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慢病毒介导 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 基因转染骨髓间充质
干细胞对脑瘫大鼠脑损伤的保护作用
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【摘要】 　 目的　 观察慢病毒介导 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 基因转染骨髓间充质干细胞(ＢＭＳＣｓ)对脑瘫大鼠脑损伤的

保护作用及相关机制ꎮ 方法　 从大鼠中分离、培养 ＢＭＳＣｓꎬ以慢病毒为载体介导 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 转染 ＢＭＳＣｓꎮ 采用

随机数字表法将 ９６ 只大鼠分为假手术组、溶剂对照组(简称 ＰＢＳ 组)、空载慢病毒组(简称 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组)
及 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 重组慢病毒组(简称 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组)ꎮ 选用改良缺氧缺血脑病(ＨＩＥ)造模方法将 ＰＢＳ 组、
ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组及 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组大鼠制成脑瘫模型ꎬ于术后 ７ ｄ 时分别将 ＰＢＳ 溶液、ＢＭＳＣｓ 或慢病毒介

导 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 基因转染 ＢＭＳＣｓ 注射到 ＰＢＳ 组、ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组、ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组大鼠侧脑室内ꎮ 于脑损伤

２８ ｄ 后采用免疫组织化学法检测各组大鼠海马组织 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 蛋白表达ꎻ采用 ＨＥ 染色方法观察细胞移植后大

鼠海马 ＣＡ１ 区神经元密度ꎻ采用 ＴＵＮＥＬ 法检测大鼠海马神经元凋亡情况ꎻ采用免疫荧光法检测大鼠海马区

Ｎｅｓｔｉｎ 及 ＣＤ３１ 表达水平ꎮ 于脑损伤 ２８ ｄ 后采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测各组大鼠学习、记忆能力变化ꎮ 结果　 脑

损伤 ２８ ｄ 后ꎬ发现 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组海马组织 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 蛋白表达均显著高于假手术组、ＰＢＳ 组及 ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ 组ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ另外 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组海马 ＣＡｌ 区病理改变明显轻于

ＰＢＳ 组及 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组ꎻＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组海马区神经元凋亡率明显低于其它各组(Ｐ<０.０５)ꎮ 另外免疫

荧光检查显示 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组海马 Ｎｅｓｔｉｎ 及 ＣＤ３１ 阳性率均显著高于其它各组ꎮ 远期行为学测试结果显

示 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验平均潜伏期明显优于 ＰＢＳ 组及 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　
慢病毒介导 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 转染 ＢＭＳＣｓ 移植到脑瘫大鼠侧脑室海马区能高效表达 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 基因ꎬ有助于神经元细

胞分化及血管新生ꎬ抑制细胞凋亡ꎬ加速受损神经功能恢复ꎮ
【关键词】 　 ＥＰｈｒｉｎＢ２ꎻ　 骨髓间充质干细胞ꎻ　 神经元细胞ꎻ　 脑瘫ꎻ　 大鼠
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ＥＰｈｒｉｎＢ２￣ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｈｅｌｐ ｒｅｐａｉｒ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｐａｌｓｙ　 Ｚｈｕ
Ｍｉｎꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙｕｅꎬ Ｔａｎｇ Ｊｉａｎꎬ Ｄｕ Ｓｅｎｊｉｅꎬ Ｈｕａ Ｙｕꎬ Ｆｕ Ｄａｌｉｎꎬ Ｌｕ Ｆｅｎꎬ Ｌｉ Ｈｏｎｇｙｉｎｇꎬ Ｚｈａｏ Ｘｉａｏｋｅ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎꎬ Ｃｈｉｌｄｒｅｎ′ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００８ꎬ Ｃｈｉｎａ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ａｎｙ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｉｎｇ ＥＰｈｒｉｎＢ２￣ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＢＭＳＣｓ) ｗｉｔｈ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｐａｌｓｙ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄꎬ
ｔｈｅｎ ｆｕｒｔｈｅｒ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｇｅｎｅ. Ｎｉｎｅｔｙ￣ｓｉｘ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ａｎ ｅｍｐｔｙ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ (ＥＧＦＰ ｇｒｏｕｐ)
ａｎｄ ａｎ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ (ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｅａｃｈ ｏｆ ２４. Ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｐａｌｓｙ ｗａｓ ｅｓｔａｂ￣
ｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＢＳꎬ ＥＧＦＰ ａｎｄ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｇｒｏｕｐｓ ｕｓｉｎｇ ｈｙｐｏｘｉｃ￣ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ. Ｓｅｖｅｎ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ
ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＢＳꎬ ＥＧＦＰ ａｎｄ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｂｕｆｆ￣
ｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＢＭＳＣｓ ｏｒ ＥＰｈｒｉｎＢ２￣ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＢＭＳＣｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏ￣
ｃａｍｐｕｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ２８ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎ ｄｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ＣＡ１ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ａｎｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｅｓｔｉｎ ａｎｄ ＣＤ３１ ｉｎ
ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙｓ. Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔｉｎｇ ｗａｓ ａｌｓｏ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｅ￣
ｖａｌｕａｔｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ３ ｇｒｏｕｐｓꎬ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｇｒｏｕｐ ｒａｔｓ. Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉ￣
ｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｅｓｓ ｓｅｖｅｒｅ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＰＢＳ ａｎｄ
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ＥＧＦＰ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｎｅｓｔｉｎ￣ ａｎｄ ＣＤ３１￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｍｏｒｅ ｎｕｍｅｒｏｕｓ
ｉｎ ｔｈｅ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ. Ｉｎ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ＥＰｈｒｉｎｂ２ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ＥＰｈｒｉｎＢ２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ｉｎｈｉｂｉｔ ａｐ￣
ｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｐａｉｒ ｏｆ ｉｎｊｕｒｅｄ ｎｅｒｖｅｓ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ＥＰｈｒｉｎＢ２ꎻ　 Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗꎻ　 Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ　 Ｎｅｕｒｏｎｓꎻ　 Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｐａｌｓｙ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (ｇｒａｎｔ ８１４０１８６４)

