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骨髓间充质干细胞颈内动脉移植对ＶＤ大鼠学习记忆的影响
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　　摘　要：目的　观察颈内动脉移植骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）透过血脑屏障（ＢＢＢ）在血管性痴呆（ＶＤ）大鼠脑内存活、迁移

及对认知能力的影响。方法　分离大鼠股骨骨髓单核细胞，以贴壁培养法培养ＢＭＳＣｓ，分化诱导并作ＢｒｄＵ标记；选７２只 Ｗｉｓｔａｒ

大鼠分为对照组、模型组、治疗组３组，制作ＶＤ大鼠模型，治疗组于术后２４ｈ颈内动脉移植０．５ｍＬ１．２×１０７／ｍＬ的ＢｒｄＵ标记

细胞。移植４、８周后检测移植细胞在ＶＤ大鼠脑内存活、迁移以及大鼠学习记忆能力。结果　颈内动脉移植后骨髓间充质干细

胞广泛存活于ＶＤ大鼠脑组织内，随着时间的延长，迁移方向集中，主要聚集至海马、大脑皮质等缺血易损伤区域。移植后４、８

周，模型组大鼠主动回避反应（ＡＡＲ）比率［（４２．１±４．５）、（４３．６±３．６）］低于对照组［（９０．０±４．３）、（９２．５±５．０）］，差异有统计学意

义（犘＜０．０１）；治疗组（６９．２±４．７，７０．８±４．７）较模型组明显提高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　骨髓间充质干细胞颈内

动脉移植后可透过ＢＢＢ向脑缺血易损伤部位迁移聚集、存活，促进缺颈内动脉移植后骨血损伤后脑组织的修复与再生，明显增强

ＶＤ大鼠学习记忆能力。
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　　目前，血管性痴呆（ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶＤ）尚无有效的治

疗方法。随着神经干细胞（ＮＳＣｓ）研究的不断深入，人们不断

探索应用细胞移植来治疗神经系统疾病［１］。以往 ＮＳＣｓ多来

自于胚胎、成体中枢神经组织，操作繁琐，且增殖和分化等受诸

多因素的调控，并存在免疫排斥及社会、伦理和法律等诸多问

题，其临床应用受到了很大限制［２］。近年来从骨髓间充质干细

胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）和造血干细胞（ＨＳＣｓ）中

可诱导分离出 ＮＳＣｓ，并分化为神经元和神经胶质细胞
［３８］。

本研究颈内动脉移植ＢＭＳＣｓ后观察移植细胞是否可透过 ＶＤ

大鼠血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）在脑实质内存活、迁

移及其对行为功能恢复，为临床ＶＤ的细胞移植治疗提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　动物分组及模型制作　以穿梭箱试验筛选学习记忆良好

的老龄（１８～２４月龄）Ｗｉｓｔａｒ大鼠７２只［第三军医大学野战外

科研究所实验动物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００３０００３］，

雌雄不限，体质量（３００±５０）ｇ。ＶＤ大鼠模型制作参照文献

Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉｓ４ＶＯ改良法，先烧灼双侧椎动脉，２４ｈ后再反复阻

断双侧颈总动脉，每次５ｍｉｎ，间隔１ｈ，共３次，对照组除不烧

灼双侧椎动脉，不夹闭双侧颈总动脉外，其余处理同Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉｓ
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４ＶＯ改良法。大鼠分为对照组进行模型制作、模型组和治疗

组；每组又分为４、８周两个时相点，每时相点１２只。治疗组

于术后２４ｈ颈内动脉输注ＢｒｄＵ标记的ＢＭＳＣｓ，浓度为１．２×

１０７／ｍＬ，注射剂量为０．５ｍＬ；对照组和模型组输注等量生理

盐水。

１．２　仪器与试剂　ＩＭＥＭ 培养基、胎牛血清（美国ＧＩＢＣＯ公

司），淋巴细胞分离液（天津ＴＢＤ公司），５溴脱氧尿嘧啶核苷

（ＢｒｄＵ）、小鼠抗ＢｒｄＵ抗体、琼脂糖和二乙基焦焦碳酸酯（ｄｉ

ｅｔｈｙｌｐｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）水（美国Ｓｉｇｍａ公司），磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）粉剂、免疫组织化学试剂盒和二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色

试剂盒（北京中山生物技术有限公司）、光学显微镜、倒置显微

镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）等。

１．３　方法

１．３．１　骨髓间充质干细胞的提取、分离、培养和扩增　无菌条

件下，采集幼年雄性清洁 Ｗｉｓｔａｒ大鼠股骨的骨髓，沉降红细

胞。吸上清液离心，弃上清液，用ＰＢＳ制成单核细胞悬液，叠

加到相对密度１．０７７的淋巴细胞分离液上，２０００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，取界面层，加ＰＢＳ制成单核细胞悬液，离心洗涤３次，

