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文章亮点：①比较单纯神经干细胞移植与神经干细胞移植联合促红细胞生成素给药对脊髓损伤的治疗效果。②结果

证实促红细胞生成素可促进移植神经干细胞的存活并向脊髓损伤部位迁移，更利于改善脊髓损伤大鼠的神经功能，

达到在结构和功能上尽可能的生理性修复。 

关键词：脊髓损伤；神经干细胞；细胞移植；促红细胞生成素；存活；迁移；神经修复；神经功能评分；干细胞；

神经再生 

 

摘要 

背景：如何有效促进移植入脊髓损伤组织内的神经干细胞存活和迁移，是目前神经修复研究的重点。 

目的：观察促红细胞生成素对脊髓损伤大鼠移植神经干细胞存活、增殖和迁移的影响。 

方法：将 60 只 SD 大鼠随机分为 3 组，均制备脊髓横断损伤模型。造模 7 d，神经干细胞移植组和促红细胞生成素

组于脊髓损伤处移植 BrdU 标记的神经干细胞 7 μL(1×109 L
-1)，脊髓损伤对照组移植 DMEM/F12 培养基；促红细胞

生成素组腹腔内注射促红细胞生成素 5 000 U/kg，1 次/d，连续注射 7 d，其余两组注射等量生理盐水。于细胞移植

后 8 周取损伤脊髓组织。 

结果与结论：造模 2 周后，神经干细胞移植组和促红细胞生成素组 BBB 评分明显高于脊髓损伤对照组(P < 0.05)，

造模 4 周后，促红细胞生成素组 BBB 评分明显高于神经干细胞移植组(P < 0.05)。免疫荧光染色显示促红细胞生成

素组大鼠损伤脊髓组织 BrdU 阳性细胞数量及迁移距离均大于神经干细胞移植组(P < 0.05)。说明促红细胞生成素能

促进损伤脊髓组织原位移植的神经干细胞的存活与迁移，加速神经功能修复。 

 

 

Effect of erythropoietin on survival and migration of neural stem cells transplanted into injured 

spinal cord of rats  

 

Wang Zhong-wei, Guan Qing-kai, Zhou Wen-ke, Zhang Xin-zhong, Xu Da-wei 

 

Abstract 

BACKGROUND: How to promote the survival and migration of the neural stem cells transplanted into the injured spinal 

cord is the focus of the research on nerve repair.  

OBJECTIVE: To investigate the effect of erythropoietin on the survival, proliferation and migration of neural stem cells 

transplanted into spinal cord injury rats. 

METHODS: Sixty Sprague-Dawley rats were randomly divided into three groups: spinal cord injury group, neural stem 

cells group and erythropoietin group. All the rats were used to make the spinal cord injury model. 7 μL(1×10
9
/L) BrdU 

labeled neural stem cells were transplanted into the spinal cord lesion area of rats in neural stem cells group and 

erythropoietin group at 7 days after modeling, and DMEM/F12 medium was transplanted into the spinal cord injury 

group; erythropoietin group was intraperitoneally injected with 5 000 U/kg erythropoietin, once per day and continuously 

injected for 7 days, the neural stem cells group and spinal cord injury group were injected with normal saline in the 

same dose. The spinal cord injury tissues were observed at 8 weeks after cell transplantation.  

RESULTS AND CONCLUSION: At 2 weeks after modeling, the Basso, Beattie and Bresnahan score in neural stem 

cells group and erythropoietin group was significantly higher than that in the spinal cord injury group (P < 0.05); at 4 

weeks after modeling, the Basso, Beattie and Bresnahan score in the erythropoietin group was significantly higher than 

that in the neural stem cells group (P < 0.05). Immunofluorescence staining showed that the number of BrdU-positive 

cell and the migration distance of transplanted neural stem cells in the erythropoietin group were significantly higher 

than those in the neural stem cells group (P < 0.05). The erythropoietin could promote the survival and migration of 

neural stem cells in situ transplanted into the injured spinal cord, and accelerate nerve function repair. 

