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探讨不同浓度 SPIO对人成纤维细胞标记率和细胞活力影响 

及其MRI的实验研究 

郑 娟 ，王顺和1，文 明z，黄铀新2，李必波3，李晗宇 
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重庆 400016；3．重庆医科大学药学院药学系，重庆 40016) 

【摘 要】目的：探讨不同浓度超顺磁性氧化铁纳米粒子(Super—paramagnetic iron oxide，SPIO)体外标记人成纤维细胞 (Human 

fibroblast cells，Hfbs)的磁性标记率、对细胞生长活力的影响，以及体外磁共振成像(Magnetic resonanceimaging，MRI)成像的特 

征。方法：将单纯SPIO(铁浓度为 200 p~g／m1)、不同浓度的SPIO一多聚赖氨酸复合物分别与培养基混合(铁的终浓度分别为 

150、100、50、25~g／ml，PLL终浓度为7．5 txg／m1)，加入Hfbs共同培养 12、24、48、72 h后收集细胞。采用台盼蓝排除试验检测细 

胞活性和普鲁士蓝染色法检测细胞铁分布。运用光学显微镜、透射电镜观察铁颗粒在细胞内的位置、计算其标记率；MR扫描观 

察细胞信号强度变化情况。结果：SPIO一多聚赖氨酸复合物组细胞标记率显著高于单纯SPIO标记组(P<0．05)，台盼蓝排除试 

验显示，100 tLg Fe／ml及其以下浓度组细胞活力与对照组之间差异无统计学意义(P>0．05)。普鲁士蓝染色显示每个标记细胞胞 

质内可见多少不等的蓝染铁颗粒，电镜显示铁颗粒集中于内涵体和溶酶体中；含量在25～50 g Fe／ml的培养液是 SPIO标记干 

细胞的安全浓度，在此浓度阈值标记后孵育 18～24 h即可有效标记细胞95％一100％；MR扫描显示标记细胞信号强度明显降 

低。结论：自制合成的SPIO一多聚赖氨酸复合物可以简便、安全的标记人成纤维细胞。并且在适当浓度25 tzgFe／ml标记细胞不 

仅标记效率高，而且对细胞活力无明显影响，SPIO标记细胞明显降低 MR扫描下的细胞信号强度。 
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A study on labeling efficiency。cellular viability and in vitro MRI of hUman 

fibroblast cells Iabeled with SP10 of different concentration 

zHENGJuan。et al 

(Department ofPathology，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objeetive：To explore the efficiency of super-paramagnetic iron oxide(SPIO)of different concentrations in vitro labeling human 

fibroblast cells as well as the influence on cellular viability，and to investigate the characteristics of magnetic resonan ce imaging． 

Methods：Respectively mix pure SPIO (concentration of iron：200 g／m1)and SPIO-PLL compound of different concentrations with 

substrate (final concentrations ofiron：150，100，50，25 I-tg／ml；final concentration ofPLL：7．5 g／m1)．Then incubate it with Hfbs for 

12，24，48 h and 72 h．Collect the cells．Assess cellular viability with Trypan Blue Dye Exclusion Method；test iron particles distribution in 

cells with Prussian blue Stain；observe the positions of iron particles with optical microscope and TEM and calculate the labeling rate of 

SPIO；perform MR scanning to measure the signal intensity change of the cells．Results：Labeling efficiency of SPIO-PLL compound is 

much higher than that of pure SPIO(P<O．05)．Trypan Blue Dye Exclusion test shows the viability difference between the cells labeled with 

100 Ixg Fe／ml or lower iron content solutions and the comparison is not statistically significant (P>0．05)．Prussian blue Stain test shows 

there are more or less blue dyed iron particles inside cytoplasm of each labeled cells．And those iron particles concentrate in endosome and 

lysosome (with electron microscope)．Culture solution of concentration in the range of 25-50 g Fe／ml is safe for labeling stem ceils with 

SPIO，and 95％-100％ ofthe cells will be effectively lab eled in 18-24 h．And the MR scanning shows obvious reduction of signal intensity 

of the labeled cells．Conclusion：Human fibroblast cells can be easily and safely labeled with self-made SPIO—PLL compound．Labeling 

with appropriate solution (iron content of 25 g／m1)is highly efficient and has little influence on cellular viability，furthermore，with 
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SPIO labeling，the signal intensity of cells scanned with MR is 

dramatically reduced． 
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目前 ，对脑脊髓疾病的临床治疗停留在缓解症状和控制 

