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摘要：对微囊化间充质干细胞（犕犛犆狊）采用犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕和犕犜犛／犘犕犛细胞检测新方法，并与传

统的台盼兰及犕犜犜染色检测法进行比较，探索适合于微囊化细胞活力检测的方法．研究表明：分

别采用犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕，台盼兰，犕犜犜，犕犜犛这４种方法，检测海藻酸钠－聚赖氨酸－海藻酸钠

（犃犘犃）微囊内犕犛犆狊细胞活力，传统的台盼兰与犕犜犜检测法不适用犃犘犃微囊化犕犛犆狊细胞活力检

测，犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕与犕犜犛是检测犃犘犃微囊化犕犛犆狊细胞活力的有效方法．
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　第６期 李保国，等：微囊化间充质干细胞活力检测方法比较 　

　　间充质干细胞（犿犲狊犲狀犮犺狔犿犪犾狊狋犲犿犮犲犾犾，犕犛犆狊）

具有很强的增殖能力，且易于外源基因的转染和表

达，被认为是细胞治疗和基因治疗的理想靶细胞［１］．

将犕犛犆狊作为转基因靶细胞用微囊包裹移植到体

内，可使细胞表达目的基因的同时起到免疫隔离作

用［２］．这种以外源基因为模板，免疫隔离细胞为微加

工器，生产治疗性重组蛋白的设想，已被国际上大量

实验证明是可行的［３－４］．而微囊化细胞移植治疗的

前提条件是，微囊化后细胞仍然存活，因此，在实验

中微囊化细胞活力的检测是一项重要指标．对于内

分泌组织如胰岛细胞，可通过测量微胶囊外的分泌

物进行活力评估［５－８］，但是，对于犕犛犆狊等细胞则无

分泌物指标，大多采用传统的台盼兰及犕犜犜染色

检测微囊化细胞的活力［９－１２］．目前关于微囊化细胞

活力检测的方法报道较少，本文尝试采用 犈犅／

犆犪犾犮犲犻狀犃犕和犕犜犛细胞检测方法，并与台盼兰及

犕犜犜染色法进行比较，期望能选出适合于微囊化细

胞活力检测的方法．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

材料：犛犇大鼠犕犛犆狊（上海市第九人民医院骨

科实验室），α－犕犈犕细胞培养液（犌犻犫犮狅，含１０％胎

牛血清，１％狆犲狀犻犮犻犾犾犻狀／狊狋狉犲狆狋狅犿狔犮犻狀），犘犅犛，海藻酸

钠（犛犻犵犿犪公司），聚赖氨酸（犛犻犵犿犪公司），台盼兰

（狋狔狆犪狀犫犾狌犲），溴化乙啶（犲狋犺犻犱犻狌犿犫狉狅犿犻犱犲，上海申

能博彩生物技术有限公司），钙黄绿素（犆犪犾犮犲犻狀犃犕，

犆犪犾犫犻狅犮犺犲犿，犆犪狋２０６７００），犕犜犜（犘狉狅犿犲犵犪，犌４０００），

犕犜犛（犘狉狅犿犲犵犪，犌５４２１）．仪器：酶标检测仪，犗犾狔犿狆狌狊

犐犡７１荧光显微镜，犗犾狔犿狆狌狊犇犘７０图像采集系统．

１．２　实验方法

参考文献［２］中的方法制备微胶囊．制备好后将

微囊化 犕犛犆狊细胞放入无菌培养皿中，加入α－

犕犈犕细胞培养液，放入温度为３７℃、体积分数为

５％的犆犗２ 培养箱中培养．分别于第０，１，３，７，１４，

２１，２８，３５，４２犱进行细胞活力检测．

１．２．１　台盼兰染色方法

取微囊化 犕犛犆狊细胞液适量，置于载玻片上，

以体积比１∶１滴加质量分数为０．４％的台盼兰染

液，在显微镜下随机取视野计数，数取染为蓝色的

细胞数量犜犱与未染蓝色的细胞数量犜犾，计算出活

细胞百分率犛１＝犜犾／（犜犱＋犜犾）×１００％，取３次

均值．

１．２．２　ＥＢ／ＣａｌｃｅｉｎＡＭ染色方法

犆犪犾犮犲犻狀犃犕是一种胞浆荧光标记物，本身无荧

光，渗入细胞后细胞内酯酶催化生成的水溶性绿色

荧光物质不易透出细胞［１３－１４］．而溴化乙啶（犈犅）仅

能透过胞膜受损的细胞，嵌入核犇犖犃，发橘红色荧

光．将微囊化细胞用犘犅犛洗涤后，向９６孔板中每孔

加入微囊化细胞液１００μ犾，向每孔中加入１００犿犵／犔

的犈犅溶液３μ犾（终浓度为８μ犿狅犾／犔）及５０μ犿狅犾／犔

的犆犪犾犮犲犻狀犃犕溶液１０μ犾（终浓度为５μ犿狅犾／犔）．培

养２０犿犻狀后，在荧光显微镜下随机取视野计数，数

取染为绿色的细胞数量犈犾与红色细胞数量犈犱，计

算出活细胞百分率犛２＝犈犾／（犈犱＋犈犾）×１００％，取３

次均值．

１．２．３　ＭＴＴ染色
［６］

换培养基后，于９６孔板中每孔加入微囊化细胞

液３０μ犾（含微囊数３０±３个）及７０μ犾培养基，再加

入染液１５μ犾培养４犺后加入溶解／终止液１００μ犾，

培养１犺后于酶标仪上波长５７０狀犿、参考波长

６５０狀犿处检测，每个样品４个复孔取平均值，得到

吸光度犗犇１值．

１．２．４　ＭＴＳ染色
［１０］

换培养基后，于９６孔板中每孔加入微囊化细胞

液３０μ犾（含微囊数３０±３个）及７０μ犾培养基，加入

犕犜犛／犘犕犛染液２０μ犾培养４犺后于酶标仪上波长

４９０狀犿、参考波长６３０狀犿处检测，每个样品４个复

孔取平均值，得到吸光度犗犇２值．

２　结果与分析

２．１　台盼兰染色与犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕染色

