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超顺磁性氧化铁标记骨髓间充质干细胞移植
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　　【摘要】　目的　通过蛛网膜下腔置管，将超顺磁性氧化铁（ＳＰＩＯ）标记后的骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）
移植入兔脊髓损伤模型，观察脊髓损伤 ＭＲ活体示踪移植细胞的可行性。 方法　制作兔 ＳＣＩ模型，并在蛛网
膜下腔置管以备移植。 将实验用大白兔随机分为三组：Ａ组为移植 ＳＰＩＯ标记细胞；Ｂ组为移植未标记细胞；
Ｃ组不移植细胞只注射 ＰＢＳ液做对照组。 在细胞移植后 ３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ，进行 ＭＲ活体示踪，并做病理学
检测进行对照。 结果　ＳＰＩＯ标记的 ＭＳＣｓ移植入脊髓损伤模型后 ７ ｄ，ＭＲ扫描的 Ｔ２ＷＩ上脊髓损伤区域出现
点状低信号影；１４ ｄ后 Ｔ２ＷＩ上脊髓损伤区域的点状低信号影增多，２１ ｄ后 Ｔ２ＷＩ 上脊髓损伤区域的点状低
信号影减少。 脊髓损伤区域组织切片行普鲁士蓝染色，发现局部组织上出现大量含蓝色铁颗粒的细胞，其细
胞变化规律与 ＭＲ示踪结果一致。 结论　蛛网膜下腔移植的 ＳＰＩＯ标记 ＭＳＣｓ可定向迁移到脊髓损伤区域，
利用 ＭＲ可对移植细胞进行活体示踪。
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【Abstract】　Objective　Ｇｒａｆｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃ ｉｒｏｎ ｏｘｉｄｅ
（ＳＰＩＯ） ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌｓ ｖｉａ ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ ｓｐａｃｅ ，ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＲＩ ｔｒａｃｋｉｎｇ ｏｆ ｇｒａｆｔｅｄ
ｃｅｌｌｓ．Methods　ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ＳＰＩＯ．Ｒａｂｂｉｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍａｄｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏ ｔｕｂｅｓ
ｗｅｒｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ ｓｐａｃｅ．Ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３ ｇｒｏｕｐ．Ｇｒｏｕｐ Ａ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ＳＰＩＯ ｌａｂｅｌｅｄ
ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ ｓｐａｃｅｓ ；Ｇｒｏｕｐ Ｂ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｕｎｌａｂｅｌｅｄ ｃｅｌｌｓ ；Ｇｒｏｕｐ Ｃ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＢＳ ｌｉｑｕｉｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．Ｇｒａｆｔｅｄ ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｃｋｅｄ ｂｙ Ｓｅｒｉａｌ １畅５Ｔ ＭＲＩ ｉｎ ３，７，１４ ａｎｄ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｉｓｓｕｅ ｓｌｉｃｅｓ ｏｆ ｉｎｊｕｒｅｄ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ．Results　Ａｆｔｅｒ ＢＭＳＣｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ＳＰＩＯ ｗｅｒｅ ｇｒａｆｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ
ｉｎｊｕｒｙ，ＭＲＩ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ ７，１４，２１ ｄａｙｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｔ ７ ｄａｙｓ，ｔｈｅｒｅ ａｐｐｅａｒｅｄ ｐｏｉｎｔ唱ｌｉｋｅ ｌｏｗ ｓｉｇｎａｌ ｓｈａｄｏｗ
ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｅｄ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｓｅｇｍｅｎｔ ｉｎ Ｔ２ＷＩ；Ａｔ １４ ｄａｙｓ，ｔｈｉｓ ｌｏｗ ｓｉｇｎａｌ ｓｈａｄｏｗ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ；Ａｔ ２１ ｄａｙｓ，ｔｈｉｓ ｓｈａｄｏｗ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｅｌｌｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｂｌｕｅ ｉｒｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｒｅａ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ
Ｐｒｕｓｓｉａｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ．Conclusions　Ｌａｂｅｌｅｄ ＢＭＳＣｓ ｃｏｕｌｄ ｍｉｇｒａｔｅ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｅｄ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｓｅｇｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ ｇｒａｆｔｉｎｇ
ｖｉａ ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ ｓｐａｃｅ，ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｔｒａｃｋｅｄ ｗｉｔｈ ＭＲＩ in vivo．

