
(19)国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 202211044392.2

(22)申请日 2013.03.13

(30)优先权数据

61/647,893 2012.05.16 US

(62)分案原申请数据

201380025599.8 2013.03.13

(71)申请人 桑比欧公司

地址 美国加利福尼亚

    申请人 南佛罗里达大学

(72)发明人 C·V·博兰干　C·C·凯斯　

(74)专利代理机构 中国贸促会专利商标事务所

有限公司 11038

专利代理师 傅宇昌

(51)Int.Cl.

A61K 35/28(2015.01)

A61K 9/00(2006.01)

A61P 25/00(2006.01)

C12N 5/10(2006.01)

C12N 5/079(2010.01)

 

(54)发明名称

用于治疗创伤性脑损伤和用于调节神经原

性细胞迁移的方法和组合物

(57)摘要

本文公开了通过移植细胞来治疗创伤性脑

损伤的方法，所述细胞源于表达外源Notch细胞

内结构域的骨髓粘附干细胞。经移植的细胞形成

通路，内源神经原性细胞沿所述通路进行增殖并

且从脑室下区迁移至损伤位点。
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1.用于在受试者中诱导神经原性细胞进行增殖并向脑损伤位点迁移的细胞，其中所述

细胞通过包括下列步骤的过程来获得：

(a)提供骨髓粘附干细胞(MSCs)的培养物，

(b)将步骤(a)的细胞培养物与包含编码Notch细胞内结构域(NICD)的序列的多核苷酸

相接触，其中所述多核苷酸不编码全长Notch蛋白，

(c)选择包含步骤(b)的多核苷酸的细胞，和

(d)在不进行选择的情况下进一步培养步骤(c)的所选择出的细胞。

2.权利要求1的细胞，其中所述受试者为人。

3.权利要求1的细胞，其中所述MSCs从人获得。

4.权利要求1的细胞，其中所述神经原性细胞从神经原性小生境中迁移。

5.权利要求4的细胞，其中所述神经原性小生境为脑室下区(SVZ)。

6.权利要求1的细胞，其中所述脑损伤在皮层中。

7.权利要求1的细胞，其中所述脑损伤为创伤性脑损伤。

8.用于在受试者的脑中诱导基质金属蛋白酶‑9(MMP‑9)表达的细胞，其中所述细胞通

过包括下列步骤的过程来获得：

(a)提供骨髓粘附干细胞(MSCs)的培养物，

(b)将步骤(a)的细胞培养物与包含编码Notch细胞内结构域(NICD)的序列的多核苷酸

相接触，其中所述多核苷酸不编码全长Notch蛋白，

(c)选择包含步骤(b)的多核苷酸的细胞，和

(d)在不进行选择的情况下进一步培养步骤(c)的所选择出的细胞。

9.权利要求8的细胞，其中所述受试者为人。

10.权利要求8的细胞，其中所述MSCs从人获得。

11.权利要求8的细胞，其中MMP‑9的表达诱导内源神经原性细胞的迁移。

12.权利要求11的细胞，其中所述内源神经原性细胞从神经原性小生境中迁移。

13.权利要求12的细胞，其中所述神经原性小生境为脑室下区(SVZ)。

14.权利要求8的细胞，其用于治疗脑损伤。

15.权利要求14的细胞，其中所述脑损伤在皮层中。

16.权利要求14的细胞，其中所述脑损伤为创伤性脑损伤。

17.权利要求12的细胞，其中所述内源神经原性细胞从所述神经原性小生境向脑损伤

位点迁移。

18.权利要求17的细胞，其中所述神经原性小生境为脑室下区(SVZ)。

19.权利要求17的细胞，其中所述脑损伤在皮层中。

20.权利要求17的细胞，其中所述脑损伤为创伤性脑损伤。

21.细胞在制备用于治疗创伤性脑损伤的试剂中的用途，其中所述细胞通过包括下列

步骤的过程来获得：

(a)提供MSCs的培养物，

(b)将步骤(a)的细胞培养物与包含编码NICD的序列的多核苷酸相接触，其中所述多核

苷酸不编码全长Notch蛋白，

(c)选择包含步骤(b)的多核苷酸的细胞，和
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(d)在不进行选择的情况下进一步培养步骤(c)的所选择出的细胞。

22.权利要求21的用途，其中所述受试者为人。

23.权利要求21或22的用途，其中所述MSCs从人获得。

24.权利要求21的用途，其中所述治疗包括诱导神经原性细胞从神经原性小生境中迁

移。

25.权利要求24的用途，其中所述神经原性小生境为脑室下区(SVZ)。

26.权利要求21的用途，其中所述创伤性脑损伤在皮层中。
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用于治疗创伤性脑损伤和用于调节神经原性细胞迁移的方法

和组合物

[0001] 本申请是申请日为2013年3月13日、申请号为201910165600.6、发明名称为“用于

治疗创伤性脑损伤和用于调节神经原性细胞迁移的方法和组合物”的发明专利申请的分案

申请。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2012年5月16日提交的美国临时专利申请号61/647,893(其说明书和

附图通过提及而以其整体合并入本文以用于所有目的)的权益。

[0004] 关于联邦政府资助的声明

[0005] 本文中所描述的研究中的一些得到来自国家神经学病症和中风研究所(National 

Institute  of  Neurological  Disorders  and  Stroke)的拨款的资助。美国政府可能享有

在本文所公开的发明中的某些权利。

发明领域

[0006] 本公开内容为用于神经学病症的细胞疗法的领域。

[0007] 发明背景

[0008] 最初用于深入检验细胞发育1，干细胞已经成为再生医学(包括用于治疗神经学病

症的基于细胞的疗法)的基石2 ,3。干细胞甚至存在于成年期中8，并且具有自我更新和分化

成多种谱系9，促进正常的内环境稳定10，和内源地11‑14或者在移植入受损伤的器官(即脑)中

之后15‑21发挥治疗益处的能力。侧脑室的脑室下区(SVZ)和海马齿状回的颗粒细胞下区是成

人脑中两个主要的干细胞小生境(niche)22,23，尽管在其他脑区域中已经检测到静息神经干

细胞(NSCs)24。在损伤后诱导内源干细胞将会在再生医学中提供新的机会2,3,11‑21。

[0009] 除了多能干细胞外的细胞也已经用于治疗中枢神经系统的病症。作为一个例子，

通过移植在缺血性损伤位点处或者在缺血性损伤位点附近，将SB623细胞(其为源自其中已

经表达了外源Notch细胞内结构域的骨髓粘附干细胞的细胞)用于治疗中风。参见例如，美

国专利号8,092,792，和Yasuhara等人,(2009)Stem  Cells  Devel.18:1501‑1513。美国专利

号7,682,825描述了SB623细胞在许多中枢和周围神经系统病症的治疗之中的另外用途。

[0010] 尽管有这些科学进展和一些初步的临床研究25‑27，但是在我们对于细胞疗法的了

解中的根本缺口是关于经移植的细胞促进受损的神经组织修复的机制的知识。迄今为止，

在血液学和非血液学病症中提供治疗益处方面，增加的移植物存活和移植物持久存在已经

被认为是成功的细胞移植疗法的关键。因此，许多努力指向延长经移植的细胞的存活和持

久存在。因此，不要求持久存在大量经移植的细胞的用于有效细胞疗法的方法将会是有利

的。

[0011] 创伤性脑损伤(TBI)是指由于外部机械力而引起的对脑的损害。除了其他原因外，

TBI尤其可以由于跌倒、火器伤、运动事故、建筑事故和交通事故而引起。TBI的受害者可能

会遭受到许多身体、认知、社交、情感和/或行为的紊乱。

[0012] 对于逆转TBI的初始物理损害，几乎没有什么可以做的。因此，治疗选项主要在于
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用于在急性期中防止进一步损害的稳定化，和之后的康复。由于这些有限的选项，因而需要

