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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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付清松#

!夏玉军#

!张
!

明#

!刘
!

明#

!单守勤!

"

#>

青岛大学医学院人体解剖学教研室#青岛
!''"D#

!>

济南军区青岛第一疗养院#青岛
!''"D#

!!

!摘要"

!

目的
!

观察三维$

&GA

%球体间充质干细胞$

76K<

%移植对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织肿瘤坏死因子
'

$

M@[G

'

%及凋亡相关蛋白表达的影响#探讨
&GA

球体
76K<

的神经保护作用及可能机制)

方法
!

实验大鼠随机分为假手术组(溶剂

对照组(

&GA

球体
76K<

治疗组$

,k&'

%#假手术组常规分离大脑中动脉$

7K(

%但不结扎#

76K<

治疗组采用线栓法建立大脑中

动脉缺血$

7K(B

%模型后给予
76K<

移植#溶剂对照组模型建立成功后给予等体积溶剂对照)各组大鼠分别于移植治疗后
#

(

&

(

D+

进行神经功能评分'采用
HSC6(

和
PMGFKP

方法检测大鼠脑组织中的
M@[G

'

表达'采用免疫组化
6(_K

法染色#观察损

伤侧大鼠脑组织
K*<

L

*<,G&

和
K*<

L

*<,G%

蛋白的表达)

结果
!

与假手术组(溶剂对照组相比#

76K<

治疗组大鼠神经运动功能

评分降低$

<

$

">"$

%'与假手术组相比#溶剂对照组大鼠脑组织
M@[G

'

(

K*<

L

*<,G&

和
K*<

L

*<,G%

表达增加$

<

$

">"#

%'与溶剂对

照组相比#

76K<

治疗组脑组织
M@[G

'

(

K*<

L

*<,G&

(

K*<

L

*<,G%

表达下降$

<

$

">"$

#

<

$

">"#
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结论
!

&GA

球体
76K<

移植可

能通过下调脑组织中炎性因子
M@[G

'

含量及减少凋亡相关蛋白的表达#改善大鼠脑缺血再灌注损伤后神经运动功能)

!关键词"

!

间质干细胞移植'脑缺血'再灌注损伤'肿瘤坏死因子
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脑梗死是威胁我国乃至世界居民生命健康的最

主要疾病之一)脑缺血再灌注损伤是大多数缺血性

脑血管病的主要病理生理机制#其中炎症反应+

#

,和

细胞凋亡+

!

,是主要环节)临床上主要通过早期溶栓

和脑神经保护等方法治疗脑梗死#但受到溶栓时间

窗等多方面因素影响#大部分患者在治疗后仍遗留

有瘫痪(失语等严重后遗症#尚缺乏有效的根治药物

及方法)

间充 质 干 细 胞 $

-,<,3)J

9

-*4<8,- ),44<

#

76K<

%是一种来源于中胚层的多能干细胞#在机体

损伤修复过程中可迁移到受损部位#聚集增殖#并依

据不同的损伤信号向不同途径分化#直接或间接影

响一系列相关因子分泌#参与组织修复+

&

,

)已有研

究证实
76K<

能抑制缺血再灌注损伤所产生的级联

炎症反应及凋亡损伤的发生#具有保护神经功能的

作用+

EG$

,

#但较少涉及
76K<

对炎症诱导凋亡通路作

用的研究)相较于其他来源干细胞#胎盘间充质干

细胞具有来源方便#易于分离(培养(扩增和纯化#干

细胞特性强等特点#是临床应用干细胞治疗多种疾

病的理想细胞+

'G%

,

)但传统方法培养获得的
76K<

受细胞体积及迁徙力等因素限制#疗效不确定#亟待

探索一种更理想的培养方法以提高
76K<

临床治疗

疗效)

本研究采用三维$

&GA

%球体
76K<

移植干预脑

缺血再灌注损伤大鼠模型#并观察其对大鼠脑缺血

再灌注损伤后脑组织肿瘤坏死因子
'

$

81-02

3,)20<.<5*)802G

'

#

M@[G

'

%及凋亡相关蛋白
K*<

L

*<,G

&

(

K*<

L

*<,G%

表达的影响#为后续研究奠定基础)

9

!

材料和方法

#>#

!

主要药品及试剂
!

人胎盘来源
&GA

球体

76K<

+

NG#"

,

$

A.S

标记#清华大学深圳研究生院%'

M@[G

'

HSC6(

检测试剂盒$美国
:<)3S.5,6).,3),

C3)>

%'

M@[G

'

FKP

引物$南京金斯瑞生物科技有限

公司%'

K*<

L

*<,G&

(

K*<

L

*<,G%

兔抗多克隆抗体

$

KJ,-.)03

公司%#生物素化羊抗兔
C

=

U

$武汉博士

德公司%)

#>!

