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及其分子探针体外磁共振成像的检测
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［摘要］　目的　观察基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）在脑胶质瘤细胞中的表达，并检测其分子探针体外磁共振
成像能力。方法　利用免疫印迹法检测 ＭＭＰ２在多种脑胶质瘤细胞系的表达水平；利用碳二亚胺法合成
ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ分子探针，进行噻唑蓝比色法检测其细胞毒性，普鲁士蓝染色及体外磁共振成像检测
ＵＳＰＩＯＰＥＧ及ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ与ＭＭＰ２高表达的脑胶质瘤细胞的特异性结合能力。结果　所有胶质瘤细
胞均高表达ＭＭＰ２，与星形胶质细胞相比，差异有统计学意义；合成的分子探针 ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ应用浓度
范围内无明显细胞毒性，具有同Ｃ６脑胶质瘤细胞特异性结合的能力，普鲁士蓝染色结果显示在相同浓度及时
间的条件下，ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ组较 ＵＳＰＩＯＰＥＧ组蓝染颗粒更多、更明显；磁共振成像结果显示
ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ组细胞在相同浓度条件下ＳＩ值下降水平明显较高，与ＵＳＰＩＯＰＥＧ组细胞相比，差异有统计
学意义。结论　ＭＭＰ２在胶质瘤细胞中高表达，且 ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ分子探针活性高，安全性好，对脑胶质
瘤细胞系具有靶向性。
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　　脑胶质瘤是原发性人脑肿瘤中的一类恶性疾
病，罹患者大多不到５年的生存率，恶性程度高。胶
质瘤的治疗是世界医学难题。虽然近年来从手术、

化疗与放疗等手段治疗脑胶质瘤取得很大进展，但

并未显著提高其治疗效果，很大一部分原因是由于

其发病部位位于中枢神经系统，且其相当一部分会

浸润迁移至外周组织［１］。西医治疗（手术、放疗、化

疗）很难达到治愈与控制复发的目的，因此需要了

解胶质瘤侵袭的分子机制，特别是其在临床应用的

重要价值。

基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）是一种结构中含有锌
离子和钙离子的蛋白水解酶类，主要分解细胞外基

质蛋白酶类成分，包括发育、组织塑形、炎症、退行性

疾病、肿瘤生长、侵袭与转移、血管生成等生理病理

过程。ＭＭＰ２是基质金属蛋白酶家族中的重要亚
型［２］。当过表达 ＭＭＰ２时，能促进不同肿瘤的转
移，特别是胶质瘤中的转移情况。因此有关 ＭＭＰ２
的研究就显得相当重要。但是有关 ＭＭＰ２和胶质
瘤的分子研究和影像学研究还需更进一步的研究。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　细胞系　人 Ｕ２５１、Ｕ３７３及大鼠 Ｃ６胶质瘤
细胞系购自于中国医学科学院协和细胞库，星形胶

质细胞系（ＲＡ）购自于上海中国科学研究院细胞所。
１．１．２　主要试剂与仪器　（１）试剂：ＢＩＯｒＣ磁性
氧化铁纳米颗粒（ＵＳＰＩＯ）以 Ｆｅ３Ｏ４为核心，ｐＨ值呈
中性，其 Ｆｅ的浓度为３．５ｍｇ／ｍＬ，购买自北京万德
高科技发展有限公司。合成 ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ
分子探针由广州锐博生物公司合成。１乙基（３二
甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣＬ）、
Ｎ羧基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）；ＤＭＥＭ高糖培养基及
ＦＢＳ胎牛血清（ＦＢＳ）购于美国Ｇｉｂｃｏ公司；普鲁士蓝
染色试剂盒（Ｐｅｒｌｓｓｔａｉｎ，核固红法）购于康为世纪
（北京）有限公司。（２）仪器：电子显微镜（ＪＥＭ
１００ＣＸⅡ，日本）；动态光散射纳米粒度仪（Ｍａｌｖｅｒｎ
Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００，英国）；酶标仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；
３．０Ｔ磁共振扫描仪（Ｐｈｉｌｉｐ，荷兰）。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞的培养、传代和贮藏　人 Ｕ２５１、Ｕ３７３
及大鼠Ｃ６胶质瘤细胞系、星形胶质细胞系（ＲＡ）用
ＤＭＥＭ／ＨＩＧＨＧＬＵＣＯＳＥ培养基（１０％ＦＢＳ，１％双
抗，１％谷氨酰胺）培养在３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的
培养箱中培养。待细胞铺满瓶底的８０％ ～９０％时

