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摘要      先前的研究已经证实, 阿魏酸钠诱导分化的PC12细胞裂解液的无细胞滤液具有改善

抑郁症样模型大鼠的行为学障碍、上调其海马和大脑皮质神经生长因子(nerve growth factor, NGF)
和脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)的表达、增加海马神经干细胞

(neural stem cells, NSCs)/神经前体细胞(neural progenitor cells)增殖的效果。该研究的目的在于探

讨神经干细胞裂解液的无细胞滤液(cell-free filtrate of neural stem cell lysates, FNSCL)脑室内注射促

进谷氨酸盐诱导的成年小鼠兴奋性神经元损伤修复的可能性。成年小鼠谷氨酸单钠(monosodium 
glutamate, MSG, 2.0 g/(kg.d))灌胃, 连续10日, 造成兴奋性神经元损伤模型。自孕15 d的昆明种小鼠

取胎脑, 分离、培养神经干细胞, 免疫细胞化学法检测巢蛋白(nestin)抗原, 制备神经干细胞裂解液

的无细胞滤液。MSG+NSCs组动物在MSG灌胃后接收脑室内NSCs移植, MSG+FNSCL组动物在

MSG灌胃后接受脑室内FNSCL注射。Y-迷宫分辨学习试验检测神经功能恢复情况; 组织病理学方

法检查鼠脑形态结构变化。结果显示, 无论是神经干细胞裂解液无细胞滤液脑室内注射还是神经

干细胞脑室内移植都同样能促进谷氨酸盐诱导的成年小鼠兴奋性毒性神经元损伤的修复。这一发

现提示, 不仅神经干细胞, 而且神经干细胞裂解液的无细胞滤液也可以用于促进脑损伤的修复。
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兴奋性氨基酸(excitatory amino acid, EAA)是广

泛存在于哺乳类动物中枢神经系统的正常兴奋性神

经递质, 参与突触兴奋传递, 学习记忆形成, 并与多

种神经变性疾病有关。EAA包括谷氨酸(Glu)、天

冬氨酸、N-甲基-D-天冬氨酸、亮氨酸等, 其中谷氨

酸是中枢神经系统内含量最高的一种兴奋性氨基

酸。正常情况下, EAA主要存在于神经末梢的突触

囊泡内, 末梢去极化时释放到突触间隙, 作用于突

触后膜的特异受体, 完成兴奋性突触传递及其它生

理作用。释放入突触间隙的EAA刺激突触后膜的

EAA受体发挥生理效应, 其绝大部分可经EAA能神

经末梢重摄取而回收, 少部分可被胶质细胞所摄取。

过量的谷氨酸对神经元有损伤作用, 即兴奋性毒性

(excitotoxicity)[1]。大量研究证实多种急慢性神经系

统疾病, 如缺血及缺氧性脑损伤、帕金森氏病、亨

廷顿氏病、阿尔茨海默氏病、肌萎缩脊髓侧索硬化

症等均与谷氨酸在神经系统内的堆积或过量释放有

关[2]。目前对这些神经系统损伤和疾病还没有令人

满意的治疗方法。

神经干细胞是神经系统中能够增殖分化成神

经元或胶质细胞的特定原始神经细胞,它具有高度

的自我更新能力、低免疫源性、多潜能分化、迁移

功能及良好的组织融合性等特性。虽然这类细胞终

身存在, 但限于绝对数量和局部微环境, 损伤神经组

织自我修复作用微乎其微。我们以前的研究已经证
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实, 外源性的神经干细胞移植是治疗神经系统疾病

最具前景的治疗方法之一[3]; 我们最近的研究还证

实, 阿魏酸钠诱导分化的PC12细胞裂解液的无细胞

滤液具有改善抑郁症样模型大鼠的行为学障碍, 上
调其海马和大脑皮质NGF和BNDF的表达, 增加海

马神经干细胞/神经前体细胞增殖的效果[4]。本研究

的目的在于探讨神经干细胞裂解液的无细胞滤液脑

室内注射促进谷氨酸盐诱导的成年小鼠兴奋性毒性

神经元损伤修复的可能性。

1   材料与方法
1.1  试剂

谷氨酸单钠购自上海伯奥生物技术有限公

司 ; 胎牛血清购自杭州四季青生物材料有限公司 ; 
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)为美

