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!摘要"
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目的
!

观察铁蛋白报告基因
A"!#

标记对骨髓间充质干细胞$

65N;

%生物学特性及体外
6[A

表现的影响)

方

法
!

原代分离培养大鼠
65N;

#取第
H

代
65N;

#用构建的携带铁蛋白重链基因
A"!#

的慢病毒载体进行感染#并在培养液内加

入
#,/3

"

W

柠檬酸铁进行培养)采用普鲁士蓝染色检测
65N;

的摄铁能力#锥虫蓝染色活细胞计数检测
65N;

的细胞存活

率#

NNMEB

方法测定
65N;

的增殖活性)应用
6[A

的
U5XV

!

KA

和
5K'>

序列观察
A"!#

标记的
65N;

和未标记
65N;6[A

信号的差异)

结果
!

A"!#

基因可成功转染
65N;

#转染
65N;

的普鲁士蓝染色标记效率为
B%c

)未加含铁培养液的
A"!#

标

记
65N;

细胞存活率为$

F!<#%j#<F#

%

c

#细胞增殖活性
4

值为
#<"FHj"<"$B

#与未标记
65N;

比较差异均无统计学意义+细

胞存活率为$

FH<!&j!<H!

%

c

#细胞增殖活性
4

值为
#<"!%j"<#!!

*

3

&

"<"D

%*加入含铁培养液培养
&*

后的
A"!#

标记
65N;

细胞存活率为$

%%<H%jH<#"

%

c

#细胞增殖活性
4

值为
"<HF&j"<"!H

#与未加含铁培养液的
A"!#

标记
65N;

及未标记
65N;

比较差异均有统计学意义$

3

$
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6[A

扫描
U5XV

!

KA

和
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序列显示#加入含铁培养液培养
D*

后
A"!#

标记
65N;

信号强度为
$D$<$j#B<!

#与未加含铁培养液的
A"!#

标记
65N;

及未标记
65N;

比较差异均有统计学意义$分别为
B"%<&j
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和
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#

3

$
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%#而未加含铁培养液的
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标记
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与未标记
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比较差异无统计学意义$
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结论
!

A"!#

报告基因可成功转染
65N;

#转染后的
65N;

可高效表达并摄取铁*细胞活力及增殖活性在不含铁的培养液中不

受影响#但在铁浓度
#,/3

"

W

含铁培养液中受到一定影响*经含铁培养液培养
D*

后#

6[A

可体外检测
A"!#

标记
65N;

#其

U5XV

!

KA

和
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序列呈低信号改变)
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铁蛋白是普遍存在于动(植物和微生物体内的

一种储铁蛋白#随着分子影像学的不断发展#铁蛋白

基因作为一种报告基因被用于磁共振成像

$

6[A

%

+

#E&

,

#并在细胞标记成像+

H

,

(基因治疗+

D

,及药

物筛选+

$

,等方面得到广泛应用)近年来#利用干细

胞治疗疾病成为研究热点#骨髓间充质干细胞

$

,+;+2(S

8

,)3;7+,(+33;

#

65N;

%由于其自我更新(

多向分化潜力#以及低免疫原性(供体来源充足的优

点#成为研究干细胞治疗中的理想细胞类型)干细

胞在体内的定位(迁移(存活及增殖等转归过程有赖

于无创的影像学手段进行观察)关于
65N;

的影像

学示踪#目前研究最多的是超顺磁性氧化铁粒子+

%

,

#

它能够直接标记细胞#灵敏地产生信号#但缺点是随

着细胞增殖分裂及生物降解作用细胞内的铁会逐渐

稀释(消失)而报告基因则能够克服这一缺点#基因

会遗传到子代细胞#继续表达相同的产物#保持细胞

功能的持续性)在
6[A

检测中#铁蛋白报告基因通

过增加细胞内铁含量#引起局部磁场分布不均匀#从

而缩短
V

!

弛豫时间#产生
V

!

