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ＧｄＢＯＰＴＡ标记对人脐血内皮祖细胞生物学特性的影响与ＭＲ成像研究
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　　［摘要］　目的　探讨ＧｄＢＯＰＴＡ标记人脐血内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）的方法和对标记ＥＰＣｓ生
物活性的影响，观察标记ＥＰＣｓ的体外磁共振成像特点。方法　 应用密度梯度离心法结合贴壁筛选法分离培养ＥＰＣｓ。采
用ｊｅｔＰＥＩＴＭＦｌｕｏＦ介导ＧｄＢＯＰＴＡ标记ＥＰＣｓ，比较不同标记浓度和标记时间对 ＥＰＣｓ生物活性的影响，收集未标记细胞和
标记２４ｈ的细胞进行体外ＭＲ成像，比较不同浓度标记的细胞在不同扫描序列中的信号强度变化。结果　 荧光显微镜
下观察，标记的ＥＰＣｓ胞质内可见绿色荧光颗粒，透射电镜可见胞质内散在分布许多Ｇｄ颗粒，颗粒主要位于胞质的细胞器
如高尔基体周围以及附着在细胞膜内层上。ＧｄＢＯＰＴＡ标记规律呈“抛物线”样，即随着标记浓度增高和标记时间的延
长，细胞内聚集的Ｇｄ颗粒增多，细胞的标记率也增高，但在浓度为２５μｇ／ｍｌ标记２４ｈ标记率达峰值［（８８．２±１．６）％］
后，标记率逐渐降低。在标记浓度低于２５μｇ／ｍｌ标记２４ｈ时，对细胞的黏附能力、迁移能力及增殖能力均无影响（Ｐ＞
００５）。在Ｔ１ＷＩ序列最大相对信号强度出现在浓度为２５μｇ／ｍｌ时，而后信号降低，与对照管相比差异显著（Ｐ＜０．０５），在
Ｔ２ＷＩ和Ｔ２ＷＩ序列上相对信号强度变化无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。结论　 ｊｅｔＰＥＩ

ＴＭＦｌｕｏＦ可介导ＧｄＢＯＰＴＡ有效地标
记ＥＰＣｓ，对ＭＲ信号的影响主要为Ｔ１ＷＩ正性效应，最适标记浓度和最佳标记时间分别为２５μｇ／ｍｌ、２４ｈ。
　　［关键词］　 内皮祖细胞；细胞标记；生物活性；磁共振成像
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　　Ａｓａｈａｒａ等［１］首次从人外周血中分离到一类可以

分化为成熟内皮细胞的特殊血细胞，将它命名为循环

内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ），并利
用小鼠模型证明了骨髓源性的 ＥＰＣｓ参与了出生后血
管生成。研究表明，ＥＰＣｓ在血管组织工程、冠心病治
疗、肿瘤研究、创伤愈合等方面具有广阔的应用前

景［２－４］。鉴于ＥＰＣｓ潜在的临床应用价值，有望通过移
植ＥＰＣｓ治愈或改善某些疾病，提高病患的生活质量
或生存率，但移植细胞的活体示踪及进一步的疗效观

察一直是面临的难题。分子影像学是目前可以在活体

状态下通过细胞和分子水平对生物学过程进行定性和

定量研究的唯一手段，在移植细胞的功能研究中发挥

独特的作用。移植磁性对比剂标记的细胞具有替代病

变细胞而达到治疗目的的潜力，同时可解决移植细胞

在活体内示踪的难题。因此，将需要移植的细胞采用

磁性对比剂标记，通过磁共振成像（ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ
ｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）技术对其进行可视化追踪，以获得移植
细胞在体内的变化信息。

　　本室前期工作已成功分离、培养和鉴定 ＥＰＣｓ［５］。
本研究采用临床上常用的顺磁性Ｇｄ类对比剂ＧｄＢＯＰ
ＴＡ标记ＥＰＣｓ，比较不同标记浓度和时间ＥＰＣｓ生物学
活性的变化及体外磁共振成像的特点，为将来移植标

