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两种干细胞对颅脑创伤炎症反应调控作用的对比研究
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　　［摘要］　目的　比较神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）与间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）移植对颅脑创伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）后炎症反应的调控作用。方法　将２６４只成
年雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按随机数字表法分为假手术组（５４只）和 ＴＢＩ组（１６２只），采用自由落体脑打击
装置制备ＴＢＩ模型并于伤后１２ｈ进行ＮＳＳ评分，将３～７分者按随机数字表法分为３组，每组５４只，于
伤后２４ｈ将离体培养的同品系小鼠成体ＮＳＣｓ、ＭＳＣｓ和ＰＢＳ分别定向注射到创伤模型鼠脑内。于移植
后２４、７２ｈ和７ｄ处死动物，取脑组织病理切片染色，观察脑损伤修复和免疫细胞浸润情况；分别提取脑
组织ｍＲＮＡ和蛋白检测细胞因子表达量。结果　①ＮＳＣｓ或ＭＳＣｓ移植７ｄ后，脑损伤较ＰＢＳ处理组局
限，组织内渗出减少。②ＮＳＣｓ或ＭＳＣｓ移植７２ｈ和７ｄ后，脑组织内浸润的小胶质细胞／巨噬细胞数量
明显少于ＰＢＳ处理组（Ｐ＜０．０５）；ＮＳＣｓ移植 ７ｄ后，脑内浸润的 Ｔ细胞数量明显少于 ＰＢＳ处理组
（Ｐ＜０．０５）。③ＭＳＣｓ移植后 ＩＬ６和 ＴＮＦαｍＲＮＡ和蛋白水平在各时间点均低于 ＰＢＳ处理组（Ｐ＜
００５）；ＮＳＣｓ移植后ＩＬ１０ｍＲＮＡ水平在２４ｈ和７２ｈ明显高于 ＰＢＳ处理组（Ｐ＜０．０５），其蛋白水平在
７２ｈ和７ｄ也较ＰＢＳ处理组和ＭＳＣｓ移植组明显升高（Ｐ＜０．０５）。结论 　ＮＳＣｓ与ＭＳＣｓ可影响ＴＢＩ后
炎症反应中免疫细胞浸润和细胞因子表达，二者调控作用既有相同之处，也有明显差异。
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　　颅脑创伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）后脑组织
结构被破坏，血脑屏障功能紊乱，随之浸润的免疫细胞

及细胞因子共同参与了炎症反应。炎症反应对神经损

伤修复具有两面性：一方面可局限致伤因素，为修复创

造条件；另一方面则加重组织损伤，不利于神经再

生［１］。由此可见，对ＴＢＩ后炎症反应进行有序调控是
临床治疗的关键。近来研究发现干细胞具有免疫调控

作用，将间充质干细胞 （ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）与免疫细胞离体共培养，发现 ＭＳＣｓ可分泌多
种细胞因子影响免疫细胞活化和极性转变［２］；经静脉

移植的神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）能在免疫
器官中存活并与免疫细胞相互作用［３］。虽然干细胞

移植治疗ＴＢＩ的报道较多［４］，但鲜有研究对比观察不

同干细胞在神经损伤后炎症反应中的调控作用，此外

由于移植方式和干预时机等差异，对于干细胞发挥的

免疫调控作用在国际上仍有争议［５－６］。因此，本研究

选用小鼠源性 ＮＳＣｓ与 ＭＳＣｓ分别移植到同品系小鼠
ＴＢＩ动物模型脑内，避免了由移植物引起的免疫排斥，
可较为客观地比较分析两种干细胞免疫调控作用，从

而为移植治疗ＴＢＩ后炎症反应选用适宜干细胞提供理
论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　成年雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２６４只，体质量２０～２８ｇ。
采用随机数字表法分为假手术组和 ＴＢＩ组，对 ＴＢＩ组
进行不同干预分为 ＮＳＣｓ移植组、ＭＳＣｓ移植组和磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）处理组，每组小鼠再分为移植后２４、７２ｈ
和７ｄ共３个时相点，每个时相点组１８只。所有实验
动物购于北京维通利华公司，ＳＰＦ级。

