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骨髓基质干细胞移植改善慢性酒精中毒大鼠脑损害的相关机制研究 *

刘 蕾 胡 建 董 凤 徐 晔 夏 炎 吴 铮
（哈尔滨医科大学附属第一医院精神卫生中心 黑龙江哈尔滨 150001）

摘要 目的：探讨骨髓基质干细胞（bone marrow stormal cells, BMSCs）静脉移植对慢性酒精中毒大鼠脑保护作用的相关机制。方

法：体外分离、培养、扩增 SD大鼠 BMSCs。成年雄性 SD大鼠随机分为慢性酒精中毒组、BMSCs回输组、磷酸缓冲盐溶液（phos-

phate buffer saline，PBS）回输组和对照组，每组 7只。前三组用酒精灌胃 8周建立慢性酒精中毒动物模型，对照组不造模（给予蔗

糖灌胃），BMSCs回输组和 PBS回输组于造模 7周时一次性经尾静脉回输 BMSCs或 PBS。免疫印迹法检测海马 Bcl-2、Bax、

NGF、BDNF以及信号转导分子 p-Akt的表达；反转录 PCR检测海马神经生长因子（nerve growth factor, NGF）和脑源性神经营养

因子（brain derived neurotrophic factor, BDNF）。结果：BMSCs回输组海马抗凋亡蛋白 Bcl-2表达高于其余三组（P<0.05）；促凋亡蛋

白 Bax表达低于慢性酒精中毒组（P<0.01），与对照组无统计学差异（P=0.989）。BMSCs回输组鼠海马内 NGF和 BDNF mRNA和

蛋白表达、p-Akt蛋白表达均高于其余三组（P<0.05）。结论：静脉移植 BMSCs能够明显改善慢性酒精中毒大鼠海马的细胞凋亡；

其可能与自或旁分泌 BDNF和 NGF营养因子有关，且可能部分是通过激活 PI3K/Akt通路实现。

关键词：骨髓基质干细胞；慢性酒精中毒；凋亡；神经营养因子；PI3K/Akt通路

中图分类号：R-33；Q593.2；R331.2；R741.02 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2019）11-2041-05

Effect and Mechanism of Intravenous Bone Marrow Stromal Cells
Transplantation Against Chronic Ethanol-induced Brain Damage in Rats*

To investigate the effect and mechanism of intravenous bone marrow stromal cells (BMSCs) transplantation

against chronic ethanol-induced brain damage in rats. BMSCs from rats were isolated, cultured and identified in vitro. Male

Sprague-Dawley rats (n=28) were randomly divided into four groups: chronic ethanol group, BMSCs group, PBS group and control

group, BMSCs or PBS were intravenously injected to the rats of BMSCs or PBS group at the 7th week after ethanol gavage, respectively.

The expression of Bcl-2, Bax, and phospho-Akt in hippocampus were evaluated by immunoblot. Nerve growth factor (NGF) and brain

derived neurotrophic factor (BDNF) protein and mRNA expression in hippocampus were analysed by immunoblot and reverse transcrip-

tase-polymerase chain reaction (RT-PCR), respectively. We observed that transplated BMSCs significantly reduced the Bax ex-

pression (P<0.01) and increased Bcl-2 expression (P<0.05) in hippocampus of ethanol-fed rats. We also found BMSCs transplantation

was able to induce upregulaton of NGF of BDNF in hippocampus of ethanol-fed rats at mRNA and protein levels (P<0.05). In addition,

we discovered that the phospho-Akt expression was increased in hippocampus of BMSCs transplated rats than that in other three groups

(P<0.01). Intravenous BMSCs transplantation is able to shield rat cell apoptotic impairment from chronic alcoholism by au-

tocrine/paracrine of neurotrophic factors, which is involved in PI3K/Akt activation, at least partially.
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前言

长期大量饮酒可以导致大脑结构和功能发生改变，特别是

认知功能相关的脑区，如海马等区域，而引起严重甚至不可逆

的认知功能损害，但目前临床上尚缺乏有效的治疗办法[1]。骨髓

基质干细胞（bone marrow stormal cells, BMSCs）作为一种具备

很强的自我更新能力和分化潜能，且具有低免疫原性、可以来

源于自体、易于扩增等优点的成体干细胞受到广泛关注[2,3]。动

物和临床研究报道 BMSCs移植可以改善多种神经系统疾病的

功能障碍，如帕金森病、脑缺血、阿尔茨海默病、脑外伤、肌萎缩

侧索硬化、多发性硬化、脊髓损伤等[4-11]，证实了 BMSCs在中枢

神经系统疾病的应用潜力。但是，关于干细胞治疗在酒精中毒
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方面的研究鲜有报道。本团队前期研究初步发现 BMSCs能够

