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　 　 【摘要】 　 目的　 观察骨髓间充质干细胞(ＢＭＳＣｓ)移植治疗合并高血压缺血性脑卒中大鼠的疗效并探讨

相关作用机制ꎮ 方法 　 采用随机数字表法将 ７２ 只雄性自发性高血压大鼠( ＳＨＲ)分为空白组、模型组及

ＢＭＳＣｓ组ꎬ每组 ２４ 只大鼠ꎮ 将模型组及 ＢＭＳＣｓ 组大鼠制成大脑中动脉闭塞(ＭＣＡＯ)脑梗死模型ꎬ空白组不给

予任何特殊处理ꎮ 于造模 ２４ ｈ 后 ＢＭＳＣｓ 组大鼠经尾静脉注射 １ ｍｌ ＢＭＳＣｓ 溶液(细胞浓度为 １×１０６ 个 / ｍｌ)ꎬ
同期模型组及空白组则分别注射 １ ｍｌ 磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)ꎮ 在术后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ 时分别对各组大鼠进行

改良神经功能缺损评分(ｍＮＳＳ)及 ２ꎬ３ꎬ５－氯化三苯基四氮唑(ＴＴＣ)染色ꎬ并采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术

分别检测各组大鼠梗死侧脑组织血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)、胶质细胞源性神经营养因子(ＧＤＮＦ)ｍＲＮＡ 及

蛋白表达ꎮ 结果　 在术后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ 时ꎬＢＭＳＣｓ 组神经功能缺损评分[(７.４±１.３４)分 ｖｓ (９.２±０.８４)分ꎬ
(６.２±０.８４)分 ｖｓ (８.８±０.８４)分ꎬ(５.０±１.００)分 ｖｓ (７.８±０.８４)分]、脑梗死面积占比[(３９.０９±１.６６)％ ｖｓ (４５.７８±
１.２６)％ꎬ(２６.２０±１.４７)％ ｖｓ (４３.１１±１.０６)％ꎬ(２２.４５±１.４５)％ ｖｓ (３８.１６±０.８７)％]均较模型组明显降低(Ｐ<
０.０１)ꎻ随着术后时间延长ꎬＢＭＳＣｓ 组脑梗死面积逐渐减小ꎮ 在术后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ 时ꎬ空白组、模型组 ＶＥＧＦ
及 ＧＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达组间差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ与空白组及模型组比较ꎬＢＭＳＣｓ 组缺血脑组织中

ＶＥＧＦ、ＧＤＮＦ 蛋白表达及 ｍＲＮＡ 表达均明显增强ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＢＭＳＣｓ 移植

对合并高血压的缺血性脑卒中大鼠具有神经保护作用ꎬ其治疗机制可能与上调缺血脑组织中 ＶＥＧＦ、ＧＤＮＦ 含

量有关ꎮ
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　 　 相关研究表明ꎬ脑卒中是导致人类死亡及功能残
疾的最常见病因之一ꎬ其中约 ６９.６％ ~７０.８％的患者为

缺血性脑卒中[１]ꎮ 尽管溶栓、介入等治疗能降低缺血

性脑卒中患者死亡率ꎬ但超过 ６０％的脑卒中患者常遗

留有不同程度的运动、认知、语言及吞咽功能等障碍ꎬ
对患者自理能力及生活质量均造成严重影响ꎮ 近年来

骨髓间充质干细胞 ( ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬＢＭＳＣｓ)移植治疗已成为研究热点ꎬ大量实验研