记ＥＰＣｓ在体实验研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　人脐带血取自于第三军医大学妇产科正常顺产或剖腹产
产妇（均知情同意）。

１．２　主要试剂
　　ＥＧＭ２ＭＶ培养基（Ｃｏｍｂｒｅｘ公司），胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ公
司），Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ１０７７分离液（Ｓｉｇｍａ公司），０．２５％胰蛋白酶
（ＨｙＣｌｏｎｅ公司），ＤＰＢＳ（ＨｙＣｌｏｎｅ公司），ＶＥＧＦ（Ｓｉｇｍａ公司），人
纤维连接蛋白（ｈｕｍａｎｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＨＦＮ）（Ｒｏｃｈｅ公司），ＤｉＩ
ａｃＬＤＬ（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅ公司），ＦＩＴＣＵＥＡ１（Ｓｉｇｍａ公司），台盼
蓝（Ｓｉｇｍａ公司），ＧｄＢＯＰＴＡ（Ｂｒａｃｃｏ公司惠赠），ｊｅｔＰＥＩＴＭＦｌｕｏＦ
（Ｐｏｌｙｐｌｕｓ公司），ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ公司），二甲基亚砜（成都市联合
化工试剂研所）。

１．３　主要仪器
　　二氧化碳培养箱（Ｈｅａｒｕｓ公司），倒置荧光显微镜（Ｌｅｃｉａ公
司），激光共聚焦显微镜（Ｌｅｃｉａ公司），透射电镜（日立公司），
１．５Ｔ磁共振扫描仪（ＧＥ公司），低速水平离心机（上海仪器二
厂），超净工作台（苏州净化设备厂），水平摇床（北京市八一仪

器厂），酶联免疫检测仪（ＢｉｏＢａｄ公司），改良的 ＢｏｙｄｅｎＣｈａｍ
ｂｅｒ小室（江苏海门麒麟医用仪器）。
１．４　方法
１．４．１　ＧｄＢＯＰＴＡ标记内皮祖细胞　　 ＧｄＢＯＰＴＡ以 ｊｅｔ
ＰＥＩＴＭＦｌｕｏＦ为介质标记ＥＰＣｓ，首先配制１０、２５、５０、７５μｇ／ｍｌ和
１００μｇ／ｍｌ５个浓度，介质与ＧｄＢＯＰＴＡ混合比例为１∶０．０３，室
温下振荡混匀，１ｈ后将复合物加入细胞培养基中，使 ＧｄＢＯＰ
ＴＡ的终浓度为５、１２．５、２５、３７．５μｇ／ｍｌ和５０μｇ／ｍｌ，相应 ｊｅｔ
ＰＥＩＴＭＦｌｕｏＦ的终浓度为 ０．１５、０．３７５、０．７５、１．１２５μｇ／ｍｌ和
１．５μｇ／ｍｌ，复合物与细胞的共孵育时间分别为２４、４８、７２ｈ。
１．４．２　细胞内Ｇｄ鉴定　　经复合物孵育过夜（１２～２４ｈ），弃
去孔中培养基，用ＤＰＢＳ洗涤２次，分别行荧光显微镜和透射电
镜观察。①荧光显微镜：４％多聚甲醛固定孔中细胞１５ｍｉｎ，蒸
馏水洗涤 ２次，倒置荧光显微镜下观察。②透射电镜：用
０２５％含ＥＤＴＡ的胰酶消化上述孔中的细胞，收集消化液于离
心管中，以１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，向细胞内加入新鲜
配制的固定液（０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ＋４℃ １％戊二醛）固定 ４ｈ，
１０００ｒ／ｍｉｎ再离心５ｍｉｎ，弃去固定液，１％锇酸固定１ｈ，梯度
丙酮脱水，环氧树脂Ｅｐｏｎ８１２包埋，常规超薄切片，醋酸双氧铀
及构椽酸铅双染色，日立ＪＥＭ１２００ＥＸ透射电镜下观察。
１．４．３　ＧｄＢＯＰＴＡ标记的ＥＰＣｓ生物学活性检测
１．４．３．１　ＧｄＢＯＰＴＡ标记的ＥＰＣｓ增殖能力实验　　消化收集
贴壁细胞，接种于９６孔中，每孔１０３～１０４细胞，设１孔不加细
胞只加培养液作为空白对照孔，比色时以空白孔调零；培养板

