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肾脑复元汤联合人脐带间充质干细胞移植对脑缺血再灌注大鼠神经营养因
子表达的影响 
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摘  要：目的  探究肾脑复元汤（SFD）联合人脐带间充质干细胞（hUC-MSCs）移植对缺血性脑卒中的神经保护作用及机

制。方法  采用大脑中动脉栓塞（MCAO）法制备脑缺血再灌注大鼠模型，大鼠随机分为假手术组、模型组、SFD 组（11.6 

g/kg）、hUC-MSCs 组、联合组（SFD＋hUC-MSCs），各组根据处死时间随机分为造模 4、8、15 d 3 个时相组；采用神经功

能缺损评分量表评估各组大鼠神经功能改变，HE 染色观察海马区脑组织病理改变，免疫组化和 Werstern blotting 分别检测脑

源性神经营养因子（BDNF）和碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）的表达。结果  与模型组比较，SFD 组、hUC-MSCs 组

和联合组海马区神经细胞坏死均明显减轻，SFD 组（第 8、15 天）、hUC-MSCs 组及联合组（第 4、8、15 天）神经功能缺

损评分显著降低、BDNF 和 bFGF 表达显著升高（P＜0.01、0.05）。与 SFD 组和 hUC-MSCs 组比较，联合组第 8、15 天时神

经功能缺损评分显著降低、BDNF 和 bFGF 表达显著升高（P＜0.05）。结论  SFD 联合 hUC-MSCs 移植能显著改善脑缺血后

大鼠神经功能恢复，其作用机制可能与促进脑缺血后神经营养因子 BDNF 和 bFGF 表达有关。 
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Effects of Shennao Fuyuan Decoction combined with implantation of hUC-MSCs 
on expression of neurotrophic factors in cerebral ischemia-reperfusion rats 
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Abstract: Objective  To investigate the neuroprotective effects and mechanisms of Shennao Fuyuan Decoction (SFD) combined with 

implantation of human umbilical cord mesenchymal stem cells (hUC-MSCs). Methods  Rats were randomly divided into Sham 

operation group, model group [cerebral ischemia-reperfusion (I/R) model of rats prepared by middle cerebral artery occlusion, 

MCAO], SFD group (11.6 g/kg), hUC-MSCs group, combination group (SFD + hUC-MSCs), and these groups were separately divided 

into other three groups by execution time (days 4, 8, and 15). The neurological function of rats was evaluated by neurological severity 

scores (NSS), the pathological changes of hippocampus were observed by HE staining, and the expression of BDNF and bFGF was 

detected by immunohistochemical and Werstern blotting method. Results  After cerebral ischemia, the neural necrocytosis of 

hippocampus in SFD group, hUC-MSCs group, and combination group was alleviated compared with model group; Compared with 

model group, the NSS was much lower and the expression of BDNF and bFGF was higher in SFD group (days 8 and 15), hUC-MSCs 

group, and combination group (days 4, 8, and 15) (P < 0.01 and 0.05); Compared with SFD group and hUC-MSCs group, the NSS was 

lower and the expression of BDNF and bFGF was higher in combination group (days 8 and 15) (P < 0.05). Conclusion  The 

combination of SFD and hUC-MSCs implantation could significantly improve the restoration of nuerological defects after cerebral 

ischemia of rats, and this neuroprotective effect is probably due to the promotion of BDNF and bFGF expression. 

Key words: Shennao Fuyuan Decoction; human umbilical cord mesenchymal stem cells; ischemia stroke; brain-derived neurotrophic 

factor; basic fibroblast growth factor 
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缺血性脑卒中具有高发病率、高致残率、高致死