　 　 小儿脑性瘫痪(脑瘫)是由于胎儿或婴幼儿期脑
非进行性损伤或缺陷所造成的运动障碍及姿势异常ꎬ
可伴有智力低下ꎬ是导致儿童残障的主要疾病ꎮ 传统
神经修复理论认为小儿脑瘫损伤是不可逆转的ꎻ目前
临床针对小儿脑瘫亦缺乏特效治疗方法[１]ꎮ 近年来
干细胞移植作为脑瘫的一种新型治疗手段已逐渐成为
神经科学领域焦点[２]ꎮ 骨髓间充质干细胞(ｂｏｎｅ ｍａｒ￣
ｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎬＢＭＳＣｓ)是存在于骨髓且有
别于造血干细胞的一类前体细胞ꎻ相关研究发现ꎬ在特
定环境下 ＢＭＳＣｓ 能被诱导分化为神经细胞、血管内皮
细胞等[３￣４]ꎻ另外有动物实验证实 ＢＭＳＣｓ 移植对脑缺
血动物模型具有保护作用[５￣６]ꎮ 携带外源基因的慢病
毒载体(来源于人类免疫缺陷病毒￣１)在慢病毒包装质
粒辅助下ꎬ经病毒包装成为具有感染力的病毒颗粒ꎬ通
过感染细胞实现外源基因在细胞内表达ꎬ经遗传修饰
而携带基因的神经干细胞仍具有自我增殖及多向分化
潜能ꎬ并能长期表达目的基因ꎮ

当前研究发现ꎬ红细胞生成素肝细胞受体( ｅｒｙｔｈ￣
ｒｏｐｏｉｅｔｉｎ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＥＰｈ 受体)属
于酪氨酸激酶受体家族ꎬ其配体主要表达于细胞表面ꎬ
被命名为 ＥＰｈｒｉｎꎮ ＥＰｈ 受体与 ＥＰｈｒｉｎ 配体相互作用
后可被激活ꎬ促使受体的胞内酪氨酸残基磷酸化并引
发信号转导ꎬ在神经系统发育、轴突生长导向、突触形
成、细胞增殖、迁移及血管发生等方面发挥重要生理作
用[７]ꎻ同时配体也可活化并产生双向信号转导ꎬ即
ＥＰｈｒｉｎ 激活 ＥＰｈ 的正向信号系统与 ＥＰｈ 激活 ＥＰｈｒｉｎ
的反向信号通路[８]ꎮ ＥＰｈＢ４ 受体只与 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 配体
高亲和力结合ꎬ由于 ＥＰｈＢ４ / ＥＰｈｒｉｎＢ２ 信号通路高度
参与神经系统血管生成及修复过程而成为研究热
点[９]ꎮ 有学者报道 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 基因在胚胎期诱导神经
元迁移及血管内皮细胞生成方面具有一定作用[１０]ꎻ但
关于 ＥＰｈＢ４ / ＥＰｈｒｉｎＢ２ 在干细胞移植治疗脑瘫大鼠中
的作用目前国内、外还鲜见报道ꎮ 基于此ꎬ本研究于
２０１７ 年 ３ 月至 ２０１７ 年 ９ 月期间采用改良缺氧缺血脑
病(ｈｙｐｏｘｉｃ￣ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙꎬＨＩＥ)造模方法制
作脑瘫大鼠模型ꎬ将转染 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 基因的 ＢＭＳＣｓ 移
植到脑瘫大鼠侧脑室内并观察 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 表达情况ꎬ以
探讨慢病毒介导 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 基因转染 ＢＭＳＣｓ 对脑瘫大

