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干细胞因子联合抗白细胞介素１７Ａ抗体对小鼠脑缺血预后的影响

卢　龙１，贺伟峰２，王　益１，文　珊１，胡　俊１，史树贵１　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院：神经内科１，全

军烧伤研究所，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室２）

　　［摘要］　目的　探讨干细胞因子（ｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，ＳＣＦ）联合抗白细胞介素１７Ａ抗体（ａｎｔｉＩＬ１７Ａ）
对小鼠脑缺血预后的影响。方法　通过线栓法对 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠建立大脑中动脉栓塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型，６０ｍｉｎ后取出线栓，恢复右侧大脑中动脉血流，建立脑缺血再灌注模型。
小鼠脑缺血再灌注后分别给予腹腔注射生理盐水（ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ，ＮＳ）、ａｎｔｉＩＬ１７Ａ、ＳＣＦ、ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋
ＳＣＦ。观察各组小鼠ＭＣＡＯ术后脑梗死体积、脑组织病理损伤和脑水肿程度、神经功能评分、神经细胞
凋亡和炎症反应等变化。结果　与ＮＳ组相比，其余各治疗组脑梗死体积、脑组织病理损伤和脑水肿均
显著减轻（Ｐ＜０．０５），神经功能评分得到明显改善（Ｐ＜０．０５），神经细胞凋亡减少（Ｐ＜０．０５），且 ａｎｔｉ
ＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组显著优于ａｎｔｉＩＬ１７Ａ组和 ＳＣＦ组（Ｐ＜０．０５）。此外，ａｎｔｉＩＬ１７Ａ还能明显减少脑组织
ＩＬ１７Ａ和ＩＬ１β的表达（Ｐ＜０．０５）。结论　ＳＣＦ联合ａｎｔｉＩＬ１７Ａ能更好地改善脑缺血损伤和促进神经
功能恢复。

　　［关键词］　 脑缺血；炎症；白细胞介素１７；干细胞因子
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　　 缺血性脑卒中因其高发病率、高致残率和高死亡
率而严重威胁人类健康［１］。炎症反应是加重脑缺血

继发性脑损伤的关键因素之一［２］。近年研究发现，

γδＴ细胞分泌的白细胞介素１７Ａ（ＩＬ１７Ａ）是引发脑缺
血炎症级联放大反应的关键因素，其可诱导中性粒细

胞、单核细胞前往缺血缺氧组织增强炎症反应［３］。

Ｇｅｌｄｅｒｂｌｏｍ等［４］在小鼠脑缺血３ｈ后给予抗白细胞介
素１７Ａ抗体（ａｎｔｉＩＬ１７Ａ）可显著抑制炎症反应和减
少脑梗死体积，同时促进神经功能恢复。干细胞因子

（ｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，ＳＣＦ）是一种重要的造血生长因子，
Ｚｈａｏ等［５］研究显示，在小鼠脑缺血后３ｈ至７ｄ连续
每天给予ＳＣＦ，可促进缺血缺氧区神经干细胞的增殖
分化，以及梗死灶周围血管的增生。但脑缺血导致脑

损伤的过程相当复杂，针对任何单一环节的治疗，不能

充分有效地阻止神经细胞缺血损伤。如何有效治疗脑

梗死，降低致残率仍是临床研究的一大课题。因目前

尚少见联合应用 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ和 ＳＣＦ治疗脑缺血相关
报道，且ａｎｔｉＩＬ１７Ａ和ＳＣＦ在脑缺血治疗上发挥的修
复机制不同，所以本研究旨在通过观察 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ联
合ＳＣＦ对小鼠脑缺血的治疗效果，为更好地治疗脑缺
血提供新的研究思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　实验动物为 ＳＰＦ级雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量
２５～３０ｇ，由第三军医大学实验动物中心提供。实验
过程严格遵循第三军医大学动物实验管理使用规定。