率及高复发率等特点，严重威胁中老年人的生命健

康，目前仍然缺乏安全、高效的治疗措施，因此，研

究本病的防治具有重大的医学和社会意义。一方面，

近年来，通过移植具有自我增殖、多向分化特点的间

充质干细胞治疗缺血性脑卒中在实验研究中取得了

一定进展，而来源广泛、含量丰富、低免疫原性的人

脐 带 间 充 质 干 细 胞 （ human umbilical cord 

mesenchymal stem cells，hUC-MSCs）更是引起了广

泛关注[1]；另一方面，长期临床实践和研究观察证明，

传统中医药可显著改善脑卒中后遗症、提高患者生活

质量，有望为本病的脑保护治疗开辟新的途径[2]。因

此，本研究通过建立大鼠大脑中动脉栓塞（middle 

cerebral artery occlusion，MCAO）模型，采用中药肾

脑复元汤（SFD）联合 hUC-MSCs 移植，从神经营养

因子表达等方面探究其对缺血性脑卒中的神经保护

作用及机制，以寻求一种可靠有效的治疗方式。 

1  材料 

1.1  动物 

健康雄性 SPF 级 SD 大鼠，体质量（280±20）

g，购自斯莱克景达实验动物公司，许可证号 SYXK

（湘）2011-0003，饲养于湖南中医药大学 SPF 级实

验动物中心。 

1.2  hUC-MSCs 

足月平产健康胎儿脐带从湖南中医药大学第一

附属医院妇产科获得，实验经过医院伦理委员会批

准，并与产妇及配偶签署脐带捐赠知情同意书。 

1.3  药物及主要试剂 

SFD 药材组成：熟地黄 10 g、山茱萸 10 g、山药

15 g、黄芪 30 g、红景天 20 g、牡丹皮 10 g、当归尾

10 g、赤芍 10 g、地龙 10 g、丹参 10 g、川芎 10 g，

以上药材均购自湖南中医药大学第一附属医院，并经

该院药剂科刘红宇副主任药师鉴定，分别为玄参科植

物地黄 Rehmannia glutinosa Libosch. 的干燥块根、山

茱萸科植物山茱萸 Cornus officinalis Sieb. et Zucc. 的

干燥成熟果实、薯蓣科植物薯蓣 Dioscorea opposita 

Thunb. 干燥根茎、豆科植物膜荚黄芪 Astragalus 
membranaceus (Fisch.) Bunge 的干燥根、景天科植物

红景天 Rhodiola crenulata (Hook. f. et Thoms.) H. 

Ohba 的干燥全草、毛茛科植物牡丹 Paeonia 

suffruticosa Andr. 的干燥根皮、伞形科植物当归

Angelica sinensis (Oliv.) Diels 的干燥根、毛茛科植物

川赤芍 Paeonia veitchii Lynch. 的干燥根、巨蚓科动

物通俗环毛蚓 Pheretima vulgaris Chen. 的干燥体、唇

形科植物丹参 Salvia miltiorrhiza Bge. 的干燥根、伞形

科植物川芎 Ligusticum chuanxiong Hort. 的干燥根茎。 

DMEM/F12、青/链霉素、胰蛋白酶、PBS（美

国 Hyclone 公司）；胎牛血清、干细胞成骨、成脂分

化培养基（美国 Gibico 公司）；FITC、PerCP、

AlexaFluor、Qdot 标记的CD90、CD34、CD73、CD105

抗体（美国 BD 公司）；茜素红、油红 O（美国 Sigma

公司）；兔抗大鼠脑源性神经营养因子（brain-derived 

neurotrophic factor，BDNF）、碱性成纤维细胞生长

因子（basic fibroblast growth factor，bFGF）试剂盒

（武汉博士德生物公司）。 

1.4  主要仪器 

细胞培养箱（美国 Thermo 公司）；倒置显微镜

（日本 Olympus 公司）；流式细胞仪（美国 Becton 

Dickinson 公司）；石蜡切片机（德国 Leica 公司）。 

2  方法 

2.1  SFD 的制备   

SFD 复方由湖南中医药大学第一附属医院药剂

科按比例水煎浓缩后制成口服液 100 mL，并建立“一

测多评”的质量控制方法[3]，其主要药效成分为黄芪

甲苷≥0.12 mg/mL、丹皮酚≥0.3 mg/mL、芍药苷≥0.21 

mg/mL、丹参酮 IIA≥0.02 mg/mL、川芎嗪≥0.4 mg/mL。 

2.2  hUC-MSCs 的培养和鉴定[4] 