【Key words 】 　 Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； 　 Ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｉｅｓ； 　 Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ； 　
Ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃ ｉｒｏｎ ｏｘｉｄｅ

　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是一种致残率非
常高的疾病，目前对 ＳＣＩ 的治疗仍缺乏有效手段。 近
年来，有骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，

ＭＳＣｓ）移植治疗脊髓损伤的实验研究，认为 ＭＳＣｓ 可以
在宿主脊髓中存活、生长、分化，靶向迁徙于 ＳＣＩ 区，并
能促进神经功能恢复，为治疗 ＳＣＩ 提供了一种新的思
路和手段［１唱３］ 。 而细胞移植后在活体内示踪成为随之
而来的研究难点，近年来，随着超顺磁性氧化铁（ｓｕｐｅｒ唱
ｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃ ｉｒｏｎ ｏｘｉｄ，ＳＰＩＯ）纳米颗粒标记细胞技术的
成熟，磁共振（ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＭＲ）活体示踪 ＳＰＩＯ
细胞成为新的研究热点［４唱６］ 。 本实验拟采用 ＳＰＩＯ 纳米
颗粒标记兔 ＭＳＣｓ，并移植入 ＳＣＩ 兔模型行 ＭＲＩ 扫描，
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探讨干细胞移植治疗 ＳＣＩ过程中，ＭＲ活体示踪干细胞
靶向迁移的可行性。

材料与方法

一、材料
１．实验动物：体重 ６００ ～７００ ｇ的健康新西兰大白

兔，雌雄不拘。 由山西医科大学实验动物中心提供。
２．主要试剂和设备：ＤＭＥＭ 培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ

公司），胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公
司），台盼蓝（美国 Ｓｉｇｍａ公司），多聚左旋赖氨酸（ｐｏｌｙ唱
ｌ唱ｌｙｓｉｎｅ，ＰＬＬ；美国 Ｓｉｇｍａ公司），普鲁士蓝（天津化学试
剂三厂），吖啶橙生理染液（北京朝阳区旭东化工厂）。
ＳＰＩＯ纳米颗粒（德国 Ｓｃｈｅｒｉｎｇ 公司）：１畅４ ｍｌ／支，含铁
浓度 ０畅５ ｍｍｏｌ／ｍｌ，铁颗粒直径（５０ ±５）ｎｍ。 ＣＯ２ 培养

箱（ＳＩＭ，西盟国际），超静工作台（常州华普达教学仪
器有限公司），倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ唱ＩＸ７０，日本），
激光共聚焦扫描显微镜系统（Ｏｌｙｍｐｕｓ唱ＦＶ１０００，日本），
１畅５ Ｔ 磁共振成像系统（Ｓｏｎａｔａ 机型，德国 Ｓｉｅｍｅｎｓ 公
司）。
二、方法
１．ＭＳＣｓ的培养、传代、标记：按前期研究实验方

法
［７唱８］
培养骨髓 ＭＳＣｓ，用 ＳＰＩＯ标记第三代骨髓 ＭＳＣｓ，

标记后骨髓 ＭＳＣｓ行普鲁士蓝染色，倒置相差显微镜下
观察。

２．激光共聚焦显微镜观察 ＭＳＣｓ 形态：在接种有
第 ３代培养骨髓 ＭＳＣｓ 的 １２ 孔板中加入 ０畅０１％的 ＡＯ
生理染液 ２ ｍｌ，染色约 ５ ｍｉｎ，然后在激光共聚焦显微
镜下观察骨髓 ＭＳＣｓ的形态学特征。

