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文章亮点： 

1 以丹红注射液联合骨髓间充质干细胞移植治疗大鼠脑梗死，实验观察结果表明丹红注射液作为强抗氧

化剂可抑制脂质过氧化，减少自由基损伤，稳定细胞膜，增加脑梗死大鼠脑组织的活力，一定程度上保

护了脑组织。 

2 联合骨髓间充质干细胞移植，可使移植的骨髓间充质干细胞更好的存活、增殖分化与迁移，还可提高

细胞移植治疗的有效率，促进梗死后大鼠神经功能的恢复。 
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图片文章 
 
摘要 

背景：单纯骨髓间充质干细胞移植修复受损脑组织的作用并不十分理想。 

目的：观察丹红注射液联合骨髓间充质干细胞移植治疗大鼠脑梗死的效果。 

方法：用线栓法制备大鼠大脑中动脉阻塞模型，随机分为 3 组，模型组尾静脉注射 PBS、丹红注射液组

尾静脉注射 2 mL/kg 丹红注射液、联合治疗组联合注射 2 mL/kg 丹红注射液+2.0×109 L-1的骨髓间充质

干细胞悬液，连续 5 d，1 次/d。 

结果与结论：在骨髓间充质干细胞移植后 2 周，联合治疗组神经功能评分明显优于模型组及丹红注射液

组(P < 0.05)；移植后 3 周联合治疗组大鼠脑梗死体积明显小于模型组和丹红注射液组(P < 0.05)；病理

组织学观察也可见联合治疗组的组织损伤减轻程度大于丹红注射液组和模型组。结果可见丹红注射液联

合骨髓间充质干细胞移植治疗大鼠脑梗死疗效显著，可以对脑细胞起到保护作用。 
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Abstract 

BACKGROUND: Simple bone marrow mesenchymal stem cell transplantation in repair of damaged brain 
tissues does not exhibit ideal effect.  

OBJECTIVE: To investigate the effect of Danhong injection combined with bone marrow mesenchymal 
stem cell transplantation on the treatment of cerebral infarction in rats.   

METHODS: The models of middle cerebral artery occlusion were established by suture method and 
randomly divided into three groups. Model group received tail vein injection of PBS. Danhong injection 
group received tail vein injection of 2 mL/kg Danhong injection. Combination group received injection of  
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2 mL/kg Danhong injection + 2.0×109/L bone marrow mesenchymal stem cell suspension, for 5 consecutive days, 
once a day.  

RESULTS AND CONCLUSION: At 2 weeks following bone marrow mesenchymal stem cell transplantation, the 
neurological function scores in the combination group were significantly better than those in the model group and 
Danhong injection group (P < 0.05). Cerebral infarct volume in the combination group was significantly less than 
that in the model and Danhong injection groups at 3 weeks following transplantation (P < 0.05). Histopathological 
observation showed that the reduced degree of tissue injury was larger in the combination group than the 
Danhong injection and model groups. Results indicated that Danhong injection combined with bone marrow 
mesenchymal stem cell transplantation on the treatment of rats with cerebral infarction showed remarkable 
effects and protected brain cells.  

Key Words: stem cells; stem cell transplantation; bone marrow mesenchymal stem cells; Danhong injection; 
transplantation; rats; cerebral infarction; tail vein; injection; stem cell photographs-containing paper 
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0  引言 

 
脑梗死是由缺血、缺氧引起的局限性脑组织软化坏死的一种常见病，具有高致残率、高

死亡率和高复发率等的特点[1-3]。其发病机制与能量代谢障碍、脂类介质的毒性、自由基损伤

等有关，其中自由基损伤是脑梗死发生的关键性因素。目前对脑梗死所致的缺氧缺血性脑损

伤缺乏有效的治疗手段，仍采取以支持治疗为主的综合治疗方法。 

 