另外的用于治疗TBI的方法和组合物。

[0013] 发明概述

[0014] 本发明人已发现，SB623细胞(即源自其中已经表达了外源Notch细胞内结构域的

骨髓粘附干细胞的细胞)的移植可以用于治疗创伤性脑损伤(TBI)。相比于仅接受载料注射

的因创伤而受损伤的动物而言，在TBI后接受SB623移植体的动物展示出显著经改善的运动

和神经学功能，以及与之相关联的显著降低的对于皮层核心和损伤周围皮层区域的损害。

[0015] 发明人还已经发现，与预期相反，SB623细胞移植的治疗益处并不需要大量经移植

的细胞的存活和持久存在。令人惊异地，可以通过最小和短期的移植物存活(其足以引发强

大且稳定的功能恢复)来获得治疗益处。这解决了两个主要问题：对于充足供应可移植的细

胞的需要和对于长期移植物存活的需要。

[0016] 发明人还已经发现，SB623细胞移植在TBI治疗中的有益效应是由于在脑室下区

(SVZ)中的神经原性小生境和受损伤的脑位点之间形成生物学桥(“生物桥”(biobridge))

而引起的。已经通过免疫组织化学方式可视化并经激光捕获的这种生物桥最初表达高水平

的细胞外基质金属蛋白酶，并且其特征在于经移植的细胞流。在移植后的时间里，经移植的

细胞被新形成的宿主细胞替代，并且几乎没有经移植的细胞保留在生物桥中。因此，经移植

的SB623细胞最初在神经原性SVZ和受损伤的皮层之间形成通路，所述通路促进宿主神经原

性细胞稍后从神经原性小生境向脑损伤位点迁移。

[0017] 该连续的事件揭示了用于治疗TBI的新方法，即移植SB623细胞，其形成用于引导

宿主神经原性细胞迁移的瞬时通路。也就是说，经移植的SB623细胞最初在神经原性小生境

和损伤位点之间形成生物桥；但一旦该生物桥形成，经移植的细胞被迁移至损伤位点的宿

主神经原性细胞所替代。这些发现揭示，宿主细胞从神经原性小生境向受损伤的脑位点的

长距离迁移可以通过经移植的SB623细胞来实现，所述经移植的SB623细胞用作用于引发内

源修复机制的生物桥。

[0018] 因此，本公开内容尤其提供了下列实施方案：

[0019] 1.用于在受试者中治疗创伤性脑损伤的方法，所述方法包括向所述受试者的脑施

用治疗有效量的SB623细胞，其中所述SB623细胞通过下述方式来获得：(a)提供骨髓粘附干

细胞(MSCs)的培养物；(b)将步骤(a)的细胞培养物与包含编码Notch细胞内结构域(NICD)

的序列的多核苷酸相接触，其中所述多核苷酸不编码全长Notch蛋白；(c)选择包含步骤(b)

的多核苷酸的细胞；和(d)在不进行选择的情况下进一步培养步骤(c)的所选择出的细胞。

[0020] 2.实施方案1的方法，其中所述受试者为人。

[0021] 3.实施方案1或2的方法，其中所述MSCs从人获得。

[0022] 4.用于移植到受试者中以治疗创伤性脑损伤的细胞，其中所述细胞通过包括下列

步骤的过程来获得：(a)提供MSCs的培养物；(b)将步骤(a)的细胞培养物与包含编码NICD的

序列的多核苷酸相接触，其中所述多核苷酸不编码全长Notch蛋白；(c)选择包含步骤(b)的

多核苷酸的细胞；和(d)在不进行选择的情况下进一步培养步骤(c)的所选择出的细胞。

[0023] 5.实施方案4的细胞，其中所述受试者为人。

[0024] 6.实施方案4或5的细胞，其中所述MSCs从人获得。

[0025] 7.用于诱导内源神经原性细胞从神经原性小生境向脑损伤位点迁移的方法，所述
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方法包括向受试者的脑施用治疗有效量的SB623细胞，其中所述SB623细胞通过下述方式来

获得：(a)提供MSCs的培养物；(b)将步骤(a)的细胞培养物与包含编码Notch细胞内结构域

(NICD)的序列的多核苷酸相接触，其中所述多核苷酸不编码全长Notch蛋白；(c)选择包含

步骤(b)的多核苷酸的细胞；和(d)在不进行选择的情况下进一步培养步骤(c)的所选择出

的细胞。

[0026] 8.实施方案7的方法，其中所述神经原性小生境为脑室下区。

[0027] 9.实施方案7或8的方法，其中所述脑损伤为创伤性脑损伤。

[0028] 10.实施方案7‑9中任一项的方法，其中所述受试者为人。

[0029] 11.实施方案7‑10中任一项的方法，其中所述MSCs从人获得。

[0030] 12.用于在受试者中刺激神经原性细胞增殖的方法，所述方法包括向受试者的脑

施用治疗有效量的SB623细胞，其中所述SB623细胞通过下述方式来获得：(a)提供MSCs的培

养物；(b)将步骤(a)的细胞培养物与包含编码Notch细胞内结构域(NICD)的序列的多核苷

酸相接触，其中所述多核苷酸不编码全长Notch蛋白；(c)选择包含步骤(b)的多核苷酸的细

胞；和(d)在不进行选择的情况下进一步培养步骤(c)的所选择出的细胞。

[0031] 13.实施方案12的方法，其中所述脑损伤为创伤性脑损伤。

[0032] 14.实施方案12或13的方法，其中所述受试者为人。

[0033] 15.实施方案12‑14中任一项的方法，其中所述MSCs从人获得。

[0034] 16.用于在受试者中诱导神经原性细胞进行增殖并向脑损伤位点迁移的方法，所

述方法包括向受试者的脑施用治疗有效量的SB623细胞，其中所述SB623细胞通过下述方式

来获得：(a)提供MSCs的培养物；(b)将步骤(a)的细胞培养物与包含编码Notch细胞内结构

域(NICD)的序列的多核苷酸相接触，其中所述多核苷酸不编码全长Notch蛋白；(c)选择包

含步骤(b)的多核苷酸的细胞；和(d)在不进行选择的情况下进一步培养步骤(c)的所选择

出的细胞。

[0035] 17.实施方案16的方法，其中所述脑损伤为创伤性脑损伤。

[0036] 18.实施方案16或17的方法，其中所述受试者为人。

[0037] 19.实施方案16‑18中任一项的方法，其中所述MSCs从人获得。

[0038] 附图简述

[0039] 图1显示了在大鼠中“抬高身体摆动测试”(elevated  body  swing  test，EBST)的

结果。提供了基线(在TBI前)以及在TBI后7天、1个月、2个月和3个月的值。大鼠接受SB623细

胞移植体(“细胞”，每对中最右边的柱)或者载料输注(“载料”，每对中最左边的柱)。“*”表

明了统计学显著性，p<0.05。

[0040] 图2显示了在经历了TBI并随后接受SB623细胞移植体(“细胞”)或者载料输注(“载

料”)的大鼠中的改进的Bederson神经学检查的平均得分。提供了基线(在TBI前)以及在TBI

后7天、1个月、2个月和3个月的值。每对中最左边的柱表示在输注了载料的大鼠中的得分；

每对中最右边的柱表示在接受了SB623细胞移植体的大鼠中的得分。“*”表明了统计学显著

性，p<0.05。

[0041] 图3显示了大鼠能够保持在Rotorod装置上的秒数的平均值。大鼠经历了实验性

TBI，并随后接受SB623细胞移植体(“细胞”)或者载料输注(“载料”)。提供了基线(在TBI前)