 

Wang ZW, Guan QK, Zhou WK, Zhang XZ, Xu DW. Effect of erythropoietin on survival and migration of neural stem 

cells transplanted into injured spinal cord of rats.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(36): 6736-6740.     
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0  引言 

 

脊髓损伤是目前世界范围内神经领域的常

见疾患，其发病率呈逐年上升的趋势。神经干

细胞移植治疗脊髓损伤是目前神经领域研究的

热点之一。胚胎脊髓源性神经干细胞因来源丰

富并且与脊髓损伤区域的细胞具有同源性，在

脊髓损伤治疗中越来越受到重视
[1-6]

。但是目前

单纯的神经干细胞移植对受损脊髓组织的修复

作用并不理想。近年来研究发现，促红细胞生

成素在神经干细胞生长、发育及抗凋亡中起着

重要的作用
[7]
。但是促红细胞生成素是否能促进

脊髓损伤后移植神经干细胞的存活和迁移，加

速神经功能的修复，国内外尚未见报道。实验

应用多潜能神经干细胞移植，并给予促红细胞

生成素干预，通过观察促红细胞生成素对脊髓

损伤后移植神经干细胞存活和迁移的影响，探

讨其在神经干细胞移植治疗大鼠脊髓损伤中的

作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2010-11/2011-11在新乡

医学院第一附属医院实验动物中心完成。 

材料： 

实验动物：清洁级成年雌性SD大鼠60只，

体质量(240±50) g，孕14-16 d的SD大鼠1只，

所有大鼠均由河南省实验动物中心提供，许可

证号：SCXK(豫)2005-0001。实验过程中对动

物的处置符合动物伦理学标准。 

促红细胞生成素干预脊髓损伤大鼠原位神经干

细胞移植实验中主要试剂： 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

神经干细胞的培养和鉴定：实验方法参考文献

[8]，取孕14-16 d的SD大鼠1只，剖腹取出胎鼠。

取得胎鼠前脑，制作单细胞悬液。接种于盛有  

5 mL含N2的DMEM/F12培养基的培养瓶中，悬

浮培养、传代，并行nestin抗原免疫组化和免

疫荧光鉴定。 

BrdU标记神经干细胞及检测：实验方法参考

文献[9]，将取得的单细胞悬液接种到培养瓶中，

加入终浓度为10 μmol/L的BrdU溶液(DMEM/ 

F12完全培养液配制)，孵育48 h后制备细胞悬

液，将细胞浓度调至1×10
9
 L

-1
备用，并行nestin

抗原免疫组化和免疫荧光鉴定。  

急性脊髓损伤动物模型的建立及分组：所有60

只大鼠均以体积分数3%戊巴比妥钠(30 mg/kg)

腹腔注射麻醉，以T10为中心在SD大鼠背部行

2.0-3.0 cm长正中切口，显露椎骨，以咬骨钳

咬除T10棘突和椎板从而显露脊髓硬膜。切开硬

膜，将脊髓从正中向右侧横行切开。以大鼠右

侧后肢瘫痪为模型制备成功的标准。手术完毕

后青霉素盐水冲洗伤口，逐层缝合肌肉和皮肤，

分笼饲养，早晚各挤尿1次，至自行排尿为止。

60只SD大鼠均建模成功，将其随机分为3组：

神经干细胞移植组、促红细胞生成素组(神经干

细胞移植联合促红细胞生成素)和脊髓损伤对照

组，每组20只。损伤7 d后分别再次手术，暴露

原脊髓损伤区，脊髓损伤对照组于损伤中心定向

注射7 μL DMEM/F12完全培养液；神经干细胞

移植组和促红细胞生成素组于损伤中心定向注

射神经干细胞悬液7 μL(1×10
9
 L

-1
)，促红细胞生

成素组同时给予促红细胞生成素5 000 U/kg腹

腔内注射，1次/d，连续注射7 d，其余两组给

予等量生理盐水腹腔内注射。 

BBB评分评估大鼠的后肢运动功能：各组动物

分别在造模前12 h、造模后24 h、1，2，3，4，

6，8周应用实验性脊髓损伤运动功能BBB评分

法对大鼠后肢功能进行评价
[10]

。 

标本的取材与处理：于移植后8周，以戊巴

比妥钠腹腔注射麻醉大鼠，多聚甲醛心脏灌注

固定。解剖并再次暴露原脊髓损伤区，以损伤

部位为中心取脊髓2 cm，固定、石蜡包埋、

切片。  

免疫荧光组织化学检测：切片常规脱蜡，加入

体积分数0.1%Triton破膜，PBS冲洗，羊血清封

闭，滴加一抗小鼠抗BrdU抗体(1∶100)，4 ℃过

夜，PBS代替一抗作阴性对照；PBS冲洗，滴

试剂 来源 

促红细胞生成素                 

DMEM/F12 培养基、胎牛血清、  

N2 无血清添加剂 

小鼠抗 BrdU、nestin 抗体，          

FITC 标记的羊抗小鼠 IgG  

沈阳三生制药公司 

Gibco 公司 

 

