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·论著·

大鼠骨髓间质干细胞修复缺氧／缺血性脑损伤的研究

余 勤1，王 艳1，连俊兰2，白月双1

(1．浙江中医药大学生物工程学院，浙江杭州310053} 2．浙江省杭州市红十字会医院儿科，浙江杭州310003)

【摘要】目的观察大鼠骨髓间质干细胞(rMSCs)移植对缺氧／缺血性脑损伤的修复作用。方法从大鼠

骨髓中分离rMSCs进行培养扩增。制备缺氧／缺血性脑损伤大鼠模型，制模后第3日进行经5一溴一2一脱氧尿嘧

啶核苷(BrdU)标记的rMSCs脑内移植。移植后7、14、21、30 d进行Y迷宫实验检测大鼠的学习和记忆保持能

力I另取脑组织进行苏木素一伊红(HE)染色和免疫组化，观察rMSCs对大鼠脑损伤的修复情况及rMSCs在脑

内的定位。结果 Y迷宫实验发现rMSCs移植组在各个时间点学习和记忆保持能力都优于模型组和PBS对

照组(P均<o．01)。HE染色发现缺氧／缺血性脑损伤模型大鼠主要表现为皮质、海马神经元变性、坏死，神经

胶质细胞增生，胶质瘢痕形成。rMSCs移植后损伤脑组织{导到不同程度的修复，移植的rMSCs在脑内存活，并

主要迁移到皮质、海马等损伤部位。结论rMSCs移植对缺氧／缺血性脑损伤大鼠模型的学习和记忆保持能力

的恢复具有显著的促进作用f其作用与移植的rMSCs向脑损伤部位的迁移和植活有关。
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An experimental study On transplantation of rat bone marrow mesenchymal stem cells for repairing hypoxic／

isehmic brain injury in rats YU Qin+，WANG Yan，LIAN Jun—lan，BAI Yue-shuang．‘Bioengineering

College，Zh巧iang Chinese Medical University，Hangzhou 31 0053，Zhejiang，China

[Abstract] Objective To observe the influence of transplantation of rat bone marrow mesenchymal

stem ceils(rMSCs)on repairing hypoxic／ischmic brain injury in ratS．Methods rMSCs were separated from

the rat bone marrow and cultured in culture medium to proliferate．The rat models of hypoxic／ischemic brain

injury were set up．Three days after the establishment of models，rMSCs labeled by 5-bromo一2一deoxyuridine

(BrdU)were transplanted into the brain of a group of rats，the transplanted group．At the day 7，14，21，30

after the transplantation，the study and memory abilities of the rats were observed by Y—maze test．After the

animals were sacrificed，their brains were examined by hematoxylin and eosin(HE)staining and the

immunohistochemistry method to observe the recovery of injured brain cells and the locations of rMSCs in the

brain．Results At every time point，the Y-maze test showed that the study and memory abilities maintained

in the transplanted group were significantly better than those in the model and control groups(all P<0．01)．

The research of HE staining revealed that the pathological changes of rat hypoxic／ischemic brain damage were

mainly neuron necrosis，neuroglia proliferation and scar formation in the areas of cortex and hippocampus．The

injured brain tissues were repaired to a certain extent after the transplantation of rMSCs．The transplanted

rMSCs could survive and migrate to the injury site especially to the cortex and hippocampus．Conclusion The

transplantation of rMSCs may significantly improve the learning capacity and remarkably ameliorate memory

deficits in rats with hypoxic／ischemic brain injury．The effect is due to the survival and migration of rMSCs to

the injury site in the brain．
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缺氧／缺血诱导的脑损伤是一种弥漫性、进行性

的神经元坏死和神经元程序性死亡。缺氧／缺血几小

时后脑内即可出现一批神经元死亡，而且这种损伤
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能持续几周甚至几个月，这种持续神经元丢失可能

导致长期甚至永久性神经功能缺陷口]。目前对缺氧／

缺血性脑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瞳]。骨髓间质干细胞

(MSCs)是一类存在于骨髓中的非造血干细胞，体

外培养扩增迅速，并具有多向分化潜能[3。4]。国内外

多项研究表明，MSCs在体外通过抗氧化剂、生长因

子、中药等诱导可以分化为神经元样细胞和神经胶
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质细胞口巧]。体内移植研究尚起步不久，有结果显示

在体内的环境中MSCs可分化为神经细胞，并可改

善损伤的神经功能哺]，但其具体作用机制尚不明确。

本实验中将大鼠骨髓问质干细胞(rMSCs)移植到缺

氧／缺血性脑损伤大鼠的损伤局部，观察移植细胞在

脑内的成活及迁移情况，旨在探讨该治疗方案对大

鼠缺氧／缺血性脑损伤治疗的可行性及相关机制。

1材料与方法

1．1缺氧／缺血性脑损伤动物模型制备和实验分

组：体重(120±lO)g雄性Wistar大鼠用于采集骨

髓，体重(80土lO)g雄性Wistar大鼠用于制模，均

由浙江中医药大学实验动物中心提供。将138只大

鼠按随机数字表法分为模型组(九=35)、假手术组

(挖一35)、rMSCs移植组(行=34)和磷酸盐缓冲液

(PBS)对照组(咒=34)。腹腔注射水合氯醛麻醉大鼠

后游离并结扎左侧颈总动脉。经2～3 h大鼠苏醒后

置于通以体积分数为8％氧气和92％氮气的混合气

体密闭容器中，以1．5 L／min的流量持续通气2．5 h

制成缺氧／缺血性脑损伤动物模型。模型组制模后

不给予任何治疗；假手术组仅分离左侧颈总动脉，

而不结扎血管、不通气体，手术后也不给予任何治

疗；rMSCs移植组制模后3 d于脑损伤局部注射

rMSCs悬液；PBS对照组制模后3 d于脑损伤局部

注射PBS。大脑皮质注射点为前囟前3．8 mm、左侧

3．0 mm、颅骨下2．5 mm处；海马注射点坐标为前囟

前3．8 mm、左侧2．0 mm、颅骨下3．5 mm处。每只

大鼠注射两个位点，用微量进样器抽取移植待用的

细胞悬液或PBS溶液，每个位点注射5弘1 C(2．5～

5．0)×105个细胞]，注射速度1 pl／min，注射完毕停

针10 rain，并以1 ram／rain速度缓慢退针，退针后用

骨蜡封闭针孔，常规消毒后缝合切口。

1．2 rMSCs分离、培养、鉴定及体外标记：参照本

研究小组已建立的方法口1进行。将传至第3代的

rMSCs培养2～3 d后，弃去原培养基，加入含终浓

度为10 t比mol／L 5一溴一2一脱氧尿嘧啶核苷(BrdU，

美国Sigma公司)的Dulbecco改良Eagle培养基

(DMEM)／F12 1 l 1培养液(美国Invitrogen公

司)避光继续培养3 d。3 d后当细胞融合达90％左

右时，部分细胞用胰蛋白酶一乙二胺四乙酸(EDTA)