以及在TBI后7天、1个月、2个月和3个月的值。每对中最左边的柱表示在输注了载料的大鼠
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中的得分；每对中最右边的柱表示在接受了SB623细胞移植体的大鼠中的得分。“*”表明了

统计学显著性，p<0.05。

[0042] 图4A和4B显示了在经历了TBI的大鼠中对于皮层核心(“核心”)以及对于在冲击位

点中和周围的皮层区域(“损伤周围”)的损害的检验的结果。图4A显示了来自接受SB623细

胞移植体的大鼠(图版a‑d)的脑的H&E切片，相比于接受载料输注的大鼠(图版a1‑d1)而言。

在图4B中，将结果表示为相对于经历了TBI并接受载料输注的动物而言的损伤区域的百分

比(参见实施例8)。每对中最左边的柱显示了核心区域的值；每对中最右边的柱显示了损伤

周围区域的值。

[0043] 图5显示了在TBI后1个月和3个月时，相比于经历了TBI并接受载料输注的动物而

言，在经历了TBI并接受SB623细胞移植体的动物的脑室下区(“SVZ”)和皮层(“CTX”)中经

Ki67标记的细胞的水平。“*”表明了每高倍视野中所观察到的经标记的细胞的数目的在统

计学上显著的增加(p<0.05)。

[0044] 图6显示了在TBI后1个月和3个月时，相比于经历了TBI并接受载料输注的动物而

言，在经历了TBI并接受SB623细胞移植体的动物的脑室下区(“SVZ”)和皮层(“CTX”)中经巢

蛋白标记的细胞的水平。“*”表明了每高倍视野中所观察到的经标记的细胞的数目的在统

计学上显著的增加(p<0.05)。

[0045] 图7显示了在TBI后1个月和3个月时，相比于经历了TBI并接受载料输注的动物而

言，在经历了TBI并接受SB623细胞移植体的动物的胼胝体(“CC”)和皮层(“CTX”)中经双皮

质素标记的细胞的水平。“*”表明了每高倍视野中所观察到的经标记的细胞的数目的在统

计学上显著的增加(p<0.05)。

[0046] 图8显示了在TBI后1个月和3个月时，在来自经历了实验性TBI的大鼠脑的经激光

捕获的生物桥的匀浆物中的分解活性。将活性表示为相对于0.5ng重组MMP‑9而言的光密度

单位，其通过扫描酶谱法凝胶来获得。在所述2组的各具有3条柱的每一组中，最左边的柱表

示在来自在TBI后输注载料的大鼠的生物桥中的相对活性，中间的柱表示在来自在TBI后移

植SB623细胞的大鼠的生物桥中的相对活性，和最右边的柱表示在来自对照即进行假手术

的大鼠的生物桥中的相对活性。

[0047] 发明详述

[0048] 本文公开了用于治疗创伤性脑损伤(TBI)的方法和组合物。本文还公开了用于调

节在脑中干细胞(例如，神经干细胞，神经元干细胞)的迁移的方法和组合物。

[0049] 发明人已经得到了令人惊讶的发现：在TBI后由于细胞移植而引起的行为和组织

学改善不要求大规模的移植物存活或长期的移植物持久存在。实际上，对于产生这些治疗

益处来说仅需要适度的、短期的移植物存活。因此，发明人揭示了需要阈值剂量的经移植的

细胞的用于神经修复的新方法，所述经移植的细胞不需要在脑中持久存在，并且能够诱导

SVZ产生新细胞和将新细胞推动至受冲击的皮层区域。因此，移植最小有效剂量和经移植的

细胞的短期存活足以引发用于消除大量脑损伤的错综复杂的内源修复机制。

[0050] 除非另有指明，本公开内容的实践使用了在细胞生物学、毒理学、分子生物学、生

物化学、细胞培养、免疫学、神经学、手术和重组DNA的领域以及相关领域中的标准方法和常

规技术，其在本领域的技能之内。这样的技术描述在文献中，并由此对于本领域技术人员来

说是可获得的。参见例如Alberts ,B.等人,“Molecular  Biology  of  the  Cell”,第5版,
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Garland  Science,New  York,NY,2008；Voet,D.等人,“Fundamentals  of  Biochemistry:

Life  at  the  Molecular  Level”,第3版,John  Wiley&Sons,Hoboken,NJ,2008；Sambrook,

J .等人,“Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual”,第3版,Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press ,2001；Ausubel ,F .等人,“Current  Protocols  in  Molecular 

Biology”,John  Wiley&Sons,New  York,1987，及定期更新；Freshney,R.I.,“Culture  of 

Animal  Cells:AManual  of  Basic  Technique”,第4版,John  Wiley&Sons,Somerset,NJ,

2000；和“Methods  in  Enzymology”丛书,Academic  Press,San  Diego,CA。

[0051] 骨髓粘附干细胞(MSCs)

[0052] 本公开内容提供了用于在受试者中通过向脑损伤位点移植SB623细胞来治疗TBI

和调节干细胞迁移的方法。通过在MSCs中表达Notch蛋白的细胞内结构域而从骨髓粘附干

细胞(MSCs)(也称为骨髓粘附基质细胞和间充质干细胞)获得SB623细胞。通过从骨髓中选

择粘附细胞(即，粘附至组织培养塑料制品的细胞)而获得MSCs。

[0053] MSCs的示例性公开内容提供在美国专利申请公开号2003/0003090；Prockop

(1997)Science  276:71‑74；和Jiang(2002)Nature  418:41‑49中。用于分离和纯化MSCs的

方法可以在例如美国专利号5,486,359；Pittenger等人,(1999)Science  284:143‑147；和

Dezawa等人,(2001)Eur.J .Neurosci.14:1771‑1776中找到。人MSCs是商购可得的(例如，

BioWhittaker,Walkersville,MD)，或者可以通过例如骨髓吸取和随后选择粘附骨髓细胞

而从供体获得。参见例如WO2005/100552。

[0054] MSCs还可以从脐带血中分离。参见例如Campagnoli等人,(2001)Blood98:2396‑

2402；Erices等人 ,(2000) Br .J .Haematol .109:235‑242；和Hou等人 ,(2003)

