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[摘　 要] 　 目的　 合成一种靶向于动脉粥样硬化(Ａｓ)病变的核磁共振成像(ＭＲＩ)纳米造影剂ꎬ为开发新型动脉

粥样硬化 ＭＲＩ 诊断技术提供实验依据ꎮ 方法　 运用自主研发的对泡沫细胞具有靶向性的寡合苷酸适配体 ＰＭ１ꎬ与
四氧化三铁(Ｆｅ３Ｏ４)纳米粒耦联ꎬ制备出具有靶向作用的 ＭＲＩ 造影剂ꎬ命名为 ＭＲＩ￣Ａｓꎮ 用高脂饲料饲养建立载脂

蛋白 Ｅ 基因敲除(ＡｐｏＥ－ / －)小鼠 Ａｓ 动物模型ꎬ苏丹红Ⅳ染色鉴定主动脉 Ａｓ 病变ꎮ ＭＲＩ 成像仪检测 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂

对 Ａｓ 小鼠斑块 ＭＲＩ 成像的影响ꎮ 结果　 ＡｐｏＥ－ / －小鼠模型动物 ＭＲＩ 显像可以观察到主动脉壁毛糙ꎬＡｓ 病灶呈高

信号亮点ꎬ与周围组织形成良好对比ꎬ中心信号较高ꎬ较均匀ꎬ边缘较清楚ꎮ 注射 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂后ꎬＡｓ 病变区信号

强度呈下降趋势ꎬ管壁不光滑ꎬ呈多发斑点状信号的缺损ꎮ 对照组动物注射 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂后ꎬ血管壁信号强度无

明显变化ꎮ 结论　 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂对 Ａｓ 病变能起到主动靶向作用ꎬ利用 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒对 Ａｓ 病变的阴性对比效果ꎬ
显著提高了 Ａｓ 病变的 ＭＲＩ 图像分辨率ꎬ具有 Ａｓ ＭＲＩ 影像的新型、快速、高效、无创、无辐射造影剂的潜质ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)所致的心脑

血管疾病是威胁人类健康的首位死因ꎬ中国每年至

少造成 ２００ 万人死亡ꎬ且这一数据不断攀升[１￣３]ꎮ 现

有的 Ａｓ 影像诊断技术包括血管内超声、数字血管造

影、血管镜检查ꎬ均为有创诊断技术ꎬ必须插入导管

才能形成影像ꎬ操作复杂ꎬ且有一定的危险性和并

发症[４￣５]ꎬ不能满足临床需要ꎮ 因此ꎬ急需研发满足

临床诊断需要的、具备对 Ａｓ 精确诊断、操作简单、安
全性高、医疗费用相对便宜等特性的诊断技术[６￣７]ꎮ
适配体(ａｐｔａｍｅｒꎬ又译为适体或适配子)ꎬ为 ２０ ~ ２００
个碱基的单链 ＤＮＡ 或 ＲＮＡꎬ由 ＳＥＬＥＸ 技术筛选获

得ꎬ通过其空间构象与靶物质特异性结合ꎬ是目前

最具潜力的靶向物质[８￣１０]ꎮ 本研究利用自主研发的

对泡沫细胞具有靶向性的适配体(ＰＭ１) [１１￣１２]ꎬ合成

具有 Ａｓ 主动靶向的磁性四氧化三铁(Ｆｅ３Ｏ４)纳米

颗粒核磁共振成像 ( ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇꎬ
ＭＲＩ)￣Ａｓ 造影剂ꎬ通过载脂蛋白 Ｅ 基因敲除(ａｐｏｌｉ￣
ｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｅｄ￣ｏｕｔꎬＡｐｏＥ－ / －)小鼠体内实

验ꎬ用 ＭＲＩ 技术验证该 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂是否能检测

出动脉硬化发生的部位及斑块大小ꎬ从而实现 Ａｓ 的
无创性、特异性诊断ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

　 　 ＡｐｏＥ－ / －小鼠 ２０ 只ꎬ雄性ꎬ６ 周龄ꎬ体重 １７ ~ １８
ｇꎬ购自北京大学实验动物部ꎬ许可证号:ＳＣＸＫ(京)
２００６￣０００８ꎮ 在广州医科大学实验动物中心 ＳＰＦ 级

