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摘要目的：验证双标记生物发光成像活体观测 MSCs在肝癌裸鼠模型向肿瘤病灶的趋化作用的可行性。方法：应用 fluorescence

（荧光）与 bioluminescence（生物发光）两种成像方法，对 MSCs进行 CM-DiI荧光标记及对人肝癌细胞 HepG2进行 Fluc-慢病毒

感染并由此建立裸鼠肝癌模型，构建双标记成像系统，应用精诺真小动物光学成像仪在裸鼠肝癌模型中观测间充质干细胞向肿

瘤的趋化作用。结果：在鼠尾静脉注射标记 MSCs细胞后 21天荧光成像可见 MSCs主要积聚于肿瘤病灶处及肝脏。生物发光成像

后可监测到病灶处由 luciferase标记肿瘤细胞（HepG2）发出荧光；将荧光成像与生物发光成像所得图像经后处理融合后，可见证

间充质干细胞像肿瘤病灶定向迁徙的生物过程。经肿瘤病理切片证实间充质干细胞成功迁徙至肿瘤病灶中。结论：应用间充质干

细胞双标记光学成像系统实现MSCs在活体内对肿瘤的趋化过程进行观测是可行的。这种成像方法可作为下一步以 MSCs为载

体的肿瘤基因治疗的有效监测手段。
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The Study of Dual-labeled MSCs in Vivo Optical Imaging *

This study was aimed at verifying the feasibility of observating MSCs migrating to tumor lesions in nude

mice by double labeled bioluminescence imaging. Liver cancer model was established with hepatoma cell line HepG2
infected with fluc-lentivirus in nude mice. In addition, CM-DiI fluorescence was used to label the MSCs, thus double labeled methods,

fluorescence and bioluminescence, were successfully generated. Xenogen small animal optical imaging instrument could be applied to

observe the chemotaxis of mesenchymal stem cells to the tumor in liver cancer model of nude. 21 days after the injection of

MSCs marked cells though the rat tail vein, it was observed by fluorescence imaging, MSCs are visible mainly accumulating in tumor

lesions and liver. Tumor cells (HepG2) in lesions can be monitored by the luciferase marker through bioluminescence imaging. The
integration of fluorescence imaging and bioluminescence imaging after post-processing enabled the biological processes of mesenchymal

stem cells migrating to tumor lesions. Tumor biopsy confirmed the success of mesenchymal stem cells migrating to the tumor lesions.
The applying of mesenchymal stem cell imaging system made observation of double-labeled MSCs tumor chemotactic

process feasible in vivo. This imaging method can be used to MSCs as a gene therapy vector, and it would be an effective way of

monitoring.

MSCs; Dual-labeled; HepG2

*基金项目：黑龙江省自然科学基金项目（H201390）；哈尔滨市科技创新人才研究专项基金（2012RFQXS060）；

黑龙江省教育厅科学技术研究项目（1251282）

作者简介：张浩（1985-），男，硕士研究生；研究方向：心胸系统影像诊断，电话：0451-82579031，E-mail：zhanghao724@126.com

△通讯作者：张同（1973-），男，博士、博士后；教授、主任医师、硕士生导师，E-mail：zt415@sina.com

（收稿日期：2014-03-30 接受日期：2014-04-25）

前言

肝细胞癌是在恶性肿瘤中发病率第五，癌症相关死亡率位

列第三的病症[1]。对于晚期的肝癌患者，迫切的需要一个新型的

有效的治疗方法。目前肿瘤的靶向基因治疗是一个非常有前景

的肿瘤治疗方法，然而一个有效的将治疗基因传递到肿瘤部位

的载体是目前众多研究人员所致力解决的课题之一[2-4]。近年来

有研究表明骨髓间充质干细胞（MSCs）能特异地向多种肿瘤以

及它们的转移灶迁移，可以作为抗癌药物的载体表达抗癌因子

抑制肿瘤生长[5-7]。因此 MSCs有可能成为肿瘤基因治疗的最佳
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图 1 A为经流式细胞仪鉴定 CD29（+），CD44（+）；B为经流式细胞仪鉴定 CD34(-)，CD45(-)

