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MFRN1过表达对293T细胞生长及线粒体功能的影响
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(1浙江省医学遗传学重点实验室, 温州 325035; 2检验医学教育部重点实验室, 温州 325035;
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摘要      Mitoferrin-1(MFRN1)是溶质携带蛋白家族的一员, 是线粒体内膜上最主要的铁运输

蛋白。为了观察MFRN1过表达对293T细胞生长及线粒体功能的影响, 采用包装慢病毒和感染293T
细胞的方法构建MFRN1稳定过表达的细胞模型(293T-MFRN1), 并对其线粒体功能进行评价。构

建的稳定细胞株293T-MFRN1中MFRN1转录水平及蛋白表达水平显著增加(P<0.01), MFRN1过表

达细胞线粒体内总铁的含量明显增加(P<0.05); 电镜显示线粒体结构损伤, 线粒体嵴减少、空泡化; 
线粒体能量代谢受抑制, 细胞ATP含量显著下降, 腺苷酸池总量(ATP+ADP+AMP)比对照组减少约

40%; 细胞生长受到抑制, 在细胞培养48 h后高表达组细胞数量显著低于对照组; 细胞内羟自由基

(·OH)含量增加; 线粒体DNA发生明显的氧化损伤。以上表明, MFRN1表达量的稳定对细胞功能极

为重要, 表达量异常增加将导致细胞线粒体功能障碍、细胞增殖抑制。

关键词      MFRN1; 稳定转染; 线粒体功能; 活性氧; 能量代谢

Overexpression of MFRN1 in 293T Cell and Its Effects on the Cell 
Proliferation and Mitochondrial Function 
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Abstract       Mitoferrin-1 (MFRN1) is a member of the solute carrier family as an essential iron importer, which 
is located in the mitochondrial inner membrane. In order to investigate the effect of MFRN1 overexpression in 293T 
cell line on cell proliferation and mitochondrial function, a MFRN1 stably overexpressed cell line was generated by 
lentiviral-mediated MFRN1 transfected into 293T cell line, then the mitochondrial function was measured. It was 
found that the level of MFRN1 expression was significantly increased in the MFRN1 stably overexpressed 293T cell 
line (P<0.01). Furthermore, it was observed that the total iron loading was markedly elevated in the overexpressed cell 
line (P<0.05). In addition, it was also found that the mitochondrial structure was damaged with mitochondrial cristae 
reduced and vacuolated,  as well as energy metabolism in mitochondrion was inhibited. It was indicated that the cel-
lular ATP content markedly decreased and total adenine nucleotide pool reduced by 40% compared to controls. Even-
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tually, it was showed that the proliferation of overexpressed cell line were inhibited with significant reduction of cell 
counts, whereas the content of cellular hydroxyl free radical (·OH) increased and oxidative damage of mitochondrial 
DNA occurred. It was concluded that MFRN1 played important roles in the cellular function, and the aberrant expres-
sion of MFRN1 could result in the mitochondrial dysfunction and inhibition of cell proliferation.

Keywords       MFRN1; stable transfection; mitochondrial function; reactive oxygen species; energy metabolism

