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骨髓间充质干细胞静脉移植脊髓损伤大鼠肿瘤坏死因子α及 

白细胞介素1β的表达***★ 

董  锋，林建华，吴朝阳 

 

 

文章亮点：大鼠骨髓间充质干细胞静脉移植后能改变脊髓损伤区的微环境，使损伤脊髓局部的肿瘤坏死因子 α、白细

胞介素 1β 表达程度降低。这可能是减少脊髓继发性损伤，促进损伤大鼠运动功能恢复的机制之一。 

关键词：脊髓损伤；骨髓间充质干细胞；肿瘤坏死因子 α；白细胞介素 1β；细胞移植 

 

摘要 

 

背景：研究认为间充质干细胞的营养支持在脊髓损伤治疗中起了主要作用，其同损伤宿主神经组织间的相互作用可导

致一些不利于损伤修复的炎症因子表达减少。 

目的：观察大鼠骨髓间充质干细胞静脉注射移植对脊髓损伤后肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β 表达的影响。 

方法：运用改良 Allen 法制备大鼠 T10脊髓外伤性截瘫模型，随机分为对照组和骨髓间充质干细胞移植组，设未损伤

脊髓的假手术组做对照。骨髓间充质干细胞移植组、假手术组均接受大鼠骨髓间充质干细胞静脉注射移植，对照组静

脉注射等量 PBS。 

结果与结论：对照组和骨髓间充质干细胞移植组损伤脊髓肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β 蛋白表达较假手术组有明

显增加(P < 0.05)；骨髓间充质干细胞移植组与对照组比较, 肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β 蛋白表达受到明显抑制

(P < 0.05)。提示大鼠骨髓间充质干细胞静脉移植后能使损伤脊髓局部的肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β 表达程度降

低。这可能是改变脊髓损伤区的微环境,减少脊髓继发性损伤，促进损伤大鼠运动功能恢复的机制之一。 

 

 

Expression of tumor necrosis factor-alpha and interleukin 1 beta in spinal cord injury rats 

undergoing intravenous transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells     

 

Dong Feng, Li Jian-hua, Wu Zhao-yang 

 

Abstract 

 

BACKGROUND: Evidence exists that nutrition of bone marrow mesenchymal stem cells plays an important role in the 

treatment of spinal cord injury. The interaction between bone marrow mesenchymal stem cells and damaged host nerve 

tissue can reduce the expression of inflammatory cytokines which is conductive to injury recovery.   

OBJECTIVE: To explore the effect of intravenous transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells on the 

expression of tumor necrosis factor-α and interleukin 1β after spinal cord injury in rats.  

METHODS: The T10 paraplegia model of rat spinal cord injury was prepared using modified Allen. The experiment was 

divided into control group and transplantation group. The sham operation group with no spinal cord injury was designated. 

The transplantation group and sham operation group were given intravenous administration of bone marrow mesenchymal 

stem cells, the same concentration of PBS was intravenously injected into the control group.  

RESULTS AND CONCLUSION: Expression of tumor necrosis factor-α and interleukin 1β protein in the transplantation 

group and control group was higher than that in the sham operation group (P < 0.05). Compared with the control group, the 

expression of tumor necrosis factor-α and interleukin 1β protein in the transplantation group was significantly inhibited (P < 

0.05). Intravenous transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells could reduce the expression of tumor necrosis 

factor-α and interleukin 1β in the injured area of spinal cord. Maybe it was one of the mechanisms to change the 

microenvironment of the injured area, decrease the secondary spinal cord injury and promote the recovery of motor 

function in spinal cord injury rats.   