环境(室温 ２３℃ꎬ相对湿度 ６５％ꎬ１２ ｈ 明暗交替)饲
养至 ８ 周龄后ꎬ随机分成两组ꎬ模型组开始喂养高脂

饲料ꎬ对照组继续喂养普通饲料ꎮ
１.２　 主要试剂及仪器

适配体偶联的超顺磁性 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒(实验室

自制)ꎻ鼠用高脂饲料:鼠用普通饲料 ８３.５％＋胆固

醇 １.５％＋猪油 １５％(广东省医学实验动物中心)ꎻ苏
丹红Ⅳ染色液￣Ａ 液(Ｌｅａｇｅｎｅ 公司)ꎻ小动物核磁共

振成像仪(ＰｈａｒｍａＳｃａｎ７０ / １６ 型ꎬ美国)ꎻ体式显微镜

(Ｎｉｋｏｎ 公司)ꎮ
１.３　 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂的制备

按专利文献(专利号 ＺＬ２０１３１０２３７２１７Ｘ)所述

的方法ꎬ制备适配体偶联的超顺磁性 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒ꎬ
主要过程为:建立泡沫细胞模型ꎬ利用指数富集配

基的系统进化技术ꎬ从体外合成的随机单链 ＤＮＡ 文

库中筛选得到特异性寡核苷酸适配体 ＰＭ１ꎬ长度 ８１

碱基ꎬ 序 列 为 ＣＣＣＣＴＧＣＡＧＧＴＧＡＴＴＴＴＧＣＴＣＡＡＧＴ
ＣＧＴＴＣＣＣＧＴＣＣＴＣＴＣＣＴＣＴＧＣＧＣＣＣＣＧＴＣＴＣＧＧＣＣＡ
ＧＴＡＴＣＧＣＴＡＡＴＣＡＧＧＣＧＧＡＴ[８]ꎬ用硅烷包裹 Ｆｅ３Ｏ４

得到超顺磁性 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒ꎬ适配体 ＰＭ１ 与超顺磁

性 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒偶联得到适配体偶联的超顺磁性

Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒ꎮ
１.４　 Ａｓ 动物模型鉴定

动物造模 １６ 周后每组取 ３ 只小鼠ꎬ处死动物ꎬ
取降主动脉起始处至腹主动脉分叉处主动脉ꎬ体式

显微镜下剪除血管外结缔组织及脂肪ꎬ纵向剖开ꎬ
生理盐水冲洗残血ꎬ将血管条放置于 １０％甲醛液中

固定 ４５~６０ ｍｉｎꎬ再将血管条取出用生理盐水冲洗

后ꎬ置苏丹红Ⅳ染色液中染色 １０ ｍｉｎꎬ再次生理盐水

冲洗ꎮ 将血管条放置在滤纸上ꎬ以透明胶片覆盖ꎬ
用黑色彩笔描出内膜苏丹红Ⅳ着色部及整条主动

脉轮廓ꎬ将描摹得到的胶片放置投影仪上并投射于

墙壁ꎬ调整好焦距以求放大倍数适宜ꎮ 将 １ ｃｍ×１
ｃｍ 的测试方测格胶片随机覆盖胶片及墙壁上的投

影物ꎮ 计数位于总血管内膜面积内的测点总数(Ｐ)
以及脂质染色轮廓内的测点总数(Ｐ０)ꎬ然后按公式

计算面积分数ꎬ即:Ａ / Ａ０＝Ｐ / Ｐ０ꎬ求出斑块面积占整

条主动脉面积的百分比ꎮ
１.５　 ＰｈａｒｍａＳｃａｎ７０ / １６ 小动物核磁共振成像仪扫描

成像

采用 ２ 通道 ９５６３ 正交体线圈ꎬ小鼠用异氟烷麻

醉后ꎬ模型组经尾部静脉注射 ０.５ ｍＬ ＭＲＩ￣Ａｓ 造影

剂(１ ｍｇ ＤＮＡ / ｋｇ 体重)ꎬ对照组予 ０.５ ｍＬ 不含适配

体的磁性纳米颗粒ꎮ 动物置俯卧置线圈中ꎬ采用

