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正常新生大鼠及缺血缺氧性损伤后
脑组织铁的组织化学改变

黑明燕 ,旷寿金 ,殷萍

(中南大学湘雅三医院儿科 ,湖南 长沙 　410013)

　　[摘 　要 ] 　目的 　应用大鼠 HIE模型了解正常情况下及缺血缺氧损伤后脑组织铁的组织化学改变。方法 　

实验分正常对照组和 HIE组。正常对照组分别于 8 d ,10 d ,14 d ,21 d 龄处死 (每时间点 3 只) ,HIE 组分别于 7 d

龄大鼠 ( HIE)模型制成后观察 12 h ,24 h ,3 d ,7 d ,14 d 处死 (每时间点 3 只) 。各组脑组织切片 ,进行铁 Perl’s 染色

和光镜观察。结果 　正常大鼠脑组织铁染色阳性细胞较少且主要见于扣带及胼胝体、脑室周围、内囊及外囊的尖

部。形态学上铁染色阳性细胞主要与少突神经胶质细胞和小神经胶质细胞相似。HIE 组缺血缺氧损伤后 12 h 脑

组织铁染色情况与正常对照组无明显差异。缺血缺氧损伤后随时间推移铁染色逐渐增强 ,1 周时为甚 ,以皮质、内

囊及海马回处最明显 ,铁染色阳性神经胶质的增多程度大于铁染色阳性细胞的增多程度 ,有明显的傍血管现象。

结论 　铁染色可作为判断脑组织缺血缺氧中晚期损伤程度的指标之一。
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　　Abstract : 　Objective 　To study the iron histochemical expression in the brain of normal and hypoxic2ischemic2
insulted neonatal rats. Methods 　The iron histochemical changes in the brain were observed under the light microscope at

12 h , 24 h , 3 d , 7 d and 14 d after the hypoxic2ischemic encephalopathy ( HIE) model was established ( HIE group , n =

15) . Brain sections were stained by the perl’s method. Twelve normal age2matched neonatal rats were used as the

controls. Results 　In the controls , there were small patches of iron positive cells located mainly in the corpus callosum and

cingulum , periventricular zone , internal capsule , and tip of the external capsule. Morphologically , iron positive cells

resembled oligodendrocytes and microglia. There was no significant difference in the positive staining between the HIE

group and controls at 12 h after HI. At 24 h after HI , the number of ironpositive cells started to increase in the ipsilateral

hemisphere in the HIE group . There was apparently positive staining of glia and paravascular positive staining foci. The

positive staining further increased time2dependently and peaked at 7 d after HI in the cortex , internal capsule and

hippocapus. At 14 d after HI , the number of iron positive cells decreased yet did not return to normal. Conclusions 　

Brain iron histochemistry is upregulated after HI insult and it could be used to assess the degree of cerebral damage in the

moderate or late stage.
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　　铁是脑组织中含量最多的一种转运金属元素 ,

在神经髓鞘形成过程中起着关键的作用[1 ,2 ] 。铁在

脑组织中的过量聚集可引发脂质过氧化反应 ,使氧

自由基增多引起神经系统损伤[3 ] 。动物实验已经

发现脑组织铁的增加与阿尔茨海姆病[4 ]及巴金森

氏病[5 ]的发病有关。缺血缺氧性脑病 ( hypoxic2is2
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chemic encephalopathy , HIE) 是引起新生儿死亡及