鼠脑损伤的保护作用及相关机制ꎮ

材料与方法

一、主要实验动物及试剂
选取清洁级健康 ７ 日龄 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠

[生产许可证为 ＳＣＸＫ(宁)￣２０１７￣０００１]ꎬ由南京医科
大学实验动物中心提供ꎬ雌雄不拘ꎬ体重 １２.５ ~ １８.０ ｇꎬ
饲养于南京医科大学动物实验中心ꎮ 本研究主要试剂
包括 ＬＶ 重组载体系列(过表达大鼠 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 慢病毒
载体)和增强绿色荧光蛋白(ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｒｏｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＥＧＦＰ) (上海吉凯基因化学有限公司)、ＥＰｈ￣
ｒｉｎＢ２ 单克隆抗体(英国 Ａｂｃａｍ 公司)、大鼠巢蛋白
(Ｎｅｓｔｉｎ)单克隆抗体(英国 Ａｂｃａｍ 公司)、ＴＵＮＥＬ 原位
细胞凋亡检测 (ＤＡＢ 显色法) 试剂盒 (美国罗氏公
司)、大鼠 ＣＤ３１ 单克隆抗体(英国 Ａｂｃａｍ 公司)、生物
素标记山羊抗兔 ＩｇＧ(英国 Ａｂｃａｍ 公司)、Ｌ￣多聚赖氨
酸和噻唑蓝(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)等ꎮ

二、动物实验
１.动物分组:采用随机数字表法将 ９６ 只 ＳＤ 大鼠

分为 ４ 组ꎬ每组 ２４ 只ꎬ分别是假手术组、磷酸盐缓冲液
(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ) 对照组 (简称 ＰＢＳ
组)、空载慢病毒组(简称 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组)及 ＥＰｈ￣
ｒｉｎＢ２ 重组慢病毒组(简称 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组)ꎮ

２.动物模型制备:采用改良 ＨＩＥ 造模方法将 ＰＢＳ
组、ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组及 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组大鼠制成
脑瘫动物模型ꎬ主要制模步骤如下:大鼠经乙醚吸入麻
醉后行颈部正中切口ꎬ钝性分离并结扎左侧颈总动脉ꎬ
待其苏醒后回窝喂养 ２ ｈꎮ 随后将大鼠置于自制有机
玻璃缺氧舱内ꎬ舱内通以 ９２％氮＋８％氧的氮氧标准混
合气体ꎬ持续灌流 ２.５ ｈꎬ流速为 ２ Ｌ / ｍｉｎꎬ维持舱内温
度(３７.０±１.０)℃ꎮ 继续保温 １ ｈ 后采用 Ｌｏｎｇａ 评分法
进行神经行为学评定ꎬ得分为 ２ 分或 ３ 分的实验鼠视
为造模成功ꎬ具体方法参见文献[１１￣１３]ꎮ 假手术组大
鼠仅分离左侧颈总动脉ꎬ不予结扎ꎬ其它干预均同上ꎮ
本研究造模过程中无大鼠死亡ꎬ动物模型制作成功率
为 １００％ꎮ

３.大鼠 ＢＭＳＣｓ 分离、纯化及扩增:取 ＳＤ 大鼠经颈
椎脱臼处死后ꎬ置入体积分数为 ７５％ 乙醇中浸泡
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５ ｍｉｎꎬ在无菌条件下分离大鼠双侧股骨及胫骨ꎬ暴露
骨髓腔ꎬ用含胎牛血清(体积分数为 １０％)的 ＤＭＥＭ
(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ)培养基缓
慢反复冲洗骨髓腔直至发白ꎬ收集骨髓液移至离心管
中ꎬ经 １５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ 后弃上清ꎬ用培养基重悬
细胞并制成单细胞悬液ꎬ按 １×１０８ 个 / Ｌ 细胞浓度接种
于 ２５ ｃｍ２ 无菌培养瓶中ꎬ置于 ３７ ℃、体积分数为 ５％
ＣＯ２ 恒温培养箱内培养ꎬ４８ ｈ 后半量换液ꎬ９６ ｈ 后完全
换液ꎬ之后每 ３ 天换液 １ 次ꎬ于倒置显微镜下动态观察
骨髓间充质干细胞生长情况ꎬ待贴壁细胞融合度达
８０％~９０％时用 ０.２５％胰蛋白酶＋０.０４％乙二胺四乙酸
(ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｄｉａｍｉｎｅ ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬＥＤＴＡ)消化传代至 ３
代以上备用ꎮ

