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骨髓间充质干细胞移植对脑动脉栓塞大鼠 ＶＥＧＦ１６５、
Ｎｏｔｃｈ１ 表达的影响
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摘　 要:　 为探究骨髓间充质干细胞(ＢＭＳＣｓ)移植对脑损伤大鼠的改善作用机制ꎬ本实验通过建立脑损伤大

鼠模型ꎬ观察 ＢＭＳＣｓ 移植对脑动脉栓塞大鼠血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ) １６５、Ｎｏｔｃｈ１ 表达的影响ꎮ 将 ４５ 只 ＳＤ 大鼠

随机分为假手术对照组、动脉栓塞(ＭＣＡＯ) 组、ＢＭＳＣｓ 移植组ꎮ 检测脑组织栓塞区微血管数量ꎬ及各组大鼠

ＶＥＧＦ１６５、Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达ꎮ 结果发现 ＭＡＣＯ 组、ＢＭＳＣｓ 移植组大鼠的脑组织中微血管数量明显多于

假手术对照组ꎻＭＡＣＯ 组和 ＢＭＳＣｓ 移植组的 ＶＥＧＦ１６５ 与 Ｎｏｔｃｈ１ 的蛋白表达、ＶＥＧＦ１６５ 与 Ｎｏｔｃｈ１ 的 ｍＲＮＡ 表达均

高于假手术对照组ꎻＢＭＳＣｓ 移植组较 ＭＡＣＯ 组更高ꎮ 根据结果推测 ＢＭＳＣｓ 移植可能通过激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路促进

ＶＥＧＦ１６５ 的表达ꎬ而促进脑动脉栓塞区的血管新生ꎮ
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　 　 动脉栓塞 ( ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬ
ＭＣＡＯ)是指栓子沿血液循环进入脑动脉系统ꎬ引起

动脉管腔闭塞ꎬ致使该动脉供血区局部脑组织的坏

死ꎮ ＭＣＡＯ 是威胁人类健康的一种疾病ꎬ近年来发

现促进脑内血管生成是一种新的恢复脑梗死的治

疗手段ꎮ 骨髓间充质干细胞 ( Ｂｏｎｅ Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
Ｓｔｅｍ ＣｅｌｌｓꎬＢＭＳＣｓ)是具有自我更新能力的一种细

胞ꎬ可以多向分化为机体的各种细胞ꎬ其在体外诱

导可以分化为神经细胞[１]ꎬ在组织工程、基因工程、
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细胞移植方面有较好的临床应用前景ꎬＢＭＳＣｓ 移植

是治疗脑血管疾病一种新的治疗方法ꎮ 本实验通

过建立大鼠脑动脉栓塞模型ꎬ观察 ＢＭＳＣｓ 移植后脑

组织微血管密度(ｍｉｃｒｏ￣ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＭＶＤ)、血
管内皮生长因子( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＶＥＧＦ)１６５、Ｎｏｔｃｈ１ 的表达ꎬ来探究 ＢＭＳＣｓ 促进血管

新生的机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂　 实验动物:４５ 只健康雄性 ＳＤ 大

鼠ꎬ体质量(２６０±２０) ｇꎻ１０ 只健康雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体
质量(９０±１０)ｇꎬ购自北京维通利华实验技术有限公

司ꎬ许可证号 ＳＣＸＫ(京)２０１１￣００１１ꎮ
主要试剂:胎牛血清、ＤＭＥＭ 培养基、胰酶、双

抗(Ｇｉｂｉｃｏꎬ美国)ꎻ兔抗鼠Ⅷ因子多克隆抗体(Ｐｒｅ￣
ｐｒｏｔｅｃｈꎬ美国)ꎻ小鼠抗大鼠 Ｎｏｔｃｈ１ 抗体(Ｃｈｅｍｉｃｏｎꎬ
美国)ꎻ兔抗大鼠 ＶＥＧＦ 抗体(Ｐｒｅｐｒｏｔｅｃｈꎬ美国)ꎻ辣
根过氧化物标记的羊抗鼠 ＩｇＧ(北京中杉金桥生物

