
作者单位：５１０１８０　广州，广州医科大学附属广州市第一人民医院／广州市南沙中心医院医学影像部（马伟琼、谢琦、张鼎旋、汤间仪、雷正贤、杨
逸铭）；５１６００１　广东，惠州市中心人民医院放射科（马伟琼）

作者简介：马伟琼（１９８６－），女，广东梅州人，硕士研究生，医师，主要从事神经影像诊断与分子影像学研究工作。
基金项目：２０１４广州市南沙区经贸科技与信息化局民生科技项目基金（２０１４ＭＳ０１）；２０１４广州市医药卫生科技一般引导项目（２０１４１Ａ０１００１５）；

２０１５广州市科技计划项目科学专项（一般项目）基金（１５６３０００４２４）及２０１５广东省科技计划项目技术开发类基金（２０１４Ａ０２０２１２０３４）

·实验研究·

新型超顺磁性氧化铁标记ＳＤ大鼠脂肪干细胞的有效性及安全性
研究

马伟琼，谢琦，张鼎旋，汤间仪，雷正贤，杨逸铭

【摘要】　目的：采用新型超顺磁性氧化铁对ＳＤ大鼠来源的脂肪干细胞（ＡＤＳＣｓ）进行标记，并与既往商用ＳＰＩＯ标记

效果进行对比，探讨这种新型超顺磁性氧化铁标记的有效性及安全性。方法：分离、纯化、鉴定ＳＤ大鼠来源的ＡＤＳＣｓ，然

后分不同浓度组（０、６、１２、２５、５０和１００μｇ／ｍＬ）和时间组（６、１２、２４和４８ｈ）进行标记，通过普鲁士蓝染色测定铁标记率；在

不影响细胞形态的前提下，对达到９５％以上铁染色率的孵育浓度、时间进行标记安全性检测，包括活力、增殖力、细胞表面

抗原表达；采用透射电子显微镜观察标记细胞的超微结构，采用ＩＣＰＡＥＳ对标记细胞内的铁含量进行测定，并与商用

ＳＰＩＯ标记效果进行对比。结果：在无细胞毒性的前提下，新型ＳＰＩＯ 达到９５％以上铁染色率的孵育浓度是１２和

２５μｇ／ｍＬ，孵育时间是１２ｈ；ＩＣＰＡＥＳ检测显示具有表面正电荷的聚乙二醇（ＰＥＧ）／聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）修饰的ＳＰＩＯ标记

后细胞内的铁含量达到３５．４ｐｇ／ｃｅｌｌ（２５μｇ／ｍＬ中孵育１２ｈ后）和２０．１６ｐｇ／ｃｅｌｌ（１２μｇ／ｍＬ中孵育１２ｈ后），并随着孵育浓

度的增加，细胞内的铁含量增加；而具有表面零电荷的ＰＥＧ／聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）修饰的ＳＰＩＯ标记后的铁含量仅为

６．９６ｐｇ／ｃｅｌｌ（２５μｇ／ｍＬ中孵育１２ｈ后）；透射电子显微镜显示标记后细胞器结构完整，内吸收的ＳＰＩＯ主要位于细胞质内

的囊泡和溶酶体中。结论：新型ＳＰＩＯ在适当孵育浓度和时间下可以安全、快速标记ＡＤＳＣｓ；ＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ标记

效果要远远比既往商用的ＳＰＩＯ快速有效，可作为一种优势的新型磁性标记物用于干细胞标记；而ＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的

ＳＰＩＯ比起既往商用的ＳＰＩＯ并无明显优势，说明表面电荷在细胞标记中占有极其重要的角色。

【关键词】　新型超顺磁性氧化铁；脂肪干细胞；染色与标记；铁含量；表面电荷
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　　由于磁性氧化铁纳米材料具有良好的磁导向性、

