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 摘要! 目的: 观察补阳还五汤联合骨髓间质干细胞 (M SCs)移植对大鼠脊髓损伤后神经功能恢

复以及移植的 MSC s迁移情况的影响, 并探讨其作用机制。方法: SD大鼠 80只, 其中 70只用改良 A llen

法制备大鼠 T10脊髓损伤模型,并随机分为中药 + MSC s组 20只、MSCs组 20只、假手术组 (无脊髓损伤 )

10只、中药组 20只、空白对照组 (无治疗 ) 10只。中药 +M SCs组、M SCs组、假手术组行大鼠尾静脉移植

带 Brdu标记的 M SCs。各组大鼠于术后 1、3、5周观察神经功能恢复、免疫组化检测带标记的 M SCs迁移

情况。结果: 与空白对照组相比, 治疗组神经功能测定在术后 1、3、5周时均明显高于对照组 (P <

0 01)。术后 1周移植组的脊髓组织内即可见 Brdu标记阳性细胞 (假手术组除外 ), 术后 5周中药 +

M SCs组 B rdu阳性细胞计数较 MSC s组有显著性差异 (P < 1. 05)。结论: 静脉注射移植的 M SCs能够迁

移到脊髓损伤组织, 并促进神经功能的恢复。补阳还五汤能促进移植的 M SCs迁移, 同时有利于脊髓功

能的恢复。
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ABSTRACT Object ive: To investigate the effec t and m echan ism o fBuyang Huanw u decoction and m es

enchym a l stem cells (M SCs) transplanta tion on neural functiona l recovery after spina l co rd in jury in rats, and

observem ig ra tion o f the imp lanted Brdu m arked MSC s. Methods: Am ong 80 rats, the spina l cord in jur ied

m ode l o f 70 rats w as established by them odified A llen∀ s m ethod to dam age the 10th thoracic vertebra of an i

m a.l E ighty ra ts we re used and random ly dev ided in to five groups: # Com bination therapyw ith Buyang H uan

w u decoc tion andM SCs transp lantation group ( 20 ra ts); ∃ M SCs transp lantation group ( 20 ra ts); % Sham

g roup ( no sp inal cord in jury ) ( 10 rats); &Buyang H uanwu decoction group( 20 ra ts); ∋ B lank contro l group

( no treatm ent) ( 10 ra ts). The an ima ls of group # , ∃ , % tha t rece ivedM SCs transplanta tion we rem arked by

intravenous injection o f an im al∀ s ta i.l A t the fo llow tim e of 1, 3, 5 w eeks, the neural functiona l recovery of the

an im als w ere observed. The spec imens o f injuried sp inal segm ent w ere obta ined for the detection o fMSC s m i

g ration using imm unoh istochem ica lm ethods. R esults: In therapeutica l groups, the neura l func tiona l recovery

w ere improved sign ifican tly com pared w ith the blank contro l g roup at 1, 3, 5 w eeks (P < 0 01) . The im plan

ted Brdu positiveM SCsm ig ra ted to the in juried tissue o f spina l cord at 1 week ( except the sham g roup). Brdu

m arked ce lls of group # w ere mo re than theMSCs transp lantation group a t 5 w eeks (P < 0 05). Conclusion:

The transplanted MSCs m ay m igrate to the in juried tissue of spina l cord. A fter transplan tation of MSC s spina l

co rd injury m ay improve the neura l functiona l recove ry. A fter sp inal co rd in jury and adm in istration w ith Buy

ang Huanwu decoction, it is observed that the im planted MSCs m ig ra tion in the sp inal cord in jury body o f rats

w ere prom oted and the function of spina l co rd w ere recove red.