Fig. 1 A is the identification of CD29(+) and CD44(+) by flow cytometry; B is the identification of CD34(-)and CD45(-) by flow cytometry

载体。然而细胞植入研究对象体内后，其分布状况及与病灶细

胞及周边组织的关系的示踪监测问题，一直是研究中左右其成

功与否的关键问题。目前对于间充质干细胞向肿瘤趋化的研究

仅限于单一标记干细胞。本实验拟应用双标记生物发光分子成

像技术，同时标记肿瘤细胞与MSCs，使得MSCs及肝癌细胞在

活体内同时显像，以实现 MSCs在活体内对肿瘤的趋化过程进

行实时、无创、连续的观测。从而得到 MSCs在活体的分布、迁

移、以及对肿瘤细胞影响及相互作用等更多亚细胞水平信息，

已对其趋化机制进行更深的探索，为下一步以 MSCs为载体的
基因治疗奠定实验基础。

1 实验材料与方法

1.1 实验材料

人肝癌细胞系 HepG2购自中国科学院上海细胞库，表达
luciferase基因载体为慢病毒购自上海吉凯基因化学试剂公司，

培养 HepG2 细胞的优胎牛血清、干粉 RPMI-1640 、干粉
(DMEM)来自 Hyclone公司。培养干细胞试剂：胎牛血清、青霉

素、链霉素、DMEM/F12均来自 Gibco公司。检测间充质干细

胞的 PE-CD34、FITC-CD29、BIOTIN-CD44 、以及 APC-CD45

抗体稀释液均来自 BD Pharmimgen公司。标记间充质干细胞

的荧光标记试剂：Dil染料来自美国 Sigma公司。Ficoll分离液

来自美国 Sigma公司。提取间充质干细胞的 2～ 3周龄 (30～
50g)清洁级雄性 Sprague Dawley(SD)大鼠由哈尔滨医科大学第

二临床附属医院动物中心提供。建立肝癌动物模型的 4-6

周龄 BALB/C，nu/nu雌性裸小鼠购自北京维通利华实验动物
技术有限公司。

1.2 实验方法
1.2.1 SD大鼠骨间充质干细胞的分离、纯化及鉴定 将 SD

大鼠断髓致死，应用 75%乙醇浸泡灭菌，随后于无菌条件下分

离大鼠股骨和胫骨，用注射器冲出骨髓细胞制成单细胞悬液，

经 1500 r/min 离心 3 min，重悬于 DMEM 培养液，经 Ficoll 分

离液分离出单个核细胞，PBS 洗涤后用含 10%胎牛血清
DMEM/F12重悬细胞，接种于 25 cm2培养瓶，置于 37℃、5%

CO2、恒温培养箱中培养，3天后首次换液，以后每 2~3 d换液 1

次，7~10 d细胞生长融合，经 0.25%胰酶消化，1:2传代，随后每
3 天传代 1 次，选取生长良好的第 3 代细胞分别加入适量
PE-CD34、FITC-CD29、BIOTIN-CD44、APC-CD45抗体，流式细

胞仪检测免疫表型进行分析。

1.2.2 间充质干细胞荧光标记 将培养状态良好的细胞收集，

调整细胞密度 106/ml，遮光加入 5 滋L CM-DiI，摇匀后在恒温培

养箱中放置 20 min，随后离心、洗涤将标记 CM-DiI干细胞常

规培养，每日观察。

1.2.3 人肝癌细胞 HepG2的 Fluc-慢病毒感染 病毒转染选

取复苏培养至第 5 代处于对数生长期的 HepG2 细胞。应用
Fluc-慢病毒（萤火虫荧光素酶）按照感染操作手册推荐方法对
HepG2细胞进行标记。
1.2.4 裸鼠人肝癌 HepG2移植瘤动物模型的建立 选取 5只
4-6周龄的雌性裸鼠。将处于对数生长期的标记 FLuc报告基因
HepG2细胞制成 5× 106个 /ml的细胞悬液，在无菌条件下每只