１．２　主要仪器和试剂
　　仪器：ＣＯ２培养箱和Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ

ＴＭＭＫ３（美国Ｔｈｅｒｍｏ
公司），超净工作台（美国 ＥＳＣＯ公司），Ｓ８ＡＰ０体视
镜、倒置相差显微镜、ＣＭ１９５０冰冻切片机、ＴＣＳＳＰ５Ⅱ
激光共聚焦显微镜和ＤＭ３０００荧光显微镜（德国Ｌｅｉｃａ
公司），Ｃ６流式细胞仪（美国ＢＤ公司），小鼠数字化脑
立体定向仪（美国 Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司），ＶｉｉＡ７Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），ＧｅｌＤｏｃＸＲ
Ｓｙｓｔｅｍ凝胶成像分析系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
　　试剂：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养基、
Ｂ２７、碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）、表皮生长因
子（ＥＧＦ）、０．２５％胰酶ＥＤＴＡ、Ａｃｃｕｔａｓｅ酶、胎牛血清
（ＦＢＳ）、ＰＢＳ和 ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），多聚赖
氨酸（ＰＬＬ）、Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、
ＨＲＰ标记山羊抗兔 ＩｇＧ抗体（１∶５０００）、小鼠 ＩＬ６、
ＩＬ１０和 ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ公司），
Ｎｅｓｔｉｎ抗体（１∶４００）、ＩＬ６抗体（１∶１０００）和 βａｃｔｉｎ抗
体（１∶１０００，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），Ｓｏｘ２抗体（１∶２００，
美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＣＤ４４ＦＩＴＣ、ＣＤ１４ＰＥ和 ＣＤ２９
ＰＥ（美国 ＢＤ公司），ＣＤ７１ＦＩＴＣ和 ＣＤ４５ＡＰＣ（美国
ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），ＣＤ３４ＡＰＣ（美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司），
ＣＤ３抗体（１∶２００）、ＣＤ１１ｂ抗体（１∶２００）、ＩＬ１０抗体
（１∶２０００）和 ＴＮＦα抗体（１∶２０００，美国 Ａｂｃａｍ公
司），ＣＤ１９抗体（１∶２００，美国Ｌｉｆｅｓｐａｎ公司），４８８标记
驴抗山羊ＩｇＧ抗体（１∶８００）、５９４标记驴抗小鼠 ＩｇＧ抗
体（１∶１０００）、５９４标记驴抗大鼠 ＩｇＧ抗体（１∶６００）和
５９４标记驴抗兔ＩｇＧ抗体（１∶１０００，美国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司），ＱｕａｎｔＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒（中国 Ｔｉａｎｇｅｎ公司），
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司），
ＰＣＲ引物（中国生工公司），ＢＣＡ试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
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公司）。

