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研究报告                                                               

慢病毒载体介导 Bdnf 基因修饰的骨髓间质干细胞移植

治疗脑梗死 
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摘  要: 为研究经 Bdnf 基因修饰的骨髓间质干细胞(Mesenchymal stem cells, MSCs)对脑梗死的协同治疗作用, 构建带

有大鼠 Bdnf 基因之慢病毒载体, 并感染大鼠骨髓间质干细胞(Rat mesenchymal stem cells, rMSCs)。运用线栓法制备大鼠

大脑中动脉栓塞模型, 经尾静脉注射移植, 对照组注射 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液(PBS)1 mL, Bdnf-rMSCs 和 Mock-rMSCs

组分别注射 Bdnf-rMSCs 细胞悬液以及未插入目的基因的空病毒载体感染后的 rMSCs 细胞悬液各 1 mL。各组大鼠分别

于术后 24 h、移植后 2 周及 2 月应用 modified Neurological Severity Scores (mNSS)评价神经功能状况。结果显示, 与对

照组相比 , Mock-rMSCs 及 Bdnf-rMSCs 移植组神经功能改善明显 , mNSS 评分差异有统计学意义(P<0.001), 而且

Bdnf-rMSCs 移植组明显优于 Mock-rMSCs 移植组(P<0.001)。移植后 2 周及 2 月, 与对照组相比两移植组梗死区脑组织

结构恢复较好, 均可见 EGFP 阳性细胞在梗死区及其周边区聚集并存活, 并有部分细胞出现神经元样改变。Bdnf- rMSCs

移植组中移植细胞大量表达 BDNF, 两移植组中均有部分植入细胞表达神经细胞表面标志物。研究表明 Bdnf 基因修饰

的 rMSCs 经静脉移植后可迁移至脑梗死灶周围, 向神经细胞分化并长期存活。移植后的干细胞可与其分泌的 BDNF 协

同促进脑梗死后神经功能恢复, 这为将来基因工程干细胞移植治疗脑梗死提供了实验依据。 

关键词 : 骨髓间质干细胞 , 脑源性神经生长因子 (BDNF), 静脉移植 , 大鼠 , 脑梗死  
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Abstract: Pretreatment with brain-derived neurotrophic factor(BDNF) reduces ischemic damage after focal 
cerebral ischemia, and bone marrow mesenchymal stem cells(MSCs) were reported to ameliorate functional 
deficits after stroke in rats. Here we investigate the synergistically therapeutic effects of BDNF gene-modified 
MSCs on cerebral infarction. We transfected MSCs with the BDNF gene using a lentivirus-based system and 
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investigated whether the BDNF-modified MSCs contributed to improved functional recovery in a rat transient 
middle cerebral artery occlusion(MCAO) model. Compared to untreated rats, rats that received both MSCs and 
BDNF-MSCs showed significantly more functional recovery. The difference in modified neurological severity 
score(mNSS) was statistically significant(P<0.001). Recovery was better in BDNF-MSCs than in MSCs(P<0.001). 
At the second week and second month after the systemic delivery of blank vector-modified MSCs and 
BDNF-modified MSCs, the treated rats exhibited more significant recovery than the control, including the 
accumulation and living of enhanced green fluorescence protein(EGFP)-positive cells in the infarct area and 
surrounding areas, neuron-like changes, expression of surface markers of neural cells, and a large amount of 
BDNF expression in the BDNF-MSCs-treated group. Our findings suggest that BDNF-gene-modified rMSCs can 
migrate to surrounding areas of the cerebral infarction lesion, differentiate into neural cells, and survive for 
extended periods. With the synergy of BDNF, they may promote the recovery of the neurological function 
following cerebral infarction and represent a new strategy for stem cell-based therapy.  

Keywords: mesenchymal stem cells, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), intravenous transplantation, rat, cerebral infarction 

已有多项研究证实骨髓间质干细胞(Mesenchymal 

stem cells, MSCs) 及 脑 源 性 神 经 生 长 因 子

(Brain-derived neurotrophic factor, BDNF)对脑缺血

损伤后神经元的保护和替代修复均有积极的治疗作 

用[1–5]。基于上述理论, 本研究采用慢病毒载体介导

Bdnf 基 因 高 效 修 饰 大 鼠 骨 髓 间 质 干 细 胞 (Rat 

mesenchymal stem cells, rMSCs)获得稳定及高量表

达 BDNF 的 rMSCs(Bdnf-rMSCs), 将此细胞经静脉

移植入大脑中动脉栓塞模型的大鼠体内以观察二者

协同治疗脑梗死的效果。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 
2 月龄, 250~300 g 清洁级雄性近交系 F344 大鼠

