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七甲川菁近红外荧光染料对胃癌原位
移植模型的靶向识别
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究七甲川菁近红外荧光（ＮＩＲＦ）染料在胃癌原位移植模型活体成像中的应用效果。 方法

　 将标记荧光酶素的人胃癌细胞系 ＨｅｐＧ２ 原位移植裸鼠建立肿瘤模型，同时诱发制备胃溃疡模型；对上述模型分

别采用生物发光成像和 ＮＩＲＦ 成像，观察胃癌组织对近红外荧光染料的吸收；探索缺氧和阴离子转运肽（ＯＡＴＰ）对
胃癌组织吸收 ＮＩＲＦ 染料的影响，明确 ＮＩＲＦ 染料靶向识别肿瘤细胞的特异性。 结果 　 ＮＩＲＦ 信号与生物发光信号

在胃癌原位移植模型活体成像中具有较好的相关性。 胃癌组织部位可获得较强的 ＮＩＲＦ 荧光信号，而胃溃疡部位

未检测到荧光信号。 缺氧能够增强胃癌细胞对 ＮＩＲＦ 染料的吸收，而阴离子转运肽特异性抑制剂磺溴酞钠（ＢＳＰ）
能够显著降低肿瘤细胞对 ＮＩＲＦ 染料的吸收。 结论　 七甲川菁近红外荧光染料能够靶向识别胃癌原位移植模型。
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　 　 近红外荧光（ｎｅａｒ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ， ＮＩＲＦ）
染料吸收和发射光谱均位于近红外区（７００ ～ １０００
ｎｍ），自发荧光低，但与化合物结合后可诱导较强的

荧光［１， ２］。 由于该类染料所产生的荧光组织穿透性

强，目前已成为良好的影像探针，广泛应用于动物模

型和人体的成像研究［２］。 前期我们实验室联合弗

吉尼亚大学合成并筛选了一系列七甲川菁（ ｈｅｐｔａ⁃
ｍｅｔｈｉｎｅ ｃｙａｎｉｎｅ）近红外荧光染料，这类聚甲基箐染

料的杂环化合物，是由甲基链组成的大 π 共轭体

系，常见的有 ＩＲ⁃７８３ 和 ＭＨＩ⁃１４８［３］。 该类染料有着

较高的体内消除率和较大的斯托克斯位移，不需要

化学修饰，可直接被人胃癌肿瘤细胞吸收呈特异性

聚集，从而用于胃癌裸鼠皮下移植模型活体成

像［４，５ ，６］。 本研究为进一步明确该染料的肿瘤靶向

性和组织穿透能力，制备了人胃癌裸鼠原位移植模

型，测试该类染料对肿瘤的靶向识别能力。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性裸鼠 １０ 只，体重 ２０ ～ ２５ ｇ，
６ ～ ７ 周龄。 购自北京维通利华实验动物科技有限

公司［ＳＣＸＫ（京）２０１２ － ０００１］，随机分为胃癌原位

移植模型组和胃溃疡模型组。 动物饲养在第四军医

大学实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障环境中［ＳＹＸＫ（陕）
２０１４ － ００１］。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器

胃癌传代肿瘤细胞 ＳＧＣ⁃７９０１，由第四军医大学

实验动物中心保存，标记荧光素酶 ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 的

ＳＧＣ⁃７９０１（ ｌｕｃ⁃ＳＧＣ⁃７９０１） 细胞由腺病毒感染后制

备［７］。 七甲川菁 ＮＩＲＦ 染料 ＩＲ⁃７８３ 由美国 Ｃｅｄａｒｓ⁃
Ｓｉｎａｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒ，Ｌｅｌａｎｄ Ｃｈｕｎｇ 教授提供［８］。 水

合氯醛浓度为 ７ ｇ ／ １００ ｍＬ，ＤＡＰＩ 染色液由北京雷根

生物技术有限公司提供。 ＨＩＦ１α 兔抗人单克隆抗体

购自艾博抗体上海贸易有限公司，ＯＡＴＰ１Ｂ３ 鼠抗人

单克隆抗体购自 ＧｅｎｅＴｅｘ 公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 人胃癌裸鼠原位移植模型和胃溃疡模型的