!

仪器设备
!

K,382.51

=

,$%"EP

型冷冻离心机

$德国艾本德生命科学公司%'

PMG'#""

型酶标分析

仪$深圳雷杜
P*

9

80

仪器有限公司%'

S,.)*K7#%'"

"

#%'":?

冰冻组织切片机$德国
S,.)*

公司%'

FKP

仪$美国
_.0GP*+M#""MJ,2-*K

9

)4,2

%'

1̀*381-

6M$

凝胶成像系统$法国
?.4Z,2

%)

#>&

!

动物分组及模型建立
!

#"%

只健康雄性

V.<8*2

大鼠#体质量$

&""i$"

%

=

)随机分为假手术

组$

6J*-

组%(大脑中动脉缺血$

7K(B

%模型溶剂

对照组$溶剂对照组%及
7K(B

模型
76K<

治疗组

$

76K<

组%#各组再随机分为第
#

天(第
&

天(第
D

天

&

个亚组#各亚组含大鼠
#!

只)大鼠
7K(B

模型

的制备参考
S03

=

*

等+

##

,的线栓法)缺血后
!J

给予

再灌注处理#溶剂对照组和
76K<

组分别于造模成

功后
!EJ

#采用腹腔注射同等体积细胞培养液和

76K<

$细胞含量
$h#"

'个%#假手术组除不插线栓

外#其余操作同溶剂对照组和
76K<

组)

#>E

!

检测指标
!

#>E>#

!

76K<

在脑组织中的分布
!

各组大鼠分别

在移植治疗后的第
#

(

&

(

D

天#腹腔注射
#"̂

水合氯

醛溶液麻醉$

">&-S

"

#""

=

体质量%#

N̂ @*K4

溶液

灌注取脑#

Ê

多聚甲醛固定#梯度蔗糖脱水#自前囟

后
E>&--

处向后切取海马区脑组织制作冰冻切片

$厚度
!$

&

-

%#晾干)通过荧光显微镜观察
A.S

标

记的
76K<

在脑组织中的分布)

#>E>!

!

神经功能评分
!

每组大鼠分别于再灌注清

醒时及移植后
#

(

&

(

D+

观察大鼠神经功能状态#进

行单盲法
S03

=

*

评分+

##

,

)

"

分!无明显神经功能缺

失'

#

分!右前肢伸展不良'

!

分!行走时向缺血侧旋

转'

&

分!行走时向瘫痪侧倾倒'

E

分!不能自发行走#

甚至昏迷)

"

分(

E

分(蛛网膜下隙出血或死亡大鼠

-

'E%

-
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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
M@[G

'

及凋亡相关蛋白表达的影响

剔除#符合标准的大鼠纳入实验统计)

#>E>&

!

MMK

染色
!

7K(B

模型大鼠再灌注
!EJ

后#断头取脑#置于
m!"g

冰箱冰冻
!"-.3

#取冠状

面均匀切成
!--

厚脑片
$

"

'

片#浸泡在
!̂ MMK

溶液中#

&Dg

避光孵育
&"-.3

#不时翻动脑片使液体

接触均匀)正常脑组织呈玫瑰红色#而缺血区组织

呈白色#将显色好的脑片浸泡在
Ê

多聚甲醛中

保存)

#>E>E

!

PMGFKP

检测脑组织
>DI3

#

-P@(

的表

达
!

取大鼠脑组织缺血周围区
#""-

=

#按照
P@(

提取试剂盒说明书$康为世纪%制备总
P@(

#

m%"g

冻存)反转录反应按照试剂盒说明书操作#总反应

体系
!"

&

S

#反应条件为!

E!gE"-.3

#

%$g$-.3

#

冰上冷却终止反应)采用三步
PMGFKP

法测定

M@[G

'

水平#反应条件为!

N$g#"-.3

预变性后#

N$g#"<

(

'#>&g&"<

(

D!g$"<

共
&$

个循环#再

于
D!g

延伸
#"-.3

)

>DI3

#

引物序列!上游序列

$lGMKUM(UK(((KK(KK((UK(G&l

'下游序

列
$lGKKKMMU((U(U((KKMUUU(UM(G&l

$扩增产物
#$EZ

L

%)

$

3&+".,

反应条件!

