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!!%摘!要&!目的!探讨超顺磁性氧化铁纳米颗粒".-Y,$标记青山羊骨髓间充质干细胞的方法!并确定标记颗粒在细胞内的

具体位置!评价标记效果' 方法!抽取骨髓离心!分离间充质干细胞制成单细胞悬液传代培养及扩增!用 .-Y,标记第三代骨髓间

充质干细胞!显微镜下观察发现细胞内胞吞入大量 .-Y,颗粒后消化培养细胞!离心成团!于 "36O戊二醛固定!透射电镜常规制样!

镜下观察并采集图像' 结果!电镜下骨髓间充质干细胞的超微结构保存良好!胞质内出现大量电子密度高的 .-Y,颗粒!呈小团状

或点状分布!主要位于溶酶体内及滑面内质网+线粒体及胞浆中的膜性结构上!细胞膜表面和核膜上也可见少量的散在颗粒' 结论

!透射电镜下显示用 .-Y,标记骨髓间充质干细胞阳性率高!超微结构保存良好!准确定位了 .-Y,在胞内的位置!此法可为干细胞

移植的示踪提供依据'
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!!间充质干细胞">IFICGRL>?2FKI>GI22F!].WF$是

干细胞家族的重要成员!来源于发育早期的中胚层和

外胚层' ].WF存在于骨髓基质中!形态呈纤维状!可

聚集成均匀集落!体外培养呈漩涡状排列!既往认为

].WF主要功能是对骨髓造血系统细胞起支持和连接

作用' 近年研究表明 ].WF具有自我复制+多向分化

的干细胞生物学特性!有高度增殖潜力!可分化为多种

间叶组织细胞!进行相应组织修复' 骨髓 ].WF获取

方便!体外扩增容易!连续传代培养和冷冻保存后仍具

有多向分化潜能!是促组织工程血管化优良的种子细

胞来源%$&

!可用于衰老和病变引起的组织器官损伤修

复!同时因其移植未涉及伦理!因此骨髓间充质干细胞

在体内的移植治疗成为近年来研究的热点' 如何标记

移植的骨髓间充质干细胞及观察其分化+生长情况一

直是研究探索的重点' 本实验采用超顺磁性氧化铁

"FAHIJH?J?>?NCIK@G@J1C 1\@DI!.-Y,$标记体外培养的

骨髓间充质干细胞!标记后通过透射电镜观察!探寻

.-Y,的胞内标记位置!并评价其标记效果!可为干细

胞移植的示踪提供实验依据'

23 材料与方法

$3$!实验动物及主要试剂

!!6 月龄青山羊 $" 只"第三军医大学实验动物中心提供$!

体重 4# P46 `N!雌雄不拘' .-Y,"四川大学生物材料中心提

供$!"36O戊二醛溶液"国药集团化学试剂有限公司!进口分装

Q']专用$'

,"",
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$3"!骨髓间充质干细胞的获取及原代培养

!!动物用 #3$ >NZ̀N速眠新
)

注射液肌肉注射麻醉!固定四

肢!剃除术区羊毛!常规碘伏消毒!铺无菌治疗巾' 用 $7 号骨

髓穿剌针于一侧髂骨做骨髓腔穿剌!待感到有明显的落空感

后!用肝素"肝素用生理盐水稀释!浓度为 $## /Z>M$预湿的 "#

>M注射器抽取骨髓 7 >M!每一穿剌点抽取骨髓约 " >M!缓慢

沿管壁加入到含等体积比重为 $3#94 的淋巴细胞分离液的离

心管中!以 " 6## P4 ### JZ>@C离心 4# >@C!吸取中间乳白色云

雾状有核细胞层!加入 #3#$ >12ZM-:. 缓冲液 6 >M反复吹打

漂洗!$ 6## JZ>@C离心 7 >@C!再次用 #3#$ >12ZM-:. 缓冲液漂

洗离心 $ 次!弃上清!在沉淀中加入原代培养液 6 >M!反复吹打

制成单细胞悬液!经血球计数板计数细胞后!以每平方厘米

4 l$#

6个有核细胞接种培养瓶!49 o下 6OW,

"

饱和湿度培养

箱内孵育!4 D后首次全量换液!弃去大量悬浮的细胞!以后隔

日换 "Z4 量培养液!每日在倒置相差显微镜下观察记录细胞生

长状况和形态变化' 待细胞生长至 5#O P8#O融合!随即进行

传代培养'

$34!骨髓间充质干细胞的传代培养及扩增

!!弃去原代培养瓶内的培养液!加入 #3"6O胰蛋白酶Z

#3#$O'X+)混合消化液 " >M!摇晃培养瓶!使消化液完全流

过培养瓶底!弃去消化液!重新加入消化液 6 >M!密闭 49 o下

消化 $ P4 >@C!在倒置相差显微镜下观察细胞间隙变大+细胞

变圆+部分细胞游离后!加入等量体积细胞完全培养液终止消

化#吸管轻轻吹打使贴壁细胞完全脱壁!并使细胞团完全分散!

