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活细胞药物体内可视化研究进展
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摘 要 活细胞药物的研发以及治疗的成功实施均需要充分阐明移植后的细胞命运，这对活细胞药物的有效性和安全性

至关重要。为了解决这一问题，细胞成像技术进入人们视线，利用可视化技术对活细胞药物进行无创示踪，可以了解活细

胞药物在体内的分布、归巢、活性等，有助于确定最佳的移植细胞数量、优化给药方案、提高移植效率、增强作用的靶向性、

降低潜在的靶外积累风险。本文从放射性核素成像技术、磁共振成像技术、磁颗粒成像技术、计算机断层扫描成像技术、荧

光成像技术以及多模态成像技术综述了活细胞药物体内无创可视化示踪的研究进展，旨在指导应用合适的造影剂和示踪

技术，获得活细胞药物在体内的生物学行为，为活细胞药物研发及其移植治疗提供更加合理的科学依据。
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Abstract The development of living cell drugs and their successful application in clinical treatments require
full clarification of the fate of cells after transplantation, which is critical to the safety and efficacy of living cell
drugs. In order to solve this problem, cell imaging technology has come into our sight, and the use of visualization
technology for non-invasive tracing of living cell drugs could reveal the distribution, homing and activity of living
cell drugs in the body, which helps to determine the best number of transplanted cells, optimize the administra⁃
tion scheme, improve the transplantation efficiency, enhance the targeting of transplanted cells, and reduce the
potential off-target accumulation risk. This paper summarizes the research advances of non-invasive visual trac⁃
ing in vivo for living cell drugs from the perspectives of radionuclide imaging, magnetic resonance imaging,
magnetic particle imaging, computed tomography imaging, fluorescence imaging and multimodal imaging. The
aim is to obtain the biological behavior of living cell drugs in vivo with the application of appropriate contrast
agent and tracing technology, and provide a more reasonable scientific basis for the research and development of
living cell drugs and their transplantation therapy.
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面对重大疾病精准治疗的临床紧迫需求，生

物医药行业正在从传统的小分子化学药物时代进

入精准靶向生物药/细胞治疗药物的个性化治疗时

代。其中，基于活细胞药物的先进细胞疗法被认

为是医药治疗领域的新支柱［1］。根据文献报道，截

至 2021年 4月 16日，全球共计有 2 073种在研的活

细胞治疗药物［2］。作为活细胞药物治疗的成功案

例之一，靶向CD19的嵌合抗原受体（CAR）工程化

T细胞（CAR-T细胞）的临床使用获批及其展现出

的令人激动的临床疗效，为肿瘤免疫治疗开启了

一个“活细胞药物”的全新时代［3］。而更多的修饰

改造的干细胞、免疫细胞、血细胞药物以及活体微

生物药物等，正在成为未来的新兴热点。例如，间

充质干细胞（mesenchymal stem cell，MSCs）由于能

够自我更新、可分化为各种特化细胞类型、具有免

疫调节以及向受损组织分泌营养因子和迁移的能

力［4］，在治疗脑损伤［5- 6］、心肌梗死［7］、肺纤维化［8- 9］、
系统性红斑狼疮［10-11］、肝纤维化［12］等疾病上具有广

阔的应用前景，目前全球范围内已有多个MSCs的
临床研究结果发布，并且证实了基于MSCs的细胞

疗法具有可行性和有效性。活细胞药物的研发以

及治疗的成功实施均需要建立在充分阐明移植后

细胞体内动态过程的基础上。然而，移植的活细

胞药物在体内的动态过程，如细胞的生物分布、活

性、增殖、归巢等，因研究技术和策略发展的羁绊，

仍然不清楚。传统的药物吸收、分布、代谢和排泄

的研究思路和方法并不完全适用于活细胞药物的

药代动力学研究。为了更好的了解活细胞药物

在体内的动态过程，无创可视化成像技术进入人

们的视线，并且成为一种重要手段。通过对细胞

进行探针标记，借助各种成像设备，可视化地监

测移植细胞在体内的时间和空间分布，有助于确

定最佳的移植细胞数量、优化给药方案、提高移

植效率、增强作用的靶向性、降低潜在的靶外积

累风险。

理想的活细胞药物体内无创可视化示踪应该

具备以下特点：（1）对活细胞药物进行标记并不影

响其活性、分化能力、治疗功能等；（2）能够示踪活

细胞药物在体内的多个生物学行为，包括活性、迁

移、分布、分化等；（3）具备足够长时间的无创可视

化监测能力。上述成像要求对医学影像技术提出

了挑战。近年来，放射性核素成像（radionuclide

imaging，RI）、磁共振成像（magnetic resonance imag⁃
ing，MRI）、磁颗粒成像（magnetic particle imaging，
MPI）、计算机断层扫描成像（computed tomography，
CT）、荧光成像（fluorescence imaging，FI）、光声成像