负性对比效应)本研

究通过将铁蛋白报告基因
A"!#

转染
65N;

#观察其

对
65N;

生物学特性的影响#并探讨体外
6[A

成像

表现#为体内移植
65N;

的
6[A

示踪提供依据)

4
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材料和方法
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培养基$吉诺生物医药公司%#胎牛血清

$

U_5

#

J-P(/
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A"!#

慢病毒载体上清液$课题

组前期构建%#普鲁士蓝染色试剂盒$上海复申生物

试剂公司%#锥虫蓝染色试剂$
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R

,)

公司%#
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体外分离"培养与鉴定
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按照本课

题组前期建立的方法+

B

,

#通过全骨髓贴壁法提取原

代
5?

大鼠
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#通过流式细胞仪检测表面抗原
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(

N?HH

及
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#采用成骨(成脂肪诱导分化等

方法对干细胞进行鉴定)取传代至第
H

代的
65N;

进行后续实验)

#<&

!

A"!#

报告基因转染
65N;

!

取状态良好的第

H

代
65N;

#将培养液更换为
A"!#

慢病毒载体上清

液#置于细胞培养箱$

&%d

(

Dc N@

!

(湿度
FDc

%孵

育
!HS

)

!HS

后弃掉上清液#加入完全培养液培养#

在倒置相差显微镜下观察细胞的形态及生长状况)

将柠檬酸铁溶液与完全培养液混匀制成含铁培养液

$柠檬酸铁浓度为
#,/3

"

W

%#细胞转染
!

"

&*

后更

换为含铁培养液继续培养)更换含铁培养液
&*

后#将细胞消化后铺于
$

孔板#待细胞贴壁后进行普

鲁士蓝染色#显微镜下观察结果)细胞内有蓝色颗

粒的为阳性细胞#计数各组
&

个低倍镜视野下的阳

性细胞及细胞总数#计算阳性细胞标记率+阳性细胞

标记率$

c

%
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阳性细胞数"细胞总数
l#""c

,)以

-

!HB

-



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
%

期
<

薛
!

杨#等
<A"!#

基因标记对骨髓间充质干细胞生物学特性及体外
6[A

表现的影响

未转染
A"!#

基因的
65N;

作为对照)

#<H

!

细胞活力和增殖活性的检测
!

将加入含铁培

养液的
A"!#

标记
65N;

(不加含铁培养液的
A"!#

标记
65N;

和未
A"!#

标记的
65N;

培养
&*

后分

别制成细胞悬液#加
"<Hc

锥虫蓝染液混匀#光镜下

观察#染成蓝色的为死细胞#活细胞呈透明不着色)

计数低倍镜下
&

个视野内活细胞和死细胞个数#计

算细胞存活率+细胞存活率$

c

%

m

活细胞数"细胞总

数
l#""c

,)实验重复
&

次)

将加入含铁培养液的
A"!#

标记
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(不加含

铁培养液的
A"!#

标记
65N;

和未
A"!#

标记的

65N;

培养
&*

后分别制成细胞悬液#接种于
F$

孔

板$每孔
#""

$

W

#约
D"""

个细胞%#每组设
#"

个平

行对照孔)在接种后第
&

天每孔加入
#"

$

WNNMEB

溶液#培养箱孵育
!S

后用酶联免疫检测仪测定
HD"

2,

处各孔的光密度$

4

%值#代表细胞增殖活性)实

验重复
D

次)

#<D

!

A"!#

标记的
65N;

体外
6[A

成像
!

将加入

含铁培养液的
A"!#

标记
65N;

(不加含铁培养液的

A"!#

标记
65N;

和未
A"!#

标记的
65N;

培养
D*

后分别制成细胞悬液#接种于
F$

孔板中#每孔细胞

量约
Dl#"

$

#进行
6[A

扫描)采用
JX#<DV6[

成像仪#

B

通道头颅线圈$

5+2;+S+)*B(/-3

%)视野

$

U@=

%

#H<"(,

#层厚
#<",,

#层间距
",,

*采用

快速自旋回波序列
U5XV

!

