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文题释义： 

失神经肌萎缩：骨骼肌的发生、功能和结构的维持都受到运动神经的支配和调节，神经一旦受损，肌肉失去

神经支配，神经传导信号中断，肌肉丧失收缩功能，导致肌肉主动收缩活动障碍，神经受损的同时骨骼肌失

去神经的营养作用，逐渐出现骨骼肌的质、量和形态改变，肌肉体积减小，肌纤维逐渐萎缩，并逐渐被结缔

组织替代，肌细胞同时也发生一系列变化。 

BrdU：细胞增殖是细胞在周期调控因子的作用下，通过 DNA 复制、RNA 转录和蛋白质合成等一系列复杂反

应而进行的分裂过程，是生物体生长、发育、繁殖和遗传的基础。BrdU 是 DNA 前体胸腺嘧啶核苷类似物，

可竞争性掺入 S 期细胞单链 DNA 核苷酸序列替代胸腺嘧啶，混入到单链 DNA 中的 BrdU 可通过免疫组化染

色抗 BrdU 单克隆抗体在细胞爬片或组织切片上显示，从而对骨髓间充质干细胞进行识别和示踪。 

 

摘要 

背景：外科显微镜手术和一些辅助治疗方法均无法通过修复损伤的神经细胞来有效延缓或治疗失神经肌萎缩。

研究发现骨髓间充质干细胞具有定向分化潜能，并且在一定环境因素下能对损伤的组织进行修复，由此推测

其可以对失神经萎缩肌肉起到一定的修复作用。 

目的：探讨移植骨髓间充质干细胞是否能够减轻和延缓失神经肌肉组织萎缩。 

方法：分离培养 SD 大鼠骨髓间充质干细胞，取第 3 代骨髓间充质干细胞经 BrdU 标记后用于移植治疗。将

30 只 SD 大鼠分为 3 组，每组 10 只，对每只大鼠左后肢进行手术。假手术组只暴露坐骨神经主干，不钳夹

神经，移植治疗组、模型对照组钳夹坐骨神经主干后，向其支配的腓肠肌注射骨髓间充质干细胞悬液和不含

胎牛血清的 DMEM 培养液。骨髓间充质干细胞移植后 1，2 周，采用 BBB 评分评价各组大鼠左后肢运动功能；

骨髓间充质干细胞移植后 14 d，取腓肠肌组织进行苏木精-伊红染色和 BrdU 免疫组化染色。 

结果与结论：第 3 代骨髓间充质干细胞 BrdU 标记为阳性；标记的骨髓间充质干细胞能在移植治疗组失神经

损伤的肌肉组织中存活并起修复作用；相对于模型对照组，移植治疗组失神经肌纤维由相互融合重新恢复规

整。结果表明移植骨髓间充质干细胞能够减轻和延缓失神经肌肉组织萎缩。 
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文章特点— 

(1)具有多向分化功能的
大鼠骨髓间充质干细
胞对失神经萎缩腓肠
肌组织进行修复，不引
起同种异型反应，可在
主要组织相容性复合
体不相匹配的不同个
体间进行移植； 

(2)选用 BrdU 对大鼠骨髓
间充质干细胞进行标
记，操作简单、技术可
靠，在体外或者体内环
境下均能全面、动态地
追踪和辨识骨髓间充
质干细胞。 

实验动物及分组： 

30 只健康 SD 大鼠随机分为 3 组，每组 10 只。 

假手术组 模型对照组 

不夹持坐骨神
经，腓肠肌注射
DMEM 培养液 

夹持坐骨神经
制备失神经肌
萎缩模型，腓肠
肌注射BrdU标
记的骨髓间充
质干细胞 

移植治疗组 

夹持坐骨神经
制备失神经肌
萎缩模型，腓肠
肌注射 DMEM

培养液 

主要观察指标： 

(1)移植后 7，14 d，BBB 评分评估失神经肌肉的功能； 
(2)移植后 14 d，苏木精-伊红染色镜下观察并用 Image J 测量肌

纤维直径和面积； 
(3)移植后 14 d，免疫组化染色检测腓肠肌组织中 BrdU 的表达。 
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Abstract 

BACKGROUND: Microscopic surgery or some adjuvant treatments can neither effectively delay nor treat denervated muscle atrophy by 

repairing damaged nerve cells. Studies have found that bone marrow mesenchymal stem cells have the potential for directional differentiation 

and repair damaged tissues under certain environmental factors. It is speculated that the cells can play a certain role in repairing denervated 

atrophic muscles. 

