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技术与方法

应用小动物活体成像追踪观察EGFP
标记的间充质干细胞

王  伟1#  陈  超1#   刘延明1  张  男1  吕丽燕2  宋现让2  韩发彬1*

(1聊城大学/聊城市人民医院干细胞与再生医学实验室, 聊城 252000; 
2山东省肿瘤医院放射肿瘤重点实验室, 济南 250117)  

摘要      为探讨干细胞移植治疗过程中干细胞在体内的存活和迁移能力, 利用非细胞损伤性

的EGFP(enhanced green fluorescence protein)标记间充质干细胞进行了实验研究。该研究用电穿孔

方法将加强的绿色荧光蛋白表达质粒pCMV-EGFP(cytomegalovirus-EGFP plasmid)转染细胞产生

具有EGFP标记的牙髓干细胞、皮肤成纤维细胞(skin fibroblast cells, SFCs)和脐带间充质干细胞。

将EGFP标记的脐带间充质干细胞注射到裸鼠皮下, 用小动物活体成像系统观察了EGFP标记细胞

在体内移植后细胞存活能力和荧光强度随时间的变化情况。结果表明, 电穿孔转染能够在体外产

生高效表达EGFP的标记细胞, EGFP在牙髓干细胞、SFCs和脐带间充质干细胞中的表达率分别为

80%、85%和80%。通过小动物活体成像系统检测表明, EGFP标记的脐带间充质干细胞注射到裸

鼠皮下后EGFP荧光表达在7 d后逐渐下降, 但免疫组化分析表明, 移植细胞可存活6个月以上。该

研究提示, EGFP标记的干细胞可用于体内追踪其存活、迁移及分化, 为探讨干细胞移植治疗作用

提供了实验证据。
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Abstract       To observe the survival and migration of transplanted stem cell, we developed a non-invasive 
labeling technique to track the transplanted stem cells in vivo. In this study, we transfected the pCMV-EGFP plasmid 
into cells by electroporation to generate EGFP-labeled-human dental pulp stem cells (DPSCs), skin fibroblast cells 
(SFCs) and umbilical cord-mesenchymal stem cells (UC-MSCs) in vitro, respectively. Then the EGFP-labeled 
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UC-MSCs were injected to the nude mice subcutaneously and were tracked over a period of 5 weeks using IVIS 
live animal imaging system. It was found that the efficiencies of EGFP transfection are 80%, 85% and 80% in 
EGFP-labeled DPSCs, EGFP-labeled SFCs and EGFP-labeled UC-MSCs, respectively. Live-animal in vivo 
imaging analysis showed that the EGFP-labeled cells can retain the strong fluorescence for 7 days and decreased 
eventually overtime, but the immunohistochemistry analysis indicated that transplanted cells could survive for 
more than 6 months in vivo. In conclusion, EGFP-labeled technique could be used as a valuable approach to track 
the survival and migration of transplanted stem cells in vivo for studying the molecular mechanisms of stem cell 
transplantation.   

Keywords       dental pulp stem cell; skin fibroblast cell; umbilical cord-mesenchymal stem cell; enhanced 
green fluorescent protein; in vivo imaging

