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文章亮点：Wistar大鼠脊髓损伤后，经尾静脉注入 DAPI 标记的骨髓间充质干细胞，其能透过血脊髓屏障，向损伤

脊髓组织迁徙，移植 10 d在损伤组织血管及其周围组织有标记的骨髓间充质干细胞弥散，移植 15 d在损伤组织内

有荧光标记的骨髓间充质干细胞广泛弥散，提示骨髓间充质干细胞能通过一定的机制迁徙到损伤脊髓组织区内并完

成修复作用。 

关键词：脊髓损伤；骨髓间充质干细胞；迁徙；冰冻切片；激光共聚焦显微镜；Wistar 大鼠；DAPI 标记；尾静脉移

植；血脊髓屏障 

 

摘要 

背景：骨髓间充质干细胞移植到脊髓损伤区域后，如何观察其在体内的生存和转归情况，一直是让人困扰的问题。 

目的：观察骨髓间充质干细胞在大鼠脊髓损伤区内的迁徙情况。 

方法：36只Wistar 大鼠随机分为 2组，实验组制作脊髓损伤模型 1周后，经尾静脉移植用 DAPI 标记的骨髓间充质

干细胞(1×109 L
-1) 1 mL，连续注射 2 d。对照组未行脊髓损伤，与实验组同一时间同法行骨髓间充质干细胞移植。分

别于移植后 5，10，15 d，制作损伤脊髓冰冻切片，在激光共聚焦显微镜下观察骨髓间充质干细胞的迁徙情况。 

结果与结论：实验组于移植后 5 d，在脊髓损伤组织血管内出现少量荧光标记的骨髓间充质干细胞，10 d后有血管外

弥散，15 d 后有广泛弥散。对照组均未见 DAPI 标记的骨髓间充质干细胞。结果表明骨髓间充质干细胞经大鼠尾静

脉移植后，能透过血脊髓屏障向损伤脊髓组织迁徙。 

 

 

Bone marrow mesenchymal stem cells migrate to the zone of spinal cord injury     

 

Jia Quan-zhang1, Li Dong-jun2, Chen Yu-bing3, Sun Jing-hai1, Wu Chuan-zhen1, Wang Feng-hua1, Xu Shuang1, 

Liu Li-ping3, Jiang Da-wei2, Gao De-xuan2   

 

Abstract 

BACKGROUND: How to observe the survival and prognosis of bone marrow mesenchymal stem cells after migration 

to the spinal cord injury zone remains controversial.   

OBJECTIVE: To observe the migration situation of bone marrow mesenchymal stem cells in the rat spinal cord injury 

zone.  

METHODS: Thirty-six Wistar rats were randomly divided into two groups. In the experimental group, the rats were used 

to make the spinal cord injury model, and after 1 week, 1 mL DAPI labeled bone marrow mesenchymal stem cells 

(1×10
9
/L) were daily transplanted into the rats through the tail vein for 2 days. The rats in the control group were not 

subjected to spinal cord injury induction, but they received bone marrow mesenchymal stem cells transplantation at the 

same time with the same method. The frozen sections of injured spinal cord were prepared at 5, 10 and 15 days after 

transplantation, and the migration of bone marrow mesenchymal stem cells was observed under the confocal laser 

scanning microscope.  

RESULTS AND CONCLUSION: At 5 days after the transplantation in the experimental group, the fluorescence marked 

bone marrow mesenchymal stem cells were observed in the vessels of spinal cord injury tissue; 10 days after 

transplantation, bone marrow mesenchymal stem cells were dispersed in extravascular tissue; 15 days after 

transplantation, the fluorescence marked bone marrow mesenchymal stem cells were widely diffused in the injury tissue. 

While, the DAPI labeled bone marrow mesenchymal stem cells were not observed in the control group. Results show 

that bone marrow mesenchymal stem cells can migrate to the injured spinal tissue through spinal cord-blood barrier 

after transplantation through the tail vein. 