生物相容性以及生物降解性等特点，因而被广泛用于

干细胞标记领域［１２］。目前干细胞示踪成像的磁性氧

化铁纳米材料主要采用商用的Ｒｅｓｏｖｉｓｔ、Ｆｅｒｉｄｅｘ等，

但它们都是由化学共沉淀方法制备的，普遍存在粒径

不均匀、容易团聚的缺点，性能有提升的空间［３］。此

外，由于细胞膜和商用的超顺磁性氧化铁纳米粒子

（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅ，ＳＰＩＯ）均为负电荷，必

须与带有正电荷的商用转染剂（ｅｇ、脂质体、多聚赖氨

酸、硫酸鱼精蛋白等）结合起来才能有效标记干细胞，

这种结合存在复杂的相互反应［４，５］，会导致表面性能

的不精确和大小的不完全一致，这势必会引起标记效

果的差异性。

本研究拟采用的聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，

ＰＥＧ）／聚乙烯亚胺（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）修饰ＳＰＩＯ

是以高温多元醇法合成的，在合成过程中就通过表面

涂层修饰对纳米粒子的表面性能进行了精细控制，具

有结晶度高、尺寸分布均匀、磁性强、生物相容性好的

特点，并且具有固定的表面正电荷［６］。笔者猜测这种

具有固有表面正电荷的新型ＳＰＩＯ也许能更有效地应

用于干细胞标记领域，本研究将其对ＳＤ大鼠来源的

脂肪干细胞（ａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＡＤＳＣｓ）进行

标记，并与既往商用ＳＰＩＯ标记效果进行对比，探讨这

种新型超顺磁性氧化铁标记的有效性及安全性。本研

究实验组还引入用相同方法合成的带表面固定零电荷

的 ＰＥＧ／聚乙烯吡咯烷 酮 （ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅ，

ＰＶＰ）修饰的ＳＰＩＯ进行对照标记，以探索表面电荷在

标记有效性中的作用。

实验方法

１．ＳＤ大鼠ＡＤＳＣｓ的提取、纯化、鉴定

取４周龄以内的ＳＤ大鼠（购自广东省医学实验

动物中心），无菌条件下取腹股沟处的脂肪组织，反复

冲洗，剪碎成大约１ｍｍ３ 的细小组织块；加入Ｉ型胶原

酶（Ｓｉｇｍａ公司）进行恒温振荡消化，中止消化后进行

离心，种 植 在 含 １０％ 胎 牛 血 清 （Ｇｉｂｃｏ 公 司）的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）培养瓶中，标记为原代细

