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人脐带间充质干细胞移植治疗大鼠创伤性脑损伤*☆ 
袁  源1，杨树源2，张建宁2 

Human umbilical cord derived mesenchymal stem cell transplantation for rat traumatic brain 
injury      

Yuan Yuan1, Yang Shu-yuan2, Zhang Jian-ning2 

Abstract 
 
BACKGROUND: There are rare reports about umbilical cord derived mesenchymal stem cells (UCMSCs) transplantation in the 
treatment of brain injury. 
OBJECTIVE: To investigate the effects and mechanism of UCMSCs transplantation on the repair of rat brain fluid percussion 
injury. 
METHODS: UCMSCs were separated from new-born umbilical cord and cultured in vitro, labeled with BrdU, and transplanted into 
rat brain 24 hours after fluid percussion injury. There were four groups: UCMSCs transplantation group, in situ UCMSCs 
transplantation; control group, injected with the same volume of DMEN/F12 medium; model group, without treatment; sham-injury 
group, no fluid percussion injury was made.  
RESULTS AND CONCLUSION: Significant recovery of behavior was found in UCMSCs-treated rats at 1-3 weeks after 
transplantation. Immunohistochemical analysis showed that a small number of transplanted cells expressed neuron-specific 
enolase and glial fibrillary acidic protein. Compared with the control group, the expression of vascular endothelial growth factors 
increased in the injured region and the number of apoptotic cells decreased in the UCMSCs transplantation group. These findings 
show that UCMSCs transplantation can promote the early function recovery following brain fluid percussion injury through 
stimulating the secretion of vascular endothelial growth factors, increasing the number of microvessels in the injured region, and 
inhibiting cell apoptosis. 
 
Yuan Y, Yang SY, Zhang JN. Human umbilical cord derived mesenchymal stem cell transplantation for rat traumatic brain 
injury .Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(45): 8424-8428.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：脐带间充质干细胞体内移植治疗脑损伤的效果目前尚较少见报道。 
目的：观察人脐带间充质干细胞移植对大鼠液压冲击脑损伤的治疗作用。 
方法：从新生儿脐带中分离、培养间充质干细胞。制作中度打击大鼠脑损伤模型。实验分为 4组：①脐带间充质干细胞移植
组：损伤后原位移植脐带间充质干细胞。②对照组：损伤后原位注射等量 DMEN/F12培养基。③单纯损伤组：仅施行损伤。
④假损伤组：仅切开头皮及颅骨，不实施机械性损伤。 
结果与结论：脐带间充质干细胞移植后 1~3周，动物神经功能评分较对照组明显改善；4周后，各组动物神经功能评分均恢
复正常。免疫组织化学检测表明少部分移植细胞表达神经元特异性烯醇化酶，胶质纤维酸性蛋白。与对照组相比，移植组损

伤区血管内皮生长因子表达明显增加，凋亡细胞减少。提示脐带充间质干细胞脑内移植有助于促进创伤性脑损伤后的早期功

能恢复，这种治疗效果是通过刺激宿主细胞分泌血管内皮生长因子，增加损伤区微血管密度，抑制宿主细胞凋亡等实现的。 
关键词：脐带；间充质干细胞；大鼠；细胞移植；脑损伤 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.45.014 
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0  引言 
 
新近研究表明，新生儿脐带组织中可提取

到一种具有自我更新和多向分化潜能的干细

胞，在特定培养条件下，这种干细胞可分化为

神经元样细胞，表达巢蛋白、神经元特异性烯

醇化酶、神经丝蛋白、胶质纤维酸性蛋白，将

这种细胞命名为脐带间充质干细胞(umbilical 
cord derived mesenchymal stem cell ，
UCMSC)[1-3]

。实验首次采用大鼠液压冲击脑损

伤模型，观察人UCMSC移植对脑损伤的影响及

其机制。 
 
1  材料和方法 

 
设计：对比观察。 
时间及地点：实验于2009-10/2011-02天

津市神经病学研究所完成，实验室为天津市重

点实验室。 
材料：成年雄性Wistar大鼠40只，体质量

200~250 g，由解放军军事医学科学院实验动
物中心提供。脐带取自天津市中心妇产医院足

月新生儿剖宫产脐带，均经父母授权同意。
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试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

