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Abstract
AIM: To label bone mesenchymal stem cells 
with Feridex and to evaluate the imaging of in 
vivo magnetic resonance imaging (MRI) of the 
labeled cells in swine liver.

METHODS: Mesenchymal stem cells (MSCs) 
were isolated from swine, cultured and ex-
panded, then labeled with Feridex. Prussian 
blue staining was performed. Labeled MSCs 
group (n = 6) and unlabeled MSCs group (n = 
4) were transplanted into swine liver via portal 
veins. MRI including T1WI, T2WI and T2*WI 
sequences was performed before and at 6 h, 3 d, 
7 d after transplantation. MR imaging findings 
were analyzed histologically.

RESULTS: Prussian blue staining of Feridex-
labeled MSCs showed approximately 100% la-
beling efficiency. Feridex labeling caused signal 

intensity loss in liver on T2*WI sequences until 
day 7 after transplantation. Prussian blue stain-
ing of histological analysis showed homing of 
labeled MSCs in liver after 7 days, primarily 
distributed in hepatic sinusoids and liver paren-
chyma.

CONCLUSION: Feridex can be used to label 
MSCs in vitro successfully. MRI can monitor 
Feridex-labeled MSCs transplanted into liver.
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摘要
目的: 探索标记细胞肝内移植后磁共振成像技术. 

方法: 获取猪自体骨髓间充质干细胞, 分离、

培养. 应用菲立磁(Feridex)标记细胞, 普鲁士蓝
染色鉴定, 标记细胞组(n  = 6)和未标记细胞组(n  
= 4)行经门静脉行肝内移植, 分别于移植前, 移
植后6 h、3 d、7 d行磁共振T1WI, T2WI, T2*WI
序列成像, 同时行组织切片普鲁士蓝染色. 

结果: 普鲁士蓝染色表明MSCs的标记率达接
近100%, 磁标记MSCs肝内移植后行磁共振
T2*WI序列呈明显低信号改变, 并持续至细胞
移植后7 d, 组织切片普鲁士蓝染色显示7 d后
肝内仍有移植的磁标记细胞存在于肝实质及
肝血窦中.

结论: 利用Feridex可以在体外成功标记猪骨
髓间充质干细胞, 肝脏移植后行磁共振可以对
标记细胞进行活体成像. 

关键词: 骨髓间充质干细胞; 菲立磁; 干细胞移植; 
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■背景资料
干细胞移植在治
疗急慢性肝衰竭
及遗传代谢性肝
脏疾病方面具有
很好的前景, 但移
植细胞在活体内
的转归、迁移却
一直是研究难题.

■同行评议者
邱双健 ,  副教授 , 
复旦大学附属中
山医院肝癌研究
所、肝肿瘤外科



0  引言

骨髓间充质干细胞(mesenchymal s tem cells, 
MSCs)已被证实在体内、外均能分化为具有正

常功能的肝样细胞, 因此干细胞移植在治疗急

慢性肝衰竭及遗传代谢性肝脏疾病方面具有很

好的前景, 但移植细胞在活体内转归、迁移却

一直是研究难题. 1999年Weissleder et al提出分

子影像学(molecular imaging, MI)的概念[1], 现
已成为影像医学和相关临床医学的研究热点, 
使得活体细胞示踪成为可能. 我们采用菲立磁 
(Feridex)标记自体骨髓间充质干细胞, 通过门静

脉肝内移植后进行活体MR成像研究, 探讨其在

正常肝脏内的成像特点, 为进一步动物肝衰模

型进行细胞移植活体示踪研究奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康家猪10头, 雌雄不限, 20 kg左
右, 由南京大学附属鼓楼医院实验动物中心提

供. Feridex购自美国Advanced Magnetics公司, 
L-DMEM培养液、特级胎牛血清、胰蛋白酶购

自Gibco公司, 淋巴细胞分离液购自TBD公司, 台
盼蓝, 多聚赖氨酸(PLL, p1524)购自Sigma公司, 
普鲁士蓝染色试剂盒购自上海元象生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 MSCs的分离和培养: 实验家猪用氯胺酮