４.ＥＰｈｒｉｎＢ２ 慢病毒载体构建及 ＢＭＳＣｓ 培养与转
染:构建过表达大鼠 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 慢病毒载体含有 ＥＧＦＰ
标记ꎬ采用孔稀法测定产生的病毒液滴度ꎬ最后将制备
好的慢病毒载体置入－８０ ℃冰箱中冻存备用ꎮ 选用第
３ 代状态较好的 ＢＭＳＣｓ 接种于 ９６ 孔板中ꎬ根据慢病毒
的不同滴度及细胞数按照 ２０ 的转染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ＭＯＩ ) 分 别 加 入 ＥＰｈｒｉｎＢ２￣ＥＧＦＰ￣ＬＶ 和
ＥＧＦＰ￣ＬＶꎻ同时按病毒转染增强溶液体积加入 ８ μｇ / ｍｌ
的促转染剂ꎬ混匀后置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培
养ꎻ８~１２ ｈ 观察细胞状态ꎬ换完全培养基ꎻ３ ~ ４ ｄ 后通
过荧光显微镜观察 ＢＭＳＣｓ 中 ＥＧＦＰ 荧光表达情况ꎮ
分别收集由 ＥＰｈｒｉｎＢ２￣ＥＧＦＰ￣ＬＶ 和 ＥＧＦＰ￣ＬＶ 转染的 ２
组 ＢＭＳＣｓ 细胞悬液ꎬ采用流式细胞仪检测转染率ꎬ收
集转染效率最高的 ＢＭＳＣｓ(转染后 ７２ ｈ)ꎬ调整细胞浓
度为 １.０×１０６ 个 / μｌ 用于后续动物实验ꎮ

５. ＢＭＳＣｓ 移植:采用 １０％水合氯醛腹腔麻醉大鼠
后将其固定于立体定位仪上ꎬ大鼠头部常规备皮消毒ꎬ
于头皮正中切开暴露颅骨ꎬ选择前囟后 １ ｍｍ、中线左
侧 １ ｍｍ、皮质垂直向下 ４ ｍｍ 处作为靶点ꎮ 假手术组
大鼠采用微量加样器向左侧脑室内注入 ＰＢＳ 液 ５ μｌꎬ
ＰＢＳ 组亦注入 ＰＢＳ 液 ５ μｌꎬＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组则注入慢
病毒转染 ＢＭＳＣｓ 悬液 ５ μｌ (细胞浓度为 １. ０ × １０６

个 / μｌ)ꎬＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组则注入携带 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 的
慢病毒转染 ＢＭＳＣｓ 悬液 ５ μｌ(细胞浓度为 １. ０ × １０６

个 / μｌ)ꎬ微量加样器注入过程匀速、缓慢ꎬ注射时间约
需１０ ｍｉｎꎬ注射结束后留针 ５ ｍｉｎ 再缓慢退针、缝合
头皮ꎮ

三、标本取材及检测
１.免疫组化法检测 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 表达:于造模后第 ２８

天时各组随机取 ８ 只大鼠ꎬ采用 １０％水合氯醛进行腹
腔麻醉ꎬ经心脏快速灌注生理盐水 ３００ ~ ４００ ｍｌ 冲洗ꎬ
随后灌注 ４％多聚甲醛 １００ ｍｌꎬ固定 ５ ｍｉｎ 后处死大鼠
并提取脑组织ꎻ经常规脱水、石蜡包埋后选取损伤部位

行冠状位切片(片厚 ４ μｍ)ꎬ切片经脱蜡至水、抗原修
复、封闭后分别滴加兔抗鼠 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 多克隆抗体ꎬ
３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ随后参照二抗试剂盒(生物素标记山羊
抗兔 ＩｇＧ)说明书进行操作ꎬ采用二氨基联苯胺(ｄｉａｍｉ￣
ｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬＤＡＢ)显色、苏木素轻度复染、脱水、透明
和封片ꎬ于 １００ 倍普通光学显微镜下计数 ５ 个视野
ＥＰｈｒｉｎＢ２ 阳性细胞数量ꎬ取其平均值ꎮ

２.脑组织病理检查:分别取各组大鼠脑切片(片厚
４ μｍ)行苏木精￣伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色ꎬ采
用 Ｌｅｉｃａ 图像分析系统计算大鼠左侧海马 ＣＡ１ 区神经
元密度ꎮ

３.海马神经元凋亡计数:应用脱氧核糖核苷酸末端
转移酶介导的缺口末端标记法( ｔｅｒｍｉｎａｌ￣ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏ￣
ｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇꎬＴＵＮＥＬ)检测
细胞凋亡情况ꎬ凋亡细胞核呈棕色ꎬ最后经 ＤＡＢ 显色、
脱水、透明、封片ꎬ所有操作步骤均按试剂盒说明书进
行ꎬ选取各组大鼠左侧脑海马组织ꎬ于 １００ 倍普通光学
显微镜下计数 ５ 个视野阳性细胞数量ꎬ计算阳性细胞
占细胞总数的百分比(即细胞凋亡率)ꎮ

