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骨髓间充质干细胞移植对Ⅶ型胶原酶诱导的
脑出血大鼠模型神经功能的保护作用

阎晓玲 张学斌 唐帆 孔繁明 杜从斌 苏心 王新平

【摘要】 目的 探讨骨髓间充质干细胞（BMMSC）移植对脑出血大鼠模型神经功能的保护作用。

方法 采用Ⅶ型胶原酶制备 Sprague⁃Dawley 大鼠右侧纹状体出血模型，改良神经功能缺损评分（mNSS）、

免疫组织化学染色和 TUNEL 法观察 BMMSC 细胞移植治疗后 1、3、7、14 和 28 d 大鼠神经功能改善程度、

脑源性神经营养因子（BDNF）表达变化和细胞凋亡情况。结果 不同处理组大鼠各观察时间点 mNSS
评分（均 P = 0.000）、凋亡细胞数目（均 P = 0.000）差异均有统计学意义。与对照组和模型组相比，移植组

大鼠治疗后 28 d mNSS 评分降低（P < 0.05），且呈时间性递减，治疗后 7、14 和 28 d mNSS 评分均低于治疗

后 1 和 3 d（P < 0.05）；治疗后 1、3、7、14 和 28 d，模型组和移植组大鼠凋亡细胞数目增加（P < 0.05）且于治

疗后 7 d 达峰值（均 P < 0.05），治疗后 14 和 28 d 凋亡细胞数目虽有所减少但仍高于治疗后 1 和 3 d（均 P <
0.05）。移植组大鼠移植区及周围 BDNF 表达升高，偶见绿色荧光蛋白和胶质纤维酸性蛋白、绿色荧光蛋

白和神经元核抗原双表达细胞，表明移植的 BMMSC 细胞已在宿主脑组织中存活并向神经元样细胞和神

经胶质样细胞分化。结论 由胶原酶诱导的脑出血大鼠模型稳定，可用于脑出血研究。移植的 BMMSC
细胞通过上调 BDNF 表达、减少细胞凋亡而发挥神经保护作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the neuroprotective effect of bone marrow mesenchymal stem
cell (BMMSC) transplantation on collagenase⁃induced intracerebral hemorrhage (ICH) adult sprague⁃Dawley
(SD) rat model. Methods The collagenase ⁃ induced ICH models were constructed by injection of
collagenase type Ⅶ into the striatum on the right side stereotaxically. Forty⁃five healthy male SD rats were
selected and then randomly divided into 3 groups of fifteen each, control group, ICH rat model group (model
group), BMMSC transplanted ICH group (transplantation group). In transplantation group, BMMSC were
transplanted into the perilesional sites 2 h after ICH injury. Modified Neurological Severity Score (mNSS),
brain⁃derived neurotrophic factor (BDNF) immunohistochemical expression, and TUNEL test (cell apoptosis)
were assessed at the 1, 3, 7, 14 and 28 d after model ⁃ made/transplanted treatment of BMMSC. Results
The mNSS score (P = 0.000) and apoptotic cell number (P = 0.000) of rats in different treatment groups at
each observation time point showed statistically significant differences. Compared with the control group
and the model group, the mNSS score of the transplantation group was lower 28 d after treatment (P < 0.05),
showing a decreasing timeliness. The mNSS scores 7, 14 and 28 d after treatment was lower than that 1
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脑出血是病残率和病死率较高的脑血管病，严

重影响患者生活质量并威胁人类预期寿命，该病以

药物治疗为主［1⁃4］，但尚无特效治疗方法。近年来，

随着干细胞技术的兴起，干细胞移植修复神经损伤

的应用颇受关注，并已取得一定治疗效果，其中尤

以间充质干细胞（MSCs）来源广泛、取材方便、易于

体外扩增、免疫排斥反应弱［5］而成为目前干细胞移

植研究的热点。骨髓间充质干细胞（BMMSC）是用

于治疗中枢神经系统疾病的理想干细胞［6⁃10］，相关

实验多集中于缺血性卒中和痴呆，鲜有治疗脑出血

的文献报道。脑源性神经营养因子（BDNF）可以促

进神经元修复和再生、减少神经元凋亡、改善学习

记忆能力，并已经多种疾病模型证实［3，5⁃8，10］。本研

究以Ⅶ型胶原酶诱导的脑出血大鼠为实验模型，观

察 BMMSC 细胞移植治疗后脑组织 BDNF 表达变化、

细胞凋亡和分化，并探讨干细胞移植治疗脑出血的

作用机制，以为脑出血的治疗和 BMMSC 细胞的临

床应用提供新的研究方向。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物与分组 清洁级健康雄性绿色荧光

