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文章亮点： 

1 既往实验证明，骨髓间充质干细胞移植可以促进损伤脊髓功能的恢复，,但其作用机制尚不明确。 

2 经蛛网膜下腔移植超顺磁性氧化铁标记的骨髓间充质干细胞，随着时间的延长，被标记的骨髓间充质

干细胞会定向迁移到脊髓损伤区域。 

3 实验结果证实，移植的细胞能促进脊髓损伤神经功能恢复，标记组与未标记组比较差异无显著性意义，

此结果为下一步活体细胞活体示踪提供了实验基础。 

关键词： 

干细胞；干细胞移植；超顺磁性氧化铁；骨髓间充质干细胞；脊髓损伤；细胞移植；蛛网膜下腔；省级

基金；干细胞图片文章 

 
摘要 

背景：干细胞移植可以重建中枢神经系统的结构和功能，近年来引起了广泛的关注。 

目的：探讨超顺磁性氧化铁标记骨髓间充质干细胞对兔脊髓损伤神经功能恢复的作用。 

方法：采用密度梯度离心法和贴壁法体外分离培养兔骨髓间充质干细胞。制作兔脊髓损伤模型，并在蛛 网
膜下腔置管以备移植。将实验白兔随机分为 3 组：标记组移植超顺磁性氧化铁标记细胞；未标记组移植

未标记细胞；对照组不移植细胞只注射 PBS 液。 

结果与结论：两移植组在细胞移植 14 d 后运动功能 BBB 评分高于对照组，差异有显著性意义(P < 0.05)；
但两组间差异无显著性意义(P > 0.05)。细胞移植后 1，7，14，21，28，35 d，脊髓损伤区域局部组织

上出现大量含蓝色铁颗粒的细胞。经蛛网膜下腔移植标记骨髓间充质干细胞可定向迁移到脊髓损伤区域，

并能促进脊髓损伤神经功能恢复。 
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Abstract 

BACKGROUND: Transplantation of stem cells can rebuild the structure and function of injured central nervous 
system, and has attracted wide attention in recent years. 

OBJECTIVE: To explore the effects of bone marrow mesenchymal stem cells labeled by superparamagnetic iron 
oxide on the recovery of neurological function in rabbits with spinal cord injury.  

METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells were isolated from rabbits, and cultivated in vitro using the 
density gradient centrifugation and the adherence in vitro separation. Passage 3 bone marrow mesenchymal 
stem cells were labeled with superparamagnetic iron oxide at 24 hours before use. Rabbit spinal cord injury 
models were made and the micro tubes were inserted into subarachnoid space. Rabbits were randomly divided 
into three groups．Rabbits from the group A were injected with superparamagnetic iron oxide labeled bone 
marrow mesenchymal stem cells via subarachnoid spaces. Rabbits from the group B received transplan tation of 
unlabeled bone marrow mesenchymal stem cells. Rabbits from the group C were injected with PBS and served as 
controls. At 1, 7, 14, 21, 28 and 35 days after cell transplantation, the recovery of neurological function was 
calculated by BBB scoring in all groups and the pathological tissue slices of spinal cord injury was examined.  

RESULTS AND CONCLUSION: The BBB scores in the groups A and V were significantly higher than those in the 
group C (P < 0.05), but there was no statistical difference between groups A and B (P > 0.05). At 1, 7, 14, 21, 28 
and 35 days following cell transplantation, Prussian blue staining of tissue sections showed cells containing blue 
iron particles in the area of spinal cord injury. Bone marrow mesenchymal stem cells transplanted via 
subarachnoid space could migrate to the area of spinal cord injury, which thereby improved neurological function. 

Key Words: stem cells; stem cell transplantation; superparamagnetic iron oxide; bone marrow mesenchymal 
stem cells; spinal cord injury; cell transplantation; subarachnoid space; provincial grants-supported paper; stem 
cell photographs-containing paper  
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0  引言 

