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靶向多肽修饰的磁性纳米粒子在肿瘤成像中的应用
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摘要:磁性纳米粒子在磁共振肿瘤成像中的应用已经得到广泛关注,相关研究也取得了各种突破性进展。与早期

的被动模式相比,近年来发展的主动靶向性磁共振分子影像技术对靶器官具有高度的选择性和特异性,因此能提

供更接近病理的相关信息,有更广阔的应用前景。围绕磁性氧化铁纳米粒子的肿瘤靶向成像应用,着重介绍靶向

多肽修饰的磁性氧化铁纳米粒子的制备及其在疾病诊断应用,尤其是在肿瘤早期影像诊断方面的研究进展。
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Abstract:Theapplicationsofmagneticironoxidenanoparticlesinmagneticresonancetumorimaginghave
receivedgreatattention.Somerelatedresearchesalsomadevariousbreakthrough.Inrecentyears,theac-
tivetargetingmagneticresonancemolecularimagingtechnologywithhighselectivityandspecificitycan
providemoreinformationclosertopathology,soithasawiderapplicationprospectcomparedwiththeear-
lypassivetargetingmode.Thisreviewmainlydiscussesthesynthesisofmagneticironoxidenanoparticals
modifiedwithtargetingpeptideandtheirMRIapplications,especiallyin molecularimagingofearly
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随着社会的发展,人们生活环境的变化,恶性肿瘤的发病率和死亡率呈明显上升的趋势,严重威胁着人

类生命和健康。2014年世界卫生组织预测,到2025年全球癌症新发病人数将达到1900万,2035年将增至

2400万,恶性肿瘤将是21世纪人类的“头号杀手”。而中国2014年新增癌症病例307万,占全球总数的

21.8%。癌症死亡人数约220万,占到全球癌症死亡人数的26.9%[1],恶性肿瘤已经成为导致人类死亡的

主要疾病之一。目前治疗肿瘤的关键在于提高肿瘤的早期检测和转移诊断,然而恶性肿瘤早期诊断技术的

发展仍处于起步阶段。
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近年来,随着纳米科学的发展,纳米材料在检测、诊断及治疗肿瘤等方面均展示出了广阔的应用前景。
其中造影剂辅助的核磁共振成像(magneticresonanceimaging,MRI)是目前肿瘤诊断的最好方法之一[2]。
但是由于核磁共振成像的低灵敏性以及造影剂的非特异性,导致肿瘤早期诊断较为困难。在过去20年,已
开发了各种无机材料作为商业化造影剂[3-6],在众多的纳米材料中,磁性纳米粒子(magneticnanoparticles,

MNPs)以其超顺磁特性在磁共振成像中表现出独特的造影剂功能。其具有良好的生物安全性、生物相容性

以及表面的多功能性,现已成为生物医学中肿瘤核磁共振成像诊断实际应用最成功的纳米材料之一[7-13]。
根据肿瘤造影成像的特点不同,磁共振肿瘤成像可分为被动靶向模式和主动靶向模式[14]。然而与早期

的被动靶向模式相比,近年来发展的主动靶向性纳米载体分子影像探针对靶向器官具有高度的选择性和特

异性,其主要是利用肿瘤组织表面存在的与正常组织不同的抗原分子,将具有肿瘤靶向性的单克隆抗体或者

小分子靶向药物包括蛋白质、多肽和适配体及具有靶向功能的小分子(如叶酸等)与磁性纳米粒子相结合,构
建具有靶向性的分子影像探针[15]。因此能提供更接近病理的相关信息,具有更广阔的应用前景。然而构建

靶向性肿瘤分子探针,最重要的是发现及合成对某种特定肿瘤具有特异性亲和作用的靶向分子。这种靶向

分子能够引导探针及药物分子甚至是纳米粒子进入特定的肿瘤细胞,且必须要区分健康组织和患病组织。
由此可见,基于主动靶向造影模式的肿瘤分子影像在肿瘤早期诊断与鉴别诊断方面表现出更大的技术优势。

