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磁共振报告基因ＦＴＨ１慢病毒载体构建及其在人神经母细胞瘤细胞中的表达
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　　［摘要］　目的　构建携带人铁蛋白重链多肽１（ｆｅｖｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｋ１，ＦＴＨ１）基因的慢病毒载体，并检测其在人神经母
细胞瘤细胞（ＳＫＮＳＨ）中的表达。方法　 以慢病毒为载体，将 ＦＴＨ１基因转入 ＳＫＮＳＨ细胞中。实验组（ＳＫＮＳＨ
ＦＴＨ１）、空载组（ＳＫＮＳＨＧＦＰ）和空白组（ＳＫＮＳＨ），均用含５００μｍｏｌ／Ｌ枸橼酸铁铵（ＦＡＣ）的培养基培养并连续４次传
代。ＣＣＫ８试剂检测细胞增殖活性；普鲁士蓝染色及透射电镜检测细胞聚铁效能；ＭＲ成像（ＭＲＩ）观察 Ｔ２ＷＩ信号变化；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＴＨ１表达情况。结果　 ＣＣＫ８试剂检测发现３组细胞未添加ＦＡＣ培养时，其增殖能力无显著差异［实
验组（０．９９±０．０３），空载组（０．９９±０．０２），空白组（０．９８±０．０５）；Ｐ＞０．０５］；然而，添加５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ后，其增殖能力
［实验组（０．７３±０．０８），空载组（０．７６±０．０２），空白组（０．７３±０．３９）］均较前明显减低（Ｐ＜０．０５）。普鲁士蓝染色及透射
电镜显示实验组细胞内聚集较多的铁颗粒；ＭＲ扫描显示在５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ培养条件下，实验组 Ｔ２ＷＩ信号显著降低；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示实验组ＦＴＨ１表达，且经４次传代后仍持续稳定表达。结论　 成功构建携带ＦＴＨ１基因的慢病毒载
体，并证明ＦＴＨ１在ＳＫＮＳＨ细胞中长期稳定表达及聚铁能力。
　　［关键词］　 ＦＴＨ１；慢病毒载体；磁共振报告基因；人神经母细胞瘤细胞
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｃａｒｒｙｉｎｇｈｕｍａｎｆｅｖｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｋ１（ＦＴＨ１）
ｇｅｎｅａｎｄｏｂｓｅｒｖｅｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａＳＫＮＳＨｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＴｈｅＦＴＨ１ｇｅｎｅｗａｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ
ｉｎｔｏＳＫＮＳＨｃｅｌｌｓｂｙｕｓｉｎｇａｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（ＳＫＮＳＨＦＴＨ１），ｍｏｃｋ
ｇｒｏｕｐ（ＳＫＮＳＨＧＦＰ）ａｎｄｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（ＳＫＮＳＨ）ｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５００μｍｏｌ／Ｌ
ｆｅｒｒｉｃａｍｍｏｎｉｕｍｃｉｔｒａｔｅ（ＦＡＣ）ｆｏｒ４ｐａｓｓａｇｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＦＴＨ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｒＦＡＣｏｎｃｅｌｌ
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ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＴＨ１ｇｅｎｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣＣＫ８
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Ｐ＞０．０５）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｗｈｅｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｅｄ５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣｆｏｒ４８ｈ，ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓ
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ＦＴＨ１ｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙａｎｄｓｔａｂｌｙｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｅｌｌｓｅｖｅｎａｔｔｈｅ４ｔｈｐａｓｓａｇｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｃａｒｒｙｉｎｇＦＴＨ１ｇｅｎｅｉｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ，ａｎｄｉｔｓｓｔａｂｌｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｉｒｏｎａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＳＫＮＳＨｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｆｅｖｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｋ１；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ；ＭＲＩｒｅｐｏｒｔｅｒ；ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１１７１３８７），ｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＭｅｄｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（２０１１２２５９）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆ
ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌＥｄｕｃａｔｉｏｎＣｏｍｍｉｔｔｅｅ（ＫＪ０８０３１３）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣａｉＪｉｎｈｕａ，Ｔｅｌ：８６２３６３６３２０１６，
Ｅｍａｉｌ：ｃｊｈ７１０５０６＠ｔｏｍ．ｃｏｍ