 
脊髓损伤是一种致残率非常高的疾病，目前对脊髓损伤的治疗仍缺乏有效的手段。近年

来，有骨髓间充质干细胞移植治疗脊髓损伤的实验研究[1-2]，认为骨髓间充质干细胞可以在宿

主脊髓中存活、生长、分化，靶向迁徙于脊髓损伤区，并能促进神经功能恢复，为治疗脊髓

损伤提供了一种新的思路和手段。 

骨髓间充质干细胞可在特定条件下可分化为多种细胞[3]，包括成骨细胞、脂肪细胞、

神经细胞、心肌细胞、骨骼肌细胞等，是良好的组织工程的载体细胞，而且具有取材方便，

易分离、扩增，自体移植克服了伦理学争议，无免疫排斥反应等优点。因此，通过移植骨

髓间充质干细胞于体内，用于组织损伤的修复与重建，具有广阔的临床应用前景[4]。  

但是，骨髓间充质干细胞移植后在活体内示踪成为随之而来的研究难点[5]，近年来，随

着超顺磁性氧化铁(superparamagnetic iron oxid，SPIO)纳米颗粒标记细胞技术的成熟，磁

共振(magnetic resonance，MR)活体示踪超顺磁性氧化铁标记细胞成为热点[6]。本实验拟采

用超顺磁性氧化铁标记兔骨髓间充质干细胞移植入脊髓损伤兔模型，观察其疗效，为磁共振

活体示踪移植细胞提供基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2009年10月至2010年12月在山西医科大学第一医院放射科和山西医科

大学分子生物实验室完成。 

材料： 

实验动物：健康新西兰大白兔33只，雌雄不拘，体质量600-700 g，由山西医科大学实验 
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动物中心提供，实验动物许可证号：SCXK(晋) 2009- 

