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巨噬细胞膜仿生纳米铁颗粒制备
及多形性胶质母细胞瘤MRI成像的初步实验研究 *

余宏微 陈静文 贺美娟 范旭辉 王毅晖 王 悍△

（上海交通大学医学院附属第一人民医院放射科 上海 200080）

摘要 目的：探讨巨噬细胞膜仿生的纳米铁颗粒（Fe3O4 NCs@MM）对多形性胶质母细胞瘤MRI成像的研究。方法：制备巨噬细胞

膜仿生的纳米铁颗粒 Fe3O4 NCs@MM，利用动态光散射（Dynamic Light Scattering，DLS）和透射电子显微镜（Transmission Electron

Microscope，TEM）对其水合动力学粒径、表面电势和形态进行表征。采用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sul-

phate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）评价巨噬细胞膜的完整包覆；紫外可见光谱测定巨噬细胞膜仿生的纳米铁颗

粒抗蛋白吸附能力。通过 MRI成像系统，分析了含不同浓度的 Fe元素（0.1-1.6 mM）的 Fe3O4 NCs@MM在 GSH存在或不存在时

的 T1弛豫效应。采用细胞增殖 -毒性实验（Cell Counting Kit-8，CCK-8），测定巨噬细胞膜仿生纳米铁颗粒处理肿瘤细胞 24 h后的

细胞活性。尾静脉注射巨噬细胞膜仿生纳米铁颗粒至原位胶质母细胞瘤模型中，观察成像效果。结果：巨噬细胞膜仿生的纳米铁

颗粒 Fe3O4 NCs@MM的水合动力学粒径和表面电势分别为 286.5± 7.6 nm和 -20.7± 3.5 mV，且在水溶液中分布均匀，具有较好

的单分散性。包覆巨噬细胞膜的纳米铁颗粒具备抗蛋白吸附的能力。MRI成像显示，制备的巨噬细胞膜仿生的纳米铁颗粒 Fe3O4

NCs@MM为 GSH响应型MRI对比剂，具有较好的 T1-加权磁共振成像效果，在尾静脉注射巨噬细胞膜的纳米铁颗粒 0.5 h后，

肿瘤部位的信号可见增强。结论：巨噬细胞膜仿生的纳米铁颗粒 Fe3O4 NCs@MM可实现多形性胶质母细胞瘤的MRI成像。
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Experimental Study of Nanoparticles with Biomimetic Macrophage

Membrane for MRI Imaging of Glioblastoma*

To investigate the MRI imaging of glioblastoma multiforme with nanoparticles biomimetic to macrophage

cell membrane (Fe3O4 NCs@MM). The nanoparticles with macrophage cell membrane (Fe3O4 NCs@MM) were prepared and

characterized by Dynamic Light Scattering (DLS) and Transmission Electron Microscope (TEM). Sodium dodecyl sulphate-polyacry-

lamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was used to evaluate the complete coating of extracted macrophage cell membranes. The an-

ti-protein adsorption ability of nanoparticles with macrophage cell membrane was determined by UV-VIS spectroscopy. The T1 relaxation

effects of Fe3O4NCs@MM with Fe at different concentrations (0.1-1.6 mM) in the presence or absence of GSH were analyzed by MRI.

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) was used to determine the cell activity of tumor cells treated with macrophage cell membrane bionic

nanoparticles for 24 h. Glioblastoma-bearing mice were injected with macrophage cell membrane biomimetic nanoparticles and scanned

by MRI. The hydration kinetic particle size and surface potential of macrophage cell membrane biomimetic nanoparticle (Fe3O4

NCs@MM) were 286.5± 7.6 nm and -20.7± 3.5 mV respectively, with good monodispersion. Nanoparticles coated with macrophage

cell membrane can successfully resist protein adsorption. MRI imaging showed that the prepared macrophage membrane bionic nanopar-

ticles (Fe3O4 NCs@MM) were considered as GSH-responsive MRI contrast agents for T1-weighted MRI imaging. The enhanced signal at

the tumor site can be observed at 0.5 h post-injection of Fe3O4 NCs @MM. MRI imaging of glioblastoma multiforme can be

achieved by biomimetic nanoparticles of macrophage cell membrane (Fe3O4 NCs@MM).
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前言

