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前言

脑梗死是由于脑血流突然中断导致的脑组织缺血、坏死，

是一种严重危害人类健康的疾病，而且近几年其发病逐渐出现

年轻化的趋势[1-3]。梗死后的神经功能缺陷给患者、家庭及社会

带来沉重的负担和痛苦，如何重建“血管神经单元”来改善神经

功能缺损已经成为现今研究及治疗脑梗死的热点。干细胞移植

在目前脑梗死治疗中成为临床热点，大量的研究显示干细胞对
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摘要目的：观察骨髓间充质干细胞(BMSC)移植对脑梗死大鼠神经功能恢复的影响，并对其相关机制进行探讨。方法：90只大鼠随

机分为 3组：假手术组、对照组、BMSC移植组，每组 30只。对照组和 BMSC移植组建立大鼠大脑中动脉阻塞(MCAO)模型，假手

术组只需要分离大鼠颈部组织，而不造MCAO模型。BMSC移植组在MCAO模型术后 1天经尾静脉注射 1 mL/3× 106 BMSC，对

照组注射同剂量的生理盐水，于 MCAO术后 1 d、3 d、7 d、14 d、21 d、28 d、35 d、42 d、49 d分别对各组大鼠进行神经功能评分

(mNSS)，术后 2个月对 BMSC移植组及对照组大鼠脑组织进行免疫组化染色，检测 MAP2、TUJ1、VIII因子、GFAP的表达情况。

结果：在治疗后的第 7天至第 35天，BMSC移植组 mNSS均显著低于对照组(P＜0.05)。术后 2个月，BMSC移植组MAP2、TUJ1、

VIII因子表达量显著高于对照组，而 GFAP表达量显著低于于 BMSC对照组(P＜0.01)。结论：BMSC移植可以促进脑梗死神经功

能的恢复。
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Research of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell Transplantation for Rat
Cerebral Infarction Recoveryof Neurological Function

To investigate the effect of BMSC transplantation on the recovery of neurological function in rats with

cerebral infarction, and to explore the related mechanism. 90 rats were randomly divided into 3 groups: sham operation group,

control group, BMSC transplantation group, 30 rats in each group. The control group and BMSC transplantation group established

middle cerebral artery occlusion (MCAO) model, the sham operation group only need to separate the cervical tissue of rats, and MCAO

model in the MCAO model operation. After 1 days of BMSC transplantation group by intravenous injection of 1 mL 3× 106 BMSC, the

control group was injected with the same dose of NS in MCAO after 1 D, 3 D, 7 d, 14 d, 21 d, 28 d, 35 d, 42 d, 49 D respectively, the

neurological function score of rats (mNSS), after 2 months of transplantation BMSC group and control group of brain tissue for

immunohistochemical staining, detection of MAP2, TUJ1, VIII factor, the expression of GFAP. In seventh to thirty-fifth days

after treatment, BMSC mNSS transplantation group were significantly lower than the control group (P < 0.05). 2 months after BMSC

transplantation group MAP2, TUJ1, VIII expression level was significantly higher than the control group, while the control group, the

expression of GFAP was significantly higher than that of BMSC group (P < 0.01). BMSC transplantation in order to

promote the recovery of neurological function in cerebral infarction.
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脑梗死后的神经功能缺损有修复作用[4-7]。目前，越来越多的研