2.2.1  hUC-MSCs 原代培养  无菌采集脐带，用装

有 DMEM/F12 的 50 mL 离心管运输，在超净台内

将脐带的羊膜及血管分离，剩下的华通胶组织剪碎

至 2～3 mm3 大小，平铺在 T25 培养瓶内；向培养

瓶中滴加少量完全培养液（15%胎牛血清、84% 

DMEM/F12、1%青/链霉素）至浸润组织块即可；

每天观察组织块，隔 3～4 d 半量换液 1 次，7～10 d

可以观察到细胞从组织块边缘游离出来，细胞达到

80%～90%融合度即可进行传代。 

2.2.2  表面分子鉴定  取一瓶 90%融合度的第 3 代

细胞，弃去培养液，PBS 清洗 2 次，加入 0.25%胰

酶进行消化，2 min 后加入 2 mL 完全培养基终止消

化，1 000 r/min 离心 4 min；弃上清，加入 100 μL PBS

及 5 μL 抗体（CD90、CD34、CD73、CD105 抗体），

重悬细胞，避光室温孵育 25 min；1 mL PBS 洗 2

遍，100 μL PBS 重悬细胞，流式细胞仪检测分析。 

2.2.3  分化鉴定  取第 4 代细胞，弃培养基，PBS

洗 2 次，0.25%胰酶消化 2 min 后吹打、重悬，按每

孔 5×104个细胞的浓度接种到 24 孔板中，37 ℃、5% 
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CO2、饱和湿度培养过夜；将培养液更换成成骨、成

脂诱导培养基，每隔 3 d 全量换液 1 次，共诱导培养

21 d；诱导结束后，弃培养液，PBS 洗 2 次，每孔加

入 4%多聚甲醛 1 mL 固定 30 min；弃固定液，PBS

洗 2 次，分别采用茜素红和油红 O 对诱导分化的细胞

进行染色，倒置显微镜下观察染色情况并拍照。 

2.3  大鼠 MCAO 模型的制备 

采用改良 Zea Longa 法制备大鼠 MCAO 模型[5]，

2 h 后拔除线栓，造成脑缺血后再灌注，假手术组只

分离血管而不插入线栓；造模后采用 Zea Longa 5

分制神经功能评分初步评价造模情况[5]，分值在 1～

3 分者入组。 

2.4  hUC-MSCs 移植 

取第 3～7 代细胞，胰酶消化 2 min 后以 PBS 重

悬，调整密度为 2×106/mL，以 1 mL EP 管分装细胞

悬液，每管 0.5 mL；大鼠尾部用酒精擦拭后，以 1 mL

注射器穿刺尾静脉，回抽见血后将细胞悬液缓慢注

射入尾静脉，完成后再缓慢补推 0.5 mL PBS。 

2.5  大鼠分组及给药 

将所有大鼠随机分为假手术组、模型组、SFD 组、

hUC-MSCs 组、联合组（SFD＋hUC-MSCs）。根据处

死时间点随机分为造模后 4、8、15 d 3 个时相组，每

组 6 只。造模 24 h 后，hUC-MSCs 组及联合组大鼠尾

iv移植1×106个hUC-MSCs，其余各组分别尾 iv 1 mL 

PBS。造模后 24 h 开始给药，SFD 组及联合组 ig SFD，

给药体积 10 mL/kg，每天 1 次，直至处死。假手术组、

模型组、hUC-MSCs 组 ig 等体积的蒸馏水。前期研究

证明，SFD 剂量因素对 MCAO 大鼠疗效的影响差异

不显著[6-7]，故本实验中选用临床使用中药剂量换算大

鼠给药剂量，即根据 70 kg 成人每天服 145 g 生药进

行换算，换算后 ig SFD 的生药量为 11.6 g/kg，使用时

蒸馏水稀释 SFD 口服液至给药体积。 

2.6  指标检测 

2.6.1  神经功能缺损评分  各组大鼠在造模前 24 h、

造模后 2 h、处死前采用改良大鼠神经功能缺损评分量

表（modified-neurological severity scores，m-NSS）[8]

