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　　［摘要］　随着科学技术的发展，越来越多的体内细胞示踪技术被运用于医学研究中。目前常用的体内示踪技术包括核素

成像、磁共振成像、光学成像等技术，这些成像的方式在特异性、敏感性、操作方式等方面都各有特点。在运用这些技术的时

候，研究者需要根据成像的要求、实验对象、成像目的等综合因素，并结合各种成像的特点来考虑。本文就现有的体内细胞示

踪技术作一综述。
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　　传统细胞示踪的方法通常是采用组织病理学技术，在不

同的时间点将组织从活体中取出或者处死实验动物进行标

记从而了解细胞在体内的情况。通过这种方法尽管可以得

到动物处死时刻的信息，但是无法及时获得细胞在动物体内

的定位、生存能力、迁移、功能状态（如活化、分化等的前后改

变），而且这样的方法明显不利于对同一个体的动态观察，同

时这种方法在大多数情况下也不适用于人体。为解决传统

示踪的不足，研究者开发了不同的体内示踪细胞的方法，采

用这些方法可对同一实验对象在不同时间点进行比较，跟踪

同一观察目标（标记的细胞）在体内的移动及变化，所得的数

据更加真实可信。这既减少了实验动物数量且符合动物伦

理，同时又为临床治疗提供了指导。目前，示踪技术已被广

泛应用于干细胞治疗、基因表达、新药开发、细菌感染、器官

移植等多个领域。本文综述了体内细胞示踪技术方面的研

究和应用。

１　核素成像技术

　　放射性核素标记细胞显像需要应用γ相机、单光子发射

计算机断层显像（ＳＰＥＣＴ）和正电子发射断层显像（ＰＥＴ）等

技术，ＰＥＴ和ＳＰＥＣＴ都是观察体内细胞分布方面高灵敏度

和高分辨率的仪器，这些仪器可以根据各组织器官的放射活

性比例，确定细胞在体内的分布和定量［１］。

１．１　常用细胞标记物　核素可以通过两种方法成像，一是

直接标记细胞，如１８Ｆ核素直接标记［２３］；二是报告基因标记

细胞，即将能够表达可测表型蛋白（酶、受体、转运体等）的特

定核苷酸序列（报告基因）导入靶细胞基因，表达的蛋白再与

特定的发射光子的放射性核素标记的探针相结合，并通过

ＰＥＴ／ＳＰＥＣＴ进行检测间接反映靶细胞的分布和定量。如胸

苷激酶基因导入细胞基因［４］，ＰＥＴ 首选的放射性核素是
１８Ｆ、１１Ｃ、１３Ｎ和１５Ｏ，这些放射性核素的半衰期较短，如１３Ｎ的

半衰期约为１０ｍｉｎ、１８Ｆ的半衰期约为１１０ｍｉｎ，用葡萄糖、脂
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肪酸或抗体等把核素整合成复合物后，注入体内标记细胞。

