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摘要 目的 合成一种成分为四氧化三锰 ( Mn3O4 ) 的磁共

振纳米造影剂，对其表征并初步探索其造影效能以及安全性

能。方法 以聚丙烯酸作为 pH 响应聚合物与硫酸锰反应

获取纳米颗粒，通过 X 射线光电子能谱分析仪和 X 射线衍

射仪确定所合成氧化锰的分子式，使用透射电子显微镜、粒
度分析仪、电感耦合等离子发射光谱、7. 0 T 磁共振成像仪器

等对纳米颗粒的形态、磁共振性能、细胞生物相容性以及材

料稳定性进行研究。结果 利用谷胱甘肽、聚丙烯酸与硫酸

锰反应获得氧化锰样品，透射电子显微镜下可以观察到该纳

米颗粒形态为花瓣状，直径约为 100 nm，X 射线光电子能谱

分析仪及 X 射线衍射仪结果均显示其成分为 Mn3O4 ; 该材

料在 pH 为 4. 5 时，其 24 h Mn2 + 释放量仍然低于 0. 5%，证

明其稳定性良好，安全性佳; 磁共振成像结果显示，在 pH 为

酸性的条件下，氧化锰纳米颗粒具有极高的造影性能，当 pH
为 4. 5 时，其纵向弛豫率达到了 13. 0 mmol －1·s － 1，表明其

可以对肿瘤的微环境反应; CCK-8 结果显示，将该氧化锰纳

米颗粒与牙龈成纤维细胞共同培养 24 h 和 48 h 均未产生细

胞毒性，证明该材料具有良好的生物相容性。结论 成功地

合成了一种成分为 Mn3O4 的新型磁共振纳米造影剂，其生

物相容性良好，酸性条件下具有最高的造影效能，为其进一

步的临床研究提供依据。
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与其他的成像方式，如 CT、X 线等相比，磁共振

成像( magnetic resonance imaging，MＲI) 具有非电离、
出色的空间及解剖分辨率等优势［1］。然而 MＲI 却

受到目标灵敏度低的限制。那么开发多种模式的纳

米探针就成为了解决这一问题的一种策略［2］。目

前，癌症 仍 然 是 当 今 死 亡 率 最 高 的 疾 病 之 一［3］。

MＲI 被广泛地应用于肿瘤的诊治，目前几乎一半的

MＲI 需要造影剂的参与［4］，将纳米探针与 MＲI 技术

结合，可以精确地定位肿瘤的部位［5］; 钆的复合物

一直以来被广泛的应用于此，然而钆离子具有潜在

的毒性。因此，研究者们不断地去开发低毒性、高灵

敏度的基于其他顺磁性金属的纳米探针［6］。该研

究合成了一种锰基氧化物纳米粒子( manganese ox-
ide nanoparticles，MnO-NPs) ，它对 pH 响应，具有较

高比表面积和低生物毒性，可以被开发成为新一代

磁共振纳米造影剂。

1 材料与方法

1． 1 试剂与材料 聚丙烯酸 ( poly acrylic acid，

PAA) 、谷胱甘肽( glutathione，GSH) 购买自北京索莱

宝科技有限公司; 一水硫酸锰( manganese sulfate mo-
nohydrate，MnSO4·H2O) 购买自上海阿拉丁公司; 细

胞计数试剂盒( cell counting kit-8，CCK-8) 购买自日

本同仁化学研究所。
1． 2 仪器及其使用 使用透射电子显微镜 ( JEM-
2100F，日本 JEOL 公司) 观察样品的形态; 使用粒度

分析仪( NanoBrook 90plus Zeta，美国 Brookhaven 公

司) 检测样品的粒径大小; 孔隙率分仪 ( TristarⅡ，

3020M，美国 Micromeritics 公司) 测量样品的氮吸附

－ 脱附等温曲线; X 射线衍射仪 ( XＲD，TTＲ-Ⅲ，日

本 Ｒigaku 公司) 分析晶体结构; 热重分析仪 ( TGA，

Q5000IＲ，美国 TA 公司) 对材料进行热重分析; X 射

线光 电 子 能 谱 分 析 仪 ( XPS，ESCALAB 250，美 国

Thermo 公司) 分析材料元素组成; 使用电感耦合等

离子发射光谱( ICP-OES，ICAP7200，美国 Thermo 公

司) 检测锰离子的释放; 使用傅里叶变换红外光谱

仪( FTIＲ，iS10，美国 Nicolet 公司) 检测有机共价键;