进行评分：从肢体运动、感觉功能、平衡能力及生理

反射对大鼠各项神经功能进行等级评分测定，正常记

0 分，异常者根据量表及严重程度记 1～6 分，总分

为 18 分，分值越高表示神经功能损害越严重。 

2.6.2  脑组织样本取材及处理  10%水合氯醛 ip 麻

醉大鼠，生理盐水灌注，冰块上断头取脑，在端脑

的正中做冠状切开，前端置于 4%多聚甲醛内固定，

常规脱水、透明、浸蜡、包埋；后端取缺血侧海马

及顶叶皮质，用锡箔纸包裹置于液氮中冻存，备用。 

2.6.3  HE 染色  取脑组织蜡块，在前囱后 1.0～1.5 

mm 区域做冠状切片，厚 5 μm。二甲苯和无水乙醇

脱蜡，苏木精染色 10 min 后自来水浸洗，1%伊红

复染 3 min，梯度乙醇脱水，二甲苯透明后封片。

光镜下，观察各组大鼠缺血侧海马区神经细胞组织

形态学特征。 

2.6.4  免疫组化  脑组织切片常规脱蜡、水化，3% 

H2O2 孵育 10 min，PBS 冲洗 3 次，每次 2 min，湿

盒中滴加 1∶100 稀释的一抗（BDNF、bFGF），37 ℃

孵育 2 h 后，分别滴加聚合物辅助剂和辣根酶标记

二抗，37 ℃孵育 30 min，DAB 显色，常规脱水、

透明及封片。每组每个指标检测 6 张切片，分别选

取缺血侧海马区 5 个互不重叠的视野，采用 IPP 6.0

软件进行图像分析，测定阳性细胞的平均吸光度

（A）值，取 5 个视野平均值纳入。A 值高，则细胞

阳性染色（胞浆内见棕黄色颗粒）强度高。 

2.6.5  Werstern blotting 检测  取出冻存的脑组织，

加入细胞裂解液，超声匀浆 10 min，13 000 r/min

离心 5 min，取上清，BCA 法蛋白定量。95 ℃水浴

5 min，取上清制备 50 μg 蛋白样品。电泳后转 NC

膜，加入一抗（BDNF、bFGF、GAPDH），37 ℃孵

育 2 h；TBST 洗膜 3 次，分别加入辣根酶标记二抗，

37 ℃孵育 1 h，TBST 洗膜，ECL 显色。使用凝胶

成像仪拍照，采用 ImageJ 软件进行灰度值分析。 

2.7  统计学处理 

数据以 ±x s 表示，采用 SPSS 19.0 软件进行统

计学分析。计量资料采用 t 检验进行两组间比较，

多组比较采用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  hUC-MSCs 的培养和鉴定 

组织块法培养 hUC-MSCs 至第 10 天后，镜下可

见大量梭形成纤维样细胞从组织块边缘游出，贴壁

生长，大小均一，传代后呈漩涡样或簇状生长，结

果见图 1。流式细胞仪鉴定细胞表面分子，可见

hUC-MSCs高表达间充质干细胞抗原CD90、CD105、

CD73，不表达造血干细胞标志性抗原 CD34，结果

见图 2。经过诱导培养后，可向成骨、成脂分化，结

果见图 3。细胞培养及鉴定结果符合国际细胞疗法协

会关于间充质干细胞的鉴定标准[9]。 

3.2  对大鼠神经功能缺损评分的影响 

大鼠脑缺血再灌注后，SFD 组（第 8、15 天）、 
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原代培养                        第 2 代 

图 1  HUC-MSCs 细胞形态 

Fig. 1  Cell morphology of HUC-MSCs 

hUC-MSCs 组和联合组（第 4、8、15 天）神经功能

评分均明显低于模型组（P＜0.01、0.05）；联合组

在第 8、15 天评分较 SFD 组及 hUC-MSCs 组显著

降低（P＜0.05）。结果见图 4。 

3.3  HE 染色 

光镜下对缺血海马区脑组织进行形态学观察，

各时间点假手术组细胞轮廓正常，排列紧密，胞核

居中；脑缺血后 4、8 d，造模各组可见梗死区或者 
 

             

 

图 2  hUC-MSCs 的表面分子鉴定 

Fig. 2  Surface molecule identification of hUC-MSCs  

 

