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摘要 目的：探讨 Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6靶向探针与 NK92细胞的结合能力并进行细胞体外 MRI成像。方法：制备

Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6纳米探针，对合成的材料进行表征。应用凋亡试剂盒测定不同浓度的材料对 NK92的细胞毒性，通

过流式细胞术分析纳米材料与 NK92细胞的结合能力和应用MRI对细胞进行体外成像并分析其 T2信号强度的改变。结果：合成

的纳米探针具有较好的生物相容性，且对 NK92细胞的影响较小，不同浓度下细胞凋亡水平基本一致，与 NK92细胞结合的材料

随浓度的增加而逐渐增加。MRI 检查提示不同浓度探针孵育的 NK92 细胞 T2 加权像 (T2WI) 的信号均降低。结论：

Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6探针对 NK92细胞具有靶向性，3.0 T MR扫描仪可对其进行体外监测。
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Pilot Study of Synthesis and In Vitro MRI of Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6
Nanoprobes*

To explore ability of Fe3O4-PEG-CD56/Avastin @ Ce6 targeted probe to bind to NK92 cells and perform

MRI to cells in vitro. The nanoprobes of Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6 were prepared and were characterized. Then the

cytotoxicity of this nano-materials to NK92 was determined by apoptotic kit and the cellular uptake of nanomaterials to NK92 cells was

analyzed by flow cytometry. Finally, MRI was used to research the signal intensity of cells. The nanoprobes with good biocom-

patibility were synthesized successfully. The cytotoxicity of the nanoprobe was low and the apoptosis levels were basically the same at

different concentrations for NK92 cells. Flow cytometry showed that the nanomaterials bound to NK92 cells increased with the raised

concentration. MRI showed that the signal of T2-weighted image (T2WI) was declined significantly with the rise of

Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6 concentrations. The Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6 nanoprobe has potential to targeting

NK92 cells and can monitor using the 3.0T MR scanner in vitro.
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前言

自然杀伤（natural kill, NK）细胞作为肿瘤免疫治疗一种治

疗模式越来越受到重视[1]。通常评价免疫治疗效果是通过肿瘤

标记物的减少、肿瘤体积的减少及生存率的改善等指标，这往

往需要有创活检病理且耗时。分子影像探针能够在分子水平对

肿瘤的发生、发展进行实时无创成像，同时也可以指导和监控

靶向治疗，从而实现肿瘤的诊疗一体化。因而应用分子影像学

技术标记免疫细胞的纳米技术，带动了许多免疫细胞特异靶向

及无创示踪评估纳米技术的发展，增加了对免疫细胞参与癌症

发展及转移机制的理解[2,3]。Fe3O4作为非病毒载体具有良好的

生物相容性，通过修饰后可达到很好的载药及成像的效果[4]。因

此，本研究旨在构建一种以 Fe3O4为载体可结合于 NK92细胞

的新型靶向纳米探针，以期为后续体内 MRI成像及免疫治疗

提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料
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1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC，阿拉