４.免疫荧光检测 Ｎｅｓｔｉｎ / ＧＦＰ 和 ＣＤ３１ 表达:于造
模后第 ２８ 天时各组随机取 ８ 只大鼠ꎬ采用 １０％水合氯
醛腹腔麻醉大鼠ꎬ经心脏快速灌注生理盐水 ３００ ~
４００ ｍｌ冲洗ꎬ随后灌注 ４％多聚甲醛 １００ ｍｌꎬ固定 ５ ｍｉｎ
后处死大鼠提取脑组织ꎬ按 １０ μｍ 厚度行冠状位切片
后保存于 － ８０ ℃ 环境下备检ꎮ 各组大鼠脑片破膜
３０ ｍｉｎꎬ经羊血清封闭 ２ ｈ 后ꎬ切片上分别滴加兔抗大
鼠 Ｎｅｓｔｉｎ 和兔抗大鼠 ＣＤ３１ 单克隆抗体ꎬ置于 ４ ℃冰
箱内过夜ꎻ第 ２ 天加含羊抗兔 ＩｇＧ(ＦＩＴＣ 标记ꎬ１ ∶ ５００)
的荧光二抗稀释液ꎬ室温孵育 ２ ｈꎻ经含 ＤＡＰＩ 封片剂
封片ꎬ最后采用荧光显微镜拍照ꎬ计数 １０ 个 １００ 倍镜
视野 Ｎｅｓｔｉｎ / ＧＦＰ 阳性细胞数量ꎬ 取平均值ꎮ 采用
ＣＤ３１ 免疫荧光染色、荧光显微镜观察 ＣＤ３１ 阳性微血
管数量ꎬ每个脑组织取 ５ 张连续脑片用于分析ꎬ每张脑
片选取海马 ４ 个随机区域进行观察ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ￣
ＰｒｏＰｌｕｓ软件处理分析图像ꎮ

四、远期行为学测试
于造模成功后 ２８ ｄ 时采用经典 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检

测各组大鼠定位航行及空间搜索能力ꎬ在水迷宫任意
２ 个象限的池壁做标记并作为大鼠入水点ꎬ将大鼠面
向池壁放入水中ꎬ观察并记录大鼠寻找并爬上平台所
需时间(即逃避潜伏期)ꎮ 在每次实验中大鼠分别从 ２
个不同入水点入水ꎬ如大鼠在 １２０ ｓ 内未找到平台则
将其引至平台上并停留 １０ ｓꎬ此时潜伏期记为 １２０ ｓꎬ
每次训练间隔 ６０ ｓꎬ每只大鼠每天共训练 ４ 次ꎬ该实验
共持续 ５ ｄꎬ取第 ５ 天的平均潜伏期数据纳入统计
分析ꎮ
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五、统计学分析
本研究所得计量数据以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ

１２.０版统计学软件包进行数据分析ꎬ多组均数间比
较采用方差分析ꎬＰ< ０.０５表示差异具有统计学意
义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 免疫组化检测结果比较
通过免疫组化检测发现ꎬＥＰｈｒｉｎＢ２ 阳性细胞呈棕

色(图 １)ꎮ 计数 １００ 倍镜视野下阳性细胞数量ꎬ结果
显示 ＰＢＳ 组、ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组和 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组
海马组织中 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 阳性细胞数量均较假手术组明
显增多(Ｐ<０.０５)ꎻ另外 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组海马组织
中 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 阳性细胞数量亦较 ＰＢＳ 组及 ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ组明显增多ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 具体数据见表 １ꎮ

　 　 注:Ａ 为假手术组ꎻＢ 为 ＰＢＳ 组ꎻＣ 为 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组ꎻＤ 为

ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组
图 １　 各组大鼠海马组织 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 阳性细胞比较(免疫组化

染色ꎬ×１００)

表 １　 各组大鼠海马 ＣＡｌ 区 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 阳性细胞数、神经元密度

及海马神经元凋亡情况比较(ｘ－±ｓ)

组别　 只数
ＥＰｈｒｉｎＢ２

阳性细胞数
(个 / ｍｍ２)

神经元密度
(个 / ｍｍ２)

细胞凋亡率
(％)

假手术组 ８ ４.５０±２.４５ ２１０.７５±１５.０４ ０
ＰＢＳ 组 ８ ３１.２５±６.２２ａ ９５.８７±１４.６７ａ ５８.２５±７.７４ａ

ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组 ８ ３２.３７±３.５０ａ １３５.６２±１１.４１ａｂ ４３.７５±４.８６ａｂ

ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组 ８ ５５.８７±９.５３ａｂｃ １７０.３７±１０.５４ａｂｃ ２７.８７±４.２９ａｂｃ

　 　 注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＰＢＳ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ 组比较ꎬｃＰ<０.０５

二、各组大鼠脑组织病理变化分析
通过光镜观察发现ꎬ假手术组海马神经元排列规

则、近圆形ꎬ形态完整ꎬ胞质淡染ꎬ核仁清晰ꎻＰＢＳ 组海
马神经元排列紊乱ꎬ胞核呈多边形或圆齿状、染色质浓
缩多见ꎬ细胞胞质嗜酸性呈不规则萎缩状ꎻ ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ组和 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组海马神经元排列规

