
书书书

·６７８　　 ·
第二军医大学学报　２０１０年６月第３１卷第６期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｕｎ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．６

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．００６７８ ·短篇论著·

神经干细胞移植抑制缺血再灌注大鼠脑内星形胶质细胞的激活和炎症反应
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　　［摘要］　目的　观察神经干细胞（ＮＳＣｓ）移植对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）和炎症因子（ＩＬ
１β、ＴＮＦα）表达的影响，探讨其可能的作用机制。方法　大鼠随机分为脑组织缺血再灌注损伤模型组（ＭＣＡＯ组）和神经干细胞
移植组（ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组），每组１６只，干细胞移植后进行神经功能损害评分（ＮＳＳ），采用蛋白质免疫印迹法和免疫组织化学法

检测脑组织ＧＦＡＰ表达，蛋白质免疫印迹法检测脑组织ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达。结果　移植后２周、４周神经功能评分显示
ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组显著优于 ＭＣＡＯ组（Ｐ＜０．０５）；ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组Ｎｅｓｔｉｎ、Ｂｒｄｕ阳性细胞数多于 ＭＣＡＯ组（Ｐ＜０．０５），ＧＦＡＰ阳

性细胞数显著少于 ＭＣＡＯ组（Ｐ＜０．０５）；ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组ＩＬ１β、ＴＮＦα表达水平显著低于 ＭＣＡＯ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＮＳＣｓ
移植可能通过抑制脑组织星形胶质细胞的激活、降低脑内炎症反应对大鼠缺血再灌注损伤脑组织发挥保护作用。

　　［关键词］　神经干细胞移植；大脑中动脉阻塞；胶质纤维酸性蛋白；炎症
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　　星形胶质细胞（ａｓｔｒｏｃｙｔｅ，ＡＣ）是中枢神经系统的免疫细

胞，其被激活后会成为反应性 ＡＣ，既具有保护神经元的作

用［１］，也能分泌细胞毒因子、炎症因子、活性氧、活性氮等损害

神经元［２３］。炎症反应是缺血性脑组织损伤的主要病理机制，

脑缺血损伤炎症反应早期出现的细胞因子是ＴＮＦα、ＩＬ１β，抑

制炎症是治疗脑血管疾病的主要策略之一。神经干细胞

（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）具有一定的保护脑神经的功能，利用

其替代受损的神经细胞具有重要的应用前景［４］。因此，本研

究以脑缺血再灌注大鼠动物模型作为研究对象，观察ＮＳＣｓ移

植对缺血再灌注脑损伤的影响，并探讨其可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要仪器及试剂　ＴＣ２３２３型二氧化碳培养箱（美国

Ｓｈｅｌｄｏｎ公司）、江湾ＩＣ型动物脑立体定向仪（上海奥尔科特

生物有限公司）、ＣＸＲＦＬ２落射荧光显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）、ＸＳＺＤ 型倒置生物显微镜 （重庆光学仪器厂）。

ＤＭＥＭ／Ｆ１２、Ｂ２７、ＤＨａｎｋｓ液、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公

司；ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＮＧＦ购自美国Ｓｉｇｍａ公司；多聚赖氨酸、小

鼠抗ＢｒｄＵ、兔抗大鼠 Ｎｅｓｔｉｎ、免疫组化ＳＡＢＣ试剂盒、ＤＡＢ
显色试剂盒、ＳＡＢＣＣｙ３、ＳＡＢＣＦＩＴＣ均购自武汉博士德生

物工程有限公司。ＧＦＡＰ、ＩＬ１β、ＴＮＦα多克隆抗体购自福

建麦新生物科技有限公司。

１．２　动物分组及处理　新生２４ｈＷｉｓｔａｒ乳鼠、雄性 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠（２５０～３２０ｇ）均购自佳木斯大学实验动物中心。雄性

Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为２组（ｎ＝１６）：脑组织缺血再灌注损伤

模型组（ＭＣＡＯ 组）和神经干细胞移植组（ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ

组）。

１．３　ＭＣＡＯ模型的制备　所有大鼠均参照文献［５６］制备

ＭＣＡＯ模型：将长６ｃｍ，直径０．２６ｍｍ的尼龙鱼线一端于乙

醇灯上加热成钝端，距此端１９ｍｍ处进行标记。在颈外动

脉头端和颈总动脉近心端作结扎，在颈总动脉的近心端侧壁

剪一小口，轻轻插入线栓向内向下经颈总动脉分叉处进入颈

内动脉，插入１７～１９ｍｍ，缺血２ｈ后退出线栓１０ｍｍ进行

再灌注。大鼠清醒后，观察其体征：出现缺血同侧 Ｈｏｒｎｅｒ征

（同侧眼睑下垂、睑征裂变小）和对侧神经功能缺损症状。神

经功能缺损评分（ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅ，ＮＳＳ）参照文

献［７］：０分，无神经功能缺损症状；１分，不能伸展对侧前爪；２
分，行走时向偏侧转圈；３分，行走时向偏侧倾倒；４分，不能

自发行走，意识丧失。其中０分和４分者剔除，１、２、３分者为

模型动物。动物完全苏醒后提尾悬空时梗死对侧前肢屈曲、

内收，自主运动时身体向偏瘫侧转圈示意模型制备成功。术

后广谱抗生素连用３ｄ，预防继发感染。

１．４　脑内立体定向注射ＮＳＣｓ及神经功能情况评价　体外

分离、培养新生 Ｗｉｓｔａｒ乳鼠海马 ＮＳＣｓ，Ｂｒｄｕ标记 ＮＳＣｓ［８］。

ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组大鼠在 ＭＣＡＯ制作２４ｈ后进行 ＮＳＣｓ移

植治疗，１０％水合氯醛麻醉，麻醉满意后将其置于立体定向

架上，门齿固定器低于双耳水平（３．０±０．３）ｍｍ，取１０μｌ细

胞悬液在立体定向下引导微量注射器向大鼠脑组织内匀速

注射（１μｌ／ｍｉｎ），注射部位：前囟右侧１．０ｍｍ，前囟后方１．５

ｍｍ，微量注射器进针深度约５．６ｍｍ，７ｍｉｎ后将微量注射器

提高３．０ｍｍ，继续注射３ｍｉｎ，停针１５ｍｉｎ后缓慢拔出注射

器。于移植后３ｄ及１、２、４周对各组动物进行ＮＳＳ评分。
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１．５　免疫组织化学染色　移植后第３天及１、２、４周分别分

批处死各组动物，每次每组各４只。断头取脑，固定、梯度乙

醇脱水、二甲苯透明、石蜡包埋制成蜡块。视交叉后冠状位

连续切片备用，片厚５μｍ。将切片二甲苯脱蜡，梯度乙醇水

化，将切片浸入０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ６．０），微波

抗原修复后进行ＢｒｄＵ、Ｎｅｓｔｉｎ、ＧＦＡＰ免疫组化检测。其中

ＢｒｄＵ组将切片置于２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中室温浸泡６０ｍｉｎ以使

ＤＮＡ变性暴露ＢｒｄＵ，一抗分别为１２００的小鼠抗ＢｒｄＵ，

１２００的兔抗Ｎｅｓｔｉｎ，１２００的鼠抗ＧＦＡＰ。

１．６　蛋白免疫印迹检测　采用蛋白免疫印迹方法检测海马

组织ＧＦＡＰ、ＩＬ１β、ＴＮＦα蛋白含量。按１０ｍｌ／ｇ的比例加

入全细胞裂解液（ＴｒｉｓＨＣｌ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．５，ＥＧＴＡ

２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＤＴＴ２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＰｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ５ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＫＦ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｏｋａｄａｉｃａｃｉｄ５×１０５ｎｍｏｌ／Ｌ，０．５％ ＮＰ４０，