UCMSC的培养：UCMSC的培养由本实验室在参考
文献的基础上，结合前期工作，形成了稳定的培养方

法
[1,4-6]

。操作如下：取下脐带，无菌条件下浸入

DMEM/F12培养基中，4 ℃保存，超净台内取出脐带，
PBS充分洗，冲去脐静脉及动脉内的残存血。将脐带剪
碎至1 mm×1 mm ×1 mm大小组织块，将组织块转移至
1 g/L胶原酶Ⅳ中，37 ℃持续搅拌消化30 min，随即1 g/L
胰酶37 ℃继续搅拌消化30min。细胞筛过滤，含组织细
胞的滤液离心，PBS洗2遍。组织细胞以1.0×106/cm2

的

密度接种于含DMEM/F12培养基 (含体积分数10% 
FBS，25 mmol/L谷胺酰胺，100 U/mL青霉素，100 mg/L
链霉素)的T-25塑料培养瓶中。三四天后,更换培养基，
去掉未贴壁细胞。以后每3 d换液1次，至细胞融合传代。 

UCMSC鉴定：取第3代UCMSCs经流式检测仪检测
细胞表面抗原标志CD13，CD29，CD105，CD44，
CD106，CD14，CD34，CD11a，CD31，CD45的表达。
取第4，5代的UCMSC，于移植前48 h在培养基内加入
终浓度为200 μmol/L的BrdU。移植前，收集细胞，调整
细胞悬液浓度至1×1011 L-1

待用。 
动物分组及液压冲击伤模型的建立：成年Wistar大鼠40

只，编号后随机抽样分为4组，每组10只： UCMSC①

组：损伤后原位移植UCMSC。②对照组：损伤后原位
注射不含干细胞的等量DMEN/F12培养基。③单纯损伤
组：仅施行损伤，不予移植操作。④假损伤组：仅切开

头皮及颅骨，但不实施机械性损伤。每组10只动物(不
含打击致死者)。将各组实验用大鼠随机编号后称体质
量，用体积分数10%水合氯醛按0.35 g/kg经腹腔内注射
麻醉，头皮正中切口，暴露冠状缝与人字缝之间的颅骨。

用台式牙钻于左顶颅骨钻孔，开一直径5 mm的圆形骨
窗，保持硬膜完整。将自制打击管通过骨窗安置于硬膜

外，将打击管接到液压冲击颅脑损伤仪打击口，以

202.65 kPa峰值冲击压力，对大鼠颅脑造成冲击损伤。
随后观察动物，放回复苏。 

细胞移植：伤后24 h，再次麻醉动物并固定于立体定
向架上。每只动物于患侧顶叶皮质接受细胞移植。移植

部位位于患侧顶叶皮质，坐标点为：前囟后3 mm，左
旁开2 mm，深3 mm。损伤后皮质苏木精-伊红染色发
现，损伤区域形成一约5 mm×5 mm的水肿坏死区域，
深度约3 mm。该移植部位即由坏死区域的中心进针，
针尖部位坏死区与正常组织的交界处。微量注射泵以    
1 μL/min的速度向脑组织内注入10 μL(1×106)UCMSC
悬液，停针10 min后缓慢拔出注射针头。并用骨蜡将骨
孔堵塞。对照组同样操作注射不含干细胞的等量培养