 

Dong F, Li JH, Wu ZY. Expression of tumor necrosis factor-alpha and interleukin 1 beta in spinal cord injury rats 

undergoing intravenous transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells intravenous.Zhongguo Zuzhi Gongcheng 
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0  引言 

 

骨髓间充质干细胞移植治疗脊髓损伤的实验研究国

内外均有报道
[1-3]

，并取得了较好的实验效果，但其作用

机制尚不完全清楚。急性脊髓损伤后可引发一系列的病

理生理过程，导致继发性损伤，脊髓损伤早期微循环障

碍所致的免疫炎性反应可能在继发性损伤中起着重要

的作用
[4-6]

。已有证据表明，肿瘤坏死因子α、白细胞介素

1β在中枢神经系统损伤过程中起着重要的作用
[7-10]

。有研

究认为间充质干细胞的营养支持在脊髓损伤治疗中起

了主要作用
[11-14]

，间充质干细胞同损伤宿主神经组织间

的相互作用可导致一些不利于损伤修复的炎症因子表

达减少。这些细胞因子的减少对神经功能的恢复发挥积

极的作用。实验应用免疫组织化学方法观察大鼠脊髓损

伤后大鼠骨髓间充质干细胞移植对的肿瘤坏死因子α及

白细胞介素1β蛋白表达的影响，探讨大鼠骨髓间充质干

细胞促进脊髓修复的作用机制。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：2004-07/2006-03在福建医科大学动

物中心、福建医科大学附属第一医院骨科研究所及中心

实验室完成。 

材料： 

实验动物：两三个月龄清洁级健康雄性SD大鼠35

只，由解放军第二O八医院动物实验中心提供，动物质

量合格证号：吉动合证字113号，实验过程中对动物的

处置符合2006年科技部《关于善待实验动物的指导性意

见》的规定
[15]

。 

主要试剂： 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

大鼠骨髓间充质干细胞的培养及鉴定
[16-17]

：取2月龄清

洁级SD雄性大鼠5只，麻醉、消毒，取双侧四肢骨，剪除

干骺端，冲洗骨髓腔，所获骨髓加入分离液，离心，弃上

清，加入培养基，反复吹打成单细胞悬液，调节细胞浓

度为1×10
9
 L
-1
，接种于培养基中孵育。细胞传3代，移植

时PBS洗涤细胞3次，调整细胞浓度为1×10
9
 L

-1
备用。另

取100 μL细胞悬液与小鼠抗人单抗(CD34-ECD、CD45- 

PE、CD29-FITC、CD90-FITC)室温避光孵育30 min后，

采用流式细胞仪检测大鼠骨髓间充质干细胞的鉴定。 

脊髓损伤动物模型制作、分组及治疗方法：随机选取

24只大鼠，采用改良Allen重物打击法制作脊髓损伤模

型
[18-19]