５ｍｇ／Ｌｅａｃｈｏｆｌｅｕｐｅｐｔｉｎ，ａｐｒｏｔｉｎｔｉｎ，ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ，ｃｈｙｍｏ

ｓｔａｔｉｎ），组织经匀浆、超声破碎后，用ＢＣＡ法进行蛋白定量。

１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，上样量为２８μｇ。电泳条件：

４℃，电流２０～３０ｍＡ。电泳结束后，进行蛋白转膜。转膜条

件：采用孔径为０．２２μｍ的硝酸纤维素膜（ＮＣ），４℃，电流

４００ｍＡ，转膜３ｈ。杂交步骤如下：１０％脱脂牛奶封闭ＮＣ膜

１ｈ，ＴＹＢＳ（２０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５；０．１５ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ；０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，然后室温下

与ＡＰＰ一抗（１３０００）杂交反应３ｈ，ＴＴＢＳ漂洗同前。再

将ＮＣ膜与辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗（１５０００）

杂交反应１ｈ。最后用ＴＴＢＳ漂洗ＮＣ膜３次，每次１０ｍｉｎ，

加入ＥＣＬ试剂反应５ｍｉｎ，保鲜膜包裹，暗室进行Ｘ线胶片

曝光、显影和定影。然后同一张 ＮＣ 膜再与βａｃｔｉｎ（１

１０００）进行杂交反应，并获得蛋白印迹结果。条带经Ｇｅｌｄｏｃ
凝胶成像分析系统扫描处理，计算单位光密度值和条带面

积，将各实验点的总光密度值与对照组比较，得到相对百分

数。

１．７　统计学处理　计算染色后ＢｒｄＵ、Ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞的数

目，每个动物自视交叉后随机取４张切片，每张染片随机计

数１０ 个 非 重 叠 视 野 （×４００）下 的 阳 性 细 胞 数；采 用

ＳＰＳＳ１３．０软件，各组数据以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分

析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）比较组间差异。

２　结　果

２．１　移植前后 ＮＳＳ评分　结果（表１）表明：移植前各组

ＮＳＳ评分无统计学差异，ＭＣＡＯ模型所致的运动功能损害

基本一致；细胞移植后３ｄ、１周，各组神经功能均有不同程

度恢复，但组间ＮＳＳ评分无统计学差异；移植后２周、４周，

ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组评分明显低于 ＭＣＡＯ组，差异具有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　ＮＳＣｓ移植前后不同时间的ＮＳＳ评分比较
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ）

组别 ０ｄ ３ｄ １周 ２周 ４周

ＭＣＡＯ组 ６．９±１．２ ６．４±１．０ ５．６±０．９ ５．４±０．８ ５．３±０．７
ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组 ６．９±１．４ ６．２±１．２ ５．５±１．０ ３．６±０．５ ３．５±０．４

　Ｐ＜０．０５与 ＭＣＡＯ组相比

２．２　ＧＦＡＰ检测结果　蛋白免疫印迹检测结果（图１）表明：经

过 ＮＳＣｓ移 植 后，ＧＦＡＰ 水 平 显 著 降 低，从 ＭＣＡＯ 组 的

２．５３±０．２５降至ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组的１．５１±０．２７（Ｐ＜０．００１）。免

疫组织化学染色结果（图２）表明：经过ＮＳＣｓ移植后，ＧＦＡＰ水平

显著降低，从ＭＣＡＯ组的４．７２±０．３８降至 ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组的

２．５２±０．２２（Ｐ＜０．００１）；ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组与 ＭＣＡＯ组同时相点

比较ＧＦＡＰ表达显著降低（Ｐ＜０．０１）。模型组星形胶质细胞明

显增生，ＮＳＣｓ移植后增生细胞数目显著减少。

图１　蛋白免疫印迹检测ＧＦＡＰ表达
Ｐ＜０．０１与同时间点 ＭＣＡＯ组相比；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ
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图２　免疫组织化学法检测ＧＦＡＰ的表达
Ｐ＜０．０１与同时间点 ＭＣＡＯ组相比；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　ＩＬ１β和ＴＮＦα的检测结果　蛋白免疫印迹检测结果

