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心脏磁共振在体示踪移植细胞的可行性研究
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【摘要】　目的：寻找一种能够对移植细胞进行在体示踪的标记方法，为移植细胞存留、迁移提供重要观察手段。

方法：从中华小型猪髂骨处抽取骨髓，体外培养扩增骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）。将ＳＰＩＯ和ＭＳＣｓ共同孵育培养３６ｈ。普

鲁士蓝染色评价细胞的标记效率；通过 ＭＴＴ比色实验评价ＳＰＩＯ对细胞生长能力的影响；台盼蓝染色检验标记后细胞的

活性；使用ＣｏｓｔａｒＴｒａｎｓｗｅｌｌ方法评价铁离子对细胞迁移能力的影响；用细胞分化诱导液培养标记后的细胞评价其向成脂

肪细胞和成骨细胞的分化能力。在体内实验中将ＳＰＩＯ标记或未标记的自体 ＭＳＣｓ注射到心肌内，通过心脏磁共振检查

对移植细胞进行在体示踪观察，取材动物心脏行病理检查观察移植细胞的存活、存留。结果：ＭＳＣｓ经铁离子标记后普鲁

士蓝染色阳性率在９８％以上，可见蓝色颗粒位于细胞浆内，标记细胞电镜切片可见高密度铁颗粒位于细胞浆内。随着培

养液中ＳＰＩＯ浓度的增加细胞增殖能力没有明显改变；标记后９８％的细胞保持活性；ＳＰＩＯ标记后的细胞保持原有的形

态，可继续培养、传代；ＳＤＦ１和ＶＥＧＦ诱导的迁移实验发现标记细胞迁移能力没有降低；铁离子标记后细胞仍可向成脂

肪细胞和成骨细胞分化。注射到心肌内的ＳＰＩＯ标记的 ＭＳＣｓ可通过心脏磁共振检查进行在体示踪，动态观察显示ＳＰＩＯ

标记细胞在磁共振图像上表现为低信号，并且在移植后４周仍可成像。病理学检查可以看到移植细胞呈普鲁士蓝染色阳

性，并和影像学有很好的一致性。结论：临床使用的ＳＰＩＯ磁共振对比剂可以安全、有效地标记 ＭＳＣｓ，心脏磁共振检查可

以实现ＳＰＩＯ标记的移植细胞的在体示踪。
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　　心肌细胞移植是目前缺血性心脏病研究中的热点

和重点之一。对移植细胞的标记示踪是细胞移植研究

中的一个重要内容。目前对移植细胞的标记是通过基

因修饰或荧光染料对细胞核或细胞膜进行标记，移植

细胞在心肌组织内的存留、存活、迁移、分化等方面的

信息只能在实验动物处死后的病理组织学检查中得到

确认，因此细胞一旦移植到心脏内便无法进行在体的

示踪观察。本实验评价了一种全新的、临床可以使用

的铁磁性标记试剂对骨髓间充质干细胞的标记效率，

以及对细胞活性、形态、生长、迁移、分化等生物学特性
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的影响，并通过心脏 ＭＲＩ技术对移植的、铁离子标记

