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作为脐带间充质干细胞体内示踪标志物在

大鼠脑缺血再灌注损伤中的表达"
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要"目的
!

通过腺病毒转染携绿色荧光蛋白"

c7+

$的脐带间充质干细胞"

RM'5-9

$移植大鼠脑缺血再灌注损伤模型!研

究
c7+

作为示踪剂的可行性%方法
!

体外培养经腺病毒转染
c7+

的
RM'5-9

!建立大鼠脑缺血再灌注损伤模型!通过脑立体定

位技术将
#a#(

< 携
c7+

的
RM'5-9

移植入损伤脑组织!并于造模
;O

后取脑组织进行冰冻切片!荧光显微镜下观察绿色荧光蛋

白表达情况%结果
!

体外携
c7+

的
RM'5-9

形态呈成纤维状!融合时聚集成簇!呈放射状或漩涡状排列!与未转染
RM'5-9

形态

无差异!荧光显微镜下可见
c7+

的阳性率达
$(>

以上!且荧光扩散至整个细胞!可反映细胞完整形态%移植后大鼠未出现排斥

反应!

;O

后脑组织移植部位附近均可见
c7+

表达!荧光未见衰减%结论
!

c7+

作为
RM'5-9

移植治疗脑损伤的有效示踪剂!可

为细胞水平的各种研究及体内移植细胞的研究提供实验手段%
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脑卒中等脑血管病是发生在脑部血管内血液循环障碍而

造成脑组织损伤的一种疾病#因其高发病率'高病死率和高致

残率#严重影响人们的生存及生活质量#给家庭'社会带来沉重

的经济和精神负担*其中#脑血管局部动脉粥样硬化'血栓脱

落及血管损伤等导致脑供血动脉栓塞而引起的缺血性脑卒中

最常见#临床通过溶栓'使用抗凝药物等改善脑血循环#但由于

其存在出血的风险和治疗时间窗的狭窄性#使得绝大多数患者

无法得到有效救治#且血管再通易导致脑组织缺血在再灌注过

程中#诱发氧自由基连锁反应#进一步加重脑组织损伤(

#

)

*近

年来#间充质干细胞$

'5-9

%以其高度自我复制及多向分化能

力成为组织工程再生的理想细胞*笔者前期的研究证实#人脐

带间充质干细胞$

RM'5-9

%#具有来源丰富#不造成伤害#免疫

原性低#相对更加原始等特点(

)B:

)

#使其在临床应用上具有独特

的优势和广阔的应用前景*细胞移植治疗需要研究移植细胞

的转归及分化#那么#如何追踪其在宿主体内的存活'定位至关

重要*绿色荧光蛋白$

c7+

%技术已成为一种成熟的示踪技术#

具有稳定'无毒的特点*本实验将腺病毒转染
c7+

标记的
RMB

'5-9

通过脑立体定位技术移植入脑卒中大鼠脑内#观察
c7+

在脑内的表达#探索其作为
RM'5-9

修复脑缺血再灌注示踪标

记物的可行性*

A

!

材料与方法

A=A

!

材料
!

52

大鼠#雄性#

)!(

!

:((

&

$上海捷思杰%#腺病毒

转染
c7+

标记的
RM'5-9

$中国科学院干细胞库%#

2]B!

动物

脑立体定位仪$四川成都泰盟%#干细胞培养基$美国
5MAI0B

MIFF

%*

A=B

!

方法

A=B=A

!

实验动物分组
!

#$

只
52

大鼠分为
:

组#每组
<

只*

对照组!不做处理&模型组!线栓法造模#给予
+85

&

RM'5-9

移

植组!线栓法造模#造模
)?K

后#立体定位仪定位于
'-1.

最

初损害部位纹状体#注射移植干细胞
#a#(

< 个"只*

+

$$<)

+
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A=B=B

!

脑缺血再灌注损伤模型建立
!

动物用
#(>

水合氯醛

腹腔注射麻醉*仰卧位固定#颈正中线切口#沿胸锁乳突肌内

缘分离肌肉#分离左侧颈总动脉$

--1

%'颈外动脉$

-̀1

%和颈

内动脉$

%-1

%#在
--1

远心端和近心端及
-̀1

处用动脉夹夹

闭#然后#在近心端结扎
--1

'

-̀1

*在距
--1

分叉部
?QQ

处剪一小口#将栓线插入到
%-1

#这时用
--1

远心端的细线轻

轻系牢栓线*从血管分叉处开始算#当插入深度在
#$QQ

时#

紧紧系牢
--1

远心端的细线#动作轻柔#不要使
%-1

有任何

的牵拉#否则会使栓线脱出
--1

*血管外栓线不要留得过长#

更不要缝在皮外#大鼠会自行拔出*缝合伤口#单笼饲养观察*

缺血后
)K

小心抽出栓线#形成脑缺血再灌注损伤模型*

A=B=C

!

干细胞移植
!