究表明骨髓间充质干细胞 (Bone Marrow Mesenchymal Stem

Cell，BMSC)具有向病变部位迁移的特点，并能在脑缺血区域

分化为神经元细胞、血管内皮细胞及星形胶质细胞，整合入损

害区域的脑组织中，从而起到修复神经组织结构，代替受损的

神经组织的作用[8]。但是现阶段干细胞移植治疗多应用于临床

早期，对其疗效的观察也多局限于临床早期，其远期疗效相关

研究极少。本实验设计相比较传统研究延长了实验时间，观察

BMSC移植对脑缺血大鼠早期神经功能恢复及远期 MAP2、

TUJ1、VIII因子、GFAP表达的影响，旨在明确 BMSC移植对脑

梗死远期神经功能恢复的有效性。

1材料和方法

1.1 材料与仪器

骨髓间充质干细胞由广州赛业生物技术有限公司提供；

H-DMEM培养基购自美国 Hyclone公司；胎牛血清购自美国

Gibco公司；兔抗大鼠 GFAP多克隆抗体购自北京博奥森生物

技术有限公司；兔抗Ⅷ因子多克隆抗体购自 SANTA CRUZ生

物技术公司；兔抗 TUJ1多克隆抗体、兔抗 MAP2多克隆抗体

购自美国 abcam公司；免疫组化染色试剂盒购自北京中杉金

桥生物技术有限公司；流式细胞检测仪购自美国 BEC-

TON-DICKINSON公司；细胞培养箱购自日本 SANYO公司，

倒置相差显微镜、数码图像采集系统购自购自日本 Olympus

公司。

1.2 实验动物

健康雄性 SD大鼠 100只，体重约 240-270 g，由大连医科

大学实验动物中心提供。清洁级，常温饲养，自由摄食饮水。实

验中动物处置方法符合动物伦理学要求。骨髓间充质干细胞：

广州赛业生物技术有限公司(货号：RASMX-01101)。

1.3 实验方法

1.3.1 脑缺血模型的建立 应用线栓法建立大脑中动脉模型，

大鼠用 10%水合氯醛腹腔注射进行麻醉(3 mL/kg)确定麻醉成

功后，正中切开颈前皮肤，分离颈总动脉 /颈外动脉及颈内动

脉，动脉夹夹闭颈总动脉近端及颈外动脉，再用血管夹夹闭颈

内动脉及椎动脉。短暂性脑缺血在颈外动脉近颈总动脉分叉部

约 2-3 mm处剪一小口，插入 8-0尼龙纤维线段，送至颈内动脉

近端后松开血管夹并向前继续推送直到遇到阻力不能前进为

止。扎紧 ICA及椎动脉。假手术组大鼠只分离出颈总动脉 /颈

外动脉 /颈内动脉及椎动脉，不做栓塞处理[9]。

1.3.2 实验动物的分组及干预 将 90只大鼠随机分为 3 组

（n=30），⑴ 假手术组：只做颈部切开处理，分离颈总动脉、颈外

动脉和颈内动脉，不做栓塞处理。⑵ 对照组：栓塞右侧大脑中动

脉，术后 24h给予大鼠尾静脉注射生理盐水 1 mL，不做细胞移

植。(3)BMSC移植组：术后 24小时，给予大鼠经尾静脉移植

3× 106/mL的骨髓间充质干细胞 1 mL。2个月时对大鼠脑组织

进行免疫组化染色。

1.3.3 大鼠神经功能测定 移植后 1、3、7、14、21、28、35、42、

49天对各组大鼠进行神经功能检测，采用改良神经功能缺损

量表(mNSS)评分，包括对大鼠运动、感觉和反射检查，总分 18

分：0分表示神经功能正常；1-6分提示轻度神经功能缺损；7-12

分提示中度神经功能缺损；13-18分提示重度神经功能缺损[10]。

1.3.4 脑组织 HE染色 移植后 2个月，将各组大鼠用过量

10%水合氯醛腹腔注射麻醉，灌注断头取脑，将脑组织切成 4

滋m厚的切片，放入苏木精水溶液中染色 3-5 min，1%的盐酸酒

精分化 20s，伊红染色，梯度酒精脱水、透明、封片，于显微镜下

观察各组组织坏死情况。

1.3.5 脑组织免疫组化染色 将各组脑组织切片加一抗，兔抗

大鼠抗 GFAP多克隆抗体 1：50、兔抗大鼠抗MAP2、TUJ1、VIII

因子多克隆抗体 1：100，过夜，加抗兔生物素化二抗，37℃孵

育，1小时，滴加链亲和素标记 HRP，37℃孵育，30 min，DAB显

色，常规封固后进行图像分析，光镜下进行细胞计数。

1.3.6 主要观察指标 大鼠 mNSS评分；脑组织细胞排列情况

及MAP2、TUJ1、VIII因子、GFAP的表达水平。

1.4 统计学处理

所有数据均采用 SPSS17.0统计软件进行统计分析，两样

本均数进行比较时用均数± 标准差(x± sd)表示，采用 student t
检验，以 P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 BMSC表面标记物的流式鉴定