    
成骨分化                      成脂分化 

图 3  hUC-MSCs 的分化鉴定 

Fig. 3  Differentiation identification of hUC-MSCs 
 

 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 SFD 组比较：#P＜0.05；
与 hUC-MSCs 组比较：▲P＜0.05，下同 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group; #P < 0.05 vs SFD group;  
▲P < 0.05 vs hUC-MSCs group, same as below 

图 4  各组神经功能缺损分值比较 ( x ±s, n = 6) 

Fig. 4  Comparison on NSS in each group ( x ±s, n = 6) 

 
钙化病灶，胞核固缩或出现空泡，细胞结构散乱、

部分细胞轮廓不清；但 SFD 组、hUC-MSCs 组和联

合组细胞坏死较模型组减轻；第 15 天时，各组细胞

排列有序、轮廓较清晰，但模型组仍可见少量坏死

细胞。第 8 天 HE 染色结果见图 5。 

3.4  对 BDNF、bFGF 表达的影响 

假手术组 BDNF及 bFGF A 值在各时间点差异

不显著；与模型组比较，SFD 组（第 8 天）、

hUC-MSCs 组及联合组（第 8、15 天）BDNF A 值

明显升高（P＜0.01），SFD 组（第 8、15 天）、hUC-MSCs

组及联合组（第 4、8、15 天）bFGF A 值明显升高

（P＜0.05、0.01）；联合组在第 8 天BDNF A 值较 SFD

组及 hUC-MSCs 组明显升高（P＜0.05），第 8、15 天

bFGF A 值较 SFD 组及 hUC- MSCs 组明显升高（P＜
0.05）。BDNF、bFGF 第 8 天免疫组化结果见图 5，第

4、8、15 天 A 值结果见图 6。 

3.5  对 BDNF、bFGF 蛋白水平的影响 

假手术组 BDNF、bFGF 蛋白表达在各时间点

无明显变化；与模型组比较，SFD 组（第 8、15 天）、

hUC-MSCs 组及联合组（第 4、8、15 天）BDNF 及

bFGF 蛋白表达明显升高（P＜0.05、0.01）；联合组

在第 8、15 天 BDNF 及 bFGF 蛋白表达较 SFD 组及

hUC-MSCs 组升高（P＜0.05）。结果见图 7。
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图 5  第 8 天时海马区细胞病理染色 

Fig. 5  Pathological staining of hippocampus on day 8 

4  讨论 

自成人脑中存在神经元再生现象被发现以来，

具有移植后再生、增殖、分化修复脑组织潜能的干细

胞迅速引起了科研工作者的广泛关注。人脐带间充质

干细胞来源于脐带羊膜与脐带血管之间的华氏胶

（Whaton’s Jelly），其来源丰富、取材方便、且不存在

伦理道德争议，体外培养可向软骨细胞、脂肪细胞、

神经细胞、内皮细胞等多方向分化，其免疫原性低，

异体移植不会发生明显免疫排斥反应[1]。Zhang 等[8]

采用尾 iv 移植 hUC-MSCs 治疗脑缺血损伤大鼠， 
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图 6  各组 BDNF (A)、bFGF (B) A 值比较 ( x ±s, n = 6) 

Fig. 6  Comparison on A values of BDNF (A) and bFGF (B) in each group ( x ±s, n = 6) 

 

 

 
 
 

        

图 7  各组 BDNF (A) 及 bFGF (B) 蛋白表达比较 ( x ±s, n = 6) 

Fig. 7  Comparison on BDNF (A) and bFGF (B) protein expression in each group ( x ±s, n = 6) 

发现移植细胞可以存活、归巢到脑梗死区域，并能促

进新血管生成，明显改善大鼠神经功能恢复。Lin 等[9]