１．３　神经干细胞体外分离培养
　　采用颈部脱臼法处死小鼠，无菌条件下取出脑组
织，体视镜下分离 ＳＶＺ区并放入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
中。移入超净工作台，剪碎组织，用０．２５％胰酶ＥＤＴＡ
３７℃消化５ｍｉｎ。用２００目滤网过滤，２００×ｇ离心５ｍｉｎ，
弃上清液，加入 ＮＳＣｓ培养基（含 ２％Ｂ２７，２０ｎｇ／ｍＬ
ｂＦＧＦ和 ２０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２与 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ
等体积混合培养基）。调整细胞量为１０５～１０６个／ｍＬ
接种到培养瓶内，放于３７℃，５％ＣＯ２培养箱中。７ｄ
后将悬浮的神经球吸入离心管内，２００×ｇ离心５ｍｉｎ，
弃上清液，用 Ａｃｃｕｔａｓｅ酶 ３７℃消化 １４ｍｉｎ后加入
ＮＳＣｓ培养基，传代培养。取第３代ＮＳＣｓ进行鉴定，用
酶消化法制备单细胞悬液，以 １×１０５个／ｍＬ接种到
２４孔细胞培养板，孔内放有 ＰＬＬ包被的细胞爬片，培
养２ｄ后取出爬片，用巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）和 Ｓｏｘ２双重标
记，用激光共聚焦显微镜观察。取第５～８代 ＮＳＣｓ用
于移植，制备单细胞悬液并用 ＰＢＳ漂洗３遍，调整细
胞数为１×１０５个／μＬ，放置于离心管中冰浴。
１．４　间充质干细胞体外分离培养
　　以１．３方法处死动物，无菌条件下将完整分离的
股骨与胫骨放入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中。移入超净工
作台，剪开两侧骨端，用１ｍＬ注射器抽吸培养基反复
冲洗骨髓腔，将组织冲洗液缓慢注入到１．０８２ｇ／ｍＬ的
Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液中，在４℃以１５０×ｇ离心２０ｍｉｎ。用
ＰＢＳ漂洗所收集的单个核细胞，加入 ＭＳＣｓ培养基（含
１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基）。调整细胞量为１０５～
１０６个／ｍＬ接种到培养瓶内培养。每隔１ｄ半量换液，
当贴壁细胞生长达 ９０％时，吸弃培养液并用 ＰＢＳ漂
洗，加入Ａｃｃｕｔａｓｅ酶３７℃消化５ｍｉｎ，待贴壁细胞变
圆，即加入ＭＳＣｓ培养基终止消化并反复吹打，收集单
细胞悬液，传代培养。取第３代 ＭＳＣｓ进行鉴定，用酶
消化法制备单细胞悬液并用 ＰＢＳ漂洗，调整细胞密度
为１×１０６个／ｍＬ，分装到ＥＰ管内，分别用ＣＤ４４ＦＩＴＣ、
ＣＤ１４ＰＥ、ＣＤ２９ＰＥ、ＣＤ４５ＡＰＣ、ＣＤ７１ＦＩＴＣ和 ＣＤ３４
ＡＰＣ染色，设置同型对照组，用流式细胞仪鉴定。取
第５～８代ＭＳＣｓ用于移植，方法同１．３。
１．５　小鼠ＴＢＩ模型制备和干细胞移植
　　小鼠用３．６％水合氯醛１０ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉
后固定于脑立体定向仪，备皮后铺无菌洞巾，切开头部

皮肤，以前囟向尾侧１．５ｍｍ，中线偏右侧２．０ｍｍ为
撞击点。使用自由落体脑打击装置，用 ４０ｇ击锤从
２５ｃｍ高度坠落，撞击撞针（直径３．０ｍｍ）造成颅脑损
伤，缝合头皮继续喂养。假手术组（５４只）仅切开头
皮，不实施撞击。于伤后１２ｈ进行神经功能缺损评分
（ＮＳＳ），将３～７分者纳入ＴＢＩ组并按随机数字表法分

为 ＮＳＣｓ移植组、ＭＳＣｓ移植组和 ＰＢＳ处理组，每组
５４只，均在伤后２４ｈ给予干预。操作如下：将小鼠固
定于脑立体定向仪，消毒铺巾，切开皮肤暴露前囟，以

前囟向喙侧１．５ｍｍ，中线偏右侧１．０ｍｍ，深度２．５ｍｍ
为注射点，用２５μＬ２２ｓ微量进样器以０．５μＬ／ｍｉｎ的
速度注射５μＬ细胞悬液，细胞总量为５×１０５个，结束
后留针５ｍｉｎ，缓慢拔针缝合头皮。ＰＢＳ处理组以同样
方式注射等体积ＰＢＳ。
１．６　脑组织冰冻切片病理染色和免疫荧光染色
　　移植后２４、７２ｈ和７ｄ从各组随机选取６只动物，
麻醉后灌注固定并取出大脑观察其形态，包埋后用冰