胞（Ｐ０），以１：２的比例传代，纯化提取出ＡＤＳＣｓ，传代

到Ｐ３代备用。

取Ｐ３代的培养细胞，用ＦＡＣＳｃａｎ流式细胞仪

（美国ＢＤＦＡＳＣａｎｔｏＴＭ）进行表面抗原ＣＤ２９、ＣＤ４５、

ＣＤ４４、ＣＤ１０６（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司）的检测。

２．新型ＳＰＩＯ标记后 ＡＤＳＣｓ形态的观察和有效

孵育时间、浓度的初步选定

ＳＰＩＯ由桂林理工大学张宝林教授团队以ＰＥＧ作

为溶剂，以乙酰丙酮合铁为铁源，加入ＰＥＩ、ＰＶＰ作为

表面涂层修饰剂制成氧化铁纳米粒子水溶液［６］。

取６孔板，细胞铺板，设置不同浓度（０、６、１２、２５、

５０和１００μｇ／ｍＬ）和不同时间（６、１２、２４和４８ｈ）组孵

育，然后进行普鲁士蓝染色，倒置显微镜下观察标记细

胞的形态，随机选择视野计数１００个细胞，其中含蓝色

颗粒的细胞为标记阳性细胞，计算标记阳性率，分别计

数３次取平均值，初步选定达到９５％以上的标记率且

细胞形态无明显改变的孵育浓度和时间。

３．标记细胞的安全性检测

细胞活力：将未标记组和标记组的单细胞悬液与

０．４％台盼蓝溶液以１：１比例混匀，３ｍｉｎ内用计数板

计数后计算活细胞率（％）。

细胞增殖力：将未标记组和标记组的细胞分别在

１、３、５ｄ进行 ＭＴＴ试验。实验时，每孔吸去２０μＬ培

养液，加入ＭＴＴ２０μＬ，同上条件继续孵育４ｈ后弃上

清，加入ＤＭＳＯ１５０μＬ／孔，室温下于圆周震荡器震荡

１０ｍｉｎ，酶标仪选用双波长（５７０、６３０ｎｍ）测量各孔的

光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，每孔重复测３次，减

去空白孔后取均值，绘制出生长曲线。

细胞表面抗原表达：将未标记组和标记组的细胞

加入荧光标记的大鼠来源ＣＤ２９、ＣＤ４５、ＣＤ４４、ＣＤ１０６

抗体，进行细胞表面抗原表达的检测。

４．透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉ

ｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＴＥＭ ）观察

将标记后的细胞用２．５％戊二醛（预冷）４℃固定

６ｈ，然后用１％锇酸固定２．５ｈ，梯度乙醇脱水，渗透、

包埋、聚合，常规超薄切片（７０ｎｍ），用铅铀染色２ｈ，使

用透射电子显微镜（日本ＪＥＭ１２３０）观察细胞超微结

构，包括ＳＰＩＯ所在部位以及线粒体、内质网、高尔基

体等细胞器的完整性。

５．电感耦合等离子体原子发射光谱法（ｉｎｄｕｃｔｉｖｅ

ｌｙｃｏｕｐｌｅｄｐｌａｓｍａａｔｏｍｉｃｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＩＣＰ

ＡＥＳ）检测标记细胞内的铁含量

将标记后一定数量（１０６）的细胞放置在１５ｍＬ玻

璃管内，在每个样品中加入６５％～６８％的浓硝酸，保

持１２１℃高温高压反应，使样本充分溶解呈溶液。设

立标准样品分别为：空白、０．１、１、１０、５０、１００（ＰＰｍ），进

行ＩＣＰＡＥＳ定量检测。根据其定量结果得出标准曲

线，计算出单细胞铁含量。

６．统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，标记组和

未标记组的台盼蓝拒染率、ＭＴＴ吸光度差异的比较

采用单因素方差分析，数据符合正态分布的相关性分

析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关检验，数据不符合正态分布的相

关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。
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标记组ＰＥ／ＣｙＣＤ１０６；ｄ）未标记组ＦＩＴＣＣＤ４５；ｅ）标记组ＡＰＣＣＤ２９；ｆ）标记组ＰＥＣＤ４４；ｇ）标记组ＰＥ／ＣｙＣＤ１０６；ｈ）标

记组ＦＩＴＣＣＤ４５。

图１　Ｐ３代ＡＤＳＣｓ。ａ）镜下示细胞形态均一，以梭形为主，呈融

合生长（×１００）；ｂ）镜下示细胞核位于胞质中间，梭形突起融合

生长（ＨＥ，×４００）。　图２　Ｐ３代 ＡＤＳＣｓ表面抗原表达。ａ～ｄ

为未标记组，ｅ～ｈ为标记组，显示两组ＡＤＳＣｓ表面抗原表达无差

异：ＡＰＣＣＤ２９的表达为强阳性，接近１００％；ＰＥＣＤ４４的表达为

阳性，为３０％～４０％；ＰＥ／ＣｙＣＤ１０６、ＦＩＴＣＣＤ４５表达为阴性，表

达＜５％。ａ）未标记组ＡＰＣＣＤ２９；ｂ）未标记组ＰＥＣＤ４４；ｃ）未

表１　不同浓度ＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ孵育不同时间点ＡＤＳＣｓ的形态变化和铁标记率测定

