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靶向性荧光示踪间充质干细胞治疗急性肺损伤
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摘 要：【目的】通过构建小鼠急性肺损伤（ALI）模型，示踪间充质干细胞（MSC）治疗急性肺损伤。【方法】以MSC表面

神经节苷脂（GD2）特异性抗原靶向的单克隆抗体Anti⁃GD2为载体，与荧光菁染料（Cy7）共价结合，得到新型荧光分子探针

Anti⁃GD2⁃Cy7。将合成的荧光分子探针Anti⁃GD2⁃Cy7通过抗原抗体反应标记在MSC上。本研究取 84只Balb/c雄性小鼠，随

机抽取其中 48只平均分成三组：假手术组（n = 16）、MSC+ALI组（n = 16）和NS+ALI组（n = 16）。建立ALI模型后，在 24 h、
48 h时间点进行肺组织形态学观察和病理评分、检测肺湿/干质量（W/D）比值和肺微血管通透性改变。剩余 36只Balb /c雄
性小鼠随机分为正常组（n = 12）、假手术组（n = 12）和MSC+ALI组（n = 12），将标记上的MSC⁃GD2⁃Cy7通过尾静脉注射入假

手术组和MSC+ALI组小鼠。分别在尾静脉注射后的 30 min及 1 d、3 d、7 d各时间点麻醉解剖小鼠后；取其肺在小动物荧光

成像仪下进行检测。【结果】模型制备达到ALI水平，无论是治疗后的 24 h还是 48 h，MSC + ALI组在肺组织的病理及评分、

肺组织的水肿程度和肺血管的通透性明显比NS+ALI组轻。荧光检测显示MSC + ALI组在各时间点肺部平均荧光强度显著

高于假手术组［（3.37 ± 0.02）×10-4 vs（2.05 ± 0.04）× 10-4 scaled counts/s；（35.54 ± 0.47）×10-4 vs（25.29 ± 1.48）×10-4 scaled
counts/s；（11.17 ± 0.75）× 10-4 vs（6.09 ± 0.62）× 10-4 scaled counts/s；（3.10 ± 0.14）vs（0.00 ± 0.00）× 10-4 scaled counts/s；且 P

均小于 0.05）］。【结论】间充质干细胞在注射后的 30 min即可迁移到正常肺和损伤肺中，且在第 1天大量的聚集在损伤肺

中并持续到第 7天；这表明MSC具有在损伤部位聚集的作用。
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Abstract：【Objective】To investigate the mesenchymal stem cells（MSC）in treating acute lung injury（ALI）via ALI mouse
model.【Methods】By monoclonal antibody Anti-GD2 of specific antigen ganglioside（GD2）only expressed on MSC as a carrier，
new fluorescent molecule probe were synthesized through covalently coupling Anti-GD2 and fluorescent group CyDye mono-reac⁃
tive NHS Esters（Cy7）. Synthetic Anti-GD2-Cy7 and MSC were labeled by the specific binding of antigen and antibody in vitro.
Total 84 balb/c male mice were selected and randomly selected 48 mice were divided into three groups：sham group（n = 16），MSC+
ALI group（n = 16），NS + ALI group（n = 16）. The lung histopathology and scores，lung W/D ratio and permeability of lung microvas⁃
culature were examined at 24 h，48 h after ALI mouse model. Other 36 mice were randomly divided into three groups：normal group
（n = 12），sham group（n = 12），MSC + ALI group（n = 12）. Labeled MSC-GD2-Cy7 were transplanted into MSC+ALI group and
sham group mice via tail vein injection. At 30 min，1 d，3 d，and 7 d post-MSC-GD2-Cy7 injection，the mice were sacrificed after
anesthesia and then the lung was removed. Excised lung was detected on small animal fluorescent imager.【Results】Contrast to NS+
ALI group，the lung histopathology and scores，lung W/D ratio and permeability of lung microvasculature of MSC + ALI group were
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急性肺损伤（acute lung injury，ALI）和急性呼

