿瘤实质对比剂注射前、后的T2值及R2值

见表1，可见CL-PEG-MnFe2O4组在注射后0 min T2值

明显缩短，R2值明显增高，T2值变化幅度约42.3%，此

后逐渐恢复。60 min后T2值和R2值趋于恒定。2 h后

T2仍维持在 22.9%左右，而 PEG-PCL-MnFe2O4在 15

min内迅速回升，60 min后T2值和R2值恢复到纳米粒

注射前水平（图2b）。

3 讨 论

分子影像的出现为疾病（尤其是肿瘤）的精确诊

断和精准治疗提供更为可靠的辅助工具，磁共振分

子影像由于具有无创、信噪比及软组织分辨率高和

可重复的优点被认为是未来分子影像发展的主要方

向［9-11］。但敏感性一直是制约磁共振分子影像发展的

难点，探寻更加敏感的磁共振显像对比剂是学术界

研究的热点。金属纳米粒子的出现为磁共振分子影
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像的突破带来新的希望，近年来，伴随着纳米粒合成

技术不断进步，更多超敏感金属氧化物被优选出来，

同时，包被材料及表面修饰材料的不断更新，纳米粒

的水溶性、生物相容性及靶向性能逐渐提升，为磁共

振分子影像的临床应用打下了坚实的基础［12- 13］。

MnFe2O4纳米粒由于具有易于反磁化的特性，相对其

他铁酸盐纳米粒具有更高的饱和磁化强度［14］。笔者

在前期的研究中，证实了MnFe2O4纳米粒的稳定性、

高敏感性及安全性，通过聚乙二醇（Polyethylene

glycol, PEG）和聚已内酯(Polycaprolactone, PCL)两亲

性嵌段聚合物包被、自组装形成 PEG-PCL-MnFe2O4

纳米胶束能再进一步提升纳米粒的磁化率，体外细

胞实验证实了其连接靶向Endoglin的多肽后形成的

CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束能与肿瘤源性血管内皮

细胞和淋巴管内皮细胞特异性结合［6-7］。本研究中，

笔者通过球后静脉注射的方式将 CL-PEG-MnFe2O4

纳米胶束引入到裸鼠乳腺癌移植瘤模型，MRI 及病

理结果证实了PEG-PCL-MnFe2O4纳米胶束在结合了

靶向Endoglin的短肽后能与肿瘤血管及淋巴管结合。

尽管通过包被、修饰以后纳米粒具备了良好的

水溶性及生物相容性，链接靶向介质后能与血管内

皮主动结合，但由于要事先穿过血管壁、组织间隙和

淋巴管壁，因而通过静脉的途径引入纳米粒实现活

体淋巴管显像仍然面临诸多困难［15］。研究表明：正

常毛细血管壁难以透过粒径超过 50 nm 的纳米

粒［16］。然而，由于肿瘤新生血管内皮细胞增殖速度

快，细胞不成熟，基底膜不完整，细胞间间隙大(约

280~380 nm)，周细胞和平滑肌细胞缺失，从而使新生

血管壁的通透性明显增大，增加了纳米粒到达组织

间隙的概率［17］。进入间质的纳米粒均会被淋巴管重

吸收，这是因为淋巴管通透性非常高，淋巴管内皮细

胞间的间隙能达到 500 nm，且新生淋巴管由于内皮

不成熟，缺少紧密连接，无锚定纤维蛋白及周细胞环

绕，通透性进一步增加，加上淋巴管特有的虹吸功

能，能将进入间质的纳米粒吸收进淋巴管［18］。纳米

粒进入淋巴管后在特异性靶向介质的趋化下与淋巴

管内皮细胞结合。

笔者前期的研究表明：纳米粒在活体血浆内的

清除时间大致为30 min，而靶向纳米粒从血浆进入组

织间隙，再由组织间隙内重吸收进入淋巴管的时间

大致为 60 min，这与文献的报道相一致［14］。本研究

中，由于考虑到实验动物麻醉的效果及安全，笔者把

最大观察时间窗设定在 120 min。结果显示：无论是

图2 静脉注射PEG-PCL-MnFe2O4和CL-PEG-MnFe2O4后乳腺癌移植瘤的MR信号变化规律

Fig.2 Changes in magnetic resonance signals of breast cancer xenografts after the intravenous administration of PEG-PCL-MnFe2O4 and CL-PEG-
MnFe2O4
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17.56±1.27

17.11±2.07*

16.85±2.11*

PEG-PCL-MnFe2O4

T2值/ms

78.66±5.71

44.85±5.67

50.06±8.62

63.10±8.36

70.19±7.71

74.76±10.60*

76.63±12.13*

R2值/Hz

12.76±0.98

24.39±5.98

20.55±3.32

16.15±2.14

14.36±1.49

13.61±1.75*

13.33±1.89*

表1 注射两种对比剂后肿瘤实质的T2值及R2值（ x̄ ± s）

Tab.1 T2 and R2 values of tumor parenchyma after the intravenous
administration of PEG-PCL-MnFe2O4 and CL-PEG-MnFe2O4

(Mean±SD)

*差异有统计学意义

第9期 杨华, 等 . CL-PEG-MnFe2O4纳米胶束介导的肿瘤微血管和微淋巴管双重靶向MR成像 -- 1037



靶向组还是非靶向组，纳米粒注射后信号迅速降低，

代表着肿瘤组织的血流灌注，而周边区信号改变强

于中心区，这与肿瘤血管生成主要集中在肿瘤瘤周

边区有关。非靶向组的TIC呈下降-上升型，且增强

持续时间短，在纳米粒注射后 15 min内信号就急剧

回升，后回升减慢，在 30 min左右回到基线水平，呈

指数样衰减，这与纳米粒在血浆中的廓清规律一

致［19-20］。而靶向组纳米粒注射后信号不能迅速回升，

在 60 min后信号仍维持在一定水平，TIC呈下降-上

升-平台型，这可能源于纳米粒与血管内皮及淋巴管

内皮的结合，术后标本的病理及免疫组化染色也印

证了纳米粒的存在。

在本研究中，尽管笔者证实了靶向 Endoglin 的

CL-PEG-MnFe2O4胶束能在活体显示肿瘤新生血管

及新生淋巴管，但仍然有以下几点问题尚需进一步

研究和完善。首先，经管短肽与纳米胶束的结合在

体外证实是稳定的，且短肽的活性也得以足够的保

留，但活体内复杂的生理、生化环境，尤其纳米粒在

穿过这么多障碍的过程中是否会破坏靶向纳米粒的

稳定性和靶向介质的活性尚不完全清楚，影像及病

理结果可能会出现假阳性。其次，本研究中，由于病

理及免疫组化的局限性，笔者仍然难以准确的区分

显像的新生血管、新生淋巴管以及正常微淋巴管。

然而，免疫组化确实证实局部新生血管及新生淋巴

管丰富，结合笔者前期体外实验，笔者有理由相信基

于 CL-PEG-MnFe2O4胶束实现肿瘤新生血管及淋巴

管的显像可能性，为肿瘤新生血管和新生淋巴管的

活体MR靶向显像提供了实验基础。
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