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≈摘要  目的 观察大鼠骨髓基质细胞分化为内皮细胞后静脉移植治疗大鼠永久大脑中动脉闭塞模型k � ≤ � �l后缺血脑血

管内皮细胞生长因子k∂ ∞�ƒl及其受体 ƒ��2t的表达以及动物行为学改变 ∀方法 利用 wss ±ªr°¯重组人粒细胞巨噬细胞集落刺

激因子kµ«� �2≤≥ƒl在体外诱导骨髓基质细胞分化为内皮细胞 ∀线栓法制作永久 ≥⁄大鼠 � ≤ � � 模型k± � wxl ouw «后细胞移植

组k± � txl舌静脉注射 v ≅ tsy 分化后的内皮细胞 o对照组 tk± � txl注射等量 °�≥ o对照组 uk± � txl血管闭塞后不予任何处理 ∀在

细胞移植前及移植后 t !v !x !z !tw §分别采用姿势反射实验 !肢体不对称应用实验和角落实验观察大鼠动物行为学评分的变化 o并

通过免疫组化染色方法观察缺血脑组织血管内皮细胞生长因子k∂ ∞�ƒl及其受体 ƒ��2t的表达 ∀结果 细胞移植组动物行为学评

分优于对照组 t !u o在移植后第 z天和第 tw天较两个对照组有显著性差异k Π� s1 sxl ~各组缺血侧脑组织缺血周边和皮层 ∂ ∞�ƒ !

ƒ��2t阳性细胞较非缺血侧增多kΠ� s1 sxl o其中以细胞移植组最明显k Π� s1 sxl ~∂ ∞�ƒ 主要表达在神经元 !神经胶质细胞和部

分内皮细胞 oƒ��2t主要表达在内皮细胞和部分神经元 !神经胶质细胞 ~细胞移植组缺血侧毛细血管增生较对照组多k Π� s1 sxl ∀

结论 骨髓基质细胞体外诱导分化后的内皮细胞静脉移植可以改善大鼠局灶脑缺血的神经功能 ~内皮细胞移植后可促进缺血脑组

织 ∂ ∞�ƒ !ƒ��2t的表达 ~动物神经功能的改善机制可能与 ∂ ∞�ƒ !ƒ��2t的表达增加 o内皮细胞及毛细血管增殖有关 ∀
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骨髓基质细胞k � ≥≤l是一类具有自我复制能力的