MFRN是一种定位在线粒体内膜上的胞质转

运蛋白, 包括MFRN1和MFRN2两种同系物[1], 其中

MFRN1主要参与红系细胞线粒体内血红素和铁硫

簇形成过程中铁的输入, 在红系细胞成熟过程中发

挥着关键的作用[2-4]。而MFRN2的表达具有普遍性, 
在多种组织中均有不同水平的表达, 其具体的生物

学功能尚不明确[5]。线粒体是铁代谢的核心细胞器, 
细胞内的铁85%以上是在线粒体内利用的[6], 因此线

粒体在铁的稳态中发挥着至关重要的作用。铁在

细胞生命过程中扮演着双重角色。一方面, 铁参与

到细胞内绝大多数的生物反应过程中, 在生物体内

发挥着重要的作用; 另一方面, 铁又参与到活性氧

(reactive oxygen species, ROS)的产生过程中[7], 而
活性氧已经被证明参与了细胞的疾病和衰老, 例如

铁过盛则会导致铁离子增加进而形成氧化应激, 造
成氧化损伤以及其他相关的疾病, 如阿尔茨海默病、

弗里德里希共济失调症等严重的损伤[8]。因此, 正
常情况下细胞内铁的水平是受到严密监控的[9-10]。

机体对铁的吸收、转运、储存的精密调控机制既

保证了铁能发挥其生物学作用, 又将其有害作用降

低到最低水平[11-12]。已有实验结果表明, MFRN1表
达水平降低时会引起低色素性贫血、幼红细胞成

熟滞后、原卟啉症等[8-9]。表达水平增高可能使线

粒体内的铁持续增加, 导致线粒体内的铁过载, 游
离铁超过正常水平而引起细胞损伤, 例如线粒体结

构损伤、ROS产生增加等。本实验拟通过在293T
细胞中过表达MFRN1, 观察其对细胞生长和线粒

体功能的影响, 以进一步阐明MFRN1在细胞中的

重要作用。

1   材料与方法
1.1   材料

本实验中使用的HEK293T细胞株为本实验室

保存, 293T17细胞株为顾海华教授实验室赠予, 细胞

传代次数均在12~15代之间, 细胞状态良好; Stbl3菌
株为本实验室保存。

1.2   主要试剂及仪器

DMEM高糖培养基、胎牛血清 (fatal bovine se-
rum, FBS)购自Gibco公司 , 慢病毒包装试剂盒购自美

国Genecopoeia公司、抗MFRN1抗体购自Sigma公司、

Mitotracker Deep Red Probe及CellROX® oxidative 
stress reagents均购自Life Technology公司, ·OH检测

试剂Hydroxyphenyl fluorescein购自Cell Technology
公司, 胰蛋白酶购自上海碧云天生物技术有限公司。

细胞培养皿(美国Corning公司), 倒置相差显微

镜(日本Nikon公司), 荧光显微镜、激光共聚焦显微

镜(日本Olympus公司)、荧光定量PCR仪(美国Bio-
rad公司)、流式细胞仪及凝胶成像系统(美国BD公

司)、高效液相色谱仪(美国Agilent公司)。
1.3   细胞培养 

293T细胞及293T17细胞培养基为含有10% FBS
和1%双抗(青霉素、链霉素)的DMEM高糖培养基, 
培养条件为37 °C、5% CO2、饱和湿度无菌培养箱。

1.4   慢病毒包装

转染前2 d, 将293T17细胞接种到10 cm细胞

培养皿中, 加入10 mL含有10%热灭活FBS的完全

培养基, 于37 °C细胞培养箱中培养, 保证至转染时

细胞融合度达到85%左右。转染开始前准备一只

无菌聚丙烯管, 取表达质粒2.5 μg、lenti-pac HIV 
mix 5.0 μL(0.5 μg/μL), 加到200 μL Opti-MEM中; 另
取一只无菌聚丙烯管, 稀释15 μL Endofectin到200 μL 
Opti-MEM中; 取稀释后的Endofectin Lenti reagent逐
滴加到DNA溶液中(不可颠倒添加顺序), 轻微涡旋含

DNA的管子, 室温孵育混合物25 min, 以形成DNA-
Endofectin聚合物; 将混合物逐滴加入培养皿中, 同时

轻摇培养皿使混合物分散均匀, 放回培养箱培养过

夜; 12 h后用含有5%热灭活FBS的培养基换液, 同时

加入2 μL的Titerboost reagent(用于增加病毒滴度), 继
续培养36 h。收集细胞培养液, 离心、过滤获得重组

慢病毒颗粒, 一部分直接用于感染293T细胞, 测定病

毒滴度, 其余的分装后冻存于–80 °C保存, 用于感染

目的细胞。
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1.5   慢病毒感染目的细胞构建稳定细胞株

