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三维球体间充质干细胞移植对大鼠缺血再灌注损伤脑组织
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!摘要"
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目的
!

探讨三维球体胎盘来源间充质干细胞$

65L;

%移植对大鼠缺血再灌注损伤脑组织
?/

N

/F'

及其受体

?

N

G

表达的影响)

方法
!

大鼠随机分为假手术组$

5M),

组%*溶剂对照组$

>+M-(3+

组%及治疗组$

65L;

组%#后两组应用线栓

法制备大脑中动脉缺血模型#缺血
!M

后拔除鱼线再灌注#

#*

后
65L;

组注射三维球体
65L;

#

>+M-(3+

组注射等量培养液&移

植后
#

*

%

*

B*

测定大鼠神经运动功能#取脑组织#应用
GRFDLG

法*蛋白质印迹法检测
?/

N

/F'

*

?

N

G,G?'

及蛋白表达)

结果
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与
>+M-(3+

组相比#
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组大鼠
B*

神经运动功能有明显改善$
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及蛋白水平均较
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组降低$
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结论
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三维球体
65L;

移植可改善脑缺血再灌注后神经运动功能#其机

制可能与下调脑组织
?/

N

/F'

及其受体
?

N

G

水平有关)
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脑梗死是最常见的脑血管病#梗死后脑组织缺

血坏死#再生困难)目前对脑梗死导致的神经功能

损伤缺乏有效的治疗手段#仍采取以支持治疗为主

的综合治疗方法来改善患者神经功能障碍)间充质

干细胞$

,+;+2(M

8

,)3;7+,(+33;

#

65L;

%是一种具

有多向分化潜能的干细胞#近年来#

65L;

移植治疗

脑梗死已成为重要的研究方向)

?/

N

/F'

在髓鞘损

伤后具有强烈的抑制轴突生长作用,

#

-

)

?/

N

/F'

与

其受体
?

N

G

结合#介导神经生长抑制作用#是影响

神经修复的重要通路,

!

-

)已有实验证实下调
?/

N

/F

'

或
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N

G

均可促进脑梗死后神经恢复,

%

-

)骨髓间

充质干细胞$

b65L;

%移植可降低脊髓梗死模型中

?/

N

/F'

及
?

N

G

的表达#从而减轻神经损伤,

CF$

-

)但

是受到其体积及迁徙能力的影响#

65L;

在移植过

程中易形成血栓#通过微循环到达病灶发挥作用的

细胞数量有限#故其临床应用仍有局限性)

研究发现三维$

%F@

%水平培养所得球体
65L;

能够明显减小
65L;

的细胞体积#通过静脉途径移

植未发现血管栓塞现象#并且
%F@

球体培养细胞较

普通
65L;

归巢效应明显#具有更强的多潜能分化

能力,

&FB

-

)本研究将
%F@

球体
65L;

应用于大鼠大

脑中动脉缺血再灌注损伤模型#观察大鼠脑缺血区

$海马区%

?/

N

/F'

及其受体
?

N

G

的变化规律#探讨

胎盘来源
65L;

移植对脑缺血再灌注损伤大鼠神经

功能恢复的作用#以及对大鼠脑缺血区
?/

N

/F'

及

其受体
?

N

G

的影响)

?

!

材料和方法

#=#

!

主要仪器及试剂
!

胎盘来源的
%F@

球体

65L;

为清华大学深圳研究生院培养并传代,

BFE

-

#用

红色荧光染料
@-̂

标记&

<0

C

0?8

*

<

C

DDLG

引物及

兔抗大鼠
?/

N

/F'

*

?

N

G

单克隆抗体$南京金斯瑞生

物科技有限公司%&蛋白质印迹化学发光试剂盒$北

京康为生物科技公司%)

L+271-40

N

+$E"CG

型冷冻

离心机$德国艾本德生命科学公司%&

DLG

仪$美国

b-/FG)*R#"" RM+1,)3L

8

(3+1

%&

+̂-()L6#E&"

"

#E&"9>

冰冻组织切片机$德国
+̂-()

公司%)

#=!