61 只[由中国科学院上海实验动物中心提供。实验动

物质量许可证号: SCXK(沪)2003-0003; 实验动物使

用许可证号: SYXK(闽) 2004-0007]。动物常温饲养, 

自由摄食、饮水, 光照 12 h, 术前 12 h 禁食。 

1.2  主要材料 
慢病毒载体质粒 PNL-IRES2-EGFP, 包装质粒

HELPER, 包膜质粒 VSVG 以及 293T 细胞均由美国

杜兰大学陈一平教授惠赠。Top10 菌: 由福建医科大

学林建银教授惠赠。 

主要试剂: 逆转录酶、限制性内切酶 BamH I 和

Sal I (Promega), 高保真 Pfu ultra DNA 聚合酶

(Strategen), Trizol 以 及 脂 质 体 lipofectamin2000 

(Invitrogen), 质粒抽提试剂盒 (Qiagen), 胎牛血清

(PAA), DMEM(GIBCO), 胰酶-EDTA(GIBCO), 青链

霉素(GIBCO)。其他试剂均为进口或国产化学分析纯。 

引物合成、测序均送上海博亚生物公司。 

抗体: 兔抗鼠 BDNF 多克隆抗体(Santa Cruz), 

羊抗兔 IgG/HRP 试剂盒, 兔抗大鼠 GFAP 多克隆抗

体, 兔抗大鼠 NSE 多克隆抗体, 小鼠抗人 NF-200 单

克隆抗体, TRITC 标记羊抗兔 IgG, TRITC 标记兔抗

小鼠 IgG(北京中山生物公司)。 

1.3  方法 
1.3.1  带有 Bdnf 基因慢病毒载体构建、鉴定 

rMSCs 的分离扩增、培养; 慢病毒感染 rMSCs

及感染后检测鉴定参见本研究小组以往研究结果[6]。 

1.3.2  制作大脑中动脉栓塞(Middle cerebral artery 

occlusion, MCAO)模型 

参照 Zea Longa 方法[7]并加以改进。模型成功的

标志为栓塞对侧肢体偏瘫,行走时向对侧转圈。假手

术组大鼠接受手术, 但栓线不插入颈内动脉颅内段, 

在颈内颈外动脉分叉处肉眼观察下前进 0.5 cm 即固

定结扎作为对照组(n=8)。 

1.3.3  实验动物分组 

将 MCAO 模型大鼠 48 只(已剔除术后死亡 3 只, 

术后无体征 2 只 )用随机数字表法分为 3 组 : 

Bdnf-rMSCs 组 16 只, Mock-rMSCs 组 16 只, 对照组

16 只。各组再根据时间点不同(移植后 2 周及 2 月)

分为 2 组, 每组 8 只。MCAO 模型建立后 24 h, 再

次麻醉大鼠, Bdnf-rMSCs 组经尾静脉移植 Bdnf 基因

修饰后的 rMSCs 单细胞悬液 1 mL(相当于约 5×106

个细胞), Mock-rMSCs 静脉移植组经尾静脉移植空

病毒载体感染的 rMSCs 单细胞悬液 1 mL(相当于约

5×106 个细胞), 对照组经尾静脉注射 0.1 mol/L PBS 

1 mL。移植后将大鼠置于室温控制在 20~25oC 的动
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物房(清洁级)中恢复正常饲养。 

1.3.4  行为学观察 

应用神经损伤严重程度评分(Modified neurological 

severity score, mNSS)[8]进行行为学观察。于 MCAO

术后 24 h 及移植后 2 周、2 月采用双盲法进行 NSS

评价各组动物神经功能状况。mNSS 包括运动试验

和平衡木试验 , 根据所能完成任务的分值统计得

分。mNSS 总分为 12 分, 评分越高表明神经功能损

伤越严重。 

1.3.5  荧光免疫组织化学观察 

取各组大鼠脑组织后置 10%甲醛固定 4 h, 30%

蔗糖溶液浸泡脱水 3 d。冰冻切片机冰冻切片, 以前

囟为起始, 切成等厚(15 μm)冠状切面脑片, 每隔一

片抽取一片作甘油封片荧光显微镜观察, 其余存放

于 4oC, 用于荧光免疫组化观察。PBS 清洗脑片 3 次; 