根据慢病毒滴度测定结果确定最佳感染滴度

(multiplicity of infection, MOI)值, 并根据结果确定

感染293T细胞所需使用的病毒量。12孔板接种细

胞, 用500 μL含5%灭活FBS的培养基培养过夜, 融合

度达到60%左右时加入稀释的重组慢病毒感染细胞, 
添加聚凝胺(聚凝胺终浓度为7 μg/mL), 同时设置未

加入病毒的细胞作为对照组, 4 °C放置2 h后转移到

培养箱中培养过夜, 24 h后按1:3比例传代, 加入不含

聚凝胺的新鲜培养基。继续培养24 h后加嘌呤霉素

筛选稳定转染株, 用新鲜含有1.2 μg/mL嘌呤霉素的

完全培养基更换陈旧培养基, 2 d换液一次并维持药

物浓度, 直到抗药株很明显, 此时对照组细胞应已全

部杀死。这个过程大概维持1周, 此时阳性克隆细胞

呈团生长, 将细胞克隆株消化后转移到新的孔中扩

大培养, 即获得稳定转染细胞。

1.6   荧光定量PCR
Trizol® reagent(Invitrogen)裂解细胞, 酚:氯仿按照

1:1的比例抽提RNA, 随后用50%的异丙醇沉淀并用

乙醇洗涤沉淀, 最后用DEPC水溶解得到总RNA, 用
于荧光定量PCR。PCR引物为: F: 5′-GAG ATG ATG 
TGG GAC TGC G-3′, R: 5′-CTA CCG GAG CTA CAC 
CAC G-3′。采用相对定量的方法测定目的基因的表

达水平, 以管家基因β-actin作为内参, 引物序列为: F: 
5′-ACC CAC ACT GTG CCC ATC TAC-3′, R: 5′-TCG 
GTG AGG ATC TTC ATG AGG TA-3′。
1.7   Western blot分析

用RIPA裂解液(碧云天)裂解293T细胞, 提取蛋

白。测浓度后将40 μg蛋白溶解在Laemmli缓冲液

中, 95 °C变性后通过SDS/PAGE凝胶(12%凝胶)电泳

分离蛋白质。将蛋白质转到PVDF膜上, 分别用抗

MFRN1抗体(1:400)(Sigma)及抗β-actin抗体(1:1 000)
(碧云天)通过免疫印迹实验显色。

1.8   线粒体总铁含量检测

使用原子吸收法检测线粒体裂解物中的总铁

含量, 根据蛋白浓度测定结果对数据进行校准, 结果

以单位质量的蛋白中含有的铁总量表示。首先, 分
离线粒体参照文献[13]的蔗糖密度梯度离心法, 并
对该方法进行了改进。加入500 μL“WB及IP细胞裂

解液”, 吹打混匀后置于冰上裂解45 min, 然后4 °C、
12 000 r/min离心15 min, 取上清用于检测裂解产物

内的总铁含量; 原子吸收仪检测参数设定: 石墨炉法

检测, 检测波长为386 nm, 特征浓度为6.0 μg/L, 设置

0, 50, 100, 150, 200 μg/L五个浓度梯度制作标准曲

线, 采用新合理拟合方程计算铁的浓度, 实验独立重

复三次以上, 最后进行统计学分析。

1.9   线粒体顺乌头酸酶活性检测

以柠檬酸三钠为底物, 偶联异柠檬酸脱氢酶

(NADP+)反应, 通过测定340 nm处吸光度的变化

反映NADPH增加量, 进而反映线粒体顺乌头酸酶

(aconitase, ACO2)的活性。酶的活性大小定义为: 每
毫克蛋白每分钟增加的吸光度。具体操作如下: 将
分离的线粒体用线粒体裂解液(碧云天)于冰上裂解

30 min, 15 000 r/min离心5 min, 获得上清即为含有

ACO2的线粒体裂解产物。96孔板中加入配好的酶

反应底物200 μL, 再加入10 μL含酶上清, 混合均匀

后25 °C孵育5 min, 最后加入异柠檬酸脱氢酶启动

反应, 于340 nm处检测吸光度。酶标仪设置为37 °C, 
每分钟检测一次, 共检测20 min。
1.10   高效液相色谱(high performance liquid 
chromatography, HPLC)法检测细胞内腺苷酸