(10 mg/kg)肌肉麻醉后, 于髂后上棘穿刺, 抽取

骨髓液15 mL. 将获取骨髓液按1∶1比例缓慢加

入到密度为1.077的淋巴细胞分离液中, 以2200 
r/min离心25 min, 收集中间云雾状的界面层, 
L-DMEM重悬2次后, 接种于25 mL的培养瓶中, 
培养液为90% L-DMEM, 及100 mL/L胎牛血清, 
置于37℃, 50 mL/L CO2环境中培养, 24 h后首次

换液弃去未贴壁悬浮细胞, 以后根据细胞生长

情况每3天换液, 第7-10天细胞生长占瓶底面积

超过90%形成融合时, 用2.5 g/L的胰酶消化, 按
1∶2进行传代, 重复操作, 传至第5代, 培养过程

中倒置相差显微镜下对培养中的细胞进行观察.
1.2.2  F e r i d e x体外标记M S C s及普鲁士蓝染

色鉴定: 将含铁浓度为11.2 mg/L的Feridex用
L-DMEM稀释至50 mg/L, PLL用L-DMEM稀释

至1.5 mg/L, 两者混合振荡60 min形成耦联复合

物[2], 即终浓度分别为含铁25 mg/L和含多聚赖氨

酸 0.75 mg/L的L-DMEM培养液. P5代MSCs加入

此培养液接种于培养瓶及置有盖玻片的六孔培

养板中, 在37℃, 50 mL/L CO2培养箱中孵育12 h
进行细胞标记. 普鲁士蓝染色: 上述接种于六孔
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培养板的P5代细胞, 取出盖玻片, 用磷酸盐缓冲

夜(PBS)洗涤3次, 40 g/L多聚甲醛4℃下固定30 
min, 蒸馏水冲洗2次, 20 g/L酸性亚铁氰化钾(含
6%盐酸)孵育染色20 min, 蒸馏水冲洗2次, 核固

红复染, 光学显微镜下观察.
1.2.3 Feridex标记MSCs后肝内移植: 所有动物均

同室同条件下饲养, 随机分为2组: 对照组, n  = 4, 
经门静脉移植未标记的自体MSCs; 实验组, n  = 
6, 经门静脉移植Feridex标记的自体MSCs. 

标记细胞及未标记细胞均用2.5 g/L胰酶消

化, PBS洗涤3次, 分别制成2 mL细胞悬液, 含细

胞数量约1×107. 移植方法: 动物麻醉后, 消毒腹

部皮肤, 分层进入腹腔, 暴露肝脏, 解剖肝门部, 
寻找门静脉, 用头皮针斜行穿刺入门静脉, 注射

器在向门静脉内缓慢推注2 mL细胞悬液. 拔针

后局部按压止血, 见无明显渗血后, 生理盐水冲

洗腹腔, 逐层关腹.
1.2.4 MRI检查: 实验组与对照组分别于移植

前、移植后6、3、7 d行MRI检查. 动物麻醉后, 
采用Philips 1.5T超导磁共振扫描仪进行扫描, 膝
关节线圈检查. 动物取仰卧位, 四肢固定于塑料

平板上. 扫描序列: SE序列: T1WI, TR 120 s, TE 
14 ms; 快速自旋回波序列(FSE): T2WI, TR 3000 
ms, TE 96 ms; 梯度回波序列(GRE): T2*WI, TR 
485 ms, TE 14 ms, 反转角18度.
1.2.5 组织学检查: MRI检查1 wk后处死动物, 取
出肝脏, 随机取肝血管及周围组织, 甲醛固定后

制成石蜡切片, 行普鲁士蓝染色. 

2  结果

2.1 MSCs形态学特点: 接种后24 h后首次换液, 
可见少量类圆形细胞贴壁生长. 原代培养3 d后, 
镜下可见单个或少量成集落生长贴壁细胞, 形
态大多呈短梭形, 7-10 d后, 细胞集落不断扩大

并形成融合单层, 细胞形态大多呈长梭形或多

角形, 传至第5代, MSCs逐渐纯化, 类似成纤维细

胞, 呈均匀分布生长(图1), Feridex标记的MSCs
与未标记的MSCs镜下观察形态上无明显区别.
2.2 普鲁士蓝染色: Feridex标记MSCs后普鲁士