蛋白（GFP）转基因 Sprague⁃Dawley（SD）大鼠 8 只，体

重为 120 ~ 150 g，以及清洁级健康雄性成年 SD 大鼠

45 只，体重为 250 ~ 300 g，均购自军事医学科学院实

验动物中心［许可证号：GFP 转基因大鼠 SCXK（京）

2005-0004，成年 SD 大鼠 SCXK（京）2005-0001］。

饲养环境为室温（25 ± 2）℃、相对湿度 40% ~ 60%、

12 h 昼-12 h 夜循环照明环境，自由摄食、饮水，每笼

5 只，实验对动物的处置符合《关于善待实验动物的

指导性意见》［编号：国科发财字（2006）398 号］。共

45 只成年 SD 大鼠采用随机数字表法随机分为对照

组、脑出血模型组（模型组）和 BMMSC 细胞移植治

疗组（移植组），每组 15 只。

2. 药品与仪器 （1）药品与试剂：免疫试剂中Ⅰ

抗工作液（1 ∶30）为小鼠抗鼠 CD90⁃异硫氰酸荧光素

（FITC）、小鼠抗鼠 CD34⁃藻红蛋白（PE）和小鼠抗鼠

CD29⁃FITC，分别购自英国 AbD Serotec 公司、美国

Santa Cruz 公司及 BD 公司；Cy3 标记的羊抗兔 IgGⅡ

抗为武汉博士德生物工程有限公司产品，通用型

PV6001 检测试剂盒［包含辣根过氧化物酶（HRP）标

记的山羊抗兔 IgGⅡ抗］和二氨基联苯胺（DAB）显

色试剂盒由北京中杉金桥生物技术有限公司提

供。Ⅶ型胶原酶、BDNF（1 ∶200）、胶质纤维酸性蛋

白（GFAP，1 ∶100）和神经元核抗原（NeuN，1 ∶100）分

别购自美国 Sigma⁃Aldrich 公司、北京中杉金桥生物

技术有限公司及武汉博士德生物工程有限公司；

TUNEL 检测试剂盒由瑞士 Roche 公司提供。（2）仪器

与设备：TG150 型二氧化碳培养箱和 SG60 电热恒温

干燥箱为法国 Jouan 公司和美国 Fisher 公司产品，

TE2000⁃U 型倒置荧光显微镜、BX40 型生物显微镜

和 BX63 型荧光生物显微镜分别购自日本 Nicon 公

司和 Olympus 公司，XL100 型流式细胞仪为美国

Beckman Coulter 公 司 产 品 ，Magnetom Trio A Tim
3.0T MRI 扫描仪由德国 Siemens 公司提供，大鼠脑

立 体 定 位 仪 购 自 西 安 西 北 光 电 仪 器 厂 ，Motic
Medical 6.0 病理图像采集软件由北京航空航天大学

提供。

二、实验方法

1. 骨髓间充质干细胞培养 切取 GFP 转基因

and 3 d after treatment (P < 0.05). On 1, 3, 7, 14 and 28 d after transplantation, the number of apoptotic
cells in the model group and the transplantation group increased (P < 0.05) and reached the peak on 7 d
after treatment (all P < 0.05). The number of apoptotic cells on 14 and 28 d was reduced but still higher
than that on 1 and 3 d (all P < 0.05). In the transplantation group the expression of BDNF protein was
significantly increased, and very few GFP + GFAP and GFP + NeuN positive cells were found in the brain
tissue. These results indicated that the transplanted BMMSC had survived in the host brain tissue and with
neuronal and glial differentiation. Conclusions Rat ICH model induced by collagenase type Ⅶ is stable
for experimental study. The transplanted BMMSC can significantly provide better neuroprotection by
increasing BDNF expression and reduce apoptosis.

