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　　［摘要］　目的　明确骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）成神经分化对细胞内铁蛋
白重链（ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ１，ＦＴＨ１）基因表达的影响，探讨ＦＴＨ１报告基因成像检测定向分化细胞的可
行性。方法　以慢病毒为载体将ＦＴＨ１基因转入ＭＳＣｓ中，利用全反式维甲酸和神经细胞诱导液对其诱
导分化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分化前后细胞内 ＦＴＨ１的表达，ＭＲＩ观察细胞 Ｔ２ＷＩ信号变化，普鲁士蓝染色
和透射电镜检测细胞内ＦＴＨ１表达所引起的聚铁效应。结果　携带ＦＴＨ１基因的ＭＳＣｓ（ＭＳＣｓＦＴＨ１）成
功分化为神经元样细胞（ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示 ＭＳＣｓＦＴＨ１及 ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１细胞中
ＦＴＨ１均明显表达；在５００μｍｏｌ／Ｌ枸橼酸铁铵的培养条件下，两种细胞ＭＲＩ检查均发现Ｔ２ＷＩ信号明显
降低；普鲁士蓝染色和透射电镜证实细胞内较多铁颗粒聚集。结论　ＭＳＣｓ成神经分化对细胞内 ＦＴＨ１
基因的表达无明显影响，基于ＦＴＨ１的ＭＲＩ报告基因成像可用于ＭＳＣｓ神经分化后的检测。
　　［关键词］　间充质干细胞；神经诱导分化；ＦＴＨ１；磁共振成像
　　［中图法分类号］　Ｒ３２９．２；Ｒ３９４．２；Ｒ４４５．２ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１１７１３８７）

［通信作者］　蔡金华，电话：（０２３）６３６３２０１７，Ｅｍａｉｌ：６６４６６２２５６＠ｑｑ．ｃｏｍ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１６０５０４．０９３５．０１０．ｈｔｍｌ（２０１６０５０４）

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ１ｉｎｎｅｕｒａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
ＺｈｏｎｇＹｉ１，２，ＣａｉＪｉｎｈｕａ１，ＨｅＸｉａｏｙａ１，ＱｉｎＹｏｎｇ１，ＬｉａｏＹｉｆａｎ１，２（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲａｄｉｏｌｏｇｙ，Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ；２ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＤｉｓｅａｓｅｓｉｎＣｈｉｌｄｈｏｏｄＣｏｆｏｕｎｄｅｄｂｙＣｈｏｎｇｑｉｎｇａｎｄ
ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＣｈｉｌｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄＤｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１４，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｅｕｒａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＭＳＣｓ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅ，ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ１（ＦＴＨ１），ａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅ
ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｖｉｓｕａｌｉｚｉｎｇｔｈｅｎｅｕｒａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｃｅｌｌｓｗｉｔｈＦＴＨ１ｆｏｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅ
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ＴｈｅｎｔｈｅＭＳＣｓｃａｒｒｙｉｎｇＦＴＨ１（ＭＳＣｓＦＴＨ１）ｗｅｒｅｉｎｄｕｃｅｄｉｎｔｏａｎｅｕｒａｌｄｉｒｅｃｔｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｗｉｔｈａｌｌ
ｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄａｎｄｍｏｄｉｆｉｅｄｎｅｕｒａｌｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉａ．ＴｈｅｄｙｎａｍｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＦＴＨ１ｉｎＭＳＣｓＦＴＨ１
ａｎｄｎｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１（ｔｈｅｎｅｕｒａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｃｅｌｌｓ）ｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＭＲｉｍａｇｉｎｇｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＴ２ＷＩｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｂｏｔｈｃｅｌｌｓ．Ｐｒｕｓｓｉａｎｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｉｒｏｎａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＭＳＣｓＦＴＨ１
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｉｎｔｏｎｅｕｒｏｎｌｉｋｅｃｅｌｌｓ（ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＴＨ１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ
ｂｏｔｈＭＳＣｓＦＴＨ１ａｎｄＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆ５００μｍｏｌ／Ｌｏｆ
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　　利用 ＭＲＩ报告基因成像对移植细胞进行活体示
踪是当前分子影像学领域的研究热点之一［１－４］。铁蛋