　　对移植细胞的示踪是 ＭＲＩ分子影像学重要任务
之一［１－２］，以往多采用超顺磁性氧化铁纳米颗粒

（ＳＰＩＯｓ）标记细胞，但该方法存在一个固有缺陷，即细
胞内铁含量会随着细胞的分裂增殖而逐渐减少［３］。

ＭＲＩ报告基因成像可利用基因在细胞内持续表达并聚
铁实现对细胞的长期示踪，为上述问题提供了解决方

案。在诸多ＭＲＩ报告基因中，铁蛋白基因作为一种内
源性报告基因近年来备受关注。铁蛋白为一种储铁蛋

白，广泛存在于多种生物体内，其重链多肽亚基具有亚

铁氧化酶活性，能在较低的铁负荷条件下表现出高的

横向弛豫率，从而引起 ＭＲＩ信号的改变，是一种理想
的ＭＲＩ报告基因［４－７］。目前，有关铁蛋白基因成像的

研究已经取得一定成果。然而，许多关键问题尚未解

决，如基因表达的稳定性和安全性、基因检测的敏感

性、基因表达的效能以及表达的调控等。本研究通过

构建 ＦＴＨ１基因的慢病毒，并感染人神经母细胞瘤细
胞（ＳＫＮＳＨ），体外观察 ＦＴＨ１表达的稳定性及其聚
铁能力，为进一步研究移植细胞的活体示踪奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　　人神经母细胞瘤细胞株由重庆医科大学
附属儿童医院儿童发育疾病研究省部共建教育部重点实验室

提供。

１．１．２　目的基因、慢病毒载体及慢病毒包装系统　　基因委
托威斯腾生物技术中心合成，含ＧＦＰ报告基因的慢病毒载体质
粒ｐＬｅｎｔｉＧＴＰ及慢病毒包装系统由威斯腾生物技术中心提供。
１．１．３　主要试剂及细胞　　引物委托威斯腾生物技术中心合
成，ＰＣＲ扩增试剂盒、限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＮｏｔⅠ为 ＴａＫａＲａ
公司产品，Ｔ４ＤＮＡ连接试剂盒（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ），大肠杆菌
菌株 ＤＨ５α（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），质粒小量制备试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ），
ＤＭＥＭ、胎牛血清为Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品，枸橼酸铁铵（Ｓｉｇｍａ），普
鲁士蓝染色试剂盒（广州凯秀贸易有限公司），ＣＣＫ８试剂
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）；细胞全蛋白提取试剂盒（南京凯基生物科技发展
有限公司），一抗 ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＦＴＨ１（Ａｂｃａｍ），ｍｏｕｓｅａｎｔｉβａｃｔｉｎ
（南京钟鼎生物技术有限公司）；二抗Ａｎｔｉｒａｂｂｉｔ（Ａｂｇｅｎｔ），Ａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅ（Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ）。

１．２　实验方法
１．２．１　重组慢病毒载体ｐＬｅｎＯＧＴＰＦＴＨ１的构建及鉴定　　人
工合成ＦＴＨ１基因的ｃＤＮＡ序列，再行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物和

ｐＬｅｎＯＧＴＰ载体通过ＥｃｏＲⅠ、ＮｏｔⅠ双酶切、ＰＣＲ扩增及琼脂糖
电泳分离纯化后，将目的片段与酶切的空载体连接，获得重组

慢病毒载体 ｐＬｅｎｔｉＧＴＰＦＴＨ１。连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α
感受态细胞后，转至氨苄霉素（ＡＭＰ）抗性的 ＬＢ琼脂培养基上
培养，挑选重组的克隆菌株行 ＰＣＲ鉴定，再将鉴定正确的阳性
克隆菌株抽提质粒后行双酶切鉴定，最后进行 ＤＮＡ测序和分
析比对。

１．２．２　携带ＦＴＨ１基因的重组慢病毒包装和病毒滴度的测定
　　将重组慢病毒质粒 ｐＬｅｎＯＧＴＰＦＴＨ１及包装质粒和包膜
质粒行高纯度无内毒素抽提后共转染 ２９３Ｔ细胞，获得携带
ＦＴＨ１基因的重组慢病毒，并采用逐孔稀释滴度测定法测定病
毒滴度，同时构建空载慢病毒作为对照。