ＳＰＥＣＴ常用的放射性核素是９９ｍＴｃ、１２３Ｉ、６７Ｇａ和１１１Ｉｎ，这些核

素半衰期较长，１１１Ｉｎ半衰期约为６７ｈ，９９ｍＴｃ的半衰期约为

６ｈ［５６］。在实验中需要根据示踪细胞的不同来选择不同的标

记物，研究者需要注意标记物泄露，以及半衰期时间与所标

记的细胞存活时间等问题。另外由于报告基因的表达产物

所引起的机体发生免疫反应也是一个要考虑的问题。

１．２　应用现状　目前核素示踪技术主要应用于干细胞的治

疗（尤其是心肌梗死后干细胞的治疗）、肿瘤细胞的标记及治

疗、细胞免疫研究以及神经炎症等方面。Ｇｙｎｇｙｓｉ等［４］把胸

苷激酶报告基因导入心肌干细胞，然后再把细胞注入大动物

的心肌梗死区，利用ＰＥＴ来示踪心肌干细胞在梗死区的分

化及分布，从而了解干细胞治疗心肌梗死的疗效。Ｌｙｎｇｂａｅｋ
等［７］通过１１１Ｉｎ标记的人间充质干细胞注入猪心肌梗死模型

中，来研究干细胞治疗的排斥反应。Ｐｒｉｎｃｅ等［８］通过１８Ｆ标

记树突状细胞后，用ＰＥＴ示踪树突状细胞体内分布的情况，

从而研究树突状细胞对人多发性骨髓瘤的免疫治疗作用。

　　采用核素示踪细胞，是因为ＰＥＴ和ＳＰＥＣＴ在细胞的成

像上都具有较高的敏感性和特异性，所以核素示踪细胞的敏

感性高于 ＭＲＩ。但不足的方面是空间分辨率较低，同时还产

生辐射，而且所涉及的放射化学和放射调控的问题也相当复

杂，另外，其设备也比较昂贵［９］。

２　磁共振成像技术

　　磁共振成像技术是利用人体组织中某种原子核的核磁

共振现象，将所得射频信号经过电子计算机处理，重建出人

体某一层面的图像的诊断技术。最常利用的原子核是氢原

子核质子（１Ｈ），因为它的信号最强，并且在人体组织内也广

泛存在。ＭＲＩ在分子和细胞成像领域具有独特的功能，可以

提供高分辨率的体内成像。尤其是在基于细胞的治疗上，

ＭＲＩ能够无创获取细胞分辨率解剖定位的空间变化。由于

注射敏感造影剂、构建 ＭＲＩ报告基因等新方法在 ＭＲＩ上的

运用，使得 ＭＲＩ超越了仅对标记细胞在时间和空间信息的

获取，进而开始了体内细胞功能变化的研究［１０］。

２．１　常用细胞标记物　从宿主细胞背景中使细胞显影，并

且提高细胞的敏感性，以 ＭＲＩ为基础的细胞成像需要造影

剂标记细胞。造影剂可分为如下几种：（１）氧化铁类的造影

剂，根据其大小可分为超小超顺磁氧化铁颗粒（ＵＳＰＩＯ）、超

顺磁 性 氧 化 铁 （ＳＰＩＯｓ）及 微 米 级 顺 磁 氧 化 铁 颗 粒

（ＭＰＩＯ）［１１］。氧化铁颗粒通常被像右旋糖酐、丙乙烯、蛋白

质、硅胶、聚苯乙烯等有机聚合物包被，以提高铁颗粒的稳定

性和生物相容性，进一步使颗粒功能化［１２１４］。ＳＰＩＯ是目前

最常用的干细胞标记物［１５］。（２）像 Ｍｎ２＋离子和稀土螯合物

这样的顺磁复合物，如钆（Ｇｄ）螯合物在临床运用较多。锰造

影剂如 ＭｎＣｌ２或 ＭｎＯ２纳米颗粒，因其有毒性而阻碍了它们

在实验和临床研究领域更广泛的应用［１６］。（３）异核磁共振的

造影剂主要是１９Ｆ，１９Ｆ磁共振成像的一个优势在于，如果能

够达到一个足够的信噪比，则可以直接进行定量试验［１７］。

（４）成像报告基因：即通过向靶细胞内导入某种基因使其表

达某种物质，从而增强 ＭＲ的信号。如将转铁蛋白基因导入

靶细胞，通过转铁蛋白的过度表达和随后经过一个活跃的穿

梭整合过程致铁颗粒聚集，这导致了可检测的细胞内铁的堆

积和相应的Ｔ２ 和Ｔ２ ＷＩ低密度。目前运用于 ＭＲＩ的报告

基因有ｌａｃＺ、转铁蛋白基因、铁蛋白基因［１８１９］等。

