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* * 摘* 要：目的* 探讨以多聚赖氨酸（,-./#0#./1234，500）为转染介质介导超顺磁性氧化铁微粒（ 16,47,8789:34;2< 27-3
-=2>41，?5@A）标记大鼠骨髓基质干细胞（B-34 94143<C/98. 1;49 <4..1，DE?F1）的合适条件，通过标记细胞的体外磁共振成
像（98:34;2< 741-383<4 298:23:，EG@）获取最佳的磁共振扫描序列。方法 * 分离、纯化、培养大鼠 DE?F1 ，?5@A 和 500 以
!H "I ""! & 混合配制氧化铁#多聚赖氨酸（J#500）混合液，用铁浓度分别为 "、%I &、’I %、&!、%&、’% !: K 9.的 JL#500复合物标
记 DE?F1。计算细胞标记阳性率，测量并绘制未标记细胞和不同浓度铁标记细胞的 EMM生长曲线；对不同浓度铁标记的
细胞进行磁共振成像。分别用浓度为 "、"I "$、"I &$、"I $、!I "、$I " !: K 9.的 500同 DE?F1共同培养，了解各种浓度 500对
细胞的生存是否有影响。结果 * 细胞的标记率分别为 "N、（%%I %" O !!I ++）N、（(!I P( O ’I "!）N、（’’I ’) O PQ !"）N、
（P’I &% O &I P%）N、!""N，随着 ?5@A浓度的增加而增加。EMM显示在铁浓度 R %& !: K 9. 时 JL#500 复合物对细胞的生长
活性无明显影响，而铁浓度为 ’% !: K 9.时，细胞的生长活性受到抑制。500在浓度!!I " !: K 9.时对细胞的活力无明显影
响；当 500浓度为 $I " !: K 9.时，细胞生长明显受抑。EG@信号随 JL#500复合物浓度的增加而增加（! R "Q "$），标记细胞
的信号在 M!S@的改变不及在 M&S@及 M&

"S@明显，而以 M&
"S@信号改变最明显（! R "Q "$）。结论* 以 500为转染介质，

?5@A能够高效的标记 DE?F1，并且在合适的浓度范围内不会影响干细胞的生长活性。
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# # 细胞影像能提供传统影像学无法得到的细胞水平
的信息。通过分子影像探针的成像来显示标记的靶细

胞，是目前分子成像的主要成像机制。根据成像方法

不同，分子成像主要包括核素分子成像、磁共振（D*5K
/,+<; ),-./*/;,，AL）分子成像、光学分子成像等。因
AL成像具有无放射性，有较高的软组织分辨能力和
良好的重复性而倍受推崇［!］。超顺磁性氧化铁微粒

（-F:,):*)*D5/,+<; <)./ .J<3,-，%&’(）纳米分子探针也
因良好的生物相容性和磁共振信号敏感性而成为研究

热点。本实验采用 %&’( 标记骨髓基质干细胞（?./,
D,-,/;6>D*= -+,D ;,==-，@A%B-），并对其增殖特性及磁
共振信号进行研究，为利用磁共振成像技术示踪移植

的 @A%B-奠定基础。

)* 材料与方法

!$ !# 动物、主要试剂与仪器
# # 清洁级雌性大白鼠 1 只，1 月龄，体质量约 !M8 5，由川北医
学院动物中心提供，内二显（%NO999P）由德国先灵公司惠赠，
QR %<5/* RSB’0R !$ 90 AL扫描仪。
!$ 1# 骨髓采集及 @A%B-的分离、培养、纯化
# # 取双侧股骨和胫骨，收集骨髓，贴壁生长法分离、纯化
@A%B-［1］。
!$ M# 多聚赖氨酸介导不同浓度的氧化铁体外标记基
质干细胞

!$ M$ !# 细胞标记# # 培养至第 9 代的贴壁细胞，细胞数约 !$ 8
T !89 D= U!，每孔 1 D=接种于 1 块 V 孔板中，其中 ! 块板中加入
盖玻片。于 M" W、9X B(1及饱和湿度的 B(1孵箱中培养使细

