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·干细胞移植影像学·

胎鼠神经干细胞超顺磁性氧化铁颗粒标记移植后 ＭＲＩ研究

薛静，高培毅，李晋，孙崇然，黄华，安沂华

【摘要】　目的：探讨超顺磁性氧化铁颗粒（ＳＰＩＯ）标记神经干细胞的方法，以及标记细胞正常大鼠脑内移植后 ＭＲ成

像的方法学研究。方法：多聚左旋赖氨酸介导的ＳＰＩＯ标记胎鼠神经干细胞，进行台盼兰染色和普鲁士兰染色分别检测标

记细胞的存活率和标记率。选取ＳＤ大鼠１５只，简单随机法分为３组：第１组于大鼠右侧尾状核移植未标记的ＮＳＣｓ，第２

组于大鼠右侧尾状核移植标记的ＮＳＣｓ，第３组右侧尾状核移植游离的ＳＰＩＯ颗粒，移植后第１、４、８周进行 ＭＲＩ。８周后

处死大鼠，行组织切片普鲁士兰染色。结果：体外标记的神经干细胞普鲁士兰染色发现铁颗粒聚集于细胞浆内，标记率为

１００％；标记细胞与未标记细胞的台盼兰染色结果无显著差异。移植后 ＭＲＩ，第１组注射点未见低信号影；第２组注射点

Ｔ２ＷＩ及ＧＲＥ序列均可见类圆形低信号影；第３组大鼠注射后１周注射点可见低信号影，４周后低信号影变淡且边缘变模

糊，８周后低信号影Ｔ２ＷＩ已不明显。与Ｔ２ＷＩ序列比较，ＧＲＥ序列显示标记细胞更清晰，但显示范围较扩散。脑组织切

片的普鲁士兰染色显示，第１组大鼠脑组织切片未见异常蓝染细胞，第２组注射点可见蓝染细胞，第３组注射点可见稍许

散在蓝色颗粒状物质。结论：多聚左旋赖氨酸介导下ＳＰＩＯ可用于标记神经干细胞，标记细胞移植后 ＭＲＩ可以无创性观

察移植神经干细胞的位置及分布情况。
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　　通过移植神经干细胞治疗中枢神经系统损伤是近

年来研究的热点，然而，如何监测移植后的神经干细胞

是关键，已进行的动物实验主要是通过以下几种方式，

如活性染料、氚化胸腺嘧啶、坚固兰、特异性Ｙ染色体

原位杂交、乳酸受体基因标记准备移植的神经干细胞，

进而利用免疫组织化学方法监测移植的干细胞。这些

标记方法虽然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
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制了细胞移植在临床中的应用。因此，有必要建立一

种活体显示移植细胞的方法。

随着超顺磁性 ＭＲ对比剂的研制成功及 ＭＲＩ方

法的快速进展，ＭＲＩ可用来动态示踪观察移植的神经

干细胞。本研究采用超顺磁性纳米氧化铁颗粒（ｓｕ

ｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅ，ＳＰＩＯ）标记大鼠胚胎神经

干细胞，移植入大鼠脑内后，进行 ＭＲＩ，观察移植神经

干细胞的位置和分布情况，探讨该方法的可行性。

材料与方法

１．实验动物

孕鼠１只（孕１４天 Ｗｉｓｔａｒ大鼠购自中国医学科

学院动物所）、１５只清洁级ＳＤ雄性大鼠（购自维通力

华动物所），体重２５０±２０ｇ，每笼６只饲养，自由饮水

和摄食，饲养室环境温度２２～２４℃，相对湿度７０％左

右，光照明暗比为１２１２。

２．主要实验试剂及主要仪器设备

细胞培养试剂：细胞培养基 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１１，

Ｇｉｂｃｏ公司）、碱性成纤维母细胞生长因子（ｂＦＧＦ，

ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司）、表皮生长因子（ＥＧＦ，ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公