消化，收集细胞用多聚甲醛水溶液固定24 h，石蜡

包埋，切片做免疫组化，镜下观察BrdU阳性细胞，

统计阳性率。另一部分细胞经消化后收集，用含胎牛

血清(FCS，美国GiBco公司)的DMEM／F12 1 l 1

培养液制成浓度为(o．5～1．o)×105个细胞／pl的

细胞悬液待用，移植前取微量做锥虫蓝染色检测细

胞活性。

1．3行为学检测(交替电刺激Y迷宫实验)：参照

文献[8]报道的方法进行实验。rMSCs移植组和

PBS对照组于移植后7、14、21、30 d各随机选8只

大鼠进行Y迷宫实验，模型组和假手术组则分别于

术后10、17、24、33 d各随机选8只大鼠进行Y迷宫

实验，记录各组大鼠实验后2 d记忆保持阶段跑步

的总错误次数(TE)。

1．4组织学检查：模型组和假手术组分别于术后

1、4、6、10、17、24、33 d各随机选取3只大鼠，经心脏

灌流多聚甲醛水溶液固定取脑。rMSCs移植组和

PBS对照组于移植后1、3、7、14、2l、30 d各随机选

取3只大鼠，经心脏灌流多聚甲醛水溶液固定取脑。

将取出的脑组织再用多聚甲醛水溶液固定24 h取

冠状位切下注射点前后各2 mm的组织块，经修剪

后制成石蜡包块，沿冠状位做4 lam厚的切片，每隔

20弘m取1张行苏木素一伊红(HE)染色，光镜下观

察脑组织局部的病理变化。脑组织BrdU免疫组化

鉴定：石蜡切片经烘烤后行二甲苯脱蜡、乙醇水化，

过氧化氢封闭20 min，HCI室温30 min，胰酶37℃

10"-15 min，血清封闭3"5 min，小鼠抗BrdU单克

隆抗体(1；100，福州迈新生物科技有限公司)4℃

孵育过夜。24 h后用辣根过氧化物酶(HRP)标记的

羊抗小鼠IgG二抗(美国DAKO公司)在37℃温箱

中孵育1 h，三羟甲基氨基甲烷一盐酸缓冲盐溶液

(TBS)清洗，3，31_二氨基联苯胺(DAB)显色3～

10 min，苏木素复染，乙醇梯度脱水，封片，光镜下观

察BrdU阳性细胞在脑内的分布。

1．5统计学处理：计量资料以均数士标准差@±s)

表示，采用方差分析和f检验；计数资料用百分比表

示，采用X2检验；P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 rMSCs的BrdU体外标记：标记了BrdU的第

3代rMSCs仍保持了原有的形态结构，且增殖速度

未减缓，锥虫蓝染色显示细胞活性达90％以上。免

疫组化结果显示BrdU阳性细胞为细胞核呈棕褐色

(彩色插页图1)，阳性细胞占总细胞数的(50．44士

1．35)％，经X2检验与PBS对照组比较差异有统计

学意义(P<o．01)。

2．2大鼠行为学评价(表1)：各组大鼠于相应时间

点分别跑Y迷宫。第一阶段为学习期，进行40次尝

试训练，使大鼠建立这种空间记忆模式，此期只做训

练不记录任何结果。第二阶段为测试大鼠的记忆保

 万方数据



·36· 中国中西医结合急救杂志2009年1月第16卷第1期Chin J TCM卫Mjrit Care，January 2009，V!!．!!!盟!：!

持能力，记录跑步的TE。结果rMSCs移植组在各个

时间点跑步的TE均显著少于模型组和PBS对照

组(P均<O．01)。

表l各组大鼠移植后不同时间点Y迷宫实验的

跑步TE比较(；土s，厅=8)

组别——
7 d

TE(次)

14 d 21 d 30 d

模型组 13．50士0．93 15．00士0．53 15．63士0．92 16．00士0．76

假手术组 3．88土0．640 3．13=k0．646 3．63+0．74。 3．50士0．936

PBS对照组14．63士0．92”15．75±0．71”16．13士0．64”16．25士1．28,c

rMSCs移植组7．75+0。46“7．75±0．89。‘a 7．25±0．71
bed
7．13±0．35hcae

注：与模型组比较，‘尸<0．05，6P<0．01，与假手术组比较，。尸<

0．01}与PBS对照组比较，6P<0．01，与本组移植后7 d比

较，eP<0．01

2．3脑组织病理学改变：HE染色显示，假手术组

神经细胞形态、结构正常。模型组术后1、4、6、10 d

可见神经元细胞变性、坏死(彩色插页图2)；病灶周

围有胶质细胞增生，有软化灶形成(问质呈空网状)，

病灶中心有大量固缩核和核碎片(彩色插页图3)；

神经元大量丢失，大脑皮质、海马、丘脑、纹状体部位

形成胶质瘢痕。PBS对照组与模型组病理改变相

似，与模型组和PBS对照组比较，rMSCs移植组相

应时间点神经细胞变性、坏死数量及程度显著减轻。

2．4脑组织BrdU免疫组化结果：模型组、假手术

组、PBS对照组BrdU呈阴性。rMSCs移植组移植

后1 d在注射点附近(皮质、海马交界部)有BrdU

阳性细胞(彩色插页图4)；3 d时阳性细胞迁移到脑

室附近的室管膜周围(彩色插页图5)I 7、14、21 d阳

性细胞逐渐向损伤侧的皮质、海马区、纹状体迁移，

且分布区域逐步扩大，细胞数目逐渐增多；30 d时在大

脑损伤侧仍可发现数量较多的BrdU阳性细胞。

3讨论

MSCs取材容易，分离、培养、扩增及外源性基

因的转染方法相对成熟，可经体外扩增或利用基因

工程修饰后自体植入，不存在伦理学和免疫排斥等

问题，在目前临床对缺氧／缺血性脑损伤等缺乏有效

治疗手段的同时，MSCs移植治疗神经系统疾病成

为当今医学界研究的热点之一[9]。

BrdU是DNA前体胸腺嘧啶核苷酸的类似物，

在细胞周期S期时细胞正处于DNA合成阶段，此

时掺人的BrdU就会被掺合到新合成的DNA中去，

起到标记细胞的目的。我们发现经BrdU标记的细

胞移植前活性均在90％以上，说明BrdU对细胞无

毒副作用。BrdU阳性率高低与标记浓度、标记时

间、标记密度等有关。我们在实验中采用10 gmol／L

的终浓度在细胞移植前3 d进行标记，结果BrdU

平均标记阳性率达(50．44士1．35)％。至于何种密度

时加入BrdU可使其标记阳性率最高还有待于进一

步研究。

Li等n们将MSCs移植到大鼠大脑中动脉闭塞

(MCA0)模型体内，使用改良的神经系统疾病严重

程度评分(mNSS)评定大鼠神经功能，发现实验组

大鼠的运动及躯体感觉功能均明显恢复，其mNSS

较对照组改善明显。表明MSCs移植治疗神经功能

缺损是有效及可行的。本实验结果也表明，rMSCs

移植对缺氧／缺血性脑损伤大鼠动物模型学习和记

忆保持能力的恢复具有显著促进作用，提示MSCs

移植是治疗缺氧／缺血性脑损伤的有效方法。

MSCs移植可治疗神经系统损伤性疾病，其作

用机制可能是多方面的。首先，MSCs作为干细胞移

植后向病变部位的组织渗透融合，在脑组织中分化

为神经元样细胞和神经胶质细胞，替代发生坏死和

凋亡的神经细胞，重建神经环路从而达到恢复神经

功能的目的。其次，MSCs进入脑与宿主脑组织相互

作用，可自分泌或旁分泌一些细胞因子。有实验证明

这些细胞因子在鼠脑海马细胞的生存、生长及分化

中发挥作用[1¨，它们可作用于损伤神经元的有关神

经营养因子受体，通过受体信号转导系统激活生存

信号、失活死亡信号，最终产生神经细胞保护作

用n2131。这一机制已基本得到公认。另外，MSCs移

植后向病损部位迁移也是MSCs发挥作用的必要条

件。我们发现rMSCs进入脑内后优先集中于患侧的

大脑皮质、海马、纹状体等部位，并随时间推移可在

患侧脑区逐步迁移；模型大鼠学习和记忆保持能力

的恢复与移植的rMSCs向脑损伤部位迁移和植活

有关。这一现象的具体机制尚不清楚，可能是受损脑

区血脑屏障的开放易于MSCs进入该区域。有研究

表明，MSCs激活了存在于室管膜下区的神经干细

胞，被激活的神经干细胞进一步分化为神经细胞，起

到脑保护作用[1“。
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清开灵注射液加纳洛酮治疗急性重度酒精中毒疗效观察

吕 超

(河南省驻马店市中医院急诊科，河南驻马店463000)