，脊髓损伤模型成功的标志：在Allen装置撞击脊

髓的瞬间，动物身体抖动，双下肢迅速发生回缩及弹动

动作，尾巴翘起并迅速倒下，打击局部脊髓表面迅速呈

瘀紫色，术后双下肢出现完全瘫痪说明造模成功。另取6

只大鼠为假手术组，同法暴露T10段脊髓，而不造成脊髓

冲击伤。将造模成功的24只大鼠随机分为对照组和骨髓间

充质干细胞移植组。动物模型建立后10 min，骨髓间充质

干细胞移植组、假手术组接受大鼠骨髓间充质干细胞单细

胞悬液1 mL(1×10
6
个大鼠骨髓间充质干细胞)自大鼠尾静

脉缓慢注射移植，空白对照组静脉注射PBS 1 mL。 

肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β蛋白的表达变化的免疫

组织化学检测：分别于移植后3，7 d，对照组、骨髓间

充质干细胞移植组各时间点随机抽取大鼠6只，氯胺酮

(60 mg/kg)腹腔注射麻醉后开胸，以40 g/L多聚甲醛  

500 mL经心脏灌注固定，完整地切取伤区脊髓1.5 cm，

置于40 g/L多聚甲醛固定3 d，脱水、石蜡包埋。经常规

脱蜡水化后分别进行免疫组织化学检测移植细胞及脊髓

组织肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β蛋白表达情况。细胞

中含有红色颗粒者为阳性，用摄像机将切片组织图像输入

计算机，每个标本取3张不同层面的切片，每张切片随机

选取5个不重叠视野，采用JD801形态分析软件系统，测

定免疫组织化学阳性染色的平均灰度值和累积吸光度值。 

主要观察指标：损伤大鼠脊髓局部肿瘤坏死因子α、

白细胞介素1β蛋白表达情况。 

统计学分析：所有数据以x
_

±s表示，由第一作者用

SPSS 10.0统计软件进行t 检验。P < 0.05表示差异有

显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  纳入动物数量30只，分为3

组，无脱失，全部进入结果分析。 

2.2  大鼠骨髓间充质干细胞表面抗原的鉴定  流式细

胞仪检测10份第2代细胞样本，结果显示：CD34、 CD45

基本表达阴性，证实这些细胞是非造血干细胞，CD29、

CD90表达阳性。见图1。 

试剂 来源 

兔抗大鼠肿瘤坏死因子 α、 

兔抗大鼠白细胞介素 1β                     

免疫组织化学 SABC 试剂盒、氨 

乙基咔唑(AEC)显色剂试剂盒  

厦门泰京生物技术有限公司 

 

福州迈新生物技术公司 
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2.3  各组大鼠脊髓组织肿瘤坏死因子α蛋白的表达  

移植后3，7 d，在各组大鼠脊髓组织内可见胞浆表达肿

瘤坏死因子α免疫组织化学染色阳性的神经细胞，见图

2。可见胞浆呈红色染色，但染色强度不一。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

应用JD801形态分析软件检测各组大鼠脊髓组织

肿瘤坏死因子α蛋白表达，测得平均灰度和积分吸光度

见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    表1结果表明假手术组脊髓组织中肿瘤坏死因子α

蛋白仅微弱表达，平均灰度值为206.61±17.02，积分吸

光度值为726.17±90.29。对照组和骨髓间充质干细胞移

植组在移植后3 d 肿瘤坏死因子α平均灰度较假手术组

有明显降低(P < 0.05)，而积分吸光度较假手术组明显

增加(P < 0.05)，说明肿瘤坏死因子α蛋白表达有明显增

加。对照组和骨髓间充质干细胞移植组移植后7 d平均

灰度虽有升高但仍低于假手术组(P < 0.05)，而积分吸

光度虽有降低但仍高于假手术组(P < 0.05)，说明肿瘤

Figure 1  Identification of surface antigen of bone marrow 
mesenchymal stem cells 

图 1  大鼠骨髓间充质干细胞表面抗原的鉴定 

a: 0.81% of CD34 

c: 95.9% of CD29 

b: 0.09% of CD45   

d: 67% of CD90   

Figure 2  Expression of tumor necrosis factor-α in spinal 
cord tissue of each group (inverted microscope) 

图 2  各组大鼠脊髓组织肿瘤坏死因子 α 蛋白的表达(倒
置显微镜) 

a: Sham operation 

group (×100) 

b: After 3 d in control 

group (×100) 

c: After 7 d in control 

group (×100) 

d: After 3 d in transplantation 

group (×200) 

e: After 7 d in transplantation  

group (×200) 

表 1  各组大鼠脊髓肿瘤坏死因子 α 表达情况比较 
Table 1  Expression of tumor necrosis factor-α in rat spinal cord 

in each group                           (x
_

±s, n=6) 

Item 

      Time after transplantation 

3 d 7 d 

Gray value 

 Control group 

 BMSCs transplantation group 

Intrgrated absorbance 

 Control group 

 BMSCs transplantation group 

 

 

 

 

 158.61±11.89
c
              

 185.76±13.28
cd                    

 

1 247.17±104.89
c
               

  980.21±71.91
cd

 

 

164.39±13.52
ac 

         

198.55±13.70
bcd

  

 

1 015.02±109.58
ac

              

  838.63±60.58
bcd 

       

 

The mean gray scale and integrated absorbance of the sham operation 

group were 206.61±17.02 and 726.17±90.29 respectively; 
a
P < 0.05, vs.  