因此,近年来将多功能磁性纳米粒子与可以有效识别肿瘤的靶向性多肽进行偶联,进而获得可主动识别

肿瘤的多功能分子影像探针,有效实现对微小肿瘤的早期诊断,已成为肿瘤成像诊断的一个重要的发展趋

势。这些具有主动识别功能的探针不仅可以用于疾病相关研究,同时有望用于恶性肿瘤的早期诊断及鉴别

诊断。同时,磁性纳米粒子作为核磁共振成像造影剂,其从被动识别向主动靶向的发展,催生了磁共振分子

影像(molecularimaging)又一崭新的研究领域。利用核磁共振成像技术在活体状态下从分子和基因水平对

肿瘤进行更早期和更特异性的检测和诊断治疗。

1 磁性氧化铁纳米粒子

目前,用于肿瘤磁共振造影成像的纳米造影剂主要分为两类,即顺磁性造影剂和超顺性造影剂。其中,
超顺性纳米材料以其独特的性质在生物应用方面发展较早,包括Fe3O4、γ-Fe2O3、Fe、Co、FeCo、FePt及

CoPt等[16]。由于Fe纳米颗粒在实际应用中容易被氧化而不稳定,且含有Pt从而具有潜在的生物毒性,所
以目前为止用于 MRI的超顺磁纳米粒子主要是氧化铁纳米粒子。按照纳米粒子的流体力学尺寸,可粗略地

分为SPIO(smallparticleofironoxide)和USPIO(ultrasmallparticleofironoxide)。一般认为流体力学尺

寸大于50nm的磁性氧化铁纳米粒子为SPIO型造影剂,而小于50nm的磁性氧化铁纳米粒子为USPIO型

造影剂[17]。
到目前为止,全世界已经有多种商品化氧化铁纳米颗粒造影剂上市[8-10,12-13]。其中,美国Berlex实验室

开发的菲立磁(FeridexIV)是市场上为数不多的基于磁性纳米氧化铁设计并得到美国FDA批准的造影剂。
菲立磁是用于肝部造影的核磁共振成像T2加权造影剂,用于伴有网状内皮系统改变的肝脏病变的检出和

定性评价[18]。而且,以磁性纳米颗粒为基础,已经形成了近10种不同临床阶段的产品[9](表1)。

表1 商品化或处于临床前期的磁性氧化铁造影剂[9]

序号 化合物名称 分类 尺寸/nm 表面修饰 功能

1 Ferristene(OMP) SPIO 3500 磺酸苯乙烯-二乙烯基苯共聚物 胃肠道造影

2 Ferumoxsil(AMI-121) SPIO 300 硅氧烷 胃肠道造影

3 Ferrixan SPIO 60 葡聚糖 肝部造影

4 Ferumoxide SPIO 120~180 葡聚糖 肝部造影

5 (SHU555U) USPIO ≤20 葡聚糖 血管造影

6 Ferumoxtran-10 USPIO 20~40 葡聚糖 淋巴结、肝部、血管造影

7 Feruglose USPIO 20 聚乙二醇;PEG化淀粉 淋巴结、肝部、血管造影

8 VSOP-C184 USPIO 7 柠檬酸盐 血管造影

  由此可见,超顺磁纳米造影剂在核磁共振成像领域已经具有广阔的应用前景。然而这些产品基本上通

过组织、器官对纳米材料的摄取来实现的,属于被动靶向模式。随着靶向性生物分子的不断发展,逐渐涌现
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出多种高质量、生物相容性修饰及表面生物功能修饰的氧化铁纳米粒子,更加适用于靶向性肿瘤成像。

