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经脑室神经干细胞移植对脑室周围白质软化
新生大鼠的脑病理评估

贺月秋，陈惠金，钱龙华，陈冠仪

（上海交通大学医学院附属新华医院，上海市儿科医学研究所　２０００９２）

　　［摘　要］　目的　对经脑室植入神经干细胞（ＮＳＣｓ）的脑室周围白质软化（Ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｅｕｋｏｌａｍａｃｉａ，ＰＶＬ）
新生大鼠进行光镜下脑病理评估，探讨ＮＳＣｓ移植对治疗早产儿ＰＶＬ的可行性。方法　采用Ｅ１４胎鼠大脑皮层制
备ＮＳＣｓ。２日龄新生大鼠随机分为 ＰＶＬ对照组（ＰＶＬ组），ＰＶＬ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基对照组（ＰＶＬ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２
组），ＰＶＬ＋神经干细胞（ＮＳＣｓ）移植组（ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ组），假手术对照组（Ｓｈａｍ组），Ｓｈａｍ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基对照
组（Ｓｈａｍ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２组），Ｓｈａｍ＋ＮＳＣｓ移植组（Ｓｈａｍ＋ＮＳＣｓ组），每组１８～２１只。对２日龄 ＰＶＬ新生大鼠在建
模后７２ｈ进行经脑室ＮＳＣｓ移植，分别于移植后７，１４，２１ｄ进行光镜下脑病理评估。结果　随着移植后时间的增
加，脑白质病变呈进一步改善。移植后２１ｄ光镜下病理证实，未移植组脑白质呈轻度和重度病变各占５０％，神经
元病理评分为１．２８±０．８６。移植组则有３０％白质完全正常，轻度和重度病变各占４０％和３０％，神经元病理评分为
０．３２±０．１６，两组在脑白质病变程度以及神经元病理评分之间的差异均呈非常显著性意义（χ２＝１０．７，Ｐ＜０．０１；Ｆ
＝２９．６６４，Ｐ＜０．０１）。结论　 经脑室外源性ＮＳＣｓ移植可明显改善脑白质的病理损伤。经脑室ＮＳＣｓ移植对早产
儿ＰＶＬ具有很大的治疗潜力，为今后成功防治早产儿这一最常见的脑损伤顽症提供了新的可行性途径。
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　　脑室周围白质软化（ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｅｕｋｏｌａｍａ
ｃｉａ，ＰＶＬ）是早产儿脑损伤的主要类型，为早产儿死
亡和存活儿脑瘫和智力落后的主要原因。迄今对早

产儿ＰＶＬ尚无防治方法。近来对神经干细胞（ｎｅｕ
ｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）的系列研究，为早产儿 ＰＶＬ的
治疗提供了新思路。ＮＳＣｓ是一类存在于中枢神经
系统的具有多向分化能力的细胞，能分化为少突胶

质细胞、神经元及其星形胶质细胞等神经细胞，且

ＮＳＣｓ具有极低的免疫原性，从而使外源性细胞的修
复治疗成为一种可能的理想治疗途径［１～６］。本研究

在成功创建了 ２日龄 ＰＶＬ新生大鼠模型的基础
上［７～９］，对建模后７２ｈ的ＰＶＬ新生大鼠进行经脑室
ＮＳＣｓ移植治疗。本文对经脑室 ＮＳＣｓ移植的 ＰＶＬ
新生大鼠进行光镜下脑病理评估，报告如下。

１　材料和方法

１．１　实验动物和分组
２日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ清洁级新生大鼠和 Ｅ１４

孕鼠（购自上海西普尔 －必凯实验动物有限公司，
动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪２００３－０００２）。其中
Ｅ１４孕鼠用于制备神经干细胞。２日龄新生大鼠随
机分为６组，每组 １８～２１只，分别为：ＰＶＬ对照组
（ＰＶＬ组），ＰＶＬ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基对照组（ＰＶＬ＋
ＤＭＥＭ／Ｆ１２组），ＰＶＬ＋神经干细胞（ＮＳＣｓ）移植组
（ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ组），假手术对照组（Ｓｈａｍ组），Ｓｈａｍ
＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基对照组（Ｓｈａｍ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２
组），Ｓｈａｍ＋ＮＳＣｓ移植组（Ｓｈａｍ＋ＮＳＣｓ组）。
１．２　主要实验材料
１．２．１　主要试剂　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２无血清专用培养
基（Ｇｉｂｃｏ），小牛血清（杭州四季青公司），碱性成纤
维细胞生长因子 ｂＦＧＦ（Ｐｒｏｔｅｃｈ），表皮生长因子
ＥＧＦ（Ｐｒｏｔｅｃｈ），青霉素／链霉素（Ｇｉｂｃｏ），Ｂ２７无血清
添加物（Ｇｉｂｃｏ），Ｌ谷胺酰胺（ＬＧｌｕｔａｍｉｎｅ）（Ｓｉｇｍａ）。
１．２．２　主要实验器材　　瑞沃德脑立体定位仪
ＭＰ８０００（深圳瑞沃德生命科技有限公司），ＫｄＳｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ３１０微量注射泵（ＫｄＳｉｅｎｔｉｆｉｃ），ＣＯ２孵箱（Ｔｈｅｒｍｏ
ｆｏｒｍａ），一次性培养器材（２５ｍＬ培养瓶，６，２４，９６孔
板，Ｃｏｒｎｉｎｇ）。
１．３　ＰＶＬ模型制备

