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细胞治疗产品示踪技术研究进展
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摘 要： 细胞治疗给许多疾病带来希望，已经成为业界关注的热点之一。尽管细胞治疗在治疗效力方面取得了快速发展，

但移植细胞在体内的生物分布及机制尚不清楚。细胞体内示踪技术的不足严重影响了细胞治疗的临床转化应用。目前，多

种细胞体内示踪技术已经应用于临床前研究，如染料标记追踪、放射性同位素追踪、纳米颗粒标记技术、报告基因技术、

实时定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）技术、组织学技术等，但缺乏完美可靠的示踪技术。为比较不同的示踪技术，对目

前研究中应用的细胞示踪技术进行综述。
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Research progress in tracing techniques for cellular therapy products
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Abstract: Cellular therapy has brought hope to many diseases and has become one of the hot spots in the pharmaceutical world. 

Although cellular therapy has made rapid progress in therapeutic efficacy, the biodistribution of cellular therapy products in vivo and 

the mechanisms involved are still unclear. Inadequate in vivo cellular tracing techniques have hindered the mastery of cell fate and 

severely impacted the clinical translation of cellular therapy applications. A variety of in vivo cell tracing techniques have been 

applied in preclinical studies, such as dye labeling tracing, radioisotope tracing, nanoparticle labelling techniques, reporter gene 

techniques, quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) techniques, and histological techniques, but a perfect and 

reliable tracing technique is lacking. In order to compare the different tracing techniques, a review of the cellular tracing techniques 

applied in current research is presented.
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细胞治疗一般是指将正常的或特殊处理的细

胞移植到患者体内发挥作用，从而达到治疗疾病的

目的。细胞治疗应用于多种难治性疾病，包括癌

症［1］、神经系统疾病［2］、免疫系统疾病［3］以及其他内

外科疾病，如肝硬化［4］、股骨头坏死［5］等。近年来细

胞治疗快速发展，已经成为业界关注的热点之一。

美国食品药品监督管理局和经济合作与发展组织

等药监部门已批准了多种细胞产品上市。在中国，

细胞治疗及临床转化相继被纳入“十三五”和“十四

五”发展规划，成为提高竞争力的新技术制高点。

2021年，2个嵌合抗原受体 T细胞药物阿基仑赛注

射液和瑞基奥仑赛注射液在中国相继获批。
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尽管细胞治疗在疾病实验动物模型中展现出