司）和培养基添加剂Ｂ２７（Ｇｉｂｃｏ公司）购自晶美生物

工程有限公司。ＳＰＩＯ（先灵公司）、多聚左旋赖氨酸

（ＰＬＬ，Ｓｉｇｍａ公司）。

倒置相差显微镜（ＸＤＳ１Ｂ）、手术显微镜（ＳＸＰ

１Ｃ），立体定位仪。ＭＲ仪（ＧＥ，Ｓｉｇｎａ３．０超导型）。

３．实验方法

大鼠胚胎神经干细胞的分离、培养：断髓法处死孕

１４ｄ的 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，严格无菌条件下取出胎鼠的脑组

织，彻底剥离脑组织表面的软脑膜和血管，将脑组织剪

碎，经１２０目铜网过滤后，将六只胎鼠的滤液接种于培

养瓶中，其内含３０ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ、２０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ、１％

Ｂ２７的ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１１）。置于３７℃、５％ＣＯ２ 的培

养箱中，隔日半量换液。

胚胎神经干细胞的标记：调节ＳＰＩＯ和ＰＬＬ的浓

度，将５０μｇ／ｍｌＳＰＩＯ、１．５μｇ／ｍｌＰＬＬ（ＦＥＰＬＬ＝

１０．０３）共同加入３０ｍｌ含细胞培养基的７５ｃｍ２培养

瓶中，室温下振荡３０～６０ｍｉｎ。将含神经干细胞的培

养基离心，加入３０ｍｌ新鲜培养基使细胞再次悬浮（调

节细胞浓度为２×１０６／ｍｌ），在培养瓶中加入同体积的

含ＳＰＩＯＰＬＬ 的（此时 ＳＰＩＯ 和 ＰＬＬ 浓度分别为

２５μｇ／ｍｌ和０．７５μｇ／ｍｌ），放在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱

中共同培养１８ｈ。

标记细胞和未标记细胞的普鲁士兰染色：将标记

细胞和未标记细胞加入含血清的培养基中贴壁培养

后，用４％戊二醛固定３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗涤３次；在含

２％亚铁氰化钾的６％盐酸溶液（Ｐｅｒｌ试剂）中培养

３０ｍｉｎ、ＰＢＳ洗涤三次；１％核坚固红复染３ｍｉｎ，蒸馏

水吸去多余的核坚固红，显微镜下观察。

标记细胞的台盼兰染色：机械吹打细胞使之变成

单细胞悬液后，分别取标记的和未标记的胚胎神经干

细胞悬液（１０６／ｍｌ）０．９ｍｌ于试管中，各加入０．１ｍｌ

０．４％台盼蓝，充分混匀后静置１～２ｍｉｎ。用吸管小

心混匀细胞悬液后，立即将其加入血球计数板。在显

微镜下分别计算二者的活细胞百分率。

神经干细胞的立体定向移植：实验动物随机分为

３组，每组５只大鼠，第１组右侧尾状核移植未标记神

经干细胞，第２组右侧尾状核移植标记神经干细胞，第

３组右侧尾状核移植游离的ＳＰＩＯ（２５ｎｇ／ｍｌ）。移植

细胞数为２×１０６ 个，体积为２０μｌ。大鼠麻醉、固定，

切开头顶皮肤，以中线右侧３ｍｍ、冠状缝前０．５ｍｍ

为中心开骨孔，头皮针垂直进针，在进入５．５ｍｍ后缓

慢推入细胞悬液２０μｌ。留针１０ｍｉｎ后缓慢拔针。

ＭＲ成像：使用５英寸表面线圈，选取 Ｔ２ＷＩ和

Ｔ２ＧＲＥ序列，冠状面扫描，分别于移植后第１、４、８

周后行 ＭＲＩ。Ｔ２ＷＩ扫描参数为：ＴＲ３１００ｍｓ，ＴＥ

１２２ｍｓ；视野１２ｃｍ２；层厚２ｍｍ；矩阵５１２×５１２。

ＧＲＥ病例 ＴＲ４５０ｍｓ，ＴＥ２５ｍｓ；翻转角１５°；带宽

７．８１；视野１２ｃｍ２；层厚２ｍｍ；矩阵２５６×２２４。

普鲁士兰染色分析：移植８周后行 ＭＲＩ，取１０％

水合氯醛胶浆０．４ｍｌ／１００ｇ体重腹腔内注射，左心室

灌注４％多聚甲醛固定，断头取脑组织作冰冻切片，进

行普鲁士兰染色。

结　果

胚胎神经干细胞：接种到培养瓶中的细胞以单细

胞方式悬浮生长，接种后２４～４８ｈ，镜下见单细胞的比

例明显减少，多为数个细胞形成的悬浮微球（图１）。

标记和未标记细胞的普鲁士兰染色分析：标记的

细胞经普鲁士兰染色后，光镜下观察胞浆内可见大量

着色颗粒，分别计数两个小室共八个大方格内所有的

着色细胞数，标记率为１００％（图２）。未标记细胞胞浆

内未见着色颗粒。

标记和未标记细胞的台盼兰染色分析：标记和未

标记细胞的活细胞百分率分别为９２％和９５％，考虑快

速机械吹打对神经干细胞有损伤，但两者间无显著性

差异。

移植后１周，ＭＲＩ示第１组大鼠注射点处未见低

信号影，第２组及第３组大鼠右侧尾状核（注射点）均
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图１　光镜下见呈球状生长的神经干细胞。　图２　标记细胞的普鲁士兰染色，胞浆内见

