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·

干细胞移植的磁性标记及磁共振成像活体示踪
周翠屏 沈君 梁碧玲

【摘要】干细胞移植的临床应用需要解决植人活体内干细胞在体内存活
、

迁移及分化的监测问

题
。

通过对干细胞进行顺磁性标记
,

磁共振成像(MRI )能够在活体上显示标记的干细胞
,

并进行特

异性地追踪及定位
,

是目前干细胞活体示踪极具前景的方法
。

干细胞进行磁性标记主要利用铁类

或扎类对比剂
,

两者各有优缺点
。

利用铁类或锐类对比剂标记干细胞并进行 MRI 活体监测取得了

成功
。

并在心脑缺血损伤的疾病模型中得到应用
,

但在干细胞磁性标记的载体选用及其标记率
、

标记的持久性
、

标记对细胞活力及遗传性状方面尚存在一定的问题
。

【关键词】造血干细胞移植 ; 磁共振成像 ; 磁性标记 ; 示踪 ; 活体内
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干细胞是一类具有自我更新和分化潜能的细

胞
,

根据来源可分为胚胎干细胞和成体干细胞
。

大
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量的动物实验研究表明
,

干细胞移植在神经系统的

损伤和中枢神经系统退行性变疾病
、

心肌梗死
、

血

液病等方面的治疗取得了可喜的效果
,

显示了不可

估量的应用前景
。

但是
,

干细胞广泛应用于临床尚

需解决较多问题
,

其中关键的是如何监测移植的干

细胞在体内存活
、

迁移及分化情况
。
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目前
,

对于干细胞移植后的监测多采用细胞体

外标记示踪剂后再移植体内的方法
,

如
: ¹ 遗传性

地改变细胞的基因
,

使其表达特异性的标志物
,

如

绿色荧光蛋白
、

p 半乳糖昔酶等 ; º 选用雄性供体
和雌性宿主

,

利用 Y 染色体作为标志物 ; » 利用染

料标记细胞 ; ¼移植前用 5
一

澳
一

2
一

脱氧尿昔或脱氧

胸昔来监测正在分裂的细胞
。

以上方法的缺点是如

监测干细胞体内的迁移必须在离体状态下进行组织

切片分析
,

为创伤性
、

毁灭性方法
,

临床上难以应

用于人体
。

MRI 具有亚细胞水平分辨率
、

良好的软

组织分辨率的成像方法
,

且为无创伤性
、

无电离辐

射
,

十分适合于对标记的干细胞在活体上进行识

别
、

特异性地追踪及定位
,

给干细胞移植治疗的临

床应用带来新的应用前景
。

1 MRI 标记物的种类

1
.

1 以单晶体或多晶体氧化铁为基础的对比剂

主要产生较强的犯 负性对比效应
。

其特点是

颗粒直径小
,

穿透力强
,

且具有生物可降解性
,

能

被细胞代谢后进人正常血浆铁池
,

与血红蛋白结合

或用于其他代谢过程
。

其基本结构是以葡聚糖包裹

氧化铁颗粒而获得
,

根据直径的大小分为超顺磁性

氧化铁 ( s u p e 印a ra m a g n e tic iro n 。x id e ,

sPIo )
、

超小

超顺磁性氧化铁 ( u ltra sm al l s u p e 甲a ra m a
罗

e ti e iro n

o x id e ,

US p IO )
、

单晶氧化铁纳米复合物 (mo no e 叮
-

s ta lli n e i r o n o x id e n a n o e o m Po u n d
,

M lo N )
,

其都能够

被干细胞吞噬
,

因此可被用于追踪监测微量的干细

胞
。

普通 SPIO 直径大于 5 0 n m ,

u SPxO 直径小于或

等于 50 n m
,

M ION 直径为(2
.

