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超顺磁性氧化铁标记大鼠骨髓问充质干细胞的 

磁共振成像研究 

黄铀新，吕富荣，吕发金，肖云华，马秀华，肖智博 

(重庆医科大学附属第一医院放射科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨超顺磁性氧化铁纳米粒子(Superparamagnetic iron oxide，SPIO)体外标记大鼠骨髓问充质干细胞(Bone marrow 

mmsench,，mat stem ce11s，BMSCs)的适当浓度和不同标记浓度对细胞的生物学活性影响，以及经 MR成像的特征等。方法：选取第 

5代细胞进行不同浓度 SPIO标记 ，运用光学 微镜观察铁颗粒在细胞内的位置 、分布及标记率 ；选取适当浓度标记量，使用 

1．5T磁共振进行 T WI、T’WI、T *WI扫描，测莆不同扫描序列标记细胞管的信号强度改变 ，并进行统计学分析。结果：标记后的 

铁颗粒均位于细胞质内；含量在 25～5O g Fe／ml的培养液足 SPIO标记干细胞的安全浓度，在此浓度阈值标记后孵育 24 h即 

可有效标记细胞 97％～100％ ；SPIO标记的 MSCs在 T，WI，T WI及 T wI序列信号均降低。结论：SPIO可以简便标记 MSCs。并 

且在适当浓度下对 MSCs的生物学活性没有影响，MR T：Wl和T WI序列可有效显像磁性标记的干细胞，为下一步活体试验奠 

定基础。 
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【Abstract】Objective：To explore the proper concenlration of superparamagnetic iron oxide(SPIO)labeling bone marrow mesechymal 

stem cells and the biological influence of different labeling concentrations，and to evaluate the characteristics of magnetic resonance 

imaging by a 1．5 T MR scanner．Methods：BMSCs (5 )were incubated with different concentrations of SPIO particles．The location， 

distribution and the labeling ratio of SPIO particles in cells were obse,wed．At an optima|concentration，samples of SPIO—labeled and 

unlabeled MSCs suspension in agar were imaged by MR1 with TlWI，T2Wl and T2 WI．and the signal intensity were measured and 

statistically analyzed．Results：Labeled SPIO particles were stained in cytoplasm．BMSCs were efficiently labeled (97％ to 100％ )in 

culture at 24 hours and particle concentrations(25 to 50 g Fe／ml medium)．Compared with unlabeled cells，BMSCs loaded wi,ith SPIO had 

similar viabilitv and proliferation profiles at this proper range of labeling concentration．SPIO labeling caused a stronger low signal 

attenuation effect in TlWI、T1WI andT2*WI．Conclusion：BMSCs can be easilY and efficiently labeled by SPIO without interference on the 

cell viability and proliferation，MRI visualization of SPIO-labded MSCs is feasiNe，which provrdes basis for future in vivo studies． 

【Key words]Stem cells；superparamagnetic iron oxid；Magnetic I~sonance imaging 

运用影像技术来监测标记细胞的功能状况是 

当今医学的前沿课题，由于 MRI具有较高的分辨率， 

可以达到单一细胞水平，成为细胞成像研究的热 

点。超顺磁性氧化铁纳米粒子(Superparamagnetic 
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iron oxide，SPIO)作为一种新型的 MR对比剂 ．已经 