使用酶联免疫检测仪( MQX200，美国 Bio-tek 公司)

检测吸光度。
1． 3 材料合成 取 0. 5 g NaOH、0. 1 g 的 GSH、1. 0
g 的 PAA 置于 100 ml 锥形瓶中，向其中加入 10 ml
无水乙醇和 40 ml 的超纯水，在 N2 的保护下 60 ℃
反应 20 min; 随后向其中加入 1 ml 100 mg /ml 的
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MnSO4，继续反应 5 h，反应结束后以 12 000 r /min
的转速离心 5 min，收集离心产物，使用超纯水洗涤

3 ～ 5 次后获取氧化锰纳米颗粒样品。
1． 4 MnO-NPs 的表征 取适量 MnO-NPs 分散于

超纯水中，使用超声波震荡形成悬浮液，将悬液滴于

附有支持膜的铜网上，待液体挥发后将其置于透射

电子显微镜下以观察样品的大小、形态、表面特性

等。采用 XＲD、XPS、TGA、FTIＲ 分别检测该样品。
1． 5 弛豫效能检测 取 0. 5 g 琼脂糖粉末置于 100
ml 锥形瓶中，磁力搅拌下加热到 100 ℃，澄清透明

后，降温到 80 ℃待用。取等量且适量纳米材料，分

别置于 pH 为 7. 4、5. 5、4. 5 的 PBS 缓冲液中，37 ℃
下震荡 24 h，分别用相应的 PBS 缓冲液稀释到相等

的合适浓度，分别取 100、50、25、12. 5、6. 25、0 μl 溶

液置于 200 μl 离心管中，分别加入 100、150、175、
187. 5、193. 75、200 μl 琼脂糖凝胶。用移液枪吹打

混匀后，置于 4 ℃冰箱冷藏凝固，使用 7. 0 T 磁共振

扫描 仪，检 测 不 同 离 心 管 的 T1 弛 豫 时 间。使 用

ICP-OES 测定 Mn2 + 浓度。通过纵向驰豫值的倒数 /
Mn2 + 浓度的线性拟合，来计算纵向弛豫率。
1． 6 Mn2 + 释放研究 取 9 只 50 ml 离心管，分编

号为 1 ～ 9，每组 3 只离心管，分成 3 组，分别加入

39. 5 ml pH 为 7. 4、5. 5 和 4. 5 的 PBS 缓冲液。取

0. 5 ml 浓度为 10 mg /ml 纳米材料分别分散于离心

管中，置于 37 ℃恒温震荡箱中，在 5、15、30、60、90、
180、360、720、1 440 min 时各取 1 ml 液体分别置于

9 个 2 ml 离心管中，转速为 15 000 r /min，离心 5
min，吸取 0. 5 ml 上清液于 5 ml 离心管中，加入 1. 5
ml 超纯水和 1 ml 浓硝酸，震荡摇匀后，静置 6 h，过

0. 45 μm 的滤膜，滤液注入 2 ml 离心管中，静置 12
h 后，使用 ICP-OES 检测 Mn2 + 的含量。
1． 7 氧化锰的生物相容性研究 将人牙龈成纤维

细胞 ( human gingival fibroblasts，HGF) 按照 1 × 104

个 /孔接种于 96 孔板中，使用含有 10% 胎牛血清的

DMEM 高糖培养基培养。接种 24 h 后，使用 PBS 缓

冲液洗涤细胞 2 遍，向其中加入不同浓度的 MnO-
NPs，共培养 24、48 h 之后使用 CCK-8 试剂盒检测。
1． 8 统计学处理 使用 SPSS 16. 0 软件进行数据

