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［摘　要］目的：建立体外分离、培养大鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ），体外诱导ＢＭＳＣｓ向神经元样细胞方向
分化、鉴定并移植至血管性痴呆大鼠模型的方法。方法：体外分离培养ＳＤ大鼠ＢＭＳＣｓ，采用贴壁筛选法分离纯
化ＢＭＳＣｓ，显微镜下观察不同时期ＢＭＳＣｓ的细胞形态，流式细胞术检测细胞表面标志物表达鉴定 ＢＭＳＣｓ，用含
１０μｇ／ＬｂＦＧＦ的ＬＤＭＥＭ及含２００μｍｏｌ／ＬＢＨＡ、２％ ＤＭＳＯ的无血清ＬＤＭＥＭ诱导ＢＭＳＣｓ向神经元样细胞分
化；免疫细胞化学检测分化细胞的巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）、神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）的表达，以确定其分化特性；用
尿嘧啶脱氧核苷（ＢｒｄＵ）标记分化好的细胞，移植到改良 Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ’ｓ四血管复制的血管性痴呆（ＶａＤ）模型大鼠
侧脑室内，免疫组织化学检测ＢｒｄＵ表达以反映移植ＢＭＳＣｓ在大鼠脑内的生长情况，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测大鼠学习
记忆能力。结果：大鼠ＢＭＳＣｓ可通过贴壁筛选法成功分离并在体外大量扩增，流式细胞仪检测显示ＢＭＳＣｓ第５
代表面标志可达９０％ 以上，细胞表型 ＣＤ９０、ＣＤ２９、ＣＤ４４表达阳性，ＣＤ４５表达阴性；ｂＦＧＦ／ＢＨＡ诱导 ＢＭＳＣｓ分
化后有Ｎｅｓｔｉｎ和ＮＳＥ表达，分化细胞具有神经细胞的形态；与对照组相比，模型组大鼠逃避潜伏期明显延长，第
１次穿越平台时间延长，穿越平台次数减少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＢｒｄＵ成功标记诱导后的 ＢＭＳＣｓ，并
可在移植大鼠脑内检测到ＢｒｄＵ标记阳性细胞。结论：体外成功分离、培养大鼠ＢＭＳＣｓ，生长稳定、可多次传代，
ｂＦＧＦ／ＢＨＡ可诱导ＢＭＳＣｓ分化为神经元细胞，ＢＭＳＣｓ成功移植到ＶａＤ大鼠，ＢＭＳＣｓ有望为神经疾病细胞移植治
疗提供丰富、易得的细胞来源。
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　　血管性痴呆（ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶａＤ）是老年
期痴呆的主要类型，由一系列脑血管因素（脑组织

梗死、低灌注或出血等）导致脑组织损害引起，以

认知功能障碍为特征［１］。目前对ＶａＤ尚无有效的
治疗方法，干细胞移植为 ＶａＤ治疗提供了新的思
路和方法。骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是存在于骨髓中的一类非造血
干细胞，具有强大的增殖和多向分化潜能，并能在

体内外分化为神经元样细胞，用其治疗神经系统疾

病的研究有着重要的意义［２－３］。为研究 ＢＭＳＣｓ能
否改善ＶａＤ大鼠学习记忆及其机制，本研究采用
ＢＭＳＣｓ移植ＶａＤ大鼠，探讨 ＢＭＳＣｓ移植对血管性
痴呆大鼠模型的初步影响，为 ＢＭＳＣｓ的临床应用
提供理论依据和技术方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物、主要试剂
１．１．１　动物　成年健康（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ，ＳＤ）大
鼠６０只（购自重庆第三军医大），体重２００～２５０ｇ，
雌雄各半，随机分为模型组（模型对照组与干细胞

治疗组）和对照组。对照组１４只，模型组每组２３
只。

１．１．２　试剂　胎牛血清、低糖 ＤＭＥＭ培养基、
０２５％胰蛋白酶液购于 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。ＣＤ９０、
ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ４５流式抗体购自 ＢＤ公司。巢蛋
白（Ｎｅｓｔｉｎ）、神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）抗体购

