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骨髓间充质干细胞旁分泌作用与脑缺血后的细胞凋亡*★ 

程  峰，李立新，郝怀勇，田和平，代学良，胡卫星 

Paracrine action of bone marrow mesenchymal stem cells and cell apoptosis following cerebral 
ischemia    

Cheng Feng, Li Li-xin, Hao Huai-yong, Tian He-ping, Dai Xue-liang, Hu Wei-xing 

Abstract 
 
BACKGROUND: One of mechanisms involved in treating cerebral ischemia with bone marrow mesenchymal stem cells 
(BMMSCs) implantation is paracrine action. However, few studies have reported this mechanism. 
OBJECTIVE: To observe the inhibitory effect of BMMSCs paracrine action on apoptosis and its mechanism after cerebral ischemia.  
METHODS: BMMSCs were isolated from rats with adherent culture. Rat cerebral ischemia model was established by the middle 
cerebral artery occlusion. A total of 24 rats were divided into 4 groups, with 6 animals in each group. Cell implantation medication 
group: rats were received U0126 medication after BMMSCs implantation; Non-implantation medication group: rats were received 
U0126 medication after PBS injection; Cell implantation control group: received solvent medication after BMMSCs implantation; 
Non-implantation control group: received solvent medication after PBS injection. At 7 days after operation, the expressions of 
vascular endothelial cell growth factor (VEGF) and p-ERK1/2 protein were measured by Western blot analysis, and the apoptosis 
cells in the area of ischemic penumbra and cortex were examined by TUNEL.  
RESULTS AND CONCLUSION: The VEGF protein content in the brain tissue was significantly greater in the cell implantation 
groups than that of the non-implantation group, with increased p-ERK1/2 and decreased apoptosis cells. The expression of 
p-ERK1/2 was down-regulated in rats which were administrated U0126 while the number of the apoptosis cells was increased, 
but the VEGF protein expression had no statistical difference. It suggested that BMMSCs can paracrine VEGF in the striatum of 
brain and play an inhibitory effect on apoptosis in the ischemia area via activating ERK1/2. 
 
Cheng F, Li LX, Hao HY, Tian HP, Dai XL, Hu WX.Paracrine action of bone marrow mesenchymal stem cells and cell apoptosis 
following cerebral ischemia.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(1): 1-5.       
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 

背景：骨髓间充质干细胞移植治疗脑缺血的机制之一是骨髓间充质干细胞的旁分泌作用，而目前对于这一机制的研究报道

较少。 

目的：观察骨髓间充质干细胞旁分泌作用对脑缺血后细胞凋亡的抑制作用并探索相关机制。 

方法：体外培养大鼠骨髓间充质干细胞，建立大鼠大脑中动脉缺血模型。24 只 SD 大鼠随机数字表法分为 4 组，每组 6 只。

细胞移植给药组：大鼠纹状体内移植骨髓间充质干细胞后给予 ERK1/2 抑制剂 U0126；非移植给药组：注射等量的 PBS 后

给予 U0126；细胞移植对照组：移植骨髓间充质干细胞后给予溶剂对照；非移植对照组：注射等量的 PBS 后给予溶剂对照。

7 d 后通过 Western blot 检测血管内皮细胞生长因子、磷酸化 ERK1/2 蛋白的表达；TUNEL 染色检测梗死区周围及皮质区

细胞凋亡情况。 

结果与结论：细胞移植组较非移植组大鼠纹状体内血管内皮细胞生长因子蛋白的表达明显增高，磷酸化 ERK1/2 表达增强，

细胞凋亡数明显减少；经 U0126 处理后，血管内皮细胞生长因子的表达没有变化，而随着磷酸化 ERK1/2 的表达受到抑制，

细胞凋亡数明显增高。提示骨髓间充质干细胞在大脑纹状体内可以旁分泌血管内皮细胞生长因子，并通过激活 ERK1/2 抑

制了脑梗死区细胞的凋亡。 

关键词：旁分泌；骨髓间充质干细胞；血管内皮生长因子；凋亡；脑缺血 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.01.001 
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0  引言 

 

骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem 

cells，MSCs)具有很强的自我更新和跨胚层分

化潜能，在体外MSCs不仅可以分化为成骨细

胞、脂肪细胞、软骨细胞、心肌细胞及其他一

些间质细胞系[1-2]，而且在合适的条件下还可以

分化为神经细胞[3]，对移植治疗帕金森病、阿

尔茨海默病、脊髓损伤、脑卒中等神经系统疾病

有着重要价值[4-7]。MSCs移植后的自身分化作用

可替代修复脑缺血等中枢神经损伤[8]。另外，

MSCs还具有分泌诸如表皮生长因子，碱性成纤

维细胞生长因子，血管内皮细胞生长因子，脑

源性神经营养因子等神经营养因子的旁分泌作

用[9-11]，而这种旁分泌作用对于中枢神经系统损

伤的修复作用和机制研究报道较少。 

本实验在立体定向条件下将体外培养的大
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鼠MSCs植入缺血大鼠脑纹状体内，观察骨髓MSCs的

旁分泌作用及对抑制脑缺血后细胞凋亡的影响并探索

相关机制。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2008-10/2009-05在南京医科

大学药学院实验室完成。 

材料： 

实验动物：雄性SD大鼠24只，体质量250~280 g；3

或4周龄SD大鼠，体质量80 g左右，由南京医科大学动物

中心提供(动物合格证号：SCXK(苏)2002-0031)。实验过

程中对动物的处置符合中华人民共和国科学技术部2006

年颁布的《关于善待实验动物的指导性意见》标准[12]。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验过程： 

骨髓MSCs的培养[13]：体质量80 g左右的SD大鼠，无

菌分离出两侧股骨，置于培养皿中的灭菌PBS中，浸泡

5 min。用5 mL注射器吸引无血清的培养基来反复吹出

股骨中的骨髓组织，直到股骨颜色由红变白，用注射器

反复吹打均匀后，移入10 mL离心管，1 000 r/min离心

10 min，细胞沉淀中加入含体积分数为10%胎牛血清，

1%青、链霉素的L-DMEM培养基，按照1×109 L-1的密

度接种在25 cm2培养瓶中。24 h后去除未贴壁的细胞，

并更换新培养液，以后每3 d换液1次，细胞达90%融合

后消化传代，进行扩增培养。 

大鼠大脑中动脉缺血模型的建立：用Longa线栓法建立

大脑中动脉闭塞再灌注模型[14]，10%水合氯醛(3 mL/kg)

麻醉大鼠，固定后，延颈部正中切开皮肤，钝性分离皮

下组织，暴露颈总动脉，分离颈总、颈外、颈内动脉，

结扎颈外、颈总动脉。用眼科剪将颈总动脉剪一小口，

插入尼龙线栓，深度为2.5 cm，缺血90 min后，拔出鱼

线，缝合皮肤并消毒。手术过程中予以照射灯保持体温

在(37.0±0.5)℃，并监测肛温、呼吸及心率。 

干预分组：体质量250~280 g的24只SD大鼠随机数

字表法分为4组，每组6只。细胞移植给药组：大鼠纹状

体内移植骨髓MSCs后给予U0126；非移植给药组：注

射等量的PBS后给予U0126；细胞移植对照组：移植骨

髓MSCs后给予溶剂对照；非移植对照组：注射等量的

PBS后给予溶剂对照。 

细胞移植：大脑中动脉缺血2 d后进行细胞移植。将

大鼠麻醉后，固定在立体定位仪上，定位大鼠缺血侧纹

状体：前囟后方0.5 mm，前囟向右旁开中线3.5 mm，

硬膜下4 mm。微量注射器吸取10 μL细胞悬液，使细胞

总数达到5×105。缓慢注射，在10 min内注射完毕，留

针10 min后缓慢拔针，缝合头皮。 

U0126的给药方法：在细胞移植前30 min取细胞移植

组与非移植组动物各6只给予U0126。U0126(Promega 

Corporation，US)是高效的丝裂原激活蛋白激酶(MEK)