骨髓间充质干细胞是近年来研究的热点之一，可分化为多种神经细胞，具有改善脑梗死

鼠神经的功能[4-7]。大量骨髓间充质干细胞治疗脑梗死的实验表明同种异体骨髓间充质干细胞

在迁移至受损脑组织后，除了可在脑组织中定植并自身分化为受损组织的细胞直接参与修复

外，还可通过旁分泌的形式，分泌一系列的细胞因子，发挥抗炎、抗凋亡、促新生血管生成，

改善组织灌注等作用，促进了脑损伤组织的内源性修复。骨髓间充质干细胞旁分泌形式修复

可能比直接分化修复更重要。同种异体骨髓间充质干细胞移植在明显改善神经功能缺损的同

时，比神经保护剂具有更长的治疗时间窗。但是单纯的骨髓间充质干细胞移植对受损脑组织

的修复作用并不理想，需要结合药物及生物工程材料等手段进行综合治疗。丹红注射液是中

国的一种传统名药，具有活血化瘀、通脉疏络、清除自由基的作用。实验通过丹红注射液联

合骨髓间充质干细胞移植治疗大鼠脑梗死，探讨其治疗效果。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。                                                              

时间及地点：实验于2011年1月至2012年3月在华北煤炭医学院完成。                         

材料：    

实验动物：1月龄SD大鼠96只，雌雄不限，体质量80-100 g，购自中国医学科学院动物实

验室；动物质量合格证号：SCXK(冀)20081003。动物常温饲养，自由摄食、饮水，光照12 

h，术前12 h禁食。  

主要药品、试剂和仪器：丹红注射液(规格10 mL/支)购于菏泽步长制药有限公司；L-DMEM

培养基购于美国Sigma公司；体积分数为10%胎牛血清购于上海普飞生物技术有限公司；谷

氨酞胺购于上海迈瑞尔化学技术有限公司；胰蛋白酶购于美国Gibco BRL公司；二氧化碳培

养箱购于Thermo Forma公司；超净工作台购于苏州安泰空气技术公司；荧光倒置显微镜购 
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于德国 Leica 公司。 

