
第１４卷第７期
２０１２年７月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１４Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０１２

［收稿日期］２０１１－１２－２５；［修回日期］２０１２－０３－１６
［基金项目］国家自然科学基金（Ｎｏ．８１０７０９８９）。
［作者简介］李文娟，女，硕士研究生。
［通信作者］陈惠金，教授。

论著·实验研究

缺血启动未成熟大鼠脑白质内源性
修复功能的研究

李文娟　陈惠金　钱龙华　毛凤霞

（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，上海　２０００９２）

　　［摘　要］　目的　探讨缺血启动未成熟脑白质的内源性修复机制。方法　５日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ新生大鼠
随机分为假手术（Ｓｈａｍ）组和ＰＶＬ组。分别于建模后７ｄ及２１ｄ光镜、电镜下评估脑白质病变及髓鞘形成情况，免
疫组化检测脑白质Ｏ４＋少突胶质细胞（ＯＬ）前体，观察 ＳＶＺ区祖细胞的激活、增殖、迁移和分化情况。结果　与
Ｓｈａｍ组比较，ＰＶＬ组在建模后７ｄ和２１ｄ光镜下脑白质病理均呈轻或重度病变；病理评分均明显增高；髓鞘形成数量
明显减少，厚度变薄；免疫组化显示Ｏ４＋ＯＬ前体明显减少。建模４８ｈ后，ＰＶＬ组ＳＶＺ区 ＢｒｄＵ、ＮＧ２共阳性祖细胞明
显增殖并向脑室周围迁移，至７ｄ达到高峰；从７２ｈ开始，脑室周围出现呈ＢｒｄＵ、Ｏ４共阳性ＯＬ前体，至２１ｄ，新生ＯＬ
前体明显多于同时段Ｓｈａｍ组。结论　缺血可启动新生大鼠脑白质的内源性修复机制，诱导 ＳＶＺ区胶质源性神经
祖细胞激活、增殖、迁移至脑室周围和分化为ＯＬ前体。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（７）：５４８－５５３］
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　　脑室周围白质软化（ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｅｕｋｏｍａｌａ
ｃｉａ，ＰＶＬ）是脑室周围未成熟白质的缺血性病变，以
形成髓鞘的少突胶质细胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅ，ＯＬ）前
体的受损和丢失为特征，为早产儿常见脑损伤，是新

生儿死亡和其后发生脑瘫、认知及视听障碍的主要

原因［１］。近来研究显示，哺乳动物脑内始终藏匿有

一种最原始、具有自我复制能力和多向分化潜能的

神经祖细胞。大量研究证实，脑缺血、损伤等刺激后

可诱导脑内神经祖细胞激活，从而启动神经再生以

修复脑损伤［２３］。但目前研究主要局限于成年脑，对

未成熟脑神经祖细胞，其增殖分化及参与髓鞘修复

的能力则研究甚少，尤其对早产儿 ＰＶＬ的脑内在修
复潜能尚未见报道。新生脑内的胶质源性神经祖细

胞主要来源于室管膜下区（ＳＶＺ区）、海马部位以及
脑白质部位［４５］，ＮＧ２为其特异性标记物［６］。本研

究通过单侧颈总动脉结扎伴缺氧２ｈ，建立５日龄新
生大鼠 ＰＶＬ动物模型，应用 ＢｒｄＵ示踪和光电镜病
理评估等方法，从体内探讨缺血启动未成熟脑白质

的内源性修复机制，报告如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
５日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）新生大鼠１０８只购

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）２００８００１６；动物使用许可证号：
ＳＹＸＫ（沪）２００８００５２］，随机分为假手术（Ｓｈａｍ）组
和 ＰＶＬ组，每组５４只，分别于建模后４８ｈ、７２ｈ、
７ｄ及２１ｄ断头取脑进行相关检测，其中建模后
７ｄ及２１ｄ每组各１９只，建模后４８ｈ及 ７２ｈ每
组各８只。
１．２　ＰＶＬ动物模型制备

参照本研究组已建立的 ＰＶＬ模型制备方
法［７８］，动物乙醚麻醉后固定于仰卧位，颈部正中切

口，分离并结扎右侧颈总动脉，术毕缝合切口，火棉

胶涂抹伤口。手术时间短于 ５ｍｉｎ。术后 ３０ｍｉｎ
将新生大鼠送入恒温缺氧箱内缺氧 ２ｈ，箱内温
度３７℃，湿度７０％ ±５％，以１．５Ｌ／ｍｉｎ的流量恒
定输入８％Ｏ２＋９２％Ｎ２混合气体。Ｓｈａｍ组仅予
游离右侧颈总动脉，不予结扎和缺氧。术毕各组

