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　 　 【摘要】 　 目的　 应用小鼠脐带间充质干细胞(ｍＵＣＭＳＣ)示踪方法和 ｍｄｘ 小鼠研究细胞药物的药代动力学ꎮ
方法　 ＧＦＰ 转染标记 ｍＵＣＭＳＣꎬ局部注射 ０􀆰 ４ ｍＬ(５×１０６ 个 ＧＦＰ￣ｍＵＣＭＳＣ)细胞悬液到腓肠肌和膈肌损伤的 ｍｄｘ
小鼠腹腔ꎬ在 １ ｈ、３ ｈ、５ ｈ、２４ ｈ、１ 周等 ５ 个时间点用活体成像系统观察小鼠体内的荧光信号ꎬ观察结束后处死小

鼠ꎬ采集膈肌制作冰冻切片并在荧光显微镜下观察荧光信号ꎮ 结果　 ｍＵＣＭＳＣ 与 ＭＯＩ 为 １５０ 的病毒载体共培养

７２ ｈ 可以成功标记 ＧＦＰꎮ 局部腹腔注射 ０􀆰 ４ ｍＬ(５×１０６ 个 ＧＦＰ￣ｍＵＣＭＳＣ)后 １ ｈꎬ用活体成像系统观察到 ｍｄｘ 小鼠

腹壁下注射细胞的部位有明亮的绿色荧光集中分布ꎬ随着时间延长ꎬ荧光面积逐渐减小ꎬ２４ ｈ 后荧光强度明显变

弱ꎬ荧光面积大幅缩小ꎬ一周后荧光信号几乎消失ꎻ此时ꎬ在荧光显微镜下仍可观察到 ｍｄｘ 小鼠膈肌内存在荧光信

号ꎬ与未注射细胞的对照组有显著差异(Ｐ ﹤ ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 注射到腹腔的脐带间充质干细胞可以进入损伤的膈

肌ꎬ其 ＧＦＰ 荧光信号 １ 周内逐渐消失ꎬ活体成像系统是监测干细胞体内动态分布和清除率的有效工具ꎮ
【关键词】 　 脐带间充质干细胞ꎻ杜氏肌营养不良症ꎻ绿色荧光蛋白ꎻ药代动力学ꎻ活体成像系统
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２. Ｍｅｄｉｃａｌ ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｙａｎａｎ ｕｎｉｖｅｒｓｉｔꎬ Ｙａｎａｎ ７１６０００􀆰 ３. Ｂａｄｏｎｇ Ｐｅｏｐｌｅ ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｂａｄｏｎｇ ４４４３００)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ
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ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ａ ０􀆰 ４ ｍＬ (５×１０６ ＧＦＰ￣ｍＵＣＭＳＣ) ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｌｏｃａｌｌｙ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｃａｖｉｔｙ ｏｆ ｍｄｘ
ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄａｍａｇｅｄ ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ ａｎｄ ｄｉａｐｈｒａｇｍａ. Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｌｉｖｅ ｉｍａｇｉｎｇ
ｓｙｓｔｅｍ ａｔ ｆｉｖｅ ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ １ ｈꎬ ３ ｈꎬ ５ ｈꎬ ２４ ｈꎬ ａｎｄ １ ｗｋ ｐｏｓｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｕｔｈａｎｉｚｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｄｉａｐｈｒａｇｍｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｆｒｏｚｅｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ｍＵＣＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｌａｂｅｌｅｄ ｗｈｅｎ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ａｔ ａｎ ＭＯＩ ｏｆ １５０ ｆｏｒ ７２ ｈ. Ｏｎｅ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ｌｏｃａｌ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＧＦＰ￣ｍＵＣＭＳＣｓꎬ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｉｖｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｗａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｍｄｘ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｒｅａ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ. Ａｆｔｅｒ ２４
ｈꎬ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｗｅａｋｅｎｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｒｅａ ｗａｓ ｇｒｅａｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ. Ｔｈｅｓｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｓｉｇｎａｌｓ ｈａｄ ａｌｍｏｓｔ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ａｆｔｅｒ ｏｎｅ ｗｅｅｋ. Ａｔ ｔｈｉｓ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌｓ ｃｏｕｌｄ ｓｔｉｌｌ ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｐｈｒａｇｍ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｄｘ ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｓｉｇｎａｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｅｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ
ｃａｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｄｘ ｍｉｃｅ ｅｎｔｅｒｅｄ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｅｄ ｄｉａｐｈｒａｇｍ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ＧＦＰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ｗｉｔｈｉｎ １
ｗｅｅｋ. Ｔｈｕｓꎬ ａ ｌｉｖｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｉｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｖｏ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙꎻ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ
Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓꎻ Ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ

　 　 由于取材方便、适于规模化生产、细胞增殖活

性强等优点ꎬ脐带间充质干细胞已经成为再生医学

研究最为广泛的种子细胞之一ꎬ是一种具有良好发

展前景的细胞药物[１]ꎮ 干细胞具有传统药物所不

具备的增殖能力、靶向迁移能力、自分泌能力等生

物学特性ꎬ是现代药代动力学研究的巨大挑战ꎮ 显

然传统药物的药代动力学评估药物吸收、分布、代
谢的体系并不适于细胞药物的评估ꎬ监测干细胞在

体内的分布和清除才是关键[２]ꎮ 绿色荧光蛋白

(ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＰ)标记是稳定的体内

示踪方法[３]ꎬ结合活体成像技术是监测细胞在体内
分布的有效手段[４]ꎮ

杜 氏 肌 营 养 不 良 症 ( Ｄｕｃｈｅｎｎｅ Ｍｕｓｃｕｌａｒ
Ｄｙｓｔｒｏｐｈｙꎬ ＤＭＤ)是一种以骨骼肌、膈肌进行性变

性、坏死为主要病理特征的遗传性肌病ꎬ在出生男

婴中的检出率约为 １ / ３５００ꎮ 由于其家族遗传性的

特点ꎬ目前尚无有效治疗方法ꎮ 间充质干细胞具有

一定的再生和修复肌肉的作用ꎬ是肌营养不良症的

潜在治疗药物[５]ꎮ 本实验室的前期研究已成功分

离、扩增和纯化小鼠脐带间充质干细胞 ( ｍｏｕｓｅ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎬ ｍＵＣＭＳＣ) [６]ꎬ
还从英国引入 ＤＭＤ 治疗研究最常用的 Ｘ－连锁肌萎

缩 ( Ｘ￣ｌｉｎｋｅｄ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙꎬ ｍｄｘ) 小鼠ꎬ 采用

ＧＦＰ 示踪结合活体成像技术ꎬ观察脐带间充质干细

胞进入 ｍｄｘ 小鼠腹腔后的清除速率和组织靶向性ꎬ
为脐带间充质干细胞用于肌病治疗提供实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

经鉴定 ５ 只清洁级 ｍｄｘ 小鼠ꎬ雌性 ３ 只ꎬ雄性 ２
只ꎬ体重 ２２~２６ ｇꎬ确定性别后随机分为实验组(１♂
２♀)和对照组(１♂１♀)ꎬ４８ 周龄(这个年龄已出现

明显腓肠肌、膈肌损伤)ꎬ由英国牛津大学 Ｄａｖｉｅｓ 教

授惠赠(动物入境检疫许可证号为 ＡＤ４４０１００１１)ꎬ
饲养于原成都军区昆明总医院实验动物中心屏障

系统环境实验室[ＳＹＸＫ(滇)２０１５－００１１]ꎮ 经过原

成都军区昆明总医院伦理委员会批准开展动物实

验研究(审批号:２０１６０１１ 号)ꎮ 实验过程中对动物

的处置符合中华人民共和国科学技术部颁布的«关
于善待实验动物的指导性意见»、按照 ３Ｒ 原则给予

人道关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ｃ５７ 小鼠脐带间充质干细胞(ｍＵＣＭＳＣ)来自于

作者所在云南省干细胞工程实验室细胞库ꎬ即复苏

经免疫表型鉴定和诱导分化实验鉴定合格的第三

代 ｍＵＣＭＳＣ 用于实验研究ꎮ Ｌｅｎｔｉ 慢病毒载体液为

上海吉满生物科技有限公司产品ꎻ培养基 ＤＭＥＭ /
Ｆ１２、胎牛血清、０􀆰 ２５％ＥＤＴＡ－胰蛋白酶为 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司产品ꎻ８０ｉ 荧光显微镜为 Ｎｉｋｏｎ 公司产品ꎮ 小动

物活体成像仪 ＦｌｕｏｒＶｉｖｏꎬ为环亚生物科技公司

产品ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ｍＵＣＭＳＣ 的 ＧＦＰ 转染标记

按照前期建立的 ｍＵＣＭＳＣ 培养方法[６]ꎬ将鉴定

合格冻存的第三代 ｍＵＣＭＳＣ 快速解冻ꎬ移至５０ ｍＬ
离心管内加入生理盐水充分混匀后离心ꎬ用含 １０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液重悬后转移至多个