Int.J.Hematol.78:256‑261。MSCs的另外来源包括例如月经血和胎盘。

[0055] Notch细胞内结构域

[0056] Notch蛋白是在所有后生动物中发现的跨膜受体，其通过细胞内信号传导来影响

细胞分化。Notch细胞外结构域与Notch配体(例如，Delta、Serrate、Jagged)的接触导致

Notch蛋白的两次蛋白水解切割，其中第二次由γ‑分泌酶催化并向细胞质中释放Notch细

胞内结构域(NICD)。在小鼠Notch蛋白中，该切割发生在氨基酸gly1743和val1744之间。

NICD移位至细胞核，在那里它充当转录因子，其中招募另外的转录调控蛋白(例如，MAM，组

蛋白乙酰基转移酶)以解除各种靶基因(例如，Hes  1)的转录阻抑。

[0057] 关于Notch信号传导的其他细节和信息可以在例如Artavanis‑Tsakonas等人,

(1995)Science  268:225‑232；Mumm和Kopan(2000)Develop .Biol .228:151‑165；和

Ehebauer等人,(2006)Sci.STKE  2006(364) ,cm7.[DOI:10.1126/stke.3642006cm7]中找

到。

[0058] 细胞培养和转染

[0059] 用于细胞培养的标准方法是本领域中已知的。参见例如R.I.Freshney“Culture 

of  Animal  Cells:A  Manual  of  Basic  Technique”,第5版,Wiley,New  York,2005。

[0060] 用于将外源DNA引入细胞(即转染)的方法，以及用于选择包含外源DNA的细胞的方

法，也是本领域中熟知的。参见例如Sambrook等人,“Molecular  Cloning:A  Laboratory 

Manual”,第3版,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,2001；Ausubel等人,“Current 

Protocols  in  Molecular  Biology”,John  Wiley&Sons,New  York,1987，及定期更新。
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[0061] SB623细胞

[0062] 在一个用于制备SB623细胞的实施方案中，将MSCs的培养物与包含编码Notch细胞

内结构域(NICD)的序列的多核苷酸相接触，例如通过转染；随后通过药物选择和进一步培

养来富集经转染的细胞。参见例如美国专利号7,682,825(2010年3月23日)；美国专利申请

公开号2010/0266554(2010年10月21日)；和WO2009/023251(2009年2月19日)；它们的所有

公开内容通过提及而以其整体合并入本文，为了描述骨髓粘附干细胞的分离和骨髓粘附干

细胞向SB623细胞(在那些文献中称为“神经前体细胞”和“神经再生细胞”)的转化的目的。

[0063] 在这些方法中，可以使用任何编码Notch细胞内结构域的多核苷酸(例如，载体)，

并且可以使用任何用于选择和富集经转染的细胞的方法。例如，在某些实施方案中，用包含

编码Notch细胞内结构域的序列并且还包含编码药物抗性标记(例如，对于G418的抗性)的

序列的载体来转染MSCs。在另外的实施方案中，使用两种载体(一种包含编码Notch细胞内

结构域的序列，和另一种包含编码药物抗性标记的序列)来转染MSCs。在这些实施方案中，

在用所述载体转染细胞培养物之后，通过以足以杀死不包含载体的细胞但不杀死包含载体

的细胞的量向所述细胞培养物添加选择试剂(例如，G418)来实现选择。不进行选择需要去

除所述选择试剂或者将其浓度降低至不杀死不包含载体的细胞的水平。在选择(例如，进行

7天)之后，去除选择试剂并进一步培养细胞(例如，2次传代)。

[0064] 因此，SB623细胞的制备涉及在MSC中外源Notch细胞内结构域的瞬时表达。为此，

可以用包含编码Notch细胞内结构域的序列的载体来转染MSCs，其中所述序列不编码全长

Notch蛋白。所有此类序列对于本领域技术人员来说是熟知的并且容易可得的。例如，Del 

Amo等人,(1993)Genomics  15:259‑264呈现了小鼠Notch蛋白的完整氨基酸序列；而Mumm和

Kopan(2000)Devel.Biol.228:151‑165提供了来自小鼠Notch蛋白的围绕所谓的S3切割位

点的氨基酸序列，所述S3切割位点释放细胞内结构域。总之，这些参考文献为熟练技术人员

提供了包含Notch细胞内结构域但并非全长Notch蛋白的每种肽；由此也为熟练技术人员提

供了包含编码Notch细胞内结构域的序列但不编码全长Notch蛋白的每种多核苷酸。前述文

献(DelAmo和Mumm)通过提及而以其整体合并入本文，为了分别公开全长Notch蛋白的氨基

酸序列和Notch细胞内结构域的氨基酸序列的目的。

[0065] 关于来自另外物种(包括大鼠、爪蟾(Xenopus)、果蝇(Drosophila)和人)的Notch

蛋白和核酸，类似的信息是可得的。参见例如Weinmaster等人,(1991)Development  113:

199‑205；Schroeter等人,(1998)Nature  393:382‑386；NCBI参考序列编号NM_017167(及其

中所引用的参考文献)；SwissProtP46531(及其中所引用的参考文献)；SwissProtQ01705

(及其中所引用的参考文献)；和GenBankCAB40733(及其中所引用的参考文献)。前述参考文

献通过提及而以其整体合并入本文，为了公开在许多不同物种中的全长Notch蛋白的氨基

酸序列和Notch细胞内结构域的氨基酸序列的目的。

[0066] 在另外的实施方案中，通过下述方式来制备SB623细胞：将包含编码Notch细胞内

结构域的序列的核酸引入MSCs中，从而使得所述MSCs不表达外源Notch细胞外结构域。这可

以例如通过用包含编码Notch细胞内结构域的序列的载体转染MSCs来完成，其中所述序列

不编码全长Notch蛋白。

[0067] 关于制备SB623细胞的另外的细节以及用于制备可以在本文所公开的方法中使用

的具有与SB623细胞类似的特性的细胞的方法，可在美国专利号7,682,825；美国专利号8,
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133,725；以及美国专利申请公开号2010/0266554和2011/0229442中找到；它们的公开内容