丁公司)，N-羟基琥珀酰亚胺(NHS，阿拉丁公司），多聚甲氧基

羧基聚乙二醇(mPEG-COOH，上海亚尔科技有限公司)，硼酸钠

缓冲液(SBB)，琢-MEM 培养基（Gibco 公司），胎牛血清（FBS，

Gibco公司），马血清（Gibco公司），重组人 IL-2 (rhIL-2, Pepro-

Tech公司)，贝伐珠单抗注射液（Avastin，罗氏公司），抗 CD56

抗体(BD公司)，青霉素 -链霉素溶液及胰蛋白酶(新赛美生物

科技有限公司)，紫外可见分光光度计(美国 PerkinElmer公司),

JEOL 2010F透射电子显微镜 (TEM,日本电子株式会社),流式

细胞仪 (BD公司)。

1.2 靶向 NPs的合成

分别将 EDC、NHS溶于 SBB9缓冲液中，二者以 1:1混匀

后配制成 3.125 mg/mL，之后加入 Fe3O4 NPs中。mPEG-COOH

溶于超纯水中，滴加于之前的混合液中,置于室温下反应 12小

时。反应结束后，将溶液转移到超滤管中，转速 2000转每分钟

离心 10分钟后收集得到 Fe3O4-PEG-COOH溶液。将 EDC和

NHS混合液配制成 6.25 mg/mL，随后将其及 SBB9缓冲液先

后加入 Fe3O4-PEG-COOH溶液中，之后加入稀释了 80倍的抗

CD56抗体和稀释了 640倍的 Avastin，置于室温反应 12小时。

反应结束后，将溶液转移到超滤管中，转速 2000转每分钟离心

10分钟后收集得到 Fe3O4-PEG-CD56/Avastin溶液。将 2.5mg/mL

的 Ce6溶液及超纯水先后加入 Fe3O4-PEG-CD56/Avastin中，混

合均匀后，在摇床上震荡反应 24 h，使得 Ce6通过物理吸附结

合于材料。然后收集产品，使用透析袋透析 3 天得到样品

Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6，每隔 4小时换一次水。将透析

得到的产品置于 4℃储存。

1.3 材料的表征

应用紫外分光光度计测定材料在 200~800 nm波段的紫外

吸收值。于 TEM下观察纳米材料的形态并测量其粒径，并通过

Image J软件对其进行分析。

1.4 细胞培养及探针摄取

将 NK92 细胞培养于含 12.5%FBS，12.5%的马血清的

琢-MEM培养基，并加入 100 U/mL的 rhIL-2。将其置于 37℃、

5% CO2的培养箱中常规培养。

取对数期生长的 NK92细胞,按照 2× 105/孔的密度种植

于 24孔板中,每孔加入 1 mL培养基及相应的 rhIL-2,于 37℃、

5% CO2的条件下培养 24 h。之后，培养基被分别含有 0,5 ,10 ,

15 和 20 滋g/mL 的 Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6 和 Fe3O4-

PEG-Avastin@Ce6 的完全培养基代替。为了确定 Fe3O4-

PEG-CD56/Avastin@Ce6是否能与 NK92细胞结合，4 h后收集

细胞，PBS重复洗 3遍。通过流式细胞仪定量检测，细胞门是

FSH-A/SSC-A,荧光通道是 FL3,每组样品采集 1× 104细胞。

1.5 流式检测 NK细胞凋亡

以 2× 105/孔的细胞密度将 NK92细胞种植于 24孔板中,

培养于 1mL完全培养基中,于 37℃、5%CO2的条件下培养 24 h。

然 后 每 孔 加 入 0，5，10，15 和 20 滋g/mL 的 Fe3O4-PEG-

CD56/Avastin@Ce6溶液共培养 24 h。培养结束后，收集细胞，

1000 r/min，离心 3分钟，用 1:10的 binding buffer洗涤三遍，加

入 100 滋L的 binding buffer和5 滋L的 Annex-inV-FITC混匀避

光 15分钟，之后加入 400 滋L的 binding buffer和 5 滋L的 PI混

匀避光。流式上机检测凋亡比例。

1.6 体外MR成像分析

分别用 0,10和 20滋g/mL的 Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6

溶液及 10 滋g/mL的 Fe3O4-PEG- Avastin@Ce6与 NK92细胞共

培养 24 h，离心后重悬于 0.5 mL的 1%琼脂糖的 EP管中进行

MRI扫描。3.0 T Philips MRI扫描参数：自旋回波 T2加权相

（T2WI），重复时间 (TR)为 2500 ms，回波时间(TE)为 60 ms，扫

描野(FOV)为 130 mm× 104 mm，层厚 3 mm，间距 0.1 mm。扫描

结束后，分别选择每个样品大小一致、同一横截面的 ROI(面积

>30 mm2)测量 T2WI 信号强度，重复 3 次，计算平均值及标

准差。

1.7 统计学分析

采用 SAS软件进行统计分析。符合正态分布的计量资料

以均数± 标准差（x± s）表示。多组间比较采用单因素方差分
析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6的表征

紫外可见分光光谱结果显示在 405 nm紫外吸收峰处,可

见典型的属于 Ce6吸收带,在 200-300 nm紫外吸收峰处,可见

属于 PEG、抗 CD56抗体及 Avastin的吸收带，从而确认了纳米

颗粒的成功形成。通过 TEM可见所有的纳米颗粒均类似于球

形结构（图 2，A），Image J软件检测颗粒的平均直径为 6.37 nm

（图 2，B）。

2.2 细胞装配

流式细胞仪测定结果显示在 0，5，10，15 和 20 滋g/mL 的
Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6溶液在 FL3荧光通道的平均信

