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［摘　要］目的：探讨超声辐照联合微泡增强介导超顺磁氧化铁（ＳＰＩＯ）标记脂肪干细胞（ＡＤＳＣｓ），及其对干细
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论：超声辐照联合微泡增强可以有效对ＡＤＳＣｓ进行磁探针标记，标记后细胞内铁蛋白升高。
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　　研究表明干细胞移植在修复脑梗死、心肌梗死
及其他组织损伤中具有非常诱人的临床应用前

景［１－２］。但如何活体示踪移植细胞在体内的归巢、

移行、空间分布及细胞分化，一直是研究者所关注
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的重点。研究表明，超顺磁氧化铁（ｓｕｐｒａｐａｒａｍａｇ
ｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅ，ＳＰＩＯ）纳米微粒标记干细胞磁共
振成像（ＭＲＩ）是最具有前景的方法之一［３－５］，但未

经表面修饰的ＳＰＩＯ颗粒很难标记干细胞。研究者
通常使用转染剂接到 ＳＰＩＯ标记干细胞，但高浓度
的转染剂对细胞有毒性［６］，因此如果能开发一种

无需转染剂即可有效标记干细胞的方法，则可避免

细胞毒性的问题［５］。体内外实验证实超声辐照联

合微泡增强可以有效转染质粒ＤＮＡ或者药物进入
细胞，具有极高的安全性［７－９］。本研究假设也可以

用超声联合微泡增强来进行干细胞 ＳＰＩＯ标记，希
望能提供一种不需转染剂介导而进行的干细胞

ＳＰＩＯ标记的方法。由于ＳＰＩＯ标记细胞时，细胞内
引入大量的铁，而细胞内铁过载将损害细胞［１０］。

文献报道细胞内铁超载时，铁蛋白将随之变化以保

持细胞内铁稳态的维持［１１－１２］，但文献未对就 ＳＰＩＯ
标记干细胞后细胞内铁蛋白的变化的进行研究，因

此本研究还研究 ＳＰＩＯ标记对细胞内铁蛋白的影
响。

１　材料和方法

１．１　材料　主要材料：声诺维ＳｏｎｏＶｕｅＴＭ（Ｂｒａｃ
ｃｏＳｐＡ，意大利），铁羧葡氨 （Ｒｅｓｏｖｉｓｔ先灵，德
国），台盼兰（Ｓｉｇｍａ公司，美国），普鲁士蓝染色剂
及核固红（Ｓｉｇｍａ公司，美国），铁蛋白抗体（Ａｂｃａｍ
公司，美国），超声波辐照仪（Ｓｏｎｉｃ１５Ｃ，ＦＹＳＩＯＭＥＤ
公司，比利时）。

１．２　细胞培养　将大鼠脂肪干细胞（ａｄｉｐｏｓｅｄｅ
ｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＡＤＳＣｓ，广东省人民医院颜丽芬医
生惠赠）接种于７５ｍＬ培养瓶内，使用１０％胎牛血
清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和低糖培养基（ｄｕｌｂｅｃ
ｃｏ＇ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养，置培养瓶
于５％ＣＯ２、３７℃孵箱内，每周２次换液，倒置显微
镜观察细胞生长情况，细胞铺满瓶底 ＞９０％时，
０２５％胰蛋白酶消化细胞，１∶２比例传代培养。
１．３　超声辐照增强介导 ＳＰＩＯ标记干细胞　（１）
微泡制备：将生理盐水５ｍＬ加入到装有超声微泡
粉末的瓶中，剧烈晃动数秒即可制备出直径小于

６μｍ的微泡。（２）干细胞磁探针标记：０２５％胰蛋
白酶消化细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，
使用无血清ＤＭＥＭ重悬细胞，调整细胞浓度为（１
～２）×１０６／ｍＬ，将 细 胞 悬 液 移 入 ６孔 板
（８００μＬ／孔），加入微泡 ２００μＬ，再加入 ＳＰＩＯ

（２００μｇ／ｍＬ）；设置加ＳＰＩＯ、未加微泡有超声辐照
增强组为对照组。（３）体外超声辐照增强方法：探
头置于６孔板下方，探头与六孔板底之间覆以超声
耦合剂。声束方向朝上，频率 ３ＭＨｚ，输出功率
１０Ｗ／ｃｍ２，占空比５０％，照射时间６０ｓ。照射完
毕，添加少许血清于细胞悬液内，将６孔板置５％
ＣＯ２、３７℃孵箱内孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细胞３次
以除去液体中多余 ＳＰＩＯ待用。各组均设 ３个复
孔。

１．４　干细胞ＳＰＩＯ标记普鲁士兰染色　取部分标
记细胞直接涂片，室温下风干细胞涂片，然后甲醇

固定１０ｍｉｎ；取部分细胞用完全培养基重悬铺于６
孔板内经多聚赖氨酸处理后的波片（２４ｍｍ×
２４ｍｍ）上，２ｈ后细胞贴壁，弃培养液，ＰＢＳ冲洗３
次，甲醇固定１０ｍｉｎ后取出载玻片后风干。染色
方法：３％亚铁氢化钾＋２％ＨＣｌ３７°孵育３０ｍｉｎ，蒸
馏水冲洗，核固红复染１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，光镜观察
细胞ＳＰＩＯ标记率。
１．５　细胞活力检测　取标记后的细胞再培养２ｈ
后，０２５％胰蛋白酶消化细胞，台盼兰实验检测细
胞活力（取细胞悬液 ５０μＬ／孔 ＋０２％台盼蓝
５０μＬ染色检测细胞活力）。设置未标记细胞组为
对照组。