吸窘迫综合征（acute respiratory distress syndrome，
ARDS）在危重患者中具有高的发病率和死亡率，

多由胃酸吸入、感染、创伤、脂肪栓塞等引起，感染

是最常见原因［1-3］。由于发病机制复杂，目前尚缺

乏有效的治疗措施，无论何种原因所致急性肺损

伤，炎症反应在其病理生理改变中起了重要的作

用［4］。ALI是多种炎性细胞和炎症因子参与的全

身炎性反应综合征，因此调节机体内在或外在的

免疫反应，实现促炎与抑炎的平衡对ALI的治疗

十分关键［5］。间充质干细胞（mesenchymal stem
cells，MSC）为多能成体干细胞具有多向分化潜力

及强大的免疫调节功能［6］。研究证实，MSC可在

ALI动物模型中发挥抗炎、免疫调节和抗凋亡等

作用，改善肺功能，提高生存率［7］。但MSC输入后

其在ALI治疗过程中的分布、趋化和定植等生物

学行为仍不清晰。目前分子光学成像在科研上得

到广泛运用，代表光学探针中的荧光分子探针标

记特定的分子或者细胞，其空间分辨率可达mm
级。本实验拟采用荧光集团 Cy7属于菁染料，其

对细胞无毒性［8］，无种属、组织和位置特异性，通

过标记感兴趣的分子构建成荧光探针并利用灵敏

的光学检测仪器示踪细胞的空间和时间分布，从

而了解其相关生物学过程；且具有极高的灵敏度、

快捷、方便、低成本、相对高通量等诸多优点［9-11］，

因而近几年发展迅猛。研究发现MSC表面特异

性大量表达神经节苷脂（ganglioside，GD2）［12］。本

研究拟用GD2单克隆抗体为靶向基团，连接于荧

光基团，形成荧光探针就可以通过抗原-抗体反

应原理，直接识别MSC［13］。通过构建小鼠急性肺

损伤（ALI）模型，示踪MSC治疗ALI从而探索其治

疗过程中的代谢、定植等生物学行为的初步规律，

为MSC向临床治疗转化提供一些实验数据支持

和科学依据。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 实验动物 4～6 周龄雄性小鼠 Balb/c 84
只，由南方医科大学实验动物中心（许可证号：

SCXK（粤）2011-0015）提供。在中山大学北校区

实验动物中心 SPF 级环境中，实验动物的处置方

法符合动物伦理学标准。

1.1.2 试剂 Cy7-羟基琥珀酰亚胺酯（Cy7-NHS，
北京富百科生物技术有限公司）；鼠抗人的 GD2
单克隆抗体（美国 BD公司）；LPS（B.E.coli O111：
B4 美国 Sigma 公司）；伊文思蓝（Evans blue dye
美国 Sigma公司）；DMEM/F12培养基（美国 Gblco
公司）；胰蛋白酶（Trypsin 美国 Sigma公司）；苏木

素-伊红（HE 中山大学附属第三医院病理组化室

配制）；磷酸盐缓冲液（PBS）为自制。

1.1.3 仪器 PD-10 柱（美国 GE 公司）；紫外/可
见分光光度计（美国 Beckman公司）；流式细胞仪

（美国 Beckman Coulter 公司）；石蜡切片机（德国

SLEE）；荧光显微镜（德国 Carl Zeiss. Inc公司）；酶

标仪（瑞士 TECAN 公司）；小动物光学成像系统

（美国CRi Maestro）。

本试验中所需的间充质干细胞（MSC）（人脐

带间充质干细胞）由中山大学附属第三医院岭南

医院生物治疗中心提供，获取冻存细胞后进行解

冻、培养、传代；在前期研究中已证实在体内或体

外特定诱导条件下具有向脂肪细胞、软骨细胞、骨

细胞的分化潜能［14］。

1.2 Cy7-GD2制备、纯化及鉴定

1.2.1 Cy7-GD2 合成及纯化 Cy7-NHS 与 Anti-
GD2的连接参照文献［15］方法并略有修改：1 mL
1 mg/mL Anti-GD2 加入到预先配好的 0.1 mol/L
100 μL碳酸氢钠溶液中，该溶液pH约8.3。在1 mL

