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摘　要:【目的】研究骨髓基质细胞脑内移植后的分布和移行 ,为细胞移植治疗疾病奠定基础。【方法】常规培养大鼠骨髓基质细胞 ,应用

免疫组织化学方法对细胞进行鉴定 , Hoechst33258标记细胞 ,立体定向移植到大鼠的纹状体 ,经过一段时间后处死大鼠 ,脑组织切片 ,直接在荧

光显微镜下检查存活的细胞。【结果】细胞移植到大鼠脑内能够长时间存活 ,移植细胞与宿主细胞有很好的相容性 ,宿主脑组织的结构无破

坏 ,移植细胞能够移行一段距离 ,说明脑内存在的信号诱导细胞向一定的方向迁徒。【结论】骨髓基质细胞脑内移植后 ,能够与宿主脑组织整

合在一起 ,无细胞过度增生和胶质瘢痕形成 ,这种细胞可能成为中枢神经系统自体移植的细胞来源。

关键词:骨髓基质细胞;培养;移植

中图分类号:Q831　　　文献标识码:A　　　文章编号:1000-257(2002)5S-0017-03

　　骨髓基质细胞(bone marrow stromal cells , BMSCs)是指

克隆形成单位成纤维细胞(colony-forming-unit fibroblast)又

称间充质干细胞(mesenchymal stem cell), BMSCs 是骨 、软骨

和脂肪的组织来源 , 在一定的条件下可诱导分化为成骨细

胞 、软骨细胞 、脂肪细胞和肌母细胞[ 1 , 2] 。近几年的研究表

明 , BMSCs 在体内和体外都可以表达神经元的标志物 , 提示

BMSCs有分化为神经细胞的潜能[ 3 ～ 8] 。 BMSCs 对自体神经

移植有潜在的应用前景 ,我们在体内对其进行移植研究。

1　材料和方法

1.1　材　料

DMEM 培养基 、胎牛血清(FBS)和谷氨酰胺均为 GIB-

CO/ BRL 公司产品;重组人碱性成纤维细胞生长因子(Sig-

ma , F0291);鼠抗波形蛋白单克隆抗体(1∶150 , Chemicon);鼠

抗神经元特异性烯醇化酶(NSE)单克隆抗体(1∶100 , Anti-

body Diagnostic , CA);鼠抗神经微丝(NF)单克隆抗体(1∶

100 , Antibody Diagnostic, CA);鼠抗胶质纤维酸性蛋白

(GFAP)单克隆抗体(1∶100 , Antibody Diagnostic , CA);鼠抗

纤维粘连蛋白单克隆抗体(1∶200 , Chemicon);F ITC 标记的

兔抗鼠二抗(1∶100 , Chemicon);ABC 试剂盒为华美公司产

品。

1.2　骨髓基质细胞的培养

SD 大鼠(鼠龄 2 ～ 4 个月)过量麻醉处死 ,取出股骨和胫

骨 ,无菌条件下剪开骨髓腔 , 用缓冲液冲洗出骨髓组织 , 2.5

m L注射器反复抽吸冲出的细胞使其分离 , 200×g 离心 10

min , 去上清 , DMEM 培养基重悬细胞 , 培养基中含有体积分

数 10%的胎牛血清 , 2 mmo l/ L L-谷氨酰胺 , 100 U/m L的青

霉素 , 100 g/ L 的链霉素。 细胞的种植数密度约为 8 000

cm-3 , 24 h后换培液 , 此时贴壁的细胞较少 , 细胞生长至融

合时传代;用 2.5 g/ L的胰蛋白酶 1 mmol/ L EDTA 37 ℃消

化细胞 3 ～ 4 min , 离心 , 细胞稀释 2 ～ 3 倍传至培养瓶中培

养 , 2～ 3 d换半量培养液。传代培养的细胞培养基中可加入

bFGF , 使其终质量浓度为 20 μg/ L , 这样能明显增加细胞的

增殖速度。

1.3　免疫细胞化学检查

贴壁培养的细胞直接在培养皿上 ,经过一段时间的培养

后进行免疫细胞化学检查。0.01 mol/ L PBS 洗去培养液 , 40

g/ L 的多聚甲醛固定 15 min;PBS 洗 3次 , 每次 5 min;2.5 g/

L T riton X-100 处理 15 min;PBS 洗 3 次 ,每次 5 min;含有体

积分数 1%马血清的一抗 37 ℃处理 1.5 h , 4 ℃过夜;PBS 洗

3 次 , 每次 5 min;F ITC 结合的兔抗鼠 IgG 二抗 37 ℃孵育 1

h;PBS 洗 3 次 ,每次 5 min;荧光染色在荧光显微镜下观察 、