究发现ꎬＢＭＳＣｓ 移植治疗可减轻脑组织损伤ꎬ促进缺

血性脑卒中动物模型神经功能恢复[２￣３]ꎬ但实验对象多

为健康动物ꎮ 而实际临床工作发现ꎬ缺血性脑卒中患

者常合并有多种基础疾病ꎬ如高血压、糖尿病等ꎬ如有

研究调查指出ꎬ缺血性脑卒中患者中合并有高血压的

比例高达 ７０％[４]ꎬ且患者预后不良发生率及病死率均

较无高血压患者明显升高[５]ꎮ 尽管 ＢＭＳＣｓ 移植在治

疗无基础疾病脑梗死动物中取得显著疗效ꎬ但关于
ＢＭＳＣｓ 移植治疗合并高血压缺血性脑卒中动物的疗

效鲜见报道ꎮ 受损神经元的存活及修复多依赖于半暗

带区新生血管形成、多种营养因子生物学效应等ꎬ其中

血管内皮生长因子( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＶＥＧＦ)在新生血管形成中发挥重要作用ꎬ而胶质细胞
源性神经营养因子( ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃ￣
ｔｏｒꎬＧＤＮＦ)在促进受损神经元生长、修复及再生等方

面具有重要影响ꎮ 基于此ꎬ本研究主要观察 ＢＭＳＣｓ 移

植对合并高血压缺血性脑卒中大鼠的治疗作用及对缺

血脑组织中 ＶＥＧＦ、ＧＤＮＦ 的影响ꎬ并探讨其可能的作
用机制ꎮ

材料与方法

一、实验材料与仪器

选取健康雄性自发性高血压大鼠(ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｈｙ￣
ｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓꎬＳＨＲ)７２ 只ꎬ鼠龄 １２ 周ꎬ体重约 ２５０ ｇꎬ
由北京维通利华实验动物中心提供ꎬ在无特殊病原体

级(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ ａｎｉｍａｌｓꎬＳＰＦ)环境中适应性

饲养 １ 周ꎬ所有动物操作均符合相关实验动物伦理学

要求ꎻＷｉｓｔａｒ 大鼠骨髓间充质干细胞购于赛业生物有

限公司(标号:１９０３２０Ｉ３１)ꎮ 本研究主要试剂及仪器包
括胎牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)、蛋白裂解缓冲液( ｒａ￣
ｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒꎬ ＲＩＰＡ ｌｙｓｉｓ
ｂｕｆｆｅｒ)(中国赛维尔生物科技有限公司)、２ꎬ３ꎬ５￣氯化

三苯 基 四 氮 唑 ( ２ꎬ ３ꎬ ５￣ｔｒｉｐｈｅｎｙｔｅ￣ｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅꎬ
ＴＴＣ)染色液(中国索莱宝科技有限公司)、荧光定量

ＰＣＲ 仪(美国 Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司)、酶标仪(中国雷杜生命科

学股份有限公司)、台式高速冷冻离心机(中国大龙兴

创实验仪器有限公司)、石蜡切片机(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)
及光学显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ 公司)等ꎮ

二、细胞培养及传代

取来源于 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠的 ＢＭＳＣｓ 进行流式细胞学

鉴定ꎬ发现 ＢＭＳＣｓ 抗原 ＣＤ９０、ＣＤ４４、ＣＤ２９ 呈阳性表

达ꎬ而抗原 ＣＤ４５、ＣＤ３４ 呈阴性表达ꎬ确认该细胞为

ＢＭＳＣｓꎮ 将冻存备用的 ＢＭＳＣｓ 进行复苏并接种于培

养瓶中ꎬ加入适量完全培养基后置于 ３７ ℃、５％的 ＣＯ２

孵箱中培养ꎬ以后每 ４８ ｈ 换液 １ 次ꎬ当细胞贴壁融合

至 ８０％左右时按 １ ∶ ２ 传代ꎬ取第 ３ 代处于对数生长期

的 ＢＭＳＣｓ 用于后续细胞移植操作ꎮ
三、分组与造模

采用随机数字表法将 ７２ 只健康 ＳＨＲ 大鼠分为空

白组、模型组及 ＢＭＳＣｓ 组ꎬ每组 ２４ 只大鼠ꎮ 空白组不

给予任何特殊干预ꎬ模型组及 ＢＭＳＣｓ 组大鼠则分别制

成大脑中动脉闭塞(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬ
ＭＣＡＯ)脑梗死模型ꎬ制模方法参照改良 Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ 线