实验方法： 

骨髓间充质干细胞的分离与培养：将6只1月龄SD大鼠脱

髓处死，全身浸入体积分数为75%乙醇消毒约10 min。

无菌条件下取双侧胫骨、双侧股骨干标本，剪除骨端，

10号注射器抽取1 mL L-DMEM培养基自一端冲洗，制成

单细胞悬液，以1 000 r/min(离心半径8 cm)离心5 min。

弃上清液及脂肪层，用含体积分数10%胎牛血清的

DMEM培养液重悬沉淀的细胞，以4×107 L-1细胞浓度接

种至100 mL培养瓶中，置于37 ℃、体积分数为5%CO2

及饱和湿度孵育箱中，第3天半量换液，以后每隔3 d全

量换液，并按1∶2比例传代。逐日观察细胞生长情况，

待细胞达到80%-90%融合时，进行下一次传代，再次传

代时按1∶3比例进行。骨髓间充质干细胞在体外培养融

合达到80%后换液，经多次传代扩增，使骨髓间充质干

细胞逐渐得到纯化。选取生长良好的的1，2，3代细胞，

用0.25%胰酶消化5 min，以含胎牛血清的培养液终止消

化，PBS清洗，1 000 r/min(离心半径 8 cm)离心   5 

min，收集培养的大鼠骨髓间充质干细胞。 

骨髓间充质干细胞的CM-Dil标记：吸取CM-Dil液5 µL

至1.5 mL的EP管中，加入1 mL完全培养液，吹打均匀，

得CM-Dil标记液。取贴壁达95%融合的细胞，吸弃培养

液，PBS洗3次，加入标记液40 μL/cm2，于37 ℃、体积

分数为5%CO2、饱和湿度恒温培养箱中孵育20 min，吸

弃标记液，加入37 ℃的完全培养液5 mL，孵育10 min后

吸弃，继续加入培养液重复清洗2次。培养24 h后在倒

置荧光显微镜下观察CM-Dil标记效果及细胞形态变化。

随机选取5个视野，计数CM-Dil阳性细胞数及细胞总数，

计算标记率。标记率=视野内阳性细胞总数/视野内细胞

总数×100%。移植时PBS洗涤细胞3次，将终浓度调为

1×1010 L-1备用。  

动物模型的建立和分组：采取线栓法制作大脑中动脉

阻塞模型：用2.5%氯胺酮(20 mg/kg)腹腔注射麻醉，俯

卧位，取颈正中切口，暴露右侧颈总动脉、颈内动脉、

颈外动脉，结扎颈总动脉、颈外动脉，于颈总动脉分叉

下方剪一切口，将一末端用酒精灯烧成圆头的3-0尼龙

线置入颈内动脉深度为17.0-18.0 mm，结扎颈内动脉，

以完全阻断血供。阻断120 min后抽出尼龙线，恢复再

灌注。麻醉清醒后，把动物放回笼中，自由饮食。实验

分组：将大脑中动脉阻塞成模SD大鼠90只随机分为模

型组、丹红注射液组和联合治疗组(骨髓间充质干细胞移

植+丹红注射液)，每组30只；在大脑中动脉阻塞建模成

功24 h后，联合治疗组大鼠尾静脉注射1.0 mL骨髓间充

质干细胞悬液(2.0×109 L-1)+2 mL/kg丹红注射液，丹红

注射液治疗组尾静脉注射2 mL/kg丹红注射液；模型组

大鼠尾静脉注射1.0 mL无菌PBS。连续注射5 d，1次/d。 

大鼠神经功能评分：分别在尾静脉注入移植液后的  

1 d，1周，2周，3周，应用改良神经功能评分法(modified 

neurological severity scores，mNSS)进行神经功能缺

失评测。该量表分为运动、感觉、平衡和反射4个部分，

总分为18分，以神经功能缺失评分在6-12分入选实验分

组。正常大鼠为0分，评分越低代表神经运动功能恢复

越好，评分越高，则表示症状越重。  

免疫荧光显微镜观察骨髓间充质干细胞存活情况并计数：

移植后2周，3组再各取8只大鼠取材行梗死处组织学检查

以证实恢复程度。取脑组织行常规冰冻切片，对组织切片

进行苏木精-伊红染色和CM-Dil阳性细胞计数。每张切片

在高倍镜(×200)下任取10个视野，计算每个视野的CM-Dil

阳性细胞数，取其均值作为每组的CM-Dil阳性细胞数。 

梗死面积的测定：于移植骨髓间充质干细胞后21 d，

断头处死各组大鼠，取脑组织行冰冻切片，置于2%红

四氮唑(TTC)进行染色处理，以病理图像分析系统测定

梗死面积，然后根据梯形公式计算梗死体积。梗死体积

(V)=t(A1+A2+…+An)-0.5(A1+An)，t为相邻切片之间的

距离，A为每层梗死面积。 

大鼠脑组织病理学观察：于骨髓间充质干细胞移植梗死

模型大鼠后2周，随机取每组大鼠各10只，取材后进行梗

死处组织学检查以证实恢复情况。取梗死处组织，经心

脏灌注40 g/L多聚甲醛，固定10 min，行常规冰冻切片，

组织切片进行苏木精-伊红染色、室温干燥后观察。 

主要观察指标：大鼠神经功能评分，CM-Dil阳性细

胞计数，梗死体积，组织学观察结果。 

统计学分析： 采用SPSS 11.5统计软件进行统计学

分析，所有实验数据均以x
_

±s表示，多组间比较采用单

因素方差分析(One-Way ANOVA)，两组间比较采用

S-N-K-q 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 

2.1  骨髓间充质干细胞形态  原代培养的骨髓间充质

干细胞呈圆形，胞体透亮，折光性好，与骨髓单个核细

胞混杂。接种36 h可见少量细胞成单层贴壁生长，胞体

细长呈梭形，类似于成纤维细胞、成集落样生长，以后

逐步增多。接种2周细胞融合成片，贴壁细胞分布均匀，

细胞形态渐趋于一致，以梭形为主，胞体变饱满，骨髓

间充质干细胞均一性好，纯度达97%以上，见图1。 
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2.2  各组大鼠神经功能评分  各组大鼠神经功能评分

