
粒细胞集落刺激因子治疗大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤  

    既往认为，成熟神经系统的神经元一经产生就终身存活，受损后不能再生。目前，越来越多的证据表

明，胚胎脑和成年脑内均存在具有自我更新和多种分化潜能的神经干细胞[1]。多种因素，如神经营养因子、

碱性成纤维细胞生长因子 (FGF- 2 )和表皮生长因子(EGF)[2]、脑缺血损伤[3]等因素，在神经干细胞分化

为成熟神经细胞起着调控作用。 

    然而，脑缺血时，依靠缺血性损伤调动内源性神经干细胞进行自我修复是不够的，不仅神经干细胞的数

量不足，而且某些调节迁移、分化、存活、神经元修复和突触形成的因子也不足。在合适的条件下，骨髓干细

胞 (BMSCs) 可分化为其他类型组织细胞。粒细胞集落刺激因子 (G-CSF)是BMSCs的动员剂， 可将大量BMSCs

动员入外周血循环。 

    本研究用G-CSF动员BMSCs，向动物模型的脑梗塞部位迁移, 在特定的病理环境向神经细胞分化，以修复

梗死的神经组织。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  药物和实验动物  SD大鼠，(240±10)g，40只，购自本校动物中心。基因重组人粒细胞集落刺

激因子 (rhG-CSF)：杭州九源基因工程有限公司。 

    1.1.2  试剂  多聚甲醛：广州化学试剂厂。免疫组化试剂盒：SABC-FITC、SABC-Cy3免疫组化试剂盒购

于武汉博士德生物工程有限公司。脱氧溴化尿嘧啶(Brdu)抗体：博士德生物工程有限公司进口分装。

nestin、胶质纤维酸性蛋白(GFAP)抗体：NeuMarker公司产品。 

    1.2  方法 

    1.2.1  模型制备  参照文献颈内动脉线栓法[4]制备大鼠短暂MCAO模型，线拴时间为2 h。改进点为结

扎颈外动脉，拔线后，闭塞的大脑中动脉依靠颅底动脉环再灌注。制模48 h后，行神经功能缺失评分，总分

18分，将评分在12分以下20只，随即平均分为治疗组和对照组。 

    1.2.2  给药方法  干预性治疗组予G-CSF 20 μg/(kg·d) 皮下注射，共19 d。对照组皮下注射等量生

理盐水并在同样环境饲养。两组同时注射Brdu 10 mg /kg，共19 d。术后常规喂食鸡蛋、葵花子的营养食

物，可以降低死亡率。 

    1.2.3  模型鼠的神经功能缺失评测方法  神经功能评测方法按文献介绍的评分标准[5]实施，具体评分

标准如下： 

    (1)自发活动  3分,四周活动，探索环境，至少到达三面墙；2分，活动稍迟疑、缓慢，但最终至少探索

一面墙；1分，饲养筐内缓慢活动，不探索筐壁；0分，大鼠不活动；(2)四肢对称运动(轻瘫实验) 3分，提

尾，四肢对称伸展；2分，左侧肢体伸展较右侧差；1分，左侧肢体活动明显减少；0分,左前肢不动；(3)前肢

运动  3分，前肢对称伸展，大鼠前肢性走对称；2分，前肢伸展较右侧差，前肢行走受损；1分，左前肢很少
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运动；0分，左前肢不动；(4)攀登运动(加强运动功能检测) 3分，紧握铁丝网，攀登迅速；2分，左侧握力

差，攀登功能受损；1分，不能攀登、或趋向打转；(5)疼觉  3分，刺疼时两侧对称灵敏；2分，左侧疼刺激

反应较右侧差；1分，左侧疼刺激无反应；(6)深感觉(位置觉) 将大鼠腿移到桌子边缘时，3分,两侧回抽反应

灵敏；2分，左侧回抽反应较右侧差；1分，左侧无回抽反应。总分6个项目完全正常为18分，缺损最严重得3

分。 

    自发运动，轻瘫实验、运动功能检测、加强运动功能检测、痛觉、位置觉方面；总分18分，症状越重，

得分越少。神经功能定量评测时间在术后48 h以及术后每周进行。选择手术后48 h神经功能缺失评分在12分

以下者进入实验组。 

    1.2.4  新生神经细胞的免疫组化检测  取第3层脑组织切块，做10 μm厚冰冻切片，对神经胶质细胞特

异性抗体GFAP和新生细胞标记物Brdu做免疫双染，以Cy3和FITC分别做二者的荧光三抗。 

    对新生神经元特异性抗体nestin做免疫组化检测，以Cy3做荧光三抗。观察两组大鼠脑组织新生细胞分

布、分化、生长情况。免疫组化以及免疫双染的具体步骤参照文献进行[6]。 

    荧光显微镜观察两组大鼠GFAP和Brdu双染阳性细胞着色细胞并拍照。在缺血灶边缘上下左右选择4个视野

拍照，计算nestin抗体阳性细胞总数，对G-CSF组大鼠和生理盐水鼠的均值做t检验。 

    1.2.5  统计学处理  两组间多组数据比较用重复测量数据的方差分析。两组间一组数据比较用独立样本

的t检验。所有数据用SPSS 10.0软件包处理。 

    