的骨 髓 间 充 质 干 细 胞 （ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，

ＭＳＣｓ）进行在体示踪，从而探讨这种新型标记手段的

安全性，以及使用 ＭＲＩ技术示踪心肌内移植细胞的可

行性，为未来细胞移植的动物实验和临床试验提供一

种细胞在体示踪观察的手段。

材料与方法

１．骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）的分离及培养

从中华小型猪髂骨处抽取骨髓血３０～４０ｍｌ，用

１．０７３的Ｐｅｒｃｏｌｌ淋巴细胞分离液进行密度梯度离心

分离获取单个核细胞。在３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下进行

细胞培养，使用含１２％ＦＢＳＤＭＥＭ 培养液，在第３天

进行第一次换液，未贴壁的细胞随换液冲走，贴壁细胞

继续培养，细胞培养第９～１０天达到７０％～８０％融合

时进行第一次传代。细胞培养３周约可获取１．０×

１０８ 个 ＭＳＣ。

２．细胞的标记方法及标记效率

用含多聚左旋赖氨酸（分子量 ＭＷ＝１７５ＫＤａ，美

国Ｓｉｇｍａ公司）４００ｎｇ／ｍｌ和含不同浓度的超顺磁性

氧化铁（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅ，ＳＰＩＯ）５０μｇ／ｍｌ、

１００μｇ／ｍｌ、２００μｇ／ｍｌ（Ｒｅｓｏｖｉｓｔ，德国Ｓｃｈｅｒｉｎｇ公司）

的培养液与细胞在３７℃、５％ＣＯ２ 条件共同孵育３６～

４８ｈ。ＭＳＣｓ与含铁离子的培养液共同孵育３６ｈ后，

去除培养液，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）反复冲洗细胞３

次，去除未进入细胞浆内的铁离子。将细胞消化后制

成细胞悬液。取少量细胞悬液接种在培养皿内，细胞

贴壁后用４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，普鲁氏蓝染色细

胞，镜下观察细胞标记效率。另外一部分细胞悬液经

离心收集细胞团块，制成超薄电镜切片，用透射电镜观

察细胞标记后铁离子在细胞内分布的情况。

３．铁离子标记对细胞活性、生长、迁移、分化能力

的影响

分别用含０μｇ／ｍｌ、２５μｇ／ｍｌ、５０μｇ／ｍｌ、１００μｇ／ｍｌ、

２００μｇ／ｍｌｌ、４００μｇ／ｍｌ浓度ＳＰＩＯ的ＤＭＥＭ 培养液

培养细胞３天，然后使用ＭＴＴ（四唑盐比色试验）比色

试验测定活性。接种细胞于９６孔板，分别用上述浓度

铁离子培养细胞３天后，ＰＢＳ冲洗，每孔加入 ＭＴＴ溶

液２０μｌ，继续孵育４ｈ，弃去上清夜，每孔加入１５０μｌ

ＤＭＳＯ（二甲亚砜），震荡１０ｍｉｎ，选择４９０ｎｍ波长在

酶联免疫检测仪上测定各孔的吸光值。

铁离子标记细胞消化传代，接种于培养皿内继续

培养观察细胞贴壁和生长情况。

使用台盼蓝染色排除试验检测细胞活力。将标记

后的细胞消化后制成细胞悬液，取９滴加入小试管中，

加１滴０．４％的台盼蓝溶液混匀，计数活细胞和死细

胞，死细胞被染成淡蓝，活细胞拒染。

在评价细胞标记后对化学趋化因子ｒｈＳＤＦ１和

ＶＥＧＦ诱导的趋化能力研究中，本试验使用 Ｃｏｓｔａｒ

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的双层２４孔细胞培养板（直径６．５ｍｍ，孔

径５μｍ，Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）。将标记和未标记的 ＭＳＣｓ用

无血清培养液制成细胞悬液（１０６／ｍｌ），在培养板的底

层加入ｒｈＳＤＦ１（２００ｎｇ／ｍｌ）或ＶＥＧＦ（１０ｎｇ／ｍｌ），

在培养板的上层加入１００ｕｌ细胞悬液。６ｈ后收集底

层细胞通过流式细胞仪进行细胞计数。

干细胞成脂肪细胞诱导培养液含地塞米松１μＭ，

黄嘌呤５００μＭ，胰岛素０．２５Ｕ／ｍｌ，消炎痛（储液溶于

ＤＭＳＯ）２００μＭ。干细胞成骨细胞诱导培养液含地塞

米松０．１μＭ，抗坏血酸５０μｇ／ｍｌ，β甘油酸钠１０ｍＭ。

分别在细胞培养２周后对细胞进行苏丹Ⅲ和茜素红染

色观察细胞向成脂肪细胞和成骨细胞的分化情况。

４．铁离子标记的 ＭＳＣｓ在体示踪研究

中华小型猪（ｎ＝１５），左前外侧开胸，分离冠状动

脉前降支中下１／３处，给予结扎。在心肌梗死模型制

作后１０ｄ，实验动物二次开胸，经由原手术切口进入胸

腔。分离粘连组织，充分暴露心脏，显露梗死部位心

肌，在梗死中心区和周围分别注射铁离子标记细胞

２．０×１０６／点（实验组，ｎ＝１０），对照组（ｎ＝５）接受同等

量的未经铁离子标记的细胞注射。每只动物接受移植

点为５个。分别在细胞移植后当时和１～４周对实验

动物使用１．５Ｔ ＭＲＩ扫描机（ＣＶ／ｉＧＥＭｅｄｉｃａｌＳｙｓ

ｔｅｍ，美国）进行心脏磁共振检查。

实验组移植细胞使用铁离子和荧光染料ＤｉＩ双重

标记，对照组仅用荧光染料ＤｉＩ标记。

５．病理学检查

实验组分别在动物接受细胞移植后当天、１周、２

周、３周、４周进行 ＭＲＩ检查后各处死２只，对照组５

只动物分别在上述５个时间点处死。所有心脏标本进

行苏木素伊红染色和普鲁氏蓝染色。

６．统计分析

所有数据以平均值±标准差方式统计。统计软件

采用ＳＰＳＳ１１．０。细胞标记后迁移能力的比较采用狋

检验，不同浓度ＳＰＩＯ标记试剂对细胞生长的影响采

用方差分析（ｏｎｅｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＮＯＶＡ）。

犘＜０．０５认为差异有统计学意义。

结　果

１．细胞的标记效率
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　图１　ａ）ＳＰＩＯ标记后 ＭＳＣｓ普鲁士蓝染色可见细胞浆内存在蓝染颗粒；ｂ）透射电镜可见高密