用胰蛋白酶法消化传代。

１．２．２　免疫印迹　ＲＩＰＡ细胞裂解液提取三种脑胶
质瘤细胞及星形胶质细胞的总蛋白，采用ＢＣＡ法进
行蛋白定量，后与蛋白等比例加入 ＳＤＳＬｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ，煮沸１０ｍｉｎ，进行电泳并半干转至 ＰＶＤＦ膜，
５％脱脂奶粉溶液室温封闭１ｈ，加入抗 ＭＭＰ２兔多
克隆抗体（１：５００）及兔抗人βａｃｔｉｏｎ抗体（１∶２０００），
４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗５次，８分钟／次，加入含５％
脱脂奶粉的封闭液稀释的二抗，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ
洗５次，８分钟／次，滴入显影液，凝胶成像仪下曝光
显影并采集图像，以βａｃｔｉｎ为内参，实验重复３次，
使用ＩｍａｇｅＬａｂ软件进行数据定量分析。
１．２．３　合成 ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ探针　吸取
ＵＳＰＩＯＰＥＧ（１ｍｇ，３．５ｍｇＦｅ／ｍＬ）加入２ｍＬＥＰ管
中，称取１ｍｇＥＤＣ及２．８ｍｇｓｕｌｆｏＮＨＳ，加入１００μＬ
去离子水溶解后，迅速转移至ＵＳＰＩＯＰＥＧ溶液中，在
室温下反应１５ｍｉｎ，采用 ＰＤ１０交换柱对活化后的
ＵＳＰＩＯＰＥＧ进行缓冲液交换，洗脱液采用 ＮａＨＣＯ３
（０．１Ｍ），然后加入１ｍｇＭＭＰ２Ａｂ在室温下进行偶联
反应，４ｈ后，ＰＢＳ缓冲液进行透析并过夜，偶联完毕
后，将偶联物置于４℃冰箱储存备用，使用前用无菌
ＰＢＳ洗２次，１次５ｍｉｎ。
１．２．４　噻唑蓝（ＭＴＴ）比色法　取对数期生长的
ＲＡ细胞，以每孔２×１０４细胞均匀接种至９６孔板，
完全培养基３７℃培养２４ｈ，ＰＢＳ清洗２遍。加入
ＤＭＥＭ稀释的 ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ（０、６．２５、１２．５、
２５、５０、１００μｇＦｅ／ｍＬ），每组设置３个复孔，３７℃培
养２４、４８、７２ｈ后加入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ用 ＰＢＳ
配制ｐＨ＝７．４），继续培养４ｈ，水平离心机离心后小
心弃去上清，每孔加入１００μＬ二甲基亚砜，避光置
于微量振荡器震荡１５ｍｉｎ，在酶标仪下读取４９０ｎｍ
处吸光度值。

１．２．５　普鲁士蓝检测　取对数期生长的Ｃ６细胞，以
每孔５×１０４细胞均匀接种至２４孔板，完全培养基培
养 ２４ ｈ，ＰＢＳ 清 洗 ２ 遍。 加 入 ２００ μＬ
ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ、ＢＳＡ、ＢＳＡＵＳＰＩＯ，４℃孵育２ｈ
后ＰＢＳ清洗２遍，４％多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ，每孔
加入Ｐｅｒｌｓｓｔａｉｎ２００μＬ，室温静置３０ｍｉｎ后ＰＢＳ清洗
３遍，核固红复染５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后显微镜下观察。
１．２．６　体外细胞磁共振成像　取对数期生长的Ｃ６
细胞，以每孔２．５×１０５细胞均匀接种至１２孔板，完
全培养基培养２４ｈ，ＰＢＳ清洗２遍。加入 ＤＭＥＭ稀
释的 ＵＳＰＩＯＰＥＧ及 ＡｂＭＭＰ２ＵＳＰＩＯ（１０、２０、３０、
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４０、５０μｇＦｅ／ｍＬ）５００μＬ，另设置空白对照组。
３７℃培养２ｈ后，胰酶消化离心，２００μＬ１％的低熔
点琼脂糖溶液重悬后加入９６孔板中，迅速置于４℃
得到细胞均匀分布的琼脂糖凝胶。采用（Ｐｈｉｌｉｐ，
Ａａｃｈｉｅｖａ３．０Ｔ）及人头线圈行轴位及冠状位扫描，
扫描参数设置如下。Ｔ２ＷＩ：ＴＲ（ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｔｉｍｅ）３０００
ｍｓ，ＴＥ（ｅｃｈｏｔｉｍｅ）１５ｍｓ，ＦＯＶ（ｆｉｅｌｄｏｆｖｉｅｗ）１８０
ｍｍ，层厚１．５ｍｍ，层间距：０．５ｍｍ，矩阵１８０×１４２，
感兴趣区（ＲＯＩ）１１．５ｍｍ２。每组取不同层面各测量
３次，信号强度（ＳＩ）下降计算公式如下：ＳＩ下降水平
＝ＳＩ空白ＳＩ测定。
１．３　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据处
理，实验所获数据均以 ｘ±ｓ表示，组间比较采用单
因素方差分析，方差齐时采用ｔ检验，方差不齐时采
用秩和检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测不同脑胶质瘤细胞系中
ＭＭＰ２表达水平　以ＲＡ细胞（０．５０±０．２１）作为对
照，结果显示 ＭＭＰ２在 Ｕ２５１（２．１９±０．５６）、Ｕ３７３
（１．６５±０．４２）、Ｃ６（２．３１±０．７６）均高表达，差异均
有统计学意义（均Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＭＴＴ比色法检测 ＵＳＰＩＯＰＥＧ及对细胞生存的
影响　ＲＡ细胞与不同浓度的 ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ
（０、６．２５、１２．５、２５、５０、１００μｇＦｅ／ｍＬ）孵育２４ｈ后细
胞存活率见表１。在磁共振应用的有效浓度范围内
（≤５０μｇＦｅ／ｍＬ），ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ对细胞存活
率无显著影响，提示其无明显细胞毒性（Ｐ＞０．０５）；
当浓度升至１００μｇＦｅ／ｍＬ时，细胞存活率显著降低，
提示存在一定的细胞毒性（Ｐ＜００１）。