【Key words】 Cerebral hemorrhage; Bone marrow cells; Stem cell transplantation; Brain⁃derived
neurotrophic factor; Apoptosis; Cells, cultured; Disease models, animal
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大鼠股骨和胫骨采集 BMMSC 细胞，常规分离培养、

纯化，传至第 3 代时于荧光显微镜下观察细胞形态，

加入生理盐水制备细胞悬液，4℃保存备用。选择

第 3 代生长良好细胞，于 4 ℃、离心半径 15 cm、转速

1000 r/min 离心 10 min，弃上清液，滴加磷酸盐缓冲

液 400 μl 配置悬浮细胞（细胞密度为 1 × 10 3 个/μl），

4 支流式细胞管收集细胞，每支 100 μl，其中 3 支分

别滴加 CD90、CD34 和 CD29（稀释倍数为 1 ∶30）各

20 μ l（细胞密度 1 × 10 3 个/μ l），另 1 支作为空白对

照，4 ℃避光孵育 1 h，磷酸盐缓冲液洗涤（× 2 次），

再次以离心半径 15 cm、转速 1000 r/min 离心 5 min，
弃上清液，置 37 ℃温育 30 min，磷酸盐缓冲液洗涤、

滴加磷酸盐缓冲液 500 μl 重悬细胞，流式细胞术检

测 CD90、CD34 和 CD29 阳性率。

2. 脑出血模型制备 以成年 SD 大鼠前囟为原

点，分别向后 1.40 mm、矢状缝右侧旁开 3.20 mm 作

2 mm × 2 mm 正方形骨窗，向下进针 5.60 mm，模型

组和移植组大鼠（各 15 只）以微量注射器向其右侧

纹状体缓慢注射经无菌生理盐水稀释的Ⅶ型胶原

酶 2 μl、对照组注射相同体积生理盐水，留针 5 min
使溶液充分扩散后拔针、缝合手术伤口。模型制备

后 2 h 行头部 MRI 观察脑出血情况，根据改良神经

功能缺损评分（mNSS）评价神经功能，分别以 MRI 显
示脑出血、mNSS 评分 7 ~ 12 分者为模型制备成功。

3. 骨髓间充质干细胞移植 于模型制备成功后

2 h，经立体定位仪将 10 μl 的 BMMSC 细胞悬液（密

度 1 × 10 6 个/μl）缓慢（< 10 min）注入移植组大鼠右

侧纹状体，留针 5 min 使溶液充分扩散；对照组和模

型组大鼠注射相同体积生理盐水，方法同移植组。

4. 神经功能评价 BMMSC 细胞移植治疗后 1、
3、7、14 和 28 d 时以 mNSS 评分评价大鼠神经功能缺

损程度，包括运动测试（提尾实验 2 分、行走 10 分）、

感觉测试（3 分）、平衡测试（21 分）、反射消失和不正

常运动（4 分），总评分共 18 分，评分 1 ~ 6 分，轻度损

害；7 ~ 12 分，中度损害；13 ~ 18 分，重度损害。

5. 免疫组织化学染色 神经功能评价后即刻，

每组选择 3 只大鼠以质量分数为 10%水合氯醛溶液

（200 mg/kg）腹腔注射麻醉大鼠，经升主动脉灌注质

量分数为 4%多聚甲醛溶液固定，断头取脑，石蜡包

埋，制备层厚为 4 μm 脑组织切片，分别行 BDNF、
GFAP 和 NeuN 免 疫 组 织 化 学 染 色 。 采 用 Motic
Medical 6.0 软件采集病理图像并分析，每一标本随