K ey words Sp ina l cord in jur ies; M esenchym a l stem cells; Ve in transplantation; Buyang H uanwu

decoction
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过去人们认为 , 脊髓等中枢神经损伤后 , 神经细胞不

能再生。近年来研究发现, 骨髓中多潜能的骨髓间质干细
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胞 ( M SCs)可分化为神经细胞。因 M SC s来源丰富, 取材简

便 , 易分离培养, 已成为细胞替代治疗的理想选择。国外

研究发现 [ 1, 2] , M SC s能局部和静脉注射移植治疗中枢神

经系统损伤。如果通过静脉途径移植细胞 , 可到达相应的

靶点, 能避免局部移植的诸多不便及损伤的可能性。为明

确静脉注射 M SC s的可行性和治疗作用, 我们进行本实验

研究。

1 材料与方法

1 1 实验动物 80只 9~ 10周健康清洁级成年 SD大鼠, 由

中科院上海实验动物中心福建代理处提供, 体质量 200 g左

右, 雌雄不限。

1 2 动物造模与分组 70只大鼠采用改良 A llen造模法, 以

质量 10 g的砝码自由坠落 12 5 cm 打击 T10脊髓 (致伤量

125 g cm ), 造成 T10段脊髓的冲击伤。 10只大鼠假手术造

模: 大鼠只暴露 T10段脊髓, 而不打击该段脊髓。将造模成功

的大鼠, 按组间比较完全随机化 (抽签 )分组 :中药 + M SCs组

20只、MSC s组 20只、假手术组 10只、中药组 20只、空白对照

组 10只。

1 3 中药的制备 采用补阳还五汤, 药物按照(中华人民共

和国药典)规定剂量范围内的临床常用剂量称取组成, 药物

具体如下: 生黄芪 60 g、当归 10 g、地龙 10 g、赤芍 10 g、川芎

10 g、桃仁 10 g、红花 10 g。将药物置于砂锅容器中, 加入相

当于药材体积 5倍的纯净自来水浸泡 1~ 2 h, 煮沸 30 m in, 过

滤药液; 再加入 3倍量的纯净自来水继续煮沸 20 m in, 过滤,

合并 2次滤液, 将药液浓缩至总量 200 m l备用, 相当于临床

等效药物浓度 0 6 g /m l。

1 4 MSCs的制备 取 6周龄 SD大鼠双下肢股、胫骨的骨

髓 ,分离单核细胞 , 接种于塑料培养瓶中, 置于 37 ∗ 、5%
CO2培养箱培养, 3 d后弃去未贴壁细胞,前期研究经流式细

胞术检测贴壁细胞表面标志 , 证实贴壁细胞为 M SC s, 将

M SC s培养扩增至第 3代, 用第 3代的 M SC s移植。移植时

PBS洗涤 3次, 1~ 2 m l 0 25%胰蛋白酶消化细胞 ,短时低速

离心 3次 ( 800~ 1 000 r /m in, 3~ 5 m in), 去除悬液中的细胞

碎片,用 PBS重新悬浮细胞, 并调至细胞终浓度 1 + 106 /m l

备用。

1 5 实验用药 中药按剂量每天 25 g /kg, 上、下午 2次灌

胃, 自动物麻醉苏醒后连续服药。M SCs移植 (包括假手术

组 )在造模成功后第 3天执行, 将扩增至第 3代带标记的

M SCs麻醉下自大鼠尾静脉缓慢注射移植,移植细胞数量 1 +
106,移植的细胞悬液量 1 m l。空白对照组不做任何治疗。

1 6 神经功能评价 采用改良 Tarlov评分和斜板试验。改

良 Tarlov评分:没有自主性运动, 仅限于髋、膝关节的非反射

性运动 ( 0和 1分 ); 肢体髋、膝、踝 3个主要关节的运动 ( 2分 );

能主动支持体重和不协调步态或偶尔出现协调步态 ( 3分 );