表１　ＭＴＴ检测不同Ｆｅ浓度的分子探针
对ＲＡ细胞存活的影响（ｘ±ｓ）

Ｆｅ浓度（μｇＦｅ／ｍＬ） 吸光度值 存活率（％）
０ ０．９７±０．０４ １００．００±４．９３
６．２５ １．０３±０．０３ １０９．４３±４．８４
１２．５ １．０４±０．０３ １０９．９５±３．６５
２５ ０．９７±０．１０ １００．７１±１４．７６
５０ ０．９１±０．０９ ９２．２４±１３．３８
１００ ０．８０±０．０２ａ ７５．６７±３．２７ａ

　　注：与Ｆｅ浓度为０组比较，ａＰ＜０．０１

２．３　ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ与脑胶质瘤细胞的结合
Ｃ６细胞与ＵＳＰＩＯＰＥＧ及ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ孵育
后的普鲁士蓝染色见图１。细胞内蓝染颗粒较多，
主要分布于细胞膜及细胞质中。在相同浓度及孵育

时间的条件下，ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ组的蓝染颗粒
较ＵＳＰＩＯＰＥＧ组更多、更明显。

图１　ＵＳＰＩＯＰＥＧ及ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ与Ｃ６细胞
共孵育后的普鲁士蓝染色（４００×）

２．４　ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ的体外磁共振成像　Ｃ６细
胞与不同浓度的 ＵＳＰＩＯＰＥＧ及ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ
（０、１０、２０、３０、４０、５０μｇＦｅ／ｍＬ）孵育２ｈ后细胞的ＳＩ值
均出现下降。在相同浓度下，ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ组
细胞的 ＳＩ值下降水平明显高于 ＵＳＰＩＯＰＥＧ组细胞
（Ｐ＜０．０１）（见表２）。

表２　Ｃ６与ＵＳＰＩＯＰＥＧ及ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ孵育后
磁共振成像ＳＩ下降值

Ｆｅ浓度（μｇＦｅ／ｍＬ） ＵＳＰＩＯＰＥＧ ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ
１０ １７７８．１２±４９７．１１ １４７１．１３±５７９．２６
２０ ２８９７．５６±５９９．２１ １５８９．２２±４８７．１９ａ

