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摘　要：间充质干细胞 (mesenchymal stem cells, MSCs) 作为一种具有自我更新和多向分化能力的细胞，因

其免疫规避、修复再生和免疫调节等特性而受到广泛关注。此外，MSCs 还被用作负载治疗药物的载体。

近几年来有关 MSCs 的实验数量大幅增加，但 MSCs 在体内的分布、迁移、归巢、分化、存活及安全性问

题目前尚不明确，仍限制着干细胞疗法的发展。随着成像技术的不断提升，无创活体示踪方法逐渐成为应

用主流，能够对移植的外源性 MSCs 存活和迁移模式进行动态监测。本文对不同标记方法、成像方式及其

优缺点进行了探讨，并对示踪技术的未来进行了展望，以期为 MSCs 示踪研究提供新的思路。
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Research progress of noninvasive tracing technique for 
mesenchymal stem cells in vivo
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Abstract: Mesenchymal stem cells (MSCs), which have potentials of self-renewal and multidirectional differentiation, 
have drawn a wide range of attention due to their immune evasion, regenerative and immunomodulatory properties. 
Besides, MSCs have been used as carriers in loading therapies. In recent decades, researches on MSCs have 
increased dramatically. However, the distribution, migration, homing, differentiation, survival and safety of MSCs 
in vivo are still limiting the development of stem cell therapies. As the continuous improvement of cell tracing and 
imaging techniques, noninvasive tracing methods have become mainstream in stem cell tracing and imaging, 
enabling dynamic monitor of the survival and migration patterns of transplanted MSCs in the body. In this review, 
recent studies of transplanted stem cell fate in vivo are reviewed, the advantages and disadvantages of different 
labeling and imaging methods are discussed, and the future of the tracing technique is prospected, aiming to provide 
new ideas for tracing MSCs.
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间充质干细胞 (mesenchymal stem cells, MSCs)
疗法在许多疾病治疗中显示出极大的潜力，因其具

有多向分化潜能、归巢能力和免疫调节等特性，是

当前细胞疗法的研究热点。近年来在全球范围内获
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批上市的 MSCs 药品层出不穷，主要集中于移植物

抗宿主病、克罗恩病和急性心肌梗死等疾病的治疗。

此外，MSCs 在治疗新型冠状病毒肺炎的实验中同

样显示出一定的作用 [1]。纵向跟踪外源性 MSCs 移
植入体内后的分布、迁移、归巢、增殖及分化过程

不仅有助于评估细胞治疗的功效，而且有助于改进

移植的时间、剂量和移植途径 [2]。之前由于技术限

制，研究人员多采用免疫细胞染色、PCR 等方法对

MSCs 进行示踪研究，但这些有创观察方法既不能

进行连续动态观察，又不适用于临床研究，阻碍了

MSCs 在体命运研究的发展。随着技术不断地发展

进步，目前无创连续示踪方法可随时对同一实验对

象进行检测，极大地减小了误差。本文就 MSCs 标
记方法及无创活体示踪方法进行系统分析，并对其

优缺点及应用进行论述。

1　无创活体示踪技术

在观察 MSCs 分布时，由于植入的 MSCs 与周

围软组织难以区分，所以需要使用示踪剂对其进行

标记。具体标记流程见图 1，不同标记方法的优缺

点及新进展汇总见表 1。
1.1　生物光学成像(optical imaging, OI)

OI 是当前应用最广泛的一种示踪方法，能够

高特效异性地在体内组织和器官中对所标记的

ICG：吲哚菁绿；QDs：量子点；Gd：钆；SPIONs：超顺磁性氧化铁纳米粒子；AuNPs：金纳米颗粒；NIS：钠碘同向转运

体；HSV1-tk：1型单纯疱疹病毒胸苷激酶；FTH：铁重链蛋白；Fluc：荧光素酶；RFP：红色荧光蛋白；GFP：绿色荧光蛋

白；Reporter Genes：报告基因。

图1  不同标记方法流程图
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MSCs 进行显像，具有成像速度快、成本低、高灵