改善慢性酒精中毒大鼠模型的认知功能，本研究将进一步探讨

BMSCs治疗慢性酒精中毒所致脑损害的可能机制。

1 材料与方法

1.1 动物实验模型建立及处理

清洁级健康雄性 SD大鼠（230-250 g）28只（北京维通利华

实验动物中心），随机分为慢性酒精中毒组、BMSCs回输组、

PBS回输组、对照组 4组，每组 7只。BMSCs回输组、PBS回输

组和慢性酒精中毒组大鼠建立慢性酒精中毒模型。用蒸馏水和

无水乙醇配置成 50%（V/V）的乙醇溶液，由低剂量（4 g/(kg·d)）

到高剂量（8 g/(kg·d)）逐渐加量每天灌胃 1次，共 8周。对照组

每天给予与慢性酒精中毒组灌胃酒精热量相等的蔗糖水灌胃

8周。BMSCs回输组和 PBS回输组，于酒精灌胃 7周末分别一

次性将 1× 107 个 BMSCs/ 只或等量的磷酸盐缓冲液（phos-

phate buffer saline，PBS）通过尾静脉回输体内，此后 1周继续酒

精灌胃。各组大鼠均于灌胃 8周后处死，断头分别取左右侧海

马组织，-80℃保存。

1.2 BMSCs分离、培养、扩增

取 SD幼鼠 1只，10%水合氯醛过量麻醉，无菌条件下取双

侧股骨和胫骨，暴露骨髓腔，吹打并收集骨髓。将收集的骨髓用

骨髓基质干细胞培养液（美国 R&D）制成单细胞悬液接种于塑

料培养瓶，置 CO2培养箱中培养并传代扩增。传至 3~4代后收

集备用。

1.3 RT-PCR检测 NGF和 BDNF mRNA表达

向左侧海马组织中加入 Trizol裂解液（美国 Sigma）后匀

浆，提取总 RNA，紫外分光光度计测定 RNA的浓度。按反转录

试剂盒（日本 Takara）说明书进行 cDNA合成，以逆转录所得的

cDNA 为模板进行 PCR 扩增。BDNF 上游引物 5'-TCCCTG-

GCTGACACTTTTGAG-3'，下游引物 5'-ATTGGGTAGTTCG-

GCATTGCG-3'；NGF 上游引物 5'-CTGGACTAAACTTCAG-

CATTC-3'，下游引物 5'-TGTTGTTAATGTTCACCTCGC-3'；

茁-actin上游引物 5'-ATGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGC-3'，

下游引物 5'-AGCATTTGCGGTGCACGATGGAGGG-3'（引物

均由上海宝生生物工程公司设计合成）。经琼脂糖凝胶电泳，成

像结果用 Gel Image System软件分析。

1.4 Western blotting 检测 Bcl、Bax、NGF、BDNF 和 p-Akt 蛋白

表达

向右侧海马组织中加入含有蛋白酶抑制剂的 RIPA裂解

液 200 滋L（上海碧云天公司），12000 r/min离心 5 min。凝胶电

泳分离后，转移至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉 37℃封闭 1 h，一抗

（Bcl-2、Bax、BDNF、NGF、p-Akt、Akt，茁-acting 或 GAPDH,美国

SANTA-CRUZ Biotechnology Inc.），4 ℃孵育过夜。翌日二抗

（北京中山金桥）室温杂交 1 h，用碱性磷酸酶显色，结果用

Band-scan5.0软件分析。

1.5 统计学处理

用 SPSS17.0进行统计分析。RT-PCR和免疫印迹结果多组

比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD法。检验水

准琢=0.05，双侧检验。

2 结果

2.1 骨髓基质干细胞培养

原代细胞贴壁生长，多为扁平多角形、三角形或梭形。传代

后细胞增殖速度加快，2~3 d即长满培养瓶底，代数增加，细胞

形态多较均一，为长梭形，并呈漩涡或束状排列生长，见图 1。

2.2 海马组织中凋亡相关蛋白（Bcl-2和 Bax）表达

抗凋亡蛋白 Bcl-2（F=375.081，P<0.001）和促凋亡蛋白

Bax（F=73.003，P<0.01）表达的组间差异有统计学意义。BMSCs

回输组与 PBS回输组和慢性酒精中毒组相比较，海马内 Bcl-2

表达升高（P<0.01），较对照组略有升高（P=0.03）；BMSCs回输

组海马内 Bax的表达则低于慢性酒精中毒组和 PBS 回输组

（P<0.01），与对照组没有统计学差异（P=0.989）。见图 2。

2.3 海马组织营养因子（NGF和 BDNF）表达水平

RT-PCR 检测结果示，NGF（F=108.985，P<0.01）与 BDNF

（F=86.451，P<0.01）表达的组间差异有统计学意义。BMSCs回

输组与 PBS回输组和慢性酒精中毒组相比较，海马内 NGF和

BDNF 表达均增高（P<0.01），与对照组比较，NGF（P<0.01）和

BDNF（P=0.025）表达量也增加。见图 3A与 B。Western blotting

检测结果示，NGF（F=447.075，P<0.01）与 BDNF（F=51.011，

P<0.01）表达组间差异有统计学意义。BMSCs回输组大鼠海马

内 NGF和 BDNF表达较 PBS回输组和慢性酒精中毒组均增