技术有限公司)ꎻ组织蛋白提取试剂盒(北京索莱

宝)ꎮ 主要仪器:光学显微镜(ＯＬＹＭＰＵＳꎬ日本)ꎻ低
温高速离心机 ( Ｔｈｅｒｍｏꎬ美国)ꎻ ＰＣＲ 仪 ( ＡＢＩꎬ美

国)ꎻ微量移液器、培养瓶、培养皿等ꎮ
１.２　 ＢＭＳＣｓ 的分离培养[２] 　 取体重为(９０±１０) ｇ
ＳＤ 大鼠ꎬ分离其两侧的股骨ꎬ以使骨髓腔充分暴露ꎬ
用 ＤＭＥＭ 培养基反复冲洗后ꎬ将骨髓悬液过滤并离

心ꎬ弃掉上清ꎬ将重悬的细胞移至培养瓶中于细胞

培养箱中进行培养ꎮ 培养 ２４ ｈ 后弃掉没有贴壁的

细胞ꎬ更换新的培养液ꎮ 在此之后每 ３ 天进行 １ 次

换液ꎬ等到细胞生长融合达到 ８０％ ~ ９０％时传代培

养ꎮ 取第 ４ 代的细胞用于本实验研究来进行移植ꎮ
１.３　 ＭＣＡＯ 模型的建立 　 线栓法制作 ＭＣＡＯ 模

型[３￣４]ꎮ 将大鼠按照 １ ｍＬ / １００ ｇ 腹腔注射 ４％的水

合氯醛麻醉ꎮ 大鼠固定后ꎬ在颈部正中切口ꎬ分离

暴露出右侧颈总、颈内和颈外动脉ꎬ结扎颈外动脉

远心端、颈总动脉近心端ꎬ夹闭颈内动脉ꎬ在颈外动

脉近心端剪一“Ｖ”形切口ꎬ将线栓插入距离颈总动

脉 １８ ｍｍ 处时固定ꎬ缝合皮下组织ꎬ１ 个小时后拔

线ꎬ缝合切口ꎮ 大鼠即刻出现右侧 Ｈｏｒｎｅｒ 征即为模

型成功ꎮ
１.４　 ＭＣＡＯ 瘫痪程度评分　 动物麻醉清醒后ꎬ参照

Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ 方法[３]ꎬ对神经功能缺损进行评分ꎮ １ ~ ３
分者为纳入本实验研究对象ꎬ对于神经损伤太重(４
分)或太轻(０ 分)的老鼠弃之不用ꎮ
１.５　 实验分组 　 ＢＭＳＣｓ 移植组:模型制作成功 ２４

小时后ꎬ将第 ４ 代的 ＢＭＳＣｓ 细胞 ３×１０６ 个混悬于

０.６ ｍＬ磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)ꎬ通过股静脉匀速注入ꎮ
ＭＡＣＯ 组ꎬ２４ 小时后股静脉匀速注入等量 ＰＢＳꎮ 假

手术对照组ꎬ只切开颈部皮肤暴露动脉ꎬ不插线栓ꎬ
２４ 小时后股静脉匀速注入等量 ＰＢＳꎮ 各组再按不

同时间点随机分为 ３ 组ꎬ每组 ５ 只ꎮ ＢＭＳＣｓ 移植后

４ 天、７ 天、１４ 天取材ꎮ
１.６　 ＭＶＤ 检测　 随机选择各组各时间点脑组织冰

冻切片 ５ 张ꎬ按照免疫荧光染色法Ⅷ因子检测法ꎬ每
单个内皮细胞或内皮簇为一个血管计数ꎬ每个标本

取 ２~３ 张切片ꎬ荧光显微镜下对微血管进行计数ꎮ
用均值来作为微血管密度ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦ１６５、Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达

严格按照试剂盒说明书进行操作来提取各组大鼠

脑组织中的总蛋白ꎬ并进行蛋白定量ꎮ 分别制备浓

缩胶与分离胶ꎬ加样后行蛋白电泳、电转移ꎬ５％脱脂

奶粉封闭后ꎬ加入相应一抗兔抗大鼠 ＶＥＧＦ 抗体、小
鼠抗大鼠 Ｎｏｔｃｈ１ 抗体(稀释倍数为 １ ∶ １ ０００)ꎬ４ ℃
孵育过夜、洗膜后加入二抗(稀释倍数为 １ ∶ ２ ０００)
３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ清洗后于暗室中滴加化学发光液显