【关键词】清开灵注射液；纳洛酮；酒精中毒，重度

中图分类号：R242 文献标识码：B DOI：10．3969／j．issn．1008—9691．2009．01．016

急性酒精中毒是急诊内科常见的病

症之一，特别是重度酒精中毒可危及生

命，需要及时正确的抢救治疗。2006—

2007年我们应用中成药制剂清开灵注

射液加纳洛酮对24例重度酒精中毒患

者进行抢救治疗，获得了满意的临床效

果，并随机抽取2005年20例未使用清

开灵注射液的患者作对照，现总结如下。

1资料与方法

1．1 临床资料：44例重度酒精中毒患

者中男40例，女4例，年龄17～56岁，

饮酒过量至就诊时间I～3 h，患者均昏

迷、感觉丧失、反射抑制或消失、二便失

禁、呼吸循环抑制，面色苍白、四肢湿冷、

体温低于正常。部分患者伴呕吐胃内容

物，少数伴有血性液体、胆汁等。

I．2分组与治疗：对照组20例：纳洛酮

催醒、保肝、护心、解痉、制酸、保护胃黏

膜、补液等。治疗组24例：在对照组治疗

的基础上，加清开灵注射液30～40 ml

加入质量分数为5％的葡萄糖(或生理

盐水)500 ml中静脉滴注。治疗过程中

密切观察患者的生命体征及意识状态，

瞳孔及反射活动。

作者简介：吕 超(1958～)，男(汉族)，

河南省人．副主任医师．

1．3统计学处理：计数资料采用秩和检

验，P<O．05为差异有统计学意义。

1．4结果：两组一般资料比较差异无统

计学意义，有可比性。对照组显效16例、

有效2例、死亡2例，治疗组分别为20、

4、0例；治疗组临床疗效显著优于对照

组，且平均清醒时间也明显短于对照组

(3．5 h比5．5 h，P均<0．05)。

2讨论

酒精(乙醇)因其脂溶性，可快速有

效地从胃肠遭吸收。经口摄入的乙醇，胃

仅吸收20％，其余经小肠吸收。摄入量

的80％～90％在30--一60 rain内吸收。乙

醇进入体内后经血液循环，主要抑制中

枢神经系统，首先抑制大脑皮质功能，使

皮质下功能失去控制，一时呈现兴奋状

态，当乙醇作用进一步加强时，皮质下中

枢及小脑受累，最后抑制脑血管运动中

枢和呼吸中枢。大脑血管扩张，循环减

慢，可出现脑水肿，继而缺血、缺氧，甚至

神经细胞受损伤。呼吸中枢麻痹是引起

死亡的主要原因。乙醇中毒尚无针对乙

醇受体的特效解毒药。清开灵注射液是

在安宫牛黄丸配方基础上制成的复方速

效中药制荆，具有醒脑开窍、营养脑细

胞、改善脑循环、降低脑水肿、扩张脑血

管、提高红细胞的携氧能力。现代研究认

为该药具有拮抗}内啡肽的作用，可改

善脑细胞能量代谢，清除氧自由基及其

他有害物质[1]。纳洛酮是阿片受体拮抗

剂，对抗脑损伤后脑内产生的内源性阿

片肽对神经细胞的损害作用，可改善脑

循环、减轻脑水肿、保护神经细胞，有利

于神经细胞功能的恢复[213；同时对乙醇

中毒昏迷患者有一定的唤醒作用，静脉

注射1～3 rain能缓解呼吸抑制，增加呼

吸频率。两药配合能有效解除乙醇对大

脑的毒性作用，加速缓解中毒所产生的

各种临床症状。治疗方法简便易行，安全

可靠，易于I临床广泛应用。

参考文献

[1]孙承业．灭鼠剂中毒诊治[J]．中国临床

医生，2000，28(4)：33—34．

[23陈天铎，董晨明，李培杰．纳洛酮用于心

肺脑复苏21例疗效观察口]．中国危重

病急救医学，2001，13(3)1182．

[3]何民，杜杭根，殷利春．等．纳洛酮与醒

脑静注射液联合治疗重型脑颅损伤疗

效观察口]．中国中西医结合急救杂志，

2003，10(1)；58—59．
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补阳还五汤对脑缺血大鼠经侧脑室移植神经干细胞存活和分化的影响
(正文见22页)
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④：空白移植组，⑤：单纯移植组；④：移植加中药组。箭头示Brdu阳性细胞
图1 物镜下观察补阳还五汤对脑缺血大鼠移植NSCs后7d时细胞存活的影响(免疫组化．×100)
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图2物镜下观察补阳还五汤对脑缺血大鼠移植NSCs后7 d时细胞分化的影响(荧光双标记免疫组化，×100)

大鼠骨髓间质干细胞修复缺氧／缺血性脑损伤的研究
(正文见34页)

图1培养至第3代的rMSCs体外标记BrdU阳性
(免疫组化，×400)

图3模型组术后6 d脑组织病灶周嘲胶质细胞增
生，问质呈空网状，软化灶形成(HE，×400)

图2模型组术后l d脯组织和浓染．和固缩
神经无纤维疏松．水肿(HE．X 400)

图4 rMSCs移植组移植后l d脑皮质、海马
交界部有BrdU阳性细胞(免疫组化．×400)

lIB5 rMSCs移植组移植后3 d B rdU阳性细
胞向脑事迂移(免疫组化．×400)
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    目的 探讨自体骨髓间质干细胞(MSCs)不同移植途径对梗死心肌心肌收缩力、血管新生及胶原更新的影响.方法 贵州香猪32只,随机分为对照组(C组

)、冠状动脉移植组(A组)、局部注射组(T组)、局部注射+动脉移植组(A+T组).抽取骨髓3 ml,按照Wakitani方法 培养出MSCs,经5-氮胞苷诱导后,5-溴脱

氧尿苷(BrdU)标记备用.开胸结扎左冠状动脉前降支后,自体MSCs分别经结扎前降支远端灌注、局部注射、局部注射+动脉灌注移植入自体急性心肌梗死区

域,对照组以同样方法 注射不合细胞的等量培养液(DMEM).术后3、6周取标本,免疫组化检测组织血管新生、体外药物刺激离体肌条检测心肌收缩情况和

血浆Ⅲ型胶原N端肽(PⅢNP)活性.结果 MSCs移植后3周A、T、A+T组心肌收缩恢复[(48.6±5.9)%,(42.1±6.2)%,(56.9±5.1)%]、血管新生

(19.6±4.3,17.1±4.0,23.2±5.5)、血浆PⅢ NP活性[(4.6±0.5)μg/L,(5.9±0.7)μg/L,(3.9±0.3)μg/L]较C组

[(37.9±5.4)%,13.2±3.8,(8.7±0.8)μg/L]明显改善(P均<0.01),且随时间推移恢复程度增加,以A+T组为最显著(P均<0.05).结论 局部注射+冠状动脉

灌注是较为理想的MSCs移植方式.