（photoacoustic imaging，PAI）等成像技术已经被大

量应用于示踪移植的活细胞药物，并成功用于活

细胞药物的体内动态过程研究。本文对当前研究

中的主要细胞成像示踪技术进行综述，旨在进一

步提高活细胞药物体内成像能力，从而为活细胞药

物的研发及其移植治疗提供更加科学的理论依据。

1 放射性核素成像技术（RI）

RI技术主要有单光子发射断层成像技术

（single photon emission computed tomography，
SPECT）和正电子发射断层成像技术（positron
emission tomography，PET）［13］。RI技术具有较强的

临床相关性、良好的敏感性及可定量性。标记细

胞用的 111In，89Zr，68Ga等作为 FDA批准使用的放射

性核素成像造影剂，具有优良的生物相容性和非

免疫原性，并且兼具价格低廉、使用方便等优点。

利用这些造影剂可在体外直接对活细胞药物进行

标记，并通过放射性核素成像示踪其在体内归巢

和分布的动态信息［14-16］。Gholamrezanezhad等［17］

利用 PET成像技术研究了MSCs在肝硬化患者体

内的分布变化情况。首先利用 111In在体外对

MSCs进行标记，然后通过肘正中静脉进行移植，

PET成像结果表明，静脉输注后放射性信号首先

在肺部显示，然后逐渐转移到肝和脾。但是直接

标记的放射性示踪剂的量会随着细胞的增殖而稀

释，因此不适用于长期监测活细胞药物。解决这

一问题较好的方法是使活细胞药物稳定表达

PET/SPECT成像所需的报告基因，活细胞移植后

进一步在体连续输入特定的探针，利用报告基因

导入的受体与特定探针的相互作用对活细胞药物

进行即时成像。Minn等［18］构建了表达前列腺特

异性膜抗原（PSMA）的CD19-tPSMA（N9del）T细胞，并

使用特异性造影剂［18F］DCFPyL进行在体 PET成

像研究。利用该成像技术发现外周血和骨髓中的

CD19-tPSMA（N9del）CAR-T细胞数量与肿瘤中的数量

之间存在明显差异，这一发现提示了临床上进行

无创、可重复监测 CAR-T细胞分布的必要性。

Emami-Shahri等［19］ 则构建了表达人钠/碘转运体
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（hNIS）的CAR-T细胞，在荷瘤鼠中使用 99mTcO4-放