胞贴壁，MV 6 后换液，换液时 YARA 培养液按 1 888、! ZZ8、!
Z[8、! Z98、! Z88、! [88 != 分别加入 1 块 V 孔板中，然后按 8、
!8、18、98、!88、188 !=顺序加入 \RK&EE 混合液，使每孔中总液
量均为 1 888 !=（培养液中铁浓度分别为 8、I$ 1、[$ I、1!、I1、[I
!5 H D=）轻轻摇匀后置于 B(1孵箱中孵育。

!$ M$ 1# 标记细胞的普鲁士蓝染色# # 标记细胞孵育 1I 6 后，
&@%液摇床洗 9 D</，重复 M 次，以冷冻 IX多聚甲醛固定 1 6，
以新鲜配制的普鲁士蓝染液染色 M8 D</，8$ 9X中性红复染 !
D</，显微镜下观察，每张玻片任意取 M8 个视野行阳性细胞计
数，计算标记阳性率。

# # 标记阳性率（X）]视野内阳性细胞数
视野内细胞总数

T !88X

!$ M$ M# 标记细胞的磁共振显像# # 标记细胞孵育 1I 6 后，取
出 V 孔板，用移液器反复抽吸培养液以冲洗黏附在细胞表面的
铁颗粒，将每孔中的培养液吸出，将贴壁的细胞用胰酶消化后，

1 D=培养液重悬细胞，再分别装入 V 只 R&管。将 R&管浸在含

&@%液的容器中行磁共振扫描。成像条件：采用八通道头颅线
圈，视野（\(^）!1 T !1，层厚 1 _ M DD，层间距 8 _ 8$ 9 DD，重建
矩阵 19V T !Z1。分别进行 \%R 0! 2’（0L：II8 D-，0R：!!$ "
D-）；\%&QL 0!2’（0L：1!8 D-，0R：I$ 1 D-，翻转角 [8‘）；\%R
012’（0L：1 988 D-，0R：[1$ ! D-）及 \’R%0P 01

"2’（0L：!V$ !
D-，0R：M$ 8 D-，翻转角 I9‘）。测量不同 R&管内细胞悬液在各
序列图像的信号强度，L(’为 19 DD1。

!$ M$ I# 标记细胞的生长活性检测# # 细胞接种到 ZV 孔板：第
9 代贴壁细胞以 M$ 8 T !8I D= U!细胞数接种于 ZV 孔板中，孵育
"1 6，以 %&’(浓度分别为 8、I$ 1、[$ I、1!、I1、[I !5 H D= \RK&EE
混合液共同孵育 "1 6，加入 YARA 培养液 188 != 和 A00 液
18 !=，轻轻振荡摇匀后置于 B(1孵箱中孵育，M$ 9 6 后倒掉含
A00的培养液，向每孔中加入二甲基亚砜（YA%(）188 !=。室
温下轻轻振荡 ZV 孔板，18 D</后于酶标仪上采用 9"8 /D波长
测量每孔吸光度值［"（9"8）］。
!$ M$ 9# 标记细胞的电子显微镜标本制备# # 常规方法制作电
镜标本，透射电子显微镜观察细胞超微结构并摄影记录。

!$ I# &EE对细胞的影响
# # 于 V 孔板中分别以 8、!、9、!8、18、!88 != 与 1 D= 活性细胞
计数为 !$ 8 T !89 D= U!的 @A%B- 共同孵育（&EE 浓度分别为 8、
8a 89、8$ 19、8$ 9、!$ 8、9$ 8 !5 H D=），细胞培养方法及条件同前。
"1 6后取出细胞，台盼蓝染色后倒置显微镜下计数活性细胞，
比较各种浓度 &EE对细胞的生存是否有影响。
# # 用台酚蓝染色法测定细胞活力。取 8$ IX台酚蓝（&@% 配
制）8$ 9 D=、培养基 8$ M D=、细胞悬液 8$ 1 D=充分混匀，用血球
计数板计数活细胞（未着色细胞）和死细胞（着色细胞），共计

数 988 个细胞，计算细胞活力。
# # 细胞活力（X）]（细胞总数 U着色细胞数）b细胞总数 T!88X
!$ 9# 统计学分析
# # 计量资料以 ## c $表示，采用 %P% [$ 1 统计软件，相同加权
不同序列之间的信号强度采用配对资料的 2<=;.J./ 符号秩和
检验，相同浓度不同序列间采用方差分析，其中的两两比较用

