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%%!摘%要"%目的%探讨不同压力和不同稳压时间下高压氧'Ted(对离体神经干细胞'7R&J(分化的影响$旨

在找出Ted治疗的最佳压力与稳压时间% 方法%取出生 = 日内新生 R/32MK-W@2Q5-9大鼠的脑皮质组织$在含

e"C*O h̀̀ 和 ĥ̀ 的@8̂ 8È!" 培养基中悬浮培养 7R&J% 将传至 " [= 代的 7R&J随机分为不做处理的对照组

'&d7(和Ted处理组% Ted处理组根据所用压力和稳压时间分为 F 组)7R&J分别给予 ! 个绝对大气压'HGH(*

" HGH*= HGH的Ted处理$每种压力再分别给予 =$ 和 F$ .()两种稳压时间% Ted后继续培养 "< '$C 组细胞在

同一时间行免疫荧光染色$荧光显微镜下观察7R&J分化为 7R^阳性细胞的百分率% 结果%7R&J分化为 7R^阳

性细胞的分化率从低到高依次为 &d7组'=6C" \$6BBD($!HGHW=$ .() 组'=6B# \$6<<D($!HGHWF$ .() 组

'#6<# \$6#"D($=HGHW=$ .() 组'F6$B \$6#CD($"HGHW=$ .() 组'F6C" \$6CFD($=HGHWF$ .() 组'C6B: \

$6F"D($"HGHWF$.()':6!C \$6#$D(#除 !HGHW=$ .() 组外$其余各 Ted组与对照组比较$差异有统计学意义

'<Z$6$!(#同一压力下 F$.()组与 =$.()组之间的差异及 "HGHWF$.() 组与其他各组之间的差异均有统计学意

义'<Z$6$!(% 结论% " HGH压力下稳压时间为 F$ .()的Ted促进7R&J向神经元分化的作用最强%

!中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&%'Q &%O!"

!关%键%词"%高压氧#分化#压力#时间#神经干细胞

!中图分类号"%>%%!文献标识码"%H%%!文章编号"%!$$B ;BB=$'"$!$($# ;$=FB ;$#

U112,3A19F725:-5*,A\F02+-./*+*63252.-3.*11252+3752664526-+..*11252+32\7A;

64523*/2A+.*11252+3*-3*A+A1+245-)632/,2))6'+,'-&)

!"#$!A:'BER5'B$ 3)$23/E+,&$ J)$2V,'BE":'B$ 3)*3/5$ -.(5'B4%56&7895'8:;<5=,&87,>?$ I,&'BG& ":?6,8&D$

!5'87&D@:/8A 0',F57?,8G$ !A&'B?A& <!$$$B$ !A,'& '3&'B 3E+$ #9&,D)GGC>C>6I!F=4>:9(

%%<:635-,3) =:>2,3*?2%G+J,K19,'--NN-L,+N'9/-3O23(L+b9M-) 'Ted( 21.()(J,-3-1 2,1(NN-3-),/3-JJK3-J2)1

1(NN-3-),-b/+JK3-,(.-+) ,'-1(NN-3-),(2,(+) +N)-K325J,-.L-55J'7R&J( ,' F,87:6@239A.6%G'-L-3-O325L+3,(L-JN3+.

)-QO+3) 32,J'$W= 129J+51( Q-3-J,-3(5-59L+55-L,-1$ 1(M-J,-1$ 2)1 L-),3(NKM-16HN,-33-.+P25+N,'-JK/-3)2,2),$ ,'-L-55J

Q-3-3-WJKJ/-)1-1 Q(,' @8̂ 8È!" .-1(K.L+),2()()Me"C$ O h̀̀ 2)1 ĥ̀ 6G'-7R&J+N"W= /2JJ2M-JQ-3-32)1+.59

1(P(1-1 (),+J-P-) M3+K/J) 2L+),3+5'K),3-2,-1( 2)1 F Ted,3-2,.-),M3+K/J,'2,7R&JQ-3-JKOS-L,-1 ,+Ted,3-2,.-),

+N1(NN-3-),/3-JJK3-J'!$ " +3= HGH( 2)1 1(NN-3-),-b/+JK3-,(.-'=$ +3F$ .()K,-J(6G'-1(NN-3-),(2,-1 7R&JQ-3-

-b2.()-1 O9)-K3+)WJ/-L(N(L-)+52J-'7R (̂ (..K)+L9,+L'-.(J,39"< '3J52,-360-3L-),2M-+N7R^ /+J(,(P-L-55J

1(NN-3-),(2,-1 N3+. 7R&JQ2J2JJ-JJ-1 O9N5K+3-JL-),.(L3+JL+/96B264)36% G'-/-3L-),2M-+N7R^ /+J(,(P-L-55J

1(NN-3-),(2,-1 N3+.7R&JQ2J,'-'(M'-J,() ,'-Ted"HGHWF$.() M3+K/ ':6!C \$6#$D( '<Z$6$!($ N+55+Q-1 O9,'-

Ted=HGHWF$.() 'C6B: \$6F"D($ Ted"HGHW=$.() 'F6C" \$6CFD($ Ted=HGHW=$.() 'F6$B \$6#CD($ Ted