５５中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



１７５ ｃｍ２ 培养瓶中静置培养 ２４ ｈꎬ按照感染复数

(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬＭＯＩ)ＭＯＩ 值为 １５０ 的剂量

加入慢病毒载体共培养 ７２ ｈꎬ在荧光倒置显微镜下

观察拍照ꎮ 消化收集慢病毒载体共培养 ７２ ｈ 的

ｍＵＣＭＳＣꎬ加入生理盐水制成细胞浓度为每毫升

１􀆰 ２５×１０７ 个的细胞悬液备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 腹腔注射及活体成像观察

实验组 ３ 只 ｍｄｘ 小鼠ꎬ仰卧位固定ꎬ酒精消毒

腹壁后将其微微提起ꎬ小心穿刺ꎬ确保注射器针尖

进入腹腔空隙但不进入肠管或其它脏器ꎬ每只腹腔

一次性注射 ０􀆰 ４ ｍＬ 生理盐水细胞悬液(含 ５×１０６

个 ＧＦＰ 标记的第三代 ｍＵＣＭＳＣ)ꎬ对照组 ２ 只 ｍｄｘ
小鼠对照仅注射 ０􀆰 ４ ｍＬ 生理盐水ꎮ 在移植后 １ ｈ、
３ ｈ、５ ｈ、２４ ｈ、１ 周用小动物活体成像仪观察小鼠腹

壁注射细胞局部和腹腔荧光信号的分布ꎬ并确定脐

带间充质干细胞的清除速率ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 膈肌组织学镜检观察

参照前期建立的方法[７]ꎬ活体成像观察结束立

即处死实验小鼠切取膈肌ꎬ采集每只鼠膈肌的左、
中、右 ３ 小块ꎬ分别置于固定架上滴加包埋剂ꎬ固化

后每小块膈肌制作冰冻切片ꎬ荧光显微镜下观察拍

照ꎬ计数 １０ 倍镜下每个视野内荧光信号点ꎬ每小块

膈肌计数 ５ 个视野ꎬ每只鼠左、中、右 ３ 小块膈肌共

计数 １５ 个视野ꎮ 比较分析实验组和对照组之间荧

光信号点数的差异ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )表示数据ꎬ采用 ＳＰＳＳ
１７􀆰 ０ 统计学软件分析ꎬ两组数据间比较用 ｔ 检验分

析ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 视为有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＧＦＰ 转染标记的 ｍＵＣＭＳＣ
按照最佳 ＭＯＩ 值 １５０ 的剂量加入慢病毒载体

与 ｍＵＣＭＳＣ 共培养 ７２ ｈ 后ꎬ荧光显微镜下观察ꎬ可
见大 量 贴 壁 生 长 细 胞 呈 现 明 亮 的 绿 色 荧 光

(图 １Ａ )ꎮ 这 些 散 发 绿 色 荧 光 的 ｍＵＣＭＳＣꎬ 用

０􀆰 ２５％ ｔｒｙｐｓｉｎ￣ＥＤＴＡ 消化传代 ３ 代ꎬ荧光亮度无明

显衰减(图 １Ｂ)ꎮ
２􀆰 ２　 体内 ｍＵＣＭＳＣ 的分布和降解

０􀆰 ４ ｍＬ 生理盐水悬浮的 ５×１０６ 个 ＧＦＰ 标记的

ｍＵＣＭＳＣꎬ一次性注射到 ｍｄｘ 小鼠腹腔后 １ ｈ、３ ｈ、
５ ｈꎬ在小动物活体成像仪绿色荧光通道下观察到腹

壁下注射细胞的部位有明亮的绿色荧光集中分布ꎬ

注:Ａ:ＧＦＰ 标记的 ｍＵＣＭＳＣꎻＢ:传代的 ＧＦＰ 标记的 ｍＵＣＭＳＣꎮ

图 １　 慢病毒载体转染标记的 ｍＵＣＭＳＣ
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｍＵＣＭＳＣ￣ｌａｂｅｌｅｄ ＧＦＰ. Ｂꎬ Ｐａｓｓａｇｅｄ ｍＵＣＭＳＣ￣
ｌａｂｅｌｅｄ ＧＦＰ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ｍＵＣＭＳＣ￣ｌａｂｅｌｅｄ ｂｙ ＧＦＰ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

