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超顺磁性氧化铁纳米颗粒标记靶向癌胚抗原的ＣＡＲＴ细胞及体外磁共振成像研究

何坤高１，蒋　波２，郭牡丹２，王桂玲２，张　恩２，徐豆豆２　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）第一附属
医院放射科１；４０１１２１重庆，重庆市食品药品检验检测研究院２

　　［摘要］　目的　采用超顺磁性氧化铁纳米颗粒（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，
ＳＰＩＯＮｓ）标记靶向癌胚抗原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ，ＣＥＡ）的嵌合抗原受体 Ｔ细胞（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒＴｃｅｌｌｓ，ＣＡＲＴ细胞），并进行体外磁共振成像研究，为监测ＣＥＡＣＡＲＴ细胞的体内回输治疗提
供依据。方法　将 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ、肝素钠和硫酸鱼精蛋白分别以高（ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ１００μｇ／ｍＬ，肝素钠
４ＩＵ／ｍＬ，硫酸鱼精蛋白 １２０μｇ／ｍＬ）、中（ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ５０μｇ／ｍＬ，肝素钠 ２ＩＵ／ｍＬ，硫酸鱼精蛋白
６０μｇ／ｍＬ）、低（ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ２５μｇ／ｍＬ，肝素钠１ＩＵ／ｍＬ，硫酸鱼精蛋白３０μｇ／ｍＬ）剂量混合形成ＳＰＩＯＮｓ
复合物 ＦＨＰ（ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ／ｈｅｐａｒｉｎ／ｐｒｏｔａｍｉｎｅ），然后与 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞共孵育进行细胞标记。ＣＣＫ８、
ＥｄＵ和流式细胞术检测ＦＨＰ对细胞的生物相容性，普鲁士蓝染色检测细胞对ＦＨＰ的摄入情况，电感耦
合等离子体质谱法（ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙｃｏｕｐｌｅｄｐｌａｓｍａｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＩＣＰＭＳ）定量检测细胞中Ｆｅ含量，流
式细胞术检测ＦＨＰ标记的 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞对肿瘤细胞的杀伤作用，磁共振成像（ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ
ｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）扫描ＦＨＰ标记的ＣＥＡＣＡＲＴ细胞。结果　高、中、低剂量的ＦＨＰ对ＣＥＡＣＡＲＴ细胞的
活力没有明显影响，ＣＣＫ８实验显示细胞活性均在１００％以上；ＥｄＵ实验显示各组细胞ＤＮＡ复制活性均
在９４．３％以上。普鲁士蓝染色显示ＣＥＡＣＡＲＴ细胞可摄取ＦＨＰ，且随ＦＨＰ浓度的增加，摄取量增大。
ＩＣＰＭＳ进一步检测显示胞内Ｆｅ含量为（４４０．２３±１８９．３６）ｎｇ／ｍＬ。肿瘤细胞杀伤实验表明 ＦＨＰ标记的
ＣＥＡＣＡＲＴ细胞的杀伤肿瘤细胞能力良好。ＭＲＩ扫描显示随着 ＦＨＰ浓度的增高，ＦＨＰ标记的 ＣＥＡ
ＣＡＲＴ细胞Ｔ２ＷＩ信号呈明显降低趋势（Ｐ＜０．０１）。结论　ＳＰＩＯＮｓ复合物ＦＨＰ具有良好的生物相容性
并能够有效标记 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞，可作为 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞的磁标记物，为临床提供一种可行的 ＭＲＩ
示踪方法。

