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磁性标记的小胶质细胞在大鼠脑内

的 MR 示踪

宋阳 薛一雪 朱丽娜 刘云会

  【摘要】 目的  探讨超顺磁性氧化铁颗粒( SPIO) 标记的小胶质细胞在正常大鼠及阿尔茨海默

病( AD)大鼠体内移植后 , MR 活体示踪的可行性。方法  以日本血液凝集病毒包膜( HVJ-E) 为标记

载体 , 将 SPIO标记的小胶质细胞经颈内动脉注入正常大鼠( 5 只) 及 AD大鼠动物模型( 5 只) 体内 ,

3 d后应用 7. 0 T MR行 T2
* 序列扫描 ,并与脑组织切片组织化学染色结果对照。结果  在正常大鼠

脑内 , MRI可见数个点状的信号改变区 , 这些信号改变区散在地分布在脑内各处 ,脑组织切片显示铁

颗粒标记细胞位置与信号改变部位一致。MRI 能够检测到由数个标记细胞引起的信号强度的改变。

在 AD大鼠模型脑内 , MRI可见 β-淀粉样蛋白 42( Aβ42) 注射区信号强度明显下降, 信号改变区面积

较大。与之相比 ,生理盐水注射区信号改变的强度及面积均不如 Aβ42 注射区改变明显。Aβ42 注射

区的标记细胞数为 ( 454 ±47) 个 / mm2 , 明显高于生理盐水注射区的标记细胞数 ( 83 ±13 ) 个 / mm2

( P < 0. 05)。结论  MRI 可作为一种非侵入性检测手段在活的动物体内追踪标记细胞 ,在 AD细胞水

平的治疗中具有一定临床应用前景。
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【 Abstra ct 】  Objective  To explore the methods of labeling exogenous microglia with
superparamagnetic iron oxide ( SPIO) particles, and to monitor the labeled cells after transplantation into the

normal rat and Alzheimer′s disease ( AD) model rat with MR scanning. Methods  Microglia was labeled

with SPIO particles by using transfection agent, hemagglutinating virus of Japan envelope ( HVJ-E) . Then
the microglias which were labeled with SPIO were injected into the internal carotid artery of normal rat ( n =

5) and AD model rat ( n = 5) . Three days after transplantation, follow-up serial T2
*

-weighted gradient-echo

MR imaging was performed at 7. 0T MRI system. MR images were correlated with histological findings.
Results In the brain of normal rat, the labeled microglias were demonstrated as several dotty signal

intensity decrease on T2
*

-weighted MR images. The dotty spots were sporadic around the brain. Histological

analysis showed that most prussian blue staining-positive cells were well correlated with the area where a
signal intensity decrease was observed in MRI. MR could detect the signal intensity change caused by a few

labeled cells. In the brain of AD model rat, MR scan showed a well-defined hypointensity area in the region

of Aβ42 injection. Signal intensity decrease was not obvious in the region of saline injection. The number of
iron-positive cells ( 454 ±47) /mm2 at sites of Aβ42 injection was much higher than that ( 83 ±13) /mm2 of

saline injection ( P < 0. 05 ) . Conclusion  MR can be used as a non-invasive means of detecting

transplanted labeled microglia in vivo, with the potential for future clinical application in cell therapy of AD.
【Key wor ds】 Microglia;  Alzheimer disease;  Magnetic resonance imaging;  Rats

  近年来, 细胞移植治疗退行性神经系统疾病的

研究日趋深入, 传统移植细胞的示踪方法是动物处

死后行组织切片观察, 随着超顺磁性 MR 显像剂的

研制成功及其在细胞标记方面取得的快速进展, MR

示踪技术被逐渐用于细胞移植后在活体内无创性观
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察移植细胞的分布及生存状态
[ 1 -3 ]
。

最近有研究发现一种新的非病毒载体系统, 即

日本血液凝集病毒包膜 ( HVJ-E) , 利用 HVJ-E 的膜

融合特性可有效地将超顺磁性氧化铁颗粒 ( SPIO)