加权成像$

V[!!D"

,;

#

VX#"! ,;

#

X(S/ V1)-2 W+2

R

7Sm#% ,;

#

_)2*]-*7S#!<D"

%#磁共振敏感加权成像
5K'>

$

V[B!<B ,;

#

VXHH<% ,;

#

U3-

O

'2

R

3+#Dr

#

_)2*]-*7SH#<$%

%)测量各孔细胞悬液图像的信号

强度#感兴趣区域$

1+

R

-/2/4-27+1+;7

#

[@A

%为

!",,

!

)实验重复
&

次)

#<$

!

统计学处理
!

采用
5Q55#%<"

软件进行统计

学分析#所测数据以
%

5j(

表示#细胞存活率(细胞增

殖活性及
6[A

信号强度比较采用
"

检验#检验水准

$

%

%为
"<"D

)

:

!

结
!

果

!<#

!

A"!#

转染
65N;

形态观察
!

在倒置相差显微

镜下观察发现#经
A"!#

转染后的
65N;

少部分死亡

细胞悬浮#余下贴壁细胞能够保持完整的梭形形态#

与转染前形态无明显差别$图
#'

%)更换含铁培养

液后#细胞逐渐摄取铁进入胞内#

&*

后可以观察到

部分悬浮的死细胞#贴壁细胞形态仍为梭形#光镜下

可以看到细胞内棕黄色物质聚集$图
#_

%)经胰酶

消化离心后#可见沉积的细胞团块呈棕黄色$图

#N

%#而未加含铁培养液的转染
65N;

及未转染

65N;

离心后细胞团块呈白色$图
#?

(

#X

%)

图
4

!

"#$4

转染
IQJ(

加入含铁培养液前后的形态变化

5"

6

4

!

I3&

L

G3F3

6

"//G$)

6

+39IQJ(.&$)(9+/.+*2".G"#$4-+93&+$)*$9.+&$**")

6

"&3)

'

!

65N;71)2;4+(7+*]-7SA"!#

*

_

!

65N;71)2;4+(7+*]-7SA"!#&*)

8

;)47+1)**-2

R

-1/2

*

N

!

65N;(30;7+171)2;4+(7+*]-7SA"!#&*)

8

;)47+1

)**-2

R

-1/2

*

?

!

65N;(30;7+171)2;4+(7+*]-7SA"!#

*

X

!

>/1,)365N;(30;7+1<65N;

!

6+;+2(S

8

,)3;7+,(+33;<@1-

R

-2)3,)

R

2-4-()7-/2

!

l#""

$

'

#

_

%

!<!

!

A"!#

标记
65N;

的效率
!

A"!#

转染
65N;&

*

后经普鲁士蓝染色#显微镜下观察到胞质内均出

现聚集或散在分布的蓝色铁颗粒#细胞核周围明显

$图
!

%#对照组细胞内则没有蓝色物质)

A"!#

转染

65N;

阳性细胞标记率为
B%c

)

!<&

!

细胞活力和增殖活性的变化
!

活细胞计数结

果显示#未
A"!#

标记的
65N;

细胞存活率为

$

FH<!&j!<H!

%

c

(细胞增殖活性
4

值为
#<"!%j

"<#!!

#不加含铁培养液的
A"!#

标记
65N;

细胞存

活率为$

F!<#%j#<F#

%

c

(细胞增殖活性
4

值为

#<"FHj"<"$B

#两组比较差异无统计学意义$

3

&

"<"D

%*加入含铁培养液
&*

后的
A"!#

标记
65N;

-

&HB

-
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!

!"#$

年
%

月#第
&%

卷

细胞存活率为$

%%<H%jH<#"

%

c

(细胞增殖活性
4

值为
"<HF&j"<"!H

#与未
A"!#

标记的
65N;

及不加

含铁培养液的
A"!#

标记
65N;

比较差异均有统计

学意义$

3

$

"<"D

%)说明含铁培养对
A"!#

标记的

65N;

活细胞有抑制作用)

图
:

!