3 d in the control group; 
b
P < 0.05, vs. 3 d in the BMSCs transplantation 

group; 
c
P < 0.05, vs. sham operation group; 

d
P < 0.05, vs. control group; 

BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells   
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坏死因子α蛋白表达仍高于正常水平；而骨髓间充质干

细胞移植组与对照组比较，移植后3，7 d肿瘤坏死因子

α平均灰度较高，而积分吸光度较低，说明肿瘤坏死因

子α蛋白表达受到明显抑制(P < 0.05)。 

2.4  各组大鼠脊髓组织白细胞介素1β蛋白的表达  移

植后3，7 d白细胞介素1β在各组脊髓组织内可见胞浆表

达白细胞介素1β免疫组化染色阳性的神经细胞，见图3，

可见胞浆呈红色染色，但染色强度不一。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

各组大鼠脊髓组织白细胞介素1β蛋白表达应用

JD801形态分析软件测得平均灰度和积分吸光度见表

2。表2表明假手术组脊髓组织中白细胞介素1β蛋白仅

微弱表达，平均灰度值为233.92±16.54，积分吸光度

值为648.68±66.30。对照组和骨髓间充质干细胞移植

组移植后3 d白细胞介素1β平均灰度较假手术组明显

降低(P < 0.05)，而积分吸光度较假手术组明显增加  

(P < 0.05)，说明白细胞介素1β蛋白表达有明显增加。

对照组和骨髓间充质干细胞移植组移植后7 d平均灰度

虽有升高但仍低于假手术组(P < 0.05)，而积分吸光度

虽有降低但仍高于假手术组(P < 0.05)，说明白细胞介

素1β蛋白表达仍高于正常水平；而骨髓间充质干细胞

移植组与对照组比较，移植后3，7 d白细胞介素1β平

均灰度较高，而积分吸光度较低，说明白细胞介素1β

蛋白表达受到明显抑制(P < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

脊髓损伤是一种比较严重的中枢神经创伤。脊髓损

伤的急性期和继发损伤期均有多种不同的细胞因子表

达
[20-21]

，这些细胞因子大多都不利于神经元新生和轴突

再生修复，其中炎症因子白细胞介素1β、肿瘤坏死因子

α在促进脊髓继发性损伤中起着重要作用。它们作为其

中极其重要的损伤因子在脊髓损伤后高表达，其高表达

会导致小胶质细胞和星形胶质细胞的活化、增殖及向损

伤部位的迁徙，引起瘢痕形成和继发细胞毒性，不利于

神经元新生和轴突再生
[22-23]

。如果消除这些因子的影响

将更有利于脊髓损伤修复。 

肿瘤坏死因子α是在中枢神经系统损伤的早期最早出

现增高的细胞因子，可上调其他细胞因子的产生，可能是

众多细胞因子的重要启动因子
[24]

。在脊髓损伤后，肿瘤坏

死因子α可诱导神经毒性分子花生四烯酸及代谢产物的释

放，损害神经细胞，引起脊髓组织坏死。所以，严格控制

神经组织的炎症反应十分重要。 

本实验发现，肿瘤坏死因子α蛋白在脊髓损伤后3 d

表达迅速上调，损伤后7 d表达虽然有所减弱但仍高于正

常水平
[25-27]

。Wang等
[28-29]

研究也发现，脊髓损伤后3 d

脊髓损伤区肿瘤坏死因子α蛋白表达明显上调，与本实验

结果相吻合。Wang等还进一步证明肿瘤坏死因子α的表

达水平与创伤程度相关。本实验结果还显示，骨髓间充质

干细胞移植组在脊髓损伤伤早期(3 d)肿瘤坏死因子α蛋白

Figure 3  Expression of interleukin 1-β in spinal cord in each 
group (inverted microscope) 

图 3  各组大鼠脊髓组织白细胞介素 1β 蛋白的表达(倒置
显微镜) 

a: Sham operation 

group (×100) 

b: After 3 d in control 

group (×100) 

c: After 7 d in control 

group (×100) 

d: After 3 d in transplantation group (×200) 

e: After 7 d in transplantation group (×200) 