成功的应用于细胞标记领域【1．21。本文旨在采用SPIO 

(商品名 Resovist)进行骨髓间充质干细胞的磁性标 

记和体外 MR成像研究，探讨细胞标记的适当浓度， 

不同浓度对细胞的生物活性影响以及 MR成像特 

点，为下一步的活体试验奠定基础。 
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1 材料与方法 

1．1 细胞株 

SD大鼠骨髓间充质干细胞(Bone marrow mesenchyrnal 

stem cells，BMSCs)细胞株购 自赛业(广州 )生物科技有限公 

司。其流式检测报告显示 ：CD29(+)、CD44(+)、CD45(一)。 

1．2 实验试剂及 仪器 

Resovist(德国 Schering公司惠赠 )：1．4 ml／支 ，含铁浓度 

0．5 mg／ml，铁颗粒直径 50 nm。多聚赖氨酸(PlJl )(美国 Gibco 

公司)，胎牛血清 (杭州四季青公司)。细胞培养基 DMEM／F12、 

胰蛋 白酶等试剂以及细胞培养试验场所和主要仪器由重庆 

医科大学基础研究所提供。GE1．5T磁共振。 

1．3 不同标记 浓度 的比较 

将 Resovist按照 25、50、100、150、200 g／ml与等容积的 

PLL(1．5 g／m1)混入含 0．2胎牛血清的培养基内，置于 37~C 

涡旋振荡仪中孵育 60 rain合成 SPIO—PLL复合物。将 SPI— 

O—PLL复合物加入含 1×10s个 ／孑L细胞的 12孑L板中，Reso— 

vist终浓度分别为 12．5、25、50、75、100 g／ml，PI I 终浓度为 

0．75 g／ml。并依次设置试验组 B—F组，A组为对照组，未加 

SPIO—PLI 复合物，每组 2孔。将 24孑L板置于 5％CO：培养箱 

中孵育 24 h后，每组分别采用普鲁士蓝染色法检测细胞铁 

分布和台盼蓝排除试验检测细胞活性。 

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 3次，进行普鲁士蓝染色：1％戊二醛固定 1O 

rain，PBS液洗涤 3次，2％亚铁氰化钾 一6％盐酸水溶液孵育 30 

min，PBS液洗涤 3次，应用光学显微镜对各个样本分别摄像 ， 

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 ×1 00％。 

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 =染色阴性 

细胞数 ／100个细胞 X 100％。以未标记细胞作对照。 

1．4 细胞团法标记细胞 MR体外成像 

根据上述细胞标记细胞浓度检测结果分析后 ，我们以 

25 gFe／ml培养液浓度标记 BMSCs，24 h后消化提取细胞 ， 

按照不同细胞数分置于 0．2 ml Ependoff管中，静置 1 h，细胞 

沉积于 Ependoff管底部，置入水盒内进行 MR扫描。 

成像分组 ：1管 一j蒸水管，2管 一培养基管 ，3管 一2× 

l0s个／管未标记细胞管 ，4管 一2 X 10 个／管标记细胞管 ，5管 

一 1×10s个／管标记细胞管，6管～5×10 个／管标记细胞管。 

磁共振成像序列及方法：用 GE Signa 1．5T MR磁共振成 

像系统。用 3英寸线圈，常规行冠状位和横断位 T WI，％wi 

及 T2*WI成像，具体参数：T1WI：TR=300 lIlS，TE=Minimum； 

T2WI：TR=3 600 IYIS，TE=102 ms；T2 WI：TE=Min Ful1．层 厚 2 

mm，层间隔 Omm，矩阵 256×256，FOV为 120 nlm×90 mlYl。 

NEX一4。 

比较不同序列上标记细胞与未标记细胞的信号强度变 

化情况。计算信号强度变化率的公式为：[(L—U)／U]X 100％。 

L为标记细胞 ，u为未标记细胞 。 

1．5 统计分析 

对测量结果采用 SPSSI2．0统计分析软件进行统计学处 

理 ，计数资料采用均数与标准差( ±S)。 

2 结 果 

2．1 R．esovist标记 MSCs的普鲁士蓝染色 

普鲁士蓝染色阳性标记 MSCs胞质内存在蓝色 

铁颗粒 ，细胞呈淡蓝色至深蓝色不等，部分蓝色颗 

粒聚集成团，染色的深浅程度与所加的Resovist的剂 

量成正相关 (图 1)。B组 (12．5 g Fe／m1)标 记率为 

75％，C组 (25 fxg Fe／m1)标记率为 97％，D～F组 (50— 

100 g Fe／m1)标记率均为 100％。 

2．2 Resovist标记 MSCs的台盼蓝染 色 

B～F组细胞台盼蓝据染率分别为 100％、100％、 

98％、90％、85％。随着 Resovist浓度的升高 ，细胞出 

现少许溶解征象。以 F组(100 g Fe／m1)最为明显。 

2．3 标记细胞 MR体外成像 

标记细胞 MR体外成像见图 2，T WI，T WI及 

T：*WI序列冠状位图像各管底部信号改变值见表 1。 

对 3个序列中标记细胞和未标记细胞信号强 

度变化计算 的结果显示 ：在 T WI，T WI，T *WI序列 

中，标记细胞 团信号强度较未标记细胞 团均有明显 

下降，尤以T 信号强度减低最明显。经计算 2x10 

个／管 T WI，T2WI，T *WI信号强度变化率分别为 
一 41．18％ 、-54．13％ 、一78．78％ 

3 讨 论 

表 1 T WI，T I及 T wI序列冠状位图像各管底部信号改变值 
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从 A ～ F 分别 为 ：未 标记 细 胞 、 1 2 ． 5 、 2 5 、 5 0 、 7 5 、 1 (】(】¨ ∥m l ( R e s o v i s t )