１．２．３　ＳＫＮＳＨ细胞的培养及感染　　细胞用含１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养，培养条件为３７℃，５％ ＣＯ２。设计３个不同
的处理组：实验组（ＳＫＮＳＨＦＴＨ１），以携带 ＦＴＨ１基因的慢病
毒感染处于对数生长期的ＳＫＮＳＨ细胞，荧光显微镜观察细胞
荧光情况，利用流式细胞仪筛选出高表达绿色荧光的细胞；空

载组（ＳＫＮＳＨＧＦＰ），用空载慢病毒感染细胞，相同方法观察
并筛选细胞；空白组（ＳＫＮＳＨ），仅用添加等量 ＰＢＳ的培养基
培养细胞。３组细胞连续４次传代培养。
１．２．４　ＦＴＨ１在ＳＫＮＳＨ细胞中的表达检测
１．２．４．１　ＣＣＫ８试剂检测细胞增殖活性　　将处于对数生长
期的３组细胞均匀铺于９６孔板（８×１０３／孔，１００μＬ／孔）内，分
为ＦＡＣ（＋）组和 ＦＡＣ（－）组，每组均设５个复孔。培养４８ｈ
后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂后轻轻摇匀，继续孵育１．５ｈ
后，采用酶标仪（波长４５０ｎｍ和６５０ｎｍ）测量各孔的光密度值。
１．２．４．２　普鲁士蓝染色　　同等条件下 ３组细胞经含
５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ的培养基培养４８ｈ，ＰＢＳ充分漂洗，４％多聚甲
醛固定１５～２０ｍｉｎ，加入普鲁士蓝染色试剂（２％亚铁氰化钾和
２％ ＨＣｌ等体积混合）室温孵育３０ｍｉｎ，最后，核固红染色２～
３ｍｉｎ，ｄｄＨ２Ｏ冲洗，中性树胶封片。
１．２．４．３　透射电镜　　３组细胞在５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ的条件下
培养４８ｈ，ＰＢＳ清洗数次，消化、离心，每组细胞收集约１×１０６

个。沿管壁缓缓加入电镜固定液，送往透射电镜室检测。

１．２．４．４　细胞ＭＲ成像　　同等条件下分别用含２００μｍｏｌ／Ｌ
ＦＡＣ和５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ的培养基培养３组细胞９６ｈ，ＰＢＳ彻底
清洗细胞以除去游离铁离子。消化、离心收集细胞（约２×１０７个），
４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ清洗数次后离心。行３．０ＴＭＲ
（Ｐｈｉｌｉｐｓ）扫描，扫描参数：自旋回波（ＳＥ）Ｔ２ＷＩ：ＴＲ＝２２００ｍｓ，ＴＥ＝
８０ｍｓ，成像视野（ＦＯＶ）为１２０ｍｍ×１２０ｍｍ，层厚１ｍｍ，层间
距０．１ｍｍ。同时，各组设立ＦＡＣ（－）作为对照。
１．２．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　采用细胞全蛋白提取试剂盒获
取３组细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
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后转至ＰＶＤＦ上，５％ ＢＳＡ封闭１ｈ，βａｃｔｉｎ一抗（１∶１０００）和
ＦＴＨ１一抗（１∶１０００）孵育并４℃过夜，二抗孵育１～２ｈ，最后
利用ＥＣＬ发光试剂显影。
１．３　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对获得的数据进行处理，结果采
用 珋ｘ±ｓ表示，同种细胞不同处理组（实验组、空载组和空白组）
采用单因素方差分析，两组数据之间采用独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　ｐＬｅｎＯＧＴＰ载体和 ＦＴＨ１基因 ＰＣＲ产物酶切后
的鉴定