于武汉博士德公司。尿嘧啶脱氧核苷（ＢｒｄＵ）免组
试剂盒购自上海基因科技有限公司。ＢＨＡ，ＢＦＧＦ
购于美国Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＢＭＳＣｓ原代分离培养　取６周左右健康
ＳＤ大鼠，１０％水合氯醛（０３ｍＬ／１００ｇ）腹腔注射
麻醉，无菌条件取两侧股骨及胫骨，ＰＢＳ清洗３次，
用添加青链霉素的ＬＤＭＥＭ培养基冲洗骨髓腔，反
复吹打，将冲出的骨髓制成单细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，弃上清，加入１５％ ＦＢＳ的培养液，吹
打均匀接种于２５ｃｍ２培养瓶中，置 ３７℃、５％ ＣＯ２
湿度培养箱中培养。

１．２．２　ＢＭＳＣｓ鉴定　取第５代已纯化的 ＢＭＳＣｓ，
０２５％胰蛋白酶消化，４℃ 离心，１０００ｒ／ｍｉｎ
１０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ清洗细胞３次，各管分别加入流式
单克隆抗体 ＣＤ９０、ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ４５，每管样品设
立独立同型隐形对照，于流式细胞仪进行鉴定分

析。

１．２．３　ＢＭＳＣｓ的诱导鉴定和标记　选择第３代
ＢＭＳＣｓ，加入含 １０μｇ／ＬｂＦＧＦ的 ＬＤＭＥＭ（１０％
ＦＢＳ）预诱导 ２４ｈ［４］，更换培养液，ＰＢＳ洗３次，再
加入含 ２００μｍｏｌ／ＬＢＨＡ，２％ ＤＭＳＯ的无血清
ＤＭＥＭ诱导５ｈ，用９５％ 乙醇固定４０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
５次×３ｍｉｎ，加入 ３％ Ｈ２Ｏ２室温避光孵育 １５ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗 ３次×３ｍｉｎ，各孔加入 １００μＬＮＳＥ、Ｎｅｓｔｉｎ
一抗［５，６］，４℃ 孵育过夜，对固定的细胞进行免疫
组织化学染色鉴定分析，具体步骤按照免疫组化试
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剂盒进行。诱导后的 ＢＭＳＣｓ于移植前 ２４ｈ在其
培养液中加入 ＢｒｄＵ，使其浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，继续
培养 ４８ｈ，离心收集标记后的 ＢＭＳＣｓ，备用。
１．２．４　ＶａＤ模型制备　ＳＤ大鼠适应性喂养１周，
进行 ＶａＤ模型的制备。术前１２ｈ禁食，４ｈ禁水。
大鼠称重后用 １０％ 水合氯醛（０３ｍＬ／１００ｇ）腹
腔注射，无菌条件下行背侧颈正中切口，暴露双侧

第一颈椎横突翼小孔，用直径 ０５ｍｍ电凝针插入
双侧翼小孔凝闭双侧椎动脉，逐层整理好皮下组

织，局部伤口缝合前，涂以适量青霉素粉以防止感

染，间断缝合皮肤。２４ｈ后行颈前正中切口，暴露
双侧颈动脉后穿线待用，拉起穿线用微动脉夹夹闭

双侧颈总动脉 ５ｍｉｎ，共夹闭３次，每次间隔１ｈ。
对照组只分离椎动脉和颈总动脉，不进行椎动脉凝

闭和夹闭［７］。

１２５　诱导后 ＢＭＳＣｓ移植　大鼠干细胞移植前
禁食１２ｈ，禁水６ｈ，１０％水合氯醛按０３ｍＬ／１００ｇ
进行腹腔麻醉，侧脑室（前囟后１８ｍｍ，矢状缝旁
２０ｍｍ，硬膜下３８ｍｍ）注射诱导后的ＢＭＳＣｓ，移
植细胞数量约为１×１０６个，以１μＬ／ｍｉｎ的速度匀
速推注［８］。对照组、模型对照组移植步骤同前，移

植等量培养基。干细胞移植后，对照组死亡 ７只，
存活 ７只，干细胞治疗组死亡 １０只，存活１３只，
模型对照组死亡 １７只，存活 ６只。

１２６　学习记忆能力测定　移植细胞后约１月用
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测大鼠的学习记忆能力，进行 Ｍｏｒ
ｒｉｓ水迷宫定向航行实验和空间探索实验，探索造
模成功与否和干细胞移植后是否有所改善。具体

方法参考本课题组前期研究结果［９］。

１２７　ＢｒｄＵ免疫组织化学染色　水迷宫测试结
束后，将大鼠脱颈处死，取大鼠脑组织，电子天平称

重后立刻装入有４％多聚甲醛溶液的瓶子中，进行
石蜡包埋、切片及ＢｒｄＵ免疫组织化学染色。
１３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１３０统计分析软件，数据以均数±
标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析
或非参数检验，以Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２１　ＢＭＳＣｓ表面标志物的表达、诱导及鉴定
流式细胞仪检测结果显示，第 ５代大鼠 ＢＭ

