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粒细胞集落刺激因子动员骨髓干细胞治疗大鼠急性脑梗死 
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【摘要】 目的：探讨粒细胞集落刺激因子(G—CSF)对大鼠脑梗死的治疗效果。方法：采用线栓法制备大鼠 

脑梗死模型，于术后 24 h进行神经病学评分分级，入选 2分及以上的大鼠共 2O只，被随机分为给药组和对照 

组，每组 1O只。给药组腹腔注射 G—CSF 10 g·kg ·d_。；对照组腹腔内注射等量生理盐水均连用 10 d。两 

组分别均于术前、术后 1O、2O和 27 d进行神经病学评分分级，于术前及术后 10 d和 27 d进行体重测定，并计 

算体重减轻率。术后 27 d，将大鼠麻醉后处死取脑，进行氯化三苯四唑(TTC)染色，计算脑梗死容积与全脑容积 

比值。结果：术前两组体重比较差异无统计学意义 >O．05)；术后 10 d和 27 d，给药组大鼠体重减轻率显著小 

于对 照组 [(一13．15-4-0．05) 比(一16．46±0．06)oA，(9．72士o．10) 比(一8．97士0．05) ，P均 <O．O1]；术后 

10 d，两组神经病学分级评分比较差异无统计学意义(P>O．05)；术后 20 d和 27 d，给药组神经病学分级评分 

[(1．30士0．48)分和(O．6O-4-0．52)分]显著低于对照组 [(2．20-4-0．92)分和(1．7O士0．68)分 ，P<0．05和 P< 

0．01]；术后 27 d，给药组脑梗死容积与全脑容积比值显著小于对照组[(12．99士3．55) 比(22．87±2．12) ， 

P<O．O1]。结论；脑梗死急性期 1～10 d给予G—CSF可以有效减轻大鼠缺血性脑梗死程度，减少脑梗死体积， 

促进大脑神经功能的恢复。 
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[Abstract] Objective：To approach the therapeutic effect of granulocyte—colony stimulating factor 

(G —CSF)for treatment of rats with ischemic cerebral infarction．M ethods：Twenty—four hours after ligating 

the left middle cerebral artery (MCA)and left common carotid artery (CCA)to induce cerebral infarction， 

Zeal Longa’s neurological behavioral assessments were performed．There were 20 SD rats with scores equal to 

or more than 2 scores，and they were divided randomly into the G —CSF treatment group and the control group 

(each n=10)．The G —CSF treatment group received daily abdominal cavity injection of G —CSF 10~g／kg 

from 1st day to 10th day；the control group received daily abdominal cavity injection of the same volume of 

saline from 1st day to 10th day．In the two groups，neurological behavioral assessments were performed before 

operation and 1 0，20 and 27 days subsequent to the operation；the body weights were measured before 

operation and 10 and 27 days after the operation and the rate of loss in body weight was counted．Twenty— 

seven days after the operation，the rats were anesthetized and killed，and their cerebrums were taken out and 

stained by triphenyl tetrazolium chloride(TTC)to count the percentage of infarct volume to the total volume 

of the cerebrum．Results：Before ligating arteries，the body weight decrease rates were not significantly 

different between the two groups(P> O．05)．On the 10th and the 27th day subsequent to ligation，the body 

weight decrease rate of the treatment group was much smaller than that of the control group [(～1 3．1 5士 

0．05) vs．(一16．46士 0．06) ；(9．72士 0．1O) vs．(一8．97士 0．05) ，both P< 0．O1]．On the 10th day 

after operation，the neurological behavioral assessments were not significantly different between the two 

groups(P > 0．05)．On the 20th day and the 27th day subsequent to ligation，the neurological behavioral 

assessments of the treatment group [(1．30士 0．48)score and (O．60士 0．52)score]were much smaller than 

that of the control group [(2．20-4-0．92)score and (1．7O士 0．68)score，P< 0．05 and P< 0．01]．On the 

27th day after operation，the ratio of the infarction volume to the total cerebral volume of the treatment group 

was smaller than that of the control group[(12．99士3．55) VS．(22．87士2．12)oA，P<O．O1]．Conclusion： 

