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【摘要】

目的  研究缺氧预处理后骨髓源性神经干细胞（source neural stem cells of bone marrow，BMSCs- 

NSCs）联合脑源性神经生长因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）立体定向移植治疗大鼠脑缺

血再灌注损伤的疗效，为高原地区脑梗死的细胞移植治疗提供动物实验基础。

方法  72只SD大鼠随机分为缺氧预处理组和常氧组，每组各36只，缺氧预处理组造模前3 d进行低

氧预处理（hypoxic preconditioning，HPC）。两组均制作大脑中动脉阻塞再灌注（middle cerebral artery 

occlusion/reperfusion，MCAO/R）模型。每组分为3个亚组（BMSCs-NSCs+BDNF组、BMSCs-NSCs组和对

照组，每组各12只），分别梗死灶同侧尾状核内立体定向移植BMSCs-NSCs+BDNF、BMSCs-NSCs和

DMEM/F12培养基。移植后3 d、7 d、14 d、21 d、28 d、35 d进行神经功能缺损评分，每个时间点每组

取2只大鼠，断头取脑后行免疫组织化学染色，观察5-溴脱氧尿嘧啶（5-Bromo-deoxyuridine，Brdu）阳

性细胞的迁移路径，行CD133、Nestin、微管相关蛋白2（microtubule-associated protein 2，MAP-2）、兔

抗微管蛋白（β-tubulin）、胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP）、半乳糖神经酰胺

（Galactosylceramidase，Galc）免疫荧光染色，了解骨髓源性神经球分化情况。

结果  常氧BMSCs-NSCs+BDNF组、常氧BMSCs-NSCs组、缺氧预处理BMSCs-NSCs+BDNF组、缺氧预处

理BMSCs-NSCs组7 d、14 d、21 d、28 d和35 d的神经功能评分均显著低于同组3 d时的神经功能评分。移

植3 d时缺氧预处理对照组神经功能学评分显著低于常氧对照组（P=0.040）；移植7 d时缺氧预处理

BMSCs-NSCs+BDNF组神经功能评分显著低于常氧BMSCs-NSCs+BDNF组（P=0.031）。无论缺氧预处

理组还是常氧组，BMSCs-NSCs+BDNF组CD133、Nestin、MAP-2、β-tubullin、GFAP、Galc免疫荧光染色光

密度值（integral optical density，IOD）均显著高于BMSCs-NSCs组（均P＜0.001）；BMSCs-NSCs+BDNF组、

BMSCs-NSCs移植组各检测指标IOD均高于对照组（均P＜0.001）。

结论  大鼠缺氧预处理后BMSCs-NSCs联合BDNF立体定向移植可显著提高BMSCs-NSCs的效果。缺氧

预处理并不能促进外源性BMSCs-NSCs分化，但却能明显改善大鼠神经功能。
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【Abstract】
Objective  To investigate the curative effect of joint treatment on source neural stem cells of bone 
marrow (BMSCs-NSCs) by hypoxic preconditioned and brain derived neurotrophic factor (BDNF) 
stereotactic transplantation on cerebral infarction in rats, so as to provide animal experimental bases 
on the therapy of cell transplantation on brain infarction in plateau areas.
Methods   A total of 72 SD rats were randomly divided into hypoxia precondition group (n=36) 
and normal oxygen group (n=36). Acute hypoxic preconditioning (HPC) was performed for 3 
days before molding in hypoxia precondition group. Two groups of rats were made the model of 