!HGHWF$.() '#6<# \$6#"D($ Ted!HGHW=$.() '=6B# \$6<<D( 2)1 L+),3+5M3+K/J'=6C" \$6BBD(6?) 211(,(+)

,+,'-Ted!HGHW=$.() M3+K/$ ,'-+,'-3Ted,3-2,.-),M3+K/J'21 ()L3-2J-1 J(M)(N(L2),59/-3L-),2M-+N7R^/+J(,(P-

L-55JL+./23-1 Q(,' ,'-L+),3+5M3+K/ '<Z$6$!(6U)1-3,'-J2.-/3-JJK3-$ ,'-F$ .() ,3-2,.-),M3+K/J'21 ()L3-2J-1

J(M)(N(L2),59/-3L-),2M-+N7R /̂+J(,(P-L-55JL+./23-1 Q(,' ,'-=$ .() ,3-2,.-),M3+K/J'<Z$6$!(6(A+,)46*A+6%Ted

,3-2,.-),'" HGH$ F$ .()K,-J( /3+1KL-J2O-J,-NN-L,() ,'-1(NN-3-),(2,(+) +N7R&J(),+)-K3+)J6

!(9*+C (A+32/7D2.*-35$ !"#"$ #! '$()%'Q &%O!"

%%E2F 8A5.6)%T9/-3O23(L+b9M-)# @(NN-3-),(2,(+)# 03-JJK3-# G(.-# 7-K325J,-.L-55

&BF=&
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%%新生儿缺氧缺血性脑损伤 ' '9/+b(LW(JL'-.(L

O32() 12.2M-$T?e@(是围产期足月儿脑损伤的最常

见原因!!"

$能导致严重的后遗症% 高压氧''9/-3O23W

(L+b9M-)$Ted(治疗是比较有希望的治疗方法之

一% Ted能明显改善机体对氧的摄取和利用方式$

使血氧含量增多$血氧分压增高$血氧弥散能力增

强!""

% 我们以前的实验已经证实$在 " 个绝对大气

压'2,.+J/'2-322OJ+5K,KJ$HGH(的压力下$稳压时间

为 =$ [F$ .()的 Ted处理对新生大鼠 T?e@时疗

效最佳!="

#Ted治疗可促进 T?e@新生大鼠内源性

神经干细胞')-K325J,-.L-55J$7R&J(的增殖并分化

为成熟的神经元!<"

% 但是 Ted在何种压力和稳压

时间下最有利于将神经干细胞分化成为神经元目前

尚不清楚% 本实验在细胞水平$探讨不同压力和不

同稳压时间下Ted对 7R&J分化的影响$旨在找出

Ted治疗的最佳压力与时间$为临床上 Ted在新

生儿缺氧缺血性脑病中的应用提供有用的实验

依据%

#G方法

#6#G材料与方法

!6!6!%实验动物%%出生 = 日内的新生 R/32MK-W

@2Q5-9'R@(大鼠$由中南大学动物实验部提供%

!6!6"%材料%%小鼠 7-J,() 抗体*兔 7R^抗体*兔

h̀H0抗体$&9= 标记羊抗兔?Mh$&9= 标记羊抗小鼠

?Mh$ ?̀G&标记羊抗兔 ?Mh均购自武汉博士德公司#

@8̂ 8È!"'!v!(培养基为 T9L5+)-公司产品#e"C

为h(OL+e>Y公司产品#O h̀̀ * ĥ̀ 为 0-/3+G-L'

&̂公司产品% 胎牛血清为杭州四季青生物工程公

司产品%

!6!6=%仪器%%常压缺氧舱$自制有机玻璃舱

=$ L.a<$ L.a#$ L.$两侧各有一 ! L.a! L.小

孔$一侧通氮氧混合气$另一侧与测氧仪相通$底层

铺有钠石灰以吸收&d

"