more greatly improved at both 24 h and 48 h. Fluorescent results showed that the signal intensity in the lung of MSC + ALI group was
significantly higher than that of sham group at each time point［（3.37 ± 0.02）× 10-4 vs（2.05 ± 0.04）× 10-4 scaled counts/s；（35.54
± 0.47）× 10-4 vs（25.29 ± 1.48）× 10-4 scaled counts/s；（11.17 ± 0.75）×10-4 vs（6.09 ± 0.62）× 10-4 scaled counts/s；（3.10 ± 0.14）vs

（0.00 ± 0.00）× 10-4 scaled counts/s；all P < 0.05］.【Conclusion】Our study showed that a proportion of cells migrated into normal
and injured lungs 30 min after cell transplantation，and the cells started to recruit and largely gather in injured lungs at day 1 and per⁃
sisted to day 7，these results suggest that MSC possess the ability to home into injured tissues.

Key words：fluorescent probe；visualization；mesenchymal stem cells；acute lung injury；gather
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2017，38（3）：332-340］
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蛋白溶液中缓慢加入适量染料溶液（蛋白：染料摩

尔比=1∶30），在暗处常温缓慢搅拌 1 h。提前用去

离子水填装PD-10柱过夜，使其膨胀，打开孔状结

构，加入PBS溶液使其与装填至近满，缓慢的加入

荧光蛋白液，用适合大小的EP管收集滤液。

1.2.2 Cy7-GD2 的表征及连接到 GD2 的菁染料

Cy7的数目测定（F/P值测定） 分别取Anti-GD2，
Cy7-NHS 和产物 Cy7-GD2样品溶液 50 μL在紫

外/可见分光光度计下测定吸收光谱。并测定其在

280 nm 和 750 nm 处的吸光度即 D280、D750。已知

Cy7 和Anti-GD2的摩尔吸光系数分别为 250 000
和 203 000；通过计算样品中的蛋白浓度：蛋白摩

尔浓度=［D280-（D750×0.04）］×稀释倍数/203 000，计
算标记比例：F/P=每摩尔蛋白结合的染料摩尔数=
D750×稀释倍数/（240 000×蛋白摩尔浓度）。

1.3 GD2抗原的流式细胞术分析

将冻存间充质干细胞（MSC）解冻、传代，调整

细胞密度为 4×106/mL，用 4个流式专用管分装细

胞悬液，离心 8 min弃液后用纸巾吸干流式管口

后，在其中 2管中加入 5 μL Cy7-GD2，在 4 ℃冰箱

孵育 30 min 后加入 1 mL PBS 液（洗去多余的抗

体）；再次离心 8 min后弃液用纸巾吸干流式管口

并拍打加入 300～400 μL PBS送检。

1.4 模型制备及实验动物分组

1.4.1 模 型 制 备 SPF 级 4～6 周龄雄性小鼠

Balb/c 48 只。按照 Danchuk 等［16］报道以脂多糖

（LPS）诱导急性肺损伤模型。ALI制模过程（鼻滴

法）：用 10 mL/kg氯胺酮腹腔注射麻醉小鼠，将麻

醉好的老鼠以两颗上门牙为勾，悬挂于凹槽线上；

先用移液枪将半用量 LPS（5 mg/kg）滴于一侧鼻

腔，滴完后迅速将小鼠置于双手掌心，左右倾斜

45°来回 10次，3 min后再滴另一侧鼻腔，滴完后同

上做法，以便 LPS在肺中均匀分布。假手术组麻

醉后用等量生理盐水（NS）鼻滴处理。

1.4.2 实验动物分组 将实验动物随机平均分成

三组，每一组分成 24 h、48 h两个时间点，每一组

每一时间点 8只：假手术组、MSC+ALI组、NS+ALI
组，每一组分成两个时间点；在制膜后的 4 h 假手

术组、MSC+ALI组尾静脉注射间充质干细胞（1 ×
106 cells/只 重悬于 200 μL NS），NS+ALI 组在 4 h
后均尾静脉注射 200 μL NS。
1.5 模型评估及MSC治疗其有效性的评估

