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骨髓间质干细胞移植治疗大鼠脑出血模型的实验研究
戴 杰 陈 蓝 黄志东 黄怀宇

（南通大学第二附属医院，南通市第一人民医院神经内科 江苏南通 226001）

摘要 目的：研究大鼠骨髓间质干细胞( MSCs)移植治疗脑出血的可行性。方法：分离MSCs后，连续传代培养、扩增，Brdu标记的
MSCs通过颈动脉、侧脑室 2种途径移植入脑出血大鼠模型体内，采用爬行计分法评估神经功能的恢复程度，并观察脑部 Brdu阳
性细胞的分布。结果：通过侧脑室、颈动脉移植后大鼠神经功能改善，明显优于对照组(P<0.05)；经颈动脉注射组较经侧脑室注射
组爬杆实验评分低( P<0. 05)。移植的MSCs主要迁移到出血灶、大脑皮层、海马区等处。结论：MSCs移植对脑出血具有保护作用，
而经颈动脉给药疗效优于经侧脑室给药。
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ABSTRACT Objective: To explore the feasibility of the rat bone marrow stromal cells (MSCs) transplantation to treat intracerebral

hemorrhage. Method: MSCs were separated from rat bone marrow and cultured with culture medium. The MSCs were purified by culture
expanded in vitro and then labeled with Brdu. MSCs were transferred into rat through carotid artery and lateral ventricle. The rat neuro-
logic dysfunction ameliorating was observed by behavior scores, and distribution of Brdu labeled cells in cerebra was studied. Result: The
test score of carotid artery group was lower than that of lateral ventricle group (P< 0.05). In the carotid artery group, more Brdu labeled
cells survived or migrated. The Transferred MSCs were mainly migrated to area of hippocampus and hemorrhage. They were also differ-
entiated into nerve cells. Conclusion: MSCs transferring into rat brain following intracerebral hemorrhage is effective. Intra-arterial ad-
ministration is more efficient.
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脑卒中是仅次于心血管疾病、恶性肿瘤的第三位导致人类
死亡的疾病，更是导致成人残疾的第一位疾病，发病后 1个月
内病死率 30% -40%，超过 30%的存活者遗留功能缺损[1,2]。骨
髓间质干细胞(Bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)可
以分化为神经细胞[3]，使其在神经系统疾病得到应用。本实验利
用大鼠脑出血模型，观察经不同给药途径，MSCs的治疗效果
以及移植细胞的存活和分布情况。

1 材料和方法

1.1 材料
实验动物：成年雌性 w istar大鼠，体重 200~ 250 g，由南通

大学实验动物中心提供。主要试剂：a-MEM培养基、胎牛血清、
胰蛋白酶( Trypsin)、二甲基亚砜( DMSO)为 Gibco公司产品；
淋巴细胞分离液（上海恒兴公司）；表皮生长因子( EGF)、碱性
成纤维生长因子( bFGF)(Sigma公司)；5-溴 -2脱氧尿苷(BrdU)
及 5-溴 -2脱氧尿苷兔单克隆抗体(BrdU Ab) (北京中山生物工
程有限公司)。

1.2 MSCs的分离、培养和体外标记
MSCs的分离、培养：参照张化彪等[4]的文章，10%水合氯醛

(5ml/kg)腹腔注射麻醉大鼠，于无菌条件下取出胫骨和股骨,用
密度梯度离心法分离后培养 MSCs。使用流式细胞仪检测
MSCs表面抗原 CD45、CD11b、CD90，确定纯度。免疫荧光标
记：根据使用说明书，在MSCs增殖期在培养基中加入 BrdU
（浓度 10μmol/L）进行标记。
1.3 大鼠纹状体出血模型的制备