 

Jia QZ, Li DJ, Chen YB, Sun JH, Wu CZ, Wang FH, Xu S, Liu LP, Jiang DW, Gao DX. Bone marrow mesenchymal 

stem cells migrate to the zone of spinal cord injury.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(45):8390-8393.     
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0  引言 

 

骨髓间充质干细胞属于多能成体干细胞，

具有取材方便、扩增迅速、可自体移植和多向

分化等特点。有研究表明移植的骨髓间充质干

细胞可向脊髓损伤处迁移并长期存活，促进神

经功能的恢复
[1-2]
。本实验观察脊髓损伤后经静

脉移植骨髓间充质干细胞的迁徙情况。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2009年3月至2010年3

月在吉林大学公共卫生学院实验室完成。 

材料： 

实验动物与分组：清洁级Wistar大鼠36只，

雌雄不限，体质量(260±20) g，随机分为实验

组和对照组各18只。出生5 d的Wistar乳鼠5只，

体质量8.0-10.0 g，均购自吉林大学实验动物中

心。 

主要试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法：  

Wistar大鼠骨髓间充质干细胞的提取、分离和培

养
[3]
：选用出生5 d的Wistar乳鼠5只，颈椎脱臼

法处死，碘伏消毒3次。无菌条件下取Wistar大

鼠股骨和胫骨的骨髓，采用贴壁筛选法结合差

速贴壁法分离、纯化骨髓间充质干细胞，贴壁

培养法进行培养，待贴壁细胞接近70%-80%融

合后，结束原代培养。按1∶3比例传代培养至3

代。每次传代后行形态学观察与鉴定。 

脊髓损伤模型的建立
[4]
：实验组大鼠采用改良

的Allen’s打击法建立大鼠脊髓损伤模型，打击

区以T12为中心，大小为3.0 mm×4.0 mm，连续

打击6次，至出现双后肢抽动、甩尾，随后完

全松弛为标准。术后常规方法笼内饲养护理，

肌注青霉素20×10
4
 U/kg，1次/d，连续4 d。每

日8时、16时各挤尿1次，夜间不喂水。 

骨髓间充质干细胞体外标记和静脉回输移植： 

骨髓间充质干细胞体外标记：收集第3代

的Wistar大鼠骨髓间充质干细胞，用DMEM洗

涤2次，加入DAPI应用液10 mL/瓶，置于37%、

体积分数为5%CO2培养箱中，1 h后，弃去

DAPI应用液，用DMEM洗涤2次，加入含体积

分数为15%胎牛血清的DMEM，继续培养。  

24 h后，荧光显微镜下观察细胞，确认标记成

功后，收集细胞，调整细胞浓度为1×10
9
 L

-1
。 

静脉回输移植：实验组于大鼠脊髓损伤后

1周行骨髓间充质干细胞移植，用0.3%戊巴比

妥钠(30 mg/kg)腹腔麻醉，用1 mL一次性使用

的无菌注射器作尾静脉穿刺，缓推注骨髓间充

质干细胞(1×10
9
 L

-1
) 1 mL，连续注射2 d。对

照组未行脊髓损伤，与实验组同一时间同法行

骨髓间充质干细胞移植。 

组织形态学标本的制作及观察：于移植后5，

10，15 d随机取各组大鼠6只处死，取包含脊

髓损伤区及其上下约0.5 cm组织制作标本，将

标本置于40 g/L多聚甲醛-磷酸缓冲固定液中

固定，脱水后行石蜡包埋，每只大鼠于损伤区

制作常规切片(片厚5 μm)1张。于激光共聚焦

显微镜下观察，每张切片测定6个视野，比较5，

10，15 d对照组与实验组DAPI阳性细胞分布情

况。 

主要观察指标：DAPI阳性细胞分布情况。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  参加实验Wistar大