分析。所有数据均以 珋x ± s 表示，采用单因素方差分

析( ANOVA) 对各组的结果进行分析，P ＜ 0. 05 为差

异有统计学意义。

2 结果

2． 1 MnO-NPs 结构的表征 透射电子显微镜观察

可见制得的氧化锰呈片形花瓣状，尺度较为均一，合

成的产物具有晶体结构，直径约为 5 nm; 粒径分布

比较窄，其直径约为 100 nm( 图 1A) ，其表面可见有

一定数量的孔道( 图 1C、D) 。该氧化锰颗粒的比表

面积达到了 231. 01 cm3 /g( 图 2A) ，在孔直径为 1. 6
和 12 nm 时孔容积最大( 图 2B) 。粒度分析仪结果

显示，该纳米颗粒具有较窄的粒径，其水合粒径约为

400 nm( 图 3A) 。X 射线衍射仪结果显示所获取的

纳米颗粒与 Mn3O4 的 PDF 卡片吻合，由此可知所获

取的氧化锰为 Mn3O4 ( 图 3B) 。傅里叶变换红外光

谱仪结果显示该纳米粒子在波数为 521. 6 和 629. 2
cm －1处具有明显的吸收峰，这是分属八面体 Mn-O
伸缩振动和四面体 Mn-O 伸缩振动 ( 图 3C) 。热重

分析从室温 ( 20 ℃ ) 开始，以 20 ℃ /min 的速度升

温，直至 820 ℃，其结果显示合成的氧化锰重量在

20 ～ 150 ℃之间损失了 3. 33%，这部分主要是由于

水分子的损失，在 150 ～ 400 ℃之间损失了 6. 38%，

这部 分 是 由 于 有 机 物 GSH 以 及 PAA 的 损 失。
400 ℃ 以后重量趋于平稳，说明此时有机物已被完

全去除( 图 3D) 。
X 射线光电子能谱分析仪的结果如图 4 所示，

采用 C1s 结合能作为内标准，结果显示该纳米粒子

中含有锰和氧元素。

图 1 氧化锰纳米颗粒在不同倍数下的透射电镜图

A: × 8 000; B: × 40 000; C: × 160 000; D: × 160 000

2． 2 不同 pH 下氧化锰纳米颗粒的弛豫率 在场

强为 7. 0 T 的磁共振扫描器中，测得在 pH 为 7. 4
时，其纵向弛豫率为 2. 3 mmol － 1·s － 1，当 pH 为 5. 5
时，其纵向弛豫率为 6. 3 mmol － 1·s － 1，而当 pH 为

4. 5 时，则达到了 13. 0 mmol － 1·s － 1。氧化锰纳米

颗粒的纵向弛豫率与 pH 有着明显的关联，即 pH 越

低，其纵向弛豫率越高( 图 5A) 。
2 ． 3 Mn2 + 释 放 研 究 在 pH为7 . 4 的PBS溶 液
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图 2 孔隙率分析仪检测

A: MnO-NPs 的比表面积; B: MnO-NPs 的孔直径分布

图 3 MnO-NPs 的表征

A: MnO-NPs 的粒径分析; B: MnO-NPs 的 X 射线衍射仪结果; C: MnO-NPs 的傅里叶变换红外光谱仪结果; D: MnO-NPs 的热重分析结果

中，Mn2 + 几乎不泄露，此时的氧化锰纳米颗粒是相

对稳定的，当 pH 偏向酸性，在 pH 为 5. 5 和 4. 5 时，

Mn2 + 释 放 速 度 加 快，但 是 其 24 h 释 放 量 也 不 足

0. 5%，说明该材料非常稳定( 图 5B) 。
2． 4 氧化锰纳米颗粒的细胞生物相容性研究 为

了验证所合成的氧化锰纳米颗粒是否具有细胞毒

性，采用了 CCK-8 来对其进行检测。使用不同浓度

的氧化锰纳米颗粒与 HGF 共同培养 24、48 h，与对

照组( 氧化锰浓度为 0 μg /ml) 进行比较，所得结果

进行单因素方差分析。结果可见，共同培养 24 h 情
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况下，与对照组相进行单因素比较，所有组别存活率

