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脑血管病与心脏病、恶性肿瘤构成人类的三大

致死性疾病。其中，脑卒中是指由于急性脑循环障

碍所致的局限性或全面性神经功能缺损综合征，也

称急性脑血管事件。脑卒中发病率、病死率和病残

率逐年升高，生存者中 50% ~ 70%遗留严重残疾，给

社会和家庭带来沉重负担。现有的治疗措施尚未

显示出明显的临床治疗效果［1］，而干细胞移植治疗

在动物实验和临床研究中取得的初步成果及其对

脑组织的可塑性，使其成为治疗脑卒中较具前景的

方法。由于干细胞移植成功率和手术后神经功能

恢复受脑组织解剖结构、治疗时间窗、血供、干细胞

移植部位，以及参与临床试验受试者疾病类型等诸

多因素的影响，因此，相对于神经退行性疾病，脑卒

中患者的干细胞移植治疗更为棘手。此外，神经退

行性疾病仅损害同质神经元群，而脑卒中则影响各

种不同类型的神经元，换言之，脑组织缺血后梗死

既可能发生在丘脑亦可能发生在海马或纹状体等

组织，不仅影响神经元功能，同时也损害少突胶质

细胞、星形胶质细胞、内皮细胞等的正常功能。由

于神经元、神经胶质细胞、内皮细胞之间存在着广

泛而复杂的内在联系，移植细胞必须保持未分化状

态，方能分化为适应缺血区的神经元、神经胶质细

胞或内皮细胞。在干细胞移植治疗过程中，轴突须

穿透脑梗死形成的瘢痕组织，如果脑卒中后瘢痕组

织持续存在，可能影响移植细胞与宿主神经元轴突

产生功能性联系。鉴于此，采用干细胞移植治疗以

修复受损的神经功能尚面临诸多挑战，需谨慎行

之。由于绝大多数脑卒中为缺血性卒中，因此，笔

者拟就干细胞移植治疗缺血性卒中的研究进展及

临床研究设计等相关影响因素作一简要综述。

一、干细胞移植治疗缺血性卒中的实验研究

对于任何一项细胞移植技术而言，适宜的细胞

类型至关重要。用于实验研究和临床治疗的移植

细胞必须具有体内增殖活性，并可在组织结构和神

经功能上整合入实验动物的脑内。目前用于脑血

管病的干细胞种类有多种，但研究更为广泛的细胞

类型主要为神经干细胞（NSCs）、骨髓间充质干细胞

（BMSCs）、脐带血干细胞（UCBSCs）等。

1. 神经干细胞 1992 年，Reynolds 和 Weiss［2］从

成年小鼠的纹状体分离获得能在体外不断分裂增

殖并具有多向分化潜能的细胞，首次提出了“神经

干细胞”的概念。如今，利用神经干细胞移植治疗

中枢神经系统疾病已成为普遍关注的焦点研究之

一。其优点是：能够建立不同的干细胞株品系；可

以分化为神经元和神经胶质细胞，从结构上易与宿

主固有组织整合而不诱发免疫反应；可在脑组织内

远距离播散；对宿主中枢神经系统无任何损害且不

干扰其正常神经功能；基因表达稳定，维持时间较

长，具有可调控性；在中枢神经系统中不受血⁃脑脊

液屏障的限制，可通过直接定向方式输送基因产物

或替换无效神经元。神经干细胞的移植方法包括

经静脉注射、经椎管注射、脑室内注射或经介入直

接将细胞引入受损部位等。其中，经静脉移植外源

性神经干细胞是最为简单并有效的方法［3］。经研究

发现，无论采用何种移植方法或途径，神经干细胞
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进入脑组织后均能自行迁移并集中于受损部位及