基。 
神经功能评价：大鼠颅脑损伤后，由同一位盲于实验

分组的评价者分别在颅脑损伤前、伤后24，48 h，1，2，
3，4周对动物进行神经运动功能评价。参照Faden等使
用的大鼠实验性颅脑创伤功能行为评分标准

[7]
，并结合

本研究所的应用经验，制定评价标准如下：  30°① 斜板

保持位置能力：将大鼠置于倾斜30°的斜板上，观察其
保持位置的能力，包括垂直、左右两侧和水平3个方向。
②悬吊尾部前肢屈曲能力：悬吊大鼠尾部，观察前肢屈

曲能力。③对抗侧向牵拉能力：患侧对抗牵拉的能力。

④前爪抓握牵引能力：将大鼠前爪悬放在绳子上，记录

鼠的悬挂时间及有无后肢悬挂。⑤行走能力：行走的方

向及稳定性。正常为满分，22分。 
脑组织的处理和观察：颅脑损伤后4周，各组动物给予

体积分数10%水合氯醛腹腔内注射麻醉，40 g/L多聚甲
醛经左心室灌注固定。脑组织完整取下，同一固定液室

温后固定过夜，后行石蜡包埋，于细胞移植位点连续冠

状切片，片厚5 μm。每隔10张切片抽取1张行BrdU免疫
组织化学染色，镜下确定BrdU 阳性细胞后，取其相邻
切片分别行NSE、GFAP、血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor，VEGF)免疫组织化学染色。 

免疫组织化学染色观察血管内皮生长因子表达：取石蜡

切片，常规脱蜡至水，体积分数3%H2O2-甲醇溶液封闭

10 min，微波炉抗原修复，山羊血清室温孵育15 min，
一抗(兔抗人NSE单克隆抗体，兔抗人GFAP单克隆抗
体，兔抗人BrdU和兔抗大鼠VEGF单克隆抗体)4 ℃过
夜，PBS洗 ,加生物素标记的二抗工作液37 ℃孵育    
15 min，再与辣根酶标记链酶卵白素工作液37 ℃作用
15 min，DAB或AEC显色10 min。在BrdU染色时，一
抗孵育前切片首先予1 mol/L HCl 65 ℃处理30 min。 
原位凋亡染色观察脑组织凋亡细胞：选取损伤临近部位

脑组织石蜡切片，行TUNEL法原位标记凋亡细胞。检测
步骤如下：切片经二甲苯及梯度乙醇脱蜡。蛋白酶K    
(20 mg/L)15 min消化细胞核蛋白成分，体积分数
3%H2O2-甲醇溶液封闭10 min，0.1%Triton-X 100 4  ℃
2 min。加TUNEL混合液50 μL/片，置湿盒内37 ℃孵育
1 h，5 μL Convert-POD 37 ℃孵育1 h，DAB显色。光

试剂及仪器 来源 
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镜下(×400)于创伤区皮质相同部位计数每高倍视野下
阳性细胞数。 
主要观察指标： UCMSC① 的分离、纯化及扩增结

果。②液压冲击脑损伤后病理学观察结果。③神经功能

评价结果。④移植细胞转归。 VEGF⑤ 染色及原位凋亡

染色结果。 
统计学分析：由本文作者应用SPSS 13.0统计软件

进行分析，进行多因素方差分析，各组间行LSD/t 检验，
两样本均数t 检验。以P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  实验选用大鼠40只，分为4组，
4组大鼠均有死亡，均为损伤后即刻死亡，每组死亡大鼠
立即得到补充，最终完成实验大鼠仍为每组10只。 
2.2  UCMSC的分离、纯化及扩增结果  细胞滤液接种
后第2天即看见有少量形态各异的贴壁细胞，散在分布。
1周左右时贴壁细胞形成集落，占优势的是成纤维样细胞。
其增殖能力旺盛，至2周左右可达到80%融合，2.5 g/L胰
酶消化，传代后可得到纯化的成纤维样细胞，以后每3
天传代1次。传代后的细胞形态无明显变化，性质稳定。
至少能体外培养4个月，传20代以上。细胞表面抗原标
志检测表明不同代数的脐带来源MSC均强烈表达
CD13、CD29、CD105、CD44，弱表达CD106，不表
达CD14、CD34 、CD11a、CD31、CD45[1]

。该结果

与骨髓及脐血间充质干细胞相似，表明UCMSCs与骨髓
间充质干细胞一样属于间充质干细胞。 
2.3  液压冲击脑损伤后病理学观察结果  为观察液压
冲击脑损伤大鼠的损伤部位及损伤程度，将部分单纯损

