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　　［摘要］　目的　观察人脂肪组织来源的神经干细胞移植对大鼠局灶性脑缺血后 ＶＥＧＦ表达的影响，探讨其治疗局灶性
脑缺血的可能机制。方法　线栓法制作大鼠大脑中动脉缺血（ＭＣＡＯ）２ｈ再灌注模型。６０只健康雄性ＳＤ大鼠随机分为４
组：正常对照组（６只），假手术组（６只），缺血对照组（２４只）和移植治疗组（２４只）。后两组又各分４组：缺血２ｈ再灌注７、１４、

２１、２８ｄ组（各６只）。体外培养脂肪基质细胞，诱导分化为神经干细胞。造模成功后２４ｈ，移植治疗组经尾静脉移植人脂肪组

织来源的神经干细胞悬液（细胞密度为２×１０６／ｍｌ），缺血对照组经尾静脉注射生理盐水，假手术组不做任何处理。免疫组化法

检测ＶＥＧＦ的表达，原位杂交法检测ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达。结果　与缺血对照组比较，移植治疗组各时间点（７、１４、２１、２８
ｄ）的ＶＥＧＦ染色阳性细胞数均增加（均Ｐ＜０．０１），ＶＥＧＦｍＲＮＡ含量均增加（均Ｐ＜０．０１）。结论　脂肪组织来源的神经干
细胞移植可促进内源性ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达，提高大鼠局灶性脑缺血后损伤局部ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的含量，

对脑缺血再灌注损伤后的神经细胞起保护作用。
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　　细胞移植治疗脑缺血性疾病是近年来医学领域研究的

一个热点，由于干细胞具有高度的自我更新能力、高度未分

化性和多向系分化潜能，因此成为细胞移植的首选。有文

献［１］报道，将脂肪来源的干细胞（ａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｒｏ

ｍａｌｃｅｌｌｓ，ＡＤＳＣ）注射入脑缺血大鼠侧脑室，可减轻神经功

能的缺损，但具体作用机制还不清楚。血管内皮生长因子

（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是一种内皮细胞

特异的有丝分裂原，能促进内皮细胞增殖，加速新生血管形

成，利于损伤神经组织的修复及重建［２］。本研究将人脂肪来

源的神经干细胞（ｈｕｍａｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ｈｕＡＤＮＳＣｓ）移植到大鼠局灶性脑缺血区，观察其对大

鼠局灶性脑缺血后 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达的影响，以

探讨人脂肪组织来源的神经干细胞治疗局灶性脑缺血的可

能机制，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　实验动物　清洁级健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠

６０只，购自北京维通利华实验动物技术有限公司 （动物许可

证号：京 ＳＣＸＫ２００２２００３），质量２５０～３５０ｇ，采取自然光

照，自由进食喂养，喂养１周后制作大脑中动脉阻断（ｍｉｄｄｌｅ

ｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）再灌注模型。

１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ 培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血

清（ＦＢＳ，天津血研所）；胰蛋白酶（天津血研所）；Ⅰ型胶原酶

（Ｓｉｇｍａ公司）；ＢｒｄＵ（Ｓｉｇｍａ公司）；即用型ＳＡＢＣ免疫组化

染色试剂盒、兔抗鼠 ＶＥＧＦ多克隆抗体和 ＶＥＧＦ原位杂交

检测试剂盒（武汉博士德生物工程公司）。

１．３　组织来源　脂肪组织取自要求去除腹部多余脂肪的健

康成人，供体无传染性疾病和内分泌疾病，签署知情同意书。

１．４　实验动物分组　随机分为４组：正常对照组（６只）、假

手术组（６只）、缺血对照组（２４只）和移植治疗组（２４只）；后

两组又分为缺血２ｈ再灌注７、１４、２１、２８ｄ组，每组６只。

１．５　局灶性脑缺血再灌注模型的建立　对缺血对照组和移

植治疗组大鼠采用改良的 Ｌｏｎｇａ法［３］制作大脑中动脉
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（ＭＣＡ）阻断２ｈ再灌注模型。以１０％水合氯醛（３００ｍｇ／