　　将 ｐＬｅｎＯＧＴＰ载体和 ＦＴＨ１基因的 ＰＣＲ产物经 ＥｃｏＲⅠ、
ＮｏｔⅠ双酶切、扩增及琼脂糖电泳分离检测后，分别获得与
ｐＬｅｎＯＧＴＰ载体和ＦＴＨ１基因碱基对理论长度一致的清晰条带。
其中位于７５００～１００００ｂｐ之间的条带为ｐＬｅｎＯＧＴＰ载体，位于
５００～７５０ｂｐ之间的条带为ＦＴＨ１基因的ＰＣＲ产物（图１）。
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Ｍ１：ＤＬ１５０００标准；Ｍ２：ＤＬ２０００标准；１：ｐＬｅｎＯＧＦＰ载体双酶切
产物；２：ＦＴＨ１基因ＰＣＲ产物双酶切产物

图１　ｐＬｅｎＯＧＦＰ载体和ＦＴＨ１基因双酶切鉴定结果

２．２　重组慢病毒载体质粒ｐＬｅｎＯＧＴＰＦＴＨ１的鉴定
２．２．１　ＰＣＲ鉴定　　将重组慢病毒载体质粒 ｐＬｅｎＯＧＴＰ
ＦＴＨ１，电转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，长出的克隆行 ＰＣＲ
鉴定。结果显示在１～４号和６～８号样本中可以看见和９号
阳性对照（ＦＴＨ１原质粒，５５２ｂｐ）一样清晰的条带，均处于 ＤＬ
２０００标准的５００～７５０ｂｐ和ＤＬ１５０００标准的５００～１０００ｂｐ
（图２），表明转化后的重组质粒中含有ＦＴＨ１基因。
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Ｍ１：ＤＬ２０００标准；Ｍ２：ＤＬ１５０００标准；１～４号和６～８号均为实

验组（重组ＦＴＨ１质粒）；９：阳性对照（ＦＴＨ１原质粒）；５、１０为阴性

对照（Ｈ２Ｏ）

图２　ＰＣＲ鉴定ＦＴＨ１重组细菌克隆结果

２．２．２　酶切鉴定及重组质粒测序　　挑取ＰＣＲ鉴定正确的克
隆菌株序号①、②ＰＣＲ产物经双酶切后，在两组样本中分别可
以看见两条清晰的条带。位于７５００～１００００ｂｐ之间的条带为
ｐＬｅｎＯＧＴＰ的长度，位于５００～７５０ｂｐ之间的条带为 ＦＴＨ１基
因的长度（图３）。将阳性克隆菌株①进行 ＤＮＡ测序和分析，
结果表明：获得的目的基因片段与 ＧｅｎＢａｎｋ公布的ＦＴＨ１基因
碱基对序列一致。
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Ｍ１：ＤＬ２０００标准；Ｍ２：ＤＬ１５０００标准；１：①号阳性克隆；２：②号
阳性克隆

图３　重组阳性细菌克隆双酶切鉴定结果

２．３　慢病毒感染 ＳＫＮＳＨ细胞及检测 ＦＴＨ１基因在
目的细胞中的表达

２．３．１　荧光显微镜观察细胞绿色荧光蛋白表达　　将含有
ＦＴＨ１基因的重组慢病毒和空载慢病毒分别感染ＳＫＮＳＨ细胞
４８ｈ后，荧光显微镜显示ＳＫＮＳＨ细胞内可见明显的绿色荧光
（图４），表明慢病毒成功感染ＳＫＮＳＨ细胞。
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Ａ：明场照片；Ｂ：荧光视野照片
图４　荧光显微镜观察慢病毒感染４８ｈ后ＳＫＮＳＨ细胞

绿色荧光表达

２．３．２　细胞增殖活性检测（ＣＣＫ８）　　获得的光密度值经统
计分析后发现，ＳＫＮＳＨ细胞感染慢病毒前后其增殖活性无明
显差异［实验组（０．９９±０．０３），空载组（０．９９±０．０２），空白组
（０．９８±０．０５），Ｐ＞０．０５］；然而，添加 ５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ培养
４８ｈ后，３组细胞的增殖活性［实验组（０．７３±０．０８），空载组
（０．７６±０．０２），空白组（０．７３±０．３９）］均较相应的 ＦＡＣ（－）组
显著降低（Ｐ＜０．０５）。
２．３．３　普鲁士蓝染色结果　　结果显示实验组大部分细胞质
中可见明显的蓝染颗粒，将细胞连续４次传代，添加相同浓度
的ＦＡＣ培养，再次染色后发现细胞内仍见大量的蓝染颗粒；而
空载组和空白组未见明显的蓝染颗粒（图５）。
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Ａ：实验组；Ｂ：实验组（４次传代后）；Ｃ：空载组；Ｄ：空白组
图５　普鲁士蓝染色观察ＳＫＮＳＨ细胞摄铁量
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Ａ：实验组；Ｂ：空载组；Ｃ：空白组
图６　透射电镜观察ＳＫＮＳＨ细胞结合铁情况