新生大鼠仰卧位固定，颈部正中切口，分离并结

扎双侧颈总动脉。休息１．５～３ｈ后，送入缺氧箱，
箱温３７℃，湿度（７０±５）％，８％Ｏ２和９２％Ｎ２混合
气体输入流量为１～２．５ｍＬ／ｍｉｎ。缺氧０．５ｈ后，返
回母鼠身边继续喂养。假手术组游离双侧颈总动

脉，不予结扎和缺氧。

１．４　胚鼠神经干细胞的制备和培养
将Ｅ１４孕鼠乙醚麻醉后打开腹腔切取子宫，剪

开子宫角后取出胎鼠，夹取胎鼠双侧大脑皮层组织，

用ＤＨａｎｋｓ液冲洗。小心剥除脑膜和血管后，将脑
组织剪成１．０ｍｍ３小块，吸管吹打成单细胞悬液。
１０００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，弃上清，１×１０６／４ｍＬ密
度置条件培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２６ＭＬ，ｂＦＧＦ２０ｎｇ／
ｍＬ，ＥＧＦ２０ｎｇ／ｍＬ，Ｂ２７２０μＬ／ｍＬ，ｐｅｎ１００Ｕ／ｍＬ，
ｓｔｒｅｐ１００μｇ／ｍＬ）中培养。每 ２～３ｄ半量换液 １
次。每６～７ｄ传代一次。
１．５　对新生大鼠经脑室移植ＮＳＣｓ

将已标记 ＰＫＨ２６的 ＮＳＣｓ浓度调整为 ５×
１０４／μＬ，置冰上备用。２日龄 ＰＶＬ新生大鼠于术后
第３天（５日龄），对照组为相应５日龄新生大鼠，经
乙醚麻醉后固定于脑立体定位仪下，脑室穿刺部位

定位于：前－后（ＡＰ）＝１．５ｍｍ；中线 －外侧（ＭＬ）
＝－２ｍｍ；深度（ＤＶ）＝１．５ｍｍ。用５μＬ微量注射
器通过微量注射泵，将２μＬ移植液缓缓注入新生大
鼠的一侧脑室内，注速为０．５μＬ／ｍｉｎ。其中 ＰＶＬ＋
ＮＳＣｓ组和 Ｓｈａｍ＋ＮＳＣｓ组分别注入 ＮＳＣｓ移植液２
μＬ；ＰＶＬ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２组和 Ｓｈａｍ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２组
分别注入ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液２μＬ；ＰＶＬ组和 Ｓｈａｍ
组则不注射任何液体。注射完毕后留针２ｍｉｎ后取
出，火棉胶封闭注射针口。待新生大鼠苏醒后送返

母鼠旁继续喂哺。

１．６　光镜病理标本的制备和检测
１．６．１　病理标本的制备　　乙醚麻醉下，分别对各
组新生大鼠于移植后７ｄ（每组 ｎ＝５）、１４ｄ（每组
ｎ＝５）及２１ｄ（每组ｎ＝８～１１）用生理盐水进行心脏
灌注，直至流出液清亮为止，取出脑组织置１０％中
性福尔马林固定２４ｈ，选择立体定位仪进针位置处
前０．５ｍｍ至后２．５ｍｍ共３ｍｍ厚度冠状位脑组
织。经脱水石蜡包埋后切片，每间隔２０张切片（片
厚２５μｍ）取１张切片（片厚５μｍ），共取４张切片
进行光镜下病理评估。