（图３）表明：ＮＳＣｓ移植后，海马组织ＩＬ１β、ＴＮＦα水平显著

降低，ＩＬ１β从 ＭＣＡＯ组的２．４８±０．２１降至 ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ
组的１．６３±０．２４（Ｐ＜０．００１）；ＴＮＦα从 ＭＣＡＯ组２．５０±

０．２２降至 ＭＣＡＯ＋ＮＳＣｓ组１．４８±０．２３ （Ｐ＜０．００１）；

ＭＣＡＯ＋ ＮＳＣｓ组与 ＭＣＡＯ组同时间点比较，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０１）。

图３　蛋白免疫印迹检测ＩＬ１β和ＴＮＦα的表达
Ｐ＜０．０１与同时间点 ＭＣＡＯ组相比；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＧＦＡＰ是星形胶质细胞中的一种标志蛋白，参与神经元

内环境的维持和血脑屏障。脑损伤的炎症中会出现以胶质

纤维酸性蛋白为特征的纤维化［９］。本研究检测脑缺血再灌

注损伤大鼠海马内 ＧＦＡＰ的表达，结果提示 ＮＳＣｓ移植后，

与单纯模型组相比，ＧＦＡＰ表达显著降低，星形胶质细胞数

目减少，表明ＮＳＣｓ移植后可抑制星形胶质细胞的激活。

　　激活的星形胶质细胞能够释放炎症因子，脑缺血再灌注

脑内也有神经炎症的发生，本研究检测脑缺血再灌注大鼠海

马内炎症因子ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达，结果提示ＮＳＣｓ移植后，

与 ＭＣＡＯ组相比，ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达显著降低，表明ＮＳＣｓ
移植不仅可以抑制星形胶质细胞的激活，还可抑制脑缺血再

灌注大鼠脑内炎症。这与ＮＳＣｓ移植能够抑制脑缺血再灌注

后神经炎症的发生相吻合。通过ＮＳＣｓ移植后，与 ＭＣＡＯ组

相比，ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达显著降低，表明 ＮＳＣｓ移植对脑缺



第６期．赵　宇，等．神经干细胞移植抑制缺血再灌注大鼠脑内星形胶质细胞的激活和炎症反应 ·６８１　　 ·

血再灌注的脑保护作用可能是通过抑制星形胶质细胞的激

活，抑制脑缺血再灌注大鼠脑内炎症这一途径实现的。

　　体外培养的ＮＳＣｓ移植到脑内后能够迁移分化为特定部

位的神经细胞，其分化方向与所处的微环境密切相关，是由

局部环境而不是ＮＳＣｓ自身的内在特性决定了移植细胞的最

终命运，同时局部环境决定了移植细胞的分化表达［１０］。利用

ＮＳＣｓ进行临床治疗的实验已初步展开，将体外扩增的人类

ＮＳＣｓ注射到老龄大鼠的侧脑室，数周后实验组 Ｍｏｒｒｉｓ水迷

宫测试认知能力得分明显高于对照组，表明外源性 ＮＳＣｓ改

善了老龄大鼠的认知能力［１１］。神经功能评分也证实了ＮＳＣｓ
移植可以明显改善神经缺损功能［１２１３］。本研究通过神经功

能评分也证实了ＮＳＣｓ移植后可以明显改善神经缺损功能，

并且可以抑制ＡＣ激活和脑内炎症反应。

　　目前神经干细胞用于治疗中枢神经系统疾病仍处于研

究的初级阶段，就神经干细胞的来源、分离、培养及鉴定还有

许多工作要做，神经干细胞诱导、分化及迁移机制也有待进

一步研究。相信随着对神经干细胞研究的进展和神经疾病

发病机制的阐明，神经干细胞基因治疗一定有更好的应用前

景。
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