2  结果 

    2.1  神经功能缺失评分比较 

    所有MCAO大鼠均在术后予神经功能评分，体检在手术后1周、2周和3周时间进行，每次体检在晚饭后进

行。对两组数据进行Mauchly's 球形检验，证明符合球形分布，再进行两组不同时间点的比较，第3周时，两

组神经功能恢复出现显著性差异(表1)。大鼠脑神经组织有着非常强的自我修复能力，MCAO手术后1周，自发

活动和感觉缺损两组大鼠均有明显好转；体格检查需要耐心、细致，并且在每日的同一时间进行。术后初期体

检过于粗暴，会明显增加死亡率。 

    将两组大鼠的3项运动功能评分(总分为9分)在不同的时间点的数值比较，结果在第2周时即出现差异，提

示G-CFS对脑缺血大鼠运动功能有更有效的改善作用(表2) 。 



    2.2  神经细胞特异抗体染色结果 

    对两组鼠脑组织切片进行GFAP免疫荧光双染后发现，G-CSF 治疗组脑缺血区周围可见较多GFAP 和Brdu

双染阳性细胞，提示其为新生胶质细胞，细胞体积较大，着色强；对照组脑组织可见稀疏、体积较小的新生胶

质细胞(图1)。早期的胶质细胞增生，基本反映机体对损伤的神经组织修复程度。对缺血周围上下左右随机4

个视野双染阳性细胞计数，做t检验，结果见表3。 

    图1  对照组(图A、B)和治疗组(图C、D)基底节梗塞区新生神经细胞GFAP与BrdU免疫荧光双染结果 
(原放大倍数：×200) 

    Fig.1  Double staining for identifying newly generated neurons around the ischemic 
region of rat basal ganglia of the control group (A, B) and G-CSF group(C, D) (Original 

magnification: ×200) 
    A and B present the result of double staining with glial fibrillary acidic protein 
(GFAP) antibody and BrdU of the same brain section of a control rat, while C and D show 
the result for a rat in the treatment group. Greater number of newly generated neurons is 

seen in the treatment group.



    对神经干细胞特性抗体nestin做免疫组化检测，发现正常无手术大鼠脑实质基底节区罕见nestin阳性细

胞。治疗组脑梗塞周围nestin阳性细胞分布密度明显多于对照组，并且荧光观察细胞着色强、胞质丰满(图

2)。对缺血周围上下左右4个视野的nestin阳性细胞计数，做t检验(表4)。 

    图2  正常对照组大鼠(图A)、生理盐水治疗组(B)和G-CSF治疗组(C)梗塞周围区域nestin抗体染色 
(原放大倍数：×100) 

    Fig.2  Nestin positivity in the region near the infarcted brain tissue in normal 
control group (A), saline treatment group (B) and G-CSF treatment group(C) (Original 

magnification: ×100) 
    There is almost no nestin-positive cells in the basal ganglia of the rat in normal 

control group. Greater number of nestin-positive cells near the infarcted brain tissue can 
be seen in G-CSF treatment group than in saline group.

    