北京中杉金桥生物公司 
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加FITC标记的羊抗小鼠荧光二抗(1∶100)，PBS冲洗，

甘油碳酸盐缓冲液封固，激光扫描共聚焦显微镜观察并

照相。 

存活的神经干细胞计数：以移植处为中心分别向头端

和尾端进行连续横切片，每隔4片取1片，头端和尾端

各取得8片，免疫荧光染色后相同倍数视野下计数每张

切片BrdU染色阳性细胞数(以显示绿色荧光，细胞核呈

圆形或者椭圆形，大小较均一者作为存活的神经干细

胞)。 

神经干细胞迁移距离的测量：将各组大鼠的脊髓进行

连续纵切片，每隔4片取1片，免疫荧光染色后，进行

BrdU染色阳性细胞迁移距离的测量。迁移距离=头端最

远处阳性细胞到尾端最远处阳性细胞的距离。 

主要观察指标：大鼠后肢运动功能，BrdU染色阳性

细胞数，BrdU染色阳性细胞迁移距离。 

统计学分析：所有数据均经SPSS 15.0处理，结果

以x
_

±s表示，两组之间均数比较采用t 检验，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  实验纳入的60只大鼠均造模

成功，全部进入结果分析，中途无脱落。 

2.2  分离培养的大鼠神经干细胞的鉴定结果 经倒置

相差显微镜观察可见分离得到的单细胞悬浮生长，细胞

饱满，呈圆球形，折光性强。3 d后逐渐形成有数十个

细胞组成的不规则细胞团，呈悬浮生长，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

培养7 d后的第3代细胞球行神经干细胞特异性抗

体nestin免疫荧光染色，细胞球内的细胞及单个细胞均

为阳性，可见增殖形成的细胞球呈绿色荧光，见图2，

证实体外培养的细胞为神经干细胞。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  移植神经干细胞促进大鼠运动功能的恢复  BBB

评分结果显示，造模前12 h各组大鼠评分均为21分，造

模后各组大鼠后肢运动功能丧失，1周后开始恢复，2-6

周各组大鼠后肢运动功能恢复速度明显加快，6-8周恢

复速度减慢。统计学结果显示，造模后1周3组大鼠的

BBB评分差异无显著意义(P > 0.05)；造模后2周，神经

干细胞移植组和促红细胞生成素组BBB评分明显高于

脊髓损伤对照组(P < 0.05)；造模后4周，促红细胞生成

素组BBB评分明显高于神经干细胞移植组(P < 0.05)，

见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

脊髓损伤2-8周，神经干细胞移植组和促红细胞生

成素组BBB评分明显高于脊髓损伤对照组(P < 0.05)；

脊髓损伤4-8周，促红细胞生成素组BBB评分明显高于

神经干细胞移植组(P < 0.05)。 

2.4  大鼠损伤脊髓内移植神经干细胞的存活情况  共

聚焦显微镜观察显示，脊髓损伤对照组无BrdU阳性细

胞，神经干细胞移植组和促红细胞生成素组大鼠脊髓损

伤处及其邻近脊髓组织均可见BrdU阳性细胞，细胞核呈

圆形或椭圆形，大小均一，发出绿色荧光，表明为移植

表 1  神经干细胞移植及促红细胞生成素干预对脊髓损伤大鼠
后肢功能 BBB 评分的影响 

Table 1  Effect of neural stem cells transplantation and 
erythropoietin application on the Basso, Beattie and 
Bresnahan score of rat hindlimb function in each group 
following injury                   (x

_

±s, n=20, score)        

a
P < 0.05, vs. spinal cord injury group; 

b
P < 0.05, vs. neural stem cells 

group 

Time 

(wk) 

Spinal cord injury 

group 

Neural stem cells 

group 

Erythropoietin 

group 

 

1 

 

1.6±0.8 

 

2.6±0.7 

 

2.7±0.8 

2 2.3±1.1 5.4±1.0
a
 6.3±0.9

a
 

4 4.9±1.1 7.3±1.3
a
 11.1±1.2

ab
 

6 5.3±0.8 9.6±1.1
a
 12.6±1.5

ab
 

8 5.9±0.7 10.3±1.5
a
 13.9±1.4

ab
 

 