国Gibco公司产品 ; 兔抗鼠nestin IgG和羊抗兔 IgG-
FITC购自博士德生物工程有限公司 (武汉 )。其余试

剂均为国产分析纯。

1.2  实验仪器

MG-3型Y-迷宫刺激器购自江苏省张家港市生

物医学仪器厂。

1.3  实验动物

SPF级昆明种(KM)小鼠, 体重20~22 g, 购自湖

南斯莱克景达实验动物有限公司(长沙, 实验动物合

格证号: SCXK(湘)2009-0004)。室温23 ºC±1 ºC, 12 h
照明, 12 h黑暗。实验中严格遵守中华人民共和国

科学技术部2006年颁发的实验动物福利和使用原

则。

1.4  神经干细胞的分离

取8只未发情昆明雌鼠, 于下午3时左右注射孕

马血清促性腺激素10 U, 48 h后注射人绒毛膜促性

腺激素(HCG) 10 U, 雌雄2:1合笼。于当晚及次日晨

观察阴道栓, 有阴道栓者记为孕1 d, 分笼饲养。

颈椎脱位法牺牲孕15 d小鼠。打开母鼠腹腔, 
取出两个葫芦形孕子宫(注意不要刺破子宫和羊膜), 
放入盛有D-Hanks氏液的消毒皿。打开子宫, 将鼠胚

逐个取出, 放入盛有D-Hanks氏液的消毒皿。在冰台

上用眼科镊挑开头皮和骨, 取出脑组织, 去脑膜和血

管等组织, 放入盛有D-Hanks氏液的5 mL青霉素瓶

中。D-Hanks氏液冲洗2次, 去除脑组织表面血液。

用眼科剪剪成约1 mm3组织小块, 加入0.25%胰蛋白

酶37 ºC消化15 min, 然后加入含体积分数10%小牛血

清的DMEM培养基终止消化。250目不锈钢筛网过筛, 
去除未分散的脑组织获得单细胞悬液。回收筛网上

的脑组织再加入0.25%胰蛋白酶37 ºC消化15 min, 重
复上述过程, 获得单细胞悬液[5]。合并两次获得的细

胞悬液, 1 000 r/min, 离心10 min得到细胞团块沉淀。

1.5  神经干细胞的鉴定

巢蛋白是神经干细胞的特异性抗原。免疫细

胞化学法检测巢蛋白抗原。将新取出的神经干细胞

团块洗涤后悬浮于含15%胎牛血清的DMEM培养基

中, 调整细胞浓度至5.0×105/mL。接种细胞于事先

用多聚赖氨酸包被的六孔板培养24 h。轻轻倒出培

养基, 冷PBS冲洗后, 4%甲醛溶液室温固定30 min。
PBS液浸泡冲洗后以0.1%的牛血清白蛋白封闭非

特异性抗原30 min。滴加1:100稀释的兔抗鼠nestin 
IgG溶液, 室温孵育2 h。PBS冲洗后滴加1:50稀释的

羊抗兔IgG-FITC溶液, 使其完全覆盖标本, 避光室

温孵育30 min。PBS避光冲洗后立即用荧光显微镜

(DMIRB, Leica, Germany)观察。观察标本的特异性

荧光强度: (–)无荧光; (±)极弱的可疑荧光; (+)荧光

较弱, 但清楚可见; (++)荧光明亮; (+++, ++++)荧光

闪亮。待检标本特异性荧光强度达“++”以上, 而各

对照荧光强度为(±)或(–), 即可判定为阳性。

1.6  神经干细胞裂解液无细胞滤液的制备

将调整好浓度的神经干细胞(巢蛋白阳性)置于

冰浴条件下超声波破碎(200 W, 0 ºC, 6 min), 直到镜

检未见裂解液内有细胞存在。蛋白定量[6], 针式滤器

抽滤除菌, –80 ºC保存备用。 
1.7  动物模型

小鼠MSG (1.0, 2.0, 4.0 g/(kg.d))连续灌胃10 d, 第
11 d对小鼠脑海马进行组织病理学检查。

1.8  实验程序

小鼠随机分为4组: 对照(control)组、模型(MSG)
组、MSG+神经干细胞 (MSG+NSCs)组、MSG+神

经干细胞裂解液(MSG+FNSCL)组, 每组11~13只小

鼠。小鼠MSG (2.0 g/(kg.d))连续灌胃10 d后第1 d和
第10 d, MSG+NSCs和MSG+FNSCL组动物分别两次

接受脑室内NSCs移植(10 µL细胞悬液, 约1.0×105细

胞)或脑室内FNSCL注射(10 µL细胞裂解液的无细

胞滤液, 约1.0×105细胞)。对照组和MSG组小鼠脑室

内注射10 µL培养液以代替NSCs或FNSCL。脑室内

