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·专论与综述·
干细胞植入缺血大脑后功能研究进展 *
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摘要：目前，干细胞移植在多个中枢神经系统疾病的研究和临床应用中取得突破性进展。其中，干细胞移植治疗脑缺血疾病是细

胞移植治疗研究中最活跃的领域。但是，移植细胞是否具有神经元的功能及细胞移植治疗的机制目前存在很多争议。本文就干细

胞移植治疗缺血性脑疾病后移植细胞的功能和治疗缺血性脑疾病机制的可能途径的研究情况作一综述。
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用健康的细胞取代患病或衰老的细胞的概念,特别是使用

多能干细胞，改变了成熟细胞无法再生的保守观点。由此,干细

胞移植已成为神经科学前沿研究的热点问题之一,并且,在多个

中枢神经系统疾病的研究和临床应用中取得突破性进展。其

中，干细胞移植治疗脑缺血疾病是目前细胞移植治疗研究中最

活跃的领域。但是，移植细胞是否具有神经元的功能及细胞移

植治疗的机制目前存在很多争议[1]。本文就干细胞移植治疗缺

血性脑疾病后移植细胞的功能和治疗缺血性脑疾病机制的可

能途径的研究情况作一综述。

1 干细胞的定义和类型

严格的说, 干细胞最主要的特质是多能潜性和自我更新

的能力。多能性是能够分化成多种细胞类型的功能。因此，干细

胞的功能应能在体内适当的组织重组。自我更新指细胞通过分

裂自己相同的副本，至少有一个分裂子细胞必须具有相同的分

化潜能，作为母代的自我更新。
胚胎干细胞（ESCs）具有最广泛的潜能性。这些细胞，是从

囊胚内细胞团分离出来，并能生发为所有的细胞类型。1998 年

Thomson[1]等首先建立了胚胎干细胞的细胞系。另外，成年哺乳

动物还包含大量的成体干细胞，具有“组织特异性”，倾向于分

化成所在组织的各种细胞，但成体干细胞具有分化转化的能

力，即指在一定条件下生发成另一种组织的特异性细胞的能

力。1999 年 Jackson 等用肌肉来源的干细胞在小鼠体内分化成

各种血细胞[2]。另有研究已证明分化转化难以复制，从而导致这

一现象的普遍不确定性[3]。此外，在某些情况下，体内分化转化

的研究报告某些类型的细胞可与来自无关的成熟器官的细胞

融合[4]。因此，胚胎干细胞目前仍是多能性干细胞的黄金标准。也

有文献报道从小鼠的睾丸组织分离出胚胎干细胞样的细胞[5]，

也许这表明机体成熟器官也可能获得多能干细胞。
最近的研究表明，通过核重编程使终末分化的体细胞成

为诱导多能干细胞(iPS)。Takahashi[6]发现 4 个基因（基因：Oct3
/ 4，SOX2 的和 c - Myc 和 Klf4），足以将小鼠成纤维细胞诱导

成胚胎干细胞样细胞。Wernig 等报告 Parkinson 病模型小鼠体

内 iPS 细胞分化成多巴胺神经元并修正神经缺陷[7]。这些研究

表明 iPS 细胞与胚胎源性胚胎干细胞的行为相同，但 iPS 细胞

在缺血性脑疾病中的作用还有待研究。

2 干细胞移植

干细胞的作用最经常讨论的涉及替换因疾病损失或伤害

的细胞，即“细胞替代疗法”。干细胞体外分化成目的细胞移植

或前分化的细胞前体细胞移植都是可行的方法，或者直接移植

干细胞让它在体内自发分化为所需细胞。
2.1 移植细胞的识别

干细胞移植治疗缺血性脑疾病的一个挑战是能否在干细
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胞移植入中枢神经系统后准确鉴别出存活或者分化成各种分