影ꎬ于凝胶成像系统采集图像ꎮ 以 β￣ａｃｔｉｎ 蛋白作为

内参ꎬ各组目的条带灰度值与内参进行比值为蛋白

的表达相对量ꎮ
１.８　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＶＥＧＦ１６５、Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 表达　
取大鼠脑组织提取总 ＲＮＡꎬ于 ＰＣＲ 仪中行逆转录ꎬ
按照预先设定荧光定量 ＰＣＲ 反应程序进行扩增ꎬ行
琼脂凝胶电泳ꎬ用凝胶成像分析系统对电泳条带的

吸光度(ＯＤ 值)半定量分析ꎮ 结果以目的基因的

ＯＤ 值比上 β￣ａｃｔｉｎ 的 ＯＤ 值来表示ꎮ
１.９　 统计学分析　 实验所得数据采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ用
ＳＰＳＳ１９.０ 进行统计处理ꎬ两组间比较采用独立样本

ｔ 检验ꎻ多组间比较采用重复测量方差分析ꎬ组间两

两比较用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异具有统计学

意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ＢＭＳＣｓ 形态学变化　 原代培养的细胞呈圆形ꎬ
１ 天后即开始贴壁生长ꎬ３ 天后可见细胞呈成纤维

样ꎬ５ 天时细胞生长增加ꎬ１０ 天左右细胞生长达到

８０％~ ９０％融合ꎬ细胞呈长梭形ꎮ 传代后ꎬ细胞增殖

速度加快ꎬ随着传代代数的增加ꎬ细胞形态多逐渐

趋于一致较均一为长梭形ꎬ并呈漩涡或束状排列生

长(图 １)ꎮ

４９５ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＮｏｖｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.６



图 １　 骨髓间充质干细胞的形态学观察(２００×)
Ａ:原代培养的细胞ꎻＢ:呈成纤维样生长的贴壁干细胞ꎻ

Ｃ:细胞生长达到 ８０％~９０％ꎻＤ:第 ４ 代干细胞

２.２　 各个不同时间点大鼠脑组织 ＭＶＤ 分析　 在假

手术组微血管计数几乎很少ꎬＭＣＡＯ 组、ＢＭＳＣｓ 组

微血管数量显著高于假手术组(Ｐ<０.０５)ꎬＢＭＳＣｓ 移

植后新生血管数量明显增多(Ｐ<０.０５ꎬ表 １)ꎮ

表 １　 大鼠脑组织不同时间微血管计数

分组 ｎ ４ 天 ７ 天 １４ 天

假手术对照组 ５ ２.８３１±０.３１０ ２.８５２±０.３０３ ２.９４３±０.３１８

ＭＣＡＯ 组 ５ ６.８５２±０.４６５ａ ７.２６６±０.４６７ａ ６.９６８±０.６１７ａ

ＢＭＳＣｓ 组 ５ １０.２５３±０.７６２ａｂ １３.８５８±０.８５６ａｂ １０.８９９±０.６２３ａｂ

　 　 与假手术对照组ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＭＣＡＯ 组ꎬｂＰ<０.０５

２.３　 Ｗｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦ１６５、Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表达

　 ＭＣＡＯ 组、 ＢＭＳＣｓ 组在各个时间点 ＶＥＧＦ１６５、
Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达均明显高于假手术对照组 ( Ｐ <
０.０５)ꎬＢＭＳＣｓ 移植后ꎬ表达更高(Ｐ<０.０５)ꎬ在第 １４
天各组蛋白表达开始下降(图 ２、表 ２)ꎮ

图 ２　 各组大鼠不同时间点 ＶＥＧＦ１６５、Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表达

表 ２　 各组大鼠不同时间点脑组织 ＶＥＧＦ１６５、Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表达(ｎ＝ ５)