NSCs移植或FNSCL注射后第12 d进行Y-迷宫分辨学

习试验。之后行动物脑组织病理学检查, 研究谷氨
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酸盐引起的脑功能和形态学变化, 以及脑室内注射

FNSCL和移植NSCs对谷氨酸盐引起的兴奋性毒性

脑损伤修复的影响(图1)。实验重复3次。

1.9  Y--迷宫分辨学习试验

末次脑室内FNSCL注射或NSCs移植后第12 d,  
4组小鼠同时开始Y-迷宫试验[7]。每日同一时间段进

行, 实验时房间保持安静、黑暗, 连续6 d, 记录20次
反应中的正确反应次数。末次脑室内FNSCL注射或

NSCs移植后第27 d和第47 d分别重复1次。

1.10  组织病理学检查 
组织病理学检查在Y-迷宫试验完成后1 d进行。每

组任取4只小鼠腹腔注射戊巴比妥钠50 mg/kg (5 mg/mL)

a: 小鼠随机分为4组: 对照(control)组、模型(MSG)组、MSG+神经干细胞(MSG+NSCs)组、MSG+神经干细胞裂解液(MSG+FNSCL)组, 每组

11~13只小鼠; b: 小鼠MGS (2.0 g/(kg.d))连续灌胃10 d; c,d: 在小鼠MGS灌胃后第1 d和第10 d, MGS+NSCs和MGS+FNSCL组动物分别两次接受

脑室内NSCs移植(10 µL细胞悬液, 约1.0×105细胞)或脑室内FNSCL注射(10 µL细胞裂解液的无细胞滤液, 约1.0×105细胞); e: 对照组和MGS组小

鼠脑室内注射10 µL培养液以代替NSCs或FNSCL; f: 小鼠末次脑室内NSCs移植或FNSCL注射后第12 d开始Y-迷宫试验, 第27 d和47 d分别重复1

次; g: Y-迷宫试验完成后第1 d牺牲动物, 取脑进行组织病理学检查。

a: the mice were assigned randomly into four groups (n=11~13 animals in each group): control, MSG, MSG+NSCs, MSG+FNSCL; b: the mice were 
exposed to MSG (2.0 g/(kg.d), ig) for 10 days; c,d: on day 1 and day 10 after the 10-day MSG exposure (2.0 g/(kg.d), ig), the animals in MSG+NSCs 
group received intracerebroventricular transplantation of 10 µL of NSC suspension, approximately 1.0×105 cells, and the animals in MSG+FNSCL 
group received intracerebroventricular injection of 10 µL of cell-free filtrate of lysates of 1.0×105 NSCs, respectively; e: the control mice without MSG 
exposure and the mice in MSG group were intracerebroventricularly administered with 10 µL of DMEM instead of NSCs or FNSCL; f: Y-maze test for 
6 consecutive days started on day 12 after the last NSC transplantation or injection of FNSCL, and was repeated twice on day 27 and day 47; g: the his-
topathology changes of the animal brains were examined on day 1 after the completion of Y-maze test.