整ꎬ胞核、胞仁清晰ꎬ散在分布浓染、皱缩的病变形态神
经元(图 ２)ꎮ ＰＢＳ 组海马 ＣＡ１ 区神经元密度明显低
于假手术组、ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组和 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组
(Ｐ<０.０５)ꎻ另外 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组海马 ＣＡｌ 区神经
元密度显著高于 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组ꎬ但仍显著低于假手
术组(Ｐ<０.０５)ꎮ 具体情况见表 １ꎮ

　 　 注:Ａ 为假手术组ꎻＢ 为 ＰＢＳ 组ꎻＣ 为 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组ꎻＤ 为

ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组
图 ２　 各组大鼠左侧海马组织神经元细胞比较(ＨＥ 染色ꎬ×１００)

三、各组大鼠细胞凋亡(ＴＵＮＥＬ 法)情况比较
通过光镜观察发现ꎬ胞核中有棕色颗粒细胞即为

阳性凋亡细胞(图 ３)ꎻＰＢＳ 组海马区神经元细胞凋亡
率明显高于假手术组 ( Ｐ< ０.０５)ꎬ同时也明显高于
ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组及 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组(Ｐ<０.０５)ꎻ而
ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组海马区神经元凋亡率明显低于
ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组ꎬ 组间差异具有统计学意义 ( Ｐ<
０.０５)ꎮ 具体数据见表 １ꎮ

　 　 注:Ａ 为假手术组ꎻＢ 为 ＰＢＳ 组ꎻＣ 为 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组ꎻＤ 为

ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组
图 ３　 各组大鼠左侧海马区神经元凋亡情况比较(ＴＵＮＥＬ 及

ＤＡＢ 染色ꎬ×１００)
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四、各组大鼠 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性细胞计数比较
经免疫荧光检测发现ꎬＮｅｓｔｉｎ 阳性细胞呈红色ꎬ

ＧＦＰ 阳性细胞呈绿色荧光(图 ４)ꎬ计数 １０ 个 １００ 倍镜
视野下 Ｎｅｓｔｉｎ / ＧＦＰ 阳性细胞数量ꎬ结果显示 ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ 组、ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组 Ｎｅｓｔｉｎ / ＧＦＰ 阳性细胞
数量均较假手术组及 ＰＢＳ 组明显增多(Ｐ<０.０５)ꎻ另外
ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组 Ｎｅｓｔｉｎ / ＧＦＰ 阳性细胞数量亦显著
多于 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组ꎬ组间差异均具有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ 具体数据见表 ２ꎮ

　 　 注:Ａ 为假手术组ꎻＢ 为 ＰＢＳ 组ꎻＣ 为 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组ꎻＤ 为

ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组
图 ４　 各组大鼠左侧海马组织 Ｎｅｓｔｉｎ / ＧＦＰ 阳性细胞比较(免

疫荧光染色ꎬ×１００)

五、各组大鼠 ＣＤ３１ 阳性细胞计数比较
经免疫组化染色发现ꎬ小血管 ＣＤ３１ 阳性内皮细

胞膜呈红色 (图 ５)ꎮ 计数 １０ 个 １００ 倍镜视野下
小血管数量 ꎬ结果显示 ＰＢＳ 组 、 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ组 及

　 　 注:Ａ 为假手术组ꎻＢ 为 ＰＢＳ 组ꎻＣ 为 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组ꎻＤ 为

ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组
图 ５　 各组大鼠左侧海马 ＣＤ３１ / ＤＡＰＩ 阳性细胞比较(免疫荧

光染色ꎬ×１００)

ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组海马组织微血管密度均较假手术
组明显增大ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ
另外 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组海马组织微血管密度亦较
ＰＢＳ 组及 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组明显增大ꎬ组间差异均具有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 具体数据见表 ２ꎮ

表 ２　 各组大鼠海马 Ｎｅｓｔｉｎ 及 ＣＤ３１ 阳性细胞计数

比较(ｘ－±ｓ)

组别 只数
Ｎｅｓｔｉｎ / ＧＦＰ

阳性细胞计数
(个 / １００ 倍镜视野)

ＭＶＤ
(个 / ｍｍ２)

假手术组 ８ ２.８７±１.２４ ６.２５±１.６６
ＰＢＳ 组 ８ ３.５０±０.９３ １１.５５±３.２１ａ

ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组 ８ ２７.６２±１１.２ａｂ ３３.５０±３.８１ａｂ

ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组 ８ ５６.００±４.３４ａｂｃ ４１.８７±３.７９ａｂｃ

　 　 注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＰＢＳ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ 组比较ꎬｃＰ<０.０５

六、各组大鼠远期行为学变化比较
于脑损伤 ２８ ｄ 后采用经典 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测大