照相。

1.4　细胞标记和纹状体内移植

移植前 , 培养基中加入 1 mg/ L的 Hoechst33258 标记 24

h , 2.5 g/ L的胰蛋白酶 1 mmo l/ L EDTA 消化 , 离心收集细

胞 , 将细胞数密度调至(0.5 ～ 1)×109/ L待移植用。 SD大鼠

体质量 220 ～ 240 g ,按 350 mg/ kg 腹腔内注入水合氯醛 , 麻

醉满意后 , 将大鼠固定在立体定向架(Narishige)上 , 头部常

规备皮消毒 , 无菌操作下头皮切口 、钻孔 ,纹状体立体定向位

点是前囟前方 1 mm ,侧方 3 mm ,进针深度为 4～ 5 mm ,将 4

μL 细胞悬液匀速注入此位点 , 注射时间为 5 min , 停留时间 5

min。退针后双氧水消毒 , 缝合切口。

1.5　脑组织的处理和观察

移植后 1个月(5 只)、2 个月(4 只)、3 个月(5 只), 将大

鼠过量麻醉处死 , 先后用冷的生理盐水和 40 g/ L 多聚甲醛

灌注固定 , -70 ℃冰箱保存。冰冻连续切片(横断 , 与针道

平行), 厚度为 20 μm。 切片直接在荧光显微镜下观察 、照

像。细胞移行的距离的计算用公式 N -D/2 计算 , 其中 N

为含有移植细胞的切片总厚度 , D 为微量进样器的直径 , 本
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实验的微量进样器的直径是 0.75 mm。

2　结　果

原代培养的细胞仅有少量贴壁 , 24 h 后倒掉悬浮的细

胞。贴壁细胞在低数密度的状态下长成大的扁平的单层细

胞 ,一般在 7 ～ 10 d后达到融合 ,这时细胞体变得细长 , 形态

极像成纤维细胞(图 1)。在胎牛血清存在的条件下 , 传代细

胞在 3～ 4 d 左右可增殖一倍 , 加入 bFGF可明显增进细胞的

分裂能力。培养的细胞可以稳定增殖和传代 , 体外培养 10

代以后 ,细胞的增殖速度无明显减慢。细胞表达中胚层来源

细胞的标志物波形蛋白(图 2),大部分细胞也表达纤维粘连

蛋白和 NSE , 但 NSE 的阳性较弱 ,未见 NF 和GFAP的表达。

Hoechst33258 处理 24 h 后 , 全部细胞的细胞核都被标

记。BMSCs移植到大鼠纹状体 1 到 3 个月 , 处死大鼠 ,对脑

组织进行冰冻切片检查。在荧光显微镜下所有的移植动物

脑组织中都发现了移植的存活细胞 , 移植后 1 个月 , 存活的

细胞主要位于针道内 , 部分细胞开始移行 , 与宿主组织结合

在一起。移植后2 个月 , 细胞的移行更加明显(图 3),最远可

达皮层下部位 ,大部分细胞集中在纹状体和胼胝体 , 移行到

皮质的细胞较少。移植后 3 个月 ,脑内存活的移植细胞明显

减少 , 但移行得更加广泛 , 移行最远距离可距针道边缘 1

mm。

3　讨　论

现已经明确胎脑移植治疗帕金森病在临床上是有效的;

移植的胎儿中脑腹侧细胞在病人体内存活 , 持续分泌多巴

胺 ,病人的症状改善 , 并且有形态学证据的支持[ 9] 。 但这种

治疗方案难以大范围地开展 , 原因是供体有限 , 而且还涉及

伦理和道德的争议。解决的一个办法是异种移植 , 但由于异

种免疫排斥的原因 ,这种办法短期内难以应用到临床。另一

个解决问题的途径是将人体细胞在体外大量培养 , 分化成所

需的神经细胞 ,再移植到病人体内 , 这就解决了细胞来源的

问题。但中枢神经细胞位置深在 ,获取细胞必然对组织造成

损伤。而人体的其他组织如骨髓 、皮肤和脂肪组织则容易获

取 ,如果在体外将这些来源的细胞分化为神经细胞或能直接

移植到病人体内 ,将为临床移植大规模的开展提供极大的便

利。

最近有研究证实 ,骨髓来源的细胞可以在体内表现为神

经元的表型 ,表达神经元特异性核抗体(neuron-specific nucle-

ar antig en , NeuN)和 NSE[ 3 , 4] , 两者用的移植细胞是没有经

过任何处理的骨髓细胞的混合物 ,因此不可能把移植细胞的

命运归于一种干细胞类型。目前认为 ,体内鉴定神经元最可

靠的方法还是细胞的形态 , 脑内移植分化的 NSE 和 NeuN

阳性细胞无典型的成熟的神经元形态
[ 3 , 4]