图 1　实验流程图

Fig.1　Experimental flow chart

进行麻醉, 10%中性福尔马林溶液心脏灌流牺牲动物。

取脑, 置10%中性福尔马林溶液中固定2~3 d。通过海

马区全脑冠状面切片, 片厚10 μm, 常规HE染色。光

镜下检查海马区组织病理学变化。

1.11  统计学分析

Y-迷宫试验数据以重复测量分析法[用非结构

化的方差—协方差结构模型(an unstructured vari-
ance-covariance structure model)]处理。P<0.05被视

为差异有统计学意义。

2   结果
2.1  神经干细胞的鉴定

免疫细胞化学检测发现, 细胞呈现明亮的黄绿

色荧光, 表明作为神经干细胞标记的巢蛋白nestin在

细胞中有阳性表达(图2)。     
2.2  脑室内注射神经干细胞裂解液促进兴奋性中

毒小鼠Y-迷宫分辨学习能力损伤的修复

 MSG组小鼠的分辨学习能力明显低于对照组

(P=0.000 2)、MSG+FNSCL组(P=0.000 5)和MSG+NSCs
组(P=0.000 5); MSG+FNSCL组、MSG+NSCs组小鼠的

分辨学习能力接近于对照组(P=0.623 6, P=0.602 0); 而
MSG+FNSCL和MSG+NSCs两组小鼠的分辨学习能

力则十分接近(P=0.974 4) (图3)。这一结果提示MSG
灌胃对小鼠分辨学习能力造成明显的损伤, 无论是脑

室内注射FNSCL还是移植NSCs都对谷氨酸盐引起的

小鼠分辨学习能力的损伤有明显的修复作用。                 
2.3  脑室内注射神经干细胞裂解液促进小鼠兴奋

性中毒脑损伤的修复

众所周知, 对损伤最敏感的脑区是在学习记忆

活动中起重要作用的海马区。谷氨酸盐引起的海马

区神经组织损伤以神经细胞水肿、变性、坏死及细

胞增生为特征(图4和图5B)。然而, 在MSG+FNSCL
和MSG+NSCs组小鼠的海马区神经组织却未发现明

显的神经元损伤(图5C和图5D)。这一结果提示, 过
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每组11~13只小鼠。MSG组小鼠MGS (2.0 g/(kg.d))连续灌胃10 d。在小鼠MSG灌胃后第1 d和第10 d, MSG+NSCs和MSG+FNSCL组动物分别两

次接受脑室内NSCs移植(10 µL细胞悬液, 约1.0×105个细胞)或脑室内FNSCL注射(10 µL细胞裂解液的无细胞滤液, 约1.0×105细胞)。对照组和

MSG组小鼠脑室内注射10 µL培养液以代替NSCs或FNSCL。小鼠末次脑室内NSCs移植或FNSCL注射后第12 d开始Y-迷宫试验。垂直误差棒

代表标准误。以重复测量分析法(用非结构化的方差-协方差结构模型)处理从Y-迷宫试验得到的数据。

Eleven to thirteen mice were used in each group. The animals in the MSG group received ig administration of MSG (2.0 g/kg per day, for 10 days)，the 
animals in the MSG+NSCs and the MSG+FNSCL groups received intracerebroventricular transplantation of 10 µL of NSC suspension (approximately 
1.0×105 cells) or injection of FNSCL (approximately 1.0×105 cells) separately on day 1 and day 10 after the 10 d of MSG exposure. The mice in control 
and MSG groups received intracerebroventricular injection of 10 µL of DMEM instead of NSCs or FNSCL。The Y-maze test was performed on day 
12 after the last NSC transplantation or injection of FNSCL. Vertical error bars represent SEM. The repeated-measures analysis with an unstructured 
variance-covariance structure model was used to analyze the data from Y-maze test.

图 3　脑室内注射神经干细胞裂解液促进兴奋性中毒小鼠Y-迷宫分辨学习能力损伤的修复

Fig.3　Injection of FNSCL improves glutamate-induced lesion of Y-maze discrimination learning capacities in mice

细胞置于事先用多聚赖氨酸包被的六孔板培养24 h。4%甲醛溶液室温固定30 min。免疫细胞化学技术检测特殊抗原巢蛋白的表达: 一抗为1:100

稀释的兔抗鼠nestin IgG; 二抗为1:50稀释的羊抗兔IgG-FITC溶液。荧光显微镜观察标本的特异性荧光强度。 A: 巢蛋白阳性表达的细胞(100×); 
B: 巢蛋白阳性表达细胞的增殖(100×)。
The cells were incubated on a poly-L-lysine-coated glass slide for 24 h, then fixed with 4% polyoxymethylene solution for 30 min at room temperature. 
The expression of the special antigen nestin was detected by immunocytochemical technique, with the primary anti-nestin antibody diluted to 1:100 and 
the secondary IgG-FITC antibody diluted to 1:50. Immunoreaction was observed under a DMIRB fluorescence microscope and photographs were taken. 
A: nestin-expressed cells (100×); B: proliferation of nestin-expressed cells (100×).