伤大鼠分别于伤后2 d及2周处死，取脑组织切片行苏木
精-伊红染色，观察其病理学改变。伤后2 d，大体观察
见损伤大鼠额顶叶打击部位挫伤坏死，脑实质内明显出

血，伴有皮质下蛛网膜下腔出血，并可延及同侧大脑半

球。苏木精-伊红染色见神经细胞周围明显水肿，微血

管外间隙显著增大。2周后，打击部位已可见胶质瘢痕
形成，苏木精-伊红染色白质内可见大量神经元坏死、

胶质细胞增生和空洞样结构形成。 
2.4  神经功能评价结果   大鼠给予中等压力    
(202.65 kPa)的液压冲击脑损伤后，大部分立即出现呼
吸骤停，四肢抽搐，弓背，毛发竖立。立即经人工按摩

辅助呼吸，直至呼吸恢复正常，仍有部分死亡，死亡率

约20%，麻醉清醒后，大多精神萎靡，右下肢运动障碍明
显，不能直线行走。每组死亡大鼠立即得到补充，最终完

成实验大鼠仍为每组10只。损伤后24 h至移植后24 h，与
假损伤组相比，损伤组动物评分明显减低(P < 0.05)，
且各损伤组之间评分差异无显著性意义(P > 0.05)， 说
明脑损伤动物模型各组间的神经功能障碍程度比较一

致，证明本液压冲击脑损伤模型稳定可靠。损伤后1~3
周，UCMSC移植组神经运动功功能评分显著高于对照
组、单纯损伤组(P < 0.05)，损伤后4周，各组神经运动
功较能评分均回复正常，组间比较差异无显著性意义 
(F=1.3，P > 0.05)。见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5  移植细胞转归  免疫组织化学检查结果显示，
UNMSC移植后4周，穿刺道临近的损伤皮质，海马区均
可见大量BrdU阳性细胞，见图1，同侧胼胝体区，室管
膜下区也可见散在分布的BrdU阳性细胞，但对侧脑组织
未见阳性染色。对相邻切片行兔抗人单克隆抗体免疫组

织化学检查显示BrdU阳性细胞的同一部位有部分细胞
分别表达NSE、GFAP，见图2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
    
 

 
 

Figure 2  Glial fibrillary acidic protein and neuron-specific 
enolase were expressed by BrdU positive cells 
(Immunohistochemistry staining, ×400) 

图 2  BrdU阳性细胞表达胶质纤维酸性蛋白和神经元特异性
烯醇化酶(免疫组织化学，×400) 

a: Glial fibrillary acidic protein 

表 1  大鼠脑创伤的神经功能评分结果 
Table 1  Motor function scores of all rats after injury      (x

_

±s)

aP < 0.05, vs. sham-injury group; bP < 0.05, vs. control group and model 
group; UCMSC: umbilical cord derived mesenchymal stem cells 

Group 1 d 2 d 1 wk 

UCMSC transplantation 7.1±0.9ab  7.1±0.9ab  16.4±1.2ab 
Control   7.3±1.2a，  7.3±1.2a 10.7±1.2a 
Model   7.3±0.9a  7.3±0.9a 10.8±1.2a 
Sham-injury 22 22 22 

Group 2 wk 3 wk 4 wk 

UCMSC transplantation 19.30±0.67ab 20.5±1.0ab 21.9±0.3 
Control  15.70±1.25a  18.7±0.7a， 21.7±0.5 
Model  15.20±1.6a 18.9±0.7a 21.8±0.4 
Sham-injury 22 22 22 

Figure 1  A bound of BrdU positive cells coul be seen in the 
injected side at 4 wk after transplantation 
(Immunohistochemistry staining, ×100) 

图 1  脐带间充质干细胞移植后 4周注射部位可见大量BrdU
阳性细胞(免疫组织化学染色，×100) 

b: Neuron-specific enolase   
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2.6  VEGF染色及原位凋亡染色结果  VEGF免疫组织
化学检查显示UCMSC移植组创伤区VEGF表达较对照
组明显增多。经TUNEL法染色检测凋亡细胞，阳性细胞
为高倍视野下细胞核固缩、且呈棕黄色或棕黑色染色