鼠定位航行及空间搜索能力ꎬ在 ５ ｄ 实验过程中发现
假手 术 组、 ＰＢＳ 组、 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组 及 ＥＰｈｒｉｎＢ２ /
ＢＭＳＣｓ组大鼠均随着训练天数增加ꎬ其找到平台所用
时间均逐渐缩短ꎻ实验结束时发现 ＰＢＳ 组、 ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ组及 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组找到平台所用时间均
较假手术组明显延长ꎬ组间差异均具有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ提示脑瘫大鼠学习记忆能力下降、远期行
为异常ꎮ 通过进一步比较发现ꎬＰＢＳ 组大鼠逃避潜伏
期明显长于 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组和 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组
(Ｐ< ０.０５)ꎬ ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组逃避潜伏期明显长于
ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组 ( Ｐ< ０.０５ )ꎬ 提 示 侧 脑 室 注 射
ＢＭＳＣｓ可明显改善缺氧缺血脑损伤对新生大鼠远期脑
功能的影响ꎻ并且ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 与 ＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 对
脑瘫大鼠脑损伤的保护作用具有明显差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
具体数据见表 ３ꎮ

表 ３　 各组大鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验逃避潜伏期比较

(ｓꎬｘ－±ｓ)

组别　 　 只数 逃避潜伏期

假手术组 ８ ２１.００±３.４６
ＰＢＳ 组 ８ ７６.７０±２.４３ａ

ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组 ８ ４１.８７±３.０９ａｂ

ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组 ８ ３２.７５±２.７６ａｂｃ

　 　 注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＰＢＳ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ 组比较ꎬｃＰ<０.０５

讨　 　 论

近年来人们不断探索应用干细胞移植治疗脑瘫患

儿ꎬ但干细胞移植治疗小儿脑瘫的确切机制目前还未
明了ꎬ其神经修复机制可能包括:①替代作用ꎻ②诱导
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作用ꎻ③营养作用ꎻ④增加轴突纤维密度ꎬ加速突触及
髓鞘形成ꎻ⑤干细胞不仅能产生必要的细胞因子环境ꎬ
促进血管生成ꎬ分泌促血管生成因子ꎬ还具有分化成血
管内皮细胞的能力等[１３]ꎮ

ＢＭＳＣｓ 来源丰富ꎬ其自我更新能力、增殖能力强ꎬ
能整合于宿主细胞中ꎬ长期稳定表达外源性基因且相
较于胚胎干细胞ꎬ其伦理学限制较少ꎬ是中枢神经病基
因治疗较为理想的载体细胞ꎬ具有广泛应用前景ꎮ 目
前研究发现 ＥＰｈ 受体是最大的酪氨酸激酶受体家族ꎬ
其配体 ＥＰｈｒｉｎ 主要表达于细胞表面ꎮ 当神经损伤后ꎬ
ＥＰｈ / ＥＰｈｒｉｎ 各种亚型表达在神经系统中均有不同程
度上调[１４]ꎮ 在神经功能受损情况下ꎬＥＰｈ / ＥＰｈｒｉｎ 可
通过激活 Ｎ￣甲基￣Ｄ￣天冬氨酸 ( Ｎ￣ｍｅｔｈｙｌ￣Ｄ￣ａｓｐａｒｔｉｃ
ａｃｉｄꎬＮＭＤＡ)、调节树突棘、突触可塑性相关蛋白等途
径促进神经功能恢复ꎻ还可通过激活趋化因子或黏附
分子等促进外源性或内源性神经干细胞增殖、分化、迁
徙等ꎮ 比较特殊的是 ＥＰｈＢ４ 受体只与 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 高亲
和力结合ꎬ且相关研究发现 ＥＰｈＢ４ / ＥＰｈｒｉｎＢ２ 信号通
路高度参与神经系统血管生成[１５]ꎮ 体外研究发现
ＥＰｈＢ４ 受体与 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 配体相互作用可能导致受体
与配体两者同时发生酪氨酸磷酸化ꎬ从而介导双向信
号传递ꎬ即 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 配体具有与受体类似的结构兼具
受体样信号分子功能ꎬ一旦与 ＥＰｈＢ４ 受体结合则其胞
质内酪氨酸残基磷酸化ꎬ从而发生反式信号传递调节
细胞反应ꎮ 当 ＥＰｈ 受体激活后发生自身磷酸化ꎬ然后
磷酸化激活 Ｒａｓ、Ｒａｓ 相关蛋白、Ｒｈｏ、Ｒａｐ１ 及粘着斑激
酶(ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｋｉｎａｓｅꎬＦＡＫ)等信号分子ꎬ进而通过
下游信号通路调节细胞生物学效应ꎬ因此 ＥＰｈ / ＥＰｈｒｉｎ
信号通路有可能成为脑损伤后进行干预的重要环节
之一ꎮ