多潜能干细胞 o其重要临床应用价值在于其具有/横向

分化0 的能力 o即 � ≥≤ 可以分化成为多种其他组织的

细胞 o通过细胞替代 !修复以及加强受损组织或器官的

生物学功能来修复病变组织 ∀usss年 o�¬等首先报告

了 � ≥≤ 纹状体内移植后能够改善中风大鼠的神经功

能≈t  ∀目前国内的研究多集中在 � ≥≤ 移植后其分化

方向的研究 ∀本研究利用 � ≥≤ 体外诱导分化为内皮

细胞后静脉移植 o治疗大鼠局灶性脑缺血 o以期探索一

种简单可行的治疗途径并希望从内皮细胞参与缺血后

脑保护的角度进行探索 ∀

1 材料和方法

1 q1 实验动物及分组  细胞培养用 ≥°ƒ级 ≥⁄雄性大

鼠 us只 o体重 txs ∗ tys ª~� ≤ � � 模型用 ≥°ƒ 级 ≥⁄

雄性大鼠 ws只 o体重ku{s ? vsl ªo均由维通利华实验

动物技术有限公司提供 o动物许可证编号 }≥≤ ÷ �k京l

ussu2sssv ∀

在大鼠 � ≤ � � 闭塞 uw «后 o动物随机分为 v组 }

实验组k± � txl }每只大鼠舌静脉移植 v ≅ tsy 的诱导

分化后的内皮细胞k相当于 s1 u °¯细胞悬液l ~对照组

tk± � txl }每只大鼠舌静脉注射 °�≥ s1 u °¯~对照组 u

k± � txl }血管闭塞后不给予任何干预治疗 ∀

1 q2 主要试剂和仪器设备  � ≠ ± � ° ��2tyws完全培

养液 !胎牛血清kƒ ·̈¤̄ �²√¬±¨ ≥ µ̈∏° oƒ�≥l }�¼¦̄²±¨~

重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子kµ«� �2≤≥ƒl }

° ³̈µ²× ¦̈«~� ³̈̈ ¶}华美公司 ~通用型 ≥�° ®¬·试剂盒 }

北京中山生物技术有限公司 ~抗 x2溴脱氧尿核苷k�µ2

§�l单抗 }≥¬ª°¤公司 ~鼠抗人血管内皮细胞生长因子

k√¤¶¦∏̄¤µ ±̈§²·«̈ ¬̄¤̄ ªµ²º·«©¤¦·²µo∂ ∞�ƒl单克隆抗

体k¶¦2zuy|l !鼠抗人 ƒ��2tk∂ ∞�ƒ2受体 u }¶¦2yuxtl }

≥¤±·¤ ≤µ∏½ �¬²·̈¦«±²̄ ²ª¼ ~�⁄ux2� 离心机 }北京医用

离心机厂 ~≤ �u 培养箱 }� µ̈¤̈ ∏¶~∞≤��°≥∞ × ∞usss2∂

倒置相差荧光显微镜 }�����~净化台k洁净工作台l }

昌平长城空气净化设备工程公司 ~vz ε 电热恒温培养

箱 }天津市泰斯特仪器有限公司 ~�⁄ux2� 低速自动平

衡离心机 }北京医用离心机厂 ~≥÷ °2t�手术显微镜 }上

海医用光学仪器厂 ~�⁄vxs2≥v高频电刀 }上海沪通电

子仪器厂 ∀

1 q3 � ≥≤ 原代培养及诱导分化  颈椎脱位离断颈髓

处死动物 ozx h酒精浸泡 ts °¬±消毒 ~无菌条件下切

开皮肤 o去除肌肉 o取双侧四肢骨 o放入 zx h 酒精 ts

°¬±~吸取 tyws培养液 ts °¯放入平皿中 o将骨两端软

骨用无菌剪刀剪除 o直至看到红骨髓 o用 uv�针头 ts

°¯注射器 o每次吸取培养液 t ∗ u °¯从一端冲洗骨髓

腔 o将骨髓冲到平皿中 ~用吸管反复吹打含有骨髓的冲

洗液 o使其成为单细胞悬液后用 uss目铜网过滤去除

碎骨片 ~滤液常温下 tsss µr°¬±离心 ts °¬±o离心弃