在间充质干细胞（或者生理盐水）注射后的

24 h，48 h麻醉解剖取其肺脏进行评估即：肺组织

的病理及形态学评分，肺湿/干质量（W/D）比值测

定，肺微血管通透性检测。

1.5.1 肺组织的病理及形态学评分 取右肺下

叶，以 40 g/L多聚甲醛溶液固定→脱水机脱水→
石蜡包埋→切成 5 μm厚度的切片→苏木素-伊红

（HE）染色，光镜下观察肺组织病理改变。光学显

微镜下根据以下 4个项目进行评分：①肺泡充血，

②出血，③血管壁肺间隙中性粒细胞集聚或浸润，

④肺泡壁增厚或透明膜形成。每一个项目参照的

评分标准 0分：最轻微损害，1分：轻微损害，2分：

中度损害，3分：重度损害，4 分：最严重损害，总分

作为肺组织的病理评分［17］。

1.5.2 肺湿/干质量（W/D）比值测定 取左肺组

织，电子天平上称取其湿质量，75 ℃烤箱烤 72 h，
至质量不再变化，称取其干质量，计算肺组织湿

重/干重（W/D）。

1.5.3 肺微血管通透性检测 采用伊文思蓝荧

光（EBD）法检测肺组织微血管通透性法［18］，各组

动物于设定时间点尾静脉注射伊文思（Evans）蓝

（20 mg/kg），30 min后开胸取出肺脏，剪去肺部周

围多余的软组织，将肺浸泡于盛有 4 mL甲酰胺溶

液的EP管中，在 60 ℃温箱中温育 48 h，使组织中

色素与浸泡液中色素达到一致；离心，取上清液，

用酶标仪检测其在 620 nm下的吸光光度值，根据

标准曲线计算 Evans 蓝含量，用吸光度与肺组织

重量之比反映肺血管通透性的变化，结果以肺组

织中的染料含量（μg/g）表示。

1.6 体外标记间充质干细胞

将冻存间充质干细胞（MSC）解冻、传代。将其

制成细胞悬液，细胞密度 106 cells/mL，加 20 μg/mL
Cy7-GD2于细胞培养皿中，于 37 ℃，含体积分数

为 5%的培养箱中培养孵育 1.5 h。用 2 mL EP管

收集细胞，离心后弃液。加入 PBS液重悬标记细

胞，离心弃液重复 3次。

1.7 荧光成像示踪

取 SPF级 4 ~ 6周龄雄性小鼠Balb/c 36只，将

其随机分为正常组（n = 12）、假手术组（n = 12）和

MSC+ALI组（n = 12）。MSC+ALI组采用 LPS鼻滴

法制作急性肺损伤模型，假手术组用生理盐水

（NS）鼻滴。制模 4 h 后将上述标记上的 MSC-
GD2-Cy7（1 × 106 cells/只 重悬于 200 μL NS）通过

尾静脉注射入假手术组和MSC+ALI组小鼠，正常
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组尾静脉注射 200 μL NS。分别在尾静脉注射后