化型的移植细胞。适用于移植前的许多细胞质或可透过膜的标

记是容易和方便，但他们一旦在大脑中可能出现泄漏，导致误

认宿主细胞作为移植细胞。因此，Cao 等认为需要包括稳定的

转基因标签，物种特异性标志物和非扩散的核标记，例如 BrdU
作为标记[8]。但是，移植后移植细胞死亡释放胸苷类似物并在宿

主细胞分裂期间与之合并[9]。因此，内源性神经干细胞和它们的

后代往往含有移植细胞来源的 BrdU，难以与移植细胞区分。胸

苷类似物所以不能被认为是适当的移植细胞的标记。转基因的

磁共振成像可探测的标记的发展可能允许严格的纵向量化和

移植细胞定位[10]。但是现在看来，即使转基因标记不能作为转

化分化明确的证据。两种细胞的融合可导致成熟细胞携带外源

性无关基因。例如，据报道，神经干细胞可能是多能性的，将神

经干细胞注入发育中的小鼠囊胚后产生的小鼠整个身体的不

同组织表达神经干细胞源性的转基因标记[11]。然而，Ying 认为

神经干细胞与宿主细胞可能大量产生融合，因此上述结论不得

不放弃[4]。所以，同时证明拥有转基因标记和缺乏宿主的遗传物

质可以明确地证实是移植细胞或是转化分化的细胞。
2.2 移植细胞基因的稳定性

体外培养传代的 ESCs 会积累大量的核型异常。这种情况

可能会在成人干细胞加剧，其中，虽然他们可能有些端粒酶表

达，但表达不能足够以防止端粒缩短[12]。因此，大量的核型不稳

定可能导致干细胞在体外培养的广泛期间在某些情况下产生

恶变[13]。为了便于在体外自我更新的同时最大限度地减少发生

的核型变化，众多的研究者赞成使用已传代最小数量和使用特

定的传代技术的细胞[14]。或者通过过表达例如 Ras 的原癌基因

使细胞达到永生，还可以直接过表达端粒酶[15]。永生细胞株往

往选择有利的生长和分化特性，可能与没有经过永生化的神经

干细胞实有实质上不同。例如，永生化神经干细胞系能产生多

巴胺的神经元，而原始神经干细胞一般不能。因此永生细胞株

得出的结果推广到母代干细胞群。有人建议永生细胞系能确保

良好的特点，稳定的细胞;然而，有人则认为，永生化呈现一个

令人无法接受的风险增加以后恶性变可能。为了解决这一问

题，一些研究者培养了在特定的条件下能够永生的细胞系[16]。
最后，任何有基因改造的细胞可能带有破坏参与周期调控的基

因的风险。因此，在临床应用基因改造的细胞之前仔细修饰应

转基因整合位点和细胞行为。
2.3 干细胞移植的模型鼠

Zheng 等[17]从出生后 1-6 天的结合绿色荧光蛋白（GFP）的

转基因新生小鼠的室管膜下区提取多能的纯合区星形细胞干

细胞。这些细胞是胶质纤维酸性蛋白阳性，β-III- 微管蛋白，

NeuN 和成熟神经元标记阴性[18]。24 小时或 5 天之后，多能的

星形胶质干细胞移植到产后 7 天缺血缺氧的 SD 大鼠脑 [17]。
GFP 阳性细胞成功地转化为神经元，β-III- 微管蛋白和 NeuN
阳性，而且位于梗死区并远离注射区。但是这种观察是不定量

的，而且，作者没有说明任何组织学或行为上的改进。
Park[19]等将来自外部新生小鼠小脑的生发层的克隆多能

神经前体细胞与聚合物支架(聚羟基乙酸,PGA)进行体外培养 4
天,制成神经干 / 祖细胞 - PGA 的复合物。在 7 天后把神经干 /
祖细胞 - PGA 的复合物移植入产后 7 天缺血缺氧的 SD 大鼠