上清 o沉淀内加入淋巴细胞分离液 o轻轻加 tyws培养

液 v°¯到淋巴细胞分离液表面 otxss µr°¬±离心 us

°¬±o收集 � ≥≤ ~加 tyws完全培养液吹打均匀后接种

于两个培养瓶中 ow «后吸悬浮细胞离心后弃上清 ~取

离心后的细胞分两组 o加培养液吹打接种到新瓶中 o实

验组加 µ«� �2≤≥ƒ2us h 牛血清的 tyws 培养液培养 o

µ«� �2≤≥ƒ终浓度为 wss ±ªr°¯o对照组加常规 tyws

培养基 o两组细胞共同在 vz ε ox h ≤ �u 及饱和湿度的

培养箱中培养 o于倒置相差显微镜下同天观察细胞生

长情况 ~分别于培养的第 t !v !x天半量更换培养液k实

验组加含 wss ±ªr°¯的 µ«� �2≤≥ƒ2us h牛 tyws培养

液培养 o对照组加 tyws培养液l o分次去除贴壁细胞 o

留取上清 o离心弃上清后 o继续培养至第 y天 ∀取悬液

离心 o弃上清 o加含终浓度为 wss ±ªr°¯的µ«� �2≤≥ƒ2

tyws完全培养液 o吹打均匀后接种于两个直径 vx °°

含盖玻片的小平皿中 o经免疫组化鉴定 o培养的细胞为

内皮细胞 ∀

向 ux°¯实验组培养瓶内加入 s1 ux h胰蛋白酶 t

°¯o使消化液遍及所有细胞表面 o消化 u ∗ x °¬±后把

培养瓶放置显微镜下进行观察 o发现胞质回缩 !细胞间

隙增大后 o立即终止消化 ∀用弯头吸管吸取瓶内培养

液 o反复吹打瓶壁细胞 o细胞脱离瓶壁后形成细胞悬

液 ∀酒精洗净记数板和盖玻片 o消化后的细胞混匀 o计

数 ~调整单细胞悬液为 v ≅ tsy 个细胞 o用 °�≥稀释至

s1 u °¯o使用终浓度为 ts ±°²̄ r°¯的 �µ§� 标记 ty «

后 o°�≥清洗细胞 v次 o备移植 ∀

1 q4 大鼠永久大脑中动脉闭塞模型k � ≤ � �l制备  

参照 � ¤̈ �²±ª¤报道的方法加以改进
≈u  ∀

1 q5 细胞移植  取实验组动物 o常规麻醉后固定头部 o

手术显微镜下取舌静脉 o用 t °¯注射器沿舌静脉缓慢

进针 o缓慢推入细胞悬液 s1 u ° k̄v ≅ tsy 个细胞l o局部

轻轻按压 o留针 x °¬±后缓慢拔针 ~对照组 t舌静脉注

射等量 °�≥ o余操作同前 ~对照组 u不予任何干预 ∀

1 q6 动物行为学评价  所有行为学评价由对实验分组

不知情的同一研究人员完成 o麻醉清醒后姿势反射实

验得分 ∴t分的大鼠进入实验 ∀在细胞移植前 !移植后

第 t !v !x !z !tw天进行行为学评价 ∀

1 q6 q1 姿势反射实验k³²¶·∏µ¤̄ µ̈©̄ ¬̈ ·̈¶·l≈v2y   距地

面 t °提起鼠尾 o观察其前肢屈曲情况 ∀每次每只鼠

记录 us次活动 ∀评分标准 }s分k正常l }双前肢完全伸

展 ~t分k轻度异常l }左前肢贴向前胸 o右前肢伸展 ~u

分k重度异常l }左前肢贴向前胸 o上半身卷曲 ∀

1 q6 q2 肢体不对称应用试验k ¬̄°¥ ∏¶̈ ¤¶¼°° ·̈µ¼

·̈¶·l≈w2z   用于测试的器械是一直径 t{ ¦° !高 vs ¦°

透明的玻璃圆桶 ∀正常大鼠在圆桶中会不时站立 o用
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双侧前肢交替或同时触及桶壁 o应用双侧前肢的频率