的 30 min、1 d、3 d、7 d各时间点麻醉后解剖小鼠；

取其肺脏在小动物荧光成像仪下进行检测。并用

系统自带Maestro 2.10.0软件采集图片及计算荧光

灰度值（scaled counts/s）。

1.8 统计学方法

采用 SPSS 17.0 软件分析数据，计数资料采

用均数±标准差（x ± s）表示，两组之间均数比较采

用独立样本 t检验；多个样本均数采用ANOVA分

析，以 Bonferroni法检验进行均数间多重比较；以

P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 荧光分子探针Cy7-GD2的表征

由于每种分子都有自己独特的特征谱线，不

同物质的分子结构不同，其吸光光谱表现出相应

的特殊性，因此可以通过光谱分析来鉴别物质。

众所周知，含有共轭双键的色氨酸、酪氨酸等芳

香族氨基酸组成的蛋白质分子，其紫外吸收光

谱大约在 280 nm 波长处出现最大吸收峰［19］，由

于绝大多数蛋白质都含有色氨酸和酪氨酸，可以

通过紫外吸收法是分析溶液中蛋白质的浓度和

性质。基于上述原理，在全波长激发下分别测定

Anti-GD2（图 1A）、Cy-NHS（图 1B）及 Cy7-GD2
（图 1C）吸光度。从图 1吸光光谱图可以看出An⁃
ti-GD2（图 1A）、Cy-NHS（图 1B）它们分别在 280
nm 及 750 nm 处有最大吸光度。而 Cy7-GD2 在

280 nm及 750 nm 处均出现了最大吸收峰。说明

由荧光菁染料 Cy7和靶向基团 Anti-GD2 共价耦

合的产物 Cy7-GD2 很好地保持了两者的特性，

并未因两者的连接反应而使其化学结构及生物

学特性发生改变。根据 Cy7-GD2吸光度检测知

D280 = 0.096 69，D750 = 0.415 29；［Cy7 dye］= D750/
250 000 = 0.415 29/250 000 = 1.66 × 10- 6 M［pep⁃
tide］=（D280-0.04 × D750）/203 000 =（0.096 69-0.04
× 0.415 29）/203 000 = 3.9 × 10-7 M F/P =［Cy7 dye］/
［peptide］= 4.256。
2.2 Cy7-GD2标记间充质干细胞流式细胞结果

采用流式细胞术检测间充质干细胞表面GD2
的标记情况。激光波长为 638 nm，收集 710 mn之

后的红色荧光讯号，检测结果显示间充质干细胞

的GD2抗原的阳性表达率达 71.3%（图 2）。 这表

明单克隆抗体Anti-GD2能通过抗原抗体反应的

原理结合到间充质干细胞上且荧光分子探针

Cy7-GD2对间充质干细胞有较高的标记效率。说

明新合成的荧光分子 Cy7-GD2标记间充质干细

胞具有可行性。

2.3 急性肺损伤模型建立及MSC治疗其有效性

的评估

2.3.1 肺组织病理变化和病理评分 各组分别在

处理后的 24 h、48 h分别收集病理标本，将肺组织

进行HE染色。在光镜下观察病理改变，并进行

肺组织病理评分（图 3）。光镜下观察假手术组小

鼠肺组织结构基本正常，肺泡结构清晰，未见明显

的充血及出血现象且肺组织病理评分低。NS +
ALI组肺泡腔内可见少量脱落的上皮细胞，肺间

质中性粒细胞浸润及增宽，肺泡可见充血及出血，

A：Maximum absorption peak of Anti-GD2 only at 280 nm；B：Maximum absorption peak of Cy-NHS only at 750 nm；C：Maximum absorp⁃
tion peak of Cy7- GD2 at 280 nm.

图 1 Anti-GD2、Cy-NHS和Cy7- GD2吸光光谱图

Fig.1 Absorption spectra of Anti-GD2，Cy-NHS and Cy7-GD2
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A：Lung histology assessment of representative lung sections after 24，48 h by hematoxylin and eosin stained from sham group，
NS + ALI group and MSC + ALI group × 20. B：H&E staining of lung sections from MSC + ALI group had signifiantly less injury
compared with NS+ALI group at both 24 h and 48 h（n = 8）. Each point corresponds to the x ± s. P < 0.05.

图 3 各组在各时间点肺部病理改变及病理评分

Fig.3 Histopathological changes and lung injury score of every group at each time point
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A

Flow cytometry figure showing GD2 high expression and marked by MSC(Cy7-GD2 vs Cy7 blank)
图 2 流式细胞术检测Cy7-GD2标记间充质干细胞

Fig.2 Cy7-GD2 labled mesenchymal stem cells (MSC) detected by flow cytometry
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Contrast to NS+ALI group，the pulmonary microvascular permeability of MSC+ALI group improved significantly at both 24 h and 48 h（n =
8）. Each point corresponds to the x ± s. P < 0.05.