其邻近组织，促进肢体功能恢复［4⁃6］。神经干细胞移

植后，可通过自身释放的或外源性神经营养因子加

强其神经保护作用［7］，因此外源性神经干细胞移植

治疗缺血性卒中可重建已受损的神经环路。对短

暂性脑缺血发作（TIA）大鼠模型的观察显示，缺血

性卒中发病 2 周后于纹状体内移植神经干细胞可减

轻大鼠肢体运动障碍，但对其空间学习能力无改善

作用；经静脉移植神经干细胞于侧脑室能够促进大

鼠空间学习能力而对其肢体运动障碍无改善，其他

移植方法未产生类似效果［8⁃9］。提示：移植方法和移

植部位能对实验动物的肢体功能恢复产生影响。

我们曾采用以神经干细胞为基础的组织工程方法

成功重建了缺血后形成的空洞，并显著减轻了缺血

性卒中大鼠的肢体运动障碍［10］。尽管上述实验表

明神经干细胞移植治疗缺血性卒中具有可行性，但

遗憾的是，迄今尚无令人信服的证据证明神经干细

胞治疗人类缺血性卒中较传统治疗方法更优越［11］。

2. 骨髓间充质干细胞 骨髓间充质干细胞为骨

髓基质干细胞，不仅对造血干细胞（HSCs）起支持作

用，还能分泌 IL ⁃6、IL ⁃11，以及白血病抑制因子

（LIF）、巨噬细胞集落刺激因子（M⁃CSF）、干细胞因

子（SCF）等多种生长因子以促进造血。 2000 年，

Woodbury 等［8］首次证实，人外周血骨髓间充质干细

胞可于成年大鼠体内分化为神经元。我们的研究

发现，虽然骨髓间充质干细胞能于体外表达成熟的

神经元特异性蛋白，但是应用细胞膜片钳技术并未

发现其具备成熟神经元特有的电生理学特征（待发

表）。骨髓间充质干细胞在缺血性卒中的细胞治疗

领域中所表现出的重要应用价值，是因其具有以下

优点：（1）细胞采集方便、安全、创伤小，容易扩增。

（2）供体来源广泛，若选择自体移植可避免胚胎引

起的伦理问题，具有广阔应用前景。（3）具有增殖、

迁移、分化能力。人骨髓间充质干细胞暴露于表皮

生长因子（EGF）、脑源性神经营养因子（BDNF）等条

件时，可分化为含神经干细胞标志物的细胞［8，12⁃13］。

（4）不表达人白细胞抗原 2I（HLA2I）、分泌可溶性物

质抑制 T 淋巴细胞的增殖反应，免疫原性弱、安全性

良好［8］。理论上，利用自身骨髓间充质干细胞可以

完全避免发生排斥反应，但是由于目前对骨髓间充

质干细胞的分化机制尚不甚明了，故不能完全肯定

移植后绝对不发生排斥反应［9］。而且，骨髓间充质

干细胞是否具有可塑性、是否可以分化产生完整的

突触连接网、所分泌的细胞数目是否足以重建神经

功能等问题仍悬而未解，尚需大量研究加以验证。

随着骨髓间充质干细胞的分离、培养、纯化、传代、

建立细胞系及体外定向诱导分化等实验技术的日

臻成熟，有关骨髓间充质干细胞移植治疗缺血性卒

中的研究也取得了一些进展。Chen 等［14］发现，大鼠

短暂性大脑中动脉闭塞 1 或 7 d 时，经静脉移植大鼠

骨髓间充质干细胞可以显著改善其神经功能；利用

5⁃溴⁃2⁃脱氧尿嘧啶（BrdU）标记可见移植细胞更容

易聚集于缺血侧大脑半球。骨髓间充质干细胞亦

是目前临床试验应用最多的干细胞［15］。晚近研究

显示，对人骨髓基质干细胞进行基因改造使其过表

达营养因子，即可使干细胞的营养作用倍增［16］。然

而，由于骨髓间充质干细胞的功能会随着年龄而下

降，治疗效果亦随之下降，而年轻供体的骨髓间充

质干细胞可引起老年患者发生免疫排斥反应，在一

定程度上增加了治疗难度，影响了治疗效果［1］。

3. 脐带血干细胞 脐带血中含有丰富的未分化

干细胞和祖细胞（progenitor cells），这些细胞可在体

内转变为各种类型的细胞，包括神经元等［17］，因此

又被称为脐带血干细胞。人脐带血干细胞也含有

能够分化为神经细胞系的细胞，当加入神经生长因

子、视黄醛（RA）后，其子代细胞可表达神经元和神

经胶质细胞标志物［18］。其采集方法为：新生儿出生

后取婴儿端脐带 3 ~ 8 cm，止血钳结扎、断脐，于贴近

母亲端止血钳处消毒并将针头插入脐静脉，采集脐

带血、分离获得干细胞。脐带血采集不同于传统的

骨髓采集方法，无需进行麻醉，既无疼痛亦无不良

反应及伦理问题。由于人脐带血干细胞取自人体，

故移植后的免疫排斥反应相对较小，因此降低了移

植过程中经常发生的急性移植物抗宿主反应的风

险［1］。尽管之前有文献报道，相对于脐带血，骨髓才

是提取干细胞的可靠来源［19］，但脐带血干细胞因其

独特的优势仍然是关注的焦点。有研究发现，缺血

性卒中大鼠注射人脐带血干细胞后有助于促进其

神经功能迅速修复，经静脉注射人脐带血 14 ~ 35 d
后，可于鼠脑内观察到人脐带血干细胞，并且缺血

侧大脑半球中的人脐带血干细胞远多于对侧大脑

半球［17］。大多数研究业已证实，缺血性卒中后移植

脐带血干细胞可在一定程度上改善神经功能，且无

明显不良反应；但亦有研究显示，脐带血干细胞移

植治疗对动物神经功能的恢复无益［20］。值得注意

的是，动物实验表明，若经静脉移植人脐带血干细
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胞，虽然在脑内不能观察到由远隔组织迁移而来的

