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·论著·

骨髓间质干细胞移植减轻犬急性脑梗死模型的缺血性脑损伤研究

冷辉林，蔡龙

江西省宜春市人民医院神经内科，江西省宜春市　３３６０００

摘　要：目的　观察骨髓间质干细胞（ＢＭＳＣｓ）对犬急性缺血脑组织的保护作用，并探讨其可能的机制。方法　将 ２４只
成年杂交犬随机分为治疗组及对照组，ＤＳＡ引导下行自体血栓栓塞大脑中动脉闭塞缺血模型制作，并抽取骨髓提取 ＢＭ

ＳＣｓ，传代并给予４’，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）标记；１周后开颅行多点脑内注射 ＢＭＳＣｓ移植；移植后 １周行脑 ＤＷＩ

序列扫描，计算梗死灶体积；４周后将犬处死，每组随机选择 ６只动物取脑标本行 ＴＴＣ染色测定梗死灶体积；另外 ６只动

物进行 ＨＥ染色、ＶＧ染色、ＴＵＮＥＬ染色评价脑损伤情况；免疫荧光染色了解脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）、碱性成纤维生

长因子（ｂＦＧＦ）、胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的表达情况。结果　治疗组梗死灶内广泛存

在 ＤＡＰＩ阳性细胞。治疗组的梗死灶体积明显小于对照组，Ｐ＜０．０１。治疗组梗死灶范围、梗死灶内细胞坏死、胶质增生

和胶质瘢痕均较对照组减轻。治疗组凋亡细胞明显少于对照组，Ｐ＜０．０５。治疗组细胞因子 ＢＤＮＦ、ＢＦＧＦ、ＩＧＦ１和 ＶＥＧＦ

表达阳性的细胞均显著多于对照组。结论　脑梗死后给予 ＢＭＳＣｓ移植，ＢＭＳＣｓ能存活并自行向梗死灶迁移，并发挥脑保

护作用，其机制可能和分泌多种神经营养因子有关。

关键词：骨髓间质干细胞；脑梗死；细胞凋亡；细胞因子
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　　脑缺血后的损伤机制复杂多样，大量研究表
明，干细胞移植对脑缺血损伤可能具有令人鼓舞的

治疗作用。骨髓间质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）除能定向分化成神经组织细
胞［１］外，同时具有分泌脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ
ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、神经生长因子
（Ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）、碱性纤维母细胞生长因
子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）和血管内皮
生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）等
多种神经营养因子的能力［２５］。另外，ＢＭＳＣｓ与其
他干细胞相比，具有易分离、体外扩增能力强、免

疫原性低等优点［６］。ＢＭＳＣｓ移植治疗脑梗死不仅
能减轻脑受损组织的变性坏死，而且还能对受损组

织进行功能和结构的修复，但其作用机制目前仍不

清楚［７］。本实验将研究局部脑组织注射移植 ＢＭ
ＳＣｓ对犬大脑中动脉闭塞模型缺血脑组织的治疗
作用并探讨其可能的作用机制。

１　实验动物
本研究选用实验用成年杂交犬 ２４只，随机分

为治疗组和对照组；两组动物均行经动脉造影指导

下大脑中动脉自体血栓栓塞脑缺血模型制作。

２　方法
２．１　脑缺血动物模型制备及取材
２．１．１　ＢＭＳＣｓ抽取、分离及传代　将实验犬吸入
麻醉后，无菌条件下用骨穿针穿刺实验犬的股骨大

转子，用含肝素钠 ３０００Ｕ的 １０ｍＬ注射器抽取骨
髓 ２ｍｌ，按１∶１加入含有１．０７７ｇ／ｍＬ的 Ｆｉｃｏｌｌ淋巴
细胞 分 离 液 的 离 心 管 中 进 行 密 度 梯 度 离 心