整合入目的细胞
[ 4 -5]
。本实验以 HVJ-E 作为载体,

将 SPIO标记的小胶质细胞, 经颈内动脉移植入正常

大鼠及阿尔茨海默病 ( Alzheimer disease , AD) 大鼠

模型后, 观察移植细胞能否在 7. 0 T MR 扫描图像中

示踪, 为 AD的细胞治疗提供可能的活体检测手段。

资料与方法

1. 细胞培养和标记: 小鼠小胶质细胞系 ( EOC

13. 31, ATCC, 美国 ) 在含有 10% 胎牛血清、20%

Ladmac 上清液和 1 % 青霉素和链霉素混合物的

Dulbecco改良的 Eagle 基质中培养。以 HVJ-E 为载

体, 用 SPIO标记小胶质细胞
[ 4]
。

2. 大鼠 AD模型的建立:健康雄性 Wistar 大鼠,

6 ～8 个月龄,体重 260 ～300 g( 滋贺医科大学实验

动物中心提供 ) , 腹腔注射苯巴比妥钠 ( 50 mg / kg,

IP) 麻醉,并固定在立体定位仪上。给予 β-淀粉样

蛋白 42( Aβ42) 前, 笔者将冻干人 Aβ42 ( 滋贺医科

大学中心研究实验室合成) 溶于 10 mmol /L 磷酸缓

冲盐溶液( PBS, pH 7. 4 ) 中。用前孵育 Aβ42 以获

得在人 AD的老年斑中可见的聚集态, 具体操作方

法见参考文献[ 6 ] , 将 Aβ42 注射入大鼠海马回中。

注射点在距离冠状缝与矢状缝交点 Bregma 后

3. 5 mm, 中线旁 2. 0 mm ( 左侧 ) , 进针深度为

3. 5 mm。对侧注射同样体积的生理盐水。注射流

率为 1. 0 μl /min, 注射后钢针在原位再停留 5 min

后拔出。缝合切口, Aβ42 注射后 3 d,通过大鼠颈内

动脉给予外源性小胶质细胞。

3. 颈动脉注射小胶质细胞: 取正常大鼠和 AD

模型大鼠各 5 只, 将 SPIO 标记的小胶质细胞, 收集

在一个 12 ml的试管中, 在离心力 200 g的情况下离

心 2 min。加入 10 mmol / L PBS 混匀,使细胞最终浓

度约为 6× 10
6
个 / ml。将大鼠麻醉,切开颈部皮肤,

暴露颈动脉鞘。将 0. 5 ml PBS 中的 3× 10
6
个细胞

在 > 30 s 的时间里随机经左侧或右侧颈内动脉注入

大鼠体内。

4. MRI:外源性小胶质细胞注射后 3 d, 采用

Inova( Varian, 美国 ) MR 扫描仪, 在 7. 0 T 场强行

T2

*
回波序列扫描, 采集大鼠脑部俯卧位轴面及冠

状面 MR 影像。相关参数为 TR 180 ms、TE 25 ms、

倾斜角 40°、视野 60 mm× 60 mm、扫描层厚 1 mm、

矩阵 256× 256。在 MR 扫描过程中, 大鼠用含有

1. 5%异氟烷的 50% O2 与 50% N2 混合气麻醉, 保

持自主呼吸。

5. 组织处理: 获取 MR 影像后, 大鼠用苯巴比

妥钠 ( 70 mg /kg ) 深 度 麻 醉, 先 后 用 300 ml

10 mmol / L PBS 及 300 ml冰冷的 4%多聚甲醛经主

动脉灌流。灌流固定后, 大鼠置冰内 30 min,然后用

1000 ml 含 15 % 蔗糖的 0. 1 mol / L PBS 继续灌流。

脑组织于低温保持器中切成 20 μm厚的切片。

6. 铁颗粒阳性细胞定量:每只大鼠取 3 张海马

切片( 20 μm) 在显微镜 ( Olympus IX50 / IX70, 日本)