栓法[６]ꎬ采用 ３％异氟烷麻醉大鼠ꎬ将大鼠固定于实验

台上ꎬ行颈部正中切口ꎬ小心分离出颈动脉鞘(注意勿

伤及迷走神经)ꎬ暴露出颈总动脉( ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒ￣
ｔｅｒｙꎬＣＣＡ)、颈内动脉(ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬＩＣＡ)及颈

外动脉(ｅｘｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬＥＣＡ)ꎬ在 ＣＣＡ 近心端用

缝线结扎ꎬ在 ＥＣＡ 与 ＩＣＡ 分叉处将 ＥＣＡ 结扎后ꎬ采用

动脉夹夹闭 ＩＣＡ 远心端ꎬ在 ＣＣＡ 远心端用眼科剪剪一

小口并插入栓线ꎬ待缝合固定好后松开动脉夹ꎬ将栓线

沿 ＩＣＡ 缓慢插入至稍有阻力处ꎬ阻断大脑中动脉血流

２ ｈ 后将线栓拔出ꎮ 选取神经功能评分为 １~３ 分的大
鼠进行后续实验ꎮ

四、造模后干预

于造模 ２４ ｈ 后 ＢＭＳＣｓ 组经尾静脉注射 １ ｍｌ
ＢＭＳＣｓ溶液(细胞浓度为 １×１０６ 个 / ｍｌ)ꎬ而模型组及空

白组则同期注射 １ ｍｌ 浓度为 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ 的磷酸盐缓

冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)ꎮ
五、神经功能缺损评分

于大鼠造模苏醒后、造模后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ 时分

别采用改良神经功能缺损评分(ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ
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ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅꎬｍＮＳＳ)对各组大鼠进行神经功能评定ꎬ
该量表主要评定项目包括运动功能检测、平衡木试验、
感觉试验、反射丧失及不正常运动等方面ꎬ分值范围
０~１８ 分ꎬ得分越高表示大鼠神经功能缺损程度越严
重ꎬ如得分 １~６ 分为轻度损伤ꎬ７ ~ １２ 分为中度损伤ꎬ
１３~１８ 分为重度损伤[６]ꎮ

六、脑梗死情况观察
于造模后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ 时每组各随机取 ５ 只大

鼠ꎬ按 ４ ｍｌ / ｋｇ 体重标准给予水合氯醛(１０％)腹腔注
射ꎬ待麻醉剂生效后断头处死ꎬ分离大鼠脑组织ꎬ切除
小脑及低位脑干ꎬ置于－２０ ℃冰箱中冷冻 ２０ ｍｉｎꎬ再将
脑组织连续切成 ２ ｍｍ 厚冠状切片(共 ５ 片)ꎬ并立即
置于 ２％ ＴＴＣ 溶液中(３７ ℃)避光染色 ３０ ｍｉｎꎬ期间数
次翻转切片使其染色均匀ꎮ 将染色好的脑组织切片置
于 ４％多聚甲醛中固定 ２４ ｈ 后取出拍照ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ￣
Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件计算脑梗死面积占脑片面积百分比ꎮ

七、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
于造模后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ 时分别取各组大鼠脑组

织ꎬ用预冷 ＰＢＳ 液洗涤 ２ ~ ３ 次去除血污ꎬ剪成小块后
置于匀浆管中ꎬ加入 １０ 倍组织体积的裂解液并制备组
织匀浆ꎬ在 ４ ℃环境下离心(１２ ０００ ｒｐｍ)１０ ｍｉｎꎬ收集
上清即为总蛋白溶液ꎮ 取 ５０ μｇ 蛋白样品ꎬ加入 ６ μｌ
５×还原型蛋白上样缓冲液ꎬ沸水浴变性 １５ ｍｉｎꎬ经十
二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙ￣
ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)凝胶电泳分
离蛋白ꎬ并转移至聚偏氟乙烯(ｐｏｌｙ ｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ
ＰＶＤＦ)膜上ꎬ经 ５％脱脂奶粉室温封闭 ３０ ｍｉｎꎬ加入稀
释的一抗ꎬ４ ℃孵育摇床过夜ꎬ经三羟甲基氨基甲烷盐
缓冲液( ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬＴＢＳＴ)快速
洗膜 ３ 次后ꎬ将二抗按 １ ∶ ５０００ 比例用 ＴＢＳＴ 进行稀
释ꎬ室温孵育 ３０ ｍｉｎꎬ最后进行显影、定影处理ꎬ采用
Ａｌｐｈａ 软件计算 ＶＥＧＦ 及 ＧＤＮＦ 蛋白条带光密度值ꎮ