度含铁颗粒位于细胞浆内。　图２　ＳＰＩＯ对骨髓间充质干细胞生长的影响。横坐标为ＳＰＩＯ

浓度（μｇ／ｍｌ），纵坐标表示ＯＤ值。　图３　铁离子标记对骨髓间充质干细胞迁移能力的影响。

横坐标为不同细胞趋化因子，纵坐标为迁移细胞数量。

　　骨髓间充质干细胞与ＳＰＩＯ共同孵育３６ｈ后通过

普鲁氏蓝染色可清晰显示在用含铁离子５０μｇ／ｍｌ、１００

μｇ／ｍｌ、２００μｇ／ｍｌ的培养液培养细胞后９５％以上的细

胞胞浆内存在蓝色的颗粒状物质，表明铁离子进入细胞

浆内，能够有效标记细胞。标记细胞透射电镜观察发

现高密度的铁离子颗粒存在于细胞胞浆内（图１）。

２．ＳＰＩＯ对细胞的毒性及生长影响

细胞经ＳＰＩＯ标记后台盼蓝排斥试验发现细胞活

力在９８％以上，标记后的细胞消化后可继续培养、传

代，细胞的生长状态良好，可持续培养６周，细胞活性

不减低。ＭＴＴ比色试验发现随着培养液中ＳＰＩＯ浓

度的增加，各组之间的光吸收值（ＯＤ值）无明显差异，

表明细胞数量随着培养液中ＳＰＩＯ浓度的增加无明显

降低（图２）。细胞经ＳＰＩＯ标记后对于化学趋化因子

诱导的细胞迁移，与未经ＳＰＩＯ标记的细胞之间无明

显的差异（ＳＤＦ１α３１１２±２４１＆３０４１±２６８犘＝０．５１，

ＶＥＧＦ２４０２±２８６ ＆ ２３８５±２６４犘＝０．７４），表明

ＳＰＩＯ对细胞的迁移能力没有影响（图３）。标记后的

骨髓间充质干细胞经成脂肪细胞诱导液培养后逐渐失

去原先纤长的形态，变为圆形的细胞，有的细胞产生了

含大量空泡状的结构。为了验证空泡状结构是分化成

的脂肪细胞所特有的脂滴，诱导液刺激后两周进行了

苏丹ＩＩＩ染色，染色结果显

示大部分的空泡被染成了

红色，指示空泡中的确含

有脂肪。经成骨细胞诱导

液刺激后，骨髓间充质干

细胞逐渐失去有规则的指

纹状排列特征，细胞排列

混乱，边界模糊。刺激后１

周细胞表面出现八面体晶

体，观察中发现这些晶体

大小不一。诱导两周后对

细胞进行茜素红染色，检

测骨细胞所特有的钙化沉

淀。结果显示成骨诱导液

刺激的细胞中有红色着

色，提示大量钙化沉淀存

在（图４）。表明ＳＰＩＯ 标

记没有影响细胞的分化能

力。

３．ＭＲＩ检查

心肌内注射移植的

ＭＳＣｓ可以通过常规 ＭＲＩ

检查，在 ＭＲＩ图像上表现为明显的低信号影。１０只

动物共接受细胞移植５０点，其移植的细胞在心肌梗死

区域或正常心肌内均可在 ＭＲＩ检查中成像，表现为低

信号灶或信号缺失。移植后当天最明显，随着时间的

推移在１周、２周、３周、４周时仍然可以 ＭＲＩ检查中

成像，但 ＭＲＩ图像中发现信号强度明显降低，范围扩

大。对照组未观察到移植点细胞成像（图５ａ、ｂ）。

４．病理检查结果

在细胞移植后当天实验组发现在移植部位有大量

的普鲁士蓝染色阳性的圆形细胞聚集。在１周后便可

发现存活的细胞分散，伸展呈梭形，并且沿同一个方向

排列。４周时在移植部位仍然可发现阳性细胞存活，

沿同一方向伸展、排列。与 ＭＲＩ的结果一致：随着移

植细胞的死亡和向周围组织的分散磁共振影像可能会

变淡，范围扩大。普鲁氏蓝染色颗粒均在存活细胞的胞

浆内，没有发现有单纯的普鲁氏蓝颗粒在细胞浆外存

在。对照组均见普鲁士蓝染色阳性细胞存在（图６）。

讨　论

心肌细胞移植是最近年来缺血性心脏病治疗研究

的热点之一，在大量动物实验和临床试验中证明能够

改善梗死后心脏的功能，但移植细胞的最终命运只能
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图４　铁离子标记对骨髓间充质干细胞在诱导分化液作用下向成脂肪细胞和成骨细胞