OBJECTIVE: To investigate whether transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells can alleviate and retard atrophy of denervated 

muscles.  

METHODS: Primary bone marrow mesenchymal stem cells were isolated from Sprague-Dawley rats, and passage 3 cells were labeled by 

BrdU for cell transplantation. Thirty Sprague-Dawley rats were divided into three groups, 10 rats in each group. In the sham operation group, 

only the main trunk of the sciatic nerve was exposed but not clamped. In the treatment group, the main trunk of the sciatic nerve was clamped 

and bone marrow mesenchymal stem cell suspension was injected into the gastrocnemius muscle. In the control group, after the sciatic nerve 

trunk was clamped, the gastrocnemius muscle innervated by the sciatic nerve was injected with DMEM medium of equal volume (without cells 

and fetal bovine serum). Basso, Beattie and Bresnahan scores were used to evaluate the motor function of the rat’s left hindlimb at 1 and 2 

weeks after cell transplantation. Changes in the gastrocnemius muscle fibers were observed by hematoxylin-eosin staining and BrdU 

immunohistochemical staining at 14 days after cell transplantation.  

RESULTS AND CONCLUSION: The passage 3 bone marrow mesenchymal stem cells were positive for BrdU. The labeled cells could 

survive in and repair the denervated muscle tissue in the treatment group. Compared with the model group, the denervated muscle fibers of 

the treatment group recovered from mutual fusion and re-arranged regularly. To conclude, transplantation of bone marrow mesenchymal stem 

cells can alleviate and retard atrophy of denervated muscles. 

Key words: peripheral nerve injury; denervated muscle atrophy; bone marrow mesenchymal stem cells; cell transplantation; BrdU; 

gastrocnemius muscle  
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0  引言  Introduction 

周围神经损伤可造成感觉功能障碍和肌肉萎缩等一

系列严重常见的临床症状[1]，尤其肌肉萎缩引起的运动功

能减弱或消失，严重地影响了人们的生活质量[2]。首选治

疗方法为外科显微镜手术治疗，而目前手术治疗方法也处

于瓶颈期[3-6]，一些辅助治疗方法的效果也差强人意[7-10]。

神经细胞是高度分化的成熟细胞，一般无再生能力，损伤

之后不能再生修复，其所属的神经纤维亦随之消失、缺损，

以至于只能通过周围的神经胶质细胞及其纤维填补而形

成胶质瘢痕，所以无法通过修复损伤的神经来有效延缓或

治疗失神经肌萎缩[11-12]。研究发现骨髓间充质干细胞具有

定向分化潜能，并且在一定环境因素下能对损伤的组织进

行修复[13-16]，作者猜想其可以对失神经萎缩肌肉起到一定

的修复作用。目前已经证实间充质干细胞存在于机体的多

种组织中，包括脐带、骨髓、脂肪、外周血、骨骼肌等[17-19]。

大量的体外研究证实了骨髓间充质干细胞有着高度的自

我更新能力和较强的多胚层分化潜能[20-21]，预计有望延缓

或治疗失神经肌萎缩。LI等[22-24]也同样认为骨髓间充质干

细胞所产生的神经因子将对失神经萎缩肌肉具有一定的

修复能力。研究证实间充质干细胞主要通过直接和间接2

种方式发挥治疗作用，直接方式有归巢、促进外源干细胞

植入患处、定向分化与多向分化等；间接方式有双向调节

免疫反应和炎症反应、抗氧化应激、抗纤维化、抗凋亡、

造血支持作用、参与或促进血管再生、激活内源干细胞增

殖分化等。间充质干细胞移植治疗的作用机制十分复杂，

迄今仍没有完全弄清楚，还需要进行深入研究[25]。因此进

行骨髓间充质干细胞移植对失神经肌萎缩作用效果的研

究具有重要现实意义[26-31]。该研究将骨髓间充质干细胞移

植到失神经肌肉组织，观察其对失神经肌萎缩的修复效

果，为骨髓间充质干细胞的临床应用提供理论依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞学和动物模型实验。 