机选取 3 张切片，每张切片观察 5 个互不重叠视野，

计数 BDNF、GFAP 和 NeuN 阳性细胞数，取平均值。

以光学显微镜下胞质呈棕黄色为 BDNF 阳性细胞，

荧光显微镜下胞质呈红色为 GFAP 阳性细胞、胞核

呈红色为 NeuN 阳性细胞。

6. TUNEL 法检测细胞凋亡 每组选择 3 只大

鼠，处死和脑组织切片制备方法同前。脑组织切片

常规脱蜡、脱水后，滴加蛋白酶 K 工作液（蛋白酶 K
20 μg/ml 溶于 Tris/HCl 溶液，pH 值 7.4 ~ 8.0），37 ℃

温箱孵育 15 min，置于 200 ml 0.10 mmol/L 枸橼酸缓

冲液（pH 值 6.0）、350 W 微波辐射 5 min，磷酸盐缓冲

液冲洗（× 2 次）；滴加 50 μl TUNEL 溶液，37 ℃湿盒

孵育 60 min，磷酸盐缓冲液冲洗（× 3 次）；滴加 50 μl
转化剂 POD，37 ℃湿盒孵育 30 min，磷酸盐缓冲液

冲洗（× 3 次）；滴加 50 ~ 100 μl DAB 底物溶液，室温

孵育 10 min，磷酸盐缓冲液冲洗（× 3 次）。采用

Motic Medical 6.0 软件采集病理图像并分析，每一标

本随机选取 3 张切片，每张切片观察 5 个互不重叠

视野，计数 200 个细胞中凋亡细胞所占比例，取平均

值；光学显微镜下胞核呈深棕色为凋亡细胞。

三、统计分析方法

采用 SPSS 17.0 统计软件进行数据处理与分

析。呈正态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）
表示，不同处理组大鼠各观察时间点 mNSS 评分的

比较采用重复测量设计的方差分析，两两比较行

LSD⁃t 检验；不同处理组大鼠各观察时间点凋亡细

胞数目的比较采用单因素方差分析，两两比较行

LSD⁃t 检验。以 P ≤ 0.05 为差异具有统计学意义。

结 果

培养后的 BMMSC 细胞呈长梭形或扁平形伴突

起，似纤维样细胞，细胞散在生长，部分细胞集落呈

克隆样生长。流式细胞术检测显示，BMMSC 细胞

CD90 阳 性 率 为 99% ，CD34 为 0.28% ，CD29 为

24.30%；荧光显微镜观察 BMMSC 细胞持续表达绿

色荧光蛋白（图 1）。

不同处理组大鼠各观察时间点 mNSS 评分差异

有统计学意义（均 P = 0.000；表 1，2）。BMMSC 细胞

移植治疗后 28 d，仅移植组 mNSS 评分低于模型组

（P < 0.05），余各观察时间点组间差异均无统计学意

义（P > 0.05，表 3）。不同处理组大鼠 mNSS 评分呈

时间性递减，对照组和模型组治疗后 7、14 和 28 d 的

mNSS 评分低于治疗后 1 和 3 d（均 P < 0.05）、治疗后

28 d 低于治疗后 7 d（均 P < 0.05），移植组 BMMSC 细
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胞治疗后 14 d 亦低于 7 d（均 P < 0.05，表 4）。

光学显微镜观察显示，对照组大鼠 BDNF 呈弱

阳性，各观察时间点均无明显变化。治疗后 1 d 时，

模型组大鼠血肿周围即可见 BDNF 阳性神经细胞，

尤以邻近海马和皮质侧 BDNF 阳性细胞数目明显增

多，高于其他区域且呈强阳性表达，从细胞形态看

大部分为小胶质细胞，形态不规则，呈圆形或椭圆

形，未见明显突起或短粗状突起，呈三角形，胞质呈

浅棕色，部分细胞胞质紧邻核膜处可见呈点状排列

的 BDNF 强阳性免疫反应颗粒；治疗后 3 d 时 BDNF
阳性细胞数目减少；治疗后 7 d 时仍可见 BDNF 呈弱

阳性的细胞，主要为神经元；至治疗后 14 和 28 d 时，

仍有少量 BDNF 呈极弱阳性的神经细胞。移植治疗

后 1 d 时，移植区周围即可见 BDNF 表达阳性的神经

细胞（图 2a），邻近海马、室管膜下和皮质侧阳性细

胞密度和染色深度均高于其他区域（图 2b），从细胞

形态看大多为神经元和小胶质细胞，胞质呈浅棕

色；治疗后 3 d 时 BDNF 阳性细胞减少，但室管膜下

和皮质侧阳性细胞减少不明显；治疗后 7 d 时仍可

见 BDNF 呈弱阳性的细胞，主要为神经元和小胶质

细胞；至治疗后 14 和 28 d 时仍有少量 BDNF 呈弱阳

性的神经细胞。共聚焦显微镜观察，移植组大鼠脑

组织中可见在 GFAP 和 NeuN 红色荧光背景下的散

在绿色荧光，红色荧光与绿色荧光仅少量重叠，表

明移植细胞仅少量转化为神经元和神经胶质细胞。

不同处理组大鼠各观察时间点凋亡细胞数目

差异有统计学意义（均 P = 0.000，表 5）。移植治疗

后 1、3、7、14 和 28 d 时，模型组和移植组大鼠凋亡细

胞数目均多于对照组（P < 0.05），而治疗后 3 和 7 d
时 移 植 组 大 鼠 凋 亡 细 胞 数 目 少 于 模 型 组（P <
0.05，表 6）；随着移植治疗时间的推移，模型组和移

