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AbSTRACT
Objective MR R2* mapping is used to trace and dynamically monitor the changing trend of R2* value 
of NSCLC-bearing mice at different time points after administration to elucidate the application value 
and imaging basis of R2* mapping in the noninvasive evaluation of F/A-PLGA@DOX/SPIO nanosystem 
in tumor imaging. Methods The nude mice A549 subcutaneous transplantation model was built. 
We selected 24 tumor-bearing mice, dividing them into two groups, with 12 in each group. The two 
groups were injected with SPIO and F/A-PLGA@DOX/SPIO, respectively. We used GE Healthcare 1.5 T 
clinical MRI and animal-specific mouse coils to conduct R2* mappingon the subcutaneously implanted 
tumor model to obtaine the R2* value of the tumor area. After MR scanning, all their tumor tissue, 
liverand spleen were removed and Prussian blue stained. Results The R2* value G2 at each time point 
was higher than G1 (P<0.05). Compared to G1, the R2* value of tumors of G2 increased significantly 
at the early stage, the R2* value was significantly higher than that of G1 at 60 hours (P<0.05). The 
excretory phase of G1 was significantly earlier than that of the targeted contrast agent group. Prussian 
blue staining: the blue iron deposit of tumor tissue in G2 was higher than that in G1, while blue iron 
deposits in liver and spleen tissues were lower than in G1. Conclusion R2* value is highly sensitive to 
SPIO content in tumor tissue. R2* imaging sequence provides a imaging method for tumor imaging to 
trace SPIO.
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　　目前，R2* mapping技术已经成为一种可靠又无创性评价活体组织内铁含量的
有效工具，它可以敏感地检测到体内铁含量变化所致的局部磁环境的改变。组织
内的铁沉积产生的顺磁效应通过缩短T2*，从而影响组织的R2*，该技术在国外应用
已接近成熟。Kuhlpeter等[1]研究发现R2* mapping技术具有更强的R2效应，尤其
是用于测量细胞内少量铁沉积时更加突出，这些发现得到了Bowen等[2]研究结果的
支持。Wang等[3]应用磁共振跟踪和量化超顺磁性氧化铁(superparamgnetic iron 
oxide，SPIO)标记的内皮祖细胞(endothelial progenitor cells，EPCs)在体外和体
内的归巢的研究中发现，R2*值与组织内载铁细胞数量呈线性相关。R2* mapping具
有较好的组织横向弛豫率，虽然在探测不同形式的铁方面特异性不强，但在探测生
物组织内铁含量具有极高的敏感性[4]。此外，R2* mapping技术不易受到MR设备和
操作因素差异的影响[5]。
　　本研究选用F/A-PLGA@DOX/SPIO纳米载药体系为暨南大学生命技术科学院自
主研发，已申请研究专利，首次应用于肿瘤以及动物实验研究，该纳米体是以高分
子聚合物材料聚乳酸-羟基乙酸共聚物(poly lactic-co-glycolic acid, PLGA)为载体，