蓝染色可见几乎每个标记细胞内均有数量不等

的蓝染颗粒(图2A), 镜下随机计数标记细胞, 标
记率接近100%, 高倍视野下可见蓝染颗粒分布

于胞质内, 而未标记细胞内无蓝染颗粒(图2B). 
2.3 磁共振成像: 实验组磁标记MSCs经门静脉

移植前磁共振图像(图3A), 6 h后行磁共振在

T2*WI序列可见门静脉主干及分支内有明显的

www.wjgnet.com

■研发前沿
骨髓间充质干细
胞可以作为种子
细胞用于肝移植
的替代治疗, 建立
无创伤的活体示
踪技术可以解决
干细胞移植后如
何定位、迁移及
转归.
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低信号改变(图3B箭头所示), 随时间延长, 该处

低信号强度逐渐减弱, 7 d后无明显低信号改变

(图3C); 而T1WI和T2WI序列各时间点未见明显

低信号变化(图3D-E). 对照组门静脉移植未标记

的干细胞, 行磁共振各序列扫描均未见低信号

变化.
2.4 组织学检查: 实验组可见点状蓝染细胞散在

分布于肝血管及周围实质中(图4). 对照组普鲁

士蓝染色未见蓝染阳性细胞.

3  讨论

近年来已发现MSCs在体内与体外均能诱导分

化为具有正常功能的肝样细胞. 1999年, Petersen  
et al [3]通过对不同性别、不同品系的大鼠骨髓移

植后的肝细胞的研究发现, 接受骨髓移植的鼠肝

内存在骨髓来源的肝细胞. Theise et al [4]和Alison 
et al [5]证实这种现象不仅出现在大鼠体内, 而且

也同样存在于人体内. Theise et al [6]进一步发现在

接受骨髓移植和肝移植患者的体内, 约4%-43%
的肝细胞和4%-38%的胆管细胞来源于骨髓干细

胞的横向分化, 而这种细胞的转化量有随肝脏损

伤的程度和时间的增加而增加的倾向. 国内有报

道[7]在体外诱导小鼠骨髓干细胞分化为肝样细

胞, 并表达HNF-3β、ALB、CK-18、TTR、G-6-
Pase和TAT等肝细胞特异性标志物. 以上体内及

体外实验结果均表明骨髓干细胞是肝细胞的重

要肝外来源, 在特定的条件下可分化为肝细胞, 
参与肝脏的再生. 但是, 干细胞移植入肝内后, 是
怎样的一个转归过程, 其定位、迁移、分裂及分

化的过程是怎样的? 目前, 国内外的方法基本是

通过离体状态下组织切片的分析, 无法进行动态

的监测, 而建立无创伤的活体示踪技术不仅可以

解决这些问题, 也可作为干细胞肝内移植的客

观、安全的评估标准. 
分子影像学提出后, 细胞活体示踪成为可

能, 众多影像学技术中MRI有效成像时间长, 可
观察细胞的动态迁徙过程, 且空间、时间分辨

率高, 对比度好等特点, 适合用于研究活体细胞

示踪. 应用MRI进行活体示踪需要先体外标记

示踪剂, 超顺磁性氧化铁(superparamagnetic iron 
oxide, SPIO)是目前研究最多, 最有前景的一类

对比示踪剂, 其特点是粒径小, 一般直径在nm
数量级, 穿透力及驰豫率强, 对外加磁场具有高

敏感性, 在较弱的磁场中, 即可产生较大的磁性, 
而撤除外加磁场后磁性也迅速消失. 

S P I O类最初被用来标记淋巴细胞、白细

胞等进行免疫研究[8], 近年来由于干细胞移植

的开展, 开始应用于标记干细胞后移植到动物

心脏、肾脏等进行活体示踪[9-11]. Feridex是美国

FDA认可的一种临床上使用的SPIO对比剂, 基
本结构是以葡聚糖包裹氧化铁颗粒, 进入人体

后主要分布在肝脏的枯否细胞内, 被细胞代谢

后进入正常血浆铁池, 参与体内铁的再利用[12]. 
由于细胞膜和Feridex表面都带有负电荷, 两者

相互排斥, 所以未经修饰的Feridex不能有效标

记细胞, 国内外多利用特异性抗体或转染剂介

导进行细胞标记[13-16], 我们采用PLL作为转染剂

介导进行磁标记, 主要是通过静电相互作用, 带
负电荷的Feridex与带正电荷的PLL形成耦联复

合物, 刺激细胞膜内吞作用, 将铁颗粒转运至细

■创新盘点
本文首次研究猪
骨髓间充质干细
胞移植后在活体
肝脏内细胞动态
变化及其转归过
程.