通过提及而合并入本文，为了提供关于制备SB623细胞的另外细节和备选方法的目的以及

为了提供用于制备具有与SB623细胞类似的特性的细胞的方法。还可参见Dezawa等人,

(2004)J  Clin.Invest.113:1701‑1710。

[0068] 通过移植SB623细胞来逆转TBI的症状

[0069] 在大鼠模型系统中测试了SB623细胞移植作为用于TBI的治疗的功效。在测试之

前，在运动和神经学测试中对成年雄性Sprague‑Dawley大鼠(8周龄)进行评价(在整个研究

中全由不知道处理条件的两位研究者来实施)，以确认所有动物展示出正常的在基线处的

行为(即在脑损伤之前)。然后，将动物暴露于实验性创伤性脑损伤(TBI)，并在7天后经历相

同的行为测试以确认典型的由TBI诱导的运动和神经学损害。在这些测试之后(在TBI后7

天)，将动物随机分配入两个组之一，以便接受向皮层中的经Notch诱导的骨髓衍生干细胞

(SB623细胞)的立体定位移植体26,29或者载料输注(参见实施例3)。

[0070] 发明人已发现，在TBI后1个月和3个月时，相比于仅接受载料的因创伤而受损伤的

动物而言，接受SB623细胞移植体的因创伤而受损伤的动物均展示出显著经改善的运动和

神经学功能，以及与之相关联的显著降低的对于皮层核心和损伤周围皮层区域的损害(参

见实施例)。这些行为和身体的改善是以在TBI后1个月和3个月时分别为0.60％和0.16％的

适度移植物存活来实现的。在脑中受TBI影响的其他位点包括纹状体和海马；因此向纹状体

和海马移植SB623细胞也可用于治疗影响这些区域的TBI。总之，将SB623细胞移植入脑受损

伤的动物中提供了强有力的功能恢复，尽管缺乏移植物持久存在。

[0071] 通过移植SB623细胞来建立生物桥

[0072] 在TBI后1个月时，对在接受了SB623细胞移植体的脑受损伤的动物中的宿主组织

进行的检查揭示出在损伤周围皮层区域和脑室下区(SVZ)中内源细胞增殖(通过Ki67表达

来检测)和神经原性细胞的分化(通过巢蛋白的表达来检测)的急剧增加。还检测到沿着这

些动物的胼胝体(CC)进行迁移的细胞流(其表达双皮质素)。相反地，经历了实验性TBI并仅

接受载料的动物展示出有限的细胞增殖，很少的神经分化，和仅散布的向损伤周围皮层区

域中的迁移。另外，在这些对照动物的脑室下区中仅可见非常少的新形成的细胞(参见实施

例)。

[0073] 在TBI后3个月时，来自接受SB623细胞移植体的动物的脑显现出高得多的水平的

包围损伤周围皮层区域的细胞增殖和神经分化，以及不仅沿着而是穿过CC从SVZ向受冲击

的皮层进行迁移的稳固的神经元细胞(其表达巢蛋白和双皮质素两者)流。来自仅接受载料

的受损伤的动物的脑在TBI后3个月时显现出比在TBI后1个月时大大升高的细胞增殖水平，

但新形成的细胞似乎“困陷”于SVZ和胼胝体中；仅少数细胞能够到达受冲击的皮层。在SVZ、

CC和受损伤的皮层区域中的Ki67、巢蛋白和双皮质素免疫反应性的定量分析表明，在接受

SB623细胞移植体的动物和仅接受载料的动物之间这些标志物表达的差异是在统计学上显

著的。

[0074] 在一个分开的实验中，通过激光捕获显微解剖(Espina等人 ,(2006)Nature 

Protoc.1:586‑603)来分离由从SVZ向损伤位点迁移的内源细胞所形成的生物桥，并且分析

其产酶特性。在该实验中，分析了3组动物：(1)经历了TBI并随后在TBI后7天时移植SB623细

胞的动物；(2)经历了TBI并随后在TBI后7天时输注载料的动物；和(3)对照即进行假手术的
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年龄相近的成年Sprague‑Dawley大鼠(n＝3/组)。来自经历了TBI的动物的经激光捕获的生

物桥的酶谱法检验揭示，在移植后1个月和3个月时，相比于输注了载料的动物或进行假手

术的动物而言，在接受了SB623细胞移植体的动物中基质金属蛋白酶9(MMP‑9)表达/活性分

别具有2倍和9倍的上调(实施例11)。

[0075] MMPs已牵涉于在慢性脑损伤中的恢复之中29，而且已经显示MMP活性的抑制消除神

经原性细胞从SVZ向受损组织的迁移并延缓神经血管重塑30。因此，MMPs可能在促进宿主细

胞向受损伤的脑区域迁移方面起作用，作为SB623细胞经由此而提供从TBI中的功能恢复的

过程的一部分。

[0076] 总之，发明人已发现，SB623细胞的移植通过在SVZ和损伤周围皮层之间建立生物

桥而重塑了因创伤而受损伤的脑。该细胞疗法方法现在可以用于在神经原性位点和非神经

原性位点之间建立类似的生物桥以促进细胞穿过组织的损伤特异性迁移，否则所述组织可

能造成对于细胞运动的屏障。

[0077] 制剂、试剂盒和施用途径

[0078] 还提供了包含本文所公开的SB623细胞的治疗组合物。这样的组合物通常包含

SB623细胞和药学上可接受的承载体。额外的活性化合物也可以掺入到SB623细胞组合物

中。

[0079] 本文所公开的治疗组合物尤其可用于治疗TBI和调节在脑中的干细胞迁移。因此，

包含SB623细胞的组合物的“治疗有效量”是减小TBI的症状或者刺激在脑中的干细胞迁移

的任何量。例如，剂量数量可以从大约100、500、1,000、2,500、5,000、10,000、20,000、50,

000、100,000、300,000、500,000、1,000,000、5,000,000至10,000,000个细胞或更多(或者

其间的任何整数值)变化；施用频率为例如每天1次、每周2次、每周1次、每月2次、每月1次，

这取决于例如体重、施用途径、疾病严重程度等。因此，治疗有效量可以包括相同量或不同

量的SB623细胞的多次施用。在某些实施方案中，SB623细胞的单次施用是治疗有效量。

[0080] 鉴于本公开内容，各种药学组合物以及其制备和使用的技术是本领域技术人员已

知的。关于合适的药理学组合物以及其施用的技术的详细列表，可以参考教科书，例如

Remington’s  PharmaceuticalSciences ,第17版,1985；Brunton等人,“Goodman  and 

Gilman’s  The  PharmacologicalBasis  of  Therapeutics”,McGraw‑Hill ,2005；

University  of  the  Sciences  in  Philadelphia(eds .) ,“Remington:The  Scienceand 

Practice  of  Pharmacy”,LippincottWilliams&Wilkins ,2005；和University  of  the 

Sciences  in  Philadelphia(eds .) ,“Remington:The  Principles  of  Pharmacy 

Practice”,LippincottWilliams&Wilkins,2008。

[0081] 可以将本文所描述的细胞悬浮在生理学上相容的承载体中以用于移植。本文中所

使用的术语“生理上相容的承载体”是指与SB623细胞且与制剂的任何其他成分相容并且对

于其接受者来说无害的承载体。本领域技术人员熟悉生理上相容的承载体。合适的承载体

的例子包括细胞培养基(例如，Eagle极限必需培养基)，磷酸缓冲盐水，Hank’s平衡盐溶液

+/‑葡萄糖(HBSS)，和多种电解质溶液，例如Plasma‑LyteTM  A(Baxter)。

[0082] 向受试者施用的SB623细胞悬浮液的体积将会根据移植位点、治疗目标和溶液中

的细胞数目而变化。通常，所施用的细胞的量将会是治疗有效量。本文中所使用的“治疗有

效量”或“有效量”是指对于实现特定病症的治疗(即使得与该病症相关的症状的量和/或严
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重程度降低)来说所需的经移植的细胞的数目。例如，在TBI的情况下，治疗有效量的SB623

