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骨髓间充质干细胞对大鼠缺血性脑卒中炎症反应中小胶质细胞的分子
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【摘　 要】 　 目的　 探讨大鼠骨髓间充质干细胞对缺血性脑卒中炎症反应中小胶质细胞的逆转作用是否由 CX3C 配体 1
(CX3CL1)来介导。 方法　 选择大鼠 30 只,随机选择 1 只做 2,3,5-氯化三苯基四氮唑(TTC)染色。 参照改良的 Zea

 

Longa 线栓

法构建大鼠大脑中动脉阻塞(MCAO)模型,最终纳入大鼠 20 只,随机选取 2 只模型大鼠做 TTC 染色检测脑梗死灶。 将构建好的

MCAO 模型随机分为 2 组,每组 9 只。 TTC 染色验证模型的成功率。 对照组采用侧脑室定位注射移植骨髓间充质干细胞

(BMSC),实验组采用侧脑室定位注射 CX3CL1 干扰慢病毒感染的 BMSC。 2 组分别于 1、3、7 d 将大鼠断头取材。 将脑组织切

片均进行抗 Iba 和抗 CD206 / 肿瘤坏死因子-α(TNF-α)双重免疫荧光染色,然后在光扫描共聚焦显微镜下计数双染重合阳性

的细胞数并进行比较。 采用 SPSS
 

18. 0 统计软件进行数据分析。 组间比较采用单因素方差分析。 结果　 成功构建大鼠

MCAO 模型,TTC 染色结果可见 MCAO 模型组存在大脑中动脉供血区的梗死病灶。 免疫荧光染色统计结果提示,与实验组

比较,对照组在 1、3、7 d 缺血区抗炎型小胶质细胞( Iba+CD206+)的数量明显增加( 8. 644± 1. 131)和( 3. 000± 1. 206)个 / 每
400×高倍视野,(7. 866±1. 254)和(3. 155±1. 205)个 / 每 400×高倍视野,(7. 111±1. 555)和(2. 866±1. 272)个 / 每 400×高倍视

野,均 P<0. 001 ;在 3 和 7 d 促炎型小胶质细胞( Iba +TNF-α +) 的数量明显减少 ( 4. 222 ± 0. 974) 和( 8. 355 ± 1. 264) 个 / 每
400×高倍视野,(4. 267±1. 321)和(7. 822±1. 556)个 / 每 400×高倍视野,均 P<0. 001 。 结论　 MCAO 模型在移植 BMSC 后对脑

卒中缺血区小胶质细胞的逆转作用可能是由 CX3CL1 来介导的。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

whether
 

the
 

reversal
 

effect
 

of
 

rat
 

bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

(BMSCs)
 

on
 

microglia
 

in
 

inflammatory
 

response
 

to
 

ischemic
 

stroke
 

is
 

mediated
 

by
 

ligand
 

1
 

of
 

CX3C
 

(CX3CL1).
 

Methods　 A
 

total
 

of
 

30
 

rats
 

were
 

subjected
 

in
 

this
 

study,
 

and
 

one
 

rat
 

was
 

randomly
 

selected
 

for
 

cerebral
 

TTC
 

staining.
 

Modified
 

Zea-Longa
 

suture
 

method
 

was
 

applied
 

to
 

establish
 

rat
 

model
 

of
 

middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusions
 

( MCAO),
 

and
 

finally
 

20
 

model
 

rats
 

was
 

recruited
 

for
 

the
 

following
 

experiments,
 

including
 

2
 

rats
 

undergoing
 

TTC
 

staining
 

to
 

detect
 

cerebral
 

infarction.
 

The
 

MCAO
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group
 

(lateral
 

ventricle
 

localization
 

injection
 

of
 

BMSCs,
 

n= 9)
 

and
 

experimental
 

group
 

(same
 

injection
 

of
 

BMSCs
 

after
 

CX3CL1
 

lentivirus
 

infection,
 

n= 9).
 

The
 

rats
 

of
 

2
 

groups
 

were
 

decapitated
 

on
 

days
 

1,
 

3
 

and
 

7
 

respectively
 

to
 

collect
 

brain
 

tissue.
 