白重链（ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ１，ＦＴＨ１）是目前研究较多
且较成熟的磁共振成像（ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，
ＭＲＩ）报告基因，已广泛用于多种类型细胞的示踪研
究［１－３］。目前多数研究结果显示，由于 ＦＴＨ１基因整
合到细胞的基因组，其表达不受细胞分裂增殖的影

响［５］，但是否受干细胞诱导分化的影响目前尚不明

确。本研究拟通过构建携带 ＦＴＨ１基因的慢病毒载
体，感染骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ），将 ＭＳＣｓ向神经元样细胞诱导分化，并检测
ＦＴＨ１的表达情况，探讨ＦＨＴ１基因表达对干细胞成神
经分化的影响，以及ＭＳＣｓ成神经分化对ＦＴＨ１基因表
达的影响，明确 ＦＴＨ１在神经元样细胞内的聚铁能力
是否能够引起足够的ＭＲＩ信号改变，为进一步实现体
内干细胞神经分化的ＭＲＩ活体示踪奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　　取 ４～６周 ＳＤ大鼠（体质量 ４０～
６０ｇ，雌雄不拘），分离四肢，完全培养基冲洗四肢长骨
骨髓腔，离心，重悬冲洗液，全骨髓贴壁法提取ＭＳＣｓ。
１．１．２　目的基因、慢病毒载体和慢病毒包装系统　　
ＦＴＨ１基因委托上海吉凯基因化学技术有限公司合
成，带有巨细胞病毒启动子的慢病毒载体质粒 ＣＭＶ
ＭＣＳ３ＦｌａｇＰｕｒｏ及慢病毒包装系统 ｐＨｅｌｐｅｒ１．０和
ｐＨｅｌｐｅｒ２．０由上海吉凯基因化学技术有限公司提供。
１．１．３　主要试剂　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２及胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ
公司），枸橼酸铁铵（ｆｅｒｒｉｃａｍｍｏｎｉｕｍｃｉｔｒａｔｅ，ＦＡＣ；Ｓｉｇｍａ
公司），ＣＣＫ８试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司），普鲁士蓝染色
试剂盒（广州凯秀贸易有限公司），细胞全蛋白提取试

剂盒（南京钟鼎生物技术有限公司）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ：一
抗ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＦＴＨ１（Ａｂｃａｍ公司），ｍｏｕｓｅａｎｔｉβａｃｔｉｎ
（南京钟鼎生物技术有限公司），二抗 ｇｏａｔａｎｔｉｒａｂｂｉｔ
（Ａｂｇｅｎｔ公司），ｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅ（ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ公司）；免疫

荧光：一抗 ｍｏｕｓｅａｎｔｉＮＳＥ，ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｎｅｓｔｉｎ，ｒａｂｂｉｔ
ａｎｔｉＭＡＰ２，二抗ｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅ，ｇｏａｔａｎｔｉｒａｂｂｉｔ均购自
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　携带 ＦＴＨ１基因的慢病毒重组　　人工合成
ＦＴＨ１基因的ｃＤＮＡ序列，经ＰＣＲ扩增、ＥｃｏＲⅠ和 ＡｇｅⅠ
双酶切后与纯化的带有巨细胞病毒启动子的慢病毒空