大鼠送回母鼠身边继续喂养。２４ｈ及 ４８ｈ处理
组新生大鼠于建模后即刻腹腔注射 ＢｒｄＵ（Ｓｉｇｍａ
公司）一次（１００ｍｇ／ｋｇ），７ｄ及２１ｄ处理组则于
建模后连续 ３日腹腔注射 ＢｒｄＵ，每日两次，每次
５０ｍｇ／ｋｇ。

１．３　脑病理评估方法
１．３．１　电镜病理评估　　乙醚麻醉下，各组新生大
鼠各取３只，分别于建模后７ｄ以及２１ｄ用２％戊
二醛心脏灌注，选取右侧胼胝体处脑组织１ｍｍ３，置
于２％戊二醛４℃保存。１％锇酸４℃下固定２ｈ后，
用３０％～１００％浓度丙酮梯度脱水。将脱水后组织
置环氧树脂包埋剂中浸泡、包埋，再行加温聚合。超

薄切片机切片，片厚约 ５０ｎｍ，对切片用蜡酸铀染
色。在透射电镜下观察白质髓鞘形成情况。应用

ＩＴＥＭ图像分析软件，分别于７４００倍和１３５００倍透
射电镜下，每个脑组织随机选取８张切片，对每张切
片随机选取４～５个视野，分别测算横断面的髓鞘数
目及髓鞘厚度，其中髓鞘厚度均值的测算公式为：髓

鞘厚度＝（最薄内径＋最厚内径）／２。
１．３．２　光镜病理评估　　两组新生大鼠各时段各
取８只，乙醚麻醉下，分别于建模后７ｄ和２１ｄ经生
理盐水灌注后快速断头取脑，４％多聚甲醛固定保
存。经常规脱水、石蜡包埋后，以脑室周围平面行冠

状切片，苏木精－伊红（ＨＥ）染色。光镜下观察脑室
周围及皮层下白质的病理变化。根据 Ｕｅｈａｒａ的病
理分级标准［９］，各组大鼠的脑白质进行病理分级如

下：０级为正常；１级（轻度异常）为白质轻度疏松，
神经纤维排列不齐；２级（重度异常）为白质严重疏
松，神经纤维排列紊乱，有凝固性坏死和囊腔形成。

同时将上述脑白质的病理分级改良为病理评分，即０
级、１级和２级分别被评为０分、１分和２分。
１．４　免疫荧光检测
１．４．１　冰冻切片制备　　两组新生大鼠于建模后
４８ｈ、７２ｈ、７ｄ、及２１ｄ各时段各取８只，分别经生理
盐水灌注后断头取脑，ＯＣＴ包埋剂固定右侧脑组
织，以侧脑室平面行冠状冰冻切片，片厚１０μｍ。
１．４．２　脑白质 ＯＬ前体标志物 Ｏ４免疫荧光检
测　　两组新生大鼠分别取建模后 ７ｄ及 ２１ｄ
时冰冻切片，经 ０．３％Ｔｒｉｔｏｎ１００穿膜剂处理后，
加入１０％山羊血清封闭液封闭３０ｍｉｎ；甩去多余的
血清后分别加入 Ｏ４单克隆抗体（Ｒ＆Ｄ公司）１∶２００
４℃过夜；次日ＰＢＳ漂洗３ｍｉｎ×５次；加入ＴＲＩＴＣ荧
光标记的二抗，室温孵育 １ｈ；ＰＢＳ漂洗 ３ｍｉｎ×
５次；封片，荧光显微镜下拍照，应用ＩｍａｇｅＪ图像处
理分析软件分析计数镜下Ｏ４阳性细胞数，每只大鼠
脑组织随机选３张切片，每张切片随机选３个视野。
１．４．３　ＳＶＺ区胶质源性祖细胞及其分化细胞免疫
荧光检测　　两组新生大鼠分别取建模后各时段冰
冻切片，经０．３％Ｔｒｉｔｏｎ１００穿膜剂处理和２Ｍ盐酸
３７℃处理各３０ｍｉｎ后，加入１０％山羊血清封闭液封
·９４５·
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闭３０ｍｉｎ；甩去多余的血清，分别加入 ＮＧ２单克隆
抗体（Ｍｉｌｌｐｏｒｅ公司）１∶８００和ＢｒｄＵ单克隆抗体（ａｂ
ｃｏｍ公司）１∶４００混合液，以及Ｏ４单克隆抗体（Ｒ＆Ｄ
公司）１∶２００和ＢｒｄＵ单克隆抗体１∶４００混合液，４℃
过夜；次日 ＰＢＳ漂洗３ｍｉｎ×５次；分别加入 ＴＲＩＴＣ
荧光标记和ＦＩＴＣ荧光标记的二抗混合液，室温孵育
１ｈ；ＰＢＳ漂洗３ｍｉｎ×５次；封片，荧光显微镜下拍照
分析。每只大鼠脑组织随机选３张切片，每张切片
随机选３个视野，应用ＩｍａｇｅＪ图像处理分析软件镜
下计数ＢｒｄＵ和ＮＧ２共阳性细胞数以及ＢｒｄＵ和Ｏ４
共阳性细胞数，计算公式为：双标阳性细胞数＝相关
系数（由ＩｍａｇｅＪ图像分析软件自动计算）×ＤＡＰＩ
核染总细胞数。