自体间充质干细胞 (mesenchymal stem cells, 
MSCs)移植对许多老年退行性疾病和遗传病的细胞

治疗提供了希望。由于细胞移植的途径不同, 移植

细胞在体内的迁移和定位也有所差异。因此, 对细

胞进行移植后追踪研究有助于了解移植细胞在体内

的存活及分化情况。为了保持标记的细胞具有正

常的生长和功能, 一般采用非损伤性细胞标记技术

进行细胞标记。目前对移植细胞进行活体追踪常

用的方法是将表达绿色荧光蛋白(green fluorescence 
protein, GFP)和冷光素酶(luciferase)报道基因的质粒

转染和标记细胞, 进行活体成像追踪分析[1-3]。GFP
是用于标记细胞的重要荧光蛋白, 对于研究分析细

胞各种蛋白质和细胞器特定基因表达起重要作用, 
目前广泛应用于标记肿瘤细胞和干细胞的研究中。

将外源基因表达质粒转入细胞常用的脂质体

法瞬时转染细胞不能产生稳定表达细胞。许多研

究利用慢病毒或逆转病毒载体将表达GFP基因的质

粒转染到细胞, 以保持GFP随细胞的分裂而持续表

达GFP[4-5]。尽管慢病毒和逆转病毒法提高了转染效

率, 但是慢病毒和逆转病毒载体转染细胞的转染效

率及荧光表达强度各不相同[6-7]。电穿孔转染方法

是将细胞暴露在短暂的高场强电脉冲中, 从而将外

源质粒转入细胞, 其优点是转染效率高。但是一般

情况下, 成功的电穿孔过程常伴随高水平的细胞毒

性, 因此需要优化最佳电转染条件。研究表明, 质粒

的电转染能够直接将外源DNA质粒转入细胞并随

后整合到基因组中, 高效率地表达外源基因[8-9]。许

多实验室利用电转方法将外源基因表达质粒转入细

胞, 诱导细胞的重编程产生诱导多能干细胞(induced 
pluripotent stem cell, iPS)研究其定向分化及移植治

疗作用[10]。

为产生高效率表达GFP的标记细胞, 追踪标记

细胞移植后在体内的迁移、分化及存活能力, 我们

采用电转染方法将pCMV-EGFP质粒转染到牙髓干

细胞(dental pulp stem cells, DPSCs)、皮肤成纤维细

胞(skin fibroblast cells, SFCs)及脐带间充质干细胞

(umbilical cord-mesenchymal stem cells, UC-MSCs)
中, 分析EGFP在不同细胞的表达情况, 并将EGFP标
记的UC-MSCs移植到小鼠体内用活体动物成像系

统对标记细胞进行追踪分析, 以便为探讨干细胞的

移植治疗作用提供实验依据。

1   材料与方法
1.1   细胞分离培养与试剂

实验中人牙髓干细胞取自成人第三磨牙牙髓, 
皮肤成纤维细胞取自正常成人皮肤组织, 脐带间充

质干细胞取自新生儿脐带组织。细胞分离采用我

们实验室以前报道的方法进行[11-12], 其简要步骤如

下: 无菌采集新鲜的牙髓组织或直径为3~5 mm皮肤

组织块, 或2~3 cm的新生儿脐带组织, 在生物安全柜

中用PBS冲洗3次, 置于60 mm培养皿中并加入少量

DMEM培养液保持组织湿润, 将其剪成组织碎块, 然
后在37 °C、5% CO2条件下培养, 细胞培养基含有

80% DMEM、20% FBS、1% L-谷氨酰胺、1%非必

需氨基酸(NEAA)及1% P/S(青霉素/链霉素)。组织

培养大约10~14 d后有细胞从组织块中爬出, 细胞密

度达到80%~90%后, 用TrypLE在37 °C消化处理原代

培养细胞, 按13׃比例传代, 在37 °C、5% CO2培养箱

中培养, 每3~4 d更换培养基1次。

细胞培养试剂: TrypLE、Opti-MEM购置美国

Invitrogen公司; pCMV-EGFP质粒DNA购自日本

Nepa Gene公司; 基因电转采用NEPA21电转染系统
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(日本Nepa Gene公司)。
1.2   体外培养细胞电转染

分离的人牙髓干细胞、皮肤成纤维细胞和脐

带间充质干细胞在37 °C、5% CO2条件下培养传代

后, 取对数生长期的细胞(细胞密度70%~80%)进行

质粒电转染。电转前用TrypLE消化、收集细胞, 用
Opti-MEM培养液洗涤重悬细胞, 去除残留的血清

及P/S, 将细胞密度调整到104/μL体系, 加入pCMV-
EGFP质粒混匀, 分装到电转杯中。每个电转杯(内
径2 mm)反应体积为100 μL, 含106细胞和10 μg质
粒。按照电转仪对不同细胞优化的电转程序设置