1.2  时间及地点  2016年5月至2018年5月在沈阳医学院

中心实验室和实验动物中心完成。 

1.3  材料  健康初断乳的SD大鼠2只，体质量50-60 g，

雌雄不限，用于骨髓间充质干细胞的分离；8周龄SD大鼠

30只，体质量 210-310 g，雌雄不限，用于构建模型。动

物生产许可证SCXK(辽)2015-0001，动物使用及处死均通

过沈阳医学院实验动物福利伦理委员会的审批，批准文号

为SYYXY2016030301。 

1.4  实验方法 

1.4.1  骨髓间充质干细胞的培养  全骨髓贴壁法分离培

养大鼠骨髓间充质干细胞。用颈椎脱臼法将初断乳的2只大

鼠处死，体积分数为75%乙醇浸泡3 min，然后无菌条件下

分离出双侧股骨、胫骨；去除骨表面附着的软组织并用

DMEM培养液浸泡清洗；眼科剪切除两端骨骺，暴露出大

鼠股骨及胫骨的骨髓腔，用5 mL注射器吸取DMEM培养液

反复冲洗骨髓腔；为确保将骨髓冲出，需反复冲洗待骨髓

腔变白后停止，收集细胞冲洗液并过200目筛网制成单细

胞悬液；将悬液置于15 mL离心管中，以1 000 r/min离心  

5 min；去除上清液，用5 mL新鲜含体积分数为10%胎牛
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血清的DMEM完全培养液重悬，轻轻吹打，制成单细胞悬

液，吹打混匀后接种于25 cm
2培养瓶中；将培养瓶放入

37 ℃、体积分数为5%CO2培养箱中静止培养，隔天全量

换液；每隔24 h光学显微镜下观察细胞形态及其贴壁状态，

待原代细胞生长至约铺满瓶底时进行传代，吸除培养液，

用2.5 g/L胰蛋白酶和0.02%EDTA消化细胞，显微镜下观察

到绝大多数细胞皱缩变圆时加入DMEM完全培养液以终止

消化；将细胞悬液转移至离心管中以1 500 r/min离心    

10 min，弃去上清液并添加DMEM完全培养液重悬细胞。 

1.4.2  骨髓间充质干细胞的鉴定  待细胞长至70%融合

后，吸去培养液，PBS冲洗3次，每次3 min，加入40 g/L

多聚甲醛固定30 min，加入1% Triton X-100 30 μL室温孵

育10 min，PBS冲洗3次，每次5 min；除去PBS，用油笔

圈定细胞范围；加入内源性过氧化酶阻断剂1滴，室温孵育

10 min，PBS冲洗3次，每次3 min；加入非特异性阻断剂1

滴，室温孵育10 min；加入1∶200比例稀释的兔抗鼠CD29

抗体，置于湿盒中4 ℃过夜，次日PBS洗涤3次，每次3 min；

滴加生物素标记的羊抗兔IgG聚合物，室温孵育1 h，PBS

冲洗二抗；滴加链霉菌抗生素蛋白-过氧化物酶，室温孵育

10 min，PBS冲洗3次，每次3 min；滴加DAB显色试剂，

显微镜下控制反应时间，待细胞着浅棕色时，吸去显色液，

用流水冲洗5 min；苏木精复染细胞核，1%盐酸乙醇分化

几秒，自来水冲洗返蓝，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中

性树脂封固。 

吉姆萨染色：另取第3代90%融合的细胞爬片，多聚甲

醛固定，吉姆萨母液按1∶10的倍数加入蒸馏水混合滴在

染色片上染色20 min，弃染色液，PBS漂洗干净，系列乙

醇脱水，每次3 min，二甲苯透明，中性树脂封固。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.3  骨髓间充质干细胞的BrdU标记  取培养的第3代骨