多形性胶质母细胞瘤（Glioblastoma multiforme，GBM）是

最常见的WHO IV级胶质瘤，占所有神经胶质瘤的一半以上，

是致死率最高的恶性肿瘤之一[1,2]。目前治疗 GBM的方法包括

手术切除、化疗、放疗以及新兴的免疫治疗、基因治疗、光疗和

热疗等 [3]，但大多数 GBM患者的中位生存期大约只有 15个

月，长期生存时间超过 5年的患者不到 5%[4-7]。因此，改善 GBM

早期诊断与治疗具有重要意义。

由于血脑屏障（blood-brain barrier，BBB）[8]及血脑肿瘤屏障

（blood-brain tumor barrier，BBTB）[9,10]的存在，限制了对比剂或

治疗药物在神经系统肿瘤中的应用，因此探索能顺利穿过

BBTB的新型载药体系，可提高 GBM早期诊断效率[11]。近年

来，随着纳米医学技术的发展，尤其是分子影像学的出现，纳米

载体递送体系成为促进药物跨 BBTB转运的研究热点[12]。经仿

生细胞膜修饰的智能纳米递送体系在增强脑靶向性、提高载药

量等方面受到越来越多的关注，一方面其可以减少炎症反应，

另一方面可以避免网状内皮系统（Reticuloendothelial System，

RES）的清除，延长血液循环时间[13,14]，从而促进了递送的物质

在脑实质的蓄积[15]。值得注意的是，巨噬细胞表面过表达的整

合素 琢4、茁1可以与肿瘤细胞表面血管细胞粘附分子 -1（vascu-

lar cell adhesion molecule-1，VCAM-1）相结合，实现对肿瘤的靶

向[16-18]。且巨噬细胞表面的巨噬细胞 -1抗原（Mac-1）也使它们

能够穿透血脑屏障，有效靶向胶质瘤[19]。MRI成像由于有较好

的软组织分辨率和多方位、多参数成像的优势，是 GBM常用

的诊断方法，超小 Fe3O4呈现出良好的生物相容性和低细胞毒

性，具有高成像分辨率等优点，被认为是钆基对比剂的理想替

代品，可作为潜在的 T1磁共振成像对比剂，在临床上具有重要

的应用价值[20]。在超小 Fe3O4的基础上合成的 Fe3O4纳米团簇

（Fe3O4 NCs）具有更好的稳定性和生物相容性，并更容易被细

胞吞噬。在高 GSH的还原性条件下，Fe3O4 NCs纳米团簇会解

离成单个且分散均匀的超小 Fe3O4 NPs，可以用于 T1 MR 成像
[21]。因此，我们设想用巨噬细胞膜包裹 Fe3O4 NCs（Fe3O4

NCs@MM），研究其对原位多形性胶质母细胞瘤的 MRI成像

效果。

1 材料和方法

1.1 材料

三氯化铁（Iron chloride，FeCl3，阿达玛斯（上海）试剂有限

公司）；无水乙酸钠（Sodium acetate anhydrous，NaOAc，国药集

团化学试剂有限公司）；一缩二乙二醇（Diethylene glycol，DEG，

国药集团化学试剂有限公司）；柠檬酸钠二水合物（Sodium cit-

rate dihydrate，阿拉丁试剂（上海）有限公司）；1-（3-二甲氨基丙

基）-3 乙基碳二亚胺盐酸盐 （1-（3-Dimethylaminopropyl）

-3-ethylcarbodiimide hydrochloride，EDC，吉尔生化有限公司）；

N-羟基琥珀酰亚胺（NHydroxysuccinie NHS，吉尔生化有限公

司）；胱胺二盐酸盐（Cystamine dihydrochloride，梯希爱（上海）

化成工业发展有限公司）；替莫唑胺（Temozolomide，TMZ，西格

玛奥德里奇（上海）贸易有限公司）；DMEM细胞培养液（Hy-

clone公司），青霉素 -链霉素（杭州吉诺生物科技有限公司）；

双辛可宁酸（BCA）蛋白定量试剂盒（上海碧云天生物技术有限

公司）；苄基磺酰氟（Phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF，上海