染色颗粒。　图３　移植未标记细胞，Ｔ２ＷＩ未见异常低信号影。　图４　移植标记细胞

（８周），Ｔ２ＷＩ示右侧低信号为移植的标记细胞（箭）。　图５　组织切片普鲁士兰染色，示

注射点处可见蓝染细胞。

可见类圆形局限性低信号影，边界清楚，ＧＲＥ序列示

更为清晰。４周后，第１组及第２组 ＭＲＩ无明显变

化，但第３组注射点处低信号影变淡且边缘变模糊；８

周后第２组注射点Ｔ２ＷＩ及ＧＲＥ序列仍可见低信号

影，第３组低信号影在Ｔ２ＷＩ已不明显。与Ｔ２ＷＩ序

列比较，ＧＲＥ序列显示标记细胞更清晰，但显示范围

较扩散（图３、４）。

移植模型脑组织切片普鲁士兰染色：第１组脑组

织切片未见异常蓝染细胞。第２组注射点可见蓝染细

胞（图５），第３组注射点可见稍许散在蓝色颗粒状物

质。

讨　论

１．ＳＰＩＯ标记胚胎神经干细胞的方法

近年来，人们一直致力于研究高效无损伤性的

ＳＰＩＯ标记干细胞的方法，总结各种方法，ＭＲ对比剂

主要通过以下三种机制选择性标记干细胞［１］：①直接

胞吞作用；②受体介导的胞吞作用；③转染试剂介导的

胞吞作用，包括阳离子物质介导的胞吞作用和脂质体

介导的胞吞作用。常用的阳离子转染试剂有ＰＬＬ、硫

酸鱼精蛋白等。

本研究采用阳离子转染试剂ＰＬＬ介导的胞吞作

用标记胚胎神经干细胞，通过静电相互作用，带负电荷

的ＳＰＩＯ与带正电荷的转染试

剂结合形成复合物刺激干细胞

膜内吞作用，从而将铁颗粒转

运至细胞内［２６］。本实验所用

标记物浓度为２５μｇ／ｍｌ，普鲁

士兰染色测标记率为１００％。

且通过台盼兰染色，与未标记

细胞比较，该法不影响神经干

细胞生存率。Ｊｅｎｄｅｌｏｖａ等
［７，８］

使用 Ｅｎｄｏｒｅｍ 直接标记胚胎

干细胞，传代３次后普鲁士蓝

染色 测 定 细 胞 的 标 记 率 为

８１％，但标记使用的 Ｅｎｄｏｒｅｍ

浓度较高，为 １１２．４ｍｇ／ｍｌ。

因此，通过该初步研究证明使

用ＰＬＬ介导的标记方法标记

率高，简单易行，可重复性强，

便于推广应用。

２．移植模型的 ＭＲＩ方法

ＳＰＩＯ 为 一 类 颗 粒 物

质［７９］，是一种新型的磁共振细

胞内对比剂。做为超顺磁性

ＭＲ对比剂，它可以影响局部磁场均匀性，同时产生磁

化率效应（ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｅｆｆｅｃｔ），从而加速共振质子的

失相位，使Ｔ２ 弛豫时间显著缩短，此类对比剂的Ｔ１效

应相对较弱。本实验采取Ｔ２ＷＩ和ＧＲＥ两个序列观

察移植的标记神经干细胞迁移及分布情况。标记的神

经干细胞移植后，Ｔ２ＷＩ和ＧＲＥ移植部位均可见低信

号影，ＧＲＥ序列上低信号影显示更清晰，这是由于

ＧＲＥ序列对超顺磁性物质更为敏感。而对照组移植

未标记的神经干细胞移植部位未见异常信号。

３．ＭＲＩ监测标记的神经干细胞在大鼠脑内的位

置及分布

本实验发现正常大鼠脑内移植神经干细胞１～８

周后，仅注射点处始终可见标记的神经干细胞呈低信

号显影，而其它部位未见异常低信号影，即未发现标记

的神经干细胞在正常大鼠脑内的迁移。Ｊｅｎｄｅｌｏｖａ