下观察。计数双侧整个海马区的阳性细胞, 数据转

换为每平方毫米标记细胞的个数。所有数据以珋x±s

表示。统计学分析采用 SPSS 11. 5 统计软件, 行

Student′s-t检验, P < 0. 05 为差异有统计学意义。

7. 铁颗粒染色:将切片置于含 1% 氰亚铁酸钾

的 1% 盐酸溶液中在室温下反应 30 min, 使铁离子

呈现蓝色( 普鲁士蓝染色) 。

结 果

1. 正常大鼠脑内 MR 示踪标记小胶质细胞的

分布: MR 扫描所得到的 T2

*
WI 显示正常大鼠脑内

有一些暗点 ( 图 1 ～3 ) 。从大鼠脑组织冠状面的

MRI 上看, 这些暗点遍及大鼠脑内各处。

2. 正常大鼠脑内标记细胞 MRI 与组织化学染

色的比较结果:将大鼠脑组织的 MRI( 图 4, 5) 分别

与普鲁士蓝染色结果( 图 6, 7) 相比较, 显示 SPIO标

记的小胶质细胞的组织化学染色结果与 MR 影像位

于相同的位置。小胶质细胞内 SPIO引起的 MR 信

号改变区域的面积比普鲁士蓝染色方法所呈现的小

胶质细胞所在区域的面积大。位于每一暗点处的

SPIO标记的小胶质细胞的数量很少。在一系列连

续的组织切片上计数, 能够引起 MRI 信号改变的

SPIO-标记小胶质细胞的数量约为 2 ～5 个。亦有单

个的 SPIO-标记的小胶质细胞可通过组织化学方法

观察到, 但未引起 MRI 信号的改变。

3. AD模型大鼠脑内标记细胞 MRI 与组织化学

染色的比较结果: MRI 显示, AD 大鼠脑内 Aβ42 注

射区由于含 SPIO的小胶质细胞的聚集,引起了清晰

的信号改变 ( 图 8 ) 。在左侧海马内可见一明显暗

区, 而右侧生理盐水注射区则几乎未见 MRI 信号的

改变。组织切片普鲁士蓝染色, 可见 Aβ42 注射区

有多数蓝染的阳性细胞, 而生理盐水注射区则少见

阳性细胞 ( 图9 ) 。计数双侧海马区阳性细胞显示 ,
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图 1 ～3 示正常大鼠脑组织冠状面不同层面上超顺磁氧化铁颗粒 ( SPIO)标记的小胶质细胞 MRI, 标记细胞中 SPIO 引起周围大鼠脑组织信

号强度减弱 ,在大鼠脑内呈一些分散的暗点  图 4 , 5 示正常大鼠脑内标记细胞的 MR 影像 , 标记细胞中 SPIO 引起周围大鼠脑组织 MR I

信号强度减弱 , 形成暗点 (箭 )  图 6, 7  示 MR 成像相应部位大鼠脑组织切片普鲁士蓝染色结果 (  × 4) 。标记细胞中铁离子经普鲁士蓝

染色呈现蓝色 ( 箭 ) 。将图 4 , 5 分别与图 6, 7 相比较 , MR 影像中暗点与普鲁士蓝染色中蓝染细胞位于相同的位置  图 8 示 AD大鼠模型

脑内标记细胞的 MR 影像 , Aβ42 注射区有清晰的 MR I信号改变 ( 箭 ) ; 对侧生理盐水注射区 MRI 信号改变不明显  图 9  示普鲁士蓝染色