图 5 各组在各时间点肺微血管通透性改变

Fig.5 Pulmonary vascular permeability change of every group at each time point

少许可见透明膜的形成，部分肺泡壁结构破坏严

重。与 NS + ALI组相比较，MSC + ALI组肺损伤

明显减轻，中心粒细胞浸润明显减少，肺泡壁结构

基本完整。24 h、48 h各组肺组织病理评分不同

（F = 47.94，P < 0.001；F = 85.12，P < 0.001），差异

有统计学意义。NS+ALI组肺组织病理评分与假

手术组相比较明显增加，无论 24 h（P < 0.001）还

是 48 h（P < 0.001）；而MSC + ALI组与NS + ALI相
比肺组织病理评分相对低，无论 24 h（P < 0.001）
还是 48 h（P < 0.001）。

2.3.2 肺湿/干质量（W/D）比值的变化 肺 W/D
比值用来评估肺水肿的严重程度。24 h、48 h各

组肺湿/干质量（W/D）比值不同（F = 25.12，P <
0.001；F = 32.49，P < 0.001），差异有统计学意义。

MSC + ALI group showed a trend toward lower lung wet-to-dry weight ratio compared with NS + ALI group at both 24 h and 48 h（n = 8），

Each point corresponds to the x ± s. P < 0.05.
图 4 各组在各时间点肺组织湿/干比

Fig.4 Lung wet/dry rate of every group at each time point
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NS + ALI组W/D与假手术组相比较明显增加，无

论 24 h（P < 0.001）还是 48 h（P < 0.001）；而MSC
+ ALI组与NS + ALI相比W /D 显著减少，无论 24
h（P < 0.001）还是 48 h（P < 0.001，图 4）。

2.3.3 肺微血管通透性检测 采用 Evans Blue法
检测肺组织微血管通透性。24 h、48 h各组EBD值

不同（F = 42.86，P < 0.001；F = 23.16，P < 0.001），差

异有统计学意义。NS+ALI组肺微血管通透性较

假手术组显著增加无论 24 h（P < 0.001）还是 48 h
（P < 0.001），MSC+ALI组与NS+ALI相比肺微血管

通透性也有明显改善，无论 24 h（P < 0.001）还是

48 h（P = 0.003，图 5）。

2.4 荧光成像示踪

荧光示踪显示在间充质干细胞移植后的 30
min即可在正常肺和损伤肺中检测到。在检测的

各个时间点收集示踪图片及计算荧光灰度值（图

6）可知 MSC + ALI 组在各时间点肺部平均荧光

强度显著高于假手术组即：［（3.37 ± 0.02）× 10-4

vs （2.05 ± 0.04）× 10-4 scaled counts/s，t = 52.92，
P < 0.001；（35.54 ± 0.47）× 10-4 vs（25.29 ± 1.48）×
10- 4 scaled counts/s，t = 6.60，P = 0.003；（11.17 ±
0.75）×10-4 vs（6.09 ± 0.62）× 10-4 scaled counts/s，
t = 8.94，P < 0.001；（3.10 ± 0.14）vs（0.00 ± 0.00）×
10-4 scaled counts/s，t = 38.87，P < 0.001］。