　　［关键词］　 嵌合抗原受体Ｔ细胞；超顺磁性氧化铁；纳米颗粒；ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ；磁共振成像
　　［中图法分类号］　Ｒ３９２．１２；Ｒ４４５．２；Ｒ９８１．９ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市自然科学基金面上项目（ｃｓｔｃ２０２１ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ１０７８）；重庆市博士后科研项目特别资助项目（２０２０年）；重庆市科研机构绩效激励
引导专项（ｃｓｔｃ２０２２ｊｘｊｌ１２０００６）
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ｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ（ＭＲＩ）ｔｏｒｅａｌｔｉｍｅｔｒａｃｅＣＥＡＣＡＲＴｃｅｌｌｓｉｎｖｉｖｏ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅａｍｏｕｎｔｏｆ
ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ，ｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍａｎｄｐｒｏｔａｍｉｎｅｓｕｌｆａｔｅｗｅｒｅｍｉｘｅｄａｔｈｉｇｈ（ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ１００μｇ／ｍＬ，ｈｅｐａｒｉｎ
ｓｏｄｉｕｍ４ＩＵ／ｍＬ，ｐｒｏｔａｍｉｎｅｓｕｌｆａｔｅ１２０μｇ／ｍＬ），ｍｅｄｉｕｍ （ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ５０μｇ／ｍＬ，ｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍ
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ｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄＳＰＩＯＮｓｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗａｓｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙｃｏｕｐｌｅｄｐｌａｓｍａｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＩＣＰＭＳ）．ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｙｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＦＨＰｌａｂｅｌｅｄＣＥＡＣＡＲＴｃｅｌｌｓ
ｏｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ａｎｄＭＲＩｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｓｃａｎＦＨＰｌａｂｅｌｅｄＣＥＡＣＡＲＴｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＦＨＰａｔｈｉｇｈ，
ｍｅｄｉｕｍ，ａｎｄｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣＥＡＣＡＲＴｃｅｌｌｓ，ｗｉｔｈｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｂｏｖｅ１００％ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ．ＤＮＡｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓａｂｏｖｅ９４．３％ｉｎＥｄＵａｓｓａｙｓ．Ｐｒｕｓｓｉａｎｂｌｕｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＣＥＡＣＡＲＴｃｅｌｌｓｃｏｕｌｄｔａｋｅＦＨＰｕｐ，ｗｉｔｈｔｈｅｕｐｔａｋｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅｍｅｎｔｏｆ
ＦＨＰｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．ＩＣＰＭＳｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＦｅｃｏｎｔｅｎｔｗａｓ４４０．２３±１８９．３６ｎｇ／ｍＬ．Ｔｕｍｏｒｃｅｌｌ
ｋｉｌｌｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＦＨＰｌａｂｅｌｅｄＣＥＡＣＡＲＴｃｅｌｌｓｈａｄｅｘｃｅｌｌｅｎｔｋｉｌｌｉｎｇｃａｐａｂｉｌｉｔｙａｇａｉｎｓｔｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌｓ．ＭＲＩｓｃａｎｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＴ２ＷＩｓｉｇｎａｌｓｏｆＦＨＰｌａｂｅｌｅｄＣＥＡＣＡＲＴｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ
ｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ＦＨＰ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＳＰＩＯＮｓｃｏｍｐｌｅｘ ＦＨＰ ｓｈｏｗｓｇｏｏｄ
ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｌａｂｅｌＣＥＡＣＡＲＴｃｅｌｌｓ．ＳＰＩＯＮｓｃｏｍｐｌｅｘＦＨＰｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｍａｇｎｅｔｉｃ
ｍａｒｋｅｒｆｏｒＣＥＡＣＡＲＴｃｅｌｌｓａｎｄａｆｅａｓｉｂｌｅＭＲＩｔｒａｃｅｒｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ．
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ＰｒｏｊｅｃｔｓｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（２０２０） ａｎｄ ｔｈｅＳｐｅｃｉａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＩｎｃｅｎｔｉｖｅａｎｄ Ｇｕｉｄａｎｃｅｉｎ ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ
（ｃｓｔｃ２０２２ｊｘｊｌ１２０００６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸＵＤｏｕｄｏｕ，Ｅｍａｉｌ：ｘｕｄｏｕｄｏｕ＠ｃｑｉｆｄｃ．ｏｒｇ．ｃｎ

　　嵌合抗原受体（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＡＲ）Ｔ
细胞疗法是通过基因改造技术，将带有特异性抗原识

别结构域及Ｔ细胞激活信号的遗传物质转入 Ｔ细胞，
不仅能够特异性地识别 Ｔ细胞，还能激活 Ｔ细胞杀死
肿瘤细胞。ＣＡＲＴ细胞疗法首先在 Ｂ细胞非霍奇金
淋巴瘤、弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤以及急性 Ｂ淋巴细胞
白血病等方面得到成功应用［１－２］。从血液肿瘤的

