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脐血单个核细胞对缺血性脑卒中的
临床干预
满勇1 王飞1姬汴生2李建斌3张大焕4马冀1周璐1 李青1 丁金萍1王晓呜1

单泓3李锦山1李新民1李金花4

【摘要】目的观察多份人脐血单个核细胞(MNC)静脉输注对缺血性脑卒中患者神经功

能的改善作用。方法选择2008年4月至2015年5月在郑州市第二人民医院、郑州大桥医院

住院和门诊收治的缺血性脑卒中患者76例(参照第四届全国脑血管病学术会议修订的脑卒中诊

断标准，并经CT、MRI确诊)，按照治疗方案的不同分为脐血MNC组和对照组，急性期对照组采

用常规治疗，慢性期对照组采用康复治疗，脐血MNC组在常规治疗或康复治疗的基础上加用脐

血MNC手背浅静脉输入，每例输入6次，每次细胞数大于或等于1×108个，每次间隔1。7 d。

治疗前后神经功能缺损程度(NFD)、患侧肢体运动功能评价Fu91．Meyer(FMA)及日常生活评

价(ADL)的比较采用配对t检验，组间比较采用独立t检验。结果脐血MNC组急性期治疗

后NFD评分(11．50±2．58)明显低于急性期脐血MNC组治疗前(26．83±5．55，t=6．186，P<

0．01)和对照组治疗后(24．33±5．16，t=5．442，P<0．01)，脐血MNC组慢性期治疗后NFD评

分(12．41±3．83)明显低于慢性期脐血MNC组治疗前(23．10±4．54，t=10．184，P=0．000)和

对照组治疗后(23．09±3．94，t=11．012，P<0．01)；脐血MNC组急性期治疗后Fuel．Meyer(上

肢22．16±2．63，下肢32．00±5．32)明显低于急性期脐血MNC组治疗前(上肢11．66±2．94，

t=一6．505，P<0．01；下肢12．66±3．0l，t=一7．5386，P<0．01)和对照组治疗后(上肢15．00±

3．63，t=一3．871，P=0．003：-F肢16．83±4．91，t=一5．048，P<0．01)，脐血MNC组慢性期治疗后

Fuel—Meyer(上肢15．10±2．08，下肢15．03±1．86)明显低于慢性期脐血MNC组治疗前(上肢

8．81±2．19，t=一11．748，P<0．01；下肢8．84±2．30，t=一12．619，P<0．01)和对照组治疗后(上

肢9．16±2．60，t=一10．069，P<0．01；下肢9．69±2．98，t=一11．441，P<0．01)；脐血MNC组急

性期治疗后Barthel指数评分(65．83±7．35)明显低于急性期脐血MNC组治疗前(21．66±5．57，

t=一11．916，P<0．01)和对照组治疗后(42．50±5．20，t=一6．387，P<O．01)，脐血MNC组慢性

期治疗后Barthel指数评分(63．40±9．19)明显低于慢性期脐血MNC组治疗前(25．20±3．8l，

t=一21．733，P<0．01)和对照组治疗后(29．90±5．36，t=20．361，P<0．01)。结论多份人脐血

MNC手背浅静脉移植，方法简便、安全有效，有望成为治疗缺血性脑卒中的有效手段。
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[Abstract]Obj ective To study the effect of multiple human umbilical cord blood

mononuclear cells(HCMNC)on the neurological and motor function as well as living activities in

patients with ischemic stroke via intravenous transplantation．Methods According with the Fourth

National Conference on cerebrovaseular disease，76 cases of ischemic stroke patients confirmed by

CT and MRI，and in the second people’s Hospital of Zhengzhou，Zhengzhou bridge hospital and

outpatient from April 2008 to May 2015 were collected and divided into treatment group and controls

according to the clinical trial protoc01．The control groups in the acute and chronic stage were treated

routinely and treated with rehabilitation therapy,respectively．On the basis of conventional therapy or

rehabilitation therapy,the treatment group was treated with HCMNC of umbilical cord blood which

were intravenously infused into the superficial vein of the back of the hand．Each patient received

averagely 6 copies(cell number over 1×10S／each)，each time interval lasted 1 to 7 days，average 4

days．The comparison for the difference of the NFD，FMA and ADL before and after therapy was

performed using pared t test and the comparison between groups was made using independent—

samples t test．Results In acute stage，the NFD scores in HCMNC group after treatment with