裸鼠腹部或背部皮下接种 0.2 mL。
1.2.5 CM-Dil标记 MSCs活体示踪成像 裸鼠肿瘤模型建立

15 天，肿瘤体积约达到 1 cm3后，经鼠尾注射量为 1× 105

CM-Dil标记的间充质干细胞。再注射干细胞后的第 1天及 3、
14、21天，应用精诺真小动物成像仪对裸鼠肿瘤模型进行干细

胞 fluorescence 光学成像及肝癌 HepG2 肿瘤细胞 biolumines-
cence光学成像，并在成像后对两组采集的图像进行融合。
1.2.6 人肝癌 HepG2肿瘤组织取材及病理形态观察 在裸鼠

种瘤后第 40天断髓处死，对肿瘤进行切除，并 HE染色制片，

病理验证间充质干细胞向肿瘤趋化情况。

2 结果

2.1 大鼠骨间充质干细胞的分离、培养、纯化及鉴定的结果

经由 Ficoll分离液密度分离和贴壁培养 MSCs培养至第 3

代，形态上呈纺锤形并呈有序的漩涡状排列。经流式鉴定得出，

细胞表面 CD45及 CD34阴性表达，CD44及 CD29阳性表达，

结果符合骨髓间充质干细胞表面特异性标记物表达 (图 1)。
2.2 间充质干细胞 CM-Dil荧光标记

经 CM-dil标记的间充质干细胞，在精诺真成像仪检测到
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图 2标记后的MSCs