只是荧光轮廓不断缩小(图 ２Ａ、２Ｂ、２Ｃ)ꎮ ２４ ｈ 后荧

光强度明显变弱 (图 ２Ｄ)ꎬ２ 只 ｍｄｘ 小鼠甚至不能

确定轮廓ꎮ 一周后ꎬ所有小鼠腹部均观察不到荧光

信号ꎮ 为进一步观察腹腔内部绿色荧光信号的分

布ꎬ将 ｍｄｘ 小鼠处死后剪开腹壁ꎬ暴露整个腹腔脏

器ꎬ可在小动物活体成像仪绿色荧光通道下观察到

腹壁内侧和器官表面有少许荧光点分布(图 ２Ｅ)ꎬ
而注射未标记 ＧＦＰ 的 ｍＵＣＭＳＣ 的对照小鼠检测不

到典型的明亮绿色荧光的存在(图 ２Ｆ)ꎮ 为了观察

ＧＦＰ 标记的 ｍＵＣＭＳＣ 在 ｍｄｘ 小鼠体内的降解变化

趋势ꎬ把实验组(ｎ ＝ ３)确定的荧光轮廓测定出平均

荧光面积ꎬｍＵＣＭＳＣ 注射后 １ ｈ、３ ｈ、５ ｈ 平均荧光面

积依次为 ( ３６􀆰 ５ ± ２􀆰 ３) ｍｍ２、 ( ３３􀆰 ８ ± ２􀆰 ６) ｍｍ２、
(３０􀆰 ９±３􀆰 ５) ｍｍ２ꎮ 把确定不了荧光轮廓时和以后

的平均荧光面积视为 ０ꎬ就可发现ꎬ荧光面积随着细

胞注射后的时间延长呈不断缩减的趋势(图 ２Ｇ)ꎬ
尤其是细胞注射后 ５ ｈ 后呈现快速消减趋势ꎮ
２􀆰 ３　 镜检观察膈肌内 ｍＵＣＭＳＣ 的分布

注射细胞 １ 周后的 ｍｄｘ 小鼠膈肌冰冻切片内ꎬ
在荧光显微镜下ꎬ每只鼠的左、中、右部位均可在膈

肌横断面观察到少许绿色荧光信号散在分布

(图 ３Ａꎬ３Ａ－１ꎬ３Ａ－２)ꎬ对照组小鼠膈肌横断面观察

不到绿色荧光信号(图 ３Ｂ)ꎮ 按照每个部位 ５ 个视

野ꎬ每只鼠共计数 １５ 个视野(ｎ＝ １５)计算ꎬ每只鼠膈

肌内有(２􀆰 ９±２􀆰 ２)个绿色荧光信号ꎬ与未注射细胞

的对照组有显著差异(Ｐ ﹤ ０􀆰 ０５)(图 ３Ｃ)ꎮ

３　 讨　 论

建立稳定可靠的体内示踪技术ꎬ是动态监测移

植的间充质干细胞在体内的迁移分布、开展间充质

干细胞药代动力学研究的前提[８]ꎮ 本研究显示:按

６５ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



注:Ａ:注射后 １ ｈꎻＢ:注射后 ３ ｈꎻＣ:注射后 ５ ｈꎻＤ:注射后 ２４ ｈꎻ
Ｅ:注射后 １ 周(１６８ ｈ)腹腔内脏ꎻＦ:对照 ｍｄｘ 小鼠ꎻＧ:变化趋

势图ꎮ

图 ２　 局部注射 ＧＦＰ￣ｍＵＣＭＳＣ 后 ｍｄｘ 小鼠腹部荧光

信号分布及变化趋势分析

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ １ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｂꎬ ３ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｃꎬ ５ ｈ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｄꎬ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｅꎬ Ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｃａｖｉｔｙ １ ｗｅｅｋ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｆꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｄｘ ｍｉｃｅ. Ｇꎬ Ｃｈａｎｇｅ ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｃｈａｒｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅ ｔｅｎｄｅｎｃｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｅｎ ｏｆ ｍｄｘ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｌｏｃａｌ

ＧＦＰ￣ｍＵＣＭＳＣ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

照最佳 ＭＯＩ 值 １５０ 的剂量加入慢病毒载体与

ｍＵＣＭＳＣ 共培养ꎬ可以成功使 ｍＵＣＭＳＣ 转染 ＧＦＰꎬ
在特定波长光照条件下发出绿色荧光ꎬ传代 ３ 代ꎬ荧
光亮度不会明显衰减ꎬ这暗示 ＧＦＰ 转染标记的