放入培养箱２４ｈ后，分别加入不同浓度的复合物标记ＥＰＣｓ，每
组设５个复孔，余孔不加标记复合物；标记２４、４８、７２ｈ后，弃孔
内含标记物的培养上清液，ＤＰＢＳ冲洗后，每孔加入２０μｌＭＴＴ
溶液（５ｍｇ／ｍｌ），孵育４～６ｈ，弃上清，每孔加入１５０μｌ二甲基
亚砜（ＤＭＳＯ），振荡５ｍｉｎ，使结晶物充分溶解；选择４９０ｎｍ波
长，在酶联免疫检测仪上测定各孔光密度值［Ｄ（４９０）］，记录结
果，观察培养细胞对不同标记物在不同浓度和标记时间条件下

的反应性。检测以时间（Ｔ）为横轴，光密度值为纵轴绘制细胞
生长曲线。

１．４．３．２　ＧｄＢＯＰＴＡ标记的ＥＰＣｓ黏附能力实验　　弃去板中
的复合物培养液，ＰＢＳ冲洗２遍，加入０．２５％含 ＥＤＴＡ的胰蛋
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白酶，作用５ｍｉｎ后加含血清培养基终止胰酶的作用；用吸管吸
取孔中培养液，细胞脱离瓶壁后形成细胞悬液；收集细胞悬液

于离心管中，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，加培养基计数，
调节细胞浓度使每管中浓度为１×１０５／ｍｌ，共５管，每管１ｍｌ；
取１ｍｌ细胞悬液均匀接种于包被纤维连接蛋白的２４孔培养板
上，３７℃培养。分别于３０ｍｉｎ、１、２、４、６、１２、２４ｈ，倒置显微镜
下观察细胞黏附能力，并随机选择３个显微镜视野（×４００）计
算２４ｈ时贴壁细胞数。
１．４．３．３　ＧｄＢＯＰＴＡ标记的ＥＰＣｓ迁移能力实验　　消化并收
集复合物标记２４、４８、７２ｈ后的贴壁细胞，并计数细胞；将２５μｌ
ＥＧＭ培养液和 ＶＥＧＦ（５０μｇ／ｍｌ）加入改良的 ＢｏｙｄｅｎＣｈａｍｂｅｒ
的下室，盖上滤膜（滤膜光泽的一面朝下），再盖上趋化小室的

上室；将含２×１０４标记ＥＰＣｓ的５０μｌ培养液注入上室，盖以载
玻片，覆盖全部孔；将其放入３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ；
刮去滤膜上面的未移动细胞，用４％多聚甲醛固定滤膜５ｍｉｎ，
行Ｇｉｅｍｓａ染色２０ｍｉｎ，用蒸馏水冲洗，干后镜检，随机选择３个
显微镜视野（×４００）计数迁移到低层的细胞数。
１．４．４　ＧｄＢＯＰＴＡ标记内皮祖细胞的体外 ＭＲ成像　　标记
２４ｈ后，ＤＰＢＳ洗涤３次，０．２５％含ＥＤＴＡ的胰蛋白酶消化细胞
后，收集于离心管内，以１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ获得细胞团，
用ＤＰＢＳ重悬细胞，调节悬液浓度为１．０×１０６／ｍｌ，将细胞悬液移
至１．５ｍｌＥｐｅｎｄｏｆｆ管内，共有５管；另取未标记细胞消化、重悬，
制成１．０×１０６／ｍｌ细胞悬液，将细胞悬液移至１．５ｍｌＥｐｅｎｄｏｆｆ管
内，共１管，作为对照。
　　采用１．５Ｔ磁共振扫描仪（ＧＥ公司，ＳｉｇｎａＨＤＸ机型），表
面线圈，视野（ＦＯＶ）１５ｃｍ×１５ｃｍ，激励次数 ２～３次，层厚
２ｍｍ，矩阵２５６×２５６，感兴趣区（ＲＯＩ）取１０ｍｍ２。成像序列：
①ＳＥ序列：Ｔ１ＷＩＴＲ１６０ｍｓ，ＴＥ７．９ｍｓ；②快速自旋回波序列
（ＦＳＥ）：Ｔ２ＷＩＴＲ１７００ｍｓ，ＴＥ８４．３ｍｓ；③梯度回波（ＧＲＥ）序
列：Ｔ２ＷＩＴＲ６００ｍｓ，ＴＥ２０ｍｓ，反转角２０°。计算各序列信号
强度变化百分率，用△ＳＩ表示。△ＳＩ＝（ＳＩＧ －ＳＩ０）／ＳＩ０ ×
１００％。ＳＩＧ指各组中不同浓度 ＧｄＢＯＰＴＡ管信号强度，ＳＩ０指
各组中对照管未标记细胞的信号强度。