NEg$-.3

预变性后#

NEgE"<

(

$$gE"<

(

D!gE"<

共
&"

个

循环#

D!g

延伸
#"-.3

)

$

3&+".,

上游引物
$lGUMU

KKK(MKM(KU(UUUKM(MUKMG&l

#下游引

物
$lGM(K KK( (U( (UU ((U UKM UU(

(((G&l

$扩增产物
#"EZ

L

%)

#̂

琼脂糖凝胶电泳#

用凝胶成像分析系统成像#

CAC-*

=

,(3*4

9

<.<

6058\*2,

半定量分析条带灰度值#以目的基因与
$

3

&+".,

灰度值的比值表示结果)

#>E>$

!

HSC6(

法检测脑组织中
M@[G

'

蛋白表达量

变化
!

大鼠于干预处理后
#

(

&

(

D+

断头取脑)按组

织匀浆提取试剂盒$康为世纪%说明#取大鼠缺血区

大脑
#""

&

=

于
#-S

组织抽提剂中#冰上碾磨制成

组织匀浆#

#""""

转"
-.3

$

2kN>$)-

%离心
!"-.3

#

取上清
m!"g

待用)按照
HSC6(

试剂盒说明测定#

酶标仪测定光密度$

G

%值)

#>E>'

!

免疫组化法检测缺血再灌注侧脑组织

K*<

L

*<,G&

及
K*<

L

*<,G%

蛋白的表达
!

采用
6(_K

法#抗体效价
#j#""

#染色步骤按照免疫组化试剂

盒说明进行)用
F_6

代替一抗作为对照)每只大

鼠各取
&

张切片)取缺血侧海马区#随机采集
$

个

不重复视野#在
E""

倍光镜下计数阳性反应细胞数#

结果取平均值)

#>$

!

统计学处理
!

采用
6F66#D>"

统计软件进行

单因素方差分析#方差不齐时采用
A133,88>&

检

验#检验水准$

'

%为
">"$

)

:

!

结
!

果

!>#

!

脑组织中
76K<

的分布
!

结果$图
#

%表明!冰

冻切片荧光显微镜观察
A.S

标记的移植
76K<

细

胞#可见
76K<

组在脑损伤大鼠海马
K(#

区有红色

荧光信号表达#第
#

天最多#第
&

天减少#第
D

天最

少#表明
76K<

移植入脑组织并存活良好)

图
9

!

大鼠脑组织海马区标记
H?A*

的分布

M'

0

9

!

='*.('").'#2#/$%",$,+H?A*'2(%.

B'

@@

#3%1

@

)*"(%'2.'**),

(

!

#+

'

_

!

&+

'

K

!

D+>76K<

!

7,<,3)J

9

-*4<8,-),44<>B2.

=

.3*4

-*

=

3.5.)*8.03

!

h#""

!>!

!

神经运动功能评分
!

结果$表
#

%表明!假手术

组神经运动功能正常#溶剂对照组与
76K<

组均出现

行走侧偏(肢体伸展不良等不同程度的缺损表现)与

溶剂对照组相比#

76K<

组移植后
#+

和
&+

神经功能

缺损评分差异无统计学意义#移植后
D+

大鼠神经功

能缺损评分降低#差异有统计学意义$

<

$

">"$

%)

表
9

!

各组大鼠不同时间点神经运动功能评分

C%"9

!

U,)(#1#.#(/)23.'#2*3#(,#/(%.*'2,%3B

0

(#)

@

%.+'//,(,2..'1,

@

#'2.*

,k#!

#

'

:i(

U201

L

#+ &+ D+

6J*- ">"""i">""" ">"""i">""" ">"""i">"""

?,J.)4, !>$%&i">$#$

""

!>!$"i">D$E

""

!>#'Di">D#%

""

76K<

!>&&&i">EN!

""

#>N#Di">''N

""

#>D$"i">E$!

""#

!!

76K<

!

7,<,3)J

9

-*4<8,-),44<>

""

<

$

">"#;<6J*-

=

201

L

'

#

<

$

">"$;<?,J.)4,

=

201

L

!>&

!

MMK

染色结果
!

结果$图
!

%显示!大鼠左侧脑

缺血区形成#正常脑组织
MMK

染色呈玫瑰红色#而

缺血区组织呈白色)

-

DE%

-
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图
:

!

CCA

染色示脑组织缺血

M'

0

:

!

CCA*.%'2'2

0

#/(%."(%'2.'**),*%/.,(3,(,"(%$'*3B,1'%

(220\<.3+.)*8,.<)J,-.**2,*058J,Z2*.3

!>E

!

&GA

球体
76K<

移植对缺血损伤大鼠脑组织

M@[G

'

表达的影响
!