2 靶向多肽

靶向多肽是一类功能较强的生物活性分子,在细胞的生长、发育及细胞信号传递等方面扮演着重要角

色。其具有分子量小、抗肿瘤特异性强且免疫原性较低等特性,已引起了人们的极大关注。多肽分子来源广

泛,目前主要通过化学合成、生物体内提取及噬菌体肽库筛选技术等途径获得[19]。其中特异性靶向多肽是

一类值得关注的生物分子,通过与某些功能分子的偶联作为分子探针,可实现肿瘤的靶向性诊断与治疗。特

异性靶向多肽既可用于探测肿瘤细胞表型特征,又可将其与抗癌药物结合进行靶向治疗,同时还可作为体内

肿瘤的成像制剂,用于肿瘤及肿瘤细胞微转移的早期检测。
自1996年Pasqalini等[20]首先使用噬菌体展示肽库从动物体内筛选出靶向多肽以来,通过噬菌体肽库

筛选技术获得的靶向多肽越来越多,其特异性也得到验证。其中小于20个氨基酸的靶向性短肽分子在生物

应用领域应用前景广泛。1998年,Arap等[21]成功地筛选到两条能与肿瘤血管特异结合的多肽,包含了

RGD和NGR序列。其中,RGD多肽(arginine-glycine-asparticacid,RGD)的氨基酸序列为CDCRGD-CFC,
故命名为RGD-4C。进一步研究发现,RGD多肽存在于纤维连接蛋白分子中,它不但能抑制细胞黏连、侵入

以及肿瘤细胞介导的血小板凝集,还能阻止微血管的形成。另外,RGD多肽与肿瘤血管中高表达的整合素

αVβ3和αVβ5具有较强的亲和力,可通过抑制内皮细胞的增殖及与细胞外基质的黏附,减缓肿瘤血管的形成。
因此以RGD构建的分子影像探针可被用于多种肿瘤模型,如乳腺癌、恶性黑色素瘤及鳞状上皮细胞癌等的

体内诊断。
随着噬菌体展示技术的不断发展,更多的靶向多肽被筛选出来,其靶向性也被慢慢得到验证(表2)。蝎

氯毒素(chlorotoxin,CTX)是一种由36个氨基酸组成的多肽,CTX可以特异性识别胶质瘤细胞中高表达的

MMP-2,因而可以特异性地对胶质瘤进行成像[22]。Cho等[23-24]通过体内噬菌体展示技术和原位结肠癌动

物模型相结合筛选出一种新型的肿瘤靶向多肽TCP-1多肽(环状多肽CTPSPFSHC)。这个多肽序列在体

内可以特异性地结合结肠肿瘤新生的血管细胞(CD31+阳性细胞)而不会结合到正常组织。

表2 靶向多肽修饰的磁性纳米粒子在肿瘤成像中的应用[25]

序号 靶向多肽分子 靶标 肿瘤应用 参考文献

1 TCP-1(环状多肽CTPSPFSHC) CD31+阳性细胞 结肠癌 [24]

2 TATpeptide(GRKKRRQRRRPQ) Stemcells 干细胞 MR成像 [26]

3 RGDpeptide αVβ3integrins
乳腺癌、肠癌、恶性黑色素癌及

鳞状上皮细胞癌等细胞成像
[27-31]

4 GREKApeptide Clottedplasmaproteins 乳腺癌 [32]

5 CVHSPNKKC VCAM-1 动脉粥样硬化病 [33]

6 Chlorotoxinpeptide MMP-2 胶质瘤 [22]

7 BN(BCDDDGQRLGNQWAVGHLM) NMB,GRPorBB3receptors 胰腺癌 [34]

8
EPPTpeptide

(YCAREPPTRTEAYWC)
uMUC-1 乳腺癌、胰腺癌和肠癌等 [35]

