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Cellaris™ 670荧光探针
用于移植干细胞的长期体内监测

摘要
干细胞移植是再生医学的重要组成部分。移植干细胞的长期体内追踪是理解其分布、功能及命运

的关键。报告基因技术如今被广泛应用，但其操作通常费时费力。本文介绍了一种用于标记和监测脂肪
源干细胞的方法 - 使用生物相容的Cellaris™ 670 (Luminicell)纳米粒子荧光探针标记干细胞，在移植
后长达42天内追踪体内荧光信号。这一解决方案具备卓越的亮度、光稳定性以及对于各种生物过程的
耐受性，因而能够实现持久的信号检测。其信号追踪的持续时间之久，在外源性荧光素中尤为卓越，展
现了其在干细胞监测和其他应用中的巨大潜力。
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图1. 穿膜肽修饰的Cellaris纳米颗粒用于荧光标记干细胞及长期体内追踪的实验过程示意图。
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引言
了解和监测干细胞移植后的长期体内分布

及命运，对于推动干细胞治疗技术的发展至关重
要。长期以来，基因编辑技术被广泛用于细胞标
记，例如向受体细胞导入萤光素酶或绿色荧光蛋白
（GFP）报告基因。但这类方法通常过程复杂并且
十分耗时。

几十年来，荧光染料作为细胞染色或标记的
工具，被大量应用于体外/离体/体内短期标记。
然而，对于荧光染料，体内长期成像目前仍然是
一个巨大挑战。大多数荧光染料都易被光漂白，
经过长时间或反复照射，特别是激光照射后，其
荧光信号会显著减弱，无法长期观测。虽然量子点
（QDs）被认为具有较好的光稳定性，但其大多含
重金属元素，可能对所研究的生物体造成毒性，因
此不适用于生物体内应用。如果荧光染料能够同
时具备高标记效率、亮度、光稳定性以及生物相
容性等特性，且对标记过程及生物过程具有适应
性，那么其作为标记方法的简便性和实用性将优
于基因编辑（图1）。

Cellaris是一种基于有机荧光纳米粒子的平
台技术，包含具有独特聚集诱导发光（AIE）特性的
荧光分子。与传统小分子染料的聚集导致荧光淬
灭不同，Cellaris包含的AIE荧光分子在聚集时荧
光大幅度增强。AIE荧光分子被封装进纳米粒子，
产生极高强度的荧光，同时具备生物相容性，并被
赋予可被细胞摄取的特性1。Cellaris旨在同时具备
生物相容性、超亮荧光、卓越的光稳定性和信号
持久性等优势，能够实现活细胞荧光标记，并用于
长程研究，尤其适用于长期活体成像2。Cellaris提
供多种不同波长的解决方案，其中，Cellaris 670
具有远红荧光，发射波长与Cy5、Cy5.5、Alexa 
Fluor 647/660/680相近，但被蓝光和绿光激发（
最大激发波长506 nm，最大发射波长670 nm）。
纳米颗粒平均直径为30 nm。

实验方法
细胞分离和培养
1.	 从8-12周龄雄性小鼠的腹部和腹股沟脂肪组织
中分离出脂肪源性干细胞（ADSCs）。

2.	 使用含有2 0 % F B S和 1 %青霉素-链霉素的
α-MEM培养基在体外培养分离出的细胞，并将
细胞置于含5% CO2的湿润培养箱中。

3.	 ADSCs第三代培养细胞用于后续标记和成像
实验。

细胞标记及体外成像
1.	 根据应用需求，将ADSCs培养在适合的容器

中。
2.	 当细胞生长至80%融合度时，移去培养基，并
用无菌的1×PBS洗涤细胞。

3.	 用新鲜培养基稀释Cellaris原液（200 nM）制
备浓度为1 nM的工作染液，通过涡旋振荡混
合均匀。其他细胞追踪产品（PKH26及QD655
）分别按照供应商推荐的浓度（即2 µ M和
1 nM）用于细胞单独染色。

4.	将标记溶液加入细胞中，在37 °C细胞培养箱
中孵育4小时。

5.	 将贴壁细胞用培养基洗两次。
6.	 将标记的细胞用共聚焦激光扫描显微镜
（TSC SP8，Leica）进行成像，激发波长为
543 nm，荧光信号收集范围560-800 nm。使
用流式细胞仪（Becton Dickinson）评估标记
细胞的荧光强度，激发波长为488 nm，发射由
680/20 nm带通滤光片收集。

细胞移植及体内追踪
1.	 在8周龄的BALB/c雌性小鼠（n=8）上建立缺血
性后肢模型。

2.	 将Cellaris 670标记的ADSCs（1 × 106）封装
在Matrigel基质胶中（每只小鼠30 µL）。

3.	 将准备好的含ADSCs的Matrigel肌肉内注射到
每只小鼠的缺血性后肢中。

4.	分别在注射后的第1、7、15、25和42天对小鼠
进行麻醉和成像。荧光成像在Maestro EX成
像仪（Cambridge Research & Inst.）上进
行：激发波长523 nm，发射接收波长560 -
900 nm（10 nm间隔，200 ms曝光时间）。对
于生物发光成像，在用于荧光成像的同一只小
鼠中腹腔注射D-荧光素（150 mg/kg），并用
小动物活体成像仪IVIS Lumina II（Revvity，原
Xenogen）进行成像，扫描时间从1秒至5分钟
不等。