３０ ３９８０．４７±７９１．８３ １７８１．２０±５９８．３１ａ

４０ ５０１０．９２±１０７１．６０ １９８１．１４±６１２．３３ａ

５０ ６２１１．５３±１１７１．２２ １８２１．４５±５８１．４４ａ

　　注：在相同浓度下，ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ组细胞的 ＳＩ值下降水

平明显高于ＵＳＰＩＯＰＥＧ组细胞，ａＰ＜０．０１

３　讨论
脑胶质瘤约占颅内肿瘤的２０％，其生长过快和

浸润性较强的特点造成了其预后差［３］。ＭＭＰｓ在恶
性肿瘤浸润和转移过程中，参与了细胞外基质和新

血管的重构，这主要由于其对底物的亲和性，即胶原

Ⅳ，纤连蛋白，蛋白聚糖，他们被分泌出来时是处于
未激活状态［４５］，这一激活过程是通过基质金属蛋白

酶或者丝氨酸蛋白酶来完成。恶性肿瘤细胞侵袭性

生长需穿过由基底膜和间质成分构成的细胞外基

质，基底膜主要由Ⅳ型胶原蛋白构成，而间质则主要
由Ⅰ型胶原蛋白构成。绝大部分肿瘤细胞可产生降
解Ⅳ型胶原蛋白的酶。近年来肿瘤基因学治疗的发
展随着分子生物学技术的发展亦有较大进步。有研

究报道 ＭＭＰ９和 ＭＭＰ１２参与肿瘤的转移［６８］。胶

质瘤的形成和转移与基质金属蛋白酶家族中的

ＭＭＰ２有关，但是有关 ＭＭＰ２在胶质瘤中的分子机
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制还未被研究［９１０］。ＭＭＰ２参与肿瘤的分子机制可
能是通过：（１）通过降解癌细胞或者癌巢周围细胞
外基质，为癌细胞生长和转移停工良好的环境；（２）
在降解细胞外基质的的同时促进血管表皮生长因

子，转录生长因子等的释放，通过释放这些血管生长

和细胞转录的因子进而到促进癌细胞生长的目

的［１１１２］。最近有文献报道 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９与脑出
血有关系，该研究表示 ＭＭＰ２／ＭＭＰ９可能促进了出
血后血管源性脑水肿的形成［１３１４］。但是其模型是

在诱导小鼠形成水肿基础上进行研究的，所以在临

床上具有一定的参考价值，并没法说明其实用性。

ＭＭＰ２在影像学中的研究多集中在其是否在临床患
者中的表达情况，其具体研究机制还未清楚。

本实验首先证实了在多种胶质瘤细胞系（包括

人源性和鼠源性胶质瘤细胞系）中，均高表达

ＭＭＰ２，但是在对照组星形胶质细胞系中其表达明
显低于其他肿瘤细胞，统计分析发现差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。而后，本研究利用碳二亚胺法将
ＭＭＰ２的抗体与超顺磁性氧化铁纳米颗粒偶联合成
新型磁共振分子探针 ＵＳＰＩＯＰＥＧＭＭＰ２Ａｂ，且对其
细胞活力进行检测，发现其细胞增殖未受影响，紧接

着通过普鲁士蓝染色及体外磁共振成像验证了新型

磁共振分子探针同ＭＭＰ２高表达的 Ｃ６细胞的靶向
能力，在与单纯多肽对照组相比，ＭＭＰ２靶向性更好
（Ｐ＜０．０５）。

本研究显示，ＭＭＰ２在胶质瘤中高表达，分子影
像学研究表明 ＵＳＰＩＯ探针对高表达 ＭＭＰ２的胶质
瘤细胞具有靶向性，为今后在体实验进一步验证该

磁共振分子探针的成像效果，为其应用于脑胶质瘤

早期无创性诊断奠定基础。
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ｏｆＵ８７ＭＧｈｕｍａｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅｃｅｌｌｓｖｉａｕｐ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＭＭＰ２ａｎｄｆａｓｃｉｎ１［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１０，
２３（６）：１５５３１５５９．

［１２］ＺＨＵＧＥＹ，ＸＵＪ．Ｒａｃ１ｍｅｄｉａｔｅｓｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎｄｅｐｅｎｄ
ｅｎｔＭＭＰ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．ｒｏｌｅｉｎｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｃｒｏｓｓｃｏｌｌａｇｅｎ
ｂａｒｒｉｅｒ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００１，２７６（１９）：１６２４８１６２５６．

［１３］印弘，李复，高元桂，等．大鼠 Ｃ６胶质瘤 ＶＥＧＦ表达与
ＭＲＩ对照研究［Ｊ］．中国医学影像学杂志，２００１，１０
（３）：２００２０２．

［１４］ＬＩＳ，ＧＡＯＹ，ＭＡＷ，ｅｔａｌ．ＥＧＦＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｎ
ｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｇｒｏｗｔｈｂｙｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｈ２［Ｊ］．
ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌ，２０１４，３５（１）：５５９３５５９８．

（收稿日期：２０１７０５１０）
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