移植细胞［21⁃22］，但却可以产生明显的神经功能修复

效果［23］。目前，人脐带血干细胞已成功用于治疗某

些血液疾病，如青少年白血病、Faneoni 贫血（FA）
等，同时对儿科疾病的治疗也取得了一定疗效。目

前，美国政府已经批准人脐带血干细胞用于治疗小

儿颅脑创伤，成为首例干细胞移植治疗神经系统疾

病的临床试验（http：//www.clinicaltrials.gov，注册号：

NCT00254722）［20］。

4. 其他类型的干细胞 （1）猪胚胎干细胞：人胚

胎干细胞涉及一系列的伦理问题，所以近年来科学

家将注意力转移到异种移植上来。由于猪并非濒

危物种且一胎多产，因此常将猪作为胚胎干细胞的

实验供体。自猪胚胎旧纹状体提取的胚胎干细胞

称为外侧基底核原基（LGE），将其植入缺血性卒中

模型鼠脑组织，存活率可达 80%，并能够明显改善

模型鼠的神经功能［24］。但同样的人体试验则发生

受试者移植排斥、变异等不良反应，据报道，猪胚胎

干细胞可释放猪源性逆转录病毒（PERV），对人体

细胞有不利影响，是异种移植的主要障碍之一［25］。

因此实验前设计周密的操作步骤和相应的治疗策

略至关重要。（2）永生化神经前体细胞系：采用逆转

录病毒标记中枢神经系统神经前体细胞中的癌基

因，使细胞停留于细胞分化的某一时期，不能进行

终末分化，即可获得永生化神经前体细胞系［26］。此

类细胞系具有单个细胞即可培养出无数相同细胞，

通过基因技术可提高神经递质产量，对各种细胞实

行优质筛选和分类，鉴别出某些感染性疾病，优化

手术程序等优点。向局灶性脑缺血模型小鼠的对

侧纹状体植入永生化神经前体细胞系 MHP36，可以

发现约 1/3 的 MHP36 细胞经纹状体向缺血侧大脑半

球迁移［27］。（3）自发生成的神经元细胞系/类神经元

细胞：来源于人类精源性肿瘤的 NT2N 细胞系，为纪

念 Layton 生 物 科 学 研 究 所 亦 称 为 LBS 神 经 元 。

NT2N 细胞为类神经元细胞，具有与神经元相似的

形态，拥有较大的轴突和较长的树突［28］。NT2N 细

胞具有功能性谷氨酸受体、钙离子通道，可分泌多

种神经递质并具备突触新生的功能；可冷藏保存，

作为动物实验和临床试验的原材料倍具吸引力，目

前初步进行的临床试验效果斐然［29⁃30］。

二、干细胞移植治疗缺血性卒中的临床试验

2005 年，Bang 等［31］报告了一项骨髓间充质干细

胞治疗缺血性卒中的临床试验结果。在该项试验

中共纳入 30 例受试者，年龄 30 ~ 75 岁，其中 5 例患

者接受骨髓间充质干细胞移植（治疗组），分两次进

行，每次移植的细胞数为 50 × 10 6 个，所有受试者均

符合以下条件：（1）发病后经 7 d 的治疗观察。（2）扩

散加权成橡（DWI）分析显示，大脑中动脉供血区存

在一系列损害表现。（3）为期 7 d 的治疗观察显示，

受试者均表现有严重且持续的神经功能缺损［改良

美国国立卫生研究院（NIH）评分 ≥ 7 分］。（4）排除

造血系统疾病或骨髓抑制性疾病。移植术后对患

者进行为期 1 年的 MRI 随访，观察其神经功能恢复

情况，结果显示治疗组疗效明显优于对照组。之

后，Lee 等［32］又于 2010 年报告了类似的临床试验，

共入组 52 例患者，其中 16 例接受骨髓间充质干细

胞移植（治疗组），其余 36 例未接受移植治疗者为对

照组；手术后随访 5 年，治疗组死亡 4 例（25.00%），

对照组死亡 21 例，病死率 58.33%。这两次临床试

验结果均说明，骨髓间充质干细胞移植治疗对促进

缺血性卒中患者的神经功能康复、延长生存时间有

益。2009 年，Surez⁃Monteagudo 等［33］采用骨髓间充

质干细胞治疗 5 例缺血性卒中患者，在其后的 1 年

随访观察中部分患者神经功能恢复，且无明显的移

植相关不良反应。

美国 Diacrin 试验采用猪胚胎原始纹状体细胞

（LGE 细胞）作为实验供体，进行异种移植临床试

验，所纳入的 12 例患者均为中等面积慢性稳定性基

底节梗死，病程 1 ~ 10 年，其中 5 例接受 LGE 细胞移

植治疗；由于所移植的 LGE 细胞均经主要组织相容

性抗体Ⅰ处理，故移植后无需行免疫抑制治疗。在

为期 4 年的随访过程中，治疗组 2 例患者肢体功能

显著改善，1 例发生移植相关性皮质静脉栓塞［34］。

然而遗憾的是，由于美国食品与药品管理局（FDA）
的介入使试验中断。另外，NT2N 细胞系是最常用

于治疗缺血性卒中的移植细胞，在Ⅰ期临床试验中

有 12 例慢性基底节梗死患者（年龄 44 ~ 74 岁）接受

了细胞移植治疗，这些患者在移植前均至少经历过

1 次脑卒中事件，病程 6 ~ 54 个月，遗留肢体运动障

碍［35］；移植术后 5 年未发生任何移植相关不良反

应。这些患者手术后仅接受 8 周的免疫抑制治疗，

但其中 1 例尸体解剖资料表明细胞移植术后 27 个

月仍可在其脑组织内发现 hNT 细胞，提示长期免疫

抑制治疗并非移植物生存的必要条件。与临床试

验结果相反，啮齿类动物若无持续性免疫抑制治

疗，其移植于脑内的细胞即会死亡。移植术后 6 周
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对患者进行 PET 扫描，发现靶区移植细胞代谢活性

