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摘　要：采用化学交联法制备超顺磁性氧化铁（ＳＰＩＯ）标记的ｃ ｅｒｂＢ２癌基因反义脱氧寡核苷

酸探针，经过１．５Ｔ磁共振仪测定，其Ｔ２ 弛豫率为０．１５６×１０
６ｍｏｌ－１·ｓ－１；振动样品磁强计测定出

探针的磁化强度为６９．４２３８ｅｍｕ／ｇＦｅ，比饱和磁化强度６８．４１３４ｅｍｕ／ｇ，比剩余磁化强度为

３０．３５４１ｅｍｕ／ｇ，剩磁为１９．７３４５Ｇｓ。为了检测探针的有效性，进一步使用该探针转染高表达

ｃｅｒｂＢ２癌基因的ＳＫＢｒ３肿瘤细胞株，同时使用正义和无义探针转染ＳＫＢｒ３肿瘤细胞株、反义探

针转染正常小鼠肝细胞作对照，结果发现反义探针能够特异性进入ＳＫＢｒ３肿瘤细胞内，且能明显

改善该细胞的磁学参数并降低磁共振扫描下的信号强度。
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　　恶性肿瘤已日益成为危害人类健康和生命的主

要疾病之一，对恶性肿瘤的早期、特异性诊断是提高

生存率、改善生活质量的关键所在，影像学检查在其

中发挥着举足轻重的作用。传统的影像诊断方法主

要针对肿瘤形成实质性肿块后的形态学成像，但此

时患者已经处于临床中晚期阶段，治疗效果不佳，预

后差。寻找一种早期、特异性诊断肿瘤的新方法，一

直是国内外研究者不懈追求的目标。

兴起于上世纪末的分子影像学，着眼于采用影

像的手段来显示活体组织、细胞水平的特定分子变

化，并对其生物学行为进行定性和定量评估，在早

期、特异性诊断恶性肿瘤方面有着极其巨大的应用

和开发前景。在分子影像学研究中，制备特异性高、

亲和力好的靶向探针是实现活体成像的关键因素；

而理想的分子影像学检测设备磁共振（ｍａｇｎｅｔｉｃ

ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＭＲ），具有成像时间长，空间与时间分辨

力高，图像对比度好等优点，但其最大的缺点是对信

号探测的敏感性较低，一般只能检测到组织中μｍｏｌ

级的顺磁性成分含量，所以要求用于 ＭＲ成像的分子

探针具有良好的磁学性能［１２］。笔者采用化学交联

法，将纳米级超顺磁性氧化铁（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎ

ｏｘｉｄｅ，ＳＰＩＯ）标记于ｃ ｅｒｂＢ２癌基因反义寡脱氧核苷

酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＡＳＯＤＮ），制成分

子探针，检测主要的磁学参数，评价是否能满足 ＭＲ

成像的要求。

１　材料与方法

１．１　主要材料及仪器

葡聚糖包被的ＳＰＩＯ为课题组自制
［３］；ｃｅｒｂＢ２

癌基因ＡＳＯＤＮ片段通过ｇｅｎｅｂａｎｋ和ｇｅｎｅｓｅａｒｃｈ

软件设计，定位于该基因ｍＲＮＡ的转录起始位１６０

～１７４位点，委托上海生工生物工程技术服务有限

公司合成，序列为５＇ＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＣＴＣＡＣ３＇，同

时设计该基因的正义和无义片段作为对照研究，序

列 分 别 为 ５ ＇ＣＡＣＴＣＧＴＧＧＴＡＣＣＴＣ３ ＇、

５＇ＧＧＴＣＧＡＴＧＣＣＧＣＧＴＣ３＇，为避免细胞内核酶降

解，上述３种片段均进行了硫代磷酸化修饰；高碘酸

钠、硼氢化钠和碳酸氢钠为国产分析纯；ＳＫＢｒ３肿

瘤细胞株购自中科院上海细胞库，正常小鼠肝细胞

由重庆医科大学基础医学院肖力阳硕士馈赠；美国

ＡＫＴＡｐｒｉｍｅｐｌｕｓ高效液相色谱生物分离纯化系

统；美国ＧＥ公司１．５Ｔ超导型 ＭＲ仪；南京大学电