脑。移植的神经干细胞不仅分化成神经细胞，少突胶质细胞，星

形胶质细胞，而且移植细胞来源的神经元和宿主细胞来源的神

经元形成神经网络。这种神经网络从胼胝体延长至对侧半球。
虽然 Park 等报告神经功能，如旋转减弱单方面评估，似乎得到

改善，但他们并没有定量分析行为的改善。
Ma[20]等采用 7 d 龄 C57 小鼠进行缺血缺氧，术后第 2～3

天，将用标记 lacZ 基因小鼠 ESCs 来源的神经前体细胞植入小

鼠损伤侧脑室，发现 ESc 来源神经前体细胞移植入缺血缺氧脑

内后，长期存活，主要迁移、分布于受损的海马，且分化为 NF
阳性的神经元，同时病理学检测亦发现细胞移植后受损海马内

的神经细胞数量明显增加。这些植入损伤脑内构成海马结构并

分化为种经元的细胞。可能对改善缺血缺氧小鼠的学习和记忆

功能起到丁重要作用。

3 干细胞移植后细胞功能

3.1 神经干细胞

神经干细胞可以从胚胎和成年哺乳动物中枢神经系统的

许多区域分离出来。在 EGF 和 / 或 bFGF 存在的条件下培养，

神经干细胞能繁殖成细胞增殖集群称为神经球。近期研究表明

神经球，实际上是一个异质细胞的集合包括真正的干细胞，祖

细胞，分化的后代。这是相对于胚胎干细胞，在适当的信号分子

的存在能够保持相当同质的细胞群。神经干细胞可以生成多种

类的神经元也和胚胎干细胞不同。NSCs 基因表达的概况往往

指向神经干细胞在 EGF 和 / 或 bFGF 存在的条件下扩展成神

经球所采用的脑概况。与此相一致，许多情况下试图让神经干

细胞分化成中枢神经系统其他区域的细胞无法成功，例如多巴

胺能神经元，小脑浦肯野细胞和运动神经元等。然而成功的证

实了神经干细胞可以分化为脑中风受影响最常见的部分的细

胞表型，例如皮质投射神经元[21]，中间神经原[22]，海马锥体神经

元[23]。体内实验已证实神经干细胞来源的神经元能逆行标记突

触结合，产生神经元动作电位[21]。最近的研究表明 NSCs 具有更

多样化的命运，包括运动神经元可从单层培养的神经干细胞取

得，最常见的基板上一层粘连蛋白。这可能反映了使用这种技

术维持一个不太成熟的细胞类型的能力。另一研究表明从胚胎

干细胞或幼年或成年大脑来源的神经干细胞可能通过这种技

术保持为放射状胶质细胞[24]。
神经干细胞能分化为神经元，星形胶质细胞，少突细胞，

甚至可能内皮细胞层表明神经干细胞能够取代大部分缺血而

受到影响的细胞类型。但是，临床前研究的实际结果有相当不

同，神经干细胞，包括人类，可以在移植后生存并有一种逐渐过

渡到梗死区域的倾向[25]，产生功能性神经元[21]，可能与宿主细胞

连接[19]。虽然一些研究已经发现后移植到正常非神经源性区域

后神经干细胞分化成神经胶质细胞为主[26]，层粘连蛋白培养的

细胞移植后发现有暴发性的神经分化。大多数研究没有观察到

神经干细胞移植后梗死面积有很大的变化[16,25]。
3.2 胚胎干细胞

胚胎干细胞，其中包括最近介绍 iPS 细胞，包括目前可得

到的最多能的干细胞，能够被分化成各种体细胞类型，包括功

能性神经元[27]和神经胶质[28]。小鼠胚胎干细胞[29]或人胚胎干细

胞[30]来源的体内细胞移植通过电生理证实了突触融合。因此胚

胎干细胞可以为移植提供几乎无限供应所需细胞。然而，体内

移植后胚胎干细胞也形成畸胎瘤。虽然众多的技术提高分化成

神经细胞的百分比，很少有方法产生一个完全同质的细胞群

体，完全没有存在形成畸胎瘤潜在性的未分化细胞。因此，例如

抗生素选择，荧光激活细胞分选等方法经常使用使分化之后的

神经细胞纯化。也许现在最有效的分化方法本质上消除了多能

干细胞在 EGF 和 bFGF 环境下单层增殖时低密度自发分化。由
此产生的细胞与相同培养条件下神经干细胞相比，是否更有效
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仍有待确定。
为了避免畸胎瘤的形成，许多胚胎来源细胞移植的研究