!

动物分组及处理
!

随机选取健康雄性
Z-;7)1

大鼠
$C

只#体质量$

%""a$"

%

N

#由山东青岛实验动

物中心提供)普通颗粒饲料喂养#饮用自来水)室

温控制在
#C

"

!$f

)随机分为!假手术组$

5M),

组%*

65L;

治疗组$

65L;

组%*溶剂处理对照组

$

>+M-(3+

组%#每组再分为移植后
#

*

%

*

B*%

个亚组

$

,c&

%)

65L;

组和
>+M-(3+

组根据改良
/̂2

N

)

等,

H

-的方法制备大脑中动脉闭塞$

6L'<

%模型#造

模前大鼠禁食水
!CM

#

#"̀

水合氯醛腹腔注射麻醉#

正中颈部切口#分离并暴露左侧颈总动脉$

LL'

%*颈

外动脉$

OL'

%*颈内动脉$

AL'

%#结扎
OL'

及
LL'

#

夹闭
AL'

远心端)于
LL'

近分叉处用眼科剪剪一

小口)线栓入
AL'

#深
#E="

"

!"=",,

)缝合皮肤#

以插入鱼线成功开始计时#缺血后
!M

给予再灌注

处理,鱼线外拉约
#",,

恢复大脑中动脉$

6L'

%

供血-)

5M),

组除鱼线不插入颈内动脉外#其余处

理同上)对大鼠进行神经功能评分后选取手术成功

的模型#

65L;

组于再灌注
!CM

后腹腔注射移植

65L;

#细胞含量
$d#"

&个&

>+M-(3+

组腹腔注射等容

量培养液&

5M),

组不予处理)

#=%

!

神经功能评分
!

再灌注清醒时及移植后
#

*

%

*

B*

测定大鼠神经运动功能并评分#评分标准如下!

"

分#无明显神经功能缺损&

#

分#不能伸展右前肢&

!

分#行走时向右侧旋转&

%

分#行走时向右侧倾倒&

C

分#不能自发行走#意识丧失)再灌注清醒时神经功

能评分
#

"

%

分者为手术成功模型)

#=C

!

脑组织获取及尼氏染色
!

各组大鼠在移植后

#

*

%

*

B*

进行神经功能评分后#

#"̀

水合氯醛腹腔麻

醉#打开胸腔#暴露心脏#剪开右心耳#从左心室快速

灌注生理盐水#至流出液透明*动物肝脏及肠系膜苍

白#继续以
C̀

多聚甲醛灌注#待动物出现四肢肌肉

抽搐后停止灌注#开颅取脑#脑组织固定于多聚甲醛

中)自大鼠前囟后
C=%,,

处向后切取
#=$,,

脑

组织$相当于大脑海马区%制作冰冻切片$厚度

!"

'

,

%#切片用蒸馏水洗
!,-2

#置于尼氏染液中

#$,-2

#双蒸水洗涤
!

次$数秒%#

H$̀

乙醇分化约

$;

#在显微镜下观察到尼氏体$呈蓝紫色颗粒状或

斑片状%后用双蒸水终止分色#常规脱水透明#中性

树胶封片)

#=$

!

GRFDLG

测定脑组织
<0

C

0?8

"

<

C

D ,G?'

表达
!

按照
G?'

提取试剂盒说明书$康为世纪%制

.

EE"#

.
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三维球体间充质干细胞移植对大鼠缺血再灌注损伤脑组织
?/

N

/F'

及
?

N

G

表达的影响

备总
G?'

#反转录反应按照试剂盒说明书操作#采

用三步
GRFDLG

法测定
<0

C

0?8

*

<

C

D ,G?'

含

量)

<0

C

0?8

引物序列!上游
$kFLWLRWW RWL

RRLRWR'WRWLF%k

#下游
$kFLRRRWRWLR

WWWLR'LRWF%k

$扩增产物
CB"J

I

%)

<

C

D

引物

序列!上游
$kF'L' WRL RRW 'LL WRL RLL

RLRRWLF%k

#下游
$kFRWWLR'LWWWRWLWW

RRLRRF%k

$扩增产物
&BHJ

I

%)

<0

C

0?8

及
<

C

D

扩增条件!