滴加 3% H2O2 至铺满整个脑片, 室温静置 10 min; 

PBS清洗 3次; 加入枸掾酸盐至液面盖过脑片, 微波

炉高火加热 10 min 修复抗原; PBS 清洗 3 次; 分别滴

加一抗(抗 BDNF、抗 NSE、抗 NF-200、抗 GFAP) 

(1:100 PBS 配制)至铺满整个脑片 , 放置于湿盒中

4oC 孵育过夜。次日取出, PBS 洗 3 次; 分别滴加

TRITC 标记的相应二抗(1:100 PBS 配制)至铺满整个

脑片, 湿盒中 37oC 避光孵育 1 h; 吸水纸吸干水分, 

甘油封片 , 避光晾干 , 荧光显微镜观察结果与未做

荧光组化前结果对比。阴性对照组以 PBS 代替一抗, 

其余步骤均同前。 

1.3.6  统计学分析 

对 Bdnf-rMSCs 移植组, Mock-rMSCs 移植组与

对照组三组间术后 24 h, 移植后 2 周及 2 月的 mNSS

评分用 Excel 软件及 SPSS11.0 软件行独立样本 t 检

验(Indenpandent samples test)。取 α=0.05。 

2  结果 

2.1  MCAO 模型评估 
MCAO 术后大鼠均出现手术侧 Horner 征, 并出

现右侧前肢屈曲内收 , 前进不能 , 向右绕圈 , 站立

不稳, 平衡能力明显减弱。手术后大鼠 mNSS 评分

平均值为 10.75, 证明为成功模型。而假手术组均无

上述症状。 

2.2  行为学观察结果 
各组数据经正态性检验均为正态分布(表 1)。

大鼠 MCAO 后 24 h、Bdnf-rMSCs 组、Mock-rMSCs

组及对照组的 mNSS 评分差异没有显著性意义

(P=0.867)。移植后 2 周每组大鼠的运动和平衡功

能较 MCAO 术后均有不同程度的恢复 , 但通过

mNSS 评分的统计学分析发现 Bdnf-rMSCs 组与

Mock-rMSCs 组的恢复均优于 PBS 组 , 组间差别有

显著性意义(P<0.001), 而且 Bdnf-rMSCs 组的恢复

好于 Mock-rMSCs 组 , 两组间差别亦有显著性意

义(P<0.001), 这种差别可保持到移植后 2 月。  

表 1  各组各时间点 mNSS 评分对比( x ±s, n＝8) 
Table 1  Comparison of mNSS of different groups at 

different time ( x ±s, n＝8) 

 Control 
group  

Mock-rMSCs 
group  

BDNF-rMSCs 
group 

Post-operative 24h 10.88±1.126 10.63±0.744 10.75±0.886
Post-transplantational 
2 w 7.88±0.835 4.63±0.744* 1.63±0.518*#

Post-transplantational 
2 m 5.38±0.744 2.50±0.535* 1.25±0.463*#

*P<0.001vs control; #P<0.001vs Mock-rMSCs group 
 

2.3  荧光免疫化学结果 
移植后 2 周, 脑组织切片直接于 488 nm 波长光

激发下观察, 发现 Mock-rMSCs 组及 Bdnf-rMSCs 组

脑梗死侧缺血区及周围有大量 EGFP 阳性细胞, 健

侧罕见, 而对照组未发现(图 1)。当应用抗 BDNF 抗

体 行 免 疫 荧 光 组 化 ( 应 用 tritc 标 记 二 抗 ) 后

Bdnf-rMSCs 组中大多数 EGFP 阳性细胞在另一 557 

nm 波长光激发下还发出红色荧光说明有 BDNF 表

达, 而 Mock-rMSCs组中 EGFP阳性细胞几乎未见红

色荧光, 两组脑片中均可见丰富红色荧光细胞(动物

模型本身的细胞表达)。说明移植后 Bdnf 基因修饰

的 rMSCs 在 脑 内 仍 可 大 量 表 达 BDNF, 虽 然

Mock-rMSCs组在体外用 RT-PCR及 Western blotting

的 方 法 可 检测 到 BDNF 表 达 , 但其 表 达 量 与

Bdnf-rMSCs 组的差异有显著性意义, 因此, 在体内

可能由于其表达量相对较低而未能检测到。进一步

应用抗 NSE、抗 GFAP 及抗 NF 等神经细胞相关表

面标记物抗体行荧光免疫化学染色后, 荧光显微镜

下发现两移植组中均有部分 EGFP 阳性细胞可激发

出红色荧光 , 并有部分细胞呈现神经细胞样改变 , 

说明部分移植细胞能够表达神经元以及神经胶质细

胞的标志物(结果未显示)。移植后 2 月, 我们仍能在

缺血区及周围观察到大量的 EGFP 细胞, 部分细胞
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呈神经细胞样改变, 经过抗 NSE、抗 NF 及抗 GFAP

