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【摘要】　目的：研究超顺磁性氧化铁颗粒（ＳＰＩＯ）标记细胞后在细胞成像领域的应用价值。方法：ＳＰＩＯ与多聚赖氨酸

（ＰＬＬ）联合标记神经干细胞，使用４．７Ｔ磁共振对标记细胞进行Ｔ１ＷＩ、Ｔ２ＷＩ及Ｔ２ ＷＩ扫描，并测量标记细胞及未标记细

胞的弛豫率Ｒ２ 和Ｒ２ 。结果：①与未标记细胞相比，标记细胞于Ｔ１ＷＩ时信号强度平均上升２４．０６％，Ｔ２ＷＩ时信号强度

平均下降５０．６６％，Ｔ２ ＷＩ时信号强度平均下降５３．７０％。②未标记细胞和标记细胞的Ｔ２ 分别为５１６ｍｓ和７７ｍｓ，弛豫

率Ｒ２ 分别为１．９４／ｓ及１２．９８／ｓ；Ｔ２ 分别为１０９ｍｓ和２２．９ｍｓ，其弛豫率Ｒ２ 分别为９．１７／ｓ及４３．６７／ｓ。标记细胞的Ｒ２

及Ｒ２ 分别约增强了５倍及４倍。结论：ＳＰＩＯ能够有效的标记神经干细胞，明显提高标记细胞的 Ｒ２ 及 Ｒ２ ，Ｔ２ＷＩ和

Ｔ２ ＷＩ序列对显示标记细胞与未标记细胞间的信号差异较敏感。
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　　随着细胞治疗学的进展，如何动态监测用于治疗

目的的细胞在体内的生存及功能状况成为一个难点。

ＭＲ细胞成像技术具有高分辨力、无创、可重复等特

点，能够较好的解决这一问题。目标细胞必需经 ＭＲ

对比剂标记后才能与背景组织区别而被 ＭＲＩ监测到，

超顺磁氧化铁（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅ，ＳＰＩＯ）

作为一种新型的 ＭＲ对比剂已经成功的标记了多种

细胞。本实验主要对ＳＰＩＯ标记细胞后对细胞成像的

价值进行研究。

材料与方法

１．实验材料

实验动物：出生２４ｈ内的新生ＳＤ大鼠（清洁级），

由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供。

主要试剂：细胞培养基ＤＭＥＭ／Ｆ１２、碱性成纤维

母细胞生长因子（ｂＦＧＦ）、表皮生长因子（ＥＧＦ）、培养

基添加剂 Ｂ２７（以上均为 Ｇｉｂｃｏ公司）、胎牛血清

（ＦＢＳ）（Ｈｙｅｌｏｎｅ公司）、超顺磁性氧化铁纳米粒子

（ＳＰＩＯ）（Ｅｎｄｏｒｍ，法国Ｇｕｅｒｂｅｔ公司惠赠）、多聚左旋

赖氨酸（ＰＬＬ）（Ｓｉｇｍａ公司）等。

主要仪器：ＣＯ２ 培养箱、倒置相差显微镜、超净工

作台、Ｂｒｕｃｋｅｒ４．７Ｔｅｓｌａ超高场强磁共振机。

２．实验方法

鼠神经干细胞的分离及培养采用悬浮法［１］。

神经干 细胞 ＳＰＩＯ 标记：将 Ｅｎｄｏｒｅｍ（ＳＰＩＯ，

１１．２ｍｇＦｅ／ｍｌ）用神经干细胞培养基稀释成５０μｇ

Ｆｅ／ｍｌ，加入ＰＬＬ（ＦｅＰＬＬ为１０．０３）。３７℃孵育

１ｈ制成含ＦｅＰＬＬ复合物的标记培养基。提取传代

（第三代）后第二天增殖较活跃的神经干细胞，调整细

胞浓度为４×１０６／ｍｌ，等体积加入标记培养基吹散悬
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浮，细胞培养瓶培养１２ｈ（最终标记浓度：细胞为２×