2.学位论文 朱文标 人骨髓间质干细胞与胚胎嗅鞘细胞联合移植治疗大鼠脊髓损伤的实验研究 2006
    研究背景：

    脊髓损伤是常见创伤，已经成为青壮年残疾、丧生劳动力的重要原因之一。脊髓损伤目前治疗的主要手段有药物治疗，手术治疗及康复训练。药物

治疗主要针对减轻既发性损伤，目前有效药物种类少(目前临床常用并获得较广泛共识的仅为糖皮质激素类和神经节苷脂)，强调药物应用的时效性，如

损伤后8小时内大剂量甲基强的松龙是唯一经美国食品及药物管理局(FDA)批准并通过Ⅲ期临床试验的药物。复位，减压，固定以维持脊柱的稳定，避免

不适当的搬运方法及治疗手段造成脊髓的二次损伤及持续损伤是手术治疗首要解决的问题。手术治疗的另一方面是通过移植具有治疗作用的种子细胞

，促进脊髓损伤的功能恢复。康复治疗的目的是挖掘其自身潜力，最大限度地发挥残存功能，提高患者的生存质量。

    脊髓损伤后造成损伤平面以下的肢体瘫痪是目前治疗上面临的最重要问题。目前认为移植具有治疗作用的种子细胞是这方面最有可能取得突破的方

法。骨髓间质干细胞(marrowmesenchymalstemcells，MSCs)与嗅鞘细胞(olfactoryensheathingcells，OECs)是近年来倍受人们关注的候选种子细胞。骨

髓间质干细胞从骨髓中分离，来源丰富，在体外培养能保持其多向分化潜能，可在脊髓损伤处长期存活并可向神经细胞方向分化替代丧失神经元参与重

建神经传导通路，但仅在脊髓损伤微环境诱导下分化为神经元的数量很少，限制了其更好的发挥修复功能；经体外定向诱导为神经元样细胞后，细胞凋

亡、死亡大量增加，植入体内后存活细胞很少。嗅鞘细胞是存在于嗅球的最外两层以及嗅黏膜上皮中的一种特殊的大胶质细胞，在嗅神经终生再生或修

复中发挥重要功能，在一定程度上可促进脊髓损伤神经再生及轴突的髓鞘化。新的观点认为嗅鞘细胞在嗅觉系统中，不仅可通过分泌神经营养因子促进

嗅神经元的存活及再生，而且可与嗅觉系统的干细胞相互作用，促进干细胞向嗅神经方向分化，促进嗅神经的成熟。最近王葵光等发现嗅鞘细胞可以促

进神经干细胞向神经元的分化，沈慧勇等认为嗅鞘细胞可以启动与之共培养的骨髓间质干细胞向神经元分化的程序。因此本实验研究联合移植人骨髓间

质干细胞与胚胎嗅鞘细胞对脊髓损伤修复的治疗效果。

    目的：

    观察人骨髓间质干细胞与胚胎嗅鞘细胞联合移植治疗脊髓损伤的治疗效果，探讨共移植的嗅鞘细胞对脊髓骨髓间质干细胞源性细胞分化的影响。

    方法：

    从成人骨髓分离培养人骨髓间质干细胞，从流产胚胎嗅球分离培养人胚胎嗅鞘细胞。60只SD大鼠采用ALLEN法制作脊髓急性损伤模型，随机分为四组

：骨髓间质干细胞移植组，嗅鞘细胞移植组，联合移植组，PBS移植对照组，在损伤局部移植相应细胞。采用BBB后肢功能评分比较大鼠后肢功能恢复情

况；运动诱发电位潜伏期评估脊髓传导性能改善情况；细胞移植5周后，采用组织学方法分析脊髓病理改变、轴突再生、植入嗅鞘细胞和骨髓间质干细胞

的存活与分化情况。

    结果：

    1.骨髓间质干细胞来源丰富，可从骨髓中分离，一般培养条件下易大量扩增，传代培养生物学特性稳定，保持多分化潜能；嗅鞘细胞取材于经水囊

引产的胚胎嗅球，而药物引产的胚胎分离培养不易成功，故嗅鞘细胞来源明显受限，且一般培养条件不易大量扩增，细胞易老化。两者均不表达与移植

免疫排斥发生密切相关的细胞表面抗原。

    2.BBB后肢功能评分从第1周起所有治疗组均比对照组高；第2周起联合移植组比其他组高，骨髓间质干细胞组比嗅鞘细胞组高。

    3.颅磁刺激运动诱发电位检测，在第1周末，仅3只鼠引出诱发电位，第2周所有大鼠均恢复，潜伏期明显延长。第2周-4周，潜伏期随时间有所回复

，各组动物潜伏期比前一星期回复明显，第4周-5周各组潜伏期不再随时间而明显回落，基本维持稳定；第2周-5周，联合移植组比其他组潜伏期回复明

显，骨髓间质干细胞组与嗅鞘细胞组均比对照组恢复明显，但两组间差别没有显著性。

    4.组织病理改变分析。1-2周HE染色可观察到脊髓损伤处灰质内大面积出血；神经元萎缩，胞质收缩；白质轴索变性，坏死，成空泡样改变；大量小

胶质细胞结节样增生，大量炎性细胞浸润等改变。细胞移植后5周HE染色可观察到脊髓结构破坏，损伤中央及毗邻区大量神经元萎缩，消失；偶可见胶质

细胞结节样增生；灰白质分界模糊，可见囊性软化灶，轴索变性，空泡样改变等。各组大鼠均可存在上述改变，个体差异较大，程度略有不同，各组病

理改变没有明显的区别。

    5.再生轴突的观察。甘氨酸银浸镀法染色，对照组脊髓损伤区近端可观察到再生神经轴突极少，损伤区几乎不见轴突。骨髓间质干细胞组及嗅鞘细

胞组脊髓损伤区近端可观察到较多再生神经轴突，并向损伤区伸展，距离较长，部分抵达损伤处，损伤区可观察到神经轴突稀疏分布。联合移植组脊髓

损伤区近端可观察到大量再生神经轴突，成束向损伤边缘延伸，在损伤区可观察到较多神经轴突，分布较密。各组均未发现再生神经轴突成束穿越损伤

区的直接证据。

    6.植入细胞的追踪。联合移植组及嗅鞘细胞组切片上可观察到Hoechst标记的移植细胞，主要分布于损伤区后索区域：联合移植组及骨髓间质干细胞

组切片可观察到Brdu标记细胞主要分布于损伤区后索区域及后角部分区域。联合移植组脊髓MSCs源性细胞表达Nestin，NF的细胞百分比均比MSCs移植组

高，MSCs源性细胞表达GFAP的细胞百分比两组间没有明显差别。

    结论：

    1.骨髓间质干细胞与胚胎嗅鞘细胞移植治疗脊髓损伤的机理有所不同，治疗效果相近，前者在移植细胞来源及制备上具有明显优势。

    2.骨髓间质干细胞与胚胎嗅鞘细胞联合移植时，共移植胚胎嗅鞘细胞可促进脊髓骨髓间质干细胞源性细胞向神经元转化，提高骨髓间质干细胞源性

细胞分化为神经元的比例；共移植骨髓间质干细胞与胚胎嗅鞘细胞在脊髓损伤修复中可以发挥协同作用，与两者的单独移植相比，明显提高了脊髓损伤

的治疗效果。实验结果提示联合移植策略是提高脊髓损伤修复效果的可行方法。

3.期刊论文 王建安.谢小洁.孙勇.何红.蒋晨阳.周斌全.骆荣华.董樑.WANG Jian'an.XIE Xiaojie.SUN Yong.HE

hong.JIANG Chenyang.ZHOU Binquan.LUO Ronghua.DONG Liang 骨髓间质干细胞冠脉内移植治疗近期陈旧性心肌梗

死伴心功能不全 -中华急诊医学杂志2005,14(12)
    目的研究自身骨髓间质干细胞经冠脉内移植治疗近期陈旧性心肌梗死伴心功能不全的临床疗效及安全性.方法将本院22例近期陈旧性心肌梗死伴心功

能不全患者,随机分为对照组和移植组各11例,两组均予常规药物治疗,移植组给予自身骨髓间质干细胞经梗死相关冠脉内移植,对照组经冠脉注射等量生

理盐水.术前、术后48 h、3个月和6个月分别检测血清IL-6、TNF-α和CRP,术前、术后3个月和6个月分别观察血浆BNP、6 min步行试验、超声心动图、动

态心电图、99mTc-甲氧基异丁基异腈(MIBI)和18F-脱氧葡萄糖(FDG)双核素心肌显像.结果细胞移植组术前、术后48 h、3个月和6个月血清IL-6、TNF-

α和CRP与对照组比较差异均无显著性(P＞0.05).术后3个月和6个月,与对照组比较,细胞移植组BNP降低,6 min步行试验增加,与自身术前比较差异亦具显

著性,P<0.05.术后3月,细胞移植组左室射血分数增加,与对照组和自身术前比较差异有显著性[(0.40±0.03)vs.(0.37±0.09),(0.35±0.05),P<0.05).术

后6月,细胞移植组左室舒张末容积缩小,与对照组和自身术前比较差异有显著性(4.97±0.54)vs.(5.63±0.80),(5.84±0.75)cm,P<0.05].双核素心肌显

像提示,移植组术后6个月灌流-代谢不匹配节段数增加,与对照组和自身术前比较差异具显著性[(7.60±1.26)vs.(6.20±1.14),(5.80±1.69)个

,P<0.05].围手术期及术后6个月随访中未见任何严重致心律失常发生.结论自身骨髓间质干细胞经冠脉内移植治疗陈旧性心肌梗死伴心功能不全患者,可

能改善心功能,延缓心室重塑,增加存活心肌,无明显的致心律失常和免疫炎症反应.