不同的电压, 脉冲时间、脉冲次数及电压衰减率等

条件, 测定体系的电阻值, 进行电转染。电转后立

即将细胞转移到6孔板中, 加入含10%胎牛血清(fetal 
bovine serum, FBS)的培养基于37 °C、5% CO2培养

箱中继续培养。1 d后观察EGFP绿色荧光表达情况, 
计算细胞的转染效率, 并用倒置荧光显微镜拍照采

集图像(Nikon eclipse-Ti, 日本Nikon公司)。
1.3   利用EGFP表达质粒转染UC-MSCs进行体内

移植细胞追踪

利用TrypLE消化培养的脐带间充质干细胞,  
取1×106个UC-MSCs, 重悬于100 μL电转液中, 加入

10 μg pCMV-EGFP质粒, 在电转仪上以150 V、5 ms
条件电转染UC-MSCs, 然后在T75培养瓶中培养扩

增, 产生EGFP标记的UC-MSCs。当细胞密度达到

90%左右, 利用TrypLE消化、收集细胞, 重悬于PBS
中待用。

选取体重20~25 g裸鼠, 腹腔注射10%水合

氯醛(3 mL/kg)进行麻醉。待裸鼠麻醉后, 分别选

取右腋下和右髂部皮下注射PBS和30 μL UC-MSC-
EGFP(3×106个细胞), 然后转移至小动物活体成像

系统观察荧光表达情况[小动物成像系统采用IVIS 
200 Imaging Systems(美国Xenogen Corporation公司, 
Alameda, CA)]。
1.4   免疫荧光组织化学染色(immunofluorescence 
histochemistry)

对移植EGFP标记细胞的小鼠用活体成像系统

连续采集图像5周后, 继续观察6个月, 然后颈椎脱臼

处死小鼠, 分离移植的细胞组织, 用4%多聚甲醛固定 
15 min, PBS冲洗3次。加入封闭液(1×PBS中添加10%
羊血清NGS、0.2% Triton X-100)室温封闭1 h。然后

加入CD44一抗抗体(1250׃稀释)、4 °C孵育24 h, 然后

PBS冲洗3次。再加入荧光标记的二抗抗体, 37 °C孵
育12 h, PBS洗3次。用Hoechst 33258(1000 10׃)染细

胞核5 min, 在荧光显微镜下观察分析。

2   结果
2.1   牙髓干细胞体外转染结果

为了获得最大转染效率和最小的细胞死亡

率, 我们选择不同电转条件将pCMV-EGFP质粒转

染DPSCs。然后在不同电压和作用时间进行转染

DPSCs, 电转后约24 h用荧光显微镜观察EGFP表达

情况, 图1为在4组不同电转条件(120 V、5 ms; 130 V、

7.5 ms; 150 V、5 ms; 225 V、2.5 ms)下获得的转染

效率。不同转染条件获得的GFP转染效率见图1F。
通过细胞计数分析表明, 4组电转条件的细胞

转染效率分别为50%、70%、80%、80%。随着电

压升高, 电转染效率升高, 但细胞存活率随之下降。

结果发现, 150 V、5 ms条件转染效果最好, 转染效

率可达到80%左右, 细胞存活率也在85%以上, 细胞

形态正常, 生长状态良好。

2.2   皮肤成纤维细胞体外转染结果

根据DPSCs在不同电转条件下的转染效果, 我
们选择DPSCs转染效率最高的150 V、5 ms条件将

pCMV-EGFP质粒转染SFCs。按照电转仪器推荐的

程序设置与DPSCs同样的电转条件。电转24 h后, 用
荧光显微镜观察EGFP表达情况(图1E)。经计数发现, 
细胞转染效率可达85%以上, 细胞存活率也可达到