缺氧预处理后骨髓源神经干细胞联合
脑源性神经生长因子移植治疗大鼠
脑缺血再灌注损伤的研究
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middle cerebral artery occlusion reperfusion (MCAO/R). Each group was divided into 3 subgroups: BMSCs-
NSCs+BDNF group (n=12), BMSCs-NSCs group (n=12) and control group (n=12), and each subgroup 
was respectively transplanted with stereotactic MSCs-NSCs combined with BDNF, MSCs-NSCs, and 
DMEM/F12 culture medium to the ipsilateral caudate nucleus of rats brain infarction. After transplantation, 
neurological function scoring was performed at 3 d, 7 d, 14 d, 21 d, 28 d and 35 d. Tworats were sacrifice 
from each group after been scored. The migration path of positive cells of 5-Bromo-deoxyUridine (Brdu) 
of the tissue of brain by immunohistochemistry staining. The expressions of CD133, Nestin, MAP-2, beta 
-tubullin, GFAP, GalC were detected by immunofluorescence staining to understand the neural differentiation 
in bone marrow-derived, and to observe its curative effect.
Results  At 7 d, 14 d, 21 d, 28 d and 35 d, neurological function scoring were significantly lower than 3 d in 
BMSCs-NSCs+BDNF and BMSCs-NSCs group of hypoxia precondition group and normal oxygen group. At 
3 d after transplantation, in subgroup of control, neurological function scoring in hypoxia precondition group 
were significantly lower than normal oxygen group (P=0.040). At 7 d after transplantation, in subgroup of 
BMSCs-NSCs+BDNF, neurological function scoring in hypoxia precondition group were significantly lower 
than normal oxygen group (P=0.031). Whether in hypoxia precondition group or normal oxygen group, each 
index of integral optical density (IOD) in BMSCs-NSCs+BDNF group was higher than BMSCs-NSCs group 
(P<0.001), and each index of IOD in BMSCs-NSCs+BDNF group and BMSCs-NSCs group was higher than 
the control group (P<0.001).
Conclusion  The curative effect was obvious improvement by the joint treatment on BMSCs-NSCs by 
hypoxic preconditioned and BDNF stereotactic transplantation. Hypoxia preconditioning does not promote 
the differentiation of exogenous MSCs-NSCs, but can significantly improve the neurological function of rats. 
Hypoxic preconditioning treatment may promote the proliferation and differentiation of endogenous MSCs.
【Key Words】  Hypoxia precondition; Source neural stem cells of bone marrow; BDNF; Stereotactic 

transplantation

脑血管病发病率、致死率、致残率和复发

率均很高，在高海拔地区尤为明显[1]，由于传

统的治疗方法目前仍不能完成脑损伤后神经

细胞的再生和修复，近来年，具有自我复制

和多向分化潜能的神经干细胞（neural stem 

cells，NSCs）的研究成为了中枢神经损伤治疗

的研究焦点之一。近年来国内外研究表明，骨

髓间充质细胞（bone marrow mesenchymal 

stem cells，BMSCs）于体外通过诱导分化

可获得骨髓源性神经干细胞（source neural 

stem cel ls of bone marrow，BMSCs-

NSCs）[2-3]，而脑源性神经生长因子（brain-

derived neurotrophic factor，BDNF）能够促

进神经细胞的存活、影响神经细胞的迁移，在

体外还能促进NSCs的存活和分化[4 -6]。有文

献报道BMSCs与BDNF联合移植可显著改

善大鼠脑或脊髓损伤及大脑中动脉阻塞再

灌注（middle cerebral artery occlusion/

reperfusion，MCAO/R）模型大鼠的神经功

能，促进其恢复[7-10]。缺氧预处理脑保护机制是

近年研究的热点，有研究表明低氧可诱导大鼠

大脑皮层细胞的BDNF分泌和BDNF信使核糖核

酸表达增加[11]，起到脑组织的修复作用[12-13]，但目

前国内外尚无文献报道缺氧预处理是否能促

进外源NSCs的增殖和分化，从而起到脑组织

的保护作用，同时经过缺氧预处理后BMSCs-

NSCs和BDNF联合移植是否进一步促进

BDNF的表达而引起神经功能恢复的叠加效

应。本研究对缺氧预处理后BMSCs-NSCs联

合BDNF立体定向移植治疗大鼠脑缺血再灌注

损伤的疗效进行了初步探讨，为高海拔缺氧地

区脑梗死的细胞移植治疗提供动物实验基础。

1  材料与方法

1.1 动物及分组 72只健康成年SD大鼠，体重

200～250 g；体重85 g幼鼠1只（取骨髓用），大

鼠由兰州大学实验动物中心提供，合格证号：

SCXK（甘）2013-0002。实验过程中对动物的

处置符合动物伦理学标准。将大鼠随机分为缺

氧预处理组和常氧组，每组各36只，缺氧预处

理组造模前3 d先行缺氧预处理，处理方式为

模拟海拔5000 m高度（氧分压11.32 kPa）的低
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压氧舱，每天3 h，连续3 d。本研究中常氧组在