加（P<0.01），与对照组比较，NGF（P<0.01）和 BDNF（P=0.043）

表达量也增加。见图 3C与 D。

2.4 海马组织中 p-Akt表达

p-Akt表达各组间差异有统计学意义（F=52.631，P<0.01）。

与 BMSCs回输组和对照组相比，PBS回输组和慢性酒精中毒

组 p-Akt表达减少（P<0.01），且 BMSCs回输组高于对照组

（P<0.01）。见图 4。

3 讨论

长期大量饮酒可以导致明显的智力、记忆功能障碍，其症

状与边缘系统的海马等部位密切相关[1,12]，研究报道对于酒精，

海马部位神经元比其他部位更为敏感[13]。本团队前期研究通过

图 1 P3代骨髓基质干细胞（200×）

Fig.1 Normal P3 BMSCs (200 × )
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图 3各组大鼠海马 NGF和 BDNF mRNA和蛋白表达水平

注：A为 RT-PCR（NGF和 BDNF）代表图谱；B为 RT-PCR结果统计图；C为Western blotting（NGF和 BDNF）代表图谱；D为Western blotting结果

统计图。

1为对照组；2为慢性酒精中毒组；3为 BMSCs回输组；4为 PBS回输组；5为Maker。

#与 PBS回输组比较，P<0.01；△ 与慢性酒精中毒组比较，P<0.01；**与对照组比较，P<0.01；*与对照组比较，P<0.05。

Fig.3 RT-PCR and Western bolting analysis of NGF and BDNF in all groups

Note: A. Representative bands for NGF and BDNFmRNA expression; B. Densitometry of the RT-PCR analysis; C. Representative bands for NGF and

BDNF protein expression; D. Densitometry of the Western blotting analysis.

(1) Control group; (2) Ethanol group; (3) BMSCs group; (4) PBS group; (5) Maker.

#P<0.01 vs PBS group; △ P<0.01 vs Ethaol group; **P<0.01 vs Control group; *P<0.05 vs Control group.

图 2 各组大鼠海马 Bcl-2和 Bax蛋白表达水平

注：A为Western blotting（Bcl-2和 Bax）代表图谱；B为Western blotting结果统计图。

1为对照组；2为慢性酒精中毒组；3为 BMSCs回输组；4为 PBS回输组。

#与 PBS回输组比较，P<0.01；△ 与慢性酒精中毒组比较，P<0.01；**与对照组比较，P<0.01；*与对照组比较，P<0.05。

Fig.2 Western bolting analysis of Bcl-2 and Bax in all groups

Note:A. Representative bands for Bcl-2 and Bax protein expression; B. Densitometry of the Western blotting analysis.

(1) Control group; (2) Ethanol group; (3) BMSCs group; (4) PBS group.

#P<0.01 vs PBS group; △ P<0.01 vs Ethaol group; **P<0.01 vs Control group; *P<0.05 vs Control group.
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图 4 各组大鼠海马磷酸化 Akt和总 Akt的蛋白表达水平

注：A为Western blotting（p-Akt和总 Akt）代表图谱；B为Western blotting结果统计图。

1为对照组；2为慢性酒精中毒组；3为 BMSCs回输组；4为 PBS回输组。

#与 PBS回输组比较，P<0.01；△ 与慢性酒精中毒组比较，P<0.01；**与对照组比较，P<0.01；*与对照组比较，P<0.05。

Fig.4 Western boltting analysis of p-Akt and total Akt in all groups

Note: A. Representative bands for p-Akt protein expression; B. Densitometry of the Western blotting analysis.

(1) Control group; (2) Ethanol group; (3) BMSCs group; (4) PBS group.

#P<0.01 vs PBS group; △ P<0.01 vs Ethaol group; **P<0.01 vs Control group; *P<0.05 vs Control group.