Ｓｃｏｕｔ 三平面扫描定位(参数:ＴＲ ４７ ｍｓꎬＴＥ ５ ｍｓꎬ
Ｆｌｉｐ ａｎｇｌｅ ２０ꎬＡｖｅｒａｇｅ １ꎬＭａｔｒｉｘ １２８ × １２８)ꎬ扫描 ６
层ꎬ层厚 １ ｍｍꎬ层间距 ０.２ ｍｍꎬＦＯＶ ５０ ｍｍ×５０ｍｍꎮ
以肾为解剖标志定位在肾中间位置ꎬ体线圈调谐

后ꎬ频率校准到 ２９９.５ ＭＨｚꎬ功率校准ꎬ使用 ３Ｄｓｈｉｍ
局域匀场ꎮ 使用梯度回波序列(Ｇｅｍｓ) (参数:ＴＲ
７８.７２ ｍｓꎬＴＥ ６.５８ ｍｓꎬＦｌｉｐ ａｎｇｌｅ ２０ꎬＡｖｅｒａｇｅ ４ꎬＭａｔｒｉｘ
２５６×２５６)ꎬ扫描 ６ 层ꎬ层厚 １ ｍｍꎬ层间距 ０ ｍｍꎬＦＯＶ
１３ ｍｍ×２８ ｍｍꎬ扫描时间 １ ｍｉｎ ２１ ｓꎮ 确定血管位

置ꎮ 使用快速多层面自旋回波序列(Ｆｓｅｍｓ)(参数:
ＴＲ １８００ ｍｓꎬＥｓｐ １０ ｍｓꎬＥｔ ｌ８ꎬＫｚｅｒｏ ５ꎬ有效 ＴＥ ５０
ｍｓꎬＡｖｅｒａｇｅ １６ꎬＭａｔｒｉｘ １２８×２５６)ꎬ扫描 ６ 层ꎬ层厚 ２
ｍｍꎬ层间距 ０ ｍｍꎬ扫描时间 １５ ｍｉｎ ２２ ｓꎮ
１.６　 统计分析

用 ＳＰＳＳ １６.０ 软件进行分析ꎬ数据用 ｘ±ｓ 表示ꎬ
统计学分析采用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学

４６４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ５ꎬ２０１８



意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 主动脉 Ａｓ 的鉴定

　 　 模型组:高脂喂养 １６ 周后ꎬ取降主动脉起始处

至腹主动脉分叉处主动脉ꎬ剪除血管外结缔组织及

脂肪ꎬ纵向剖开ꎬ苏丹红Ⅳ染色后观察ꎬ可以观察到

病变区呈深红色ꎬ观察到明显的动脉粥样斑块形成

(图 １)ꎮ 对照组:血管壁柔软ꎬ富有弹性ꎬ主动脉壁

薄厚均匀ꎬ内膜光滑ꎬ未见 Ａｓ 斑块形成(图 １)ꎮ 模

型组病变面积与血管面积之比为 ４９.２％±１７.６％ꎬ对
照组没有观察到斑块形成ꎮ

图 １. ＡｐｏＥ－ / －小鼠主动脉 Ａｓ 病变苏丹红Ⅳ染色　 　 左图为

模型组ꎬ右图为对照组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｓｕｄａｎ ｒｅｄ Ⅳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ Ａｓ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ
ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ

２.２　 ＡｐｏＥ－ / －小鼠的 ＭＲＩ 结果

模型组可以观察到主动脉壁毛糙ꎬＡｓ 病灶呈高

信号亮点ꎬ与周围组织形成良好对比ꎬ中心信号较

高ꎬ较均匀ꎬ边缘较清楚ꎻ病变呈偏心增生ꎬ管腔狭

窄ꎬ病变位置、形状、大小和组织病理结果基本吻合

(图 ２)ꎮ 对照组管腔光滑ꎬ无明显异常信号改变ꎮ
模型组注射 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂后ꎬＡｓ 病变区信号