All
 

brain
 

tissue
 

sections
 

were
 

subjected
 

to
 

anti-Iba
 

and
 

anti-CD206 / TNF-α
 

double
 

immunofluorescence
 

staining,
 

and
 

then
 

the
 

number
 

of
 

double
 

positive
 

cells
 

was
 

counted
 

and
 

compared
 

under
 

laser
 

scanning
 

confocal
 

microscope.
 

SPSS
 

statistics
 

18. 0
 

was
 

used
 

for
 

statistical
 

analysis.
 

Data
 

comparison
 

between
 

2
 

groups
 

was
 

performed
 

using
 

Chi-square
 

test.
 

Results　 Rat
 

MCAO
 

model
 

was
 

successfully
 

established,
 

with
 

infarcted
 

lesions
 

in
 

the
 

blood
 

supply
 

area
 

of
 

middle
 

cerebral
 

artery
 

by
 

TTC
 

staining.
 

The
 

statistical
 

results
 

of
 

immunofluorescence
 

staining
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

experimental
 

groups,
 

the
 

number
 

of
 

anti-inflammatory
 

microglia
 

( Iba+ CD206+ )
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

on
 

days
 

1,
 

3
 

and
 

7
 

[( 8. 644± 1. 131)
 

vs
 

( 3. 000± 1. 206),
 

( 7. 866± 1. 254)
 

vs
 

( 3. 155± 1. 205),
 

( 7. 111± 1. 555)
 

vs
 

(2. 866±1. 272)
 

n / per
 

400 × high-power
 

field,
 

all
 

P< 0. 001],
 

and
 

the
 

number
 

of
 

pro-inflammatory
 

microglia
 

( Iba+ TNF-α+ )
 

was
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obviously
 

decreased
 

on
 

days
 

3
 

and
 

7
 

[(4. 222±0. 974)
 

vs
 

(8. 355±1. 264),
 

(4. 267±1. 321)
 

vs
 

(7. 822±1. 556)
 

n / per
 

400 × high-
power

 

field,
 

both
 

P<0. 001].
  

Conclusion　 CX3CL1
 

may
 

be
 

the
 

molecule
 

mediating
 

the
 

reversal
 

effect
 

of
 

BMSCs
 

transplantation
 

on
 

microglia
 

in
 

cerebral
 

ischemic
 

area
 

of
 

MCAO
 

rats.
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　 　 近些年患缺血性脑卒中的人群越来越多,缺血

性脑卒中除了可以引起局部脑组织的缺血性坏死,
同时也启动了局部组织非特异性炎症,这种非特异

性炎症反应加重了脑组织缺血局部的坏死[1] 。 缺

血性脑卒中发生后,针对其炎症反应应答的首要细

胞为小胶质细胞,早期主要是 M2 型反应,持续时间

短,随后 M1 型反应占主导地位[2,3] 。 这些 M1 型细胞

为抗炎型小胶质细胞,可以释放如肿瘤坏死因子-α
(tumor

 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)等有害因子,从而加

重脑组织神经元的坏死,而 M2 型细胞抗炎型小胶质

细胞,主要发挥脑保护作用,所以 M2 型向 M1 型细胞

极化加重了神经元损伤,降低了神经修复[4-8] 。 很多

研究发现体外间充质干细胞(mesenchymal
 

stem
 

cell,
MSC)可以调控小胶质细胞的这种表型转化,前期我

们的研究已经证实了移植骨髓间充质干细胞(bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,BMSC)可以使大鼠脑

卒中缺血区的 M1 型细胞向 M2 型转化[9] 。
据文献报道,趋化因子 CX3C 配体 1(ligand

 

1
 

of
 

CX3C,CX3CL1)可能参与了调控 MSC 对小胶质细

胞表型的转化,它具有调节细胞分化和迁移、促进神

经损伤的修复等作用[10,11] 。 在中枢神经系统,趋化

因子 CX3C 受体 1( recepor
 

1
 

of
 

CX3C,CX3CR1)主

要在小胶质细胞表达,其配体 CX3CL1 主要在神经

元表达,CX3CL1-CX3CR1 相结合的途径在维持小

胶质细胞的功能方面发挥着重要作用[12] 。 那么脑

缺血时 MSC 能否通过分泌 CX3CL1 来调控 M1 型和

M2 型小胶质细胞在缺血区的分布,从而调节和控

制缺血后的炎症反应。 我们前期已成功构建和包装

了 CX3CL1 的干扰慢病毒,并顺利将其转染至 BM-
SC 细胞,高效抑制了 BMSC 的 CX3CL1 基因的表

达[13] 。 本研究在构建大鼠大脑中动脉阻塞( middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion,MCAO)模型的基础上,移植

