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摘要目的：制备分子探针 VEGF-USPIO和研究其在体外对卵巢癌细胞的靶向成像作用。方法：采用化学偶联法将 VEGF抗体与

USPIO连接，构建成具有免疫活性的靶向分子探针 VEGF-USPIO。用 CCK-8法检测该探针对卵巢癌细胞株 SKOV3细胞活性的

影响；普鲁士蓝染色法检测细胞磁性标记情况，并对经过标记的细胞进行体外磁共振成像，观察其对磁共振信号强度的影响。结

果：成功合成了分子靶向探针 VEGF-USPIO；当探针浓度在 60 滋g/mL及以下时对细胞活性无影响（P跃0.05）；细胞普鲁士蓝染色结
果显示标记了靶向探针 VEGF-USPIO的细胞其胞膜及胞浆含铁颗粒沉积较多；细胞体外磁共振成像结果显示经靶向探针标记的

细胞，T2WI信号强度较未标记探针的对照组细胞降低（P约0.05）。结论：所合成的 VEGF-USPIO通过磁共振信号强度的变化实现

MRI成像。
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Preparation of VEGF Targeted Molecular Probes and Preliminary
Study on in Vitro Imaging of Ovarian Cancer Cells SKOV3*

To prepare a specific targeting VEGF-USPIO molecular probe and explore its target imaging effect on

ovarian cancer cells in vitro. The VEGF antibody was ligated with USPIO using a chemical coupling method to construct an

immunologically active targeting molecule probe VEGF-USPIO. The effect of the probe on the activity of ovarian cancer cell line

SKOV3 by CCK-8 assay. The Prussian blue staining method was used to detect the magnetic labeling of the cells, and the labelled cells

were subjected to in vitro magnetic resonance imaging to observe their influence on the magnetic resonance signal intensity. The

molecular targeting probe VEGF-USPIO was successfully synthesized. The results of cytotoxicity test showed that it had no effect on cell

viability when the probe concentration was 60 滋g/mL or less, (P>0.05); Prussian blue staining showed that the cells labeled with

VEGF-USPIO targeting probe had more deposition of iron-containing particles in the plasma membrane and cytoplasm. In vitro magnetic
resonance imaging (MRI) showed that the T2WI signal intensity of the cells labeled with the targeted probe was lower than that of the

control cells without the labeled probe (P<0.05). The synthesized molecularly-targeted probe VEGF-USPIO achieve specific

MRI imaging through changes in signal intensity.
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前言

对卵巢癌的早期发现和早期诊断为提升患者生存率的关

键[1]。目前对于卵巢癌的诊断主要包括影像学检查和血清肿瘤

标志物测定，其中磁共振（Magnetic Resonance，MR）作为常用

的影像学检查方法，具有高软组织分辨率、无电离辐射等优点。

但因其成像敏感性相对稍差，在卵巢癌的早期诊断方面仍具有

一定的局限性[2]。近年来，分子影像学的飞速发展为卵巢癌的早

期诊断提供了新的思路。血管内皮生长因子（Vascular en-

dothelial growth factor，VEGF）是一类高度特异性的促血管生成

因子，能够刺激肿瘤血管内皮细胞增生，与恶性肿瘤的发生、发

展、转移等生物学特性密切相关[3,4]。研究表明，VEGF在卵巢癌
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Concentration（滋g/mL） Test group（%） Control group（%） t P

20 88.73± 8.56 89.56± 9.65 0.12 0.907

40 86.22± 7.76 90.73± 5.05 0.84 0.446

60 80.35± 7.06 89.21± 6.08 1.65 0.175

80 74.23± 7.36 89.60± 5.65 2.87 0.046*

表 1 不同浓度探针作用于 SKOV3细胞后的细胞活性（n=3）

Table 1 The cell activity of different concentration probes after acting on SKOV3 cells（n=3）

组织中高表达，而在正常卵巢组织中低表达或不表达[5]。本研究

目的以 VEGF为靶向分子，以超小型超顺磁性氧化铁纳米粒子

(Ultrasmall superparamagnetic iron oxide nanoparticles，USPIO)