弃上清；所得单核细胞在３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中原代培养，

用倒置显微镜观察细胞形态的改变，约３ｄ换液１次，弃去非

贴壁细胞。当培养的细胞相互融合达到 ８０％ ～９０％，用

０．２５％胰酶消化使之成为单细胞悬液，传代培养。

１．３．２　骨髓间充质干细胞ＢｒｄＵ标记和细胞移植　取体外扩

增至３～４代的 ＭＳＣｓ，以１．０×１０６／ｃｍ２（Ｔ２５培养瓶）的密度

接种于含有２０％胎牛血清的ＩＭＥＭ 培养液（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）

中，加入２０ｎｇ／ｍＬ 神经生长因子（ＮＧＦ）、全反式维甲酸

（ＲＡ）
［９］基础上，加入ＢｒｄＵ使浓度为５μｍｏｌ／Ｌ，培养４８ｈ，收

集ＢｒｄＵ标记细胞，加ＰＢＳ制成单细胞悬液，离心洗涤３次，弃

上清液。所得 ＭＳＣｓ经台盼蓝染色、光学显微镜下计数，调整

至适当细胞密度（６×１０６／ｍＬ）备用。

１．３．３　穿梭箱检查　采用第三军医大学野战外科研究所研制

的微机控制的穿梭箱系统。该系统以灯光为条件刺激，足底电

击为非条件刺激。如大鼠在灯光刺激后即能完成穿梭动作为

主动回避反应（ａｃｔｉｖｅａｖｏｉｄａｎｃｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＡＡＲ），经电刺激才

能完成穿梭动作为被动回避反应（ｐａｓｓｉｖｅａｖｏｉｄａｎｃｅｒｅｓｐｍｓｅ，

ＰＡＲ），不能完成穿梭动作为失败。大鼠的学习记忆能力以完

成ＡＡＲ的次数与测试总次数（２０次）的比值即ＡＡＲ比率（％）

代表。术前大鼠行７ｄ穿梭箱训练，以 ＡＡＲ比率大于或等于

８０％为入选标准率，＜８０％者淘汰；术前、术后４、８周穿梭箱

检查。

１．３．４　病理学和免疫组织化学分析　各组术后４，８周时随机

选取６只大鼠，用４％多聚甲醛灌注，断头取脑，冰冻切片，片

厚１２μｍ，采取冠状切片。每５片取１片，用于 ＨＥ染色作病

理分析；剩余进行ＢｒｄＵ免疫组织化学分析。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据处理，计量

资料采用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异

具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞移植对 ＶＤ大鼠学习记忆的影响　模型组４、８周

ＡＡＲ与对照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０１），而治疗组

较模型组有显著性改善（犘＜０．０１），见表１。

２．２　脑组织病理学改变　对照组大鼠脑组织皮层细胞形态、

结构正常；海马锥体细胞２～３层，排列紧密，细胞核大而圆，核

仁清楚。模型组脑组织呈慢性弥漫性损伤，以海马及大脑皮质

区为主；光镜下见海马、大脑皮质有部分神经细胞核固缩、碎

裂、溶解、变性、坏死或消失，有炎症细胞浸润，胶质细胞增生。

治疗组神经细胞变性、坏死数量减少，程度明显减轻，见图１。

　　Ａ：对照组（×１００）；Ｂ：模型组海马区（×４００）；Ｃ：治疗组（×４００）。

图１　　脑组织海马区病理学改变图 （ＨＥ染色）

　　Ａ：血管周围ＢＭＳＣｓ；Ｂ：海马区ＢＭＳＣｓ；Ｃ：大脑皮质区ＢＭＳＣｓ；Ｄ：ＢＭＳＣｓ在脑组织存在的内局灶聚集现象。

图２　　脑实质移植细胞组织病理学图（免疫组织化学×４００）
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表１　　各组大鼠不同时相点ＡＡＲ比率（狓±狊，％）

组别 术前（狀＝２４） 术后４周（狀＝１２）术后８周（狀＝１２）

对照组 ９１．２±５．３ ９０．０±４．３ ９２．５±５．０

模型组 ９１．１±４．４ ４２．１±４．５ａ ４３．６±３．６ａ

治疗组 ９２．５±５．３ ６８．６±４．７ａｂ ７０．６±４．７ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与模型组比较。

