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干细胞移植对大脑中动脉闭塞模型

鼠脑组织 ｍｉＲ３４ａ及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的影响

周成芳，黄春兰，汤永红
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摘　要：目的　观察骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）移植对缺血再灌注损伤后大鼠脑组织ｍｉＲ３４ａ和ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的影响，探
讨 ＢＭＳＣｓ移植的抗凋亡和神经保护作用机制。方法　将１９２只大鼠随机分为空白组、模型组、ＰＢＳ液移植组和干细胞移

植组；采用改良 Ｌｏｎｇａ线栓法制作大鼠大脑中动脉闭塞再灌注（ＭＣＡＯ）模型；通过尾静脉注射法行干细胞移植；改良大鼠

神经功能缺损评分（ｍＮＳＳ）评估神经功能缺损；免疫组化检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达；实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测 ｍｉＲ３４ａ的表

达。结果　干细胞移植组的神经功能缺损评分在１２ｈ、１ｄ时与模型组比较无明显差异（Ｐ＞０．０５）；３ｄ、７ｄ时明显低于

模型组（Ｐ＜０．０５）。干细胞移植组的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性细胞率在各时间点均显著高于模型组（Ｐ＜０．０５）。干细胞移植组的

ｍｉＲ３４ａ表达量在各时间点均显著低于模型组（Ｐ＜０．０１）。结论　大鼠脑缺血 －再灌注损伤可致病灶区 ｍｉＲ３４ａ的表达

上调；干细胞移植可明显改善脑缺血 －再灌注大鼠的神经功能；移植干细胞可能通过下调病灶区 ｍｉＲ３４ａ和上调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ

的表达发挥抗凋亡及神经保护作用。
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　　ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白是细胞凋亡网络激活后产生的关
键抗凋亡蛋白，它通过抑制病变组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白水解酶的作用，切断凋亡下游通路，发挥抗凋

亡作用。ｍｉＲ３４ａ是一种已经被证实的促凋亡微
小 ＲＮＡ［１］，实验证实，癫痫持续状态后大鼠海马神
经元中 ｍｉＲ３４ａ的表达显著高于正常，造成海马区
神经元的大量凋亡［２］。国内外均有文献［３］提示 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ可能是 ｍｉＲ３４ａ的靶基因，ｍｉＲ３４ａ通过负性
调控 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的生成，调控细胞凋亡的病理生
理过程：Ｃａｏ等［４］研究发现，胃癌细胞系 ＨＧＣ２７的
ｍｉＲ３４ａ的表达水平明显低于正常细胞，促进了
ＨＧＣ２７细胞系的凋亡；进一步研究发现转染了
ｍｉＲ３４ａ的 ＨＧＣ２７细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的表达明显
低于未转染细胞，证明 ｍｉＲ３４ａ通过靶向调控 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ的表达来调控胃癌细胞的凋亡过程。胡猛
等［５］发现向肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２转染 ｍｉＲ３４ａ后，
ＨｅｐＧ２细胞的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达下调，凋亡细胞增
加。

脑缺血 －再灌注后，缺血半暗带的神经元迟发
性死亡（ｄｅｌａｙｅｄｎｅｕｒａｌｄｅａｔｈ，ＤＮＤ）是导致病情加
重、恶化的重要因素，细胞凋亡是 ＤＮＤ的主要形
式。在上述文献证据的支撑下，我们推测：脑缺血

再灌注损伤后，缺血敏感区脑组织高表达 ｍｉＲ
３４ａ，导致 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的产量下降，是造成缺血区
脑细胞凋亡的机制之一。来自基础实验及临床研

究的大量资料证实干细胞移植对缺血性脑损伤具

有保护作用［６，７］，但其发挥神经保护作用的具体机

制尚不完全清楚。干细胞移植的神经保护作用机

制是否与调节 ｍｉＲ３４ａ及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的生成有
关？本实验通过研究干细胞移植对缺血再灌注损

伤大鼠脑组织 ｍｉＲ３４ａ及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的影响，探
讨干细胞移植的抗凋亡和神经保护作用。