的 %deK%检验。

+* 结果

1$ !# 大鼠 @A%B-的分离、培养、纯化
# # 全骨髓法 @A%B-原代接种培养 "1 6 后换液，可见部分大
圆形单核细胞贴壁，细胞形态为梭形多见，少量呈多角形，散在

分布，也有形成克隆团样细胞群，新生的细胞呈圆形，位于中

心，周围的细胞逐渐变为梭形。

1$ 1# &EE介导不同浓度的 %&’(体外标记 @A%B-
1$ 1$ !# L,-.G<-+ 标记 @A%B- 的光镜及电镜观察# # 普鲁士蓝
染色示标记后的 @A%B- 红染的细胞质背景中可见蓝染的颗
粒，围绕细胞核分布（图 !）；电镜下细胞质内及部分次级溶酶
体内可见高电子密度含铁囊泡和细小颗粒（图 1）。
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图 !" 倒置相差显微镜下观察 #$%&标记的 ’(#)*"（普鲁士蓝 ! "##）

图 +" 电镜下观察 #$%&标记的 ’(#)*细胞质"（透射电镜 ! $% ###）

&’ &’ &( 不同浓度 )*+,标记 -.)/0 后阳性细胞计数及细胞形
态的改变( ( 细胞爬片普鲁士蓝染色蓝染阳性细胞计数见表
$。可见在浓度为 "’ &、1’ "、&$、"& !2 3 45，随着铁浓度的增加，
细胞标记阳性率增加。当铁浓度为 "& !2 3 45 时，标记阳性率
接近 $##6；当铁浓度为 1" !2 3 45 时，光镜视野下所见为大量
蓝染的铁颗粒团，大部分细胞形态显示不清。

表 !" , 种不同浓度 #$%&标记 ’(#)*后阳性细胞计数及细胞
形态的改变（#! 7 "）

浓度（!2 3 45） 标记率（6） 细胞形态( ( (
#（对照组） 梭形多见，少量呈多角形

"’ & ""’ "# 7 $$’ 88 梭形多见，少量呈多角形
1’ " 9$’ :9 7 1’ #$ 梭形多见，少量呈多角形
&$ 11’ 1; 7 :’ $# 梭形多见，少量呈多角形
"& :1’ &" 7 &’ :" 梭形多见，少量呈多角形，个别细胞膜显示不清
1" $## 大量的铁颗粒团，大部分细胞形态显示不清

&’ &’ 8( 标记细胞的生长活性( ( 用浓度为 #、"’ &、1’ "、&$、"&、
1" !2 3 45的 )*+, 标记 -.)/0 后，细胞在 #（%9#）值分别为：
#< 9:、#’ 1#、#’ 1#、#’ 1&、#’ 9;、#’ ;;。可见 )*+,浓度在 "& !2 3 45
以下时细胞的生长活性没有变化，在 )*+,浓度为 1" !2 3 45 时
细胞活性明显受抑，#（%9#）值约为对比组的 18’ %6。
&’ &’ "( 标记后细胞的体外磁共振成像( ( 各扫描序列及所测
信号强度见表 &。在 =)> ?$@+，)*+,浓度!&$ !2 3 45 时，各组
间信号强度没有显著性差异，当浓度为 "& !2 3 45 和 1" !2 3 45
时信号强度较对照组明显降低（$ A #< #%）。在 =)*BC ?$@+，
当 )*+,浓度$1’ " !2 3 45时，各管信号强度与对照管差异明显
（$ A #< #%）。在 =)> ?&@+及 =+>)?D ?&

"@+ 上，当浓度为 "’ &
!2 3 45即显示与对照管信号差异明显（$ A #< #%），在 ?&@+ 的
两个序列上其信号变化百分率分别为 E $8’ "#6、E 88’ #"6，
?&
"@+信号明显低于 ?&@+，改变更明显。

表 +" 不同浓度的 #$%&标记 ’(#)*后在不同序列的(-信号
强度（#! 7 "）

浓度（!2 3 45） =)> ?$@+ =)*BC ?$@+ =)> ?&@+ =+>)?D ?&"@+
#（对照） %%’ #& 7 "’ 98 :#’ "# 7 1’ ;# $::’ :" 7 ;’ ": $:"’ %# 7 $8’ %1