0001。实验动物在二级清洁动物房饲养，实验过程中对

动物处置符合2006年科学技术部发布的《关于善待实验

动物的指导性意见》。    

主要试剂和仪器：胎牛血清(杭州四季青生物工程材

料有限公司)；DMEM培养基(美国Hyclone公司)；多聚

左旋赖氨酸(poly-l-lysine，PLL)(美国Sigma公司)；SPIO

纳米颗粒(德国Schering公司)；CO2培养箱(SIM，西盟

国际)；倒置相差显微镜(Olympus-IX70，日本)。 

方法： 

骨髓间充质干细胞的体外分离、培养、传代和鉴定：随

机取1只新西兰大白兔，在兔髂骨抽取骨髓2 mL，加

PBS，2 000 r/min离心15 min，吸弃上清及脂肪层，缓慢

加到含4 mL密度为1.077 g/L Percoll淋巴细胞分离液的无

菌离心管中。离心15 min，可见离心管内液体分为3层，

收集中间层骨髓间充质干细胞，离心，弃去上清，取细胞

沉淀。细胞沉淀中加入含体积分数20%胎牛血清的

L-DMEM培养基，接种于25 cm2细胞培养瓶，在37 ℃，

体积分数5%CO2的细胞培养箱中培养，待贴壁细胞约

90%时，用0.25%的胰蛋白酶消化，按1∶2传代后继续培

养。 

磁标记骨髓间充质干细胞和普鲁士蓝染色：多聚左旋赖氨

酸与超顺磁性氧化铁混悬于培养液中(多聚左旋赖氨酸和

超顺磁性氧化铁的终浓度分别为1.5 mg/L和250 mg/L)，

将超顺磁性氧化铁-多聚左旋赖氨酸复合物分别以1∶9与

培养基混合，使铁的终浓度分别为25 mg/L，加入到第3

代骨髓间充质干细胞培养液中进行标记。细胞固定后用

Perls溶液孵育30 min，1%核固红复染30 min，以未标记

细胞作为对照。  

建立脊髓损伤模型和蛛网膜下腔置管：随机取30只白兔

俯卧位固定于实验台上，显露L1-L3棘突和椎板，咬除

L2棘突和椎板，将骨窗修剪成圆形，显露脊髓硬膜，在

硬膜表面垫与硬膜囊直径一致的塑料片，应用自行研制

的脊髓损伤模型实验台装置[7]，致伤能量为60 g•cm，

制作脊髓损伤模型。制作脊髓损伤模型同时，行L4-5节

段椎板切除术，暴露硬脊膜，插入PE微管，看到脑脊液

流出视为置管成功。造模过程中脱失的白兔给予补充。 

分组干预：制造脊髓损伤模型成功的30只白兔随机数

字表法均分为3组。分别在脊髓损伤造模后第7天，向每只

模型兔中蛛网膜下腔注入细胞悬液或PBS。标记组：移植

含1×106个超顺磁性氧化铁标记的骨髓间充质干细胞悬液

50 μL；未标记组：同标记组方法和剂量移植未标记骨髓

间充质干细胞；对照组：注入50 μL PBS作为对照。  

行为学评价(BBB分级法)[8]
：对各组脊髓损伤模型行为

评分，评价标记的骨髓间充质干细胞和未标记骨髓间充

质干细胞对脊髓损伤兔神经功能恢复的作用。在移植后

第1，7，14，21，28，35天，由2名熟悉BBB评分标准

的非实验人员独立观察记录，最后取平均值。每组每只

动物双侧后肢分别评分，取其平均分并记录。 

损伤组织病理学改变：随机抽取各组脊髓损伤模型大

白兔1只，于细胞移植后1，7，14，21，28，35 d处死，

取脊髓损伤部位组织。将脊髓组织块置入40 g/L多聚甲

醛溶液中浸泡、固定、包埋、切片，行苏木精-伊红染

色和普鲁士蓝染色。 

主要观察指标：观察骨髓间充质干细胞的细胞形

态、生长周期、磁标记情况和细胞移植后BBB评分，以及

移植细胞在脊髓损伤模型活体内不同时间段的分布情况。 

统计学分析：由第一作者完成，采用SPSS 11.5统

计软件进行处理，统计方法选用两因素析因设计方差分

析，统计学软件由山西医科大学统计教研室购买。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  纳入动物数量为33只，1只进

行骨髓间充质干细胞培养，30只进行造模，造模成功

率为93.3%，2只兔死亡，1只为麻药过量，1只为造模

后感染死亡，死亡后均给予补充。共30兔进入结果分

析。 

 

2.2  普鲁士蓝染色结果  磁标记细胞经细胞涂片，行

普鲁士蓝染色，显微镜下见标记细胞的胞质内出现蓝染

铁颗粒，见图1；而未磁标的骨髓间充质干细胞普鲁士

蓝染色未见到蓝染铁颗粒。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  骨髓间充质干细胞促进脊髓损伤兔的功能恢复  

见图2。 

图 1  超顺磁性氧化铁标记骨髓间充质干细胞行普鲁士染色

见细胞内含蓝染铁颗粒(×40) 

Figure 1  Superparamagnetic iron oxide-labeled bone marrow 
mesenchymal stem cells containing blue iron 
particles as shown by Prussian blue staining (×40)
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从细胞移植后14 d开始，两移植组BBB评分都高于

PBS对照组，差异有显著性意义(P < 0.05)。两移植组间

的BBB评分差异无显著性意义(P > 0.05)。这说明骨髓间

充质干细胞能够改善脊髓损伤兔的运动功能，超顺磁性氧

化铁标记不影响骨髓间充质干细胞的治疗效果。 

 

2.4  脊髓损伤区组织病理学改变  标记组在细胞移植

后1 d，脊髓损伤区未见蓝染铁颗粒的细胞(超顺磁性氧

化铁标记的骨髓间充质干细胞)；标记组在细胞移植后 

7 d，脊髓损伤区出现了少量的胞浆内含蓝染铁颗粒的

细胞，见图3。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

标记组在细胞移植后14 d，脊髓损伤区可见胞浆内

含蓝染铁颗粒的细胞明显增多，且细胞主要集中在损伤

较严重区，见图4；细胞移植后21，28，35 d，脊髓损伤

区含蓝染铁颗粒的细胞较移植14 d的数量越来越多，但

21，28，35 d细胞内的蓝染程度却逐渐下降，考虑是由

于细胞分裂、增殖而引起细胞内铁颗粒的数量减少所

致。在细胞移植的21，28，35 d后，两移植组的脊髓损

伤区水肿程度和空泡样变性减轻，囊变空洞减少，神经

细胞形态和结构排列也有所改善。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

本实验联合密度梯度离心法和贴壁培养法分离干

细胞，具有操作简便，快速，实用等优点，是一种比较

理想的分离培养方法。为提高干细胞的磁标记率，需利

用阳离子转染剂，在阳离子转染试剂介导的胞吞作用

下，超顺磁性氧化铁可以有效标记骨髓间充质干细胞。

常用的阳离子转染试剂有多聚左旋赖氨酸、硫酸鱼精蛋

白等，根据前期实验，作者利用多聚左旋赖氨酸介导的

转染技术，使超顺磁性氧化铁有效的标记了骨髓间充质

干细胞，且该方法安全、有效，对细胞活性无影响[9-10]。  

 