分化的影响。ａ）标记后 ＭＳＣｓ在诱导分化作用下向脂肪细胞分化（×２００）；ｂ）标记后

ＭＳＣｓ向脂肪细胞分化的苏丹Ⅲ染色（×２００）；ｃ）标记后 ＭＳＣｓ向成骨细胞分化（×

２００）；ｄ）标记后 ＭＳＣｓ向成骨细胞分化茜素红染色（×２００）。　图５　ＳＰＩＯ 标记

ＭＳＣｓ移植到心脏内后磁共振检查结果。ａ）细胞移植后即时；ｂ）细胞移植后４周。

够通过病理组织切片得到证实，而在临床试验中无法

得到细胞是否存活、迁移等方面的信息。部分学者采

用放射性核素对移植细胞进行标记和在体示踪，但由

于空间分辨力差和核素半衰期短而限制了其对移植细

胞的空间识别和长期示踪［１４］，因此寻找一种良好的细

胞体内示踪方法具有重要的意义。ＭＲＩ技术在心血

管疾病的诊断和评价方面的应用越来越广泛，近几年

尤其在心梗的判断、预后评价、存活心肌的检测等方面

逐渐显现出其优越性［５］。Ｂｕｌｔｅ等在进行神经干细胞

的移植的实验中，将细胞用铁离子标记并用 ＭＲＩ进行

实现了移植细胞的在体示踪，并发现通过信号强弱可

间接判断细胞数量［６］。Ｇａｒｏｔ，Ｈｉｌｌ，Ｋｒａｉｔｃｈｍａｎ等先

后使用不同的氧化铁颗粒标记成肌细胞或骨髓间充质

细胞，将其移植到梗死的心肌内进行移植细胞的 ＭＲＩ

在体成像［７９］。

在本研究目前的实验中使用

了一种全新的细胞标记物（内二

显，Ｒｅｓｏｖｉｓｔ），此标记物是一种被

炭氧葡聚糖包被的超顺磁性氧化

铁微小颗粒，是组织特异性的磁共

振对比增强剂，主要在临床上用于

肝脏肿瘤的诊断，有很好的安全

性，可用于未来细胞移植的临床研

究。

一种理想的无创性细胞示踪

剂应具备以下几个必要特性，首先

是无毒，不影响细胞的活力、生长、

分化和其他生物学特性；其次细胞

示踪剂由携带细胞释放出后不会

在组织内产生影像学效应。应该

有一定的维持时间，有一定的排出

途径；能用目前的检查手段进行反

复的、无创的检测、示踪；能够准确

的反映标记细胞的迁移和数量。

我们目前使用的是临床上常

用的一种 ＭＲＩ对比增强剂，具有

很多上述特性。在体外试验中发

现普鲁士蓝染色 ＳＰＩＯ 标记后

ＭＳＣｓ，其中９５以上的细胞胞浆内

可见蓝色颗粒，可见细胞的标记效

率很高。台盼蓝排斥试验发现

ＭＳＣｓ经ＳＰＩＯ标记后细胞活力在

９８％以上，标记后的细胞仍保持原

有的形态和良好的贴壁能力。通

过 ＭＴＴ实验发现使用含不同浓度的ＳＰＩＯ培养细胞

与对照组无明显差异，表明对细胞的生长增殖能力没

有影响。迁移能力是干细胞的重要生物学特性之一，

大量的实验表明干细胞有向缺血或损伤组织迁移的能

力，因此一种新的细胞标记试剂对细胞迁移能力的影

响直接关系到细胞移植的效果。在我们的实验中证明

了 ＭＳＣｓ经铁离子标记后，对化学趋化因子诱导的迁

移没有改变。干细胞的一项重要生物学特性是其多向