装载阿霉素(doxorubicin , DOX)以及SPIO，通过在PLGA表面修饰利用叶酸(folic 
acid，FA)和可活化细胞穿膜肽(activatable cell penetrating peptide，ACPP)作
为双重探针，制备出肿瘤微环境响应和FR-受体介导的双靶向纳米体系。有关该纳
米体系的制备、细胞水平上生物活性研究及抗肿瘤活性等研究成果前期已进行报      
道[6]。
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【摘要】目的 通过磁共振R2* mapping技术示踪及
动态监测NSCLC裸鼠模型给药后不同时间点R2*值
的变化趋势，阐明R2* mapping在评价F/A-PLGA@
DOX/SPIO纳米载药体系在肿瘤成像中的应用价值
及影像学基础。方法 成功构建NSCLC裸鼠移植瘤
模型24只，随机分为G1、G2两组，每组12只。分
别尾静脉注射单纯SPIO以及F/A-PLGA@DOX/SPIO
纳米载药体系，并采用1.5 T MR和动物专用小鼠线
圈对建模成功荷瘤裸鼠皮下移植瘤模型进行R2*扫
描获得肿瘤区域R2*值。实验结束后全部肿瘤组织
及肝脏、脾脏普鲁士蓝染色。结果 G2组每个时间
点的R2*值均高于G1组(P<0.05)。相对于G1组，G2
组肿瘤R2*值在早期上升趋势明显，且在给药后60h
时明显高于G1组(P<0.05)。G1组排泄期较G2组明
显提前。普鲁士蓝染色结果显示，G2组肿瘤的蓝色
铁沉积高于SPIO组，而肝脏、脾脏组织的蓝色铁沉
积低于G1。结论 R2*值与肿瘤组织内的SPIO含量存
在较高敏感性，R2* mapping技术提供了一种SPIO
的肿瘤示踪成像方法。
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1  材料与方法
1.1 动物模型的制作  雄性裸鼠24只，由暨南大学实验动物中
心提供[动物许可证号：SYXK(粤)2017-0174]。A549细胞在恒
定的条件下(37℃, 5%CO2)培养，隔天更换培养基，待细胞贴
壁生长稳定后，PBS清洗后加入胰酶消化，重悬细胞悬液传代
培养，待细胞生长至对数生长期，消化收集肿瘤细胞，用预冷
PBS稀释调整细胞密度为3×107个/mL，抽取0.2mL/只的量
接种于4~5周龄的BALB/C裸鼠右后肢根部，常规无菌饲养，
一周后即可成瘤，肿瘤横径约5~8mm。每天观察裸鼠成瘤情
况并记录裸鼠体重及瘤体大小，至肿瘤块长成试验所要求大
小。
1.2 试验分组  在非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，
NSCLC)皮下移植瘤直径约8~10mm，肿瘤均以实质成分为
主，未见明显的囊变坏死区域。NSCLC裸鼠移植瘤模型24
只，随机分为G1、G2两组，每组12只。每组进行MR基态扫
描，扫描结束后给药。G1组给予单纯SPIO(5mg/kg)；G2组给
予F/A-PLGA@DOX/SPIO(5mg/kg)，所有药造影均采用尾静
脉给药。
1 . 3  M R I 检 查   采 用 G E  1 . 5 T 超 导 临 床 核 磁 成 像 系 统
(SignaHDxt，Milwaukee，WI)和动物专用小鼠线圈。麻
醉后将裸鼠固定在专用动物线圈上，将移植瘤的中心定位
于 线 圈 及 磁 体 的 中 央 。 对 全 部 裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 模 型 进 行
常 规 M R I 检 查 及 R 2* 扫 描 检 查 ， 检 查 时 间 点 取 给 药 前 基 态
(base)和给药后3、12、24、48 、60h。各扫描序列及参
数：(1)快速自旋回波T1WI: FSE序列，TR 660.0ms， TE 
14.7ms，矩阵256×192，层厚2.0mm，层间距0.2mm，
扫描视野(FOV)5.0cm×5.0cm，激励次数(NEX)2，回波
链长(ETL)2个，带宽(bandwidth)10.00kHz，进行轴位扫
描。(2)快速自旋回波T2WI: FSE序列，TR2620.0ms，TE 
80.0ms，矩阵256×192，层厚2.0mm，层间距0.2mm，
扫描视野(FOV)5.0cm×5.0cm，激励次数(NEX) 2，带宽
(bandwidth)10.00kHz，回波链长(ETL)为14个，进行轴
位扫描。(3)多次快速梯度回波R2*序列：TR235ms，TE为
44.2~107.7ms(16个TE)，矩阵192×128，层厚2.0mm，层间
距0.2mm，扫描视野(FOV)6.0cm×4.8cm，激励次数(NEX)为
1，带宽(bandwidth)31.25kHz，翻转角(flip angle)20°。采
用CE ADW4.5图像后处理工作站进行，采用Functool软件包
测量R2*值，拟合常规图像与伪彩图，感兴趣区域(ROI)的选取
以T2WI和b=0时的图像为参照，尽量避开明显坏死液化区，同
时应避免测及瘤体边缘和伪影干扰区域，ROI包括瘤体面积的
80%以上，各时间点所选ROI的层面和位置尽量保持一致，测