１．５　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，标记后细胞
黏附、迁移能力和细胞光密度数据采用重复测量的方差分析，

组间两两比较采用 ＳＮＫ法；对相同加权不同序列之间的信号
强度采用配对资料的ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩和检验，对相同浓度不同
序列间采用方差分析，其中两两比较用ＳＮＫｑ检验。

２　结果

２．１　ＧｄＢＯＰＴＡ标记ＥＰＣｓ的体外观察
２．１．１　倒置荧光显微镜观察　　不同浓度的 ＧｄＢＯＰＴＡｊｅｔ
ＰＥＩＴＭＦｌｕｏＦ复合物标记的ＥＰＣｓ与未标记细胞相比较，两者之
间细胞形态无明显差异，各组间主要差别表现为 ＧｄＢＯＰＴＡ
ｊｅｔＰＥＩＴＭＦｌｕｏＦ复合物标记的 ＥＰＣｓ胞质内可见绿色荧光强度
不同，浓度越高荧光强度越强（图１）。

! "

Ａ：１２．５μｇ／ｍｌ；Ｂ：２５μｇ／ｍｌ
图１　ＧｄＢＯＰＴＡ标记的ＥＰＣｓ形态荧光显微镜观察　（×４００）

２．１．２　透射电镜观察　　未标记的细胞主要表现为细胞核较大，
呈椭圆形，含１个核仁，核质比较大，胞质内细胞器稀少（图２Ａ）。
大部分ＧｄＢＯＰＴＡｊｅｔＰＥＩＴＭＦｌｕｏＦ标记的ＥＰＣｓ其大小、形态和细
胞器无明显变化，胞质内散在分布许多Ｇｄ颗粒，颗粒主要位于胞
质的胞器如高尔基体周围以及附着在细胞膜上（图２Ｂ、Ｃ）。
２．２　不同标记时间和标记浓度对 ＧｄＢＯＰＴＡ标记

ＥＰＣｓ的标记率影响
　　在ＧｄＢＯＰＴＡ标记１２ｈ后，倒置荧光显微镜下观察标记的
ＥＰＣｓ均有绿色荧光颗粒，胞质内的绿色荧光颗粒量与标记浓
度有一定的关系。２５μｇ／ｍｌ标记率达到８０％，而５μｇ／ｍｌ标记
率仅为４０％；标记２４ｈ，２５μｇ／ｍｌ标记率可达９０％，而５μｇ／ｍｌ
标记率为５７％，５０μｇ／ｍｌ标记率则为７０％。可见其标记率呈
“抛物线”样分布，在２５μｇ／ｍｌ标记率达峰值，而后浓度增加标
记率降低。不同标记浓度和标记时间ＥＰＣｓ标记率见表１。