HCMNC(12．41 4-3．83)were significantly lower than those in before treatment group(26．83±

5．55，t=6．186，P<O．01)and controlgroup(24．334-5．16，t=5．442，P<O．01)；In restoration stage，

the NFD scores in HCMNC group after treatment with HCMNC(12．41±3．83)were significantly

lower than those in before treatment group(23．1±4．54，t=10．184，P<0．01)and control group

(23．09±3．94，t=11．012，P<0．01)；In acute stage，Fuel—Meyer in HCMNC group after treatment

with HCMNC(upper limbs 22．16±2．63．10wer limbs 32±5．32)were significantly lower than those

in before treatment group(upper limbs 11．66_+2．94，t=一6．505，P<0．01；lower limbs 12．66+_3．01，

t 2—7．5386，P<0．01)and control group(upper limbs 15±3．63，t=一3．871，P=0．003：lower limbs

16．83±4．91，t 2—5．048，P<0．01)，In restoration stage，Fuel-Meyer in HCMNC group after treatment

with HCMNC(upper limbs 15．10+2．08．10wer limbs 15．03±1．86)were significantly lower than

those in before treatment group(upper limbs 8．81±2．19，t=一11．748，P<0．01；lower limbs 8．84-t-

2．30，t=一12．619，P<O．01)and control group(upper limbs 9．16-t-2．60，t=一10．069，P<0．01；lower

limbs 9．69±2．98，t=一11．441，P<0．01)；In acute stage，Barthel index scores in HCMNC group

after treatment with HCMNC(12．41±3．831 were significantly lower than those in before treatment

group(21．66-4-5．57，t=一11．916，P<0．01)and control group(42．5±5．2，t=一6．387，P<O．01)；In

restoration stage，Barthel index scores in HCMNC group after treatment with HCMNC(63．4-+9．19)
were significantly lower than those in before treatment group(25．2±3．81，t=一21．733，P<O．01)and

control group(29．9±5．36，t=20．361，P<0．01)．Conclusion The intravenous transplantation of

multiple human umbilical cord blood mononuclear cells has been proved a suitable method for the
treatment of ischemic stroke with advantages of simpleness，safety and effectivity．

【Key words】Umbilical cord blood mononuclear cells； Intravenous infusion；lschemic

stroke

脑卒中高致残率给家庭和社会带来了沉重的

负担，是神经科学领域研究和治疗的重点、难点。由

于低灌注及继发内源性毒物的产生，使神经细胞在

短时间内死亡，目前对于缺血性脑卒中的内科治疗

仅限于改善脑循环，营养脑细胞，清除氧自由基等对

症治疗，甚至目前组织纤溶酶原激活剂作为惟一被

美国食品和药物管理局(FDA)批准治疗急性缺血

性脑卒中的药物，也因为治疗的时间窗窄及增加颅

内出血的风险等原因，临床应用受到很大限制。卒

中多数患者经短期治疗病情好转出院后仍留下不同

程度的偏瘫、感觉障碍偏者、言语障碍、认知障碍、行

为异常、精神症状、性格改变及吞咽困难等后遗症，

使脑卒中后3个月康复过程变得缓慢、复杂而困难。

目前，脐血细胞已广泛用于治疗血液系统疾病，而用

于缺血性脑卒中治疗的报道较为少见。由于脐血具

有污染率低，易收集和保存、抗原性弱等特点，脐血

单个核细胞用于中枢退行性疾病的治疗已成为国

内外学者研究的热点u】。本研究将人脐血单个核细

胞(human cord blood mononuclear cell，HCMNC)经

手背浅静脉输注缺血性脑卒中患者，观察对神经功
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能、运动功能及日常生活能力(ADL)的作用及安全