１．５　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１１．０软件对数据进行处理和统计分

析。数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，计量资料采
用ｔ检验；等级资料采用秩和检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　一般情况比较
ＰＶＬ组大鼠建模后出现皮肤发绀、活动减少、睁

眼时间延迟、体重增长缓慢等异常表现。建模前

Ｓｈａｍ组和 ＰＶＬ组大鼠的体重差异无统计学意义
（１３．１±１．０ｇｖｓ１２．９±１．６ｇ，Ｐ＞０．０５），建模后
ＰＶＬ组大鼠在７ｄ及２１ｄ的体重均明显低于 Ｓｈａｍ
组（分别２５．９±１．３ｇｖｓ２１．３±３．３ｇ，ｔ＝３．６９１，
Ｐ＝０．００２；６０．７±５．２ｇｖｓ４９．１±７．６ｇ，ｔ＝３．５４９，
Ｐ＝０．００３）。提示一侧颈总动脉结扎伴缺氧２ｈ所
造成的脑白质损伤可明显影响大鼠的体格生长。

２．２　脑白质病理评估
建模后７ｄ和２１ｄ，ＰＶＬ组大鼠呈现双侧脑萎

缩伴大片白色梗死灶，以右侧为甚。光镜下脑病理

显示：Ｓｈａｍ组大鼠皮层下脑白质的细胞结构清晰，
排列有序，神经纤维致密，走向一致，未发现病理改

变。ＰＶＬ组大鼠皮层下白质的细胞层次及结构欠清
晰、呈疏松模糊状，神经纤维走向紊乱，呈网状或条索

状，部分出现囊腔病变。脑白质的病理分级显示，

ＰＶＬ组在建模后７ｄ和２１ｄ，分别有５８％和６３％的大
鼠脑白质呈轻度病变，４２％和３８％的大鼠呈重度病
变；Ｓｈａｍ组大鼠则均呈正常脑白质（Ｐ＜０．０５）。脑白
质的病理评分显示，ＰＶＬ组在建模后７ｄ及２１ｄ的病
理评分（１．４２±０．５；１．３８±０．５）均明显高于Ｓｈａｍ组
（０；０）（χ２值分别为９６和１０８，均Ｐ＜０．０１）。提示一

侧颈总动脉结扎伴缺氧２ｈ所构建的５日龄ＰＶＬ新
生大鼠模型，可出现明显的脑白质病变。见图１。
２．３　髓鞘形成评估

建模后７ｄ，电镜下观察到 Ｓｈａｍ组大鼠的脑白
质内可见髓鞘，至建模后２１ｄ，白质内髓鞘基本形
成，有髓神经纤维形态规则，边界清晰，髓鞘厚度一

致，密度均匀。ＰＶＬ组大鼠在建模后７ｄ和２１ｄ均
罕见髓鞘形成，神经纤维形态不规则，排列松散。在

７４００倍透射电镜下显示ＰＶＬ组在建模后７ｄ和２１ｄ
的髓鞘数目（０．６７±０．５；６．７±３．５）均明显低于
Ｓｈａｍ组（２４±２．８；１１２±２．８）（ｔ值分别为１５．０１３和
３４．９６８，均 Ｐ＜０．０１）；在１３５００倍透射电镜下显示
ＰＶＬ组在建模后７ｄ和２１ｄ的髓鞘厚度（ｎｍ）（３２±
１４；５８±１２）均明显薄于Ｓｈａｍ组（８４±１１；１５５±２０）（ｔ
值分别为９．８０１和１３．９１，均Ｐ＜０．０１）。提示一侧颈
总动脉结扎伴缺氧２ｈ所造成的脑白质损伤可明显
减少脑白质髓鞘形成的数量及厚度。见图２。

