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黄芪注射液联合间质干细胞对大鼠脊髓损伤
修复作用的实验研究

·393·

余 勤1 白月双2 林 洁1 盛丽先2 董 勤2 郭 莹1 宣晓波2

摘要 目的研究黄芪注射液与问质干细胞联合应用对大鼠脊髓损伤修复的影响。方法Wistar大鼠

120只随机分成假手术组、模型组、PBS液对照组、黄芪注射液对照组、大鼠骨髓间质干细胞(rMSCs)移植治

疗组和rMSCs移植加黄芪注射液治疗组。造模后3 d治疗组经脊髓局部注射rMSCs和脊髓局部注射rMSCs

同时加用黄芪注射液腹腔注射，对照组则分剐注射PBS液和黄芪注射液。移植后7、14、2l、28天分别行

(Basso Beattie Bresnahan，BBB)评分法检测大鼠神经功能恢复情况，进一步取脊髓组织作病理学检查，并应

用双标免疫组化检测5-溴-2脱氧尿嘧啶核苷(BrdU)标记rMSCs的胶质纤维酸性蛋白(GFAP)和神经元中丝

蛋白(NF—M)表达情况。结果 治疗组较对照组损伤脊髓修复明显，神经功能评分显著提高(P<0．05)。

rMSCs移植加黄芪注射液治疗组在不同时间点的神经功能评分都高于rMSCs移植治疗组。脊髓组织病理切

片显示rMSCs移植加黄芪注射液治疗组较rMSCs移植治疗组组织水肿和炎性细胞浸润减轻更明显，胶质细

胞增生更活跃。双标免疫组化显示移植的rMSCs在宿主脊髓中存活，从第7 d开始即有GFAP和NF．M表达

并向损伤部位迁移。rMSCs加黄芪注射液治疗组中GFAP、NF．M阳性细胞数目均较rMSCs移植治疗组增多

(P<0．05)。结论 rMSCs移植是治疗脊髓损伤的有效方法；黄芪注射液在体内有诱导rMSCs向神经细胞

分化的能力，并有协同rMSCs促进大鼠脊髓损伤修复的作用。
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Effect of Astragalus Injection Combined with Mesenchymal Stem Celts Transplantation for Repaidng the

Spinal Cord Injury In Rats YU Qin，BAI Yue·shuang，LIN Jie，et al Institute of Bioengineering，Zhejiang Chinese

Medical University，Hangzhou(310053)

ABSTRACT Objective To observe the effect of Astragalus Injection(ASI)combined with rat’S mesenchy-

mal stem cells transplantation(rMSCs)for repairing spinal cord injury in rats．Methods ORe hundred and twenty

Wistar rats were randomly divided into 6 groups。named respectively by letters from A·F．they were treated re-

spectively with none，PBS solution，ASI，rMSCs，and ASI+rMSCs，with the ASI administered via intraperitoneal

injection and the rMSCs given by IocaI injection to the spinal cord．on the 3 rd day of operation．The condition of

nerve function recovew was assessed on the 7th，1 4th，21 st and 28th day after treatment by scoring according to

the Basso—Beattie-Bresnahan(BBB)locomotor rating scale．Besides，the pathological change of the injured spi·

nal cord was observed and expressions 0f glial fibriallary acidic protein(GFAP)and neurofilament-M(NF-M)in

the BrdU-labeled rMSCs in the spinal cord tissue were examined by immune histochemistry．Results The recov-

ery of spinal cord in G roup D，E and F was beRer than that in Group B and C，showing higher BBB scores．As

compared with Group E．Group F showed a higher score Of nerve function and a milder inflammatory cell infiltra·

tion with lessened tissue edema in the spinal cord and more active proliferation of gliacyte．Double—labelled Immu-

nohistochemical examination showed that the transplanted rMSCs were alive in the host’S spinal COrd，revealing

the expressions of GFAP and NF-M from the 7th day after transplantation，which were migrating to the injured

site．The amount of GFAP and NF—M positive cells in Group F was much more than that in Group E(P<0．05)