细胞复苏、培养，扩增和传代后，细胞贴壁生长 24小时后

可见细胞伸展出伪足呈多边状，48小时左右的时候，细胞生长

呈长梭形外观。此后细胞呈克隆样生长，与主轴方向一致，核椭

圆形。流式检测第 8代 BMSC表面抗原，结果表明 BMSC的阳

性标记物 CD29和 CD90表达较高，分别为 84.7%± 0.95%和

99.7%± 0.95%，均大于 70%，阴性标记物 CD45表达较低，只能

表达 0.4%± 0.24%，小于 0.5%。

2.2 BMSC移植对脑梗死大鼠神经功能的影响

GFP-BMSC经尾静脉移植到大鼠脑梗死区后，BMSC移植

组大鼠神经功能缺损症状有明显改善。BMSC移植组动物在治

疗后的第 7天、第 14天和第 21天神经功能缺损评分显著低于

对照组，差异具有统计学意义(P＜0.05)；且在第 21天时，BMSC

移植组动物神经功能基本恢复至正常；而在治疗后的第 28天

和第 35天 BMSC移植组仍显著优于对照组，差异仍具有统计

学意义(P＜0.05)。BMSC移植组和对照组在术后的第 6周和第

7周神经功能恢复至正常，组间无统计学差异 (P＞0.05)(见图

1、表 1)。

2.3 BMSC移植对脑梗死大鼠脑组织形态的影响

三组动物脑组织石蜡切片进行 HE染色结果显示：假手术

组脑组织染色均匀，无梗死灶；BMSC移植组脑组织可以发现

有较小梗死灶；对照组可以发现较大的梗死灶(见图 2)。

2.4 BMSC移植对脑梗死大鼠脑组织 MAP2、TUJ1、VIII 因子

及 GFAP表达的影响

对术后两个月后的各组动物脑组织进行免疫组化染色，分

别计数 50个视野下MAP2、TUJ1、VIII因子及 GFAP阳性细胞

数量，计数结果见表 3。并对不同组间神经、血管标记物进行统

计分析，BMSC移植组MAP2、TUJ1和 VIII因子表达显著高于

对照组；而对照组星形胶质细胞标记物 GFAP表达显著高于其

余 BMSC组，差异具有统计学意义(P＜0.01)(见图 3及表 3)。
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Group Prior Post 3d Post 7d Post 14d Post 21d Post 28d Post 35d Post 42d Post 49d

BMSC 9.15± 0.09 9.03± 0.10 7.91± 0.21 4.91± 0.03 2.44± 0.08 1.12± 0.09 0.25± 0.06 0.21± 0.07 0.14± 0.03

Control 9.13± 0.12 9.10± 0.08 8.11± 0.02* 7.27± 0.17* 5.87± 0.12* 3.29± 0.24* 2.19± 0.12* 1.08± 0.11 0.15± 0.05

表 1骨髓间充质干细胞移植对脑梗死大鼠 mNss评分的影响

Table 1 Effect of bone marrow mesenchymal stem cells transplantation on the mNss score of rats with cerebral infarction

注：与对照组比较，P*＜0.05。

Note: compared with the control group, P* < 0.05.

图 1各组不同时间神经功能缺损评分

Fig. 1 neurological deficit score at different time in each group

注：BMSC移植组、对照组均随着时间推移 mNSS评分不断降低，在第

7-35天 BMSC移植组下降明显。

Note: BMSC transplantation group, the control group with time mNSS

score continued to decrease, in the first 7-35 days BMSC transplantation

group decreased significantly.

图 2 各组动物的脑组织标本

Fig. 2 Brain tissues of each group of animals.

注：肉眼观察假手术组脑组织染色均匀，无梗死灶；BMSC移植组脑组织可以发现有较小梗死灶；对照组可以发现较大的梗死灶。

Note: The brain tissue was evenly stained and there was no infarction in the sham operation group. The brain tissue of BMSC transplantation group could

be found with smaller infarction foci. The control group can find a larger infarction.