增强［36］，表明移植物有存活迹象，但不能排除为炎

性反应所致。根据欧洲卒中量表（ESS），这 12 例患

者中 6 例神经功能康复，与 PET 显示的荧光脱氧核

糖活性相符。Ⅱ期临床试验共纳入 18 例患者，他们

于移植术前均经历过缺血性卒中事件，病程 1 ~ 6 年

并遗留肢体功能障碍，其中 14 例随机接受细胞移植

治疗（治疗组），其余 4 例则作为对照组未做特殊处

理［37］。治疗组患者均接受 8 周的强制性免疫抑制治

疗，移植术后 1 个月 1 例发生 1 次癫 ，1 例出现硬膜

下血肿，但并未发现细胞移植直接相关的不良反

应；与移植术前相比，患者肢体功能恢复指数增

加。虽然与对照组相比，治疗组患者疗效并不十分

显著，但是毫无疑问，这两次临床试验为后续的临

床试验及治疗提供了宝贵的借鉴。

三、干细胞促进神经功能康复的可能机制

虽然相继有文献报道，无论是经颅还是经静脉

于脑实质内移植人骨髓干细胞、脐带血干细胞、外

周血前体细胞或脂肪间充质干细胞等，都可增强神

经功能的恢复。然而，无论是人脐带血干细胞或是

骨髓干细胞均是由多种细胞组成的，如造血干细

胞、CD34-上皮干细胞、间质细胞、未成熟淋巴细胞、

单核细胞等，这些细胞群都具有促进神经功能恢复

的作用，因此目前并不清楚究竟何种细胞对脑卒中

后神经功能恢复更为重要。神经干细胞、骨髓干细

胞和脐带血干细胞经颅或经静脉到达体内后均聚

集于缺血区，其中仅少数表达神经元标志物、分化

为新的神经元并取代受损组织，移植细胞分泌营养

因子促进脑组织损伤修复，此为目前业已肯定的理

论。虽然在脑组织内发现的移植细胞数目极少，但

却能够改善神经功能，提示这些移植细胞所分泌的

某种物质可于细胞死亡前对大脑产生持久影响。

由此可见，了解干细胞如何整合入脑并在其内发挥

修复作用，对后期临床试验具有重要指导意义。以

下学说可能是细胞发挥作用的机制之一，亦可能是

多种机制的共同作用。

1. 整合入宿主神经环路 神经干细胞之所以吸

引研究者的注意，就是它能够取代受损神经环路而

促进神经功能恢复，但是，这方面的证据十分匮

乏。对大鼠模型的研究证实，移植细胞可表达突触

蛋白［38］，表明移植细胞具有分化为成熟神经元的功

能。电子显微镜观察亦证实，人神经干细胞可与缺

血组织中的受损神经环路形成新的突触连接［15］。

这就要求在细胞移植过程中尽可能提高移植细胞

存活率，从而提高整合效能，促进神经功能恢复。

2. 移植细胞可减少宿主细胞死亡数目 经研究

发现，缺血性卒中发病后尽早移植外源性干细胞可

显著减轻缺血半暗带区细胞凋亡，以缩小脑损伤面

积。产生这种效应的细胞所具备的共同特点即分

泌神经营养因子，例如血管内皮生长因子（VEGF）、

纤维母细胞生长因子（FBGF）、胶质细胞源性神经营

养因子（GDNF）、脑源性神经营养因子等，这些营养

因子都具有神经保护作用，降低神经元死亡［38⁃39］。

3. 增强宿主神经元可塑性 缺血性卒中后神经

元可利用其可塑性实现自发性神经功能康复［40⁃41］。

这种可塑性需在缺血侧和对侧大脑半球实现传入

神经和传出神经之间的联系，通过突触再生激发突

触活性，而移植细胞可增强此种内源性脑修复机

制。有研究显示，人脐带血干细胞具有增强脑卒中

后缺血区神经纤维再生的作用，使缺血侧大脑半球

与对侧大脑半球重建神经纤维联系［42］。

4. 促进血管新生 缺血性卒中若干天后即可出

现血管新生，与神经功能恢复息息相关，而且亦是

细胞质量的潜在目标［43］。人骨髓间充质干细胞通

过增加血管内皮生长因子表达水平而加强内源性

血管新生［44］，此外神经干细胞和脐带血干细胞亦具

有促进血管新生的作用［45⁃46］。

5. 减轻炎性反应 此亦为移植细胞促进脑结构

修复和功能恢复的可能机制。经静脉途径移植人

脐带血干细胞可减少渗入脑内的白细胞数目，但目

前尚不清楚是细胞移植的直接效应还是间接结

果。尽管有研究提示，干细胞可直接抑制 T 细胞激

活［47］，若以此推论，异种移植能够减轻免疫反应，然

而明显与事实相悖。

6. 募集内源性干细胞/前体细胞 动物实验证

实，缺血性事件可加强内源性神经再生［48］，干细胞

移植很可能即是通过激活内源性干细胞/前体细胞

而增强内源性神经再生，脐带血干细胞和骨髓干细

胞亦具有同样功能［46，49］。移植的神经干细胞亦可促

进缺血区内源性神经干细胞增生，从其他组织中募

集不同的干细胞/前体细胞，使这些细胞融合进入神

经环路，从而促进血管新生。

四、移植效果评价

选择有效的方法评价预后是临床试验设计的

关键，不同评价指标可以得出不同的临床试验结

论。临床试验的最终目的是改善患者生存质量，因

·· 178



中国现代神经疾病杂志 2011 年 4 月第 11 卷第 2 期 Chin J Contemp Neurol Neurosurg, April 2011, Vol. 11, No. 2