子研究所 ＨＨ１５振动样品磁强计。

１．２　ＳＰＩＯ标记的反义探针制备

采用化学交联法进行反义探针制备［４５］，已申请

国家专利（受理号２００７１００９２５１２．５），制备后的探针

置于４℃冰箱保存备用。并用同样条件制备ＳＰＩＯ

标记ｃｅｒｂＢ２癌基因的正义和无义片段，以下称为正

义探针和无义探针。

１．３　Ｔ２ 弛豫率测定

取适量反义探针样品，分别加水稀释至铁浓度

为０．０４、０．０６、０．０８、０．１０、０．１２、０．１４、０．１６、０．１８和

０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ，依次取这些浓度的样品稀释液１０ｍＬ

分别装于９支管径为１ｃｍ的试管，再取１０ｍＬ纯净

水作对照。将这１０只试管分次放置于８ｃｍ 线圈，

１．５Ｔ超导型 ＭＲ 仪进行横断位扫描。扫描选择

ＣａｒｒＰｕｒｅｌｌＭｅｉｂｏｏｍＧｉｌｌ序列，扫描条件为层厚

５ｍｍ，视野１６ｃｍ，ＴＲ／ＴＥ＝２０００／２０ｍｓ，共获６

个回波像，然后用ＲＯＩ程序直接测量每管的犜２ 值

（测定范围为６５个象素）。以铁浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）为横

坐标（犡），所对应的犜２ 值倒数（即１／犜２ 值）为纵坐

标（犢）作图，得到直线的斜率即为该样品的驰豫

率［６］。同样方法测定正义和无义探针Ｔ２ 弛豫率。

１．４　磁化曲线测定

将反义探针样品装入１ｃｍ 的试管，密封后置入

振动样品磁强计。逐渐加大磁场强度，并从显示屏观

察磁化曲线，直到样品的磁化强度不再增加为止。记

录磁化曲线相关数据，计算机处理后获得样品的饱和

磁化强度、比饱磁化强度、比剩余磁化强度和剩磁等

参数。同样方法测定正义和无义探针磁化曲线。

１．５　转染细胞株并行 ＭＲ成像

ＳＫＢｒ３肿瘤细胞株培养于含１０％小牛血清、

１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素的培养液中，

３７℃，ＣＯ２ 孵箱，提取增殖活跃的对数生长期细胞，

调整浓度为４×１０６ 个／ｍＬ，分装成３份，分别加入

反义、正义和无义探针各２ｍＬ（均调整Ｆｅ浓度为

２５μｇ／ｍＬ）培养１８ｈ后提取细胞，ＤＨａｎｋｓ液洗涤

２遍，继续培养７２ｈ后取其中一部分做普鲁士蓝染

色，光学显微镜下观察细胞内铁分布，并设未加入探

针的同批次肿瘤细胞、反义探针转染的正常小鼠肝

细胞相同条件下染色作为对照组；另一部分用于

ＭＲ成像，具体方法为取反义、正义和无义探针转染

ＳＫＢｒ３肿瘤细胞及同批未转染肿瘤细胞，均调整细

胞浓度为５×１０５个／ｍＬ，另外用含探针培养基

（Ｆｅ浓度２５μｇ／ｍＬ）、无探针培养基、反义探针转染的

正常小鼠肝细胞、蒸馏水作为对照。以上８组分别置

入８个Ｅｐｅｎｄｏｆｆ管行 ＭＲ扫描，扫描条件与步骤１．３

相同。
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２　结　果

２．１　样品的Ｔ２弛豫率

样品的原结果见表１及图１。可以看出，随着

铁浓度的增加，反义探针样品的犜２值逐渐下降，符

合 ＭＲ成像阴性对比剂的基本特征。利用表１数据

作出图１，求得回归方程为犢＝０．１５６犡－０．００３６，

狉＝０．９９９４１，狀＝９，所以样品的驰豫率为０．１５６×

１０６ｍｏｌ－１·ｓ－１。此外，测得正义和无义探针Ｔ２ 弛

豫率同样为０．１５６×１０６ｍｏｌ－１·ｓ－１。

表１　反义脱氧寡核苷酸探针样品不同铁浓度下的犜２ 值

探针铁浓度／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） 犜２值／ｍｓ １／犜２值／ｍｓ
