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[摘　 要] 　 目的　 观察骨髓间充质干细胞(ＢＭＳＣ)移植治疗缺血性脑卒中大鼠神经功能恢复情况ꎬ同时检测血清

和脑组织中白细胞介素 １０( ＩＬ￣１０)和转化生长因子 β１(ＴＧＦ￣β１)表达以探讨神经修复的可能机制ꎮ 方法　 ３６ 只 ＳＤ
雄性大鼠ꎬ随机分为 ３ 组:空白组、模型组和实验组ꎮ 采用改良线栓法制备大脑中动脉闭塞模型(ＭＣＡＯ)ꎬ实验组缺

血 ２４ 小时后予以 ＢＭＳＣ 移植干预ꎬ模型组给予等量生理盐水ꎬ空白组不做处理ꎮ 分别于移植后第 １、３、７、１４ 天不同

时间点观察神经行为学评分ꎬ通过 ＴＴＣ 染色测量脑梗死体积ꎬＥＬＩＳＡ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的方法检测大鼠血清及脑组织

中炎症因子 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 的变化情况ꎮ 结果　 空白组低表达 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ꎻ与空白组比较ꎬ模型组大鼠神经行为

学评分明显升高ꎬ脑梗死体积增大(Ｐ<０.０１)ꎬ血清及脑组织中 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 的表达明显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组

比较ꎬ实验组大鼠脑梗死体积减小(Ｐ<０.０５)ꎬ３ 天、７ 天及 １４ 天中神经行为学评分明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ血清及脑组

织中 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 的表达明显升高(Ｐ<０.０１)ꎬ且随着 １、３、７、１４ 天的时间的推移ꎬＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 表达逐渐下调ꎮ
结论　 骨髓间充质干细胞对缺血性脑损伤有修复作用ꎬ其机制可能与促进抗炎因子 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 的分泌有关ꎮ
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　 　 脑血管病以高发病率、高死亡率、重致残率严

重威胁着人类的生存与幸福ꎬ其中约 ７０％ ~ ８０％为

缺血性脑血管病( ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＩＣＤ) [１]ꎬ降低该病的死亡率和重残率具有重大社会

意义ꎮ 目前询证医学有确切疗效的只有溶栓和卒

中单元ꎬ溶栓有时间限制性ꎬ另外抗凝治疗、早期使

用阿司匹林也被认为有一定的作用ꎬ但都同时存在

很大的局限性ꎬ因此亟待寻求新的治疗方法ꎮ 近

年ꎬ随着细胞免疫治疗领域的逐渐发展ꎬ多种干细

胞系被用于脑血管疾病的临床前研究ꎬ并且取得了

可喜的实验结果[２￣３]ꎬ同时炎症免疫反应与缺血性

脑损伤的关系受到越来越多关注ꎮ 早期的炎症往

往具有保护作用ꎬ持续强烈的炎症反应却是有害

的ꎬ因此减轻炎症损伤成为治疗缺血性脑卒中的主

要途径之一ꎮ 间充质干细胞 ( ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬＭＳＣ)可向受损部位迁移ꎬ并作用于炎症细胞ꎬ
调节不同细胞因子的释放发挥抗炎作用[４￣６]ꎮ 故本

实验采用改良线栓法制备大脑中动脉闭塞模型ꎬ研
究骨髓间充质细胞( ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌꎬＢＭＳＣ)移植治疗缺血性脑卒中大鼠神经功能

恢复情况及对血清及脑组织中 ＩＬ￣１０、转化生长因子

β１ ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗ ｆａｃｔｏｒ β１ꎬ ＴＧＦ￣β１ ) 表 达 的