图  1  P5代猪骨髓间充质干细胞(×100).

图  2  菲立磁标记MSCs后普鲁士蓝染色(×100). A: 标记细

胞染色, 细胞内可见蓝染颗粒, 标记率99%以上; B: 未标记细

胞染色, 细胞内未见蓝染颗粒.

A

B



www.wjgnet.com

2100                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年7月8日      第16卷     第19期

胞内, 实验表明其标记有效率高达99%以上[9]. 
Feridex作为临床常用的MR对比剂, 已证实对机

体是安全的, 而作为细胞标记物, 研究也表明在

一定浓度范围内, 对细胞增殖无明显影响[2,17], 至
于对细胞功能及分化有无影响, 则还需进一步

研究证实. 
由于SPIO类的特殊形态结构, 在磁共振成

像时主要是磁标记细胞起周围组织的质子弛豫

时间改变, 即加速质子去相位的T2弛豫, 使组织

信号降低, 故信号改变主要发生梯度回波T2*WI
序列, 而在T1WI及T2WI无明显信号改变. 在我

们的实验中, 磁标记细胞移植后6 h行磁共振显

示门静脉主干及分支有明显低信号改变, 以后

随着时间的延长, 低信号改变逐渐减弱, 1 wk后

图  3  猪肝脏MR图像. A: 实验组移植前T2*WI序列; B: 移植后6 h时序列, 箭头所示处有明显低信号改变; C: 7 d后T2*WI序

列, 原箭头所示无明显低信号变化;  D: 实验组移植后6 h T1WI序列; E: 实验组移植后6 h T2WI序列.

A B

C D

E

图  4  肝脏组织切片行普鲁士蓝染色(×100). A: 蓝染阳性细胞位于肝实质内; B: 蓝染阳性细胞位于肝血窦中.

A B

■名词解释
菲 立 磁 :  是 美 国
FDA认可的一种
临床上使用的磁
共振对比剂, 基本
结构是以葡聚糖
包裹氧化铁颗粒, 
属于超顺磁性氧
化铁, 可用于标记
细胞进行磁共振
活体示踪.
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基本不显影, 但此时处死动物行组织普鲁士蓝

染色仍可发现少量蓝染的含铁颗粒细胞, 提示

Feridex标记的干细胞移植后1 wk仍然在肝脏内

有残留, 只是因为数量不足, 此时已不能在磁共

振上引起低信号改变. 有报道磁标记细胞被移

植于心肌或脑等致密性组织器官[18-19], 移植细胞

多局限分布, 很少发生迁移, 活体MR成像表现

为移植局部低信号影, 其余器官无信号改变, 本
实验是经门静脉肝脏细胞移植, 故移植细胞有

随血管迁移至肝外的可能, 从而信号改变逐渐

降低; 同时考虑到正常肝脏内并无适合干细胞

定植及生长增殖的微环境, 因此这种信号的减

低亦有可能是因为移植的干细胞不断死亡, 铁
颗粒弥散出细胞参与体内代谢而被清除导致的. 
这些都表明细胞数量变化与信号强度改变之间

存在一定的关系, 因此是否可以根据信号的改

变来监测移植细胞在肝内的增殖和分布还需要

进一步实验研究. 
本次实验的结果表明Feridex联合PLL可以

有效地标记猪骨髓间充质干细胞, 细胞移植肝

脏后在梯度回波T2*WI序列的低信号变化最明

显, 在此基础上, 我们下一步将在动物急性肝衰

竭模型中进行自体骨髓干细胞磁标记移植后的

MRI动态示踪, 进一步研究干细胞在肝内的分

布、迁移及转归.
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■同行评价
本研究充分利用
分子影像学技术, 
为进一步动物肝
衰模型进行细胞
活体示踪研究奠
定基础, 具有一定
的临床应用价值.


