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磁共振靶向成像检测大鼠纤维化心肌中肌腱

蛋白 Ｘ表达的实验研究

陆文烨　宋梦星　吴芬　夏敏　马占龙
（南京医科大学第一附属医院放射科，江苏 南京 ２１００２９）

【摘要】目的　合成 ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ探针，通过磁共振靶向成像检测大鼠心肌纤维化过程中肌腱蛋白 Ｘ表达的可行性。
方法　３６只ＳＤ大鼠，随机选取１２只作为空白对照组皮下注射生理盐水，２４只皮下注射异丙肾上腺素，随机分为单纯对照组和实验
组各１２只，每日剂量均为５ｍｇ／ｋｇ，连续注射７ｄ，建立心肌纤维化大鼠模型。制备 ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ合成探针，进行相关表征分析。
实验组尾静脉注射 ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ合成探针，空白对照组及单纯对照组分别尾静脉注射同等级剂量单纯超微超顺磁性氧化铁
（ＵＳＰＩＯ），分别于打药前及打药１０ｈ后行磁共振成像，观察心肌信号强度变化，扫描完成后进行病理学观察。结果　注射异丙肾上腺
素后，实验组及单纯对照组均显示为Ｔ２ＷＩ信号减低，心室壁变薄。空白对照组相对信号强度（ｒＳＩ）为２．３３±０．５９，与实验组及单纯对
照组的ｒＳＩ（１．２５±０．１１）比较有统计学差异（Ｐ＜０．００１），表明实验组与单纯对照组心室壁纤维化改变，建模成功。注入探针后，实验组
可见心肌信号强度减低，实验组打药后ｒＳＩ为１．０６±０．１２，与打药前的ｒＳＩ（１．２１±０．１１）比较有统计学差异（Ｐ＜０．００１）；单纯对照组及
空白对照组心肌信号强度未见明显减低，合成探针ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ对Ｔ２ＷＩ信号有明显减低作用。Ｍａｓｓｏｎ染色显示单纯对照组及实
验组心肌细胞间纤维组织大量增生，表明心肌纤维化改变。普鲁士蓝染色显示实验组心肌细胞内可见明显铁颗粒沉积，验证了纤维化

心肌细胞中ＴＮＸ抗体探针的存在。结论　纤维化心肌细胞中存在心肌表达ＴＮＸ，ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ合成探针可实现大鼠心肌纤维化细
胞中ＴＮＸ体内靶向成像的检测目的，可将ＴＮＸ作为心肌纤维化治疗的特异性靶点，为下一步临床研究提供思路。
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　　心力衰竭是一个主要的公共卫生问题，全世界心
力衰竭的患病率较高。尽管治疗策略取得了重大进

展，但心力衰竭的发病率和死亡率仍很高［１］。心肌纤

维化的特征是心肌中细胞外基质蛋白的过多沉积，是

几乎所有形式心力衰竭的必要组成部分［２３］。因此，

检测心肌纤维化的发生，对及早发现和治疗心力衰竭

起着重要作用［４６］。心脏磁共振成像作为一种无创评

估心肌纤维化的强大工具［７］，检测磁共振 Ｔ２加权成
像（Ｔ２ｗｅｉｇｈｔｅｄｉｍａｇｉｎｇ，Ｔ２ＷＩ）低信号则反映心肌梗
死后局部心肌组织的纤维化改变。肌腱蛋白是细胞

外基质最大的基底膜糖蛋白家族，肌腱蛋白 Ｘ
（ｔｅｎａｓｃｉｎＸ，ＴＮＸ）是其中表达量最高且促进心肌纤维
化的主要结构蛋白［８９］，促进表皮细胞向间质细胞转

化，调节基底膜细胞之间的黏附性。ＴＮＸ的高表达加
快了表皮样细胞向纤维化细胞的转变，促进了心肌的

纤维化，进而影响了心肌细胞的血液再灌注及心肌修

复［８，１０１２］。动态检测心肌纤维化细胞中 ＴＮＸ的表达，
对于准确地评估心肌纤维化的发生和发展，促进心血

管疾病的防治水平，具有重要的临床价值，是研究心

肌纤维化变化的理想特异性靶点。

本研究通过合成 ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ探针，利用
７．０Ｔ磁共振检测ＴＮＸ在大鼠心肌纤维化细胞中的表
达，目的是评估探针靶向检测 ＴＮＸ表达的可行性，探
索ＴＮＸ作为检测靶点是否可行，促进心肌纤维化的在
体评估和诊治水平。