4.期刊论文 董锋.林建华.吴朝阳.DONG Feng.LIN Jianhua.WU Zhaoyang 骨髓间质干细胞经静脉注射移植对大鼠脊

髓损伤后BDNF、NGF mRNA表达的影响 -中国康复医学杂志2008,23(5)
    目的:研究大鼠骨髓间质干细胞(rat mesenchymal stem cells,rMSCs)静脉注射移植对脊髓损伤(spinal cordinjury,SCI)后脑源性神经营养因子

(brain derived neurotrophic factor,BDNF)、神经生长因子(nerve growth factor, NCF)表达的影响,并探讨骨髓间质干细胞移植治疗大鼠脊髓损伤的
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机制.方法:运用改良Allen法制备大鼠T10脊髓外伤性截瘫模型,假手术组6只,损伤组84只随机分为对照组和rMSCs移植组.rMSCs组、假手术组接受rMSCs单

细胞恳液1ml(1×106个rMSCs)自大鼠尾静脉缓慢注射移植,对照组静脉注射PBS1ml.移植后3h、6h、12h、24h、3d、7d、14d,应用RT-PCR方法检测损伤大

鼠脊髓BDNF、NGF mRNA表达变化情况.结果:对照组和rMSCs移植组损伤脊髓BDNF、NGFmRNA表达较假手术组有明显增加(P<0.05);rMSCs移植组与对照组比

较BDNF、NGFmRNA表达增加更为明显(P<0.05).结论:脊髓损伤后损伤脊髓局部的BDNF、NGF表达增加,rMSCs静脉注射移植后能促进损伤脊髓局部的BDNF、

NGF更进一步的表达.这可能是促进大鼠神经结构及神经功能恢复的因素之一.

5.学位论文 陈少强 骨髓间质干细胞静脉移植治疗大鼠脊髓损伤的实验研究 2009
    第一部分羧基荧光素乙酰乙酸对大鼠骨髓间质干细胞体外染色的研究

    目的：探讨活体染料羧基荧光素乙酰乙酸(CFSE)标记大鼠骨髓间质干细胞(MSCs)的可行性和最适条件。

    方法：清洁型SD大鼠20只，用密度梯度离心及贴壁法相结合的方法分离、纯化、培养大鼠MSCs，取长满25cm2培养瓶瓶底的第三代大鼠MSCs用2.5、

5、10、20、40μ mol/L不同浓度的CFSE分别作用1、5、10、15、20min进行染色，通过观察染色后细胞荧光强度和细胞贴壁率筛选出CFSE标记大鼠

MSCs的最适标记时间和标记浓度。采用MTT法检测量适条件下CFSE标记的大鼠MSCs的增殖能力。

    结果：浓度10μ mol/L的CFSE在37℃下孵育10min为MSCs染色、观察和研究的最适条件，在此条件下，CFSE标记的MSCs的增殖能力不受影响。

    结论：活体染料CFSE是一种标记率高、细胞毒性小、操作简便的标记大鼠MSCs的新方法，浓度10μ mol/L的CFSE在37℃下孵育10 min为CFSE标记大

鼠MSCs的最适条件。

    第二部分大鼠脊髓损伤后炎症级联反应及其对静脉移植骨髓基质干细胞在损伤脊髓内存活和迁移的影响

    目的：观察大鼠急性脊髓损伤(SCI)后炎症级联反应及其对静脉移植骨髓基质干细胞(MSCs)在损伤脊髓内存活和迁移的影响，探讨MSCs静脉移植治疗

急性SCI的最佳移植时间。

    方法：Allen法制造SCI动物模型。80只SD大鼠随机分为假手术组、SCI后1h、6h、12 h、24 h、3d、5d和7d组，不同时间点取脊髓组织，应用HE染色

法观察脊髓组织结构，应用RT-PCR法观察肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β)和中性粒细胞趋化因子-1(CINC-1)表达情况，应用免疫组

织化学法观察细胞间粘附分子-1(ICAM-1)表达情况，应用化学法测定髓过氧化物酶(MPO)活性变化；另40只SD大鼠随机分为假手术组、SCI后1h、6h、12

h、24 h、3d、5d和7d移植组，移植后7d取脊髓组织，荧光显微镜下观察不同移植时间点脊髓损伤处MSCs的存活和迁移情况。

    结果：TNF-α和IL-1β在大鼠SCI后1h开始表达，SCI后6h到达峰值；ICAM-1和CINC-1在大鼠SCI后6h表达增高，SCI后12 h到达峰值；MPO活性在大鼠

SCI后6h开始表达，24 h表达到达峰值。SCI后6h，中性粒细胞(PMNL)开始浸润，SCI后24 h，PMNL大量浸润。SCI后3d，PMNL浸润减少，MPO活性表达开始

减弱；SCI后5d和7d，脊髓损伤区有胶质细胞增生。SCI后Oh、6h、12 h、24 h移植四组，脊髓损伤处的BMSCs的存活数量较少，但迁移距离较长；SCI后

3d移植组，脊髓损伤处的BMSCs的存活数量较多，且迁移距离较长；SCI后5d和7d移植两组，脊髓损伤处的BMSCs的存活数量较少，且迁移距离较短。

    结论：急性SCI后，在损伤脊髓内存在炎症级联反应。在SCI后1h、6h、12 h、24 h，由于损伤区的炎症级联反应，局部的微环境不适合移植的

MSCs存活；在SCI后5d、7d，由于损伤区胶质细胞增生，不利于移植MSCs的迁移。在SCI后3d可能是静脉移植MSCs治疗大鼠SCI的最佳移植时间。

    第三部分静脉移植骨髓间质干细胞在损伤脊髓内的定向分化

    目的：探讨移植MSCs在损伤脊髓内是否能分化为功能性的神经元和神经胶质细胞。

    方法：应用免疫电镜技术观察迁移在损伤脊髓内1、3、5周后的移植MSCs的超微结构，应用免疫荧光标记和激光共聚焦技术观察迁移在损伤脊髓内

1、3、5周后的移植MSCs表达胆碱乙酰基转移酶(ChAT)、谷氨酸脱羧酶(GAD)、突触素(synapsins)、髓磷脂碱性蛋白(MBP)和髓鞘蛋白前脂蛋白(PLP)的情

况。

    结果：移植1周后，迁移在损伤脊髓灰质内的MSCs细胞器不发达，不具有神经元的超微结构特点，而迁移在损伤脊髓白质内的MSCs细胞器发达，具有

少突胶质细胞的超微结构特点。移植3周后，迁移在损伤脊髓灰质内后的MSCs细胞器开始发达，具有神经元的超微结构特点。移植1周后，迁移在损伤脊

髓灰质内后的MSCs不表达ChAT、GAD和synapsins，而迁移在损伤脊髓白质内的MSCs开始表达MBP和PLP。移植3周后，迁移在损伤脊髓灰质内的MSCs开始表