的阻滞剂。以1 nmol/只进行侧脑室注射。侧脑室注射

方法：水合氯醛麻醉后用立体定位仪固定大鼠，以其

前囟门为基准，向后-0.8 mm，左右-1.5/+1.5 mm；

向下-3.5 mm进针，待U0126注射完后留针5 min使其充

分吸收，缓慢退针使注射器5 min后出颅[15]。 

Western blot检测VEGF、p-ERK1/2蛋白的表达：细胞移

植后7 d大鼠麻醉后断头并迅速取出脑组织，标本中提取

蛋白并定量。取35 μg样本加注于15%分离胶/4%浓缩胶

上，室温下100 V电泳2 h后再在300 mA恒流条件下进行

转膜。转膜后5%牛奶封闭2 h后将该膜与一抗4 ℃下孵育

过夜，再将其与二抗室温下反应120 min，最后将膜曝光

显色，用Quantity One(Bio-RAD)软件进行数据分析。 

细胞凋亡TUNEL检测：4 ℃生理盐水灌洗，排除血

液，再用40 g/L多聚甲醛行心脏灌注。振荡切片机切

取40 μm厚的切片。按照TUNEL凋亡检测试剂盒说明进

行TUNEL染色。划定缺血半暗区及皮质区域，每个区域

选定5个视野进行阳性细胞计数。 

主要观察指标：Western blot检测各实验组VEGF、

ERK1/2蛋白的表达。TUNEL染色检测梗死区周围及皮

质区细胞凋亡情况。 

设计、实施、评估者：第一、二作者设计、实施，

全部作者进行结果评估。均经过系统培训，未采用盲法

评估。 

统计学处理：由第一作者采用SPSS 11.0软件完成

统计处理，实验数据以x
_

±s表示，Western blot、TUNEL

结果采用单因素方差分析，P < 0.05为差异有显著性意

义。 

试剂及仪器 

 

来源 

小鼠抗血管内皮细胞生长因子(vascular  

endothelial growth factor，VEGF) 

单克隆抗体(1∶500)、羊抗鼠 

IgG-HRP(1∶1 000) 

santa cruz 

小鼠抗p-ERK1/2单克隆抗体(1∶1 000) cell signal  

technology 

兔抗β-actin多克隆抗体(1∶400) 北京博奥森 

羊抗兔IgG-HRP(1∶2 000) 联科生物 

TUNEL凋亡检测试剂盒 天津灏洋生物制品 

科技有限责任公司 

U0126 Promega  

Corporation 

Stoelting 单臂脑立体定位仪 美国Stoelting公司 

倒置相差显微镜  尼康 TS100-F 

NVSLM1 振动切片机 美国 WPI 公司 

OLYMPUS CX21 正置显微镜 OLYPUS 公司 
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2  结果 

 

2.1  骨髓MSCs的培养  原代培养的MSCs接种24 h

后开始有细胞贴壁，贴壁细胞有伪足伸出，呈现多个

细胞聚集样表现。经过3代纯化扩增后得到的间充质样

干细胞形态为长梭形，成纤维样细胞，完全融合后类

似形成漩涡壮结构。传代后第1~3天，细胞基本处于潜

伏期，第三四天开始细胞数量大量增加，进入对数生

长期，第六七天时细胞数量达到顶点，细胞生长开始

进入平台期。培养的细胞可以稳定传代。传至第3代时

细胞增殖迅速，几乎全部贴壁生长，以长梭形为主，

体积小，核浆比大，呈明显的同向性改变，漩涡状盘

旋排列，见图1。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  Western blot检测各组VEGF、ERK1/2蛋白的表
达  VEGF、P-ERK1/2、β-actin的相对分子质量分别

为23 000，44 000/42 000、42 000。经骨髓MSCs移

植后，细胞移植对照组VEGF蛋白的表达量增高，与非

移植对照组相比，差异有非常显著性意义(P < 0.01)。

而细胞移植给药组和细胞移植对照组以及非移植给药

组和非移植对照组组间VEGF蛋白的表达量差异无显

著性意义 (P1=0.55，P2=0.06)。细胞移植对照组磷酸

化ERK1/2表达明显高于非移植对照组(P < 0.01)。经

U0126处理后，无论是细胞移植组还是非移植组磷酸

化ERK1/2的表达都较未经U0126处理组(细胞移植对

照组、非移植对照组组)受到明显抑制(P均< 0.01)，见

表1，图2，图3。 

2.3  TUNEL染色检测梗死区周围及皮质区细胞凋亡情
况  在缺血梗死区周围及皮质区域可见TUNEL阳性细

胞，细胞移植对照组TUNEL阳性细胞数明显少于非移植

对照组(P < 0.05)，而在细胞移植给药组TUNEL阳性细

胞数较细胞移植对照组增多，差异具有显著性意义(P < 

0.05)，见表2，图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Cell colony of bone marrow mesenchymal stem 
cells after cultured for the 3rd passage (Inverted 
phase contrast microscope, ×200) 