植组凋亡细胞数目均于治疗后 7 d 时达峰值，高于

治疗后 1 和 3 d（均 P < 0.05），治疗后 14 和 28 d 两组

凋亡细胞数目有所降低但仍高于治疗后 1 和 3 d（均

P < 0.05，表 7）。

图 1 荧光显微镜观察，经体外培养的大鼠 BMMSC
细胞呈绿色荧光 × 40
Figure 1 Fluorescence microscope showed green
fluorescence in vitro cultured rat BMMSC. × 40

表 1 不同处理组大鼠各观察时间点 mNSS 评分的比较（x ± s，评分）

Table 1. Comparison of mNSS scores at observation time points of rats in different treatment groups (x ± s, score)
组别

对照组（1）
模型组（2）
移植组（3）

例数

15
15
15

治疗后 1 d（a）
15.33 ± 1.03
15.17 ± 1.47
15.50 ± 1.51

治疗后 3 d（b）
14.93 ± 1.63
14.97 ± 1.47
14.03 ± 1.63

治疗后 7 d（c）
11.00 ± 1.79
11.17 ± 2.14
10.00 ± 1.41

治疗后 14 d（d）
9.83 ± 1.47
9.67 ± 1.63
7.50 ± 1.09

治疗后 28 d（e）
7.83 ± 1.47
8.00 ± 1.41
5.50 ± 0.55

变异来源

处理因素

测量时间

处理因素 × 测量时间

组间误差

组内误差

SS

16.488
455.446

9.640
64.193

2.219

df
2
4
8

10
20

MS

8.244
113.860

1.205
6.419
0.111

F 值

74.318
17.737
10.863

P 值

0.000
0.000
0.000

表 2 不同处理组大鼠各观察时间点 mNSS 评分的重复
测量设计的方差分析表

Table 2. Anova table of repeated measurement design ofmNSS scores at different observation time points of rats indifferent treatment groups
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讨 论

出血性卒中占全部脑卒中的 15% ~ 20%，由于

病理过程复杂，迄今仍无特效治疗方法［7］。胶原酶

是一种可以分解细胞外基质和血管基底膜上胶原

蛋白的金属蛋白酶，主要表达于颅内血管周围的巨

噬细胞和单核细胞中，在细胞内失去活性，病理状

态下可自细胞中释放出来并被激活，使血管壁受损

渗血，随着血液聚集形成与脑组织混合的小片状出

血。基于胶原酶具有分解细胞外基质和血管基底

膜胶原蛋白机制，1990 年，Rosenberg 等［11］建立了由

胶原酶诱导的脑出血大鼠模型，目前业已成为脑出

血病理生理学机制研究的经典实验，本研究参照其

实验原理及相关研究［12］，采用Ⅶ型胶原酶制备大鼠

图 2 移植组大鼠光学显微镜观察 免疫组织化学染色（EnVision 二步法） 2a 移植区周围神经元和小胶质细胞 BDNF 呈阳
性 × 200 2b 散在于皮质侧的神经元 BDNF 呈阳性 × 100
Figure 2 Optical microscopy findings in rats of transplantation group Immunohistochemical staining (EnVision) Transplanted rats
microglial cells and neurons around the graft site were positive for BDNF (Panel 2a). × 200 Scattered cortical neuron cells were
positive for BDNF (Panel 2b). × 100

表 3 不同处理组大鼠同一观察时间点 mNSS 评分的两两比较

Table 3. Pairwise comparison of mNSS scores of rats in different treatment groups at the same observation time
组间
两两比

（1）∶（2）
（1）∶（3）
（2）∶（3）

治疗后 1 d
t 值

0.145
⁃ 0.154
⁃ 0.298

P 值

0.890
0.883
0.775

治疗后 3 d
t 值

⁃ 0.031
0.698
0.729

P 值

0.976
0.511
0.493

治疗后 7 d
t 值

⁃ 0.115
0.678
0.794

P 值

0.912
0.523
0.457

治疗后 14 d
t 值

0.139
2.017
1.878

P 值

0.894
0.090
0.109

治疗后 28 d
t 值

⁃ 0.171
2.343
2.514

P 值

0.870
0.058
0.046

表 4 同一处理组大鼠不同观察时间点 mNSS 评分的两两比较

Table 4. Pairwise comparison of mNSS scores of rats in the same treatment group at different observation time points
组内两两比