ＥＰｈｒｉｎＢ２ 主要表达于中枢神经系统神经元、星形
胶质细胞中ꎬ参与神经系统发育ꎬ如轴突导向、突触可
塑性及促进血管发育等ꎬ而且在成年后对神经干细胞
分化、迁移可能具有重要调节作用ꎮ 既往研究表明缺
氧缺血诱导的脑白质损伤大鼠模型其 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 水平
上调[１４]ꎬ从而推测 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 与 ＥＰｈＢ４ 异常表达可能
参与多种脑疾病病理过程ꎮ 本研究通过免疫组化染色
发现 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 在假手术组中表达稀少ꎬ但各脑瘫组大
鼠海马组织中 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 表达均显著上调ꎬ与上述研究
结果基本一致ꎻ另外 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 蛋
白表达水平明显增加ꎬ提示该组大鼠成功移植携带有
ＥＰｈｒｉｎＢ２ 基因的 ＢＭＳＣｓꎮ 既往研究表明ꎬ新生大鼠发
生缺氧、缺血性脑损伤后其海马区神经元密度较假手
术组明显减小ꎬ海马神经元凋亡率较假手术组明显增
加[１６]ꎮ 本研究中 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组和 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ
组海马区神经元密度均较 ＰＢＳ 组明显增大ꎬ并且

ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组神经元密度亦显著优于 ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ 组ꎻ另外 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组和 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ
组海马区细胞凋亡数量均较 ＰＢＳ 组明显减少ꎬ并且
ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组细胞凋亡数量亦明显优于 ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ组ꎮ 上述结果提示ꎬＢＭＳＣｓ 移植可降低脑瘫大
鼠神经元凋亡指数ꎬ加速受损神经功能恢复ꎬ对脑瘫大
鼠 ＨＩＥ 损伤具有治疗作用ꎬ并以移植携带有ＥＰｈｒｉｎＢ２
基因的 ＢＭＳＣｓ 治疗效果更佳ꎮ

以 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 为受体的信号传导在诱导神经干细
胞分化为神经元的过程中具有正向调控作用ꎮ 如
Ｃｏｎｏｖｅｒ 等[１７]报道ꎬ侧脑室旁具有分化功能的神经干
细胞能表达 ＥＰｈｒｉｎＢ２ꎬＥＰｈｒｉｎＢ２ 信号传导可能在突触
水平对神经干细胞分化过程进行调控ꎬ采用 ＥＰｈｒｉｎＢ２
持续灌注侧脑室 ３ ｄ 可改善神经干细胞增殖ꎮ 上述研
究表明 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 基因可能直接或间接调节侧脑室下
区神经干细胞增殖、分化及迁徙ꎮ 本研究采用 Ｎｅｓｔｉｎ
免疫荧光法检测 ＢＭＳＣｓ 分化为神经干细胞后在脑组
织中 的 表 达 分 布ꎬ 结 果 显 示 实 验 进 行 ２８ ｄ 时
ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组 Ｎｅｓｔｉｎ / ＧＦＰ 阳性细胞数量明显多
于 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组ꎬ表明 ＢＭＳＣｓ 经 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 修饰后
能加速分化为神经干细胞并在受损脑组织中表达ꎬ从
而促进受损神经功能恢复ꎮ 另外ꎬ本研究通过免疫荧
光染色发现 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组微血管密度明显优于
其它各组ꎬ提示 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 作为促血管生成因子ꎬ能通
过促进新生血管形成进而利于神经元存活ꎬ防止及减
少脑细胞继发性损伤ꎬ抑制神经元细胞凋亡ꎮ

海马组织在机体学习及记忆中均发挥重要作用ꎬ
脑缺氧、缺血后海马结构遭到破坏容易诱发认知障碍ꎮ
Ｉｋｅｄａ 等[１８]对缺氧缺血新生大鼠损伤 ４ ~ １８ 周后进行
行为学观察ꎬ发现缺氧、缺血损伤可选择性导致永久性
学习及记忆功能受损ꎮ 本研究采用水迷宫逃逸潜伏期
实验观察各组大鼠行为学改变ꎬ发现 ＥＧＦＰ / ＢＭＳＣｓ 组
和 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组逃逸潜伏期均显著短于 ＰＢＳ
组ꎬ并且 ＥＰｈｒｉｎＢ２ / ＢＭＳＣｓ 组逃逸潜伏期亦较 ＥＧＦＰ /
ＢＭＳＣｓ 组显著缩短ꎬ进一步证实 ＢＭＳＣｓ 移植治疗可改
善缺氧缺血对新生大鼠远期行为功能的影响ꎬ并且以
移植经 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 修饰的 ＢＭＳＣｓ 对大鼠远期异常行为
的改善作用更显著ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果表明ꎬ移植经 ＥＰｈｒｉｎＢ２ 修
饰后的 ＢＭＳＣｓ 有助于大鼠受损脑组织神经功能恢复ꎬ
其作用机制可能包括 ＢＭＳＣｓ 能较好存活于大鼠受损
脑内ꎬ并能抑制受损脑组织神经元凋亡ꎬ促进神经干细
胞增殖及新生血管生成ꎬ从而加速受损神经功能恢复ꎬ
其确切作用机制还有待后续研究进一步探讨ꎮ
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