分组
ＶＥＧＦ１６５

４ 天 ７ 天 １４ 天

Ｎｏｔｃｈ１

４ 天 ７ 天 １４ 天

假手术对照组 ０.０１９±０.００２ ０.０１９±０.００３ ０.０１８±０.００３ ０.０１４±０.００２ ０.０１４±０.００４ ０.０１６±０.００３

ＭＣＡＯ 组 ０.１５６±０.００７ａ ０.１８９±０.０１１ａ ０.１２１±０.００７ａ ０.１４５±０.００８ａ ０.１８６±０.０１０ａ ０.１３０±０.００７ａ

ＢＭＳＣｓ 组 ０.２１４±０.０１３ａｂ ０.２９８±０.０１４ａｂ ０.１７５±０.００６ａｂ ０.２０２±０.０１２ａｂ ０.３４５±０.０１４ａｂ ０.１８３±０.００８ａｂ

　 　 与假手术对照组ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＭＣＡＯ 组ꎬｂＰ<０.０５

２.４　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＶＥＧＦ１６５、Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 的表达

ＭＣＡＯ 组、ＢＭＳＣｓ 组 ＶＥＧＦ１６５、Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 表达

均明显高于假手术对照组(Ｐ<０.０５)ꎬＢＭＳＣｓ 移植后

表达更高(Ｐ<０.０５ꎬ表 ３)ꎮ

表 ３　 各组大鼠不同时间点脑组织 ＶＥＧＦ１６５、Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 的表达(ｎ＝ ５)

分组
ＶＥＧＦ１６５

４ 天 ７ 天 １４ 天

Ｎｏｔｃｈ１

４ 天 ７ 天 １４ 天

假手术对照组 ０.４０１±０.０４６ ０.４０６±０.０３８ ０.３９７±０.０３６ ０.１３５±０.０２４ ０.１４８±０.０２９ ０.１５６±０.０２７

ＭＣＡＯ 组 ０.７００±０.０４０ａ ０.７３２±０.０３４ａ ０.６８８±０.０４１ａ ０.３２９±０.０３５ａ ０.４５８±０.０３３ａ ０.３３１±０.０２８ａ

ＢＭＳＣｓ 组 ０.９０１±０.０４２ａｂ １.３１３±０.０４７ａｂ １.００５±０.０４３ａｂ ０.５８７±０.０３８ａｂ ０.７１２±０.０４１ａｂ ０.６０３±０.０２６ａｂ

　 　 与假手术对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＭＣＡＯ 组比较ꎬｂＰ<０.０５
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３　 讨　 　 论

脑栓塞有较高的发病率及致死率ꎬ会导致神经

功能损害ꎬ随着对干细胞移植这一领域的研究越来

越多ꎬ为治疗脑动脉栓塞提供了新的治疗手段ꎮ
ＢＭＳＣｓ 来源充足ꎬ生物特性稳定ꎬ易于传代培养ꎬ可
以分泌大量促血管生长因子[５]ꎮ ＢＭＳＣｓ 移植可以

通过组织渗透、减少细胞凋亡、分泌细胞因子、减少

炎症反应等许多途径而作用于神经系统ꎬ对受损组

织发挥修复与保护的作用[６]ꎮ ＢＭＳＣｓ 具有多向分

化的功能ꎬ有研究表明 ＢＭＳＣｓ 移植可以迁移到病变

部位ꎬ分化为神经细胞ꎬ改善脑梗死模型大鼠的神

经功能[７]ꎮ ＢＭＳＣｓ 移植对脑缺血损伤具有恢复、保
护作用ꎬ其作用机理可能是通过增加神经细胞数量

与神经因子表达来实现[８]ꎮ
血管新生是指血管内皮细胞在血管生成因子

的作用下形成新生血管ꎬ血管发生密度改变决定了

脑梗死后神经元存活与否ꎬ同时也是干细胞移植成

功与否的关键性因素[９]ꎮ 本实验通过股静脉注射

将 ＢＭＳＣｓ 移植到 ＭＣＡＯ 大鼠模型体内ꎬ通过促进栓

塞区血管新生降低神经功能的损失ꎮ 本研究发现

栓塞区脑组织血管新生明显多于对照组ꎬＢＭＳＣｓ 组

有大量微血管生成ꎬ提示可能是 ＶＥＧＦ 表达上调ꎬ随
着时间延长ꎬ数量增加ꎬ在第 １４ 天时数量开始下降ꎬ
进一步 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＰＣＲ 实验也证明了这一推论ꎮ