BMSC 及被 CX3CL1 干扰慢病毒感染的 BMSC,进一

步阐明 BMSC 是否通过分泌 CX3CL1 逆转抗炎型、
促炎型小胶质细胞在脑组织的分布, 初步探讨

BMSC 体内调控小胶质细胞表型转化的机制。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物与试剂

　 　 选择 SD 大鼠 30 只,3 周龄,购买于重庆医科

大学实验动物中心; 2, 3, 5 - 氯化三苯基四氮唑

(triphenyl
 

tetrazolium
 

chloride,TTC) 购于 Sigama 公

司; TritonX-100 购于上海生工; 一抗 Iba 抗体和

TNF-α 抗体及 CD206 抗体 (兔来源)、二抗 Alexa
 

Fluor
 

FITC 抗体和 CY3 抗体 ( 抗兔) 均购于英国

Abcam 公司;免疫荧光一抗稀释液、免疫荧光二抗稀

释液均购自北京碧云天公司。
1. 2　 大鼠 MCAO 模型的构建及分组方法

　 　 参照改良的 Zea
 

Longa 线栓法构建 SD 大鼠的

MCAO 模型。 沿着大鼠颈部正中进行切口,分离出

右侧颈总动脉大约 1. 0 ~ 1. 5 cm,可见颈外动脉、颈
内动脉与颈总动脉呈“ Y 字形”。 结扎颈总动脉及

颈外动脉的近心端,并在颈内动脉内埋线,用动脉夹

暂时夹闭颈内动脉。 在颈总动脉近心端的结扎处剪

一“V”形切口,用眼科镊夹持住栓线由颈总动脉进

入到颈内动脉,到达动脉夹时,将埋线稍微拉紧,用
以防止渗血,然后松开动脉夹,继续插入栓线,当栓

线黑色标记处到达 Y 字形分叉口时,表明栓线已进

入大脑中动脉且不能继续前行。 栓线插入完毕后,
将预留的结扎线拉紧固定。 90 min 过后,在 SD 大鼠

颈部打开一个小口,用眼科镊夹住栓线的固定处,然
后将栓线拔出约 1 cm,通过其他血管如翼鄂动脉和

对侧的血液进入右侧大脑中动脉从而实现血流的再

灌注。 大鼠于造模 24 h 后,参照 Zea
 

Longa
 

5 级神经

功能缺损评分法对大鼠进行神经功能评分(图 1)。
将神经功能评分在 0 和 4 分的大鼠剔除,选择评分

在 1 ~ 3 分的大鼠作为实验对象。
本研究共纳入大鼠 30 只,MCAO 模型构建使用

大鼠 29 只,做 TTC 染色使用大鼠 1 只。 MCAO 模型

构建剔除大鼠 9 只;纳入模型大鼠 20 只,其中 2 只做

TTC 染色;将剩余模型大鼠 18 只随机分为 2 组,每组

9 只。 对照组为模型大鼠注射 BMSC,实验组为模型

大鼠注射 CX3CL1 干扰慢病毒感染的 BMSC[13] 。
1. 3　 TTC 染色

　 　 随机取 2 只模型大鼠和 1 只正常大鼠均麻醉,
迅速取出大脑,置于-80 ℃ 冰箱中冷冻 5 min 左右。
一般沿着大脑的冠状位进行切片,厚度 2 mm。 将切

片置于 1%TTC 中,于 37 ℃ 的水浴箱内孵育 15 min
左右。 将染色完成的切片取出,然后进行固定。 拍

照检测梗死体积大小。
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图 1　 MCAO 模型神经功能评分
Figure

 

1　 Neurological
 

function
 

score
 

of
 

MCAO
 

model
A:

 

model
 

rat
 

makes
 

a
 

fist
 

( score
 

1
 

point) ;
 

B:
 

model
 

rat
 

turns
 

in
 

circle
 

( score
 

2
 

point) .
MCAO:

 

middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion.