１．６．２　光镜下病理评估方法
①神经元损伤病理评估方法：参照 Ｔｏｗｆｉｇｈｉ

等［１０］所描述方法进行适当改良简化，高倍视野下

（４０×１０）每１／１０病变面积记一个单位，一个单位
的变性评为０．２分，一个单位的坏死评为２分。其
中“变性”指组织切片为嗜伊红染色增强或呈细网

状改变；“坏死”指组织切片见小圆形空泡密集或小

圆形空泡呈相互融合，组织结构模糊或消失，细胞核

形态改变，浓缩或破裂。若同时出现变性和坏死灶，
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则变性不另评分，忽略不计。

②白质损伤病理评估方法：参照 Ｈｉｓａｋａｚｈｕ
等［８，１１］方法，对胼胝体和脑室周围白质区域进行评

分，其中正常为０度；白质轻度稀疏，神经纤维排列
不整齐为Ⅰ度，提示为轻度病变；白质严重稀疏，神
经纤维排列不整齐，有凝固性坏死和囊腔形成为Ⅱ
度，提示为重度病变。

１．７　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１１．５软件对数据进行分析处理，数据

用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，计量资料采用方差分
析，计数资料使用卡方检验。Ｐ＜０．０５示差异有显
著性意义。

２　结果

２．１　脑室ＮＳＣｓ移植术
５日龄各组新生大鼠乙醚麻醉后，在脑立体定

位仪下进行经脑室 ＮＳＣｓ移植术。术中进针顺利，
在微量注射泵的控制下，移植液通过微量注射器以

０．５μＬ／ｍｉｎ的注速缓缓注入新生大鼠的脑室内。
注射过程平稳，没有１例动物在移植过程中出现呼

吸急促、皮肤苍白及抽搐等不良反应。注射完毕后

留针２ｍｉｎ，拔针后针道未见液体渗漏或出血现象。
新生大鼠麻醉苏醒后活动如常。

２．２　光镜下脑病理评估
各组新生大鼠于移植后７，１４，２１ｄ的光镜下脑

病理评估结果如下（图１Ａ～Ｌ）。
２．２．１　Ｓｈａｍ各组的脑病理改变　　Ｓｈａｍ组、Ｓｈａｍ
＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２组以及 Ｓｈａｍ＋ＮＳＣｓ组（各组 ｎ＝８）
大鼠的脑皮层和皮层下细胞结构清晰，排列有序，细

胞形态正常；皮层下神经纤维致密，走向整齐，未发

现病理改变。

２．２．２　未移植ＰＶＬ各组的脑病理改变　　ＰＶＬ组
（ｎ＝９）和ＰＶＬ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２组（ｎ＝８）大鼠的脑皮
质部位可见少量神经元损伤。脑皮层下细胞层次、

结构则欠清晰，呈疏松状，神经纤维走向紊乱，呈网

状、条索状，部分出现排列紊乱，可见囊性空洞形成。

所有未移植ＰＶＬ大鼠在移植后２１ｄ均出现脑白质病
变，其中ＰＶＬ组轻度病变和重度病变各占５０％，ＰＶＬ
＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２组则各占８１．２％和１８．８％。两组神经
元病理评分分别为１．２８±０．８６和１．０１±０．８８（表１）。

! " # $

% & ' (

) * + ,

　　图１　各组新生大鼠移植后７，１４，２１ｄ光镜下脑病理照片（×２００）　　Ａ～Ｄ为移植后７ｄ。　Ａ：Ｓｈａｍ组，显示正常皮
层神经元。　Ｂ：ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ组，显示皮层部分神经元水肿，数量减少。　Ｃ：Ｓｈａｍ组，显示白质神经纤维排列齐整。　Ｄ：ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ
组，显示白质疏松，神经纤维排列紊乱。Ｅ～Ｈ为移植后１４ｄ。　Ｅ：ＰＶＬ组，显示皮层部分神经元变性、坏死。　Ｆ：ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ组，显
示部分神经元变性，数量减少。　Ｇ：Ｓｈａｍ组，显示正常白质。　Ｈ：ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ组（×４００），显示白质有部分改善，但排列仍紊乱疏
松。Ｉ～Ｌ为移植后２１ｄ。　Ｉ：ＰＶＬ组，显示皮层细胞变性、坏死。　Ｊ：ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ组，皮层神经元接近正常。　Ｋ：ＰＶＬ组（×４００），
显示白质紊乱伴囊性坏死。　Ｌ：ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ组（×４００），显示白质紊乱呈明显好转。
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表１　各组大鼠ＮＳＣｓ移植后２１ｄ光镜下脑病理评分比较