目前广大学者认为与血管新生密切有关的是

ＶＥＧＦ 和 Ｎｏｔｃｈ 信号通路ꎮ 病理条件下ꎬＮｏｔｃｈ 信号

通路与血管形成密切相关ꎬ而 ＶＥＧＦ 可以通过 Ｎｏｔｃｈ
信号 通 路 发 挥 生 理 作 用ꎬ 促 进 血 管 生 成[１０￣１１]ꎮ
ＶＥＧＦ 是特异性促血管生成因子ꎬ对血管新生的起

始具有关键性作用ꎬ其中 ＶＥＧＦ１６５ 的作用最明显ꎮ
ＭＡＣＯ 动物模型显示ꎬＭＡＣＯ 后 ２４ 小时血管内皮细

胞开始明显增生[１２]ꎬ在本实验中ꎬＢＭＳＣｓ 移植到脑

栓塞大鼠体内后发现 ＶＥＧＦ１６５ 蛋白、ｍＲＮＡ 相较于

假手术对照组明显升高ꎬ说明 ＢＭＳＣｓ 移植能够通过

增加 ＶＥＧＦ１６５ 的表达从而促进血管新生ꎮ
研究发现ꎬ许多信号通路参与了血管新生的过

程ꎬ其中 Ｎｏｔｃｈ 信号的调节作用尤为突出[１３]ꎬ另外ꎬ
Ｎｏｔｃｈ 信号激活可以促进 ＢＭＳＣｓ 移植作用ꎬ使心肌

梗死区 ＢＭＳＣｓ 向内皮细胞分化ꎬ促进缺血心肌中毛

细血管新生[１４]ꎬ此外还对一些组织的血管生成具有

调控作用[１５]ꎮ 在本实验中ꎬＢＭＳＣｓ 移植到脑栓塞大

鼠体内后发现 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白、ｍＲＮＡ 相较于假手术对

照组明显升高ꎬ表明 ＢＭＳＣｓ 移植后可能通过激活

Ｎｏｔｃｈ 信号通路而促进脑动脉栓塞组织中 ＶＥＧＦ１６５

的表达ꎬ从而促进形成新生的血管[２]ꎮ
组织器官缺血后 ＶＥＧＦ 和 Ｎｏｔｃｈ 信号通路均与

血管新生有着密切关系ꎮ ＶＥＧＦ 能刺激血管的新

生ꎬ是血管生成的重要因素ꎬＶＥＧＦ 表达增加激活

Ｎｏｔｃｈ 信号通路ꎮ 本实验检测了脑栓塞组织区的

ＶＥＧＦ１６５ 蛋白、ｍＲＮＡ 与 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白、ｍＲＮＡꎬ结果

显示ꎬＭＣＡＯ 组、ＢＭＳＣｓ 组 ＶＥＧＦ１６５ 蛋白、ｍＲＮＡ 与

Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白、ｍＲＮＡ 表达较假手术对照组明显升高ꎮ
表明 Ｎｏｔｃｈ 信号通路可以促进 ＢＭＳＣｓ 分化ꎬ提示

ＶＥＧＦ 调控血管生成过程中ꎬＮｏｔｃｈ 信号通路也参与

血管新生ꎬ起着重要调控作用ꎮ
综上所述ꎬＢＭＳＣｓ 移植可对脑动脉栓塞大鼠有

很好的治疗效果ꎬ能够使 ＢＭＳＣｓ 在栓塞区存活ꎬ加
快促进血管新生ꎬ提高 ＶＥＧＦ、 Ｎｏｔｃｈ 表达ꎬ激活

ＶＥＧＦ / Ｎｏｔｃｈ 通路ꎬ促进受损神经功能的恢复ꎬ在一

定程度上保护了脑组织ꎬ为临床治疗脑栓塞提供了

新的治疗方法ꎮ 但 ＶＥＧＦ / Ｎｏｔｃｈ 通路在 ＢＭＳＣｓ 移

植促进脑微血管形成中的具体机制需要广大学者

的进一步探索ꎮ
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