射示踪剂进行放射性核素成像，该研究为 CAR-T
细胞在体内的高分辨率连续成像提供了无创且快

速的方法。虽然采用报告基因-特异性探针这一策

略可以有效地避免示踪剂的稀释，但存在改变细

胞功能和增加免疫原性的风险。因此，利用内源

性抗原与抗体反应的免疫 PET技术迅速发展起

来，该技术兼具了单抗的高特异性和 PET显像的

高灵敏度［20］。 Simonetta等［21］针对 CD19特异性

CAR-T细胞的共刺激因子设计了免疫 PET成像方

法，可以对CD19特异性CAR-T细胞在B细胞淋巴

瘤小鼠模型中的激活、扩增和靶向肿瘤浸润进行

监测。尽管如此，在核素成像实验中研究人员也

发现，单一的核素成像技术无法提供解剖信息，必

须与其他解剖成像方法相结合［22］，如 PET/CT［23］、
PET/MRI［24］等。

2 磁共振成像技术（MRI）

MRI技术适用于活细胞药物体内无创纵向监

测，它表现出优越的空间分辨率，良好的组织穿透

和对比度，并能获取病理生理和解剖信息。近年

来，以氧化铁纳米颗粒作为造影剂的MRI在活细

胞药物体内可视化领域得到广泛关注。Mathiasen
等［25］首次在慢性缺血性心脏病患者中证明，在体

使用MRI示踪心肌内注射的氧化铁纳米颗粒标记

的MSCs是安全可行的，并且在移植两周后，依然

能够在心肌部位检测到MSCs的磁共振信号。类

似的，Xie等［26］用氧化铁纳米颗粒标记 CAR-T细

胞，在不影响细胞生物学特性和杀伤效率情况下，

用MRI技术示踪CAR-T细胞在胶质母细胞瘤中的

动态浸润和滞留时间，同时证明了 CAR-T细胞用

于治疗胶质母细胞瘤的早期效果。由于MRI检测

细胞的前提是对细胞进行磁共振探针标记，因此

在不影响细胞活性的情况下，更高的标记效率和

更长的探针驻留时间，可使MRI达到更好的成像

效果。Egawa等［27］利用 DNA双链杂交原理，将两

个短单链 DNA oligo［dT］20和 oligo［dA］20分别与

神经干细胞（neural stem cells，NSCs）和氧化铁纳

米颗粒偶联。修饰后的氧化铁纳米颗粒具有更好

的细胞摄取率、更高的标记效率和更强的体内

MRI信号，移植到大鼠脑纹状体中的NSCs可以通

过MRI进行长达 30 d的扫描检测。除了氧化铁纳

米粒，（19F）［28-29］、钆［30］、石墨烯氧化物［31］等也可以作

为MRI造影剂，用于活细胞药物示踪。Hingorani
等［32］在全氟化碳（perfluorocarbon，PFC）纳米乳剂

中加入 TAT细胞穿透肽，CAR-T对 PFC的摄取量

增加 7倍多，同时提高了 19F MRI用于体内成像的

灵敏度。但是MRI技术时间分辨率低，无法在短

时间内进行连续成像，造成了其使用的局限性。

3 磁颗粒成像技术（MPI）

MPI 技 术 由 荷 兰 飞 利 浦 研 究 所（Philips
Research）于 2005年推出，是基于功能和断层影像

技术检测磁性纳米颗粒空间分布的示踪方法，MPI
信号仅由氧化铁纳米颗粒提供，而不从周围组织

中获取，可直接对氧化铁的强磁化进行成像［33］。
MPI具有无辐射、高信噪比、零信号衰减以及高灵

敏度的特点，因此MPI可成为体内细胞追踪的理

想平台。Zheng等［34］使用MPI在 12 d的时间内监

测了氧化铁纳米颗粒标记的MSCs在大鼠体内的

动态分布，标记的MSCs注射后立即截留在肺组织

中，随后在 1 d内转移到肝脏，其在肝脏中的清除

半衰期为 4. 6 d。动物处死后进一步通过MPI确定

了肺、肝、脾和心脏中MSCs的生物分布，验证了

MPI 可 量 化 MSCs 生 物 分 布 的 能 力 。 同 时 ，

Nejadnik等［35］也证明MPI技术可用于氧化铁纳米

颗粒标记的MSCs体内示踪。研究发现，MPI提供

的信号能够确认移植部位的细胞在第 1天和第 14
天之间存在显著性差异，而MRI技术提供的信号

无法区分第 1天和第 14天的差别，提示MPI定量

的灵敏度和准确度显著高于MRI。示踪剂的性质

决定MPI的图像质量，球形的氧化铁纳米颗粒是

目前最主要的MPI造影剂，但是其标记的细胞在

体内的示踪效果远远不能令人满意。因此，开发

适用于MPI的高性能磁示踪剂对于提高MPI的灵

敏度和分辨率至关重要。Wang等［36］通过将球形

氧化铁纳米粒改成立方体氧化铁纳米粒，提高了

氧化铁纳米粒的磁成像能力。这种立方氧化铁纳

米粒标记的干细胞在体外成像时，通过MPI能够

检测到极低浓度的细胞（每微升 30个细胞）。即便

是在复杂的体内环境下，不论组织深度如何（肺、

肝），通过MPI能检测到至少 2 500个细胞。此外，

由于基于立方体氧化铁纳米颗粒的MPI具有较高

的敏感性，因此可以实时揭示MSCs在后肢缺血小
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鼠模型中的迁移和分布规律。由此可见，在现有