．Conclusion TranspIantation of rMSCs is an effective method in treatment of the spinal cord injury；ASI has the

capacity for inducing rMSCs differentiated into neurons，and could synergize with rMSCs to promote the repairing

of the spinaI COrd from injury．
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脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)的治疗一直是

医学界的一项难题，干细胞移植是最有希望的方法之

一。骨髓间质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)

移植治疗神经损伤可使神经细胞再生和神经结构重

建，恢复损伤的神经功能，成为治疗神经损伤理想的种

子细胞。传统中药黄芪是临床治疗神经系统疾病的常

用药之一，是已经证实确有临床疗效并可用于体内注

射的中药。本研究小组在前期研究中用黄芪在体外诱

导MSCs向神经元样细胞转化获得了成功⋯。本实验

通过对大鼠脊髓半横断损伤模型局部移植大鼠骨髓间

质干细胞(rat mesenchymal stem cells，rMSCs)同时应用

黄芪注射液腹腔注射，探讨rMSCs移植对脊髓损伤的

修复作用，并研究黄芪注射液在大鼠体内是否有诱导

间质干细胞向神经细胞分化的作用以及黄芪注射液与

间质干细胞联合应用对大鼠脊髓损伤修复的影响。

材料与方法

1材料

1．1 动物用于提取骨髓的动物为健康Wismr

青年雄性大鼠，体重(100±10)g；用于造模的动物为

健康Wistar雄性大鼠，清洁级，体重(80±10)g，均购

于浙江中医药大学实验动物中心。

1．2药物黄芪注射液，10 mL／支，每毫升相当

于含生药2 g，由成都地奥九泓制药厂生产(批号：

0509032)。10％水合氯醛，30 mL／瓶，由浙江省中医

院药房配制(批号：060922)。

1．3主要试剂与仪器DMEM／F12 l：1培养基、

青一链霉素溶液及0．25％胰蛋白酶一l mmoL EDTA(In-

vitrogen公司产品)、胎牛血清(GIBCO公司)、5-溴-2

脱氧尿嘧啶核苷(BrdU，Sigma公司)、兔抗神经胶质纤

维酸性蛋白单抗和兔抗神经元中丝蛋白单抗(Chemi—

con公司)、小鼠抗BrdU抗体(Santa Cruz Bioteehnology

公司)、Polymer双染检测试剂盒(北京中杉金桥生物

技术有限公司)、一次性的塑料培养瓶、离心管(Becton

Dickinson and Company)。

倒置相差荧光显微镜(Nikon公司)、电热鼓风干

燥箱、超净工作台(苏净集团安泰公司)、CO：细胞培

养箱(美国FORMA公司)、低速离心机(北京医用离心

机厂)、电热手提压力蒸气消毒器(上海医用核子仪器

厂)、微量进样器5 ILL(宁波市镇海三爱仪器厂)、立体

定向仪(第二军医大学)。

2方法

2．1 rMSCs的制备取健康Wistar雄性大鼠，脱

颈椎处死，无菌条件下取出股骨和胫骨，用5 mL含

10％胎牛血清的DMEM／F12 1：1培养基冲出骨髓，离

心，制成单细胞悬液，接种于一次性塑料培养瓶中，置

于CO：细胞培养箱中培养。传至P 3代的细胞培养

2～3天后，弃去原培养基，加入含终浓度为10 I-Lmol／L

BrdU的DMEM／F12 1：l培养基避光继续培养72 h。

当细胞融合达90％左右时，消化收集细胞，调成浓度

为5 x 104—1×10’cell／btL的细胞悬液待用。

2．2大鼠脊髓半横断损伤模型的制作将Wist—

ar大鼠用10％水合氯醛溶液(0．4 mL／100 g)腹腔注

射麻醉，俯卧位固定在自制固定板上，消毒、备皮，按肋

骨确定椎体序列，以T，：肋为标志，在背面正中向头侧

方向作一长约1 cm切口，逐层剥离肌肉，暴露椎骨，咬