1. 4　 侧脑室定位注射 BMSC
1. 4. 1　 侧脑室注射 BMSC　 实验鼠称重并麻醉,头
部备皮后固定于脑立体定位仪,沿中线切开头皮,
剥离筋膜,标记前囟,高速颅骨钻于右侧脑室注射

部位正上方钻穿颅骨,插入微量注射器,注射速度

0. 5 l / min,注射剂量 5 l / 只(含细胞 105 个) ,注
射完成后涂抹骨蜡,完成脑定位注射。
1. 4. 2　 取材　 在干细胞注射 1、3、7 d 后取材,每组

每个时间点 3 只大鼠。 实验鼠称重并麻醉,开胸腹

暴露肝脏和心脏,注射针插入左心室并剪开右心耳,
快速灌注生理盐水至肝脏变白,待右心耳流出澄清

液体后换用 4%多聚甲醛固定液,先快速再缓慢灌

注至大鼠肝脏变硬肢体僵直,断头取脑,脑组织固

定,4 ℃保存用于免疫荧光检测。
1. 5　 免疫荧光检测

1. 5. 1　 制作切片　 冠状位取样,取样后用磷酸盐缓

冲溶液( phosphate
 

buffer
 

solution,PBS) 清洗,4%多

聚甲醛固定。 首先是组织石蜡制作,主要经过脱水、
透明、透蜡、包埋、切片及烤片;然后石蜡切片脱蜡复

水;最后热抗原修复,下接免疫荧光染色步骤。
1. 5. 2　 免疫荧光染色 　 在切片组织上滴加 0. 5%

 

TritonX-100,室温打孔 60 min,PBS 浸洗 3 次。 然后

滴加山羊血清,室温封闭 60 min。 每张切片滴加稀

释好的一抗 Iba(比例为 1 ∶100),4 ℃ 孵育过夜。 室

温下复温 30 min,然后滴加足量稀释好的荧光二抗

cy3(比例为 1 ∶ 800),37 ℃ 孵育 60 min。 滴加稀释

好的一抗 TNF-α (比例为 1 ∶ 400)、CD206 (比例为

1 ∶200),37 ℃孵育 60 min。 然后滴加稀释好的足量

荧光二抗 FITC(比例为 1 ∶ 800),37 ℃ 孵育 60 min。
最后进行细胞核染色,用含抗荧光淬灭剂的封片液进

行封片,在激光扫描共聚焦显微镜下计数双染细胞数

并采集图像。 每个样本 3 个切片,每张切片随机选择

5 个视野,在激光扫描共聚焦显微(400 ×)下计数每个

视野 双 染 重 合 阳 性 的 细 胞 数 ( Iba + CD206 +、
Iba+TNF-α+),并采集部分图像。
1. 6　 统计学处理

　 　 采用 SPSS
 

18. 0 统计软件进行数据分析。 计量

资料用均数±标准差( x±s)表示,采用单因素方差分

析。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 TTC 染色结果

　 　 TTC 染色结果可见 2 只 MCAO 模型大鼠均存在大

脑中动脉供血区的梗死病灶,1 只正常大鼠大脑未见梗

死病灶,梗死病灶为苍白色,正常组织为红色(图 2)。
2. 2　 免疫荧光染色结果

2. 2. 1　 Iba+CD206+免疫荧光染色结果　 与实验组相

比,对照组在 3 个时间点缺血区抗炎型小胶质细胞

(Iba+CD206+)的数量明显增加(均 P<0. 05;表 1)。
干细胞注射后 1、3、7 d 后的 Iba+CD206+双染阳性的

细胞,详见图 3。
2. 2. 2　 Iba+TNF-α+免疫荧光染色结果　 在第 3 天和

第 7 天促炎型小胶质细胞(Iba+TNF-α+)的数量明显

减少(均 P<0. 05;表 1)。 干细胞注射后 1、3、7 d 后的

Iba+
 

TNF-α+双染阳性的细胞,详见图 4。

图 2　 TTC 染色结果
Figure

 

2　 TTC
 

staining
 

results
A:

 

normal
 

control;
 

B:
 

verification
 

1;
 

C:
 

verification
 

2.
 