结果$图
&

%表明!溶剂对照组

大鼠脑组织
>DI3

#

-P@(

表达量高于假手术组

$

<

$

">"#

%#

76K<

治疗组大鼠脑组织
>DI3

#

-P@(

表达量低于溶剂对照组#差异有统计学意义

$

<

$

">"#

%)

HSC6(

检测结果$图
E

%表明!与假手

术组相比#溶剂对照组大鼠脑组织
M@[G

'

蛋白含量

升高$

<

$

">"#

%'与溶剂对照组相比#

76K<

治疗组

大鼠脑组织
M@[G

'

蛋白表达降低$

<

$

">"#

%)

!>$

!

大鼠缺血再灌注脑组织
K*<

L

*<,G&

"

K*<

L

*<,G%

蛋白的表达
!

结果表明!免疫组织化学染色

K*<

L

*<,G&

(

K*<

L

*<,G%

阳性细胞胞质着色#呈棕黄色

或棕褐色#部分核内可见$图
$

%)假手术组各时间

点大鼠脑组织中偶见
K*<

L

*<,G&

和
K*<

L

*<,G%

阳性细

胞表达'溶剂对照组各时间点
K*<

L

*<,G%

(

K*<

L

*<,G&

阳性细胞表达均较假手术组增多$

<

$

">"#

%#溶剂对

照组
K*<

L

*<,G%

阳性细胞表达高峰出现在移植后
#+

#

而
K*<

L

*<,G&

表达高峰为移植后
&+

)

76K<

治疗组组

各时间点
K*<

L

*<,G%

和
K*<

L

*<,G&

阳性细胞均较溶剂

对照组减少$

<

$

">"$

#

<

$

">"#

%)具体数据见表
!

)

图
;

!

IC-JAI

测定各组大鼠脑组织
0123

!

1IU5

的表达

M'

0

;

!

0123

!

1IU5,O

@

(,**'#2'2(%."(%'2.'**),"

7

IC-JAI

76K<

!

7,<,3)J

9

-*4<8,-),44<>

""

<

$

">"#;<6J*-

=

201

L

'

##

<

$

">"#;<?,J.)4,

=

201

L

'

,k#!

#

'

:i(

图
>

!

!ET?5

法测定各组不同时间点
CUM-

!

蛋白浓度

M'

0

>

!

CUM-

!

@

(#.,'23#23,2.(%.'#2"

7

!ET?5'2

;

0

(#)

@

*%.+'//,(,2..'1,

@

#'2.*

76K<

!

7,<,3)J

9

-*4<8,-),44<>

""

<

$

">"#;<6J*-

=

201

L

'

##

<

$

">"#;<?,J.)4,

=

201

L

'

,k#!

#

'

:i(

图
S

!

大鼠脑组织海马区皮质
A%*

@

%*,-V

$

5

&和
A%*

@

%*,-;

$

W

&阳性表达细胞

M'

0

S

!

A%*

@

%*,-V

$

5

&

%2+A%*

@

%*,-;

$

W

&

@

#*'.'&,3,$$*'2B'

@@

#3%1

@

)*#/(%."(%'2

76K<

!

7,<,3)J

9

-*4<8,-),44<>B2.

=

.3*4-*

=

3.5.)*8.03

!

hE""

;

!

讨
!

论

76K<

可作为理想细胞应用于临床治疗脑缺血

损伤并且在神经功能恢复方面已取得一定疗效+

#!

,

)

本研究结果显示!移植后
#

(

&

(

D+

在缺血侧海马区

可见存活标记
&GA

球体
76K<

#

76K<

治疗组大鼠移

植后
D+

神经运动功能评分较溶剂对照组降低#从

行为学角度证实了球体
76K<

可通过血脑屏障迁移

-

%E%

-
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第
%

期
>

付清松#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
M@[G

'

及凋亡相关蛋白表达的影响

表
:

!

大鼠各时间点脑组织
A%*

@

%*,-V

#

A%*

@

%*,-;

阳性细胞数

C%":

!

A%*

@

%*,-V%2+A%*

@

%*,-;

@

#*'.'&,3,$$*'2(%."(%'2.'**),%.,%3B.'1,

@

#'2.

,k'

#

'

:i(

U201

L

K*<

L

*<,G%

#+ &+ D+

K*<

L

*<,G&

#+ &+ D+

6J*- &>D&&i#>#'& &>!""i">'D' &>#&&i">DE& !>#&&i#>!E' !>%""i">NE# #>N&&i#>#""

?,J.)4, &$>%'Di!>!N$

""

!'>'""i#>!E!

""

#$>D&&i#>!!&

""

#E>N&&i#>%&#

""

&D>E'Di&>'E!

""

!E>E'Di#>'E!

""

76K< #N>E""i#>N!"