Fig. 2 Marked MSCs

图 3 A为生物发光成像；B为融合图像

Fig. 3 A is bioluminescence imaging; B is a fused image

图 4病灶内间充质干细胞 CD29染色（× 400）

Fig. 4 Mesenchymal stem cells CD29 staining in lesions（× 400）

较强的荧光发出，如图 2。

2.3 CM-Dil标记的间充质干细胞活体示踪

在鼠尾静脉注射细胞前及注射后 1d、3d、14d、21d，裸鼠进

行干细胞 fluorescence光学成像显示，在细胞注入的第一天，
MSCs主要积聚于肺脏及肝脏、脾脏等脏器，并逐步迁徙至肿

瘤区域，而到 21天则主要积聚与肿瘤病灶处及肝脏。

2.4 CM-Dil标记MSCs与 Fluc-HepG2细胞活体示踪图像融合

生物发光成像后可监测到病灶处由 luciferase标记肿瘤细
胞（HepG2）发出荧光；将荧光成像与生物发光成像所得图像经

后处理融合后，可见证间充质干细胞像肿瘤病灶定向迁徙的生

物过程（见图 3）。
2.5 HepG2人肝癌裸鼠移植瘤 HE染色及间充质干细胞离体检

测

将在生物发光成像呈阳性的病灶区域经 HE染色，判定为

肿瘤组织；在荧光成像中的阳性区域经 CD29免疫组化染色，

可判定为MSCs所迁徙区域。经对肿瘤组织离体切片染色后发

现其病灶内可见散在的棕黄色染色，可证实为迁徙至肿瘤组织

中的间充质干细胞，如图 4。

3 讨论

肿瘤的基因靶向治疗被认为是目前最有前景的肿瘤治疗

方法。为提高基因治疗的效率，多年来人们不断寻求理想的载

体。理想的载体需具备靶向目标的特异性，制备的便捷性，功效

的稳定性及安全无毒性无生物危害性等特点[8]。骨髓间充质干

细胞是一类来源于骨髓基质的干细胞，具备来源丰富，分离取

材方便，并且可以在体外大量培养增殖的特点。另外，MSCs还
被证明具有低免疫原性[9]，安全无生物危害性[10]以及表达外援

基因稳定[11]的特点。近年来研究者们又证明 MSCs具有向多种

肿瘤定向的趋化性[12-14]。Shinojima N等人成功的运用 MSCs作

为 TGF -茁基因载体对胶质瘤动物模型进行治疗[15]，Chen Q 等

人也成功的运用 MSCs作为 PEDF基因载体对肺癌模型进行

治疗[16]。基于上述原因，骨髓间充质干细胞成为肿瘤基因靶向

治疗的最有前景载体[17]。

在基因治疗实验的过程中，能否对疗效实行实时有效的监

测，对实验的监控和改善起着至关重要的作用。目前的相关研

究主要仅限于单一标记干细胞，在特定时间后处死动物，取肿

瘤组织病理标本检测分布情况，这种方法因其操作复杂，且周

期长，需要处死动物模型，所以具有时间成本及经济成本高等

缺陷。而且在进行基因治疗实验中，是一个连续的生物过程，对

MSCs的单一标记无法明确MSCs在趋化至肿瘤细胞后与肿瘤
之间的相互关系及连续时间的治疗效果。而本研究的特色正是

fluorescence（荧光）与 bioluminescence（生物发光）两种成像方
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法，对 MSCs及肿瘤细胞均进行了示踪标记，构建了双标记成

像系统，这样可以利用生物发光成像无创在活体观察 MSCs向
肝癌细胞趋化的生物过程。

应用可靠方法获得纯化的间充质干细胞是进行干细胞实

验的先决条件。在本研究中，我们应用密度梯度离心法分离获

得骨髓单个核细胞，接种于含 10%胎牛血清的 DMEM/F12的

低糖培养液中，细胞传至 3代大部分形态上呈纺锤形状并有序

的以漩涡状排列。利用流式细胞术进行鉴定，细胞表面 CD45

及 CD34阴性表达，CD44阳性及 CD29阳性表达，符合骨髓间

充质干细胞的表面特异性标记物的表达情况，说明经密度梯度

离心法分离并经贴壁培养于含 10%胎牛血清的 DMEM/F12的

低糖培养液中可以成功获得较为纯化的骨髓间充质干细胞。

高效的标记干细胞及转染肿瘤细胞是本实验的关键。在本

研究中，选择 CM-DiI染料对干细胞进行标记，因为 CM-DiI是
一种亲脂性的羰花青荧光染料，在活细胞状态下与细胞膜紧密

结合，标记细胞具有的毒性非常微弱，且产生强度较大的荧光，

广泛应用于细胞的标记与示踪成像[18-20]。在本研究中间充质干

细胞标记后，检测后数据显示该染料标记的效率可达 99%以

上，在成像仪下可见细胞发出较明亮的荧光，标记后约 21 d仍
可见较清晰的生物荧光，但与最开始标记的信号相比荧光强度

要略显低一些，可能是在细胞换液或传代过程中在遮光方面难

度较大，而且每次观察所造成的荧光衰减也无法避免。由于生

物发光成像（BLI）可将目的细胞转染入能够稳定表达荧光素酶

的报告基因，然后将细胞植入活体内，可使荧光素酶在体内随

着细胞的增殖而增殖[21-23]，所以在本研究中我们运用 Fluc-慢病
毒转染人肝癌 HepG2细胞，使得萤火虫荧光素酶随着 HepG2

细胞的增殖而增殖，从而可以对肿瘤细胞实时成像。在本实验

中，HepG2细胞感染后生长状态良好，荧光强度稳定。

在本研究中，应用干细胞示踪的双标记成像系统，成功的

在活体中监测到了间充质干细胞向肿瘤病灶的趋化过程，并得

到了 CM-Dil标记的间充质干细胞与 Fluc-HepG2肿瘤细胞活

体示踪的融合图像，见证了干细胞向肿瘤的迁徙过程，最终在

HepG2人肝癌裸鼠移植瘤 HE染色及间充质干细胞离体检测

中，也证实了肿瘤组织中的间充质干细胞的存在。

所以本研究证实了应用干细胞示踪的双标记成像系统同

时标记肿瘤细胞与 MSCs，使得 MSCs及 HepG2细胞在活体内

同时显像，以实现 MSCs在活体内对肿瘤的趋化过程进行实

时、无创、连续的观测是可行的。这种成像方法可作为下一步以

MSCs为载体的肿瘤基因治疗的有效监测手段。
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