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［摘　要］　目的　探讨补阳还五汤联合骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）移植对脑缺血损伤的神经保护机制。 方法　将４８只ＳＤ
大鼠随机分为假手术组、模型组、ＭＳＣｓ组、联合组，每组１２只。采用线栓法建立大鼠局灶性脑缺血再灌注模型，造模后１天

ＭＳＣｓ组、联合组尾静脉注入含２×１０６ 个 ＭＳＣｓ悬液；造模前３天开始联合组给予补阳还五汤１０ｍｌ／ｋｇ，假手术组、模型组、

ＭＳＣｓ组以等体积生理盐水灌胃，每日１次，连续１０天。采用免疫组织化学法检测脑组织神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）及胶

质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）的表达。 结果　ＭＳＣｓ组与联合组均可见ＮＳＥ、ＧＦＡＰ阳性细胞表达，ＮＳＥ主要表达在神经元细胞

胞体，ＧＦＡＰ主要表达在细胞轴突。与 ＭＳＣｓ组比较，联合组ＮＳＥ、ＧＦＡＰ阳性细胞率显著升高（Ｐ＜０．０５）。模型组与假手术

组未见ＮＳＥ、ＧＦＡＰ阳性细胞表达。 结论　补阳还五汤可能通过提高脑组织中ＮＳＥ、ＧＦＡＰ表达，从而促进移植的 ＭＳＣｓ向

神经样细胞分化，改善脑缺血损伤。
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　　缺血性脑血管病是当今社会威胁人类健康的主
要疾病，干细胞移植可能成为最有希望的新兴治疗
手段［１］。骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）具有跨胚层分
化潜能，可在适宜条件下分化为神经细胞［２－３］。前
期研究结果显示，补阳还五汤联合 ＭＳＣｓ移植可明

显减少局灶性脑缺血再灌注（ＭＡＣＯ）大鼠脑梗死
体积，改善脑缺血后神经行为症状［４］。本研究通过
观察补阳还五汤联合 ＭＳＣｓ移植对 ＭＡＣＯ大鼠缺
血脑组织中神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）和胶质纤
维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）的表达，从补阳还五汤诱导移
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植的 ＭＳＣｓ向神经细胞分化角度探讨其神经保护
机制。

１　材料与方法

１．１　动物
清洁级雄性ＳＤ大鼠４８只，体重为２８０～３２０ｇ，

购自河南省实验动物中心，实验动物许可证号：

ＳＣＸＫ（豫）２００５－０００１。

１．２　主要试剂与仪器

ＳＰ免疫组化试剂盒购自福建迈新公司（批号：

７０１１９９９９）；兔抗大鼠 ＮＳＥ（批号：ＢＡ０５３５）、兔抗大
鼠ＧＦＡＰ（批号：ＳＡ１０２５），购自武汉博士德生物工
程有限公司。ＭＣＯ１７５ＣＯ２ 培养箱（日本Ｓａｎｙｏ公
司），ＩＸ－７１倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ），ＲＭ２２３５
石蜡切片机（德国Ｌｅｉｃａ），ＣＸ４１显微摄像系统（日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ）。

１．３　药物
补阳还五汤，处方：当归６０ｇ，桃仁３０ｇ，川芎

３０ｇ，加水７２０ｍｌ提取挥发油备用；药渣及提取液加
入黄芪１　２００ｇ，赤芍６０ｇ，地龙３０ｇ，煎２次，合并煎
液缩至６００ｍｌ，加入挥发油及３ｍｌ吐温８０，混匀。
由河南中医学院第一附属医院制剂科制备。

１．４　ＭＳＣｓ制备
参照文献［５］进行。采用密度梯度离心法分离

骨髓单个核细胞，台盼蓝染色，光学显微镜下计数活
细胞≥９５％，调整细胞浓度至１．０×１０６／ｍｌ，接种于
含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液，置于体积分数
为５％ＣＯ２、饱和湿度的３７℃孵箱培养，５天后换液，
弃去未贴壁细胞，以后每３天全量换液，镜下观察细
胞的形态，待贴壁细胞完全融合后，０．２５％（质量体
积比）胰酶消化传代，每３天全量换液，多次传代使

ＭＳＣｓ扩增和纯化。

１．５　动物分组与造模
按随机数字表法将４８只ＳＤ大鼠随机分为假

手术组、模型组、ＭＳＣｓ组、联合组，每组各１２只。
除假手术组外其余各组参照文献［６］方法建立大鼠

ＭＣＡＯ再灌注模型。待大鼠清醒后进行神经功能
评分［７］：０分：无神经缺损症状；１分：不能伸展对侧
前爪；２分：行走时向偏瘫侧转圈；３分：向偏瘫侧倾
倒；４分：不能自发行走，意识丧失。１～３分症状的
动物代表造模成功。