影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

　 　 雄性 ＳＤ 大鼠 ３６ 只ꎬ２８０ ~ ３２０ ｇꎬ由南华大学实

验动物部提供ꎻＴＴＣ 粉购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ ＩＬ￣１０ 和

ＴＧＦ￣β１ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购于上海信帆生物科技有限

公司ꎻ兔抗大鼠 ＩＬ￣１０ 抗体(１:１ ０００ꎬＳａｎｔ ｃｒｕｚ 公

司)ꎬ兔抗大鼠 ＴＧＦ￣β１ 抗体(１ ∶ １ ０００ꎬＳａｎｔ ｃｒｕｚ 公

司)ꎮ
１.２　 动物分组

大鼠常规饲养 １ 周ꎬ将 ３６ 只 ＳＤ 雄性大鼠随机

分为空白组 (４ 只)、模型组 (１６ 只)、实验组 ( １６
只)ꎬ模型组与实验组大鼠各分为 ４ 小组(１、３、７、１４
天组ꎬ每亚组 ｎ＝ ４)ꎮ 空白组不予任何处理ꎻ模型组

造模成功 ２４ ｈ 后予以等量生理盐水注射ꎻ实验组造

模成功 ２４ ｈ 后通过尾静脉注射予以 ２×１０６ 个 ＢＭＳＣ
移植干预ꎮ
１.３　 动物模型制备

使用改良 Ｌｏｎｇｅ 线栓法建立大脑中动脉闭塞

(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬＭＣＡＯ)模型ꎮ
１.４　 神经行为学评分

模型成功判断的标准:动物清醒后出现左肢瘫

痪的表现ꎬ如提尾左侧前肢屈曲或爬行时向左侧划

圈甚至倾倒ꎮ 采用 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ６ 级 ５ 分评分标准进行ꎬ
５ 级 ０ 分:正常(无功能障碍)ꎻ４ 级 １ 分:对侧上肢

不能完全伸展ꎻ３ 级 ２ 分:向对侧推时抵抗力下降ꎻ２
级 ３ 分:提尾时向对侧转圈ꎻ１ 级 ４ 分:自动转圈ꎻ０
级 ５ 分:无自发性活动伴意识障碍ꎮ

各组大鼠于脑缺血 ２４ 小时后进行神经功能缺

损评分ꎮ 剔除分数为 ０ 分、５ 分、有蛛网膜下腔出

血、术后死亡的大鼠ꎬ２￣３ 分最为理想ꎬ保证移植前

各组神经功能缺损严重程度类似ꎬ模型纳入标准无

差异ꎮ
１.５　 样本处理

在大鼠模型成功后 １、３、７、１４ 天ꎬ每亚组大鼠

１０％水合氯醛(０.３５ ｍＬ / １００ ｇ)腹腔注射麻醉ꎬ一次

性采血针取心脏血于采血管中(无肝素钠)ꎬ静置 ３０
ｍｉｎꎬ以 ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２５ ｍｉｎꎬ收集上层血清行

ＥＬＩＳＡꎮ 采血完成后ꎬ冰生理盐水经心快速灌注 ２５０
ｍＬꎬ迅速断头取脑ꎬ用眼科剪在大鼠大脑中动脉梗

死区(肉眼可见颜色较旁边组织白)剪下脑组织约

０.５ ｇꎬ－８０℃冰箱保存以备 ＷＢ 中提取蛋白用ꎬ余脑

行 ＴＴＣ 染色ꎮ
１.６　 ＴＴＣ 染色并计算梗死体积

将剩余脑组织在－２０℃ 冰箱中速冻 ２０ ｍｉｎ 左

右ꎬ便于切片ꎬ一般将脑组织切成 ５ ~ ６ 片ꎬ每隔 ２
ｍｍ 切一片ꎬ将切好的脑片置于 ６ 孔板中ꎬ每孔加入

已温热的 ＴＴＣ 溶液 ４ ~ ５ ｍＬꎬ放入 ３７℃恒温水浴锅

中ꎬ注意避光水浴ꎬ每隔 １０ ｍｉｎ 左右翻动脑片ꎬ总耗

时约半小时ꎬ取出后可看到梗死区成白色ꎬ未梗死

区为红色ꎮ 选取用 ＴＴＣ 染色确定梗死的老鼠纳入

实验组跟模型鼠ꎮ ＴＴＣ 染色后的脑组织立刻置于
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４℃ ４％多聚甲醛中固定 ２４ ｈꎬ利用 ＬｕｘｅｘＦ 图象分析