表１　不同标记时间和标记浓度ＧｄＢＯＰＴＡ标记ＥＰＣｓ的
标记率（％，珋ｘ±ｓ）

时间 ｎ ５μｇ／ｍｌ １２．５μｇ／ｍｌ ２５μｇ／ｍｌ ３７．５μｇ／ｍｌ ５０μｇ／ｍｌ
１２ｈ ５ ４１．７±１．０ａ ５５．７±０．８ａ ８０．８±０．５ ７１．６±０．６ａ ６５．１±０．６ａ

２４ｈ ５ ５６．１±３．６ａ ６７．４±１．７ａ ８８．２±１．６ｂ ７３．２±２．２ａ ７０．１±１．１ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与２５μｇ／ｍｌ浓度比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１２ｈ对应浓度比较
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Ａ：未标记的ＥＰＣｓ；Ｂ、Ｃ：ＧｄＢＯＰＴＡ标记ＥＰＣｓ
图２　透射电镜观察ＧｄＢＯＰＴＡ标记前后ＥＰＣｓ的超微形态
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２．３　ＧｄＢＯＰＴＡ标记的ＥＰＣｓ生物学活性检测结果
２．３．１　不同标记时间和浓度对 ＧｄＢＯＰＴＡ标记 ＥＰＣｓ的增殖
能力影响　　在 ＧｄＢＯＰＴＡ低于２５μｇ／ｍｌ时，浓度和时间对
ＥＰＣｓ的增殖能力无明显抑制（Ｐ＞０．０５），但在ＧｄＢＯＰＴＡ高于
２５μｇ／ｍｌ时，ＥＰＣｓ的增殖均受抑，且随浓度升高和标记时间延
长ＥＰＣｓ增殖受抑越明显，在浓度为５０μｇ／ｍｌ标记７２ｈ时最为
显著（Ｐ＜０．０１），见图３。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｇ／ｍｌ比较
图３　不同浓度和标记时间ＧｄＢＯＰＴＡ对ＥＰＣｓ增殖能力的影响

２．３．２　不同标记时间和浓度对 ＧｄＢＯＰＴＡ标记 ＥＰＣｓ的黏附
能力影响　　在ＧｄＢＯＰＴＡ浓度低于２５μｇ／ｍｌ时，浓度和时间
对ＥＰＣｓ的黏附能力无明显影响（Ｐ＞０．０５）；但在ＧｄＢＯＰＴＡ浓
度高于２５μｇ／ｍｌ时，浓度和时间对黏附能力均有影响，贴壁细
胞数减少，特别是在５０μｇ／ｍｌ时，贴壁细胞数显著减少，并且
贴壁细胞数随着标记时间的延长而减少，在７２ｈ时达到最大效
应（Ｐ＜０．０１），见图４。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｇ／ｍｌ比较
图４　不同浓度和标记时间ＧｄＢＯＰＴＡ对ＥＰＣｓ黏附能力的影响

２．３．３　不同标记时间和浓度对 ＧｄＢＯＰＴＡ标记 ＥＰＣｓ迁移能
力的影响　　在ＧｄＢＯＰＴＡ浓度低于２５μｇ／ｍｌ时，浓度和时间
对ＥＰＣｓ的迁移能力无明显影响（Ｐ＞０．０５）；但在ＧｄＢＯＰＴＡ浓
度高于２５μｇ／ｍｌ，浓度和时间对迁移能力均有影响，迁移细胞
数减少，特别是在５０μｇ／ｍｌ时，迁移细胞数显著减少，并且发
生迁移的细胞数随着标记时间的延长而减少，在７２ｈ时达到最
大效应（Ｐ＜０．０１），见图５。
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图５　不同浓度和标记时间ＧｄＢＯＰＴＡ对ＥＰＣｓ迁移能力的影响