ｍＵＣＭＳＣ 可用于体内短期示踪ꎮ ＧＦＰ 基因转染标

记的细胞ꎬ在特定波长的光照激发下就会发出绿色

注:Ａ:实验组 ｍｄｘ 小鼠(合成图)ꎻＡ－１:ＧＦＰꎻＡ－２:ＤＡＰＩꎻＢ:对
照 ｍｄｘ 小鼠ꎻＣ:比较分析图ꎮ∗Ｐ<０􀆰 ０５

图 ３　 注射后 １ 周 ｍｄｘ 小鼠膈肌组织内荧光信号
分布镜检观察及比较分析

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｍｄｘ ｍｉｃｅ(ｍｅｒｇｅｄ) . Ａ－１ꎬ ＧＦＰ. Ａ－
２ꎬ ＤＡＰＩ. Ｂꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｄｘ ｍｉｃｅ. Ｃꎬ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｈａｒｔ.∗Ｐ
<０􀆰 ０５
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｐｈｒａｇｍ ｏｆ ｍｄｘ
ｍｉｃｅ ａｔ １ ｗｅｅｋ ｐｏｓｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

荧光[９]ꎬ结合活体成像技术ꎬ实现了对植入细胞的

适时动态观察ꎮ
静脉途径给药是间充质干细胞治疗常用的方

法ꎬ但我们的前期研究发现静脉注射大量间充质干

细胞治疗 ｍｄｘ 小鼠极易引发小鼠栓塞死亡[７]ꎮ 腹

腔注射法操作简单ꎬ不存在引发肺栓塞的危险ꎬ而
且腹腔注射与静脉注射间充质干细胞的效果没有

差别[１０－１１]ꎬ本研究显示:一次性腹腔注射大剂量细

胞给腓肠肌、膈肌等肌组织进行性变性坏死的 ｍｄｘ
小鼠ꎬ１ ｈ 后可在注射细胞的腹壁下观察到明亮的

绿色荧光集中分布ꎬ随后荧光面积逐渐缩小ꎬ２４ ｈ后
荧光面积大幅缩小ꎬ荧光强度明显变弱ꎬ一周后ꎬ腹
部观察不到荧光信号ꎬ这与人脐带间充质干细胞在

裸鼠体内研究的报道类似[１２]ꎮ 为了进一步观察腹

７５中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



腔内部绿色荧光信号的分布ꎬ本研究将 ｍｄｘ 小鼠处

死后剪开腹壁ꎬ暴露整个腹腔脏器ꎬ可在小动物活

体成像仪绿色荧光通道下观察到腹壁内侧和器官

表面有少许荧光点分布ꎮ 这表明:注射到 ｍｄｘ 小鼠

腹腔内的 ＧＦＰ 标记的 ｍＵＣＭＳＣ 在 ２４ ｈ 之内细胞数

量在不断减少或者细胞浓度在不断降低ꎮ Ｃ５７ 小鼠

来源的 ｍＵＣＭＳＣꎬ转染 ＧＦＰ 不会影响其免疫原性低

的生物学特性ꎮ 因此ꎬ注射同种异体 ｍＵＣＭＳＣ 到与

Ｃ５７ 小鼠同源的 ｍｄｘ 小鼠腹腔ꎬ不会很快被 ｍｄｘ 小

鼠免疫细胞清除ꎬ注射到腹腔的细胞在 ｍｄｘ 小鼠体

内可能存在 １ 周ꎬ２４ ｈ 内腹壁荧光信号大幅减弱的

主要原因是细胞浓度降低所致ꎬ很有可能与肠管蠕

动造成的被动运动有关ꎬ也可能是受到全身肌肉损

伤而产生的趋化因子的招募作用而形成的主动运

动有关ꎮ 活体成像技术不能观察到注射细胞后 １ 周

的 ｍｄｘ 小鼠腹腔存在明显荧光时ꎬ采用荧光显微镜

检测方法还可在 ｍｄｘ 小鼠膈肌内观察到荧光信号

的存在ꎬ表明擅长于整体观察的小动物活体成像仪

检测 ＧＦＰ 荧光信号的灵敏度远低于擅长于微观观

察的荧光显微镜ꎬ注射到腹腔的 ｍＵＣＭＳＣ 可以进入

膈肌ꎬ其迁移机制可能与 ｍｄｘ 小鼠的损伤膈肌释放

的炎症因子的靶向招募有关[１３－１４]ꎬ具体迁移及作用

机制有待于进一步深入研究ꎮ
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