性的影响，为其用于临床缺血性脑卒中的治疗提供

依据。

资料与方法

一、资料

选取2008年4月至2015年5月在郑州市第

二人民医院、郑州大桥医院门诊和住院的符合入选

标准病例76例。急性期患者12例，分为脐血MNC

组和对照组各6例，脐血MNC组中男3例，女3例，

年龄65～81岁，平均73．5岁，病程14～18 d，平均

15．3 d，其中高血压病2例，糖尿病2例，高血压合并

糖尿病2例：主要梗死部位：中脑1例，基底节区5

例，合并多发腔隙性脑梗塞3例。对照组：男2例，

女4例；年龄60～79岁，平均68．5岁；病程14 d，伴

有高血压3例，糖尿病2例；主要梗死部位：基底节

区6例，合并多发腔隙性脑梗塞2例。以上2组一

般资料差异均无统计学意义；慢性期患者64例随

机分为脐血MNC组和对照组各32例。脐血MNC

组中男13例，女19例；年龄60～84岁，平均72．7岁；

病程3～6个月，平均4．8个月；伴有高血压25例，

糖尿病15例；主要梗死部位：顶叶2例，颞叶3例，

中脑2例，桥脑3例，基底节区22例，合并多发腔隙

性脑梗塞23例。对照组：男15例，女17例；年龄

60～83岁，平均71．5岁；病程3～6个月，平均4．5

个月；合并糖尿病13例，高血压病27例；主要发病

部位：基底节区梗死22例，完全前循环梗死(TACI)

2例，项叶区3例，颞叶区5例，32例患者伴有多发

腔隙性脑梗塞者25例。上述2组一般资料差异无

统计学意义。脑梗死的临床诊断标准，参照中华神

经科学会于1996年制定的《各类脑血管疾病诊断

要点》【21，全部经影像学检查证实确诊。

纳入标准：(1)符合中华医学会神经病学分会

编写的《中国急性脑缺血性脑卒中诊治指南2010))

中的脑梗死的诊断标准；临床诊断为脑梗死，并经

影像学检查确诊，排除蛛网膜下腔出血和脑出血；

(2)意识清楚，不影响神经功能评分者；(3)60～84

岁住院患者，性别不限；(4)病程：急性期20 d以内，

慢性期3—6个月以内；(5)未采取溶栓治疗者；(6)

研究方案通过医院伦理委员会审核，并经相关患者

及亲属同意。

排除标准：(1)不符合急性期患者纳入标准者；

(2)合并严重心、肺、肝肾功能障碍者；(3)排除脑

肿瘤、脑积水、癫痫、植物生存病例及其他中枢神经

系统器质性病变；(4)严重精神疾病；(5)过敏体质。

二、方法

1．设计、实施及评估者：实验设计、干预实施及

结果评估人员均经过系统培训，未使用盲法评估。

2．人脐血单个核细胞的采集与分离：新生儿脐

血由郑州大桥医院提供，产妇及家属均签署知情同

意书。脐血单个核细胞溶液由河南省红十字血液中

心成分室提供，具体方法参考文献[3]。

3．治疗方法：急性期患者：对照组给予常规治

疗，主要包括控制血糖，降低血压，抑制血小板聚积，

保护脑神经细胞，对症支持治疗等，治疗组在常规治

疗基础上加用脐血MNC，通过手背浅静脉将血型

相同脐血MNC输注入脑卒中患者体内，每例输入

6次，每次细胞数大于或等于1×108个，每次间隔

1～7 d；慢性期患者：脐血MNC组在康复治疗基础

上加用脐血MNC(方案同上)，对照组采用康复

治疗。

4．评定方法：患者在治疗前后3至6个月，通

过康复科医师评价。评价标准：(1)脑卒中患者

临床神经功能缺损程度评分标准(neural function

deficiency，NFD)：包括意识、水平凝视、面瘫、言语、

上肢肌力、手肌力、下肢肌力、步行能力，总分45分。

(2)患侧肢体运动功能评价标准Fu91．Meyer(Fu91．

Meyer assessment，FMA)：含上下肢运动功能、平

衡能力、感觉功能、关节活动度等，总分226分。

(3)日常生活评价(ADL)的Barthel指数(Barthel

表1脐血MNC静脉输注对急性缺血性脑卒中患者的影响(胛=6，i-4-s)
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表2脐血MNC静脉输注对缺血性脑卒中慢性期患者的影响(行=32，i 4-J)