作为载体，制备成具有特异性的MR分子探针 VEGF-USPIO，

用探针标记卵巢癌细胞 SKOV3，通过磁共振体外细胞成像，观

察所制备探针的靶向性，并探讨其理化特性及在体外对卵巢癌

细胞的特异性成像作用，为寻找卵巢癌的早期诊断方法提供实

验基础。

1 材料与方法

1.1 材料

超小型超顺磁性氧化铁粒子 (USPIO，20-30 nm粒径，0.2

mol Fe/L) 购自美国 guerbet公司，VEGF单克隆抗体购于 ab-

cam公司，人卵巢癌细胞株 SKOV3购自于上海细胞库，PBS缓

冲液、胎牛血清、McCoy's细胞培养基均购自美国 Gibco公司，

Cell counting kit-8( CCK-8)试剂盒、1-乙基 -（3-二甲基氨基丙

基）碳二亚胺盐酸盐（EDC）及普鲁士蓝试剂盒均购于 Sigma公

司，GE公司 3.0T MR成像设备。

1.2 方法

1.2.1 VEGF靶向 USPIO分子探针的构建 分别取两个 1.5

mL的 EP管，其中一管加入 5 滋L兔抗人及抗大鼠 VEGF单克

隆抗体及 200 滋L PBS，充分混匀。另一管中加入同等体积的

PBS。两管内分别加入 EDC 1 mg，混匀后加入 USPIO 200 滋L，
37℃振荡过夜。次日，在强力磁铁吸引下，将两管内容物用

PBS洗涤 3次，再次加入 PBS溶液 400 滋L，充分混匀备用。
1.2.2 细胞毒性实验 将对数生长期的 SKOV3细胞用 0.25

%胰酶消化计数，以 103个细胞 /孔的密度接种于 96孔板，置

于 37℃，5 %CO2细胞培养箱中常规培养 24小时，待细胞贴壁

后，弃去孔内培养液，实验组加入之前制备好的含有

VEGF-USPIO靶向探针的 McCoy's培养基 100 滋L，浓度梯度
分别为 20、40、60、80 滋g/mL。对照组加入纯 McCoy's 培养基

100 滋L，每组设置 3个复孔。继续放置细胞培养箱常规培养，24

小时后取出培养板，每孔加入 20 滋L CCK-8试剂，继续培养 2

小时，酶标仪测定 490 nm波长各孔的 OD值，无细胞的纯培养

基作为空白对照。细胞活性 =[（实验组细胞 OD值 -空白对照

OD值）/（对照组细胞 OD值 -空白对照 OD值）]× 100 %。

1.2.3 细胞普鲁士蓝染色 SKOV3细胞常规消化计数，以每

孔 105个细胞的密度接种于放有干净盖玻片的四孔板中，加入

含 10 %胎牛血清的McCoy's培养基，放入细胞培养箱中常规

培养至细胞铺满盖玻片。取出培养板，选取两孔加入 30 滋L铁
浓度为 60 滋g/mL的靶向探针 VEGF-USPIO，另外两孔加入 30

滋L非靶向探针 USPIO作为对照。再次将培养板放入培养箱，

常规培养 1小时后取出盖玻片，PBS清洗 3遍，4 %多聚甲醛固

定 30分钟，再次用 PBS冲洗 3次，加入 2 %亚铁氰化钾和等体

积 2 %盐酸，30分钟后用 PBS冲洗 3次，0.1 %核固红复染 20

分钟，PBS冲洗后晾干，中性树胶封片，光学显微镜下观察。

1.2.4 细胞悬液 MR成像分析 取对数生长期的 SKOV3 细

胞，常规消化计数，以 105个细胞 /孔的密度接种于 6孔板，常

规培养 24小时。待细胞贴壁后，选择三孔分别加入 20、40、60滋L