－１

０．０４ ３８６．７１ ０．００２５８５９

０．０６ １７０．３５ ０．００５８７０２

０．０８ １１５．５３ ０．００８６５５７

０．１０ ８６．７７ ０．０１１５２４７

０．１２ ６６．３６ ０．０１５０６９３

０．１４ ５４．４１ ０．０１８３７８９

０．１６ ４７．３３ ０．０２１１２８２

０．１８ ４０．４７ ０．０２４７０９６

０．２０ ３７．１８ ０．０２６８９６１

纯净水 １３７４．６０ ０．０００７２７４

图１　反义脱氧寡核苷酸探针的弛豫率回归曲线

２．２　样品的磁化曲线

样品的磁化曲线结果见图２，可以发现，随着外

加磁场强度的增大，反义探针样品的磁化强度值相

应增大；当外加磁场增大到３０００Ｇｓ时，继续增大

磁场强度（本实验加大到１００００Ｇｓ），样品磁化强度

值保持不变，即达到磁饱和。此外，磁化曲线为一条

过原点的单一曲线，说明当外加磁场为０时，样品几

乎没有剩磁，即具有超顺磁性。

图２　反义脱氧寡核苷酸探针的磁化曲线

通过外推法求得所制备反义探针的饱和磁化强

度为６９．４２３８ｅｍｕ／ｇＦｅ，比饱和磁化强度６８．４１３４

ｅｍｕ／ｇ，比剩余磁化强度为３０．３５４１ｅｍｕ／ｇ，剩磁为

１９．７３４５Ｇｓ。

同理，得出正义和无义探针磁化曲线与反义探

针样品相同，磁学参数基本一致。

２．３　转染细胞株的显微镜观察

反义探针转染的ＳＫＢｒ３肿瘤细胞浆中，均可

见多少不等的蓝色铁颗粒，转染率１００％（见图３）；

而对照组（包括正义和无义探针转染ＳＫＢｒ３肿瘤

细胞、反义探针转染正常小鼠肝细胞）胞浆内无明显

铁颗粒出现。

图３　反义脱氧寡核苷酸探针转染ＳＫＢｒ３

肿瘤细胞（普鲁士蓝染色 ×２００）
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２．４　ＭＲ成像

反义探针转染ＳＫＢｒ３肿瘤细胞及含探针培养

基均呈低信号，其中转染细胞的信号最低。正义和

无义探针转染的 ＳＫＢｒ３ 肿瘤细胞、未转染的

ＳＫＢｒ３肿瘤细胞、反义探针转染的正常小鼠肝细胞、

无探针培养基及蒸馏水均显示为高信号（见图４）。

注：１．反义探针转染ＳＫＢｒ３肿瘤细胞；２．含探针培养基；

３．正义探针转染ＳＫＢｒ３肿瘤细胞；４．无义探针转染ＳＫＢｒ３

肿瘤细胞；５：未转染的ＳＫＢｒ３肿瘤细胞；６．反义探针转染的

正常小鼠肝细胞；７．无探针培养基；８．蒸馏水

图４　ＭＲ成像

３　讨　论

实验根据分子生物学上的反义基因技术原理，

选择ｃｅｒｂＢ２癌基因作为研究的靶基因，这是因为

该基因的扩增和表达仅限于恶性肿瘤组织中，若合

成与之相反的寡核苷酸序列，就可以通过碱基互补

配对而特异结合，实现反义探针的靶向聚集［７９］。此

外，选择水基磁性液体ＳＰＩＯ作为标记物，是考虑到

ＳＰＩＯ的核心为Ｆｅ３Ｏ４，由于生长旺盛的肿瘤细胞膜

上存在着大量的转铁蛋白受体［１０１２］，容易主动将

ＳＰＩＯ自细胞外向细胞内转运，使细胞内聚积较多的

铁，从而干扰周围磁场，引起质子失相位，缩短组织

的犜２ 值，造成细胞信号降低，与周围信号的对比明

显增加［１，３，１１１３］。但是，ＳＰＩＯ表面缺少邻近配位的

原子，颗粒之间存在着纳米作用能，容易发生团聚，

且该颗粒和细胞膜均带负电荷，若将ＳＰＩＯ直接转

染细胞，细胞往往不容易摄取。在前期实验中［３］，将

ＳＰＩＯ的外层包被葡聚糖，解决了ＳＰＩＯ的颗粒团聚

问题，Ｚｅｔａ电位为正电荷（＋２０．０４ｍｖ）；此外，包被

于ＳＰＩＯ表面葡聚糖的羟基在氧化为醛基后，能与

ＡＳＯＤＮ的氨基反应形成席夫碱（ｓｃｈｉｆｆｂａｓｅ），二者