八、ＲＴ￣ＰＣＲ 检测
采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取各组大鼠脑组织 ＲＮＡꎬ然后经

逆转录获取其 ｃＤＮＡꎬ再通过 ｑＰＣＲ 仪检测各组大鼠脑
组织标本 ＶＥＧＦ、ＧＤＮＦ 表达ꎮ 共设置 ３ 个复孔ꎬ各组
大鼠样本经 ９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ６０ ℃
退火 ３０ ｓꎬ６５ ℃延伸 １５ ｓꎬ共进行 ３０ 个循环ꎬ所有样本
均重复检测 ３ 次ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ法计算各目标因子ｍＲＮＡ
水平ꎮ 具体引物序列如下:ＶＥＧＦ 上游 ５′￣ＧＣＡＣＴＧ￣
ＧＡＣＣＣＴＧＧＣＴＴＴＡＣＴ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＡＡＣＴＴＣＡＣＣＡＣＴ￣
ＴＣＡＴＧＧＧＣＴＴＴ￣３′ꎻ ＧＤＮＦ 上 游 ５′￣ＣＡＧＴＧＡＣＴＣ￣
ＣＡＡＴＡＴＧＣＣＣＧＡ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＣＧＣＴＴＧＴＴＴＡＴＣＴＧＧＴ￣
ＧＡＣＣＴＴＴＴ￣３′ꎻ β￣ａｃｔｉｎ 上 游 ５′￣ＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣＴＧＣ￣
ＣＡＡＧＴＡＴＧ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴ￣
ＧＣＴ￣３′ꎮ

九、统计学分析
本研究所得计量资料以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ

２０.０ 版统计学软件包进行数据分析ꎬ计量资料组间
两两 比 较 采 用 最 小 显 著 差 异 法 ( ｌｅａｓｔ￣ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)ꎬ多组间比较采用单因素方差分析
(ｏｎｅ￣ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅꎬＡＮＯＶＡ)ꎬＰ<０.０５ 表示
差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、术后不同时间点各组大鼠 ｍＮＳＳ 评分比较
本研究空白组大鼠 ｍＮＳＳ 评分为 ０ 分ꎬ提示其无

神经功能损伤ꎻ与空白组比较ꎬ在术后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ
时模型组、ＢＭＳＣｓ 组 ｍＮＳＳ 评分均明显增高(Ｐ<０.０５)ꎻ
并且上述时间点模型组 ｍＮＳＳ 评分亦显著高于 ＢＭＳＣｓ
组[(９.２±０.８)分对(７.４±１.３)分ꎬ(８.８±０.８)分对(６.２±
０.８)分ꎬ(７.８±０.８)分对(５.０±１.００)分]ꎬ组间差异均具
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

二、术后不同时间点各组大鼠 ＴＴＣ 染色结果比较
空白组大鼠脑切片 ＴＴＣ 染色呈红色ꎬ未见梗死区

域ꎮ 造模后大鼠脑缺血区域呈白色ꎬＢＭＳＣｓ 组、模型
组脑梗死面积与空白组间差异均具有统计学意义(Ｐ<
０.０１)ꎮ 与模型组比较ꎬ在术后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ 时
ＢＭＳＣｓ 组脑梗死面积占比均显著降低 [( ３９. ０９ ±
１.６６)％对(４５.７８±１.２６)％ꎬ(２６.２０±１.４７)％对(４３.１１±
１.０６)％ꎬ(２２.４５±１.４５)％对(３８.１６±０.８７)％]ꎬ组间差
异均具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 具体情况见图 １ꎮ

图 １　 术后不同时间点 ３ 组 ＳＨＲ 大鼠脑梗死面积比较(ＴＴＣ 染色)