（１５００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ），以尖头吸管小心吸取中间
云雾状细胞层，加入磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗并离
心除去残留 Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液，即得单个核细
胞。将细胞接种于 ２５ｃｍ２ 培养皿，培养基使用
１０％灭活胎牛血清（ＦＢＳ）＋ＤＭＥＭ液，置于 ３７℃、
５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱中培养，３ｄ后换液，以后
每 ２～３ｄ换液。每 ２ｄ用倒置相差显微镜进行观
察、拍照。待培养皿中的原代 ＢＭＳＣｓ生长至 ８０％
汇合后，用含 ０．０２％ ＥＤＴＡ的 ０．２５％胰酶溶液消
化，加入含 ＦＢＳ的培养液终止胰酶作用，以 １∶３～
１∶４进行传代培养。取第 ３或 ４代细胞用于移植，
调整最终浓度为２×１０６／ｍｌ。移植前６ｈ行４’，６
二 脒 基２苯 基 吲 哚 （４’，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎ
ｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）标记，并反复用 ＰＢＳ洗涤，去除游离的
ＤＡＰＩ。

２．１．２　缺血模型制作　实验用犬给予吸入麻醉
后，经股动脉成功置入 ４Ｆ血管鞘，引入微导丝及
１．８Ｆ微导管，顺微导丝将微导管超选进入大脑中
动脉 Ｍ１段起始部，使用自体血栓进行大脑中动脉
栓塞，造影提示大脑中动脉闭塞表示造模成功。

２．１．３　ＢＭＳＣｓ移植　缺血模型成功后 １周，在无
菌条件对实验动物进行 ＢＭＳＣｓ移植手术。吸入麻
醉后对实验犬行去骨瓣手术，在病灶侧给予多点皮

质下注射移植，每个部位剂量为５０μｌ；对照组给予
等剂量 ＤＭＥＭ培养液注射。
２．１．４　脑梗死体积计算　实验动物在 ＢＭＳＣｓ移
植后 １周进行吸入麻醉，后进行头部 ＭＲＩＤＷＩ序
列扫描并计算梗死灶体积。

２．１．５　动物处死及标本取材　实验动物脑缺血
四周后，将两组实验犬分别随机分为两组，一组吸

入麻醉，经心脏进行生理盐水、４％多聚甲醛序贯
灌注固定后断头、取脑组织进行连续切片并行石蜡

包埋，选择含梗死灶中心部位、侧脑室嘴侧及海马

齿状回的脑组织连续 ６μｍ冠状切片，切片贴附于
预处理的载玻片上，用前脱蜡至水。相邻切片分别

行原位细胞凋亡检测及细胞因子脑源性神经营养

因子（ＢＤＮＦ）、碱性成纤维生长因子（ｂＦＧＦ）、胰岛
素样生长因子 １（ｉｎｓｕｌｉｎＬｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ
１）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的免疫荧光染色。
另一组麻醉给予生理盐水灌注后直接处死取脑，脑

组织 －２０℃快速冷冻后进行冠状位连续切片，并
且投入 ２％红四氮唑（ＴＴＣ）溶液，３７℃条件下静置
半小时，间断翻动使其均匀染色；染色后迅速置入

４％多聚甲醛中固定、照相，利用 Ｌｕｘｅｘ．Ｆ图像分析
仪测定每个脑片的梗死面积，根据公式 Ｖ＝ｔ（Ａ１
＋Ａ２＋…Ａｎ）－（Ａ１＋Ａｎ）ｔ／２计算梗死体积，其
中 ｔ为切片厚度，Ａ为梗死面积。
２．２　组织学评估
２．２．１　在荧光显微镜下观察 ＤＡＰＩ荧光情况　了
解荧光的分布即 ＢＭＳＣｓ在病灶内迁移、存活情况，
随机选取皮质、皮质下、底节区各 ５个高倍视野
（１０×４０），计数并比较各个区域内每个视野的
ＤＡＰＩ阳性细胞的平均值。
２．２．２　ＨＥ染色、ＶＧ染色　评估梗死灶的病理学
变化。

２．２．３　细胞凋亡的检测　每个脑标本选择 ３张
脑片进行梗死侧 ＴＵＮＥＬ染色，每张脑片随机选择 ５
个梗死灶周边的高倍视野（１０×４０），计算平均每
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个视野的阳性细胞数（个／视野）。
２．２．４　细胞因子 ＢＤＮＦ、ＢＦＧＦ、ＩＧＦ１和 ＶＥＧＦ的
表达检测　每个脑标本选择 ５张脑片，分别用免疫
荧光染色检测表达细胞因子 ＢＤＮＦ、ＢＦＧＦ、ＩＧＦ１和
ＶＥＧＦ的细胞，每张切片随机选取 ５个高倍视野
（１０×４０）计数表达上述细胞因子的细胞数（个／
视野）；同时在荧光显微镜下观察表达上述细胞因