碧云天生物技术有限公司碧云天公司）；JEOL 2010F透射电子

显微镜（日本电子株式会社）；纳米粒度分析仪（英国 Malvern

Zetasizer公司）；电感耦合等离子体发射光谱仪（美国 Leeman

公司）；核磁共振成像仪 0.5 T NMI20（上海纽曼电子科技有限

公司）。

1.2 材料的合成

1.2.1合成表面柠檬酸稳定的超小四氧化三铁纳米颗粒 Fe3O4

NPs 准备所需药品试剂，使用精密电子天平称量所需要量的

原料：无水三氯化铁 648.8 mg，柠檬酸钠（Na3Cit）471 mg,无水

醋酸钠 1312 mg，一缩二乙二醇（又名甘二醇，DEG）40 mL。无

水三氯化铁加入一缩二乙二醇中，超声震荡半小时以上直至

完全溶解。将柠檬酸钠（Na3Cit）加入到上述溶液中，80℃水浴

锅内搅拌 2 h，柠檬酸钠完全溶解后，将无水醋酸钠加入其中，

持续搅拌至粉末完全溶解后，将溶液转移至 50 mL高压反应釜

中，设置烘箱温度为 200℃，反应 4 h。反应结束后冷却至室温，

将产物全部转移至 50 mL离心管中，以转速 13000 rpm 4℃的

条件离心 30 min，弃去上清液，沉淀使用适量无水乙醇回溶，重

复操作 3次，最终将沉淀物放在真空干燥箱中 60℃烘干，得到

表面柠檬酸稳定的超小四氧化三铁纳米颗粒（Fe3O4 NPs）。

1.2.2 合成四氧化三铁纳米团簇Fe3O4 NCs 称取前述合成的

超小四氧化三铁纳米颗粒 Fe3O4 NPs 50 mg，将其溶解于 5 mL

超纯水中，超声震荡助溶，溶解后持续搅拌，往溶液中逐滴缓慢

滴加 EDC（206.5 mg，1 mL超纯水），30 min后，逐滴缓慢滴加

NHS（124 mg，1 mL超纯水），用于活化 Fe3O4 NPs上的羧基，反

应 3 h。随后，往溶液中滴加 Cys（98.5 mg，1 mL超纯水），搅拌 3

天。使用截留分子量为 10000的纤维膜透析袋于 PBS中透析 1

天，然后在超纯水中透析 2天，最终得到二硫键交联的四氧化

三铁纳米团簇 Fe3O4 NCs溶液。

1.2.3 巨噬细胞膜包裹Fe3O4 NCs，制备Fe3O4 NCs@MM 培养

小鼠巨噬细胞（RAW264.7），待其长至对数生长期，计数 107

个，使用胰酶消化，在 1000 rpm转速下离心 5分钟，得到细胞

沉淀。用无菌的 PBS溶液清洗 3次。向沉淀中加入 3mL含 10%

的 PMSF的低渗细胞裂解液，在冰浴中孵育 15分钟。使用冻融

法反复冻融三次（快速放于 -20℃使其冷冻，快速融化使其达

到 37℃）。以 850× g的离心力离心 15分钟，温度设置为 4℃，

离心结束后除去沉淀，设置离心力为 16000× g，将上清液离心

30分钟，留下沉淀。将沉淀重悬于 1 mL的 PBS溶液中，即可得

到巨噬细胞膜的悬液。将 1 mL的 Fe3O4 NCs与 1 mL的巨噬细

胞膜悬液搅拌，使用 Avanti微型挤出机将溶液挤出 11次，然后

10000 rpm，30 min 离心去除多余的细胞膜囊泡，制备得到

Fe3O4 NCs@MM。

1.3 材料的表征

1.3.1 水合动力学粒径、Zeta电势和 PDI测试 配制质量浓度

为 1 mg/mL的 Fe3O4 NPs、Fe3O4 NCs、Fe3O4 NCs@MM，使用动

态光散射（DLS）分别测试其在室温下的水合动力学粒径和表

面电势变化，每个样品重复检测 3次。

1.3.2 巨噬细胞膜完整性的评估 利用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS-PAGE）测试评价提取的巨噬细胞膜的完整包覆。使
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用碧云天牌 BCA 蛋白定量试剂盒测定巨噬细胞膜悬液