此应从患者的角度来评价细胞移植治疗缺血性卒

中的效果。目前主要通过各种量表来评价细胞移

植后患者的生存质量（QOL）。其中为脑卒中患者设

计的生存质量评价量表，包括 Frenchay 活动指数

（FAI）、脑卒中生存质量量表（SSQOL）和脑卒中影响

量表（SIS）等。生存质量评价主要依据患者的自我

感觉，故对伴认知功能障碍和失语的脑卒中患者不

适用。为此设计了代理人量表，主要由患者的照顾

者、家属进行回答，作为患者生存质量的间接评价

方法，例如脑卒中影响量表和脑卒中生存质量量表

均有此版本。Cramer 等［50］提出的特殊行为评价方

法不仅可以评价康复治疗后患者感觉运动功能的

恢复情况，而且能够观察患者语言、记忆及精神症

状等。虽然患者生存质量对其生存意义重大，但易

受主观因素的影响而难以准确评价。日常生活活

动能力（ADL）评价更为客观且对患者意义较大，大

多数脑卒中临床试验都将其作为主要疗效评价指

标。常用量表有 Barthel 指数（BI）、改良 Rankin 量表

（mRS）和功能独立性评价（FIM），其中 Barthel 指数

简单易行，真实可靠，是评价患者日常生活活动能

力的最佳量表。

与心脏疾病的临床试验不同，对缺血性卒中康

复性治疗的评价不能选择左室射血分数、左室舒张

末期容积等容易测量的指标。因此，在康复过程中

常以患者功能改变为主要评价指标，需参照上述功

能评价量表。由于缺血性卒中需考虑梗死灶大小、

部位及梗死后的功能修复情况，故于试验早期亦可

采用影像学检查技术来评价脑卒中后的恢复情

况。例如：通过扩散张量成像（DTI）评价白质纤维

束功能及其恢复情况［51⁃52］；fMRI 评价皮质功能康复

情况以筛查病情改善显著的患者［53］；磁共振波谱

（MRS）检测细胞移植或神经营养因子治疗后的内源

性神经再生情况［54］；以超顺磁性氧化铁（SPIO）标记

细胞，MRI 跟踪监测经静脉移植的细胞在脑或其他

器官的生长和迁移情况［55⁃57］，获得移植细胞的定位

和迁移信息；利用 PET 评价细胞移植区的代谢活

动，但需注意，不能描述移植细胞的确切位置和迁

移情况。对细胞移植的最终疗效评价应综合 PET、
缺血⁃再灌注成像（监测血管新生能力）、fMRI 及 DTI
等多项检查的测量结果。另外，经 MRI 检查发现，

发病 1 周后的急性期或亚急性期患者病情并不稳

定，但缺血性卒中恢复期（脑卒中后 3 ~ 6 个月）患者

的病情却可以较为稳定地维持于基线水平。这一

特点有利于筛选参加临床试验的患者，在临床脑卒

中康复性试验中具有一定优势。

五、细胞移植研究设计的注意事项

1. 临床前研究 临床前研究需考虑的因素包括

物种类型、脑卒中模型类型、监测指标与治疗方案、

细胞追踪的显像，以及宿主细胞反应等，避免脑卒

中动物模型与人类脑卒中差异对临床试验的干

扰。评价神经功能恢复的首选物种是大鼠，但在临

床前研究中应纳入多个品系不同年龄、不同性别的

啮齿类动物，经过多次实验的验证，并能于第 2 个物

种中获得证实（例如：小鼠）。大型灵长类动物虽然

是理想的脑卒中模型动物，但由于物种稀缺及安全

性等问题，不适宜用于评价细胞移植治疗。用于研

究细胞移植治疗的缺血性卒中模型主要为局灶性

脑缺血模型，如大脑皮质缺血及皮质和（或）基底节

缺血，可通过不同类型的手术方法制备缺血性卒中

模型。但无论应用何种手术方法，造成脑卒中的结

果更为重要，每一种手术导致的脑卒中病理生理学

表现应尽可能模仿人类疾病状态。尽管目前所收

集的细胞移植治疗试验结果均与缺血性卒中高度

相关，但仅可用作出血性卒中临床前研究的指导。

为了评价缺血性卒中治疗后神经功能的恢复情况，

应进行行为学测验，而且所选择的行为学测验项目

应与缺血模型相一致。一套严谨的行为学测验项

目应包括对运动能力、躯体感觉及认知功能的检

测，若学习和记忆能力受损还需进行相应项目的评

价。与动物模型病理生理学表现需接近人类疾病

一样，相关行为学测验项目亦应尽量模拟人类疾

病，康复治疗过程对动物行为学的观察还应持续至

少 1 个月。另外，实验设计内容中应包括：（1）确定

所需细胞数目，不仅包括最佳干细胞治疗数目，同

时还应考虑最大细胞耐受数目。（2）移植途径，如脑

内立体定向输注或全身注射等，用以调整所选择的

细胞疗法并制定其临床应用方案。（3）还需检测重

复给药方案的可行性，以达到最佳预后效果。脑卒

中治疗时间窗是决定移植细胞剂量的重要因素，而

且因细胞来源不同而选择不同的治疗方案。尽管

每种类型细胞均有其独特性，但在实验过程中都需

要相应的细胞表面标志物，而且所有实验室均可重

复该实验。细胞移植后还应观察这些移植细胞在

脑和其他器官的分布及行为学表现（生存、迁移、分

化），以确定细胞发挥作用的机制和细胞移植治疗

的安全性。除了上述实验控制因素，选择并制定适
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宜的对照组对评价细胞移植治疗亦十分有意义。