ＣＡＲＴ细胞治疗中获取的经验极大地促进了针对实
体肿瘤ＣＡＲＴ细胞治疗的发展［３－４］。据不完全统计，

全世界正在开展多项针对实体瘤，如神经母细胞瘤、胰

腺癌、恶性胸膜间皮瘤、非小细胞肺癌、小细胞肺癌、卵

巢癌和结肠直肠癌的 ＣＡＲＴ细胞治疗临床试验［５－６］。

一项靶向癌胚抗原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ，ＣＥＡ）治
疗结直肠癌的 ＣＡＲＴ临床试验显示，１０例经 ＣＥＡ
ＣＡＲＴ细胞治疗的结直肠癌转移患者，在长期（２８～
１９８ｄ）观察中血清 ＣＥＡ水平均明显下降［７］。尽管如

此，在 ＣＡＲＴ细胞治疗实体瘤的疗效评估中，了解
ＣＡＲＴ细胞在患者体内的生物分布仍是当前亟待解
决的关键问题之一，特别是有助于阐明实体瘤 ＣＡＲＴ
细胞治疗中产生应答和无应答的原因。

　　近年来，磁共振成像（ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，
ＭＲＩ）因其高空间分辨率、多方位成像等优点成为理想
的细胞活体示踪手段，而超顺磁性氧化铁纳米颗粒

（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＳＰＩＯＮｓ）则
是一种理想的细胞示踪标记物。如 ＫＩＲＵ等［８］采用

ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ（一种用于治疗慢性肾病患者缺铁性贫血
的ＳＰＩＯＮｓ）对靶向免疫检查点 Ｂ７Ｈ３的 ＣＡＲＴ细胞
进行标记，利用多模态磁共振成像在小鼠体内实现了

非侵袭性地监测ＣＡＲＴ细胞的生物分布，为临床监测
ＣＡＲＴ细胞提供了新的方法。但是，由于细胞膜和
ＳＰＩＯＮｓ均为负电荷，直接使用 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ标记效果往
往不稳定，所以常采用多聚赖氨酸、鱼精蛋白等转染剂

增强标记效果［９－１１］。本研究采用ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ与一定量
的肝素钠和鱼精蛋白形成复合物 ＦＨＰ（ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ／
ｈｅｐａｒｉｎ／ｐｒｏｔａｍｉｎｅ），探讨ＦＨＰ对ＣＥＡＣＡＲＴ细胞标记
的可行性，并进行 ＭＲＩ体外成像研究，以期为临床监
测ＣＥＡＣＡＲＴ细胞的治疗效果提供可行方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　　ＣＥＡＣＡＲＴ细胞和 ＤＬＤ１、ＨＴ２９、
ＭＣＦ７、Ａ５４９肿瘤细胞均由重庆精准生物技术有限公
司无偿提供，ＣＥＡＣＡＲＴ细胞制备方法和验证结果详
见文献［７，１２］。
１．１．２　主要试剂和仪器　　ＣＣＫ８试剂盒、ＥｄＵ４８８
细胞增殖检测试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂盒、ＰＢＳ缓
冲液均购自上海碧云天生物技术股份有限公司，多聚

甲醛购自天津市光复精细化工研究所，普鲁士蓝染色

试剂盒购自索莱宝生物科技有限公司，ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ购
自美国ＬｅｋＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓｄ．ｄ公司，硫酸鱼精蛋白注
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射液购自悦博药业集团有限公司，肝素钠注射液购自

成都市海通药业有限公司，ＭｉｌｌｉＱ超纯水机购自法国
ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＳ．Ａ．Ｓ公司，Ｉｎｆｉｎｉｔｅ２００ＰＲＯ酶标仪购自奥
地利 ＴＥＣＡＮ公司，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪购自美国
ＢＤ公司，ＩＸ５３显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，
ＮｅＸＩＯＮ２０００ＩＣＰＭＳ购自美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司，Ｍ７
１．０Ｔ小动物磁共振成像仪购自以色列Ａｓｐｅｃｔ公司。
１．２　方法
１．２．１　Ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ标记 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞　　将
ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ、肝素钠和硫酸鱼精蛋白按一定浓度比例
（２５∶１∶３０）混合，在无血清培养基中形成 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ／
肝素钠／硫酸鱼精蛋白复合物（ＦＨＰ）。其中，高剂量
组ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ为１００μｇ／ｍＬ，肝素钠为４ＩＵ／ｍＬ，硫酸
鱼精蛋白为 １２０μｇ／ｍＬ；中剂量组 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ为
５０μｇ／ｍＬ，肝素钠为 ２ＩＵ／ｍＬ，硫酸鱼精蛋白为
６０μｇ／ｍＬ；低剂量组 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ为２５μｇ／ｍＬ，肝素钠
为１ＩＵ／ｍＬ，硫酸鱼精蛋白为 ３０μｇ／ｍＬ。然后，将
ＦＨＰ与 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞于 ５％ＣＯ２、３７℃共同孵育
２４ｈ进行细胞标记。
１．２．２　ＣＣＫ８检测 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞活力　　将
１×１０５个／ｍＬ的 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞接种至 ９６孔板内
（１００μＬ／孔）。实验组各孔（ｎ＝３）加入高、中、低剂量
的ＦＨＰ，对照组不加 ＦＨＰ，于５％ＣＯ２、３７℃孵育２４ｈ
后去上清，每孔加入１００μＬ新鲜完全培养基和１０μＬ
ＣＣＫ８溶液，继续孵育４ｈ后使用酶标仪于４５０ｎｍ波
长处测定光密度值，计算细胞存活率。

