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Abstract 
Objective: The L-ascorbic acid stearic acid palmitate (Vc) had been used to coat superparamagnetic iron 
oxide nanoparticles (SPIO) to build nano probes. The imaging effects of magnetic resonance imaging 
agents of different materials were investigated. This contrast probe was applied to label mouse mono-
nuclear macrophage cells-RAW264.7 in vitro. The cellular activity was measured in this study. Methods: 
The quality ratio of Vc and SPIO were adjusted (2:1 and 5:1) to construct the Vc-SPIO nano probes. And 
then magnetic resonance imaging was completed. Mice RAW264.7 macrophages were cultured routinely. 
Using the Vc-SPIO nanometer probe (iron concentration 0~25 ug/ml) to complete the cell marking, the 
cytotoxicity of cell was detected by CCK-8 test. Results: When the molecular ratio of Vc:SPIO was about 2:1, 
the cells remained normal activity under the concentration of iron in the experiment. However, if the 
molecular ratio of Vc:SPIO was about 5:1, cell activity will decrease with the increase of iron concentra-
tion. When iron concentration was greater than 15 ug/ml, it exhibited toxicity. Conclusion: Vc-SPIO had 
no obvious effect on the biological activity of RAW264.7 with the concentration below 15 ug/ml. It could 
be used to label RAW264.7, which lay the foundation for the next animal experiment. 
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摘  要 

目的：应用L-抗坏血酸硬脂酸棕榈酸酯(Vc)包裹的超顺磁性氧化铁纳米粒子(SPIO)，构建纳米探针，考

察不同材料组分的磁共振造影剂成像效果，实现RAW264.7小鼠单核巨噬细胞的体外标记并探究其生物

活性影响。方法：调节Vc与SPIO质量比例(2:1和5:1)构建纳米Vc-SPIO探针；并完成磁共振成像检测；

常规培养RAW264.7巨噬细胞，应用Vc-SPIO纳米探针(铁浓度0~25 ug/ml)完成细胞标记，进行细胞毒

性CCK-8检测研究。结果：当Vc:SPIO为2:1时，在实验的铁浓度范围内，细胞依然保持正常活性；当Vc:SPIO
为5:1时，随着铁浓度的增大细胞活性降低，当铁浓度大于15 ug/ml时有一定的细胞毒性。结论：Vc-SPIO
在低于15 ug/ml浓度时对RAW264.7的生物活性没有明显影响，可以实现RAW264.7细胞标记，为下一

步动物实验奠定基础。 
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1. 引言 

随着生命科学领域的发展，人们对疾病的发生发展过程有了更多的认识[1]。而分子影像学技术的出

现，能够实现对细胞水平早期诊断并满足个性化治疗需求[2]。现阶段临床常用的显像技术包括放射性核

素显像、计算机断层扫描成像、磁共振成像、光学成像和超声成像。相比而言，磁共振成像具有高的空

间分辨率，广阔的成像深度、无辐射性损伤[3]。因此，磁共振成像在分子影像领域备受重视[4]。 
超顺磁性氧化铁(supermagneticironoxide, SPIO)纳米粒子具备良好的生物可降解性能，在细胞内，能

够通过正常的生化代谢途径完整降解并进入体内铁循环参与生物利用。作为一种新型磁共振造影剂，超

顺磁性氧化铁纳米粒子已经成功的应用于细胞标记领域[5] [6]。但由于现阶段超顺磁性氧化铁造影剂的灵

敏度仍显不足，针对细胞示踪往往需要高浓度纳米粒子完成标记，这会造成一定的细胞毒性[7] [8]。如能

将单一的氧化铁纳米颗粒构建成致密的团簇结构，不但能够维持原有超顺磁特性，并且其成像性能也能

够大大提高[9]。因此，如何调控纳米氧化铁团簇粒子水中的分散性，以及细胞毒性至关重要。因此，本

论文提出采用 L-抗坏血酸硬脂酸棕榈酸酯(Vc)来包裹超顺磁性氧化铁纳米粒子，通过亲疏水自组装作用

实现团簇结构的制备。得到细胞毒性小且在水中的悬浮分散稳定性好的 Vc-SPIO 纳米簇，并用所合成的

Vc-SPIO 对小鼠单核巨噬细胞(RAW264.7)进行标记，探讨该材料的细胞标记适宜浓度，以及不同标记浓

度对细胞的生物活性影响，为下一步的活体实验奠定基础。 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料 