比较，在移植后第3天，联合治疗组与丹红注射液组组、

模型组比较差异无显著性意义(P > 0.05)；在移植后2周

开始，联合治疗组与模型组比较，差异有显著性意义  

(P < 0.01)，与丹红注射液组比较，差异有显著性意义  

(P < 0.05)，丹红注射液组与模型组比较，差异有显著

性意义(P < 0.05)，见表1、图2。       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  各组大鼠脑梗死体积的比较  骨髓间充质干细胞

移植21 d后，对脑组织冰冻切片行TTC染色，结果显示：

模型组大鼠脑梗死平均体积为(210±15) mm3；丹红注射

液组大鼠脑梗死平均体积为(120±10) mm3；而联合治疗

组大鼠脑梗死平均体积为(95±10) mm3，与模型组、丹

红注射液组相比较梗死面积明显减小，两组差异有显著

性意义(P < 0.05)，见图3。 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4   骨髓间充质干细胞存活情况  荧光显微镜观察

见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

结果显示大鼠梗死灶脑组织中的CM-Dil阳性细胞

表 1  各组大鼠尾静脉注入移植液后 1 d，1 周，2 周，3 周神

经功能评分比较 

Table 1  Neurological function score comparison at 1 d, 1, 2, 
and 3 wk following tail vein injection of transplantation 
solution in rats of each group                  (x

_

±s)

与模型组比较，aP < 0.01，与丹红注射液组比较，bP < 0.05。 

注：丹红注射液+骨髓间充质干细胞移植联合应用治疗脑梗死效果最佳。

组别 移植后1 d 移植后1周 移植后2周 移植后3周 

模型组 11.51±0.45 9.89±0.78 8.14±0.53 7.21±0.42 
丹红注射液组 11.15±0.39 9.25±0.65 7.29±0.91 5.42±0.38 
联合治疗组 11.04±0.47 8.67±0.66 3.79±0.27ab 2.06±0.52ab 

图 1  接种 2 周后骨髓间充质干细胞细长呈梭形(×200) 

Figure 1  Bone marrow mesenchymal stem cells became 
spindle shaped at 2 wk following incubation 
(× 200) 

模型组     丹红注射液组   联合治疗组

图 3  各组大鼠尾静脉注入移植液后 21 d 脑梗死体积的比较

Figure 3  Comparison of cerebral infarction volume in rats of 
each group at 21 d following tail vein injection of 
transplantation solution 
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与模型组和丹红注射液组比较，aP < 0.05。 

a 

图 4  移植 2 周后骨髓间充质干细胞存活观察(×200) 

Figure 4  Bone marrow mesenchymal stem cell survived at  
2 wk following transplantation (×200) 

A：模型组 

注：模型组和丹红注射液组移植 2 周后损伤处荧光显微镜下观

察无 CM-Dil 标记的细胞；联合治疗组移植 2 周后损伤处荧光显

微镜下观察可见有大量散在的 CM-Dil 标记的阳性细胞。 

B：丹红注射液组

C：联合治疗组 

模型组 

丹红注射液组

联合治疗组 

图 2  各组大鼠尾静脉注入移植液后 1 d，1 周，2 周，3 周

神经功能评分 

Figure 2  Neurological deficit score of rats in each group at  
1 d, 1, 2 and 3 wk following tail vein injection of 
transplantation solution 
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与模型组比较，aP < 0.01，与丹红注射液组比较，bP < 0.05。 
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数：模型组及丹红注射液组为0，联合治疗组为(63.47± 

8.13)个/高倍视野，3者经过方差分析后两组之间的比较

用t 检验，差异有非常显著性意义(P < 0.01)。 

 