用胰酶消化细胞, 收集到1.5 mL EP管中, 离
心去除上清, 加入200 μL高氯酸于冰上处理细胞

45 min; 4 °C 12 000 r/min离心取上清, 经过0.22 μm
微孔滤膜过滤后通过HPLC检测ATP、ADP、AMP
含量。

1.11   电镜观察线粒体形态改变

胰酶消化后收集细胞, 离心后PBS洗涤细胞一

次, FBS重悬细胞后加入戊二醛于4 °C固定过夜。磷

酸盐缓冲液洗涤细胞, 随后用1%锇酸固定细胞1 h, 缓
冲液洗脱残余锇酸后通过酒精梯度脱水, 纯丙酮深度

脱水一次, 20 min; 包埋液/丙酮=1:1混合后处理细胞

1 h, 然后包埋液/丙酮=3:1处理细胞3 h, 包埋剂包埋细

胞过夜; 第二天将包埋过夜的样本取出再加入纯的包

埋液70 °C恒温过夜。准备好标签, 标记好细胞名称、

编号。取出样品转移到另一新的0.5 mL离心管中, 加
入纯包埋液同时将标签纸贴壁放入离心管中, 烘箱

中干燥。干燥后制作半薄切片和超薄切片, 用于透

射电镜观察线粒体形态变化。

1.12   CCK-8(Cell Counting Kit-8)检测细胞增殖

情况

取对数生长的293T、293T-NEG、293T-MFRN1
细胞接种到96孔板中, 每孔接种2 000个细胞, 加入含

有10% FBS的完全培养基, 培养过夜。每种细胞设置
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6个复孔, 并同时铺4块96孔板, 分别在0, 24, 72, 96 h
时移去培养基, 加入100 μL含有10 μL CCK-8的完全

培养基, 37 °C继续培养6 h, 检测各个孔在450 nm处

的吸光度, 作为“0” h时细胞数。所有实验重复三次

(注: 0 h选择的时间为接种细胞后6 h, 因为此时细胞

刚完成贴壁尚未开始分裂, 检测的为活细胞数的基

础值, 用于后期数据的校准)。
1.13   长片段PCR法检测线粒体DNA氧化损伤

采用长片段PCR方法检测线粒体DNA的氧化

损伤。实验原理: 线粒体DNA氧化损伤发生最典

型的是形成8-羟基脱氧鸟嘌呤(8-OHdG)。8-羟基

鸟 嘌 呤DNA糖苷酶1(human 8 hydroxyguanine gly-

cosylase, hOGG1)可以识别并切割8-OHdG位点, 使
DNA断裂, 可以作为模板的DNA链减少, 因此, 同
样条件及循环次数下, 发生氧化损伤越明显的样品

其扩增产物量与ddH2O处理的对照组差别越大。方

法: 提取细胞总DNA, 经HOGG1酶切处理, 同时设

置ddH2O处理组作为对照。37 °C水浴30 min酶切

线粒体DNA, 然后转移到65 °C保持15 min, 使酶灭

活。酶切产物置于4 °C保存。针对线粒体DNA设计

引物进行长片段扩增, 使用的引物序列为: F: 5′-TGA 
GGC CAA ATA TCA TTC TGA GGG GC-3′, R: 5′-TTT 
CAT CAT GCG GAG ATG TTG GAT GG-3′, 扩增产

物大小为16.2 Kb。PCR产物经0.5%琼脂糖凝胶电

泳分析, 用酶处理组与ddH2O处理组条带亮度的差

异反应线粒体DNA的氧化损伤程度, 差异越明显说

明线粒体DNA氧化损伤程度越深。

1.14   细胞总ROS水平检测

于24孔板中接种细胞 , 密度保证第二天融合度

达到80%左右。检测前陈旧培养基更换为新鲜的含

有5 μmol/L CellROX® oxidative stress reagents(Life 
Technologies)的完全培养基, 在37 °C细胞培养箱中培

养30 min, 然后弃去培养基用PBS洗涤细胞5 min×3次, 
去除残留的染料; 胰酶消化细胞1 min后弃去, 用FBS终
止消化, 吹打成单细胞悬液, 将细胞收集到1.5 mL EP管
中, 离心去除FBS, 再加入300 μL PBS重悬细胞, 上机

检测。检测结果用荧光强度表示, 整个操作过程中

应注意避免较强的光线直接照射细胞。

1.15   细胞内羟自由基检测

用改良Hank's平衡盐溶液(HBSS)冲洗细胞, 加
入用HBSS稀释成终浓度为10 μmol/L的Hydroxyphe-
nyl Fluorescein(HPF), 37 °C避光孵育细胞30 min, 直
接在荧光显微镜下观察(HPF激发波长488 nm, 发射