实验所采用材料有：乙酰丙酮铁、1,2-二羟基十六烷(97%)、油酸(90%)、油胺(>70%)、二苄醚(99%)、
多聚甲醛、盐酸、氯化铁标准液、氢氧化钠(Aladdin Reagent)，L-抗坏血酸硬脂酸棕榈酸酯(Vc)、四氢呋

喃(Alfa Aesar)，磷酸盐缓冲液、高糖培养基、琼脂糖粉(Gibco USA)，巨噬细胞(中国科学院基因与细胞

工程实验室)，菲啰嗪、新亚铜试剂、醋酸铵、抗坏血酸、普鲁士蓝、高锰酸钾、乙醇、三氯甲烷(Sigmaaldrich)，
CCK-8(碧云天)。 

2.2. SPIO 与 Vc-SPIO 的合成与表征 

SPIO 是由高温热解法制备[10]，具体过程为：将 1 mmol 乙酰丙酮铁、5 mmol 1,2-二羟基十六烷、3 
mmol 油酸、3 mmol 油胺和 10 mmol 的二苄醚混合，在搅拌下加热回流 200℃保温 2 h，再将混合体系匀

速升温到 300℃保温 1 h。 
取 SPIO 5 mg，Vc 10 mg，分别溶解于 250 ul 的四氢呋喃中，充分溶解后将两者混合均匀，超声分散

于 5 ml 水中。匀速率滴加，然后静置两小时，摇床摇晃 12 h。旋转蒸发掉混合体系中的四氢呋喃，得到

Vc:SPIO 为 2:1 的样品。同样方法可制备 Vc:SPIO 为 5:1 的样品。 
采用动态光散射仪(DLS Malvern, USA)用来表征 SPIO 与 Vc-SPIO 的粒子特性，Vc-SPIO 中的铁含量

是由酶标仪在 550 nm 波长测定。Vc-SPIO 的弛豫性能[11]由核磁共振扫描仪(Magnetom Trio Tim, Siemens 
Healthcare, Germany)在室温下测定，扫描重复时间TR = 5000 ms，回波时间TE从10到150 ms；TR = 10,000 
ms 时，TI 从 100 到 4500 ms，5:1 和 2:1 的 Vc-SPIO 样品中铁浓度均为 0.025，0.05，0.1，0.15，0.2，0.3，
0.4，0.5 mmoL/L。 

2.3. 细胞毒性试验 

采用 CCK-8 实验[12]检测 Vc-SPIO 纳米粒子的细胞毒性。具体方法是：将细胞接种到 96 孔板中(1.6 
× 104/孔)，培养细胞贴壁后，加入铁浓度为 0，1，2，6，10，15，20，25 ug/ml 的样品，分别培养 6h 和

24 h，然后用 PBS 洗两次，换新培养基 200 ul 培养 24 h。之后加入 CCK-8 每孔 10 ul，用酶标仪(AAS; 700P, 
Analytik Jena, Germany)在 450 nm 波长测吸光度从而计算细胞活性。 

2.4. 细胞铁含量分析 

将小鼠 RAW264.7 细胞接种到 24 孔板(3 × 105/孔)，培养 24 h 后用 2 ml DMEM 冲洗两次，然后加入

Vc-SPIO(2/1)样品铁浓度为 0，1，2，6，10，15，20 ug/ml 的 500 ul DMEM，培养 24 h。用 2 ml 冰 PBS
洗两次，完全除去 PBS 后加 200 ul 胰酶消化，加 400 ul DMEM 终止消化，1000 r/min 离心 4 min。在潮