Daily abdominal cavity injection of G—CSF 1 0 t~g／kg for 1 0 days in rats with acute ischemic cerebral infarction 

can relieve the ischemia degree，reduce the infarction volume and promote the recovery of cerebral functions． 
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脑梗死具有发病率高、致残率高、病死率高、复 

发率高的特点，目前传统的治疗手段不能修复或逆 

转已坏死的脑组织，也不能促进神经细胞再生及其 

功能恢复。近年研究发现，成年大脑神经干细胞和神 

经生成仍然存在 。培养的干细胞和内源性干细胞 

均可生成神经元H 。骨髓干细胞包括造血干细胞 

(HSCs)、血管 内皮 祖细 胞 (EPCs)和 问充 质 细胞 

(MSCs)3种 ，其具有 自我更新 和多 向分化 的能力 ， 

在适宜 的体外培养中能生存、增殖并保存多向分化 

潜能，能产生和 自己完全相同的子代细胞 ，同时还能 

分化成各种功能细胞 ，可以演变为与其组织发育 

或其再生来源无关的多种组织的细胞 。当脏器损 

伤发生后，骨髓会迅速动员多种干细胞迁移至病变 

处，产生自然的代偿性修复；而通过各种途径引入体 

内的外源性骨髓干细胞也会定向归巢至损伤处，发 

挥治疗作用。研究已发现，骨髓干细胞可以分化出神 

经细胞、神经胶质细胞、髓磷脂形成细胞等脑组织的 

几乎所有主要细胞，分化的神经细胞可以有效传导 

冲动；神经胶质细胞可以为神经细胞提供支持，髓磷 

脂形成细胞可以增强神经细胞的电冲动传导等 。 

成体干细胞可以分化出能在脑组织中与其他神经细 

胞交流的神经细胞，并能形成正确的神经环路。骨髓 

干细胞移植有两种方法：一是先收集干细胞再将其 

直接注射；二是通过动员剂动员骨髓干细胞到血液 

循环再使干细胞定居。后一种方法因避免了外科手 

术过程及事先收集干细胞再 回输的过程 ，故更有潜 

在 临床应用价值 。目前粒细胞集落刺激 因子 

(G—CSF)是临床最常用的骨髓干细胞动员剂 ，应用 

G—CSF动员骨髓干细胞治疗急性脑梗死还处于研 

究的初始阶段。本研究旨在探讨 G—CSF对大鼠脑 

梗死的治疗效果。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物：体重25O～320 g的健康雄性SD大 

鼠28只，购自中国医学科学院放射医学研究所动物 

中心 。 

1．2 实验材料：基因重组人粒细胞集落刺激因子 

(rhG—CSF，商品名惠而血)，氯化三苯四唑(TTC) 