"#$4

转染
IQJ(;*

后普鲁士蓝染色

5"

6

:

!

N&'(("$)-F'+(.$")")

6

39IQJ(;*$

1

(

$9.+&.&$)(9+/."3)2".G"#$4

65N;

!

6+;+2(S

8

,)3;7+,(+33;<@1-

R

-2)3,)

R

2-4-()7-/2

!

l#""

$

'

%#

lH""

$

_

%

!<H

!

A"!#

标记
65N;

体外
6[A

成像
!

6[A

扫描

结果$图
&

%显示#未加含铁培养液的
A"!#

标记

65N;

在
U5XV

!

KA

(

5K'>

序列信号与未
A"!#

标

记
65N;

相近#信号强度分别为
B"%<&j#%<#

和

BH%<#j#"<D

#差异无统计学意义$

3

&

"<"D

%*加入

含铁培养液培养
D*

的
A"!#

标记
65N;

呈低信号#

信号强度为
$D$<$j#B<!

#与未加含铁培养液的

A"!#

标记
65N;

及未
A"!#

标记
65N;

比较差异有

统计学意义$

3

$

"<"D

%)

图
;

!

"#$4

转染
IQJ(

加入含铁培养液

培养
=*

后
I@W

扫描结果

5"

6

;

!

I@W(/$)39"#$4.&$)(9+/.+*

IQJ(=*$

1

($9.+&"&3)$**"."3)

'

!

U5XV

!

KA;+

Y

0+2(+

*

_

!

5K'>;+

Y

0+2(+<#

!

>/1,)365N;

*

!

!

65N;71)2;4+(7+*]-7SA"!#

*

&

!

65N;71)2;4+(7+*]-7SA"!#D*)

8

;

)47+1)**-2

R

-1/2<65N;

!

6+;+2(S

8

,)3;7+,(+33;

;

!

讨
!

论

6[A

具有良好的软组织分辨率#既能够精确显

示组织解剖结构#又能进行物质代谢测定等功能成

像)铁蛋白报告基因是
6[A

报告基因的一种#过表

达的产物铁蛋白能够调节细胞内外铁浓度#使细胞

摄取外环境的铁#升高细胞内铁浓度#从而缩短
V

!

弛豫时间#产生
V

!

负性对比效应#并且在体检测不

需要引入外源性对比剂)因此#铁蛋白可作为一种

较为理想的
6[A

内源性对比剂)铁蛋白分子由蛋

白壳和中心的铁核构成#蛋白壳是由
!H

个亚基组成

的球形空腔结构#其亚基包括重链$

T

链%和轻链$

W

链%两种形式#

T

链具有亚铁氧化酶的活性#可以促

进铁结合#将
U+

!n氧化为
U+

&n

+

F

,

#而
W

链在维持铁

蛋白的稳定性上起着关键作用)

早期研究中#

N/S+2

等+

#"

,构建了鼠铁蛋白
T

链

的病毒载体#并转染胶质瘤
N$

细胞#通过体内外

6[A

观察到过表达铁蛋白
T

链的
N$

细胞
V

!

值较

未转染的细胞明显降低#同时组织学方法证明了细

胞内铁蛋白
T

链表达和铁的增加)

W-0

等+

##

,建立

了携带人铁蛋白
T

链基因的小鼠胚胎干细胞系#

6[A

扫描发现与野生干细胞移植瘤相比#移植入体

内的过表达铁蛋白
T

链的转基因胚胎干细胞移植

瘤
V

!

弛豫时间明显降低#移植后
#H*

横向弛豫率

[

!

增加
#Dc

#移植后
!#*[

!