铁浓度为 60 滋g/mL的 VEGF-USPIO靶向探针，另外三孔加入

同等剂量的普通培养基作为对照组，继续常规培养。每组设置

三个复孔。4小时后弃去培养基，PBS洗涤三次后常规胰酶消

化，将细胞重悬于含有 10 %明胶的 EP管中，采用 GE 3.0T MR

进行扫描。另取一 EP管，加入同等体积蒸馏水作为空白对照。

MR采用 GE 3.0T磁共振扫描仪和头部采集线圈。T2WI扫描

采用 FSE序列，参数如下：FOV=24 cm× 18 cm，矩阵 =256×

256，TR=2348 ms，TE=118 ms，层厚 =2.0 mm。扫描结束后，测

量各组细胞 T2WI信号强度（SI）。

1.2.5 统计学处理 所得实验数据录入 SPSS19.0统计软件进

行统计处理。计量资料用均数± 标准差（x依s）表示。计量资料两
组比较采用 t检验或单因素方差分析，P约0.05为差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 细胞毒性检测结果

结果表明，浓度为 20、40、60 滋g/mL的靶向探针分别作用
于 SKOV3细胞，对细胞活性的影响均较小，实验组和对照组的

差异均无统计学意义（P跃0.05）；当探针浓度达到 80 滋g/mL时，
实验组细胞生长活性明显降低，两组差异有统计学意义（P约
0.05），见表 1。因此，本实验浓度选择 60 滋g/mL的靶向探针完
成后续实验。

2.2 普鲁士蓝染色结果

电镜下观察经普鲁士蓝染色的细胞，发现标记了靶向探针

VEGF-USPIO的实验组细胞，在其胞膜及胞浆中可见大量蓝色

颗粒沉积，而标记非靶向探针的对照组细胞中蓝染颗粒明显少

于实验组。见图 1。

2.3 细胞悬液MR成像

结果显示，蒸馏水的 T2WI信号强度为：2565.38± 117.43。

与未标记探针的对照组相比，用探针 VEGF-USPIO标记的实

验组细胞 T2WI信号强度降低，40 滋L和 60 滋L剂量的实验组
与对照组比较有统计学差异（P<0.05）。实验组各剂量 T2WI信
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图 1普鲁士蓝染色各组细胞内蓝染铁颗粒沉积情况（× 200）

Fig.1 Blue-stained iron particle deposition in Prussian blue stained cells（× 200）

注：A非靶向 USPIO B靶向 VEGF-USPIO

A Non-targeting probe USPIO B Targeting Probe VEGF-USPIO

图 2不同剂量探针标记 SKOV3细胞后的MR体外成像

Fig.2 In vitro imaging of MR after labeling SKOV3 cells with

different doses of probes

表 2不同剂量探针标记的实验组与对照组细胞 T2WI信号强度比较 (n=3)

Table 2 Comparison of T2WI signal intensity between experimental and control groups labeled with different doses of probe (n=3)