TTC:
 

triphenyl
 

tetrazolium
 

chloride.
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表 1　 Iba+CD206+ / Iba+TNF-α+双染阳性细胞数比较

Table
 

1　 Comparison
 

of
 

the
 

number
 

of
 

Iba+CD206+
 

/ Iba+
 

TNF-α+
 

double-stained
 

positive
 

cells
(n= 9,

 

n / per
 

400 × high-power
 

field,
 

x±s)

Group
Iba+CD206+

day
 

1 day
 

3 day
 

7

Iba+
 

TNF-α+

day
 

1 day
 

3 day
 

7

Control
 

8. 644±1. 131 7. 866±1. 254 7. 111±1. 555 1. 133±0. 894 4. 222±0. 974 4. 267±1. 321

Experimental 3. 000±1. 206 3. 155±1. 205 2. 866±1. 272 1. 289±0. 727 8. 355±1. 264 7. 822±1. 556

P
 

value <0. 001 <0. 001 <0. 001 0. 368 <0. 001 <0. 001

TNF-α:
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α.

图 3　 Iba+CD206+免疫荧光图片

Figure
 

3　 Iba+CD206+immunofluorescence
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A,
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on
 

day
 

1,
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respectively.
 

Red
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middle
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图 4　 Iba+TNF-α+免疫荧光图片
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3　 讨　 论

　 　 缺血性脑卒中是导致人类残疾、死亡的重要疾

病之一。 合理减轻脑梗死后的炎症反应,可改善脑

组织的继发性损伤,在脑梗死的治疗中起着比较关

键的作用。 在正常情况下,小胶质细胞在脑组织中

都是静息状态[14] ,缺血性脑血管病发生后小胶质细

胞迅速活化增殖,成为中枢神经系统损伤应答的主

要效应器,活化后的小胶质细胞在脑组织损伤修复

中发挥重要作用[15] 。 因此,在脑组织中小胶质细胞

的类型转化已成为缺血性脑血管病治疗的潜在靶

点,探寻可调控小胶质细胞有效的干预措施将为缺

血性脑卒中的治疗带来新的希望。
近年来,干细胞的特殊修复作用让其获得了研

究者们的青睐,医学领域已经开展了诸多围绕着干

细胞的研究课题。 有研究报道,BMSC 可以缓解心

血管疾病的症状,保护器官的功能并修复受损的组

织[16,17] 。 已有研究证实 MSC 可以改善脑卒中动物

的神经功能,主要集中在神经再生及修复方面,但
MSC 能否调控卒中后炎症反应鲜有报道。 近年很

多研究结果表明 MSC 对小胶质细胞的激活、增殖及

功能均可产生一定的影响,然而具体作用机制还不
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是很明确。 据文献报道,CX3CL1 可能参与了 MSC
对小胶质细胞的调控,CX3CL1-CX3CR1 信号途径

对维持小胶质细胞的功能发挥重要作用,此信号途

径激活后小胶质细胞主要表现为神经保护型,而破

坏此途径后小胶质细胞表现为神经毒性[18,19] 。
因此,我们在构建大鼠 MCAO 模型的基础上移

植 BMSC 及被 CX3CL1 慢病毒感染的 BMSC,进一步

阐明 BMSC 是否通过分泌 CX3CL1 来完成这种逆转

作用。 本实验成功建立了 SD 大鼠大脑中动脉栓塞

模型,然后将其分为 2 组,对照组为 MCAO 模型注

射 BMSC 组,实验组为 MCAO 模型注射 CX3CL1 慢

病毒感染的 BMSC 组,每组处理 3 个时间点(干细胞

注射后 1、 3、 7 d)。 每张切片均进行抗 Iba 和抗

CD206 / TNF-α 双重免疫荧光染色,然后在光扫描共

聚焦显微镜下计数双染重合阳性的细胞数并采集图

像。 最后对这 2 组模型不同时间点双染阳性的细胞

数进行统计分析,我们发现 BMSC 移植使梗死区抗

炎型小胶质细胞(CD206 阳性)明显增加,促炎型小

胶质细胞( TNF-α 阳性)明显减少,移植被 CX3CL1
慢病毒感染的 BMSC 就没有这种逆转作用。

综上,本实验结果表明移植 BMSC 可能通过释

放 CX3CL1 来完成小胶质细胞的逆转,使脑组织缺

血区的促炎型小胶质细胞向抗炎型小胶质细胞转

变,这可为缺血性脑卒中后干细胞的治疗提供基础

理论依据。
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