2. 从动物实验向临床试验转化 从脑缺血动物

模型过渡到细胞移植治疗临床试验需考虑许多因

素。除了细胞种类、脑卒中类型、评价方法、治疗方

案等因素，还需注意动物与人类的物种差异、如何

在宿主体内跟踪移植细胞、减少移植后的致瘤性风

险等。唯有全面而综合考虑各种影响因素，方能制

定出最佳临床试验方案并取得理想疗效。（1）最佳

移植时机：目前尚无确实的证据显示缺血性卒中后

进行细胞移植的适宜时间。脑卒中急性期，缺血半

暗带区释放兴奋性毒性神经递质、活性氧、促炎性

反应介质等，可影响新生组织的形成；发病后数周，

缺血半暗带区内的细胞即发生凋亡，炎性反应激活

小胶质细胞，抑制内源性神经再生，从而阻碍移植

细胞的生长和存活［58］。另一方面，在疾病的急性期

局部组织修复尚处于激活状态，包括细胞自身固有

的神经营养因子的释放，以及宿主在移植早期为适

应移植细胞生长、存活、分化和整合而释放的各种

神经营养因子等；同时，缺血环境亦可促进脑室周

围和皮质神经元的再生［59］。如果于脑卒中后数周

方进行细胞移植，可能会由于瘢痕组织形成而阻碍

移植细胞发挥作用。但是，有许多神经病学专家倾

向于延迟施行移植治疗，认为待患者病情稳定后再

行治疗疗效可能更佳。业已完成的两项慢性缺血

性卒中临床试验所纳入的研究对象均为脑卒中后

至少 6 个月的患者［32 ⁃34］。但是，目前尚无相适应的

慢性缺血性卒中动物模型，因为动物发病后 6 个月

已经完全康复，因此动物实验与临床试验存在较大

差距，不能完全参照实行。细胞移植治疗和其他康

复治疗的优势之一，是存在潜在的较长治疗时间

窗。神经保护性治疗可能需要早期进行，但基于细

胞的治疗则可延迟至损伤后数天、数周甚至数月，

这在临床上是十分有意义的。细胞移植的最佳时

机依赖于细胞类型及其作用机制，如果细胞移植侧

重于神经保护作用则应在发病超早期进行；如果移

植细胞能够促进内源性修复机制（如可塑性、血管

新生及神经再生等），或该细胞在脑内存活和整合

的必要条件是内源性修复，则必须早期通过不同移

植途径输送至脑组织，因为内源性修复机制在发病

后 2 ~ 3 周最为活跃［40，60］；若要提高移植细胞的存活

率，则以脑卒中后期待炎性反应消退后为最佳时

机。由于星形胶质细胞在神经干细胞的再生过程

中发挥重要作用［61⁃63］，明确缺血对骨形态发生蛋白

（BMP）抑制剂（Wnt、Noggin）等星形胶质细胞源性因

子表达水平的影响机制，将有助于推进成年人内源

性神经再生的研究。对移植时机的系统性研究及

移植时机对神经功能恢复的影响，目前仍不甚清

楚。许多研究结果显示，卒中⁃移植时间窗很宽，缺

血后 3 d 进行细胞移植治疗可促进肢体功能的恢

复。但是，也有文献报道，脑卒中后 1 个月再行细胞

移植治疗同样能促进肢体功能的康复［63 ⁃65］。鉴于

此，目前尚无临床最佳移植治疗时间窗的研究结

果。目前存在多种介入治疗时间窗，若经血管途径

移植细胞（细胞由导管直接移植入大脑中动脉或经

静脉移植）则应于缺血性损伤发生早期，最好于发

病后 24 h 内完成细胞移植治疗获益最大；经静脉途

径移植细胞，则需对损伤组织进行定位，并准确地

将细胞带入靶组织。发生缺血性卒中后，损伤脑区

将表达基质细胞衍生因子⁃1（SDF⁃1）等特异性干细

胞 归 巢 ，使 移 植 细 胞 能 够 表 达 趋 化 因 子 受 体

（CXCR）4 和 7（可与骨髓基质细胞衍生因子⁃1 相结

合），并分泌至受损脑组织［66⁃68］。对啮齿类动物的观

察显示，发生缺血性损伤后骨髓基质细胞衍生因子⁃
1 可持续表达 30 d，但在人脑中的表达则不甚清

楚。如果直接经颅移植细胞，治疗时间窗则可以延

迟，需待移植细胞分化为神经元系或星形胶质细胞

系后再行细胞移植治疗。经颅细胞移植治疗可将

外源性细胞直接移植至损伤部位且不诱发炎性反

应，较其他移植途径相对有效；但是，移植后期当坏

死组织形成空洞时需采用含神经干细胞的生物降

解支架以巩固治疗效果［69］。（2）移植途径：细胞移植

途径包括经颅、经脑室、经静脉。虽然经这 3 种途径

移植细胞均可到达指定位置，但经观察发现：以经

颅途径到达靶部位的细胞浓度最高，经脑室其次，

经静脉效果最差［70］。经颅向缺血侧大脑半球输送

细胞，较对侧脑组织更多地聚集于缺血侧，使损伤

部位的移植细胞高度聚集。如此便带来一系列问

题［7］：经静脉途径虽具有创伤小的优势，但也存在负

面问题，例如经静脉移植细胞后细胞在其他器官中

的数目有可能高于靶部位［71］，导致异位组织增生或

血栓形成等不良后果。移植途径对神经功能的恢

复亦具有一定影响，经颅移植 MHP36 细胞仅促进感

觉运动康复，而经脑室移植则仅影响学习和记忆能

力［70］。因此，选择细胞移植途径时需综合考虑移植

细胞的类型和细胞作用机制。

3. 移植部位的选择 慢性缺血性卒中后，可将
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细胞移植至梗死腔，促进移植细胞迁移，但是梗死