波长515 nm)。
1.16   数据统计

实验数据以mean±S.D.形式表示, 用GraphPad 
Prism 5软件进行独立样本t检验, 分析显著性差异。

P<0.05为差异显著, P<0.01为差异极显著。

2   结果
2.1   构建的稳定细胞株

获得的稳定细胞株293T-MFRN1荧光亮度较弱, 

Fluorescence: 蓝色激发光下观察稳定转染细胞绿色荧光; Phase contrast: 相同视野的白光对照。293T-NEG: 对照载体细胞株; 293T-MFRN1: 
MFRN1过表达细胞株。标尺=5 μm。

Fluorescence: observation of stable transfected cell line under blue light; Phase contrast: observation of the same field under white light. 293T-
NEG: negative control cell lines; 293T-MFRN1: MFRN1 overexpressed cells. Scale bars=5 μm.

图 1   慢病毒介导的MFRN1稳定转染细胞株的建立

Fig.1    Establishment of lentiviral mediated MFNR1 stably overexpressed cell lines
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空载对照细胞荧光很强, 可能是因为MFRN1与egfp
基因融合后增加了egfp基因表达负荷, 使荧光强度

减弱, 荧光显微镜下拍照结果如图1所示。 
2.2   稳定细胞株的鉴定

与空白对照组及空载体对照组相比, 过表达组

细胞MFRN1转录水平升高约16倍(P<0.01)(图2A), 
且过表达组细胞MFRN1蛋白表达水平显著增加(图
2B)。  
2.3   稳定细胞株线粒体内总铁含量的检测

通过直接法(检测细胞线粒体内总铁含量, 详见

A: qRT-PCR检测MFRN1表达, **/##P<0.01, 分别与293T和293T-NEG组比较; B: Western blot检测MFRN1蛋白表达。

A: expression of MFRN1 detected by qRT-PCR, **/##P<0.01 compared to 293T and 293T-NEG, respectively; B: expression of MFRN1 tested by West-
ern blot.

图2   MFRN1在稳定转染细胞株中的表达

Fig.2   Expression of MFRN1 in stably transfected cell lines
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图4   融合蛋白MFRN1/eGFP定位到线粒体上(600×)
Fig.4   Fusion protein MFRN1/eGFP was localized to mitochondria (600×)
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A: 原子吸收仪检测293T-MFRN1细胞中线粒体内铁含量, */#P<0.05, 分别与293T和293T-NEG组比较; B: 293T-MFRN1细胞中线粒体ACO2酶活

性检测(*P<0.05, **P<0.01)。
A: mitochondrial iron loading in 293T-MFRN1 cell lines detected by atomic absorption spectroscopy, */#P<0.05 compared to 293T and 293T-NEG, 
respectively; B: measurement of mitochondrial aconitase activity in 293T-MFRN1 cells (*P<0.05, **P<0.01).

图3   293T-MFRN1细胞中线粒体内铁含量检测

Fig.3   Measurement of mitochondrial iron loading in 293T-MFRN1 cell lines
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1.8)和间接方法(检测线粒体顺乌头酸酶活性, 详见

1.9)分别检测线粒体内铁含量, 发现MFRN1稳定过

表达细胞株线粒体内铁含量增加, 与对照组相比具

有显著统计学意义(图3)(P<0.05, P<0.01)。
2.4   蛋白质MFRN1/eGFP在细胞内的定位

通过eGFP与线粒体染色共定位检测外源表达的

蛋白质是否定位到线粒体。结果如图4所示, 对照组

eGFP蛋白分布在整个细胞中, 293T-MFRN1细胞外源表

达的融合蛋白定位到了线粒体上(图4白色箭头所示)。 
2.5   细胞ATP、ADP和AMP水平检测

分析发现, 与对照组相比较, 高表达组细胞内

ATP、ADP、AMP及腺苷酸池总量(ATP+ADP+AMP)
均明显降低(图5)(P<0.01), 提示高表达组细胞线粒

体能量代谢受抑制, 细胞内的能量物质减少。

A: 高效液相色谱(HPLC)法检测稳转细胞株ATP、ADP及AMP含量(1: 293T; 2: 293T-NEG; 3: 293T-MFRN1), *P<0.05, **P<0.01; B: 腺苷酸池总