敏度和无辐射等优势。但由于光在组织中的吸收和

散射致使其应用深度仅有几厘米，并且空间分辨率

较低，不利于间充质干细胞在体内的解剖学定位，

所以这类成像方法常用于小动物或皮肤黏膜表面的

实验研究 [5]。在可见光和近红外光范围内，根据探

测方式，OI 可分为以下五种。

生物发光成像 (bioluminescence imaging, BLI)，
其基本原理是利用荧光素酶 (firefly luciferase, Fluc)
与荧光素结合后的发光现象进行示踪 [6]。由于这种

现象的本质是荧光素的氧化反应，所以只有在细胞

存活时才能进行显像，从而导致 BLI 特异性高、光

源信号弱和实验成本高。经实验证实，荧光素的发

光强度与标记细胞数目呈线性相关 [7]。Xia 等 [8] 将

内源性 BLI 和外源性近红外成像相结合，利用

MSCs 表达 Fluc 的能力，将移植后存活的干细胞与

死亡细胞进行区分，并用近红外成像对移植的

MSCs 进行动态跟踪。

荧光成像 (fluorescence imaging, FI) 是对荧光物

质经特定光源激发后产生的荧光信号进行探测成

像。与 BLI 成像原理不同，由于荧光激发过程是物

理过程，所以离体组织仍可进行荧光成像。此外，

非特异性荧光物质的背景信号总是对成像造成干

扰，因此 FI 成像灵敏度较低，难以监测少量细胞。

根据标记方法不同，FI可分为荧光染料标记成像 (直
接标记 ) 和自荧光蛋白成像 ( 间接标记 )。吲哚菁绿

(indocyanine green, ICG) 作为常用荧光染料的一种，

因其使用简便以及高稳定性和安全性而广受欢迎 [9]。

自荧光蛋白成像则是利用MSCs自身表达荧光蛋白，

可以分为红色荧光蛋白 (red fluorescent protein, RFP)
和绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein, GFP) 等。

当前使用最为广泛的是增强绿色荧光蛋白 (enhanced 

green fluorescent protein, EGFP)，Khorolskaya 等 [10]

的实验证实 EGFP 基因不会影响 MSCs 的分化能力

及细胞表型。

近红外荧光成像 (near infrared fluorescence imaging, 
NIRF) 是指对荧光物质在特定光源激发后发出的近

红外光波进行显像。NIRF 操作简单，具有自发荧光、

成像深度较深和光散射极小等优点，并且可以对移

植的 MSCs 功能进行监测。根据光波范围不同，

NIRF 具有两个窗口，即 NIR-I 和 NIR-II。NIR-II 荧
光拥有更深的组织穿透度和更高的图像分辨率 [11]。

NIRF 所使用的示踪剂主要有小分子荧光团、纳米

粒子和靶向探针等 [12]。但是 NIR-II 示踪剂，例如

量子点 (quantum dots, QDs)[13]，存在成像后的蓄积

问题和潜在免疫原性问题，限制了临床使用。Nucci
等 [14] 使用磁性纳米颗粒 (magnetic nanoparticle, MNP)
标记可表达 Fluc 的 MSCs，将其注入中风小鼠模型

后观察颗粒内化情况。7 d 内，用 BLI 和 NIRF 在

受损部位检测 MSCs，结果表明信号升高可能与卒

中急性期损伤部位的细胞增殖有关。Cai 等 [15] 用

NIR-II 荧光染料修饰的黑色素纳米颗粒 (melanin 
nanoparticles, MNP) 标记 MSCs，通过 NIR-II 荧光 /
光声双模态成像实现了长达 21 d 的示踪。据图像显