制备

取 ５ 只 ６ ～ ７ 周龄雄性裸鼠，腹腔注射水合氯醛

１００ μＬ，浓度为 ７ ｇ ／ １００ ｍＬ。 用眼科剪从裸鼠腹中

线开口，暴露完整胃，在胃底部进针达肌层，注射人

胃癌传代细胞 ｌｕｃ⁃ＳＧＣ⁃７９０１，体积为 ５０ μＬ，数量为

１ × １０６。 将胃送回腹腔，手术缝合腹部肌层和皮肤。
１０ ｄ 后裸鼠腹腔注射 ＮＩＲＦ 染料 ＩＲ⁃７８３，剂量为每

只 １０ μｍｏｌ，２４ ｈ 后，用 Ｃａｌｉｐｅｒ Ｌｕｍｉｎａ ＩＩ 小动物光

学成像系统测定肿瘤部位 ＮＩＲＦ 强度 ＲＯＩ（ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ
ｉｎｔｅｒｅｓｔ）；同时腹腔注射荧光素酶底物，剂量为每只

１􀆰 ５ ｍｇ，活体成像测定肿瘤部位生物发光强度并获

得 ＲＯＩ 值。 每 ５ ｄ 测量一次，绘制荧光强度与生物

发光强度的相关性曲线。 同时，取 ５ 只 ６ ～ ７ 周雄性

裸鼠，禁食、禁水 １２ ｈ 后，灌胃 ７５０ μＬ 无水乙醇，连
续 ２ ｄ，制备胃溃疡模型。 按同样的方法注射 ＮＩＲＦ
染料 ＩＲ⁃７８３，并进行活体成像。
１􀆰 ２􀆰 ２　 胃癌组织对 ＮＩＲＦ 染料的吸收

将人胃癌裸鼠原位移植模型和裸鼠胃溃疡模型

分别处死，处死前 ２４ ｈ 注射 ＩＲ⁃７８３，处死前 １０ ｍｉｎ
注射荧光素酶底物。 将裸鼠的胃和心脏、肝、脾、肺、
肾分别取出，在用 Ｃａｌｉｐｅｒ Ｌｕｍｉｎａ ＩＩ 小动物光学成像

系统测定肿瘤部位 ＮＩＲＦ 强度和生物发光信号（ｂｉ⁃
ｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ， ＢＬ）强度。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＤＸ 模型肿瘤组织免疫组织化学分析

取原位肿瘤移植模型的胃组织和胃溃疡模型的胃

组织分别用 ４％多聚甲醛固定后，石蜡包埋，组织切片

并进行 Ｈ＆Ｅ 和免疫组织化学染色，一抗为 ＨＩＦ１α 兔抗

人单克隆抗体和 ＯＡＴＰ１Ｂ３ 鼠抗人单克隆抗体，二抗分

别为辣根过氧化酶标记的羊抗兔和羊抗鼠抗体。
１􀆰 ２􀆰 ４　 缺氧和 ＯＡＴＰ 抑制剂对胃癌细胞吸收 ＮＩＲＦ
染料的影响

将 ＨｅｐＧ２ 肿瘤细胞培养于 ２４ 孔板内 （１ ×
１０６）， ３７℃ 培养 ２４ ｈ 后，加入 ＩＲ⁃７８３，终浓度为 ５
μｍｏｌ ／ Ｌ，在 １％ Ｏ２中培养 １ ｈ，或加入 ＯＡＴＰ 抑制剂

ＢＳＰ（终浓度为 ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ，购自 Ｓｉｇｍａ 公司）同样

３７℃孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 洗去多余的染料，４％多聚甲醛固

定后，ＤＡＰＩ 染核。 同样方法处理对照组，用配备有

ＩＣＧ 滤光片的荧光显微镜观察。

２　 结果

２􀆰 １　 ＮＩＲＦ 信号与生物发光信号的相关性

将人胃癌细胞 ｌｕｃ⁃ＳＧＣ⁃７９０１ 接种裸鼠胃部后，
分别进行 ＮＩＲＦ 和生物发光活体成像，测定不同时

间点肿瘤部位 ＮＩＲＦ 强度与生物发光强度。 结果见

图 １，在不同时间点两种信号强度具有较好的相关

性，拟合曲线中 Ｒ２ 值达到 ０􀆰 ９９５。

８６５
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２􀆰 ２　 胃癌原位移植模型与胃溃疡模型活体成像结