很好的治疗效果，但细胞在体内的分布、迁移、归

巢、定植、增殖以及分化等生物学行为尚不清楚。

目前，许多指导原则对细胞产品的生物分布研究提

出要求。国家卫生计生委与食品药品监管总局

2015年发布的《干细胞制剂质量控制及临床前研究

指导原则（试行）》指出，对干细胞产品进行临床前

安全有效性评价时，应在合适的动物模型基础上，

研究和建立干细胞有效标记技术和动物体内干细

胞示踪技术，以便于研究干细胞的体内存活、分布、

归巢、分化和组织整合等功能的研究。国家药品监

督管理局药品审评中心 2021年发布的《基因修饰细

胞治疗产品非临床研究与评价技术指导原则（试

行）》中规定基因治疗产品在临床试验开始前进行

生物分布研究。细胞归巢于非靶器官可能引发未

知的安全性风险，并且尚未清楚的体内生物学行为

影响对细胞治疗机制的探索，这些严重阻碍细胞治

疗的临床转化应用，而这部分归因于细胞体内示踪

技术的不足。目前，多种细胞示踪技术已经应用于

临床前研究，如染料标记追踪、放射性同位素追踪、

纳米颗粒标记技术、实时定量聚合酶链式反

应（qRT-PCR）技术、组织学技术等。为比较不同的

示踪技术，本文对目前研究中应用的细胞体内示踪

技术进行综述，并对未来的发展方向进行展望。

1　细胞标记体内成像技术

细胞体内成像技术是将转染或标记示踪物的

细胞移植到体内，通过成像技术获得细胞在体内的

分布情况。细胞体内成像的对象是动物或人体，而

动物或人体组织深厚且不透明，会干扰成像信号的

采集，这要求细胞标记物要具备体内稳定性且信号

能够不受组织的干扰。细胞标记物主要分为外源

性细胞标记和内源性细胞标记。

1.1　外源性细胞标记

外源性细胞标记是指标记物与细胞进行共价

结合或物理结合，如荧光染料标记、放射性核素标

记、纳米颗粒标记等。

1.1.1　荧光染料 荧光染料受到光照射时，可激发

成为激发态，当从激发态恢复基态时，产生荧光，利

用荧光设备追踪荧光从而达到示踪细胞的目的。

目前多种荧光染料被用来示踪细胞，主要包括羟基

荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂（CFSE）、5-溴脱氧尿

嘧啶核苷（BrdU）、PKH26以及亲脂性二烷基碳菁类

染料等。

CFSE 穿过细胞膜进入细胞后，在细胞内酯酶

的作用下发生水解，产生明亮的荧光。水解产物与

细胞内蛋白的赖氨酸残基或其他氨基共价结合，能

够稳定、长期地进行细胞示踪。CFSE 标记被广泛

用于细胞增殖研究，也被用于在组织切片中定位细

胞［6］。Bertelsen等［7］、Montufar-Solis等［8］利用 CFSE

标记研究内皮生长细胞、脾白细胞在小鼠体内的归

巢能力。

BrdU可代替胸腺嘧啶核苷插入复制的DNA双

链中，并带到子代细胞中，通过免疫组化或流式检

测其掺入的细胞。Yin 等［9］通过 BrdU 标记定位细

胞，但 BrdU对细胞的毒性已有报道［10-11］，因此干细

胞的研究中使用BrdU时需要更加谨慎。

PKH26 荧光染料通过与膜结构的脂质分子结

合标记细胞，呈橙红色荧光。PKH26标记的人脂肪

间充质干细胞注射到小鼠玻璃体腔后 1个月，视网

膜血管仍出现强荧光［12］。

亲脂性二烷基碳菁类染料家族主要包括 3，3'-

二十八烷氧碳菁高氯酸盐（DiO）、1，1'-双十八烷基-3，

3，3'，3'-四甲基吲哚菁高氯酸盐（DiI）、1，1'-双十八

烷基-3，3，3'，3'-四甲基吲哚菁-4-氯苯盐（DiD）、1，1'-

双十八烷基 -3，3，3'，3'- 四甲基吲哚菁高碘酸

盐（DiR）等，4种染料呈现不同的荧光。这类染料自

身发光强度弱，一旦对细胞染色，即可发出强烈的

荧光。这类染料广泛应用于细胞标记，其中DiR属

于近红外荧光染料，激发波长 750 nm，发射波长

782 nm，所发射的近红外光可以高效地穿过细胞和

组织，受组织和毛发的干扰小，荧光背景很低［13］，且

DiR标记细胞形态良好，阳性标记率达 90%以上，标

记后荧光表达稳定，在细胞间也没有转移［14］，因此

DiR在小动物活体成像中意义非凡。小动物活体成

像是追踪细胞体内分布研究中的强有力工具，它可

以对体内干细胞进行实时纵向监测，以跟踪细胞迁

移和位置［15］。作为非侵入性的活体成像工具有很

多优势，如操作简单、灵敏度高、实时直观、无创性、

成像快速、成本低、动物使用量少和可同时观测多

分子事件。DiR 标记的树突状细胞移植大鼠体内

后，通过小动物活体成像技术在至少25 d和长达 35 d

的时间内能观察到 DiR 荧光信号［16］。不足之处是

小动物活体成像不适用于大动物（如猴子），需要大

型仪器设备，组织器官精确定位有限或者荧光低于

定量下限时，需要与其他方法结合。

1.1.2　放射性核素 放射性核素能自发地放出射

线（如 α射线、β射线等），使用最广泛的放射性核素

示踪剂包括 18氟-氟脱氧葡萄糖（18F-FDG）［17］、111铟-8-
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羟基喹啉（111In-Oxine）［18］、99m 锝 - 六甲基丙二胺