仪测每个脑片的梗死体积ꎬ根据公式 Ｖ ＝ ｔ(Ａ１＋Ａ２＋
􀆺Ａｎ) ￣(Ａ１＋Ａｎ) ｔ / ２ 计算梗死体积ꎬ其中 ｔ 为切片厚

度ꎬＡ 为梗死面积ꎮ
１.７　 大鼠血清 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β１ 浓度测定

用 ＥＬＩＳＡ 酶联免疫法检测 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β１ 水

平ꎬ操作按试剂盒说明进行ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠脑组织 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β１
蛋白表达

取脑组织于 ＥＰ 管中ꎬ用眼科镊尽量夹碎(低温

进行)ꎬ用预冷的无菌 ＰＢＳ(含 ＰＭＳＦ)洗涤后ꎬ加入

ＲＩＰＡ 裂解液(含 ＰＭＳＦ)裂解 ３０ ｍｉｎꎬ冰上匀浆离心

后吸取上清ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 各泳道取等量

蛋白提取物加入等体积的 ２×ＳＤＳ 上样缓冲液于沸

水浴中加热 ５ ｍｉｎꎬ行 １５％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离ꎮ
随后转印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 并用含 ５％脱脂牛奶的

ＴＢＳＴ 封闭 １ｈꎬ再与一抗(１ ∶ １０００)４℃冰箱孵育过

夜ꎬ室 温 下 ＴＢＳＴ 洗 涤 后 用 ＨＲＰ 标 记 的 二 抗

(１ ∶ １０００)室温孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后行 ＥＣＬ
化学发光显影ꎬ分析结果ꎮ
１.９　 图像分析和统计学处理

数据均使用ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １８.０ 统计软件

进行分析ꎮ 组间比较用方差分析ꎬＰ<０.０５ 认为差异

有显著性意义ꎮ 统计图的绘制采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ
软件ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＴＴＣ 染色测量脑梗死体积的比较

　 　 ＴＴＣ 染色测量脑梗死体积ꎬ１、３、７、１４ 天ꎬ组间

比较ꎬ实验组大鼠脑梗死体积明显低于模型组大

鼠ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ组内比较ꎬ实验组

与模型组组内脑梗死体积差异无显著性(Ｐ>０.０５ꎻ
表 １ 和图 １)ꎮ

表 １. ＴＴＣ 染色测量脑梗死体积的比较(ｘ±ｓꎬ分)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｍｅａｓ￣
ｕｒｅｄ ｂｙ ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ(ｘ±ｓꎬＳｃｏｒｅ)

分组 ｎ １ 天 ３ 天 ７ 天 １４ 天

实验组 ４ １５６.０±２.１３ａｂ １６４.０±４.９８ａｂ １５８.０±３.１３ａｂ １６１±５.３３ａｂ

模型组 ４ ２０８.３±３.３６ｂ ２１１.３±５.８８ｂ ２１２.３±４.１７ｂ ２０９.３±４.８６ｂ

空白组 ４ － － － ０±０.００

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白组比较ꎮ

图 １. ＴＴＣ 染色测量脑组织体积

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｂｙ
ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２.２　 神经行为学评分

模型组及实验组大鼠随着天数的增加ꎬ评分逐

渐降低ꎻＢＭＳＣ 移植干预 １ 天后ꎬ模型组和实验组神

经行为学评分无明显统计学差异(Ｐ>０.０５)ꎻ移植干

预 ３ 天、７ 天、１４ 天后ꎬ实验组大鼠神经行为学评分

明显低于模型组大鼠ꎬ神经功能恢复好ꎬ差异有统

计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ表 ２ 和图 ２)ꎮ

表 ２. 神经功能缺损评分 (ｘ±ｓꎬ分)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｅｆｅｃｔ(ｘ±ｓꎬＳｃｏｒｅ)