髓间充质干细胞，将细胞浓度调整为1×10
8
 L

-1，接种于预

先放置细胞爬片的6孔板中，在细胞生长至50%融合时加入

10 μmol/L BrdU标记液，孵育24 h
[13]。 

1.4.4  失神经肌萎缩模型制备  将30只健康8周龄SD大

鼠随机分成3组：假手术组、模型对照组和移植治疗组，每

组10只。模型对照组和移植治疗组制备失神经肌萎缩模型，

采用10%水合氯醛按3 mL/kg的剂量腹腔注射麻醉，在无菌

条件下进行手术。大鼠取俯卧位，固定四肢，在左侧后肢

股骨体表投影区域剪毛，碘伏消毒，切开1 cm皮肤，深入

肌肉钝性分离，可见大鼠坐骨神经主干，用镊子夹持5 s，

逐层缝合，造模手术完成。假手术组以上述相同的制作方

法完成，只是在寻找到左后肢坐骨神经主干后，不用镊子

夹持神经。 

1.4.5  骨髓间充质干细胞的移植  造模后第14天，在无菌

条件下于移植治疗组大鼠后肢左侧腓肠肌内注射1.5×  

10
8 

L
-1的骨髓间充质干细胞悬液0.2 mL，向模型对照组和

假手术组左后肢腓肠肌内注入同等剂量DMEM培养液(不

含细胞及胎牛血清)，3 s内完成注射，留针5 min。注射后

大鼠常规分笼饲养，以便对大鼠进行抗感染等护理。 

1.4.6  行为学BBB评分  骨髓间充质干细胞移植后1，2

周，采用BBB评分评价各组大鼠左后肢运动功能。BBB评

分共22级。0分为后肢完全瘫痪，21分为功能正常。由2名

独立观察者按照BBB运动评定量表观察关节活动的次数和

范围、运动负荷及范围、后肢的协调性，采用双盲法对大

鼠后肢运动功能进行评分和记录，评分观察时间为4 min，

得分范围从0分(无肢体运动或体质量支持)到21分(正常运

动)，取2名观察者评分的平均值进行统计学处理。 

1.4.7  肌纤维横截面积测量  骨髓间充质干细胞移植后

14 d，大鼠常规处死，腓肠肌标本放置于40 g/L多聚甲醛

溶液固定24-48 h，沉入30%蔗糖48 h，常规制作冷冻切片。

纵向垂直肌纤维的方向将腓肠肌标本制成5 μm切片，进行

苏木精-伊红染色，在光学显微镜下观察。采用Image J图像

分析系统对肌纤维横截面积及肌纤维直径进行测量[32]。 

1.4.8  腓肠肌免疫组化染色  制作失神经肌萎缩腓肠肌

组织冰冻切片。①切片用PBS冲洗2次，每次5 min；②滴

加体积分数为3%过氧化氢酶灭活内源性酶，室温下孵育

20-30 min，PBS洗3次，每次5 min；③用抗原修复液37 ℃

修复抗原30 min，PBS洗3次，每次5 min；④滴加山羊血

清封闭液20 min，PBS清洗3次，每次5 min；⑤滴加一抗，

即羊抗鼠BrdU单克隆抗体4 ℃过夜，PBS洗3次，每次    

5 min；⑥滴加二抗即偶联辣根过氧化酶的羊抗兔二抗，

37 ℃孵育60 min，PBS洗3次，每次5 min；⑦DAB显色

液显色5 min，显微镜观察至检测指标出现棕色；⑧苏木精

复染2 min，自来水冲洗5 min，蒸馏水洗涤，系列乙醇脱

水；⑨二甲苯Ⅰ与Ⅱ各5 min，使用中性树胶封固；⑩应用

显微镜观察BrdU阳性标记骨髓间充质干细胞在大鼠腓肠

肌中的生长情况。 

1.5  主要观察指标  ①BBB评分评估失神经肌肉的功能；

②苏木精-伊红染色镜下观察并用Image J测量肌纤维直径

和面积；③免疫组化染色检测腓肠肌组织中BrdU的表达。 

1.6  统计学分析  实验数据采用SPSS 20.0统计软件进

行单因素方差分析，SNK法进行两两比较，P < 0.05为差

异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  体外骨髓间充质干细胞培养及鉴定结果  采用全骨

骨髓间充质干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 大鼠长骨骨髓 

原代培养方法： 全骨髓贴壁培养法 

基础培养基： DMEM 培养基 

添加材料： 体积分数为 10%无菌胎牛血清 

原代培养时间： 原代细胞培养 48 h 后全量换液，每隔 24 h 半量换液 

细胞传代： 细胞融合至约 85%用胰蛋白酶消化传至下 1 代，按 1∶3 比

例传代，共传 3 代 

细胞鉴定： 采用倒置相差显微镜、吉姆萨染色以及免疫组化染色鉴定 

伦理学批准： 实验方案经沈阳医学院实验动物福利伦理委员会批准，批准

号为 SYYXY2016030301 
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髓贴壁法分离培养1 d后即可观察到有细胞贴壁，2 d后可见