80%以上, 细胞生长状态良好。

2.3   脐带间充质干细胞体外转染效果

将培养的UC-MSCs进行流式细胞分析表明, 其
表达CD73和CD90分别为93.4%和99.9%(图2A), 与
SFCs、骨髓间充质干细胞及牙髓间充质干细胞表

面标志物表达相似[9]。我们用EGFP表达质粒转染体

外培养的UC-MSCs产生EGFP标记细胞, 结果发现, 
EGFP的转染效率在80%以上(图2B)。
2.4   EGFP标记的UC-MSCs体内移植追踪

在体外用EGFP表达质粒转染细胞确定细胞内

EGFP表达后, 我们将EGFP转染的UC-MSCs细胞注射

到裸鼠皮下了解细胞的存活及荧光强度变化。为确

定小动物成像系统能够检测到移植细胞的EGFP荧光

强度, 我们根据文献报道选用不同浓度的细胞先在

体外进行测试。结果发现, 含有20 μL(1×105/μL)标记

细胞的EP管能够明显检测到荧光(图3A, 左侧EP管), 
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A: 流式细胞术分析CD73、CD90和CD34在UC-MSCs表达; B: 转染EGFP质粒至UC-MSCs的效率。

A: analysis of CD73, CD90, CD34 expression in UC-MSCs by flow-cytometry; B: efficiency of pCMV-EGFP plasmid transfection in UC-MSCs.
图2   EGFP标记脐带间充质干细胞(UC-MSCs)

Fig.2   EGFP-labeled umbilical cord-mesenchymal stem cells 
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DPSCs在120 V、5 ms(A), 130 V、7.5 ms(B), 150 V、5 ms(C), 225 V、2.5 ms(D)和SFCs在150 V、5 ms(E)电穿孔条件下的EGFP转染效果。在

不同电转条件下转染DPSCs细胞产生的EGFP转染效率(F)。1: 120 V、5 ms; 2: 130 V、7.5 ms; 3: 150 V、5 ms; 4: 225 V、2.5 ms. 5: SFCs在150 V、

5 ms条件下产生的EGFP转染效率。

EGFP transfection efficiency in DPSCs at electroporation condition of 120 V, 5 ms (A); 130 V, 7.5 ms (B); 150 V, 5 ms (C); 225 V, 2.5 ms (D); EGFP 
transfection efficiency in SFCs at 150 V, 5 ms (E). The transfection efficiencies of EGFP plasmid in DPSCs at different electroporation conditions (F), 1: 
120 V, 5 ms; 2: 130 V, 7.5 ms; 3: 150 V, 5 ms; 4: 225 V, 2.5 ms. 5: the transfection efficiencies of EGFP plasmid in SFCs at 150 V, 5 ms.

图1   牙髓干细胞和皮肤成纤维细胞电转后EGFP表达情况

Fig.1   EGFP expression in dental pulp stem cells and skin fibroblast cells transfected with pCMV-EGFP plasmid by electroporation 
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含有10 μL细胞的EP管(图3A, 中间管)及PBS对照EP
管(图3A, 右侧管)不能检测到荧光。为了保证移植

细胞的荧光强度便于追踪, 我们取30 μL EGFP标记

细胞注射到裸鼠腹部皮下, 结果发现小鼠在俯卧位

时看到较弱的EGFP荧光(图3B), 小鼠在侧卧位能够

观察到明显的EGFP荧光(图3C)。
为进一步了解EGFP标记的细胞荧光强度随时

间变化情况, 我们将30 μL(1×105/μL)EGFP标记UC-
MSCs进行小鼠腹部皮下注射, 分别在细胞移植0、1、
2、3、4和5周后在小动物活体成像系统观察。结果