前肢和后肢协调的步态, 行走时有趾间关节的运动 ( 4分 ); 正

常步态 ( 5分 )。斜板试验:在一长方形木制板上垫 2 mm厚的

橡胶垫, 将大鼠头向前, 身体纵轴与斜面板纵轴垂直放置, 逐

渐增大木板与水平面的角度, 直至大鼠在原定位置上刚好可

以维持 5 s, 这一角度即为倾斜平面临界角度。各组大鼠于造

模完成后 1、3、5周时检测。

1 7 组织标本的获取和制备 分别于造模完成后 1、3周时,

每组随机抽取大鼠 2只, 切取 T10脊髓标本, 5 周后将所有剩

余动物处死, 取其 T
10
脊髓组织标本,置于 10%中性甲醛中固

定,并脱水、石蜡包埋。

1 8 免疫组化分析 取中药 + MSC s组、MSCs组、假手术组

于移植造模完成后 1、3、5周的脊髓组织蜡块,连续冠状切片,

厚度为 3 m,按免疫组化 SP三步法检测, 光镜下观察 Brdu阳

性标记细胞。各移植组均取术后 5周 6个样本, 显微镜下每

个样本随机记数 10个非重叠视野 ( + 400)中的 Brdu阳性细

胞数,计算平均值,将其平均值统计分析。

1 9 统计学分析 神经功能评分、免疫组化中的细胞计数以

均数 ,标准差 (  x , s )表示, 并采用 Exce l软件及 SPSS10 0软

件,行单因素方差分析 F 检验。

2 结果

2 1 神经功能评价结果 (见表 1、2)

表 1 各组大鼠损伤后行为学 Tar lov评分结果 ( x , s, 分 )

Tab. 1 Tar lov scores of behavioral after in jur ies of rats

( x , s, score)

Groups
Tarlov scores

1 w eek 3 w eeks 5 w eeks

Drugs+ M SC s 1. 96 , 0. 683* 3. 39 , 0. 689* − 4. 13 , 0. 619* − −

M SC s 1. 50 , 0. 607* 2. 56 , 0. 616* 3. 25 , 0. 577*

Buyang Huanw u 1. 60 , 0. 598* 1. 89 , 0. 676* 2. 63 , 0. 619*

B lank con trol 0. 10 , 0. 316 0. 13 , 0. 354 0. 17 , 0. 408

注:与 MSC s组比较, − P < 0 05, − − P < 0 01; 与空白对照组比较,
* P < 0 01

Note: A s com pared w ith M SC s group, −P < 0 05, − − P < 0 01; As com

pared w ith b lank cont rol group, * P < 0 01

表 2 各组大鼠损伤后斜板试验结果 ( x , s, . )
Tab. 2 Experim enta l result of inc lin e after in juries of rats

( x , s, .)

Groups
Angle of incline

1 w eek 3 w eeks 5 w eeks

Drugs+ M SC s 32. 25 , 5. 399* 37. 17 , 3. 839* 41. 50 , 5. 762* −

M SC s 30. 70 , 3. 840* 34. 22 , 3. 264* 33. 81 , 5. 406*

Buyang Huanw u 29. 55 , 3. 927* 32. 22 , 4. 181* 32. 25 , 5. 508*

B lank con trol 21. 90 , 2. 234 20. 50 , 3. 071 20. 00 , 4. 050

注:与 MSC s组比较, −P < 0 05;与空白对照组比较* P < 0 01

Note: As com pared w ithMSC s group, −P < 0 05; As com pared w ith b lank

con trol group, * P < 0 01

从表 1、2看,移植后 1、3、5周各治疗组与空白对照组比

较,均有显著性差异 (P < 0 01) ,说明运用中药、M SCs移植的

方法,均对大鼠脊髓损伤有治疗作用。移植后 3、5周, 中药 +

M SCs组与单纯 MSC s组比较有显著性差异 (P < 0 05), 说明

中药有加强 M SCs移植对大鼠脊髓损伤的治疗作用。

2 2 免疫组化结果 假手术组脊髓组织中未见 B rdu标记

阳性细胞; 其他 MSCs移植治疗组可见细胞核呈棕黄色的

B rdu阳性的 M SCs存活于脊髓损伤区及周围 ; 移植后 1周
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M SC s迁移成活较多, 移植后 3 ~ 5周损伤处脊髓中仍有