达ChAT、GAD和synapsins。迁移在损伤脊髓白质内的MSCs数量明显多于灰质内的MSCs。

    结论：移植MSCs在损伤脊髓内可部分分化为功能性的神经元和神经胶质细胞，而且MSCs在损伤脊髓内分化为功能性神经胶质细胞的时间较早，数量

较多。

    第四部分静脉移植骨髓间质干细胞对大鼠脊髓损伤后少突胶质细胞再髓鞘化的影响

    目的：观察骨髓间质干细胞移植治疗对脊髓损伤后少突胶质细胞增生及新生轴突髓鞘再形成的影响。

    方法：60只SD大鼠随机分为假手术组、对照组和实验组，假手术组和实验组经尾静脉注射MSCs，对照组经尾静脉注射PBS。注射MSCs后1、3W，电镜

观察各组髓鞘和少突胶质细胞的超微结构变化：免疫组织化学荧光标记技术检测脊髓组织髓磷脂碱性蛋白(MBP)和髓鞘蛋白前脂蛋白(PLP)的表达。免疫

荧光标记和激光共聚焦技术观察迁移在损伤脊髓内1、3周后的移植MSCs表达髓磷脂碱性蛋白(MBP)和髓鞘蛋白前脂蛋白(PLP)的情况。

    结果：脊髓损伤后1W，对照组髓鞘明显肿胀，部分崩解；部分少突胶质细胞坏死溶解，可见较多增生的少突胶质细胞。脊髓损伤后3W，髓鞘肿胀较

轻，可见增生的少突胶质细胞。脊髓损伤后1W，实验组髓鞘肿胀明显减轻，少突胶质细胞坏死少，可见大量增生的少突胶质细胞，脊髓损伤后3W，实验

组髓鞘和少突胶质细胞结构正常，可见许多增生的少突胶质细胞。免疫组织化学荧光标记结果显示，对照组MBP和PLP表达低于假手术组，实验组MBP和

PLP表达高于对照组。移植1周后，迁移在损伤脊髓白质内的MSCs表达MBP和PLP。

    结论：脊髓损伤后骨髓间质干细胞移植治疗可有效防止少突胶质细胞坏死和神经纤维溃变，促进少突胶质细胞增生和再生神经纤维髓鞘的再形成。

6.期刊论文 连锋.朱洪生.薛松.吴学军.张谷兰.王小妹.LIAN Feng.ZHU Hong-sheng.XUE Song.WU Xie-jun.ZHANG

Gu-lan.WANG Yiao-mei 骨髓间质干细胞在梗死心肌移植后心肌再生的实验研究 -江苏大学学报（医学版）

2006,16(1)
    目的: 研究骨髓间质干细胞在梗死心肌移植后的心肌再生作用. 方法: 贵州香猪24只,随机分为对照组(C组),实验组(E组).抽取骨髓液3ml,按照

Wakitani的方法培养出骨髓间质干细胞,经5-氮胞苷诱导后,BrdU标记备用.开胸结扎冠状动脉前降支,自体骨髓间质干细胞分别经局部注射和结扎的左冠

状动脉前降支远端灌注移植入自体急性心肌梗死区域,C组以DMEM对照.术后3,6周取心肌标本行免疫组化、电镜检测. 结果: 梗死区域可观察到标记的骨

髓间质干细胞,这些细胞能表达肌球蛋白重链(MHC),缝隙连接蛋白-43(Cx-43),心肌特异性肌钙蛋白I (cTnT I),电镜下有肌丝形成.结论: 骨髓间质干细

胞在梗死心肌内移植具有分化再生的能力.

7.学位论文 姜美子 静脉注射人骨髓间质干细胞对大鼠局灶性脑缺血损伤的影响 2007
    目前为止，对脑血管疾病造成的神经细胞死亡，没有确实有效的治疗方法。神经系统常见病一缺血性脑血管病留下无法恢复的神经功能缺损，给患

者带来极大的痛苦。目前国内外研究人员从溶栓治疗到介入微创治疗，力求恢复脑缺血区血液供应，保护受损神经细胞，但因“时间窗”的限制，实际

上只有极少数患者能及时接受溶栓治疗，不管是超早期溶栓，还是其他积极的治疗，都不能直接阻断脑损伤的发生或促使受损组织再生。因此，利用神

经干细胞移植治疗中枢神经系统疾病的研究，越来越引起世界医学界的关注，能够替代缺损的神经功能达到“无后遗症”，才是治疗的最终目的。神经

干细胞的发现使人们改变过去所认为的中枢神经系统损伤后神经元或轴突不能再生的观点，并对许多神经系统的疾病的治疗带来了新的希望。以往的神

经干细胞均来源于胚胎与成人神经系统，其取材困难，存在伦理学问题、移植后免疫排斥反应，易诱发肿瘤等，其临床应用受限制，现基本弃用。脐带

血是神经干细胞的另一重要来源，然而移植脐带血来源的神经干细胞有很大的缺点，即异源性，需要长久使用免疫抑制剂去避免移植排斥反应。骨髓间

质干细胞(hMSC)来源广泛，取材容易，体外迅速扩增，不存在伦理学问题，可运用自体移植，解除宿主可能的免疫排斥反应，而具有良好的应用前景。

但目前hMSC移植后hMSC自身整合到受体组织，并分化成神经元和星形胶质细胞，还是启动内源性神经元前体细胞的增殖，促使其向神经元和星形胶质细

胞分化，尚有争议。

    本实验通过静脉注射hMSC后观察大鼠局灶性脑缺血损伤后的神经功能评分、计算脑梗死面积、hMSC到达脑缺血损伤部位后的存活程度、移植细胞及

缺血周边区、纹状体区、室管膜下区神经元前体细胞分化程度，最终阐明移植hMSC后改善神经功能的部分分子学机制。

    移植法包括病变部位立体定位直接注入法、脑脊液注入法、静脉注射法等，但前两者因副损伤大，难以在临床上推广，渐被静脉注射法取代。

hMSC静脉注射剂量，在学者之间存在分歧，小剂量注射后hMSC到达中枢神经系统之前大部分停留在脾和肺，hMSC不能到达中枢神经系统，当然对神经功

能恢复起不到效果。大剂量注射易引起栓塞，因此，目前提倡用(1-6)×10<'6>个剂量移植。本实验选择1×10<'6>小剂量静脉移植后取得了较满意的效

果。
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    实验首先选健康人类志愿者，抽取髂嵴中的骨髓10ml，离心法分离出hMSC，培养2w后荧光染剂PKt{26进行标记。实验组分为假手术组(A组，假手术