１　材料与方法
１１　心肌纤维化大鼠模型建立

选取３６只６周龄无特定病原雄性 ＳＤ大鼠，体重
（２２５±１０）ｇ（购于北京维通利华实验动物技术有限公
司），分为空白对照组（ｎ＝１２）、单纯对照组（ｎ＝１２）
和实验组（ｎ＝１２）。单纯对照组和实验组均皮下注
射异丙肾上腺素，每日剂量为 ５ｍｇ／ｋｇ，连续注射
７ｄ；空白对照组皮下注射同等剂量生理盐水，连续注
射７ｄ。大鼠均饲养于无特定病原屏障内，３只／笼，
正常饮食饮水，环境温度维持于 ２０～２２℃，相对湿
度为５５％～６０％。
１２　ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ探针合成及表征分析

选用乙酰丙酮铁作为前驱反应物，溶剂选用二苄

醚，选用５００ｍＬ三颈烧瓶，依次加入２０ｍｍｏＬ乙酰丙

酮铁、１００ｍＬ二苄醚和２３ｍＬ油酸，调节氮气速率为
１３０ｍＬ／ｍｉｎ，在冷凝回流条件下进行升温，以此合成
１０ｎｍ级Ｆｅ３Ｏ４＠ＯＡ纳米颗粒。采用旋转蒸发法，在
Ｆｅ３Ｏ４＠ＯＡ纳米颗粒表面修饰ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＣＯＯＨ，
制得Ｆｅ３Ｏ４＠ＯＡ＠ＰＥＧ纳米颗粒水溶液。于４ｍＬ三
氯甲烷中加入 １５０ｍｇＤＳＰＥｍＰＥＧ２０００和５０ｍｇ
ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＣＯＯＨ，充分溶解后加入铁含量为１０ｍｇ
的Ｆｅ３Ｏ４＠ＯＡ纳米颗粒，用１００Ｈｚ超声充分混合，胶
乳去离子水后蒸发１０ｍｉｎ获得稳定的 Ｆｅ３Ｏ４＠ＯＡ＠
ＰＥＧ纳米颗粒水溶液。采用一步法偶联抗体制备合
成探针，取１ｍｇＦｅ３Ｏ４＠ＯＡ＠ＰＥＧ（以 Ｆｅ计）溶液，加
入２００μＬ多克隆 ＴＮＸ抗体（购自南京凯默尔生物科
技中心），加入１００μＬ维持电解质溶液（０．０１Ｍ，ｐＨ＝
５．５）调节溶液ｐＨ至５，加入１．０ｍｇ二氯乙烷进行交
联，置于摇床混匀吸附３０ｍｉｎ（１２０ｒ／ｍｉｎ）。反应结束
后用磁分离柱纯化游离抗体，纯化后的 ａｎｔｉＴＮＸ
ＵＳＰＩＯ靶向探针再次悬浮于磷酸缓冲盐溶液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）中，４℃冰箱保存。

采用透射电子显微镜测定探针粒径，动态光散射

分析仪测定探针水和粒径及Ｚｅｔａ电位。在７．０Ｔ磁共
振下用不同铁浓度测定Ｔ２弛豫率。
１３　磁共振图像采集及分析

实验组（ｎ＝１２）注入 ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ合成探针
（剂量为１０ｍｇＦｅ／ｋｇ），空白对照组（ｎ＝１２）和单纯对
照组（ｎ＝１２）分别注入同等剂量单纯超微超顺磁性氧
化铁（ｕｌｔｒａｓｍａｌｌｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅ，ＵＳＰＩＯ），
均采用尾静脉注射。三组大鼠分别于打药前及打药

１０ｈ后行磁共振成像，比较前后心肌信号强度变化。
心脏磁共振采用 ７．０Ｔ磁共振扫描仪（Ｂｒｕｋｅｒ

ＰｈａｒｍａＳｃａｎｓ，Ｇｅｒｍａｎｙ，南京医科大学磁共振影像实验
室），大鼠线圈，接心电呼吸门控，通过气体麻药量调

节心率约３００次／ｍｉｎ，呼吸频率维持约３５次／ｍｉｎ。主
要参数：视角３ｃｍ×３ｃｍ，矩阵 ２５６×２５６，回波时间
３５ｍｓ，重复时间１３０ｍｓ，扫描层厚１ｍｍ，翻转角３０°。