（Macrophage，CMs）、Fe3O4 NCs@MM中的蛋白含量，并用 PBS

调节蛋白浓度到相同的 1.0 mg/mL。取 5 滋L的蛋白Marker上

样到第一条泳道。取 20 滋L的巨噬细胞膜悬液、Fe3O4 NCs和

Fe3O4NCs@MM依次加至泳道。设置跑胶电源的电流为100mA，

时间为 30 min。结束以后将胶取出，使用考马斯亮蓝超快染液

浸泡 30 min。加入超纯水，使其在摇床上脱色 2 h。使用数码扫

码仪采集预制胶上的蛋白条带。

1.3.3 抗非特异性蛋白吸附评估 为了验证巨噬细胞膜包覆

对纳米颗粒的抗非特异性蛋白吸附能力的影响，使用紫外可见

光谱测定了 Fe3O4 NCs（未包覆）和 Fe3O4 NCs@MM（巨噬细胞

膜包覆后）对非特异性蛋白吸附能力的变化。称量 11 mg的牛

血清白蛋白（BSA），使其溶解于 PBS中，并与 Fe3O4 NCs（未包

覆）和 Fe3O4 NCs@MM（巨噬细胞膜包覆后）混合，制成不同 Fe

浓度（0.1、0.2、0.4、0.8、1.6 mM）的 BSA溶液，最终 BSA浓度为

1 mg/mL。同时，也制备了浓度为 1 mg/mL的 BSA溶液用于对

照。将上述溶液置于恒温水浴锅中，在 37℃下孵育 2小时。孵

育后，离心 30分钟，以 14000 rpm收集上清液，并使用紫外可

见分光光度计测量孵育前后 BSA溶液（1 mg/mL）在 278 nm处

的吸光值。通过比较吸光值的差异（△ Absorbance），评估 Fe3O4

NCs和 Fe3O4 NCs@MM的抗蛋白吸附能力。

1.3.4 透射电子显微镜（TEM）测试 用超纯水将合成的 Fe3O4

NPs和 Fe3O4 NCs@MM配成浓度约为 1 mg/mL，分别取 5 滋L
滴在铜网上，使用电烤灯照射 10min，至干燥以后用于TEM测试。

1.4 T1弛豫率性能测试

首先通过 ICP-OES测定中 Fe元素的含量，然后分别配制

两管不同浓度 Fe元素（[Fe] = 0.1、0.2、0.4、0.8和 1.6 mM）的溶

液各 1 mL。将其共分为两组，一组加入 GSH（10 mM），另一组

不加 GSH。使用 3.0 T磁共振成像仪测量不同 Fe浓度下样品

的 T1弛豫时间，横坐标为 Fe浓度，纵坐标为弛豫时间的倒数

（1/T1），进行线性拟合，得到回归方程，绘制图像，斜率即为材

料的 T1弛豫率（r1）。扫描参数如下：自旋回波 T1加权相，重复

时间 TR = 500 ms，回波时间 TE = 15 ms，层厚（slice sickness）

=1 mm，层间距（slice space）= 0.8 mm，扫描野 FOV=100 mm×

80 mm。

1.5 CCK-8法检测细胞毒性

复苏脑胶质瘤 C6细胞，待其传代 3次以后，细胞状态稳定

且生长良好，此时进行铺板，按照每孔 10000个细胞接种在 96

孔板中，其中，B2-G2为空白板，不接种细胞。B3-G3为对照组，

加入的是 DMEM完全培养基。在 96孔板的最外圈加上 PBS

防止液体蒸发。将细胞置于 5% CO2、37℃的细胞培箱中孵育

12 小时，使细胞完全贴壁。取冻干的 Fe3O4 NCs 和 Fe3O4

NCs@MM，分别使用 DMEM完全培养基溶解配制成浓度 100

滋g/mL 、200 滋g/mL、500 滋g/mL、800 滋g/mL、1000 滋g/mL、1200
滋g/mL、1500 滋g/mL、2000 滋g/mL。弃去旧的培养基，加入上述
配好的不同材料。培养 24小时后，弃去旧的培养基，加入配制