１．２．３　ＥｄＵ检测 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞增殖　　ＥｄＵ
（５ｅｔｈｙｎｙｌ２′ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ）是一种胸苷类似物，可以在
ＤＮＡ合成过程中替代胸苷掺入到新合成的 ＤＮＡ中。
ＥｄＵ上的乙炔基能与荧光标记的小分子叠氮化物探针
点击反应，使增殖细胞的ＤＮＡ被相应的荧光探针所标
记。Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染料可以与活细胞的细胞核相结合，
通过ＥｄＵ和Ｈｏｅｃｈｓｔ双染可以辨别活细胞中有多少增
殖细胞。将１×１０５个／ｍＬ的 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞接种至
９６孔板内（１００μＬ／孔）。实验组各孔（ｎ＝３）加入高、
中、低剂量的ＦＨＰ，对照组不加 ＦＨＰ，于５％ＣＯ２、３７℃
继续孵育２４ｈ。按照 ＥｄＵ４８８细胞增殖检测试剂盒
操作说明，细胞离心后吸弃 ５０μＬ上清，加入
１００μｍｏｌ／ＬＥｄＵ溶液５０μＬ，继续孵育２ｈ。去上清，
加入固定液 ５０μＬ／孔，室温固定 １５ｍｉｎ。吸弃固定
液，洗涤。加入通透液 ５０μＬ／孔，室温孵育 １３ｍｉｎ。
吸弃通透液，洗涤。加入点击反应液 ５０μＬ／孔，室温
避光孵育 ３０ｍｉｎ。吸弃点击反应液，洗涤。加入
１×Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２溶液 ５０μＬ／孔，室温避光孵育１０ｍｉｎ。
吸弃１×Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，洗涤，然后加入ＰＢＳ５０μＬ／孔。

采用荧光显微镜对活细胞和正在增殖的细胞进行观

察，采集图像并运用ＩｍａｇｅＪ软件进行定量计数。
１．２．４　ＣＥＡＣＡＲＴ细胞凋亡检测　　将１×１０５个／ｍＬ
的ＣＥＡＣＡＲＴ细胞接种至６孔板内（１０００μＬ／孔）。
实验组各孔（ｎ＝３）加入高、中、低剂量的 ＦＨＰ，对照组
不加 ＦＨＰ，于 ５％ＣＯ２、３７℃继续孵育 ２４ｈ。按照
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂盒操作说明，去上清，加入 １ｍＬ
预冷的ＰＢＳ重悬细胞，清洗后转移至离心管，离心。
加５００μＬ结合缓冲液重悬细胞。每组分别加入５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬ碘化丙啶染色液，混匀，避光
孵育１０ｍｉｎ。采用流式细胞仪进行检测，ＦｌｏｗＪｏ软件
对检测结果进行分析。

１．２．５　普鲁士蓝染色（ＤＡＢ增强法）检测ＣＥＡＣＡＲＴ
细胞内的Ｆｅ信号　　普鲁士蓝染色（ＤＡＢ增强法）是
在普鲁士蓝染色法的基础上，通过加入 ＤＡＢ增强液，
使ＤＡＢ与沉淀态的 Ｆｅ３＋发生氧化还原反应形成棕色
化合物，增强检测的特异性，可显示出微量铁元素。取