分组 ｎ １ 天 ３ 天 ７ 天 １４ 天

实验组 ４ ３.２１±０.５７ｂ ３.０１±０.３５ａｂ ２.７２±０.３４ａｂ ２.３１±０.２４ａｂ

模型组 ４ ３.５０±０.２７ｂ ３.４５±０.４５ｂ ３.２１±０.２５ｂ ２.８３±０.５２ｂ

空白组 ４ － － － ０±０.００

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白组比较ꎮ

图 ２. 各组神经功能缺损评分　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｅｆｅｃｔ

０９７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ８ꎬ２０１６



２.３　 ＥＬＩＳＡ 检测大鼠血清内 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β１ 的

表达

ＭＣＡＯ 大鼠血清 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 水平明显高于

正常对照组大鼠(Ｐ<０.０１)ꎬ而在模型组和实验组大

鼠检测血清 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 的表达ꎬ可见均逐渐下

调ꎬ但实验组大鼠的血清 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 水平明显高

于模型组大鼠ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１ꎻ表 ３)ꎮ

２.４　 大鼠脑组织 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β１ 蛋白表达

ＭＣＡＯ 大鼠脑组织中 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 的表达明

显高于正常对照组大鼠(Ｐ<０.０１)ꎬ实验组和模型组

大鼠脑组织 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β１ 的表达随着时间的推

移逐渐下调ꎬ但模型组大鼠 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 的下调较

实验组大鼠更加明显(图 ３)ꎮ

表 ３. 各组血清 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 的表达(ｘ±ｓꎬμｇ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１０ ａｎｄ ＴＧＦ￣β１ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ (ｘ±ｓꎬμｇ / Ｌ)

时间
ＴＧＦ￣β１

空白组 模型组 实验组

ＩＬ￣１０

空白组 模型组 实验组

１ 天 － ６９.２１±１.２５ｂ ８８.３８±０.６７ａｂ － ３５.２３±１.２７ｂ ５５.５１±２.５１ａｂ

３ 天 － ５２.３２±１.２４ｂ ７３.７７±１.０２ａｂ － ２８.８２±０.７８ｂ ４６.５５±０.９１ａｂ

７ 天 － ４２.７１±０.５４ｂ ５４.６２±１.７２ａｂ － ２５.１８±０.５３ｂ ３７.１２±１.３８ａｂ

１４ 天 １６.００±０.８１ ３３.３２±１.２４ｂ ４０.７２±０.９９ａｂ １０.１１±０.５５ １６.０９±１.２６ｂ ２８.４３±０.６２ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白组比较ꎮ

图 ３. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脑组织中 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 蛋白的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１０ꎬＴＧＦ￣β１ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨　 论