及湿气#高压氧舱为中国船

舶工业总公司第 C$! 研究所研制'gY&$6#E!H型(#

测氧仪为&gW!"&型便携式数字测氧仪$测氧范围

$ [!$$D$杭州梅城电化分析仪器厂#低温高速台式

离心机'美国 ?&̂ 公司(#倒置相差显微镜*荧光显

微镜'日本d59./KJ公司(%

#6!G实验方法

!6"6!%实验分组%%将 7R&J接种至 F 孔板$加入

含 !$D胎牛血清的@8̂ 8È!" 培养基后$分为空白

对照组'&d7(和Ted处理组$后者又分为 = 种不同

的压力'! HGH$" HGH和 = HGH($每种压力再设

=$ .()和 F$ .() 两种稳压时间$共 F 组$即 !HGHW

=$ .()$ !HGHWF$ .()$ "HGHW=$ .()$ "HGHWF$ .()$

=HGHW=$ .()和 =HGHWF$ .() F 组% Ted后继续培

养 "< '$C 组细胞在同一时间行免疫荧光染色$实验

重复 B 次%

!6"6"%新生鼠脑皮质 7R&J分离取材和培养%%

取出生 = 日内的新生 R@大鼠$!$D水合氯醛腹腔

麻醉处死后$C#D乙醇浸泡消毒 # .()$分离脑皮质

组织$仔细剥除脑膜面血管$剪碎$加入 $6"#D胰蛋

白酶$=Cm下消化 !# .()$终止消化并反复吹打制成

单细胞悬液$"$$ 目筛网过滤$"$$ M离心# .()$弃上

清液后$用 @8̂ 8È!" 培养基'含 "$

%

YE.Ye"C$

!$ )ME.YO h̀̀ $ "$ )ME.Y ĥ̀ (重悬$接种至培养

瓶$在 =Cm*#D &d

"

培养箱中培养$每 = [< 1 半量

换液 ! 次$C 1传代 ! 次%

!6"6=%Ted处理%%将 F 组细胞给予 Ted处理

! 次$方 法 如 下%

!

洗 舱) 纯 氧 洗 舱 氧 流 量

!$ YE.()$!# .()#

"

升压)氧流量 " [= YE.()$加压

时间为 "$ ["# .()#

#

稳压)稳压时间为 =$ 或

F$.()$分别给予 ! HGH*" HGH*= HGH压力治疗$稳

压期间氧流量为 = [# YE.()$平均氧浓度不低于

:$D#

)