２．３．４　透射电镜　　３组细胞经５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ培养４８ｈ
后，收集细胞沉淀行透射电镜检测，结果显示实验组细胞的胞

膜上聚集了大量黑色电子致密颗粒，胞质内还可见多处随吞饮

泡进入并融合成大小不等的黑色颗粒团；而空载组和空白组仅

在部分细胞间见到少许电子致密颗粒，但与细胞膜关系不密

切，细胞质内也未见明显的黑色电子致密颗粒（图６）。
２．３．５　ＭＲ成像　　采用ＳＥ序列对３组细胞行Ｔ２ＷＩ扫描，结
果显示，３组细胞添加２００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ培养后，实验组信号较其
余两组细胞有一定程度的降低，添加５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ培养后，
实验组信号显著降低；而空载组和空白组信号无明显改变（图７）。
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Ａ：空白组；Ｂ：实验组；Ｃ：空载组
图７　实验组、空载组、空白组细胞ＭＲ成像

２．３．６　细胞 ＦＴＨ１表达检测　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，实验
组中可以观察到 ２１×１０３左右处有阳性条带，与 ＦＴＨ１理论大
小吻合；而其余两组细胞中未检测到目的蛋白表达。传代４次
后实验组ＦＴＨ１仍稳定表达（图８）。
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１：空白组；２：空载组；３：实验组　Ａ：亲代；Ｂ为Ａ经４次传代
图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＫＮＳＨ细胞ＦＴＨ１表达

３　讨论

　　在分子影像学研究领域，ＭＲＩ因较高的软组织分
辨率及无辐射等优势成为最具潜力的成像手段［８］。

目前，ＭＲＩ对移植细胞的显示主要通过直接成像和间
接成像两种方式，前者主要应用ＳＰＩＯｓ标记细胞，后者
即报告基因成像。研究发现，利用ＳＰＩＯｓ标记细胞后，
ＭＲＩ仅可示踪２～４周；而且这些铁颗粒所引起的低信
号改变也不能完全反映移植细胞在体内的真实分布及
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存活状态，因为部分移植细胞死亡后，铁颗粒释放可被

宿主细胞吞噬，有可能误导对 ＭＲＩ示踪结果的判
断［３］。理论上，ＭＲＩ报告基因成像能够克服上述缺
陷，实现对细胞的长期示踪［３，９］。铁蛋白为细胞内主

要的储铁蛋白，有重链和轻链两种亚基，其中对铁储存

起主要作用的是铁蛋白重链［５，１０－１１］。本研究以慢病

毒为载体，将 ＦＴＨ１基因转入 ＳＫＮＳＨ细胞中。普鲁
士蓝染色和透射电镜显示实验组细胞内聚集大量的铁

颗粒，且经连续４次传代后铁颗粒未见明显减少。同
时，ＭＲＩ发现在５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ培养条件下，实验组
Ｔ２ＷＩ信号明显减低，而另外两组对照组信号无显著改
变。另外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果证实实验组ＦＴＨ１高表达，
且经４次传代后表达无明显减弱。以上结果足以确证
ＦＴＨ１基因已成功整合到靶细胞基因组中并持续稳定表
达，这一特性对移植细胞的长期示踪非常重要。

　　ＦＴＨ１作为磁共振报告基因的安全性一直是一个
热议的话题。ＦＴＨ１对靶细胞的影响主要在两个方
面：一是 ＦＴＨ１过表达本身对细胞的影响；二是 ＦＴＨ１
过表达所聚集的铁离子对细胞的影响。目前，众多学