载体ＣＭＶＭＣＳ３ＦｌａｇＰｕｒｏ连接，获得重组慢病毒载体
质粒 ＣＭＶＦＴＨ１３ＦｌａｇＰｕｒｏ（ｐＬＶＦＴＨ１）。经 ＰＣＲ和
ＤＮＡ测序鉴定成功后，将ｐＬＶＦＴＨ１、包装质粒ｐＨｅｌｐｅｒ
１．０和包膜质粒ｐＨｅｌｐｅｒ２．０共转染２９３Ｔ细胞后获得
携带 ＦＴＨ１基因的重组慢病毒，命名为 ＬＶＦＴＨ１。
ＥＬＩＳＡ法测定病毒滴度。
１．２．２　ＭＳＣｓ的鉴定　　取第３代生长状态良好的细
胞，０．２５％胰酶消化，４℃离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），
ＰＢＳ（含１％ ＢＳＡ）清洗３次，各管依次加入单克隆抗
体ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＣＤ３４、ＣＤ４５，同时每管设立同型阴性
对照。避光孵育３０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ清洗３次，最后用
２００μＬＰＢＳ重悬细胞，流式细胞仪检测分析。
１．２．３　报告基因转染及细胞筛选　　①选取处于对
数生长期、生长状态良好的 ＭＳＣｓ接种于６孔板内，待
细胞融合度达３０％～４０％时，加入经预实验确定好的
最佳转染复数（ＭＯＩ＝２０）的慢病毒 ＬＶＦＴＨ１，２４ｈ后
更换培养基，继续培养。②４８ｈ后加入４μｇ／ｍＬ嘌呤
霉素筛选７ｄ，获得稳定表达抗药基因的携带ＦＴＨ１的
ＭＳＣｓ细胞，命名为 ＭＳＣｓＦＴＨ１。③取一定量未转染
病毒的ＭＳＣｓ、转染空载病毒的细胞（ＭＳＣｓＬＶ）和稳定
表达抗药基因的细胞 ＭＳＣｓＦＴＨ１，全蛋白试剂盒提取
蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＦＴＨ１
基因表达产物。

１．２．４　ＭＳＣｓ体外成神经诱导分化　　将生长状态良
好的ＭＳＣｓＦＴＨ１接种在２４孔培养板中，当细胞融合
度达７０％ ～８０％，加入含０．５μｍｏｌ／Ｌ全反式维甲酸
（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）的新鲜培养基，作用２４ｈ
后，吸出原培养基，ＰＢＳ洗涤３次，然后加入神经细胞诱
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导液诱导２４ｈ［６］，所获得的细胞为神经元样细胞，命名
为ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１。同时将 ＭＳＣｓ按上述方法诱导成神
经元样细胞，命名为Ｎｅｕｒｏｎｓ，作为阴性对照。接着采用
免疫荧光方法检测ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１和Ｎｅｕｒｏｎｓ细胞的神
经元特异性标志物巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）、神经元特异性烯醇
化酶（ｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅ，ＮＳＥ）、微管相关蛋白２
（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＡＰ２）的表达［７－９］。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞分化前后 ＦＴＨ１表达　
　将细胞分为不携带 ＦＴＨ１基因分化细胞（Ｎｅｕｒｏｎｓ）、
携带ＦＴＨ１基因分化细胞（ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１）、携带基因
干细胞（ＭＳＣｓＦＴＨ１）和携带基因干细胞 ４次传代
（ＭＳＣｓＦＴＨ１Ｐ４）共４组，提取细胞全蛋白，采用 ＢＣＡ
法测定蛋白浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳转至 ＰＶＤＦ膜上，
５％ ＢＳＡ封闭１ｈ后，βａｃｔｉｎ一抗（１∶１０００）和 ＦＴＨ１
一抗（１∶１０００）孵育并４℃过夜，二抗孵育２ｈ，最后
利用ＥＣＬ增强试剂发光显影，实验重复３次。
１．２．６　体外细胞ＭＲ成像　　４组细胞（ＭＳＣｓ、ＭＳＣｓ
ＦＴＨ１、Ｎｅｕｒｏｎｓ、ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１）分别加入５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ
培养７２ｈ后收集１×１０６个细胞，４％多聚甲醛固定１０～
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗数次后，将细胞重悬，移至 ０．５ｍＬ
ＰＣＲ管内静置３０ｍｉｎ后，在管底形成细胞沉淀，行３．０Ｔ
磁共振（ＰｈｉｌｉｐｓＡｃｈｉｅｖａ）扫描，扫描参数：自旋回波
（ＳＥ）Ｔ２ＷＩ：ＴＲ＝２２００ｍｓ，ＴＥ＝８０ｍｓ，成像视野
（ＦＯＶ）＝１２０ｍｍ×１２０ｍｍ，层厚１ｍｍ，层间０．１ｍｍ。
１．２．７　普鲁士蓝染色　　将细胞分为 ４组：ＭＳＣｓ、
ＭＳＣｓＦＴＨ１、Ｎｅｕｒｏｎｓ和 ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１组，分别以含
５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ的培养基培养７２ｈ。ＰＢＳ漂洗３次，４％
多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，普鲁士蓝染色试剂（２％亚铁氰化
钾和２％ ＨＣｌ等体积混合）常温下染色３０ｍｉｎ，核固红
染色２～３ｍｉｎ，ｄｄＨ２Ｏ冲洗，中性树脂封片，光镜观察。
１．２．８　透射电镜　　将细胞分为４组：ＭＳＣｓ、ＭＳＣｓ
ＦＴＨ１、Ｎｅｕｒｏｎｓ和ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１组，分别以含５００μｍｏｌ／Ｌ
ＦＡＣ的培养基培养７２ｈ。ＰＢＳ清洗３次，消化、离心、
弃上清收集，注入电镜固定液，送电镜室制样并观察。