"’ & %;’ ;& 7 8’ 9" :$’ ;& 7 9’ &" $98’ $" 7 ;’ $"F $8#’ &" 7 $$’ 9&F

1’ " %;’ 1& 7 8’ :1 :1’ :% 7 $$’ ""F $9#’ "9 7 ;’ :8F $&#’ &" 7 &:’ 9$F

&$ %:’ &" 7 %’ $# ::’ 99 7 1’ ;:F $&%’ $" 7 :’ %&F :8’ #: 7 $#’ :8F

"& ;#’ %8 7 "’ 1;F $#&’ 18 7 1’ #"F $#9’ $% 7 9’ 1"F 1&’ 19 7 $$’ #"F

1" 98’ 88 7 %’ 8;F $$"’ %& 7 $&’ 1;F $#8’ #% 7 :’ :&F 9%’ "% 7 $#’ :#F

F：$ A #< #%，与对照组比较

&’ &’ %( *GG对细胞的影响( ( 在 *GG 浓度!$’ # !2 3 45 时的
各组细胞的细胞活力为 :%’ 16、:;’ "6、:%’ "6、:8’ ;6、
:&< &6，细胞活力无明显变化；当 *GG 浓度为 %’ # !2 3 45 时，可
见 :; 个蓝染细胞，细胞活力为 1#’ 16（"#" 3 %##），可见对细胞
有明显损害作用。

." 讨论

( ( 由于细胞膜及一般未修饰的 )*+,都带负电荷，细
胞不容易摄取，葡聚糖、去铁蛋白、羧酸聚酰胺树脂等

包被材料，以及 *GG、磁性脂质体、植物血凝素等转染
介质的应用大大增加了其被细胞吞噬的效率［8］。对

氧化铁的修饰不仅要增加氧化铁同细胞膜的亲和力，

还要进一步帮助氧化铁微粒进入细胞质内。*GG作为
转染介质能穿梭于细胞膜内外，DHIFI 等将 &% 42 3 45
)*+,以浓度比为 $J #’ #8 到 $J #’ #; 与 *GG共同孵育，
结果每一个标记后 ? 细胞和基质干细胞质内的铁浓
度分别为 $ K 8 L2和 $% K &# L2，相对于未标记细胞内
铁的含量（#’ #$ K #’ $ L2 3细胞），标记率明显提高［"］。
我们在预实验中将 )*+, 和 *GG 分别采用质量浓度比
为 $J #’ #%%（)*+, $# !5和 *GG $% !5混合）、$J #’ ##$ &
（)*+, 8# !5 和 *GG $# !5 混合）及 $ J #’ ### ;（ )*+,
8# !5 和 *GG % !5混合）标记基质干细胞，共同孵育 &"
M后普鲁士蓝染色显示：在浓度比为 $J #’ #%% 时，大量
的蓝染颗粒在培养基及细胞表面黏附，不易洗脱，这样

势必干扰实验，导致磁共振检测时出现阳性预测值过

高的结果；而采用浓度比为 $J #’ ### ; 时，&" M 细胞标
记阳性率又不及浓度比为 $J #’ ##$ &；因而，在本实验
中我们采用 )*+, 8# !5 和 *GG $# !5 制备 =>N*GG 混
合液（浓度比为 $ J #’ ##$ &）共同标记基质干细胞，结
果在铁浓度为 "& !2 3 45时，共同孵育&" M标记阳性率
就达到 $##6。普鲁士蓝染色光镜及电镜下摄片观察
均可见细胞质内铁颗粒。

( ( =>N*GG复合物对细胞生长活性的影响：我们研究发
现，当铁浓度为 1& !2 3 45时（*GG的浓度为 #’ $ !2 3 45），
.??显示细胞活性明显受抑。而我们单独用 *GG 和
细胞共同孵育时，即使在 *GG 浓度为 $’ # !2 3 45 时细
胞的活性仍未见明显影响，可见在我们用于标记的

=>N*GG复合物浓度比中铁是对细胞影响的主要因素。
文献［%］报道：进入细胞内的含高电子密度的囊泡或
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颗粒位于细胞质中。我们通过电镜扫描发现，部分溶