增加
!Bc

#并通过病

理证实细胞内铁的存在)本研究构建了大鼠来源铁

蛋白
T

链基因慢病毒载体#将
A"!#

基因成功转染

大鼠
65N;

)将转染
65N;

在柠檬酸铁浓度为

#,/3

"

W

的含铁培养液中培养
D*

后进行
6[A

扫

描#

V

!

KA

及
5K'>

序列都能产生明显的信号降

低#普鲁士蓝染色也证明了细胞内铁的存在)因此#

我们认为通过慢病毒载体携带
A"!#

基因可标记

65N;

#并能够通过
6[A

检测到
A"!#

基因标记的

65N;

)在预实验中我们在转染
65N;

后
HBS

进行

6[A

扫描#未检测到信号的降低*而将
6[A

扫描时

间延迟到
D*

后#便能检测到明显低信号)提示随

着时间延长#

A"!#

基因表达量也在不断增加#这与

W-0

等+

##

,研究结果符合)然而#信号强度是否会随

时间持续增强#有待进一步研究)

有研究发现#细胞内的自由铁会增强过氧化物

的代谢#形成过多的自由基#导致细胞膜(蛋白和

?>'

的损害+

#!

,

)通过转染铁蛋白基因的干细胞#

由于铁蛋白的过表达会使细胞摄取过量的铁#细胞

内过量的铁对细胞的生物学特性是否有影响值得探

究)本研究将慢病毒转染后的
65N;

与未转染

65N;

进行锥虫蓝染色和
NNMEB

检测#结果显示转

染组的细胞活力和增殖活性与未转染组比较差异没

有统计学意义#说明
A"!#

慢病毒载体不会影响细胞

的生物学特性)这与
M-,

等+

#&

,的研究结果一致)

本研究对
A"!#

转染
65N;

加入含铁培养液培养
&*

后再次检测细胞活力和增殖活性#结果显示其细胞

活力和增殖活性均降低#表明
A"!#

转染
65N;

在富

铁环镜中培养#其活力和增殖能力受到一定影响)

-

HHB

-
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第
%

期
<

薛
!

杨#等
<A"!#

基因标记对骨髓间充质干细胞生物学特性及体外
6[A

表现的影响

>)0,/:)

等+

#H

,将转染铁蛋白基因的细胞和未转染

的细胞同时加入铁培养液#结果表明在富铁环境下

转染铁蛋白基因的细胞活性强于未转染细胞)原因

可能在于铁蛋白基因的过表达能够将细胞内游离的

U+

!n氧化成
U+

&n

#使细胞更好地螯合摄入的铁#减

少游离的
U+

!n参与自由基的生成过程#降低对细胞

的损害)本研究中含铁培养液中柠檬酸铁的浓度为

#,/3

"

W

#对细胞活力和增殖活性有一定影响#前期

预实验中尝试
"<#

(

"<D,/3

"

W

等浓度#但经普鲁士

蓝染色检测细胞摄铁量比较低)因此#培养液铁浓

度(加入含铁培养液的培养时间都会影响细胞摄铁

量#在既不影响细胞增殖活性#又能使细胞携带足够

的铁被检测出来的前提下摸索一个合适的浓度#有

待进一步探究)

本研究通过慢病毒载体成功将
A"!#

基因转染

大鼠
65N;

#并通过普鲁士蓝染色证实了细胞的摄

铁能力#在普通培养液中
A"!#

基因不影响
65N;

的

生物学活性#但在含铁培养液中培养对其活性有一

定影响)

6[A

能够对
A"!#

标记
65N;

进行示踪)

本研究不足之处在于只将
A"!#

转染
65N;

后进行

6[A

扫描时间延长到
D*

#随着时间推移其低信号

强度是否会持续增强或保持不变#需要进一步延长

检测时间进行探索)此外#本研究为体外实验#生物

干扰性较少#在体研究时由于稀释作用或者体内铁

环镜的浓度限制#

A"!#

转染干细胞的
6[A

信号能

否被检测到#以及在体
6[A

示踪时间窗有多长#仍

需要体内实验进一步探究)
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