疾病的发展阶段。有研究发现，成年哺乳动物脑组织中存在 

的神经干细胞可以分化成神经组织，表明中枢神经系统也存 

在再生修复能力ll_21，采用干细胞移植治疗是一种可能治愈该 

类疾病的有效手段 ，但移植后干细胞的分布 、迁移 、分化及 

转归等生物学行为一直是争论的话题。传统方法多采用荧光 

染料或染色体等作为标志物对移植的干细胞示踪，但只能在 

离体状态下通过组织学检查来进行，虽然该方法具有较高的 

标记效率，但最大的问题在于无法在活体内显示标记细胞。 

这不仅不利于在动物实验中动态地显示移植细胞的成活及 

迁移情况，更限制了细胞移植在临床中的应用。 

磁共振成像(Magnetic resonance imaging，MRI)是最近出 

现的显微影像技术，具有较高的分辨率，因其能够分辨近似 

于细胞大小的组织 ，理论上讲能够动态跟踪移植细胞 ，当然 

须经 MRI对比剂标记后才能与背景组织区别，而被 MRI检测 

到。超顺磁性氧化铁纳米粒子(Super—paramagnetic oxide iron 

particle，SPIO)具有强大的T，正性效应 。是一种良好的MR 

I对比剂。本实验旨在采用 SPIO—PLL复合物标记人成纤维 

细胞，探讨不同标记时间、不同浓度的磁性标记率，标记后的 

细胞形态改变以及体外 MRI特点，寻求一种最佳的标记方 

法，为下一步活体内示踪试验奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 细胞株 人成纤维细胞株 (细胞免疫荧光显示呈 vi— 

mentin阳性)。系重庆医科大学干细胞与组织工程实验室提 

供。 

1．1．2 主要实验试剂及主要仪器设备 葡聚糖包被的 SPIO 

为本课题组 自制 。Maxi—Mix旋涡混合器 ，美国 Thermolyne 

公司。多聚赖氨酸(Poly—lysine，PLL)(美国 Gibco公司)，胎牛 

血清 (杭州四季青公司)。细胞培养基 RPMI一1640、胰蛋 白 

酶 、台盼蓝、普鲁士蓝等试剂以及细胞培养试验场所和主要 

仪器由重庆医科大学神经干细胞与组织工程实验室提供。美 

国GE公司1．5T磁共振成像仪。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 人成纤维细胞 SP10标记 不同时间标记细胞 ：设含 