ＳＣｓ均一表达 ＣＤ９０、ＣＤ２９和ＣＤ４４，阳性率分别为
９９４％、９６８％、９９６％，而 ＣＤ４５呈阴性，阳性
率仅为３７％。说明该细胞群为未分化的骨髓间
充质干细胞，分离培养的第５代 ＢＭＳＣＳ其纯度在
９５％以上，见图 １。ＢＭＳＣｓ加入 ｂＦＧＦ预诱导
２４ｈ，梭形的 ＢＭＳＣｓ胞体发生收缩，体积变小，细

Ａ：ＣＤ９０；Ｂ：ＣＤ２９；Ｃ：ＣＤ４４；Ｄ：ＣＤ４５

图１　ＢＭＳＣｓ表面标志物的表达
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｕｒｆａｃｅｍａｋｅｒｓｏｎＢＭＳＣｓ
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胞边缘不规整，胞体类似于锥形或球形，少部分细

胞形态发生改变，细胞变长，有少量突起长出，观察

到细胞折光性降低。转入含 ＤＭＳＯ的 ＢＨＡ诱导
液５ｈ后，胞体形态立体感、遮光性增强，细胞长出
长的突起，呈双极、多极型神经元样细胞形态，有的

还有多级分支，类似于树突结构。对照组 ＢＭＳＣｓ

无形态变化。诱导后的细胞爬片进行 ＮＳＥ和 Ｎｅｓ
ｔｉｎ的免疫组化染色发现神经元样细胞的胞体及部
分突起 ＮＳＥ和 Ｎｅｓｔｉｎ染色呈阳性（ＤＡＢ染色呈棕
色者为阳性细胞），而未加诱导液的对照组染色均

为阴性。说明诱导分化所得的细胞为神经元样细

胞，见图２，图３。

Ａ：诱导对照组；Ｂ：ｂＦＧＦ预诱导２４ｈ；Ｃ：ＢＨＡ正式诱导５ｈ

图２　ＢＭＳＣｓ诱导后细胞形态（×２００）
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｒｌｏｇｙｏｆＢＭＳＣｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

Ａ：Ｎｅｓｔｉｎ－２００；Ｂ：ＮＳＥ－２００；Ｃ：阴性对照

图３　ＢＭＳＣｓ诱导后免疫组织化学鉴定（×４００）
Ｆｉｇ．３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２２　学习记忆能力
对照组、模型对照组和干细胞治疗组移植３０ｄ，

模型对照组与干细胞治疗组中大鼠平均逃避潜伏期

长于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），表明
ＶａＤ模型大鼠定向航行能力降低；空间探索实验结
果，与对照组比较，模型对照组和干细胞治疗组第１

次穿越平台区所用时间延长，穿越站台次数明显减

少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），表明ＶａＤ大鼠学
习能力降低，说明造模成功。模型对照组与干细胞

治疗组相比，干细胞治疗组逃避潜伏期明显缩短，第

１次穿越平台时间减少，穿越平台次数增加，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），见表１。

表１　各组大鼠定向航行实验及空间探索实验结果（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　Ｎａｖｉｇａｔｉｏｎｔｅｓｔａｎｄｓｐａｔｉａｌｐｒｏｂｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ

组别 ｎ
定向航行实验（ｓ）

第１天 第２天 第３天 第４天

空间探索实验

第一次穿越平台

时间（ｓ）
平台穿越

次数（次）

对照组 ７ １７３４ １２７７ ９４６ ８６０ １５８８ ３０７
模型对照组 ６ ２６２７（１） １９０６（１） １５３４（１） １３５８（１） １９７２（１） １８８（１）

干细胞治疗组 １３ ２２１６（１）（２） １６０６（１）（２） １１４７（１）（２） ９８８（１）（２） １７０７（１）（２） ２７８（１）（２）
（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与模型对照组比较，Ｐ＜００５