１　材料和方法
１．１　动物及试剂

生长 ４５～５５ｄ左右的健康雄性 ＳＤ大鼠 １９２
只，体重约 ２５０～３００ｇ左右，由南华大学动物实验
部提供。

ＲＮＡｓｔｏｒｅ试剂、ＴＲＮｚｏｌＡ＋总 ＲＮＡ提取试剂、
ＦａｓｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链合成试剂盒、ｍｉＲｃｕｔｅｍｉＲＮＡ
荧光定量检测试剂盒均购至天根生化科技有限公

司；ｍｉＲ３４ａ的引物序列为 ＦＰｒｉｍｅｒ：ＡＧＣＣＧＣＴＧ
ＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡ、Ｒ Ｐｒｉｍｅｒ： ＣＡＧＡＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ
ＴＡ，内参 Ｕ６的引物序列为 ＦＰｒｉｍｅｒ：ＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴ

ＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴ、ＲＰｒｉｍｅｒ：ＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧ，
引物、内参 Ｕ６、目的茎环引物均由上海吉码制药有
限公司设计合成，并且经过验证、商品化、已经通

过多个科研机构使用和认可；兔抗鼠 ｓｕｒｖｉｖｉｎ抗体
（一抗）、免疫试剂盒（带 ＤＡＢ，二抗）由武汉博士
德生物工程有限公司生产；骨髓间充质干细胞

（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）由南华
大学附属第二医院生物细胞中心惠赠。

１．２　方法
１．２．１　动物模型的制备及成功模型的判定　采
用文献中描述的改良 Ｌｏｎｇａ线栓法［８］创建大鼠大脑

中动脉闭塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）
再灌注模型。采用 ５分制评分法对造模后的大鼠
进行评分：无神经损伤症状（０分）；不能完全伸展
对侧前爪（１分）；向对侧转圈（２分）；向对侧倾倒
（３分）；不能自发行走，意识丧失（４分）。评分为
０分和 ４分的大鼠排除出实验，评分为 １～３分的
大鼠为造模成功模型。

１．２．２　实验分组及处理　随机将大鼠分为 ４组：
空白组、模型组、ＰＢＳ液移植组和干细胞移植组。
空白组：接受造模过程中的皮肤切开，分离暴露颈

动脉等手术操作，但不行动脉栓塞；模型组：参照

文献复制［８］ＭＣＡＯ模型，造模成功后，不做其他处
理；ＰＢＳ液移植组：ＭＣＡＯ造模成功后６ｈ经尾静脉
注射 ＰＢＳ液（１ｍｌ）；干细胞移植组：造模成功后６ｈ
采用尾静脉注射法移植 ＢＭＳＣｓ（１ｍｌ，含 １×１０６个
干细胞）。各组分别于缺血 －再灌注后 １２ｈ、１ｄ、
３ｄ、７ｄ进行相应指标的观测。
１．２．３　尾静脉注射方法　ＰＢＳ液移植组和干细胞
移植组在造模成功后 ６ｈ，将大鼠置于固定器内，
露出鼠尾，热水浸泡及酒精涂擦处理后，选择一条

扩张最明显的尾静脉作为穿刺静脉。

１．２．４　神经功能缺损评分　参照改良大鼠神经
功能缺损评分（ＭｏｄｉｆｉｅｄＮｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌＳｅｖｅｒｉｔｙＳｃｏｒｅ，
ｍＮＳＳ）细则对实验大鼠的神经功能进行评分，最大
分值 １８分。
１．２．５　动物处死及标本的制备　四组大鼠于各
观测时间点随机抽取 ６只，腹腔注射 ３％戊巴比妥
钠（１ｍｌ／ｋｇ）行腹腔注射麻醉。用于 ＰＣＲ检测的
大鼠直接断头取脑，在冰面上分离右侧缺血区脑组

织，置于去酶 ＥＰ管中，加入 １０倍体积的 ＲＮＡｓｔｏｒｅ，
于 ４℃浸泡过夜后，转入 －２０℃冰箱中长期保存；
用于制备免疫组化切片的大鼠麻醉后，开胸暴露心
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脏，右心耳剪口，左心室内穿刺进针，快速灌注生