""##

#$>!""i">NE#

""##

##>"'Di#>E&%

""##

#&>D&&i#>"&!

""#

##>"'Di#>!%"

""##

#">&&&i#>!&E

""##

!!

76K<

!

7,<,3)J

9

-*4<8,-),44<>

""

<

$

">"#;<6J*-

=

201

L

'

#

<

$

">"$

#

##

<

$

">"#;<?,J.)4,

=

201

L

至缺血受损区并发挥神经保护作用)但传统方法扩

增培养的
76K<

仍具有一定缺陷#移植后首过效应

明显#易发生血管栓塞#难以达到理想的疗效)本研

究所采用的
76K<

是应用改良方法培养获得的
&GA

球体细胞#细胞体积明显小于传统培养细胞#经静脉

途径移植后一般不发生微血管栓塞现象+

N

,

#并且移

植后归巢效应及多潜能分化能力强#明显加强神经

特异性基因$

7(FG!

%(胶质纤维酸性蛋白$

U[(F

%

等神经发生基因的表达#细胞调节分泌能力增强#可

上调抗炎性因子如肿瘤坏死因子诱导蛋白
'

$

M6UG

'

%等#显著减小损伤后缺血面积+

N

#

#&

,

#具有明确的临

床应用优势)

脑缺血再灌注损伤的病理生理过程复杂#存在

多种因素(多环节间相互作用#炎症反应是介导脑缺

血再灌注损伤的重要机制之一)

M@[G

'

是损伤信

号诱导下被激活的巨噬细胞所释放的一种前炎性因

子#具有广泛的生物学功能)已有研究报道#脑缺血

再灌注损伤后大脑缺血侧较健侧有明显的高水平

M@[G

'

表达+

#EG#$

,

#

M@[G

'

的快速大量表达可以加剧

血管炎症反应#促进缺血及脑水肿发生'增加缺血后

兴奋性神经递质的释放#诱导细胞坏死并加重早期

脑梗死+

#'

,

)上述结果提示
M@[G

'

过度表达参与了

缺血损伤过程)

M@[G

'

在诱导细胞凋亡过程中起

重要作用+

#D

,

)

M@[G

'

可通过多条途经诱导细胞凋

亡#主要包括死亡受体通路和线粒体通路+

#%

,

)

K*<

L

*<,G%

是介导死亡受体和线粒体通路的关键性

酶#其活化可引起致死性蛋白分解级联效应)而

K*<

L

*<,G&

是最主要的凋亡效应因子#被认为是凋亡

的最终执行蛋白#与缺血后神经元损伤的病理过程

密切相关#是引起缺血再灌注损伤的重要因素+

#N

,

#

其激活与
K*<

L

*<,G%

诱导密切相关+

!"

,

)

76K<

的抗炎机制与移植
76K<

后微环境改变

有关+

!#

,

)

76K<

参与调控微环境+

!!

,

#可直接或间接

分泌多种抗炎因子如
M6UG'

(

CSG#"

等+

!&G!$

,

#可通过

抑制
@[G

)

_

信号通路和受体等方式减少
M@[G

'

(

CSG'

等促炎因子表达+

!E

,

)本研究结果也证实再灌

注损伤后#溶剂对照组移植治疗后
#

(

&

(

D+

脑组织

中
M@[G

'

含量较假手术组升高#第
#

天表达最高#

随时间延长逐渐下降)免疫组化结果显示溶剂对照

组海马区皮质
K*<

L

*<,G%

(

K*<

L

*<,G&

阳性细胞数各

时间点较假手术组增多#其中
K*<

L

*<,G%

阳性细胞表

达与
M@[G

'

表达规律相近)而
K*<

L

*<,G&

阳性细胞

表达于第
&

天最高#其原因不排除与
K*<

L

*<,GN

的延

迟性表达有关)移植
&GA

球体
76K<

后能显著降低

缺血大鼠脑组织炎性因子
M@[G

'

和凋亡效应因子

K*<

L

*<,G%

和
K*<

L

*<,G&

的表达#证实
76K<

具有抗炎

抗凋亡作用#同时也说明炎性因子
M@[G

'

与凋亡存

在级联相关性#但不能排除其他抗凋亡机制)确切的

抗炎及抗凋亡机制仍需进一步实验研究证实)

综上所述#移植
&GA

球体
76K<

能明显改善脑

缺血大鼠神经功能#对促炎性因子
M@[G

'

(凋亡相关

蛋白
K*<

L

*<,G%

和
K*<

L

*<,G&

有抑制作用)结果提

示早期干预缺血后炎症因子或通路中间过程#对临

床脑缺血损伤的治疗具有重要意义)
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