强度呈下降趋势ꎬ管壁不光滑ꎬ呈多发斑点状信号

缺损(图 ２)ꎮ 对照组注射 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂后ꎬ血管壁

信号强度无明显变化(图 ２)ꎮ 注射无适配体磁性纳

米颗粒后ꎬ模型组和对照组信号强度均无明显变化ꎮ

３　 讨　 论

Ａｓ 主要累及大型和中型的肌弹力型动脉ꎬ表现

出的动脉壁增厚、管腔狭窄是临床影像学诊断的主

要依据ꎮ 但在血管分叉处ꎬ血流变化湍急、不规则ꎬ
这对 ＭＲＩ 成像造成不利影响ꎮ Ａｓ 病变的病理学特

征ꎬ主要为动脉壁增厚ꎬ管腔狭窄ꎮ 病变由动脉内

膜开始ꎬ先有脂质沉积ꎬ伴大量巨噬细胞浸润ꎬ吞噬

脂质ꎬ形成泡沫细胞ꎻ平滑肌细胞增殖ꎬ纤维脂质增

生ꎬ形成纤维帽状覆盖ꎻ病变内坏死组织与脂质形

成无细胞成分的脂质核心ꎬ病情进一步发展ꎬ可出

现钙质沉积、肉芽组织增生、动脉瘤形成、斑块内出

血、斑块破裂、血栓形成、管腔堵塞等多种病理现

象[１]ꎮ 因此研究和开发新型 Ａｓ 诊断技术是目前 Ａｓ
防治研究的全球热点之一ꎮ 目前被认为是诊断 Ａｓ
的“金标准”有:血管内超声、数字血管造影、血管镜

检查ꎬ均为有创诊断技术ꎬ必须插入导管才能形成

影像ꎬ操作复杂ꎬ且有一定的危险性和并发症ꎮ

图 ２. ＡｐｏＥ－ / －小鼠ＭＲＩ 图　 　 上排图为模型组ꎬ其中左图为不注射 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂ꎬ箭头所指为 Ａｓ 病变区ꎻ中图为注射 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂ꎬ箭
头所指为 Ａｓ 病变区多发斑点状信号缺失ꎻ右图为注射 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒ꎬ箭头所指为 Ａｓ 病变信号没有改变ꎮ 下排图为对照组ꎬ其中左图为不注射

ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂ꎬ箭头所指为正常动脉ꎻ中图为注射 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂ꎬ箭头所指为正常动脉ꎬ无信号改变ꎻ右图为注射 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒ꎬ箭头所指为

为正常动脉ꎬ无信号改变ꎮ 每个图右上角为箭头所指处的放大效果ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＭＲＩ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ
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　 　 适配体为 ２０~２００ 个碱基的单链 ＤＮＡ 或 ＲＮＡꎬ
由 ＳＥＬＥＸ 技术筛选获得ꎬ通过其空间构象与靶物质
特异性结合ꎬ是目前公认最具潜力的靶向物质[５￣６]ꎮ
近年兴起的适配体靶向药物技术ꎬ为 Ａｓ 的体内靶向
性无创诊断提供了基础ꎮ 截至 ２０１３ 年ꎬ适配体药物
已有辉瑞公司生产的抗眼底血管增生适配体药
Ｍａｃｕｇｅｎ 被批准用于临床ꎬ另有其他公司的 １１ 个适
配体药物正在各期临床试验中ꎬ抗凝血的 ＲＥＧ１ 进
入Ⅲ期临床研究ꎬ抗肿瘤的 ＮＯＸ￣Ｅ３６ 进入Ⅱ期临床
研究ꎮ 我国已有近 ５０ 个适配体技术获国家专利ꎬ但
目前无成药性研究ꎮ 本课题组已成功利用 ＳＥＬＥＸ
技术获得特异性结合 Ａｓ 病变细胞的适配体 ＰＭ１[８]

