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骨髓间充质干细胞移植对脊髓损伤

大鼠 Ｔｏｌｌ样受体４表达的影响
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摘要：目的　研究骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）移植对脊髓损伤大鼠 Ｔｏｌｌ样受体 ４（ＴＬＲ４）表达的影响，探讨
ＢＭＳＣｓ移植治疗脊髓损伤的机制。方法　取４周龄雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠骨髓分离培养ＢＭＳＣｓ，对第３代ＢＭＳＣｓ进行
免疫细胞化学法鉴定，收集备用。取８周龄雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠９０只，随机分为假手术对照组、脊髓损伤组和细胞移
植组，每组３０只，脊髓损伤组建立大鼠 Ａｌｌｅｎ′ｓ脊髓损伤模型，细胞移植组建立大鼠 Ａｌｌｅｎ′ｓ脊髓损伤模型后行
ＢＭＳＣｓ静脉移植。分别于术后２４ｈ、７２ｈ、７ｄ处死大鼠，取损伤中心１ｃｍ脊髓，应用免疫组织化学法、实时荧光定
量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）法分别检测ＴＬＲ４的表达。结果　脊髓损伤处ＴＬＲ４表达脊髓损伤组比假手术对照组增加（Ｐ＜
０．０１），细胞移植组比脊髓损伤组降低（Ｐ＜０．０１）。结论　ＢＭＳＣｓ可能通过降低ＴＬＲ４的表达抑制脊髓炎症反应。
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　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）的治疗一直
是医学界的一个难题。有研究表明，骨髓间充质干

细胞移植治疗脊髓损伤取得了一定的疗效，其主要

通过分泌多种神经营养因子、抗炎因子等减轻脊髓

的继发性损伤，诱导神经轴突生长，促进神经功能恢

复［１］。有关骨髓间充质干细胞对介导炎症的 ＴＬＲ４
信号通路影响的报道较少。本实验设计大鼠脊髓损

伤模型，研究骨髓间充质干细胞对脊髓损伤后 Ｔｏｌｌ
样受体４（ＴＬＲ４）表达的影响，进一步探讨骨髓间充
质干细胞抑制炎症反应的机制，为临床进行骨髓间

充质干细胞移植治疗脊髓损伤提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　４周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠６只，体
质量１０５～１２１ｇ，平均１１０ｇ，提取 ＢＭＳＣｓ。８周龄
雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ９０只，体质量 ２９３～３１８ｇ，平均
３０６ｇ，建立 Ａｌｌｅｎ′ｓ脊髓损伤模型。实验动物均购
自山东大学实验动物中心。实验中对动物的处理符

合动物伦理学要求。

１．１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ低糖培养基（美国Ｇｉｂｃｏ
公司），胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司），ＣＤ抗体系列，
ＴＬＲ４一抗（武汉博士德生物工程有限公司），免疫
组化试剂盒（二抗为生物素化羊抗兔Ｉｇ）（北京中杉
金桥生物技术有限公司），胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公
司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂、逆转录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐＴＭ ＲＴ
ＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ）、荧光实时定量 ＰＣＲ试剂盒（ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ Ｋｉｔ）均购自日本Ｔａｋａｒａ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＢＭＳＣｓ的分离培养及鉴定　取４周龄雄性
Ｗｉｓｔａｒ大鼠，拉颈处死，７５％乙醇浸泡消毒，解剖获
取双侧股骨、胫骨并剪去骨骺端，用５ｍＬ注射器抽
取培养液反复冲洗骨髓腔，收集单细胞悬液并以１×
１０７个／ｍＬ接种于２５ｍＬ培养瓶中［２］，在３７℃、５％
ＣＯ２孵箱中培养，培养液为含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ低糖培养基。每３天换液１次，当细胞增殖
铺满瓶底约８０％后，按１∶３的比例进行传代培养。
免疫细胞化学法鉴定 ＢＭＳＣｓ：将第３代 ＢＭＳＣｓ以
１×１０５个／ｍＬ接种于６孔板中，６孔板内有多聚赖氨
酸预处理的玻片，置于３７℃、５％ＣＯ２的孵箱中培养。
待细胞贴满玻片后取出，９５％ 乙醇固定，３％过氧化
氢灭活内源性过氧化物酶，封闭血清封闭非特异性抗