子的细胞与 ＤＡＰＩ染色阳性细胞的关系。
２．３　统计学分析

全部资料采用 ＳＰＳＳ１８．００软件包分析，各组
计量资料均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。组间均
数比较采用独立样本 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有
统计学意义。

３　结果
３．１　ＤＡＰＩ标记阳性细胞

治疗组，荧光显微镜下可见病侧内大量 ＤＡＰＩ标
记的细胞存在，而对照组无类似细胞出现。治疗组

皮质、皮质下和底节区 ３个不同脑区的高倍视野
ＤＡＰＩ阳性细胞均数分别为 １６．３±３．２、１７．４±２．２
和１５．８±４．６，组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
３．２　ＨＥ染色及 ＶＧ染色病理学观察

ＨＥ染色标本显微镜下观察发现，病变侧脑组
织萎缩，坏死核心区形成中风囊，其周围脑组织中

神经元数量减少。ＶＧ染色发现，对照组可见梗死
处脑组织被胶质细胞和胶质纤维充填，形成胶质瘢

痕，局部脑萎缩，软化灶形成；ＢＭＳＣｓ组可见在移植
部位出现典型的神经细胞样形态学改变，胶质瘢痕

和软化灶减小。

３．３　梗死灶体积
根据磁共振 ＤＷＩ序列和 ＴＴＣ染色进行梗死灶

体积计算发现治疗组梗死灶体积均明显小于对照

组（Ｐ＜０．０１）。见表 １。
３．４　细胞凋亡

每个脑标本选择 ３张脑片进行梗死侧 ＴＵＮＥＬ
染色，每张脑片随机选择 ５个梗死灶周边的高倍视
野，计算平均每个视野的凋亡细胞数。实验发现治

疗组梗死灶周边每个高倍视野凋亡细胞为（８．３±
１．２）／ＨＰ，显著低于对照组的（２５．５±１．９）／ＨＰ
（Ｐ＜０．０５）。见表 １。
３．５　细胞因子检测

通过免疫荧光染色图片与 ＤＡＰＩ图片进行合
并，发现移植的 ＢＭＳＣｓ能产生 ＢＤＮＦ、ＢＦＧＦ、ＩＧＦ１
和 ＶＥＧＦ等多种细胞因子，同时发现对照组中也可

见到少量的表达上述细胞因子的细胞。治疗组各

脑区 ＢＤＮＦ、ＢＦＧＦ、ＩＧＦ１和 ＶＥＧＦ阳性细胞均数较
对照组明显增加（Ｐ＜０．０１）。见表 ２。

表１　治疗组及对照组梗死灶体积及细胞凋亡计数　（ｘ±ｓ）

组别
脑梗死体积（ｍｌ）

ＤＷＩ法 ＴＴＣ法
凋亡细胞（个／ＨＰ）

治疗组 ８．０４±０．４８ ９．５８±０．３６ ８．３±１．２
对照组 １３．７６±０．６６ １６．１６±０．４６ ２５．５±１．９
ｔ ４．５ ４．３ ５．２
Ｐ Ｐ＜０．０１ Ｐ＜０．０１ Ｐ＜０．０１

表２　治疗组与对照组表达细胞因子的细胞数　（个／ＨＰ；ｘ±ｓ）

组别 ＢＤＮＦ ＢＦＧＦ ＩＧＦ１ ＶＥＧＦ
治疗组 ３１．０±６．７ ２９．３±３．８ ３３．２±４．４ ３５．８±５．２
对照组 １３．０±４．５ １２．３±５．８ １５．５±４．９ １７．０±７．９
ｔ ２．８ ４．３ ５．２ ７．１
Ｐ Ｐ＜０．０１ Ｐ＜０．０１ Ｐ＜０．０１ Ｐ＜０．００１