ｋｇ）腹腔内注射麻醉，仰卧位，于颈部皮肤行常规纵行切口

（约２５ｍｍ），暴露并钝性游离右侧颈总动脉（ＣＣＡ），结扎同

侧ＣＣＡ近心端和颈外动脉（ＥＣＡ）分叉部并反向拉直ＥＣＡ，

距ＣＣＡ末端约５ｍｍ处剪口，用直径０．２６ｍｍ的鱼线沿颈

内动脉（ＩＣＡ）方向插入，深度由分叉部算约计（１８．５±０．５）

ｍｍ，于ＩＣＡ近心端结扎该动脉，全层缝合切口，再灌注时抽

出鱼线１０ｍｍ，术中室温保持（２２±２）℃，以大鼠清醒后无法

向左侧转弯、左前肢不能伸展为入组标准。假手术组线栓插

入深度不足９ｍｍ，不闭塞 ＭＣＡ。正常对照组不做任何处

理。

１．６　移植细胞的搜集、鉴定　无菌条件下将脂肪抽吸术获

取的人体腹部皮下脂肪组织，参照Ｚｕｋ等［４］的方法进行分离

培养，并换液传代。参照Ｓａｆｆｏｒｄ等［５］的诱导方案，用神经诱

导培养基（ＮＩＭ）进行诱导。移植前２ｄ将１０μｌＢｒｄＵ溶液

（ＢｒｄＵ５０ｍｇ＋二甲基亚砜０．８ｍｌ＋水１．２ｍｌ）加入到人脂

肪组织来源的神经干细胞培养基中，３７℃避光培养。于移植

前将经ＢｒｄＵ标记人脂肪组织来源的神经干细胞离心后溶

解于生理盐水中，细胞密度调整为２×１０６／ｍｌ，供细胞移植

用。用免疫细胞化学方法体外鉴定人脂肪组织来源的神经

干细胞［６］。

１．７　移植方法　大鼠局灶性脑缺血再灌注模型造模成功

后，移植组于再灌注２４ｈ后用１ｍｌ注射器经尾静脉注入１

ｍｌ细胞悬液，留针５ｍｉｎ后缓慢拔针。脑缺血对照组用同样

方法给予等量生理盐水，假手术组不做任何处理。动物清醒

后送笼喂养观察。

１．８　脑组织标本制备　于以上各时相点，对动物以１０％水

合氯醛（０．３ｍｌ／１００ｇ）腹腔注射进行深度麻醉。麻醉后的大

鼠仰卧位固定于木板上进行开胸，暴露心脏及主动脉，用手

术剪将右心房及右心室尖剪开，用头皮针从左心室尖插入心

室，并进入主动脉，将３７℃生理盐水从输液管滴入动物的体

循环，约持续５～１０ｍｉｎ（２００ｍｌ）至右心房流出的液体基本

无色，将灌流液换为４％多聚甲醛０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液

（ｐＨ＝７．４），继续灌流２０ｍｉｎ（约２００ｍｌ），待大鼠全身僵硬

后，断头取出脑组织，取右侧大脑半球，于视交叉后２ｍｍ处

取２ｍｍ厚组织，置于４％多聚甲醛后固定２４ｈ。取出固定

液中脑组织标本，修块后进行常规脱水、石蜡包埋。标本冠

状面连续切片，厚度约３μｍ，４０℃水浴展片，用经粘片剂（多

聚赖氨酸）处理过的载玻片捞片，置于６０℃烤箱烘烤１ｈ，供

ＨＥ染色及免疫组化用。

１．９　ＶＥＧＦ检测　采用免疫组化ＳＡＢＣ法检测 ＶＥＧＦ表

达，严格按照试剂说明书操作要求进行检测。ＶＥＧＦ免疫组

化阳性细胞免疫反应性的强弱用 ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０数码医学

图像分析系统分析其平均光密度（Ｄ）值的大小来表示，并作

为分析对象进行比较。

１．１０　ＶＥＧＦｍＲＮＡ检测　采用地高辛标记的 ＶＥＧＦｍＲ

ＮＡ寡核苷酸探针（５′ＣＡＧＣＣＴＧＧＧＡＣＣＡＣＴＴＧＧＣＡＴ

ＧＧＴＧＧＡＧＧＴＡＧＡＧＣ３′；５′ＣＡＣＡＴＣＴＧＣＡＡＧＴＡＣ

ＧＴＴＣＧＴＴＴＡＡＣＴＣＡＡＧＣＴＧＣ３′；５′ＡＴＡＴＴＡＡＣＡ

ＴＣＡＣＧＴＣＴＴＴＧＴＣＴＣＴＡＧＡＧＣＡＧＴＴＴ３′），按照试

剂盒说明进行原位杂交染色，ＤＡＢ显色，苏木精复染，阳性

结果为胞质呈棕黄色。ＶＥＧＦｍＲＮＡ原位杂交阳性细胞的

杂交信号强弱亦使用 ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０数码医学图像分析系

统分析其Ｄ 值的大小来表示，其分析及计算方法同 ＶＥＧＦ