鼠36只均进入结果分析。 

2.2  骨髓间充质干细胞移植后迁徙情况  实

验组在移植5 d后，脊髓损伤组织血管内出现荧

光标记的骨髓间充质干细胞，见图1a；10 d在

损伤组织血管及其周围组织有标记的骨髓间

充质干细胞弥散，见图1b；15 d在损伤组织内

有荧光标记的骨髓间充质干细胞广泛弥散，见

图1c。对照组在相应时间点未见DAPI标记的骨

髓间充质干细胞。

试剂与仪器 来源 

兔抗鼠 CD34荧光直标抗体  

0.25%胰蛋白酶  

胎牛血清  

DMEM培养基  

电热恒温水浴箱  

IX-71倒置显微镜、激光共聚 

焦显微镜  

超净工作台  

MC01751IF 型 CO2培养箱  

美国 BD公司 

华美公司 

美国 Hyclone公司 

美国 Gibco 公司 

上海医用恒温设备厂 

日本 OLYMPUS公司 

 

苏州净化集团安泰公司 

日本 SANYO 
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3  讨论 

 

骨髓间充质干细胞移植后，如何从宿主辨别移植的

骨髓间充质干细胞，并观察其在体内的生存和转归情

况，一直是让人困扰的问题。移植干细胞的示踪研究目

前大都采用移植前体外预先标记培养的干细胞，包括荧

光染料标记(标记细胞核或细胞膜)、核素标记、Y染色体

标记及报告基因转染等方法，移植后在特定时间点切取

组织，检测特异性标记鉴别移植来源的干细胞。 

本实验采用DAPI标记移植骨髓间充质干细胞的方

法。DAPI荧光染料化学名称为4’，6-联脒-2-苯基吲哚

(4 ， 6-diamidino-2-phenylindole Dihydro-chloride ，

DAPI)，能与A-T碱基对DNA专一结合从而标记细胞核，

紫外光激发下发出浅蓝色荧光。近年来，DAPI被人们用

于骨髓间充质干细胞的体内移植示踪，标记时间可长达

3个月。DAPI标记优点
[5]
：①荧光保持时间较长、专一

性强、灵敏度高。②标记技术简单，标记效率高。存在

的问题是细胞分裂将导致DAPI标记强度降低，灵敏度下

降。 

2004年Satake等
[6]
利用腺病毒载体将骨髓间充质

干细胞转染绿色荧光蛋白，然后将细胞注入到脊髓损伤

的大鼠脑脊液中，定期检测绿色荧光蛋白阳性细胞的分

布，结果发现大部分移植细胞迁移到病变的周围。

Chapel等
[7]
自体来源的骨髓间充质干细胞用绿色免疫

荧光标记，连同自体造血细胞一同注入被α射线损伤的

灵长类动物体内进行病例对照研究，结果发现标记的骨

髓间充质干细胞在损伤的肌肉、皮肤、脊髓、内脏中均

有表达。2008年景元海等
[8]
用大鼠骨髓间充质干细胞治

疗脊髓挫伤大鼠，在研究中观察到体外荧光标记的骨髓

间充质干细胞尾静脉注入后，可向损伤组织趋化并定

居。本项研究结果表明大鼠脊髓损伤后，经DAPI标记的

骨髓间充质干细胞经大鼠尾静脉注入后，能透过血脊髓

屏障，向损伤脊髓组织迁徙，并且于移植后15 d迁徙的

骨髓间充质干细胞达到最大量化状态，提示骨髓间充质

干细胞能通过一定的机制迁徙到损伤脊髓组织区内并

完成修复作用。 

关于骨髓间充质干细胞迁徙到损伤脊髓组织区的

机制尚不清楚，有研究表明，骨髓间充质干细胞向损伤

部位定向迁移与损伤部位趋化因子的表达有关，通过与

细胞表面的特异性趋化因子受体结合后，趋化因子可以

诱导骨髓间充质干细胞向损伤部位迁移
[9]
。趋化因子是

指具有趋化作用的细胞因子，直接引导白细胞，包括多

种免疫活性细胞进行有方向性迁移，在人体许多生理、

病理过程中发挥着重要作用。近年来人们在用骨髓间充

质干细胞修复骨折、心肌损伤、缺血性脑损伤及脊髓损

伤的研究中均发现了骨髓间充质干细胞这种独特的趋

向损伤或缺血部位的能力。Wang等
[10]
报道在对脑缺血