细胞的移植导致TBI的症状的减小和/或逆转，例如运动活动和神经学性能的恢复，以及宿

主神经原性细胞迁移的刺激。治疗有效量随脑损害的类型和程度而变化，并且还可以根据

受试者的整体情况而变化。

[0083] 所公开的治疗组合物还可以包含药学上可接受的材料、组合物或载料，例如液体

或固体填料、稀释剂、赋形剂、溶剂或包囊材料，即承载体。这些承载体可以例如稳定SB623

细胞和/或促进SB623细胞在身体内的存活。每种承载体应当在与制剂的其他成分相容并且

对于受试者来说无害的意义上是“可接受的”。可以用作药学上可接受的承载体的材料的一

些例子包括：糖类，例如乳糖、葡萄糖和蔗糖；淀粉，例如玉米淀粉和马铃薯淀粉；纤维素及

其衍生物，例如羧甲基纤维素钠、乙基纤维素和乙酸纤维素；黄蓍胶粉；麦芽；明胶；滑石；赋

形剂，例如可可脂和栓剂蜡；油，例如花生油、棉籽油、红花油、芝麻油、橄榄油、玉米油和大

豆油；二醇，例如丙二醇；多元醇，例如甘油、山梨醇、甘露醇和聚乙二醇；酯类，例如油酸乙

酯和月桂酸乙酯；琼脂；缓冲剂，例如氢氧化镁和氢氧化铝；藻酸；无致热原的水；等渗盐水；

林格溶液；乙醇；磷酸盐缓冲溶液；以及其他在药学制剂中所使用的无毒的相容物质。润湿

剂、乳化剂和润滑剂(例如，十二烷基硫酸酯钠和硬脂酸镁)，以及着色剂、释放剂、包覆剂、

甜味剂、矫味剂和芳香剂、防腐剂和抗氧化剂也可以存在于所述组合物中。

[0084] 示例性的制剂包括但不限于，适合于肠胃外施用(例如，肺内、静脉内、动脉内、眼

内、颅内、脑膜下或皮下施用)的那些，包括包囊在胶束、脂质体或药物释放胶囊(活性试剂

被掺入到设计用于缓释的生物相容的包衣中)中的制剂；可摄食的制剂；用于局部使用的制

剂，例如滴眼剂、霜剂、软膏和凝胶；以及其他制剂，例如吸入剂、气雾剂和喷雾剂。本公开内

容的组合物的剂量将会根据治疗需求的程度和严重度、所施用的组合物的活性、受试者的

总体健康情况和本领域技术人员熟知的其他考虑因素而变化。

[0085] 在另外的实施方案中，本文所描述的组合物以颅内方式递送至创伤性脑损伤位点

处或附近。这样的局部性递送允许所述组合物的非全身的递送，由此相比于全身递送而言

降低所述组合物的身体负荷。局部递送可以例如通过颅内注射或通过使用各种医学上可植

入的设备(包括但不限于支架和导管)来实现，或者可以通过吸入、静脉切开术或外科手术

来实现。用于包覆、植入、包埋以及还有将所需试剂附着至医疗设备(例如，支架和导管)的

方法是本领域中已建立的并且在本文中得到考虑。

[0086] 本公开内容的另一个方面涉及用于实施向受试者施用SB623细胞(可选地与另一

种治疗剂相组合)的试剂盒。在一个实施方案中，试剂盒包含在适合于进行移植的药学承载

体中配制的SB623细胞的组合物。

实施例

[0087] 在本文所公开的研究中，使大鼠经历实验性创伤性脑损伤(TBI)，并且在7天后，具

有充分的运动和神经学缺陷的那些大鼠接受向受损伤的区域的SB623细胞或载料的移植

体。在TBI前(基线值)、在TBI后7天再次(在移植前)和此后每月(在TBI后持续3个月)，评价

运动和神经学性能的值。

[0088] 在TBI后1个月和3个月时的行为测试完成之后，通过经心脏灌注4％低聚甲醛来对

随机选择的动物进行安乐死(n＝10/组)。取出它们的脑，并进行切片以评价经移植的细胞
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的持久存在，在受损伤的区域中和周围的脑组织的组织学外观，在受损伤的区域中和周围

各种神经标志物的表达，和在受损伤的区域中和周围的产酶活性。

[0089] 使用下列标准来评价移植结果：1)运动行为，通过“抬高身体摆动测试”(EBST)和

Rotorod；2)神经学性能，通过Bederson改进的神经学检查；3)损伤体积，通过组织学(经H&E

染色的切片)；4)移植物存活，通过使用特异地检测人细胞的抗体(HuNu)的免疫组织化学；

和5)使用针对经移植的人细胞和宿主细胞的抗体来进行神经保护和/或再生的基于机制的

免疫组织化学分析。实施例1：MSCs和SB623细胞的制备

[0090] 从Lonza  Walkersville,Inc.(Walkersville,MD)获得来自成人供体的骨髓吸取

物，并且铺板在补充有10％胎牛血清(Hyclone ,Logan,UT)、2mML‑谷氨酰胺(Invitrogen,

Carlsbad,CA)和青霉素/链霉素(Invitrogen)的α‑MEM(Mediatech,Herndon,VA)中。将细胞

在37℃和5％CO2下培养3天，以获得单层粘附细胞，在去除非粘附细胞之后，在相同条件下

继续培养2周。在该时间期间，通过使用0.25％胰蛋白酶/EDTA来将细胞传代2次。将来自第

二次传代的部分细胞进行冷冻以作为MSCs。

[0091] 将来自第二次传代的其余细胞进行铺板，并且通过使用Fugene6 (Roche 

Diagnostics,Indianapolis,IN)，用包含与巨细胞病毒启动子可操作地连接的编码Notch

细胞内结构域的序列的质粒(pCMV‑hNICD1‑SV40‑NeoR)进行转染。该质粒还包含处于SV40

启动子的转录控制之下的编码对于新霉素和G418的抗性的序列。将经转染的细胞在37℃和

5％CO2下在补充有100μg/mlG418(Invitrogen,Carlsbad ,CA)的于前面段落中所描述的生

长培养基中进行培养。在7天后，扩展抗G418的集落，并且将培养物传代2次。在第2次传代

后，收集细胞并进行冷冻以作为SB623细胞。

[0092] 将如本文所描述的那样制备的MSCs和SB623细胞按需要进行解冻并用于进一步研

究。

[0093] 实施例2：在大鼠模型中诱导TBI

[0094] 总共40只在基线处(在TBI手术前)被鉴定为展示出正常行为(在EBST中50‑60％的

偏倚摆动活动；在Rotorod上60秒的停留时间；和最多0‑0.5的平均Bederson得分)的动物接

受下面所描述的TBI手术。

[0095] 所有手术操作程序在无菌条件下进行。将成年雄性Sprague‑Dawley大鼠用1.5％

异氟烷进行麻醉，并且就疼痛反射进行检查。在深度麻醉下，动物如下经历中度TBI模型。将

每只动物放置在立体定位架中，其中用经由气体面罩进行施用的1‑2％异氟烷来保持麻醉。

在暴露出头骨之后，在左侧额顶皮层上进行4‑mm颅骨切除术，其中心在相对于前囟点而言‑

2.0mm  AP和+2.0mmML。使用直径为3mm的气动式金属冲击器以6.0m/s的速度来冲击脑，达到

硬脑膜层下1.0mm的深度并在脑中保持150毫秒。冲击器棒与垂直面成15°的夹角，以便与在

冲击位点处的脑表面的切面垂直。使用与冲击器相连接的线性可变位移换能器

(Macrosensors,Pennsauken,NJ)来测量速度和持续时间，以验证一致性。

[0096] 在受控的皮层冲击损伤之后，在出血停止后缝合切口。带有反馈控制的集成式加

热垫和直肠温度计单元允许将体温维持在正常限度。监测所有动物直至从麻醉中恢复。另

外，动物在诱导TBI后连续3天期间每天进行称重和观察，此后每周称重2次，并且在整个研

究期间每天就健康状态和任何指示出问题或并发症的征候进行监测。

[0097] 实施例3：SB623细胞的移植
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[0098] 在经历了TBI的动物之中，仅选择在TBI后第7天时具有下列程度的行为损害的那