免疫组化。

１．１１　统计学处理　所得数据以珚ｘ±ｓ表示，以Ｅｘｃｅｌ数据库

整理后用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行统计分析，两组间同一

时间点的比较采用ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠脑组织ＶＥＧＦ表达结果　ＶＥＧＦ在正常对照

组及假手术组脑组织神经细胞胞质中呈弱阳性表达，因数量

极少故未进行统计学检验。缺血再灌注后７、１４、２１、２８ｄ，缺

血对照组和移植治疗组均可见ＶＥＧＦ阳性表达，ＶＥＧＦ主要

分布缺血周边区，梗死灶中心仅见少量ＶＥＧＦ表达（图１Ａ

１Ｄ）。随时间的延长，缺血对照组和移植治疗组 ＶＥＧＦ表达

数逐渐减少，但移植治疗组在各时间点ＶＥＧＦ表达数高于缺

血对照组（均Ｐ＜０．０１），见表１。

图１　大鼠 ＭＣＡＯ模型ＶＥＧＦ阳性表达结果（ＳＡＢＣ法）

Ａ，Ｂ：７ｄ；Ｃ，Ｄ：２８ｄ；Ａ，Ｃ：缺血对照组；Ｂ，Ｄ：移植治疗组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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２．２　各组大鼠脑组织 ＶＥＧＦｍＲＮＡ 表达结果　ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ在正常对照组及假手术组脑组织神经细胞胞质中呈

弱阳性表达，因数量极少故未进行统计学检验。缺血再灌注

后７、１４、２１、２８ｄ，缺血对照组和移植治疗组均可见 ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ阳性表达，ＶＥＧＦｍＲＮＡ阳性信号主要分布于缺血

周边区，梗死灶中心仅见少量ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达。脑组织神

经细胞胞质中均可见深棕色的 ＶＥＧＦｍＲＮＡ 阳性信号

（ＤＡＢ染色）。随时间的延长，缺血对照组 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表

达数逐渐减少，在２１ｄ和２８ｄ时表达数较少；移植治疗组

ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达数也逐渐减少，但在２１、２８ｄ时表达数仍

较强（图２Ａ～２Ｄ）。移植治疗组在各时间点ＶＥＧＦｍＲＮＡ表

达数均多于缺血对照组（Ｐ＜０．０１，表２）。

表１　缺血对照组和移植治疗组大鼠脑缺血再灌注后不同时间点脑组织ＶＥＧＦ表达结果比较
（Ｄ 值，ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

组别
时间ｔ／ｄ

７ １４ ２１ ２８
缺血对照组 ０．４１±０．０６ ０．３５±０．０２ ０．２７±０．０７ ０．１６±０．０４
移植治疗组 ０．５８±０．０３ ０．５１±０．０４ ０．５０±０．０６ ０．５０±０．０４

　Ｐ＜０．０１与缺血对照组比较

图２　大鼠 ＭＣＡＯ模型ｍＲＮＡ阳性表达结果（原位杂交染色）

Ａ，Ｂ：７ｄ；Ｃ，Ｄ：２８ｄ；Ａ，Ｃ：缺血对照组；Ｂ，Ｄ：移植治疗组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

表２　缺血对照组和移植治疗组大鼠脑缺血再灌注后不同时间点脑组织ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达结果比较
（Ｄ值，ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