体，一抗（ＣＤ３４和ＣＤ４４抗体）４℃ 孵育过夜，滴加
生物素标化二抗，滴加辣根过氧化物酶链霉卵白素，

ＤＡＢ显色，苏木精复染，盐酸乙醇分化，自来水返蓝，
乙醇梯度脱水，中性树胶封片，镜检观察染色情况。

１．２．２　脊髓损伤动物模型的建立及分组　选择８
周龄雄性 ｗｉｓｔａｒ大鼠 ９０只，随机分为假手术对照
组、脊髓损伤组和细胞移植组，每组３０只。脊髓损
伤组建立大鼠Ａｌｌｅｎ′ｓ脊髓损伤模型，细胞移植组建
立大鼠Ａｌｌｅｎ′ｓ脊髓损伤模型后行ＢＭＳＣｓ静脉移植。
实验室饲养７ｄ后，按照分组建立大鼠Ａｌｌｅｎ′ｓ脊髓损
伤模型［３］。以３ｍＬ／ｋｇ水合氯醛腹腔内注射麻醉大
鼠，取俯卧位，固定在手术台上，用碘伏消毒大鼠背部

皮肤，以Ｔ１０为中心切开皮肤及皮下组织，分离椎旁肌
肉，去除Ｔ１０棘突及椎板，显露脊髓。固定Ａｌｌｅｎ打击
装置，用重５ｇ的打击物从１０ｃｍ高度垂直下落打击
脊髓，造成Ｔ１０节段脊髓损伤。术后用青霉素盐水冲
洗伤口，逐层缝合组织。造模成功的标志：在 Ａｌｌｅｎ
装置撞击脊髓时，大鼠发生身体抖动，其双下肢迅速

回缩及弹动，尾巴迅速发生翘起并倒下，打击局部脊

髓表面迅速淤血。术后早晚各挤尿１次，直至排尿反
射恢复。假手术对照组在显露脊髓后不给予打击损

伤，其余手术步骤同脊髓损伤组。

１．２．３　细胞移植　细胞移植组大鼠在手术后即刻
经尾静脉注射生理盐水配制成的 ＢＭＳＣｓ细胞悬
液，浓度为１×１０７／ｍＬ，剂量为０．５ｍＬ；假手术对照
组和脊髓损伤组注射等量的生理盐水。

１．２．４　组织制备　分别于手术后２４ｈ、７２ｈ、７ｄ处
死动物，取损伤中心１ｃｍ脊髓组织，每种处理（１０
只）随机选取 ５个标本 ４％多聚甲醛固定，常规脱
水，石蜡包埋后５μｍ连续切片备用。另外５个标
本保存于液氮中用作提取总ＲＮＡ。
１．２．５　免疫组织化学染色　将切片脱蜡水化，乙二
胺四乙酸（ＥＤＴＡ）微波抗原修复，３％过氧化氢灭活
内源性过氧化物酶，封闭血清封闭非特异性抗体，

一抗（ＴＬＲ４抗体）４℃孵育过夜，滴加生物素标化
二抗，滴加辣根过氧化物酶链霉卵白素，ＤＡＢ显色，
苏木精复染，盐酸乙醇分化，自来水返蓝，乙醇梯度

脱水，中性树胶封片，镜检观察染色情况。用 ＰＢＳ
代替一抗作为阴性对照。每只大鼠随机取 ５张切
片，计数ＴＬＲ４阳性细胞，取平均值，阳性细胞呈棕
黄色染色。采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．０软件对免疫组
化图像中免疫阳性信号进行积分吸光度测定，取平

均值反映ＴＬＲ４蛋白表达。
１．２．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表
达　Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ。
采用 ＳＹＢＲＧＲＥＮ实时荧光定量 ＲＴｑＰＣＲ检测
ＴＬＲ４基因的表达。引物：Ｔａｋａｒａ公司设计合成，上
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游引物：５ＣＴＣＡＣＡＡＣＴＴＣＡＧＴＧＧＣＴＧＧＡＴＴＴＡ
３′；下 游 引 物：５′ＧＴＣＴＣＣＡＣＡＧＣＣＡＣＣＡＧＡＴ
ＴＣＴＣ３′。ＲＴｑＰＣＲ的反应条件为：９５℃预变性
５ｍｉｎ；９５℃变性 １０ｓ，６０℃退火 １０ｓ，７２℃延伸
１０ｓ，共４５次；溶解曲线：９５℃５ｓ、６５℃１ｍｉｎ；４０℃
冷却３０ｓ。定量结果用２－ΔΔＣＴ表示目的基因ｍＲＮＡ
的相对含量［４］。