２．３　脑实质的移植细胞免疫组织化学检测　移植后４周，脑

组织石蜡切片免疫组织化学检测，ＤＡＢ显色进入脑实质的骨

髓间充质干细胞，其细胞核呈棕黄或黄褐色（ＢｒｄＵ阳性细胞）。

移植细胞在ＶＤ大鼠脑实质中广泛分布，富含血管区域多，围

绕在血管周围；随着时间的延长，迁移方向集中，主要聚集至海

马、大脑皮质等缺血易损伤区域，并有局灶聚集现象，在ＶＤ大

鼠脑内存活至少８周以上，见图２。

３　讨　　论

ＶＤ是以脑血管疾病引起的学习记忆障碍为主要表现的

一种疾病。临床病理基础是多发性脑梗死和皮层下动脉硬化

性脑病，其常见病因是慢性脑灌注不足。本实验采用Ｐｕｌｓｉｎｅｌ

ｌｉｓ４ＶＯ改良法反复夹闭双侧颈总动脉造成脑组织反复缺血再

灌流，烧灼双侧椎动脉永久性闭塞造成长期慢性脑灌注不足，

使海马等记忆相关部位受损，导致认知功能减退。该模型高度

模拟了ＶＤ发病特点，且缺血后生理指标稳定，病理改变充分、

明确，无明显肢体运动障碍，是较理想ＶＤ动物模型，可利用其

研究ＶＤ的发病机制、干预治疗、药物筛选及评价。

因脑缺血选择性易损伤，大脑皮层、丘脑、海马、纹状体都

是对缺血损伤敏感的区域，其中海马区最为敏感。而海马与学

习记忆密切关联，损伤海马直接影响信息贮存和回忆。本研究

从大鼠股骨中以密度梯度离心法与贴壁法分离扩增、诱导分化

并ＢｒｄＵ标记ＢＭＳＣｓ，通过颈内动脉输注 ＶＤ大鼠体内，观察

到移植细胞在脑内广泛分布，血管丰富区域多，围绕血管周围，

并有局灶聚集现象；随着时间的延长，迁移方向集中，主要聚集

至海马、大脑皮质等缺血易损伤区域，至少存活８周以上。表

明ＢＭＳＣｓ可透过ＢＢＢ在脑内存活，并沿着一定的路线迁移聚

集至脑缺血易损伤部位。移植细胞集中聚居区域与组织病理

学上脑缺血损伤最严重部位相一致，如海马、大脑皮质，其定向

迁移的发生考虑是由于脑内黏附分子（如ＩＣＡＭｌ、ＶＣＡＭ、Ｅ

ｓｅｌｅｃｔｉｎ等）的显著上调和一些化学物质及趋化因子（ＩＬ８、单

核细胞趋化蛋白１、巨噬细胞炎症蛋白１α）的释放所致
［１０１１］。

再者，海马本是成体干细胞的相对富集区，损伤后神经递质、神

经营养因子、细胞因子浓度发生变化，有着适合移植入的干细

胞生长、分化为神经细胞的微环境，能使移植的 ＭＳＣｓ定居、分

化并修复损伤的神经组织，恢复相关神经功能。

本实验观察到ＢＭＳＣｓ输注后４、８周时治疗组大鼠脑内神

经细胞变性、坏死数量较模型组减少，程度明显减轻，ＡＡＲ比

率也显著提高（犘＜０．０１）。表明外源性骨髓干细胞可明显缓

解脑缺血后神经细胞损伤，对神经元和神经胶质细胞起到有效

的保护作用，并显著改善 ＶＤ大鼠学习记忆能力。至于ＢＭ

ＳＣｓ在脑内微环境下影响损伤神经元功能重组或重建的机制，

则可能与显著改善胆碱能系统功能外、移植细胞在脑内诱导分

化后与周围环境中的神经细胞建立有生物功能的突触联系，上

调脑组织多种神经营养因子如脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ

ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、脑源性神经（ＮＧＦ）生长因

子表达，促进受损神经元的修复、再生，保护有功能的新生神经

元及成熟神经元以免发生迟发性凋亡，参与脑血管重建，诱导

血管再生等有关［１１１２］。国内外研究表明，ＢＭＳＣｓ中存在巢蛋

白（Ｎｅｓｔｉｎ）阳性细胞，其比例约占细胞总数的５０％以上
［１３１６］。

这些具有神经干细胞特性的细胞可能在ＢＭＳＣｓ治疗ＶＤ中起

到了一定的作用［１７］。ＢＭＳＣｓ经体外诱导后可产生神经功能

最基本的神经生理解剖结构突触联系［１８］。文献也报道，诱导

后ＢＭＳＣｓ具备去甲肾上腺素分泌功能，调控跨越其表面膜的

离子流而产生电信号。γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）能促进神经前提

细胞的成熟和迁移，而 ＢＭＳＣｓ可表达神经细胞 ＧＡＢＡ 受

体［１９］。陈剑荣等［２０］用 ＢＤＮＦ和 ＲＡ 对 ＢＭＳＣｓ进行培养诱

导，１２ｄ时见大而圆的细胞，Ｎｅｓｔｉｎ抗原阳性；２０ｄ可见长突起

神经元样细胞，神经元特异性核蛋白（ＮｅｕＮ）检测阳性；１４、２０

ｄ的神经元样细胞及培养液均可检测到５羟色胺且随时间增

加其浓度也相应增加。ＢＭＳＣｓ神经突触生理结构突触的形成

和神经递质的分泌在治疗ＶＤ中的确切作用和机制，有待进一

步研究。

综上所述，骨髓干细胞体外贴壁生长获得ＢＭＳＣｓ，诱导分

化后高表达Ｎｅｓｔｉｎ、ＮｅｕＮ及胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）
［３８］。

本实验表明，颈内动脉移植的ＢＭＳＣｓ可透过ＢＢＢ在损伤脑组

织中存活、迁移，促进缺血损伤后脑组织的修复与再生，显著改

善神经功能缺失，明显增强 ＶＤ大鼠学习记忆能力。因此，是

理想的移植治疗脑卒中、ＶＤ等神经系统疾病以及其他损伤

性、遗传缺陷性或退行性疾病的种子细胞。
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