些动物用于进行移植研究：在EBST中至少75％的偏倚摆动活动；在Rotorod上30秒或更短的

停留时间；和至少2.5的平均Bederson得分。将所选择出的那些动物随机分配到接受SB623

移植体的组(n＝20)或者接受载料输注的组(n＝20)。移植的目标区域是内侧皮层，其相应

于损伤周围皮层区域，基于先前建立的关于类似立体定位植入物的目标位点。

[0099] 所有手术操作程序在无菌条件下进行。将动物用1.5％异氟烷进行麻醉，并且就疼

痛反射进行检查。一旦实现深度麻醉(通过疼痛反射的丧失来确定)，在手术切口区域(头骨

区域)周围剃除毛发，其中留出足够的边界以防止手术部位的污染。这之后为该部位的2次

手术消毒擦洗，并且用无菌盖布进行遮盖。

[0100] 然后，将动物固定至立体定位装置(Kopf  Instruments,Tujunga,CA)，并且用钻孔

锥在头骨中制造小开口。开口的坐标是相对于前囟点而言前面0.5mm和侧面1.0mm，以及在

硬脑膜表面下2.0mm；这些是基于Paxinos和Watson(1998)的图集而选择出来的，以相应于

临近核心损伤位点的皮层区域。然后，将包含测试材料的26‑号Hamilton注射器放低入开口

中。采用单次针穿过，制造3个存积物(各3ul)。每个存积物由在3ul  Plasmalyte  A中的100,

000个活细胞组成，其在3分钟的时间段内输注。在额外的2‑分钟吸收时间之后，撤回针，并

且用不锈钢伤口夹来封闭伤口。加热垫和直肠温度计允许在整个手术和随后从麻醉中恢复

期间将体温维持在大约37℃。对照注射仅包含Plasmalyte  A。

[0101] 在基线处(在TBI前)、在TBI后7天(正好在移植前)和此后每月(直至TBI后3个月)，

使经治疗的动物和对照动物经历“抬高身体摆动测试”(EBST，实施例4)、神经学检查(实施

例5)和Rotorod测试(实施例6)。

[0102] 另外，在TBI后1个月和3个月时，对经治疗的动物和对照动物的脑在组织学上进行

表征，以确定损害程度(实施例8和9)；宿主细胞增殖、迁移和神经分化的程度(实施例10)；

和产酶活性的存在(实施例11)。

[0103] 实施例4：“抬高身体摆动测试”(EBST)

[0104] 所有对动物进行测试的研究者均不知道处理条件。通过由其尾部提起动物并记录

动物摆动其头部的方向来进行EBST。测试装置包括透明的Plexiglas箱(40×40×35.5cm)。

在尾基部轻轻提起动物，并且通过尾部将动物提高直至动物鼻子处于表面上方2英寸(5厘

米)的高度。一旦动物头部从身体的中线位置向一侧移动大约10度，就记录下摆动方向(左

或右)。在单次摆动之后，将动物放置回Plexiglas箱中，并且在再次测试之前允许动物自由

移动30秒。重复这些步骤，对于每只动物总共20次检验。未受损伤的大鼠展示出50％的摆动

偏倚，即向左和向右摆动的次数相同。75％的摆动偏倚表明在20次试验期间15次摆动在一

个方向上而5次在另一个方向上。先前的使用EBST的结果已经表明，在黑质纹状体损伤或单

侧半球损伤后1个月时，单侧受损伤的动物展示出>75％的偏倚摆动活动；并且这样的不对

称性处于稳定状态直至6个月3,26。

[0105] EBST的结果显示在图1中。在TBI后，基本上所有的动物均显现出偏倚摆动活动。在

移植了SB623细胞的动物中，偏倚摆动活动在TBI和移植后3个月的时间段内稳定地降低。相

反地，在移植了载料的动物中，在TBI后显现出偏倚摆动活动的动物百分比保持基本上不

变。

[0106] 实施例5：改进的Bederson神经学检查
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[0107] 在EBST结束后大约1小时，施行改进的Bederson神经学检查，按照先前所描述的程

序3,26，其中稍作改动。使用3个测试来获得每只大鼠的神经学得分，所述测试包括：(1)前肢

收缩，其测量动物在前肢被侧向移置2至3cm后将前肢复位的能力，等级分为0(立即复位)至

3(在数秒后复位或不复位)；(2)横杆行走能力，等级分为0(大鼠容易地经过2.4cm宽、80cm

长的横杆)至3(大鼠不能在横杆上停留10秒)；和(3)双侧前爪抓握，其测量在直径为2mm的

钢棒上保持住的能力，等级分为0(大鼠具有正常的前爪抓握行为)至3(大鼠不能用前爪进

行抓握)。将来自所有3个测试(其在每个评估日在大约15分钟的时间段内进行)的得分相

加，从而得到平均神经学缺陷得分(最大可能得分，9点除以3个测试＝3)。

[0108] 这些神经学检查的结果显示在图2中。在TBI后，在所有动物中的平均神经学得分

为2.5(最高为3)。在移植了SB623细胞的动物中，该得分在TBI和移植后3个月的时间段内稳

定地降低(表明了经改善的神经学功能)。相比于输注了载料的动物而言，在移植了SB623细

胞的动物中神经学功能的改善是统计学上显著的(p<0.05)。

[0109] 实施例6： 测试

[0110] 在神经学检查完成后1小时，使动物经历 测试。该测试包括将动物置于

旋转式跑台上，所述跑台在60秒的时间段内从4rpm加速至40rpm( Accuscan ,

Inc.,Columbus,OH)。记录动物能够保持在跑台上的总秒数，并将其用作运动协调的指数。

先前的使用TBI模型系统的结果已经显示，相比于进行假手术的或正常的对照而言，受损伤

的动物能够在Rotorod上保持显著更短的时间。

[0111] 该检验的结果显示在图3中。未受损伤的动物能够在跑台上保持平均60秒。在TBI

后7天，在跑台上的平均时间降至低于20秒。在TBI后移植了SB623细胞的动物中，在跑台上

的平均时间加倍至大约40秒。相比于经历了TBI并输注了载料的动物而言，这些改善是统计

学上显著的。

[0112] 实施例7：灌注和切片

[0113] 在TBI后1个月和3个月时，在实施例4‑6中所描述的行为测试完成之后，通过经心

脏灌注4％低聚甲醛来对随机选择的动物进行安乐死(n＝10/组)。解剖出脑，在4％低聚甲

醛中后固定过夜，然后浸没在30％蔗糖中。从前面在前囟点‑5.2mm处开始，通过向后移动直

至前囟点‑8.8mm，将每个前脑切成40um冠状切片。对切片进行加工处理，以用于测定脑损害

和分析在损伤周围区域中的细胞存活，如在实施例8和9中所描述的。

[0114] 实施例8：脑损害的测量

[0115] 进行脑切片的制备和检查以鉴定脑损害的程度和宿主细胞存活。加工处理至少4

个片冠状组织切片/脑，以用于苏木精和伊红(H&E)染色或Nissl染色。通过测定间接损伤面

积来对脑损害进行定量，所述间接损伤面积是通过从对侧半球的面积中减去同侧半球的完

好面积来计算的。将损伤体积表示为相比于对侧半球而言的损伤的体积百分数，通过将来

自系列切片的损伤面积相加总计。

[0116] 定量地显示在图4B中的结果表明，相比于经历了TBI并接受载料输注的动物而言，

经历了TBI并接受SB623细胞移植体的动物经受了显著更小的对于皮层核心和损伤周围皮

层区域的损害。

[0117] 实施例9：在TBI损伤周围区域中的细胞存活的分析

[0118] 检查了随机选择的相应于损伤周围皮层区域的高倍视野，以对在该区域中的存活
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宿主细胞进行计数。结果显示在图4A中。