１．３　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件对获得的数据进行处
理，数据以 珋ｘ±ｓ表示，不同处理组采用单因素方差分
析，组间两两比较采用ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　骨髓间充质干细胞的鉴定
　　流式细胞仪检测到第３代 ＭＳＣｓ表达表面标志物
ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ２９、ＣＤ９０，其中 ＣＤ２９、ＣＤ９０阳性率分

别为９６．７％、９９．２％，ＣＤ３４、ＣＤ４５阳性表达率为０２％、
０．１％。见图１。
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图１　骨髓间充质干细胞的鉴定

２．２　ＦＴＨ１基因转染ＭＳＣｓ及鉴定
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，运用携带 ＦＴＨ１基因慢病
毒载体转染ＭＳＣｓ获得的细胞（ＭＳＣｓＦＴＨ１）在蛋白条
带２１×１０３处见阳性条带，与 ＦＴＨ１基因表达产物铁
蛋白理论大小相吻合，而空白组（ＭＳＣｓ）和感染空载病
毒组（ＭＳＣｓＬＶ）未见阳性条带（图２）。
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１：ＭＳＣｓ；２：ＭＳＣｓＬＶ；３：ＭＳＣｓＦＴＨ１
图２　ＦＴＨ１基因阳性表达产物的鉴定

２．３　ＭＳＣｓ成神经诱导分化前后的形态学变化
　　ＭＳＣｓ和ＭＳＣｓＦＴＨ１呈扁平或梭形，无折光性（图
３Ａ、Ｄ）；经ＡＴＲＡ预诱导２４ｈ后，细胞形态无明显变化，
再经神经细胞诱导液诱导１２ｈ后，部分ＭＳＣｓ和ＭＳＣｓ
ＦＴＨ１形态发生较大改变：部分细胞透光性增强，细胞质
向核中心固缩（图３Ｂ、Ｅ），继续诱导至２４ｈ后，细胞有
长细的突起伸出，呈双极或多极向四周展开，且形成次

级甚至多级突起，并与邻近细胞相连（图３Ｃ、Ｆ）。
２．４　ＭＳＣｓ成神经分化前后神经元特异标志物表达
　　未分化的 ＭＳＣｓ不表达神经元特异性标志物，经
诱导分化成Ｎｅｕｒｏｎｓ后可以检测到ＮＳＥ、Ｎｅｓｔｉｎ、ＭＡＰ２
强阳性表达，ＭＳＣｓＦＴＨ１经诱导分化后的 Ｎｅｕｒｏｎｓ
ＦＴＨ１仍可表达 ＮＳＥ、Ｎｅｓｔｉｎ、ＭＡＰ２神经元特异性标
志物（图４）。
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图３　骨髓间充质干细胞诱导成神经元样细胞
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图４　免疫荧光检测ＭＳＣｓ诱导前后神经元特异标志物
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２．５　骨髓间充质干细胞分化前后ＦＴＨ１的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：不含ＦＴＨ１基因的Ｎｅｕｒｏｎｓ
细胞组无目的条带显示，而ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１、ＭＳＣｓＦＴＨ１
和 ＭＳＣｓＦＴＨ１Ｐ４组细胞均显示明显的目的条带
（图５Ａ），后３组灰度比值组间两两比较，差异无统计学
意义（图５Ｂ，Ｐ＞００５）。这说明ＭＳＣｓ经４次传代后以
及分化为神经元样细胞后，ＦＴＨ１基因表达无明显变化。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析
图５　４组细胞内ＦＴＨ１的表达