冻切片机沿大脑冠状面连续切片（厚１０μｍ）。每隔５张
用ＨＥ染色确定细胞移植区和脑损伤区，观察移植物
分布和脑组织损伤修复情况。根据病理染色结果进行

免疫荧光染色，用１０％ＢＳＡ封闭后，加入 ＣＤ３、ＣＤ１１ｂ
和ＣＤ１９抗体４℃孵育过夜。漂洗后，加入荧光标记
二抗，室温避光孵育２ｈ。用 ＤＡＰＩ染细胞核，在荧光
显微镜下观察，在镜下（×２０）随机选取６个视野，计
数阳性细胞数（特异性抗体标记）和总细胞数（ＤＡＰＩ
标记），计算阳性细胞百分率 ＝阳性细胞数／总细胞
数 ×１００％。
１．７　ＲＴｑＰＣＲ检测细胞因子ｍＲＮＡ表达
　　在各观察时间点从各组随机选取６只动物进行处
死，取新鲜脑组织，称重后用液氮研磨法提取总ＲＮＡ，用
ＱｕａｎｔＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒合成ｃＤＮＡ，放于ＥＰ管中－２０℃
保存。用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒，以 ｃＤＮＡ为
模板在 ＶｉｉＡ７ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ中检测细胞因子
ｍＲＮＡ，并进行 ３次独立重复实验。引物序列如下：
βａｃｔｉｎ上游：５′ＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣ３′，下游：
５′ＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡ３′；ＩＬ６上游：５′ＡＧＣＴ
ＧＧＡＧＴＣＡＣＡＧＡＡＧＧＡＧ３′，下游：５′ＣＧＣＡＣＴＡＧＧＴＴ
ＴＧＣＣＧＡＧＴ３′；ＩＬ１０上游：５′ＣＴＴＴＡＡＧＧＧＴＴＡＣＴＴＧ
ＧＧＴ３′，下游：５′ＴＴＧＡＴＣＡＴＣＡＴＧＴＡＴＧＣＴＴＣ３′；ＴＮＦα
上游：５′ＴＧＡＡＧＧＧＡＡＴＧＧＧＴＧＴＴＡ３′，下游：５′ＧＡ
ＡＧＡＡＴＣＴＧＧＡＡＡＧＧＴＣ３′。以 βａｃｔｉｎ为内参计算细
胞因子ｍＲＮＡ水平，再以假手术组为对照计算 ＴＢＩ各
干预组间ｍＲＮＡ的表达倍数。
１．８　ＥＬＩＳＡ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞因子蛋白表达
　　如１．７取新鲜脑组织，称量后用液氮速冻，并将样
品放在冰上，加入裂解缓冲液，用电动匀浆机匀浆。总

蛋白浓度用ＢＣＡ试剂盒测定，将样品按比例稀释后分
装到ＥＰ管中－８０℃保存。使用小鼠ＥＬＩＳＡ试剂盒检
测脑组织内 ＩＬ６、ＩＬ１０和 ＴＮＦα蛋白含量，用
ＭｕｌｔｉｓｋａｎＴＭＭＫ３在 ４５０ｎｍ波长处测量样品光密度
值，用ＥＬＩＳＡＣａｌｃＶ软件参照标准曲线计算相对蛋白
浓度。取样品蛋白用ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离目的条
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带（总蛋白量为３０～４０μｇ）并转至 ＰＶＤＦ膜，用 ５％
ＢＳＡ封闭后，分别加入 ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦα和 βａｃｔｉｎ
中，４℃孵育过夜，用 ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ抗体
室温孵育１ｈ后，在暗室内与 ＥＣＬ显色剂反应，用 Ｇｅｌ
ＤｏｃＸＲＳｙｓｔｅｍ凝胶成像分析系统采集并分析蛋白
含量。

１．９　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示。
同一观察时间点多组间比较和组内多个观察时间点间

的比较均行单因素方差分析，两两比较行ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　干细胞分离培养和鉴定
　　取自成年雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠侧脑室下区（ＳＶＺ）
的细胞经离体培养３～４ｄ后不断增殖形成边缘光滑
的神经球，６～７ｄ后神经球逐渐脱离瓶底而呈悬浮生
长状态。神经球用酶消化后可传代培养，并表达ＮＳＣｓ
特异性标记物：Ｎｅｓｔｉｎ和Ｓｏｘ２。取自成年雄性同品系小
鼠骨髓组织的细胞在含血清的培养基中呈纺锤形并贴

壁生长。这些梭形细胞用酶消化后可传代培养，并高表

达ＭＳＣｓ表面抗原：ＣＤ２９、ＣＤ４４和ＣＤ７１（＞８０％），而低
表达造血细胞相关抗原：ＣＤ１４、ＣＤ３４和ＣＤ４５（＜５％）。
２．２　动物模型一般资料和形态学分析
　　用自由落体脑打击装置制备动物模型，伤后１２ｈ