腔有时不易定位，而且梗死腔内的液体可使移植细

胞密度稀释，从而影响治疗效果。更重要的是，移

植入梗死腔的细胞难以存活，除非提供细胞支架。

于缺血急性期将外源性干细胞注入缺血半暗带区

虽然可行，但存在诸多不良反应，例如：释放较多的

抑制性和兴奋性神经递质，可能损害移植物［58］。将

胎儿皮质细胞移植于缺血区，可观察到其在缺血半

暗带区内存活，但梗死灶中心区却无移植细胞［58］；

另外，慢性缺血区瘢痕形成也会阻碍移植细胞向缺

血半暗带区的迁移。若采用脑立体定向注射，则可

利用坐标仪对缺血区进行精确定位，移植细胞可通

过分泌神经营养因子在梗死灶周围区域发挥最佳

效应，或替代原有的无效细胞发挥特定的神经功

能。经颈内静脉途径移植细胞为创伤最小的移植

方法［3，70］，动物研究支持经颈内静脉途径高选择性

地将外源性干细胞移植至梗死区，有些细胞类型如

脐带血干细胞经静脉注射比直接经颅注射更能获

益。为了使静脉给药途径发挥更大的治疗作用，移

植细胞在到达损伤区域时可能需要归巢信号，它可

通过趋化因子介导而将移植细胞引导至缺血区。

但是经静脉途径亦存在一些潜在的危害性：（1）移

植细胞在到达缺血区的同时亦可迁移到其他器官

的周围血管。因此，为了排除经静脉途径可能导致

移植细胞异常增殖或影响其他器官分泌蛋白质的

风险，应在临床前进行多脏器毒性研究。（2）移植细

胞可能相互聚集形成血栓。鉴于此，无论哪一种细

胞类型均须认真检查灌注套管的兼容性、最大细胞

密度或限制灌注量等影响因素，如果移植细胞必须

经旁路到达病变部位，则很难保证缺血区的细胞聚

集。在某些情况下，移植细胞可通过外周途径促进

康复甚至不进入大脑。血管内药物灌注通常是由

介入科医师操作，比经颅直接植入更适合患者。

4. 移植细胞数目 Ⅰ期临床试验所选择的移植

细胞数目主要来自临床前研究的统计数据。目前，

无论是啮齿类动物实验还是临床试验，移植细胞数

目都是根据脑体积和质量计算所得。但是，啮齿类

动物实验所用的细胞数目是否同样适用于临床试

验，仍是未知数。啮齿类动物对药源性物质的代谢

速度比人类更为迅速，目前对啮齿类动物和人类细

胞的更新过程有何区别，尚不十分清楚。经静脉移

植细胞可以重复注射，在临床干细胞移植治疗中更

为方便，而且“增加剂量（enhanced dose）”可能会加

强临床治疗效果。

5. 缺血性卒中干细胞移植治疗的适应证 并非

所有类型的缺血性卒中都适宜进行细胞移植治

疗。大多数临床前期研究都是关于纹状体和皮质

梗死的细胞移植，涉及白质病变的研究困难重重。

皮质内移植干细胞有时并不能修复潜在的轴突损

伤，对于单纯表现为白质梗死的患者需慎重考虑是