示，MSCs 能够移植到受伤的肝脏中修复受损组织，

并且可以观察到急性肝功能衰竭中基于 MSCs 的肝

脏再生。

光学相干层析成像 (optical coherence tomography, 
OCT) 利用光电探测器探测不同深度组织对光反射、

散射形成的信号，从而得到生物组织图像。OCT 具

有超高图像分辨率，可以达到 1~15 μm ；但是，由

于光散射导致 OCT 在大多数组织 ( 除眼睛等透明

组织 ) 的成像深度仅有 2~3 mm[16]，所以多用于眼

部成像。Nguyen 等 [17] 研发了一种光声显微镜联合

表1  不同标记方法的特点及进展

标记方法	 示踪剂	 优点	 局限	 新进展

直接标记 ICG、AuNPs、QDs、	 1. 示踪剂种类广泛，可进行	 1. 无法辨别细胞生存状态和	 修饰后的AuNPs实现了对

	   Gd、SPIONs、124I、	  表面修饰以提供不同作用；	  活力；2. 示踪剂随细胞分	   MSCs分化的实时检测[3]。	

	       125I、99mTc	   2. 无需基因编辑，避免对	   裂而浓度降低，存在检测

	 	   细胞造成不良损害。	   下限；3. 示踪剂排出或被

		      	   宿主细胞吸收可导致假阳

	 	 	   性；4. 时间依赖性，不适

			       宜长程示踪。

间接标记	 NIS、HSV1-tk、	 1. 仅对活细胞示踪；2. 报告	 1. 需进行基因编辑，可能损	 将报告基因插入特殊位点

	   FTH、Fluc、	   基因随细胞增殖而增殖，	   伤细胞生物功能；2. 操作	   可监测细胞分化情况[4]。

	   RFP、GFP	     可长程示踪。	   复杂，花费高。
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OCT 成像系统，并在视网膜色素上皮损伤的兔模型

中追踪用金纳米颗粒 (gold nanoparticles, AuNPs) 标
记的人视网膜色素上皮细胞。实验结果证实，在 3 个

月的追踪期内，该成像系统可以提供准确的解剖信

息来确定移植细胞所在的确切视网膜层。

光声成像 (photoacoustic imaging, PAI) 的原理

是通过采集吸收光能后组织释放出的超声波，形成

关于组织结构的图像。PAI 结合了超声和光学成像

的优点，超声信号相较于光学信号散射大大降低，

使 PAI 拥有较高的空间分辨率和深达 50 mm 的成

像深度 [18]。Li 等 [19] 开发了一种光声显微镜系统，

利用近红外光穿透力强的特点，可监测深层器官血

流中纳米粒子的分布。适用于 PAI 成像的造影剂十

分丰富，主要为各类纳米粒子 [18]。Yang 等 [20] 使用

苝二亚胺衍生物纳米探针 (perylene diimide nanoprobes, 
PDI) 实现了对小鼠侧腹皮下注射的 MSCs 长达 11 d
的观察，并且经 BLI 验证了这些细胞在实验期间的

存活状态。Kubelick 和 Emelianov[21] 开发了一种新

的普鲁士蓝颗粒 (prussian blue particles, PBPs) 来标

记 MSCs，并可使用超声 /PAI/MRI 多模态联合成像。

在体外实验中测得经 PAI 对 PBNC 标记的 MSCs 进
行检测，检测下限为 100 cells/μL，而 MRI 的检测

下限约为 1 000 cells/μL，证实 PAI 的灵敏度优于

MRI。Li 等 [22] 将 PBPs 标记的 MSCs 注射入小鼠体

内，并利用 PAI 观察创伤性脑损伤的修复情况；实

验结果证明，标记的 MSCs 具有通过血脑屏障的能

力，并且 PAI 可对小鼠头颅提供准确、清晰的示踪

图像。除此之外，PAI还可对T细胞进行动态观察 [23]。

表 2 概述了最近用于光学成像的示踪剂。

1.2　磁共振成像(magnetic resonance imaging, MRI)
在细胞示踪方面，MRI 展现出了高空间分辨率、

长示踪时间、无限穿透深度和极佳的软组织对比度

等优点，广泛应用于中枢神经系统、心脏和关节等

部位的成像。但因其成像时间长、低灵敏度的缺点，

并不适用于全身成像 [18, 20, 24]。常用的 MRI 造影剂

一般有金属离子型造影剂和 19F 两种。其中金属离

子型造影可分为两种，一种是 T1 造影剂，主要是

以锰 (Mn)、钆 (Gd) 螯合物为基础的顺磁剂；另一

种是 T2 造影剂，以超顺磁性氧化铁纳米粒子 
(superparamagnetic iron oxide nanoparticles, SPIONs) 
等超顺磁剂为主。