index，BI)：含进餐、洗澡、修饰、穿衣、平衡行走、上

下楼梯等，总分100分。评价标准参考文献[4-6]。

三、统计学分析方法

采用SPSS 19．0统计软件进行分析。NFD、

FMA及BI等数据评分以i q-s表示。组间比较采

用独立t检验，治疗前后比较采用配对t检验，以

P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

一、脐血MNC静脉输注对急性缺血性脑卒中

患者各项指标的影响

两组疗效比较脐血MNC组总有效率高于对照

组，差异均具有统计学意义(f=5．442，P<0．05)。

脐血MNC组治疗后NFD评分明显低于治疗

前和对照组(治疗前t=6．186，对照组t=5．442，P<

0．05)，说明脐血MNC能够促进急性缺血性脑卒中

患者神经功能的恢复。脐血MNC组治疗后Fu91．

Meyer和BI评分明显高于治疗前和对照组(Fugl—

Meyer治疗前上肢t=一6．505，下肢t=一7．5386，对

照组上肢t=一7．5386，下肢t=-5．048，BI治疗前

t=一11．916，对照组t=一6．387，P<0．05)，说明脐血

MNC能够促进卒中患者瘫痪肢体肌力恢复，提高

患者整体生活质量。脐血MNC组和对照组治疗

前差异无统计学意义(表1)。

二、脐血MNC静脉输注对缺血性脑卒中慢性

期患者各项指标的影响

两组疗效的比较脐血MNC组总有效率高

于对照组，差异均具有统计学意义(t=11．012，P<

0．05)。脐血MNC组治疗后NFD评分明显低于治

疗前和对照组(治疗前t=10．184，对照组t=11．012，

P<0．05)，说明脐血MNC能够促进缺血性脑卒中

慢性期患者神经功能的恢复。脐血MNC组治疗

后Fu91．Meyer和BI评分明显高于治疗前和对照

组(Fugl—Meyer治疗前上肢t=一11．748，下肢t=

-12．619，对照组上肢t=一10．069，下肢t=一11．441，

BI治疗前t=一21．733，对照组t=20．361，P<0．05)，

说明脐血MNC能够促进卒中患者瘫痪肢体肌力恢

复，提高患者整体生活质量。脐血MNC组和对照

组治疗前无差异(表2)。

讨 论

间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSC)

是一类来源于中胚层的多潜能干细胞，广泛存在于

全身结缔组织和器官间质中。目前用于脑梗死治疗

研究的MSC主要包括骨髓MSC和脐血MSC。骨

髓源性MSC取材不方便、易污染，并随供体年龄增

加细胞增殖和分化力降低，很难应用于临床，因此干

细胞研究专家正致力于探寻可取代骨髓MSC的干

细胞源。

人脐血MNC主要包含造血干细胞和MSC。

造血干细胞作为脐血干细胞的主要成员，具有分

化为各种血细胞前体细胞的能力。虽然脐血中的

CD34阳性细胞仅占有核细胞的1％，骨髓中CD34

阳性细胞占有核细胞的l％～3％。但最原始造血

干细胞却不表达HLA—DR和CD38，CD34+HLA—

DR一和CD34+CD38一细胞在脐血中的比例高于骨

髓。所以，固然脐血中CD34阳性细胞数少于骨髓，

但脐血中的造血干细胞更原始、增殖能力更强。脐

血MSC是脐血中的非造血组织多能干细胞，不仅

可分化为中胚层来源的多种细胞如脂肪细胞、成骨

细胞及肌细胞等，还可分化为内胚层来源的肝细胞

和外胚层来源的神经细胞。目前的研究结果证明，

脐血间充质干细胞不仅具有多向分化潜能，还可联

合造血干细胞，提高造血重建能力和发挥部分免疫

调节作用口】。

人脐血MNC由外周血入脑主要与黏附分子介

导的特异性转移、血脑屏障固有簿弱环节、血脑屏障

通透性的改变及病变组织的趋化作用等有关‘81。人
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脐血内皮祖细胞(endothelial progenitor cell，EPC)