8玲 )n m
。

200 1年 B ul te 等【11发明了一种高度非特异性的

细胞内磁性探针 MD
一

100
,

这是一种构建于细胞转

染试剂 D e n d r im e r
基础上的 SPIO

。

MD一0 0 呈高度

顺磁性
,

它不依赖于膜受体的结合
,

可以被广泛用

于哺乳类动物细胞的标记
,

包括胚胎干细胞
、

间充

质干细胞 (m e s e n d巧m al st e m e e ll
,

MSC )和神经干细

胞等
,

研究发现
,

MD
一

10 0 标记细胞是一个不可逆

的过程
,

MD
一

100 至少在细胞内存在 1 周以上
,

MD
一

100 对细胞的增殖
、

分化和活力等几乎没有影

响
。

目前 MD
一

100 没有商品化
,

也未进人临床研究

阶段
。

用三氧化二铁(Fe
ZO 3 )标记细胞已有很多成功

报道
,

如 C har lott e
等 [2l用 Fe 必3

毫微型颗粒标记鼠

平滑川胜田胞
,

细胞的标记率很高
,

且对细胞活力
、

分

化能力
、

凋亡投有影响
。

M ION
一

46L 是 U SPI O 颗粒与葡聚糖交联 ( e ro ss -

lin k in g d e x tr a n ,

e LIo )及与短的人免疫缺陷病毒

(hu m a n im m u n o d e 6 e i e n e y v iru s ,

H lv )反式激活蛋

白( tra n s 一a e t iv a to r ,

Ta t )结合形成 M ION
一

Ta t或CLI O
-

Ta t ,

Mlo N
一

46 L 可以与膜受体特异性结合并内化进

人细胞内
,

但 Ta t 对细胞核有亲和力
,

在 CLI O
一

Ta t

颗粒的生物降解过程中
,

并可能会暂时释放
,

激活

的铁将通过魏斯反应 (W e is S re ac ti on )催化经基
,

引

起脂类过氧化
,

形成脂过氧化氢结合物
,

这些结合物

能破坏膜的结构和功能
,

细胞核内的蛋白质与 DN A

同样受到破坏
。

M a thia s
等l, 1将 USPI O 磁性粒子与

Fu G EN E ( 一种非脂质体型转染试剂 )在无血清的
D u lb e e e o

极限必需培养基 ( D u lb e e e o ’ 5 m o d ifi e d E a -

gl e ’s

me d iu m
,

D MEM ) 中共 同孵育 30 m in
,

使

Fu G EN E 包裹在 U SP1 0 磁性粒子表面
,

这种复合粒

子更容易使磁性粒子通过融合进人细胞内
,

而不需

要抗体
、

受体的参与
,

并用这种复合粒子来标记鼠

神经干细胞
,

将神经干细胞移植人脑缺血模型的大

鼠健侧半球
,

在 MRI 上观察到了移植细胞向缺血部

位移行的路线
。

Mlo N 经处理被一层低分子右旋糖

醉包被
,

与人转铁蛋白( tra ns fe rri n ,

Tf )共价结合形

成 Tf- M Io N 颗粒
,

以基因工程修饰过的转铁蛋白受

体 ( tra ns fe rr in re ce Pt or, T fR )基因为报告基因
,

使靶

细胞高度表达 T fR
,

细胞结合并内吞 Tf 的量增加
,

与之相连的 Mlo N 结合进人细胞的量也相应增加
。

目前 MoI N 尚处于实验开发阶段
。

1
.