组别
时间ｔ／ｄ

７ １４ ２１ ２８
缺血对照组 ０．４４±０．０６ ０．３８±０．０２ ０．２９±０．０４ ０．２１±０．０４
移植治疗组 ０．６０±０．０３ ０．５４±０．０４ ０．５０±０．０４ ０．４８±０．０５

　Ｐ＜０．０１与缺血对照组比较

３　讨　论

　　研究表明，来源于人脂肪组织的基质细胞（ＡＤＳＣ）是一

种具有多向分化潜能的成年干细胞，它不仅可以在体外分化

为脂肪细胞、成骨细胞、软骨细胞和成肌细胞等中胚层来源

的细胞［７８］，而且具有跨胚层分化的能力，可以横向分化为神

经细胞和神经胶质细胞［９１１］。人脂肪干细胞具有自我更新和

多分化潜能，作为原始未分化细胞，又有低免疫源性特点［１２］。

本实验是异种异体移植，在整个实验过程中，未使用免疫抑

制剂，ＡＤＳＣ移植治疗组大鼠均未发现免疫排斥反应。

　　干细胞异体移植治疗脑缺血的途径有：直接植入缺血部

位，植入缺血半暗带区，缺血侧脑室注射移植和静脉注射移

植。Ｗｉｌｌｉｎ等［１３］将静脉移植与缺血部位移植的疗效进行了

比较，发现静脉移植的疗效优于缺血部位移植。在本实验

中，采用静脉注射移植的方法，移植治疗组可见ＢｒｄＵ标记的

脂肪组织来源的神经干细胞，证明了脂肪组织来源的神经干

细胞在脑内存活，移植的细胞可以选择性地通过血脑屏障进

入靶组织，改善神经功能的恢复。静脉移植具有疗效肯定，

损伤小，操作方便的优点。

　　Ｋａｎｇ等［１］将 ＡＤＳＣ注射入脑缺血侧脑室，证实 ＡＤＳＣ
移植具有促进缺血性脑损伤大鼠神经功能恢复的作用，但具

体作用机制还不清楚。本研究在体外完成人脂肪基质细胞

的原代培养并诱导分化为神经干细胞的基础上，建立脑缺血

再灌注动物模型，经尾静脉将人脂肪组织来源的神经干细胞

移植至模型大鼠体内，观察大鼠局灶性脑缺血后 ＶＥＧＦ及

ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达的动态变化，探讨ｈｕＡＤＮＳＣｓ移植治疗

局灶性脑缺血的可能机制。实验结果显示，缺血对照组和移

植治疗组在不同时间点皮质缺血区脑组织均可见 ＶＥＧＦ及

ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达，随时间的延长，缺血对照组和移植治

疗组ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达数均逐渐减少，但移植
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治疗组在各时间点ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达数均高于

缺血对照组（Ｐ＜０．０１）。上述结果表明，ｈｕＡＤＮＳＣｓ移植治

疗局 灶 性 脑 缺 血 可 增 加 缺 血 区 脑 组 织 ＶＥＧＦ 及

ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达，这与王杰华等［１４］的结果一致。

　　脑损伤的修复，既包括神经元的修复，也包括受损血管

的修复。以往的研究多集中于前者，有关血管的修复报道较

少。ＶＥＧＦ由Ｆｅｒｒａｒａ等［１５］在牛垂体滤泡星状细胞体外培养

液中首先纯化出来，是一种内皮细胞特异的有丝分裂原。

ＶＥＧＦ在缺血性脑血管病中有促进内皮细胞增殖、促新生血

管形成、保护神经、亲神经特性及增加脑血管通透性等生物

学作用［１６］。在本实验中，于各观察时间点，移植治疗组

ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达数均显著高于缺血对照组，表

明ｈｕＡＤＮＳＣｓ移植可促进内源性ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的

表达数，提高大鼠局灶性脑缺血后损伤局部 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ的含量，进而可增加血管生成，改善损伤区血液供应，

有利于脑损伤的修复。由此推测ｈｕＡＤＮＳＣｓ移植的脑保护

作用部分是通过促进ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达而发挥

作用。
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