目前研究已证实干细胞移植能够促进受损脑

神经功能的恢复ꎬ但其具体机制尚不十分明确ꎬ大
部分学者一致认为干细胞促进脑损伤恢复的机制

是相互关联的[７￣８]ꎬ与分泌神经营养因子ꎬ诱导分化

为神经元样细胞[９￣１１]ꎬ诱导缺血区新生血管的生成ꎬ
激活内源性的神经干细胞[１２]ꎬ中和缺血后产生的自

由基、钙离子ꎬ抑制促炎因子的表达ꎬ促进抗炎因子

的分泌等皆有关ꎮ 近年来炎症反应与缺血性脑损

伤的关系越来越受到关注ꎮ 大多数的炎症介质在

正常中枢神经系统中低剂量表达ꎬ组织损伤后可大

量分泌ꎬ进一步造成组织的破坏和细胞凋亡ꎬ炎症

反应已经成为脑缺血病理变化的一部分ꎮ 而 ＭＳＣ
都被认为有免疫调节 [１３￣１４]ꎬ主要通过细胞间直接接

触和分泌可溶性细胞因子来发挥作用的ꎮ
在炎性因子中ꎬＴＧＦ￣β１、 ＩＬ￣１０ 是经典的抗炎因

子ꎮ ＴＧＦ￣β１ 功能多样ꎬ在炎症、损伤、肿瘤等多种病

理过程中发挥着不可替代的作用ꎮ 缺血性脑损伤

中 ＴＧＦ￣β１ 能抑制 ＮＯＳ 的表达ꎻ清除毒性谷氨酸盐ꎬ
减少对神经的毒性ꎻ调节炎性反应ꎬ减少促炎因子

的产生ꎬ促进抗炎因子的分泌等ꎻ ＩＬ￣１０ 具有多种生
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物学活性ꎬ是重要的抗炎因子ꎬ可抑制 Ｔ１ 细胞的功

能ꎻ抑制巨噬细胞抗原递呈能力ꎻ减少缺血区中性

粒细胞的侵润ꎬ增加脑血流量ꎻ减少 ＮＯ 的合成、分
泌及氧自由基的生产ꎬ由此降低神经细胞的死亡率ꎮ

本实验采用尾静脉移植 ＢＭＳＣ 治疗缺血性脑卒

中大鼠ꎬ由于相关因素限制ꎬ未进行免疫荧光标记

跟踪 ＢＭＳＣ 的生长分化ꎬ但是已有大量实验证实静

脉移植是一种相对成熟可靠的移植方式ꎬ其作用效

果肯定[１５￣１６]ꎮ 在实验中我们发现 ＭＣＡＯ 模型鼠高

表达 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ꎬ两因子表达 ２４ 小时达到高峰ꎬ
３ 天、７ 天、１４ 天逐渐降低ꎬ１４ 天仍高于空白组ꎮ 本

研究的两个因子均是 ２４ 小时左右达到高峰ꎬ可能与

此时血脑屏障被破坏ꎬ外周血白细胞渗出透过血脑

屏障到缺血损伤区ꎬ激活次级炎症反应有关ꎬ另外

缺血缺氧也可促进两因子表达的上调ꎮ 而后逐渐

降低与人体自身免疫调节是分不开的ꎬ且随着时间

的延长ꎬ缺血缺氧有所改善ꎬ但不可能短期内完全

恢复ꎬ这也是为什么 １４ 天组蛋白仍高于空白组的原

因ꎮ 细胞移植组 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 蛋白表达的含量在

２４ 小时达到最高峰ꎬ随着时间的推移ꎬ表达量逐渐

下调ꎬ但与同组的模型组对比表达量升高ꎬ表明

ＢＭＳＣ 移植治疗 ＭＣＡＯ 模型鼠可以上调 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣
β１ 两抗炎因子而发挥免疫调节作用ꎮ 随着时间的

推移ꎬ３ 天、７ 天、１４ 天两因子表达量逐渐下调ꎬ是因

为组织逐渐被修复ꎬ各类刺激炎症反应的介质逐渐

消耗ꎬ同时自身免疫调节ꎬ抗炎和促炎达到一个新

的平衡ꎮ 另外生成的 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 发生了内源性

消耗ꎬ并且超过了生成的ꎮ 移植的 ＢＭＳＣ 在缺氧的

环境中发生了细胞凋亡ꎬ其数量的减少必然导致免

疫调节效应的减弱ꎬ所以随着时间的推移表达量呈

下调趋势ꎮ
实验组脑梗死体积明显低于模型组ꎬ神经功能

评分在移植干预 ３ 天、７ 天及 １４ 天后明显低于模型

组ꎬ且实验组血清及脑组织中 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 蛋白含

量均明显高于模型组ꎬ表明 ＢＭＳＣ 对缺血性脑损伤

有修复作用ꎬ而修复神经损伤的机制可能与促进抗

炎因子 ＴＧＦ￣β１、 ＩＬ￣１０ 的分泌ꎬ减轻炎症反应有关ꎮ
但是 ＢＭＳＣ 移植促进 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１ 生成的具体机

制还需要我们进一步的探讨ꎮ
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