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骨髓问充质干细胞的活体标记示踪技术及其研究进展
董庆玉陈丽

【摘要】 骨髓基质干细胞因具有小断自我更新和向多种细胞分化的能力而备受．)乏注。通过干

细胞移植并诱导其向各种受损组织细胞分化，可促进受损2R织的冉牛和修复，为疾病的治疗开辞

了新途径。为更深人认识移植细胞实现其修复功能的机制，需要有效的标记方法追踪移植耋|【|胞在

受者体内的分布、迁移、增殖和分化情况。
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骨髓间充质干细胞(Inesenchvmal stem cells，

Mscs)是来源于骨髓的具有不断自我更瓤和多向分

化能力的干细胞。目前，干细胞移植的治疗作用已

在动物模型和部分临床试验中得到证实n“。 『}f于

骨髓问充质干细胞具有来源丰富、取材容易、可自

体移植等其他干细胞不可比拟的优点，故目前通过
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移植骨髓间充质于细胞治疗疾病的研究成为热点。

为更深入认识移植细胞实现其修复功能的机制，需

要对移植细胞在体内的存活、分布、迁移及增殖、

分化进行监测。所以，为区别供体披受体细胞，需

要有效的标记方法对这些细胞进行标记示踪。

1 Mscs常用标记示踪技术及研究现状

近年来，常用的干细胞标记技术包括抗原标
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记、荧光染料标记、荧光赁白标记、核素标记、Y染