（a）∶（b）
（a）∶（c）
（a）∶（d）
（a）∶（e）
（b）∶（c）
（b）∶（d）
（b）∶（e）
（c）∶（d）
（c）∶（e）
（d）∶（e）

对照组

t 值

0.327
3.536
4.490
6.125
3.210
4.165
5.799
0.956
2.589
1.634

P 值

0.751
0.005
0.001
0.000
0.009
0.002
0.000
0.362
0.027
0.133

模型组

t 值

0.149
2.976
4.092
5.335
2.828
3.944
5.186
1.116
2.359
1.243

P 值

0.885
0.014
0.002
0.000
0.018
0.003
0.000
0.290
0.040
0.242

移植组

t 值

1.388
5.192
7.552
9.440
3.804
6.165
8.053
2.360
4.248
1.888

P 值

0.195
0.000
0.000
0.000
0.003
0.000
0.000
0.040
0.020
0.088
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表 7 同一处理组大鼠不同观察时间点凋亡细胞数目的两两
比较

Table 7. Pairwise comparison of apoptotic cell number atdifferent observation time points of the same treatment group
组内
两两比

（a）∶（b）
（a）∶（c）
（a）∶（d）
（a）∶（e）
（b）∶（c）

模型组

t 值

⁃ 2.542
⁃ 6.234
⁃ 6.190
⁃ 5.725
⁃ 3.692

P 值

0.029
0.000
0.000
0.000
0.004

移植组

t 值

⁃ 1.367
⁃ 5.952
⁃ 5.154
⁃ 4.775
⁃ 4.585

P 值

0.202
0.000
0.000
0.001
0.001

组内
两两比

（b）∶（d）
（b）∶（e）
（c）∶（d）
（c）∶（e）
（d）∶（e）

模型组

t 值

⁃ 3.647
⁃ 3.183

0.044
0.508
0.464

P 值

0.005
0.010
0.966
0.622
0.652

移植组

t 值

⁃ 3.787
⁃ 3.408

0.798
1.177
0.379

P 值

0.004
0.007
0.443
0.266
0.712

右侧纹状体脑出血模型并获得成功。

本研究结果显示，成年 SD 大鼠于移植 BMMSC
细胞后 28 天 mNSS 评分降低并接近对照组水平，不

同处理组大鼠 mNSS 评分呈时间性递减，其中治疗

后 7、14 和 28 天 mNSS 评分低于治疗后 1 和 3 天，表

明 BMMSC 细胞具有神经修复功能，一般于移植治

疗后 7 天即可发挥修复作用，改善大鼠行为能力，而

且起效时间早于缺血性卒中，考虑可能与出血性和

缺血性卒中的病理学机制不同有关，这一现象与临

床事实亦相符，即出血性卒中患者的恢复周期明显

短于缺血性卒中。因此，患者可以尽早开始自主功

能康复训练，避免疾病晚期局限性脑萎缩或废用性

肌萎缩的发生 ［13］。慢性出血性卒中研究显示，

BMMSC 细胞移植治疗脑出血的时间窗较长，即使发

病后 8 周开始治疗仍然有效［14］，可以弥补传统

方法治疗时间窗狭窄的不足［15］。

本研究 GFAP 和 NeuN 免疫荧光染色显示，

移植组大鼠有少量神经细胞同时呈绿色和红

色荧光，提示移植的 BMMSC 细胞已在宿主脑

组织存活并向神经元样细胞和神经胶质样细

胞分化，且在神经分化的间充质干细胞胞质可