发现, 标记的细胞在移植后的第1周荧光强度达到最

高峰, 在第2周以后荧光强度减弱并逐渐消失(图4A~
图4F)。标记细胞荧光强度随时间变化曲线如图4H。

同时我们发现, 移植EGFP标记细胞的局部区域在5
周后仍然存在细胞团块(图4G), 提示移植的细胞可

能仍然存活。

由于活体动物成像表明, EGFP标记移植细胞的

荧光在1周后逐渐下降, 其原因可能是, 细胞EGFP表
达逐渐降低或者是部分移植细胞死亡造成。为了解

荧光强度随时间变化情况, 我们一方面重新用EGFP

表达质粒标记UC-MSCs细胞进行体外培养, 并在质

粒转染后的不同时间进行EGFP表达细胞的计数分

析(35 d)。结果发现, 标记细胞荧光强度在第7 d达到

最高, 然后逐渐下降, 标记细胞可以长期存活5周以

上(图5A和图5B), 此结果与活体动物成像荧光检测

相一致。另一方面, 将移植6个月后的细胞团进行

分离、固定、切片和免疫组化分析, 结果发现, 移
植的EGFP标记细胞仍然表达人源性间充质干细胞

表面标志物CD44, 表明部分移植的细胞能够存活6
个月以上(图5C)。此结果进一步表明, 荧光强度减

弱的部分原因是由于细胞表达EGFP逐渐减弱。

3   讨论
间充质干细胞是机体内具有多向分化能力的

干细胞并用于许多疾病的治疗研究, 如骨髓间充质

干 细 胞(bone marrow-mesenchymal stem cells, BM-
MSCs)、牙髓间充质干细胞, 脐带间充质干细胞(UC-
MSCs)和SFCs等[13-14]。有研究报道, DPSCs和脐带间

充质干细胞具有成骨分化和成神经分化能力。对利

用DPSCs和脐带间充质干细胞再生修复骨组织和神

A: 活体动物成像系统检测不同数量EGFP标记的MSCs细胞产生的荧光强度(黄色亮点), 左侧管表示移植2×106细胞, 中间管表示1×106细胞, 右
侧管表示PBS对照; B: 小鼠俯卧位检测腹部移植EGFP标记细胞; C: 小鼠侧卧位检测腹部移植EGFP标记细胞(黄色亮点)。
A: the fluorescence of EGFP-expressing MSCs in vivo by live animal imaging analysis; B: fluorescence detection of EGFP-labeled cells in nude mouse 
posted in prone position; C: fluorescence detection of EGFP-labeled cells in nude mouse posted in lateral position.

图3   EGFP标记脐带间充质干细胞的裸鼠体内追踪

Fig.3   In vivo tracking of EGFP-labeled umbilical cord-mesenchymal stem cells in nude mice
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A: pCMV-EGFP质粒转染脐带间充质干细胞表达EGFP随时间降低; B: EGFP标记脐带间充质干细胞在转染后不同时间的表达率(1、3、7、14、
21、28、35 d); C: EGFP标记细胞体内移植6个月后广泛表达CD44。
A: the decrease of fluorescence in the in EGFP-labeled UC-MSCs with the increase of time; B: the EGFP expression efficiencies of EGFP-labeled 
UC-MSCs at different times after transfection (1, 3, 7, 14, 21, 28, 35 d); C: CD44 is widely expressed in transplanted EGFP-labeled 6 months after 
transplantation. 

图5   EGFP标记脐带间充质干细胞在体外EGFP表达变化和体内移植后细胞长期存活情况

Fig.5   In vitro EGFP expression and in vivo long-term survival of EGFP-labeled-umbilical 
cord-mesenchymal stem cells in the nude mice
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EGFP标记细胞移植不同周后的活体动物成像荧光变化。0周(A)、1周(B)、2周(C)、3周(D)、4周(E)、5周(F); 右侧皮下注射移植3×105标记细

胞形成的细胞团保持5周以上(G), 箭头指示注射的细胞团块, 三角号指示注射的PBS对照; 标记细胞的EGFP荧光强度随时间变化曲线(H)。
The fluorescence variation of the EGFP-labeled cells at different week(s). 0 w (A), 1 w (B), 2 w (C), 3 w (D), 4 w (E) and 5 w (F) after transplantation; 
The cell clump formed by injection of 3×105 (30 μL) EGFP-labeled cells lasted for 5 weeks after transplantation (G); The fluorescence variation curve 
of the EGFP-labeled cells at different times after transplantation (H).