造模
)?K

后#将
c7+

标记的
RM'5-9

体

外培养扩增#采用脑立体定位仪进行脑内移植$图
#

%#取
c7+B

RM'5-9)(

'

*

细胞悬液$

#a#(

< 细胞%缓慢注射$

1+B(=!

QQ

&

*B:=(QQ

&

3B!=(QQ

%#速度为
!

'

*

"

QA0

#留针
!QA0

#于

造模后
;O

取脑固定#制作冰冻切片$厚
)(

'

Q

%*

图
#

!!

脑立体定位移植
RM'5-9

B

!

结
!!

果

B=A

!

RM'5-9

体外培养及
c7+

标记
!

RM'5-9

体外培养呈纤

维细胞状#融合时聚集成簇#呈放射状或漩涡状排列#经腺病毒

转染的
c7+BRM'5-9

形态与未转染无差别#荧光显微镜下可

见转染阳性率达
$(>

以上#且荧光扩散至整个细胞#可以反映

细胞的完整形态#选取第
?

代细胞用于动物移植#见图
)

*

!!

注!

1

代表第
:

代
RM'5-9

&

8

代表第
:

代
RM'5-9c7+

表达&

-

代

表第
?

代
RM'5-9

&

2

代表第
?

代
RM'5-9c7+

表达*

图
)

!!

RM'5-9

体外培养及
c7+

转染

B=B

!

RM'5-9

在脑组织中的定位
!

第
?

代细胞用于动物移

植#造模
;O

后大鼠脑组织移植部位附近及病灶区域$纹状体

及皮质%均可见
c7+

阳性$绿色荧光%细胞#

c7+

强表达#荧光

未见衰减#见图
:

*

!!

注!

1

代表模型组大鼠脑组织&

8

#

-

代表
RM'5-9

移植组大鼠脑组

织$箭头所指为
c7+

定位%*

图
:

!!

RM'5-9

在脑组织中的定位

C

!

讨
!!

论

缺血再灌注引起的脑损伤严重损害人类的健康#传统治疗

有限#细胞生物疗法为脑卒中患者带来新的希望(

?

)

*

RM'5-9

不仅具有自我更新及多向分化的干细胞特性#而且以免疫源性

低'更加原始'取材更为安全等优势广泛应用于移植替代治

疗(

!B<

)

*笔者前期将
RM'5-9

用于治疗大鼠肾缺血再灌注损伤

及药物性肝损伤#均取得了显著的疗效#实验证实
RM'5-9

能

有效修复损伤组织#可能通过转归'分化'旁分泌等机制达到修

复作用(

)

)

*本实验将
RM'5-9

应用于脑损伤治疗#观察
RM'B

5-9

对于脑缺血再灌注损伤的修复作用#如果要深入研究
RMB

'5-9

的定位与分化#则需要一种较好的示踪技术来追踪细胞

在体内的定位和迁移*

目前#用于体内示踪的示踪剂主要有胸腺嘧啶核苷的类似

物$

8NOe

%'红色荧光染料$

+bd)<

%'

c7+

等*

8NOe

在细胞分

裂时掺入到
261

中来标记细胞#但易干扰细胞
261

的稳定

而导致细胞死亡#且随着细胞的增殖而衰减&

+bd)<

虽不影响

细胞的增殖#但后期检测过程中荧光不稳定(

;

)

&

c7+

最初是由

学者于
#"<)

年从水母中发现的#由于在紫外或蓝光的激发下

可产生绿色荧光#且具有荧光稳定#不需要任何反应底物#对细

胞无毒无害#易于观察等优势#广泛应用于诸多生物学领域#通

常学者通过构建融合基因#转染细胞表达#借助荧光显微镜即

可进行细胞内活体观察(

$B#(

)

*国内外学者已将
c7+

用于干细

胞的体内示踪#观察干细胞的定位及迁移情况#结合荧光免疫

组织化学技术观察细胞在体内的转化(

##B#)

)

*但用于标记
RM'B

5-9

治疗脑损伤的报道少见*本实验利用腺病毒转染
c7+

的

RM'5-9

脑立体定位移植于脑损伤区域#观察
c7+

在实验观

察时间内的示踪情况*结果显示#体外
RM'5-9

经腺病毒转

染#

c7+

阳性率可达
$(>

以上#且荧光扩散至整个细胞#展现

细胞的完整形态#有利于在活细胞水平观察细胞的生长#与文

献报道相一致(

#:

)

*

c7+

表达阳性的
RM'5-9

经过脑立体定位

移植入大鼠受损脑组织#发现移植第
<

天在大鼠脑纹状体及皮

质部位均可检测到
c7+

表达#说明
RM'5-9

定位于受损脑组

织周围发挥修复作用#

c7+

在
;O

内荧光未衰减#作为示踪剂

可以较好地反映
RM'5-9

在体内的情况*

综上所述#

RM'5-9

是治疗脑缺血再灌注损伤的新途径#

其定位与转化等深入研究需要适合的示踪技术#

c7+

作为
RMB

'5-9

的有效示踪剂为细胞水平的各种研究及体内移植细胞

的研究提供了实验手段*
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