图1  骨髓MSCs培养第 3代形成的细胞集落(倒置相差显
微镜，×200) 

表 1  Western blot 检测各组 VEGF、ERK1/2 蛋白的表达
Table 1  Expression of VEGF and ERK1/2 in each group 

detected by western blot           (x
_

±s, n=6, A)

Group 
 

ERK1/2/β-actin VEGF/β-actin

Cell implantation control  15.36±0.75 3.18±0.07 
Cell implantation medication  0.62±0.03a 3.00±0.11 
Non-implantation control 2.99±0.11a 2.50±0.14a 
Non-implantation medication  0.83±0.61b 2.11±0.20 

VEGF: vascular endothelial cell growth factor; aP < 0.01, vs. cell implan-
tation control group; bP < 0.01, vs. non-implantation control group 

Figure 2  p-ERK1/2 expression in each group detected by 
western blot 

图 2  Western bolt 检测各组 p-ERK1/2 蛋白的表达 

A1      A2       B1      B2 

p-ERK1/2 

 

β-actin 

A1: cell implantation control group; A2: cell implantation medication 
group; B1: non-implantation control group; B2: non-implantation 
medication group 

Figure 3  Vascular endothelial cell growth factor expression 
in each group detected by western blot 

图 3  Western bolt 检测各组 VEGF 蛋白的表达 

A1      A2       B1      B2 

VEGF 

 

β-actin 

A1: cell implantation control group; A2: cell implantation medication 
group; B1: non-implantation control group; B2: non-implantation 
medication group 

表 2  TUNEL 阳性细胞数比较     
Table 2  Comparison of the number of TUNEL positive cells 

(x
_

±s, number/field)

Group 
 

TUNEL positive cells 

Cell implantation control  56.50±9.50 
Cell implantation medication 87.50±3.53a 
Non-implantation control   114.00±9.40a 

aP < 0.01, vs. cell implantation control group 
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3  讨论 

 

骨髓MSCs是来源于骨髓的非造血干细胞，是中胚

层发育的早期间质干细胞[16-17]，具有很强的自我更新和

多向分化潜能，在适宜条件下可以跨胚层分化为神经细

胞[18]。Lee等[19]将标记二苯甲亚胺的小鼠骨髓MSCs于

24 h后经立体定向移植入小鼠脑梗死区，移植4周后大量

移植细胞在紧邻移植部位的正常脑组织中存活，表达神

经元标志物神经元特异性核蛋白，微管相关蛋白2。尽管

很多研究证实了MSCs与神经修复有密切关系，但是有研

究结果显示，移植入脑的MSCs只有很少部分(少于10%)