３．建立 ＳＣＩ模型和蛛网膜下腔置管：３％戊巴比妥
钠对健康新西兰大白兔以 ３０ ｍｇ／ｋｇ静脉注射麻醉，取
俯卧位固定于实验台上，以第 １２ 胸肋关节作为定位标
志，显露 Ｌ１ ～３棘突和椎板，咬除 Ｌ２棘突和椎板，将骨
窗修剪成圆形，显露脊髓硬膜，在硬膜表面垫与硬膜囊
直径一致的塑料片，应用自行研制的 ＳＣＩ 模型实验台
装置［９］ ，致伤能量为 ６０ ｇ／ｃｍ，制作 ＳＣＩ模型。 制作 ＳＣＩ
模型同时，行 Ｌ４ ～５ 节段椎板切除术，暴露硬脊膜，注
射器针头轻轻挑开，插入 ＰＥ 微管，看到脑脊液流出视
为置管成功，将微管头端用手术缝线固定在脊柱上，尾
端露出体外，并灼烧封闭。

４．ＳＣＩ 模型移植细胞和活体 ＭＲＩ：选健康新西兰
大白兔 ３０ 只，造 ＳＣＩ模型后随机分为三组，每组 １０只。
分别在 ＳＣＩ 造模后第 ７ 天，剪开 ＰＥ 微管体外末端部
分，各组分别注射入不同的细胞悬液或 ＰＢＳ液。 Ａ组：
用微量注射器将含有 １ ×１０６

个 ＳＰＩＯ 标记的 ＭＳＣｓ 的
细胞悬液 ５０ μｌ 缓慢注入 ＳＣＩ 模型内蛛网膜腔；Ｂ 组：

向蛛网膜腔缓慢注入含有 １ ×１０６ 个的 ＭＳＣｓ 的细胞悬
液 ５０ μｌ；Ｃ 组：注射入 ５０ μｌ ＰＢＳ 液作为对照组，注入
后分别再灼烧 ＰＥ 微管将其封闭。 随机抽取各组 ＳＣＩ
模型大白兔，在细胞移植后 ３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ分别进
行 ＭＲＩ扫描。

５．损伤组织普鲁士蓝染色：随机抽取各组 ＳＣＩ 模
型大白兔，于细胞移植后 １ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ 处死，取
ＳＣＩ部位组织。 将脊髓组织块置入 ４％多聚甲醛溶液
中浸泡、固定，共 １２ ～２４ ｈ。 然后脊髓组织经冲洗、脱
水、透明、浸蜡、包埋、切片，行普鲁士蓝染色。

６．行为学评价（ＢＢＢ分级法）：对各组 ＳＣＩ 模型进
行神经功能恢复的评价。 在不同时间点（损伤 ７ ｄ、
１４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄ、３５ ｄ），由两名熟悉 ＢＢＢ（ｔｈｅ Ｂａｓｓｏ，Ｂｅ唱
ａｔｔｉｅ，Ｂｒｅｓｎａｈａｎ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ｒａｔｉｎｇ ｓｃａｌｅ ）评分标准的非实
验人员独立观察记录，最后取平均值。
三、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １１．５ 统计软件进行处理所有数据，统计

方法选用两因素析因设计方差分析，数据以均数±标
准差（珋x ±s）表示，P ＜０．０５差异有统计学意义。

结　　果

１．骨髓 ＭＳＣｓ的形态学：细胞接种 ２４ ｈ后开始有
贴壁生长，镜下可见稀疏的单个细胞贴壁生长；４８ ｈ后
可见贴壁的细胞开始分裂增生；３ ～４ ｄ 后可见贴壁细
胞数目明显增加，呈集落样增殖，７ ～８ ｄ细胞达 ９０％ ～
９５％融合；每周传代 １ 次，传至 ３ 代时，细胞呈分布均
匀的纺锤形（图 １）。 ＭＳＣｓ 用吖啶橙染色激光共聚焦
显微镜观察，细胞大多呈现梭形外观，胞核染色明显，
呈绿色卵圆形（图 ２）。 ＳＰＩＯ标记后 ＭＳＣｓ 经普鲁士蓝
染色，镜下见细胞标记率接近 １００％，细胞的胞质内大
量蓝染的铁颗粒（图 ３），说明细胞标记成功。