由于钆离子 (Gd3+) 存在严重的毒性，且 Gd3+

螯合物在体内循环时间非常短，不适宜进行长期示

踪，所以应用较为局限 [25]。SPIONs 因其无毒和可

生物降解的性质而受到广泛关注，目前已有多种产

品被批准临床使用。通常情况下，SPIONs 由外周

环绕着的配体和氧化铁核心共同组成 [2]，外周涂层

包括聚乙二醇 (polyethylene glycol, PEG)、多聚 -L-
赖氨酸 (poly-L-lysine, PLL)、聚乙烯亚胺 (polyethy-
leneimine, PEI) 和二氧化硅等，可防止颗粒聚集，

并为内部磁芯提供亲水性和稳定性。有研究表明，

使用 SPIONs 不会影响骨髓来源 MSCs 的活力、增

殖、表面抗原及分化潜能，且能促进细胞迁移 [26] ；

然而在标记脂肪来源 MSCs 时，发现对细胞施加不

同类型的磁场会改变细胞成脂分化和成骨分化的

倾向性 [27]。除具有与其他示踪剂相同的功能外，

SPIONs 还可由外部磁场引导至特定位点，有助于

提高 MSCs 或其外泌体靶向治疗效率 [28-29]。由于血

脑屏障的制约，静脉注射的 MSCs 不能有效迁移到

中枢神经系统发挥作用，Hour 等 [30] 将 SPIONs 标
记的 MSCs 静脉注入大鼠体内，然后利用磁场引导

这些细胞转移到阿尔茨海默症大鼠大脑内的海马区

域，并通过表达胆碱乙酰转移酶和乙酰胆碱酯酶改

善海马细胞的功能，取得了与脑室内注射 MSCs 相

表2  生物光学成像示踪剂示例

示踪剂	 作者 发表时间	 表面修饰	 孵育浓度	 成像细胞量	 示踪天数	成像方法	 应用

LPLNP	 Xia等[8]	 2020	 LPLNP@PLL 75 μg/mL	 2 × 106 cells	 30 d	 BLI/NIRF 肺纤维化小鼠

MNP1	 Nucci等[14]	 2022		  50 µg Fe/mL	 1 × 106 cells	 7 d	 NIRF	 缺血性中风大鼠	
MNP2	 Cai等[15]	 2020	 MNP-PEG-H2 200 μg/mL	 5 × 105 cells	 21 d	 NIR-II  肝衰竭小鼠 
 							           FL/PAI
CGNP	 Nguyen等[17]	 2021	 ICG@CGNP-RGD 100 μg/mL	 3 × 107 cells	 90 d	 PAI/OCT 视网膜损伤家兔

PDI	 Yang等[20]	 2020	  15 µg/mL	 2.5 × 105~	 11 d	 PAI 小鼠

					         1 × 106 cells
注：LPLNP (long persistent luminescence nanoparticle)：长程持续性发光纳米颗粒；MNP1 (magnetic nanoparticles)：磁性纳米

颗粒；MNP2 (melanin nanoparticles)：黑色素纳米颗粒；H2：一种有机小分子染料；RGD (Arg-Gly-Asp peptides)：精氨酸-甘
氨酸-天冬氨酸序列，一种细胞黏附序列。
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同的疗效。

上述造影剂是通过对比 1H 信号进行成像，可

能检测到假阳性细胞，使用 19F MRI 即可避免这一

问题。因为来自体内的氟信号极低，可忽略不计，

所以 MRI 检测到的信号均来自于氟化物示踪剂，

且信号强度与示踪剂含量成正比 [31]。由于 19F MRI
无法提供解剖信息，所以需要与 1H MRI 联合使用

进行成像。目前用于 MSCs 示踪的氟化物普遍存在

胞内浓度较低的问题。Quang 等 [32] 为增强细胞内

氟浓度开发了一种新的氟化物纳米示踪剂。这种造

影剂由全氟溴辛烷 (perfluorooctyl bromide, PFOB)
核心和其他物质形成的外壳共同组成，并命名为

PSS-NPs。经多种方法证实，该示踪剂在提供 MRI
信号的同时可保持 MSCs 成骨细胞分化的能力，并

可在免疫低下的小鼠体内进行长达 2 个月的示踪。

MRI 也可以利用间接标记法进行示踪，例如铁

蛋白重链 (ferritin heavy chain, FTH) 报告基因。Mao
等 [33] 在通过 MSCs 将 IFNβ 递送到恶性胶质瘤的实

验中使用了 FTH 报告基因进行标记，发现 FTH 的

过表达导致 IFNβ-FTH-MSCs 中铁含量增加，并可

在 T2 加权像表现为低信号。

1.3　电子计算机断层扫描(computed tomography, 
CT)