西宁地区（海拔2260 m）室内自然状态下进行

饲养和实验。

两组大鼠均制作MCAO/R模型，然后

每组分为3个亚组（BMSCs-NSCs+BDNF组、

BMSCs-NSCs组和对照组，每组各12只），分

别梗死灶同侧尾状核内立体定向移植BMSCs-

NSCs+BDNF、BMSCs-NSCs和DMEM/F12

培养基各10 µl。

1.2 主要材料 BDNF、DMEM/F12培养基、

南美胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）、

B27、碱性成纤维生长因子（basic fibroblast 

growth fac tor，bFGF）、表皮生长因子

（epidermal growth factor，EGF）、5-溴脱氧

尿嘧啶（Bromouracil deoxyriboside，Brdu）、

兔抗CD133抗体、小鼠抗Nestin抗体、兔抗微

管蛋白（β-tubulin）Ⅲ抗体、微管相关蛋白2

（microtubule-associated protein 2，MAP-

2）、胶质纤维酸性蛋白（glia l f ibr i l lary 

acidic protein，GFAP）、半乳糖神经酰胺

（galactosylceramidase，Galc）、山羊血清、山

羊抗小鼠IgG和羊抗兔IgG、4'，6-二脒基-2-

苯基吲哚（4'，6-diamidino-2-phenylindole，

DAPI）封片剂购于美国HyClone公司。

1.3 主要仪器 低压氧舱（中航工业贵州风雷

航空军械公司研制）、CO2恒温培养箱（HF-100，

上海力申科学仪器有限公司）、动物立体定位仪

（成都泰盟软件有限公司）。

1.4 骨髓源性神经干细胞的培养、诱导分化及

鉴定 幼年SD大鼠在无菌条件下取双侧股骨、

胫骨及双侧肱骨，以含10%FBS+1%青链双抗的

DMEM/F12培养基10 ml重悬后接种于培养瓶

中，37℃、5%CO2、饱和湿度条件下培养，24 h

后更换全量培养基，去除未贴壁的细胞及杂细

胞，以后每隔2～3 d换液一次，待原代细胞达

80%～90%融合后，用0.25%胰酶消化后按1∶2

进行首次传代培养，传代至第3～4代时进行诱

导分化。

诱导分化采用无血清悬浮培养法，选择

3～4代在含血清培养基中呈对数生长期的贴

壁BMSCs，用0.25%胰酶消化，经吸管吹打

制成单细胞悬液，加入含DMEM/F12培养

基（5 ml）、bFGF 20 ng/ml（100 µl）、EGF 

20 ng/ml（100 ng）、B27添加剂（100 µl）的

神经筛选培养液中进行诱导分化3～5 d，待

骨髓源性神经球直径为100～200 µｍ时传

代，按1∶2瓶比例将细胞接种于25 cm培养瓶

中，置37℃，5%CO2、饱和湿度培养箱中培养，

2～3 d换半液一次，待骨髓源性神经球直径为

100～200 µｍ时传代。

CD133和Nestin检测检测：①选取在无血

清培养基中呈悬浮生长的状态良好的细胞球，

去除培养基，0.01 mol/L的磷酸缓冲盐溶液

（phosphate buffer saline，PBS）冲洗3次，用

4%多聚甲醛固定30 min，0.01 mol/L PBS冲

洗3次；②0.3%Triton X-100破膜，室温10 min，

0.01 mol/L PBS冲洗3次；③10%正常山羊血

清封闭60 min；④滴加一抗：兔抗CD133和小

鼠抗Nestin置湿盒中4℃孵育过夜，去除一抗，

0.01 mol/L PBS冲洗3次；⑤滴加二抗：羊抗

兔IgG和羊抗鼠IgG，37℃孵育1 h，去除二抗后，

0.01 mol/L PBS冲洗3次；⑥用含DAPI的封片

剂对细胞核进行复染，并封片，荧光显微镜下

观察；⑦设阴性对照试验，以抗体稀释液代替

一抗，结果镜下不显色为阴性结果。

1.5 大鼠大脑中动脉缺血再灌注损伤模型的建

立及立体定向移植 采用改良的线栓法[14]，制备

右侧MCAO/R模型，参照Longa[15]的5分法进

行评分，1～4分为造模成功，造模失败依次递补

直至成功。

选取生长良好的大鼠骨髓源性神经球，加

入3 ng/ml的Brdu，培养1 d后收集细胞，收集

已行Brdu标记的大鼠骨髓源神经球，经胰酶

消化制成单细胞悬液，0.01 mol/L PBS清洗

2次，显微镜下计数，配置移植液。BMSCs -

NSCs+BDNF组（BDNF 5 µl+DMEM/
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F12 5 µl培养基共10 µl，调整活细胞密度为