除T。。～T，：脊突及相应椎板，在Tm～T，：椎骨平面打开

椎管，充分暴露脊髓背面及两侧，用虹膜剪从脊髓中间

插入，横断右侧脊髓，并剪除约2 mm左右的脊髓组

织，将分离的肌肉逐层缝合，封闭椎管缺损，在缝合的

伤口上撒上青霉素粉，缝合皮肤，制成SCI模型。

2．3分组及给药方法4周龄的雄性Wistar大

鼠120只，随机分成假手术组(造模过程中仅咬除脊

突及相应椎板，并不横断脊髓，手术后不给予任何治

疗)、模型组(造模后不给予任何治疗)、PBS液对照组

(简称PBS组，于造模后3 d脊髓损伤局部注射5肛L

PBS液治疗，注射位点、注射液体量同rMSCs移植治疗

组)、黄芪注射液对照组(简称黄苠组，于造模后3 d按

1．2 mL／100 g腹腔注射黄芪注射液治疗)、rMSCs移植

治疗组(简称rMSCs组，于造模后3 d脊髓损伤局部注

射5斗L rMSCs悬液治疗)、rMSCs移植加黄芪注射液

治疗组(简称rMSCs加黄芪组，于造模后3 d脊髓损伤

局部注射5 trL rMSCs悬液，同时按1．2 mL／100 g腹腔

注射黄芪注射液治疗)。假手术组lo只大鼠，其余5

组各22只大鼠。

2．4 rMSCs移植大鼠脊髓半横断损伤模型建

立后3 d，收集经BrdU标记的P 3代rMSCs，用培养液

调成浓度为5 X 104—1×105cell／斗L的细胞悬液待用。

将造模大鼠用10％水合氯醛溶液腹腔注射麻醉后，固

定于立体定向仪上，背部常规备皮、消毒，无菌操作下

暴露损伤脊髓，在损伤脊髓头侧注射5 IxL经BrdU标

记的rMSCs悬液(细胞总数约2．5～5×10’个)，注射

速度保持1“L／min，注毕停针5 min，并以l mm／min

速度缓慢退针，退针前停针5 min。注射完毕，常规消
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毒后缝合切口。

2．5行为学检测 各组大鼠分别于治疗后7、

14、21、28天随机选6只进行BBB(the Basso，Beattie，

Bresnahan locomotor
rating scale)评分旧1，观察大鼠后

肢运动功能情况。

2．6 脊髓组织病理学检查及双标免疫组织化学

鉴定在治疗后的相应时间点各组随机选取大鼠经心

脏灌流4％多聚甲醛固定取脊髓组织。组织块经修剪

后制成石蜡包块，沿冠状位做4 ILm厚的切片，每隔

20斗m取I张，按相应时间取部分切片做HE染色，在

光镜下观察脊髓局部的病理变化。取部分切片做双标

免疫组化染色，观察BrdU标记rMSCs的胶质纤维酸

性蛋白(glial fibriallary acidic protein，GFAP)和神经元

中丝蛋白(neurofilament protein-M，NF-M)表达情况。

2．7 阳性细胞的判定和计数 BrdU阳性使细胞

核呈棕黄色或棕褐色，GFAP阳性使神经纤维网格框

架着红色，NF-M阳性使细胞轴突和胞体着红色。随

机计数相应时问点20个视野中BrdU和GFAP及B卜

du和NF—M双标阳性细胞，计算平均值。

2．8统计学方法 采用SPSS 1 1．5数据库软件

处理，实验结果为计量资料时，以i±s表示，组间比较

采用单因素方差分析和q检验；实验结果为计数资料

时，以百分率表示。P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

1 BBB分级法行为学检测(表1) rMSCs组和

rMSCs加黄芪组在各个时间点的评分均高于PBS组和

黄芪组(P<0．05)。其中rMSCs加黄芪组在不同时间

点的评分又都高于rMSCs组，除第14 d两者评分比较

无明显提高(P>0．05)外，其余各个时间点评分比较

均有显著提高(P<0．05)。

2脊髓组织病理检查结果(图1) rMSCs组和

rMSCs加黄芪组脊髓组织镜下观察可见胶质细胞增生

活跃，损伤周围可见到相对完整的神经细胞。相应时

间点与PBS组和黄芪组比较，神经细胞变性、坏死数

量及程度有较显著减轻。rMSCs加黄芪组较rMSCs组

组织水肿和炎性细胞浸润减轻更明显，而胶质细胞增

生更活跃。

表1 各组大鼠不同时间点BBB分级法行为学检测评分比较 (分，i±s)