+尾静脉注射生理盐水)，缺血再灌注组(B组，大脑中动脉梗塞+尾静脉注射生理盐水)，骨髓干细胞组(C组，大脑中动脉梗塞+尾静脉注射hMSC)，hMSC注

射剂量为1×10<'6>用线栓法制作大鼠局灶性脑缺血模型，梗塞24h尾静脉注射PKH26标记的hMSC，每日腹腔注射5-溴脱氧尿苷嘧啶(BrdU)，标记增殖的神

经元前体细胞。梗塞后第1、3、7、14d测定神经功能评分，14d将全部动物处死，计算脑梗死面积，免疫组化法测定缺血性大鼠脑中PHK26标记的hMSC及

NLNA标记的hMSC及其分化，比较脑缺血后缺血周边区、纹状体区、同侧脑室周围室管膜下的神经元前体细胞分化程度。结果显示，hMSC移植后神经功能

明显改善；脑梗死面积明显缩小(P<0.05)；hMSC治疗14d在大鼠脑缺血灶周围确实发现PKH26标记的hMSC，B组和C组均发现缺血周边区、纹状体区、室管

膜下区神经元前体细胞增殖，但C组增殖更显著(P<0.01)，未观察到NLNA标记的细胞分化成星形胶质细胞、神经元的现象；观察到BrdU标记的细胞分化成

神经元、星形胶质细胞。通过本实验总结出如下结论。①尾静脉注射hMSC后移植的hMSC能到达缺血周边部位，并部分能成活。移植的hMSC只有向缺血区

迁移才能完成对损伤的修复，本实验证明1×10<'6>个hMSC移植后移植细胞能迁移到缺血部位，与以往学者的观点一致。②hMSC移植后神经功能明显恢复

，脑梗死面积明显缩小。C组hMSC移植后第1、3、7、14d定运动功能、感觉功能、改良的神经功能损伤程度评分较B组有显著性差异，从第3天开始神经功

能明显改善，第14天神经功能改善最显著。③移植的hMSC到达脑缺血部位后并不是自身分化成星形胶质细胞及神经元。hMSC移植到脑内后形态学上并未

发现改变，故认为hMSC移植后引起的功能恢复并不是移植的hMSC所产生的神经元整合到宿主神经环路所致。④}NSC移植后缺血周边区、室管膜下区、纹

状体区神经元前体细胞增殖，并分化成星形胶质细胞和神经元，从而改善脑缺血损伤。那么，移植的hMSC起什么作用呢?可能是移植的hMSC分泌的蛋白引

起宿主脑组织可塑性上调，能改变缺血周围微环境，使缺血周边区、纹状体区、室管膜下区原存的静止状态的神经元前体细胞增殖，并促使其分化成神

经元或星形胶质细胞，为中枢神经系统损伤后的修复和治疗提供广泛的前景。

    尽管hMSC的移植取得了一些进展，但对hMSC的基本生物学特征和免疫学特性尚未完全认识，仍需进一步深入研究最有效的细胞移植途径，希望活体

水平上监测移植细胞的电生理特性，突触联系，信号转导以及释放功能。hMSC移植后的体内存活时间、安全性、体外培养的最适条件、探讨和研究移植

hMSC神经生长因子间的内在联系，找到}NSC分化不同阶段的关键基因，将会为临床上利用hMSC防治脑缺血性疾病奠定良好的研究基础。细胞移植和基因

治疗才刚刚起步，为更好的发挥hMSC的治疗作用，需进一步了解分化及发育过程中的作用。

8.期刊论文 陈东平.张志坚.吴秀丽.林建华.Chen DP.Zhang ZJ.Wu XL.Lin JH 经静脉移植骨髓间质干细胞在脑缺

血前后大鼠脏器组织中的分布 -中国组织工程研究与临床康复2007,11(50)
    目的:骨髓间质干细胞通过局部直接注射或经静脉、动脉移植均可有效趋化到达脑缺血、损伤组织,但目前除了对到达靶部位的干细胞分布有一定了

解外,对干细胞在非损伤组织或损伤组织之外的其它部位迁移分布与生存情况的研究较少.观察经静脉移植的大鼠骨髓间质干细胞在脑缺血前后大鼠体内

的生存与分布,为干细胞移植研究提供实验基础和可能的理论依据.方法:实验于2006-05/2007-05在福建省神经病学研究所完成.实验材料:选取清洁级健

康雄性近交系F344大鼠48只,体质量250～300 g,由中国科学院上海实验动物中心提供,按随机数字表法分为3组:正常移植组、脑缺血前移植组、脑缺血后

移植组,每组16只.实验过程中对动物的处置符合动物伦理学标准.实验方法:①体外培养扩增2月龄F344大鼠骨髓间质干细胞,传至第三四代备用.用带增强

型绿荧光蛋白基因的慢病毒感染大鼠骨髓间质干细胞.②建立大鼠短暂大脑中动脉闭塞脑局灶缺血模型.取增强型绿荧光蛋白标记的大鼠骨髓间质干细胞

,经股静脉移植入大鼠体内.正常移植组:细胞移植前大鼠未经任何处理;脑缺血前移植组:先在正常大鼠静脉移植细胞,24 h后行大脑中动脉闭塞术;脑缺血

后移植组:大鼠先行大脑中动脉闭塞术,24 h后移植细胞.③实验评估:采用改良的神经功能缺损量表测定各组大鼠神经功能情况;取大鼠骨髓制作涂片,同

时取脑、心、肺、肝、脾、肾、骨骼肌、小肠组织标本制作冰冻切片,在荧光显微镜下观察增强型绿荧光蛋白阳性细胞在各时间点的分布情况.结果:48只

大鼠均进入结果分析.①脑缺血前移植组和脑缺血后移植组大鼠神经功能在移植后12周内均有明显恢复,但脑缺血后移植组恢复较快,术后1,3,12周明显优

于脑缺血前移植组(P＜0.01,P＜0.05).②在正常移植组和脑缺血前移植组大鼠肺、骨髓、脾、小肠发现增强型绿荧光蛋白阳性细胞,而在其他组织未发现

.在脑缺血后移植组大鼠脑半球缺血区发现大量增强型绿荧光蛋白阳性细胞聚集,在肺中也可见阳性细胞分布,在脑缺血对侧半球及其他组织中未发现.结

论:移植前的脑损伤对移植的大鼠骨髓间质干细胞向脑局灶缺血损伤区迁移,进而促进神经功能修复非常重要,否则,移植干细胞将在骨髓和脾脏较长时间

停留且不易再次迁移.

9.期刊论文 朱文标.邓宇斌.毕小彬.刘宇.史玉朋.叶美红.沈慧勇 骨髓间质干细胞与胚胎嗅鞘细胞联合移植治疗大

鼠脊髓损伤的实验研究 -中国脊柱脊髓杂志2006,16(12)
    目的:观察人骨髓间质干细胞(MSCs)与胚胎嗅鞘细胞(OECs)联合移植治疗大鼠脊髓损伤的效果,探讨共移植的OECs对MSCs分化的影响.方法:采用

Allen's法制作大鼠脊髓损伤模型,随机分为MSCs移植组(A组)、OECs移植组(B组)、MSCs与OECs联合移植组(C组)及PBS注射组(D组),术后1～5周采用BBB评

分、经颅磁刺激运动诱发电位及组织学方法检查脊髓损伤修复情况.结果:术后2周起,A、B、C组BBB评分和诱发电位潜伏期与D组比较恢复明显,C组与A、

B组相比亦有显著性差异(P＜0.05).术后5周时C组损伤区有较密的神经轴突分布,近端可见大量成束再生轴突;A、B组损伤区及近端再生轴突分布稀疏;D组

损伤区及近端少见轴突.C组移植的MSCs中Nestin及NF表达阳性的比率较A组高(P＜0.05).结论:联合移植OECs可促进MSCs向神经元方向转化,提高MSCs分化

为神经元的比例;MSCs与OECs可以在脊髓损伤修复中发挥协同作用,联合细胞移植是提高脊髓损伤修复效果的可行方法.

10.学位论文 毕小彬 骨髓间质干细胞的磁性标记示踪及丹酚酸B盐协同间质干细胞修复大鼠脊髓损伤的研究 2007
    干细胞包括胚胎千细胞(embryonic stem cells，ESCs)和成体T细胞，这类细胞可以在体外培养和快速增殖，同时具有向自我更新和多向分化潜能

，是目前多种疾病实验研究和临床治疗的热点。干细胞移植后能够分泌治疗性物质，并可能修复和替代损伤性疾病中受损的神经组织。因此，干细胞移

植为脊髓损伤等中枢神经系统损伤性疾病带来了希望。骨髓间质千细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)是成体干细胞的一种，获取简单，扩增容易

，可在体外和体内向神经元样细胞分化，受到研究者更多的重视。

    脊髓损伤(spinal cord injures，SCI)是临床常见疾病，给患者带来了极大痛苦，严重影响患者的生存质量。脊髓损伤的药物治疗受限于有限的药

物种类和狭窄的治疗时间窗，康复治疗的效果也不能令人满意。目前，研究者更多将目光转向干细胞移植治疗脊髓损伤，MSCs自然受到研究者的青睐。

本室对MSCs单独或结合神经营养因子及嗅鞘细胞治疗脊髓损伤的疗效和机制进行探讨，肯定了MSCs治疗脊髓损伤的有效性。

    然而，MSCs治疗脊髓损伤的实验研究和临床应用也遇到和其他细胞移植同样的问题：首先是用来区分宿主细胞与移植细胞的传统标记和识别方法只

能在离体情况下进行，显然，这些方法用于大动物实验或者临床研究时不可行。所以有必要寻找能够在体示踪检测和追踪移植细胞命运的方法。将需要

移植的细胞进行磁性对比剂标记，通过磁共振成像(magnetic resonance imaging，MRI)技术对其进行可视化追踪，就能得知移植细胞在体内的运动信息