3  讨论 



    脑缺血损伤可以刺激脑内成熟的间质细胞或星形胶质细胞返回到神经干细胞，重新分化成受损最严重的

细胞类型 (主要是神经元 )，从而可能发挥修复和重排神经元网络的作用[7]。然而，脑缺血损伤后仅仅调动

内源性神经干细胞进行自我修复的程度是不够的，人们试图用外源性神经干细胞移植，通过增加神经干细胞的

数量达到该目的，使明显的神经功能恢复成为可能。 

    骨髓组织可分为造血和基质两大系统，而基质细胞系统是由许多细胞群体组成，据其形态特征将其分为

网状细胞、脂肪细胞、脂肪细胞前体、平滑肌样细胞、成纤维样细胞、内皮样细胞和上皮样细胞[8]，骨髓间

质干细胞是骨髓中除造血干细胞以外的非造血性干细胞，具有多种分化潜能。Eglitis等证实部分骨髓干细胞

在特定条件下，可以分化为表达胶质细胞标记物的细胞[9]。在体外条件下，BMSCs还可以被诱导转化为神经

元[10]。以上实验为骨髓干细胞移植治疗脑缺血损伤提供了实验基础。Chen等[11]，用体外培养的骨髓间质

干细胞静脉注射治疗脑缺血大鼠，获得肯定临床效果，并且证明输入的细胞在受体脑内转化成为了神经元。说

明在脑缺血时，循环中的干细胞可以透过血脑屏障，进入脑实质，在特定的微环境中转化为神经细胞。骨髓内

干细胞成分复杂，除造血干细胞外，还有间质干细胞存在；目前已经证实G-CSF具有同时动员这两类干细胞的

能力[12]。 

    基于以上实验，我们试用粒细胞集落刺激因子动员骨髓干细胞，治疗脑缺血模型大鼠，希望探索出干细

胞治疗脑缺血更加简洁有效的方式。 

    干细胞治疗时机方面，Park[13]认为缺氧缺血损伤期间或损伤后尽早进行干细胞移植。对MCAO后胎脑移

植物的研究发现，移植与损伤间隔 7 d左右 ，移植物存活率最高，可能与此时的神经毒性物质减少、神经营

养因子释放和血管发生有关[14]。我们选择治疗时间为MCAO手术后48 h，除了上述因素，另一个重要的原

因，是排除48 h内神经缺失症状消失和死亡的模型大鼠，选择症状稳定的模型。 

    改善脑缺血患者的神经功能缺失，是任何治疗方法的最终目的。对大鼠中风缺失神经功能缺失的评测，

有许多不同的方法。参照相关文献[5][15][16]，结合实践体会，我们选用了实用、易行、客观的18分评测方

案，重点放在正常鼠为稳定12分、而模型鼠有明显损害的运动功能检测。在3周后，与对照组比较，治疗组出

现了明显好转。进一步对运动功能缺损评分比较后发现，在第2周末，治疗组和对照组即有显著性差异。说明

G-CSF可以改善脑缺血再灌注损伤的临床症状。 

    为寻找粒细胞集落刺激因子治疗大鼠脑缺血再灌注损伤的机制，我们实验鼠进行了神经干细胞和神经胶

质细胞特异性抗体的免疫组化染色。 

    Brdu是细胞分裂时核酸合成的原料，新合成的细胞Brdu免疫组化染色阳性；同时做BrdU与神经元或神经

胶质细胞特异抗体免疫组化染色，双染都能着色者，为干细胞分化新生的神经细胞[17]。GFAP等是神经胶质

细胞的特异性标志抗体[18]。GFAP染色阳性，提示此细胞为神经胶质细胞，而Brdu同时阳性者，则表明为新

增生的胶质细胞。中枢神经系统组织损伤后，星形胶质细胞增生，修复损伤，并分泌神经营养因子，促进神经

细胞再生[19]。本实验GFAP染色形态清楚表明，治疗组缺血损伤区星形胶质细胞增生明显，着色增强，G-CSF

治疗组新生胶质细胞多于生理盐水治疗组，提示G-CSF有促进干细胞性质的细胞转化为胶质细胞增生、修复脑

缺血损伤的作用。 

    中枢神经组织内细胞特异性抗原系统较为复杂，nestin是一种中间丝蛋白，具有神经干细胞(NSCs)特征

的细胞有此抗原。NSCs缺乏成熟神经细胞所具有的抗原，而具有作为神经外胚层标记物的nestin抗原，故可

据此特征应用nestin免疫反应确定NSCs的存在[20]。由于大鼠脑缺血本身也可以刺激鼠脑的某些部位(如海马

等)的神经干细胞分化、增生为神经细胞[21]，我们选择了可以对大脑中动脉供血区(基底结区)进行有效的观

察部位。将治疗组与对照组比较发现，治疗组脑缺血区周围的nestin阳性细胞数量明显多与对照组。显示G-

CSF治疗脑缺血大鼠，可以促进神经干细胞在缺血区周围增生。文献报道[22]，通过动员骨髓干细胞，粒细胞

集落刺激因子治疗大鼠脑梗塞，可以缩小梗塞体积，并且降低死亡率。根据文献及我们实验的结果，我们认

为，G-CSF通过动员骨髓间质干细胞在脑组织内转化为定向干细胞-神经干细胞，进而修复缺血性损伤，改善

神经功能缺失。 

    粒细胞集落刺激因子有效治疗大鼠脑梗塞可能还有其他机制。有研究证实[23]，G-CSF可以通过神经细胞



膜上的G-CSF受体，对缺血的神经元起到明显的保护作用。 

    本实验显示G-CSF动员BMSCs治疗脑缺血有效。该疗法利用现有药物皮下注射动员NSCs“自我移植”，方

法简单易行。安全性方面，有人对一批贡献干细胞的志愿者进行观察，发现使用G-CSF 16 mg(kg·d)×6 

d，3~6年后未发现其有明显的不良反应出现[24]。本方法无须进行干细胞分离、采集与再输注，亦无异体造

血干细胞移植所面临的干细胞来源困难、免疫排斥反应等问题，应用前景光明。 
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