结果与讨论
体外细胞成像
本研究评估了Cellaris 670的体外细胞标记

效率和亮度，并与两种常用的商业化细胞追踪剂 - 
PKH26（细胞膜染料）和QD655（量子点材料）进
行了对比。

使用不同的细胞追踪产品分别标记ADSCs
后，继续传代培养1至5天。培养1天后，通过共聚焦
显微镜，所有标记的ADSCs都可观察到荧光信号，
其中，Cellaris标记的ADSCs显示出最亮的荧光亮
度（图2）。5天后，PKH26和QD655标记的细胞仅
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图2. Cellaris 670（1 nM）、PKH26（2 µM）和QD655（1 nM）标记的ADSCs在体外培养1天和5天后的
共聚焦显微镜图像（激发波长543 nm，发射接收波长 560-800 nm）。标尺为25 µm。

第1天

第5天

QD655PKH26Cellaris™ 670

细胞标记 细胞核染色 (DAPI)

可观察到微弱的荧光，而Cellaris 670标记细胞的
荧光信号明显更亮。

使用流式细胞术定量检测Cellaris 670的细
胞标记率、荧光亮度和信号持久性（图3）。在第1
天时，Cellaris 670标记细胞的荧光强度最优，同
时显示出极高的细胞标记率（98.5%），与PKH26
（97.5%）相当，而明显高于QD655（80.6%）。到
第5天，即使经过多次细胞分裂，ADSCs保留的
Cellaris 670信号仍显著更高（92.5%），而PKH26
和QD655标记的ADSCs则分别降至43.9%和12.4%
，这表明染料被光漂白或清除。这些结果与共聚
焦成像的观察一致，即Cellaris 670显示出更高的
亮度和更优的信号持久度。

体内细胞追踪
接 下来 在小鼠 缺 血 后肢 模 型中验 证

Cellaris 670用于体内细胞追踪的效果。在本研究
中，ADSCs来自8-12周龄的FVB-Luc-GFP转基因
小鼠的腹部和腹股沟脂肪组织，表达荧光素酶和
GFP（本研究未使用）2。利用生物发光成像技术观
测小鼠体内ADSCs的生物分布情况，作为对照评
估Cellaris 670。

在移植近一个半月后，由荧光素酶生物发光
强度降低可知，仅有一部分移植的细胞保持活性。
在整个研究过程中，Cellaris 670标记ADSCs的荧
光强度变化（图4）与荧光素酶的生物发光强度变
化相吻合，并且在第42天仍然可以被检测到。这证
明Cellaris 670能够精确报告移植的ADSCs的体
内分布情况。移植干细胞的命运，例如迁移和分
化情况，其研究结果于别处呈现2。在此，已经证
明，Cellaris的荧光足够亮且稳定，可以作为荧光
素酶标准方法的替代策略。此外，Cellaris为生物
医学研究提供了新的可能，可以更简单、更快速、
成本更低地研究细胞移植而无需基因工程改造。
由于干细胞通常不易被基因转染，且存在改变其
特性的担忧，因此，本文展示的细胞标记方法对于
干细胞具有特别意义。

总结
本文中，Cellaris 670纳米粒子用于干细胞标

记以及移植干细胞的长期体内荧光追踪。因其超
高亮度的远红发射以及优越的信号持久性和生物
相容性，Cellaris 670可作为长期监测活体动物中
移植细胞的有效工具。Cellaris 670能够精确追
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踪移植细胞，该性能已经过荧光素酶报告基因验
证。我们希望其卓越的细胞追踪时间（42天）能够
帮助研究人员揭示体内细胞行为的奥秘。并且我
们认为，Cellaris有望实现更长的持续追踪时间。
除干细胞应用3-6，Cellaris也被成功用于其他类型
移植细胞的长期体内监测，包括但不限于用于肿
瘤免疫治疗的异种细胞7,8和人类胚胎干细胞衍生
的神经元9。我们预见Cellaris将为再生医学领域
和治疗干预措施的发展做出更多贡献。

致谢
本文报告的结果主要基于此前已发表的研究

成果2，已获得作者及美国化学学会的授权。

封面图
标题背景图片展示的是Cellaris 670标记的

HeLa细胞。
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图4. 缺血性后肢小鼠注射Cellaris 670标记的ADSCs不同时间后的活体荧光成像和生物发光成像代表
图，以及感兴趣区域内对应的荧光和生物发光强度变化，图示为8只小鼠数据的平均值。
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细胞标记试剂盒

产品名称1
激发
波长

（nm）
产品编号

产品规格

试剂体积2（µL） 
表面功能化

编号 功能修饰
Cellaris 506 355 LCTC-506

100 250 500 01 CPP3

Cellaris 540 423 LCTC-540

Cellaris 670 506 LCTC-670

Cellaris 810 635 LCTC-810

Cellaris 1010 725 LCTC-1010

注
1.	 产品名称分别对应其在水中的最大荧光发射波长。各产品最佳激发波长列在表中。
2.	 体积100 µL、250 µL和500 µL的产品可分别用于20、50和100次实验。
3.	 纳米颗粒表面做聚乙二醇（PEG）化处理，并用细胞穿膜肽（CPP）修饰，用于提高细胞摄入。其他表
面功能基团可按客户需求定制。
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