CT 成像空间分辨率高、扫描时间短、操作简单，

多用于胸腹部器官成像。理想的 CT 示踪剂首先要

具备优秀的稳定性和安全性，因此 AuNPs 被广泛

应用。大量研究表明，AuNPs 的应用并不会影响

MSCs 的增殖或细胞特性 [34]。在实际应用中，MSCs
通常需要冻存或解冻。Laffey 等 [35] 证实，使用 AuNPs
标记时，经历冷冻、储存和解冻后的 MSCs 仍保留

其细胞功能。

Li 等 [36] 使用经 PEI 和 PEG 修饰过的 AuNPs 
(Au@PEI@PEG)，在特发性肺纤维化小鼠模型中对

MSCs 进行了为期 12 d 的 CT 示踪。CT 是目前最适

宜肺部成像的示踪技术，由于利用 AuNPs 进行示

踪的 CT 技术无法监测 MSCs 存活率，他们通过

Fluc 报告基因使用 BLI 鉴定了肺中 MSCs 的存活情

况。并且，CT 对 BLI 较差的穿透深度和低空间分

辨率进行了弥补。近年的研究为了获取更理想的示

踪图像，往往对 AuNPs 进行表面修饰和改造。其

中荧光染料是常用的修饰物之一，通过 CT 与光学

成像相结合的方式改善了 CT 成像灵敏度低的缺陷。

Huang 等 [37] 开发了一种用于 CT/NIRF 双模态成

像的纳米颗粒 ——Au@Albumin@ICG@PLL (AA@

ICG@PLL)。其中，ICG 用于 NIRF 成像， PLL 进行

表面修饰促进细胞摄取纳米颗粒。在实验中，将

AA@ICG@PLL 标记的 MSCs 通过气管内滴注的方

式注入尘肺小鼠体内，通过 CT/NIRF 成像进行 21 d
的 MSCs 示踪成像。实验过程中出现了 AA@ICG@
PLL 信号减弱的现象，作者认为可能与标记材料随

细胞增殖分化被稀释或者排出有关。虽然 AuNPs
应用广泛，但也存在细胞摄取率低和容易排出的困

扰。AuNPs 进出细胞的能力主要取决于其体积大小

和表面电荷 [38]，这些物理特征在合成过程中可人为

干预，制造出符合要求的定制化 AuNPs[39]。为了减

慢纳米颗粒从细胞内流出的速度，Yu 等 [34] 合成了

一种新型 AuNPs。该示踪剂由 AuNPs 与磺胺基聚

合物 (sulfonamide-based polymer, PSD) 和细胞穿透

肽 (cell-penetrating peptide, CPP) 偶联而成，被命名

为 CPP-PSD@Au，具有对 pH 敏感的特性。由于

MSCs 内外 pH 不同，在进入细胞后 CPP-PSD@Au
可自动质子化并迅速聚集成团，以达到延长追踪时

间的目的，并且在特发性肺纤维化小鼠模型中成功

实现了长达 35 d 的 MSCs 示踪。当然，延长示踪时

间的策略并不止一种，Yu 等 [40] 还研发了一种温度

反应性 AuNPs (temperature-responsive AuNPs, TRAuNPs)，
通过表面亲水性的改变和增加尺寸可抑制其被

MSCs 排出的速度。TRAuNPs 在暴露于 39 ℃的环

境中时疏水性增加，外周聚合物链崩塌并且尺寸减

小，增加了纳米颗粒对细胞膜的黏附性和渗透性。

在转运入细胞后，环境温度降为 37 ℃，外周聚合

物链恢复到原有的延伸构象，减缓排出。基于

TRAuNPs 的 CT/BLI 成像能够对特发性肺纤维化小

鼠模型中 MSCs 的分布、迁移和存活进行长达 10 d
的观察。

1.4　核素成像

核素成像常用的技术包括单光子发射计算机断

层成像术 (single-photon emission computed tomography, 
SPECT) 和正电子发射断层成像术 (positron emission 
tomography, PET)。目前常用的报告基因有钠碘同