肟（99mTc-HMPAO）［19-20］、89锆［21-22］、51铬等。将核素与

细胞培养，注射进入细胞后，发射的放射性就可以

通过核医学成像技术（如单光子发射计算机断层扫

描或正电子发射断层扫描）来检测，能够追踪细胞

的活动。日本已上市干细胞 Temcell使用 51铬标记

的受试物，开展了免疫缺陷小鼠单次给药的生物分

布研究，检测持续到给药后 4周。放射性核素标记

具有高分辨率和准确性，但其短的半衰期导致放射

性的持续时间有限，限制了其对细胞后期分布的评

估，以及细胞死亡导致放射性核素释放，从而产生

非特异性和非细胞结合的放射信号［18］。另外，放射

性元素发射出的射线可能破坏细胞组织，从而对细

胞和人体造成损害。

1.1.3　纳米颗粒 纳米颗粒是不超过 100 nm、人工

制造的微型颗粒，常见的用于细胞标记的纳米颗粒

包括超顺磁性氧化铁纳米颗粒（SPIONs）、量子

点（QDs）等。

SPIONs是包裹着一定生物相容性聚合物的合

成铁小颗粒，靶向肽将其输送到活细胞的细胞质

中。通过这种机制的细胞质传递不是由特定的酶

介导的，因此可以输送到任何细胞中。当细胞被标

记后，它们就可以通过成像技术（如磁共振成像）检

测出来［23］。鉴于磁共振是不太容易获得的技术，这

种方法的使用可能会受到限制。QDs 标记不出现

光漂白和降解的问题，同时，近红外量子点的发射

光谱位于近红外光区（700～900 nm），减少来自组

织的散射、吸收和自发荧光，因此，QDs成为细胞成

像的传统荧光探针的潜在替代品已受到关注。QDs

不能直接标记细胞，使用化学物质、阳离子脂质体、

细胞穿透肽和抗体等方法可用于标记。其中，具有

穿膜作用的肽段修饰的 QDs能够实现对细胞快速

有效地标记［24］，如八精氨酸寡肽［25］方便用于干细胞

标记，因为细胞毒性低、操作简单、转导时间短，并

且在细胞的复杂环境和各种生物条件下（包括细胞

内 pH值、温度和代谢活动的变化）都能保持强烈的

荧光［26］。纳米颗粒进入细胞后，可以提供可追踪几

代的强烈、稳定的荧光，并且不会传递到相邻细胞

中。但是，纳米颗粒标记细胞法仍存在一些缺点，

如干细胞的分裂会稀释细胞中纳米颗粒的浓度，这

将影响长期观察效果，细胞死亡将导致纳米颗粒的

分散。

1.2　内源性细胞标记

内源性标记使用病毒或非病毒载体将编码蛋

白的报告基因转导并整合到细胞基因组中，并通过

表达特定的报告基因来标记细胞，如萤火虫荧光素

酶（LUC）基因、绿色荧光蛋白（GFP）、Lac-Z基因、Y

染色体标记等。

LUC和D-荧光素系统长期以来被用于各类示

踪实验。细胞转染LUC基因后注射到动物体内，在

给予D-荧光素后，含有特定基因荧光的细胞发出特

定波长的光信号。 Liu 等［27］将人间充质干细

胞（MSCs）用此法基因标记后通过体内生物发光成

像评估细胞移植后的存活。LUC的优点是能够提

供有关细胞活性的信息，因为ATP作为D-荧光素的

辅助因子参与生物发光过程，可以用于研究干细胞

的存活和增殖。但是，该系统发射光为 536 nm，无

法穿透哺乳动物组织。为了克服这一限制，研究者

开发了高敏感度的报告基因 -Antares2，是原始

Antares的增强版本［28］。Antares是生物发光共振能

量转移报告蛋白，能促进发射光的红移，从而更好

地穿透细胞组织［29］。

GFP是生物发光蛋白，激发后可稳定地产生绿

色荧光。Ruan 等［30］将树鼩脐带间充质细胞转染

GFP后静脉给予创伤性全身反应综合征树鼩模型，