ＮＳＳ评分为（４．４７±０．７５），选３～７分小鼠（７６．７８％）
纳入ＴＢＩ组。干预后２４ｈ和７２ｈ３组间无明显差异，
肉眼可见软脑膜和脑组织明显破裂，伴有出血和水肿，

镜下可见神经元胞体肿胀，尼氏体溶解消失，细胞核边

集固缩，大量红细胞溢出和炎性细胞浸润。在 ＮＳＣｓ
和 ＭＳＣｓ移植组可见移植物沿注射针道分布。ＮＳＣｓ
或ＭＳＣｓ移植７ｄ后，脑损伤较ＰＢＳ处理组局限，组织
内渗出减少。假手术组 ＮＳＳ评分均为０，在各观察时
间点未发现上述病理变化。

２．３　脑组织内免疫细胞数量的动态变化
　　假手术组在各观察时间点均未见到免疫细胞浸
润。ＴＢＩ组在干预后２４ｈ均可检测到小胶质细胞／巨
噬细胞（ＣＤ１１ｂ）、Ｔ细胞（ＣＤ３）和 Ｂ细胞（ＣＤ１９），但
各干预组间阳性细胞数量无明显差异（Ｐ＞００５）。干
预后７２ｈＰＢＳ处理组小胶质细胞／巨噬细胞明显增
多，并高于ＮＳＣｓ移植组和 ＭＳＣｓ移植组（Ｐ＜００５）；Ｔ
细胞和Ｂ细胞的数量虽有所增加，但３组间差异不明
显（Ｐ＞００５）。干预后７ｄ，ＰＢＳ处理组小胶质细胞／
巨噬细胞百分率持续上升，高于 ＮＳＣｓ移植组和 ＭＳＣｓ
移植组（Ｐ＜０．０５）；浸润的 Ｔ细胞和 Ｂ细胞数量也不
断增多，ＰＢＳ处理组Ｔ细胞百分率明显高于ＮＳＣｓ移植
组（Ｐ＜０．０５）。结果见图１、２。
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图１　干预后２４ｈ、７２ｈ和７ｄ各组小鼠脑组织内小胶质细胞／巨噬细胞免疫荧光染色　（荧光显微镜 ×２００）
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２．４　脑组织内细胞因子含量的动态变化
　　ＲＴｑＰＣＲ检测脑组织内细胞因子 ＩＬ６、ＩＬ１０和
ＴＮＦαｍＲＮＡ转录水平结果见图３，ＥＬＩＳＡ检测对应蛋
白含量结果见图４，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果见图５。假
手术组脑组织内细胞因子ＩＬ６、ＩＬ１０和ＴＮＦαｍＲＮＡ
转录水平和蛋白含量在各观察时间点均明显低于 ＴＢＩ
各干预组（Ｐ＜０．０５）。ＰＢＳ处理组 ＩＬ６和 ＴＮＦα
ｍＲＮＡ水平和蛋白含量在各观察时间点均高于 ＭＳＣｓ

移植组（Ｐ＜０．０５）。ＭＳＣｓ移植组 ＩＬ６蛋白含量和
ＴＮＦαｍＲＮＡ水平在各观察时间点以及 ＴＮＦα蛋白
含量在移植后 ７２ｈ和 ７ｄ均明显低于 ＮＳＣｓ移植组
（Ｐ＜０．０５）。ＮＳＣｓ移植组 ＩＬ１０水平持续上升，其
ｍＲＮＡ水平在移植后２４ｈ和７２ｈ均明显高于 ＰＢＳ处
理组，蛋白含量在７２ｈ和７ｄ较 ＰＢＳ处理组和 ＭＳＣｓ
移植组明显升高（Ｐ＜０．０５）。
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３　讨论