果比较

胃癌原位移植模型通过 ＮＩＲＦ 成像可在胃

部获得较强的荧光信号，而胃溃疡模型并未检

测到荧光信号。 处死裸鼠后分离完整的胃，通
过成像检测在胃部依旧可以发现荧光信号和生

物发光信号，与发生溃疡的胃组织具有显著差

别（图 ２） 。

２􀆰 ３　 ＮＩＲＦ 信号在胃癌组织中的分布

比较胃肿瘤组织与其他脏器 ＮＩＲＦ 信号强度，
发现二者具有显著差异，生物发光与 ＮＩＲＦ 成像结

果一致（见图 ３）。
２􀆰 ４　 胃肿瘤组织和胃溃疡组织的病理形态

将胃癌模型和胃溃疡模型中的胃组织剥离后，
ＰＢＳ 冲洗，肉眼可看到肿瘤模型在胃部形成明显的

隆起，呈肿瘤样结构，而溃疡模型在胃部形成炎细胞

浸润，局部坏死和缺损。 结果见图 ４。

注：Ａ． 胃癌细胞原位移植裸鼠不同时间点获取的生物发光（ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ）信号和近红外荧光（ＮＩＲＦ）信号； Ｂ． 肿瘤部位生物发光

和近红外荧光 ＲＯＩ 值的相关性。

图 １　 胃癌裸鼠原位移植模型中生物发光与近红外荧光信号的相关性

Ｎｏｔｅ： Ａ． ＢＬ ｓｉｇｎａｌｓ ａｎｄ ＮＩＲＦ ｓｉｇｎａｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｍｏｄｅｌ． Ｂ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＩ ｖａｌｕｅ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＢＬ ａｎｄ ＮＩＲＦ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＢＬ ａｎｄ ＮＩＲＦ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ．

注：Ａ． 胃癌和胃溃疡模型 ＮＩＲＦ 活体成像结果； Ｂ． 胃癌和胃溃疡组织 ＮＩＲＦ 成像和生物发光成像结果； Ｃ． 胃癌和胃溃疡组织成像结果比

值。∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ Ｖｓ 正常组。
图 ２　 胃癌和胃溃疡组织活体成像结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｉｎ ｖｉｖｏ ＮＩＲＦ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｂ． Ｅｘ ｖｉｖｏ ＮＩＲＦ ａｎｄ ＢＬ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ
ｕｌｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＮＩＲＦ ａｎｄ ＢＩＬ ｓｉｇｎａｌｓ ｔｏ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｉｇｈｔ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ Ｖｓ ｎｏｒｍａｌ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒｓ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒｓ．

９６５
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注：Ａ． 胃癌组织与肝、脾、肾、肺和心脏生物发光与荧光信号的成像结果； Ｂ． 胃癌组织与肝、脾、肾、肺和心脏生物发光与荧

光信号的比值。

图 ３　 胃癌组织和胃炎组织体外成像结果比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｘ ｖｉｖｏ ＢＬ ａｎｄ ＮＩＲＦ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅａｒｉｎｇ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｌｕｃ⁃ｔａｇｇｅｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ ｏｒ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ｌｉｖｅｒ， ｓｐｌｅｅｎ， ｋｉｄｎｅｙ， ｌｕｎｇ， ａｎｄ ｈｅａｒｔ． Ｂ． Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＢＬ ａｎｄ ＮＩＲＦ ｓｉｇｎａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ， ｌｉｖｅｒ，
ｓｐｌｅｅｎ， ｋｉｄｎｅｙ， ｌｕｎｇ ａｎｄ ｈｅａｒｔ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｏｒ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ４　 胃癌组织和胃溃疡组织的病理形态

Ｆｉｇ． ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒｓ

２􀆰 ５　 胃癌组织和胃溃疡组织的免疫组织化学结

果

免疫组织化学检测胃癌组织和胃溃疡组织中

ＯＡＴＰ１Ｂ３ 和 ＨＩＦ１α 的表达，结果如图 ５，ＯＡＴＰ１Ｂ３
和 ＨＩＦ１α 在胃癌组织呈高表达，而在胃溃疡和正

常胃组织中表达量较低，与肿瘤组织相比有显著

差别。
２􀆰 ６　 缺氧和 ＯＡＴＰ 调控胃癌肿瘤细胞对 ＩＲ⁃７８３
染料的吸收

缺氧和 ＯＡＴＰ１Ｂ３ 在调控肿瘤细胞特异性识

别 ＮＩＲＦ 染料的过程中发挥了重要作用。 培养的

胃癌细胞在缺氧状况下对 ＮＩＲＦ 染料 ＩＲ⁃７８３ 的吸

收显著增加，而当加入 ＯＡＴＰ 抑制剂 ＢＳＰ 后胃肿

瘤细胞对 ＩＲ⁃７８３ 的吸收显著减弱，结果见图 ６。

图 ５　 胃癌和溃疡组织中 ＯＡＴＰ１Ｂ３ 和 ＨＩＦ１α 的表达

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＡＴＰ１Ｂ３ ａｎｄ ＨＩＦ１α ｉｎ ｔｈｅ
ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