9 LHRH(EHWSYGLRPG) LHRHreceptor 乳腺癌 [36]

3 肿瘤成像应用

近年来,随着纳米材料合成技术的发展和完善,表面修饰结构及功能更为复杂的新一代超顺磁性氧化铁

纳米颗粒核磁共振成像造影剂开始出现,并促进了磁共振细胞影像和分子影像新技术的诞生[37]。在这些应

用当中,针对肿瘤早期诊断检测的分子成像技术的发展,引起了各国科学家的广泛重视与研究,涌现出多种

基于磁性氧化铁纳米颗粒的新成像方法和技术。将磁性纳米颗粒与可以有效识别肿瘤的分子进行偶联,进
而获得可主动识别肿瘤的磁共振分子影像探针,来有效实现对微小肿瘤的早期诊断,已经成为肿瘤影像诊断

的一个重要的发展趋势。而高温热解法提供的磁性氧化铁纳米晶体以其高结晶度、窄粒度分布、表面可修饰
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性等优势,为开展上述研究提供了可能。大量研究表明对磁性纳米颗粒进行适当的生物功能化修饰,如将各

种具有肿瘤靶向性的多肽生物分子偶联在磁性纳米颗粒上,可实现体内靶向的核磁共振成像[38]。

2000年,Weissleder等[26]发现,穿膜肽HIV-Tat修饰的磁性纳米粒子可实现干细胞的标记,且这种标

记不影响干细胞的分化,能够实现核磁共振成像。2008年Xie等[27]提出了一种直接合成超微Fe3O4纳米粒

子(直径<10nm),并且展示了其在体内肿瘤特异性靶向能力,通过Fe(CO)5热分解后空气氧化,得到核心尺

寸4.5nm的Fe3O4纳米粒子。与以往所报道的合成方法不同,该方法使用了一种新的配体4-甲基邻苯二酚

(4-MC)作为表面活性剂,更重要的是,4-MC包裹的纳米粒子可以直接与多肽C(RGDyK)共轭偶联,通过曼

尼希反应,致使纳米粒子可以稳定于生理环境中,具有所需的生物相容性和特异性识别U87MG肿瘤细胞功

能。它们可以特异性靶向富含整合素αVβ3的肿瘤细胞。当静脉注射给药后,C(RGDyK)-MC-Fe3O4纳米颗

粒可优先聚集在肿瘤细胞中,且通过核磁共振成像跟踪检测。相比于单独的RGD肽,C(RGDyK)-MC-Fe3
O4纳米颗粒因多价结合的设计尺寸可以显着提高细胞的摄取。

Huang等[28]通过一步法合成肺癌靶向多肽修饰的表面功能化SPIO纳米颗粒,SPIO表面的疏水性表

面活性剂通过配体交换被聚乙二醇-半胱氨酸多肽取代,产生的颗粒具有生物相容性且表现出较高的T2弛

豫。这种纳米探针(LCP-SPIO)可以通过 MRI和普鲁士蓝染色技术,特异性定位高表达αVβ6的肺癌细胞。
结果表明,通过普鲁士蓝染色和 MR成像,相比于缺少αVβ6的肺癌细胞(αVβ6(-)H460)对照组,LCP-SPIO
纳米探针能特异性靶向定位聚集到富含αVβ6的肺癌细胞(αVβ6(+)H2009)中。因此,SPIO纳米探针凭借其

尺寸相对较小,单分散性及表面多功能化等特点在肺癌肿瘤磁共振成像诊断中得到广泛应用。

Simberg等[32]还证实CREKA多肽修饰的氧化铁纳米粒子,可以与乳腺癌肿瘤血管壁结合,诱导凝血

产生新的结合位点,其在血液中的半衰期增加了5倍,大大增加了纳米粒子识别肿瘤的能力。Kelly等人[33]

用荧光标记的多肽CVHSPNKKC偶联磁性纳米粒子后,检测小鼠心肌内皮细胞表达的血管细胞粘附分子

(VCAM-1)。CVHSPNKKC多肽C-端扩展GGSKGK序列,从而与CLIO-Cy5.5和氧化铁纳米颗粒偶联。
这种磁性荧光复合纳米探针(VNP)显示出对内皮细胞表达的VCAM-1具有高亲和力,但对巨噬细胞亲和