向转运体 (sodium iodide symporter, NIS) 报告基因、

1 型单纯疱疹病毒胸苷激酶 (herpes simplex virus-1 
thymine kinase, HSV1-tk) 报告基因等。PET 一般使

用半衰期较短的正电子发射同位素，例如 18F-FDG、
89Zr、124I 等 [41-43]。SPECT 使用发射伽马光子的同位

素进行标记，这些同位素半衰期一般较长，例如
131I、125I、99mTc 等 [44-46]。

NIS 作为 NIS 报告基因的表达产物，广泛存在
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于甲状腺滤泡细胞、胃肠道及膀胱黏膜，可将血液

中的碘离子主动转运至细胞内 ( 这种转运作用可被

高氯酸盐抑制 )，利用 124I、125I、131I 等放射性核素

进行 SPECT 或 PET 成像 [47]。由于 NIS 是一种生理

蛋白，所以在理论上没有免疫原性，并且定位于细

胞膜，更易获取放射性核素。Schug 等 [48] 通过基因

转染使 NIS 报告基因在小鼠 MSCs 中稳定表达，在

对胰腺癌小鼠进行 124I-PET 成像后使用 131I 靶向治

疗，发现该疗法可抑制肿瘤生长。Wang 等 [49] 也通

过转染 NIS 报告基因观察到 MSCs 在下咽癌小鼠中

的迁移。由于 MSCs 没有甲状腺滤泡细胞有机化碘

离子的能力，所以在周围无碘的环境下会很快将碘

离子排出。这种特性造成的结果可从不同角度看待：

一方面，在追踪 MSCs 时有效避免了放射性核素破

坏周围细胞和组织；另一方面，碘离子的快速外流

制约了以 MSCs 为载体的 131I 靶向治疗的发展。研

究人员就增加胞内碘离子滞留时间进行了多种尝

试。Shi 等 [50] 发现不同的启动子可以影响摄碘效率，

并在小鼠模型中通过实验证明在 131I 照射后，包含

CArG 元件的启动子可以促进 NIS 更高效地摄取
125I，证实了在 NIS 基因靶向治疗卵巢癌的过程中，

MSCs 作为载体的可行性。

但是，多种器官组织内源性表达 NIS 限制了它

在全身成像中的应用。在消除内源性 NIS 干扰的探

索进程中，Concilio 等 [51] 发现来自小须鲸的 NIS 对

高氯酸盐抑制作用具有部分抗性，随即他们在小鼠

体内证实可以通过使用高氯酸盐来减少内源性 NIS
摄取放射性同位素，而耐高氯酸盐的小须鲸 NIS 不

受影响，可以同时进行成像。表 3 对常见示踪方法

的优缺点及应用进行了归纳总结。

2　小结与展望

当前示踪剂种类丰富，大量实验证实示踪剂不

会影响 MSCs 增殖、分化及活性 [10, 34-35]。但是，研

究人员为了提高示踪灵敏度、准确度，得到更为理

想的示踪图像，往往对示踪剂和报告基因进行修饰

改良。示踪剂中的纳米颗粒因易于改造的特性而被

广泛关注；报告基因也随基因编辑技术的成熟可以

进行多种修饰与改造，尽可能地满足实验需求。文

中提及的各类成像方式虽然各具优点，但仍存在缺

陷，如 OI 成像深度浅、FI 无法识别细胞存活状态、

MRI 灵敏度低等。为避免这些缺陷，多模态联合成

像逐渐成为研究热点。常用的联合方式有核素 /
BLI[52]、CT/BLI[36]、CT/NIRF[37]、PAI/OCT/FI[17] 等。

各种成像方法可以弥补相互间的不足，并且可对其

中一种方法的示踪结果进行验证，如 CT 示踪

AuNPs 标记的 MSCs 时，BLI 可以通过观察 Fluc 的

表达情况从而鉴别细胞的存活。多模态联合成像为

MSCs 示踪研究提供了新的思考模式，启发科研工

作者设计简便、安全、高效的示踪方式，并有望在

揭示 MSCs 在体命运方面做出巨大贡献。
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