含盖玻片的６孔板，将１×１０５个／ｍＬ的ＣＥＡＣＡＲＴ细
胞接种至６孔板（１０００μＬ／孔）。实验组各孔（ｎ＝３）
加入高、中、低剂量的 ＦＨＰ，对照组不加 ＦＨＰ，于
５％ＣＯ２、３７℃继续孵育２４ｈ。按照普鲁士蓝染色试剂
盒操作说明，去上清，加入 ４％多聚甲醛室温固定
２０ｍｉｎ。按１∶１配置Ｐｅｒｌｓ染色工作液，滴加至盖玻片
上，然后３７℃孵育２０ｍｉｎ。用蒸馏水冲洗盖玻片，按
１∶９配置孵育工作液，滴加至盖玻片上，３７℃孵育
２０ｍｉｎ。用 ＰＢＳ清洗，然后按照 １９∶１配置增强工作
液，滴加至盖玻片上，３７℃孵育 ２０ｍｉｎ。再次用 ＰＢＳ
清洗，每次５ｓ，然后滴加复染液停留３～５ｍｉｎ，再用蒸
馏水清洗 １０ｍｉｎ。先经梯度乙醇脱水后用二甲苯透
明，油镜下观察并记录。

１．２．６　电感耦合等离子体质谱法（ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙｃｏｕｐｌｅｄ
ｐｌａｓｍａｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＩＣＰＭＳ）检测 ＣＥＡＣＡＲＴ细
胞内的Ｆｅ含量　　将１×１０５个／ｍＬ的ＣＥＡＣＡＲＴ细
胞接种至 ６孔板中（１０００μＬ／孔）。实验组各孔
（ｎ＝３）加入中剂量的ＦＨＰ，于５％ＣＯ２、３７℃继续孵育
２４ｈ。细胞离心后去除上清，使用ＰＢＳ重悬细胞，转入
消解管，加入５ｍＬ硝酸进行消解。消解结束后进行赶
酸处理（１１０℃，２ｈ），待赶酸结束并降至室温后转入
容量瓶定容至１０ｍＬ，采用ＩＣＰＭＳ进行检测。
１．２．７　ＦＨＰ标记的 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞体外肿瘤细胞
杀伤作用　　根据参考文献［７，１３－１４］，将ＦＨＰ（中剂
量）标记与未标记的ＣＥＡＣＡＲＴ细胞以及未转染的Ｔ
细胞（ｕｎｔｒａｎｓｄｕｃｅｄＴｃｅｌｌｓ，ＵＴＤ）与特异性靶标 ＣＥＡ
高表达肿瘤细胞ＤＬＤ１、ＣＥＡ中表达肿瘤细胞ＨＴ２９、
ＣＥＡ低表达肿瘤细胞ＭＣＦ７以及无ＣＥＡ表达的 Ａ５４９
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细胞进行共孵育，分别收集处于对数生长期的上述肿

瘤细胞，以２×１０５个／孔接种至２４孔板中。分别收集
ＵＴＤ细胞和ＣＥＡＣＡＲＴ细胞，以效靶比（Ｅ∶Ｔ）１２∶１向
对应肿瘤细胞孔中加入相应量的 ＵＴＤ细胞和 ＣＥＡ
ＣＡＲＴ细胞，补加每孔培养基至２ｍＬ，于５％ＣＯ２、３７℃
孵育６ｈ。共孵育完成后，将 ＵＴＤ细胞和 ＣＥＡＣＡＲＴ
细胞弃去，收集各孔肿瘤细胞，ＰＢＳ清洗后加入５００μＬ
ＰＢＳ重悬细胞，并向相应管中加入７ＡＡＤ染料，流式细
胞仪检测。