不 同浓度 SPIO的培养基与细胞共同孵育时间分别为 12、 

24、48、72 h后收集细胞观察标记率，及细胞形态有无改变， 

以选择最佳标记时间。不同浓度 SPIO标记细胞：将 SPIO与 

等容积的 PLL混人含 10％胎牛血清的 RPMI一1640培养基 

中(PLL和铁的终浓度分别为 1．5 Ixg／mJ和 25、50、100、150 

Ixg／m1)，置于37％涡旋振荡仪中孵育 60 min合成不同浓度 

的SPIO—PLL复合物的标记培养基。将其分别加入含 1×10s 

个／孑L细胞的 24孑L板中，置于 5％CO 培养箱中孵育不同时 

间后收集细胞。设未标记细胞为对照 A组，SPIO—PLL标记 

25 Ixg Fe／ml作 B组 ，5O Ixg Fe／ml作 C组，100 Ixg Fe／ml作 D 

组，150 Ixg Fe／ml作 E组 ，单纯 SPIO标记 (未经 P1 I 修饰，Fe 

浓度为 200 tx g／m1)作 F组，每组设 4孑L。 

1．2．2 病理学分析 分别于细胞标记后 1 d、1周 、2、3、4周 

行细胞活性检测及细胞铁染色，并与未标记细胞对照。 

1．2．2．1 细胞活性检测 采用台盼蓝排除试验。吸去培养板 

中含 SPIO—PLL复合物培养基，PBS液洗涤 3次，胰酶消化 ， 

离心收集后制成细胞悬液，用巴氏吸管各取 1滴细胞悬液与 

1滴台盼蓝混合滴入细胞计数板，镜下观察，计数 100个细 

胞。细胞活力(台盼蓝拒染率 )=染色阴性细胞数 ／100个细 

胞 X 100％。 

1．2．2．2 铁染 色 采用普鲁士蓝染色。吸去培养板中含 

SPIO—PLL复合物培养基 ，PBS液洗涤 5 min×3次，进行普 

鲁士蓝染色：4％多聚甲醛 固定 40 min，PBS液洗涤 3次 ，在 

Perl试剂(2％亚铁氰化钾 +6％盐酸水溶液 )中孵育 30 min， 

PBS液洗涤 3次 ，1％核坚固红复染 3 rain，PBS洗去多余核 

坚固红后 ，应用光学显微镜对各个样本分别照像 ，然后在照 

片上分别计数细胞总数和普鲁士蓝染色阳性细胞数 ，细胞标 

记率 =普鲁士蓝染色阳性细胞数／细胞总数 X 100％。 

1．2．2．3 透射电镜检测 标记细胞用 0．25％胰蛋白酶消化制 

成悬浮细胞，l 800 r／min离心 18rain后转入 1 ml EP管，弃去 

上清液后加入 2．5％戊二醛溶液 ，4 固定 1 h，1 000 r／min离 

心5 rain，弃固定液，1％锇酸固定 1 h，梯度丙酮脱水，环氧树 

脂包埋，切片，醋酸双氧铀及枸橼酸铅染色，电镜下观察。 

1．2．3 标记细胞 MRI体外成像 以含不同浓度铁粒子的培 

养基标记人成纤维细胞 ，24 h后消化提取细胞及同批未标记 

细胞 ，调整细胞浓度为 2×10s个 ／ml，另外用无铁培养基，蒸 

馏水作为对照。按照不同标记细胞浓度分置于 1．5 ml Ep— 

pendoff管中，置入水盒内进行 体外 MRI扫描。采用 1．5-T 

MR成像仪横断位扫描。3英寸表面线圈固定线圈。扫描参数 

为：GRE(梯度回波)序列，TR／TE 225／5．3 ms，翻转角 3Oo，视 

野 8．0 mm，层厚 1．8 cm，矩阵 256 X 256。分别沿各管内径勾 

画感兴趣区(Region ofinterest，ROI)，测定各管信号值及背景 

信号值，计算信噪比(Signal—to—noise ratio，SNR)管内信号值／ 

背景信号值。 

1．3 统计学分析 

对测量结果以( ±S1表示，应用 SPSS10．0统计分析软件 

进行方差分析 ，组间多重比较采用 LSD法，以 P<0．05为差异 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 不同时间 SPIO标记 细胞 的比较 

普鲁士蓝染色显示 ：含铁培养基和细胞共培养 12 h仅 

见少许蓝染颗粒存在细胞质中，18 24 h见大量蓝染颗粒存 

在于细胞质中，细胞形态未发生改变，呈梭形 、大多角形和扁 

平星形 ，48 h以上见细胞数量减少 ，形态改变 ，体积缩小 ，细 

胞内仍可见蓝染颗粒，少许细胞已溶解、死亡。未标记细胞及 

单纯SPIO组普鲁士蓝染色后细胞内未见蓝染颗粒。 

2．2 不同浓度 SPIO对标记细胞的存活影响及标记效率 

2．2．1 磁标记对成纤维细胞生长活力的影响 不同浓度组 
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注 ： 与对照组比较，P<O．001； 与组间比较，P<0．05 

记细胞的安全浓度为 25～5O g Fe／ml之间，标记时间为 18 

~ 24 h标记率高，对标记细胞的功能和生存能力无不利影响， 

这与国内外大部分研究结果一致l8． 。 

由于细胞膜与 SPIO颗粒都带有负电荷，两者相互排斥 

使得氧化铁颗粒很难进入细胞内，标记率低 ，所以必需对氧 

化铁颗粒进行适当的修饰 ，改变其粒子的电性。目前，常采用 

多聚阳离子转染剂 I、脂质体⋯】、受体介导方式ll2】等方法修饰 

氧化铁共同标记细胞。本实验采用 Arbab等的方法l13】应用 

PLL介导干细胞磁标记。PLL是 1种表面带大量正电荷的转 

染剂 ，通过静电荷作用可与表面带负电荷的氧化铁纳米颗粒 

有效结合，从而增加 SPIO与细胞的亲和力 ，以提高细胞的磁 

标记率。通过实验我们发现，这种 SPIO—PLL复合物的制备及 

其后的细胞标记方法简单易行 ，且标记效率几乎为 100％，普 

鲁士蓝染色显示大量 Fe：0，一PLL颗粒聚集于细胞质内，而应 

用未经PLL修饰的SPIO标记细胞内见少量散在分布的铁颗 

粒。电镜显示铁粒子位于细胞浆中，且对细胞无毒害作用。 

磁共振成像能够很好的显示体外标记细胞信号改变情 

况，间接反映细胞内的铁浓度。国内外不少研究者采用将细 

胞重悬于 1％～4％琼脂糖中进行磁共振扫描 ，其优点在于消 

除了磁敏感伪影，图像较清晰，易于统计，但该法受细胞浓度 

的影响大。在细胞数量较少的情况下会出现假阴性结果。因 

此，我们尝试只扫描标记细胞，从而避免了假阴性结果的产 

生。这与我们此次实验结果一致，即使在细胞数少于 105个 

的情况下 ，磁共振也能敏感的显示。 

总之，本文研究结果表明，运用 SPIO标记人成纤维细胞 

是安全 、可行的，SPIO标记细胞的安全浓度为 25 50 g 

Fe／ml，最佳标记时间为 18-24 h，且 MRI能够很好的显示细 

胞信号强度的变化，对于今后的活体试验研究提供监测保 

障。本课题下一步将在此研究的基础上移植标记的细胞到 

EAE模型中进行 MRI观察 ，并对细胞移植后的功能性分化 

进行相关研究。 

(致谢 本实验得到重庆医科大学附属第一医院放射科 

文明教授 的大力支持，在此表示深深的感谢 !) 
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