小鼠用随机数字法分成假手术组（ｎ＝５）、生理盐水
（ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ，ＮＳ）组（ｎ＝３０）、ａｎｔｉＩＬ１７Ａ组（ｎ＝
３０）、ＳＣＦ组（ｎ＝３０）和 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组（ｎ＝３０）。
在小鼠大脑中动脉栓塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕ
ｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）术后各组分别给予不同处理因素。
１．２　主要试剂
　　２，３，５氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ，Ｓｉｇｍａ，美国），
ＴＵＮＥＬ试剂盒（Ｒｏｃｈｅ，瑞士），ＲＮＡ提取试剂盒
（Ｑｉａｇｅｎ，德国），ｃＤＮＡ合成试剂盒（Ｔｏｙｏｂｏ，日本），重
组小鼠ＳＣＦ（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ，美国），重组小鼠单克隆抗白
细胞介素１７Ａ抗体（ｃｌｏｎｅ１７Ｆ３，ＢｉｏＸＣｅｌｌ，美国）。
１．３　实验方法
１．３．１　脑缺血再灌注模型建立　　参考 Ｓｕｇｉｍｏｒｉ
等［６］的方法建立小鼠ＭＣＡＯ模型。术前小鼠采用５％
水合氯醛７ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉。整个手术过程用取
暖灯保持小鼠体温维持在３６℃左右。经右侧颈总动
脉用７０的尼龙线栓闭塞小鼠大脑中动脉，线栓尖端
距颈总动脉分叉处约９ｍｍ。６０ｍｉｎ后取出线栓，恢复

右侧大脑中动脉血流。

１．３．２　神经功能评分　　参考Ｌｏｎｇａ评分法［７］，采用

盲法评估方式分别于小鼠ＭＣＡＯ术后１、３、７ｄ进行评
分。０分：无神经功能损伤；１分：左侧前肢不能完全伸
展；２分：行走时小鼠身体向左侧转圈；３分：行走时小
鼠身体向左侧倾倒；４分：不能自发行走，有意识丧失。
１．３．３　ＴＴＣ染色　　采用 ＴＴＣ染色法检测脑梗死体
积。ＭＣＡＯ术后７ｄ取出脑组织并冠状位切成１ｍｍ厚
度的脑片，置于２％的 ＴＴＣ溶液中３７℃孵育２０ｍｉｎ。
然后经４％多聚甲醛固定１２ｈ后照相，用ＩｍａｇｅＪ软件
计算脑梗死体积。

１．３．４　ＨＥ染色　　采用ＨＥ染色行脑组织病理学检
查，ＭＣＡＯ术后７ｄ小鼠深度麻醉后，给予ＮＳ和４％多
聚甲醛心脏灌流后取脑，脱水并石蜡包埋，将脑组织冠

状切为５μｍ厚的切片，然后进行常规 ＨＥ染色，并在
显微镜下观察各组切片的组织形态学。

１．３．５　脑组织含水量测定　　深度麻醉小鼠后取脑，
分别将小脑及两个大脑半球快速用电子天平称量得湿

质量，置于１００℃烤箱２４ｈ后称量得干质量，脑组织
水含量＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％。
１．３．６　神经细胞凋亡检测　　小鼠 ＭＣＡＯ术后７ｄ
取脑进行石蜡切片，按照ＴＵＮＥＬ凋亡检测试剂盒说明
书步骤染色，分别选择缺血半暗带 ３个 ０．１ｍｍ×
０１ｍｍ区域计数ＴＵＮＥＬ阳性细胞，取平均值。
１．３．７　ＲＴＰＣＲ　　ＭＣＡＯ术后７ｄ提取脑组织 ＩＬ
１７Ａ和ＩＬ１β总ＲＮＡ。通过ＲＴＰＣＲ制备ｃＤＮＡ，利用
ＰＣＲ检测目的基因表达情况。所用引物见表１。

表１　引物序列及产物长度

基因 引物序列（５→３） 产物长度（ｂｐ）

ＩＬ１７Ａ
上游 ＣＴＣＣＡＧＡＡＧＧＣＣＣＴＣＡＧＡＣＴＡＣ
下游 ＡＧＣＴＴＴＣＣＣＴＣＣＧＣＡＴＴＧＡＣＡＣＡＧ

１４３

ＩＬ１β
上游 ＣＡＡＣＣＡＡＣＡＡＧＴＧＡＴＡＴＴＣＴＣＣＡＴＧ
下游 ＧＡＴＣＣＡＣＡＣＴＣＴＣＣＡＧＣＴＧＣＡ

１５２

ＧＡＰＤＨ
上游 ＣＧＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣ
下游 ＡＧＴＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣ

１３８

１．３．８　给药方法　　按参考文献［３，５］的研究方法
给药。ＳＣＦ组：术后３ｈ给予ＳＣＦ皮下注射，给药剂量
为２００μｇ／（ｋｇ·ｄ），连续给药７ｄ。ａｎｔｉＩＬ１７Ａ组：每
只单次腹腔注射 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ抗体５０μｇ，ＭＣＡＯ术后
３、１２ｈ各１次；ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组：按ａｎｔｉＩＬ１７Ａ组
和ＳＣＦ组处理方法同时给予；ＮＳ组：给予等体积生理
盐水腹腔注射。

１．４　统计学分析
　　数据使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０ｃ统计软件进行统
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计学分析。结果用 珋ｘ±ｓ表示，多组间差异比较行单因
素方差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　各组小鼠生存率观察
　　接受不同处理因素后，观察各组小鼠 ＭＣＡＯ术后
１、３、７ｄ各时间点的生存率，在术后第１天时，各组生
存率无差异，但在第３、７天时，ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组生
存率最高，其次是ａｎｔｉＩＬ１７Ａ组和 ＳＣＦ组，ＮＳ组生存
率最低（表２）。

表２　各组小鼠生存率（ｎ＝３０，％）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ
ＮＳ组 １００ ８６．７ ６６．７
ａｎｔｉＩＬ１７Ａ组 １００ ９０．０ ８３．４
ＳＣＦ组 １００ ９０．０ ８０．０
ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组 １００ ９３．４ ９０．０

２．２　对脑梗死体积和脑组织病理损伤的影响
　　ＭＣＡＯ术后７ｄ观察到各组小鼠均出现不同程度
的脑梗死灶和组织病理损伤。与 ＮＳ组相比较，ａｎｔｉ
ＩＬ１７Ａ、ＳＣＦ和 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组脑梗死体积均显
著减少（Ｐ＜０．０５），且 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组显著小于
ａｎｔｉＩＬ１７Ａ组和ＳＣＦ组（Ｐ＜０．０５，图１Ａ、Ｂ）。脑梗死
区ＨＥ染色显示病理损伤最严重的为ＮＳ组，可见大量

神经细胞水肿坏死，炎症细胞浸润明显，其次是 ａｎｔｉ
ＩＬ１７Ａ、ＳＣＦ组，损伤程度最轻的为 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ
组（图１Ｃ）。
２．３　神经功能评分
　　ＭＣＡＯ术后１、３、７ｄ进行神经功能评分，结果显
示，各模型组均表现出了严重的神经功能损伤。在第

７天时，与ＮＳ组相比较，经ａｎｔｉＩＬ１７Ａ、ＳＣＦ和ａｎｔｉＩＬ
１７Ａ＋ＳＣＦ干预后的小鼠神经功能症状得到明显缓解
（Ｐ＜０．０５），且ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组缓解程度优于ａｎｔｉ
ＩＬ１７Ａ组和ＳＣＦ组（图２Ａ）。
２．４　脑水肿检测
　　ＭＣＡＯ术后各组均出现不同程度的脑水肿，于术
后３ｄ达高峰。在第３天时与 ＮＳ组相比较，ａｎｔｉＩＬ
１７Ａ、ＳＣＦ和ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组脑水肿得到明显缓解
（Ｐ＜０．０５），且 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组比 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ组
和ＳＣＦ组缓解更明显（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。
２．５　脑缺血半暗带区神经凋亡细胞检测
　　ＭＣＡＯ术后７ｄ采用 ＴＵＮＥＬ染色法检测各组缺
血半暗带区神经细胞凋亡情况（图３Ａ）。与 ＮＳ组比
较，ａｎｔｉＩＬ１７Ａ、ＳＣＦ和ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组ＴＵＮＥＬ阳
性细胞均显著减少（Ｐ＜０．０５），且 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ
组显著少于 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ组和 ＳＣＦ组（Ｐ＜０．０５，
图３Ｂ）。
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较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组比较（ｎ＝５）

图１　ＭＡＣＯ术后７ｄ各组脑组织ＴＴＣ染色、梗死体积分析和ＨＥ染色
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图２　各组小鼠ＭＣＡＯ术后神经功能评分和脑组织水含量检测
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图３　ＭＣＡＯ术后７ｄ小鼠脑梗死缺血半暗带区神经