图像扫描完成后，采用ＩｍａｇｅＪ软件计算心肌细胞
的磁共振成像信号强度，在 Ｔ２ＷＩ序列上每个标本画
３个感兴趣区，取其平均值。相对信号强度（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ｒＳＩ）定义为同层面心肌信号强度／肌肉
信号强度。
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１４　病理学检查
扫描完成后，采用１０％水合氯醛过量麻醉处死大

鼠（剂量５ｍＬ／ｋｇ），开胸取大鼠心脏标本，用生理盐水
及ＰＢＳ反复冲洗，固定于４％多聚甲醛。常规浸蜡包
埋进行冰冻切片，片厚４μｍ。光学显微镜下观察心脏
组织结构变化。标本分别作苏木精伊红染色、Ｍａｓｓｏｎ
染色和普鲁士蓝染色，苏木精伊红染色观察心肌细胞
形态，Ｍａｓｓｏｎ染色观察心肌细胞纤维化情况，普鲁士
蓝染色观察心肌细胞内铁颗粒沉积情况。

１５　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件，数据为计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，三组组间磁共振信号两两比较行单因素方
差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ合成探针的表征分析

靶向ＴＮＸ抗体的合成探针溶液呈棕色清澈液体，

透射电子显微镜下显示探针呈类球形，于 ＰＢＳ中稳定
分布，未见明显团聚物形成（图１ａ）。单纯ＵＳＰＩＯ的水
合粒径为（１５．５５±０．４５）ｎｍ，合成探针的水合粒径为
（２２．８９±１．６６）ｎｍ，二者比较有显著性差异（Ｐ＝
０００２），表明ＴＮＸ抗体与 ＵＳＰＩＯ纳米颗粒成功连接。
将不同时间点的探针水和动力尺寸分布绘制成图（图

１ｃ），说明合成探针颗粒分散性较好，无明显聚集，保
证探针在储存过程中不会发生明显变化。合成前单

纯ＵＳＰＩＯ的Ｚｅｔａ电位为 －（４６．２±１．３８）ｍＶ，合成后
ＴＮＸ抗体探针的Ｚｅｔａ电位为－（２２．２７±３．６１）ｍＶ，二
者之间差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１），再次证明ＴＮＸ
抗体已成功连接 ＵＳＰＩＯ纳米颗粒。ＥＬＩＳＡ结果显示
ＴＮＸ合成探针保持较高的生物活性，而单纯 ＵＳＰＩＯ几
乎无活性（图１ｂ）。磁共振检测合成探针的Ｔ２弛豫效
能为１９３．２ｍＭ１ｓ１（图１ｄ和图１ｅ），表明合成探针具
有良好的超顺磁性。
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　　注：图ａ为合成探针在ＰＢＳ中均匀分布，图 ｂ为 ＥＬＩＳＡ法检测 ＯＤ４５０值，图 ｃ为不同时间点合成探针的水和动力尺寸
分布图，图ｄ和图ｅ为不同铁浓度下检测Ｔ２弛豫效能。

图１　ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ合成探针表征分析

·５６４·心血管病学进展２０２２年５月第４３卷第５期　ＡｄｖＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｍａｙ２０２２，Ｖｏｌ．４３，Ｎｏ．５



２２　ＴＮＸ探针靶向心肌纤维化大鼠心脏磁共振成像
及信号分析

　　三组大鼠分别通过尾静脉注入 ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ
（实验组）及单纯 ＵＳＰＩＯ（单纯对照组和空白对照组），
应用７．０Ｔ磁共振进行前后两次活体成像扫描。探针
注入前，空白对照组未见明显心肌异常改变（图２ａ），实
验组及单纯对照组均显示为Ｔ２ＷＩ信号减低（图２ｃ和
图２ｅ），实验组及单纯对照组左心室壁厚度［（１．２６±
０１４）ｍｍ］与空白对照组左心室壁厚度［（２７３±０．２３）
ｍｍ］相比有统计学意义（Ｐ＜０．００１），表明心室壁变薄。
空白对照组ｒＳＩ为２．３３±０．５９，与实验组及单纯对照组
的ｒＳＩ（１．２５±０．１１）比较有统计学意义（Ｐ＜０００１），表
明实验组与单纯对照组心室壁纤维化改变，与既往研究