不同标记浓度
６ｈ孵育组

细胞形态
标记率
（％）

１２ｈ孵育组

细胞形态
标记率
（％）

２４ｈ孵育组

细胞形态
标记率
（％）

４８ｈ孵育组

细胞形态
标记率
（％）

未标记细胞组 梭形／短多角形 无 长梭形／多角形 无 梭形／多角形 无 梭形／多角形 无

６μｇ／ｍＬ标记组 梭形／短多角形 ４３ 长梭形／多角形 ７０ 梭形／多角形 ９０ 梭形／多角形 ９４

１２μｇ／ｍＬ标记组 梭形／短多角形 ６９ 长梭形／多角形 ９８ 梭形／多角形 １００ 梭形／多角形 １００

２５μｇ／ｍＬ标记组 梭形／短多角形 ９１ 长梭形／多角形 １００ 梭形／多角形部分胞膜溶解 １００
细胞 变 形，胞 膜 溶
解，大量铁颗粒散出 １００

５０μｇ／ｍＬ标记组 梭形／短多角形 ９３
梭 形／多 角 形，
部分胞膜溶解 １００

长梭形／多角形，部分细胞
变形，胞膜溶解，铁颗粒散
出

１００

细胞膜溶解，变形细
胞融合改变，散在团
状铁颗粒

１００

１００μｇ／ｍＬ标记组
梭 形／多 角 形，
部分细胞略皱
缩

１００

大部分细胞变
形，胞膜溶解，
铁颗粒散出

１００
细胞变形、团聚，胞膜溶解，
铁颗粒散出 １００

细胞变形、团聚，胞
膜溶解铁颗粒散出 １００

结　果

１．ＳＤ大鼠来源ＡＤＳＣｓ的提取、纯化和鉴定

ＡＤＳＣｓ呈多角形、纺锤形、梭形贴壁生长，ＨＥ染

色显示细胞核位于细胞中间，细胞梭形突起相互连接，

呈融合生长（图１）。

流式细胞仪检测显示Ｐ３代ＡＤＳＣｓ对ＣＤ２９的表

达为强阳性，达到９５％以上；对ＣＤ４４的表达为阳性，

为３０％～４０％；对ＣＤ１０６、ＣＤ４５表达为阴性，表达小

于５％（图２）。

２．ＡＤＳＣｓ的有效孵育时间、浓度的观察和初步选

定

细胞内铁标记率随着浓度和孵育时间的增加而增

加，同时，细胞的形态学也随着孵育浓度与时间的增加

而改变，细胞逐渐出现变形、皱缩、胞膜溶解的现象（表

１、２、图３）。

ＰＥＧ／ＰＥＩ修 饰 ＳＰＩＯ 标 记 组 在 １２μｇ／ｍＬ、

２５μｇ／ｍＬ浓度下孵育１２ｈ后即可得到９５％以上的标

记率，细胞形态无明显改变（表１、图３ａ、ｂ）。而ＰＥＧ／

ＰＶＰ修饰ＳＰＩＯ标记组在２５μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ浓度

下孵育１２ｈ后即可得到９５％以上的标记率，细胞形态

无明显改变（表２、图３），并且发现 ＰＥＧ／ＰＶＰ修饰

ＳＰＩＯ标记组随着标记浓度的增加，细胞内铁颗粒增加
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图３　ＰＩＯ标记细胞后的普鲁士蓝染色图。ａ）１２μｇ／ｍＬＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ孵育１２ｈ后，细胞达到９５％的铁标记率而无

细胞形态改变；ｂ）２５μｇ／ｍＬＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ孵育１２ｈ后，细胞达到９５％的铁标记率而无细胞形态改变；ｃ）５０μｇ／ｍＬ

ＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ孵育２４ｈ后，细胞变形、皱缩，出现胞膜溶解，铁颗粒散出的现象；ｄ）２５μｇ／ｍＬＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的ＳＰＩＯ

孵育１２ｈ后，细胞达到９５％的铁标记率而无细胞形态改变；ｅ）５０μｇ／ｍＬＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的ＳＰＩＯ孵育１２ｈ后，细胞达到９５％

的铁标记率而无细胞形态改变；ｆ）５０μｇ／ｍＬＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的ＳＰＩＯ孵育２４ｈ后，细胞变形、皱缩，出现胞膜溶解，铁颗粒散出

的现象。

表２　不同浓度ＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的ＳＰＩＯ孵育不同时间点ＡＤＳＣｓ的形态变化和铁标记率测定