许多成梭形的细胞贴壁生长，见图1A；在第3，4天出现分

散的细胞集落，见图1B；采用骨髓间充质干细胞表面CD29

抗体鉴定培养第3，4天的细胞，可见95%以上的细胞CD29

染色阳性，见图1C，D。培养第5天时梭形细胞约可铺满瓶

底，在第6天时吉姆萨染色可见绝大多数细胞融合，见图1E。

传代细胞1 d之内基本贴壁铺展，并且可以迅速进行增殖，

为典型的均一长梭形的骨髓间充质干细胞形态。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  骨髓间充质干细胞的BrdU标记效果  BrdU是DNA前

体胸腺嘧啶核苷类似物，可竞争性掺入S期细胞单链DNA

核苷酸序列替代胸腺嘧啶，混入到单链DNA中的BrdU可通

过免疫组化染色抗BrdU单克隆抗体在细胞爬片或组织切

片上显示，从而对骨髓间充质干细胞进行识别和示踪。免

疫组化染色检测BrdU标记的优点是易于区分阳性和阴性，

检测的对比度和准确率较高，而且在低倍镜中也可检测到，

见图2，因此适合于快速检查BrdU。 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  实验动物数量分析  参加实验大鼠30只，均进入结果

分析，中途无脱落。 

2.4  大鼠后肢神经功能评分变化  骨髓间充质干细胞移

植治疗后1，2周采用BBB评分评价各组大鼠左后肢运动功

能。实验成功造模后大鼠表现为左后肢立即瘫痪，BBB评分

为0分。各组大鼠关节活动次数、运动负荷及范围、前后肢

及尾巴的协调度均有不同程度恢复，各组大鼠BBB评分均有

不同程度提高，移植治疗组在2个检测时间点BBB评分均较

模型对照组明显提高且差异有显著性意义(P < 0.05)，与假

手术组相比差异仍有显著性意义(P < 0.001)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  苏木精-伊红染色及免疫组织化学染色结果  失神经

损伤的肌纤维已经发生退化，具体表现为肌纤维肌膜慢慢

消失，肌纤维相互融合在一起，融合的肌纤维很粗，但肌

纤维数量减少，肌间隔变大，见图3A，B。正常组织的肌

纤维则表现为肌间隔规整。移植治疗组苏木精-伊红染色及

免疫组织化学染色可见骨髓间充质干细胞进入肌纤维间

隙，并对肌纤维间隔进行修复，肌纤维排列较为规整，肌

间隙与正常无异，见图3C-F。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  肌纤维直径和肌纤维横截面积测量结果   采用

Image J图像分析系统对肌纤维横截面积及肌纤维直径进

行测量，见表2。模型对照组融合的肌纤维横截面积增粗很

明显，但是纤维数量减少也很明显；移植治疗组的肌纤维

与假手术组没有差别。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  Discussion 

目前骨髓间充质干细胞的鉴定主要根据其形态学特征、

表面抗原、超微结构以及多向分化能力等。现在很多研究报

图注：图中 A 为培养 3 d 的骨髓间充质干细胞(×100)；B 为培养 4 d

的骨髓间充质干细胞(×200)；C 为 CD29 免疫组化染色培养 3 d 的骨

髓间充质干细胞(×100)；D 为 CD29 免疫组化染色培养 4 d 的骨髓间

充质干细胞(×200)；E 为吉姆萨染色培养 6 d 的骨髓间充质干细胞

(×100) 

图 1  SD 大鼠骨髓间充质干细胞培养及鉴定 

Figure 1  Culture and identification of bone marrow mesenchymal 

stem cells of Sprague-Dawley rats 

图 2  BrdU标记阳性的骨髓间充质干细胞

(×100) 

Figure 2  BrdU-positive bone marrow 

mesenchymal stem cells (×100) 

表 1  各组大鼠 BBB 评分                          (x
_

±s，n=10) 

Table 1  Basso, Beattie and Bresnahan score of rats in each group  

时间 假手术组 模型对照组 移植治疗组 

移植后 1 周 20.61±0.49 15.25±0.89
a
 16.75±0.90

ab
 

移植后 2 周 20.81±0.40 16.65±0.92
a
 18.04±0.88

ab
 

 
表注：与假手术组比较，a

P < 0.001；与模型对照组比较，b
P < 0.05 

 