１０６／ｍｌ，Ｆｅ为２５μｇ／ｍｌ，ＰＬＬ为０．７μｇ／ｍｌ）后提取细

胞，用ＤＨａｎｋｓ液洗涤两遍，更换为无铁的神经干细

胞培养基继续培养２ｄ备用。

图１　细胞标记后普鲁士兰染色，见胞浆内多少不等的蓝染铁颗粒，标记率１００％（×４００）。　图２　对照组未标记细胞普鲁士

兰染色，胞浆呈红色，未见蓝染铁颗粒（×４００）。　图３　４．７ＴＭＲＩＴ１ＷＩ见标记细胞信号轻度升高。１为蒸馏水，２为无铁培

养基，３为５×１０５／ｍｌＳＰＩＯ标记的神经干细胞，４为标记细胞提取后的含铁培养基，５为５×１０５／ｍｌ未标记的神经干细胞。

神经干细胞普鲁士蓝染色：将标记神经干细胞移

入六孔板培养，放入１００μｇ／ｍｌＰＬＬ包被的盖玻片，一

小时后待细胞充分贴壁后，取出盖玻片，ＤＨａｎｋｓ液

洗涤三遍，４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，蒸馏水洗涤２遍，

Ｐｅｒｌｓ反应液（等体积２０％盐酸与１０％亚铁氰化钾临

时混合）作用２０ｍｉｎ，蒸馏水洗涤２遍，０．５％伊红复染

３ｍｉｎ，蒸馏水洗去多余的伊红，镜下观察。

神经干细胞标记后体外 ＭＲＩ：提取标记干细胞及

同批未标记神经干细胞，均调整细胞浓度为５×

１０５ 个／ｍｌ，另外用２５μｇＦｅ／ｍｌ含铁培养基、无铁培养

基、蒸馏水作为对照．以上５组分别置入５个１．５ｍｌ

Ｅｐｅｎｄｏｆｆ管，行４．７Ｔ磁共振扫描。

扫描条件：横轴面 Ｔ１ＷＩ采用 ＳＥ 序 列，ＴＲ

３００ｍｓ，ＴＥ１１ｍｓ，层厚 １．５ｍｍ，间距 １ｍｍ，矩阵

６４×６４，激励次数３，视野６ｃｍ；Ｔ２ＷＩ采用ＦＳＥ序列，

ＴＲ４４００ｍｓ，ＴＥ８０ｍｓ，层厚１．５ｍｍ，间距１ｍｍ，矩

阵６４×６４，激励次数４。测量Ｔ２ 弛豫时间时使用６个

回波，其 ＴＥ分别为２０、４０、６０、８０、１００及１２０ｍｓ。

Ｔ２ ＷＩ采用ＧＥＦＩ序列，ＴＲ５００ｍｓ，ＴＥ３５ｍｓ，翻转角

３０°，余参数同Ｔ２ＷＩ。测量Ｔ

２ 弛豫时间时使用６个

回波，其ＴＥ分别为４、１４、２４、３４、４４和５４ｍｓ。

扫描序列包括Ｔ１ＷＩ、Ｔ２ＷＩ和Ｔ

２ ＷＩ三种，比较

不同序列上标记细胞与未标记细胞的信号强度及其变

化。计算信号强度变化率（ΔＳＩ）的公式为：

ΔＳＩ＝
ＳＩ标－ＳＩ未

ＳＩ未
×１００％

注：ＳＩ标及ＳＩ未分别为标记及未标记神经干细胞的信号强度。

Ｔ２弛豫时间的拟合公式为：

ｙ＝Ａ＋Ｃｅｘｐ（－ｔ／Ｔ２）

注：ｙ：时间为ｔ时测量的信号强度，Ａ 背景噪声，Ｃ质子密度信号

强度，ｔ回波时间。弛豫率的计算Ｒ２＝１／Ｔ２，Ｒ２ ＝１／Ｔ２ 。

结 果

１．神经干细胞形态观察及ＳＰＩＯ标记后神经干细

胞内铁的鉴定

本实验采用悬浮法培养神经干细胞。刚接种时细

胞以类圆形为主，呈单个悬浮状态，细胞折光性强。

６ｈ后见少量细胞贴壁生长。２４～４８ｈ后，聚集成由

２～６个细胞组成的球形，继续培养，随着神经干细胞

不断克隆，球体不断增大，细胞数目不断增多，７ｄ后已

形成由数十至上百个细胞组成的悬浮神经球，大者直

径可达１５０～２００ｎｍ。机械吹打传代后可见大量单个

细胞及少量未完全吹散的小神经球。继续培养见多个

小的克隆球形成且不断增殖，同时有少量单个细胞贴

壁，可见突起长出。培养６～７ｄ后再次传代。神经干

细胞在２５μｇＦｅ／ｍｌ的标记培养基中培养１２ｈ，此期

间吹散的单个细胞仍能形成多个由２～８个细胞组成

的神经球，折光性强，略呈褐色。ＳＰＩＯ标记后的神经

干细胞继续培养２天，仍可不断增殖。但其增殖活性

有待进一步评价。

将标记细胞行普鲁士蓝染色，光镜下观察，几乎每

个标记细胞的胞浆内见多少不等的蓝染铁颗粒，标记

率１００％，而对照组未标记ＳＰＩＯ的胞浆呈红色，其内

未见蓝色铁颗粒（图１、２）。

２．标记神经干细胞的体外４．７ＴＭＲＩ

４．７Ｔ磁共振成像及弛豫率的测量，包括 Ｔ１ＷＩ、

Ｔ２ＷＩ及Ｔ

２ ＷＩ。Ｔ１ＷＩ示未标记的细胞、无铁培养基

及蒸馏水均呈低信号，标记细胞及含铁培养基信号与
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图４　不同时间的多回波Ｔ２ＷＩ，见标记细胞信号明显降低。ａ）２０ｍｓ；ｂ）４０ｍｓ；ｃ）６０ｍｓ；ｄ）８０ｍｓ。　图５　不同时间的多