Figure 1  Morphology of neural stem cells after primary culture 
for 3 d under phase contrast microscope, the cells 
formed cell mass and grew in a suspending manner 
(×400) 

图 1  相差显微镜下见培养 3 d 的原代神经干细胞形成细胞
团，悬浮生长(×400) 

Figure 2  Positive anti-nestin staining of the passage 3 
neurospheres after in vitro cultured for 7 d, and the 
green fluorescence could be seen 
(Immunofluorescence staining, ×400) 

图 2  体外培养 7 d 后的第 3 代神经球抗 nestin 染色阳性，
可见绿色荧光(免疫荧光染色，×400) 



 

王仲伟，等. 促红细胞生成素促进脊髓损伤大鼠移植神经干细胞存活和迁移 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 6739 

www.CRTER.org 

的神经干细胞，见图3。统计学分析显示促红细胞生成

素组大鼠BrdU阳性细胞数量明显多于神经干细胞移植

组(P < 0.05)，见表2。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  大鼠损伤脊髓内移植神经干细胞的迁移情况  共

聚焦显微镜下可见BrdU阳性细胞在神经干细胞移植组

和促红细胞生成素组大鼠脊髓组织中迁移时形成的绿

色荧光区带。经测量促红细胞生成素组大鼠移植神经干

细胞迁移距离明显大于神经干细胞移植组(P < 0.05)，

见表2。 

 

3  讨论 

 

脊髓损伤后神经传导的重建和运动功能的恢复是

目前医学界最棘手的问题之一。传统的治疗手段只能使

患者得到部分临床改善，大多数患者将要面临因脊髓损

伤所致的瘫痪等严重问题
[11-16]

。近年来，随着对脊髓损

伤研究的不断深入，神经干细胞作为中枢神经系统具有

增殖分化能力的一类细胞，在脊髓损伤修复方面的作用

越来越受到各国学者的关注。但是目前单纯的神经干细

胞移植对受损脊髓组织的修复作用并不理想，有学者提

出神经干细胞移植要结合药物及生物工程材料进行综

合治疗
[17-18]

。促红细胞生成素是一种含有唾液酸的酸性

热稳定糖蛋白，Lu等
[19]

在试验中发现促红细胞生成素能

够提高神经的再生与修复，Park等
[20]

在研究中报道促红

细胞生成素能影响神经细胞的分化及再生，并可促进神

经干细胞分化为多巴胺能神经。目前促红细胞生成素能

促进大鼠神经干细胞的增殖，抑制其凋亡在体外试验中

已经得到广泛证实
[21-25]

，但国内外尚未有关于促红细胞

生成素是否能对移植受损脊髓组织的神经干细胞产生

影响的报道。 

目前BBB评分已被广泛应用于脊髓损伤治疗后运动

功能的评价
[26-29]

。实验中发现，造模后各组大鼠后肢运

动功能丧失，1周后开始恢复，3组大鼠后肢功能恢复趋

势相同，但脊髓损伤1周后神经干细胞移植组和促红细胞

生成素组BBB评分明显高于脊髓损伤对照组，而脊髓损

伤4周后，促红细胞生成素组BBB评分明显高于神经干细

胞移植组，充分证明了神经干细胞移植在脊髓损伤治疗

中的作用，进一步证明了促红细胞生成素的应用能促进

神经干细胞移植后脊髓损伤大鼠神经功能的恢复。 

随后实验通过对脊髓损伤处组织的免疫荧光检测

发现，连续横向切片发现促红细胞生成素组大鼠移植的

神经干细胞在脊髓损伤组织中存活的数量明显多于神

经干细胞组，并且在连续纵向切片中发现促红细胞生成

素组大鼠移植的神经干细胞迁移距离明显大于神经干

细胞组。说明促红细胞生成素对脊髓损伤大鼠BBB评分

的影响是通过对脊髓损伤后移植神经干细胞存活和迁

移产生影响来实现的。 

总之，对于脊髓损伤大鼠神经干细胞移植的同时应

用促红细胞生成素干预，能使得移植的神经干细胞更好

的在损伤部位存活和迁移，促进脊髓损伤大鼠神经功能

的恢复，为临床治疗脊髓损伤提供了新的思路和依据。 
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