１５１

　２期 井　沆等　骨髓间充质干细胞移植至血管性痴呆大鼠模型的初步研究



２３　ＢｒｄＵ表达
移植后３０ｄ，干细胞治疗组大鼠脑组织双侧

半球切片中可见 ＢｒｄＵ染色阳性细胞分布，细胞
呈圆形或椭圆形，ＢｒｄＵ阳性反应物呈棕褐色、颗
粒状或弥漫性分布，位于细胞核内，提示经 ＢｒｄＵ

标记的 ＢＭＳＣｓ在移植组大鼠脑内可以存活。同
时在移植周围部位也可看到较多的 ＢｒｄＵ染色阳
性细胞，提示细胞移植后发生了一定的迁移。对

照组、模型对照组未见 ＢｒｄＵ染色阳性细胞，见图
４。

Ａ：对照组；Ｂ：模型对照组；Ｃ：干细胞治疗组

图４　脑组织ＢｒｄＵ表达（×１００）
Ｆｉｇ．４　 ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｒｄＵｉｎｒａｔｓｏｆｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

ＶａＤ突出的表现为记忆力减退，严重的患者表
现为精神行为异常，给家庭和社会带来了沉重的负

担。随着人口老龄化和脑血管疾病发病率的上升，

ＶａＤ的发病率也逐年上升。因此，为 ＶａＤ患者提
供有效的治疗是亟待解决的问题，ＶａＤ的研究越
来越受到重视［１０］。传统的 ＶａＤ药物治疗主要是
一些钙通道阻断剂，而此种药物毒副作用大，且容

易复发。现在新兴的干细胞疗法，主要是通过干细

胞诱导后能够一定程度代替受损的神经元细胞，从

而能够在一定程度上缓解 ＶａＤ的脑损伤。ＢＭＳＣｓ
是一种主要存在于骨髓中的干细胞，具有强大的增

殖和多向分化的潜能，能在体内、外分化为神经元

细胞，是目前干细胞研究的热点和前沿［１１］。

目前，虽然国内外有关 ＶａＤ发病机制的报道
较多，但关于ＢＭＳＣｓ移植治疗 ＶａＤ大鼠以及是否
能改善学习记忆机制未见报道，仅有干细胞移植治

疗一些传统医学手段无法治疗疾病的研究报道，已

取得了一定疗效，如在治疗脑梗死，缺血性脑血管

疾病取得了相当的进展［１２］。因此，研究 ＢＭＳＣｓ对
ＶａＤ的治疗机制有着广阔的前景。

因成年动物骨髓腔内以含脂肪细胞较多的黄

骨髓为主，ＢＭＳＣｓ较少，而幼年动物骨髓腔内以具
有多向分化潜能的未分化幼稚细胞为主，ＢＭＳＣｓ
在骨髓中仅占有核细胞的０００１％ ～００１％，且数
量随年龄的增加而逐渐减少，故培养 ＢＭＳＣＳ应以
幼年动物为细胞来源。本研究选择６周龄、体重在

２５ｇ左右的雄性大鼠股骨、胫骨骨髓分离、培养
ＢＭＳＣｓ，进行分离纯化和体外扩增，利用 ＢＭＳＣｓ在
体外能快速贴壁生长，形成克隆的特点，采用贴壁

细胞分离法分离 ＢＭＳＣｓ，通过更换培养基方法除
去不贴壁生长的白细胞及造血干细胞，以获得比例

更纯的ＢＭＳＣｓ。此方法最初分离的细胞是混杂的
细胞群，含有多种不同细胞成分，形态呈多形性，用

传代法可进一步对 ＢＭＳＣｓ进行纯化，分离单一克
隆细胞成分，传代３～５代后，所得 ＢＭＳＣｓ形态趋
于一致，可获得纯度达９５％的 ＢＭＳＣｓ［１３］。ＢＭＳＣｓ
表达多种表面抗原，但目前尚未发现其特异性抗

原，ＢＭＳＣｓ的表型不均一，可表达间质细胞、内皮
细胞和表皮细胞的表面标志，目前比较公认的方法

主要看其是否具备对塑料底物的黏附性、自我更新

能力、多向分化潜能以及流式细胞仪细胞表面标志

物检测等分析方法，通过 ＢＭＳＣＳ不表达 ＣＤ１４、
ＣＤ３４、ＣＤ４５而表达 ＣＤ１０６、ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＣＤ１０５、
ＣＤ４４等标志的特点，对ＢＭＳＣｓ进行鉴定。本研究
流式细胞仪检测结果为，大鼠体外分离培养的第５
代ＢＭＳＣＳ基本不表达造血细胞的表面标志 ＣＤ４５
（阳性率仅为 ３７％），但是表达 ＣＤ９０（阳性率达
９９４％）、ＣＤ４４（阳性率 ９９６％）、ＣＤ２９（阳性率
９６．８％）。而且分离所得的细胞在体外具有贴壁
性，细胞形态呈长梭形和旋涡状，符合ＢＭＳＣＳ的形
态及细胞表面标志物等特性。说明分离、培养的细