三、术后不同时间点各组大鼠 ＶＥＧＦ 及 ＧＤＮＦ 蛋
白表达比较

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬ空白组、模型组在术
后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ 时均可见 ＶＥＧＦ、ＧＤＮＦ 蛋白微量表
达ꎬ且 ２ 组间差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ模型组
ＶＥＧＦ 蛋白表达随时间延长呈逐渐增加趋势ꎬ但差异
无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻＢＭＳＣｓ 组 ＶＥＧＦ、ＧＤＮＦ 蛋白
表达在术后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ 时均较模型组和空白组明
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显增加ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ具体
情况见图 ２Ａ－Ｃꎮ

四、术后不同时间点各组大鼠 ＶＥＧＦ 及 ＧＤＮＦ
ｍＲＮＡ 表达比较

通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测发现ꎬ在术后 ３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ
时空白组和模型组 ＶＥＧＦ、ＧＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达组间差异

均无统计学意义 (Ｐ > ０. ０５)ꎬ上述时间点 ＢＭＳＣｓ 组
ＶＥＧＦ 及 ＧＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达均较模型组明显增加ꎬ组
间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ在术后 ７ ｄ、１４ ｄ
时 ＢＭＳＣｓ 组 ＧＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达亦较空白组明显增加ꎬ
组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 具体情况见
图 ３Ａ－Ｂꎮ

注:与空白组相同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ꎻ与模型组相同时间点比较ꎬｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１
图 ２　 术后不同时间点 ３ 组 ＳＨＲ 大鼠 ＶＥＧＦ 及 ＧＤＮＦ 蛋白表达比较

注:与空白组相同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ꎻ与模型组相同时间点比较ꎬｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１
图 ３　 术后不同时间点 ３ 组 ＳＨＲ 大鼠 ＶＥＧＦ 及 ＧＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达比较
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讨　 　 论

本研究结果显示ꎬ与模型组比较ꎬＢＭＳＣｓ 组大鼠
神经功能恢复情况明显改善ꎬ且脑梗死面积显著减少ꎬ
表明 ＢＭＳＣｓ 移植对合并高血压的缺血性脑卒中大鼠
具有保护作用ꎻ本研究同时还发现ꎬ高血压缺血性脑卒
中大鼠经移植 ＢＭＳＣｓ 后ꎬ其 ＶＥＧＦ、 ＧＤＮＦ 蛋白及
ｍＲＮＡ表达均明显增强ꎬ考虑其治疗机制可能包括促
进新生血管形成ꎬ在缺血病灶周围建立良好的微循环ꎬ
并促使神经营养因子分泌ꎬ从而加速受损神经功能恢
复ꎮ

ＢＭＳＣｓ 是一种多能成体干细胞ꎬ具有易分离增
殖、免疫原性低、旁分泌和免疫调节等潜力ꎬ被认为是
治疗缺血性脑卒中的理想种子细胞[７]ꎮ 目前有大量
动物实验针对 ＢＭＳＣｓ 保护缺血性脑卒中的相关机制
进行了深入研究ꎬ发现 ＢＭＳＣｓ 在特定环境中可向神经
细胞分化[８]ꎬ还可通过调节受损脑组织微环境而减轻
炎症反应ꎬ促进血管生成、神经发生、神经血管修复
等[９￣１０]ꎬ由此减小脑梗死面积、减轻血脑屏障被破坏程
度ꎮ 本研究发现ꎬＳＨＲ 大鼠经移植 ＢＭＳＣｓ 后ꎬ其脑梗
死面积较模型组明显缩小ꎬ且神经功能缺损评分也明
显下降ꎬ表明 ＢＭＳＣｓ 移植对高血压缺血性脑卒中大鼠
具有神经保护作用ꎬ与之前报道结果基本一致[１１]ꎮ 同
时有大量临床研究指出ꎬＢＭＳＣｓ 移植对缺血性脑卒中
患者也具有一定疗效ꎮ Ｚｈｅｎｇ 等[１２]通过临床荟萃分析
发现ꎬ干细胞治疗组患者在肢体感觉功能、运动功能及
日常生活活动能力方面的改善情况均明显优于对照
组ꎬ脑梗死面积也显著缩小ꎬ且治疗过程中无严重不良
反应ꎮ 由于目前大部分研究并未考虑伴发疾病对
ＢＭＳＣｓ移植治疗脑卒中患者疗效的影响ꎬ本研究重点
关注了合并高血压的缺血性脑卒中对象ꎬ为将来临床
应用 ＢＭＳＣｓ 移植治疗此类疾病患者提供了实验依据ꎮ