为美国 Sigma公司产品；全 自动图像分析仪。 

1．3 大鼠缺血性脑梗死模型的制备：腹腔注射体积 

作者简介：赵 菁(1973一)，女(汉族)，天津市人，硕士研究生， 

主治医师 

分数为 1O 的水合氯醛(300 mg／kg)麻醉大鼠，取 

颈部正中切 口，常规去毛消毒后 ，小心切开 、分离暴 

露左侧颈总动脉至颈外动脉、颈内动脉分叉处。于分 

叉后结扎颈外动脉近心端 ，用动脉夹夹闭颈总动脉 

近心端和远心端 ，在颈总动脉近心端打一松结 ，离结 

扎部位约 3 mm处剪一小 口，插入直径0．24 mm、尖 

端用火烧 圆的尼龙线 ，松开颈总动脉远心端动脉夹 ， 

轻推尼龙线尾端使之 由颈总动脉通过分叉部进入颈 

内动脉，插入深度为(18．1±0．5)mm。扎紧颈总动 

脉近心端的松结 ，结扎 颈总动脉远心端 ，除去动脉 

夹，剪去多余的尼龙线，缝合皮肤。 

1．4 动物分组及处理：采用线栓法制备脑梗死模型 

成功后，术后 24 h进行神经功能评分，入选 2分及 

以上大鼠共 2O只。按随机数字表法分为给药组和对 

照组，每组 1O只。给药组：于脑梗死模型制备成功后 

给予G—CSF 10 g·kg ·d 腹腔内注射，共10 d； 

对照组：于同时间点腹腔内注射等量生理盐水。 

1．5 体重测定及神经病学分级：两组大鼠的饲养方 

式、喂养食物完全相同。均于术前及术后 10 d和 

27 d进行体重测定，计算体重减轻率；术前及术后 

1O、2O和 27 d对大鼠进行神经病学评分分级。根据 

Zeal Longa的 5分制评分标准：无神经损伤症状为 

0分；不能完全伸直右侧前肢为 1分；向外侧转圈为 

2分；向右侧倾倒为 3分；不能 自行行走、意识丧失 

为 4分 。 

1．6 脑梗死容积与全脑容积 比测定 ：术后 27 d随 

机将各组 6只大鼠用 1O 水合氯醛(300 mg／kg)麻 

醉后开颅取脑，将脑组织标本置于一2O℃冰箱中冰 

冻 30 min，取出后从视交叉处开始连续做 5个冠状 

位切片，其间隔为 2 mm。再将脑切片浸入 TTC液 

中，在 37℃水浴箱中染色 20 min。然后从 TTC液 

中取 出切片 ，置于体积分数为 1O 的甲醛溶液中固 

定保存。每个染色后的脑组织切片分别用柯达数码 

相机拍照取片，将数据图片输入电脑，应用全自动图 

像分析系统，进行图像分析，计算脑梗死容积与全脑 

容积比值。 

1．7 统计学处理：实验所得数据用均数士标准差 

(z±5)表示，进行 F检验和 t检验 ，P<O．05为差异 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 两组治疗后体重的变化(表 1)：脑梗死模型制 
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备术前两组体重差异无统计学意义(P>0．05)；术 

后 10 d和 27 d，给药组大鼠体重增加显著好于对照 

组(P均<O．01)。 

表 1 两组大 鼠治疗前后体重 的变化 ( ±S，，l一10) 

Table 1 Changes of body weight of rats before 

and after M CA ligation in two groups( 土 ，，l一 10) 

注 ：与对照组 比较： 尸<0．01 

2．2 两组治疗后神经病学分级评分的变化(表 2)： 

术后 10 d，两组神经病学分级评分差异无统计学意 

义(P>O．05)；术后 20 d和27 d，给药组神经病学分 

级评分显著低于对照组(P<o．05和 P<o．O1)。 

表 2 两组大鼠神经病学分级评分的变化 ± ，，l一10) 