采用定向分化前体神经细胞或神经元的细胞。虽然某些疾病模

型，允许胚胎干细胞生成的细胞类型是神经干细胞很难获得

的，如多巴胺能神经元[30,31]和运动神经元[32]，中风后移植胚胎干

细胞来源的细胞结果与应用脑源性的神经干细胞相似，尽管也

许产生了较高比例的神经元。移植进入缺血脑后，胚胎来源的

神经元符合电生理功能和突触连接的标准[33]。然而，新生的胚

胎来源的神经元和中风后行为学的改善的明确的相关性还有

待证明。
3.3 骨髓和脐血源性细胞

许多移植入缺血脑后有良好效果的多种类型的细胞可从

骨髓获得。脐带血含有丰富的一小部分可以在正常骨髓中发现

的祖细胞，并且，如骨髓，被证明含有多能细胞[34]。骨髓来源细

胞和脐带细胞，特别是包括 CD34 的部分，已被证明急剧减少

梗死面积并改善功能[35]。骨髓基质干细胞（MSCs）或许是在中

风动物模型最常用的骨髓细胞。有几项研究表明，骨髓基质细

胞，如骨髓单个核细胞和脐血细胞，在体外和体内都可生成神

经元[36,37]。颅内或血管注射后都能观察到实质性的功能性益处。
虽然骨髓基质细胞在体外循损伤相关的信号迁移，骨髓基质细

胞似乎在移植到大脑生存度很低[38]。因此，在这个机制下的能

得到的功能利益很渺茫。
虽然原本称为骨髓基质细胞，多能成体祖细胞（MAPCs）

已成为较正常 MSCs 有更大的潜能的骨髓来源细胞[39]。具体来

说，MAPCs 已报告产生所有三个胚层的功能性细胞类型，包括

在体外展现出成熟的电生理特性的神经元[40]。与骨髓基质细胞

一样，MAPCs 已被证实可以改善中风模型鼠的行为学。还有一

些其他的骨髓来源的似于 MAPCs 多能干细胞群类，这些都没

有证实在神经分化后有成熟电生理功能，也没有在缺血性脑损

伤模型中测试。

4 细胞移植的旁分泌效应

另一种以利再生的方法可能是受伤的区域富集周围的环

境。神经营养因子发挥维持和提高中央和外周神经系统的神经

元的特定数量的重要的作用。有报道称几种神经营养因子帮助

拯救神经元和神经损伤的修复。包括神经生长因子（NGF），脑

源性神经营养因子 (BDNF), 胶质细胞源性神经生长因子

(GDNF),胰岛素样生长因子，碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)，
转化生长因子 (TGF)-beta 3, 神经营养素 3 (NT-3),NT-4/5, 和

NT-6。虽然这些神经营养因子也被称为是新生大鼠缺氧缺血后

上调[41]，这似乎是内源性上调不足以支持干细胞神经分化的。
迄今为止，bFGF- 2 似乎是促进新生脑损伤神经再生最有希望

因素。Monfils 等[42]在新生大鼠运动皮质的大脑病变后连续使

用 7 天 50ng/kg 的 bFGF 并观察到治疗组有显著神经恢复和突

触形成。这是伴随着前肢运动的改善。近来，Park 等[43]移植转导

逆转录病毒编码 NT-3 的神经干细胞的亚克隆到新生小鼠单侧

缺氧缺血的脑损伤区域。他们观察神经干细胞来源的神经元与

来自非转导干细胞的神经元数量相比提高了 80%。供体来源的

干细胞分化的神经细胞成功地证明为胆碱能，GABA 能，或谷

氨酸亚型神经元。这些结果表明，在成功的干细胞治疗中调整

损伤周围的环境重要性。

5 问题与展望

综上所述，干细胞移植治疗缺血缺氧模型鼠的效果应该是

确切的。目前的焦点在于移植后神经功能和行为学的改善起主

导因素的是细胞替代作用还是旁分泌作用，或者脑缺血损伤后

内源性神经干细胞的迁移，分化和定居是更重要的因素？移植

细胞在体内的电生理特性，如何整合入神经网络应该是研究的

重点，而且不能仅限于横向比较，更应该纵向比较，记录移植后

相当长的一段时间内的功能变化，这样才能揭示细胞移植的机

制，为临床应用干细胞治疗缺血性脑疾病打下良好的基础。
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