胞为较纯ＢＭＳＣｓ［１４］。ＢＭＳＣｓ向神经元样细胞的诱
导分化方法主要有２种：抗氧化诱导法和神经营养
因子诱导法［１５］。前者诱导分化快，但诱导后的细

胞存活时间短；后者诱导分化效率高，而且诱导后
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的细胞的生长状态明显好于前者。本实验采用了

ｂＦＧＦ／ＢＨＡ联合诱导法，诱导后 ＢＭＳＣｓ形态上向
神经元方向改变很多，诱导后细胞爬片进行 ＮＳＥ
和Ｎｅｓｔｉｎ的免疫组化染色呈阳性，显示 ＢＭＳＣｓ经
ｂＦＧＦ／ＢＨＡ诱导后，大部分的 ＢＭＳＣｓ可以分化为
神经元样细胞［１６］，这就为后续的研究提供了重要

的实验基础。

ＢｒｄＵ为胸腺嘧啶脱氧核苷类似物，可以底物
形式整合至ＤＮＡ中，作为体内实验中移植细胞的
标记和识别［１７］。本实验中将 ＢｒｄＵ标记的 ＢＭＳＣｓ
移植入 ＶａＤ模型大鼠侧脑室内，结果移植组大鼠
脑组织中出现了 ＢｒｄＵ阳性细胞，尤其以缺血区及
周围最明显，并随着 ＢＭＳＣｓ向损伤部位的迁移而
逐渐增加，移植后 ３０ｄ仍能检测到，而对照组和模
型对照组大鼠脑组织中未检测到 ＢｒｄＵ阳性细胞，
证明移植的ＢＭＳＣｓ成功存活于ＶａＤ大鼠脑组织缺
血病灶及周围区。

本实验经移植治疗后，对三组大鼠进行水迷宫

行为学实验，定向航行实验结果显示培养基注射组

和干细胞治疗组中大鼠平均逃避潜伏期明显长于

对照组，空间探索实验时模型对照组和干细胞治疗

组第１次穿越平台所用时间延长，穿越站台次数
较对照组明显减少，提示 ＶａＤ造模成功。而干细
胞治疗组与模型对照组相比，干细胞治疗组逃避

潜伏期明显缩短，第１次穿越平台时间减少，穿越
平台次数增加。说明干细胞治疗组相对于模型对

照组记忆和学习能力均有所改善，推测细胞移植

后对痴呆大鼠有一定的治疗作用。其治疗机制可

能为 ＢＭＳＣｓ在移植区增殖，使得局部神经元轴突
再生，神经元之间形成了新的联系，新生细胞及新

的突触联系发挥代偿作用，使大鼠海马区神经功

能明显恢复，从而促进大鼠学习、记忆能力的改

善。

总之，ＢＭＳＣｓ经诱导后移植于 ＶａＤ大鼠侧脑
室，可迁移至大鼠脑缺血区及周围并逐渐分化为神

经元细胞，从而减轻脑损伤，促进大鼠神经功能恢

复，可作为血管性痴呆等缺血性脑病治疗中的理想

种子细胞，相关深入研究正在进行中。

４　参考文献

［１］ＤｅＬｕｃｉａＮ，ＧｒｏｓｓｉＤ，ＴｒｏｊａｎｏＬ．Ｔｈｅｇｅｎｅｓｉｓｏｆｃｌｏｓｉｎｇ

－ｉｎｉｎＡｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ：Ａｃｏｍ
ｐａｒａｔｉｖｅｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｐｓｙ

ｃｈｏｌｏｇｙ，２０１４（２）：３１２－３１８．
［２］ＭｏｎｔｉｃｏｎｅＭ，ＬｉｕＹ，ＰｕｊｉｃＮ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｎｅｒｖ
ｏｕｓｓｙｓｔｅｍ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｇｅｎｅｓｉｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔｅｘｐｏｓｕｒｅ［Ｊ］．
ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１０（２）：４４２－４５２．

［３］ＢａｉＹ，ＬｉＰ，ＹｉｎＧ，ｅｔａｌ．ＢＭＰ２，ＶＥＧＦａｎｄｂＦＧＦｓｙｎ
ｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｒａｔ
ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌＬｅｔｔ，２０１３（３）：３０１－３０８．