2.5  大鼠脑组织病理学观察  骨髓间充质干细胞移植

2周后苏木精-伊红染色模型组可见锥体细胞排列紊乱，

神经元结构模糊，胞体肿胀，核固缩，深染，尼氏体减

少或消失，梗死处脑组织形成胶质瘢痕，局部脑萎缩，

软化灶形成，见图5A；丹红注射液组可见锥体细胞排列

较密，核固缩，深染，组织瘢痕和软化灶小于模型组，

而大于联合治疗组，见图5B；联合治疗组可见典型的神

经细胞样形态学改变且软化灶消失，有少量瘢痕，见图

5C。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

近些年来随着干细胞研究的发展，骨髓间充质干细

胞移植治疗脑梗死所致的缺氧缺血性脑损伤成为当今

医学界研究的热点之一。骨髓间充质干细胞是一种理想

的组织工程干细胞[8-14]，其来源充足，特性稳定，易于

冷冻保存和传代培养扩增，可分泌大量的生长因子和促

血管生长因子。多项研究表明骨髓间充质干细胞对大鼠

脑梗死具有保护作用[15-19]。其作用机制可能有：①骨髓

间充质干细胞移植后同宿主神经组织间的相互作用，可

导致一些细胞因子和营养因子的产生。②改善缺血局部

微环境，对神经功能的恢复发挥积极作用。③引导轴突

生长和调节轴突形成新的联系，是神经元生长发育和可

塑性的分子标记物。作者所在实验室对骨髓间充质干细

胞治疗大鼠脑梗死方面进行了大量研究，其结果与Peng

等[20]的一致。 

 

丹红注射液是由中药丹参、红花科学提取精制而成

的一种传统中药，有明显促进脑缺血后神经功能恢复、

减少脑梗死体积的作用。有研究表明丹参性寒而味苦，具

有的水溶性酚酸类成分和脂溶性丹参酮类成分，均是治疗

脑血管病的有效药物[21-23]。红花为菊科类植物，性温味辛，

具有活血化瘀之功效[24-27]。丹参酚酸和红花有抑制血小板

黏附、聚集、激活的作用，以及能抗血栓形成、改善微循

环等作用。实验将其与骨髓间充质干细胞移植联合用于大

鼠脑梗死的治疗，结果显示二者联合应用可显著减少脑梗

死体积，联合治疗组脑梗死体积明显小于丹红注射液组及

模型组(P < 0.05)；在移植后2周，联合治疗组大鼠神经功

能障碍评分低于丹红注射液组及模型组(P < 0.05)；提示

骨髓间充质干细胞移植联合丹红注射液治疗大鼠脑梗死

能显著改善大鼠的神经学功能。 

 

实验观察了丹红注射液联合骨髓间充质干细胞移

植治疗大鼠脑梗死，结果表明丹红注射液作为强抗氧化

剂，可抑制脂质过氧化，减少自由基损伤，稳定细胞膜，

增加脑梗死大鼠脑组织的活力，一定程度上保护了脑组

织。联合骨髓间充质干细胞移植可使移植的骨髓间充质

干细胞更好的存活、增殖分化与迁移，还可提高细胞移

植治疗的有效率，促进梗死后大鼠神经功的恢复，也为

今后临床治疗脑梗死提供理论依据和实验基础。 

 

作者贡献：实验设计为张鹏，实验实施为张鹏，实验评估
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文章负责。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济组

织直接或间接的经济或利益的赞助。 
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图 5  各组大鼠尾静脉注入移植液后 2 周脑组织病理改变

(苏木精-伊红染色，×40) 

Figure 5  Pathological changes in brain tissues of rats of each 
group at 2 wk following tail vein injection of 
transplantation solution (Hematoxylin-eosin staining, 
×40) 

A：模型组 

注：模型组可见损伤处脑组织断裂，为瘢痕连接，结构紊乱，

有明显空洞形成；丹红注射液组在移植部位出现典型的神经样

细胞，空洞小于模型组，而大于联合治疗组；联合治疗组出现

典型的神经样细胞空洞消失。 

B：丹红注射液组

C：联合治疗组 
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