的分子成像模式中，MPI显示出独特的高灵敏度、

定量准确性和纵向监测的能力。但值得注意的

是，MPI并不能提供解剖学信息。

4 计算机断层扫描成像技术（CT）

CT技术是临床应用最广泛的成像技术之一，

具有成本效益高、空间分辨率高、扫描时间短、成

像过程简单等优点，这使得CT成为一种用于细胞

示踪的重要成像方式。目前研究发现金（Au）纳米

粒具有固有的高X射线吸收系数，高生物相容性

和无毒性，这些特点使Au纳米粒成为一种具有良

好发展前景的 CT造影剂［37-38］。Betzer等［39］发现使

用 Au纳米标记间充质干细胞不仅几乎不影响细

胞活性和功能，还能利用CT成像技术对移植进入

大脑内的细胞进行长期示踪和成像。Yu等［40］成功

开发了一种 pH敏感纳米示踪剂 CPP-PSD@Au，用
于增强体内标记和长期 CT成像示踪间充质干细

胞。使用该探针，实现了移植MSCs在肺纤维化模

型小鼠中的位置、分布和迁移长达 35 d的原位可

视化。此外，为了解决传统CT技术中造影剂的图

像可能被骨组织的高强度所掩盖、难以准确提取

双组份成像图像的问题，最新的双能计算机断层

扫描DECT技术通过两种不同能量的X射线的照

射，可以消除质量密度对图像信号的影响，准确地

区分来自各种组织或物质的图像信号。Wan等［41］

利用这一技术，实现了干细胞在骨再生过程中长

达 14 d的示踪。然而，CT图像的对比度取决于组

织对 X射线衰减的差异，而许多软组织在 X射线

衰减上的差异极其细微，导致无法区分相邻组

织，造成 CT成像的敏感性低、软组织图像对比度

有限［42］。

5 荧光成像技术（FI）

FI技术最常见的标记方式是直接标记，将荧

光材料与活细胞药物进行直接孵育，从而对细胞

进行标记示踪。Chen等［43］利用硫化银量子点

（Ag2S QDs）对MSCs进行标记，首次通过 FI技术在

体动态监测MSCs在趋化因子 SDF-1α作用下向皮

肤伤口迁移和分布的动态过程。Yang等［44］利用

硫化铅量子点（PbS QD，λex = 1 300 nm）作为造影

剂，不影响MSC增殖、自我更新和分化能力。在

冈上肌腱撕裂模型小鼠关节内注射 3种不同密

度MSCs，并利用 FI进行纵向监测。成像结果发

现 3组MSCs的迁移方向相似，但迁移起始时间、停

留时间和细胞在足迹周围的滞留率差异很大。其

中，中等密度组在修复阶段停留时间最长，足迹周

围细胞滞留率最高，有利于愈合。

与无机量子点相比，基于有机荧光染料的纳

米颗粒具有出色的生物相容性和荧光稳定性，从

而成为干细胞标记示踪的潜在替代品。吲哚菁绿

是一种获得FDA批准的近红外染料，Mazza等［45］利
用脂质体将其包载制成高生物相容性、高近红外

荧光信号的纳米探针来标记MSCs，并使用 IVIS成
像系统可对移植入皮下的细胞示踪两周，对移植

进入颅内的细胞示踪一周。在近年来发展起来的

荧光材料中，聚集诱导发光（aggregation-induced
emission，AIE）的特性引起了生物医学领域的广泛

关注。Yang等［46］设计了具有 33%的较高量子产率

的 AIE量子点，并在脂肪间充质干细胞（adipose
mesenchymal stem cells，ADSCs）中表现出显着的保

留能力，在传代 72 h后的单个细胞中仍能明显检

测到荧光信号。体内研究表明，AIE量子点能够

作为一种有效荧光成像造影剂，用于精确示踪移

植的 ADSCs在辐射诱导的皮肤损伤小鼠中的行

为。此外，利用荧光素酶及其底物催化反应而产

生 天 然光源的生物荧光成像（bioluminescence
imagining，BLI），其不需要外界光照射的特点有助

于避免成像过程中背景荧光和生物自身荧光信号

的干扰，可用于活细胞药物示踪中长时间的非侵

入性成像，并能提供移植后细胞存活率的信息。

Rabinovich等［47］开发了一种增强版的萤火虫荧光

素酶报告基因，它可以转导到原代小鼠 T细胞中，

并且可以提供足够的灵敏度来示踪小鼠体内小于

1万个T细胞。而 Santos等［48］则开发了一种使用膜

锚定形式的高斯荧光素酶（extGLuc）进行生物发光

T细胞成像，该酶可在小鼠和人原代 T细胞中稳定

表达，extGLuc+细胞在体内外均能发出更强的生物

发光信号。这种成像方法能够显示体内CAR-T细
胞在肿瘤中的累积、驻留，还能与肿瘤细胞伴随

成像。

6 光声成像技术（PAI）

PAI技术是近年来发展起来的一种非入侵式
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和非电离式的新型生物医学成像方法，具有对比