应该相等 ∀有缺血脑损伤的大鼠偏瘫侧肢体应用较

少 ∀观察并记录双侧前肢的应用情况 ∀对每只大鼠每

次记录 us次活动 ∀以肢体应用的百分率计算最后得

分 }

得分 � k� p �lrk� n �n �l ≅ tss h

� }右侧前肢k健侧l独立应用次数 ~�}左侧前肢

k患侧l独立应用次数 ~�}双前肢同时应用次数 ∀

1 q6 q3 角落试验k¦²µ± µ̈·̈¶·l≈w2z   将将被测查的大

鼠置于 u块 us ≅ vs ≅ s1 x ¦°大小的硬板中间 o两硬板

前端夹角 vsβ o从大鼠身体两侧由尾部向头部缓慢移动

硬板 ∀正常情况下 o来自双侧刺激信号强度相等 o故向

右或左侧转身的次数应基本相等 ∀缺血性脑损害的大

鼠由于偏瘫的影响 o向健侧k右侧l转身的次数明显增

多 ∀每次每只鼠观察 ts次 o按公式计算得分

得分 �向健侧转身次数r试验的总次数 ≅ tss h

1 q7 免疫组化染色  细胞移植后 u周 o完成动物行为

学评价后 o取各组剩余的 x只大鼠灌注固定后取脑 o按

试剂说明书进行 ∂ ∞�ƒ !ƒ��2t !�µ§� 抗体的免疫组

化染色 ∀每只大鼠取 v张切片 o高倍镜下k ≅ ussl随机

选取各切片的缺血周边区 !缺血侧皮层及健侧半球k作

为对照l相应区域内的 x个视野记数阳性细胞 o以阳性

细胞占视野内细胞百分比为单位进行统计分析 ∀

1 q8 统计学方法  所有数据均以kmξ ? σl表示 o应用

≥°≥≥ ts1 s统计软件包进行单因素方差分析k � ��2

∂ �l o如有统计学意义进一步作 ≥·∏§̈ ±·2 �̈ º °¤±2

�̈ ∏̄¶检验 o进行两两比较 ~移植细胞前后的行为学评

分比较采用配对 τ检验 ∀Π� s1 sx为有显著性差异 ∀

2 结果

2 q1 动物行为学评分  在移植后第 z !tw天 o实验组动

物与两对照组各项动物行为学评定比较均有非常显著

性差异k Π� s1 stl ∀见表 t ∀实验组动物在移植后第

z !tw天 o各项动物行为学评定与移植前比较均有显著

性差异kΠ� s1 sxl ∀见表 u ∀

表 1  各组动物行为学评定比较(分)

组别 时间 姿势反射实验
肢体不对称
应用实验

角落实验

实验组 z § s q|v ? s qx|¤ s qxs ? s qt{¤ s qz| ? s qtv¤

tw § s q{s ? s qwt¤ s quv ? s qt{¤ s q{t ? s qtxz¤

对照组 t z § t qwz ? s qyw s qzy ? s qts s q|y ? s qsy

tw § t qvv ? s qw| s qyz ? s qs| s q|w ? s qsy

对照组 u z § t qzs ? s qw{ s q{t ? s qsy s q|z ? s qsx

tw § t qus ? s qwu s qzs ? s qs| s q|s ? s qsz

  注 }¤}与其他各组相比 oΠ� s1 st ∀

2 q2 免疫组化染色  ∂ ∞�ƒ 主要在缺血周边区域的

神经元表达 o同时在胶质细胞和血管内皮细胞表达k封

三彩图 t1 t ∗ t1 ul ∀各组标本均可见到阳性细胞表达 o

以实验组最多 o对照组 t !u比较 o阳性细胞率有显著性

差异kΠ� s1 sxl ~健侧半球仅见到少量表达 ∀见表 v ∀

同时可以观察到实验组在缺血周边区域有明显的

毛细血管增殖k封三彩图 t1 vl o而在对照组 t !u仅见较

少量的毛细血管增殖现象kΠ� s1 sxl ∀见表 v ∀

ƒ��2t在各组缺血半球均可见到大量阳性细胞表

达 o主要在脑缺血灶周边区的血管内皮细胞表达 o在缺

血侧的皮层神经元和胶质细胞也见到表达k封三彩图

t1 v ∗ t1 wl o其中以细胞移植组阳性细胞最多 o与对照

组 t !u比较 o阳性细胞率有显著性差异kΠ� s1 sxl ∀见

表 v ∀
表 2  实验组动物不同时间行为学评定比较(分)

时间 姿势反射实验
肢体不对称
应用实验

角落实验

移植前 t qxv ? s qxu s q{u ? s qsy s q|x ? s qsy

移植后 t § t qwz ? s qxu s q{t ? s qsz s q|x ? s qsy

移植后 v § t qvv ? s qw| s qz| ? s qs{ s q|u ? s qs{

移植后 x § t qwz ? s qxu s qzy ? s qtt s q|y ? s qsx

移植后 z § s q|v ? s qx|¤ s qxs ? s qt{¤ s qz| ? s qtv¤

移植后 tw § s q{s ? s qwt¤ s quv ? s qt{¤ s q{t ? s qty¤

  注 }¤}与移植前相比 oΠ� s1 sx ∀

表 3  各组缺血半球侧阳性细胞比较( %)