图 2　神经干细胞的鉴定

Fig.2　Identification of neural stem cells 
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量MSG灌胃可明显损伤小鼠海马区神经组织, 而无

论是脑室内注射FNSCL还是移植NSCs都对谷氨酸

小鼠MSG (1.0 g/(kg.d)、2.0 g/(kg.d)、4.0 g/(kg.d))连续灌胃10 d, 第11 d对小鼠脑海马进行组织病理学检查。A: 对照;  B: MSG (1.0 g/(kg.d); C: 
MSG (2.0 g/(kg.d)); D: MSG (4.0 g/(kg.d))。箭头: a, 神经细胞变性坏死; b, 细胞内水肿。                                                          
The histopathology of the animal hippocampi was studied on day 1 after the treatment of MSG (1.0, 2.0, 4.0 g/(kg.d)) for 10 days. A: control; B: MSG (1.0 
g/(kg.d));  C: MSG (2.0 g/(kg.d)); D: MSG (4.0 g/(kg.d)). Arrows: a, degeneration and necrosis of neurons; b, intracellular edema.

图 4　兴奋性毒性小鼠海马损伤的组织病理学检查(50×)
Fig.4　Histopathological examination of hippocampal injury following exposure to glutamate in mice (50×)

Y-迷宫试验完成后第1 d牺牲动物, 取脑, 通过海马区全脑冠状面切片, 常规HE染色。光镜下检查海马区组织病理学变化。A: 对照;  B: MSG (2.0 g/(kg.d), 
连续10 d); C: MSG (2.0 g/(kg.d), 连续10 d) +神经干细胞; D: MSG (2.0 g/(kg.d), 连续10 d) +神经干细胞裂解液。箭头: a, 神经细胞变性坏死; b, 细胞增生。  
The histopathology of the animal hippocampi was studied on day 1 after the completion of Y-maze test. The hippocampal region of each animal was 
sectioned at 10 µm and stained with hematoxylin and eosin. The sections across hippocampus region were examined by light microscopy. A: control; B: 
MSG (2.0 g/(kg.d) for 10 d); C: MSG (2.0 g/(kg.d) for 10 d) +NSCs; D: MSG (2.0 g/(kg.d) for 10 d) +FNSCL. Arrows: a, degeneration and necrosis of 
neurons; b, hyperplasia.

图 5  脑室内注射神经干细胞裂解液促进兴奋性中毒小鼠海马组织病理学损伤的修复(20×)
Fig.5 Intracerebroventricular injection of FNSCL improves MSG-induced histopathological lesions (20×)

盐引起的小鼠海马区神经组织的损伤有明显的修复

作用。
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3   讨论
缺血、缺氧、创伤、中毒等因素触发中枢神

