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摘要 目的:研究骨髓间充质干细胞( MSC)对大鼠脑缺血再灌注损伤的治疗机制。方法: 20 只Wistar 大鼠随机分为对照组

和MSC 治疗组。应用 GFP阳性MSC,再灌注 1d后经尾静脉注射 MSC( 1 106) , 对照组则注射 PBS。采用线栓法建立脑缺血再灌

注模型。术后每天由双盲于试验组的研究人员应用爬杆计分法评定大鼠神经功能。缺血 2h 再灌注 8d 取脑组织, 用免疫组织化

学方法检测脑组织中 bFGF的表达。结果: MSC治疗组大鼠的神经功能缺损评分明显低于手术组和对照组 ( P< 0. 05 )。MSC 治

疗组缺血侧缺血周边区脑组织中观察到 GFP阳性与 bFGF免疫组化染色阳性细胞。结论: 经尾静脉给予的 MSC 可促进脑缺血再

灌注大鼠的运动功能恢复; bFGF表达升高, 可能是MSC 脑保护作用机制之一。
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ABSTRACT Objective: To investigate the mechanism of mesenchymal stem cells ( MSCs) treating cerebral Ischemia- reperfusion in

jury of wistar rats. Methods: 20 Wistar rats were randomly divided into control group, MSC- treated group. One day after the reperfusion, 1

x106 MSC were injected via tail vein and the same dose of the PBS was given to the control group. Cerebral ischemia reperfusion model was estab

lished with the suture method. 8 days reperfusion was given to the rats, after 2 hours of middle cerebral artery occlusion ( MCAO) , whose cere

bral tissues were obtained. The neurological deficits of the rats were evaluated by the blind investigator of the research every day with the modified

neurolog ical Severity Score Points. The MSC were detected by Laser Scanning Confocal Microscopy and the basic fibroblast growth factor ( bFGF)

expression was detected by immuno- histochemistry. Results: The score of neurological impairment in the MSC- treated group was significantly

lower than that in the control group ( P< 0. 05) , with GFP and bFGF immunochemical stain positive cells around the ischemic brain. Conclu

sion: MSC given via tail vein can promote motor function recovery of cerebral Ischemia reperfusion rat. The increase of expression may be one of

the MSC s neuro- protective mechanisms.
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骨髓间充质干细胞( MSC)是一种来源于骨髓的,非造血干

细胞,具有很强的增殖能力和可能的多向分化潜能。研究证

明,MSC 在体内、体外可以分化为神经元样细胞和神经胶质样

细胞。碱性成纤维细胞生长因子( bFGF)是最重要的神经营养

因子之一,脑缺血再灌注损伤后表达升高, 而给予促进内源性

或给予外源性 bFGF 是治疗脑缺血的一种重要的、可行且可靠

的方法。通过尾静脉将MSC 移植到大鼠脑缺血再灌注损伤模

型大鼠体内, 观察脑组织中 MSC 的分布、bFGF 的表达, 探讨

MSC 是否有脑保护作用及其机制。

1 材料和方法

1. 1 MSC的提取、培养和鉴定方法

1. 1. 1 骨髓基质细胞的分离、原代和传代培养: 用表达 GFP

的wistar大鼠用来提供 BMSCs。MSCs 的分离, 吸入麻醉后, 拉

颈处死大鼠,无菌操作取出双侧股骨、胫骨, 用 PBS 清洗干净,

除去股骨近端和胫骨远端, 暴露骨髓腔, 然后去除另一端骨

骺,用 18 号针在骨端生长面开一个小孔,用注射器将 IMDM 培

养液( Iscove s Modified Dulbecco Medium: IMDM 含 10%的胎牛
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血清、100U/ ml PenicilinG、100ug/ ml Streptomycin) ,收集冲洗出来

的骨髓。用注射器反复抽吸以打散组织成为细胞悬液, 1000

转/分离心 10分钟。用含 10%胎牛血清的 IMDM 培养液重新

悬浮沉淀的细胞, 吹散后计数。将稀释后的细胞接种到细胞

培养的瓶中,接种密度 1 104个细胞/ cm2。于 37 5% CO2 及

饱和湿度的二氧化碳培养箱内培养, 5 日后观察细胞生长情

况。

1. 1. 2 MSCs 的扩增: MSCs 原代接种 5 日后更换培养液, 弃去

未贴壁细胞, 3日换取一次。细胞培养第 6~ 7 日可传代。吸

去培养液, PBS冲洗两遍, 将贴壁的、接近融合的 MSC 用含 0.

01% EDTA的 0. 25%胰酶室温消化 3Min, 加入新的培养基, 用

吸管冲下细胞混匀, 按 1: 2 的比例传代。

1. 1. 3 细胞移植: 缺血再灌注损伤后 24 小时, 实验动物随机

分为 2组。首先 1. 5~ 2. 0%异氟烷吸入麻醉, 然后对照组( n

= 10) 经尾静脉注射 PBS 500 l; 治疗组含 BMSCs1 106 +

PBS500 l( n= 10) , 治疗后观察 4小时。

1. 2 实验动物分组和模型制作

体质量为 250- 300g 的雌性健康Wistar大鼠 20 只,随机分

为对照组和MSC 治疗组, 每组 10 只; 采用线栓法建立大鼠大

脑中动脉缺血再灌注损伤模型, MSC 治疗组和对照组在缺血

2h再灌注 l d 后经颈外动脉注入 1 10
6
MSC 悬液或等体积的

PBS。于MCAO 后8d取脑。模型制作成功的大鼠行为学观察
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采用爬杆记分法进行神经功能缺损评分。术后每天观察、评