表达了神经细胞标志物[20]；况且神经系统特有的标记物

如神经元特异性烯醇化酶、神经丝、神经元特异性核蛋

白及胶质纤维酸性蛋白等在没有分化的骨髓MSCs上也

能检测到[21]。因此，MSCs向神经细胞定向分化从而替代

梗死区损伤神经细胞的修复机制存在一定争议。 

研究表明，骨髓MSCs治疗脑缺血梗死另一重要机

制是它可以旁分泌神经营养等细胞因子从而对梗死半

暗区起到营养支持、抑制细胞凋亡作用[22]。MSCs在体

外可以旁分泌VEGF[23]，VEGF是目前所知惟一作用于

血管内皮的生长因子，它在血管生成的突出作用是促进

内皮细胞增殖、加速新生血管形成[24-25]；同时可以抑制

脑缺血早期神经细胞的凋亡[26]。 

Western blot检测结果显示细胞移植组脑梗死区

VEGF蛋白的表达明显高于非移植组(P < 0.05)，说明

MSCs在体内可以旁分泌VEGF。TUNEL结果显示细胞

移植组梗死区周围细胞凋亡数明显少于非移植组，并且

细胞移植组的磷酸化ERK1/2水平高于非移植组；使用

ERK1/2抑制剂U0126处理后，随着p-ERK1/2表达的抑

制，细胞移植组脑梗死半暗区细胞凋亡数逐渐增高，而

VEGF蛋白的表达没有变化，提示ERK1/2信号通路介导

了VEGF对于脑缺血后细胞凋亡的抑制作用。 

ERK1/2是促细胞分裂剂激活性蛋白激酶家族

(MAPK)中最重要的一员，它介导了细胞的代谢、分裂、

炎症以及抗凋亡等重要生理病理过程[27-29]。ERK1/2可

以被各类损害性刺激因素诸如缺血缺氧、高糖环境等激

活，非移植对照组p-ERK1/2表达的增高正是由于局灶性

脑缺血所引起，而这种自身损害性因子激活p-ERK1/2

表达的增高并不能抑制缺血引起的细胞凋亡，所以尽管

非移植对照组p-ERK1/2的表达高于经过U0126处理的

细胞移植给药组，但是非移植对照组的细胞凋亡数依然

多于细胞移植给药组(见图4，表2)；同时，ERK1/2还可

以被VEGF、TGF等各类生长因子激活[30-31]，此激活状

态下的ERK1/2主要通过两条途径抑制细胞凋亡，第一

条途径，ERK1/2的激活引起MSKs激活，MSKs的激活

抑制了Bad蛋白活化，而Bad蛋白是一种促凋亡蛋白，

可以引起细胞的程序性坏死；第二条途径，ERK1/2的

激活引起了核内CREB的活化，CREB的活化激活了抗

凋亡重要蛋白Bcl-2的表达[32]，从而抑制了细胞凋亡。 

脑缺血引起的梗死区神经细胞凋亡高峰出现在第

1~5天，并可持续4周左右，凋亡区域主要位于半暗带区,

如不能及时纠正，半暗带区将不可避免地成为永久性梗

死灶的一部分[33]。因此，减少缺血早期梗死半暗区病理

性细胞凋亡有利于脑缺血梗死后中枢神经细胞的修复

再生。 

实验结果提示骨髓MSCs具有旁分泌VEGF等神经

营养因子的功能，旁分泌的VEGF抑制了脑梗死半暗区

神经细胞的凋亡，ERK1/2信号通路介导了VEGF的抗凋

亡机制，这为自体骨髓MSCs移植治疗脑缺血等中枢神

经损伤提供了新的依据和思路。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：江苏省“兴卫工程”医学重点人才基金资助项
目(RC2007062)。 

利益冲突：没有其他利益冲突。 

课题的创新点：课题主要观察骨髓间充质干细胞对于脑
缺血性疾病移植治疗的疗效及机制。大量研究报道骨髓间充
质干细胞具有定向分化为神经细胞的潜能，并且在体外体内
实验中都已经得到证实。但是，目前对于骨髓间充质干细胞
治疗神经系统损伤性疾病的另一重要机制，即骨髓间充质干
细胞旁分泌作用的研究报道不多。实验的创新点就是对骨髓
间充质干细胞的旁分泌作用对于脑缺血后细胞凋亡的抑制
及其机制进行初步研究。 

课题评估的“金标准”：蛋白检测的主要评价“金标准”
为：Western blot 和 ELISA 检测，实验采用 western blot

检测蛋白表达。细胞凋亡检测没有明确的“金标准”，目前常
用的检测手段包括： TUNEL 检测，凋亡相关蛋白，如
caspase-3，caspase-9 等的表达检测，DNA 梯度分析，
Annexin V 联合 PI 法等，Annexin V 联合 PI 染色法检测早
期细胞凋亡较 TUNEL 法更为灵敏，是目前最为理想的检测
细胞凋亡的方法。但是，TUNEL 法更普遍的应用于组织切
片细胞凋亡的检测。  

课题的偏倚与不足：实验只选择了一种神经营养因子作
为观察对象，并且仅对骨髓间充质干细胞移植后对于脑缺血
早期神经细胞凋亡的抑制作用及机制进行了探讨。在后续实
验中应该增加神经营养因子的研究种类，延长细胞移植后的
观察时间，研究骨髓间充质干细胞在体内的存活情况以及旁
分泌作用的时程变化，并由此产生的中枢神经系统损伤后的
行为学变化情况。 

提供临床借鉴的价值：文章探讨了干细胞移植后对脑缺
血后神经细胞的凋亡有何影响，实验结果显示骨髓间充质干
细胞移植通过 ERK 信号通路的确可以抑制脑缺血后神经细
胞的凋亡，提示骨髓间充质干细胞移植后的旁分泌作用对脑
缺血后神经细胞凋亡的抑制作用可能会成为未来治疗临床
脑缺血疾病的干预靶点。未来可以通过基因转染过表达各类
神经营养因子或者调节 ERK 信号通路蛋白，抑制脑缺血后
神经细胞凋亡的发生。 