不同标记浓度
６ｈ孵育组

细胞形态
标记率
（％）

１２ｈ孵育组

细胞形态
标记率
（％）

２４ｈ孵育组

细胞形态
标记率
（％）

４８ｈ孵育组

细胞形态
标记率
（％）

未标记细胞组 梭形／短多角形 无 长梭形／多角形 无 梭形／多角形 无 梭形／多角形 无

６μｇ／ｍＬ标记组 梭形／短多角形 ３２
长梭形／多角形部分胞
膜溶解 ５１ 梭形／多角形 ８７ 梭形／多角形 ９１

１２μｇ／ｍＬ标记组 梭形／短多角形 ３８ 长梭形／多角形 ６９ 梭形／多角形 ９０
细胞皱缩，局部融合
团聚 ９３

２５μｇ／ｍＬ标记组 梭形／短多角形 ４１ 长梭形／多角形 ９６
梭形／多角形，部
分胞膜溶解 １００

细胞 变 形，胞 膜 溶
解，大量铁颗粒散出 １００

５０μｇ／ｍＬ标记组 梭形／短多角形 ４８ 长梭形／多角形 ９７

梭形／多角形，部
分细胞变形，胞膜
溶解，铁颗粒散出

１００

细胞膜溶解，变形散
在细胞碎片和铁颗
粒

１００

１００μｇ／ｍＬ 标 记
组

梭形／短多角形，
部分细胞皱缩 ６７

长梭形／多角形，部分
细胞皱缩 ９７

细胞变形、散在细
胞碎片、铁颗粒 １００

未见正常细胞，散在
铁颗粒 １００

并不明显，只积聚在细胞质边缘靠近胞膜的区域。

３．标记安全性检测 （有效标记浓度和时间，细胞

形态无改变的前提下）

台盼蓝染色：台盼蓝染色结果显示，２５μｇ／ｍＬ标

记组２孵育４８ｈ，５０μｇ／ｍＬ标记组２孵育１２、２４和

４８ｈ后，ＡＤＳＣｓ的活力较未标记细胞组下降，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），其余各组与未标记组比较差

异均无统计学意义（犘＞０．０５，表３）。

增殖力检测：增殖力曲线趋势图显示，１２μｇ／ｍＬ、

２５μｇ／ｍＬＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ 标记组孵育１２ｈ

后，２５μｇ／ｍＬＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的ＳＰＩＯ孵育１２ｈ后，

增殖力曲线与未标记组生长趋势无明显差异，其余标

记组增殖力曲线下降（图４）。

经过标记率、细胞活力和增殖力的检测，选择

ＰＥＧ／ＰＥＩ修 饰 的 ＳＰＩＯ 孵 育 浓 度 为 １２μｇ／ｍＬ、

２５μｇ／ｍＬ，ＰＥＧ／ＰＶＰ 修 饰 的 ＳＰＩＯ 孵 育 浓 度 为

２５μｇ／ｍＬ，孵育时间均为１２ｈ；细胞表面抗原表达检

测、电镜观察均选择该孵育浓度和时间。

细胞表面抗原表达鉴定：流式细胞仪检测显示标

记后的ＡＤＳＣｓ对ＣＤ２９的表达为强阳性，达到９５％
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图４　１２μｇ／ｍｌ、２５μｇ／ｍｌＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ标记组孵育１２ｈ后，２５μｇ／ｍｌＰＥＧ／ＰＶＰ

修饰的ＳＰＩＯ孵育１２ｈ后，增殖力与未标记组比较无统计学差异（犘＞０．０５），其余标记组

存在统计学差异（犘＜０．０５）。ａ）ＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ孵育１２ｈ的 ＭＴＴ曲线图；ｂ）

ＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的ＳＰＩＯ孵育１２ｈ的 ＭＴＴ曲线图。　图５　ＴＥＭ 观察细胞超微结构

（×２００００），图中显示细胞结构基本完整，胞核不规则，染色质较均匀，细胞器结构基本完

整；内吸收的氧化铁纳米颗粒均位于细胞质区域内，主要位于溶酶体内，呈囊泡样聚集改

变（箭）。ａ）ＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ标记组；ｂ）ＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的ＳＰＩＯ标记组。