否适用细胞移植治疗，可能更需要一项完全不同于

细胞移植的治疗策略。缺血性卒中患者的梗死范

围主要与动脉供血有关，因此对治疗方式的选择尤

为重要，对于广泛缺血患者，用于促进功能恢复的

移植细胞数目亦需相应增加。

6. 手术安全性 细胞移植治疗的安全性问题主

要与移植途径和细胞类型有关。经静脉途径移植

干细胞时，由于细胞可能阻塞肺静脉，故需尽量减

少急性期灌注毒性反应；而经动脉移植干细胞则有

可能造成脑血管阻塞，从而诱发癫 发作等并发

症，因此手术过程务必慎重。为了降低手术后急性

期灌注毒性反应，需每天监测患者肝、肾功能，24 h
监测动脉血氧饱和度和其他肺功能参数。无论干

细胞来源于自体还是异体，无论所选择的移植方法

和细胞种类如何，均需行免疫反应检查，监测整合

入受体的细胞耐受性。长期以来，干细胞移植治疗

的主要风险是移植细胞过度增殖形成肿瘤。其中，

细胞类型的选择与肿瘤形成关系最为密切，经颅途

径仅有形成脑肿瘤的危险，但是经静脉途径则可将

移植细胞带到全身各个器官或组织，有可能造成多

脏器肿瘤，因此需要增加监测项目。对施行细胞移

植治疗的患者进行适当的肿瘤评价和筛选检查，十

分必要，对有恶性疾病既往史的患者更需谨慎。过

去 5 年曾罹患恶性疾病的患者一般为细胞移植治疗

的禁忌证。由于对恶性肿瘤进行全面筛查不切实

际，但在接受干细胞移植治疗前至少应行胸部 X 线

检查。为了监控脑肿瘤的进展情况，试验设计还应

包括：定期进行头部 MRI 和（或）PET 或 CT 随访。缺

血性卒中干细胞移植治疗的早期临床试验均对已

登记的患者进行长期随访，有效地获得其病理和尸

体解剖资料，对干细胞移植治疗具有重要指导作

用，同时亦可监测移植后的肿瘤形成。

六、结论

神经干细胞的发现对人类健康具有重要意义，

随着对神经干细胞的深入了解，必将解开大脑修复

机制之迷。骨髓间充质干细胞因其独特的优势，正
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在越来越多地应用于动物实验和临床研究；人脐带

血干细胞易于获得、免疫排斥反应少，亦具有广阔

的应用前景。目前，研究干细胞移植治疗的重点是

如何选择最佳移植时机、所需有效细胞数目、移植

途径［65］，以及如何确定细胞移植后的长期安全性

等。虽然目前干细胞移植治疗技术尚不十分成熟，

需通过更多的临床前期试验和临床试验加以验证

和修正，但相信随着对干细胞特性、分化、移植、作

用机制等研究的日益深入，干细胞在缺血性卒中的

治疗中将占有越来越重要的地位。
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