。 BMSCs 移植到

新生小鼠的侧脑室后 , 移植细胞广泛移行到宿主前脑和小

脑 ,对宿主的脑组织结构无破坏 , 有很好的相容性 , 在海马和

纹状体的移植细胞表达星型胶质细胞的标志物 GFAP , 在脑

干中偶尔见到 NF 阳性的植入细胞 , 说明部分 BMSCs 分化

为神经元[ 6] 。

最近对 BMSCs 进行体外分化研究 , 有少量的细胞分化

为神经元和星型胶质细胞 ,在分化过程中有巢蛋白的 mRNA

表达[ 8] 。将人或小鼠的 BMSCs 标记后与胚胎大鼠中脑或纹

状体细胞共培养 ,有少量的 BMSCs分化为神经元样细胞 ,表

达 NeuN ,一部分分化为胶质细胞 ,表达 GFAP[ 8] 。Woodbury

等[ 7]应用 β-巯基乙醇进行分化研究 ,约 50%～ 80%的细胞

化为神经元样的细胞 ,表达 NSE和 NF 。我们的免疫细胞化

学检查证实 , BMSCs 有 NSE 的表达 ,初步的研究也证实BM-

SCs 中有 NSE mRNA 的表达(待发表资料), 这都进一步提

示 BMSCs向神经细胞分化的能力 , 表明了这种细胞极强的

可塑性。移植到成年大鼠脑内 , 细胞可以移行 , 证明脑内存

在一定的信号诱导外源性的 BMSCs 向一定的方向移行和分

化。 BMSCs 在体内究竟分化为神经细胞还是维持骨髓基质

细胞的表型 , 目前还在研究之中。 Chen 等[ 10] 将骨髓细胞与

脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic factor , BD-

NF)一起注入到短暂缺血大鼠的脑内缺血部位的边缘区 , 移

植后一周检查大鼠的运动功能与对照相比有明显改善 , 在移

植部位发现移植的细胞 ,部分移植细胞表达 NeuN 和 GFAP ,

证明骨髓来源的细胞可以分化为神经元和星型胶质细胞。

但这种神经细胞究竟是造血干细胞还是骨髓基质细胞来源 ,

尚有待于确证。

骨髓基质细胞能在体内和体外分化为神经细胞 , 因此对

治疗中枢神经系统疾病有潜在的应用价值 ,与其它的干细胞

相比有显著的优越性 ,首先 , 骨髓细胞容易获得 ,可以避免从

脑部获取细胞所造成的损伤;其次 , 这种细胞在体外增殖速

度快 , 不必进行永生化就能获得足够的细胞用于移植;第三 ,

BMSCs能够进行自体移植 , 可以克服种族和免疫障碍;如果

在体外证实这种细胞有功能 ,能分泌神经递质 , 将来就可进

行动物实验 , BMSCs 可以做为一种潜在的自体神经移植的

一种细胞来源。
(本文图 1～ 3见封 3)
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5-氟尿嘧啶-聚[ (2-羟乙基)-L-谷酰胺]的合成及释药研究
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摘　要:【目的】将小分子的抗癌药 5-氟尿嘧啶键合在具有水溶性良好 、可生物降解的高分子材料上 ,得到低毒 、良好生物相容性和缓释