差异无统计学意义( F = 0. 924，P ＞ 0. 05) ; 在共同培

养 48 h 后，与对照组进行单因素比较，当浓度为 16
μg /ml 时，其 存 活 率 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P =
0. 038) ，但此时细胞存活率高于对照组细胞存活

率，与对照组比较，其他浓度组结果差异无统计学差

异( F = 2. 496，P ＞ 0. 05) ; 见表 1、图 6。

3 讨论

分子成像领域最热点的话题就是要求非电离、
非侵入性以及能够实时监测细胞中所发生的分子事

件［7］。而 MＲI 则恰好具备有这些优点，因而它在临

床中拥有着非常广泛的应用［8］。而 MＲI 之所以可

以成功，很大程度上是由于造影剂的使用，造影剂通

图 4 氧化锰颗粒的 XPS 结果

图 5 MnO-NPs 的造影效能和稳定性检测

A: 不同 pH 条件下氧化锰纳米颗粒的纵向弛豫率; B: Mn2 + 释放速率
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表 1 HGF 与 MnO-NPs 共培养 24 h 和 48 h 细胞存活率

浓度( μg /ml) 24 h 48 h
0 1． 000 00 ± 0． 055 60 1． 000 00 ± 0． 040 81
1 0． 966 48 ± 0． 035 63 0． 980 59 ± 0． 011 68
2 1． 073 17 ± 0． 071 52 0． 974 50 ± 0． 049 52
4 1． 006 05 ± 0． 111 32 0． 952 09 ± 0． 054 83
8 1． 010 04 ± 0． 107 15 1． 012 10 ± 0． 075 74
16 1． 045 92 ± 0． 119 40 1． 091 17 ± 0． 032 04
32 1． 036 22 ± 0． 085 99 0． 957 80 ± 0． 059 19
64 1． 064 76 ± 0． 122 35 0． 978 59 ± 0． 068 12
128 0． 958 72 ± 0． 044 41 0． 918 01 ± 0． 049 66
256 0． 929 09 ± 0． 027 02 1． 001 06 ± 0． 025 74