图4   EGFP标记脐带间充质干细胞裸鼠体内移植后荧光随时间变化追踪

Fig.4   Fluorescence tracking after injection of EGFP-labeled umbilical cord-mesenchymal 
stem cells to the nude mice subcutaneously
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经损伤具有重要的意义[13-15]。干细胞移植治疗需要

对移植细胞在体内的迁移和定位有所了解, 以便提

高细胞治疗的效果并探讨其作用机制。因此, 选择

合适的荧光或冷光标记移植的细胞, 从而用活体动

物成像系统进行追踪[6-7]。

本研究发现, 将pCMV-EGFP质粒转染到不同的

间充质干细胞, 在合适的电转条件下, 都可产生80%
以上的转染效率。因此, 我们选择EGFP转染的脐带

间充质干细胞注射到小鼠体内, 发现EGFP标记的细

胞在活体内能够高强度的表达EGFP持续1周以上, 
表明电转EGFP质粒标记干细胞能够用于短时间追

踪细胞在体内的迁移情况。此外, 我们发现移植的

细胞能够存活6个月以上并且广泛表达间充质干细

胞表面标志物CD44, 表明移植的细胞可以在体内长

期存活, 提示细胞移植能够长期发挥治疗作用。同

时, 我们发现细胞移植6个月以后仍然聚集在局部移

植部位, 而没有向周围迁移的迹象, 提示移植细胞迁

移到体内其他部位的可能性较小。但是, 此研究没

有对移植EGFP标记细胞的体内分化情况进行分析, 
在今后的研究中将以此为依据设计全面分析干细胞

移植后的体内分化研究, 以便为干细胞的临床应用

提供可靠的实验依据。胡运生等[16]用绿色荧光蛋白

标记兔的骨髓间充质干细胞并移植到兔皮下, 通过

荧光聚焦显微镜追踪和观察观察间充质干细胞的成

骨分化能力, 发现骨髓间充质干细胞能分化成骨组

织细胞, 但仅仅追踪移植细胞4周后的分化情况。本

文是进行移植细胞的活体追踪和细胞存活的长期研

究。所得结果清楚地表明, EGFP转染的间充质干细

胞在体内能够存活6个月以上, 提示移植的干细胞可

以在体内长期存活, 并且可诱导分化成相应的组织

细胞发挥临床治疗作用。

我们进行EGFP标记细胞的体内追踪研究发现, 
EGFP标记的细胞在体内和体外绿色荧光表达持续

7~10 d, 然后EGFP的表达随时间延长逐渐下降。这

可能是由于几方面的原因引起的。一方面, 转染的

pCMV-EGFP质粒使用CMV启动子, 该启动子在哺

乳动物中驱动基因表达, 受到细胞内多种因素的影

响而导致EGFP表达逐渐下降, 因此在今后的实验中

可以考虑选用调节基因持续表达的启动子, 如EF1a
等; 另一方面, pCMV-EGFP质粒整合进细胞基因组

中的效率比较低, 在细胞分裂的过程中存在丢失现

象, 造成细胞表达EGFP随时间减弱; 此外细胞移植

后可能有部分细胞死亡, GFP标记的存活细胞总数

减少也会造成体内EGFP荧光强度降低。

本研究用电转染方法将pCMV-EGFP质粒转染

到不同间充质干细胞能够产生80%以上的转染效率, 
因此不需要采取分选的方法纯化EGFP标记的细胞, 
即可进行移植后的活体追踪, 避免了细胞纯化过程

引起的细胞损害。利用电转染表达EGFP标记干细

胞能够对干细胞移植后的体内分化进行追踪分析, 
寻找提高干细胞移植效果的细胞移植方式和确定细

胞移植数量提供实验依据, 指导临床细胞治疗措施

的制定。
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