Table 2 Changes of neurologic scale of rats with 

cerebral infarction in two groups( 土s。，l一10) 分 

2．3 两组脑梗死容积与全脑容积比值的比较：术后 

27 d，给药组脑梗死容积与全脑容积比值[(12．99± 

3．55) ]显著小于对照组[(22．87±2．12) ]，两组 

比较差异有统计学意义( 一13．1，P<o．O1)。 

3 讨 论 

G—CSF是分子质量 约 19．6 ku的一种 蛋 白， 

可以动员骨髓中干细胞进入外周血。在生理状态下， 

骨髓 中的 HSCs约占有核细胞的 0．1 ～1．O ，而 

在外周血中仅占0．01 。有文献报导给予 G—CSF 

10 g·kg ·d_。，外周血CD34 细胞数量在第 6日 

可增加 2O～30倍n ”。G—CSF在动员 HSCs的同 

时，对 EPCs和MSCs也有动员作用n 。G—CSF对 

于骨髓干细胞的动员涉及细胞黏附分子、趋化因子 

和生长因子的相互调节反应，改变骨髓干细胞与骨 

髓基质问的相互作用，进而影响干细胞的黏附、迁移 

和定居特性，使干细胞穿过基质膜和血管内皮层而 

进入循环血流，导致循环池中干细胞数量增多“ 。 

Kronenwett等“ 认为造血干／祖细胞与骨髓基质微 

环境间的黏附作用决定其定植或迁移骨髓的特性。 

造血干／祖细胞黏附分子属于几个不同细胞黏附分 

子的超家族，包括整和素、免疫球蛋白和 L一选择 

素。在正常情况下，骨髓 CD34 细胞黏附分子的表 

达率存在很大差异，包括高表达、中表达和低表达的 

黏附分子。Levi—Schaffer等n∞认为，G—CSF具有下 

调造血干／祖细胞表面黏附分子和骨髓微环境基质 

细胞的黏附分子表达，而促进 CD34 细胞由骨髓迁 

移至外周血。G—CSF动员后使 CD34 细胞表达细 

胞表面受体(VLA一4)明显下降，导致骨髓中骨髓 

基质、粘连蛋白、VLA一4结合粘连蛋白丝氨酸的黏 

附作用明显降低，使得骨髓中干细胞离开骨髓，进入 

外周血 。国外研究发现，在 G—CSF的动员过程 中， 

骨髓中大量增生的中性粒细胞释放两种丝氨酸蛋白 

水解酶，它们可以水解血管细胞间黏附分子一1 

(VCAM 一1)，减 少骨髓 基质 细胞 表 面 VCAM 一1 

的表达 ，进而减弱 CD34 细胞表面 VLA一4与骨髓 

基质细胞VCAM一1的黏附作用，促进 CD34 细胞 

进入血液循环 。另外，G—CSF可以特异性诱导粒系 

祖细胞分化、增殖，抑制外周血 HSCs凋亡；还可诱 

导基质金属蛋白酶(MMPs)降解骨髓细胞外基质， 

在骨髓干细胞的动员中也起到重要作用。 

既往认为 G—CSF受体(G—CSFR)仅存在于 

造血干／祖细胞、髓祖细胞、成熟粒细胞 、髓性白血病 

细胞表面。现在发现脑内也存在G—CSF的相应受 

体，免疫组化和逆转录一聚合酶链反应均检测到大脑 

中动脉 闭塞 (MCAo)大 鼠梗 死 区有 G—CSFR 表 

达n∞。G—CSFR可以在星形胶质细胞表达n”，也可 

以在神经元上表达“ 。G—CSF的表达水平与脑缺 

血的时相相关。目前认为 G—CSF是通过效应细胞 

表面的受体起作用。Jung等“ 研究证实，G—CSF 

通过其受体调节，可促进体外培养的人神经干细胞 

和成年 鼠脑内神经祖细胞的增殖分化 。动员的干细 

胞只有定向迁移到缺血区才可能完成对损伤的修 

复。多项研究证明，骨髓干细胞有向缺血组织归巢的 

特征。缺血时骨髓干细胞的自身动员可能是机体对 

缺血损伤的反应，而表现为一种自我修复功能，但这 

种自我修复功能在生理或病理情况下非常微弱。 

在本研究中，脑梗死模型复制成功后，早期大鼠 

出现行动功能障碍，活动减少，进食减少，因而体重 

减轻。但随着病程的进展，大鼠功能有不同程度的恢 

复，进食、活动好转，体重减轻率减少。给药组术后 

10 d和 27 d体重增加，明显高于对照组，说明给予 

G—CSF治疗后进食、活动改善优于未给药。给药组 

术后 20 d和 27 d神经病学分级评分显著低于对照 

组，且术后27 d，给药组脑梗死容积与全脑容积比值 

显著小于对照组。 

脑梗死发生后，缺血脑组织局部炎症反应、局部 
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微血管表达的黏 附分子和血脑屏障的破坏 ，有助于 

自体干细胞迁移至脑缺血区 。干细胞能经血液循 

环透过血脑屏障进入缺血脑组织 ，进而分化成为神 

经元和 星形胶质 细胞 ，促进 脑组 织功 能损伤 的修 

复 ”。此时缺血脑组织微环境与骨髓微环境有相似 

之处 ，一方面介导炎性细胞的黏附；另一方面可能增 

加损伤处对干细胞的捕获 ，从而促进局部修复，这一 

系列微环 境改变可 能是干 细胞 归巢 的始 动 因素， 

Helrnuth称之为“干细胞 听到损伤组织的召唤” 。 

我们在急性期给予大鼠腹腔内注射 G—CSF，循环 

中被动员的干细胞数量会明显增加 ，因而在缺血脑 

组织局部炎症反应 的“呼唤作用”下 ，归巢的干细胞 

数量增多 。而归巢干细胞 的数量决定了大鼠脑梗死 

容积减小、功能改善进而体重增加 。因此 ，脑梗死急 

性期利用 G—CSF动员骨髓干细胞 治疗 ，可 以减少 

梗死容积，促进神经功能的改善和修复。 
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