结果 (  × 2 ) 。Aβ42 注射区可见大量蓝染的小胶质细胞聚集 ( 箭 ) , 而生理盐水注射区则少见阳性细胞

Aβ42 注射侧的阳性细胞数 ( 454 ±47) 个 /mm
2
明显

高于 生 理 盐 水 注 射侧 的 阳 性 细 胞 数 ( 83 ±

13) 个 /mm
2
( t = 7. 744, P < 0. 05) 。

讨 论

1. MR 示踪及细胞标记: 应用细胞移植治疗中

枢神经系统疾病过程中, 能够采用非侵入性方法活

体实时监测移植细胞在中枢神经系统内的分布、迁

移和生长代谢, 对评估移植细胞的作用和疗效具有

重要意义。在实验中, 笔者以 HVJ-E 为载体, 将

SPIO整合入小胶质细胞。HVJ-E 载体不带电荷, 它

利用膜的融合特性将基因转入细胞, 转染效率

高
[ 7 -8 ]
。虽然笔者发现了单个的 SPIO 标记的小胶

质细胞没有引起 MR 信号的改变, 但平均起来, 在每

一处 MR 扫描的暗点处可以发现 2 ～5 个含有 SPIO

的小胶质细胞。这种标记方法的高敏感性使我们能

够利用 MRI 在小鼠脑内发现较低数量的细胞。

2. AD模型:虽然到目前为止, 人们对于 AD 的

发病机制还不甚清楚, 但大多数学者认为 Aβ42 沉

积是所有因素导致 AD 的共同途径。Aβ42 的神经

毒性作用已经被公认是 AD 形成和发展的关键因

素
[ 9 ]
。海马是大脑学习记忆的关键部分, Aβ42 沉

积在新皮质、海马等区显著,且海马具有高度有序化

的板层结构, 各种神经组织相对独立分布,能为脑功

能的结构提供直观而简洁的形态学效果, 故选用海

马定位给药是较为理想的途径。本研究即采用聚集

态的 Aβ42 海马内急性注射, 复制 AD的大鼠动物模

型。然后经大鼠颈动脉注射由 SPIO 标记的小胶质

细胞, MRI 清楚地检测到小胶质细胞聚集在 Aβ42

沉积物周围。

3. 小胶质细胞与脑病:中枢神经系统发生病理

改变时可激活小胶质细胞。体内小胶质细胞在脑实
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质先天防御感染、缺血、创伤、脑肿瘤和神经退行性

病变中起到关键作用。在 AD 患者脑中, 内源性小

胶质细胞明显聚集在 β-淀粉样蛋白周围, 具有吞噬

β-淀粉样蛋白肽和参与炎性反应的功能。那么外源

性小胶质细胞是否可以通过血脑屏障进入脑组织,

在 AD的细胞治疗方面起到一定的作用?

本研究采用 7. 0 T MR 扫描仪,在移植小胶质细

胞后获取了正常大鼠脑组织的 MRI, 清楚地显示大

鼠脑内存在一些暗点。普鲁士蓝染色证明 MR 影像

中的暗点是由于该处细胞内的铁离子引起了 MRI

信号的改变。因此, 外源性给予的小胶质细胞可通

过完整的血脑屏障进入大鼠脑组织。进一步观察移

植小胶质细胞在 AD模型大鼠脑内的分布, MR扫描

及组织化学染色结果显示, 进入脑组织内的小胶质

细胞不是散在分布, 而是聚集在 Aβ42 沉积物周围。

最近有文献报道, 小胶质细胞可通过特异性
[ 1 0]
和非

特异性
[ 11 ]

2 种机制吞噬 β-淀粉样蛋白肽。因此, 移

植小胶质细胞可能对 AD具有一定的治疗潜能, 但

另一方面, 它们也可以产生一些不良的影响
[ 12-13]
。

有文献报道, 老年斑周围活化的小胶质细胞可能直

接引起 AD的病理改变或加重已有的病情。另外,

根据超微结构的观察, 一些研究者最近提出,小胶质

细胞实际上分泌甚至合成 Aβ42。为了确定小胶质

细胞和巨噬细胞在治疗 AD 方面的作用, 则需要进

一步的深入研究。
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