者，细胞核形态正常而呈阳性染色者不计在内。单纯损

伤组与UCMSC移植组损伤皮质区均有大量凋亡细胞，
见图3。经两样本均数t 检验，UCMSC移植组凋亡细胞
数明显少于单纯损伤组(P < 0.05)。见表2。 

 
    
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
脐带作为母体与胎儿间的营养纽带，除动脉和静脉

管壁外，还含有脐带的基本连接组织wharton jelly，也
就是脐带胶样组织。脐带在妊娠26 d时出现，至出生前，
在短短40周内，脐带已迅速增长为30~50 cm长的螺旋
状器官，推测胎儿脐带胶样组织内肯定含有增殖迅速的

间充质前体细胞
[8-9]
。这些前体细胞在出生时是否仍然有

部分保持未分化状态，引起本室的关注。利用胶原酶消

化法，从新生儿脐带中分离到了具有自我更新能力和多

向分化潜能的干细胞，证实了作者之前的推测。进一步

的研究发现，脐带干细胞形态及生物学特性与BMSC相
似，表面抗原标志也与BMSC基本相同，因此将这种存
在于wharton jelly中的干细胞命名为脐带充间质干细胞
(UCMSC)。 

实验发现，将人UCMSC移植到液压冲击脑损伤模

型大鼠损伤同侧脑组织后1~3周，动物神经功能评分较
对照组明显改善，至第4周时，各损伤组动物均恢复正
常。免疫组织化学染色证实，UCMSC移植后4周，穿刺
道临近的损伤皮质，海马区均可见大量BrdU阳性细胞，
表明UNMSC移植后在宿主体内良好存活并促进了脑损
伤后神经功能的早期恢复。但由于伤后4周时，各实验
组动物神经功能均已恢复正常，本实验未能对UCMSC
的远期治疗效果进行评价。有研究报道在创伤性脑损伤

和脑梗死后早期移植骨髓间质干细胞，可迅速改善神经

功能，与本实验结果一致
[10-11]
。表明脑损伤后不同来源

间质干细胞移植均有利于神经功能的早期恢复。 
大量研究报道骨髓间充质干细胞移植用于治疗脑

梗死、脑出血、神经元变性性疾病及脊髓损伤，均取得

显著效果
[12-14]

。实验进一步证实UCMSC对创伤性脑损
伤同样具有显著的修复功能。间充质干细胞对中枢神经

系统损伤的治疗效果似乎已经得到证实，但其对损伤脑

组织的治疗机制却众说纷纭。人们利用干细胞移植治疗

中枢神经系统损伤的初衷是进行细胞替代治疗，即利用

干细胞的增殖分化能力，使其在损伤部位分化为成熟的

神经元和胶质细胞，替代受损的神经细胞。 
研究表明，UCMSC在神经分化培养基诱导下有部

分表达神经元特异性抗原
[15]
，甚至定向分化为某一特定

类型神经元
[16-17]

。本室前期亦证实了这一点并进而证实

UCMSC异体脑内移植后能长期存活[18-19]
。实验则经单

克隆抗体(抗人，与大鼠无交叉反应)免疫组织化学染色
证实，人UNMSC移植后4周，部分移植细胞分别表达神
经元特异性标志物NSE及胶质细胞特异性蛋白GFAP，
表明确实有部分细胞分化为神经样细胞。同时发现，

NSE或GFAP阳性细胞数量很少，且阳性细胞并无明显
的轴突或树突状突起，不足以重建损伤的神经结构。移

植后1周，治疗组神经功能已经较对照组显著改善了，
在如此短的时间内，间充质干细胞显然不可能分化为成

熟的功能神经元。一小部分移植细胞表达神经细胞蛋白

表型，并不代表间充质干细胞真正分化为神经元或胶质

细胞。在这么短的时间内即便是分化成熟的细胞也不可

能真正整合到宿主结构中，参与复杂的神经网络，从而

达到改善功能的效果。因此，间充质干细胞促进神经功

能修复可能不是通过组织替代发挥作用的。更合理的解

释是移植的UCMSC与脑组织相互作用，诱导后者激活
内源性修复功能和可能的再生机制。 
为证实这一假设，作者对损伤区域进行VEGF免疫

组织化学染色。结果发现，移植组VEGF表达明显增高。
VEGF是一种血管原性蛋白，它与血管内皮细胞的受体
酪氨酸激酶结合促进血管再生。新近研究表明VEGF也
可直接对神经元发挥神经营养或神经保护作用。如：