组别 切片
光镜下脑白质病变评分ａ

０度（％） Ⅰ度（％） Ⅱ度（％）
光镜下神经元病变评分ｂ（ｘ±ｓ）

ＰＶＬ组 ３６ ０（０） １８（５０） １８（５０） １．２８±０．８６
ＰＶＬ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２组 ３２ ０（０） ２６（８１．３） ６（１８．７） １．０１±０．８８
ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ组 ４０ １２（３０） １６（４０） １２（３０） ０．３２±０．１６
Ｓｈａｍ组 ３２ ３２（１００） ０（０） ０（０） ０
Ｓｈａｍ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２组 ３２ ３２（１００） ０（０） ０（０） ０
Ｓｈａｍ＋ＮＳＣｓ组 ３２ ３２（１００） ０（０） ０（０） ０

　　ａ：采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＴｅｓｔ秩和检验方法，χ２＝１０．７，Ｐ＜０．０１；　ｂ采用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ的ｔａｍｈａｎｅ′ｓｔ２检验方法，Ｆ＝２９．６６４，Ｐ＜０．０１；
ＰＶＬ组与ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ组比较，Ｐ＜０．０１；ＰＶＬ＋ＤＭＥＭ组与ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ比较，Ｐ＜０．０１。Ｓｈａｍ各组光镜下无病理改变，未纳入统计。

２．２．３　ＰＶＬ移植各组的脑病理改变　　ＰＶＬ＋
ＮＳＣｓ组（ｎ＝１０）大鼠的脑损伤情况较未移植 ＰＶＬ
各组呈明显改善，脑皮层细胞排列整齐，细胞轮廓清

晰，结构完整。皮层下结构清晰，神经纤维排列致

密，走向整齐，未观察到有异形性细胞以及成瘤样胶

质细胞增生等异常改变。比较７ｄ、１４ｄ及２１ｄ组，
可见随着移植后时间的增加，脑白质病理改变呈进

一步改善。移植后２１ｄ的病理评分示，ＰＶＬ＋ＮＳＣｓ
组有３０％脑白质正常，轻度和重度异常在 ＰＶＬ＋
ＮＳＣｓ组各为４０％和３０％，提示经脑室ＮＳＣｓ移植可
明显改善脑白质的病理改变。

３　讨论

ＰＶＬ是早产儿最常见的脑损伤类型，主要引起
脑室周围白质的少突胶质细胞受损，纤维束损伤，导

致去髓鞘病变，是造成脑瘫等神经系统后遗症的主

要原因［１２，１３］。迄今对早产儿 ＰＶＬ尚无防治良策。
外源性ＮＳＣｓ的移植研究进展，为早产儿 ＰＶＬ的治
疗提供了新的思路。

ＮＳＣｓ移植的成功与否，很大程度上取决于合宜
的动物模型、移植物的来源、移植时间窗及移植部位

的选择。本研究在成功建立了２日龄 ＰＶＬ模型［９］、

并成功制备了取自于胚脑、具有良好分化能力的

ＮＳＣｓ的基础上，对 ＰＶＬ新生大鼠在建模后７２ｈ进
行了经脑室ＮＳＣｓ移植的对照研究。

移植时间窗选择在ＰＶＬ建模后７２ｈ、即新生大
鼠５日龄时进行，主要基于下列考虑：①从脑缺血原
发损伤到继发损伤的间隔时间通常为０．５～７２ｈ左
右。原发损伤主要是神经细胞坏死，继发损伤主要

是神经细胞凋亡，而凋亡的高峰时间至少在缺血３ｄ
后发生。本研究移植时间窗选择在建模后７２ｈ，即
选择在缺血后发生凋亡的高峰之前进行移植。②建
模后７２ｈ也是损伤炎症水肿明显的阶段，损伤区域
可以分泌多种细胞因子，有可能促使植入 ＮＳＣｓ的

迁移并诱导其分化。本研究对植入 ＮＳＣｓ在脑内的
迁移分化过程的观察显示（另文总结），植入的

ＮＳＣｓ主要迁移聚集在 ＰＶＬ病变最明显的部位即脑
室周围和皮层下白质等区域，并主要分化为少突胶

质细胞，提示病变部位可能对植入 ＮＳＣｓ有一定的
趋化诱导作用，可能通过释放一些细胞因子来诱导

外源性ＮＳＣｓ的迁移和分化［１４］。

移植部位的合宜选择也是移植成功与否的重要

因素。对成年动物最常用的移植部位，是将 ＮＳＣｓ
直接注射于脑损伤区，如植入皮层、ＳＶＺ、海马或纹
状体等部位。但通常脑内 ＮＳＣｓ移植的成功率较
低，这是因为脑损伤部位是一处不良的局部微环境