相符，建模成功。

与注入前比较，注入 ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ及单纯
ＵＳＰＩＯ后 １０ｈ，实验组可见心肌信号强度减低（图
２ｆ），实验组打药后ｒＳＩ为１．０６±０．１２，与打药前的 ｒＳＩ
（１．２１±０１１）比较有统计学意义（Ｐ＜０００１）；单纯对
照组心肌信号强度未见明显减低，打药后 ｒＳＩ为
１．３０±０．１５，与打药前的ｒＳＩ（１．２９±０．１１）比较无显著
差异性（Ｐ＝０．７８３）；空白对照组心肌信号强度未见明
显减低（图２ｂ），打药后 ｒＳＩ为２．１７±０．２８，与打药前
的ｒＳＩ（２．３３±０５９）比较无显著差异性（Ｐ＝０．２４０）。
结果显示实验组打药前后心肌信号强度明显减低，表

明合成探针ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ对Ｔ２ＷＩ信号有明显减低
作用。

２３　病理学检查结果
Ｍａｓｓｏｎ染色显示单纯对照组和实验组心肌细胞

间纤维组织大量增生（图３Ａｂ和图３Ａｃ），表明心肌
纤维化改变，已成功建立心肌纤维化模型。普鲁士蓝

染色证实空白对照组心肌细胞内无明显铁颗粒沉积

（图３Ｃａ），单纯对照组心肌细胞内少许铁颗粒沉积
（图３Ｃｂ），实验组心肌细胞内见明显铁颗粒沉积（图
３Ｃｃ），验证了纤维化心肌细胞中 ＴＮＸ抗体探针的
存在。

３　讨论
心肌纤维化是纤维结缔组织对心脏侵害的结果，

是指心肌组织中胶原纤维过量沉积、各型胶原比例失

调、胶原纤维排列紊乱以及最终导致心脏结构重构

（包括心腔扩大、室壁变薄和心肌细胞肥大及凋亡）。

在刺激的作用下，血液循环的增加以及心肌促纤维化

生长因子和细胞因子水平的升高，均可引发纤维化反

应。心肌纤维化形成机制较复杂，心肌纤维化发生在

多种促纤维化因子起作用时，存在于心脏的多种细胞

类型，促纤维化因子可作为心肌细胞丧失（即修复性

纤维化）反应的一部分被激活，也可通过机械和非机

械（如神经激素、炎症或代谢）对心脏的应激（即反应

性纤维化）被激活［１３］。在效应期，这种促纤维化生长

因子和细胞因子与它的受体结合，然后触发信号通路

和转录因子的激活，在这些激活刺激的响应下，成纤

维细胞转化为肌成纤维细胞，导致 α平滑肌肌动蛋白
的高表达，从而调节细胞外基质的平衡。心肌纤维化

的特征是过量的胶原纤维沉积。胶原纤维沉积可表

现为微瘢痕或位于单个心肌细胞和心肌细胞束周围

或心肌内血管周围的间质间隙内的大束胶原沉积［１４］。

使用心脏磁共振或ＣＴ测量心肌细胞外体积可检测弥
漫性心肌纤维化，心肌细胞外体积能反映胶原纤维沉

积的数量。晚期增强心脏磁共振可提供高分辨率的

心肌组织表征，识别局部心肌的纤维化瘢痕，间接成

为评估纤维化病变的技术［１５］。但这些技术难以实现

对心肌纤维化的精准检测与评估。

　　注：空白对照组（图ａ和图ｂ）与单纯对照组（图ｃ和图ｄ）注入
单纯 ＵＳＰＩＯ以及实验组（图 ｅ和图 ｆ）注入 ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ前后对
比图像，实验组及单纯对照组与空白对照组比较，左心室壁厚度变

薄，心肌信号减低（红色箭头所示）；与注入前比较，实验组心肌信

号强度减低，肝实质信号减低（所示），空白对照组与单纯对照组
无明显改变。

图２　大鼠心脏磁共振成像Ｔ２ＷＩ序列图

ＴＮＸ是肌腱蛋白家族中表达量最高的蛋白，它不
仅是一种结构蛋白，还可通过调节细胞黏附来显示基

质细胞蛋白的特性，其稳定性表达与细胞和组织的结

构完整性密切相关，其高表达与血管壁纤维化及钙化

相关［７，１６１７］。ＴＮＸ也是信号通路的细胞外调节因子。
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事实上，ＴＮＸ已被证明可调节转化生长因子β的生物
利用度和调节上皮细胞的可塑性。ＴＮＸ的组织分布
与肌腱蛋白Ｃ的分布往往是相互的，ＴＮＸ主要参与皮
肤组织稳态：限制角化细胞或成纤维细胞的增殖和迁