４　讨论
神经干细胞参与脑损伤修复的基础研究为脑

缺血损伤的治疗带来了新的曙光［８］。ＢＭＳＣｓ是来
源于骨髓的非造血干细胞，在适宜的条件下，可以

跨胚层分化成神经细胞。随着 ＢＭＳＣｓ的体外培养
成功、分离纯化、建立细胞系及定向诱导分化等技

术的成熟，ＢＭＳＣｓ移植治疗脑梗死可能性逐步向前
推进［８１１］。与神经干细胞和胚胎干细胞相比，ＢＭ
ＳＣｓ有以下优点：易获得性、体外培养能快速扩增、
可自体移植、免疫耐受性好、能与宿主大脑整合并

长期存活、骨髓细胞可以分泌大量的生长因子和促

血管生长因子。

有研究表明，干细胞移植越 早 进 行 效 果 越

好［８１１］；但也有研究显示，脑梗死早期可能由于局

部水肿、各种兴奋性氨基酸毒性等因素，细胞成活

率较低，１周左右更为合适［１２］。本研究表明，缺血

后 １周进行干细胞移植，一方面移植细胞能够存
活、迁移，同时也能发挥脑保护作用，移植治疗组

脑梗死体积较对照组减少，上述结果对于未来临床

应用具有一定的启示意义。

ＢＭＳＣｓ移植发挥脑缺血损伤的治疗作用，存在
以下几种机制：①干细胞优先归巢到受损组织，从
而促进受损组织修复。②干细胞直接分化为受损
神经组织，整合进入宿主神经环路。③通过分泌多
种细胞因子，通过抑制凋亡、增强神经萌芽、突触

发生、神经传递，促进神经递质的释放。④诱导血
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管发生，促进血管生成。⑤增强脑内新的突触和神
经联系的形成，诱导宿主脑的自塑性。⑥动员内源
性祖细胞归至缺血脑区［１３］。

本研究中，在梗死侧脑组织的皮质、皮质下及

基底节区均能看见 ＤＡＰＩ阳性的 ＢＭＳＣｓ，表明 ＢＭ
ＳＣｓ的确存在向病灶区域归巢的倾向，其机制可能
是因为：一方面，新生的侧枝循环血管内皮功能及

血脑屏障不完整，干细胞更容易向血管外迁移；另

一方面，可能是梗死区域内存在大量的炎症因子及

细胞趋化因子，导致干细胞向梗死灶内迁移。

研究表明，胶质细胞活化会抑制神经轴索和树

突的生长，抑制神经突触的形成，进而阻碍神经修

复［１４］，而这一修复过程可能是神经再支配和神经

功能重塑的重要组织学基础；具体机制可能包括胶

质瘢痕的物理屏障作用及活化的胶质细胞产生的

某些炎症细胞因子及其他分子。Ｓｈｅｎ等［１５］的研究

表明，细胞因子 ｎｅｕｒｏｃａｎ可能同时参与促进胶质细
胞活化和抑制神经轴索生长两个方面，干细胞移植

能够抑制体内外胶质细胞表达该因子。本研究中，

干细胞移植组 ＶＧ染色胶质瘢痕显著小于对照组，
表明 ＢＭＳＣｓ能够减少胶质细胞的活化、增殖，但是
具体机制需要进一步研究。

本研究通过免疫荧光染色表明，干细胞能产生

多种神经营养细胞因子，如 ＢＤＮＦ、ＢＦＧＦ、ＩＧＦ１和
ＶＥＧＦ等，另外在对照组也可见到这些因子的表
达，说明缺血性损伤可能会导致内源性神经干细胞

的活化。既往文献报道细胞因子可能在细胞增殖、

分化、神经突触再生及神经元再网络化等方面发挥

重要作用［１６］，但具体机制如何，尚需进一步研究。

既往脑缺血再灌注模型均采用大鼠及小鼠为

实验对象，得出的结果并不一定适用于人类。本研

究适用成熟的杂交实验犬作为研究对象，比较了影

像学评价梗死灶体积和组织学测量梗死灶体积，发

现二者具有较好的一致性，而影像学检查为无创检

查，能帮助我们减少实验动物的样本量；另外大型

的动物模型得出的结论可能更接近临床实践。
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