10 %水合氯醛（5ml/kg）腹腔注射麻醉 w istar 大鼠(SPF)，
参照任泽光[5]等的方法，大鼠固定在立体定向仪上，定位于前囟
前 0.4mm，中线右侧开 3.0mm、颅骨冠状缝为中心，开深 5.0mm
孔，注射 0.5μLⅦ型胶原酶（1.0μg/μL），肝素钠 7U注入，骨蜡
封骨孔后缝合头皮。
1.4 实验动物分组

将 65只大鼠随机分为 4组:①不做任何处理的正常组，②
仅造模而不行任何处理的对照组，③颈动脉组，造模后经颈动
脉移植MSCs治疗，④侧脑室组，造模后向侧脑室移植MSCs
治疗；除外正常组，后两组行移植术后，每组再随机分为术后
1d、3 d、7 d和 14d 4个时间点。正常组 5只大鼠，其余组每个时
间点各 5只大鼠。术后 1d、3 d、7d和 14d各组均随机抽取大鼠

4030· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.21 NOV.2011

进行爬行记分法[6]评估神经功能缺损。行为学计分后进行脑组
织灌注、固定和冰冻切片。
1.5干细胞移植、分化

培养的MSCs制成单细胞悬液，颈动脉组经颈动脉注入细
胞浓度为 1×104个 /μL的MSCs悬液 200μl；侧脑室组在出血
对侧侧脑室处头皮垂直进针，进入约 5mm后注入 1×105个
/μL的MSCs悬液 20μl。细胞数参照Mahmood等[7]实验。免疫
组织化学法观察MSCs迁移情况，荧光双标法观察MSCs在体
内是否分化为神经元、星形胶质细胞等神经细胞。
1.6 统计学分析

使用 SPSS13.0软件进行统计学分析,大鼠运动功能的评分

采用平均值±标准差表示，P< 0.05有显著差异。

2 结果

2.1 神经功能缺损评分
正常组爬行计分为 0,对照组运动功能障碍最明显，颈动脉

组和侧脑室组相对较轻。造模各组在术后 3d爬行记分达最高，
7d开始下降，14d明显改善；对照组在各个时间点爬行计分均
高于颈动脉组和侧脑室组(P< 0.01)；颈动脉组和侧脑室组 14d
时神经功能评分同 1d 、3d 和 7d 比较，具有显著性差异(P<
0.01)；14d时颈动脉组比侧脑室组的神经功能缺损评分低，具
有显著性差异(P< 0.05)，具体评分见表 1。

表 1 各组大鼠不同时间点爬行记分比较（x±s,分）
Table 1 The comparison of crawling scores at different time points among rats in different groups

Group Number of cases（n）
Crawling score

1d 3d 7d 14d

Control group 20 17.34±2.11 22.22±3.09 14.78±2.33 13.44±2.56

Carotid artery group 20 16.11±2.43 17.34±2.56 9.65±2.41 3.37±2.66

Lateral group 20 16.45±2.02 18.54±3.42 10.18±1.98 4.87±2.55

2.2 MSCs体内迁移及分化
对照组无 Brdu标记的细胞；经颈动脉和侧脑室移植组 Br-

du阳性细胞主要出现在出血灶周围、大脑皮层、皮层下以及海
马，颈动脉组血管内皮细胞处可见少量 Brdu阳性细胞。通过荧
光双标检测发现 Brdu阳性细胞在体内分化为神经元、星形胶
质细胞等神经细胞。

3 讨论

我国脑出血占全部脑卒中 20%～30%，发病率为每年 60
～80人 /10万[2]。患者的康复依赖于损伤脑组织功能的重建。目
前脑出血的治疗上尚缺乏理想的方法。随着干细胞工程的发
展，神经干细胞的替代治疗已成为治疗损伤、神经退行性疾病、
脑血管疾病的新途径 [8]。骨髓间质干细胞 (Bone marrow mes-
enchymal stem cells, BMSCs)存在于骨髓间质中，具有多向分化
潜能和强大的增殖能力。由于 BMSCs取材方便、体外扩增能力
强、能够避免免疫排斥反应以及可自体移植等诸多优点，广泛
应用于治疗出血性脑血管疾病研究[9,10]。