神经系统后遗症的主要疾病之一。临床研究发现 ,

缺血缺氧性脑病患儿头部磁共振显示在基底节和脑

室周围白质区有明显的铁蓄积现象[6 ] 。我们推测

缺血缺氧性损伤后脑中铁的组织化学特性可能发生

一系列改变。然而目前对正常脑组织中铁分布情况

的认识仍较局限 ,对缺血缺氧后铁的组织化学变化

的了解更加缺乏。我们利用 SD 大鼠及其 HIE 模型

进行了相关实验 ,目的是要了解正常情况下及缺血

缺氧性损伤后脑组织中铁的组织化学特性及其与损

伤后恢复期的时间相关性。

1 　材料与方法

1 . 1 　实验分组

7 d SD 大鼠共 27 只 (平均体重 12～15 g) ,其中

15 只制成 HIE 模型 (分离结扎单侧颈总动脉 ,2 h

后 ,再置含 8 % O2/ 92 % N2 气体的 34 ℃恒温箱中

2. 5 h) , HIE 模型制成后分别观察12 h ,24 h ,3 d ,

7 d 及14 d (鼠龄分别为 8 d ,10 d ,14 d ,21 d ,各组

n = 3) 。另 12 只为正常对照 ,分别于 8 d ,10 d ,14 d

及 21 d 龄处死 (各组 n = 3) 。在不同时间点将动物

以约 30 ml PBS 接 30 ml 4 %多聚甲醛进行经左心

室灌注固定 ,置恒温切片机中切成 45μm 厚脑组织

冠状切片。

1 . 2 　铁组织化学染色

采用漂浮染色法 ,将脑组织切片进行 Perl’s 反

应 (2 % potassium ferrycyanide 和 2 %盐酸沉淀组织

中铁) ,DAB 显色。染色完成后将脑组织片贴于明

矾铬包膜的玻片上 ,置室温干燥后部分以苏木紫复

染以便确定脑组织平面结构 ,并了解铁阳性反应细

胞的大致比例。

2 　结果

2 . 1 　正常对照组的铁化学染色

正常对照组铁染色阳性细胞很少且主要分布在

扣带及胼胝体、脑室周围、内囊、及外囊的尖部 (图 1

- A ,B ,C ,D) 。该结果与其它研究结果类似[7 ] 。各

时间段铁染色阳性细胞数目无明显差异。光境下观

察铁染色阳性物质主要分布于细胞质。铁染色阳性

细胞形态有两类 :一类细胞体较大呈圆形或椭圆型 ,

无突触或有 1～2 条极短的突触 ,形态上与少突神经

胶质细胞相似 (图 1E) ;另一类细胞体较小无定型 ,

有多条弯曲的长突触向各方向延伸 ,多见于侧脑室

下 ,有时散在于皮质及丘脑区 ,形态上与小神经胶质

细胞相似 (图 1F) 。在皮质区及丘脑区偶可见铁阳

性细胞傍血管现象 (图 2C) 。

2 . 2 　HIE 组的铁化学染色

缺血缺氧损伤后 12 h 脑组织铁染色情况与同

龄正常大鼠无明显差异。损伤后 24 h ,在损伤侧扣

带回及内囊处观察到铁阳性染色开始增强 (图 2A ,

图 3A) ;3 d 时明显增强 ,并可见脑室扩大及脑组织

坏死和空洞形成 (图 2B ,图 3B) ,与普通 HE 染色所

见的缺血缺氧后的病理改变相符 ;7 d 时达高峰 ,可

见脑组织空洞形成及脑室进一步扩大 ,以海马回 (图

2C) 、皮质区 (损伤皮质区可见明显的与大脑皮层呈

垂直方向指向大脑皮层的辐射状铁染色阳性病灶)

(图 2E)及内囊处 (图 3C) 病变最严重 ,有明显的脑

组织萎缩 ,萎缩明显处铁染色亦明显增强 ; 14 d 时

铁阳性染色已明显减少但仍未恢复正常。对侧脑组

织除偶可见局部脑出血外 ,铁染色情况与正常同龄

动物相类似。

光镜下观察病变区以无细胞形态的铁染色阳性

网状胶质增多为主 ,铁染色阳性细胞亦有增多 (图

3D) 。在皮质及丘脑区 ,24 h 开始已可见较多的铁

染色强阳性细胞群傍血管现象 ,并夹有散在的红细

胞 ,提示有局部的脑出血现象 (图 2D) 。

3 　讨论

　　新生儿 HIE 牵涉到复杂的发病机制及病理生

理改变。国内对 HIE 的研究很少将 HIE 与脑组织

的铁代谢联系在一起。因为神经髓鞘的发育必需有

胆固醇和脂质的合成 ,后两者又必需有铁参与才能

完成[3 ] ,因此在脑组织发育迅速的新生儿阶段 ,脑

组织对铁的需求以及铁的含量都处于高峰时期[1 ] 。

有研究证实脑组织中胆固醇和脂质的合成在少突神

经胶质细胞中明显高于其它细胞[8 ] ,因此推断脑组

织中铁在少突神经胶质细胞中的含量亦高于其它细

胞 ,这亦与本实验发现的铁染色阳性细胞形态上与

少突神经胶质细胞相似的结果相吻合。阳性铁染色

局限于细胞质可能与参与铁代谢的转铁蛋白、转铁

蛋白受体及铁蛋白均局限于细胞核外有关。

临床上发现 ,窒息的新生儿其血浆游离铁水平

升高[9 ] ,中、重度 HIE 患儿常有颅内出血 ,因此血浆

中的游离铁可以通过破损的血脑屏障到达脑组织并

不通过转铁蛋白的介入而直接被脑细胞摄取。缺血

缺氧时 ,酸中毒可促使铁与铁蛋白分离 ,使细胞外游

离铁进一步增高 ,引起过度的氧化损伤。本实验亦
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发现铁染色阳性增强现象主要见于脑组织受损区 ,

且其傍血管现象明显 ,有局部的脑出血。由于病灶

对侧亦同时受到缺氧损伤 ,因此不完全排除该侧脑

组织中出现类似局部脑出血现象。

实验中我们发现铁染色阳性神经胶质增多的程

度超过铁染色阳性细胞增多的程度 ,可能与损伤后

局部细胞已坏死裂解有关。本实验于缺血缺氧后

24 h 可见铁染色增强现象 ,一周后最明显 ,提示铁

染色增强可能发生于缺血缺氧后中晚期 ,而不适于

作为考察缺血缺氧损伤的早期指标。

众所周知 ,缺血缺氧损伤后因 NMDA 受体激活

及钙离子内流增加使得细胞内钙超负荷导致细胞损

伤 ,铁染色的增强是否与钙内流有关值得进一步

研究。

(图见彩色插页 Ⅱ)
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同的实验条件下 ,经 DXM 作用后 ,细胞的增生水平

明显降低 ,说明体外培养的 GMCs 增生水平降低是

由 DXM 所引起的。刺激 24 h 和 48 h 后 , GMCs 的

增生水平均在 DXM 浓度为 4 000 ng/ 孔时抑制最为

明显 ,且以 48 h 的抑制作用表现最强 ,这可能是

DXM 治疗肾脏病的机制之一。我们之所以选择

24 h 和 48 h 作为两个观测点 ,是因为此期大鼠 GM2
Cs 自身增生水平稳定 ,超过 72 h 后 GMCs 的增生水

平随培养时间的延长而降低。

通过观察 DXM 在不同浓度和时间对大鼠 GM2
Cs 的增生抑制作用 ,证实 DXM 浓度达一定值后对

大鼠 GMCs 增生有明显抑制作用 ,该作用大小与

DXM 剂量有关。
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