２．ＳＣＩ模型的 ＭＲＩ：三组于移植后 ３ ｄ 行 ＭＲＩ 扫
描，各组 Ｔ１ＷＩ和 Ｔ２ＷＩ上均可见到在损伤区有明显的
高信号影，提示血肿。 于移植后 ７ ｄ行 ＭＲＩ扫描，Ｔ２ＷＩ
上 Ａ组在 ＳＣＩ区的高信号影周边出现小点状低信号影
（图 ４），而 Ｂ、Ｃ组在 ＳＣＩ区仍然见高信号影，未见点状
低信号影。 于移植 １４ ｄ 后 ＭＲＩ 扫描，Ａ组 ＳＣＩ 节段可
以看到点状的 Ｔ２ 低信号影明显增多（图 ５）。 于移植
２１ ｄ后ＭＲＩ扫描，Ａ组 ＳＣＩ点状的 Ｔ２ＷＩ上点状的低信
号影减少。

３．ＳＣＩ模型兔 ＳＣＩ区组织普鲁士蓝染色：Ａ组在细
胞移植后 １ ｄ，ＳＣＩ 区未见蓝染铁颗粒的细胞（ＳＰＩＯ 标
记的 ＭＳＣｓ）；Ａ组在细胞移植后 ７ ｄ，ＳＣＩ区出现了少量
的胞质内含蓝染铁颗粒的细胞；Ａ 组在细胞移植后 １４
ｄ，ＳＣＩ区可见胞质内含蓝染铁颗粒的细胞明显增多，且
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细胞主要集中在损伤较严重区（图 ６）；细胞移植后
２１ ｄ，ＳＣＩ区含蓝染铁颗粒的细胞较移植 １４ ｄ的数量略
多，但部分细胞内蓝染程度略有下降，考虑是细胞分
裂、增殖而引起细胞内铁颗粒的下降所致。 其移植细
胞的变化规律与 ＭＲＩ 图像信号的改变特点一致，从而
验证了 ＭＳＣｓ经蛛网膜腔移植后，定向迁徙到 ＳＣＩ 组织
的过程。

４．ＭＳＣｓ促进 ＳＣＩ兔的功能恢复：从细胞移植 ＳＣＩ
模型后 １４ ｄ 开始，ＭＳＣｓ 移植组 ＳＣＩ 功能有所改善，
ＭＳＣｓ的标记与未标记对功能的恢复无影响，Ａ、Ｂ两组
都与 Ｃ组的 ＢＢＢ 评分差异有统计学意义（P ＜０畅０５），
Ａ、Ｂ 两组间的 ＢＢＢ 评分差异无统计学意义 （ P ＞
０畅０５），见图 ７。

讨　　论

ＳＰＩＯ为一种纳米级铁颗粒，能在很低的浓度下引
起 ＭＲ信号改变，ＳＰＩＯ活体内成像的方法多为将 ＳＰＩＯ
标记靶细胞，再将一定量的标记细胞注入活体，经 ＭＲ
扫描获得信号对比来显像［８］ ，近年来，此方法已经引起
人们越来越广泛的兴趣

［１０唱１２］ 。 ＭＳＣｓ 可在特定条件下
分化为多种组织谱系的细胞，是良好的组织工程的载
体细胞，用于组织损伤的修复与重建，具有广阔的临床
应用前景［１３唱１４］ 。 根据我们前期实验，利用多聚赖氨酸
（ＰＬＬ）介导的转染技术，用 ＳＰＩＯ 有效地标记了 ＭＳＣ，
并且在该方法安全、有效，对细胞活性无影响，并可进
行活体外的 ＭＲＩ研究［７唱８］ ，为本研究 ＭＲ活体内示踪移
植干细胞的分布、迁移奠定了重要的实验基础。