１．６　给药方法
术前３天，联合组大鼠给予１０ｍｌ／ｋｇ（相当于成

人剂量的１０倍，成人按６０ｋｇ计）补阳还五汤灌胃，

其他各组以同等体积生理盐水灌胃，每日１次。在
造模后１天，ＭＳＣｓ组、联合组大鼠尾静脉注射含

２×１０６ 个的 ＭＳＣｓ悬液，假手术组、模型组注射等
体积生理盐水；联合组继续给予补阳还五汤１０ｍｌ／

ｋｇ灌胃，其他各组给予同等体积生理盐水，每天１
次，７天后取材。

１．７　ＮＳＥ和ＧＦＡＰ免疫组织化学检测
大鼠麻醉后，在１０～２０ｍｉｎ内经左心室灌注

３７℃生理盐水２００ｍｌ后，灌注４℃多聚甲醛固定液

２５０ｍｌ，４０ｍｉｎ内灌注完，取脑。切取视神经末端以
下２ｍｍ脑组织，固定，石蜡包埋，沿视神经末端侧
作５μｍ连续切片。采用免疫组织化学染色法检测

ＮＳＥ（神经元标记物）及ＧＦＡＰ（星型角质细胞标记
物）的表达。兔抗大鼠ＮＳＥ一抗１∶１００稀释，兔抗
大鼠ＧＦＡＰ一抗１∶１００稀释，空白对照以ＰＢＳ缓
冲液代替一抗。显微镜下随机选择５个非重叠视野
（×２００），观察ＮＳＥ和ＧＦＡＰ表达并计算阳性细胞
数占总细胞数百分比。

１．８　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计分析软件进行数据处理，

计量资料以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较用
单因素方差分析。

２　结果
免疫组化染色显示，联合组、ＭＳＣｓ组可见ＮＳＥ

阳性细胞，ＮＳＥ阳性表达分布在神经元样细胞胞
体，多数呈棕黄或深棕色，少量呈淡黄色；联合组、

ＭＳＣｓ可见ＧＦＡＰ阳性细胞，ＧＦＡＰ阳性表达分布
在细胞轴突和胞体。假手术组和模型组未见 ＮＳＥ
和ＧＦＡＰ阳性细胞表达。表１示，ＭＳＣｓ组与联合
组间ＮＳＥ、ＧＦＡＰ阳性细胞率差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

表１　ＭＳＣｓ组和联合组ＮＳＥ和ＧＦＡＰ

　　阳性细胞率比较（％，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＮＳＥ阳性率 ＧＦＡＰ阳性率

ＭＳＣｓ组 １２　 ４．５５±１．８０　 ３．６８±０．８８
联合组 １２　 ５．４７±１．２４＊ ４．１１±０．６２＊

　　注：与 ＭＳＣｓ组比较，＊Ｐ＜０．０５

３　讨论
脑缺血引起缺血区神经元不可逆死亡，梗死区

周边的成熟神经元不能再生来弥补死亡的神经元，
导致脑缺血预后不佳。ＭＳＣｓ在某些内在机制和微
循环影响下具有类似胚胎干细胞的高度分化能力，
因而利用ＭＳＣｓ移植替代死亡的神经元成为脑缺血

·４４０２· 张运克等　补阳还五汤联合骨髓间充质干细胞移植对脑缺血再灌注大鼠脑组织ＮＳＥ和ＧＦＡＰ表达的影响 ２０１３年第２３期



治疗领域的研究热点。
研究发现，ＭＳＣｓ移植于受损的动物脑组织中，

可以明显改善或加快神经损伤动物的神经功能恢

复［５］。张向群等经尾静脉移植 ＭＳＣｓ治疗局灶性大
鼠脑缺血损伤，３天、７天和１４天神经功能评分明显
升高，网屏实验、平衡木实验及抓握牵引实验均有明
显改善［８］。本研究结果显示，脑缺血坏死区ＮＳＥ阳
性反应主要集中在神经元样细胞胞体，ＧＦＡＰ阳性
反应则主要发生在细胞的轴突和细胞胞体，联合组
两种阳性细胞比例均增加明显。说明经尾静脉注射
的 ＭＳＣｓ能够定向趋化至脑缺血坏死区，在体内向
神经元样细胞和星形胶质细胞分化，而在补阳还五
汤的诱导下，分化过程受到明显促进作用，补阳还五
汤联合ＭＳＣｓ移植疗法在缺血性脑损伤治疗中显示
了巨大的潜在价值。
补阳还五汤重用黄芪为君，大补脾胃元气，以补

气行血、通络祛瘀；配伍养血活血之当归为臣；佐以
活血祛瘀、通经活络之赤芍、川芎、桃仁、红花、地龙；
全方共奏补气活血通络之功。补阳还五汤联合

ＭＳＣｓ移植明显改善 ＭＡＣＯ大鼠神经功能评分的
机制十分繁杂，既有分化为神经样细胞产生的替代
作用，也有ＭＳＣｓ分泌细胞因子等的调节作用，还有
因血管新生改善供氧条件等影响［９］。本研究根据

ＮＳＥ及ＧＦＡＰ的阳性表达率情况，初步探讨了补阳
还五汤在体内促进ＭＳＣｓ向神经样细胞分化可能产
生的替代作用，而这些神经样细胞能否真正部分替
代坏死神经细胞功能还需要进一步研究。
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