等神经细胞相关表面标志物抗体行荧光免疫化学染

色后, 可以观察到与移植后 2 周同样的结果(图 2、

3)。未观察到明显成瘤迹象(结果未显示)。 

 
图 1  移植后 2 周 EGFP 阳性细胞分布结果(×200) 

Fig. 1  Results of the distribution of the EGFP (EGFP+) positive cells after 2 weeks of transplanting(×200) 
A: EGFP+ cells were localized around the ischemic focus by the fluorescence microscope in the Bdnf-rMSCs group; 
B: EGFP+ cells were localized around the ischemic focus by the fluorescence microscope in the Mock-rMSCs group; 

C: there was no EGFP+ cells found in the healthy side of brain in above two groups 

 
图 2  移植后 2 月 Bdnf-rMSCs 组免疫荧光组化结果(×200) 

Fig. 2  Results of immunohistochemical staining after 2 months of transplantation in the Bdnf-rMSCs group(×200) 
The figures of the A,B,C,D show that the EGFP+ cells(arrows) were localized around the ischemic focus. The figures of the a,b,c,d show that 

those EGFP+ cells of figures A,B,C,D(arrows) expressed BDNF or various neural cell surface markers respectively: in detail, (a) for BDNF(+); 
(b) for NSE(+); (c) for GFAP(+); (d) for NF(+). The merged images are showed in the figures ‘merge’ 

 

图 3  移植后 2 月 Mock-rMSCs 组免疫荧光组化结果(×200) 
Fig. 3  Results of immunohistochemical staining after 2 months of transplantation in the Mock-rMSCs group(×200) 

The figures of the A,B,C,D show that the EGFP+ cells (arrows) were localized around the ischemic focus. The figures of the a,b,c,d show that 
those EGFP+ cells of figures A,B,C,D (arrows) expressed various neural cell surface markers respectively, but don not express BDNF: in 

detail, (a) for BDNF(-); (b) for NSE(+); (c) for GFAP(+); (d) for NF(+).The merged images are showed in the figures ‘merge’ 
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3  讨论 
脑缺血梗死后如果不能在一定时间内改善血供, 