台盼兰染色常用来将死细胞染成蓝色，而活细

胞不着色，但是，当其加入到微囊化细胞样品后，会

将整个微胶囊染成蓝色，导致很难区分微胶囊内的

死细胞与活细胞．用盖玻片将微胶囊轻轻压碎，囊内

细胞流出，在显微镜下观察计数，如图１所示（见下

页）．但是，当采用犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕染色，在荧光显

微镜下可清楚地数取染为绿色及红色的细胞数量

（见下页图２），即犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕染色不受微胶囊

的干扰．

采用两种方法得到的细胞活力随时间变化如图

３所示（见下页）．由图３可以看出，采用台盼兰染色

法得到的细胞活率比犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕染色法的低．

这可能是由于台盼兰染色需将微胶囊破坏后才能观

察到活细胞，在此过程中，将会对部分细胞有损害，

５９５
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图１　台盼兰染色图片

犉犻犵．１　犜狉狔狆犪狀犫犾狌犲犱狔犲犻狀犵犕犛犆狊

图２　犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕染色图片

犉犻犵．２　犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕犱狔犲犻狀犵犕犛犆狊

图３　台盼兰与犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕检测细胞活力

随时间变化曲线

犉犻犵．３　犆犲犾犾狏犻犪犫犻犾犻狋狔犪狊狊犪狔狑犻狋犺狋犺犲狋狉狔狆犪狀犫犾狌犲犪狀犱

犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕

而且将微胶囊压破后细胞并不能全部溢出囊外，微

囊外物质会产生干扰，因此，测出的细胞活率较低．

犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕染色不受微胶囊影响，产生的图象

比台盼兰清晰并容易区分活细胞与死细胞．在荧光

显微镜下可显见随时间增长细胞由最初的单个细胞

逐渐增殖至成团细胞．

２．２　犕犜犜与犕犜犛染色

采用犕犜犜与犕犜犛方法测得的细胞活率随培

养时间变化如图４所示．由图４可知，经犕犜犜染色

后测量的吸光度犗犇值随时间基本没有变化，而经

犕犜犛／犘犕犛染色后检测出的犗犇值随着培养时间的

延长而增加，与显微镜下采用犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕染色

观察结果相吻合．

图４　犕犜与犕犜犛／犘犕犛染色检测细胞活力岁时的变化曲线

犉犻犵．４　犆犲犾犾狏犻犪犫犻犾犻狋狔犪狊狊犪狔狑犻狋犺狋犺犲犕犜犜犪狀犱犕犜犛／犘犕犛

　　犕犜犜法和犕犜犛法都是细胞生长定量检测方

法，其原理是靠活细胞中线粒体内的琥珀酸脱氢酶

将外源性的四甲基偶氮唑盐（犕犜犜或犕犜犛）还原为

兰紫色的甲硂化合物（犉狅狉犿犪狕犪狀），通过酶联检测

仪，测量吸光度犗犇值，该值所表示的甲硂产物的量

与活细胞的数量成正比．区别在于犕犜犜形成的甲

硂化合物不溶于水，需要一些特殊的溶解液（如质量

分数为１０％的犛犇犛加０．０１犿狅犾的犎犆犾等），而犕犜犛

是经活细胞线粒体脱氢酶转化成液态可溶的甲硂化

合物，这对于微囊化细胞检测特别重要．

实验观察到犕犜犜染色会引起微囊膜皱缩，破

坏微囊结构．未加入终止液前，在显微镜下观察可见

微囊内有紫红色结晶，加入终止液后培养１犺，虽部

分有所减淡但仍可见微囊内紫红色，说明生成的结

晶未完全均匀溶解．而加入犕犜犛染色剂培养后，可

明显观察到培养基逐渐变色，并深浅不一，显微镜下

观察微囊结构未变化，颜色均匀．

３　结　论

微囊化细胞移植技术是采用微胶囊将细胞进行

包裹起到免疫隔离作用，微囊化细胞移植到受体内，

可避免机体排斥反应，功能细胞可长期存活，发挥其

生物学效应，该技术使得异种组织细胞和基因工程

细胞移植成为可能．为检测微囊化后细胞的活力，本
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文研究了微囊化细胞活力检测新方法，得到如下

结论：

犪．犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕染色比台盼兰染色更适用

于犃犘犃微囊化细胞活力的检测．

犫．犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕染色能直观地显示出细胞

活性，这不仅适用于犕犛犆狊细胞，对于其他微囊化细

胞也适用．

犮．犕犜犜染色不适合于犃犘犃微囊化细胞活力检

测，而 犕犜犛／犘犕犛方法检测结果与犈犅／犆犪犾犮犲犻狀犃犕

染色观察结果相吻合，是犃犘犃微囊化细胞活力检测

的有效方法．

犱．犕犜犛／犘犕犛染色对于其他不可通过测量微

囊外分泌物来评估细胞活力的纤维细胞等也适用．
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