及一些肿瘤细胞亲和适配体ꎬ将这些适配体应用于
疾病诊断和治疗具有良好前景ꎮ

ＭＲＩ 造影剂的使用不仅能使病变组织容易被
诊断和识别ꎬ还可以反映病变部位的某些生物学特
征及评价治疗效果[３]ꎮ 超顺磁性 Ｆｅ３Ｏ４ 作为 ＭＲＩ
造影剂的磁性物质ꎬ其优点在于灵敏度较高ꎬ粒径
较小ꎬ生物安全性较为良好ꎬ而且可以用多种物质
对其进行修饰ꎬ具有较大的潜在应用价值[４]ꎮ

ＡｐｏＥ－ / －小鼠是目前应用最为广泛的 Ａｓ 动物模
型ꎬ经高脂饲养后ꎬ能形成与人类相似的 Ａｓ 血管病
变[１３]ꎮ ＡｐｏＥ－ / －小鼠经高脂饲养后ꎬ成模快速ꎬ多以
４￣５ 型 Ａｓ 病变为主ꎬ甚至可观察到 ６ 型 Ａｓ 型病变ꎮ
本研究发现:ＡｐｏＥ－ / －小鼠高脂饲养 １６ 周后ꎬ苏丹红
Ⅳ染色ꎬ可以看到明显的 Ａｓ 斑块形成ꎬ主动脉管壁
厚薄不均匀ꎬ模型组病变面积与血管面积之比为
４９.２％±１７.６％ꎬ表明模型建立成功ꎮ

我们研究发现ꎬ在 ＭＲＩ ７Ｔ 实验中ꎬ模型组
ＡｐｏＥ－ / －小鼠可以观察到主动脉壁毛糙ꎬＡｓ 病灶呈
高信号亮点ꎬ偏心增生ꎬ管腔狭窄ꎬ病变位置、形状、
大小和组织病理结果基本吻合ꎻ而对照组 ＡｐｏＥ－ / －小
鼠动脉管腔光滑ꎬ未见明显异常信号改变ꎮ 注射
ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂后ꎬ模型组小鼠病灶信号下降ꎬ有多
发斑点状信号的缺损ꎻ对照组小鼠血管壁信号强度
一直无变化或变化甚小ꎮ 注射无适配体磁性纳米
颗粒后ꎬ模型组和对照组信号强度均无明显变化ꎮ
出现这种 ＭＲＩ 血管影像改变的情况ꎬ我们分析原因
有:(１)在注射具有 Ａｓ 靶向磁性纳米颗粒后ꎬ由于
适配体的靶向性作用ꎬ使 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂中的 Ｆｅ３Ｏ４

迅速聚集于病变的泡沫细胞周围ꎬ所以ꎬＡｓ 模型小
鼠病灶信号降低ꎻ(２)小鼠的 Ａｓ 病变属于 ４￣６ 型ꎬ主
要为粥肿样斑块或复合病变ꎬ病变内巨噬细胞的分
布不均匀ꎬ聚集于纤维帽附近、脂质核心或坏死灶
边缘ꎬ故在 ＭＲＩ 影像中呈多发斑点状信号缺失ꎮ 对
照组注射 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂后ꎬ血管壁 ＭＲＩ 信号强度
一直无明显变化ꎬ进一步证明 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂对 Ａｓ

病变的靶向性ꎮ
我们的研究表明ꎬＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂是具有 Ａｓ 靶

向的磁性纳米颗粒ꎬ在小鼠的 ＭＲＩ 实验中ꎬ证实对
Ａｓ 病变有主动靶向作用ꎮ 这些实验结果提示ꎬ我们
合成的 Ａｓ 靶向磁性纳米颗粒ꎬ具有 Ａｓ 的 ＭＲＩ 影像
的新型、快速、高效、无创、无辐射造影剂的潜质ꎮ

进一步的研究需建立大型哺乳动物 Ａｓ 病变模
型ꎬ验证 ＭＲＩ￣Ａｓ 造影剂对 Ａｓ 主动靶向 ＭＲＩ 影像的
量效关系ꎬ建立数字化影像诊断模式ꎻ完善 ＭＲＩ￣Ａｓ 造
影剂作为影像诊断试剂所需的工艺优化、质控标准、
毒理影响等临床前研究资料ꎬ为开发新型 Ａｓ 主动靶
向 ＭＲＩ 影像的、安全、高效诊断试剂奠定研究基础ꎮ
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