表３　多醇法合成的ＳＰＩＯ孵育不同时间后ＡＤＳＣｓ的台盼蓝染色拒染率结果

细胞标记浓度
孵育时间

６ｈ 犘值 １２ｈ 犘值 ２４ｈ 犘值 ４８ｈ 犘值

未标记细胞组 ９７．０５±２．８３ － ９７．０１±２．０２ － ９６．４０±２．４１ － ９５．４６±２．９１ －

１２μｇ／ｍＬ标记组１ ９７．４８±２．４３ １．０００ ９６．０７±１．６３ ０．９０４ ９５．７０±２．８１ ０．３１４ ９６．５８±０．６４ ０．９８６

２５μｇ／ｍＬ标记组１ ９６．０４±２．１３ ０．９６２ ９７．６８±１．０５ ０．０９４ ９６．４２±２．０５ ０．９９９ ９５．８９±０．９８ ０．９８４

２５μｇ／ｍＬ标记组２ ９６．３６±１．６９ １．０００ ９６．６７±１．９３ ０．９０４ ９７．４４±１．５６ ０．９９８ ８５．４５±１．８９ ０．０００

５０μｇ／ｍＬ标记组２ ９６．８０±１．００ １．０００ ９２．９６±２．７８ ０．０００ ９１．１３±２．８８ ０．００１ ８３．８２±１．１３ ０．０００

注：标记组１是ＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ标记组；标记组２是ＰＥＧ／ＰＶＰ标记组。Ｐ值为各标记组与未标记组的比较结果。

表４　多醇法合成的ＳＰＩＯ和既往商用的ＳＰＩＯ性能特性对比

名称 表面涂层
动力学粒径
（ｎｍ）

Ｚｅｔａ电位
（ｍｖ）

铁含量
（ｐｇ／ｃｅｌｌ）

Ｆｅｒｉｄｅｘ 葡聚糖 ５０～１８０ －３２．２９±０．６０ ０．６～１．５

ＦｅｒｉｄｅｘＰＬＬ － － ２４．００±１．６８ １０

Ｒｅｓｏｖｉｓｔ 羧基葡聚糖 １７～６５ －１０．００±３．６５ ０．９２～４．００

ＲｅｓｏｖｉｓｔＰＬＬ － － １３．００±３．７１ ５．０～１７．９

ＳＰＩＯ（２５μｇ／ｍＬ） ＰＥＧ、ＰＥＩ ２１～３３ ２５．００～４３．００ ３５．４

ＳＰＩＯ（１２μｇ／ｍＬ） ＰＥＧ、ＰＥＩ ２１～３３ ２５．００～４３．００ ２０．１６

ＳＰＩＯ（２５μｇ／ｍＬ） ＰＥＧ、ＰＶＰ １７～２８ ０ ６．９６

以上；对 ＣＤ４４的表达为阳性，为３０％～４０％；对

ＣＤ１０６、ＣＤ４５表达为阴性，表达均＜５％，与未标记组

之间差异无统计学意义（图２ｂ）。

４．ＴＥＭ观察

ＳＰＩＯ标记后，内吸收的氧化铁纳米颗粒均位于细

胞质区域内，主要位于溶酶体内，

呈囊泡样聚集改变，细胞核内未见

纳 米 颗 粒。ＰＥＧ／ＰＥＩ 修 饰 的

ＳＰＩＯ标记细胞组内沉积的囊泡数

量要比 ＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的 ＳＰＩＯ

多，几乎蔓延了整个细胞质区域，

而后者主要聚集于靠近细胞膜的

区域（图５）；从电镜图片来看，胞

核不规则，染色质较均匀，细胞器

结构基本完整，内吸收的纳米颗粒

对细胞形态、结构无明显影响。

５．ＳＰＩＯ的性能特性

将既往商用ＳＰＩＯ 的材料性

能特性与本研究中的新型ＳＰＩＯ

进行对比，结果见表４。

讨　论

１．多醇法合成的ＳＰＩＯ 的性

能评价

ＰＥＧ由于其较高的水溶性，

并且无抗原性和免疫原性而可作

为高温多元醇法中的溶剂使用，在

合成的ＳＰＩＯ表面进行ＰＥＧ涂层

修饰，不仅能提高ＳＰＩＯ在水中的

溶解性，而且能让纳米粒子在溶液

中稳定分散［７］。ＰＥＩ是一种含有大量氨基的阳离子聚

合物，它一方面能够有效地中和胶体液中过量的负电

荷，尤其是在酸性或者中性环境下；另一方面其包含的

多量氨基能够与不同的物质相结合，从而使得合成的

ＳＰＩＯ结构更加稳定，生物相容性和弛豫率亦有所提
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高［８］。ＰＶＰ是一种两亲性聚合物，Ｌｕ等
［９］的研究中