[0119] 实施例10：免疫组织化学

[0120] 加工处理漂浮切片以用于免疫荧光显微术。简而言之，将40μm的经恒冷切片的组

织在4×放大倍数下进行检查，并且使用基于PC的图像工具计算机程序来进行数字化。使用

不与啮齿动物蛋白质交叉反应的单克隆人特异性抗体HuNu来评估经移植的SB623细胞的移

植物移入。加工处理另外的脑切片以用于脑组织样品的基于机制的免疫组织化学分析，其

关注于细胞增殖(Ki67)、迁移(双皮质素或DCX)和神经分化(巢蛋白)。对脑切片进行盲编

号，并且使用Abercrombie公式来计算免疫阳性细胞的总数目3,26。

[0121] 这些分析的结果显示，SB623细胞的移植诱导了在SVZ和受冲击的皮层之间形成生

物桥，所述生物桥由高度增殖性的、专用于神经的和迁移的细胞组成。在TBI后1个月时，免

疫荧光和共聚焦显微术揭示出在损伤周围皮层区域和脑室下区(SVZ)中内源细胞增殖(通

过表达Ki67的细胞来证明)和未成熟神经分化(表达巢蛋白的细胞)的急剧增加，其中具有

沿着接受了SB623细胞移植体的动物的胼胝体(CC)的迁移细胞(表达双皮质素的细胞)流。

来自仅接受了载料的动物的脑展示出有限的细胞增殖和神经分化，以及散布的向损伤周围

皮层区域中的迁移，其中在SVZ中几乎没有新形成的细胞存在。在TBI后3个月时，来自移植

了SB623的动物的脑显现出量大得多的包围损伤周围皮层区域的细胞增殖和神经分化，伴

随有不仅沿着而是穿过CC从SVZ向受冲击的皮层进行迁移的稳固的带有神经元标记的细胞

(其表达巢蛋白和双皮质素两者)流。相反地，在来自输注了载料的动物的脑中，细胞增殖增

强了，但新形成的细胞“困陷”于SVZ和CC中，并且仅很少的细胞能够到达受冲击的皮层。在

SVZ、CC和CTX中的经Ki67、巢蛋白和DCX免疫标记的细胞的定量分析揭示出在经移植的动物

和输注了载料的动物之间的统计学上显著的差异(图5‑7)。

[0122] 实施例11：酶谱法

[0123] 将与其分析描述在实施例4‑10中的动物群分开的动物群用于测试在将SB623细胞

移植到受损伤的脑中之后蛋白水解酶的存在和/或活性。使大鼠经历TBI，然后对其移植

SB623细胞或载料。使年龄相近的进行假手术的成年Sprague‑Dawley大鼠的对照组经历相

同的实验程序(n＝3只大鼠/组)。在TBI后1个月和3个月时，通过激光解剖来获得相应于由

从SVZ向受冲击的皮层进行迁移的细胞所形成的生物桥的组织。在提取出之后，将组织放置

在低温管中并在液氮中快速冷冻。将管贮存于‑80℃冰箱中直至进行匀浆。

[0124] 将样品在450μL的包含50mMTris‑HCl(pH  7.5)、75mM  NaCl和1mM  PMSF的冷的工作

缓冲液中进行匀浆。将组织用匀浆器加工处理10分钟并在4℃以13000rpm离心20分钟。将上

清液分离、冷冻，并且保存于‑80℃直至使用。通过Bradford方法来评估在上清液中的总蛋

白质浓度。

[0125] 在施行酶谱法的那一天，将等价于50μg总蛋白质的体积加载到新鲜制备的明胶酶

谱法凝胶中。所有凝胶包含加载了0.5ng重组MMP‑9的对照泳道，其用作酶量(ng)和明胶分

解活性(表示为相对光密度单位，见下面)的标准。于100V在非还原条件下在凝胶中以电泳

方式将蛋白质分开。在电泳后，将凝胶在125ml2.5％Triton中洗涤两次，进行20分钟。然后，

将凝胶在激活缓冲液(Zymogram  DevelopmentBuffer,Bio‑Rad ,Hercules,CA)中于37℃温

育20小时。第二天，将凝胶用考马斯蓝R‑250染色溶液(Bio‑Rad)染色3小时，并用脱色溶液

(Bio‑Rad)脱色25分钟。通过条带的光密度测定法分析(Gel‑Pro  v  3 .1 ,Media 
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Cybernetics,Carlsbad,CA)来评估样品的明胶分解活性。通过与在相同凝胶上走样的预染

色的标准蛋白质参照物(Bio‑Rad)相比较来测定在显现出分解活性的凝胶区域中的蛋白质

的分子量。将活性表示为相对于0.5ng重组MMP‑9(其在凝胶中作为标准进行走样)的光密度

而言的光密度。

[0126] 结果显示在图8中。在TBI后1个月和3个月时，来自在TBI后移植了SB623细胞的动

物的经激光捕获的生物桥(相应于在SVZ和受冲击的皮层之间的脑组织)表达高水平的MMP‑

9明胶分解活性。在所述两个时间点处，在经SB623处理的动物中的水平均显著高于在来自

输注了载料和进行假手术的动物的生物桥中的水平(p<0.05)。尽管在TBI后1个月时，相比

于进行假手术的动物而言，来自输注了载料的动物的生物桥显示出MMP‑9活性的显著增加，

但是这些水平在TBI后3个月时回复至对照水平(即与进行假手术的动物的水平没有显著不

同)。

[0127] 为了在印迹上进行检测，用印迹级脱脂奶粉(Bio‑Rad)对膜进行封闭。在用0.1％

tween  20‑tris缓冲盐水(TTBS)进行洗涤后，将膜与1ug/ml抗MMP‑9单克隆小鼠抗体一起在

4℃温育过夜。将膜再次在TTBS中进行清洗，与二抗(缀合有辣根过氧化物酶的山羊抗小鼠

IgG的1:1,000稀释物，Calbiochem)一起温育1小时，并且最后用辣根过氧化物酶显色溶液

(ECL高级检测试剂盒,Amersham)进行显色。将膜暴露于放射自显影胶片(HyblotCL ,

Denville  Scientific  Inc.)。将酶谱的样品条带的密度表示为相对于标准条带(0.5ng重

组MMP‑9)而言的最大光密度。

[0128] 本发明的一些实施方案如下：

[0129] 1.用于移植到受试者中以治疗创伤性脑损伤的细胞，其中所述细胞通过包括下列

步骤的过程来获得：

[0130] (a)提供MSCs的培养物，

[0131] (b)将步骤(a)的细胞培养物与包含编码NICD的序列的多核苷酸相接触，其中所述

多核苷酸不编码全长Notch蛋白，

[0132] (c)选择包含步骤(b)的多核苷酸的细胞，和

[0133] (d)在不进行选择的情况下进一步培养步骤(c)的所选择出的细胞。

[0134] 2.实施方案1的细胞，其中所述受试者为人。

[0135] 3.实施方案1或实施方案2的细胞，其中所述MSCs从人获得。

[0136] 4.用于在受试者中治疗创伤性脑损伤的方法，所述方法包括向所述受试者的脑施

用治疗有效量的根据实施方案1至3中任一项的细胞。

[0137] 5.用于诱导内源神经原性细胞从神经原性小生境向脑损伤位点迁移的方法，所述

方法包括向受试者的脑施用治疗有效量的根据实施方案1‑3中任一项的细胞。

[0138] 6.实施方案5的方法，其中所述神经原性小生境为脑室下区。

[0139] 7.实施方案5的方法，其中所述脑损伤为创伤性脑损伤。

[0140] 8.用于在受试者中刺激神经原性细胞增殖的方法，所述方法包括向受试者的脑施

用治疗有效量的根据实施方案1至3中任一项的SB623细胞。

[0141] 9.用于在受试者中诱导神经原性细胞进行增殖并向脑损伤位点迁移的方法，所述

方法包括向受试者的脑施用治疗有效量的根据实施方案1至3中任一项的SB623细胞。

[0142] 10.实施方案9的方法，其中所述脑损伤为创伤性脑损伤。
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