图 1 不 同浓 度 铁 标 记 细胞 普 鲁 士 蓝 染 色 染色 结 果 ( × 4 0 )

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

1 管 一 三 蒸水 管 ；2 管 一 培养基 管 ；3 管 一 2 × 1 0
‘ 个 ／管 未标 记 细 胞 管 ；4 管一 2 × 1 0

’ 个 ／管标 记 细胞 管 ；5 管 一 1 × 1 0 s 个／管标

记 细胞 管 ；6 管 一 5 × 1 0 。 个／管标 记 细胞 管

A 、 B 、 c 分别 为 T 。w I ， T j W I 及 T ：
。w I 序列 横 断位 、 冠 状 位 图像 ， 从 图 可 见 各标 记 细胞 管底 部 细 胞 聚集 区 信号 强 度 均有 不 同程 度

下 降 ， 且 随着细 胞 数 量 的增 多 ， 底部 低信号 细胞 团有 增 大趋 势

图 2 各 管 细 胞 磁 共 振 扫 描 结 果

干 细 胞 移 植 作 为 临 床 疾 病 的 一 种 治 疗 手 段 已

成 为 可 能 H
． 但 如 何 监 测 干 细 胞 移 植 后 的 分 布 和 归

宿 成 为 一 个 难 点 。 目前 细 胞 标 记 的 方 法 很 多 ， 例 如

抗 原 标 记 、 荧 光 标 记 、 核 素 标 记 等 等 。 这 些 方 法 在 检

测 时 是 具 有 侵 袭 性 的 ， 需 要 制 作 成 组 织 切 片 。 随 着

分 子 影 像 学 的 发 展 ， 活 体 追 踪 干 细 胞 成 为 可 能 。 M R

具 有 高 分 辨 率 的 特 点 ， 成 为 活 体 追 踪 干 细 胞 的 最 佳

技 术 手 段 。

然 而 ， 常 规 M R 无 法 显 示 移 植 细 胞 和 细 胞 作 用

的 靶 细 胞 或 靶 器 官 。 超 顺 磁 性 氧 化 铁 S P I O 作 为 负

性 标 记 物 ， 广 泛 应 用 于 细 胞 标 记 和 M R 示 踪 的 研 究

中 。 如 何 有 效 的标 记 细 胞 及 细 胞 标 记 后 的 细 胞 活 性

研 究 是 细 胞 移 植 前 的 研 究 重 点 _5 】
。 据 国 内外 研 究 结

果 显 示 ， S P l 0 标 记 细 胞 的安 全 浓 度 范 围 存 在 较 大 差
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异性 ，笔者认为这与细胞种类 、超顺磁性氧化铁制 

剂、多聚赖氨酸分子量有关。本文尝试通过不同浓 

度 Resovist标记 BMSCs研究其对细胞活性的影响， 

认为 25～50 txg Fe／ml的标记浓度不影响细胞 活性 ； 

小于 25 txg Fe／ml的标记浓度虽对细胞活性无影响， 

但其细胞标记率较低；大于50 Ixg Fe／ml的标记浓度 

细胞标记率均为 100％，但因细胞内铁含量高，导致 

部分细胞死亡。因此．我们认为 SPIO标记细胞的安 

全浓度为 25～50 Ixg Fe／ml之问。 

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旧、脂质体l 7l、 

受体介导方式罔等方法修饰氧化铁共同标记细胞。 

本文采用多聚阳离子转染剂多聚赖氨酸 PLL包埋 

SPIO颗粒，使带负电荷的细胞膜通过非特异性吸收 

过程摄取 SPIO颗粒。这种 SPIO—PLL复合物的制备 

及其后的细胞标记方法简单易行，且标记效率高，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。国内外不少研究者采用将细胞重悬于 

l％～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。这与我们后期的动 

物实验结果一致，即使在细胞数少于 l0 个的情况下， 

磁共振也能敏感 的显示 。 

超顺磁性氧化铁早期用于肝、脾、淋巴结中的 

巨噬细胞成像，近年来发展到运用各种细胞成像，如 

干细胞、免疫细胞、肿瘤细胞等。BMSC具有向多种 

支持或基质细胞分化的能力 ．所 以是用于细胞治疗 

的一种常用细胞ll3]。采用 SPIO标记 BMSC是为了更 

好在活体试验中监测其动态空间分布情况。这也是 

本文 的主要研究 目的。 

总之 ，本文研究结果表 明。运用 SPIO标记 BM— 

SC是安全可行 的。SPIO标记细胞的安全浓度为 

25～50 txg Fe／ml，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。 
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