理盐水２００ｍｌ后，继续灌注 ４％多聚甲醛约３００ｍｌ，
大鼠四肢强直后拔出穿刺针，迅速断头，取出完整

脑组织浸泡于 ４％多聚甲醛中固定 ２４ｈ，用于制备
石蜡切片。

１．２．６　免疫组化检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白　脑组织经甲
醛固定，常规石蜡包埋，以缺血灶为中心连续冠状

切片，脱蜡、水化，微波加热修复后，滴加山羊血清

封闭 ２０ｍｉｎ，继之滴加一抗 ４℃孵育过夜。滴加
ＳＡＢＣ液 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎ后，ＤＡＢ显色、苏木精复
染、梯度脱水、封片、显微镜下观察计数阳性细胞

数并拍片。

１．２．７　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ｍｉｃｒｏＲＮＡ３４ａ　
脑组织于液氮中研磨成粉状，以每 ３０～５０ｍｇ组织
加入 １ｍｌＴＲＮｚｏｌＡ＋的比例加入 ＴＲＮｚｏｌＡ＋混匀，
经异丙醇沉淀后获得总 ＲＮＡ；根据第一链合成试
剂盒的操作步骤逆转录合成 ｃＤＮＡ第一链；根据荧
光定量检测试剂盒的操作说明行荧光定量检测，所

使用的引物及内参 Ｕ６由上海吉码制药有限公司
设计合成。采集荧光数据后，使用 ２ΔΔＣＴ法计算 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ３４ａ的相对表达量。
１．３　统计学分析

使用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件处理数据。用均数 ±
标准差（ｘ±ｓ）表示计量资料，正态性及方差齐性
检验用 ＫＳ、Ｌｅｖｅｎｅ检验；均数的比较，多组间用单
因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两组间比较用
ＬＳＤｔ检验；总体率的比较用 χ２检验。设 а＝０．０５
为检验标准，当 Ｐ＜０．０５时认为差异具有统计学
意义。

２　结果
２．１　神经功能缺损评分

模型组、ＰＢＳ液移植组和干细胞移植组在各时
间点神经功能缺损评分均高于空白组（Ｐ＜０．０１）；
模型组与 ＰＢＳ液移植组神经功能缺损评分在各时
间点差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；１２ｈ、１ｄ时
干细胞移植组与模型组、ＰＢＳ液移植组神经功能缺
损评分比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；３ｄ、
７ｄ时干细胞移植组神经功能缺损评分明显低于模
型组和 ＰＢＳ液移植组（Ｐ＜０．０５）。见表 １。

表１　各组在各时间点神经功能缺损评分比较　（ｘ＋ｓ）

组别 １２ｈ １ｄ ３ｄ ７ｄ
空白组 ０±０．００ ０±０．００ ０±０．００ ０±０．００
模型组 ９．８３±２．０４＃ １５．１７±１．４７＃ １２．１７±２．２３＃ １０．８３±１．４７＃

ＰＢＳ液移植组 ９．６７±１．９７＃ １５．００±１．６７＃ １２．００±２．１０＃ １１．００±２．３７＃

干细胞移植组 １０．００±２．５３＃ １３．３３±２．１６＃ ８．３３±１．２１＃ ６．８３±０．７５＃

　　注：＃表示与空白组比较，Ｐ＜０．０１；表示与模型组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　免疫组化检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达
模型组、ＰＢＳ液移植组和干细胞移植组在各时

间点 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达均明显高于空白对照组（Ｐ＜
０．０１）；模型组在各时间点 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达与 ＰＢＳ液移

植组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；干细胞
移植组在各时间点 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达均显著高于模型组
和 ＰＢＳ液移植组（Ｐ＜０．０５）。见表 ２、图 １、图 ２。

表２　各组脑组织ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性细胞数　（ｘ＋ｓ；％）

组别 １２ｈ １ｄ ３ｄ ７ｄ
空白组 ０±０．００ ０±０．００ ０±０．００ ０±０．００
模型组 １１．００±２．６１＃ １９．１７±３．７６＃ ３１．００±３．０３＃ １３．００±２．６１＃