量肿瘤相邻的3个层面并取均值。
1.4 病理学检查  MR扫描结束后处死全部裸鼠，取出全部肿瘤
组织及肝脏、脾脏，在10%甲醛溶液中固定，常规石蜡包埋、
切片，普鲁士蓝染色，染色后的切片通过光学显微镜观察组织
病理学变化。
1.5 统计学方法  采用SPSS 18.0统计软件进行分析，G1组与
G2组之间采用重复测量资料的方差分析比较不同时间点、对
比剂以及两者之间的交互效应对各组R2*值的显著性。组内
不同时间点的数据采用单因素方差分析进行两两比较，采用
(χ- ±s)来表示，经过F检验，若方差齐采用LSD检测，P<0.05
为差异具有统计学意义。

2  结   果
2.1 常规MR表现  与基态相比，G2组在给药后的60h内，不
同时间点肿瘤大小、体积均未见明显改变。两组裸鼠皮下
NSCLC移植瘤信号较均匀，肿瘤均以实质成分为主，未见明
显囊变坏死区域，在常规T1WI呈等信号，T2WI呈等低信号，
中央见少许高信号混杂信号区。
2.2 磁共振R2*成像结果  采用平行G1组的重复测量试验的
方差分析进行组间因素(不同时间点)、组内×组间因素、组
间因素差异的统计学检验，统计分析结果显示(表1)：各组
不同时间点之间R2*值总体变化具有统计学差异(F=24.411，
P = 0 . 0 0 0 ) ； 时 间 与 药 物 之 间 不 存 交 互 效 应 ( F = 1 . 4 2 3 ，
P=0.255)；不同时间点组间比较存在显著性差异(F=5.720，
P=0.007)。两组不同时间点R2*值结果，base点两组间比较无
统计学差异(P>0.05)，其余两组间各时间点R2*值差异有统计
学差异(P<0.05)。裸鼠NSCLC移植瘤T2WI及R2*值伪彩图见图
1。
2.3 病理学检查  由图2可知，裸鼠肿瘤、肝脏、脾脏组织内可
见较多的蓝染颗粒；裸鼠肿瘤普鲁士蓝染色显示肿瘤组织中
央区域聚集较多蓝色铁沉积，且越靠外的区域铁沉积越少。F/
A-PLGA@DOX/SPIO组肿瘤组织的蓝色铁沉积高于SPIO组，
而肝脏、脾脏组织的蓝色铁沉积低于SPIO组。

3  讨   论
　　早期磁共振对于组织及器官内铁沉积的研究，主要集中
运用自旋回波序列(Spin echo, SE)T2*成像技术，T2*值可以很
好地反映组织内磁敏感对组织信号的影响，且采集时间短、呼
吸运动伪影较少[7]。为了方便反映铁含量的大小，引入了R2*
值，计算公式为R2*=1000/T2*。当组织含铁量增加时，顺磁性
的铁化合物会破坏局部磁场的均匀性，导致其周围氢质子的驰
豫时间缩短，引起组织的弛豫率R2(1/T2)与R2*(1/T2*)增加。

表1 各组不同时间点R2*值比较(×10-3mm2/s)

组别                          base
                                                                                                                            给药后时间(h)

                                                             3                         12                                24                                        48                     60

G1组                    20.07±1.11         21.48±2.00                 22.79±1.70                      23.40±1.23           23.11±0.76             20.38±2.47

G2组                   19.66±2.37         22.96±0.84                 24.18±1.05                     24.61±1.30           24.21±0.76             23.85±1.35

F                    0.275                             5.145                                     4.494                     4.811                               11.472             4.815

P                   >0.05                            <0.05                                    <0.05                     <0.05                               <0.05             <0.05
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R2* mapping成像速度快，信噪比高，避免使用对比剂，因此
极大地缩短扫描时间的同时，可以获得较高的图像质量。基
于磁共振R2* mapping技术可以计算出R2*值，已有研究证实
组织内的铁含量与R2*值存在高度的相关性[8-10]。本研究主要
探讨R2*mapping示踪F/A-PLGA@DOX/SPIO纳米载药体系在
NSCLC肿瘤成像中的应用价值及影像学基础。
　　本研究结果显示，相对于G1组，G2组在给药后3 h时肿瘤
R2*值上升趋势明显，且G2组给药后60h时肿瘤R2*值下降幅度
明显低于G1组，组间比较具有统计学意义(P<0.05)。G1组各
时间点R2*值总体升高幅度较G2组低。单纯SPIO容易被网状内
皮细胞系统吞噬，大部分囤积在肝脏、脾脏等脏器，部分存
留在肿瘤组织，病理普鲁士蓝染色检查结果与之一致。本研
究中，G2组具有FA和ACPP双靶性的优势，能够有效逃离网状
内皮细胞系统的吞噬，纳米粒子在肿瘤内留置的时间相对更
久。DOX经过靶向纳米化修饰后不仅明显提高了肿瘤细胞对药
物的吸收效率，还使靶向纳米化药物F/A-PLGA@DOX/SPIO在
正常细胞和肿瘤细胞之间具有选择性，其主要原因是在A549
细胞与正常细胞膜表面FA受体[11]以及基质金属蛋白酶MMP-2/
MMP-9的表达水平不同所致。Ross等[12]测得卵巢癌、子宫内
膜癌、翠丸绒毛膜癌、结肠癌、肾癌、乳腺癌、肺癌等来源于
上皮组织的癌组织中叶酸受体亚型(FR-)高度表达，较正常组
织高出100~300倍。FA可以特异性识别恶性肿瘤细胞表面过度
表达的FR-[11,13]。ACPP可以特异性识别在多种恶性肿瘤细胞中
显著表达的MMP-2/MMP-9[14]，从而发挥其细胞穿膜功能。在
本研究中，成功制备了FA和ACPP双靶向纳米体系用于特异性
识别A549细胞膜表面过表达的FR-受体及MMP-2/MMP-9，从