经系统的EAA过度兴奋, 在能量代谢失衡的基础上

异常堆积, 促进具有细胞毒性的反应性氮中间产物、

反应性氧中间产物形成, 促使细胞外的Ca2+大量内

流, 激活磷酸酯酶、蛋白酶、一氧化氮合酶等, 引
起神经细胞的坏死或凋亡。EAAs造成神经毒性作

用主要有两个过程: 一是作用于非NMDA受体, 引
起Na+、Cl-、H2O的内流, 造成以神经元急性水肿为

特征的急性损伤过程, 此过程在刺激因素去除后可

以恢复; 二是通过激活EAAs受体, 直接或间接启动

Ca2+通道, Ca2+大量内流, Na+-Ca2+交换减弱, 细胞内

Ca2+超载造成迟发性神经元变性坏死的迟发性损伤

过程[8-9]。

在成年哺乳类动物中, 中枢神经系统的大部分

神经元系终末分化。但是, 有证据表明神经元的小

种群继续在脑室区、嗅觉系统和海马出生。因此, 
部分受损的神经细胞在适当条件下可能会恢复。中

枢神经系统的神经发生按顺序可划分为三个阶段: 
(1) 增殖, 产生新细胞; (2) 向目标地区迁移[10]; (3) 终
末分化成不同表型的神经细胞。

本研究的结果表明, 无论是脑室内注射神经干

细胞裂解液的无细胞滤液还是移植神经干细胞都对

谷氨酸盐引起的小鼠海马区神经组织的损伤具有明

显的修复作用, 提示神经干细胞内的某些因素有助于

修复谷氨酸盐引起的兴奋性毒性脑损伤。我们推测, 
神经干细胞裂解液的无细胞滤液中包含一些已知和

未知的细胞因子, 比如神经生长因子、脑源性神经营

养因子、表皮生长因子和碱性成纤维细胞生长因子

等, 这些已知和未知的细胞因子刺激和修复受损神经

细胞, 并赋予细胞增殖、迁移和分化的能力。

中枢神经修复一直是困扰神经科学界的一大

难题。与外周神经组织或某些胚胎期神经元不同, 
成年哺乳类中枢神经轴突在损伤后多难以再生; 但
有研究提示损伤的中枢神经元轴突再生困难并不是

由于内在再生能力的缺乏, 倘若创造适当的生长环

境, 受损中枢神经元轴突的生长修复也是可能的。

近十年来的研究显示, 可能是几类因素共同构成了

中枢神经再生困难的神经微环境, 包括再生后神经

营养因子的逐步减少, 损伤后胶质瘢痕的形成, 髓鞘

相关轴突生长抑制因子以及排斥性导向分子的存在

等[11]。

神经营养因子是选择性调节周围神经和中枢

神经系统神经生长和存活的一类蛋白质。NGF和 
BDNF是神经系统重要的营养因子, 是多功能性生

长因子, 其表达主要在神经系统, 不仅可促进神经细

胞的生长、分化, 而且对免疫、炎症细胞有确切的

趋化、增殖活性。目前已经明确NGF和BDNF能够

促进神经元存活、分化并在神经损伤后再修复过程

中发挥作用[12-13]。

自Levi-Montalcini等[14]发现NGF以来, 科学家们

对其进行了大量的研究。NGF是生物活性蛋白, 它
广泛存在于中枢神经系统, 对神经元的存活、发育

和分化有重要意义[13]。内源性的NGF缺乏能引起脑

缺血损伤区的迟发性神经元死亡, 侧脑室注入NGF
则可以延迟并预防胆碱能神经末梢损伤及预防迟发

性神经元死亡[15-17]。NGF能保护海马及皮质神经元

免受低氧、低糖和谷氨酸毒性损害[18-19]。因此, NGF
在保护神经元、抑制神经元死亡方面也有重要作用。

BDNF是从猪脑中分离纯化出的一种碱性蛋白, 
分子量为12.3 kDa[20]。作为脑组织中含量最丰富的

神经营养因子, BDNF在中枢神经系统内合成并广

泛存在于脑组织, 包括大脑皮层、海马、基底前脑、

纹状体、下丘脑和小脑, 其中以海马和皮层中含量

最高。BDNF促进神经元的发育、损伤后的修复和

再生及维持其存活[21], 防止胆碱能神经元的减少和

神经功能的缺失[13]。BDNF通过其特异性受体酪氨

酸激酶TrkB参与细胞的分化、粘着、增殖与成熟等

重要的生物学过程。

神经干细胞裂解液全面地含有比例适当、种类

众多的细胞因子, 这些天然的人们已知和未知的细胞

因子共同构成适合中枢神经细胞存活、再生的神经

微环境。缺血、缺氧、创伤、中毒等因素造成神经

细胞损伤和神经细胞所处的微环境平衡失调的情况

下, 外源性地引入神经干细胞裂解液可恢复神经微环

境的平衡, 协同、协调地刺激和修复受损的神经细胞, 
赋予神经细胞更强地存活、增殖、迁移和分化的能力。

我们推测, 神经干细胞裂解液的这种综合作用可能是

单一或几种细胞因子所代替不了的。

脑室内移植神经干细胞(细胞替换)以重建受损

的中枢神经系统组织是一个以干细胞为基础的神经

保护和神经康复策略[22], 其对成年小鼠兴奋性毒性脑

损伤的修复作用是可以理解, 而且已经证实了的[3]。

不仅如此, 人们还希望神经干细胞移植是一种有助
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于治疗阿尔茨海默病、帕金森氏症、亨廷顿氏症、