5×105/10 µl）、BMSCs-NSCs组（DMEM/

F 1 2 培养基10  µl，调整活细胞密度为

5×105/10 µl）和对照组（仅移植DMEM/F12

培养基10 µl）。3.6%水合氯醛腹腔注射麻醉

大鼠，仰卧位固定，备皮沿矢状缝切开皮肤，定

位后牙钻凿孔开颅，使用立体定向仪行大鼠

骨髓源性神经球的颅内移植，选取大鼠右侧

脑尾状核区为接种靶点，其坐标为：前囟中

点前1.0 mm，矢状缝右旁开3.0 mm，硬膜下

5.0 mm。将细胞悬液以1 µl/min的速度注射

入靶区，除针前留针10 min，使细胞充分沉积，

颅骨骨孔用消毒骨蜡密闭，缝合头皮切口。移

植细胞夜无外漏，定位坐标无偏差，大鼠3 d内

无死亡为移植成功。

1.6 观察指标 分别于建立MCAO/R模型前及

移植后3 d、7 d、14 d、21 d、28 d、35 d对大鼠

进行功能缺损评分（包括平衡木测试、行走测

试、抓握测试）（表1）。上述时间段每组取2只

大鼠，水合氯醛麻醉后以0.9%生理盐水快速灌

注，分离大脑组织，浸入4%多聚甲醛中进行外

固定，30%蔗糖浸泡脱水至沉底，快速冷冻后，

采用恒温冷冻切片机进行切片，每种梗死区范

围切片30张，厚度为10 µm，－20℃保存。免疫

组织化学染色观察Brdu阳性细胞的迁移路径，

神经元经CD133、Nestin、MAP-2、β-tubullin、

GFAP、Galc 6种抗原行免疫组织化学染色，每

种5张切片，行总光密度值（integral optical 

density，IOD）检测，了解骨髓源性神经球分化

情况，进行疗效观察。

1.7 统计学 使用SPSS 19.0统计软件进行统

计分析，所用数据符合正态性和方差齐性检验，

均采用（ ）表示，两组间比较采用t检验，多

组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

LSD法，P＜0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1 大鼠骨髓源性神经球鉴定方法与分化 免

疫荧光染色结果显示，在无血清条件下培养的

细胞球呈Nestin绿色、CD133呈红色为阳性，细

胞核DAPI复染呈蓝色（图1），证实培养细胞为

BMSCs-NSCs。BMSCs-NSCs Nestin、MAP-

2、GFAP、Galc抗原免疫荧光染色均呈阳性表

达（图2），表明SD大鼠BMSCs-NSCs能分化为

表达神经元、星形胶质细胞及少突胶质细胞特

异性标志物的细胞。

2.2 各组大鼠神经功能评定 常氧BMSCs-

NSCs+BDNF组在移植后3 d、7 d、14 d、21 d、

28 d和35 d 6个时间点的神经功能学评分有整

体差异，其中3 d时神经功能显著高于14 d（P

＜0.001）、21 d（P＜0.001）、28 d（P＜0.001）

表1  大鼠模型大鼠神经功能评分

项目 得分 描述

平衡木

测试

0 能将四肢平衡地方在木条上

1 前爪位于木条一侧或是摇晃的

2 1或2个爪离开木条

3 3个爪离开木条

4 试图平衡但是掉落

5 小鼠倒挂在木条上，继而掉下

6 因瘫痪，不能动

抓握

测试

1 能停留11～15 s

2 能停留6～10 s

3 能停留1～5 s

4 如果能把后爪挂在钢丝上可加1分

行走

测试

1 能直线行走

2 不能直线行走

3 因瘫痪，只能原地旋转

4 因瘫痪，不能动

Nestin

A B C

CD133

图1  大鼠骨髓源神经干细胞免疫荧光染色

注：A：细胞球呈Nestin绿色；B：细胞球呈CD133红色；C：细胞核以DAPI复染呈蓝色，证实培

养细胞为骨髓源性神经干细胞。DAPI：4',6-二脒基-2-苯基吲哚

DAPI
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图2  骨髓源性神经干细胞CD133、MAP-2、GFAP抗原免疫荧光染色情况（荧光显微镜，200×）