大量研究报道ꎬ采取积极手段促进缺血性脑卒中
后半暗带区新生血管形成及生长ꎬ对减小脑梗死体积、
改善受损神经功能极为重要[１３￣１４]ꎮ 新生血管的生成
与多种细胞因子有关ꎬ如 ＶＥＧＦ、转化生长因子( ｔｒａｎｓ￣
ｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣βꎬＴＧＦ￣β)等[１５]ꎮ 当脑组织发生
缺血后ꎬ能诱导 ＢＭＳＣ 向病灶内迁移ꎬ分泌并输送
ＶＥＧＦꎬ能促进血管内皮生长因子受体 ２(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬＶＥＧＦＲ２)表达ꎬ有助于
缺血脑组织中新生毛细血管形成及侧支循环建立ꎬ从
而减少神经元凋亡及脑梗死面积ꎬ加速神经功能恢复ꎮ
有学者向缺血性脑卒中大鼠脑内注射 ＢＭＳＣｓꎬ经治疗
７ ｄ 后发现脑梗死灶周围 ＶＥＧＦ 表达明显增加ꎬ能
促进脑梗死区血管重塑[１６]ꎮ 本研究通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 及
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬＢＭＳＣｓ 组 ＶＥＧＦ 蛋白及 ｍＲＮＡ

表达均显著高于模型组水平ꎬ表明 ＢＭＳＣｓ 能通过促进
高血压大鼠脑损伤组织周围微血管生长ꎬ改善梗死灶
周边血流灌注ꎬ发挥神经保护作用ꎮ ＧＤＮＦ 是 ＴＧＦ￣β
超家族中的一种蛋白ꎬ在正常成年大鼠脑内表达较低ꎮ
ＧＤＮＦ 作为一种有效的神经营养因子ꎬ对神经元损伤
后的修复、再生及营养支持等方面均具有重要作用ꎮ
许多研究指出ꎬＧＤＮＦ 不仅可维持多种神经细胞生长、
分化及成熟ꎬ而且对脑缺血组织也具有显著保护作
用[１７]ꎮ Ｓｈｅｎ 等[１８]发现在脑梗死后第 ８ 天移植 ＢＭＳＣｓ
能显著增加患者 ＧＤＮＦ 表达ꎬ促进侧脑室脑室下区神
经母细胞增殖及迁移ꎬ还可抑制缺血半暗带区神经细
胞凋亡ꎮ 本研究发现ꎬ模型组大鼠 ＧＤＮＦ 表达可见少
量一过性升高ꎬ但与空白组比较无显著差异ꎬ考虑脑梗
死后大鼠脑组织会反应性上调梗死灶周围 ＧＤＮＦ 合成
及分泌ꎬ但这种能力非常有限ꎬ尚无法达到完全自我修
复的目的ꎮ 经 ＢＭＳＣｓ 移植治疗 ７ ｄ 后ꎬＳＨＲ 大鼠脑缺
血区 ＧＤＮＦ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达均较模型组、空白组明
显增强ꎬ考虑为 ＢＭＳＣｓ 激活了缺血半暗带区局部星形
胶质细胞ꎬ后者能释放大量 ＧＤＮＦꎬ从而促进受损神经
元修复、减少细胞凋亡ꎬ加速神经功能恢复ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果表明 ＢＭＳＣｓ 移植治疗对合
并高血压的缺血性脑卒中大鼠具有治疗作用ꎬ其干预
机制可能包括上调脑内 ＶＥＧＦ、ＧＤＮＦ 表达ꎬ促进新生
血管形成ꎬ减少神经元凋亡ꎬ从而促进神经功能恢复ꎬ
为临床治疗合并高血压的缺血性脑卒中患者提供了新
的治疗方案ꎮ 需要指出的是ꎬ尽管目前对 ＢＭＳＣｓ 移植
进行了大量研究ꎬ但在临床上仍未得到广泛应用ꎬ还需
更多的研究支持、促其向临床转化ꎻ本实验仅观察了部
分细胞因子变化ꎬ是否还有其它神经通路或细胞因子
等参与ꎬ还需后续研究进行更深入探讨ꎮ
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２００３ꎬ１１１(１２):１８４３￣１８５１.ＤＯＩ:１０.１１７２ / ＪＣＩ１７９７７.