H$f

预变性
%,-2

&

HCf

变性
#,-2

*

$&f

退火
C";

*

B!f

延伸
#,-2

#进行
%"

个循环)

#

?&+"-,

引物序列!上游
$kFLLRRLLRWWWL'RWW'WR

LLR WF%k

&下游
$kFWW' WL' 'RW 'RL RRW

'RLRRLF%k

$扩增产物
!"EJ

I

%)

#

?&+"-,

扩增条

件!

HCf

预变性
$,-2

&

HCf

变性
C";

*

$$f

退火

C";

*

B!f

延伸
C";

#进行
%"

个循环)最后
B!f

延

伸
#",-2

)

#̀

琼脂糖凝胶电泳#凝胶成像分析系统

成像#

A@A,)

N

+'2)3

8

;-;5/47S)1+

半定量分析)

#=&

!

蛋白质印迹法测定脑组织
?/

N

/F'

"

?

N

G

蛋白

表达
!

取冰冻脑组织梗死区用生理盐水匀浆后#加

入蛋白裂解液#离心后取上清液定量#上样量为
!"

'

N

#以
#"̀ 5@5

凝胶进行电泳分离#然后将蛋白转

移至
D>@K

膜上)

$̀

脱脂牛奶封闭
#M

#加入一抗

$

#l#""

%#

Cf

孵育过夜#

Rb5R

溶液充分洗膜
%

次

后#加入辣根过氧化物酶标记的二抗$

#l#""""

%#

%Bf

孵育
#M

#

Rb5R

溶液洗膜)

OL̂

法发光#放入

U

线夹片中曝光#显影#然后进行拍照&用
A,)

N

+.

软件分析各组蛋白相对比值)

#=B

!

统计学处理
!

采用
5D55#B="

软件进行数据

处理#数据以
$

1a(

表示#所得数据经正态分析和方

差齐性检验后#组间比较采用单因素方差分析#检验

水准$

#

%为
"="$

)

B

!

结
!

果

!=#

!

65L;

在脑组织中的分布
!

冰冻切片荧光显

微镜观察
@-̂

标记的移植
65L;

细胞#结果$图
#

%

可见#

65L;

组在脑损伤大鼠海马
L'#

区有红色荧

光信号表达#表明
65L;

移植入脑组织并存活良好)

!=!

!

脑组织尼氏染色
!

5M),

组神经细胞形态完

好#大小一致#分布较密集#细胞内尼氏体含量丰富#

分布均匀&

>+M-(3+

组神经细胞内尼氏体消失#仅少

量细胞可见残留尼氏体&

65L;

组较
>+M-(3+

组胞内

尼氏体增多#肿胀细胞内可见尼氏体分布$图
!

%)

图
?

!

大鼠脑组织海马区标记
9J;%

分布

A*

0

?

!

:#&'*

..

()#3

.

2%6"#*$&*%%2,/*%&"*62&*($(-+#6,+,/9J;%

65L;

!

6+;+2(M

8

,)3;7+,(+33;=<1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

d#""

图
B

!

大鼠脑组织海马区神经元尼氏染色

A*

0

B

!

I*%%+%&#*$*$

0

(-$,2"($%*$"#&'*

..

()#3

.

2%

65L;

!

6+;+2(M

8

,)3;7+,(+33;=<1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

d#""

!=%

!

神经功能评分
!

5M),

组大鼠神经运动功能正

常#

>+M-(3+

组*

65L;

组大鼠均出现右侧肢体功能

异常#向右侧$瘫痪侧%旋转*倾倒#提尾悬空可出现

右前肢伸展异常)与
>+M-(3+

组相比#

65L;

组移植

后
#

*

%*

神经功能无明显改善#移植后
B*

神经功能

明显改善#差异有统计学意义$

3

&

"="$

#表
#

%)

表
?