减压)匀速减压 "$ ["# .()%

!6"6<%免疫细胞化学%%将细胞去除培养液$0eR

洗涤 " 次后$<D多聚甲醛固定 <$ .()$用 $6#DG3(W

,(+) jW!$$ 处理 !$ .()$"D eRH处理 F$ .()% 加入

一抗$<m冰箱过夜% 去除一抗$加入荧光标记的二

抗$湿盒中孵育 F$ .()% 去除二抗后$加 T+-L'J,

=="#B$室温孵育 "$ .()$#$D缓冲甘油封片$阴性对

照用0eR液代替一抗% 荧光显微镜下计数'每张片

子随机取 F 个非重叠视野(% 重复上述实验 B 次%

按下列公式计算)神经干细胞分化为神经元细胞的

百分率_7R^染色阳性细胞ET+-L'J,=="#B 染色细

胞a!$$D%

!6"6#%分化细胞计数%%荧光显微镜下计数$每张

片子随机取 F 个非重叠视野$按上述公式计算出神

经干细胞分化为神经元的百分率$得出平均值'F 个

百分率相加除以 F($重复实验 B 次$每组得出 B 个

平均值$进行方差齐性检验$<l$6!$认为方差齐$

可进行 R7fWU检验%

#6%G统计学分析

采用 R0RR !=6$ 软件进行统计学分析$数据以

均数\标准差'H\?(表示$各组间比较用随机分组

设计资料的单因素方差分析 ' R7fWU检验 ($

<Z$6$#判断为差异有统计学意义%

&:F=&
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!G结果

!H#GXL大鼠RX(6的培养

原代培养的细胞在无血清的培养基中悬浮生

长$<B ' 后就可以见到大部分细胞死亡$但能见到

由 " [= 个细胞组成的小细胞团$即原代克隆$随着

培养时间的增加$细胞团逐渐增大*增多$C 1 时生

长为数十个至数百个细胞的克隆$呈球形悬浮生长$

形态不规则$折光性强$周围可见混杂的其他细胞

'图 !H(% 原代克隆的形成率在 "$D [=$D之间%

传代后出现与原代培养相同的大量次代克隆$并逐

渐增大$C 1后可再次传代% 连续传代 = 次后$可见

细胞团仍呈悬浮生长$形态规则$折光性强$无突起

生长$周围无明显混杂细胞'图 !e(% 7R&J在体外

传代培养后$已分化成熟的细胞会逐渐贴壁死亡$而

7R&J则在培养基中悬浮生长$因此利用传代培养的

方法可以纯化所培养的7R&J%

!H!GRX(6的诱导分化及鉴定

将7R&J接种至已用明胶或多聚赖氨酸包被的

F孔板中$一部分仍然用含 "$

%

YE.Ye"C$ !$ )ME.Y

O h̀̀ $ "$ )ME.Y ĥ̀ 的 @8̂ 8È!" 培养基培养

" ' 后$行 7-J,() 免疫荧光染色#另一部分加入含

!$D胎牛血清的@8̂ 8È!" 培养基诱导分化$绝大

多数细胞在 "< '内会贴壁$并从细胞团的边缘伸出

突起'图 !&(% 随着培养时间的延长$越来越多的细

胞从细胞团中爬行出来$伸出长长的突起$有时会交

织成网%

免疫细胞化学发现)7R&J标记蛋白7-J,() 在各

级克隆中都有表达'图 !@(#在用 !$D胎牛血清的

@8̂ 8È!" 培养基诱导 C 1 后$可见神经元细胞的

标记物 7R '̂图 ! (̂和神经胶质细胞的标记物

h̀H0'图 ! (̀在诱导 C 1 的细胞中表达$而且诱导

后的细胞大部分为 h̀H0阳性的胶质细胞%

%%图 #GXL大鼠RX(6的体外培养与鉴定
' a!$$(%<)倒置相差显微镜下原代培养的新生大鼠7R&J#T)倒置相差显微镜

下第 < 代的7R&J#()倒置相差显微镜下大鼠神经干细胞诱导后贴壁分化# L)荧光显微镜下大鼠神经干细胞 7-J,() 染色'红色$

&g=(#U)荧光显微镜下大鼠神经干细胞诱导分化后$可见 7R^阳性细胞'红色$&g=(# )̂荧光显微镜下大鼠神经干细胞诱导分化

后$可见 h̀H0阳性细胞'绿色$ ?̀G&(%

!H%GPT=影响RX(6分化的量效及时效

将处理后的 C 组细胞在同一时间行免疫荧光染

色$进行7R^染色$显微镜下计数7R&J分化为7R^

阳性细胞的百分率% 结果发现7R&J分化为7R^阳

性细胞的分化率从低到高依次为 &d7组'=6C" \

$6BBD($!HGHW=$ .()组 '=6B# \$6<<D($!HGHW

F$ .()组'#6<# \$6#"D($=HGHW=$ .()组'F6$B \

$6#CD($"HGHW=$ .()组 'F6C" \$6CFD($=HGHW

&$C=&
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F$ .()组 'C6B: \$6F"D($"HGHWF$ .() ':6!C \

$6#$D(% 除!HGHW=$ .()组外$其余各Ted组与对

照组比较$差异有统计学意义'<Z$6$!(#同一压力

下 F$ .()组与 =$ .()组之间的差异及 "HGHWF$ .()

组与其他各组之间的差异均有统计学意义

'<Z$6$!(%见图 " 和图 =%

!"

!#

$

%

&

"

#

!
"

#
$
'
%

()*

!+,+ "+,+ -+,+

./0

.

.

.10

.1012

-#3456

%#3456

%%图 !G各组表达RXU标记物阳性率比较G

2)与 &d7组

比较$<Z$6$!#O与同一压力下 =$ .() 组比较$<Z$6$!#L)与其他

各组比较$<Z$6$!%

%%图 %GPT=影响RX(6分化的量效及时效
' a!$$(%C 组细胞在同一时间做免疫荧光双标$红色'&g=(表示细胞浆中表

达7R $̂蓝色'T+-L'J,=="#B(表示细胞核$应用荧光显微镜观察 Ted不同压力和稳压时间下 7R&J的分化% &d7组*!HGHW=$ .()

组*!HGHWF$ .() 组*=HGHW=$ .() 组*"HGHW=$ .() 组*=HGHWF$ .() 组*"HGHWF$ .() 组 7R&J分化为 7R^阳性细胞的分化率依次