２．４　体外磁共振成像
　　各浓度管信号强度见表２。在 Ｔ１ＷＩ：ＧｄＢＯＰＴＡ组相对信

号强度随浓度增加信号增加迅速，最大的相对信号强度出现在

浓度为２５μｇ／ｍｌ时，而后信号降低，与对照管相比差异明显
（Ｐ＜０．０５，图６Ａ）。在 Ｔ２ＷＩ和 Ｔ２ＷＩ：ＧｄＢＯＰＴＡ组相对信
号强度变化趋势与Ｔ１ＷＩ相比不明显（Ｐ＞０．０５，图６Ｂ、Ｃ）。

表２　不同浓度ＧｄＢＯＰＴＡ标记ＥＰＣｓ后在不同序列的ＭＲ
信号强度（珋ｘ±ｓ）

序列 ０ ５ １２．５ ２５ ３７．５ ５０
Ｔ１ＷＩ ５７．８±５．４ ８４．７±４．５ａ１３７．１±１８．１ａ１５１．０±１１．１ａ１４６．０±６．６ａ１１４．１±１３．５ａ

Ｔ２ＷＩ ２０２．１±１２．２２０５．７±１５．６２１６．５±２４．８２３９．３±３１．２２１２．１±１８．４１８６．９±１１．４
Ｔ２ＷＩ１９９．６±１０．７２００．５±１７．５１４３．０±２３．６２４１．９±３３．１２０９．５±２０．０１７６．９±１０．５

ａ：Ｐ＜０．０５，与０μｇ／ｍｌ比较
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Ａ：Ｔ１ＷＩ序列；Ｂ：Ｔ２ＷＩ序列；Ｃ：Ｔ２ＷＩ序列；１：ＦＥＥＰＣｓ；２：Ｐ７２２８
ＥＰＣｓ；３：ＧｄＢＯＰＴＡＥＰＣｓ；自上而下浓度依次为 ０、５、１２．５、２５、
３７５、５０μｇ／ｍｌ
图６　不同浓度标记后ＥＰＣｓ在ＭＲ不同序列上的信号强度

３　讨论

　　随着分子影像学（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｍａｇｉｎｇ）的发展，活体
移植细胞 ＭＲＩ示踪技术逐渐得到应用［６］。目前，已有

大量的动物实验表明，移植干细胞在神经系统损伤和中

枢神经系统退行性病变、心肌梗死、血液病等方面的治

疗取得了可喜的成果。随着对内皮祖细胞的深入研究，

通过移植内皮祖细胞可以改善肢体缺血情况在动物模

型已得到证实［７］。但是，内皮祖细胞广泛应用于临床尚

需解决许多问题，其中关键的是如何监测移植细胞在体

内的存活、迁移及分化情况。研究表明，应用特异性对

比剂标记供体移植细胞和受体ＭＲＩ检测是活体观察移
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植细胞存活和分布的具有应用潜力的方法［２－３，８－１０］。

　　大量的实验研究致力于开发一种标记效率高且
ＭＲ成像效果较佳的新型探针，但是这些新型探针结
构越来越复杂，对大多数实验人员来说并不易获得，而

且尚未通过临床试验。本研究采用的ＧｄＢＯＰＴＡ已通
过美国ＦＤＡ认证，且是临床上较为常用的磁共振对比
剂。Ｇａｄｏｂｅｎａｔｅｄｉｍｅｇｌｕｍｉｎｅ（ＧｄＢＯＰＴＡ）是顺磁性物
质钆Ｇｄ（Ⅲ）离子的大分子螯合物，为阳性对比剂。其
主要产生 Ｔ１正性对比效应，对 Ｔ２加权影响小。为
ＧｄＤＴＰＡ的衍生物，在ＤＴＰＡ骨架上加入苯氧基而制
成，易于被有机阴离子输送至细胞内，其主要的生化特

性与非特异性细胞外间隙对比剂（如 ＧｄＤＴＰＡ）相似，
但是代谢途径和弛豫率又有所不同，在含有生物大分子

（如小牛血清蛋白）的溶液中，Ｔ１弛豫率约为 ＧｄＤＴＰＡ
的２倍，这主要是因为ＧｄＢＯＰＴＡ与前述生物大分子作
用降低了Ｇａｄｏｂｅｎａｔｅ分子的共振频率，因此增加了弛
豫率。动物体内实验表明，较低剂量的 ＧｄＢＯＰＴＡ即
可明显增加弛豫率，并可达理想的强化效果。