回波Ｔ２ ＷＩ，见标记细胞信号显著下降，并见磁敏感效应所致的变形。含铁培养基也见相似的信号改变。ａ）４ｍｓ；ｂ）１４ｍｓ；

ｃ）２４ｍｓ；ｄ）３４ｍｓ。培养基顺序同图３。

对照组比较均轻度升高，而Ｔ２ＷＩ及Ｔ

２ ＷＩ信号变化

一致：未标记的细胞、无铁培养基及蒸馏水均呈显著高

信号，以蒸馏水信号最高，标记细胞及含铁培养基的信

号均明显降低，呈不同程度的低信号（图３～５）。

对三个序列中标记与未标记细胞信号强度变化计

算的结果显示 Ｔ１ＷＩ信号强度平均上升２４．０６％，

Ｔ２ＷＩ信号强度平均下降５０．６６％，Ｔ

２ ＷＩ信号强度平

均下降５３．７０％，显示 Ｔ２ ＷＩ信号强度变化最明显。

Ｔ２ 弛豫时间的计算采用 ＭｕｌｔｉｐｌｅＳｌｉｃｅＭｕｌｔｉｐｌｅｅｃｈｏ

多回波序列，６个回波。拟合出弛豫时间衰减曲线

（图６），根据Ｔ２ 弛豫时间拟合公式由计算机算出未标

记细胞和标记细胞的 Ｔ２ 弛豫时间分别为５１６ｍｓ及

７７ｍｓ，其弛豫率Ｒ２（１／Ｔ２）分别为１．９４／ｓ及１２．９８／ｓ，

Ｔ２ 弛豫时间分别为１０９ｍｓ及２２．９ｍｓ，其弛豫率Ｒ

２

（１／Ｔ２）分别为９．１７／ｓ及４３．６７／ｓ，可见标记细胞的Ｔ２

及Ｔ２ 弛豫时间显著下降，相应的弛豫率Ｒ２ 及Ｒ

２ 则

显著升高，因此Ｔ２ＷＩ及Ｔ

２ ＷＩ标记细胞的信号强度

明显下降。同样方法计算出无铁培养基与含铁培养基

（２５μｇＦｅ／ｍｌ）的Ｔ２弛豫时间分别为４８６ｍｓ及２５．９ｍｓ，

其弛豫率Ｒ２（１／Ｔ２）分别为２．０５／ｓ及３８．６１／ｓ，Ｔ

２ 弛

豫时间分别为７１０ｍｓ及１７．１ｍｓ，其弛豫率 Ｒ２ （１／

Ｔ２）分别为１．４１／ｓ及５８．４８／ｓ；

讨 论

ＳＰＩＯ的晶核部分决定其磁化特性，晶核由若干晶

图６　弛豫时间衰减曲线。

胞组成，其晶胞有多种不同空间构型的Ｆｅ３Ｏ４ 和／或

Ｆｅ２Ｏ３晶型组成
［２］，其中铁原子含有不成对的核外电

子，核外电子高速旋转产生净磁化向量，因此具有很强

的顺磁性。它干扰局部磁场的均匀度，水分子扩散穿

过不均匀磁场时加速质子的去相位，使质子Ｔ２和 Ｔ１

缩短，表现为Ｔ２ＷＩ信号降低，Ｔ１ＷＩ信号升高。但它
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的Ｔ２弛豫活性（Ｒ２）与Ｔ１弛豫活性（Ｒ１）的比值为４