增加%

%G讨论

在体外获得7R&J的标准方法就是选取成年哺

乳动物存在干细胞的部位如侧脑室室管膜下区和海

马区及胚脑的大部分区域$将这些组织用机械分散

法或消化分离法制成单细胞悬液$在含有有丝分裂

原表皮生长因子'-/(1-3.25M3+Q,' N2L,+3$ ĥ̀ (

!#WF"

或碱性成纤维细胞生长因子'O2J(LN(O3+O52J,M3+Q,'

N2L,+3$ O h̀̀ "(

!CWB"的培养基中培养% 因为血清成分

复杂$可能存在诱导 7R&J分化的生长因子$目前主

要采用无血清的培养基培养 7R&J

!:"

% 原代培养时

细胞多为混杂生长$可同时存在上皮样细胞和成纤

维样细胞% ĥ̀ 和 h̀̀ 能参与调节7R&J的分裂增

殖$但具体机制不清% 联用 ĥ̀ 和 h̀̀ 对促进

7R&J的增殖有相当明显的协同作用$ 与单独应用

ĥ̀ 或 h̀̀ 相比有非常显著的差异!!$"

% 本课题在

含有 ĥ̀ 和 h̀̀ 的无血清培养基中培养出生 = 日

内的新生 R@大鼠脑皮质组织制成的单细胞悬液$

采用悬浮培养的方式$分离培养 7R&J% 有报道指

出$在含有 ĥ̀ 和 h̀̀ 的无血清培养基中培养的人

类神经干细胞$能存活达 ! 年以上$并仍然保持其分

化潜能!!!"

% 本实验成功地从新生 R@大鼠的脑皮质

组织中分离培养出了 7R&J$通过培养和鉴定$充分

&!C=&
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说明培养的 7R&J具有不断增殖和多向分化的潜

能$为7R&J在细胞水平的研究奠定了基础% 体外

培养的7R&J在经过增殖后去除有丝分裂原$7R&J

出现分化#或者在培养基中添加其他因子$也可以诱

导7R&J向其他细胞分化% 分化后的细胞可以用针

对神经元*星形胶质细胞和少突胶质细胞的特异性

抗原来鉴定%

本课题前期实验已经发现 Ted治疗可促进离

体的 7R&J向神经元细胞分化$但是不同的压力和

不同的稳压时间对细胞的影响是不同的$这点我们

在整体动物中已经得到了证实% 刘丽旭等!<"发现

"6$ HGH压力下*稳压时间为 =$ [F$ .()的Ted治

疗新生大鼠 T?e@时疗效最佳$当 Ted压力过高

时$不但不能起到治疗脑损伤的目的$反而会加重脑

损伤% 我们利用离体的7R&J$观察不同压力和不同

稳压时间的 Ted处理对 7R&J分化为神经元细胞

的影响$找出最适合的压力和稳压时间$为临床上

Ted在新生儿缺氧缺血性脑病中的应用提供有用

的实验依据% 在同一压力下不同稳压时间的 Ted

研究表明$F$ .() 组较 =$ .() 组 7R&J分化为神经

元细胞的比率明显增高$差异具有统计学意义$表明

增加稳压时间可促进 7R&J向神经元细胞分化#在

相同的稳压时间下$随着 Ted治疗压力的增高$

7R&J分化为神经元细胞的比率也随之增高$但 "

HGH压力下分化的比率最高$= HGH压力时$分化的

比率反而较 " HGH压力有所下降% 从上述结果综

合分析得出$" HGH压力下*稳压时间为 F$ .() 的

Ted促进7R&J向神经元分化的作用最强% 这与整

体动物实验的结果是相一致的$表明 Ted治疗

T?e@时确实存在一个度的问题$须适量适时$不足

时$不能起到充分的治疗作用$过量时$不但不能起

到很好的治疗作用$疗效反而有所下降% 但是在整

体动物中$同一压力时增加稳压时间并不能增加

Ted的疗效$考虑与整体动物水平时$受各种因素

的干扰及实验条件的差异有关$而在细胞水平$各组

实验条件基本一致$受外界因素的影响较小$对

Ted的处理更加敏感% 在整体水平如何进一步增

加Ted的疗效呢$解决这一问题的方法就是增加

Ted的疗程$王庆红等!!""发现增加 Ted疗程可促

进T?e@新生大鼠 R4i区内源性 7R&J皮层神经元

细胞的增殖和分化%

Ted影响7R&J分化的具体机制目前还不是十

分清楚$我们推测是与某些细胞因子的变化有关$但

是应用 Ted治疗时$哪些细胞因子发生了变化$尚

需进一步研究%

致谢&感谢湖南省人民医院石永忠博士及魏伟强硕士在
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