２．２　应用现状　磁共振已经发展成在放射学和生物医学科

学领域最有用的成像工具之一。由于分辨率高，ＭＲＩ可用于

同质背景下单个细胞的显影［２０］。目前主要用于肿瘤治疗、干

细胞治疗、糖尿病细胞治疗等方面。Ｋｅａ等［２１］用ＳＰＩＯ造影

剂标记骨髓来源的猕猴神经干细胞，用 ＭＲＩ示踪这些被自

体移植进猕猴大脑内纹条状的神经干细胞分化情况。为研

究胰岛细胞移植治疗１型糖尿病的可行性，Ｌｅｏｎｉ等［２２］采用

锰等作为造影剂，通过 ＭＲＩ长期示踪胰岛Ｂ细胞在受体内

定植、排斥的情况。Ａｕｎｇ等［２３］运用电穿孔法在肿瘤细胞内

导入红荧光和转铁蛋白双报告基因，通过 ＭＲＩ示踪肿瘤细

胞，为肿瘤的基因治疗提供了一个研究平台。

３　光学成像

　　目前的光学成像仪器运用装配了离散窄频带通滤波器

和电子可调滤波器，改进多谱分析的软件算法，发展了具有

透视能力的高敏感的ＣＣＤ相机［２４］，使生物发光和荧光成像

的敏感性和分辨率得到很大提高［２５］。体内光学成像是运用

生物发光剂和内源性荧光报告基因或者是外源性探针检测

分子和生化进程的一项无创性技术。

３．１　体内发光成像技术　体内发光成像技术包括生物发光

成像（ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ）与荧光（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）两技项

术［２６２７］。生物发光成像是把荧光素酶基因（包括ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｕｘ，

ｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃ或 ＲｅｎｉｌｌａＲｌｕｃ）插入细胞的基因组，在细胞存活情况

下，细胞内产出荧光素酶，通过底物荧光素与荧光素酶在氧和

ＡＴＰ存在的情况下发生的酶促反应而发光。发射光可以被高

度敏感的ＣＣＤ相机所检测。生物发光成像常被用于基因表达

的显影，蛋白与蛋白的相互作用，在活体无创性示踪细胞［２５］。

而荧光技术则采用荧光报告基因如ＥＧＦＰ进行标记，无需底

物，但需要激发光才能使荧光基团达到较高的能量水平，然后

发射出较长波长的发射光［２８］。

３．１．１　常用细胞标记物　细胞系可以被设计成稳定表达一

种或多种可被识别和具有特征的荧光素酶和（或）荧光蛋

白［２９］。生物发光剂，例如荧光素酶［３０］，其光的发射（波长

５５０～６５０ｎｍ）是由于化学能量转变为光能的化学反应所致，

此酶反应需要化学底物以产生光。体内生物发光成像的基

本优势是可以检测较低水平的信号，很少有背景光源的发

生，有较高的信噪比。另一类发光剂，如绿色荧光蛋白（ＥＧ

ＦＰ）、红色荧光蛋白（ＲＦＰ）和远红光蛋白，当分子吸收了波长

为４００～６００ｎｍ的光子就激发另一波长为４５０～６５０ｎｍ的

光子发射。荧光报告基因显影不需要底物的作用，可同时用

于活体和固定的细胞和组织［３１］。荧光报告基因通常比生物

发光报告基因更亮，然而其敏感性低，体内存在相对高的背

景光是其局限。无论生物发光还是荧光发光体内成像都有

其固有的局限性，即在可见光范围内由于光子被组织吸收和

散射的缘故，组织每加深１ｃｍ 发射信号就衰减大约１０
倍［３２］。
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３．１．２　应用现状　目前的光学成像运用越来越广泛，在细