移，而肌腱蛋白 Ｃ发挥相反的作用：促进细胞分裂和
运动［１７］。ＵＳＰＩＯ的靶向成像对炎症作用很有效，因为
它直接作用于巨噬细胞［１８２０］。利用纳米氧化铁增强

磁共振成像，可利用超短回波时间来提高磁共振信号

的线性度；高分辨率成像可以结合使用，以提高炎症

量化的空间分辨率和敏感性。ＵＳＰＩＯ可定位炎症细胞
浸润的区域［２１２３］。磁共振靶向检测 ＵＳＰＩＯ标记的巨

噬细胞的可行性已在小鼠心肌梗死研究中得到证

实［２４］。ＵＳＰＩＯ具有独特的造影剂特性，可用于靶向心
血管成像。ＵＳＰＩＯ定位于活跃的巨噬细胞浸润区域，
并在Ｔ２ＷＩ上显示为低信号［２５２６］。ＴＮＸ的高表达加快
了表皮样细胞向纤维化细胞的转变，促进了心肌的纤

维化，进而影响了心肌细胞的血流再灌注及心肌修

复。动态检测心肌纤维化细胞中ＴＮＸ的表达，对于准
确地评估心肌纤维化的发生和发展，促进心血管疾病

的防治，具有重要的临床价值，是研究心肌纤维化的

理想特异性靶点。

　　注：图Ａ为Ｍａｓｓｏｎ染色（×４００），空白对照组未见明显纤维化病变（图 Ａａ），单纯对照组及实验组胶原
纤维大量增生（图Ａｂ和图Ａｃ）。图Ｂ为苏木精伊红染色（×４００），空白对照组肌肉细胞形态完整，界限分
明（图Ｂａ）；单纯对照组及实验组肌肉细胞浆呈现明显嗜伊红性，横纹消失，组织中有广泛的炎性细胞浸润
（图Ｂｂ和图Ｂｃ）。图Ｃ为普鲁士蓝染色（×４００），空白对照组心肌细胞内未见明显铁颗粒沉积（图Ｃａ），单
纯对照组心肌细胞内见少许铁颗粒沉积（图Ｃｂ细箭头所示），实验组心肌细胞内见明显铁颗粒沉积（图Ｃｃ
细箭头所示）。

图３　空白对照组、单纯对照组和实验组的Ｍａｓｓｏｎ、苏木精伊红和普鲁士蓝染色图像

　　本实验在注入探针前后分别扫描，注入探针前，
空白对照组未见明显心肌异常，实验组和单纯对照组

均显示 Ｔ２ＷＩ信号减低，心室壁变薄，空白对照组的
ｒＳＩ（２．３３±０．５９）与实验组和单纯对照组的ｒＳＩ（１．２５±
０．１１）比较有统计学意义（Ｐ＜０．００１），表明实验组与
单纯对照组心室壁纤维化改变，建模成功，符合既往

研究结果。探针注入后，实验组可见心肌信号强度减

低，实验组打药后 ｒＳＩ为１．０６±０．１２，与打药前的 ｒＳＩ

（１．２１±０．１１）比较有统计学意义（Ｐ＜０．００１）；单纯对
照组及空白对照组心肌信号强度未见明显减低。普

鲁士蓝染色证实实验组斑块内可见明显铁颗粒沉积，

单纯对照组仅可见少许铁颗粒沉积。大鼠体内磁共

振成像结果及病理学实验表明，ａｎｔｉＴＮＸＵＳＰＩＯ合成
探针可作为特异性靶向ＴＮＸ的分子成像载体，无创和
在体检测纤维化心肌内 ＴＮＸ蛋白的分布，可将 ＴＮＸ
作为心肌纤维化治疗的特异性靶点，为下一步评估及

·７６４·心血管病学进展２０２２年５月第４３卷第５期　ＡｄｖＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｍａｙ２０２２，Ｖｏｌ．４３，Ｎｏ．５



诊疗提供思路。

本次实验存在一定局限性，选用１０ｎｍ级 ＵＳＰＩＯ
合成探针所需沉积时间得到缩短，但影响探针到达靶

向部位的数量，普鲁士蓝染色图像中显示铁颗粒沉积

数量较少，下一步需改进探针合成，优化 ａｎｔｉＴＮＸ
ＵＳＰＩＯ探针靶向成像。

总之，纤维化心肌细胞中存在 ＴＮＸ的表达，ａｎｔｉ
ＴＮＸＵＳＰＩＯ合成探针可实现大鼠心肌纤维化细胞中
ＴＮＸ内靶向成像的检测目的，也提示ＴＮＸ有望作为心
肌纤维化治疗的特异性靶点，为下一步临床防治心肌

纤维化的研究提供新思路。
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