将导致缺血区神经元死亡 , 其后果是不可逆的 , 目
前临床上对此仍缺乏有效的方法, 这也是脑梗死预

后不良的关键原因。关于神经修复或再生的疗法是

将来治疗脑梗死的主要方向。BDNF 是脑内最重要

的神经营养因子之一, 具有维持、调控以及促进神

经细胞生长的作用。其可能机制包括：通过调节细

胞膜上钙离子通道蛋白的表达而影响钙离子流; 通

过抗自由基损伤, 提高细胞内抗氧化酶的活性及刺

激细胞的修复, 促进表达正常神经元功能所必需的

分子并维持正常信号的传递等[9]。多年来许多研究表

明其对脑缺血损伤有着积极的保护及修复作用[1,10]。 

MSCs 是骨髓中非造血干细胞, 在骨髓中主要

起支持和营养造血干细胞作用。研究发现这种细胞

具有干细胞持续增殖和多向分化的潜能, 近来体内

外实验研究均表明 MSCs 能够分化成神经细胞[11,12]。

同时, 近年来有学者认为干细胞的可塑性实际上是

移植的供体细胞和不同的组织细胞融合后细胞基因

组重组的结果[13,14]。经多项研究证实, 这种融合现象

确实存在, 但发生率较低。因此, 目前大多数学者认

为干细胞的可塑性包括了分化与融合这两种现象。

由于 MSCs 的可塑性, 且具有取材方便、免疫排斥

反应弱 , 少受伦理学制约 , 移植方便等特点 , 使其

成为移植细胞和基因载体应用于脑梗死的治疗。国

内外已有很多研究 [15,16]表明从骨髓中分离培养的

MSCs 移植后, 其能够在体内存活并聚集在损伤区

域 , 分化表达神经细胞的标志物 , 并对宿主的神经

细胞存活及神经再生起到了积极的作用。静脉移植

相对于其他移植方法例如局部定向注射移植而言 , 

具有安全、有效、更贴近临床等优点, 因此通过静

脉移植无疑是一种更加有效而且现实的方法, 这已

经本研究小组前期工作证实 [17], 而且在移植后

MSCs 主要分布聚集在缺血灶周围, 而在其他脏器

分布很少[18]。目前 MSCs 经血管移植后迁移、在脑

内存活、分化的机制尚未完全明了。其中 MSCs 移

植后向病损部位迁移是其发挥治疗作用的首要条

件。其可能机制是脑组织损伤后释放一些细胞黏附

分子、炎症因子、趋化因子, 及进入体内的 MSCs

表面也产生一些细胞黏附分子对其的迁移产生一定

的趋化作用, 本研究小组前期研究表明基质细胞衍

生因子-1(SDF-1)及其配体在这一趋化过程中起到了

重要作用[19]。同时脑缺血后血脑屏障的破坏, 也有

助于静脉移植入的 MSCs 进入缺血脑区。 

越来越多的研究表明将合适的营养因子导入合

适载体细胞进而移植入靶点对于脑梗死将会是一种

非常有效的治疗途径。因此, 转基因骨髓间质干细

胞移植已成为脑内移植治疗研究的重要方向。移植

后的载体细胞既能替代缺血损伤造成的神经元丢 
失 , 又能大量分泌营养因子从而发挥双重治疗作

用。Zhao[20]等通过构建 Bdnf 逆转录病毒载体感染

MSCs, 发现基因修饰后 MSCs 大量表达分泌 BDNF, 
并且经维甲酸诱导后分化为神经细胞, 免疫组化检

测到神经元特异的表面标志。因此设想若能将

Bdnf-MSCs 基因工程干细胞移植入缺血损伤脑内 , 
不仅 MSCs 本身可以替代损伤及凋亡的神经元, 并
能通过旁分泌作用促进周围组织细胞的修复再生 , 
以达到双重治疗功效。Kazuhiko[21]等应用 Bdnf 腺病

毒载体感染 MSCs, 移植 MCAO 大鼠脑后发现

Bdnf-MSCs 移植后表达及分泌的 BDNF 量比单纯移

植 MSCs 高 23 倍, 移植 7~14 d 后 Bdnf-MSCs 组功

能恢复明显高于对照组, MRI 显示梗死范围亦明显

小于对照组。这些研究均提示经 Bdnf 基因修饰

MSCs 应用于脑缺血治疗将成为一个快捷有效可行

的方法。而 Nomura[22]等通过静脉移植经 Bdnf 基因

修饰的人 MSCs 入 MCAO 大鼠体内, 发现其不仅能

减少梗死体积、改善神经功能恢复, 而且治疗效果

比单纯 MSCs 移植组好。 
与上述二者的研究相比, 本实验研究采用了更

佳性能的慢病毒载体, 通过它的介导使得感染后的

rMSCs 可以长期稳定而高效的表达所插入的目的基

因 Bdnf。通过实验发现 Bdnf-rMSCs 和 Mock-rMSCs
分别经静脉移植入 MCAO 大鼠体内后, 两者均可促

进 MCAO 大鼠的神经功能的恢复。两移植组移植后

2 周及 2 月大鼠神经功能改善较对照组明显, mNSS
评分差异有显著性意义, 但两移植组间 mNSS 评分

差异也有显著性意义 , Bdnf-rMSCs 组明显优于

Mock-rMSCs 组。移植后 2 周及 2 月两移植组细胞均

迁移定居于缺血损伤区及其周边区域, 并可稳定表

达 BDNF。两组均有部分移植细胞分化为神经元样

细胞并表达神经细胞的特异性标志物 NSE、NF 及

GFAP 等 , 前期研究显示其 NSE、NF 表达率在

2%~3%左右, GFAP 在 6%~8%左右[23]。这些都说明
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了 Bdnf-rMSCs 基因工程干细胞移植后确能通过分

化而发挥替代治疗并可分泌营养因子改善局部内环

境促进神经功能恢复的双重治疗作用, 是否存在融

合现象须设计额外的实验以证实。而且通过 2 月观

察并未发现成瘤倾向。更长期的效果仍待观察。 
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