量, **/##P<0.01, 分别与293T和293T-NEG组比较; C: 能荷计算结果。 
A: contents of ATP, ADP and AMP detected by HPLC (1: 293T; 2: 293T-NEG; 3: 293T-MFRN1), *P<0.05, **P<0.01; B: total adenine nucleotide pool, 
**/##P<0.01 compared to 293T and 293T-NEG, respectively; C: calculation of energy charge.

图5   高效液相色谱法检测ATP、ADP和AMP含量

Fig.5   Detection of the contents of ATP, ADP and AMP by HPLC
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图6   293T-MFRN1细胞线粒体超微结构电镜观察

Fig.6    Investigation of mitochondrial ultrastructure by electron microscope

**/##P<0.01, 分别与293T和293T-NEG组比较。

**/##P<0.01 compared to 293T and 293T-NEG, respectively.
图7   293T-MFRN1细胞增殖速度测定

Fig.7   Measurement of the cell proliferation of 
293T-MFRN1 cell lines

“–”: ddH2O处理DNA模板; “+”: HOGG1处理DNA模板; M: marker。
“–”: template DNA treated with ddH2O; “+”: template DNA treated with 
HOGG1; M: marker.

图8   线粒体DNA氧化损伤的检测

Fig.8   Detection of oxidative damaged mitochontial DNA
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2.6   线粒体结构的电镜观察

293T-MFRN1细胞线粒体嵴损伤, 数量减少、

线粒体空泡化改变明显(图6C白色箭头所示)。
2.7   CCK-8实验检测细胞的增殖

高表达组细胞在实验开始48 h后生长减慢, 增
殖速度与空白对照组和空载体对照组相比均显著降

低(图7)(P<0.01), 空载对照组与阴性对照组之间没

有明显差异, 提示293T细胞中过表达MFRN1可导致

细胞增殖受到抑制。

2.8   mtDNA氧化损伤及细胞活性氧水平检测结果

长片段PCR检测结果显示, 高表达组酶切处理

比ddH2O处理样品条带弱(图8), 说明高表达组细胞

线粒体DNA氧化损伤程度比对照组明显增加; 293T-
MFRN1细胞内的总ROS水平没有明显的改变(图9A, 
P>0.05), 但是其中的羟自由基含量增加(图9B)。    