表 2  各组大鼠脊髓白细胞介素 1β 表达情况比较 
Table 2  Expression of interleukin 1β in rat spinal cord in each 

group                                  (x
_

±s,n=6) 

Item 

    Time after transplantation 

3 d 7 d 

Grey value 

 Control group 

 BMSCs transplantation group 

Integral absorbance 

 Control group 

 BMSCs transplantation group 

 

 

 

  115.21±6.72
c
              

133.43±8.85
c 

  

  

1 490.83±117.32
c
       

1 358.60±59.57
cd

          

 

168.75±11.32
ac

   

199.10±20.70
bcd

  

            

993.22±116.17
ac

         

742.03±52.57
bcd 

       

 
The mean gray scale and integrated absorbance of the sham operation 

group were 206.61±17.02 and 726.17±90.29 respectively; 
a
P < 0.05, vs.  

3 d in the control group; 
b
P < 0.05, vs. 3 d in the BMSCs transplantation 

group; 
c
P < 0.05, vs. sham operation group; 

d
P < 0.05, vs. control group; 

BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells   
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表达虽然比正常脊髓有增高，但明显低于相应时间点的对

照组(P < 0.05)，移植后7 d虽然仍高于正常水平，但较损

伤后3 d已有下降趋势且逐渐降至正常水平，可见将大鼠

骨髓间充质干细胞移植可显著降低损伤脊髓肿瘤坏死因

子α表达，从而减轻损伤局部的炎症程度，将有助于损伤

后神经功能的恢复
[30]

。 

白细胞介素1β也是一种具有多种生物学功能的炎性

细胞因子，以往研究发现在脊髓损伤后的继发性损伤过

程中
[31]

，白细胞介素1β参与刺激其他细胞因子和损伤介

质的合成，导致脊髓损伤局部炎症和水肿反应，同时还

参与启动凋亡基因的表达过程，诱导神经细胞凋亡，是

造成神经功能永久性丧失的一个重要因素。Nesic等
[32-33]

研究发现，脊髓损伤后脊髓损伤区白细胞介素1β蛋白表

达明显上调。 

本实验也表明了，白细胞介素1β蛋白在正常脊髓组

织中仅有微弱的表达；而在脊髓损伤后3 d表达迅速上

调；随后其表达逐渐减弱。可见脊髓损伤后白细胞介素

1β的过度表达以损伤性因素参与了脊髓继发性损伤的

过程。同时，本实验结果还显示，骨髓间充质干细胞移

植组不同时间点的白细胞介素1β蛋白表达虽然高于正

常脊髓，但均低于相应时间点的对照组，骨髓间充质干

细胞移植组3，7 d后白细胞介素1β蛋白表达虽均高于正

常水平， 而大鼠骨髓间充质干细胞移植后7 d已逐渐降

至正常水平，表明大鼠骨髓间充质干细胞移植可通过降

低白细胞介素1β表达，从而减轻损伤脊髓局部炎症，进

而减少脊髓神经元细胞的损伤。 

移植大鼠骨髓间充质干细胞在宿主体内可向损伤区

脊髓迁移、存活并聚集，但其机制尚不清楚，可能与损伤

部位趋化因子的产生和释放有关。大鼠骨髓间充质干细胞

移植治疗的可能作用有：①大鼠骨髓间充质干细胞向神经

元和胶质细胞分化起到细胞替代作用，通过与神经通路建

立广泛的传入传出联系甚至重建神经环路和髓鞘再生等

机制诱导神经保护作用。②迁移至局部大鼠骨髓间充质干

细胞及其分化的神经细胞反应性分泌各种各样的生长因

子，产生神经保护作用和促进局部微血管再生，促进神经

再生和重构，抑制炎症因子表达，减轻损伤局部的继发性

炎症反应，从而起到治疗脊髓损伤的作用。 
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