号随着浓度的递增，结合的探针逐渐递增（图 3，A）。同时0，5，

10，15和 20 滋g/mL的 Fe3O4-PEG-Avastin@Ce6溶液在 FL3 荧

光通道的平均信号也随着浓度的递增，结合的探针递增（图 3，

B）。Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6与Fe3O4-PEG-Avastin@Ce6

比较则结果显示同样浓度情况下耦联抗 CD56抗体的材料与

NK92细胞结合更多（图 3，C），表明抗 CD56抗体对于探针与

NK92细胞的连接起着关键作用。

图 1 紫外吸收光谱图

Fig.1 UV-vis absorption spectroscopy
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图 2 A.TEM图 B.粒径分布图

Fig.2 A. TEM image B. Size distribution determined from TEM images

2.3 流式检测 NK细胞凋亡

AnnexinV-FITC/PI 检测凋亡细胞比例结果显示，在

0，5，10，15 和 20 滋g/mL 的 Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6 浓

度梯度下,凋亡 NK92细胞的比例无明显改变，表明该探针对

NK92细胞生长活性的影响较小，见图 4。

2.4 细胞悬液MR成像分析

Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6及 Fe3O4-PEG-Avastin@Ce6

标记 NK92细胞后的 T2WI扫描见图 5,随探针浓度增加 T2WI

相对信号逐渐递减，且耦联了抗 CD56抗体的探针 T2WI相对

信号低于未耦联抗 CD56抗体探针的相对信号。组间比较显示

T2WI信号强度差异均有统计学意义（图 6，P<0.05）。

3 讨论

应用纳米技术标记免疫细胞的分子影像学研究，可以无

图 3 流式定量显示细胞摄取材料图

Fig.3 Flow cytometry analysis of cellular uptake
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图 4 Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6对 NK92细胞凋亡比例的影响

Fig.4 Effect of Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6 on the Apoptosis Ratio of NK92 Cells

创、快速的评估 NK细胞的免疫治疗效果及机制[10,11]。经临床证

实，NK92细胞对多种肿瘤具有很强的杀伤效应，且并不引起自

身正常细胞的损伤[8,9]。NK92细胞目前被认为是一种比较理想

的、可在体外培养增殖而应用于肿瘤生物治疗的细胞系[5-7]。

Fe3O4具有好的生物相容性、稳定性及超顺磁性，被广泛应

用于MRI T2负顺磁效应对比剂、靶向药物载体及肿瘤磁热疗

等[12-14]。聚乙二醇（PEG）化的 Fe3O4能够克服网状内皮系统内吞

等限制，增加其稳定性，使其在体内的循环时间增加[15,16]。而

CD56高表达于 NK92细胞表面[17,18]，故该探针链接抗 CD56抗

体，可将 Fe3O4-PEG-COOH携带至 NK92细胞周围，可以更好

的与 NK92细胞结合。本研究通过流式细胞术及 MRI均证明

了链接了抗 CD56抗体的材料可更多的结合 NK92细胞。贝伐

珠单抗（Avastin)是一种重组人源化单克隆 IgG1抗体,其可通

过与各种血管内皮生长因子（VEGF）特异性结合抑制 VEGF的

作用阻断肿瘤的血供，从而抑制肿瘤的生长与扩散，达到抑制

肿瘤生长的目的[19-21]。在纳米载体表面偶联 Avastin，可以通过

抗原抗体特异性反应使结合了探针的 NK细胞聚集于肿瘤部

位，实现其对肿瘤的主动靶向作用。因此将 Avastin结合到纳米

载体后将对肿瘤起到一定的靶向定位作用。
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图 6 不同组间 T2WI相对信号强度对比

Fig.6 Comparison of T2WI signal strength between different groups

本研究设计了靶向 NK92 细胞的纳米探针 Fe3O4-

PEG-CD56/Avastin@Ce6，实验结果显示在实验的不同探针浓

度对 NK92细胞的生长活性无明显影响，提示所制备的靶向探

针低细胞毒性。进一步的结果表明，随着探针浓度的增加，探针

与 NK92 细胞的结合逐渐增加。将标记了不同浓度探针的

NK92细胞重悬于琼脂糖中进行磁共振扫描，结果显示 MRI

信号强度逐渐降低，提示了其靶向分子靶向成像能力。

综上所述,本研究成功合成了具有免疫细胞靶向性的探针

Fe3O4-PEG-CD56/Avastin@Ce6 并进行表征，可在细胞水平

MRI成像监测。为后续研究其用于MRI活体示踪 NK细胞的

肿瘤免疫治疗提供了依据。
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