VEGF可促进神经轴突再生，促进背根神经节神经元存
活，保护海马神经元免于谷胺酸神经毒损害

[20]
。而抑制

Figure 3  Morphology of apoptosis cells in brain tissue in 
umbilical cord derived mesenchymal stem cells 
(UCMSCs) transplantation group and control group at 
4 wk after transplantation (TUNEL staining, ×100) 

图 3  移植后 4周脐带间充质干细胞移植组和对照组脑组织凋
亡细胞(TUNEL染色，×100) 

a: Control group b: UCMSCs transplantation group  

表 2  血管内皮生长因子表达及原位凋亡染色结果 
Table 2  Expression of vascular endothelial growth factor 

(VEGF) and in situ apoptosis staining results in 
different group   

(x
_

±s, n=10, positive cells/ High power field) 

aP < 0.05, vs. UCMSC transplantation group; UCMSC: umbilical cord 
derived mesenchymal stem cells 

Group VEGF expression In situ apoptosis staining 

UCMSC transplantation 37.6±6.8 14.2±4.5 
Control 12.7±5.3a  71.7±13.1a 
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VEGF信号通路会导致培养的皮质神经元凋亡 [21]
。

VEGF具有促进血管再生和神经营养的双重作用[22]
，因

此UCMSC移植促进损伤皮质VEGF表达增加可能是神
经功能改善的原因之一。这与本研究的体内实验结果一

致。UCMSC移植促进微血管增生可能是通过VEGF表
达增加实现的。血管新生对受损神经组织的恢复是非常

必要的，组织损伤时处于高代谢状态，新生血管不仅有

利于输入更多的营养物质，也可以及时运走各种代谢废

物，保持微环境稳定，不仅如此，微血管系统还能发挥

信号转运系统的功能，调节神经分化和神经发生。大量

证据表明血管内皮细胞和血管新生对于启动和保持损

伤后的神经再生发挥重要作用
[23-24]

。   
实验证实，UCMSC移植确实可以激活受损脑组织

的内源性修复功能，其中部分是通过促进损伤区VEGF
表达增加和血管新生而实现的。 
对损伤区域脑组织切片行TUNEL法检测细胞凋亡，

结果，移植组损伤区凋亡细胞数量较对照组明显减少。

创伤性脑损伤后损伤中心区域细胞死亡，损伤周边及临

近脑组织内的细胞代谢反应性增加，易于受到继发的炎

性反应，水肿，钙超载，过氧化物的损害而发生凋亡，

这个过程将持续数周，进一步加重脑组织损害并破坏损

伤后神经组织的修复反应和可塑性
[17]
。实验证实

UCMSC移植后，可以抑制细胞凋亡，这有利于逆转上
述继发性损害，使得存活神经元数量增加。UCMSC抑
制细胞凋亡可能与其自身分泌各种营养因子，改善损伤

区域微环境有关。 
综上，实验利用液压冲击脑损伤模型，证明UCMSC

脑内移植有助于损伤早期神经功能恢复。外源性

UCMSC对脑组织的修复机制可能涉及到诱导内源性
VEGF表达，局部微血管增生，抑制细胞凋亡等。 
虽然有部分移植细胞表达神经元标志物，但更多的移

植细胞表型未能鉴定，作者只能通过BrdU染色知道这些移
植细胞存活并且在脑组织内广泛分布着，其最终转归是怎

样的，是继续保持间充质干细胞特性还是在损伤脑组织内

分化成了其他类型的细胞，目前无法确切知道，还需要大

量的研究以确证其安全性及临床应用的可行性。 
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