MSCs可经多种途径进行移植，目前常见的是经静脉途径
移植，这种方法操作简便，但细胞也同时进入了其它脏器，因此
到达脑内的细胞数较少，神经功能恢复差[11]。本试验对比研究
脑出血后经颈动脉和侧脑室注射 MSCs对脑损伤治疗作用的
差异，以寻求高效的注射方式。本研究的爬行计分结果可见，颈
动脉组和侧脑室组的移植治疗均有明显的疗效，受损的神经功
能明显恢复，与对照组相比较，有显著性差异。颈动脉组和侧脑
室组均在移植 1d时就开始发挥疗效，14d时发挥最大的疗效。
免疫组织化学染色发现，Brdu标记的 MSCs主要位于出血周
边区以及出血侧大脑半球的大脑皮质、海马及血管内皮细胞
处，同国内外研究结果相符[12,13]。Li等[14]发现，在成年大鼠卒中
后经外周血管移植 MSCs，脑组织可得到修复，神经功能获得

长期恢复。至于MSCs如何通过血脑屏障，到达损伤部位，考虑
有以下原因：①脑出血损伤后血脑屏障的破坏；②受损伤的脑
组织释放 MCP-1，MlP-1 和 IL-8 等趋化因子促使 MSCs 的迁
徙[15]；③MSCs为来源于骨髓的单个核细胞，具有和单核细胞或
白细胞相同的移行方式；④脑缺血后局部微血管表达黏附分
子，诱导下MSCs发生类似于造血干细胞的迁移，MSCs本身也
表达神经细胞黏附分子，促使MSCs向病变部位迁移。实验还
表明，经颈动脉注射组大鼠较立体定位注射组的爬杆实验评分
低，神经系统功能缺损程度轻，移植存活细胞较多,分布范围
广，我们认为经侧脑室注射对于急性期的脑出血大鼠造成 2次
打击，经动脉注射的方式则避免了该缺陷。

MSCs是骨髓中的非造血干细胞，具有多向分化能力，特
别是中胚层和神经外胚层来源的组织细胞，研究发现，MSCs
可在一定的条件下分化为神经元样细胞，为神经系统疾病的治
疗提供了新的靶向。Kopen等[16]在新生小鼠的侧脑室周围注入
MSCs后，在小鼠的前脑、小脑、纹状体等部位观察到 MSCs来
源的神经元和神经胶质样细胞。Brazelton等[17]通过不同的方法
观察到在体内条件下，外源的MSCs在小鼠脑内可转变为神经
元。Zhang等[18]研究发现，MSCs在大鼠脑内可分化成神经元、
星形胶质细胞、和少突胶质细胞。上述研究同本研究结果一致，
我们通过荧光双标检测发现，MSCs在体内可分化为神经元和
星型胶质细胞，证明MSCs具有广泛的分化潜能。除了移植细
胞的替代作用，在成年哺乳动物室管膜下区、海马齿状回的颗
粒下区，以及脊髓、纹状体、大脑皮质都存在着具有再生能力的
内源性神经干细胞。脑卒中时，这些细胞能被激活，并增殖、迁
徙以及分化，修复损伤[19]。Li等[20]研究发现, MSCs能够分泌多
种细胞因子，使得宿主脑组织内的神经生长因子、碱性成纤维
生长因子以及血管内皮生长因子含量明显增加，促进脑组织中
存在神经干细胞增殖、分化，保护神经元。
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总之，MSCs可穿过血脑屏障进入大鼠脑组织中并存活，
向损伤侧的皮层迁移，能快速恢复大鼠受损的神经功能。MSCs
在体内分化的研究将会对拓展其在神经系统的应用范围，并提
供理论依据，为临床应用产生深远的意义和影响。
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