收集含骨髓间充质干细胞的酶溶液于离心管内!以 $ ### JZ>@C

离心 6 >@C#弃去上清!用 #3#$ >12ZM-:. 缓冲液 6 P$# >M反

复吹打漂洗!$ ### JZ>@C 离心 6 >@C!弃去上清!在细胞沉淀中

加入适量细胞完全培养液!充分吹打制成单细胞悬液#收获细

胞计数后!以每平方厘米 $ l$#

6个细胞接种培养瓶!并补加完

全培养液!49 o下 6OW,

"

饱和湿度培养箱内孵育' 隔日换"Z4

量培养液!每日在倒置相差显微镜下观察记录细胞生长状况和

形态变化!取第三代细胞用于实验研究'

$3<!.-Y,标记骨髓间充质干细胞

!!第三代细胞长至细胞密度达 8#O时!#3#$ >12ZM-:.洗涤

" 次!加入含 .-Y,$# CNZ>M的X]']ZQ;$""含 $#OQ:.$培养

液 $6 >M!继续培养 "< R 后显微镜下观察!见细胞内胞吞入大

量 .-Y,颗粒' 弃去原代培养瓶内的培养液!加入 #3"6O胰蛋

白酶Z#3#$O'X+)混合消化液 " >M!摇晃培养瓶!使消化液完

全流过培养瓶底!弃去消化液!重新加入消化液 6 >M!密闭

49 o消化 $ P4 >@C!在倒置相差显微镜下观察细胞间隙变大+

细胞变圆+部分细胞游离后!加入等量体积细胞完全培养液终

止消化#吸管轻轻吹打使贴壁细胞完全脱壁!并使细胞团完全

分散!收集含骨髓间充质干细胞的酶溶液于离心管内!以

$ ### JZ>@C离心 6 >@C#弃去上清!用 #3#$ >12ZM-:. 缓冲液

6 P$# >M反复吹打漂洗!$ ### JZ>@C 离心 6 >@C!细胞成团!弃

去上清液后于 "36O戊二醛溶液中 < o下固定'

$36!透射电镜制样

!!细胞经 "36O戊二醛溶液"< o$固定 " R!用 #3$ >12ZM

-:. "HV93" P93<$漂洗 4 次!每次 4# >@C!后经 $O锇酸后固

定+丙酮梯度脱水+浸透+环氧树脂 7$5 包埋+超薄切片+铀;铅双

染色等步骤处理!经荷兰飞利浦+'W*)Y$# 型透射电子显微镜

观察并采集图像'

73结果

!!在透射电镜下观察!骨髓间充质干细胞超微结构清晰!形

态保存良好' 低倍下观察图像反差效果好!标记物特异性强!

.-Y,颗粒标记效果明显!阳性反应产物较高"图 $?$' 胞质中

出现大量电子密度高的 .-Y,颗粒!颗粒呈小团聚集或散在点

状分布!着色深!颗粒大小不均!主要位于溶酶体+线粒体内部

及滑面内质网或胞内其他膜性结构上"图 $S$' 高倍放大可见

细胞膜表面和核膜表面也有少量的散在颗粒!着色较浅!颗粒

较小"图 $G$#胞浆内清晰可见大量散在颗粒"图 $D$#细胞核内

未见阳性反应产物'

?(低倍下胞浆内可见大量电子致密物沉积" l7 "##$#S(低倍

下 .-Y,颗粒呈小团聚集或散在点状分布" l5 8##$#G(高倍下

胞膜和核膜表面也可见少量致密物沉积" l$" 6##$#D(高倍下

胞浆内清晰可见大量散在颗粒" l$6 ###$

图 23!RS<标记骨髓间充质干细胞透射电镜观察

D3讨论

!!骨髓间充质干细胞可以分泌多种细胞因子!这些

,4",
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细胞因子参与了造血功能的调控' 同时!也能分泌胶