组别 ∂ ∞�ƒ ƒ��2t 毛细血管k支l

实验组 wx qzv ? { qzu¤ y| q{ ? tw qxu¤tu qtw ? t qzx¤

对照组 t vv qsz ? ts q{t vv quz ? tv qv|z qxu ? t qut

对照组 u vv qvs ? x qwy vx qvs ? z quwy qwv ? t qwy

  注 }¤}与其他组比较 oΠ� s1 sx ∀

3 讨论

� ≥≤ 具有自我更新能力和多向分化的潜能 ∀其

多向分化的潜能是 � ≥≤ 优异的利用价值所在≈{2|  ∀利

用µ«� �2≤≥ƒ诱导 � ≥≤ 分化为内皮细胞已经得到了

证实≈ts  o但分化后的内皮细胞对缺血脑是否具有保护

作用国内尚未见到相关报道 ∀

本研究发现 o� ≥≤ 体外诱导分化后的内皮细胞静

脉移植后 o大鼠神经功能得到改善 ~同时观察到 ∂ ∞�ƒ

及 ∂ ∞�ƒ受体 ƒ��2t的表达上调 o这提示 � ≥≤ 来源

的内皮细胞也可以分泌一些外源性的神经营养因子 ∀

尽管本研究没有进行某种神经营养因子的测定 o但结

合文献报道 o缺血损害后多种神经营养因子的分泌会

有所增加 o而 � ≥≤ 的植入会明显提高多种神经营养因

子的分泌 ∀具有内皮细胞功能的 � ≥≤ 理论上可以增

加 ∂ ∞�ƒ的分泌 ∀

∂ ∞�ƒ是一类特异性血管内皮刺激因子 o它高效

特异地作用于血管内皮细胞 o特异性地刺激血管内皮

细胞的增殖 o同时参与病理新生血管的形成过程≈tt2tv  ∀

血管形成是正常组织修复中不可缺少的过程 ∀有学者

使用外源性的 ∂ ∞�ƒ可以诱导缺血侧生成新的血管并

促进局部侧枝循环的建立 ~∂ ∞�ƒ 作用的发挥是

∂ ∞�ƒ 同其两个特异的酪氨酸激酶受体即 ƒ�×2t !

ƒ��2t相互作用 o激发细胞内一系列信号转导机制 o直
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接刺激内皮细胞增殖≈tu2tx  ∀有证据显示 o∂ ∞�ƒ 的表

达与组织中微血管的密度及新生血管的密度密切相

关≈ty2tz  ∀本研究也观察到实验组缺血侧较对照组有更

为丰富的新生毛细血管生成 ∀提示 ∂ ∞�ƒ表达同缺氧

后脑内新生血管的形成相关 ∀

缺血本身可以促进血管新生 o而血管新生与功能

恢复有关 o但是自身的有限的血管新生还不足以使受

损的缺血组织部分恢复 o达到功能恢复的需要≈t{2t|  ∀

在本研究中 o对照组尽管也可见到相当数量的 ∂ ∞�ƒ !

ƒ��2t o但动物在功能上并未看到显著的恢复 ~而实验

组缺血半球侧有大量 ∂ ∞�ƒ 及 ƒ��2t的表达和毛细

血管增生 o同时伴有行为学改善 ∀提示外源性的内皮

细胞植入后 o可以刺激内源性的 ∂ ∞�ƒ 及受体表达增

强 o促进缺血后新生血管的形成 o改善缺血组织的灌

注 o使缺血的脑组织得到较好的保护 ∀

由于自体神经干细胞的来源困难 o极大地限制了

神经干细胞的临床应用 ~而异体神经干细胞的移植又

面临着道德伦理和免疫排斥的问题 ∀应用自体 � ≥≤

细胞直接移植 o� ≥≤ 体内分化的方向不易控制 o分化

方向有很大的不确定性 ∀将 � ≥≤ 在体外预分化后进

行移植大大提高了分化方向的确定性 o取材方便 o操作

简单 o可以有效地达到治疗目的 ∀但 � ≥≤ 分化为内皮

细胞后对缺血脑血管新生和血流重建等机制尚需要进

一步研究证实 ∀
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