２．６　细胞ＭＲ成像
　 　 ＭＳＣｓＦＴＨ１、ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１、ＭＳＣｓ、Ｎｅｕｒｏｎｓ经
５００μｍｏｌ／ＬＦＡＣ培养后行 ＭＲＩ扫描，结果显示：
ＭＳＣｓＦＴＨ１、ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１细胞沉淀 Ｔ２ＷＩ信号较
ＭＳＣｓ、Ｎｅｕｒｏｎｓ细胞明显减低，ＭＳＣｓＦＴＨ１、Ｎｅｕｒｏｎｓ
ＦＴＨ１细胞间信号无明显差异（图６）。此结果证明分
化后的神经元样细胞内 ＦＴＨ１仍旧明显表达，并促进
细胞对ＦＡＣ的摄取，从而引起ＭＲＩ信号降低。

从左至右依次为 ＭＳＣｓＦＴＨ１、ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１、ＭＳＣｓ和

Ｎｅｕｒｏｎｓ细胞

图６　４组细胞ＭＲＩ成像

２．７　ＦＴＨ１聚铁效应
　　普鲁士蓝染色显示：４组细胞在加入枸橼酸铁铵
后，细胞质内均可见较多蓝染颗粒，而对照组 ＭＳＣｓ、

Ｎｅｕｒｏｎｓ未见蓝染颗粒（图７）。透射电镜结果与普鲁
士蓝染色结果一致，ＭＳＣｓＦＴＨ１细胞和 ＮｅｕｒｏｎｓＦＴＨ１
细胞的胞质内可见较多的黑色电子致密颗粒，对照组

ＭＳＣｓ、Ｎｅｕｒｏｎｓ无电子致密颗粒（图８）。
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图７　ＭＳＣｓ和ＭＳＣｓＦＴＨ１分化前后的普鲁士蓝染色观察
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图８　ＭＳＣｓ和ＭＳＣｓＦＴＨ１分化前后的透射电镜成像

３　讨论

　　ＭＲＩ报告基因示踪策略的应用取决于报告基因能
否在细胞内持续稳定地表达。在之前的研究中，已有

研究者利用 ＦＴＨ１基因成功转染了多种细胞系，并证
实细胞的分裂增殖不影响报告基因的表达［５，１０－１２］。

这些细胞主要用作靶向治疗的载体，仅仅通过其分裂

增殖而不需要分化即可达到治疗的目的。然而用于组

织修复目的的干细胞移植需要干细胞在病变部位的定

向分化。要实现对这种移植细胞的长期示踪，就需要

了解干细胞定向分化与报告基因表达之间的相互影响
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关系。本研究利用慢病毒载体将铁蛋白报告基因