能促进血管内皮形成管腔结构、加速缺血组织血管

化，促进损伤部位的血管重建和血流改善[9-11]；多项

实验研究发现体循环移植人脐血来源干细胞能提

高缺血脑组织VEGF水平、抑制缺血后神经细胞凋

亡、促进神经祖细胞增殖，最终促进神经组织的

修复[12-16]。

本研究采用无菌塑料采血袋密闭式采血方法

采集脐血，并用无菌塑料袋分离人脐血MNC，分离

后每袋MNC的平均细胞数≥1×108个，红细胞残

余量仅为(0．70±0．27)×109个。通过手背浅静脉

将血型相同脐血MNC输注入卒中患者体内，每例

患者平均输注6份，每份间隔时间1～7 d，结果显

示：起效时间长短不一，大部分在治疗半个月内出

现治疗效果，如能提高患者的视力、听力，提高瘫痪

肢体肌力，恢复其站立、运动行走能力，缓解肢体痉

挛、改善睡眠障碍、减轻肢体和面部麻木，改善语言

障碍，恢复患者远期记忆力，提高及恢复患者的认知

功能及情感反应等。由于卒中的病理基础是脑动脉

硬化，它是全身性动脉硬化闭塞性疾病在脑部的局

部表现，因此这类患者处于动脉硬化闭塞性疾病所

造成的机体多系统、多器官和组织长期慢性缺血缺

氧的病理状态下，推测与脐血MNC经手背浅静脉

进入机体循环系统，改善了患者血液系统、心肌功

能、肝功能和免疫功能，从而改善了机体内环境，对

机体各个系统及组织细胞的潜在性病变进行修复、

替代，促进新生组织再生，从而改善和提高了患者全

身整体的修复机能，并在病变缺血区、组织损伤部位

形成新生血管，改善脑灌注，促进血流恢复和损伤修

复，减轻了机体内皮细胞机能不全引起的微血管病

变和局部炎症反应。

以往研究表明n51，大脑中动脉阻塞大鼠24 h

后输入人脐血来源干细胞能明显降低脑梗死体积，

改善神经功能缺损评分，术后1周植入人脐血来源

干细胞仅体现于神经功能缺损评分变化，前者缺血

区脑组织脐血细胞数目高于后者。Darsalia等u“

研究发现，在脑卒中48 h内移植的细胞较6周后(恢

复期)移植的细胞存活率高，但延迟移植并没有影

响细胞迁移、增殖和神经元分化，并且过多的干细胞

移植并不能增加细胞存活率和神经元分化。所以在

脑卒中早期，尤其是炎症反应之前，移植细胞和选择

适宜的细胞移植量直接影响移植的成功率，这对临

床治疗具有很大的指导意义。对6例脑卒中患者进

行早期治疗，入院后半个月病情稳定即用脐血MNC

静脉输注，短期内可明显提高瘫痪肢体肌力，及早恢

复其站立、运动行走功能，减轻肢体和面部麻木，改

善语言障碍，因此早期移植或更有利于病情及早恢

复，大样本临床资料的研究有待进一步完成。

目前对于移植脐血MNC后神经功能改善的具

体机制还不清楚。大多数学者认为，脐血干细胞修

复神经功能的机制可能与血管再生、神经重塑、分泌

营养因子和减轻炎症反应有关。对于“横向分化”