2 Gd 类对比剂

主要产生 T1 正性对比效应
,

对 T2 加权影响小
。

Med 。
等陈

脸用右旋糖醉聚合物连接的 G小D T PA与罗

月明复合物 (gado lin iu m r ho dam in e d e xt ran
,

G R ID )
,

可

同时提供 M R 和荧光组织显像
,

将之标记永生化小鼠

神经干细胞 MHP36 细胞后
,

移植至脑缺血大鼠的

海马后进行 4. 7 T M R 离体成像
,

证实 M R 能可靠分

辨移植细胞以及示踪细胞迁移
。

最近 V uu 等网成功

地应用一种新的双重标记的毫微型颗粒标记肿瘤细

胞并进行活体示踪
,

这种 G d
一

罗丹明毫微型颗粒由

脂质体与丁二炔结合并进行声波降解及光分解而

形成聚合体
,

这种聚合体可以高效标记细胞
,

所标

记的细胞可被 MRI 及视像监测
,

还有进行活组织

检查时可以经荧光显微镜观察到所标记细胞 ; 并且

可以改变荧光基团和靶因子而用于研究不同的细
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胞
,

如干细胞
、

免疫细胞等
。

Fe 类及 G d 类对比剂作为细胞内磁性标记物各

有优缺点
。

对比研究表明
,

铁颗粒主要位于溶酶体

内
,

铁标记细胞的优势在于所需的培养液铁浓度只

需 25 m g 几
,

细胞内铁可高达 20 p岁细胞
,

即可达

到 T2 加权上明显负性增强效应
,

其缺点是必须用

转染因子作为载体(当前能运用于人类细胞的载体

仅为 Tf 与脂质体 阴
,

在实验室严格的合成 lm) ; 且

Fe 标记的干细胞由于其内的氧化铁不断降解
,

随

着时间推延 代
*
加权负性增强效应逐渐减弱 ; 而

Fe
标记细胞还需进行普鲁士蓝染色或 X

一

半乳糖染

色或电子显微镜来观察证实细胞的体内存活情况
。

目前以 Gd
3+ 为基础的对比剂在干细胞标记中的应用

报道不多
,

因为在目前应用的 1
.

5 T MR 磁场强下
,

对比剂颗粒中的 G d 3+ 的量要达到相当程度才能够被

探测到
,

而这在技术上有一定的难度
。

另外
,

G d 3+

潜在的毒性也限制了其应用
,

但 G d 与 DTP A 或

DO T A 鳌合后其毒性明显降低
,

1987 年美国 FD A

批准 Gd
一

D T PA 应用于临床
。

用作细胞内磁性标记

物时
,

Gd 主要游离于细胞质或高尔基体附近
,

在

细胞内不能降解
,

其 Tl 加权正性增强作用能持续

保持门
。

Mod
o
等阎直接利用 G RI D

,

既可因 G d 的顺

磁性效应而为 M RI 所检测
,

也可因罗丹明能在荧

光显微镜下观察到标记的细胞而从组织学上直接显

示标记细胞
,

无需借助免疫组化方法来证实
。

2 磁性标记中存在的问题

2
.

1 各种顺磁性物质的标记载体及其标记率

用于标记的顺磁性的 Fe 和 Gd 在 自然状态并

不能有效地被哺乳动物细胞(如 T 细胞和吞噬细胞

本身具有吞噬作用以外的其他大多数细胞 )摄取
,

因此为达到磁性标记细胞的目的
,

必须通过载体
,

通过吞噬作用
、

液相胞饮作用
、

受体介导的吞噬作

用和转染作用促进细胞对它们的摄取
。

目前载体

有
: ¹ 镶嵌于细胞膜的单克隆抗体

,

它广泛应用

于运输靶向药物经细胞膜进人细胞
,

也可用于运输

造影剂
。

这种方法的缺点是种族特异性
,

优点是能

在混杂的细胞群中辨认特定的细胞亚群
。

º 镶嵌

于细胞膜的肤链代替单克隆抗体
,

例如人免疫缺陷

病毒反式激活蛋白( hu m an im m u n o d e fi e i e n e y 、im s

tra n s 一a c tiv a to r ,

H IV T a t )
,

它含有膜性转移标记
,

可有效地把氧化铁颗粒转人细胞内
,

进一步的转人

可以到达细胞核而非内涵体
。

这种方法的缺点是可

用的肤链较少
。

» 用带有正电荷分子携带带有负电

荷的 D NA 穿梭细胞膜性结构
,

这一模式也可应用于

细胞对造影剂颗粒的摄取
。

Fra nk 等四的方法是采用

多种带正电荷的转染剂 ( tra ns fe ct ion ag en t , ,

TA )
,

例

如多聚赖氨酸 (p o ly
一

L
一

Ly s in e ,

p LL) ‘刀
、

硫酸鱼精蛋

白 (pro ta m in e ,P R O )噜
,

通过静电相互作用包裹多

种氧化铁颗粒
,

使带负电荷的细胞通过非特异性膜

表面吸收
,

促进标记物摄人细胞内
,

而细胞本身保

持原来的生物特性
,

且一样在体内迁徙
。

这种标记

方法相对简单易行而且高效
,

如 Fr an k 等 l8] 用

Fe 必3一T A 或 M IO N
一

46L TA 标记细胞
,

标记率接近

100 %
。

A rb ab 等 191 用 PR O 与 Fe 的复合物标记

MSC
,

标记率约 100 %
。

这 种方法所用制剂如

PLL
、

PR O 在美国都是 FDA 已获准使用的
,

标记后

的细胞只要数千个就能在 M R 成像并示踪这些细胞

的迁徙
。

此种方法为非特异性
,

可广泛应用于各

种哺乳动物 (小鼠
、

大鼠
、

人 )细胞的标记
,

且大多

采用 1
.