ＦＴＨ１转染到 ＭＳＣｓ内，在一定诱导条件下 ＭＳＣｓ成功
转化为神经元样细胞，这说明ＦＴＨ１的转染对ＭＳＣｓ的
成神经细胞分化潜能无明显影响。同时，诱导分化后

的神经元样细胞虽然其形态和各种特异性标志物发生

了变化，但细胞内ＦＴＨ１依旧正常表达，提示干细胞成
神经分化对报告基因的表达也没有明显的影响，这为

进一步利用ＭＲＩ报告基因成像对移植后ＭＳＣｓ的生物
学行为进行长期示踪奠定了重要基础。

　　铁蛋白是生物体内普遍存在的一种储铁蛋白，包
括重链（ＦＴＨ１）和轻链两个多肽亚基。前者具有亚铁
氧化酶活性，能在较低铁负荷情况下产生较高的横向

弛豫率，从而引起ＭＲＩ信号改变［１３－１５］。ＦＴＨ１基因表
达所产生的聚铁效应已被众多研究所证实［１３，１６－１８］。

值得一提的是，Ｐｅｒｅｉｒａ等［１１］研究表明，ＭＳＣｓ可以忍受
铁蛋白的过度表达，在培养基中补充足够的铁的情况

下可以阻止细胞表型变化。Ｃａｍｐａｎ等［１９］证实了在大

鼠心肌梗死模型内，ＦＴＨ１基因标记的干细胞移植到
指定区域在一段时间后通过ＭＲＩ仍可精确定位，并在
组织学层面证实移植细胞和梗死区域的共区域化，标

记细胞在移植部位成功存活并发生迁移。而 Ｓｏｎｇ
等［５］在研究ＦＴＨ１基因标记的人脂肪间充质干细胞分
化为神经细胞时，证明了 ＦＴＨ１基因的表达对细胞的
增殖未产生明显影响。这说明ＦＴＨ１基因用于标记和
追踪干细胞是可行的。

　　有研究表明ＦＴＨ１基因标记的细胞摄入过量不稳
定铁可能导致芬顿效应，引起胞内羧酸、醇、酯等的无

机氧化对细胞造成破坏［２，２０］。而另一些研究中则认

为，铁蛋白重链亚单位有催化不稳定二价铁离子与胞

内羟基自由基反应生成三价铁离子的功能，从而削弱

过量外源性铁摄入引起的芬顿效应对细胞的毒性作

用［２１－２２］。铁离子的过量聚集对细胞的影响目前尚无

统一定论，可能因细胞种类、铁离子作用浓度不同而呈

现不同的结果，为了更安全地利用 ＦＴＨ１基因标记细
胞，就需要寻找一种能够实现 ＦＴＨ１基因精确调控表
达的方法。我们之前利用四环素基因表达调控系统成

功地实现了报告基因的可诱导表达［１３］，即在需要成像

时诱导基因表达，而不需要成像时使基因表达处于沉

默状态，从而避免了基因持续过量表达对细胞的潜在

损伤。在进一步的体内实验中，将利用这种可调控的

报告基因成像系统对移植细胞的在体分化进行示踪

研究。

　　本研究结果显示，在定向分化的神经元样细胞内，
普鲁士蓝染色及电镜均有铁颗粒的存在，并且体外成

像ＭＲＩ可检测到明显的 Ｔ２ＷＩ信号降低，较分化之前
ＭＳＣｓ的聚铁能力无明显减弱。需要强调的是，本实验
仅限于体外研究，为了验证ＦＴＨ１的聚铁作用，在培养
基中添加了一定浓度的 ＦＡＣ，而 ＦＴＨ１真正用于体内
时其聚铁作用的发挥主要依靠对周围组织中铁离子的

摄取。相对于单纯可控的体外实验条件，体内环境要

复杂得多，在这种情况下，内源性铁离子的含量能否满

足ＭＲＩ成像的需要，细胞内基因表达及聚铁对细胞分
化有无影响，以及分化后的细胞内报告基因是否继续

表达等，这些问题均有待进一步体内实验研究证实。

　　本研究发现ＦＴＨ１可表达于骨髓间充质干细胞及
其定向分化的神经元样细胞内，通过 ＭＲＩ可以持续检
测干细胞的增殖及分化过程。然而，在对移植细胞示

踪的实际应用中，无论干细胞还是定向分化后的细胞，

均有报告基因的表达，并表现为 ＭＲＩ信号的降低，因
此，单纯依靠 ＭＲＩ报告基因成像无法区分这两种细
胞。如何利用 ＭＲＩ活体判断干细胞是否已成功分化
为某种特定的细胞，即利用ＭＲＩ监测干细胞分化事件
的发生，是目前本研究领域面临的一个难题，同时也是

我们进一步研究的方向。
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