　　用于标记的顺磁性 Ｇｄ在自然状态下并不能被哺
乳动物细胞摄取，因此要达到磁性标记的目的，必须通

过载体，且其在体外显微镜下不能得到直观的结果，需

结合荧光物质提供显影［１１］。本研究采用ｊｅｔＰＥＩＴＭＦｌｕｏＦ
作为ＧｄＢＯＰＴＡ标记细胞的介质，ｊｅｔＰＥＩＴＭＦｌｕｏＦ是一
种荧光转染试剂，也属于阳离子聚合物，能够转染

ＤＮＡ，转染效率高于其他阳离子脂质体和聚合物，对细
胞毒副作用小，且耐血清，操作简单易行，以此作为标

记介质，可同时提供ＭＲ和荧光显影。
　　值得一提的是荧光显微镜和透射电镜结果表明，
标记率在浓度为２５μｇ／ｍｌ标记２４ｈ时最高，当浓度
高于２５μｇ／ｍｌ标记２４ｈ时标记率降低，我们认为是
因为Ｇｄ离子与Ｃａ离子相似，可竞争结合Ｃａ通道，当
达到饱和浓度后细胞对Ｇｄ摄取能力降低。
　　ＧｄＢＯＰＴＡ标记ＥＰＣｓ后对细胞的黏附能力、迁移
能力及增殖能力检测结果表明，在 ＧｄＢＯＰＴＡ标记浓
度低于２５μｇ／ｍｌ时，标记浓度和时间对细胞的黏附能
力、迁移能力及增殖能力均无明显影响；浓度大于

２５μｇ／ｍｌ标记４８、７２ｈ时，细胞的黏附能力、迁移能力
及增殖能力受损。结果表明，ＧｄＢＯＰＴＡ标记浓度低
于２５μｇ／ｍｌ标记２４ｈ时，对细胞的黏附能力、迁移能
力及增殖能力无明显影响。

　　ＤａｌｄｒｕｐＬｉｎｋ等［１２］关于标记造血干细胞的研究结

果显示，增加细胞密度有助于提高细胞对标记物的摄

取，延长标记时间也可以增加细胞对标记物的摄取，但

会降低细胞活性。本实验选择标记２４ｈ后进行磁共
振信号检测，是因为此时细胞的标记效率高且对细胞

活性影响不大。本实验分别用 ＦＳＥＴ１ＷＩ、ＦＳＥＴ２ＷＩ
及ＦＩＥＳＴＡＴ２ＷＩ对不同浓度标记２４ｈ后的ＥＰＣｓ及
未标记细胞进行 ＭＲ扫描，ＧｄＢＯＰＴＡ作用主要表现

在Ｔ１ＷＩ序列，研究结果表明随着浓度的升高信号先
升高后降低，在浓度为２５μｇ／ｍｌ时信号强度最大而后
降低，这与ＧｄＢＯＰＴＡ对标记ＥＰＣｓ的生物活性影响结
果相一致，因Ｇｄ可竞争性结合Ｃａ通道，在２５μｇ／ｍｌ的
浓度是一转折点，说明当浓度高于此时，进入细胞内的

Ｇｄ达到饱和，细胞外的 Ｇｄ不能再随着浓度的增加而
进入细胞内，所以信号开始降低。

　　本研究采用不同浓度的ＧｄＢＯＰＴＡ标记ＥＰＣｓ，比
较不同标记浓度和标记时间对 ＥＰＣｓ生物活性的影响
及在不同的扫描序列上信号强度的变化情况，为将来

利用ＭＲＩ技术追踪移植的 ＥＰＣｓ，无创性地监测 ＥＰＣｓ
在活体内的存活和迁移，以及随移植时间而演变的规

律奠定基础。
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