１，对Ｔ２的影响大于对Ｔ１的影响。Ｔ２弛豫率（Ｒ２＝１／

Ｔ２）与Ｔ１弛豫率（Ｒ１＝１／Ｔ１）的比值已被广泛用来评

价ＳＰＩＯ对组织信号强度的影响。比值越大，Ｔ２效应

（信号降低）就越强。而 ＵＳＰＩＯ 颗粒小，直径小于

５０ｎｍ，Ｒ２ 及Ｒ１ 比值为２１，在缩短 Ｔ２ 的同时明显

缩短Ｔ１ 值。由于ＳＰＩＯ较ＵＳＰＩＯ具有更大的Ｒ２／Ｒ１

比值，因此ＳＰＩＯ是一种更适合Ｔ２ＷＩ的细胞成像对

比剂。本实验的结果显示出这一特点，即Ｔ１ＷＩ显示

标记细胞及含铁培养基信号与对照组比较呈轻度升

高，Ｔ２ＷＩ及Ｔ

２ ＷＩ显示标记细胞及含铁培养基信号

与对照组比较呈明显的降低。Ｔ２ＷＩ及Ｔ

２ ＷＩ的信号

变化率明显大于Ｔ１ＷＩ，有显著性差异。虽然梯度回

波对ＳＰＩＯ 引起的磁效应最敏感，且三个序列中以

Ｔ２ ＷＩ信号强度变化率最大，但本实验中 Ｔ２ＷＩ及

Ｔ２ ＷＩ数据间并无显著性差异。

本实验使用的ＳＰＩＯ为Ｅｎｄｏｒｅｍ，属法国食品及

药物管理局批准的ＳＰＩＯ的一种，由法国 Ｇｕｅｒｂｅｔ公

司提供，Ｒ２ 及Ｒ１ 分别为１６０和４０ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｓ），比值

为４１，直径为１２０～１８０ｎｍ，平均１５０ｎｍ。属多晶

类氧化铁对比剂，晶核表面包被葡聚糖以增加其亲水

性及稳定性。减少与血浆蛋白的反应和调理素的调理

作用，增加血浆半衰期。

弛豫率是反映顺磁性物质对质子弛豫时间影响的

指标。从公式可见一种顺磁性物质缩短质子弛豫时间

的能力越强，弛豫率就越大，ＭＲＩ上信号差别越大。

那么这种物质就越适合用作 ＭＲ对比剂。本实验使

用的超顺磁性物质主要缩短 Ｔ２ 时间，所以是适合

Ｔ２ＷＩ或Ｔ

２ ＷＩ的 ＭＲ对比剂。

本实验中，无铁培养基与含铁培养基相比，Ｒ２ 由

０．００２／ｓ提高到０．０３９／ｓ，Ｒ２ 由０．００１／ｓ增加到０．０５８／

ｓ，分别增高了约１９倍及４２倍；未标记细胞与标记细胞

相比Ｒ２ 由１．９４／ｓ提高到１２．９８／ｓ，Ｒ

２ 由９．１７／ｓ增加

到４３．６７／ｓ，分别增高了约５倍及４倍。此结果说明Ｒ２

和Ｒ２ 与铁的浓度有很大关系。Ｄａｌｄｒｕｐｌｉｎｋ等
［３］用几

种ＳＰＩＯ标记造血干细胞，对细胞内铁量及Ｒ２ 的测

量结果表明Ｒ２ 随细胞内铁量的增加而增大。其中使

用Ｅｎｄｏｒｅｍ标记的细胞组Ｒ２ 平均达到１４４／ｓ。与本

组数据差异其主要原因可能是细胞内铁量的不同。

Ｉｔｔｒｉｃｈ等
［４］的研究也表明弛豫率Ｒ２ 与细胞内铁含量

有强烈的相关性，相关系数大于０．７８。

本实验由于条件受限未能对细胞内铁的量进行测

量，但通过对影响铁进入细胞因素的研究表明［５７］，本

组细胞内铁量小于Ｄａｌｄｒｕｐｌｉｎｋ实验组。这些影响因

素包括标记细胞的吞噬能力、标记铁的浓度、标记方

法、标记时间和标记细胞的浓度等。研究的结果表明

较强的细胞吞噬能力，高的铁标记浓度，更有效的铁进

入途径，长的标记时间及大的细胞浓度都将有助于增

加细胞对铁的摄入量。

虽然细胞内铁的增加对弛豫率有积极的影响，但

研究［５７］表明，逐渐增加铁标记浓度和延长标记时间将

对细胞活性及增殖能力产生负面影响。本实验中采用

的铁标记浓度和标记时间是目前普遍认为安全有效

的。而且从本实验的结果（Ｒ２ 及Ｒ

２ 分别增高了约５

倍及４倍）来看，能很好的满足 ＭＲ细胞成像的要求。

有研究［３］还对目前另一种常用的 ＭＲ对比剂钆

类对比剂与ＳＰＩＯ进行了对比研究，其中与Ｅｎｄｏｒｅｍ

比较，结果细胞内钆量是铁量的约五倍，而Ｒ２ 只相当

于后者的３／５。而且ＳＰＩＯ中的铁可以参与体内的铁

代谢。所以与钆类对比剂相比ＳＰＩＯ具有高弛豫率、

低毒、生物相容性好等特点。

本实验研究结果表明，ＳＰＩＯ能够以较低的浓度安

全有效的标记神经干细胞，且标记细胞的Ｒ２ 及Ｒ

２ 均

明显提高，在 Ｔ２ ＷＩ及 Ｔ２ＷＩ表现出很强的信号差

异。在细胞成像方面有很大的应用价值。
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