3 讨论

骨髓间充质干细胞(BMSC)是一种来源于骨髓的多能干细

胞，在特定的诱导条件下可以分化为中胚层的组织细胞，还可

以跨胚层向外胚层及内胚层来源的组织细胞分化, 进入人体

后，可自动到达受损部位[11-14]。BMSC对脑梗死大鼠具有神经保

护作用，可能通过分泌一些神经保护因子如 NGF和 BDNF参

与神经修复，对脑梗死神经功能的恢复有促进作用[15-17]。目前，

细胞治疗缺血性脑卒中仍然局限于组织学的发现，移植的 BM-

SC如何修复缺失的神经功能尚未清楚。国外还有报道血管新

生在脑梗死功能恢复中起着至关重要的作用，对脑梗死患者的

神经细胞功能恢复有促进作用[18，19]。Zacharek等[20]发现 BMSC

能够通过诱导 Angiopoietin1/Tie2和 VEGF/Flk1信号转导通路

促进脑卒中后血管新生。Canazza等[21]利用放射自显影技术发

现在新皮质区损伤后 BMSC移植能够显著提高体觉皮层和丘

脑的葡萄糖代谢率。Michiyuki等[22]利用 PET/CT监测到 BMSC

移植后缺血脑组织葡萄糖代谢率治疗后较治疗前增加了 15%。

这种改变认为与 BMSC移植显著抑制梗死周围新皮质区的葡

萄糖转运体的病理性上调有关。脑组织中葡萄糖转运体主要是

位于内皮细胞和神经元的 GLUT1和 GLUT3，在脑组织缺血时

通过上调 GLUT1和 GLUT3来确保对脑组织葡萄糖的供给。

而 BMSC移植治疗脑梗死时很可能是移植的细胞代替了受损

的神经元和内皮细胞、释放神经营养因子来维持葡萄糖转运体

的功能，保证了脑组织能量供应，进而促进神经功能恢复。也有

研究显示移植的 BMSC能够在脊髓中降解细胞外基质并且大

量促进神经突生长，减少胶质瘢痕的形成。星形胶质细胞在中

枢神经系统损伤后具有抗损伤作用，并能够为神经元的支持、

保护起到重要作用，为神经、血管新生提供有利的环境，但是

Loddick[23]等认为过度活化的胶质细胞可以释放大量细胞因子

损伤神经元，因此有效的控制星形胶质细胞增殖，使其最大程

度上发挥发挥神经元的保护作用也是十分必要的。多项研究表

明 BMSC移植促进神经功能恢复是通过多种机制来完成的，

这也是今后干细胞移植治疗脑梗死研究的重点[24]。

本研究结果显示随着时间的推移，BMSC移植组及对照组

的大鼠神经功能都可以恢复至正常水平，但是移植组大鼠

nMSS下降程度在术后早期即第 7 d明显低于对照组，提示其

神经功能改善优于对照组，而且在第 4周移植组大鼠的神经功
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Group TUJ-1 MAP2 VIII factor GFAP

BMSC 112.25± 27.17 109.55± 18.59 116.30± 3.92 93.00± 5.79

Control 95.55± 14.83 102.55± 12.02 102.45± 6.37 141.95± 12.37

表 2 TUJ-1, MAP2, VIII因子和 GFAP阳性细胞数量（个 /50视野）比较

Table 2 Comparison of the number of TUJ-1, MAP2, VIII factor and GFAP positive cells

注：与对照组比较，P＜0.01。

Note: compared with the control group, P < 0.01.

能就基本恢复至正常水平，明显提前于对照组的第 6周，这些

数据均显示 BMSC移植能够显著促进大鼠脑梗死后的神经功

能缺损症状的尽快恢复。此外，以往相关实验多局限于 BMSC

移植后的早期神经修复，后期变化很少被关注，而本研究发现

虽然在 6-7周移植组及对照组的大鼠神经功能都已经恢复至

正常水平，但是 BMSC移植组在 2个月时MAP2、TUJ1和Ⅷ因

子表达还是明显高于对照组，可以推测在术后 2个月时移植组

的神经细胞及血管内皮细胞的修复状况要好于对照组，而 BM-

SC组 GFAP表达明显低于对照组，同样可以推测干细胞移植

抑制了胶原纤维的过度增生，这些指标的变化说明术后 2个

月，BMSC移植组和对照脑梗死大鼠神经缺损症状基本恢复，

无显著差别，但是免疫组化结果却显示二者神经、血管再生能

力仍有差别。

既往研究设计时间均较短，未能观察到神经功能的恢复与

MAP2、TUJ1、Ⅷ因子及 GFAP表达水平高低的先后顺序，本实

验完善了这项内容，本课题组将继续深入探讨相关内容，以寻

求干细胞移植在脑梗死患者恢复后期对神经功能的可能影响。

另外通过本实验结果还得出干细胞移植治疗能够下调 GFAP，

抑制胶质纤维增生，在神经损伤的早期适度的胶质增生可以促

进神经修复，但是过度增生形成胶质瘢痕会阻碍神经的修复，

因此我们应该严格评估干细胞移植的最佳时间，这样才能达到

最好的移植效果，这也是我们今后需要关注的重点。
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