分化潜能，ＭＳＣｓ具有向不同组织细胞分化的能力。在

本组实验中评价了铁离子标记后骨髓间充质干细胞向

成脂肪细胞和成骨细胞分化的能力，发现铁离子的标记

对ＭＳＣｓ的分化能力没有明显的影响。通过以上的实

验表明铁离子标记具有很高效率和良好的安全性。

体内实验中发现心肌内直接注射移植的ＳＰＩＯ标

记的ＭＳＣｓ可以在心脏ＭＲＩ上实现在体成像，在
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图６　心肌内注射移植后组织病理学检查。ａ）普鲁士蓝染色（×１００）及ｂ）冰冻切片示实验组细胞移植后当时组织学检查可

见大量细胞在心肌组织内聚集（×４００）；ｃ）普鲁士蓝染色（×４００）及ｄ）冰冻切片示实验组细胞移植后４周可见存活的细胞散

在分布并按一致的方向排列（×４００）；ｅ）对照组细胞移植后４周普鲁士蓝染色未见胞浆内有蓝染颗粒细胞存在（×１００）；ｆ）对

照组细胞移植后４周冰冻切片可见移植细胞（×４００）。

ＭＲＩ的图像上表现为低信号灶影，且随时间推移信号

强度明显减弱，范围逐渐扩大，在细胞移植后４周仍然

可以在磁共振上成像。病理学检查中发现与 ＭＲＩ有

良好的解剖一致性，移植后当时可见细胞在心肌组织

内聚集，而移植后４周可见存活的细胞分散排列。

Ｋｒａｉｔｃｈｍａｎ等报道在移植后一周细胞移植部位的

ＭＲＩ范围会扩大１５％，信号强度会降低２４％左右
［８］。

与我们的病理学发现相一致，可能是细胞向周围迁移

或死亡导致局部细胞数量减少引起的 ＭＲＩ减弱并扩

大。在Ｂｏｓ实验研究中发现将铁离子标记的ＭＳＣｓ注

射到大鼠的肾动脉或门静脉内通过磁共振检查可以进

行磁共振的在体示踪，证实铁离子标记的 ＭＳＣｓ经血

管内移植也可以在 ＭＲＩ图像中清晰成像
［９］。本研究

组织切片中还发现细胞移植后４周时蓝色的铁颗粒主

要存在于细胞内，在细胞外的间质内基本没有细胞死

亡后排出的铁颗粒，可见单纯的铁磁性标记物可通过

某种途径很快被组织清除到体外，不会影响局部磁共

振成像，表明磁共振成像的是存活细胞内的铁离子。

由于核素的半衰期很短，对移植细胞的在体内再分布、

存留只能进行短期示踪，而铁离子标记的细胞在移植

后４周仍然能够在磁共振图像上成像，这将为移植后

细胞的分布和迁移提供更多的信息。

本组实验证实了使用目前临床应用的这种超顺磁

性氧化铁颗粒可以有效的进行细胞标记，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，是一种安全、有效的细胞

标记方法，并且可以通过 ＭＲＩ检查对移植细胞进行在

体示踪，为将来移植细胞的在体研究、示踪和临床应用

提供了一种良好的手段。
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