分。

1. 3 标本收集

采用经左心 4 40g/ L多聚甲醛法后灌注, 取大鼠嗅球后

6~ 11mm 的脑组织,制成蜡块, 切片, 每切 7 张取 1 张切片, 共

5 张切片,进行 HE 染色和免疫组织化学染色。

1. 4 免疫组织化学

严格按照说明书操作, 以 PBS 代替一抗作对照。兔抗大

鼠 bFGF 多克隆抗体,免疫组化染色试剂盒为武汉博士德生物

工程有限公司。

1. 5 统计学处理

实验结果用 SPSS l0. 0 进行统计分析,结果用 x s 表示。

以 P< 0. 05具有统计学意义。

2 结果

2. 1 神经功能缺损评分

对照组和 MSC 治疗组在脑缺血再灌注 1d 后在爬杆试验

中神经功能评分达到高峰, 组间无统计学差异; 再灌注 3d 和

5dMSC 治疗组大鼠神经功能恢复明显好于手术组和对照组,

神经功能评分明显低于对照组( P< 0. 05) , 5d 后 2 组之间无差

异(见表 1)。

表 1 对照组与治疗组神经功能评分的比较

Table. 1 The score of neurologic funct ion between the cont rol group and MSC

treatment group

组别 1d 3d 5d

对照组 17. 5 2. 2 12. 8 2. 5 7. 7 2. 6

MSC治疗组 16. 9 2. 4 10. 6 2. 3* 4. 5 2. 5*

* 与对照组比较 P< 0. 05
* Compared with the control group, P< . 05.

2. 2 脑组织HE染色

对照组镜下见大量神经细胞变性、坏死, 胞体皱缩, 核固

缩,碎裂, 溶解,胞浆浓缩红染,间质水肿明显, 炎症细胞浸润;

MSC 治疗组神经细胞变性、坏死数量减少与程度明显减轻(图

1)。

2. 3 免疫组化结果

bFGF免疫组化:对照组和 MSC 治疗组均可见到 bFGF 阳

性细胞,免疫阳性细胞主要位于缺血侧大脑皮质和海马等处,

其中MSC 治疗组 bFGF阳性细胞明显多于手术组和对照纠(图

2)。

对照组(HE 400)

Control group(HE 400)

MSC组(HE 400)

MSC group(HE 400)

附图 1 低倍镜下(HE 40) :对照组梗死灶边缘清晰;MSC治疗组梗死灶边缘模糊,无明显分界。高倍镜下( HE 400) :图片均选自梗死灶中

央区,对照组脑组织变性坏死程度较重,不见正常神经元,组织高度水肿,神经毡崩解;MSC组脑组织变性坏死程度较轻,神经元水肿,可见到固缩

神经元,组织水肿,神经毡较完整。

对照组( 400)

Control group( 400)

MSC治疗组( 400)

MSC group( 400)
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2. 4 荧光显微镜下,迁移至缺血侧大脑皮质和海马处的 GFP

阳性的MSC,图中比例尺为 20 m。

The appearance of GFP posit ive MSC cells home at the ischemic cortex and

hippocampus damaged region under fluorescence microscopy. Scale bar= 20 m

in picture.

3 讨论

骨髓间充质干细胞( MSC)是骨髓中非造血实质细胞的干

细胞, 能够分化成多种细胞。实验证实[ 1, 2] , MSC 可分化为神

经元样细胞和胶质样细胞。在本实验中, 我们应用 MSC 经尾

静脉移植治疗大鼠脑缺血再灌注损伤, 大鼠的神经功能恢复

明显优于对照组, 提示 MSC 具有肯定的神经保护作用, 这为

MSC 治疗缺血性脑血管病提供了证据。

bFGF 是一种具有多种生物活性的神经营养因子, 在大鼠

局灶性缺血再灌注损伤中表达明显升高。bFGF可缩小梗死体

积,促进神经功能恢复[ 3]。在本实验中, bFGF 免疫组化单染发

现,MSC 移植治疗组脑组织中 bFGF 的表达明显高于对照组。

因此,MSC 可通过提高 bFGF 的表达减轻神经功能缺严, 发挥

脑保护作用。bFGF 的具体保护机制可能在于以下几点。首

先, bFGF能够促进神经元存活和突起生长, 是神经胶质细胞和

血管内皮细胞的促有丝分裂原[ 4, 5]。

胶质细胞产生并释放各种营养因子, 有助于神经元和其

他细胞存活和增殖。内皮细胞分化、毛细血管增生使侧支循

环形成, 从而改善局部血供, 促进缺血病灶恢复[ 6]。其次,

bFGF可调节血管舒缩状态和局部脑血流量[7, 8]。再次, bFGF

与受体特异性结合后,激活酪氨酸激酶降低谷氨酸受体蛋白

和Ca2+ 结合蛋白等的表达而减少 Ca2+ 内流,拮抗缺氧、兴奋

性氨基酸、自由基等的损害而保护神经元[ 9]。最后, bFGF还可

阻止迟发性神经细胞死亡和(或)促进新的神经元芽生和突触

形成[ 10,11]。国内外的实验证实, 脑缺血再灌注损伤发生时

bFGF 还具有抗凋亡作用。

总之, MSC作为一种新型的干细胞对大鼠脑缺血再灌注

损伤具有切实可靠的保护作用。根据本试验, 我们考虑其脑

保护作用与促进神经细胞分泌 bFGF, 进而减少神经细胞凋亡

有关。
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