目前，移植骨髓间充质干细胞治疗脊髓损伤己经成

为研究的热点，主要的移植方法有3种：①原位移植：

此方法会造成难以避免的二次损伤，在很大程度上影响

了骨髓间充质干细胞移植治疗的效果。②静脉移植：虽

然静脉移植方便、无创，但是经过循环系统，细胞大量

分布于肝、脾、肺等器官，真正到达损伤区存活和发挥

功能的细胞数目较少，功能恢复的评分也较低[11]。③蛛

网膜下腔移植：Paul等[12]全面比较了蛛网膜下腔注射、

静脉移植和原位移植骨髓间充质干细胞对大鼠脊髓损

伤的修复作用，认为蛛网膜下腔注射与静脉移植相比，

损伤区存活的移植细胞更多，脊髓组织保护更好，尼氏

染色显示有更多的神经元存活，免疫排斥反应更小，功

能恢复也更好。并且蛛网膜下腔穿刺是临床上常用的检

查和治疗手段，它创伤小，可反复给药，是一种更具临

床应用前景的细胞移植治疗方式。实验通过蛛网膜下腔

置管移植超顺磁性氧化铁标记的骨髓间充质干细胞到脊

髓损伤模型，发现在细胞移植后的7，14，21，28，35 d，

脊髓损伤区随着时间的延长，骨髓间充质干细胞出现的

图 2  脊髓损伤后不同时间点各组兔模型 BBB 评分曲线

Figure 2  Curves of Basso, Beattie and Bresnahan (BBB) 
rating scale scores in rabbits from each group at 
varying time points after spinal cord injury 
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图 3  细胞移植后 7 d 脊髓损伤区见散在的超顺磁性氧化铁

标记的骨髓间充质干细胞(×100) 

Figure 3  At 7 d after cell transplantation, cells containing blue 
iron particles in the area of spinal cord injury could 
be seen in tissue sections (×100) 

图 4  细胞移植后 14 d 脊髓损伤区见超顺磁性氧化铁标记

的骨髓间充质干细胞增多(×100) 

Figure 4  At 14 d after cell transplantation, more and more cells 
containing blue iron particles in the area of spinal cord 
injury could be seen in tissue sections (×100) 
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数量越来越多，并且主要分布在损伤较重的组织区域，

而未损伤区脊髓组织几乎未见到骨髓间充质干细胞，说

明骨髓间充质干细胞经蛛网膜腔移植，可定向迁移到脊

髓损伤组织区域，可能参与损伤组织的修复。通过蛛网

膜下腔移植骨髓间充质干细胞在受损脊髓中存活、聚集

和定向迁移的机制尚不清楚，但这些结果证明受损的组

织能产生强烈的化学信号而引起移植骨髓间充质干细

胞的定向迁移。认为这可能是脊髓组织受到损伤后分泌

的某种或某些趋化因子的吸引作用引起的。  

 

作者的实验利用骨髓间充质干细胞移植来治疗兔脊

髓损伤，从细胞移植脊髓损伤模型后14 d开始，细胞移植

组的BBB评分与PBS对照组的评分相比显著增高(P < 

0.05)，两组骨髓间充质干细胞移植组的兔脊髓损伤模型

有明显的神经功能恢复；另外，移植超顺磁性氧化铁标记

骨髓间充质干细胞的兔和移植未标记骨髓间充质干细胞

兔的BBB评分差异没有显著性意义(P > 0.05)，这说明骨

髓间充质干细胞能够改善脊髓损伤兔的运动功能，且超顺

磁性氧化铁的标记不影响骨髓间充质干细胞的治疗作用。

实验观察到骨髓间充质干细胞在脊髓损伤组织的囊变空

洞区分布较多；在细胞移植21，28，35 d后，细胞移植

组同对照组比较发现：细胞移植组的脊髓损伤区水肿程度

和空泡样变性减轻，囊变空洞减少，神经细胞形态和结构

排列也有所改善。该结果提示，骨髓间充质干细胞能够在

脊髓损伤后的兔脊髓内存活，可定向迁徙到损伤组织区，

填充和聚集，弥合了损伤脊髓的空洞区，有效的阻止了损

伤区囊性空洞的形成，保持了脊髓的立体结构，为轴突的

再生提供了依附的基质和微环境，神经功能得以恢复。 

 

实验通过蛛网膜下腔移植磁标骨髓间充质干细胞

到兔脊髓损伤模型，经普鲁士蓝染色结果证实移植的骨

髓间充质干细胞可以靶向迁移到脊髓损伤区，对脊髓损

伤区有一定的修复作用，改善了脊髓损伤的神经功能。 
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