酶体内也可见高电子密度铁颗粒，可能是由于溶酶体

将细胞质内融解出来的铁颗粒或 )*+&,, 复合物当做
异物吞噬进去（溶酶体的大小为 -$ . !/ 至几个微
米），可见溶酶体参与了细胞内铁的代谢过程。01232
等［4］也用实验证明溶酶体参与了细胞内铁的降解。

他们将标记后的干细胞运用 " 种不同的敖合物培养，
并用电镜动态观察细胞内铁+转然介质复合物
（)*+50）的降解率，结果显示低 67 值和溶酶体溶解
帮助 8 价铁鳌合物的形成是促进细胞内铁降解的主要
因素；同时他们发现枸橼酸铁的形成更能促进 )*+50
降解，可见细胞内降解的铁主要是沿着人体内正常的

代谢途径代谢，用于红细胞造血。然而，当细胞内非结

合的铁浓度过高，超过了细胞质转铁蛋白的结合能力

时，则会产生细胞毒性。*/91:;等［"］研究发现：细胞内
非结合的铁能使氧化作用加强，形成过多的氧化产物

和羟基自由基而损伤细胞，甚至导致细胞坏死。然而，

目前国内外文献关于铁浓度对标记细胞的影响的报道

差异较大，可能是由于所用的氧化铁微粒不同而引起

的细胞内实际游离铁的差异、标记细胞的浓度差异以

及标记时间长短不一引起的。但是，由于细胞磁标记

随着铁浓度和孵育时间的增加而增加［<］，且逐渐增加

铁标记浓度和延长标记时间将对细胞的活性及增值能

力产生负面影响［=］，用于磁化标记的铁浓度应当选择

在满足要求的较低浓度，我们提倡在共同孵育 .> ? 情
况下，铁浓度应选择在 .- @ >- !A B /C。至于标记细胞
注入体内后对人体全身其他功能的影响，最近 DEFG/
等［!-］用 H91G/EI:J9K+&,, 复合物（>- !A B /C 铁，!$ .
!A B /C &,,，浓度比为 !--L 8）标记的基质干细胞通过
鼠尾静脉注入体内，连续观察 >. J后，除血红蛋白（增
高）和平均红细胞体积（降低）有改变以外，其余常规

生化、血液学指标及肝肾功能均未见明显改变。

# # 标记细胞的体外 MN成像：本实验中的 %&’(为内
二显，是一种新型的磁共振细胞内对比剂，具有超顺磁

性。%&’(在主要缩短组织 5.的同时，也缩短组织的纵

向弛豫时间（5!），此类对比剂的 5!效应相对较弱
［!!］。

本实验分别用 )%* 5!O’、)%&PN 5!O’、)%* 5.O’ 及
)’*%50 5.

"O’对不同浓度标记后的基质干细胞及培
养基进行磁共振扫描，结果提示：5.O’ 检测 %&’( 较
5!O’更敏感。在我们运用的两种 5.O’ 的序列中均
能见到明显的信号差异，说明运用磁共振检测这种磁

标记干细胞是可行的。在 5.O’ 的两种序列中以 )’+
*%50 5.

"O’信号降低最为明显，这是因为梯度回波
使用极性相反的去相位梯度场和再聚焦梯度场致横向

弛豫再聚焦，不使用 !<-Q脉冲，引起局部磁场的进一
步不均匀，故对 %&’(的磁敏感效应更为敏感［!.］。相对

较严重的磁化敏感伪影是 5.
"O’ 应用的局限［!8］；但伪

影随着铁浓度的增加而加重，在我们用于标记的浓度范

围内伪影相对较轻，尤其在我们看重检测的敏感性时，

我们认为仍然以梯度回波 5.
"O’为最佳扫描序列。

# # 综上所述，以 &,, 为转染介质，%&’( 能够高效的
标记 RM%SK，并且在合适的浓度范围内不会影响干细
胞的生长活性，为进一步利用核磁共振无创伤性的进

行干细胞移植后的示踪监测奠定了实验基础。

# #（致谢：感谢重庆医科大学第二临床学院放射科赵建农教
授的精心指导！）
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