湿环境下，细胞于 200 ul 50 mM 的 NaOH 中裂解 2 h，得到细胞裂解液。分别取 100 ul 的细胞裂解液，

100 ul 10 mM HCl 和 100 ul 铁释放试剂(1 mol/l 的 HCl 与 4.5%的 KMnO4 等体积混合)混合加入离心管，

烘箱中孵育 2 h，冷却到室温。30 ul 铁检测试剂(一定质量的菲啰嗪、新亚铜试剂、醋酸铵、抗坏血酸与

水混合)加入到孵育后的离心管中，每管取 280 ul 加到 96 孔板中[13]。另设一组铁浓度为 15 ug/ml 培养时

间为 0，1，2，4，6，12，24 h，实验过程同上。在 550 nm 波长下测定吸光度，求出铁浓度。 

3. 结果与讨论 

3.1. SPIO 与 Vc-SPIO 纳米粒子的表征 

将所合成的 SPIO 悬浮分散于 CHCl3 中，Vc-SPIO 分散于水中，用动力学光散射仪(DLS)对其粒度大
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小及分步和 zeta 电势进行表征，得到结果如图 1。图 1(a)结果显示 SPIO 纳米颗粒直径在 20~100 nm 之间， 
 

 
(a)                                                 (b) 

 
(c)                                                 (d) 

 
(e) 

Figure 1. Characterization of SPIO and Vc-SPIO nanoparticles: (a) DLS analysis of SPIO nanocrystals dispersed in chloro-
form; (b) DLS analysis of Vc-SPIO nanoparticles(2/1) dispersed in water; (c) DLS analysis of Vc-SPIO nanoparticles(5/1) 
dispersed in water; (d) Zeta potential of Vc-SPIO(2/1); (e) Zeta potential of Vc-SPIO(5/1) 
图 1. SPIO 与 Vc-SPIO 纳米粒子的表征：(a)油相(三氯甲烷)中 SPIO 的粒径分布图；(b)水相中Vc-SPIO(2/1)的粒径分布图；

(c)水相中 Vc-SPIO(5/1)的粒径分布图；(d)水相中 Vc-SPIO(2/1)的电势分布图；(e)水相中 Vc-SPIO(5/1)的电势分布图 
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平均粒径为 43.8 nm，多分散性指数 PDI = 0.181。图 1(b)的 Vc-SPIO(2/1)纳米簇直径在 40~200 nm 之间，

平均粒径为 50.8 nm，多分散性指数 PDI = 0.382。图 1(c)的 Vc-SPIO(5/1)纳米簇直径在 30~100 nm 之间，

平均粒径为 37.84 nm，多分散性指数 PDI = 0.633。图 1(d)(e)显示 Vc-SPIO(2/1)纳米簇 zeta 电势为−29.9 mv，
Vc-SPIO(5/1)的 zeta 电势为−39.7 mv，均为电负性颗粒，在水中能稳定分散存在。粒度与 zeta 电势结果显

示 Vc-SPIO 纳米簇具有适宜的尺寸和良好的水溶液稳定性。 
分别在 TR = 5000ms，TE：10~150 ms 和 TR = 10000 ms，TI：100~4500 ms 参数下核磁共振扫描测

定 Vc:SPIO 为 2:1 与 5:1，铁浓度 0.025~0.5 mmol/l 的 MR 图，结果如图 2 所示。由图 2 可以看出，随着

样品铁浓度的增大样品磁共振扫描图像逐渐变暗。 

3.2. Vc-SPIO 纳米粒子的细胞毒性 

为了检测 Vc-SPIO 纳米粒子的细胞毒性，进行了 CCK-8 实验[12]，结果如图 3 所示，当 Vc:SPIO 为

2:1 时，铁浓度在 0~15 ug/ml 范围内，培养 6 h 和 24 h，细胞活性基本不受影响；当 Vc:SPIO 为 5:1，铁

浓度超过 15 ug/ml 时，细胞活性明显受到影响。 

3.3. 细胞内的铁含量 

对细胞铁含量进行分析，实验结果如图 4。图 4(a)是 Vc:SPIO 为 2:1，铁浓度为 0~20 ug/ml 时细胞内 
 

 
(a) 