3 讨 论

间充质干细胞（MSC）是一种容易贴壁的梭型

细胞，不仅具有多向分化潜能来修复受损伤的组

织、而且具有强大的免疫调节能力能够实现 促炎

与抑炎的平衡［20-21］。因此，间充质干细胞移植可

为在临床上各种疾病提供一种有前景的治疗方

法［22］。本研究的目的在于运用一种合适的、无侵

入性的示踪方法追踪间充质干细胞治疗急性肺损

伤的过程。我们合成了一种新型的荧光分子探针

且其有效地连接在间充质干细胞上，用其对间充

质干细胞治疗急性肺损伤过程中的代谢、定植等

生物学行为的进行了初步研究。我们实验同时证

实了MSC可有效地减少了急性肺损伤小鼠肺部

炎症细胞浸润，减轻了肺组织的损伤程度，对炎症

性肺损伤具有肺保护作用。从肺组织的病理及形

态学评分，肺湿/干质量（W/D）比值测定和肺微血

管通透性检测三方面进行评估。结果显示：无论

是治疗后的 24 h还是 48 h，MSC + ALI组在肺组

织的病理、肺组织的水肿程度和肺血管的通透

性明显比NS+ALI组轻。这与之前的研究［23-24］是

一致的。

目前，间充质干细胞（MSC）示踪方法大致可

Changes in fluorescence intensity of mouse using optical imaging. A：Near infrared color-coded fluorescence images of mice′ lung tissue at 30
min，1 d，3 d，and 7 d post-MSC transplantation. B：The value of the average fluorescent signal intensities in the lung was measured from 30 min to
7 d，each point corresponds to the x ± s. P < 0.05.

图 6 各时间点肺部荧光示踪图片及荧光灰度值的变化

Fig.6 Changes in fluorescent visualization and fluorescence intensity of every group at each time point
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分为核素成像、核磁共振成像、可见光成像、其中

可见光成像包括生物发光与荧光成像两种技术［25］。

MRI 是通过对细胞标记超顺磁氧化铁纳米粒子

（SPIO）实现示踪，具有极高空间分辨率［26］。但是

基于核磁共振成像原理，肺组织内H1质子密度很

低，信号很弱及灵敏度低，成像效果不能令人满

意。核素显像存在对细胞有辐射损伤作用，对细

胞及组织的毒性较大甚至存在癌变的风险。而代

表光学成像的荧光成像则具有高灵敏度、无毒、无

侵入性、快速简便等诸多优点，为一种合适可行的

示踪方法。本研究中，Cy7经羧基琥珀酰胺亚胺

活化，成开环结构，含有自由氨基结构，通过其酰

化作用与Anti-GD2共价结合，形成Cy7-GD2化合

物。利用全光谱紫外/可见分光光度计检测及计

算可知新型探针 Cy7-GD2既保持了 Cy7 的光学

特性，又未改变单克隆抗体 Anti-GD2 的免疫活

性，且每个蛋白标记上了 4.25个荧光分子处于最

佳标记状态（F/P值在 4～9之间是最合适）。通过

流式细胞术进行检测荧光探针标记间充质干细胞

效率达 71.3%，说明新合成的分子探 Cy7-GD2标

记间充质干细胞具有可行性。

大量的研究证实间充质干细胞在治疗急性

肺损伤的过程中主要存在两种不同的修复方式即

直接修复方式和间接修复方式，直接方式：干细胞

迁移至损伤部位，分化成受损组织细胞，替代凋亡

或已坏死的细胞；间接方式：通过分泌多种细胞因

子，从而促进受损组织的自身修复和再生［27］。然

而，目前这两种修复方式谁占主导地位及具体机

制仍然不是很清楚。我们的研究发现间充质干细

胞移植后 30 min即可在迁移至正常肺和损伤肺

中，在损伤肺中第 1天达高峰然后逐渐的下降并

持续到第 7天，而在正常肺部第 1天出现了峰值后

就快速的下降，到第 7天就已经消失了。同时，实

验组在各时间点肺部间充质干细胞的浓度显著高

于假手术组。这结果说明间充干细胞有向损伤部

位迁移及聚集的能力。可能的原因是MSC输注

到急性肺损伤模型后，损伤肺所分泌的一系列细

胞因子、趋化因子能招募MSC向受损组织归巢从

而对其进行修复。

综上，间充干细胞（MSC）可有效地减少急性

肺损伤小鼠肺部炎症细胞浸润，减轻肺组织的损

伤程度，对炎症性肺损伤具有肺保护作用。间充

质干细胞在注射后的 30 min即可迁移到正常肺和

损伤肺中，且在第 1天大量的聚集在损伤肺中并

持续到第 7天；这表明间充质干细胞（MSC）具有

向损伤部位聚集的作用。
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