图注：图中 A-C 为假手术组、模型对照组、移植治疗组大鼠肌纤维

苏木精-伊红染色；D-F 为假手术组、模型对照组、移植治疗组大鼠

肌纤维 BrdU 免疫组化染色 

图 3  各组大鼠腓肠肌苏木精-伊红染色及免疫组织化学染色(×100) 

Figure 3  Hematoxylin-eosin staining and immunohistochemical 

staining of the gastrocnemius of rats in each group (×100) 

表 2  各组大鼠腓肠肌肌纤维直径和横截面积         (x
_

±s，n=10) 

Table 2  Diameter and cross-sectional area of gastrocnemius 

muscle fibers in each group 

组别 肌纤维直径(μm)   肌纤维横截面积(μm
2
) 

假手术组 2.30±0.28 3.85±0.78 

模型对照组 4.23±0.55
a
 8.96±1.81

b
 

移植治疗组 2.93±0.38 4.53±0.71 

 
表注：与假手术组比较，a

P < 0.01，b
P < 0.001 
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道，骨髓间充质干细胞的表面抗原标志具有非专一的特性，

主要包括CD106、CD29、CD34、CD36、CD71等，但到

目前为止还没有发现骨髓间充质干细胞的特异性表面抗原

标志。它具有分化成多种中胚层和神经外胚层来源组织细胞

的能力，易于体外培养扩增以及外源基因的转染和表达，其

移植后的免疫排斥反应比较微弱，是基因与细胞工程的理想

载体。目前的细胞标记示踪技术除了BrdU免疫组织化学法，

还包括绿色荧光蛋白、染色体示踪、增强GRP报告基因的

转染、激光捕获显微镜及β半乳糖苷酶基因转染细胞标记技

术等。BrdU作为胸腺嘧啶的衍生物，其可以替代新合成的

DNA单链中的胸腺嘧啶，可选择性地掺入到复制细胞中新

合成DNA，这种掺入可以随DNA复制进入子细胞，所以可

以稳定存在[33-35]。骨髓间充质干细胞增殖及分化潜力随供体

年龄增大而降低[36]，因此实验选用初断乳大鼠进行全骨髓贴

壁法分离培养骨髓间充质干细胞，培养至第2代时，观察骨

髓间充质干细胞以单层贴壁集束样生长，以梭形细胞为主，

呈漩涡状或花簇状，骨髓间充质干细胞生长活跃，增殖能力

强，CD29免疫组化染色结果呈阳性，初步判定培养细胞为

骨髓间充质干细胞，可继续用于BrdU标记和移植实验。由

于BrdU的标记受多种因素影响，例如细胞的增殖、分裂可

能对BrdU有稀释作用，移植细胞死亡后释放出来的BrdU

被邻近细胞摄取等可导致假阳性，如能用绿色荧光蛋白标

记可能更为可靠，但BrdU免疫组织化学法被认为是操作简

单易行、技术可靠、结果可信，便于检测的细胞标记示踪

技术，无论在体外或者在体内环境下，均能全面、动态地

追踪和辨识骨髓间充质干细胞[37]。因此该实验选用BrdU免

疫组织化学法鉴定和评估骨髓间充质干细胞移植后生长情

况。为尽可能减少影响，该研究在利用BrdU示踪技术时，

依照MEYER等[38]的经验处理标本。 

CUEVAS等[39]取供体成年大鼠骨髓间充质干细胞，用

BrdU进行培养和预标记，注入大鼠坐骨神经横断端，对照

组大鼠坐骨神经横断端注入培养液。与对照组相比，骨髓

间充质干细胞移植大鼠在第18天和第33天的行走轨迹测

试有显著改善；双重免疫荧光标记显示BrdU标记细胞在植

入后至少33 d内存活在切断的坐骨神经注射区，近5%的

BrdU细胞表达许旺细胞样表型。由于骨髓间充质干细胞注

入受损外周神经后能促进功能恢复，可能成为神经系统疾

病细胞治疗的重要来源。许旺细胞来自于神经脊细胞的胚

胎时期，作为周围神经的一种独特的神经胶质细胞，对神