通过皮层下移植 hUC-MSCs，移植组脑内缺血区血管

密度、神经营养因子表达都有显著提高，神经细胞凋

亡减少，脑内炎症水肿也能得到明显缓解。更多的研

究表明，hUC-MSCs 修复缺血性脑损伤的根本原因在

于其可通过旁分泌途径促进内源性神经营养因子、抗

炎因子、抗凋亡细胞因子的合成和分泌，从而抑制缺

血再灌注后炎症反应和细胞凋亡、促进血管新生和神

经再生，改善脑缺血后神经功能恢复[1]。 

中医理论认为，肾精化生脑髓，髓海有病，其

本在肾。肾虚则脑髓失充、脉络失养、血行不畅，

发为脑卒中。因此，肾虚血瘀也是本病的重要病理

机制之一，治疗时，应“从肾治脑、肾脑同治”，化

瘀行血同时填精补髓，精髓得充、气血冲旺则血瘀

自去，如此则精盛、髓满、瘀散、络畅、窍通、肢

便。根据“从肾治脑、肾脑同治”理论组方的 SFD

是湖南省名中医胡国恒教授经验方，临床上治疗缺

血性脑卒中可明显改善患者各项神经功能，降低致

残率[10]，实验研究证明其可抑制脑缺血再灌注大鼠

缺血区炎症反应并促进神经营养因子 NGF 及

GDNF 表达，显著改善神经功能恢复[11]。本方君药

黄芪、熟地，健脾益气、补血养阴、填精益髓；臣

药山药、山茱萸，益气养阴、补益肝肾、兼能涩精；

佐以化瘀通络之品，牡丹皮、赤芍、红景天、当归

尾，补血通络、活血祛瘀；使以地龙，引药入经、
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通经祛瘀，全方共奏益肾补气活血通络之功。 

BDNF、bFGF 同属神经营养因子家族，在脑缺

血损伤修复过程中起着重要的作用。BDNF 在大脑

皮层及海马区水平较高，脑缺血再灌注损伤可以诱

导其表达，从多个方面减少炎症损伤和细胞凋亡。

BDNF 可促进细胞内 Ca2+结合蛋白表达、稳定 Ca2+

浓度，抑制 NO 合酶的产生、减少自由基生成，下

调 Bax/Bcl 表达、抑制 β-淀粉样蛋白介导的细胞凋

亡[12]；脑缺血后，BDNF 还可以通过与其特异性 trkB

受体相结合，增加神经突触可塑性，促进轴突生长，

改善脑组织修复[13]。bFGF 属于 FGF 家族，是一种

广谱的促神经生长因子和促神经细胞分裂因子，但

正常情况下脑组织内水平较低[14]。脑缺血发生后，

bFGF 表达明显增加，其可以通过特异性提高

caspase-3 基因、降低 Bcl-2 基因的表达，促进细胞

分裂、增殖和血管新生，并抑制神经元凋亡，减少

再灌注损伤；另外，bFGF 还能通过结合其特异性

受体，激活酪氨酸激酶，增加 NO 释放，扩张局部

血管，改善微循环和细胞代谢，拮抗脑组织缺血缺

氧损伤[15]。 

本实验结果显示，脑缺血发生后，BDNF、bFGF

的表达均明显增高，而随着组织修复进程逐渐呈降

低趋势，这与之前的文献报道相符合[13]。实验中，

BDNF、bFGF 表达的免疫组化和 Werstern blotting 检

测结果不完全相同，但表达的总体趋势一致；与模

型组比较，SFD 与 hUC-MSCs 均可明显改善脑梗死

后大鼠各项神经功能，减少细胞坏死，促进 BDNF、

bFGF 的表达；但在缺血早期（第 4 天）hUC-MSCs

的疗效更加显著，在第 8、15 天，二者疗效相当，

说明 SFD 的治疗效应主要发生在恢复期，这与前期

对 SFD 的临床观察相符合 [10]；与 SFD 组及

hUC-MSCs 组比较，联合组更加显著地促进神经营

养因子的表达，改善大鼠脑缺血后神经功能恢复，

说明 SFD 与 hUC-MSCs 联用后，治疗效应有更加显

著的提高。实验中，未出现由药物引起的不良反应，

也未出现任何免疫排斥反应，因此，本研究证实，

SFD 联合 hUC-MSCs 移植治疗缺血性脑卒中安全且

有良好的疗效，其作用机制可能与促进脑缺血再灌

注后神经营养因子 BDNF 及 bFGF 表达有关。 
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