!

各组大鼠不同时间点神经运动功能评分

!#6?

!

I,2"(3(&("-2$)&*($%)(",(-,#)'

0

"(2

.

"#&%#&/*--,",$&&*3,

.

(*$&%

,c&

#

$

1a(

W1/0

I

#* %* B*

5M), "=""a"="" "=""a"="" "=""a"=""

>+M-(3+

!=#&a"=&E

#

!=$"a"=B&

#

!=%%a"=BC

#

65L; !=""a"=E# !=$"a"=$" #=E%a"=&E

"

!!

65L;

!

6+;+2(M

8

,)3;7+,(+33;=

#

3

&

"="$:;5M),

N

1/0

I

&

"

3

&

"="$:;>+M-(3+

N

1/0

I

!=C

!

各组大鼠脑组织
?/

N

/F'

"

?

N

G,G?'

和蛋白

的表达
!

结果$表
!

%表明!

5M),

组移植后
#

*

%

*

B*

.

HE"#

.
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!

!"#$

年
#"

月#第
%&

卷

?/

N

/F' ,G?'

和蛋白表达量均较低&

>+M-(3+

组

?/

N

/F',G?'

和蛋白表达量的变化规律为移植
%*

后表达量较
5M),

组增多$

3

&

"="$

%#

B*

回归正常水

平&

65L;

组移植后
#

*

%

*

B*?/

N

/F',G?'

和蛋白表

达量均低于
>+M-(3+

组$

3

&

"="$

%)

5M),

组移植后

#

*

%

*

B*?

N

G,G?'

和蛋白表达量均较低&

>+M-(3+

组

表达量在各时间点均较
5M),

组增多$

3

&

"="$

%&

65L;

组的表达量在各时间点均低于
>+M-(3+

组

$

3

&

"="$

%)

表
B

!

各组大鼠脑组织不同时间点
I(

0

(F5

及
I

0

:3:I5

和蛋白的表达量

!#6B

!

3:I5#$/

.

"(&,*$,4

.

",%%*($(-I(

0

(F5#$/I

0

:#&/*--,",$&&*3,

.

(*$&%*$,#)'

0

"(2

.

,c&

#

$

1a(

?/

N

/F'

#* %* B*

?

N

G

#* %* B*

,G?'

!

5M), "=$Ba"=!& "=$%a"=#H "=$&a"=!! "=%%a"=#E "=%$a"=#H "=%&a"=#C

!

>+M-(3+ "=&!a"=!" "=EHa"=#B

#

"=$#a"=#" "=C%a"=!E

#

"=B%a"=!C

#

"=B%a"=!"

#

!

65L; "=C#a"=#$

"

"=&Ca"=!C

"

"=%"a"=!"

"

"=%&a"=#&

"

"=$$a"=%$

"

"=$!a"=!B

"

D1/7+-2

!

5M), "=EEa"=%H "=EEa"=%B "=EHa"=!& "=&%a"=%" "=&Ea"=!E "=&&a"=!&

!

>+M-(3+ #=!&a"=%"

#

#=C$a"=%%

#

"=HCa"=!H "=E&a"=%"

#

#=#&a"=%!

#

#=#&a"=!%

#

!

65L; "=H%a"=%&

"

#="$a"=%E

"

"=ECa"=%"

"

"=&Ca"=%C

"

"=HBa"=!!

"

"=E&a"=%E

"

!!

65L;

!

6+;+2(M

8

,)3;7+,(+33;=

#

3

&

"="$:;5M),

N

1/0

I

&

"

3

&

"="$:;>+M-(3+

N

1/0

I

E

!

讨
!

论

近年来脑梗死后的神经再生及功能恢复问题备

受关注)本研究结果提示胎盘来源的
%F@

球体

65L;

可以改善大鼠脑梗死后的神经功能恢复#机

制可能涉及多方面#其中
?/

N

/F'

的作用不容忽视)

早期神经元再生失败的主要原因是存在
?/

N

/

*髓鞘

相关糖蛋白$

6'W

%*少突胶质细胞髓鞘糖蛋白

$

<6

NI

%等髓磷脂抑制物的过表达,

#"F##

-

)这
%

种抑

制因子均与相同的受体
?/

N

/

受体$

?