注：A：10%FBS，CD133+Nestin双标，神经细胞表达；B：10%FBS＋50 ng/ml BDNF，CD133+Nestin双标，神经细胞表达，显示

在添加BDNF后神经元突触长度增加；C：10%FBS，Map-2，神经元细胞阳性表达；D：10%FBS＋50 ng/ml BDNF，Map-2神经元

细胞阳性表达，显示在添加BDNF后神经元突触长度增加；E：10%FBS，GFAP星形胶质细胞阳性表达；F：10%FBS＋50 ng/ml 

BDNF，GFAP星形胶质细胞阳性表达。FBS：胎牛血清；BDNF：脑源性神经生长因子；MAP-2：微管相关蛋白2；GFAP：胶质纤维

酸性蛋白

D

A B C

E F

和35 d（P＜0.001）。常氧BMSCs-NSCs组在各

个时间点的神经功能学评分也有整体差异，其

中3 d时神经功能得分显著高于14 d（P=0.001）、

21 d（P=0.001）、28 d（P=0.001）和35 d

（P=0.001）。常氧对照组各时间点神经功能评

分没有显著差异。

缺氧预处理BMSCs-NSCs组在移植后3 d、

7 d、14 d、21 d、28 d和35 d 6个时间点的神经

功能学评分有整体差异，其中3 d时神经功能显

著高于14 d（P＜0.001）、21 d（P＜0.001）、28 d

（P＜0.001）和35 d（P＜0.001）。缺氧预处理

BMSCs-NSCs组在各个时间点的神经功能学

评分也有整体差异，其中3 d时神经功能得分显

著高于14 d（P=0.001）、21 d（P=0.001）、28 d

（P=0.001）和35 d（P=0.001）。对照组各时间

点神经功能评分没有显著差异。

缺氧预处理BMSCs-NSCs+BDNF组的

神经功能学评分在7 d（P=0.031）显著低于常

氧BMSCs-NSCs+BDNF组，而3 d（P=0.069）、

14 d（P=0.342）、21 d（P=0.345）、28 d

（P=0.362）和35 d（P=0.371）5各个时间点与

常组没有显著差异；缺氧预处理BMSCs-NSCs

组的神经功能学评分在3 d（P=0.143）、7 d

（P=0.095）、14 d（P=0.051）、21 d（P=0.069）、

28 d（P=0.067）和35 d（P=0.053）6各个时

间点均与常氧BMSCs -NSCs组没有显著差

异。缺氧预处理对照组的神经功能学评分只在

第3天（P=0.040）显著低于常氧对照组，而7 d

（P=0.102）、14 d（P=0.164）、21 d（P=0.185）、

28 d（P=0.169）和35 d（P=0.171）5各个时间点

与常组没有显著差异（表2）。

2.3 骨髓源性神经干细胞移植效果 移植后常

氧与缺氧预处理组均有Brdu阳性的BMSCs-

NSCs移植入脑。缺氧BMSCs-NSCs+BDNF组

免疫组化Brdu单染，3 d时移植组在针道区域

集聚Brdu阳性细胞，呈圆球形，棕色，呈簇状

分布；7 d时Brdu标记的阳性细胞向周围较短

距离迁移；14 d时Brdu阳性细胞仍集聚在针道

区域，梗死区域可见少量迁移的Brdu阳性细

胞（图3A）；21 d时梗死区迁移的Brdu阳性细

胞相对最多，分布较均匀，但大多数细胞仍集

中针道区域及梗死区与正常脑组织交界处（图

3B）；28 d梗死区迁移的Badu阳性细胞数目反

而略减少（图3C）。
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2.4 移植后21 d骨髓源性神经干细胞在梗死