者对此进行了探讨，Ｃｏｚｚｉ等［１２］发现，ＦＴＨ１在ＨｅＬａ细
胞中过表达可显著降低其生长活性，但移至含一定浓

度铁剂的培养基中一段时间后，细胞增殖活性会恢复

正常。Ｌｉｕ等［１３］研究显示，过表达ＦＴＨ１的Ｃ６胶质瘤
细胞增殖活性减低，而在小鼠胚胎干细胞中，无论培养

基中有无铁剂，ＦＴＨ１的过表达都不会影响其增殖活
性。但对骨骼肌母细胞而言，无论细胞是否表达

ＦＴＨ１，高浓度ＦＡＣ均会抑制其增殖，但高浓度ＦＡＣ对
不表达ＦＴＨ１的细胞毒性显著高于表达ＦＴＨ１的细胞；
然而，在低浓度（１μｍｏｌ／Ｌ）ＦＡＣ培养环境中，细胞的
生长均不受影响；这一结果提示，表达ＦＴＨ１的细胞在
高浓度铁剂条件下生长和生存更有优势［３］。以上研

究结果差异较大，其原因可能是不同的细胞对转基因

表达水平不一；同时不同的细胞对铁离子的敏感性和

耐受性也不尽一致。本研究利用 ＣＣＫ８试剂检测
ＳＫＮＳＨ细胞在感染慢病毒以及添加 ＦＡＣ培养后其
增殖活性的变化，结果表明感染慢病毒后，细胞的增殖

活性无明显改变，提示 ＦＴＨ１过表达对 ＳＫＮＳＨ细胞
的增殖并无明显影响；然而，添加５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ一段
时间后，３组细胞的增殖活性均显著降低。据此，我们
推测除了细胞内过多的铁离子对细胞增殖造成影响外，

培养基中的铁浓度可能也是影响其活性的因素之一。

　　需要强调的是，我们在体外研究 ＦＴＨ１的聚铁作
用时，在培养基中添加了一定浓度的铁剂，而体内

ＦＴＨ１发挥聚铁效能主要依靠摄取周围组织中的铁离
子，这能否满足 ＭＲＩ成像的需要，有待进一步体内试
验证实。另外，利用基因表达调控系统对报告基因进

行适当调控，最大限度地避免基因持续表达并聚铁对

细胞的影响，也是今后的研究方向之一。

　　总之，本实验将 ＦＴＨ１基因成功转入 ＳＫＮＳＨ细
胞中，实现了基因长期稳定表达，并初步证实了 ＦＴＨ１
在细胞中的聚铁效能，为进一步研究移植细胞的活体

示踪奠定了基础。

参考文献：

［１］ＬｉＫ，ＱｉｎＪ，ＷａｎｇＸ，ｅｔａｌ．Ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
ｄｕａｌｌａｂｅｌｅｄｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｍｏｕｓｅｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．
Ｃｙｔｏｔｈｅｒａｐｙ，２０１３，１５（１０）：１２７５－１２８５．

［２］ＶａｎｄｓｂｕｒｇｅｒＭＨ，ＲａｄｏｕｌＭ，ＣｏｈｅｎＢ，ｅｔａｌ．ＭＲＩｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｓ：
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｉｍａｇｉｎｇｏｆｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮＭＲＢｉｏｍｅｄ，２０１３，２６（７）：８７２－８８４．

［３］ＮａｕｍｏｖａＡＶ，ＲｅｉｎｅｃｋｅＨ，ＹａｒｎｙｋｈＶ，ｅｔａｌ．Ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｆｏｒｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇｂａｓｅｄｔｒａｃｋｉｎｇｏｆｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｈｅａｒｔ［Ｊ］．ＭｏｌＩｍａｇｉｎｇ，２０１０，９（４）：２０１－
２１０．

［４］ＫｉｍＨＳ，ＪｏｏＨＪ，ＷｏｏＪＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｖｏｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ
ｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｈｕｍａｎｆｅｒｒｉｔｉｎ［Ｊ］．ＭｏｌＩｍａｇｉｎｇＢｉｏｌ，
２０１３，１５（１）：４８－５７．

［５］ＨａｓｅｇａｗａＳ，ＦｕｒｕｋａｗａＴ，ＳａｇａＴ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＭＲｉｍａｇｉｎｇｏｆｃａｎｃｅｒ
ｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ：ｆｅｒｒｉｔｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｅｒｅｐｏｒｔｅｒｔａｋｅｓｔｈｅｓｔａｇｅ［Ｊ］．Ｍａｇｎ
ＲｅｓｏｎＭｅｄＳｃｉ，２０１０，９（２）：３７－４７．