注：与模型组同期比较，+P(0．05；与假手术组同期比较，6P<0．05；与PBS组同期比较，‘P<0．05；与黄芪组同期比较，ov<0．05；与rblSCs组同

期比较。Sp<O．05

注：A为PBS组治疗后17 d，神经元大量丢失，神经细胞减少，坏死区内神经细

胞消失；B为黄芪组治疗后17 d，胶质细胞增生较活跃，组织水肿和炎性细胞浸润有

所减轻；C为rMSCs组治疗后17 d，组织水肿和炎症浸润减轻。可见少数较完整神经

细胞；D为rMSCs加黄苠组治疗后17 d，组织水肿和炎性细胞浸润减轻更明显，而

胶质细胞增生更活跃。可见较多完整神经细胞

图1脊髓组织病理检查结果(1ie染色，x400)
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注：A、B分别为rMSCs组和rMSCs加黄芪组治疗后3 d．BrdU标记的阳性rM．

SCs存活，在脊髓灰质分布较白质密集；C为rMSCs加黄苠组治疗后7 d，BrdU和

GFAP双标染色阳性的细胞；D为rMSCs组治疗后7 d，BrdU和NF—M双标染色阳

性的细胞

图2脊髓组织双标免疫组化染色结果(×400)

3 脊髓组织双标免疫组化染色结果(图2) rM—

SCs组和rMSCs加黄芪组脊髓组织内都可见BrdU标

记的阳性rMSCs存活，在脊髓灰质分布较白质密集，

rMSCs加黄芪组中BrdU标记的阳性rMSCs分布较

rMSCs组密集，其阳性细胞数目亦相对较多；于移植后

的7d即可检测到BrdU和GFAP及BrdU和NF—M双

标染色阳性的细胞。从表2可以看出，rMSCs加黄芪

组BrdU和GFAP及BrdU和NF—M双标染色阳性的细

胞数较rMSCs组多，两组差异有统计学意义(P<

0．05)。

表2 rMSCs组及rMSCs加黄芪组BrdU标记的GFAP和NF．M

双染阳性细胞表达密度比较(个／目测视野，豆±3)