见 尼 氏 体 和 神 经 突 起 ［16］。 经 体 外 培 养 的

BMMSC 细 胞 可 分 化 为 神 经 元 样 细 胞，表 达

NeuN［17］、巢蛋白（Nes）、神经元特异性烯醇化

酶（NSE）和 GFAP［18］，但本研究移植组大鼠显

微镜下仅可于血肿区见到极少量分化存活的

细胞且神经元样细胞稀疏，证实单纯干细胞的替代

作用并不足以显著改善神经功能［19］，目前更倾向于

BMMSC 细胞是通过上调神经营养因子的表达［18⁃20］、

增强神经保护作用［7，10，21⁃25］、下调炎性因子表达等作

用机制而发挥其损伤修复作用，改善大鼠行为学表

现［8］。BMMSC 细胞可分泌多种神经营养因子，如神

经生长因子（NGF）、胶质细胞源性神经营养因子

（GDNF）和 BDNF 等［20］，笔者认为 BDNF 在其中发挥

主要作用。BDNF 是一种广泛分布于中枢神经系统

的蛋白质，具有以下功能：（1）参与神经元的生长、

分化和存活过程，防止神经细胞死亡、促进神经细

胞再生和分化，通过调节 Bcl⁃2、Bax 蛋白表达而抑制

细胞凋亡，对局部脑组织损伤发挥修复作用，阻止

凝血酶自损伤的脑组织释放入血［21］。（2）稳定脑组

表 5 不同处理组大鼠各观察时间点凋亡细胞数目的比较（x ± s，个）

Table 5. Comparison of apoptotic cells in different treatment groups at different observation time points (x ± s, number)
组别

对照组（1）
模型组（2）
移植组（3）
F 值

P 值

例数

3
3
3

治疗后 1 d（a）
0.00 ± 0.00
4.08 ± 0.78
3.72 ± 0.86

34.066
0.001

治疗后 3 d（b）
0.00 ± 0.00
8.68 ± 1.26
5.81 ± 1.15

60.480
0.000

治疗后 7 d（c）
0.00 ± 0.00

15.36 ± 1.56
12.82 ± 1.36

142.440
0.000

治疗后 14 d（d）
0.00 ± 0.00

15.28 ± 4.03
11.60 ± 2.90

23.164
0.002

治疗后 28 d（e）
0.00 ± 0.00

14.44 ± 1.92
11.02 ± 2.27

57.977
0.000

F 值

—

15.395
13.579

P 值

—

0.000
0.000

表 6 不同处理组大鼠同一观察时间点凋亡细胞数目的两两比较

Table 6. Pairwise comparison of the number of apoptotic cells in different treatment groups at the same observation time
组间
两两比

（1）∶（2）
（1）∶（3）
（2）∶（3）

治疗后 1 d
t 值

⁃ 7.455
⁃ 6.797

0.658

P 值

0.000
0.001
0.535

治疗后 3 d
t 值

⁃ 10.794
⁃ 7.225

3.569

P 值

0.000
0.000
0.012

治疗后 7 d
t 值

⁃ 15.744
⁃ 13.145

2.604

P 值

0.000
0.000
0.040

治疗后 14 d
t 值

⁃ 6.521
⁃ 4.950

1.570

P 值

0.001
0.003
0.167

治疗后 28 d
t 值

⁃ 10.303
⁃ 7.863

2.440

P 值

0.000
0.000
0.051
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织损伤后的钙离子表达变化，增强抗氧化酶活性，