等［７，８］使用Ｅｎｄｏｒｅｍ和ＢｒｄＵ双标记大鼠骨髓间充质

细胞，细胞直接移植到正常大鼠脑实质内，结果在正常

大鼠移植细胞也未见细胞迁移，只在注射部位存活。

Ｈｏｅｈｎ等
［１０］研究发现细胞的迁移与脑损伤局部释放

的细胞因子有关。移植未标记的神经干细胞后脑内未

见异常低信号，证明 ＭＲＩ对ＳＰＩＯ的特异性较高。本

组将与标记细胞相同浓度的ＳＰＩＯ直接注入尾状核
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后，８周后 ＭＲＩ显示模糊，并经普鲁士兰染色证实游

离的纳米铁颗粒通过细胞外间隙扩散，被巨噬细胞吞

噬清除。相关研究显示ＳＰＩＯ经静脉注入体内后，与

血浆蛋白结合，并在调理素作用下被主要位于肝

Ｋｕｐｆｅｒ细胞的网状内皮系统吞噬、降解（铁离子游

离），从血液中清除。它在血管内的半衰期只有８～

１０ｍｉｎ。由于脑组织尤其是纹状体处结构致密，故清

除速度相对较慢，但与细胞内的铁颗粒相比，仍具有明

显差异。

通过以上研究证明ＳＰＩＯ可以作为干细胞标记

物，利用 ＭＲＩ无创伤性的进行干细胞移植后的示踪监

测。但尚有许多深入细致的问题需要进一步的研究，

本课题组正在进行ＳＰＩＯ和ＢｒｄＵ双标记神经上皮细

胞的研究，及其在缺血大鼠脑内移植后神经干细胞的

迁移情况。
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欢迎订阅２００６年《放射学实践》

　　《放射学实践》是由国家教育部主管，华中科技大学同济医学院主办，与德国合办的全国性影像学学术期刊，由国内著

名影像专家郭俊渊教授担任主编，创刊至今已２１周年。本刊坚持服务广大医学影像医务人员的办刊方向，关注国内外影

像医学的新进展、新动态，全面介绍Ｘ线、ＣＴ、磁共振、介入放射及放射治疗、超声诊断、核医学、影像技术学等医学影像方

面的新知识、新成果，受到广大影像医师的普遍喜爱。

本刊为国家科技部中国科技论文统计源期刊、中国科学引文数据库统计源期刊，在首届《中国学术期刊（光盘版）检索

与评价数据规范》执行评优活动中，被评为《ＣＡＪ—ＣＤ规范》执行优秀期刊。

主要栏目：论著、继续教育园地、研究生展版、图文讲座、本刊特稿、实验研究、影像技术学、外刊摘要、学术动态、读片

追踪、病例报道、知名产品介绍、信息窗等。

本刊为月刊，１１２页，每册８元，全年定价９６元。

国内统一刊号：ＩＳＳＮ１００００３１３／ＣＮ４２１２０８／Ｒ　　 邮政代号：３８１２２

电话：（０２７）８３６６２８７５　传真：（０２７）８３６６２８８７　Ｅｍａｉｌ：ｒａｄｉｏ＠ｔｊｈ．ｔｊｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

编辑部地址：４３００３０　武汉市解放大道１０９５号 同济医院《放射学实践》编辑部

３１１放射学实践２００６年２月第２１卷第２期　ＲａｄｉｏｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ｆｅｂ２００６，Ｖｏｌ２１，Ｎｏ．２