细胞凋亡检测

２．６　炎症因子ＩＬ１７Ａ、ＩＬ１β检测
　　ＲＴＰＣＲ检测小鼠 ＭＣＡＯ术后 ７ｄ时 ＩＬ１７Ａ和
ＩＬ１β表达情况。与 ＮＳ组相比，ＩＬ１７Ａ和 ＩＬ１β在
ａｎｔｉＩＬ１７Ａ组和ａｎｔｉＩＬ１７Ａ＋ＳＣＦ组均明显减少（Ｐ＜
０．０５），在ＳＣＦ组无显著变化（Ｐ＞０．０５，图４Ａ、Ｂ）。
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Ａ：ＩＬ１７Ａ；Ｂ：ＩＬ１βａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＳ组比较（ｎ＝６）
图４　ＲＴＰＣＲ检测各组ＩＬ１７Ａ和 ＩＬ１βｍＲＮＡ的

表达情况

３　讨论

　　缺血性脑卒中已成为患者死亡和残疾的主要原因
之一，且发病率在逐年上升［８］。炎症反应在脑缺血继

发性脑损伤的发生发展过程中发挥着重要的作用［９］。

脑缺血在发生数分钟内就启动了炎症级联反应，并最

终导致了缺血核心区域不可逆地损伤。然而梗死核心

区周围的缺血半暗带并未完全坏死，如果及时地给予

抗炎，促进血管、神经元的修复等治疗可减轻脑缺血损

伤［１０］。因此，该实验联合应用 ａｎｔｉＩＬ１７Ａ和 ＳＣＦ，从
不同的修复机制联合治疗脑缺血，观察能否得到更佳
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的治疗效果。已有研究发现，产生 ＩＬ１７Ａ的细胞很
多，包括γδＴ细胞、αβＴ细胞、小神经胶质细胞等［１１］。

Ｓｈｉｃｈｉｔａ等［１２］证实，参与脑缺血损伤的 ＩＬ１７Ａ主要来
自γδＴ细胞。ＩＬ１７Ａ是脑缺血炎症反应中起重要作
用的炎症因子之一，脑缺血发生后开始逐渐增多，第

３天达高峰［１３］，其可诱导单核细胞、中性粒细胞透过

血脑屏障进入脑组织释放大量炎症因子，引发炎症级

联放大反应导致过度炎症，且可增强神经毒性因子如

ＩＬ１β、ＴＮＦα和基质金属蛋白酶等的产生，从而破坏
血脑屏障和促进神经元凋亡。Ｇｅｌｄｅｒｂｌｏｍ等［４］研究发

现小鼠脑缺血抗ＩＬ１７Ａ单克隆抗体治疗或 ＩＬ１７Ａ基
因敲除均可减轻脑梗死体积和改善神经功能。

　　ＳＣＦ是一种造血生长因子，在缺血性脑卒中后大
量上调。ＳＣＦ与受体 ｃＫｉｔ结合可促进骨髓内皮祖细
胞的生存、黏附和动员。内皮祖细胞在缺血性脑卒中

后可促进血管再生、神经发生及改善神经功能［１４］。体

外实验研究表明缺氧情况下 ＳＣＦ可诱导小鼠皮质培
养细胞神经发生，还可刺激培养细胞和整体动物皮质

侧脑室外侧壁的室下带和海马齿状回的颗粒下层的神

经发生［１５］。在动物体内实验中，Ｚｈａｏ等［５］在大鼠脑

缺血后给予 ＳＣＦ，术后７ｄ时观察到脑梗死体积减轻
和神经功能改善。但ＳＣＦ促进血管、神经发生的作用
相对缓慢，所以我们选择 ＭＣＡＯ术后７ｄ为本实验观
察终点。

　　本研究分别应用 ＳＣＦ和 ａｎｔｉ１７Ａ均可减轻脑损
伤，但单独应用 ＳＣＦ和 ａｎｔｉ１７Ａ脑保护作用有限，联
合应用ＳＣＦ和 ａｎｔｉ１７Ａ可更有效地减轻脑梗死体积
和神经细胞凋亡，更好地促进神经功能恢复。

　　综上所述，联合应用 ＳＣＦ和 ａｎｔｉ１７Ａ既可抑制脑
缺血后的炎症反应，又可促进梗死灶周围神经干细胞

的增殖分化和血管的增生，起到了协同的作用，最终更

好地减少了脑梗死体积和促进了神经功能的恢复，但

ＳＣＦ＋ａｎｔｉ１７Ａ在脑保护过程中的相互作用机制以及
对脑缺血远期恢复效果仍待进一步研究。
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