［４］ＷａｕｔｉｅｒＦ，ＷｉｓｌｅｔＧｅｎｄｅｂｉｅｎＳ，ＣｈａｎａｓＧ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｕ
ｌａｔｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｔｈｒｏｍｂｉｎａｎｄｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙｉｎ
ｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｒａｄｉａｌｇｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢＭＣＮｅｕｒｏｓｃｉ，２００７（８）：１０４．

［５］ＤｕａｎＰ，ＺｈａｎｇＹ，ＨａｎＸ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｉｎ
ｄｕｃｔｉｏｎｏｎＮＳＥ，Ｔａｕ，ａｎｄＯｃｔ４ｐｒｏｍｏｔｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎ
ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎＶｉｔｒｏＣｅｌｌ
ＤｅｖＢｉｏｌＡｎｉｍ，２０１２（４）：２５１－２５８．

［６］肖雁，吴昌学，周凡，等．脑通复方制剂对血管性痴呆
模型大鼠海马神经元细胞外调节蛋白激酶表达的影响

［Ｊ］．中国医院药学杂志，２０１１（９）：７０５－７０８．
［７］杨龙秀，刘金萍，张泰鹏，等．甘露醇对骨髓间充质干
细胞治疗血管性痴呆大鼠行为学的影响［Ｊ］．广西医
科大学学报，２０１１（１）：４－８．

［８］肖雁，吴昌学，黄勇，等．脑通复方制剂对血管性痴呆
大鼠学习记忆及胆碱酯酶活性的影响［Ｊ］．中国医院
药学杂志，２０１０（８）：６２７－６２９．

［９］ＺｈａｎｇＹ，ＳｈｅｎＷ，ＨｕａＪ，ｅｔａｌ．Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｉｓｌｅｔ－ｌｉｋｅ
ｃｌｕｓｔｅｒｓｆｒｏｍｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｏｆｈｕ
ｍａｎｆｉｒｓｔｔｒｉｍｅｓｔｅｒａｂｏｒｔｕｓｃａｎｃｕｒｅｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｏｕｓｅｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＲｅｊｕｖｅｎａｔｉｏｎＲｅｓ，２０１０（６）：６９５－
７０６．

［１０］ＫｉｒｓｈｎｅｒＨＳ．Ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ：ａｒｅｖｉｅｗｏｆｒｅｃｅｎｔｅｖｉ
ｄｅｎｃｅｆｏｒｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＣｕｒｒＮｅｕｒｏｌＮｅｕ
ｒｏｓｃｉＲｅｐ，２００９（６）：４３７－４４２．

［１１］ＲｉｂｅｉｒｏＣＡ，ＳａｌｇａｄｏＡＪ，ＦｒａｇａＪＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｅｃｒｅｔｏｍｅ
ｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ
ｍｅｄｉａｖａｒｉｅｓｗｉｔｈｔｉｍｅａｎｄｄｒｉｖｅｓａｄｉｓｔｉｎｃｔｅｆｆｅｃｔｏｎｍａ
ｔｕｒｅｎｅｕｒｏｎｓａｎｄｇｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｓ）［Ｊ］．Ｊ
ＴｉｓｓｕｅＥｎｇＲｅｇｅｎＭｅｄ，２０１１（８）：６６８－６７２．

［１２］张广宇，王翠琴，彭越，等．自噬在大鼠骨髓间质干
细胞神经分化过程中的作用［Ｊ］．中国应用生理学杂
志，２０１３（５）：３８９－３９０，３９４．

［１３］ＧｒａｓｓｅｌＳ，ＳｔｏｃｋｌＳ，ＪｅｎｅｉＬａｎｚｌＺ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｃｕｌｔｕｒｅ，
ａｎｄｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ／ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒ
ｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌ
Ｂｉｏｌ，２０１２（１）：２０３－２６７．

（下转第１６１页）

３５１

　２期 井　沆等　骨髓间充质干细胞移植至血管性痴呆大鼠模型的初步研究



胞纯度有一定影响，有时可见少数少突胶质细胞混

杂生长，通过多次传代后，少突胶质细胞逐渐消失，

即可提高ＡＳ纯度。
本研究成功分离和培养了原代星形胶质细胞，

经ＧＦＡＰ免疫荧光鉴定星形胶质细胞比例在９５％
以上。成功建立了原代 ＳＤ大鼠大脑皮层星形胶
质细胞体系。
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