区域，植入的 ＮＳＣｓ有可能被激活的小胶质细胞和
巨噬细胞所清除。经脑内移植尚有容积占位效应，

致使 ＮＳＣｓ移植量有限，也是导致移植成功率降低
的因素之一。此外，经脑内移植还可导致局部ＮＳＣｓ
过度聚集，将不利于 ＮＳＣｓ的分化，甚至有成瘤倾
向。也有经静脉注入 ＮＳＣｓ进行移植。如 Ｊｅｏｎｇ
等［１５］经大鼠尾静脉植入 ＮＳＣｓ，证实进入脑内的
ＮＳＣｓ有１０％成功分化为神经元，并与周围正常神
经元建立了突触联系。但经静脉进行 ＮＳＣｓ移植的
不利因素在于，从外周静脉进入脑内需经长时迁移，

最后进入脑内的细胞数量十分有限，从而导致移植

成功率不高。

由于新生动物的血脑屏障呈开放状态，较成年

动物具有得天独厚的优势，因此新生动物可选择脑

室作为独有的有效移植途径。经脑室移植的长处在

于：①植入细胞可远离损伤环境，避免损伤区的不良
微环境影响移植细胞的成活，从而提高植入细胞的

存活率；②避免经脑内移植时的容积占位效应，增加
植入细胞的数量；③ＳＶＺ存在大量内源性 ＮＳＣｓ，经
脑室移植可以避免损伤 ＳＶＺ区，保护和促进内源性
ＮＳＣｓ；④脑室内环境也为植入的 ＮＳＣｓ提供了一个
良好的迁移发育和定向分化的场所，更有利于宿主

对ＮＳＣｓ的生理性调控；⑤经脑室植入的细胞在内
·５６３·
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源性 ＮＳＣｓ的迁移途径引导下，可广泛快速地到达
脑内损伤区。报道对脑缺氧缺血新生动物进行非损

伤侧脑室内ＮＳＣｓ移植，植入细胞以１～２ｍｍ／ｄ的
速度，３ｄ内不仅在同侧脑内迁移、分化，并且广泛
迁移至对侧脑半球损伤区，进一步分化为神经元和

胶质细胞，其分化成功率高达８０％以上，远高于成
年鼠神经元的分化程度，因此损伤修复效果十分显

著［１６］。本研究亦发现，在脑立体定位仪下经侧脑室

植入的ＮＳＣｓ，主要分布在脑室周围胼胝体下方的区
域中，大部分分化为少突胶质细胞，少部分分化为星

形胶质细胞和神经元，提示经脑室内进行 ＮＳＣｓ移
植是研究ＰＶＬ治疗方法的合宜途径。

通过光镜下病理评估，本研究显示，经 ＮＳＣｓ移
植治疗后，对照未移植组，ＰＶＬ移植组幼鼠的脑病理
得到明显改善，且随着移植后时间的增加，脑白质病

变呈进一步改善，在脑白质部位的神经纤维排列较

整齐，走向一致，未见出现囊性坏死，移植后２１ｄ光
镜下病理证实，未移植组脑白质呈轻度和重度病变

各占５０％，神经元病理评分为１．２８±０．８６。移植组
则有３０％白质完全正常，轻度和重度病变各占４０％
和３０％，神经元病理评分为０．３２±０．１６。提示随着
植入的外源性 ＮＳＣｓ分化为少突胶质细胞系数量的
逐渐增多，脑白质病变亦逐步获得明显改善，证实经

脑室外源性 ＮＳＣｓ移植可明显改善脑白质的病理损
伤。

通过上述研究，证实经脑室 ＮＳＣｓ移植植入的
ＮＳＣｓ具有较强的迁移能力，可以迁移到主要病变受
累的脑室周围部位，植入 ＮＳＣｓ在脑室周围主要分
化为少突胶质细胞，从而替补受损的少突胶质细胞，

修复白质病变，使ＰＶＬ新生大鼠的脑白质病变获得
明显改善，髓鞘形成明显增加，提示经脑室 ＮＳＣｓ移
植对早产儿ＰＶＬ具有很大的治疗潜力，为今后成功
防治早产儿这一最常见的脑损伤顽症提供了新的可

行性途径。

对ＮＳＣｓ移植治疗早产儿脑室周围白质软化尚
有不少环节有待进一步探索，如对植入 ＮＳＣｓ在脑
内的迁移、增殖、分化及与组织结构融合的细胞内环

境的调控机制尚不完全明了；对植入的外源性ＮＳＣｓ
与宿主细胞所建立的有效突触联系及参与的宿主神

经网络的形成，尚有待提供更翔实的证据；以及对植

入ＮＳＣｓ的迁徙速度和分化方向尚缺乏有效的调控
手段等。上述环节均为本研究组在今后需要进一步

努力实践的方向。
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