ＰＢＳ液移植组 １０．６７±２．１６＃ ２０．００±３．４６＃ ３２．３３±４．１８＃ １４．３３±３．１４＃

干细胞移植组 １６．３３±２．１６＃ ２９．００±５．４８＃ ４４．８３±３．７６＃ ２５．００±４．６０＃

　　注：＃表示与空白组比较，Ｐ＜０．０１；表示与模型组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ｍｉＲ３４ａ的表达
模型组、ＰＢＳ液移植组和干细胞移植组在各时

间点脑组织 ｍｉＲ３４ａ相对表达量均明显高于空白对
照组（Ｐ＜０．０１）；模型组在各时间点脑组织 ｍｉＲ３４ａ

相对表达量与 ＰＢＳ液移植组比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）；干细胞移植组在各时间点脑组织
ｍｉＲ３４ａ相对表达量均显著低于模型组和 ＰＢＳ液
移植组（Ｐ＜０．０１）。见表 ３、图 ３。
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图 １　各组大鼠脑组织 ＨＥ染色（×４）。Ａ：空白对照组；Ｂ：１２ｈ模型组；Ｃ：１２ｈ干细胞移植组；Ｄ：１ｄ模型组；

Ｅ：１ｄ干细胞移植组；Ｆ：３ｄ模型组；Ｇ：３ｄ干细胞移植组；Ｈ：７ｄ模型组；Ｉ：７ｄ干细胞移植组。
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图 ２　各组大鼠脑组织免疫组化（×４０），箭头所示为 ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性细胞。Ａ：空白对照组；Ｂ：１２ｈ模型组；Ｃ：１２ｈ

干细胞移植组；Ｄ：１ｄ模型组；Ｅ：１ｄ干细胞移植组；Ｆ：３ｄ模型组；Ｇ：３ｄ干细胞移植组；Ｈ：７ｄ模型组；

Ｉ：７ｄ干细胞移植组。
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图 ３　内参 Ｕ６、ｍｉＲ３４ａ的扩增曲线及溶解曲线。Ａ：内参 Ｕ６扩增曲线；Ｂ：ｍｉＲ３４ａ扩增曲线；Ｃ：内参 Ｕ６溶解

曲线；Ｄ：ｍｉＲ３４ａ溶解曲线。
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表３　各组各时间点脑组织ｍｉＲ３４ａ相对表达量比较　（ｘ＋ｓ）

组别 １２ｈ １ｄ ３ｄ ７ｄ
空白组 １．１１８７±０．１２４１ １．１１８７±０．１２４１ １．１１８７±０．１２４１ １．１１８７±０．１２４１
模型组 ４．７６９８±０．２５６９＃ ３．７３０５±０．２９８５＃ ３．０６９７±０．２０６７＃ ２．６８９８±０．１９９８＃

ＰＢＳ液移植组 ４．７３８８±０．２１４７＃ ３．７７０５±０．２３７８＃ ２．９７８２±０．２１５３＃ ２．６６８２±０．１８７９＃

干细胞移植组 ４．０５３２±０．２０８２＃ ２．８３３８±０．２３９１＃ ２．５５２５±０．１１０１＃ ２．０４３８±０．２６０８＃

　　注：＃表示与空白组比较，Ｐ＜０．０１；表示与模型组比较，Ｐ＜０．０１。

３　讨论
大量研究资料证实干细胞移植对脑缺血 －再

灌注损伤具有保护作用，其可以通过修复替代受损

神经元、改善病灶局部微环境等［９－１１］众多机制发挥

神经保护作用。我们的实验数据显示，干细胞移植

组 ３ｄ后的神经功能缺损评分明显低于模型组，再
次证实干细胞移植可改善脑缺血 －再灌注大鼠的
神经功能，对缺血性脑损伤具有一定的保护作用。

但是通过横向比较干细胞移植对神经功能缺损评

分、ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白、ｍｉＲ３４ａ表达的影响，我们发现，
干细胞移植组与模型组、ＰＢＳ液移植组比较，神经
功能缺损评分在 １２ｈ、１ｄ均无明显差异，直到 ３ｄ
时才出现显著性下降，这与以往研究者得出的结论

一致［１２，１３］，但是 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白及 ｍｉＲ３４ａ的表达从
１２ｈ开始各实验组就出现了显著性差异。出现神
经行为学症状的改变滞后于脑组织内代谢物质变