１．３　统计学处理　所得数据采用 ＳＰＳＳ１３．０软件
进行处理。实验结果均用 珋ｘ±ｓ表示，组间及组内比
较采用ｔ检验，检验水准采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ方法进行
调整。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＢＭＳＣｓ的鉴定　在倒置相差显微镜下，开始
细胞呈散在集落，一个培养瓶中可见１０～２０个，细
胞由圆形变为不规则形，大部分细胞呈梭形，其折光

性好，两周后细胞增殖铺满瓶底，见图１。细胞免疫
组织化学染色显示，镜下可见 ＣＤ４４［５］染色阳性，细
胞呈棕黄色；ＣＤ３４染色为阴性，细胞无着色，与
ＢＭＳＣｓ的表面特异性标志相符，见图１。
２．２　ＴＬＲ４表达结果　与假手术对照组相应时间

比较，脊髓损伤组 ＴＬＲ４阳性细胞数明显增多，
ＴＬＲ４蛋白表达上调，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达上调，７２ｈ
达高峰；与脊髓损伤组相应时间比较，细胞移植组

ＴＬＲ４阳性细胞数减少，ＴＬＲ４蛋白表达下调，
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达下调，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），见表１，图２，图３。

图１　细胞形态变化和第３代 ＢＭＳＣｓ的 ＣＤ３４／ＣＤ４４免疫
细胞化学染色（×２００）
Ａ：７ｄ；Ｂ：１４ｄ；Ｃ：ＣＤ３４；Ｄ：ＣＤ４４。

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓａｎｄｔｈｅｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍ
ｉｃａｌｓｔａｉｎｎｉｎｇｏｆＣＤ３４ａｎｄＣＤ４４ｏｎｔｈｅｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａ
ｔｉｏｎｏｆｔｈｅＢＭＳＣｓ（×２００）
Ａ：７ｄ；Ｂ：１４ｄ；Ｃ：ＣＤ３４；Ｄ：ＣＤ４４．

表１　各组大鼠ＴＬＲ４阳性细胞计数、蛋白表达、ｍＲＮＡ表达的比较（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

指标
假手术对照组

２４ｈ ７２ｈ ７ｄ
脊髓损伤组

２４ｈ ７２ｈ ７ｄ
细胞移植组

　　２４ｈ 　７２ｈ ７ｄ
阳性细胞数 ７．３±１．１ ９．５±１．３ ８．７±１．２ １９．３±２．３ ３５．５±２．８△ １７．７±１．６▲ １３．３±１．２＃ １８．９±１．６＃ １２．１±１．２＃

蛋白表达 ８７．２±９．３　９８．４±１０．７９３．１±１０．４２２３．４±２１．２ ４３６．３±２７．９△１９７．７±１８．３▲ １５２．９±１１．５＃ ２１７．２±１９．４＃ １３３．５±１１．３＃

ｍＲＮＡ表达 １．０ １．１±０．１ １．０±０．１ ２．０±０．２ ３．０±０．４△ １．７±０．２▲ １．４±０．１＃ １．７±０．２＃ １．２±０．１＃

　　Ｐ＜０．０１ｖｓ假手术对照组相应时间；△Ｐ＜０．０１ｖｓ脊髓损伤组术后２４ｈ；▲Ｐ＜０．０１ｖｓ脊髓损伤组术后７２ｈ；＃Ｐ＜０．０１ｖｓ
脊髓损伤组相应时间。

图２　ＴＬＲ４蛋白在各组不同时间点的表达（免疫组化染色，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ４ｐｒｏｔｅｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｎｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｎｉｇ，×４００）
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图３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜
０．０１ｖｓ假手术对照组相应时间；△Ｐ＜０．０１ｖｓ脊髓损
伤组术后２４ｈ；▲Ｐ＜０．０１ｖｓ脊髓损伤组术后７２ｈ；
＃Ｐ＜０．０１ｖｓ脊髓损伤组相应时间）