图 6 HGF 与 MnO-NPs 共培养 24 h 和 48 h 细胞存活率

过加速组织环境中质子的弛豫率从而增强 MＲI 图

像中的信号［9］。
锰基化合物应用于造影剂已有了非常多的研

究，例 如 二 乙 烯 三 胺 五 乙 酸 锰，锰 的 氧 化 物，Mn
( Ⅱ) /Mn( Ⅲ) 的杂化结构等［6，10 － 11］。通常情况下

可以将锰基造影剂分为两大类，即锰的氧化物以及

Mn2 + 螯合物，但是由于 Mn2 + 螯合物血液循环时间

短并且容易在脑部堆积从而产生毒性，因此研究者

们更多的将精力放在了锰氧化物上［12］。本研究所

合成的纳米粒子结合 XPS 和 XＲD 的结果可证实为

Mn3O4，其中锰的价态分别为二价和三价。低价态

的锰离子相比较于 Mn4 + 来说具有更高的造影效能，

尤其是 Mn2 +。这是由于 Mn2 + 的 3D 轨道上排列有

5 个未成对的电子，这可以产生较大的磁矩，并引起

附近 原 子 核 的 磁 弛 豫［13］，因 此 成 分 为 Mn3O4 的

MnO-NPs 理论上就拥有更高的造影效能。PAA 具

有非常良好的生物相容性以及亲水性［14］; 可以将它

用作为 pH 响应聚合物来修饰纳米颗粒。肿瘤微环

境具有微酸的特点，本研究使用了 pH 响应聚合物

PAA 作为 MnO-NPs 的修饰剂，因此该纳米粒子可能

会具有 pH 敏感性，从而可以对肿瘤微环境响应，为

了验证其是否具有这一性能，在不同的 pH 条件下

测定了它的弛豫效能。当 pH 为 4. 5 时，该纳米颗

粒弛豫效能最高，其弛豫率达到了 13. 0 mmol － 1·
s － 1，显著地高于 pH 为 5. 5 及 7. 4 时的弛豫率，并且

酸性条件下可见 Mn2 + 释放速率更快，因此 MnO-NPs
可以对 pH 响应。而另一方面，肿瘤的微环境除了

微酸以外，还有着高浓度的 GSH，有研究表明，高含

量的 GSH 可以破坏 Mn-O 键，并且弱酸的环境可以

促进 Mn2 + 的释放［15］，从而该纳米造影剂有望在肿

瘤部位具有更高的造影效能。当纳米造影剂注射入

血管内之后其稳定性和生物毒性就成为了一个不可

忽视的问题。与 HGF 共培养后，MnO-NPs 并未对

HGF 产生明显的生物毒性; 同时这一氧化锰纳米颗

粒即便在 pH 达到 4. 5 时，其 24 h Mn2 + 释放量也不

足 0. 5%，这说明该材料稳定性和安全性较好，具有

应用于人体的潜能。结合以上几点，本研究所合成

的这一新型氧化锰纳米材料，有望作为一种酸敏造

影剂应用于肿瘤的 MＲI 检测中。
具有靶向肿瘤药物输送功能的纳米平台可以增

强抗癌药的特异性，并且改善肿瘤部位的药物浓度。
本研究中，尽管未将这一新型氧化锰纳米颗粒与抗

癌药负载，但是通过透射电子显微镜观察可以发现

其表面具有一定的孔道，同时孔隙率分析仪的结果

也印证了孔道的 存 在，并 且 其 水 合 粒 径 约 为 200
nm，比较适合作为纳米给药平台，将来也可以将其

改良后与抗癌药负载应用于此，从而成为一种具有

诊断及给药作用的全新纳米探针。
在这项研究中，首先提出了一种新型花瓣状氧

化锰纳米颗粒。通过透射电子显微镜直径约为 100
nm，随后的 X 射线衍射仪检测确定了所合成的材料

为 Mn3O4 ; 弛豫效能检测以及锰离子释放研究表明

了它具有酸敏造影剂应用的潜能; 生物相容性检测

则说明了它几乎无生物毒性，可以安全地应用于人

体。本研究表明该氧化锰纳米粒子结构稳定，生物

相容性佳，对 pH 敏感，酸性条件下拥有着较高的弛

豫效能。因而这一纳米颗粒将可能作为一种新的纳

米造影剂应用于临床，改良后甚至可以成为一个诊

疗一体化的纳米平台从而拥有着更加广泛的应用前

景。

参考文献

［1］ Chen Y，Chen H，Zhang S，et al． Structure-property relationships
in manganese oxide--mesoporous silica nanoparticles used for T1-
weighted MＲI and simultaneous anti-cancer drug delivery［J］．
Biomaterials，2012，33( 7) : 2388 － 98．

［2］ Cheon J，Lee J H． Synergistically integrated nanoparticles as mul-

·5511·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 Aug; 55( 8)



timodal probes for nanobiotechnology［J］． Acc Chem Ｒes，2008，41

( 12) : 1630 － 40．

［3］ Siegel Ｒ L，Miller K D，Fedewa S A，et al． Colorectal cancer sta-

tistics［J］． CA Cancer J Clin，2017，67( 3) : 177 － 93．

［4］ 司元纯，张桂龙，王 丹，等． 超小氧化钆点缀的介孔二氧化硅

作为磁共振 T1 造影剂的实验研究［J］． 安徽医科大学学报，

2019，54( 5) : 684 － 90．

［5］ Zhang G，Du Ｒ，Qian J，et al． A tailored nanosheet decorated with a

metallized dendrimer for angiography and magnetic resonance ima-

ging-guided combined chemotherapy［J］． Nanoscale，2017，10( 1) :

488 － 98．

［6］ Patsula V，Kosinová L，Lovri M，et al． Superparamagnetic Fe3O4

Nanoparticles: Synthesis by Thermal Decomposition of Iron ( Ⅲ )