１．６　细胞内铁蛋白表达检测　细胞标记后，重新
置入培养瓶培养，分别在标记后２、４、８、１２、１６、２０、
２４ｈ提取细胞内蛋白，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细
胞内铁蛋白的表达。取收集的蛋白 ３０μｇ，加入
ＳＤＳＰＡＧＥ胶加样孔，６５Ｖ，３０ｍｉｎ后样品被浓缩
进入分离胶，将电压改为１００Ｖ、６０ｍｉｎ后取出电
泳胶。除去浓缩胶，将分离胶浸泡于电转缓冲液中

１０ｍｉｎ，浸泡滤纸，海绵垫于电转缓冲液 １５～
３０ｍｉｎ，浸泡ＰＶＤＦ膜于甲醇中１～２ｍｉｎ然后放入
电泳缓冲液中，电泳１５Ｖ，１２０ｍｉｎ，５％脱脂奶粉封
闭，加一抗后４℃振荡过夜。洗涤后加二抗（羊抗
鼠ＩｇＧＨＲＰ或 鼠抗羊 ＩｇＧＨＲＰ），４℃摇床过夜。
用ＥＣＬ发光法显示目的条带，于暗房中曝光１０～
３０ｓ，Ｋｏｄａｋ冲片机定影，显影。将所得胶片用数码
相机摄像，ＭｏｌｅｃｕｌａｒＡｎａｌｙｓｉｓ图象分析软件进行分
析。

１．７　统计学方法　使用 ＳＰＳＳ１３０进行样本统
计。阴性对照组和试验组细胞活力及蛋白表达差

别比较采用ｔ检验或方差分析，Ｐ＜００５时认为差
异具有统计学意义。
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２　结果

２．１　细胞内铁普鲁士蓝染色定性分析　超声辐照
后立即涂片、固定后普鲁士兰染色见近１００％的细
胞染色阳性，细胞胞表明覆盖有蓝色铁颗粒（图

１）；标记后培养２ｈ后再行普鲁士蓝染色，细胞贴
壁，胞浆内可见较多蓝色铁颗粒，较立即涂片固定

染色观察显示更为清楚（图１）。而对照组（加有
ＳＰＩＯ，未加微泡，但行超声辐照组，细胞铁标记率
低，只有少数细胞内可见微量蓝色颗粒（图２）。

标记后立即涂片（×４００）

标记后培养２ｈ涂片（×２００）

图１　ＡＤＳＣｓ超声辐照进行ＳＰＩＯ标记（普鲁士蓝）
Ｆｉｇ．１　ＡＤＳＣｓｌａｂｅｌｅｄｂｙＳＰＩＯｕｎｄｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｅｘｐｏｓｕｒｅ

图２　无微泡，只有ＳＰＩＯ＋超声辐照
（普鲁士蓝，×４００）

Ｆｉｇ．２　ＰｒｕｓｓｉａｎｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＡＤＳＣｓａｆｔｅｒ
ＳＰＩＯｌａｂｅｌｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ
ｅｘｐｏｓｕｒｅｗｉｔｈｏｕｔｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅ

２．２　细胞活力检查　台盼蓝实验显示标记组
（９２２％）和未标记组（９３１％）的活力，差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）。
２．３　标记细胞内铁蛋白的表达　ＳＰＩＯ标记开始
后，干细胞内的铁蛋白轻链（ＦｎＬ）的蛋白表达从
２ｈ开始上调，此后逐渐增加，在１２ｈ标记结束时
达到高峰（Ｐ＜００５），１６ｈ、２０ｈ、２４ｈ后无明显变
化 （Ｐ＞００５）。见图３。

３　讨论

本研究发现超声辐照增强可以在无需任何转

染剂存在的情况下，可高效、安全地对 ＡＤＳＣｓ进行
ＳＰＩＯ标记，标记率近１００％。普鲁士兰染色发现所
有细胞的胞浆内都有蓝色铁颗粒存在，但较为分

散，而细胞核却未见明显的铁颗粒摄取。在微泡存

在的情况，超声微泡破裂可以在细胞膜上产生约

１００ｎｍ大小的可复性微空，这也是超声微泡增强
转染基因的基础［８－９，１３］。在本研究中使用的 ＳＰＩＯ
是Ｆｅｒｕｃａｒｂｏｔｒａｎ，其核心颗粒大小约３～５ｎｍ，包被
羧基右旋糖苷后平均大小为６２ｎｍ。因此，在进行
超声辐照增强标记ＳＰＩＯ时，ＳＰＩＯ或许可以直接通
过１００ｎｍ的小孔直接进入细胞内，然后被内涵体／
溶酶体吞噬。本研究预试验发现在没有超声微泡