N

G

%结合,

#!

-

)

而
?/

N

/F'

是已知最强的轴突再生抑制蛋白,

#

-

)因

此#

?/

N

/F'

及其受体
?

N

G

的研究已成为热点)

L)

P

)3

,

#%

-研究发现#中枢神经系统轴突损伤后开始发

芽#但很快发生退变#推测中枢神经系统中存在抑制

轴突生长的因子)

?/

N

/F'

是中枢神经系统髓鞘磷

脂中最重要的一种抑制轴突生长的因子#广泛表达

于成年大鼠神经元和少突胶质细胞中)

?/

N

/F'

通

过结合
?

N

G

激活细胞内
GM/'

信号通路#抑制神经

轴突的生长和诱导生长锥塌陷,

#C

-

)许多研究已证

明#应用
?/

N

/F'

和
?

N

G

拮抗剂降低其表达可以改

善神经功能)

-̂+J;(M+1

等,

#$

-发现#应用
?/

N

/F'

特

异性抗体$

ÂF#

%可以促进脊髓损伤模型恢复)

K-;(M+1

等,

#&

-应用
?

N

G

阻断剂阻断大鼠
?/

N

/

受体

后发现可促进轴突再生)

干细胞移植技术是近年来神经再生研究的热

点)

65L;

具有向外胚层来源的神经系细胞定向分

化的潜能#并能分泌多种神经营养因子以促进神经

再生,

#BF#H

-

&且具有来源广泛#易于采集*制备及保存#

避免免疫排斥反应#不涉及社会*伦理及法律等问题

的优点,

!"

-

)本研究应用
%F@

球体
65L;

更是克服

了普通干细胞体积过大的缺点#使
65L;

能够更顺

利通过肺循环和血脑屏障#到达病变部位#发挥更强

的修复作用)

本研究观察了
%F@

球体
65L;

移植对脑缺血再

灌注后脑组织
?/

N

/F'

及
?

N

G

的表达水平及对缺血

再灌注损伤大鼠神经功能的作用)结果显示#移植

65L;

出现在大鼠脑组织内#表明
%F@

球体
65L;

顺

利通过肺循环及血脑屏障#进入脑组织发挥作用#改

善了大鼠神经功能)

GRFDLG

法和蛋白质印迹法检

查结果显示#在
>+M-(3+

组的多个时间点
?/

N

/F'

表达

水平较
5M),

组增加#其趋势为移植后
#*

开始增加#

移植后
%*

增加较明显#移植后
B*

恢复到正常水平#

与闫凤霞等,

!#

-的研究结果一致&而
?

N

G

的表达水平

在移植后
#*

开始增加#移植后
%*

增加明显#移植后

B*

仍处于较高水平)

?/

N

/F'

和
?

N

G

的表达水平不

同步的原因可能为
?

N

G

同时为
?/

N

/

*

6'W

*

<6

NI

的受体)而
65L;

组海马中
?/

N

/F'

及
?

N

G

水平在

移植后
#

*

%

*

B*

均较
>+M-(3+

组下降#差异有统计学意

.

"H"#

.
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第
#"

期
=

刘
!

明#等
=

三维球体间充质干细胞移植对大鼠缺血再灌注损伤脑组织
?/

N

/F'

及
?

N

G

表达的影响

义$

3

&

"="$

%)结果提示
65L;

进入大鼠脑组织后通

过下调
?/

N

/F'

及
?

N

G

的表达从而达到了改善大鼠

神经功能的效果)

综上所述#胎盘来源的
%F@

球体
65L;

可以有

效保护脑缺血再灌注损伤脑组织#改善神经运动功

能#其可能的机制是下调脑梗死后脑组织
?/

N

/F'

及其受体
?

N

G

的表达)
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