发现这种以ＰＶＰ为涂层的氧化铁纳米粒子溶解性和

稳定性更高，在不同的有机溶剂和不同ＰＨ 值的水溶

液中（包括ＰＢＳ液）中稳定分散。

而本研究中的新型ＳＰＩＯ是以ＰＥＧ作为溶剂，以

乙酰丙酮合铁（Ｆｅ（ａｃａｃ）３）为铁源，加入ＰＥＩ、ＰＶＰ作

为表面涂层修饰剂制成［６］，具有以下优点：①可以分散

于水溶液中，一步合成水溶性的ＳＰＩＯＮ；②结晶性好，

磁性强；③粒径分布均匀，分散性好，基本没有出现团

聚的现象。

２．高温多元醇法合成的ＳＰＩＯ与既往商用ＳＰＩＯ

在标记有效性上的对比评价

本研究发现这种新型ＳＰＩＯ在１２～２５μｇ／ｍＬ孵

育浓度，１２ｈ的孵育时间下即可达到９５％以上铁标记

率而无细胞毒性，而既往商用ＳＰＩＯ与转染剂结合后

要达到有效标记率的孵育浓度为２５～５０μｇ／ｍＬ，孵育

时间为１８～２４ｈ
［１０］，说明这种新型ＳＰＩＯ能更快速有

效地标记干细胞；考虑是由于纳米粒子水动力学粒径

小于１００ｎｍ，大小分布均一，有利于细胞对其吸收
［４］，

并且表面修饰涂层的空间位阻以及粒子间的静电斥力

阻止了粒子间的团聚，使得纳米粒子结构更加稳定，进

一步促进了纳米粒子的吸收和内化［１１］。

随后的ＩＣＰＡＥＳ检测对标记细胞内的铁含量进

行测定进一步证实了这种新型ＳＰＩＯ在细胞标记领域

的有效性。既往研究表明，Ｆｅｒｉｄｅｘ在没有转染剂结合

的情况下，２５μｇ／ｍＬ中孵育２４ｈ后，细胞内的铁含量

为０．６～１．５ｐｇ／ｃｅｌｌ
［１２，１３］，加入了一定浓度的多聚赖

氨酸（ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ，ＰＬＬ）结合后，细胞内的铁含量可达

到１０ｐｇ／ｃｅｌｌ
［１０，１２］。由于Ｒｅｓｏｖｉｓｔ的水动力学粒径要

小于Ｆｅｒｉｄｅｘ，能更有效地促进粒子的吸收和内化
［１２］，

因此在相同的孵育浓度和时间条件下，细胞内的铁含

量可达到０．９２～４．００ｐｇ／ｃｅｌｌ
［１２，１４］，与ＰＬＬ结合后，细

胞内的铁含量上升为１７．９ｐｇ／ｃｅｌｌ
［５］。与此对比，

ＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ在２５μｇ／ｍｌ中孵育１２ｈ后，

测定细胞内的铁含量达到 ３５．４ｐｇ／ｃｅｌｌ；即使在

１２μｇ／ｍＬ中孵育１２ｈ，细胞内的铁含量也可达到

２０．１６ｐｇ／ｃｅｌｌ。因此，无论是从标记的浓度和时间，还

是细胞内标记的铁含量来衡量，都提示本研究中的

ＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ比商用的ＳＰＩＯ能更加快速有

效地标记细胞。

除此之外，本研究还发现ＰＥＧ／ＰＥＩ修饰的ＳＰＩＯ

标记效果要比ＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的ＳＰＩＯ明显，前者在

不影响细胞生物活性的前提下，随着孵育浓度和时间

增加，细胞标记率提高，细胞内铁染色量和铁含量亦增

加；而ＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的ＳＰＩＯ虽然在２５μｇ／ｍｌ的浓