M SC s存活。移植后 5周, 各 M SCs移植组阳性细胞计数统

计结果: 中药 + M SCs组为 ( 9 86 , 0 25 )个 , M SCs组为

( 8 65 , 0 95)个, 两组比较有显著性差异 (F = 6 68, P <

0 05), 说明中药有促进移植的 MSC s在宿主体内向脊髓损

伤组织迁移作用。

3 讨论

3 1 骨髓间质干细胞的迁移 成年的动物 (包括人 )都有新

的神经细胞形成和迁移, 在治疗一些神经系统疾病时, 如果需

要进行移植细胞治疗时,在不能直接把需移植的细胞放到所

需要的部位时, 移植细胞就必须能够通过迁移到达损伤部位。

本研究采用大鼠尾静脉注射移植 M SCs的方法, 结果表明移

植的 MSC s在宿主体内能够发生迁移。但在本实验研究中,

假手术组脊髓组织内,未能检测到 M SCs, 这可能与创伤部位

炎症或修复等因素趋化作用有关。通过本实验可以得出: 静

脉注射移植的 M SCs可以通过血液循环在宿主体内发生迁

移; 其迁移方向可能与创伤部位产生的趋化因子引导有关。

3 2 骨髓间质干细胞治疗作用机制 MSC s移植对神经系统

损伤的治疗作用, 在不同的实验研究中均得到了证实。其作

用机制是多方面的, 首先, M SCs移植后向病变部位的组织渗

透融合、替代或补充损伤神经细胞,从而达到恢复神经功能的

作用 [ 3] ; 其次, M SCs同宿主神经组织间的相互作用, 可导致

一些细胞因子和营养因子的产生 [ 4], 从而改善损伤局部微环

境, 对神经功能的恢复发挥积极的作用。本实验研究结果表

示, 静脉注射移植 M SCs, 对脊髓损伤后的大鼠神经功能恢复

有治疗作用。在脊髓损伤组织内, 可检测到移植的 M SC s, 说

明移植的 MSC s有替代或补充损伤神经细胞的作用。至于移

植的 MSC s替代或补充损伤神经细胞后,具体是如何发挥作

用, 还有待进一步研究。

3 3 补阳还五汤治疗作用 补阳还五汤为清代医家王清任

所创,始载于(医林改错), 该方具有补气活血、通经活络的功

效,主治半身不遂、口眼歪斜、手足麻木等症。现代临床常用

于中风后遗症、小儿麻痹后遗症以及其他原因引起的偏瘫、截

瘫或上、下肢痿软属气虚血瘀者。现代药理研究证明 [5]补阳

还五汤具有以下作用: # 扩张脑血管,增加脑的血流量, 改善

脑的血液循环; ∃ 改善损伤局部微循环; % 抑制血小板聚集,

改善血液流变性, 降低血液黏滞性; &溶解血栓和预防血栓再

发生,降低血脂; ∋ 对抗和改善脑缺氧。本实验研究结果显
示:补阳还五汤治疗组的大鼠神经功能有所恢复,其治疗作用

机制是通过补气活血、通经活络,扩张局部血管, 增加血流量,

减少脊髓损伤后血栓的形成, 从而减轻了脊髓神经组织的缺

血、缺氧 ,改善脊髓损伤处微循环。移植后 5周免疫组化检

测, 中药 + MSC s移植组阳性细胞数较 MSCs移植组明显增

多,说明中药有促进移植的 M SCs在宿主体内向脊髓损伤组

织迁移作用。
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64711199- 4032。传真: ( 010) 64721263。联系人:苏霞。

乘车路线: 404、416、420、701、707、710、952, 运通 101、107、201路等到望京医院 (花家地街 )下车。

北京站: 420路公共汽车可直达; 403路至丽都饭店换 404路到望京医院 (花家地街 )下车。

北京西客站: 823路公共汽车至东直门换 404路到望京医院下车。
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