CCK-8检测工作液，5% CO2、37℃的细胞培箱孵育 2 h，使用酶

标仪检测 450 nm波长处的吸光度（OD）值。计算细胞活力。

1.6 原位瘤模型的构建及体内MR成像

首先构建胶质瘤原位瘤模型。消化计数 C6细胞，将细胞浓

度调整为 2× 107/mL，置于冰上。按照剂量 50 mg/kg的舒泰 50

对 ICR小鼠进行腹腔麻醉。麻醉后，对小鼠进行脱毛处理并使

用立体定位仪固定小鼠，用 75 %酒精消毒小鼠头皮。沿着额顶

正中线切开头皮约 1 cm，找到前囟。在前囟后 2 mm、正中线右

侧 2 mm的位置，使用微型钻孔器进行钻孔。使用微量注射器

吸取 5 滋L细胞并固定在立体定位仪上，向下进针 3 mm。以

1 滋L/min的速度缓慢将肿瘤细胞注入颅内，注射完毕后留针
10分钟。缓慢退出微量注射器，并使用棉签压迫止血。缝合头

皮并使用碘伏棉球进行消毒。观察小鼠的反应，给小鼠保温并

等待动物清醒后将其放回饲养笼中。每三天进行 MRI扫描以

观察是否形成了肿瘤。当原位胶质母细胞瘤成瘤后，经过尾静

脉注射 10 mg/mL Fe3O4 NCs和 Fe3O4 NCs@MM，分别在注射

前、注射后 0.5 h、1 h和 2 h观察成像效果。MRI扫描参数如

下：重复时间（TR）为 500 ms，回波时间（TE）为 15 ms，扫描野

（FOV）为 60 mm× 60 mm，层厚为 2 mm。

1.7 统计学分析

采用 GraphPad Prism 8.4.0对数据进行统计分析，多组组

间差异使用 one-way analysis of variance（ANOVA）检验，当

P<0.05时具有统计学差异。

2 结果

2.1 Fe3O4 NPs、Fe3O4 NCs和 Fe3O4 NCs@MM的表征

2.1.1水合动力学粒径、Zeta电势和 PDI测试结果 使用 Zeta-

sizer 纳米粒度分析仪测试 Fe3O4 NPs、Fe3O4 NCs 和 Fe3O4

NCs@MM在水中的水合动力学粒径、Zeta电势和分散性指数

（PDI）。如表 1所示，Fe3O4 NPs的电势为 -45.2± 1.5 mV，粒径

为 80.9± 3.2 nm，Fe3O4 NCs的电势为 -30.1± 2.6 mV，粒径为

382.3± 6.9 nm，电势上升，粒径增加，证明了四氧化三铁纳米团

簇（Fe3O4 NCs）的成功合成。当使用巨噬细胞膜仿生包裹 Fe3O4

NCs后，其电势升高至 -20.7± 3.5 mV，相对于带正电荷的材料

而言，Fe3O4 NCs@MM整体仍带负电荷，在生物体内的分散性

更好，更容易被肝脾系统清除，因此具有良好的生物安全性。包

膜后水合粒径降至 286.5± 7.6 nm，细胞膜本身是由脂质双层

组成的，而纳米材料在与膜相互作用时，会被膜表面的脂质分

子包裹并形成纳米复合体，使其表面暴露出较少的材料，从而

导致其粒径变小。PDI值越小表示纳米材料粒径分布越均匀，

Fe3O4 NPs、Fe3O4 NCs和 Fe3O4 NCs@MM的 PDI均小于 0.5，表

明合成的纳米材料尺寸分布均匀。

2.1.2 透射电子显微镜（TEM）测试结果 通过 TEM 观察

Fe3O4 NPs和 Fe3O4 NCs@MM的形貌和尺寸。如图 1（A）所示，

Fe3O4 NPs形貌规整且尺寸分布均一。图 1（B）显示巨噬细胞膜

成功包覆 Fe3O4 NCs。图 1（C）是使用 Image J软件统计分析出

Fe3O4 NCs@MM 的粒径分布频率直方图，得出 Fe3O4

NCs@MM的粒径为 99.5± 4.6 nm。

2.1.3 巨噬细胞膜完整性和功能性评价 采用 SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳（SDS-PAGE）评估了 Fe3O4 NCs@MM上的细胞膜

包覆情况。测试前先用 BCA 蛋白定量试剂盒定量分析

Macrophage CMs和 Fe3O4 NCs@MM 中的蛋白含量，调整浓

度，使得上样时蛋白含量保持一致。
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图 1 Fe3O4 NPs（A）和Fe3O4 NCs@MM（B）TEM成像结果和粒度分布直方图（C）

Fig.1 TEM images of Fe3O4 NPs (A) and Fe3O4 NCs@MM (B). Histogram of the particle size distribution of Fe3O4 NCs@MM (C)