度下孵育１２ｈ后达到９５％以上的标记率，但随着标记

浓度的增加，普鲁士蓝染色显示细胞内铁颗粒增加并

不明显，只积聚在细胞质边缘靠近胞膜的区域，随后的

ＩＣＰＡＥＳ测定细胞内铁含量仅达到６．９６ｐｇ／ｃｅｌｌ，标

记效果与既往商用的ＳＰＩＯ对比并无优势；考虑是因

为细胞标记不仅仅与纳米粒子的直径大小有关，还依

赖粒子化学特性和表面电荷情况。有研究表明在外源

性的纳米材料向细胞内输送过程中，增加表面电荷能

够促使纳米粒子的吸收和内化［１１］。本研究中ＰＥＧ／

ＰＥＩ修饰的氧化铁纳米粒子表面为正电荷，而ＰＥＧ／

ＰＶＰ修饰的纳米粒子表面却是零电荷
［４］，并不利于纳

米粒子向细胞内的输送，说明表面电荷在细胞标记中

占有极其重要的角色。

３．标记的安全性评价

纳米颗粒表面涂层结构修饰除了影响细胞的标记

率，还会影响细胞毒性作用。Ｔｈｏｒｅｋ等
［１１］的研究中

发现，在１０～５０μｇ／ｍｌ浓度下的ＳＰＩＯ孵育后，只有

少量的可以忽略不计的细胞出现死亡，但在ＳＰＩＯ进

行了胺化的涂层后，即使是在１０μｇ／ｍｌ的浓度下，都

表现出了一定程度的细胞毒性，这种细胞毒性随着孵

育浓度的增加而加剧。因此本研究将达到有效标记率

的孵育浓度和时间进行了细胞毒性的测定，发现新型

ＳＰＩＯ在适宜浓度和时间的条件下孵育后，不仅细胞活

力、增殖力无明显改变，而且相应的ＡＤＳＣｓ表面抗原

表达能力与未标记组差异亦无统计学意义，因此考虑

该孵育浓度和时间孵育后对干细胞的生物学活性无明

显抑制作用。

一般来说，标记的安全性不仅需要评定标记对宿

主细胞生物学活性的抑制作用，还得考虑内吸收的纳

米铁颗粒进入细胞内如何代谢降解。目前普遍认为具

有明显生物相容性的ＳＰＩＯ应该是可以通过物理铁代

谢和利用的途径进行降解的［１５］。现有的研究表明，进

入细胞内的氧化铁纳米粒子是作为元素铁被代谢的，

部分通过水解酶代谢，但主要还是在溶酶体的酸性条

件下被代谢的［１４］。因此纳米粒子通过内吞作用进入

细胞质后，先位于细胞质中的溶酶体仓，然后再分发到

细胞核周围的囊泡以及终极溶酶体中，通过生物体的

组织中的分子蛋白，溶酶体中的元素铁可被储存或者

进一步合成血红蛋白而降解，从而始终维持生物体内

的铁平衡，本研究用透射电子显微镜对ＳＰＩＯ标记细

胞的超微结构进行了观察，结果显示内吸收的ＳＰＩＯ

主要位于细胞质区域的囊泡和溶酶体内，并且标记后

的细胞结构基本完整，细胞器未见明显破坏，进一步说

明了ＳＰＩＯ的标记是安全有效的。

本研究结果显示这种由高温多元醇法合成的新型

ＳＰＩＯ在适当孵育浓度和时间下可以安全、快速地标记

ＡＤＳＣｓ。这种具有固定表面正电荷的ＰＥＧ／ＰＥＩ修饰
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的新型ＳＰＩＯ标记效果要远远比既往商用的ＳＰＩＯ快

速有效，并随着孵育浓度的增加，细胞内的铁含量增

加，可作为一种新型的磁性标记物用于干细胞标记；而

具有固定表面零电荷的ＰＥＧ／ＰＶＰ修饰的ＳＰＩＯ比起

既往商用的ＳＰＩＯ并无明显优势，说明表面电荷在细

胞标记中占有极其重要的角色。
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