１．２．８　磁共振成像　　将 １×１０６个／ｍＬ的 ＣＥＡ
ＣＡＲＴ细胞接种至６孔板中（１０００μＬ／孔）。实验组
各孔（ｎ＝３）加入ＦＨＰ，其中ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ的浓度为２．５、
５．０、１０．０和 ２０．０μｇ／ｍＬ，于 ５％ＣＯ２、３７℃继续孵育
２４ｈ。去上清，用２００μＬＰＢＳ重悬细胞后转入离心管，迅
速加入预热后的１％琼脂糖，混合均匀，待含有细胞的琼
脂糖冷却凝固后进行ＭＲＩ扫描。采用小鼠线圈，行冠面
Ｔ２ＷＩ序列扫描，扫描参数设置为：Ｔ２ＷＩ快速自旋回波
（ＦＳＥ）序列，层厚３．０ｍｍ，ＴＲ３５００．０ｍｓ，ＴＥ６８．０ｍｓ。检
测不同氧化铁浓度图像的ＭＲ灰度值（ｎ＝３）。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２９．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５．０软件进
行统计学分析和作图。普鲁士蓝染色、ＭＲＩ扫描结果
以及ＥｄＵ结果采用 ＩｍａｇｅＪ软件进行计数；流式细胞
仪测定细胞凋亡结果采用 ＦｌｏｗＪｏ软件进行分析；数据
以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＦＨＰ对ＣＥＡＣＡＲＴ细胞活力的影响
　　 ＣＥＡ ＣＡＲＴ细胞与低、中、高剂量的 ＦＨＰ
（ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ浓度分别为 ２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）共孵育
２４ｈ后，与对照组相比，ＣＥＡＣＡＲＴ细胞暴露于不同
浓度ＦＨＰ的细胞活力差异均无统计学意义（图１），细
胞活力未受到影响，表明 ＦＨＰ对 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞具
有良好的生物相容性。
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１：对照组；２：低剂量ＦＨＰ组；３：中剂量ＦＨＰ组；４：高剂量ＦＨＰ组

图１　ＣＣＫ８检测ＦＨＰ在体外对ＣＥＡＣＡＲＴ细胞活力的影响

２．２　ＦＨＰ对ＣＥＡＣＡＲＴ细胞增殖的影响
　　将 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞与低、中、高剂量的 ＦＨＰ
（ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ浓度分别为２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）共孵育结
果显示，不同浓度的 ＦＨＰ对 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞的 ＤＮＡ
复制与细胞增殖没有影响（图２），各组细胞ＤＮＡ复制
活性均在９４．３％以上。
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Ａ：ＣＥＡＣＡＲＴ细胞与不同剂量 ＦＨＰ共孵育的检测结果；Ｂ：细胞增殖定量检测结果　１：对照组；２：低剂量 ＦＨＰ
组；３：中剂量ＦＨＰ组；４：高剂量ＦＨＰ组

图２　ＥｄＵ染色检测ＦＨＰ在体外对ＣＥＡＣＡＲＴ细胞增殖的影响
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２．３　ＦＨＰ对ＣＥＡＣＡＲＴ细胞凋亡的影响
　　流式细胞仪检测结果显示，ＣＥＡＣＡＲＴ细胞与
低、中、高剂量的 ＦＨＰ（ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ浓度分别为２５、５０、
１００μｇ／ｍＬ）共孵育２４ｈ后，与对照组相比，凋亡细胞
无明显增多（图 ３），表明 ＦＨＰ没有造成 ＣＥＡＣＡＲＴ
细胞的凋亡。

２．４　ＣＥＡＣＡＲＴ细胞对ＦＨＰ的摄入效果
　　从图４可以看出，对照组细胞未标记ＦＨＰ，因此未
出现棕色化合物信号。而ＦＨＰ标记的ＣＥＡＣＡＲＴ细
胞均呈现出棕色化合物信号，并且该棕色化合物信号

随ＦＨＰ剂量的增加而增强（图 ４），提示 ＦＨＰ进入
ＣＥＡＣＡＲＴ细胞内。
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图３　流式细胞仪检测ＦＨＰ在体外对ＣＥＡＣＡＲＴ细胞凋亡的影响
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Ａ：ＦＨＰ未标记（对照组）和标记（ＦＨＰ组）的ＣＥＡＣＡＲＴ细胞观测结果；Ｂ：各组细胞内Ｆｅ信号检测结果　１：对
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图４　普鲁士蓝（ＤＡＢ增强）染色检测ＣＥＡＣＡＲＴ细胞对ＦＨＰ的摄入及铁元素信号分析
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２．５　ＣＥＡＣＡＲＴ细胞内Ｆｅ含量
　　ＩＣＰＭＳ检测结果显示，ＣＥＡＣＡＲＴ细胞与中剂量的
ＦＨＰ共孵育后，胞内Ｆｅ含量为（４４０．２３±１８９．３６）ｎｇ／ｍＬ。
２．６　ＦＨＰ标记的 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞对肿瘤细胞的杀