区的分化情况 对移植后21 d时CD133、Nestin、

GFAP、Map2、β-tubulin、Galc的荧光免疫组

织化学法染色结果进行统计分析，结果显示

各个指标在常氧和缺氧预处理6组间均有整体

差异（表3）。进一步两两比较发现：无论常氧

组还是缺氧预处理组，BMSCs-NSCs+BDNF

组CD133、Nestin、GFAP、Map2、β-tubulin、

Ga lc的IOD值均显著高于BMSCs -NSCs

组（均P＜0.001），BMSCs-NSCs+BDNF组、

BMSCs-NSCs组各检测指标也均显著高于对

照组（均P＜0.001）。

缺氧BMSCs -NSCs+BDNF组与常氧

BMSCs -NSCs+BDNF组CD133、Nest in、

GFAP、Map2、β-tubulin、Galc检测指标IOD

值无显著性差异。缺氧BMSCs-NSCs组与常

图3  骨髓源性神经干细胞移植效果

注：A：14 d骨髓源性神经干细胞移植效果，Brdu的阳性细胞仍集聚在针道区域，梗死区域可见少量迁移的Brdu阳性细胞；B：

21 d情况，梗死区迁移的Brdu阳性细胞相对最多，分布较均匀，但大多数细胞仍集中针道区域及梗死区与正常脑组织交界处；

C：28 d情况，梗死区迁移的Badu阳性细胞数目较21 d略减少。Brdu：5-溴脱氧尿嘧啶

A B C

表2  各组大鼠不同时间点神经功能评分结果

天数
常氧 缺氧预处理

BMSCs-NSCs+BDNF BMSCs-NSCs 对照 BMSCs-NSCs+BDNF BMSCs-NSCs 对照

N 12 12 12 12 12 12

3 6.58±1.24 6.75±1.49 7.08±1.24 5.75±0.87 6.00±0.85 6.08±1.00*

7 6.00±1.00 6.27±1.10 6.73±1.27 5.18±0.60* 5.55±0.82 5.91±0.94

14 4.20±0.79# 5.00±0.82# 6.50±1.08 3.90±0.56# 4.30±0.68# 5.90±0.73

21 4.11±0.78# 4.89±0.78# 6.33±1.00 3.78±0.67# 4.22±0.67# 5.78±0.67

28 4.08±0.71# 4.82±0.79# 6.30±0.92 3.73±0.92# 4.19±0.64# 5.69±0.63

35 4.03±0.68# 4.79±0.90# 6.22±0.77 3.68±0.69# 4.15±0.60# 5.54±0.71

F 19.532 6.253 0.959 13.442 15.438 1.397

P 0.000 0.000 0.452 0.000 0.000 0.241

注：*与相对应常氧组比较（P＜0.01）；#与3 d比较（P＜0.01）

表3  细胞移植后21 d各移植组中CD133、Nestin、MAP2、β-tubulin、GFAP、Galc总光密度值

组别 N CD133 Nestin MAP2 βtubulin GFAP Galc

缺氧联合 2 694.64±44.95#* 803.70±88.87#* 910.85±33.06#* 626.94±11.93#* 763.77±31.40#* 636.01±22.13#*

  细胞 2 409.00±33.33# 425.90±24.87# 552.05±33.81# 207.21±14.79# 395.27±7.75# 324.70±22.29#

  对照 2 76.28±17.82 85.88±4.72 0.00±0.00 0.00±0.00 102.09±7.56 34.23±8.26

常氧联合 2 666.35±69.91#* 783.35±74.98#* 882.60±36.04#* 640.89±11.07#* 745.36±31.74#* 642.79±19.62#*

  细胞 2 434.95±61.25# 444.49±37.52# 551.64±23.87# 199.62±18.98# 389.79±12.57# 299.20±15.20#

  对照 2 74.67±15.60 94.49±10.51 0.00±0.00 0.00±0.00 89.01±8.06 39.69±11.07

F 215.665 227.385 232.645 1758.002 1738.223 1460.338

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

注：#与对照组比较（P＜0.001），*与BMSCs-NSCs组比较（P＜0.001）。MAP-2：微管相关蛋白2；β-tubulin：抗微管蛋白；GFAP：
胶质纤维酸性蛋白；Galc：半乳糖神经酰胺
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氧BMSCs-NSCs组各检测指标IOD值无显著