3   讨论
MFRN1是定位在线粒体内膜上的转运蛋白, 是细

胞质内的铁进入线粒体过程中最主要的转运体[14-16]。

铁是生命所必需的元素, 而过多游离的铁又具有细

胞毒性, 因此, 正常情况下细胞内铁的水平是受到严

密调控的[3,5-6]。线粒体是能量转换的核心细胞器, 同
时也是细胞内铁代谢的中心场所[17], 线粒体内铁代

谢通路的紊乱会严重影响整个细胞的铁平衡以及能

量代谢。本实验中构建了稳定过表达MFRN1的细

胞株(图1), 经鉴定, 稳定株MFRN1表达水平明显增

加(图2)。而且过表达的融合蛋白定位于线粒体上(图
4)。原子吸收仪检测结果表明, 高表达组细胞线粒

体内铁的含量比对照组显著增加(P<0.05)。ACO2
活性大小可反映线粒体内铁的含量。实验中检测了

293T-MFRN1细胞中ACO2的活性, 发现ACO2活性

增加(P<0.05), 间接证明线粒体内铁含量增加。说

明在293T细胞中过表达MFRN1能够将胞质中的铁

转运到线粒体内, 引起线粒体铁过载。

线粒体结构的完整性是其发挥正常功能的必

要条件[18]。有文献报道, 高铁负荷处理离体的线

粒体可以引起线粒体肿胀, 并造成线粒体结构受

损[19]。为了检测活细胞内的线粒体处于高铁负荷

时是否会引起同样的结果, 我们通过电镜观察了

293T-MFRN1细胞的线粒体结构。结果表明, 高
表达组细胞线粒体嵴受到破坏、数量减少、普

遍空泡化改变, 说明活体细胞内的线粒体在铁过

载时也会引起结构损伤。线粒体嵴是氧化磷酸

化发生的重要场所, 因此, 线粒体嵴损伤将进一

步引起线粒体能量代谢障碍 [18-19]。HPLC检测结

果显示, 高表达组细胞ATP含量明显降低, 腺苷酸池

总量降低(图5), 但是细胞能荷(EC=[ATP+1/2ADP]/
[ATP+ADP+AMP])没有明显变化。能荷的稳定对

于细胞维持能量转换是必需的, 其高低主要反应细

胞ATP-ADP-AMP系统的能量状态。能荷高可促进

A: 流式细胞仪定量检测细胞内总活性氧含量; B: 羟苯基荧光素检测细胞内羟自由基含量。荧光显微镜下选择蓝紫色激发光分别观察实验组

(293T-MFRN1)和对照组(293T)细胞用HPF染色剂染色前后细胞荧光。左侧为加染料前, 右侧为加染料后。标尺=0.2 μm。

A: total ROS in 293T-MFRN1 cell lines was detected by flow cytometry; B: cellular hydroxyl free radical measured by hydroxyphenyl fluorescein (HPF). 
Observation of the fluorescence of 293T and 293T-MFRN1 before and after dyeing by HPF under blue light. The left was control, while the right added 
HPF. Scale bars=0.2 μm.

图9   293T细胞总活性氧及·OH含量检测

Fig.9    Measurement of total ROS and ·OH levels in 293T-MFRN1 cell lines 
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ATP合成而抑制其分解, 相反, 能荷低则促进分解而

抑制合成。我们实验中也发现, 293T-MFRN1细胞中

ATP含量减少, 但是减少的程度不如ADP/AMP明显, 
这可能是细胞为了维持能荷的稳定而代偿性地减少

了部分ADP/AMP所致。

细胞的增殖需要能量的供应。线粒体是最主

要的产能细胞器, 其结构受损将导致细胞能量供应

不足。我们通过CCK-8测定293T细胞的增殖发现, 
293T-MFRN1细胞与对照组相比生长速度明显变慢, 
细胞增殖受到抑制。我们推测, 由于高表达组细胞

线粒体结构受损, 产能不足引起了生长障碍, 其确切

的作用机制还需要进一步研究。

线粒体DNA缺乏组蛋白的保护, 与氧化磷酸化

场所(线粒体内膜)距离较近, 且缺乏核DNA的自我

修复机制[20], 因此较易因氧化损伤而引起突变, 其
突变率是核DNA的10倍[21]。线粒体DNA氧化损伤

最主要的是形成8-羟基脱氧鸟苷(8-OHdG), 通过长

片段PCR检测8-OHdG含量发现, 293T-MFRN1细胞

线粒体DNA氧化损伤程度明显增加, 提示铁在线

粒体内的堆积引起了mtDNA的氧化损伤。活性氧

是线粒体DNA氧化损伤发生的最主要原因[22]。使

用CellROX® oxidative stress reagents检测细胞内总

活性氧的水平, 发现与对照组相比较没有明显改变

(P>0.05)。羟自由基(·OH)是反应活性最强的一种

活性氧[23], 但其含量极低, 半衰期短, 常规方法难以

检测。我们使用Hydroxyphenyl fluorescein(HPF)针
对性检测·OH含量, 发现高表达组细胞内·OH含量显

著增加(图9B)。我们推测, 过多的铁进入线粒体后

产生大量的亚铁离子(Fe2+), Fe2+与靠近线粒体膜的

DNA短暂结合, 构成Fenton反应的核心, 此时Fe2+催

化H2O2产生大量高活性的·OH, 并在原位氧化损伤

线粒体DNA, 也说明线粒体内铁的增加主要是通过

诱导产生大量的·OH引起线粒体DNA损伤, 而其他

类型的活性氧没有发生明显改变。

综上所述, 本实验的研究结果显示, 在真核细

胞293T中过表达MFRN1引起线粒体内铁过载, 过多

的铁堆积导致羟自由基增加, 进而造成线粒体DNA
氧化损伤及线粒体功能障碍和细胞生长抑制。
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