而显著增加纳米体系的主动靶向性，明显提高了药物的吸收效
率。Kuhlpeter等[1]对人肺癌细胞应用单纯SPIO与受体靶向修
饰SPIO两种对比剂对比研究发现，由于后者具有一定的靶向
性特点，具有更高的R2*值，与本研究结果一致。
　　本研究结果表明，G2组肿瘤在给药24h时R2*值达到或接
近峰值，明显高于SPIO组。Suzuki等[15]将针对肿瘤细胞表面
抗原的单克隆抗体作为主动靶向工具，通过静脉注射进入荷瘤
裸鼠体内后，磁性纳米粒子在肿瘤部位蓄积量在24~48h时达
到最高，与本研究结果一致。单纯SPIO组仅依靠肿瘤的高通
透性和滞留(EPR)效应，被动聚集于肿瘤部位，因此R2*值相对
较低。王庆国等[16]发现R2*值与SPIO标记的内皮祖细胞(EPCs)
浓度呈线性相关，磁共振R2*成像能够定量示踪SPIO标记的
EPCs。在体外试验中，Kircher等[17]发现R2*值与SPIO标记的
细胞数呈明显正相关。以上研究印证了本试验中G2组肿瘤细
胞SPIO蓄积相对较多，导致R2*值增高的结论。
　　利用磁共振技术监测组织内磁性纳米粒子沉积的动物试
验早有报道，但多集中在测量T2信号值。研究表明，在注射
靶向性磁性纳米药物1h后就会产生T2信号值的降低[18-20]，本
试验中G2组肿瘤R2*值在早期就有所改变，呈现上升趋势，与
前期的研究结果相一致。有研究证明，R2*值可以作为生物标
志物对肿瘤血管靶向药物及血管抑制剂(vascular disrupting 
agents，VDA)疗效进行监测[21-22]，在注射药物7min后就显示
R2*值有所减低，在给药后24h时显示明显减低，表明肿瘤内
血红蛋白水平的改变与R2*值之间敏感性较高，这也间接印证
了本研究结果，R2*值与肿瘤组织内铁含量的改变极其敏感，
并在早期有所改变。

图1 裸鼠NSCLC移植瘤T2WI及R2*值伪彩图。1A：圆圈示测量时ROI的放置位置；1B：裸鼠移植瘤常规T2WI图像；1C：基态时，裸鼠移植瘤R2*值伪彩图；1D：给
药后3h，裸鼠移植瘤R2*值伪彩图；1E：给药后24h，裸鼠移植瘤R2*值伪彩图；1F：给药后60h，裸鼠移植瘤R2*值伪彩图。图2 裸鼠病理学图片。2A、2B分别为
G1、G2组肿瘤普鲁士蓝染色(×20)；2C、2D分别为G1、G2组肝脏普鲁士蓝染色(×20)；2E、2F分别为G1、G2组脾脏普鲁士蓝染色(×20)。
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2C 2D 2E 2F
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　　本研究中，普鲁士蓝染色结果显示，G2组肿瘤组织的阳
性染色率明显高于G1组，而肝脏、脾脏组织的阳性染色率明
显低于G1组。SPIO是容易被巨噬细胞吞噬或者集中在网状内
皮细胞系统而被清除，而本研究合成的纳米体系有效降低网
状内皮细胞系统的清除，提高纳米体系在肿瘤组织的蓄积。
这主要是因为本研究纳米体系利用PLGA对SPIO进行表面功能
化，可以增加对网状内皮细胞系统及巨噬细胞的逃逸能力，
提高其在体内的循环时间，此外，FA和ACPP的靶向修饰进一
步提高纳米载体的主动识别功能，更加有利于药物在肿瘤内
的吸收。本试验应用病理普鲁士蓝染色对纳米体系在裸鼠肿
瘤以及各组织器官分布情况进行铁的定性分析，染色结果与
R2*成像结果相互验证。
　　但本研究也存在一定的局限性：(1)样本量不足，未做到
各个影像检查时间点与病理结果平行对照，提高两者之间的
相关性；(2)磁共振数据后处理中，ROIs的选取会对测量结
果产生一定影响，需要仔细对比解剖图像，多次测量取平均
值才能保证数据的相对稳定可靠。如果后处理可以采用自动
选择三维全瘤容积数据进行统计分析，避免人为操作产生的
误差，能够明显提高定量参数测量的稳定性以及试验的精确
性。
　　综上可知，R2*值与肿瘤组织内的SPIO含量存在较高敏
感性，R2* mapping技术提供了一种SPIO的肿瘤示踪成像方
法。
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