[１５] Ｈａｔａｋｅｙａｍａ ＭꎬＮｉｎｏｍｉｙａ ＩꎬＫａｎａｚａｗａ Ｍ.Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ[Ｊ] .Ｎｅｕｒａｌ Ｒｅｇｅｎ Ｒｅｓꎬ２０２０ꎬ１５(１):
１６￣１９.ＤＯＩ:１０.４１０３ / １６７３￣５３７４.２６４４４２.

[１６] Ｘｉｎ ＨꎬＷａｎｇ ＦꎬＬｉ Ｙꎬｅｔ ａｌ.Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ａｓｔｒｏ￣
ｃｙｔｅｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ
ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｏｋｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｈａｒｖｅｓ￣
ｔｅｄ ｆｒｏｍ ｍｉｃｒｏＲＮＡ １３３ｂ￣ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔꎬ２０１７ꎬ２６ ( ２):２４３. ＤＯＩ:１０. ３７２７ /
０９６３６８９１６Ｘ６９３０３１.

[１７] Ｋｉｔａｇａｗａ ＨꎬＨａｙａｓｈｉ ＴꎬＭｉｔｓｕｍｏｔｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｔｏｐｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏ￣
ｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ ａｆｔｅｒ ｐｅｒｍａｎｅｎｔ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ
[Ｊ] .Ｓｔｒｏｋｅꎬ２００５ꎬ２９(７):１４１７.ＤＯＩ:１０.１１６１ / ０１.ＳＴＲ.２９.７.１４１７.

[１８] Ｓｈｅｎ ＬＨꎬＬｉ ＹꎬＣｈｏｐｐ Ｍ.Ａｓｔｒｏｃｙｔｉｃ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕ￣
ｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂｙ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｚｏｎｅ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｏｋｅ ｉｎ ａｄｕｌｔ ｒａｔｓ
[Ｊ] .Ｇｌｉａꎬ２０１０ꎬ５８(９):１０７４￣１０８１.ＤＯＩ:１０.１００２ / ｇｌｉａ.２０９８８.

(修回日期:２０２１￣１２￣２７)
(本文编辑:易　 浩)

􀅰外刊撷英􀅰

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｕｌｓｅｓ ｏｆ ｒａｄｉａｌ ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｓｈｏｃｋ ｗａｖｅ ｔｈｅｒａｐｙ
(ｒＥＳＷＴ) ｏｎ ｈａｍｓｔｒｉｎｇ ｍｕｓｃｌｅ ｓｐａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｓｐａｓｔｉｃ ｔｙｐｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｐａｌｓｙ: Ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌ

Ｐｕｒｐｏｓｅ Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｒａｄｉａｌ ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｓｈｏｃｋ ｗａｖｅ ｔｈｅｒａｐｙ (ｒＥＳＷＴ) ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｕｌｓｅｓ ｏｎ
ｈａｍｓｔｒｉｎｇ ｍｕｓｃｌｅ ｓｐａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｓｐａｓｔｉｃ ｔｙｐｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｐａｌｓｙ (ＣＰ).

Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｐａｓｔｉｃ ＣＰꎬ ９ ｍａｌｅｓ ａｎｄ ４ ｆｅｍａｌｅｓꎬ ａｇｅｄ ５ ｔｏ １４
ｙｅａｒｓ (ｍｅａｎ ａｇｅ ９.２). Ｔｗｅｎｔｙ￣ｆｉｖｅ ｓｐａｓｔｉｃ ｈａｍｓｔｒｉｎｇ ｍｕｓｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ. Ｇｒｏｕｐ Ｉ: ５００ ｐｕｌｓｅｓꎬ Ｇｒｏｕｐ ＩＩ: １ꎬ０００ ｐｕｌｓｅｓꎬ
Ｇｒｏｕｐ ＩＩＩ: １ꎬ５００ ｐｕｌｓｅｓꎬ ａｎｄ Ｇｒｏｕｐ ＩＶ: ２ꎬ０００ ｐｕｌｓｅｓ. Ａｕｓｔｒａｌｉａｎ Ｓｐａｓｔｉｃｉｔｙ Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ Ｓｃａｌｅ (ＡＳＡＳ) ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔｓ (ｐｒｅ￣ＥＳＷＴꎬ ｐｏｓｔ￣ＥＳＷＴꎬ ２ ｗｅｅｋｓ ｐｏｓｔ￣ＥＳＷＴꎬ ａｎｄ ４ ｗｅｅｋｓ ｐｏｓｔ￣ＥＳＷＴ).

Ｒｅｓｕｌｔｓ Ａｌｌ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ＡＳＡＳ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｐｒｅ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｌｔｈｏｕｇｈ ｏｎｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎ Ｇｒｏｕｐ ＩＩＩ (１ꎬ５００ ｐｕｌｓｅｓ).
Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＡＳＡＳ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｌｌ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｐｒｅ￣ＥＳＷＴ [ ｜ ２(２)＝ ３.９０７ꎬ Ｐ ＝ ０.２７２]ꎬ ｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ
ｐｏｓｔ￣ＥＳＷＴ [ ｜ ２(２)＝ １.２５０ꎬ Ｐ＝ ０.７４１]ꎬ ２ ｗｅｅｋｓ ｐｏｓｔ￣ＥＳＷＴ ｖｓ ｐｒｅ￣ＥＳＷＴ [ ｜ ２(２)＝ ３.３６７ꎬ Ｐ＝ ０.３３８]ꎬ ａｎｄ ４ ｗｅｅｋｓ ｐｏｓｔ￣ＥＳＷＴ ｖｓ ｐｒｅ￣
ＥＳＷＴ [ ｜ ２(２)＝ １.５６６ꎬ Ｐ＝ ０.６６７].

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＥＳＷＴ ｏｎ ｓｐａｓｔｉｃ ｈａｍｓｔｒｉｎｇ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｓｐａｓｔｉｃ ＣＰ ｉｓ ｎｏｔ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｕｌｓｅｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｐａｌｓｙꎻ ＥＳＷＴꎻ ｃｈｉｌｄｒｅｎꎻ ｈａｍｓｔｒｉｎｇꎻ ｐｕｌｓｅｓꎻ ｓｐａｓｔｉｃｉｔｙ.
【摘自:Ｗａｒｄｈａｎｉ ＲＫꎬ Ｗａｈｙｕｎｉ ＬＫꎬ Ｌａｋｓｍｉｔａｓａｒｉ Ｂꎬｅｔ ａｌ.Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｕｌｓｅｓ ｏｆ ｒａｄｉａｌ ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｓｈｏｃｋ ｗａｖｅ ｔｈｅｒａｐｙ

(ｒＥＳＷＴ) ｏｎ ｈａｍｓｔｒｉｎｇ ｍｕｓｃｌｅ ｓｐａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｓｐａｓｔｉｃ ｔｙｐｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｐａｌｓｙ: Ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌ. Ｊ Ｐｅｄｉａｔｒ Ｒｅｈａｂｉｌ Ｍｅｄꎬ
２０２２ꎬ１５(１):１５９￣１６４.ＤＯＩ: １０.３２３３ / ＰＲＭ￣２００７９６.】

􀅰９９２􀅰中华物理医学与康复杂志 ２０２２ 年 ４ 月第 ４４ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ａｐｒｉｌ ２０２２ꎬ Ｖｏｌ. ４４ꎬ Ｎｏ.４