多发性硬化、肌萎缩性脊髓侧索硬化症、青光眼、

脑瘫和截瘫等疾病的新疗法。我们相信, 随着社会

的进步和科学的发展, 人胚胎干细胞研究引发的有

关道德伦理的争议、诱导多能干细胞(iPS)的应用会

引起组织排异这些问题都会一一解决, 细胞替换疗

法的应用前景一片光明。即便如此, 神经干细胞裂

解液这一无细胞材料在“修复”受损的中枢神经系统

方面的应用前景和发展空间仍是可以期待的。 
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Repair Following Glutamate-induced Excitotoxic Neuronal Damage 
Mediated by Intracerebroventricular Injection of Cell-free Filtrate of 

Neural Stem Cell Lysates in Adult Mice

 Yu Lijian1,4*, Ma Juan1, Ma Rundi1,4*, Zhang Yongping1,
Fang Juanzhi 1, Zhang Xiaoyu1,3,4, Yu Tingxi1,2,4*

 (1Key Laboratory of Marine Materia Medica, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524025, China; 2Cell Biology Group, Depart-
ment of Surgery, Department of Pathology, University of Maryland School of Medicine and Baltimore Veterans Affairs Medical Center, 

Baltimore, MD 21201, USA; 3Department of Otorhinolaryngology-Head and Neck Surgery, University of Maryland School of Medi-
cine, Baltimore, MD 21228, USA; 4Depu Biomedical Technology Co., Ltd, Foshan 528231, China)

Abstract      Our previous study demonstrated that cell-free filtrate of sodium ferulate-induced and differen-
tioned PC12 cell lysates significantly attenuated chronic mild stress-induced depression-like behavioural disorders, 
up-regulated hippocampal and cerebral cortex expressions of nerve growth factor (NGF) and brain-derived neu-
rotrophic factor (BDNF), and increased hippocampal number of neural stem cells (NSC)/neural progenitor cells in 
mice. The present study was undertaken to investigate the possibility of the repair following glutamate (monosodium 
glutamate, MSG)-induced excitotoxic brain injury mediated by intracerebroventricular injection of cell-free filtrate 
of neural stem cell lysates (FNSCL) in adult mice. Mouse NSCs were isolated from the brains of embryos at 15 day 
postcoitum (dpc). The expression of nestin, a special antigen for NSC, was detected by immunocytochemistry. Cell-
free filtrate of NSCs was prepared from the NSC lysates. The animals in the MSG group received intragastric (ig) 
administration of MSG (2.0 g/(kg.d) for 10 days), the animals in the MSG+NSCs group received intracerebroven-
tricular transplantation of NSCs (approximately 1.0×105 cells), and the animals in the MSG+FNSCL group received 
intracerebroventricular injection of 10 µL of FNSCL (approximately 1.0×105 cells) separately on day 1 and day 10 
after 10-d MSG exposure. The mice in control and MSG groups received intracerebroventricular injection of Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (DMEM) instead of NSCs or FNSCL. On 12 day after the last intracerebroven-
tricular injection of FNSCL or transplantation of NSCs, Y-maze test was performed, and then the histopathology of 
animal brains was studied to analyze MSG-induced functional and morphological changes and the effects of intrac-
erebroventricular injection of FNSCL and transplantation of NSCs on the repair of MSG-induced excitotoxic brain 
injury. The results showed that both intracerebroventricular injection of FNSCL and intracerebroventricular trans-
plantation of NSCs facilitated the brain repair following glutamate-induced excitotoxic injury in adult mice equally, 
suggesting that there are certain NSC factors inside NSCs which are effective in repairing glutamate-induced exci-
totoxic brain injury. Actually, the finding suggests that not only intracerebroventricular transplantation of NSCs but 
also intracerebroventricular administration of FNSCL may be applied to repairing brain injury.

Key words      brain repair; filtrate of neural stem cell lysates; neural stem cell factors; neural stem cells; exci-
totoxic brain injury; mice
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