是否存在，作者认为脐带血尽管来源于中胚层，而

神经干细胞来源于外胚层，但3个胚层的区分是人

为的，各个胚层之间存在着相互联系，即脐带血中也

含有来源于外胚层的神经干细胞，因此脐带血MNC

能够分化为神经干细胞，并非由中胚层中的细胞横

向分化而来，而是其固有的、有关联的外胚层细胞纵

向分化而来。动物实验也证实脐血中含有更原始的

细胞如CDl33+细胞，而CDl33+细胞能够分化为神

经元和神经胶质细胞样的表型细胞，同时移植脐血

MNC／MSCs能够透过血脑屏障在宿主中枢神经系

统内存活、分化为神经细胞，并迁移到病变部位与宿

主神经细胞在形态结构和功能上形成整合而改善感

觉、运动和认知等神经功能的缺损。基于上述论点，

神经功能的改善可能是由脐血MNC分化而来的神

经细胞与宿主脑组织整合并参与神经环路的重建，

或者脐血干细胞含有大量的造血集落形成细胞、血

小板生成素和白细胞介素11，造血集落形成细胞可

产生造血因子集落刺激因子1，这些营养因子是中

枢神经系统的生长因子，促进了脑卒中患者损伤的

局部神经祖细胞的增殖以及分化，抑制细胞凋亡，降

低神经损伤，促进了功能恢复。也可能是由这些细

胞分泌的营养因子在起作用，因为生长因子是机体

调节细胞生存、增生、分化的分子机制，在梗死后应

用外源性神经营养因子能限制急性神经缺血损伤的

扩展及有助于功能的恢复。Seaberg等【l 8]认为：成

体中枢虽保留了一些有分化潜能的干细胞，但它们

通常处于“静止”状态，只有在某些因素作用下或者

受到损伤刺激时才被激活，重新进入细胞增殖周期，

并进一步分化为特定功能的神经细胞。因此脐血

MNC很可能通过自身的合成与分泌功能使静止的

神经干细胞激活并促进神经组织的自我修复，从而

改善了中枢神经和周围神经系统功能【191。

笔者曾对18例卒中患者治疗半年前后CT、

MRj影像部分参数进行测量：(1)哈氏值(前角间

最大与最小距离之和)；(2)脑室指数(侧脑室脉络

丛间距离与前角最大距离之商)；(3)三脑室宽度
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(三脑室最大横径)；(4)脑沟宽度(最上方3个层面

中4条最宽脑沟宽度之和)；(5)病灶体积测定：病

灶体积=长×宽×层数／2。多发病灶总体积等

于各病灶体积之和。对比结果发现，脐血MNC静

脉移植治疗能缓解大面积脑梗死、脱髓鞘情况，从而

提高生活质量，脑萎缩不能缓解，但能延缓病情发

展口01。目前脑损伤动物模型都是新鲜损伤，而应用

脐血MNC多次治疗陈旧性脑损伤模型的动物实验

有待进一步研究。

在细胞移植中，重建的免疫系统将受体的组织

器官视为“外来物质”而对其产生免疫排斥反应，即

移植物对宿主的排斥，是在细胞移植中对生命最具

威胁的影响因素之一，而脐血MNC移植由于其免

疫细胞尚未发育成熟，免疫原性较弱，较少发生严

重的免疫排斥反应，从而使移植的成功率大大提高。

发生免疫排斥反应的必要条件是宿主免疫状态被强

力(化疗)所充分抑制。本实验治疗过程中未使用

任何免疫抑制剂，即患者免疫系统是正常的，脐血

MSC中免疫细胞未发育成熟，抗原性弱，分离后的

脐血MNC不扩增、不培养及分化，况且相同血型单

次输注细胞数量较少，宿主产生明显的排异反应和

过敏反应的概率极低。

本实验治疗过程中应用多次脐血MNC静脉输

注，随访至今未发现不良反应，表明了脐血细胞确实

具有“免疫逃逸”作用以及“局部专一诱导性分化”

(site—specific differentiation)现象瞄1|。

综上所述，人脐血MNC是一种极具潜力的替

代细胞来源，分离后的脐血MNC不扩增、不培养及

分化，安全性好，血型相同直接由浅静脉输注疗法为

缺血性脑卒中等中枢神经系统疾病开拓了宽阔的应

用前景。由于本组急性期治疗病例较少，评定间隔

时间尚短，临床疗效持续性及其副作用尚需大量样

本进行长期随访及统计学分析，植入的人脐血来源

干细胞如何长期存活并与宿主脑组织整合，最佳的

移植细胞数、治疗时间窗，移植细胞和体内存活细

胞的比例是多少，机体又如何发挥调控作用，确切的

作用机制以及是否能够预防脑卒中等还有待进一步

探索。
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