注：与rMSCs组比较，‘P<0．05

讨 论

国内外学者对间质干细胞移植治疗脊髓损伤进行

了研究，认为MSCs经损伤局部移植后可向病变部位

的组织迁移”一。，并与临近的细胞发生融合，整合了临

近细胞的基因而表达该细胞的部分特征从而替代或补

充损伤的神经细胞。迁移的MSCs能对环境、细胞因

子和一些信号做出反应，与周围组织发生联系，表达神

经细胞特有的标志蛋白如NSE、GFAP等¨。。在本实

验中对大鼠脊髓半横断损伤模型采用rMSCs移植治

疗后，大鼠后肢运动功能明显改善，BBB分级法行为

学检测平均得分较PBS组和黄芪组均有明显提高(P

<0．05)；脊髓组织病理切片显示受损脊髓较PBS组

和黄芪组有明显修复；双标免疫组化结果显示在rM·

SCs移植后3 d，1、2、3、4 W，在损伤灶及临近的脊髓

组织中检测到存活的rMSCs，表明rMSCs能在损伤灶

内存活、迁移，从移植后第7 d开始即有BrdU标记的

NF—M和GFAP表达并向损伤部位迁移，提示这些细胞

可补充丢失的神经元及神经胶质细胞，重建轴突环路，

从而增加残存神经原的可塑性。证实rMSCs移植是

治疗脊髓损伤的有效方法。

黄芪注射液是中药黄芪的提取物，其主要成分为

黄芪异黄酮、皂甙、黄芪多糖及微量元素硒等。近年来

药理研究提示黄芪具有改善脑部循环、抗缺血缺氧、增

强神经生长因子作用、对神经细胞损伤有保护作用等

功效∞’¨。马永刚等哺’研究发现黄芪可以减少脊髓损

伤后内源性单核细胞趋化蛋白一1(monoeyte chemokine

protein一1，MCP一1)的产生，从而缓解继发性脊髓损伤，

发挥脊髓保护作用。在本实验中我们观察到rMSCs

加黄芪组大鼠BBB分级法检测平均得分在不同时间

点都高于rMSCs组，除第14 d两者评分比较差异无统

计学意义(P>0．05)外，其余各个时间点平均得分比

较差异均有统计学意义(P<0．05)。脊髓组织病理切

片观察到rMSCs加黄芪组较rMSCs组组织水肿和炎

性细胞浸润减轻更明显，而胶质细胞增生更活跃。双

标免疫组化显示rMSCs加黄芪组中GFAP、NF—M阳性

细胞数目均较rMSCs组增多(P<0．05)，提示黄芪注

射液在体内有诱导rMSCs向神经细胞分化的作用，并

有促进间质干细胞修复脊髓损伤的作用。分析其机制

可能为黄芪能抑制脂质过氧化，降低脊髓损伤后的组

织损害，促进神经功能恢复。任宪盛等p’研究表明黄

芪可以抑制脊髓损伤后的脂质过氧化反应，减轻脊髓
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继发性损害，促进脊髓损伤后的神经功能恢复，从而发

挥神经保护作用。在脊髓损伤中，细胞表面钙离子通

道的异常开放导致大量钙离子内流，是引起继发性脊

髓损伤的重要病理机制。黄芪属于非选择性钙通道阻

滞剂，能有效的抑制钙通道的开放，阻断了继发性损

伤的链式反应，从而有效地保护脊髓组织"’。再次，

近年来药理研究提示黄芪又具有改善脑部循环，抗缺

血缺氧、增强神经因子作用、对神经细胞损伤有保护作

用等功效旧’”’，黄芪通过改善损伤脊髓微环境，减轻脊

髓的继发性损伤，同时改善损伤脊髓局部生化条件，形

成一个更加有利于移植的MSCs生存和向神经细胞分

化的环境，促进其成活与功能建立。

与MSCs研究的整体水平相比，中医药对MSCs作

用的研究尚处于探索阶段，特别是有关中药在体内联

合MSCs治疗中枢神经损伤的报道极少。本研究结果

表明，黄芪注射液在体内有诱导rMSCs向神经细胞分

化的能力，并有协同rMSCs促进大鼠脊髓损伤修复的

作用，为中药与间质干细胞移植联合应用治疗中枢神

经损伤提供了实验依据，显示出良好的临床应用前景。
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第十一次全国中西医结合防治呼吸系统疾病学术研讨会征文通知

由中国中西医结合学会呼吸病专业委员会主办，中国中医科学院广安门医院承办的“第十一次全国中西医结合防治呼吸系统

疾病学术研讨会暨全国呼吸病中西医结合研究高级进修班”定于2010年10月底在北京召开。会议主题突出“临床实用”。届时将

邀请呼吸内科领域的名老中医及北京协和医院、北大医院等单位的著名专家进行学术讲座。交流中医、中西医结合防治呼吸系统疾

病的基础理论、临床治疗经验和最新进展。现将会议征文事宜通知如下。

征文内容与肺部感染、哮喘、慢性阻塞性肺疾病、弥漫性肺问质疾病、肺血管痛、呼吸睡眠暂停综合征、肺动脉血栓栓塞症、胸

膜和纵隔疾病厦其他呼吸疾病的临床治疗经验、综舍防治策略或基础研究等方面的文章，呼吸系统少见病、疑难病中西医结合诊治

的临床报道．临床治疗上述疾病的名老中医专家经验总结及介绍等。

征文要求论文须尚未公开发表，字数不超过3 000字，摘要不超过300字，注明作者姓名、工作单位、通讯地址、邮编及第一作

者的电子邮箱及联系电话。论文格式为word文档，标题黑体3号字，内容宋体5号字。

截稿日期20lO年8月31日。

联系方式 联系人：边永君，刘志国，昊若菡；联系电话：010—88001444；稿件请发至电子邮葙：hxnh一2010@163．corn或hx．

nh2010@sina．corn。
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