伤效果

　　ＦＨＰ标记的ＣＥＡＣＡＲＴ细胞对于有特异性靶标
ＣＥＡ高表达肿瘤细胞（ＤＬＤ１）、ＣＥＡ中表达肿瘤细胞
（ＨＴ２９）和ＣＥＡ低表达肿瘤细胞（ＭＣＦ７）具有明显的
细胞杀伤效果（Ｐ＜０．０１），而对于没有 ＣＥＡ表达的
Ａ５４９细胞并无细胞杀伤效果（图 ５），表明 ＦＨＰ标记
的ＣＥＡＣＡＲＴ细胞具有肿瘤细胞杀伤功能。
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图５　流式细胞术检测ＦＨＰ标记的ＣＥＡＣＡＲＴ细胞在
体外对肿瘤细胞的杀伤作用

２．７　ＦＨＴ标记的ＣＥＡＣＡＲＴ细胞成像效果
　　不同浓度 ＦＨＰ（ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ浓度分别为２．５、５．０、
１０．０和２０．０μｇ／ｍＬ）标记的ＣＥＡＣＡＲＴ细胞ＭＲＩ扫
描结果显示，Ｔ２ＷＩ序列均见信号降低（图 ６Ａ），且随
着ＦＨＰ浓度的增加，图像灰度值逐渐降低，呈低信号
表达（图６Ｂ）。

!"#

对照组
$%& &%' ()%) $)%)

*+,-./012/3

浓度
4

（
!54.6

）

(&)

())

&)

)

相
对
光
学
密
度
4
7

对照组
$%& &%) ()%) $)%)

8

9

:

:

:

:

*+,-./012/3

浓度
4

（
!54.6

）
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图６　不同浓度ＦＨＰ标记的ＣＥＡＣＡＲＴ细胞ＭＲＩ扫描结果

３　讨论

　　随着生物技术的不断发展，自然杀伤细胞（ＮＫ）、
树突状细胞细胞因子诱导的杀伤细胞（ＤＣＣＩＫ）、
Ｔ细胞受体嵌合型Ｔ细胞（ＴＣＲＴ）和ＣＡＲＴ细胞等免
疫细胞治疗手段相继出现。其中，ＣＡＲＴ细胞疗法是
该领域热门的疗法之一。目前 ＣＡＲＴ细胞疗法在临
床上取得的成功主要来自血液肿瘤，但是在癌症领域

中实体瘤占９０％，成为 ＣＡＲＴ细胞治疗的一大挑战。
不过近年来，ＣＡＲＴ细胞治疗在实体瘤领域取得一系
列进展，比如用于治疗胃腺癌和食管胃结合部腺癌的

ＣＬＤＮ１８．２ＣＡＲＴ细胞已在中国和美国分别获批进入
临床试验。ＣＥＡＣＡＲＴ细胞的临床试验显示其在结
直肠癌转移患者中也取得初步疗效。然而，在验证和

评估 ＣＡＲＴ细胞对实体瘤的疗效中，与传统疗法相
比，其肿瘤体积生长抑制反应较慢，通常需要数月才能

观察到明显的肿瘤体积缩小。因此，传统的实体瘤疗

效评价标准（ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｃｒｉｔｅｒｉａｉｎｓｏｌｉｄｔｕｍｏｒｓ，
ＲＥＣＩＳＴ）并不适用，如何快速评价实体肿瘤患者对
ＣＡＲＴ细胞治疗的响应也是目前面临的一大挑战。
应对这一挑战的关键之一便是确证 ＣＡＲＴ细胞在患
者体内的生物分布信息，这不仅有助于阐明实体瘤

ＣＡＲＴ细胞治疗中产生应答和无应答的因素，也有利
于优化治疗方案。

　　本研究基于超顺磁性氧化铁纳米颗粒（ＳＰＩＯＮｓ），
以ＣＥＡＣＡＲＴ细胞为研究对象，验证了磁标记ＣＡＲＴ
细胞并进行 ＭＲＩ成像示踪的可行性。Ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ是
一种用于治疗贫血患者的静脉注射型纳米氧化铁颗

粒，具有良好的生物相容性和安全性，２００９年获得美
国食品和药物管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，
ＦＤＡ）的上市批准。由于ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ优良的磁性能、催
化活性以及免疫活性，目前不仅在贫血、癌症、感染性

疾病、再生医学以及磁刺激神经调节等新的领域获得

认可与研究，也在各种生物医学诊断（如细胞标记）中

获得了广泛应用［１５－２０］。但是，由于电荷相斥等多种原

因，直接使用 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ标记细胞的效果并不十分理
想。ＮＥＪＡＤＮＩＫ等［２１］基于 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ开发了一种干
细胞标记方法，将 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ与含蛋白的培养基共孵
育，培养基中的蛋白在 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ纳米颗粒周围形成
蛋白冠，以增加纳米颗粒的流体动力学直径，并通过吞