 
(b) 

Figure 2. (a) MR images of Vc-SPIO(2/1) nanoparticles at different iron 
concentrations (mM); (b) MR images of Vc-SPIO(5/1) nanoparticles at different iron 
concentrations (mM). MR images were obtained using a 3T clinical MRI scanner 
图 2. (a) Vc-SPIO(2/1)不同铁浓度样品磁共振成像图；(b) Vc-SPIO(5/1)不
同铁浓度样品磁共振成像图 

 

 
(a)                                                 (b) 
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(c)                                                 (d) 

Figure 3. The viability of mouse mononuclear macmphage cells-RAW264.7 labeling with Vc-SPIO nanoparticles at different 
iron concentrations. (a and b) The incubation time of Vc-SPIO(2/1) are 6 h and 2 4h, the same as (c and d) Vc-SPIO(5/1) 
图 3. (a)和(b)分别是 Vc-SPIO(2/1)培养时间为 6 h 和 24 h 的细胞活性与铁浓度的关系图(c)和(d)分别是 Vc-SPIO(5/1)
培养时间为 6 h 和 24 h 的细胞活性与铁浓度的关系图 
 

 
(a)                                                 (b) 

Figure 4. The average iron uptake per cell at different sample concentration (a) and time (b) 
图 4. (a)和(b)分别是 Vc-SPIO(2/1)培养时间为 6 h 和 24 h 的细胞活性与铁浓度的关系图 
 
的铁含量与铁浓度之间的关系，可以看出，随着铁浓度的增加，细胞内的铁含量也随之增大。图 4(b)是
Vc:SPIO 为 2:1，铁浓度为 15 ug/ml，培养时间为 0，1，2，4，6，12，24 h 时，细胞内的铁含量与培养

时间的关系。细胞平均吞铁量关系图结果显示，随着时间的延长，细胞内的铁含量也随之增多，最后趋

于稳定，说明 12 h 后细胞吞吐的铁趋于达到一定的平衡。 

4. 结论 

本文通过调节 Vc 与 SPIO 质量比例(2:1 和 5:1)构建了纳米 Vc-SPIO 探针。动力学光散射仪对其粒度

大小及分步和 zeta 电势表征结果显示 Vc-SPIO 纳米簇具有适宜的尺寸和良好的水溶液稳定性。磁共振成

像结果显示，Vc:SPIO 为 2:1 与 5:1 的 Vc-SPIO 探针，随着样品铁浓度由 0.025~0.5 mmol/l 逐渐增大样品

磁共振扫描图像均逐渐变暗。CCK-8 实验结果显示，当 Vc:SPIO 为 2:1 时，铁浓度在 0~15 ug/ml 范围内，
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培养 6 h 和 24 h 时，细胞活性基本不受影响；当 Vc:SPIO 为 5:1 时，铁浓度超过 15 ug/ml，细胞活性明

显受到影响。细胞铁含量分析结果表明，当 Vc:SPIO 为 2:1，培养细胞的铁浓度在 0~20 ug/ml 范围内逐

渐增加，细胞内的铁含量也随之增大；培养细胞的铁浓度为 15 ug/ml 时，随着培养时间由 0~24 h 逐渐增

加，细胞内的铁含量在 0~4 h 缓慢增加，4~12 h 明显增加，12 h 后基本趋于稳定，说明 12 h 后细胞吞吐

的铁达到一定的平衡。 
综上所述，运用 Vc-SPIO 标记小鼠 RAW264.7 巨噬细胞是安全可行的。Vc-SPIO 标记细胞的安全浓

度为 1~15 ug/ml，对于今后的活体试验研究提供监测保障。 
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