性差异。缺氧对照组与常氧对照组各检测指标

IOD值亦无显著性差异。

3  讨论

NSCs移植中内外源诸多因素共同参与，

相互作用是其损伤修复的机制。有研究表明急

性缺氧刺激能导致内源性NSCs的增殖和分化，

起到脑组织修复作用[16]，但缺氧预处理能否影

响外源性NSCs的增殖目前尚不清楚。

本研究显示移植BMSCs-NSCs的迁移与

时间窗密切相关，移植后3 d迁移不明显，7 d

时移植针道附近迁移，早期迁移并不理想，在

21 d左右Badu阳性细胞到达梗死区内最多，但

大多数仍集中于梗死区及脑梗死病灶与正常

脑组织交界处，且以GFAP表达阳性的星形胶

质细胞为主，而28 d后梗塞区阳性表达细胞数

目反而略有减少，可能部分移植细胞发生了凋

亡。对21 d神经细胞修复状况进行统计分析显

示：BMSCs-NSCs+BDNF组与BMSCs-NSCs

移植各组中均可见β-tubulin、Nestin、GFAP、

CD133、Galc、MAP-2免疫组织化学染色阳

性细胞表达，表明大鼠BMSCs-NSCs移植后

具有分化为神经元、星形胶质细胞及少突胶

质胞3种神经谱系细胞的能力。缺氧BMSCs-

NSCs+BDNF组与常氧BMSCs-NSCs+BDNF

组相比较，CD133、Nestin、GFAP、Map2、

β-tubulin、Galc检测指标间无显著性差异，由

此可见缺氧预处理并不能促进外源性移植细胞

分化。但无论缺氧处理组、还是常氧组在添加

BDNF后均显著促进了BMSCs-NSCs向这3者

分化的比例，显著提高分化为神经元的比例，并

能增加神经元突触数目与长度，促进突触连接。

其可能机制如下：①BDNF可以通过酪氨酸激

B（tyrosine kinase B，TrKB）受体促进神

经干细胞增殖，并诱导神经干细胞向神经元和

少突胶质细胞分化[17]，促进了神经功能的恢复；

②NSCs或已分化的星形胶质细胞、神经元等分

泌多种细胞因子，促进神经的再生；③NSCs分

化为少突胶质细胞，参与了神经细胞髓鞘的形

成，促进了神经纤维的生长，促进了神经功能

的恢复。

各移植组大鼠神经功能评定表明，移植后

无论缺氧预处理组、还是常氧组中的BMSCs-

NSCs+BDNF组及BMSCs-NSCs组大鼠神经

功能均开始明显改善。移植治疗后只有缺氧预

处理BMSCs-NSCs+BDNF组7 d和对照组3 d

神经功能恢复情况要好于常氧对应组，而行

BMSCs-NSCs+BDNF联合后7 d左右缺氧预处

理对神经功能恢复最显著，考虑到本实验样本

量较少，尚不能全面客观反映缺氧预处理对神

经功能恢复的作用，这也是本实验不足之处。

目前研究结果证实缺氧预处理耐低氧效

应相对明确，但其神经保护机制却未明确，可

能涉及缺氧预处理过程中动物行为与代谢、神

经形态学、动物离体脑功能活动，更可能涉及

神经化学成分、分子神经生物学等诸方面的

变化[18-19]。本实验中缺氧预处理并不能促进外

源性BMSCs-NSCs移植细胞分化比例，但却

能改善大鼠神经功能。分析可能原因有：①有

研究表明缺氧预处理可诱导大鼠大脑皮层细

胞的BDNF分泌和BDNF信使核糖核酸表达

增加[20]，国内研究表明在体外表皮生长因子浓

度为20 µg/L、血清浓度为10%时，50 ng/L 

BDNF是促进NSCs分化为神经元的较佳浓度，

超过该比例并不能增加外源性神经细胞分化[21]。

而本实验缺氧BMSCs-NSCs+BDNF组中添加

的BDNF含量为50 ng/L，缺氧预处理可致大

脑皮层细胞分泌的BDNF，两者递加可能后已

超过上限而并不能促进外源性移植细胞分化比

例；②有研究表明低氧预适应后海马区内源性

神经干细胞明显增殖，可能参与低氧预适应脑

保护机制[16]，可引起大鼠神经功能改善。其他研

究也显示缺氧预处理能导致内源性神经干细胞

的增殖和分化，起到脑组织的修复作用[19，22]。

本研究分组较多，但每组样本量较少，每
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个时间点每组大鼠免疫组织化学染色测定的

例数仅有2只，因此可能会对结果造成一定偏倚。

另外，本研究中的常氧组并不是平原环境下的

常氧，对缺氧预处理条件下BMSCs-NSCs联合

BDNF立体定向移植的机制也没有进一步研究，

这些在以后的后继研究中会进一步改进。
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【点睛】

缺氧预处理条件下对脑缺血再灌注大鼠进行骨髓源性神经干细胞联合脑源性神经生长因子尾状核

定向移植可以改善大鼠的神经功能缺损，但缺氧预处理未显示出促进骨髓源性神经干细胞移植后

分化的效果。