经系统具有重要的影响，尤其是神经再生。许旺细胞可以

在神经损伤部位分泌表达一系列的活性物质，如神经生长

因子可以诱导髓鞘的形成和神经的再生[40-43]。 

研究发现，在脊髓损伤后即有细胞凋亡，伤后24 h为

第1个高峰，伤后7 d出现第2个高峰，无论是神经细胞还是

胶质细胞都有凋亡出现。因此造模术7 d后腓肠肌已失去神

经支配，开始出现肌肉萎缩现象，待造模14 d左右时失神

经肌萎缩效果基本形成。因此该实验选择在造模14 d时进

行骨髓间充质干细胞移植治疗。当机体发生失神经损伤时，

微循环被破坏，毛细血管的退化比肌纤维的退化更加迅速，

从而导致肌纤维与毛细血管的数量较之前更少。随着失神

经损伤的时间延长，胶原纤维将变得更加明显，而此时增

生的胶原纤维也将阻断肌肉的血液供给。肌肉血供显著减

少以及微循环改变是阻碍神经重新支配失神经损伤骨骼肌

的重要原因。NAKAMURA等[44]采用骨髓间充质干细胞来

源的外泌体治疗心脏毒素损伤的大鼠胫骨前肌，发现外泌

体促进成肌分化与血管再生，虽然成纤维细胞生长因子2、

粒细胞集落刺激因子、血小板衍生因子等肌肉修复相关因

子水平较低，但却有大量与肌肉修复相关的miRNA产生，

进一步研究发现骨髓间充质干细胞来源外泌体促进成肌分

化和血管再生的作用一部分是由miR-494介导的[45]。 

大量的研究表明肌肉在失神经后8个月左右，有近4/5的

毛细血管发生完全退变[46]。研究发现体外培养的骨髓间充质

干细胞可以产生干细胞因子、基质细胞衍生因子和白细胞介

素7等可以改善神经再生的微环境，与许旺细胞共同参与修

复受损的神经细胞[47]。 

据有关文献报道，骨髓间充质干细胞移植可抑制脊髓

损伤后的神经炎症，减少了炎症前细胞因子的产生，从而

促进了损伤的神经再生。然而由于炎症和不利的微环境，

这个促再生作用是有限的[9-10]。在神经炎症中，小胶质细胞

和神经胶质细胞十分活跃，释放促炎因子和细胞毒素(前列

腺素E2、肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β)来造成神经进一

步损伤。此外，小胶质细胞和星形胶质细胞在神经炎症过

程中被激活，导致病变部位有胶质瘢痕的形成。 

骨骼肌的收缩是神经冲动在运动终板传至肌膜时，肌

膜发生去极化，冲动传入肌纤维，肌浆网内的钙离子释放，

钙离子与Thc结合，经过一系列的传导引发骨骼肌收缩。

肌卫星细胞是一类源于中胚层的干细胞，主要存在于基底

膜与肌膜之间。在失神经损伤后，肌卫星细胞可以被激活，

从而进一步发生增殖。伴随年龄的增长，肌卫星细胞的丰

度减少，肌源性的分化和自我更新潜能依旧可以保留，但

更新能力随之降低。因此，推测出移植骨髓间充质干细胞

通过改善微环境，使纤维间隔变得规整，肌原纤维完整，

从而减轻和延缓失神经肌肉组织萎缩。但是，该实验中仍

然存在不足，如BrdU标记的时间不足(24 h)，观察时间较

为短暂，由于在移植2周后对大鼠进行了处死，所以缺乏对

大鼠后续运动功能的研究。 

该研究的创新之处在于应用BrdU标记的骨髓间充质

干细胞对失神经损伤肌肉进行修复，移植治疗组大鼠BBB

评分高于模型对照组，但与假手术组仍有差距。肌纤维苏

木精-伊红染色中可以看到移植治疗组肌纤维排列更规整、

肌间隔更均匀，肌纤维数量接近假手术组。因此作者推测

骨髓间充质干细胞移植后改善了神经、肌肉、血管生长的

微环境。骨髓间充质干细胞不仅可通过定向分化为腓肠肌

细胞这种直接方式促进肌肉收缩和舒张能力的恢复，还可

以通过抑制炎症反应、促进神经细胞再生、促进血管再生

等间接方式帮助失神经支配的骨骼肌功能恢复，进而提高

大鼠BBB运功功能评分，为今后骨髓间充质干细胞的应用

提供了一定的理论基础。 
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