　　ＴＢＩ后炎症反应一方面可参与继发性病理损伤，
另一方面对神经修复再生发挥着重要作用，调控炎症

反应目的是减小损伤和促进修复。目前临床上防治

ＴＢＩ后炎症反应主要采用固醇类激素和神经营养因
子［７－８］，但二者疗效并不理想，因此新的调控手段具有

广阔前景。近来研究发现，移植体内的干细胞不仅具

有细胞替代作用，而且还能调节免疫反应［９］。ＭＳＣｓ
在体外可抑制Ｔ细胞增殖，移植到体内可抑制由淋巴
细胞介导的免疫应答，此外 ＭＳＣｓ尚可通过调控多种
细胞因子的表达发挥免疫抑制作用［１０］。ＮＳＣｓ与
ＭＳＣｓ具有类似作用，基因芯片数据显示与免疫相关的
基因约有１８％在 ＮＳＣｓ中稳定表达，移植体内保持未
分化状态的 ＮＳＣｓ可发挥免疫调控作用促进组织修
复［１１］。然而，现有研究主要是针对单一干细胞免疫调

控作用而言［１２］，缺乏比较和定量分析。据此，本研究

对比观察ＮＳＣｓ与 ＭＳＣｓ在 ＴＢＩ后炎症反应中的调控
作用，发现两种干细胞均可在一定程度上影响脑内免

疫细胞的浸润和细胞因子的表达，并且与文献［１３－
１４］报道不同，两种干细胞的调控作用既有共同点也
有明显差异。

　　本研究选用近交系 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠源性 ＮＳＣｓ与
ＭＳＣｓ直接经颅定向移植到同品系小鼠 ＴＢＩ动物模型
脑内，与之前研究采用封闭群 ＳＤ大鼠模型及经静脉
移植途径相比［１５］，可更有效地避免免疫排斥反应和血

液循环消耗移植物，并且浸润脑内的免疫细胞可归因

于ＴＢＩ后炎症反应。本实验发现ＴＢＩ后２ｄ脑组织内
即可检测到小胶质细胞／巨噬细胞、Ｔ细胞和 Ｂ细胞。
小胶质细胞／巨噬细胞可促进炎症发生、发展，并能释
放细胞因子趋化淋巴细胞浸润［１６］。Ｔ细胞和 Ｂ细胞
可调节ＴＢＩ后适应性免疫应答，在炎症早期参与继发
性病理损伤，而在后期则对神经再生及功能重塑起重

要的支持作用［１７］。本研究发现接受 ＮＳＣｓ或 ＭＳＣｓ移
植，小胶质细胞／巨噬细胞数量增幅渐趋平缓，移植后
７２ｈ和７ｄ其百分率明显低于 ＰＢＳ处理组，说明两种
干细胞均有抑制小胶质细胞／巨噬细胞浸润的作用。
此外，移植后７ｄ，与 ＰＢＳ处理组相比 ＮＳＣｓ移植组脑
内浸润的Ｔ细胞数量明显减少，提示 ＮＳＣｓ可抑制 Ｔ
细胞浸润。文献［３］报道抑制体内Ｔ细胞数量可降低
动物学习和记忆能力，认为Ｔ细胞可影响内源性ＮＳＣｓ
的增殖分化，可见 ＮＳＣｓ与 Ｔ细胞间作用复杂。前面
已述及 ＭＳＣｓ可抑制 Ｔ细胞增殖，而本实验发现与
ＰＢＳ处理组相比，ＭＳＣｓ移植组在ＴＢＩ后炎症反应中并
没有明显减少浸润的淋巴细胞。可见ＴＢＩ后各时期产

生的多种信号分子对 ＭＳＣｓ的影响较为复杂，此外
ＭＳＣｓ的免疫调节作用具有双向性，可介导免疫抑制，
也能增强免疫应答。这些作用受环境中信号分子的影

响，例如只有当促炎因子高表达时，ＭＳＣｓ才能抑制 Ｔ
细胞增殖活化［１０］。ＴＢＩ后炎症反应中信号分子对
ＮＳＣｓ的影响是否与 ＭＳＣｓ相似以及作用机制仍是今
后研究热点。

　　ＴＢＩ后２ｄ脑组织内细胞因子的表达即增加，包括
促炎因子（ＩＬ６和 ＴＮＦα）和抑炎因子（ＩＬ１０）［１８］。
ＩＬ６和ＴＮＦαｍＲＮＡ转录水平在干预后７２ｈ达峰值
并逐渐降低，而 ＩＬ１０ｍＲＮＡ水平则在观察期内不断
上升，与炎症反应自身调节有关［１９］。促炎因子ＩＬ６可
造成血脑屏障功能紊乱，促使免疫细胞和细胞因子大