之间容易产生共价结合［４５］。这样，不仅能增加探针

在体内的稳定性，还可望获得较小的粒径。经原子

力显微镜检测，发现反义探针颗粒均匀，排列整齐、

规则，相互之间无团聚，粒径为２５～４０ｎｍ（属于超

小型颗粒）［１４］。这样，便于探针在活体内逃避网状

内皮系统的吞噬，延长半衰期，更易于穿过血管及组

织间隙达到靶器官，从而具备强的靶向性［１５］。

鉴于笔者选择的制备方法属于氧化还原反应，

各种试剂的剂量、反应时间、反应温度以及纯化方式

等均可能导致杂质及中间产物的产生，这些物质为

弱顺磁质，含量过高将降低探针的磁化效应，即影响

ＭＲ成像的对比效果，使得组织或细胞之间的信号

差别不明显。所以，制备后必须通过检测样品的磁

学参数，才能客观地衡量其磁学性能。通常，检测的

主要指标包括Ｔ２弛豫率、饱和磁化强度、比饱和磁

化强度、比剩余磁化强度和剩磁等参数 ［３，６，１１，１２，１５］。

Ｔ２ 驰豫率主要反应磁性物质如ＳＰＩＯ对质子横

向驰豫过程速率的影响程度［３，１２，１３］。弛豫率越大，

则表示该物质缩短质子弛豫时间的能力越强，在

ＭＲ图像上造成组织间的信号差别就越大，负性对

比剂的造影效果也就越明显，那么这种物质就越适

合用作 ＭＲ成像的对比剂。从研究显示，反义探针

的驰豫率为０．１５６×１０６ｍｏｌ－１·ｓ－１，高于文献报道的

商业化超小型颗粒对比剂Ｒｅｓｏｖｉｓｔ（又称ＳＨＵ５５５Ｃ）

（０．０６０×１０６ ｍｏｌ－１·ｓ－１）、Ｆｅｒｕｍｏｘｔｒａｎ１０（又 称

Ｓｉｎｅｒｅｍ）（０．０８０×１０６ｍｏｌ－１·ｓ－１）及Ｐ７２２８（０．０８０×

１０６ｍｏｌ－１·ｓ－１）
［１，６，１１１２，１５１６］，与自制的 ＳＰＩＯ 基本

相等［３］。

磁化曲线所包含的饱和磁化强度、比饱和磁化

强度、比剩余磁化强度和剩磁等参数反映了探针的

磁响应能力［１，１２，１３］。研究证实，样品在外加磁场下

有良好的磁响应性，当撤销磁场后剩磁为１９．７３４５

Ｇｓ，几乎接近零。这是因为，样品粒径极小，每个粒

子都是一个单磁畴，此时样品的磁化率不再服从居

里－外斯定律，磁化方向就不再固定在一个易磁化

方向，而是产生无规则的变化，结果导致超顺磁性的

出现［１，３，１２］。国外ＳＰＩＯ产品如Ｆｅｒｕｍｏｘｉｄｅｓ的饱和

磁化强度为６３ｅｍｕ／ｇＦｅ，而 ＭＲ成像对比剂所要

求的最低强度为４１ｅｍｕ／ｇＦｅ
［１１１２，１７］，样品的饱和磁

化强度为６９．４２３８ｅｍｕ／ｇＦｅ，故完全能满足 ＭＲ成

像的要求。

为了检测制备的反义探针是否具备与靶细胞高

度特异性结合的能力，并改变细胞的磁学参数，笔者

使用其转染高表达ｃｅｒｂＢ２癌基因的ＳＫＢｒ３肿瘤
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细胞株，同时设定ＳＰＩＯ标记的正义和无义探针转

染同样的肿瘤细胞株、反义探针转染正常肝细胞等

作为对照。经过普鲁士蓝染色发现，反义探针转染

组中几乎每个细胞胞浆内均有多少不等的蓝色铁颗

粒，转染率达１００％，而３个对照组（包括正义和无

义探针转染ＳＫＢｒ３肿瘤细胞、反义探针转染正常

小鼠肝细胞）胞浆内无明显铁颗粒出现。ＭＲ成像

显示，转染后肿瘤细胞的信号明显降低，且低于含探

针培养基。

４　结　论

通过测定反义探针样品的弛豫率和磁化曲线等

磁学参数，提示制备的反义探针纳米粒子纯度高，杂

质少，具有超顺磁性。此外，通过转染肿瘤细胞株，

发现探针还具有特异性高，能有效转染肿瘤细胞，改

善细胞磁学特性，并得到清晰的 ＭＲ成像图片。

感谢重庆医科大学公共卫生学院统计学教研室
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