5T 临床应用型 M R 机即可进行显像
。

最近

V u u
等网成功地应用由脂质体与丁二炔结合并进行

声波降解及光分解而形成 Gd
一

罗丹明毫微型颗粒
,

可以高效标记细胞
,

并且可以改变荧光基团和靶因

子而用于研究不同的细胞
。

¼ W ilhe lm 等111
研究组

研制成一种表面带阴离子的氧化铁磁性纳米颗粒
,

认为对多种细胞有很强的亲和力
,

但尚未见其对细

胞标记后活力
、

代谢
、

增殖等影响的系列报道
。

2. 2 标记细胞的活力

大部分资料表明
,

磁性标记干细胞后
,

标记物

对细胞活力无明显影响
。

居胜红等l12j 应用磁性氧化

铁纳米粒子和 PLL 的藕联物 Fe 刃3
体外标记人脐血

MSC
,

结果
,

不同浓度 Fe 刃 3一PLL 复合物对细胞的

活力无明显不同
,

标记 MSC
、

未标记 MSC 者晚期

凋亡及坏死细胞分别为 5 .4 3%
、

2. 95 %
,

早期凋亡细

胞分别为 9
.

93%
、

10
.

14%
。

R u d e liu s

等
,

兜改良的标
准转染方案包括脂质转染法和磷酸钙化合物转染法

用于干细胞对 C d
一

DTP A 的摄取
,

所观察的胚胎干细

胞与神经干细胞的增殖和分化能力未受影响
。

2. 3 标记后的干细胞遗传特性

标记后干细胞遗传特性是否改变
,

需要进行长

期的观察和基因分析
,

目前尚缺乏这方面的研究
。

2. 4 标记的持久性

目前所标记的细胞大都能被 MRI 监测到
,

对
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,

Ju ly 2 0 0 6
,

V o l 3 0
,

N o
.

4

比剂在细胞内存在的时间长短与细胞的分裂速度及

对比剂的种类有关
。

Fe 标记的细胞
,

由于 Fe 能参与

到细胞本身的代谢循环内
,

随着细胞的分裂
,

细胞

内的 Fe 浓度逐渐下降
,

影响 MRI 对移植细胞的识

别
。

G d 因为其生物代谢的特点
,

在细胞内不能降

解
,

其 Tl 加权正性增强作用能持续保持
。

D al dru P-

Li nk 等网随访结果表明
,

用马根维显 (Gd 类 )标记的

细胞在 MRI TI 加权上持续正性增强
,

而 Fe 类标记

的细胞在标记后 7 d 其负性增强信号逐渐减弱
。

3 疾病模型中干细胞标记及示踪

利用 Fe 或 G d 标记干细胞
,

在中枢神经系统的

中风
、

缺血模型中均发现标记的神经干细胞沿拼服体

向侧脑室壁迁移
,

大量聚集在缺血损伤区周围5,1 飞

zh an g 等llq 在缺血模型小鼠的脑池内注人 Fe
标记的

神经干细胞
,

发现干细胞以(6 5士14
.

6 )m
n 汀h 的速度

向脑缺血区迁移
,

移植后神经功能得到明显改善
。

随后
,

在猪的心肌梗死模型上
,

也成功地运用

MRI 监测到注人梗死心肌内 Fe
标记的 MSC 存活情

况ll5,
’6]

。

无论是体外还是动物活体实验
,

细胞标记

率较高
,

标记的干细胞活性及增殖能力并不受影

响
,

能够正常分化
,

且顺磁性对比剂亦不会发生细

胞外漏l4, ’刀
,

反映了干细胞磁性标记的安全性与可

靠性
,

是干细胞移植临床应用的疗效监测的新方

法
。

然而
,

这些研究均局限于心脑急性缺血损伤的

动物模型中
,

而且还未见有细胞磁性标记后远期影

响的追踪报道
,

目前虽然有些报道在 1
.

5 T 磁场下

可以观测到标记的干细胞
,

但大多数仍是在高磁场

下监测的
,

对人体的应用尚需进一步研究
。
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