Glucuronate and Application in Magnetic Ｒesonance Imaging［J］．

ACS Appl Mater Interfaces，2016，8( 11) : 7238 － 47．

［7］ Weissleder Ｒ，Pittet M J． Imaging in the era of molecular oncology

［J］． Nature，2008，452: 580 － 9．

［8］ Ni D，Bu W，Ehlerding E B，et al． Engineering of inorganic nanop-

articles as magnetic resonance imaging contrast agents［J］． Chem

Soc Ｒev，2017，46( 23) : 7438 － 68．

［9］ Bulte J W M，Kraitchman D L． Iron oxide MＲ contrast agents for

molecular and cellular imaging［J］． NMＲ Biomed，2004，17: 484

－ 99．

［10］ Ansar S M，Fellows B，Mispireta P，et al． pH triggered recovery

and reuse of thiolated poly( acryl acid) functionalized gold nanop-

articles with applications in colloidal catalysis［J］． Langmuir，

2017，33( 31) : 7642 － 8．

［11］ Zhang M，Cao Y，Chong Y，et al． Graphene oxide based theranostic

platform for T1-weighted magnetic resonance imaging and drug de-

livery［J］． ACS Appl Mater Interfaces，2013，5( 24) : 13325 － 32．

［12］ Cai X，Zhu Q，Zeng Y，et al． Manganese oxide nanoparticles as

MＲI contrast agents in tumor multimodal imaging and therapy［J］．

Int J Nanomedicine，2019，14: 8321 － 44．

［13］ Hsu B Y W，Kirby G，Tan A，et al． Ｒelaxivity and toxicological

properties of manganese oxide nanoparticles for MＲI applications

［J］． ＲSC Adv，2019，6( 51) : 45462 － 74．

［14］ Wang Q，Bao Y，Zhang X，et al． Uptake and toxicity studies of po-

ly-acrylic acid functionalized silicon nanoparticles in cultured

mammalian cells［J］． Adv Healthc Mater，2012，1( 2) : 189 － 98．

［15］ Yu L，Chen Y，Wu M，et al． "Manganese extraction" strategy ena-

bles tumor-sensitive biodegradability and theranostics of nanoparti-

cles［J］． J Am Chem Soc，2016，138( 31) : 9881 － 94．

Preparation and characterization of a
novel pH － sensitive manganese oxide nanoprobe

Xing Xin，Si Yuanchun，Lu Yifan，et al
( College ＆ Hospital of Stomatology，Anhui Medical University，

Key Lab． of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective A magnetic resonance nano-contrast agent containing trimanganese tetroxide was synthe-
sized，its characterization was explored，and its contrast efficiency and safety performance were explored． Methods
Polyacrylic acid ( PAA) was used as a pH-responsive polymer to react with manganese sulfate to obtain nanopar-

ticles． The molecular formula of the synthesized nanoparticles was determined by X-ray photoelectron spectroscopy
and X-ray diffractometer． Transmission electron microscopy，particle size analyzer，inductance Coupled plasma e-
mission spectroscopy and 7． 0T magnetic resonance imaging instruments were used to study the morphology，mag-
netic resonance properties，cell biocompatibility，and material stability of nanoparticles． Ｒesults Manganese oxide
samples were obtained by the reaction of glutathione，polyacrylic acid and MnSO4 ． The sample was observed under
transmission electron microscopy as petal-shaped nanoparticles with a diameter of about 100 nm． X-ray photoelec-
tron spectroscopy and X-rays diffractometer results showed that its composition was Mn3O4 ; at pH 4. 5，the 24 h
Mn2 + release was still less than 0. 5%，which proved its good stability and safety; magnetic resonance imaging re-
sults showed that the pH was acidic under the conditions，the manganese oxide nanoparticles had extremely high
contrast performance． When the pH was 4. 5，the longitudinal relaxation rate reached 13. 0 mmol － 1·s － 1，indica-
ting that it could respond to the tumor microenvironment; CCK-8 showed that co-cultivation of the manganese oxide
nanoparticles with gingival fibroblasts ( HGF) for 24 h and 48 h did not produce cytotoxicity，proving that the mate-
rial had good biocompatibility． Conclusion A new nano-contrast agent with trimanganese tetroxide was successful-
ly synthesized，which has good biocompatibility and the highest contrast efficiency under acidic conditions，provi-
ding a basis for its further clinical research．
Key words manganese oxide; magnetic resonance imaging; nano contrast agent
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