Dose（滋L） Test group Control group t P

20 2153.62± 130.52 2361.41± 137.53 1.89 0.131

40 1642.89± 68.56 2295.38± 64.46 12.01 <0.001*

60 848.32± 47.21 2254.73± 98.61 22.28 <0.001*

F 162.5 0.79

P <0.001* 0.493

号强度也有统计学差异（P<0.05），随着探针剂量的增加，其 T2WI信号强度逐渐降低。见表 2，图 2。

3 讨论

分子影像学目前已广泛应用于肿瘤的早期诊断和分子靶

向治疗疗效评价等方面[6,7]。而分子成像需具备：高效的分子探

针；分子探针在体内特异性结合；信号的有效放大；高分辨率的

成像设备等条件[8]。其中，高效、无毒且具有靶向性的分子探针

的构建则是重中之重。

为了实现对卵巢癌的特异性分子成像，首先需要选取一种

在卵巢癌组织中高表达，而在正常卵巢癌组织或卵巢良性肿瘤

中不表达或低表达的靶向标志物作为靶点。Zhou[9]等以叶酸受

体（folate-receptor, FR）为靶向分子，建立了特异性液态氟碳对

比剂，与无叶酸标记的传统对比剂在体外与卵巢癌细胞共同培

养，发现叶酸标记组与细胞结合率明显高于传统对比剂组。这

一研究充分证实了使用靶向对比剂在肿瘤分子成像中的可行

性。Li [10] 等以整合素 琢v茁3为靶点，合成了以其特异性配体
RGD修饰的氧化铁颗粒作为特异性探针，通过 MR成像及荧

光同步显像，观察到该探针能够特异性识别高表达 琢v茁3的肿
瘤；并且观察到其 T2WI信号强度与所使用探针浓度呈反比。

以上研究充分说明选取合适的靶向分子能够实现对卵巢癌的

特异性成像，从而对于寻找卵巢癌的早期诊断方法提供了新的

思路。

VEGF是肿瘤血管生成的重要细胞因子，其在恶性肿瘤的

发生、发展、转移以及腹水形成等方面发挥重要作用[11]。已有大

量研究表明，VEGF在卵巢癌组织中高表达，而在正常卵巢组

织或卵巢良性肿瘤组织中不表达或极少表达，其对于卵巢癌的

发生、转移及腹水生成等方面起到关键作用 [12-14]。但是，以

VEGF作为靶点用于卵巢癌早期诊断方面的研究目前国内外

均少有报导。因此，本研究选取 VEGF作为靶点进行卵巢癌分

子成像研究，期望能够对寻找卵巢癌的早期诊断方法提供新的

方向。

制备分子探针还需选取合适的对比剂作为载体。MR靶向

对比剂主要分为阳性对比剂和阴性对比剂两种，其中，阳性对

比剂目前应用较为广泛的为 Gd3+，Mn2+对比剂；而阴性对比剂

则以超顺磁性氧化铁（SPIO）为代表[15]。USPIO是一类新型的纳

米级的超顺磁性氧化铁微粒，具有分辨正常组织及肿瘤组织的

能力，可以被网状内皮系统所摄取，当其在组织中大量聚积时，

能够显著降低该处组织的 T2信号，从而产生负性强化，增加组
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织间的对比度，实现特异性成像[16,17]。但是单纯的 USPIO对于

肿瘤的显像并不具有特异性，因此需要寻找针对某种肿瘤的特

异性抗原，制备具有特异性的靶向分子探针，以达到对肿瘤早

期诊断的目的。

本研究组选择 VEGF作为靶向分子制备成卵巢癌特异性

靶向探针。对于探针毒性的检测是体外实验研究的基础，若所

构建的探针毒性过大，可能会影响目的基因的表达。本研究采用

CCK-8法检测其细胞毒性，结果显示，当探针浓度在 60 滋g/mL
及以下时，细胞活力均在 80%以上，表明在一定浓度范围内，探

针对于细胞活性无影响，探针无毒性；而当探针浓度增加至 80

滋g/mL时，细胞活力下降至 74.23%。因此，选择探针最佳浓度

为 60 滋g/mL进行后续成像实验。普鲁士蓝染色结果显示大量
蓝染颗粒沉积在探针标记过的 SKOV3细胞表面，表明所制备

的靶向探针 VEGF-USPIO能够主动与 SKOV3细胞所表达的

VEGF抗原特异性结合，从而使铁颗粒沉积于细胞膜及胞浆

内。通过上述实验可以充分说明，所制备的探针具有无毒，高效

的特点，可以用于后续的体外成像实验。最后，将分别标记了靶

向探针和未标记探针的 SKOV3细胞重悬于 10%明胶中进行

体外磁共振扫描，结果显示，靶向组较对照组细胞 T2WI信号

强度降低，且随着探针剂量的不断增加，信号强度逐渐降低。上

述结果表明，高表达 VEGF的卵巢癌细胞 SKOV3可以被所制

备的特异性靶向探针 VEGF-USPIO所标记，并能够通过磁共

振信号强度的改变实现细胞的分子靶向成像。

综上所述，本研究成功合成了具有分子靶向性的特异性探

针 VEGF-USPIO，并通过实验证实该探针在一定浓度范围内无

细胞毒性，在体外可以与高度表达VEGF的卵巢癌细胞特异性

结合，并通过磁共振信号强度的变化实现靶向成像。还有研究

显示，血清 VEGF含量与患者预后呈正相关，肿瘤术后，血清中

VEGF含量明显较前下降，是评价肿瘤预后的有意义的指标
[18，19]。因此，本研究组还将用所构建的分子探针用于动物体内成

像和卵巢肿瘤分子靶向治疗预后及疗效评价的相关研究。
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