力极低。相比之下,对照多肽修饰的纳米颗粒对内皮细胞没有亲和力。这些结果表明:小肽序列可以显著改

变NPs的目标;使用放大的内在化策略可以提高靶本底比值;这项技术有助于内皮标记体内成像技术的

研究。

Sun等[22]用双功能的PEG分子将CTX多肽与氧化铁纳米粒子共价偶联,通过三步法合成靶向纳米探

针NP-PEG-CTX,并通过GPC色谱层析提纯。实验结果表明,9L胶质瘤细胞对其内吞增加10倍,在体外

和体内NP-PEG-CTX对靶向神经胶质瘤具有很高的特异性。Dai等人[36]合成了一种可以特异性识别

uMUC1(在许多人上皮细胞腺癌,非上皮癌症细胞系以及血液多发性骨髓瘤等恶性肿瘤中过表达)的多肽

EPPT(YCAREPPTRTFAYWG),EPPT来自抗人上皮癌细胞单克隆抗体(ASM2)的CDR3Vh部位,分析其

结构可知有一个β线型构造作为主动结合位点,与uMUC-1衍生多肽PDTRP有很强的亲和力。其表现出

体内肿瘤特异性识别,核磁共振成像图像信号分辨率高,NIRF成像数据实时采集等优点。实验结果表明,
将磁共振和光学成像技术结合起来,发现这种探针在肿瘤组织中明显积聚,能够特异性识别uMUC1并且成

像信号强。此外,Josephson等人[34]通过相同的合成方法,利用一种类似蛙皮素(bombesin,BN)的多肽修饰

的氧化铁纳米颗粒,实现了胰腺癌的活体可视化显影。

Leuschner等[36]通过湿化学法合成超顺磁纳米颗粒(SPIONs),并与促黄体激素释放激素(LHRH)多
肽,其序列为EHWSYGLRPG,通过碳化二亚胺反应结合形成纳米探针(LHRH-SPION)。研究表明,靶向

修饰的磁性纳米粒子可实现乳腺癌高灵敏检测。LHRH-SPION纳米粒子在表达功能化LH/CG的细胞中

和LHRH受体中高浓度积累,这些可以提高细胞摄取的中性粒子,由于从网状内皮系统的巨噬细胞中逃脱

从而不易在肝脏聚集。因此LHRH-SPION纳米粒子可以减少巨噬细胞摄取从而提高铁在肿瘤细胞中的积

累和转移,铁簇的形成提供一个很好的可能来提高 MRI的弛豫时间。可以看出LHRH在肿瘤成像过程中

起到双功能作用,即表面修饰和靶向功能化。他们还用透射电镜证实纳米粒子可以进入乳腺癌细胞的细胞

浆和细胞核,这对将来用于癌症治疗的纳米药物传递系统的发展具有重要意义。
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4 结论与展望

目前,超顺磁氧化铁纳米颗粒作为一种新型核磁共振成像造影剂,具有超顺磁性、可修饰表面多功能性、
生物相容性以及相关体内特性等优点。近几年在肿瘤分子影像及在肿瘤研究与早期诊断方面的应用广泛,
检测模式也层出不穷。然而,针对肿瘤检测和诊断的靶向性研究仍处于起步阶段,存在多模态分析影响探针

的构建和肿瘤生物靶点的筛选以及探针的体内分布等诸多问题。肿瘤靶向多肽的出现将以磁性氧化铁纳米

粒子为核心的肿瘤成像技术进一步拓展,使肿瘤的早期检测和诊断研究逐渐深入。以氧化铁纳米粒子为载

体,靶向多肽为靶标的新型肿瘤分子影像探针的设计模式已成为生物医学成像未来发展的一个重要方向,具
有很大的发展潜力。
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