的情况下，干细胞的ＳＰＩＯ标记效率极低，而在使用
微泡后标记率近１００％。但仅靠可复性空洞的形
成促使ＳＰＩＯ内流是否可以促使单个细胞标记到足
够的ＳＰＩＯ，认为可能还存在其他的机制。正常情
况下，ＳＰＩＯ与细胞膜均带负电荷，因此 ＳＰＩＯ很难
为细胞所吞噬。如果可以使ＳＰＩＯ有效黏附到细胞
膜表面，就能够有助于细胞胞吞噬 ＳＰＩＯ颗粒。有
研究者使用电穿孔法（超声辐照增强同样属于物

理方式，利用电流的效应而无需转染剂介导）进行

细胞ＳＰＩＯ标记，认为其可以有效标记细胞的原理
可能是促使ＳＰＩＯ黏附到细胞膜表面从而促进内吞
有关，而不是直接在细胞膜上产生小孔促使 ＳＰＩＯ
内流［５］。在本试验中，在超声辐照增强下，空化效

应的多种物理效应，比单一的电穿孔电流的效应更

复杂多样，可以有效使得 ＳＰＩＯ克服其与细胞膜间
的阻力黏附在细胞膜表面，促使细胞将 ＳＰＩＯ吞入
细胞内，从而标记细胞。因此，推测超声辐照增强

进行干细胞的ＳＰＩＯ的标记的原理主要与空化效应
直接在细胞膜上打孔和促使ＳＰＩＯ黏附到细胞膜表
面有关，但具体的机理还需要进一步研究。
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图３　ＳＰＩＯ标记后细胞内铁蛋白轻链蛋白质表达
Ｆｉｇ．３　ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＦｎＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒＳＰＩＯｌａｂｅｌｉｎｇ

　　铁元素为细胞生长增殖及机能活动维持所必
需的微量元素之一，在细胞的ＤＮＡ合成、电子传递
以及氧气运输等过程中发挥重要作用，但铁超载潜

在诱导氧自由基生成，导致细胞的损伤［１０］。ＳＰＩＯ
标记干细胞时，细胞内的铁浓度较正常增加数十至

百倍［３－５］，而细胞内铁稳态的维持极其重要。研究

发现，细胞内铁超载时，细胞内铁蛋白合成增加，鳌

合细胞内多余的游离铁以保护细胞。铁蛋白分为

铁蛋白重链（ＦｎＨ）和和轻链（ＦｎＬ），前者主要高
表达于心脏，后者主要高表达于肝脏及其他组

织［１０］。本研究中，发现主要研究干细胞的 ＦｎＬ的
蛋白表达从第 ２ｈ开始上调，此后逐渐增加，在
１２ｈ标记结束时达到高峰，１６、２０、２４ｈ后无明显变
化，表明 ＳＰＩＯ标记后，干细胞即表达铁蛋白，以中
和细胞内多余的游离铁，保持细胞内铁稳态的维

持，从而保护细胞免受游离铁的毒性作用，研究结

果和其他研究类似［１１－１２］。

本研究结果表明，超声辐照增强可以在无需任

何转染剂存在的情况下，能够高效、安全的对干细

胞进行ＳＰＩＯ磁探针标记，且标记后的干细胞内的
铁蛋白表达上升，以鳌合细胞内多余的游离铁，从

而保护细胞。
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化，但ＥＲ表达的下降将会影响Ｅ２的生物学效应，
进而可能影响到子宫内膜的修复。

Ｐ是由黄体所分泌，在妊娠的维持过程中具有
重要作用，Ｐ能够使子宫平滑肌细胞膜电位增加，
导致兴奋域值升高，阻碍兴奋在子宫平滑肌的传

播，降低子宫的收缩［８］。本研究发现，在药物流产

出血后的第１４天，异常子宫出血组患者体内 Ｐ水
平要高于对照组，提示 Ｐ水平能够抑制子宫收缩，
使得蜕膜或绒毛组织不易排出，而引起子宫出血时

间延长。

ｈＣＧ是由胎盘组织所分泌，并在妊娠过程具有
重要作用。Ｒｏｒｂｙｅ［９］报道手术流产后，ｈＣＧ在流产
后２１天降至正常水平。本研究中，两组患者体内
ｈＣＧ水平逐渐降低，正常组在２２天时基本接近正
常水平，异常出血组中ｈＣＧ水平也降低，但在第２２
天时仍处于较高水平，提示异常子宫出血患者体内

可能存在滋养细胞的残留。刘庆［１０］研究了药物流

产后异常子宫出血患者，发现宫腔诊刮的病理组织

中有绒毛或蜕膜组织残留。

综上所述，药物流产后异常子宫出血患者血清

Ｐ和ｈＣＧ水平异常，监测和恢复血清 Ｐ和 ｈＣＧ水
平，对预测和治疗具有一定意义。
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　２期 陈永红等　药物流产后异常子宫出血患者血清雌激素、孕激素和人绒毛促性腺激素水平