作用的高分子前药。【方法】以聚谷氨酸苄酯为原料 ,用乙醇胺进行胺解得水溶性的 、可生物降解的聚[ (2-羟乙基)- L-谷酰胺] ;用光气/甲苯

液活化 5-氟尿嘧啶 ,将其以共价键形式键合在高分子上 ,得 5-氟尿嘧啶的高分子前药。【结果】用红外光谱 、紫外光谱 、核磁共振谱及差热分析

对其结构进行表征 ,用紫外光谱测定其药物含量 ,载药高分子的接药率约为 38.4%,在磷酸盐介质(pH=7.2)中 24 h 和 6周药物累积释放量

分别占总载药量的 27.26%和 57.53%。【结论】5-氟尿嘧啶以碳酸酯形式键合在聚[ (2-羟乙基)-L-谷酰胺] 之上 ,体外释药实验表现出一定的

缓释效果。

关键词:聚[ (2-羟乙基)-L-谷酰胺] ;5-氟尿嘧啶-聚[ (2-羟乙基)-L-谷酰胺] ;高分子前药;缓释

中图分类号:R979.1　　　文献标识码:A　　　文章编号:1000-257X(2002)5S-0019-03

　　目前临床上治疗癌症的药物通常为小分子的药物 ,其特

点是除杀死癌细胞外 , 对正常的细胞也有较大的毒副作用 ,

此外还具有代谢快 ,半衰期短等缺点。而将小分子抗癌药物

键合在高分子材料上制成高分子前药可具备缓释 、靶向等特

点 ,可有效克服小分子药物的一些缺点。聚氨基酸类合成高

分子材料对生物体无毒 ,无副作用 , 无免疫源性 , 具有良好的

生物相容性 。因此聚氨基酸类作为高分子键合药物的载体

研究倍受人们的关注[ 1 ～ 4] 。聚谷氨酸苄酯具有良好的生物

相容性和生物可降解性 ,但水溶性极差 , 反应活性也不高 , 不

宜直接作为高分子键合药物的载体。本文以聚谷氨酸苄酯

为原料 , 用乙醇胺进行胺解得水溶性良好 、反应活性较高的

聚[ (2-羟乙基)-L-谷酰胺] (PHEG),将抗癌药 5-氟尿嘧啶以

共价键形式键合其上得高分子前药 ,合成路线如下。并对其

进行了紫外光谱 、红外光谱 、核磁共振谱和差热分析其表征。

1　材料与方法

1.1　材　料

聚谷氨酸苄酯(PBLG):自制;光气-甲苯液:自制;乙醇

胺:广州试剂厂;5-氟尿嘧啶:上海第十二制药厂;二氧六环:

加钠回馏 8 h ,蒸出;吡啶:氢氧化钠干燥 , 蒸出;N , N-二甲基

甲酰胺(DMF):4A 分子筛干燥 , 减压蒸馏。 透析袋:ф=1

cm ,透析相对分子质量范围:10 000;ф=2.5 cm ,透析相对分

子质量范围:8000 ～ 1200(北京)。

1.2　聚[(2-羟乙基)-L-谷酰胺](PHEG)的合成

在反应瓶中加入 5 g PBLG , 10 m L 精制的二氧六环和

40 mL 乙醇胺 , 60 ℃下电磁搅拌约 16 h 溶液透明 ,继续搅拌

2 ～ 3 h , 取少量反应液用水稀释 ,如无沉淀 ,则再取少量将反

应液倒入 5 倍体积的三氯甲烷沉淀 ,抽滤 , 沉淀溶解在适量

水中 , 测定紫外光谱 , 若在 257 nm 处观察不到苄基的吸收

峰 , 将反应液倒入 5 倍体积的三氯甲烷中沉淀 , 抽滤 , 沉淀用

三氯甲烷洗涤数次 , 真空干燥得白色固体。用 ф=2.5 cm

的透析袋在蒸馏水中透析 48 h , 真空干燥得无色透亮固体

2.3 g ,产率为 58 %。称量 30 mg PHEG 溶于 15 mL 蒸馏水

中 , 使用乌氏黏度计 , 测定其黏度 , [ η] =1.4×10-5 ×m 0.9

(H2O), PHEG 的相对分子质量为 3.3×104。

1.3　5-氟尿嘧啶-聚[ (2-羟乙基)-L-谷酰胺] (5-FU-PHEG)

的合成

在反应瓶中加入 0.5 g 5-氟尿嘧啶和 10 m L吡啶 , 注入

5 mL 5 mol/ L的光气-甲苯液 , 冰浴下反应 1 h ,撤去冰浴反

应 1 h , 抽去多余的光气待用;将 0.5 g PHEG 溶在 50 mL

DMF 中 ,慢慢加入反应液中 , 15 ℃下反应 40 h , 用 5 倍的三

氯甲烷沉淀 , 抽滤 ,沉淀用三氯甲烷和乙醚分别洗涤数次 ,真

空干燥得黄色固体。

1.4　5-FU-PHEG中的接药率测定

精确称量 5-氟尿嘧啶 10 mg , 用 0.1 mol/ L HCl溶解并

稀释至 100 mL 作为母液 ,用移液管准确移取母液 0.5 、1.0 、

1.5 、2.0 、2.5、3.0 、3.5、4 mL 稀释至 25 mL , 用紫外光谱测
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