行为学检测发现长期饮酒导致大鼠学习记忆功能减退，而静脉

回输 BMSCs则能明显缓解长期酒精暴露造成的认知功能缺

陷，初步证明移植 BMSCs治疗慢性酒精中毒性认知功能损害

具有可行性。其他学者在 BMSCs治疗酒精依赖方面也做了尝

试，Israel等近期研究发现给予自由摄入 10％乙醇 3个月的大

鼠脑室内单次注射 BMSCs可以抑制维持条件下和复发性的酒

精摄入，证实了 BMSCs在酒精滥用障碍治疗中的可行性及未

来的价值[14]。但该研究采用的移植途径是脑室内注射，要通过

有创手术进行移植，这很可能对器官造成二次损伤，且需要较

高的操作技巧，而本研究经血管移植操作简单，更加适合未来

临床的应用。

BMSCs究竟在脑内是如何发挥作用的呢？Bcl-2家族蛋白

分子在细胞凋亡中起重要的调控作用，其成员可分为作用相反

的两类蛋白，即抗凋亡蛋白（如 Bcl-2、Bcl-XL）和促凋亡蛋白

（如 Bax、Bad和 Bik等）。有研究者发现长期酒精暴露可以使体

外培养的海马神经元和神经细胞系（SY5Y）细胞内 Bcl-2表达

减少，Bax表达增加 [15,16]，Ergul等发现慢性酒精中毒大鼠脑内

Bax表达上调，Bcl-2表达下调，从而介导细胞死亡[17]。与之类

似，本研究发现长期大量饮酒可导致大鼠海马 Bax 上调和

Bcl-2下调，证明凋亡参与慢性酒精中毒引起的细胞死亡过程。

更重要的是，本研究发现 BMSCs可以明显逆转该现象，初步证

实 BMSCs对体内长期酒精暴露的神经细胞具有抗凋亡，促进

存活的作用。

BMSCs确切的治疗机制至今尚未阐明，越来越多证据表

明，其机制与自分泌或旁分泌细胞因子或营养因子密切相关，

如 BDNF、NGF、碱性成纤维细胞生长因子 (Basic fibroblast

growth factor，bFGF)、血管内皮生长因子 (vascular endothelial

growth factor，VEGF)等，而这些因子在治疗方面能够发挥很多

药理学作用[18-20]。它们除了具有神经营养作用外，在损伤的环境

下还具有神经保护作用，包括抗凋亡、抗氧化和抑制自噬等[21-23]。

在本研究中，BMSCs回输组大鼠海马内 NGF和 BDNF的 mR-

NA和蛋白水平均明显升高，提示 BMSCs治疗可以促进大鼠

脑内营养因子表达，与以往的一些研究结果一致[18-20]。因此，推

测 BMSCs可能通过自分泌或旁分泌一些营养因子使细胞内抗

凋亡能力上调，改善长期饮酒导致的认知功能损害。但 BMSCs

促分泌功能并非仅限于本文中所提到的营养因子，还有很多具

有抗凋亡作用的营养因子，甚至是细胞因子的存在，本研究只

是试探性的筛选，而对于其他更多因子的发现还需要更加深入

研究。

PI3K/Akt（phosphatidylinositol-3-kinase/Akt）信号通路具有

调节细胞增殖、迁移、存活、分化、凋亡等多种生物学功能，是细

胞存活相关通路之一。有研究报道，激活细胞内的 PI3K/Akt通

路能够明显减少异丙酚诱导的海马神经元凋亡[24]。本研究发现

长期酒精作用可导致神经细胞 p-Akt表达明显减少，说明酒精

可能通过灭活该存活通路而造成细胞损伤，这与 Yan等研究结

果一致[25]。另有研究报道 BDNF和 NGF可通过与神经元表面

特异性受体结合，进一步激活神经元内 PI3K/Akt通路，阻止神

经元凋亡[26,27]。本研究发现 BMSCs移植能明显逆转慢性酒精中

毒导致的 p-Akt减少，并能进一步促进 PI3K/Akt通路激活。因

此，可以推论 BMSCs的抗凋亡作用可能部分是通过促进脑内

神经营养因子分泌而激活 PI3K/Akt存活通路完成的。

总之，本研究证实同种异体移植 BMSCs可以改善慢性酒

精中毒大鼠海马的凋亡性损伤，可能通过自分泌或旁分泌营养

因子产生抗凋亡作用，而且还在分子水平上发现其保护作用可

能与 PI3K/Akt通路的激活有关。本研究结果不仅为慢性酒精

中毒性脑损害乃至其他精神疾病的防治开辟了新的途径，还为

未来临床治疗打下了良好的理论基础。然而，BMSCs作为具有

强大应用前景的治疗方法，在其作用机制研究还太少，不能排

除其他分子或代偿机制或是多层次相互调节作用的参与，这些

疑问则有待于进一步研究解决。
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