０７５
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注：Ａ． 缺氧促进肿瘤细胞对 ＩＲ⁃７８３ 染料的吸收，ＯＡＴＰ 抑制剂 ＢＳＰ 减弱肿瘤细胞对 ＩＲ⁃７８３ 染料的吸收；Ｂ． 肿瘤细胞对 ＩＲ⁃

７８３ 染料的吸收强度变化的比值。∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ Ｖｓ 正常对照。

图 ６　 缺氧和 ＯＡＴＰ 抑制剂对胃癌细胞吸收 ＮＩＲＦ 染料的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｈｙｐｏｘｉａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ＩＲ⁃７８３ ｄｙｅ ａｎｄ ＯＡＴＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＢＳＰ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ＮＩＲＦ ｄｙｅｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓ． Ｂ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＩＲ⁃７８３ ｄｙｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ ｏｒ ＯＡＴＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ Ｖｓ ｎｏｒ⁃
ｍａｌ。

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ ＯＡＴＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ＮＩＲＦ ｄｙｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

与传统的皮下移植模型相比，胃的原位移植较

好的模拟了肿瘤发生的过程，形成的肿瘤组织结果

与临床胃癌组织较为相似，用于近红外荧光染料的

测试可以获得与临床相近的实验结果，从而验证了

该类染料的特异性和可靠性［９，１０］。 使用转染荧光素

酶（ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）标记的传代肿瘤细胞接种裸鼠形成肿

瘤移植模型，注射底物后检测生物发光信号，是肿瘤

模型较常采用的活体成像技术，该方法特异性和灵

敏度均较高［１１］。 本研究将靶向近红外荧光活体成

像技术与生物发光技术进行比较，两者呈现出较好

的相关性。
常规近红外荧光染料需要结合特异性的靶片段

才能识别肿瘤细胞，比如肿瘤特异性抗原、多肽、酶
的底物和肿瘤标志物等［９，１１］。 而本研究使用近红外

荧光染料具有成像和靶分子的双重特性，不需连接

靶向片段便可直接识别肿瘤细胞，避免了化学结合

和繁琐的探针制备过程。 前期实验证实该类七甲川

菁染料特异性的聚集于肿瘤部位主要与肿瘤低氧诱

导因子（ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ１ａ，ＨＩＦ１α）和有机阴

离 子 转 移 肽 （ ｏｒｇａｎｉｃ ａｎｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅｓ，
ＯＡＴＰｓ） 相关［１２，１３］。 肿瘤细胞中缺氧和活化的

ＨＩＦ１α ／ ＯＡＴＰｓ 信号分子，提供了不同分子之间的调

控作用，促进了 ＮＩＲＦ 染料的吸收。 当我们将胃癌

细胞培养于低氧环境时能显著促进肿瘤细胞对

ＮＩＲＦ 染料的吸收；相反，当加入 ＯＡＴＰ 抑制剂 ＢＳＰ

时，能够有效抑制肿瘤细胞对 ＮＩＲＦ 染料的吸收［１４］，
同时，通过免疫组织化学分析发现相比于胃溃疡，胃
癌组织中 ＯＡＴＰ１Ｂ３ 和 ＨＩＦ１α 均呈高表达，从而进

一步说明缺氧和活化的 ＨＩＦ１α ／ ＯＡＴＰｓ 信号分子调

控了肿瘤对靶向 ＮＩＲＦ 染料的吸收。 由于缺氧和

ＯＡＴＰｓ 的表达是肿瘤细胞中普遍存在的现象，推测

该类染料也能广泛识别其他类型的肿瘤细胞［１５］。
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西树鼩群体在近期很可能经历过瓶颈效应，从而推

断其有效群体数量近几十年可能存在不同程度的下

降。 此结果表明十分有必要对广西树鼩群体进行合

理管理和保护。
综上所述，本研究运用 ９ 个荧光标记微卫星对

来源于广西和云南的树鼩群体进行遗传多样性检

测，结果表明这两个群体的遗传多样性都较丰富，两
个群体间具有较大的遗传差异和分化程度。 这些数

据为推动树鼩优良品系的培育和实验动物模型的创

建奠定了基础。
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