动物模型的研究中发现，大脑缺血组织所分泌的单核细

胞趋化蛋白1、白细胞介素8及缺血脑组织提取液能诱导

注入的骨髓间充质干细胞向创伤部位特异性迁移。

Shake等
[11]
在向受伤的膝关节内注射骨髓间充质干细胞

悬液的研究中发现，骨髓间充质干细胞能特异性地向损

伤的半月板与软骨迁移并修复创伤。 

骨髓间充质干细胞透过血-脊髓屏障向脊髓损伤病灶

定向迁移的可能机制：①骨髓间充质干细胞表达的多种黏

附分子与血-脊髓屏障内皮细胞的黏附分子相互作用，促

使骨髓间充质干细胞与血管内皮细胞、基膜发生特异性结

合，从而介导骨髓间充质干细胞的特异性迁移
[12]
。②通

过血-脊髓屏障固有的薄弱环节(脉络丛、下丘脑正中隆

起、垂体、松果体、脑室周围)参与骨髓间充质干细胞的

迁移
[13]
。③外伤、缺血、缺氧等因素导致血-脊髓屏障

固有结构破坏，大量炎性递质和血管活性因子释放，使

血-脊髓屏障的通透性显著增加。④由于中枢神经系统

Figure 1  The bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) 
were transplanted into the Wistar rats at 1 wk after 
spinal cord injury, then the migration of the BMSCs at 
different time points was observed under confocal 
laser scanning microscope (DAPI，×400)   

图1  Wistar大鼠脊髓损伤后1周于尾静脉移植骨髓间充质干
细胞移植，激光共聚焦显微镜下观察移植各时间点骨髓
间充质干细胞的迁徙状态(DAPI，×400) 

a: At 5 d after transplantation, the 

fluorescence marked BMSCs were 

detected in the vessels of spinal 

cord injury tissue  

c: At 15 d after transplantation, fluorescence marked BMSCs were widely 

diffused in the injury tissue 

b: At 10 d after transplantation, 

BMSCs were dispersed in the 

spinal cord injury tissue and the 

surrounding tissues 
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内的巨噬细胞、单核细胞、小胶质细胞，甚至星形胶质

细胞可能都来源于骨髓，因此骨髓间充质干细胞循着相

似的途径通过血-脊髓屏障，进入损伤灶
[14]
。⑤损伤局

部表达的信号分子与骨髓间充质干细胞表面的受体、抗

体、细胞因子相互作用，使骨髓间充质干细胞对脊髓损

伤灶产生趋化作用，这既要求损伤局部高表达组织特异

性细胞因子，骨髓间充质干细胞本身也要发生相应表型

改变，表达特异性受体，两者缺一不可， 目前认为，

基质细胞衍生因子可能在介导骨髓间充质干细胞定向

迁移中起着重要的作用
[15]
。⑥许多其他趋化效应轴协同

介导移植骨髓间充质干细胞的趋化效应，如趋化性细胞

因子(CXCL12-CXCR4)。⑦相关研究表明，其他一些因

子可能在此过程中也起重要作用，如干细胞因子、肝细

胞生长因子、集落刺激因子、间质金属蛋白酶等。 

实验证实了体外DAPI标记的骨髓间充质干细胞尾

静脉注入后，可能通过其迁徙、定居机制完成对损伤脊

髓组织的修复作用。 
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