Ｆｉｇ．３　ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＬＲ４ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｓ（Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐｏｆｓｕｒｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌａｔｃｏｒｒｅ
ｓｐｏｎｄｉｎｇｔｉｍｅ；△Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐｏｆｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕ
ｒｙｉｎ２４ｈａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ；▲Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐｏｆｓｐｉｎａｌ
ｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙｉｎ７２ｈａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ；＃Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐｏｆ
ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙａｔｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｉｍｅ）

３　讨　论

脊髓损伤包括原发性损伤和继发性损伤，两者

都能造成脊髓的功能障碍。原发性损伤可直接造成

损伤部位细胞死亡，其过程是瞬时和不可逆的；继发

性损伤则是一个渐进的过程，主要包括炎症反应、血

管破坏所致的缺血坏死、兴奋性毒性、自由基和再灌

注损伤等［６］。本研究通过控制继发性损伤达到治

疗脊髓损伤的目的。炎症反应在脊髓继发性损伤过

程中起着关键作用，近年活化小胶质细胞的神经毒

性在脊髓炎症反应中的作用日益受到重视。研究表

明，小胶质细胞表面可表达 ＴＬＲ１～ＴＬＲ９［７］，其中
以 ＴＬＲ４表达最为丰富［８］。Ｌｅｈｎａｒｄｔ［９］研究证实，
在小胶质细胞活化、炎性介质释放进而造成神经元

损伤的过程中，ＴＬＲ４信号通路起着关键作用。脊
髓缺血再灌注时，死亡的神经细胞会释放内源性配

体，如ＨＳＰ６０等进入细胞外间隙，与小胶质细胞表
面的 ＴＬＲ４结合后导致小胶质细胞活化。ＴＬＲ４
ＭｙＤ８８信号通路可以通过激活白细胞介素１受体
相关激酶促进肿瘤坏死因子受体相关受体６的表
达，进一步激活下游的转录因子 ＮＦκＢ，诱导 ＩＬ６、
ＴＮＦα、ＩＬ１２等促炎性因子的表达［１０１１］。这些炎性

因子可引起继发性神经元损伤，而受损神经元会释

放更多的内源性配体，从而形成恶性循环。

１９９９年，Ｐｉｔｔｅｎｇｅｒ等［１２］首先从骨髓中分离培养

出具有多向分化潜能的成体干细胞，即骨髓间充质

干细胞（ＢＭＳＣｓ）。大量研究证实，ＢＭＳＣｓ在体外
可以向骨、软骨、骨骼肌、肌腱、脂肪等方面分

化［１３１４］；Ｋｏｐｅｎ等［１５］证实了 ＢＭＳＣｓ向神经胶质细
胞分化的能力；Ａｂｏｕｅｌｆｅｔｏｕｈ等［１６］将 ＢＭＳＣｓ在体
外与海马组织薄片共培养，分化成为神经细胞。此

后，ＢＭＳＣｓ修复脊髓损伤成为研究热点。有研究证
实，ＢＭＳＣｓ经静脉或损伤局部移植后可向病变部位
的组织迁移［１７］，迁移的 ＢＭＳＣｓ能对周围环境作出
反应，识别环境中的某些信号，分泌抗炎因子、血管

内皮生长因子、神经生长因子、脑源性神经营养因

子等［１８］，促进微血管生成、轴突延长、髓鞘再生，引

导轴突生长穿过受损区域，修复及营养脊髓［１９］。

ＢＭＳＣｓ对早期炎症介质的影响及炎症级联反应的
作用尚不明确，有关 ＢＭＳＣｓ移植能否减轻 ＴＬＲ４
信号通路介导的炎症反应从而减少脊髓继发性损伤

的报道较少。

本实验结果显示，脊髓损伤后小胶质细胞

ＴＬＲ４表达水平显著升高，而 ＢＭＳＣｓ移植能够明显
抑制ＴＬＲ４的表达。综上所述，本实验推测 ＢＭＳＣｓ
可能通过分泌一些细胞因子、调节蛋白直接或间接

下调脊髓组织 ＴＬＲ４表达，减轻 ＴＬＲ４信号通路介
导的炎症反应，从而减少脊髓继发性损伤，为临床进

行骨髓间充质干细胞移植治疗脊髓损伤提供了理论

依据。
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