化的原因可能是，疾病症状的恢复涉及体液及病灶

微环境的改善、细胞功能的修复、缺失细胞的再生

替代等诸多机制，因而滞后于分子生物学水平所检

测的单一观测指标的改变。

促凋亡 ｍｉＲ３４ａ是否参与脑缺血 －再灌注损
伤这一病理生理过程，目前国内尚未有文献报道。

我们的实验结果显示在缺血 －再灌注损伤后 ｍｉＲ
３４ａ的表达量明显升高，证实了 ｍｉＲ３４ａ参与了脑
缺血 －再灌注这一病理生理过程。分析各实验组
的数据结果，模型组 ｍｉＲ３４ａ及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表
达水平均明显高于空白组，说明缺血 －再灌注损伤
后，脑组织中的促凋亡通路及抗凋亡通路均处于激

活状态；干细胞移植干预使 ｍｉＲ３４ａ的表达下调
后，ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达水平升高，表明 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白
的表达水平与 ｍｉＲ３４ａ的表达水平呈负相关关系。
干细胞移植干预后，促凋亡 ｍｉＲ３４ａ的表达量下
降，抗凋亡 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的生成量相应增多，最终大
鼠的神经功能缺损评分明显下降，提示移植干细胞

可能通过下调病灶区 ｍｉＲ３４ａ、上调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白
的表达发挥抗凋亡作用。

但上述结论仅是我们研究的初步成果，需要进一

步通过荧光素酶和 βｇａｌ双荧光报告系统检测 ｍｉＲ
３４ａ对 ｓｕｒｖｉｖｉｎ是否存在靶向调控作用，从而阐明
ｍｉＲ３４ａ能否通过靶向调控 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达实现
对缺血 －再灌注损伤后神经元迟发性死亡进行调控。
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ａｎｄｔｈｅｒａｐｙｏｆｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｅｓ：ａｓｔａｔｅｏｆｐｌａｙ．Ｓｔｅｍ

ＣｅｌｌｓＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０１３，２（４）：２８４２９６．

［７］　杨柳．干细胞移植治疗缺血性脑卒中患者 １０例安全

性及短期疗效观察．辽宁中医药大学，２０１３．

［８］　ＬｏｎｇａＥ，ＷｅｉｎｓｔｅｉｎＰ，ＣａｒｌｓｏｎＳ，ｅｔａｌ．Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅｍｉｄｄｌｅ

ｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙ： ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｗｉｔｈｏｕｔｃｒａｎｉｅｃｔｏｍｙｉｎ ｒａｔｓ． Ｊ

Ｓｔｒｏｋｅ，１９８９，２０（１）：８４９１．

［９］　ＹａｎｇＨＱ，ＺｈａｎｇＲＨ，ＤｕＬ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｕｄｙｏｆｕｍｂｉｌｉｃａｌ

ｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ

ｉｎｊｕｒｙ．ＰｒｏｇＭｏｄＢｉｏｍｅｄ，２０１２，１２（３）：５１８５２１．

［１０］ＨｓｕＹＣ，ＣｈｅｎＳＬ，ＷａｎｇＤＹ，ｅｔａｌ．Ｓｔｅｍｃｅｌｌｂａｓｅｄｔｈｅｒａ

ｐｙｉｎｎｅｕｒａｌｒｅｐａｉｒ．ＢｉｏｍｅｄＪ，２０１３，３６（３）：９８１０５．

［１１］ ＫｉｍＳＵ，ＬｅｅＨＪ，ＫｉｍＹＢ．Ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｂａｓｅｄｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｆｏｒｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ．Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１３，

３３（５）：４９１５０４．

［１２］汤永红，王芳．骨髓间充质干细胞移植对缺血性脑卒

中大鼠 ＩＬ１０、ＴＧＦＢ１表达的影响．中华医学会第十

七次全国神经病学学术会议，２０１４．

［１３］谢帆．ＢＭＳＣｓ移植对缺血性脑卒中大鼠 ＩＬ１β、ＴＮＦα
表达的影响．南华大学，２０１４．
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