如图 2所示，在未包膜的 Fe3O4 NCs组没有观察到相关的

蛋白条带，而巨噬细胞膜组（Macrophage CMs）和包膜后的

Fe3O4 NCs@MM显现出与一致的蛋白条带，证实了材料上成功

包覆了巨噬细胞膜。

2.1.4 抗非特异性蛋白吸附评估 采用采用紫外 -可见光谱

仪测定了 Fe3O4 NCs和 Fe3O4 NCs@MM对非特异性蛋白吸附

能力的变化，评估材料的抗蛋白吸附能力。结果如图 3所示，

Fe3O4 NCs@MM 的吸光度 △ Absorbance 变化明显低于

Fe3O4NCs，表明巨噬细胞膜的包覆能够赋予 Fe3O4 NCs@MM

良好的抗蛋白吸附能力。

2.2 弛豫率性能测试结果

采用核磁共振成像仪检测 Fe3O4 NCs@MM的成像性能及

弛豫率，结果如图 4所示，Fe3O4 NCs@MM在 GSH（10 mM）存

在条件下的 T1弛豫率 r1=3.6 mM-1s-1，是不存在 GSH时弛豫率

0.5 mM-1s-1的 7.2倍。表明 GSH响应的 Fe3O4 NCs@MM可以

作为 T1 MR对比剂，有良好的 T1 MR成像性能。

2.3 CCK-8法检测细胞毒性结果

用不同浓度 （100 滋g/mL、200 滋g/mL、500 滋g/mL、800
滋g/mL、1000 滋g/mL、1200 滋g/mL、1500 滋g/mL、2000 滋g/mL）的
Fe3O4 NCs、Fe3O4 NCs@MM与 C6细胞共孵育 24小时后，采用

CCK-8试剂盒检测 C6细胞的活性。结果显示，当 Fe离子浓度

在 1500 滋g/mL及以下时，与 Fe3O4 NCs@MM共培养的肿瘤细

胞活性可维持在 80 %以上。

2.4 原位瘤模型中材料的MR成像

采用 3.0 T MR设备对原位移植瘤模型小鼠进行成像性能

的评价，结果如图 6所示，Fe3O4 NCs和 Fe3O4 NCs@MM均具

有较好的体内 T1成像性能，经尾静脉注射纳米材料 0.5 h后，

肿瘤可见强化，1 h 后开始减弱。巨噬细胞膜包裹以后 Fe3O4

表 1 Fe3O4 NPs、Fe3O4 NCs和Fe3O4 NCs@MM的水合动力学粒径、Zeta电势和 PDI

Table 1 Hydration kinetic particle size, zeta potential and PDI of Fe3O4 NPs, Fe3O4 NCs and Fe3O4 NCs@MM

Samples Zeta potential (mV) Hydrodynamic size (nm) Polydispersity index (PDI)

Fe3O4 NPs -45.2± 1.5 80.9± 3.2 0.25± 0.03

Fe3O4 NCs -30.1± 2.6 382.3± 6.9 0.31± 0.04

Fe3O4 NCs@MM -20.7± 3.5 286.5± 7.6 0.43± 0.04

图 2 Fe3O4 NCs、巨噬细胞膜（Macrophage CMs）和Fe3O4 NCs@MM的

SDS-PAGE分析结果

Fig.2 Results of SDS-PAGE analysis of Fe3O4 NCs, macrophage

membranes (Macrophage CMs) and Fe3O4 NCs@MM

图 3 Fe3O4 NCs和Fe3O4 NCs@MM的抗蛋白吸附评估

Fig.3 Evaluation of anti-protein adsorption of Fe3O4 NCs and Fe3O4

NCs@MM
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图 5 C6细胞与不同浓度的Fe3O4 NCs、Fe3O4 NCs@MM共孵育 24 h后

的细胞活力

Fig.5 C6 cell viability after 24 h incubation with different concentrations

of Fe3O4 NCs and Fe3O4 NCs@MM

图 6 Fe3O4 NCs、Fe3O4 NCs@MM在原位移植瘤模型中的成像效果评价

Fig.6 In vivo T1-weighted MR images of Fe3O4 NCs, Fe3O4 NCs@MM in the orthotopic GBM