追踪其在脏器中的分布情况。

通过上述方法标记的细胞被移植到体内后，需

要通过相应的成像技术（如荧光成像、放射自显影、

磁共振成像、电子计算机断层扫描等）被追踪。一

般来说，外源标记方法简单直接，但存在标记效率

低、标记过程不稳定、细胞标记时间短、难以跟踪全

过程等缺点。内源性细胞标记的信号不会随着细

胞的分裂和增殖而消失，跟踪准确率高，可以实现

细胞的长期跟踪，克服了外源性标记的一些不足。

2　qRT-PCR技术

qRT-PCR 是灵敏度高、可重复性、可以定量的

传统方法，能通过移植细胞在整个宿主器官内的细

胞特异性DNA序列对移植细胞进行准确和灵敏的

检测，将抽样误差降至最低。由于基因组的重复性

和物种的特异性，Alu序列仍然是评估异种模型中

移植细胞生物分布的首选标记。人类Alu（hAlu）序

列可以通过 qRT-PCR 从基因组 DNA 中扩增和定

量，具有高度的准确性［31-32］。对于有特定基因序列

的细胞，如嵌合抗原受体T细胞（CAR-T），可以根据

特异性的基因序列设计引物序列。Schubert等［33］在

急性肾损伤小鼠静脉输注后第 3、6天，通过生物发

光技术显示 MSCs被清除。然而，当在第 6 天对几

个组织进行从 qRT-PCR检测时，在血液、肝脏、肾脏
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和肺中检测到不同数量mRNA。因此，qRT-PCR似

乎是更灵敏的方法，可能是检测组织中晚期 MSCs

存在的更好选择，并可用于补充成像技术。

3　组织学技术

组织学方法包括传统的免疫组织化学、免疫荧

光以及原位杂交等。免疫组织化学和免疫荧光是

传统的检测方法。原位杂交方法是基于 DNA 或

DNA/RNA 双链互补的大分子识别技术，与荧光团

偶联的核苷酸整合的DNA链可以用作探针以杂交

到追踪细胞的互补序列上，然后通过荧光显微镜或

成像系统进行观测。该技术能够高灵敏度和特异

性识别目标DNA或RNA序列，并且实现在单细胞

水平杂交信号的可视化。但是在应用较短的 cDNA

探针时，荧光原位杂交（FISH）技术不能保证 100%

杂交。

RNAscope是新型的 RNA原位杂交技术，该法

克服了以前的RNA原位杂交技术的弱点，如灵敏度

低、非特异性杂交、对样本要求高等，可替代传统的

FISH原位检测的方法，灵敏度更高。荣斌等［34］使用

RNAscope检测到CAR-T在输注 14 d后少量特异性

分布于骨髓和脾脏。组织学和 qRT-PCR 技术均是

在离体组织上进行的，相比于成像技术，它们不能

直接获得细胞在体内的分布情况。

4　结语

细胞治疗具有广阔的临床应用前景，高灵敏度

检测移植细胞的技术对于确保细胞治疗的安全性

和有效性至关重要。相比于有创的 qRT-PCR 技术

和组织学技术，细胞标记的体内示踪技术不仅能够

减少动物的使用，还可以在时间和空间上更加精准

地监测细胞的分布、迁移、归巢、定植等。由于荧光

染料具有淬灭性、放射性核素可能造成的伤害、报

告基因需要克服组织自发荧光等体内示踪技术的

不足，细胞示踪技术仍需进一步研究与开发。理想

的示踪方法应具有简单易行、无毒、特异性强、灵敏

度高、假阳性率低、存续时间长、受外界干扰因素小

等特点。优秀的细胞示踪技术有助于了解细胞治

疗产品在体内的生物分布及作用机制，从而更好地

推动细胞治疗的临床应用。
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