胞方面主要用在干细胞的治疗、肿瘤治疗、组织的重建等方

面。Ｔｏｙｏｓｈｉｍａ等［３３］通过导入荧光蛋白基因进入子宫癌细

胞后，把细胞注入小鼠腹腔进行肿瘤扩散的研究。Ｃａｏ等［３４］

在鼠胚胎干细胞中导入荧火虫荧光素酶、单体红荧光蛋白、

胸苷激酶三联基因（ｆｌｕｃｍｒｆｐｔｔｋ）三联报告基因，用体外光

学成像技术来示踪鼠胚胎干细胞注入心肌梗死区后细胞的

分化及增殖，从而研究鼠胚胎干细胞对心肌梗死的治疗作

用。Ｘｕ等［３５］用绿色荧光蛋白基因标记肌细胞后注入小鼠胫

骨前肌观察肌细胞的再生情况。在许多模型中，光子发射和

细胞数量的相关关系已经被证实，这使得在许多部位（如皮

下、常位的、异位的）对疾病的进展进行定量监测成为可

能［３６］。

３．２　近红外荧光成像技术（ｎｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａ

ｇｉｎｇ，ＮＩＲＦ）　近红外荧光成像的基本原理是以特定波谱范

围的激发光源照射荧光分子（近红外荧光探针），此时荧光分

子被激发出不同光谱特性的光子信号，此信号通过滤光片后

由超敏ＣＣＤ相机采集，然后通过数据处理技术将光子信号

转换为图像［３２］。与可见光相比近红外荧光可穿透更深层的组

织，近红外荧光最大可穿透１２ｃｍ的乳腺或肺组织，６ｃｍ的

肌肉组织，５ｃｍ的成人脑组织［３７］。

３．２．１　常用细胞标记物　目前常用的标记物有吲哚花青染

料Ｃｙ５．５、量子点（ＱＤ）、ＶｉｖｏＴａｇ６８０（ＶＴ６８０）等，随着新标

记物的开发，越来越多的新产物如肽序列ＩＱｔａｇ、ＤＹ６８１、

ＤＹ６７６已用于细胞标记的近红外成像［３８４１］。

３．２．２　应用现状　ＮＩＲＦ成像主要运用于干细胞治疗和肿

瘤治疗上。Ｕｓｈｉｋｉ等［４２］采用 ＮＩＲＦ观察移植入小鼠体内的

骨髓间充质干细胞的归巢情况。少数的实验报道ＮＩＲＦ成像

用于神经炎症模型的研究中，如Ｂｅｒｇｅｒ等［４３］用Ｃｙ５．５体外

标记Ｔ淋巴细胞，然后把标记好的细胞移植到鼠体内以制造

实验性自身性脑脊髓炎（ＥＡＥ）。Ｍｉｃｈｅｌ等［４４］用羰箐染料

（ＤｉＲ）标记巨噬细胞在裸鼠皮下建立肉芽肿模型，通过ＮＩＲＦ
成像研究炎症细胞对肉芽肿形成的反应。

　　近红外荧光成像的光子量探测域值低，故检测灵敏度

高；每一探针均为针对某个具体的分子靶而设计，故特异性

强。与其他光学成像手段如生物发光成像相比，可不必转基

因，因此操作相对简便。

　　总之，无创性光学成像具有高敏感性、无电离辐射、费用

相对便宜、仪器简单而且具有高通量及量化光能的功能等优

点，但光学技术也有局限性，如光学成像的空间分辨率相对

低，光源在生物体内发生散射，随着荧光源的加深光子会衰

减，有背景光的干扰等［３２］。

４　展　望

　　各种体内示踪技术的发展给研究者提供了较多的研究

方法，但是各种技术有其优势也有其劣势。研究者需要注意

以下几点：（１）严格设立对照试验，最终成像结果必须用传统

方法来证明，如通过免疫组化的方法进行体外的验证［４５］；（２）

针对不同的模型及研究目的，并且根据各种成像方法的特点

同时采用不同方法［４６］。（３）要充分考虑示踪细胞的寿命和需

要示踪的周期，因为在细胞增殖过程中，造影剂浓度被稀释，

将导致细胞可检测率的降低。因为细胞的死亡导致造影剂

释放后被宿主细胞摄取可致结果的误判。（４）导入基因对细

胞的影响，需要避免导入基因所表达的产物引起机体的免疫

反应。

　　综上所述，理想的体内示踪技术应具备以下特点：（１）操

作简单，费时少；（２）所需设备便宜；（３）无需造影剂或者造影

剂容易得到而且无毒；（４）空间分辨率高；（５）有较高的特异

性和敏感性；（６）不受背景的干扰或干扰较小；（７）导入基因

不引起细胞本质的改变，所表达蛋白不产生免疫反应。
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