NCs@MM增强效果比未包覆巨噬细胞膜的 Fe3O4 NCs更加显

著，分析结果可能与巨噬细胞膜包裹以后增加了肿瘤部位材料

聚积有关。因此，结果表明 Fe3O4 NCs@MM能够实现原位脑胶

质瘤的MR成像。

图 4 在有无 GSH条件下，不同 Fe浓度下Fe3O4 NCs@MM的 T1 MR成像结果（A）及弛豫率（B）

Fig.4 T1-weighted MR images (A) and corresponding plots 1/T1 (B) of Fe3O4 NCs@MM in the presence and absence of GSH (10 mM) at different Fe

concentrations

3 讨论

通过以上结果表明，本研究成功采用溶剂热法制备了超小

四氧化三铁纳米颗粒 Fe3O4 NPs，通过二硫键使其形成四氧化

三铁纳米团簇 Fe3O4 NCs，并使用巨噬细胞膜仿生包覆，得到了

具有靶向胶质母细胞瘤的新型纳米材料 Fe3O4 NCs@MM。采用

紫外分光光度计、纳米粒度分析仪、透射电子显微镜（TEM）、核

磁共振成像仪等方法对制备的纳米材料 Fe3O4 NPs，Fe3O4 NCs

和 Fe3O4 NCs@MM进行表征，结果显示纳米材料粒径分布均

匀，且纳米材料带负电荷，具有良好的生物安全性。SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）结果证明了 Fe3O4 NCs@MM上

的细胞膜的成功包覆，抗非特异性蛋白吸附评估实验结果表明

巨噬细胞膜的包覆能够赋予 Fe3O4 NCs@MM良好的抗蛋白吸

附能力。为进一步研究巨噬细胞膜仿生的多功能纳米铁颗粒的

MR成像性能，采用核磁共振成像仪分别测定溶液的弛豫时

间，计算得知 Fe3O4 NCs@MM在 GSH（10 mM）存在条件下的

T1弛豫率 r1=3.6 mM-1s-1，表明 GSH响应的 Fe3O4 NCs@MM可

以作为 T1 MR对比剂，有良好的 T1 MR成像性能。此部分实验

结果为后续的细胞及动物实验奠定了基础。

在体外细胞实验中，通过 CCK-8法测试了纳米材料的细

胞毒性，结果证明当 Fe浓度在 1500 滋g/mL及以下时，与纳米
材料共孵育的细胞活性仍在 80 %以上。体内动物实验中，采用

原位多形性胶质母细胞瘤 ICR小鼠模型，评估纳米材料的 T1

MR成像效果，结果证明，巨噬细胞膜包覆的 Fe3O4 NCs@MM

成像效果优于单纯超小四氧化三铁纳米颗粒 Fe3O4 NPs。因磁

共振成像空间分辨率高、组织穿透力强[22]，对于胶质母细胞瘤

早期诊断至关重要，因此 Fe3O4 NCs@MM作为潜在的 T1磁共

振成像对比剂，在临床上具有重要的应用价值[21]。
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综上所述，本研究成功合成了四氧化三铁纳米团簇

Fe3O4NCs，通过物理包裹的方式在其表面包裹了巨噬细胞膜，

成功制备了 Fe3O4 NCs@MM纳米平台，使其具有免疫逃避功

能，避免了免疫细胞的吞噬，增强了纳米平台在原位胶质母细

胞瘤中的精准递送。同时，本研究新开发的纳米平台含二硫键

（S-S键），对肿瘤细胞中较高浓度的 GSH具有还原响应性[23]，

能够在肿瘤微环境条件下实现原位胶质母细胞瘤的磁共振的

T1WI，提供更丰富的诊断信息，并且为后续的诊疗一体化研究

中的精准药物释放奠定了实验基础。

随着胶质母细胞瘤分子生物学研究的进展，其诊断和治疗

方式也随之发生了改变[24]。因肿瘤异质性的存在，使得胶质母

细胞瘤术后化疗的敏感性不同，并产生治疗抵抗[25]，而且化疗

药物的研发速度缓慢，临床可供选择的药物单一[26]。因此，基于

多功能纳米材料的精准靶向治疗，为 GBM的诊疗提供了新思

路、新方法。在基础研究方面，有文献报道 Fe3O4可以促进巨噬

细胞向抗肿瘤的M1型极化[27]。M1型极化的巨噬细胞可以产生

iNOS、TNF-琢等因子，抑制肿瘤细胞的生长[28,29]，诱导巨噬细胞

向 M1型分化可以作为抗肿瘤免疫治疗的新方法[30]，因此本研

究合成的 Fe3O4 NCs@MM对肿瘤微环境中巨噬细胞的影响及

调控作用值得进一步探讨研究。
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