噬作用促进干细胞对 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ的摄取，从而增强
ＭＲＩ信号。尽管基于细胞对 ＳＰＩＯＮｓ内吞进行标记是
当前的主流方法，但是 ＳＰＩＯＮｓ在胞内的积累对细胞
是否产生影响需要全面评估和避免。为此，ＹＡＮ
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等［２２］开发了一种新的不经内吞，而是将 ＳＰＩＯＮｓ包裹
于细胞外基质的标记方法，即通过在间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）制备过程中添加
ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ，使其包裹于 ＭＳＣｓ细胞球的细胞外基质，
减少了 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ进入细胞，同时也不需要使用转染
试剂。在该研究中，ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ标记的ＭＳＣｓ细胞球在
体内外均表现出良好的生物安全性和Ｔ２ＭＲＩ效果，表
明此类技术在ＭＳＣｓ移植后ＭＲＩ示踪中具有应用潜力。
　　为迅速开发可适用于临床的 ＣＡＲＴ细胞体内外
示踪方法，本研究采用临床获批的 ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ与肝素
钠和鱼精蛋白制成复合物ＦＨＰ进行细胞标记，取得了
良好效果。细胞活力和增殖实验显示ＦＨＰ标记ＣＡＲ
Ｔ细胞具有良好的生物相容性，无需担心 ＦＨＰ在
ＣＡＲＴ细胞内蓄积对细胞活力等产生不利影响。同
时，对 ＦＨＰ标记的 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞杀伤肿瘤细胞作
用的验证，表明 ＦＨＰ不会影响 ＣＥＡＣＡＲＴ细胞的活
性，为进一步研究 ＦＨＰ标记 ＣＡＲＴ细胞的示踪奠定
了基础。Ｔ细胞为悬浮细胞，吞噬作用没有贴壁细胞
强，使用传统的普鲁士蓝伊红法染色对于细胞内Ｆｅ的
信号并不敏感。因此，本研究采用普鲁士蓝染色（ＤＡＢ
增强法）检测ＣＡＲＴ细胞对ＦＨＰ的摄入情况，其原理
在于细胞中的Ｆｅ３＋与亚铁氰化钾形成不溶解的蓝色亚
铁氰化铁沉淀，进而加入ＤＡＢ与亚铁氰化铁沉淀发生
氧化还原反应，形成棕色化合物，可显示出胞内微量铁

元素。普鲁士蓝染色结果显示 ＣＡＲＴ细胞可以摄入
ＦＨＰ，并且与 ＦＨＰ剂量呈正相关。ＩＣＰＭＳ是以电感
耦合等离子体作为离子源，以质谱进行检测的无机多

元素分析技术，广泛应用于痕量、微量元素的定量检

测。本研究采用ＩＣＰＭＳ进一步证明ＣＡＲＴ细胞可以
摄入ＦＨＰ，且 Ｆｅ含量达到（４４０．２３±１８９．３６）ｎｇ／ｍＬ。
最后，本研究采用小动物磁共振成像仪检测了不同浓

度ＦＨＰ标记的 ＣＡＲＴ细胞成像效果，为使用 ＦＨＰ标
记ＣＡＲＴ细胞并通过ＭＲＩ进行体内示踪提供了实验
依据。

　　 本研究使用临床已经获批、安全可靠的
ｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌ、肝素钠和鱼精蛋白制备了ＦＨＰ复合物，体
外标记ＣＥＡＣＡＲＴ细胞并对标记方法进行一系列评
估，确认ＦＨＰ具有良好的生物相容性，适用于 ＣＡＲＴ
细胞的示踪检测，为今后使用类似造影剂体外标记

ＣＡＲＴ细胞并使用ＭＲ影像进行实时体内追踪提供了
新的思路。下一步计划采用重度联合免疫缺陷小鼠，

通过异种移植结直肠癌肿瘤细胞构建荷瘤小鼠模型，

注射ＦＨＰ标记ＣＡＲＴ细胞并进行 ＭＲＩ扫描，结合肿
瘤组织以及肝、肾等脏器的病理染色检测，在动物体内

验证ＦＨＰ标记 ＣＡＲＴ细胞的示踪效果，为未来在临
床上采用此类ＳＰＩＯＮｓ标记ＣＡＲＴ细胞进行体内示踪
提供依据。
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