量涌入中枢神经系统内参与继发性病理损伤［２０］。

ＴＮＦα在继发性脑损伤中可扩大炎症反应，使组织病
变进一步恶化［２１］。ＭＳＣｓ移植组ＩＬ６和ＴＮＦαｍＲＮＡ
转录和蛋白表达水平在各观察点均明显低于 ＰＢＳ处
理组，说明 ＭＳＣｓ可下调 ＩＬ６和 ＴＮＦα表达，减轻炎
症反应。文献［１３］报道在脑损伤后２４ｈ内经静脉移
植ＮＳＣｓ可降低ＩＬ６和ＴＮＦα含量。本研究未发现这
两种因子在 ＮＳＣｓ移植组和 ＰＢＳ处理组间的显著差
异，可见干预时机和移植途径对干细胞的免疫调控作

用有一定影响。抑炎因子 ＩＬ１０具有拮抗促炎因子，
保护神经组织的作用［２２］。ＮＳＣｓ移植组 ＩＬ１０ｍＲＮＡ
转录水平在干预后２４ｈ和７２ｈ即明显高于 ＰＢＳ处理
组，其蛋白水平在随后７２ｈ和７ｄ也明显高于 ＭＳＣｓ
移植组和ＰＢＳ处理组，说明ＮＳＣｓ可上调ＩＬ１０表达水
平而减轻组织损伤，促进神经修复。文献［２３］报道
ＭＳＣｓ与免疫细胞离体共培养可增加 ＩＬ１０表达，而本
研究ＩＬ１０的含量在 ＭＳＣｓ移植组和 ＰＢＳ组间无明显
差异，提示干细胞调控细胞因子表达受多种因素影响，

如何引导干细胞稳定上调抑炎因子同时下调促炎因子

需从分子机制的研究入手。

　　综上所述，本研究采用小鼠源性ＮＳＣｓ与ＭＳＣｓ分
别移植到同品系小鼠 ＴＢＩ动物模型脑内，发现两种干
细胞能影响 ＴＢＩ后免疫细胞浸润和细胞因子表达。
ＮＳＣｓ与ＭＳＣｓ免疫调控作用有相似之处，如抑制小胶
质细胞／巨噬细胞浸润，此外 ＮＳＣｓ可抑制 Ｔ细胞浸润
并增加ＩＬ１０含量，ＭＳＣｓ主要通过降低促炎因子 ＩＬ６
和ＴＮＦα水平调节炎症反应。这些差异值得深思，例
如ＩＬ６和ＴＮＦα主要由活化的小胶质细胞／巨噬细胞
产生［３］，在本研究中ＭＳＣｓ一方面抑制小胶质细胞／巨
噬细胞浸润，另一方面下调 ＩＬ６和 ＴＮＦα表达，而
ＮＳＣｓ虽然减少小胶质细胞／巨噬细胞浸润，但对 ＩＬ６
和ＴＮＦα的表达无明显抑制作用。可见两种干细胞
免疫调控作用涉及复杂的细胞和分子机制。文献
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［２４］报道，经静脉移植ＮＳＣｓ可在免疫器官中富集，抑
制Ｔ细胞增殖，发挥全身性免疫调节作用，而经颅定
向移植 ＮＳＣｓ则在脑内发挥局部抗炎、抗凋亡作用。
在脑卒中、ＴＢＩ等急性期，ＮＳＣｓ主要抑制小胶质细胞／
巨噬细胞介导的固有免疫应答，而在帕金森、多发性硬

化等慢性疾病中ＮＳＣｓ主要抑制由淋巴细胞介导的适
应性免疫应答［１１］。因此，针对干细胞免疫调控机制的

研究，一方面要从信号转导途径入手，另一方面尚需借

助基因或蛋白芯片技术以及生物信息学等学科知识，

深入到具体的病理环境中比较 ＮＳＣｓ与 ＭＳＣｓ的作用
机制，才能从本质上理解二者在 ＴＢＩ后炎症反应中的
调控作用。
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