度高、空间分辨率高、对组织功能特征敏感等独特

的优点，在生物医学和临床领域有着巨大的应用

潜力。目前，Yin等［49］报道了一种基于高分子半导

体的纳米探针（OSPNs+），并用 PAI技术示踪移植

进入活体小鼠的MSCs。结果显示，与未标记的细

胞相比，皮下成像和脑成像的光声信号增强幅度

分别为 40. 6倍和 21. 7倍。Kim等［50］开发了一种

更加简单有效的方法，用光声成像对普鲁士蓝纳

米颗粒（PBNPs）标记的 MSCs进行示踪，标记的

MSCs在移植入裸鼠皮下后表现出强烈的光声对

比，检出限可维持在每微升 200个细胞的较低水

平。并且标记粒子的高敏感性和持久的光声对比

使得移植的 5 × 104个MSCs在裸鼠皮下能够进行

持续14 d的可视化监测。

PAI不仅用于活细胞药物给药后的示踪，还使

活细胞药物的精确靶向移植、体内纵向示踪成为

了可能，为进一步对活细胞移植后的活性监测提

供了基础。Donnelly等［51］使用金纳米球成功标记

了MSCs，并利用超声和光声成像实时指导MSCs
注射的针头放置，实现精准递送，改善治疗效果。

Dhada等［52］使用惰性金纳米棒（Au NRs）包覆活性

氧（ROS）敏感的荧光染料（IR775c）作为 PAI成像

造影剂。当 MSCs死亡时，胞内 ROS含量增加，

IR775c的光声信号增强，而Au NRs的光声信号对

ROS不敏感，因此 MSCs的生存情况可以通过

IR775c与 Au NRs光声信号的比值来监测。利用

该技术进行体内研究发现，移植进入小鼠下肢肌

肉的MSCs在 24 h内显著死亡，10 d后大约只剩下

5%的活力。

7 多模态成像技术

每一种成像方式都有其自身的优缺点，单独

采用一种成像方式难以满足活细胞药物体内示踪

要求。因此，结合两种或两种以上的多模态成像

方式可以相互补充，更具应用前景。

Bao等［53］开发了一种结合Au纳米颗粒和萤火

虫荧光素酶（RfLuc）的双重标记策略，在肺纤维化

小鼠模型中对移植的MSCs进行 CT/BLI双模态成

像示踪。BLI可以监测MSCs在体外和体内的生存

情况，灵敏度高。但是在体内的示踪过程会受到

低穿透深度和低空间分辨率的限制，因此配合CT
成像技术，同时记录移植后MSCs的存活、位置和

分布的准确信息。为了实现更灵敏的成像，Harm⁃
sen等［54］设计了一种非基因组标记的，基于 FI/PET
多模态成像的标记策略。利用FI/PET活性纳米探

针标记细胞，以提供基于 PET的高灵敏度、全身成

像，并同时实现广域和高分辨率荧光成像，可以成

功对移植后的 CAR-T细胞全身示踪长达一周。

Hua等［55］构建了荧光/生物发光/拉曼散射（FI/BLI/
SERS）三模态成像，用于示踪MSCs治疗心肌梗死

的体内行为。近红外二区荧光成像和生物发光成

像技术能够动态地评估标记MSCs在体内的分布

和代谢。另一方面，SERS能够在心脏组织中精确

定位标记的MSCs，揭示MSCs分布和迁移模式的

细节。传统的多模态成像探针多采用直接标记的

方法，该方法基于将成像探针主动/被动递送到细

胞内，存在标记效率低、影响细胞活性等缺点。为

了解决这些问题，Lim等［56］利用生物正交标记策

略，对MSCs进行精确标记，利用 FI/MRI双模态成

像，对MSCs在卒中模型鼠大脑中的迁移和分布

开展长达 14 d的精确监测。除了上述介绍的技

术外，在当前的研究中还有 CT/FI［57］、CT/MRI［58］、
FI-MRI［59］、PAI-FI［60］等技术，故多模态成像是克服

单一成像方法不足最高效、实用的策略。

8 结 语

本文总结了各种成像技术用于活细胞药物示

踪的研究进展，各种成像技术的优缺点如表 1所
示。然而单一成像技术的应用往往存在许多的局

限性，不能全面地了解活细胞在体内的动态过程。

在今后的研究中，应该更加注重多种成像技术相

结合，从更多的维度去研究活细胞药物的体内过

程。在各种成像技术中，探针不可或缺，但是当前

所选用的探针普遍存在伴随细胞增殖后稀释、在

细胞的生理活动过程中可能被排出、被其它细胞

非特异性吞噬等问题，导致不能准确提供移植细

胞的体内示踪信息。因此，结合多模态检测的发

展趋势，克服探针现有的弊端，开发新型探针及其

标记技术，将提高活细胞药物体内示踪的准确性

和特异性，促进活细胞药物的体内动态过程研究，

为活细胞药物的研发和临床应用提供科学依据。
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