减轻自由基损伤，促进神经元再生、神经功能恢

复。研究显示，缺血缺氧等病理改变均可下调脑组

织 BDNF mRNA 和蛋白表达水平，从而抑制大鼠空

间学习和记忆能力，与本研究结果相一致［26］。（3）具

有抗炎症反应［27］、减轻神经元树突萎缩作用，与神

经元功能重塑相关［27⁃29］。（4）BDNF 基因编码修饰的

神经干细胞研究显示，移植此类干细胞后，损伤部

位 TrkB 基因、p⁃TrkB 基因、RAS 基因和磷酸化细胞外

信号调节激酶 1/2（p⁃ERK1/2）基因表达上调，BDNF
与 TrkB 受体结合使酪氨酸残基二聚体磷酸化形成

结合位点，激活 RAS 蛋白和丝裂原激活蛋白激酶

（MAPK）/ERK1/2 信号转导通路，促进移植细胞和宿

主细胞的存活及突起的生长和分化［28］。（5）BDNF 表

达水平升高可激活 Nrf2/抗氧化反应元素（ARE）信

号转导通路，参与脑组织损伤和神经退行性变后的

抗氧化反应；而 Nrf2/ARE 信号转导通路具有激活抗

氧化酶合成的作用，可在脑组织损伤后发挥神经功

能保护作用，这一作用主要通过γ⁃谷氨酰半胱氨酸

合成酶、谷胱甘肽还原酶（GR）和硫氧还蛋白（Trx）
还原酶等在 Nrf2/ARE 信号转导通路调控转录过程

中起主要作用的蛋白质来完成。（6）BDNF 过表达可

显著上调突触后致密物 95（PSD95）的表达，后者为

谷氨酸成熟突触的主要骨架蛋白，对突触强度和可

塑性起重要作用。抗氧化剂硫氧还蛋白可以增强

神经元对功能障碍和变性的抵抗能力，由神经生长

因子经 ERK 级联反应促进神经发生，修复认知功

能。因此，MAPK/ERK 信号转导通路的激活可以增

强 Nrf2/Trx 信号转导通路，并上调突触后 PSD95 的

表达，参与大脑皮质突触发育过程中谷氨酸能突触

的稳定，促进谷氨酸能突触的发生，从而增强突触

传递效能，改善学习和记忆能力。（7）相对于严重缺

血性卒中，脑出血后血肿周围脑组织呈轻至中度低

灌注，故细胞凋亡成为血肿周围神经细胞死亡的主

要形式，同时，缺血⁃再灌注产生的氧自由基可进一

步促进 DNA 损伤和细胞凋亡［30］。而 BDNF 可调节

自由基代谢功能，经体外培养的神经元 BDNF 可提

高超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH⁃Px）表达水平，减少自由基，进而减轻细胞凋

亡［27，29⁃30］。（8）既往研究已证实，BMMSC 细胞的营养

和免疫调节作用有利于维持血⁃脑屏障（BBB）的完

整性，降低干扰素⁃γ（IFN⁃γ）、白细胞介素⁃6（IL⁃6）、

肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）等炎性因子的表达，增加

转化生长因子⁃β1（TGF⁃β1）、白细胞介素⁃10（IL⁃10）
等抗炎性因子的表达［31］，上述细胞因子与 BDNF 协

同作用可减少细胞凋亡［8，30 ⁃ 31］，与本研究结果相一

致。BMMSC 细胞分泌的血管内皮生长因子（VEGF）
和 BDNF 与细胞膜受体相互作用，磷酸化蛋白激酶

B、激活哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR），最终促

进血管生成和神经发生 ［23］，增加局部脑血流量

（rCBF），改善缺血缺氧状态［24］。（9）移植的 BMMSC
细胞还可通过亲胆碱能神经元因子⁃信号传导与转

录激活因子 3（CNTF⁃STAT3）完成形态重塑，抑制炎

症 反 应，减 少 瘢 痕 形 成，抑 制 细 胞 凋 亡 ［10］。 故

BMMSC 细胞神经保护作用可能与磷脂酰肌醇 3⁃激
酶（PI3K）/AKT 和 ERK1/2 信号转导通路相关［7］。

脑出血和脑缺血动物模型研究证实，BMMSC 细

胞移植治疗有效，主因移植后微环境和相关神经因

子发挥调控作用，但其在临床上的应用尚不完善。

Suárez⁃Monteagudo 等［32］对脑出血患者 BMMSC 细胞

移植的安全性进行观察，5 例患者均于发病后 12 个

月接受血肿周围自体 BMMSC 细胞移植治疗，经 1 年

随访，5 例患者均显示出良好的耐受性且未发生移

植相关并发症；Li 等［33］观察 100 例自体骨髓单核细

胞移植治疗的脑出血病例，发现术后患者神经功能

均有不同程度改善，随访 6 个月无一例发生移植相

关并发症；Bhasin 等［34］经鞘内注射自体 MSCs 细胞

治疗脑卒中患者，术后 24 例患者，尤其是青年和发

病时间较短的患者运动功能改善，且无明显不良反

应，治疗后随访 6 个月至 4.5 年，所有患者神经功能

均完全恢复；Zhu 等［13］的观察结果也支持鞘内注射

BMMSC 细胞治疗脑出血安全、有效的结论。

本研究采用右侧纹状体注射 BMMSC 细胞的方

法治疗Ⅶ型胶原酶诱导的脑出血大鼠模型，结果表

明，BMMSC 细胞移植治疗可上调 BDNF 表达水平、

减少细胞凋亡，由此而缓解模型大鼠神经功能缺损

程度、改善其行为功能。尽管目前 BMMSC 细胞移

植治疗脑出血仍存在细胞培养困难、提纯纯度较

低、临床研究较少等诸多问题，但是综合各种研究

成果，BMMSC 细胞移植仍为我们打开了一条治疗脑

出血的新思路，尚待不断努力探索。
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