原+蛋白多糖+透明质酸酶等物质!为造血干细胞在机

体内迅速归巢提供了结构上的支持' 研究发现!骨髓

间充质干细胞具有不同的分化方向和分化能力!在特

定诱导条件下!大部分骨髓间充质干细胞在受体体内

能够迁移!分化为多种细胞!包括成骨细胞+软骨细胞+

骨骼肌细胞+平滑肌细胞+心肌细胞+星形胶质细胞+少

突胶质细胞等!还可以在一定条件下转化为肝细胞+胰

岛细胞+肾小管细胞等' 因此体外培养扩增骨髓间充

质干细胞可作为组织工程中理想的种子细胞!但目前

还没有固定的细胞标记物' .-Y,可以有效地进行骨

髓间充质干细胞标记!而这种标记方法不会影响细胞

的活力+生长+分裂+迁移+分化等生物学功能!对细胞

没有毒性!具有良好的安全性%"&

' 磁性标记干细胞具

有无创+可连续进行等优点!已被广泛应用于干细胞移

植治疗脑+心肌+肝脏和肾脏损伤的体内示踪研究%4&

'

!!.-Y,是目前最常用的干细胞标记物!具有以下优

势(

!

明显增加 ]&Y检测的敏感性#

"

有多种商用的

.-Y,试剂如'CD1JI>和 &IF1̂@FK等可供选择#

#

很低

浓度的 .-Y,即可被检测到!因而降低了细胞的潜在毒

性#

$

一定浓度的 .-Y,是安全的!可以通过生物降解

的形式进入铁代谢循环%<&

' .-Y,作为标记物自出现

即受到广大研究者的关注!大量有关干细胞的研究均

采用了这种标记物' 如 V?ANIJ等%6&将 .-Y,标记的

].W静脉输入肾小球损伤的动物体内!取损伤肾组织

进行检测!通过普鲁士兰染色+免疫荧光和 ]&Y等方

法进行检查都提示阳性' 大部分研究者均采用了光镜

染色及]&Y技术进行标记的阳性检查%7&

!但对 .-Y,

在胞内的具体标记部位却未予详细说明' 李俊峡

等%9&曾在成肌细胞的标记研究中发现标记细胞质膜

下可见大小不一的空泡状结构!高密度的铁粒子存在

于空泡内外!但同样未明确指出 .-Y,在胞内标记的具

体位置'

!!本研究利用 .-Y,标记骨髓间充质干细胞!标记后

通过透射电镜观察显示 .-Y,在细胞内主要聚集部位

为溶酶体!同时在线粒体内部+内质网膜上也有颗粒发

现!说明 .-Y,颗粒在细胞内部并没有专一的聚集部

位!在多种细胞器均可存在' 高倍镜下发现细胞膜上

与细胞核膜上亦有颗粒存在!说明 .-Y,被吞入细胞后

即分散到各种膜性细胞结构上'

!!在利用 .-Y,进行细胞标记的透射电镜实验研究

中!首先要获得理想的阳性反应产物!其次要保证超微

结构保存良好!这样才能准确定位 .-Y,的标记位置'

由于整个实验步骤复杂!影响因素多!在光镜下又无法

对 .-Y,颗粒准确定位!所以在实验研究中一定要注意

以下几点(

!

.-Y,用于干细胞标记的浓度和剂量要适

当!张瑞平等%5&总结前人的研究结果得出 "# P6#

*

NQIZ>M为安全而又有效的标记浓度!.-Y,标记细胞

对细胞的活性+生存能力+功能+分化无不利影响!也无

毒性!低于 "#

*

NQIZ>M培养液则无法有效标记或需

增加标记后的孵育时间!高于 6#

*

NQIZ>M培养液将

使细胞的生物学活性受到不同程度的抑制#

"

.-Y,标

记与干细胞的生长+标记时间密切相关!在进行标记时

要不断摸索并严格控制这两个因素#

#

控制培养液的

浓度+消化液的浓度和消化时间!防止细胞受到影响发

生变形#

$

注意控制细胞离心的速度大小和离心时间!

以防止外力损伤!有利于保存良好的超微结构#

%

干细

胞培养过程中要不断监测细胞的生长状况+形态变化+

细胞内铁颗粒的分布及标记情况!并及时终止培养进

行后续研究'

!!移植细胞的示踪在干细胞研究中起着不可代替的

作用!在组织工程和细胞治疗方面具有广阔的应用前

景%8&

' 采用电镜技术观察 .-Y,标记骨髓间充质干细

胞!能清楚地分辨 .-Y,标记阳性细胞!并可对细胞内

的超顺磁性氧化铁纳米颗粒进行准确的定位!有利于

干细胞移植研究的开展'
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