色体标记等方法口一。其中抗原标记法是通过免疫

组化方法，利用抗体对细胞上的抗原进行检测，从

而对移植细胞进行观察；荧光染料标记方法的原理

是使用某些能够结合到细胞膜或细胞内不同部位r

的荧光染料进行观察；荧光蛋白标记中所用的荧光

蛋白为可自发产生荧光的蛋白质，如绿色荧光蛋白，

其标记细胞的方法通常是建立转基}醋动物或通过基

因工程转染技术；核素标记的原理是利用核素标记

脱氧嘧啶核苷酸作为DNA合成前体，从而在细胞

DNA合成期较特异地掺人细胞核内；Y染色体标

记方法是将来源于雄性供体含Y染色体的细胞移

植人雌性动物体内，因为Y染色体长臂末端带有

·段特异的重复序列，针对此序列进行荧光原位杂

交，即可对移植细胞进行示踪。

以上多种方法各有其优缺点，但在检测时足侵

袭性的，需用实验动物制备组织切片，冈此体外检

测不适丁人体。随着分子影像学的发展，使得活体

示踪干细胞成为可能。日前认为，L!广泛应用于临床

的MRI以及处于快速发展中的核医学分子影像技术

是能够克服以r不足而用于活体示踪的成像技术。

2 MRI技术在干细胞活体标记示踪中的应用及发展

由于MR具有较高的时问和卒间分辨率，加之

近年来MR对比剂研究的不断进展，利用MR敏

感的对比剂作为分子探针标记下细胞并进行移植后

的MRI活体示踪足可能的一。其I h超顺磁性氧化

铁(superparanlagnetic imn o xjde，sPl0)微粒由于具

有粒径小及弛豫率强等优点，成为目前应用最广泛

的标记物。sPl0最初被应用于标记白绌胞、淋巴

细胞及单核绌胞等血液细胞，主要用于免疫追踪

研究【司。近年来．随着下细胞研究的不断进展，磁

标记技术开始用于干绌胞M。

2．I sPl0标记技术原理

应崩sPl0对干细胞直接进行标记，其标记率

往往较低，冈此多采用抗体(如抗转铁蛋白受体单

克隆抗体)、转染剂(如脂质体等)等介导，以捉高细

胞的磁标记率F目。最近，Arbab等”开发了更为葙效

而简便的干细胞磁标记法，即应用多聚赖氨酸

(p01vlvsine，PLL)介导干细胞磁标记。PLL是一种

表而带大量止电荷的转染剂，通过静电作用可与表

面带负电荷的氧化铁微粒有效结合，从而增加

sPIO与细胞的亲和性，提高于细胞的磁标记率。干

细胞磁标记后其MR信号发生改变是MR活体示踪

的基础，而MR信号的改变受对比剂种类、标记效

率和细胞数量等因素的影响。

2．2 sPI()标记的安全性

磁标记对于细胞的安全性是磁标记干细胞体内

应用的前提。sPl0标记千细胞的安全性取决于标

记所用的对比剂和标记方法。研究表明，用FDA

(美国食品与药物管理局)批准的sPTo进行标记，

sPT0存在于胞质中，对所标记的十细胞并尤短期

或比朗毒性作用；与未标记细胞相比，标记细胞的

生存能力、分化能力以及凋亡率都没有随着时间的

推移而发生改变。另外，因这些对比剂由可生物降

解的铁组成，所以理论上这些铁可在体内再循环，

即可在正常铁代酣通路中被重新使用。对用于肝脏

的sPIO标记显示，这些铁被肝脏Kup能r细胞代浏

且随之被再利用，进入正常的铁血池及红细胞内“。

2．3 sPT0标记的敏感性

sPIO由于其特殊的化学结构，即使在较弱的

磁场中也可产生较大的磁性，外磁场撤销后磁性也

迅速消失，即所谓超顺磁性。以往多采用高磁场

MR对磁标记干细胞进行显微成像，但仅限于动物

实验，离I晦床应用尚有一定距离。随着标记方法的

不断改进和标记效率的明显提高，近期有研究表

明，1．5T MR也可成功显示磁标记十细胞㈣。所以，

既可在专用的高场强MR设备中对磁标细胞成像，

也可采用1．5T临床型MR成像。由于MR具有较

高的分辨率及整体成像等特点，已成为干细胞成像

的最佳选择之一。

2．4 s1)IO标记的准确性

MR增强检查所显示的结果与用常规病理染色

标记铁所形成的结果存在很好的吻合．目前的结果

表明，MR追踪细胞可用于指导移植过程和活体观

察移植效果。

2．5 sPIo标记细胞的有效时限

磁化标记的消失主要由于细胞内铁含量的下

降。sPI()在体内不会随着细胞的分裂而分配，分

裂细胞内sPl0的下降主要由于细胞分裂引起的稀

释作用，不分裂细胞sPl0的下降主要由于外排和

代谢作用。磁化标记的消失与干细胞的分裂速度有

关，细胞分裂越快，稀释越快，sPIO下降越快，

直至sPl0无法示踪，故无法用于移植干细胞的长
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期追踪观察。sPIo在细胞中能保存最长的时间，

在细胞分裂过程中sPIO是否均匀分配以及是否以

全或无形式分配等有待于进一步的研究，小同的细

胞类型在这些方而存在不同。

总之，用sPl0一PLL微粒可较为简单有效地标

记干细胞，而且对细胞无毒副作用，这样，MR可

以对千细胞的生物学分布和迁移情况进行活体示

踪。虽然sPl0在绌胞标记方面的研究已取得了一

定进展，但仍有许多问题有待于进一步研究。在基

础科学研究方面，加深对sPl0造影剂生物分布特

性和毒性的了解研究是必要的；标记干细胞在体内

死亡、裂解，释放出的增强剂粒子将造成假阳性显

像；氧化铁类造影增强剂不能够跟随细胞的分裂而

自体复制，所以仅能标记移植的细胞或部分分化的

细胞，在监测移植后干细胞的增殖和分化方存在·

定小足。以上诸多问题都有待进一步探索。

3核医学分子影像技术在干细胞活体标记示踪中

的应用前景

众所周知，核医学影像技术因具有较高的灵敏

性(利用核素示踪可以检测到体内低至lo。12 mol／I。

的分子表达)，可进行定量分析，能够对细胞的代

谢状态进行判断而具有优势。设想能否通过放射性

核索标记移植前细胞，利用核医学影像技术对细胞

的迁移、增殖和分化进行监测。日前，应用核索标

记MScs并观察其移植后在受者体内的迁移和分布

已有报道“。⋯，但如何应用核医学独特的分子成像

技术对移植细胞在体内的增殖和分化进行{囔测成为

人们关注的焦点。核医学显像技术包括代谢显

像、抗体显像、受体显像等，代谢显像是指作为

探针的分子是组织和细胞的代谢底物或类似物，

代谢显像剂可以显示干细胞在体内的增殖，但迄

今为止，尚未发现干细胞有任何特异的代谢底

物，同时干细胞在体内增殖、代谢远低于肿瘤细

胞，现有设备的灵敏性还不能达到区分移植于细

胞和体内原有组织细胞的代谢差异，故目前代谢

显像在于细胞示踪方面尚难以有所作为。抗体显

像原理是将特异抗体作为探针，利用抗原抗体结

合检测组织细胞表面抗原的存在。十细胞在其增

殖和多向分化的过程中可出现表面抗原表达差

异，从而为利用抗体显像示踪于细胞提供了潜在

的可能性。另外，在干细胞有关研究过程中，发

现了很多种相对特异的受体。例如：千细胞牛长

所需的生长医I子受体(表皮生长网子受体等炉， ‘些

神经系统来源的干细胞和食道角质层干细胞表达

的神经营养受体p75等㈣，这些细胞在移植到相

应受体低表达区后，可以应用受体显像检测其存

活和增殖。因此，受体显像有可能首先进入干细

胞活体示踪的领域。Bai等‘”即利用这一原理对

移植的Mscs进行活体示踪。但受体显像也存在

一些缺点：受体表达受多种体内外因素影响，即

稳定性较差；不同的干细胞，前体细胞受体表达

不一致，而且，已知的受体在正常组织细胞小也

有不同程度表达．同一种细胞移植在不同部位须

采用不同显像剂，导致其廊用的局限性。

虽然核素显像的方法有多种，但目前尚不能

彻底地解决于细胞活体示踪，除，各自技术的不

完善外，缺少明确、特异的千细胞标志物是主要

的障碍，如何解决这蝗问题尚需进一步研究。

4 展望

随着骨髓间充质干细胞研究及临床应用的发

展，于细胞移植的标记示踪研究显得越来越重要。

干绌胞移植的示踪研究有坳于了解移植后十细胞的

分布、迁徙、分化及转归等生物学行为，评估干细

胞移植的效果，以及提供下细胞移植疗法的最优化

信息。相信随着干细胞的深入研究．尤其是细胞活

体示踪技术的发展，骨髓基质下细胞移植的应用前

景将更加广阔。
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