ＭＲ分子成像具有较高的分辨率，能够分辨近似于
细胞大小的组织。 Ｈｅｙｎ等［１５］运用１畅５ Ｔ常规ＭＲ设备
在鼠脑内检测出单个 ＳＰＩＯ标记细胞，使常规 ＭＲ 示踪
活体内的单个细胞成为了可能。 Ｐｅｌｄｓｃｈｕｓ 等［１６］

利用 ３
Ｔ的 ＭＲ 设备检测出单个 ＳＰＩＯ标记的间充质干细胞，
提出利用 ＭＲ 对标记干细胞的定量分析是可行的方
法。 高分辨 ＭＲＩ 是干细胞检测和示踪的较理想的手
段，具有良好的应用前景［１７唱１８］ 。

本实验通过蛛网膜腔移植 ＳＰＩＯ 标记 ＭＳＣｓ 进行
ＭＲＩ扫描：移植后 ７ ｄ 行 ＭＲ 扫描，Ｔ２ＷＩ 发现了 ＳＰＩＯ
标记的 ＭＳＣｓ 向损伤区迁移的点状低信号改变；移植
１４ ｄ行 ＭＲ 扫描，ＳＣＩ 节段可以看到点状的 Ｔ２ 低信号
影明显增多；于移植 ２１ ｄ 行 ＭＲＩ 扫描，ＳＣＩ 点状的 Ｔ２
低信号影减少。 以上 Ｔ２ 信号的变化提示：在标记细胞
移植后 ７ ｄ，经蛛网膜腔移植的 ＳＰＩＯ标记 ＭＳＣｓ 向 ＳＣＩ
区域聚集到一定程度，可被 ＭＲ活体示踪到；标记细胞
移植后 １４ ｄ，由于 ＳＰＩＯ 标记 ＭＳＣｓ 向损伤组织区定向
迁徙的细胞数量增多，引起的 ＭＲ信号改变也增强；但
随着时间继续的延长，细胞的信号开始下降，考虑是由
于细胞增殖、分裂，引起细胞内铁含量降低而导致信号
的减弱。 该结果说明：ＳＰＩＯ 标记 ＭＳＣｓ 经蛛网膜腔移
植 ＳＣＩ模型后，细胞会向 ＳＣＩ 区域迁移，随着时间的推
移，定向迁移的细胞数量会逐渐增加，达到一定程度时
既可被 ＭＲ 活体示踪到，ＳＣＩ 的功能也有所改善；并随
着细胞数量的增多，Ｔ２ＷＩ的点状低信号会增加，ＳＣＩ 的
功能恢复也较明显；但标记细胞在体内时间过长，由于
细胞的分裂、增殖，细胞内的铁含量会因此而下降，低
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信号改变会逐渐下降，最终将无法示踪到细胞，这可能
是ＭＲ活体示踪的缺陷之一。 另外，我们通过对 ＳＣＩ组
织切片行普鲁士蓝染色和功能恢复评分，验证了上述
ＭＲ信号变化的规律，提示 ＭＳＣｓ 向 ＳＣＩ 区的迁移是定
向的。 通过蛛网膜下腔移植 ＭＳＣｓ在受损脊髓中存活、
聚集和定向迁移的机制尚不清楚，我们认为这可能是
脊髓组织受到损伤后分泌的某种或某些趋化因子的吸

引作用引起的。
本实验结果表明 ＭＲＩ 可活体示踪 ＳＰＩＯ 标记的治

疗性的移植细胞，这一技术将克服传统干细胞示踪方
法只能在离体状态下分析的局限性，有助于实时、动态
观察移植后干细胞在活体内的分布及存活状况，对于
评估干细胞移植的效果以及优化干细胞移植的治疗方

案有重要意义。
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