以及未来命运。钆-二亚甲基三胺五乙酸-叶酸(Gadolinium diethylenetriaminepentaacetic acid，Gd-DTPA)是一种T1造影剂，和铁剂类T2造影剂一样

可用于细胞标记。Gd-DTPA相比其他造影剂用于细胞标记的优点在于其较少受到血流和周围其他正常和非正常组织结构信号的影响。那么，能否用Gd-

DTPA标记MSCs来进行MSCs的在体MRI示踪?这是本课题要探讨的一个重要内容。另外一个问题是成年个体中枢神经系统(central nervous

system，CNS)，尤其是损伤的CNS很可能不利于移植细胞的存活。即使是在细胞最好的状态下进行移植，据报道最多能有10﹪的移植细胞存活，而能够分

化成为成熟神经元的移植细胞则更少。虽然在脊髓损伤的实验研究中，很多研究者建议细胞移植时间窗应选在损伤后7-10天，但有证据表明存活细胞数

量仍不乐观。大部分细胞治疗用于打击性或压迫性脊髓损伤是采用髓内注射的方式，而注射器的刺入很可能对受损脊髓造成又一次大的损害。脊髓损伤

后的微环境和随后注射造成的损害中，肿瘤坏死因子-α(tIJmor necrosis factor-α，TNF-α)等炎症因子及其引起的一系列炎症反应是一种重要因素

。丹酚酸B盐(Salvianolic acid B，SalB)是我国传统中药丹参(salvia miltiorrhiza，Danst]en)的水溶性有效成分，已有研究证明Sal B具有很强的抗

氧化作用和明显的抗炎作用。还有研究表明，复方丹参注射液可以用于治疗脊髓损伤。那么，应用Sal B能否促进移植的MSCs的存活呢?这是本课题要研

究的又一重要内容。

    综上所述，本研究拟采用带有红色荧光的阳离子转染试剂jetPEI-FluoR负载的Gd标记MSC(Gd-MSCs)，观察Gd标记对MSCs存活和增殖能力的影响，电

镜检测Gd在MSCs内的分布情况，并对移植到大鼠脊髓损伤节段的Gd-MSCs进行MRI活体示踪；观察Sal B的神经保护作用以及是否在体外保护MSCs不受TNF-

α的损伤，观察Sal B是否能促进移植到受损脊髓的MSCs的存活及两者联合应用后脊髓损伤大鼠的运动功能恢复情况。

    本实验的研究内容由以下两部分组成：

    第1部分：骨髓间质干细胞的磁性标记示踪

    目的：观察Gd-DTPA成功标记MSCs后对其生物学特性的影响，观察MSCs中Gd-DTPA的分布情况，MRI示踪植入到脊髓损伤大鼠体内的MSCs，探讨Gd-

DTPA标记MSCs的方法用于脊髓损伤研究的可行性。

    方法：接种培养大鼠MSCs，用阳离子转染试剂jetPEI-FluoR结合Gd-DTPA标记MSCs。透射电镜观察Gd-DTPA在MSCs胞膜和胞浆的分布情况，MRI观察标

记后MSCs的信号强度变化。用台盼蓝染色、MTT比色法和Hochest 33342染色法检测Gd-DTPA标记对MSCs的存活、增殖及凋亡的影响。移植标记的MSCs到脊
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髓损伤大鼠受损脊髓节段内，然后用MRI观察MSCs的分布和迁移情况，并用组织学方法验证。同时BBB评分评价标记的MSCs对脊髓损伤大鼠的功能恢复情

况。

    结果：

    1．Gd-DTPA能够成功标记MSCs，且标记效率不低于80﹪。Gd-DTPA标记的MSCs在1.5T核磁共振扫描图像上清晰可见，标记的MSCs在T1加权图像上的信

号强度明显增强。透射电镜证实Gd-DTPA存在于MSCs内。

    2．Gd-DTPA标记不影响细胞存活、增殖和凋亡。

    3．标记的MSCs在细胞移植后14天仍能够检测到信号强度的明显变化。标记细胞相对周围脊髓组织的信号强度增高在第1，3，7，14天分别为

26.61﹪，22.81﹪。19.88﹪，14.42﹪。但是，到了移植后第21天，信号强度增高只有8.77﹪。MRI上，标记MSCs从注射处向损伤区迁移，并且在移植后

第14天和第21天，没有发现细胞在损伤区以外区域出现，组织学结果也证实这一点。

    4．标记MSCs和未标记MSCs移植的脊髓损伤大鼠的BBB评分从移植第7天开始比对照组的大鼠的评分高(P(0.05)，而两者之间则没有显著差异

(P>0.05)。

    结论：Gd-DTPA可有效标记MSCs；MRI可在体示踪移植到大鼠脊髓损伤节段的Gd-DTPA-MSCs，标记细胞集中分布在损伤区域。Gd-DTPA-MSCs的MRI示踪

可能是阐明MSCs治疗脊髓损伤和其他中枢神经系统疾病作用机制的重要示踪方法。

    第2部分：丹酚酸B盐协同间质干细胞修复大鼠脊髓损伤

    目的：观察Sal B对脊髓损伤的神经保护作用，观察Sal B是否保护MSCs不受TNF-α的损害，以及是否能促进移植的MSCs在损伤脊髓的存活数量，探

讨联合应用Sal B和MSCs治疗大鼠脊髓损伤的可行性。

    方法：体外培养大鼠MSCs，观察Sal B对MSCs在TNF-α存在条件下的存活的影响。空洞面积分析和BBB评分观察Sal B对大鼠脊髓损伤的神经保护作用

。大鼠脊髓损伤后第7天，移植5-溴脱氧尿核苷(5-bromodeoxyuridine，BrdU)标记的MSCs，并腹腔注射Sal B。采用BBB评分评价大鼠的运动功能恢复情

况：细胞注射后7天和28天进行灌注取材，免疫组织化学染色观察移植的MSCs的存活情况，观察Sal B促进移植的MSCs存活的作用。

    结果：

    1．分别用TNF-α或TNF-α联合丹SalB处理MSCs，观察其对MSCs存活的影响。10ng/ml TNF-α作用24小时后MSCs大部分边缘翘起，呈半漂浮状；而

100ng/mlSalB存在时，TNF-α对MSCs几乎没有影响。

    2．SalB可以显著减小损伤大鼠脊髓的空洞面积(P<0.05)，从脊髓损伤后第14天起，SalB和PBS对照治疗组之间的BBB评分有显著差异(P<0.05)。

    3．MSCs和SalB联合应用组的大鼠损伤部位有很多存活的MSCs聚集，而单纯MSCs组的细胞存活则比较少。存活细胞计数分析结果表明在移植后的第

7天和28天，联合应用组的MSCs存活数量都比单独MSCs应用组要多(P<0.5)。联合应用组大鼠的运动功能恢复要比单纯MSCs恢复的要好(P<0.5)。

    结论：SalB可以减少脊髓损伤空洞形成。SalB在体外保护MSCs免受TNF-α的毒性作用，在体内促进移植的MSCs的存活；联合应用MSCs和SalB能更好

地促进脊髓损伤大鼠的功能恢复。

    总结

    通过以上实验研究，可得到以下结果：

    1．Gd—DTPA能有效标记MSCs并且不影响MSCs的牛物学特性；

    2．Gd—DTPA标记的MSCs在移植后14天内可用MRI活体示踪；

    3．Gd—DTPA标记的MSCs迁移并分布在大鼠脊髓损伤部位；

    4．Sal B可以在体外保护MSCs免受TNF—α的毒性作用；

    5．Sal B提高MSCs的移植存活数量，两者联合应用明显促进大鼠脊髓损伤的功能恢复。
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