［６］ＫｉｍＨＳ，ＣｈｏＨＲ，ＣｈｏｉＳＨ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｖｏｉｍａｇｉｎｇｏｆｔｕｍｏｒ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｄｗｉｔｈｂｉｍｏｄａｌｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｅｎｃｏｄｉｎｇｈｕｍａｎｆｅｒｒｉｔｉｎａｎｄ
ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｏｎａ１．５Ｔｃｌｉｎｉｃａｌｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｓｃａｎｎｅｒ
［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１０，７０（１８）：７３１５－７３２４．

［７］ＫｉｍＤ，ＣｈｕｎｇＮＫ，ＡｌｌｅｎＳ，ｅｔａｌ．Ｆｅｒｒｉｔｉｎｂａｓｅｄｎｅｗｍａｇｎｅｔｉｃｆｏｒｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｐｒｏｂｅｄｅｔｅｃｔｉｎｇ１０ｎｍｓｉｚｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．
ＡＣＳＮａｎｏ，２０１２，６（１）：２４１－２４８．

［８］ＭｃＬａｕｇｈｌｉｎＲ，ＨｙｌｔｏｎＮ．ＭＲＩｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
［Ｊ］．ＮＭＲＢｉｏｍｅｄ，２０１１，２４（６）：７１２－７２０．

［９］ ＬｅｅＳＷ，ＬｅｅＳＨ，ＢｉｓｗａｌＳ．Ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅ
ｉｍａｇｉｎｇ［Ｊ］．Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，２０１２，２（４）：４０３－４１２．

［１０］ＺｉｖＫ，ＭｅｉｒＧ，ＨａｒｍｅｌｉｎＡ，ｅｔａｌ．Ｆｅｒｒｉｔｉｎａｓａｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｆｏｒ
ＭＲＩ：ｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｆｅｒｒｉｔｉｎｄｕｒｉｎｇｄｉｅｔａｒｙｉｒｏｎ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＮＭＲＢｉｏｍｅｄ，２０１０，２３（５）：５２３－
５３１．

［１１］ＯｓｈｔｒａｋｈＭＩ，ＡｌｅｎｋｉｎａＩＶ，ＶｉｎｏｇｒａｄｏｖＡＶ，ｅｔａｌ．Ｍｏｓｓｂａｕｅｒ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｏｆｔｈｅｉｒｏｎｃｏｒｅｓｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｆｅｒｒｉｔｉｎ，ｆｅｒｒｉｔｉｎｉｎ
ｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｓｐｌｅｅｎａｎｄｆｅｒｒｉｔｉｎｉｎｓｐｌｅｅｎｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔｗｉｔｈｐｒｉｍａｒｙ
ｍｙｅｌｏｆｉｂｒｏｓｉｓ：ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．
Ｂｉｏｍｅｔａｌｓ，２０１３，２６（２）：２２９－２３９．

［１２］ＣｏｚｚｉＡ，ＣｏｒｓｉＢ，ＬｅｖｉＳ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄ
ｍｕｔａｔｅｄｈｕｍａｎｆｅｒｒｉｔｉｎＨｃｈａｉｎｉｎＨｅｌａｃｅｌｌｓ：ｉｎｖｉｖｏｒｏｌｅｏｆｆｅｒｒｉｔｉｎ
ｆｅｒｒｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０００，２７５（３３）：２５１２２－
２５１２９．

［１３］ＬｉｕＪ，ＣｈｅｎｇＥＣ，ＬｏｎｇＲＣ，ｅｔａｌ．Ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｏｆ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｖｉｖｏｗｉｔｈＭＲＩｔｒａｎｓｇｅｎｅｒｅｐｏｒｔｅｒ［Ｊ］．Ｔｉｓｓｕｅ
ＥｎｇＰａｒｔＣＭｅｔｈｏｄｓ，２００９，１５（４）：７３９－７４７．

（收稿：２０１４０７２１；修回：２０１４０９２１）

（编辑　汪勤俭）

２４３２
第３６卷第２３期
２０１４年１２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２３
Ｄｅｃ．１５　２０１４