!"#$%&' ()*%&'

()*%+,'-".$%+,'

　　图１　两组大鼠脑白质病理检测（苏木精 －伊红染色，
×４００）　显示ＰＶＬ组在建模后７ｄ和２１ｄ，脑白质呈现结构疏松，神

经纤维走向紊乱，部分出现囊腔改变。

２．４　ＯＬ前体免疫荧光检测
ＰＶＬ组大鼠在建模后７ｄ和２１ｄ，其脑室周围Ｏ４

阳性细胞数量均明显少于Ｓｈａｍ组大鼠（分别１４±４
ｖｓ２７±３，ｔ＝９．６５７，Ｐ＜０．０５；１９±６ｖｓ５０±４，ｔ＝
１０．８１６，Ｐ＜０．０１）。提示一侧颈总动脉结扎伴缺氧
２ｈ所造成的脑白质损伤可明显引起脑白质内 Ｏ４
阳性ＯＬ前体的大量丢失。见图３。
２．５　ＳＶＺ区胶质源性祖细胞增殖和分化情况

免疫荧光显微镜下观察到，建模后４８ｈ，Ｓｈａｍ
组大鼠的 ＳＶＺ区和脑室周围部位，可见 １～２个
ＮＧ２与ＢｒｄＵ共阳性的胶质源性祖细胞。在ＰＶＬ组
大鼠的ＳＶＺ区和脑室周围部位，则可见呈 ＢｒｄＵ与
·０５５·
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ＮＧ２共阳性的胶质源性祖细胞较同时间 Ｓｈａｍ组明
显增多，并随着时间的延长呈进一步增加（Ｐ＜０．０５
或０．０１）。此外，从建模后７２ｈ开始，两组在脑室周
围均可见呈 ＢｒｄＵ和 Ｏ４共阳性的 ＯＬ前体出现，并
随着时间的延长呈进一步增加，其中ＰＶＬ组的ＢｒｄＵ

和Ｏ４共阳性ＯＬ前体细胞数在建模后７２ｈ、７ｄ及
２１ｄ均较Ｓｈａｍ组明显增多（均Ｐ＜０．０５）。提示一
侧颈总动脉结扎伴缺氧２ｈ所造成的脑白质损伤可
明显诱导ＳＶＺ区胶质源性神经祖细胞激活并出现
明显增殖，并向ＯＬ系的方向分化。见图４～５。
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　　图２　建模后７ｄ和２１ｄ脑白质髓鞘形成的电镜检测结果（×１３５００）　ＰＶＬ组在建模后７ｄ和２１ｄ均罕见髓鞘形成；
Ｓｈａｍ组髓鞘形成良好，形态规则，边界清晰，髓鞘数目（图Ａ）及厚度（图Ｂ）均明显优于ＰＶＬ组。ａ：与同时间点Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１。
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　　图３　建模后７ｄ和２１ｄ大鼠脑白质ＯＬ前体标志物Ｏ４表达（免疫荧光，×２００）　显示ＰＶＬ组在建模后７ｄ和２１ｄ的
脑室周围Ｏ４阳性标记物（红色）明显少于Ｓｈａｍ组。ａ：与同时间点Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同时间点Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１。
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　　图４　各组ＳＶＺ区神经祖细胞增殖情况（免疫荧光，×２００）　显示ＰＶＬ组建模后各时段在ＳＶＺ区和脑室周围呈ＢｒｄＵ与
ＮＧ２共阳性的神经祖细胞较同时段Ｓｈａｍ组明显增多。ａ：与同时间点Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同时间点Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１。
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　　图５　各组ＳＶＺ区胶质源性神经祖细胞分化情况（免疫荧光，×２００）　显示ＰＶＬ组在建模后各时段在脑室周围呈ＢｒｄＵ
与Ｏ４共阳性的ＯＬ前体较同时段Ｓｈａｍ组明显增多。ａ：与同时间Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论

ＰＶＬ为早产儿常见脑损伤，是脑瘫和智力视听
障碍的主要原因，迄今尚无有效防治方法。缺血被

认为是早产儿好发 ＰＶＬ的主要诱因。早产儿由于
脑室周围白质的血管发育不完善、脑血流的自动调

节功能尚不成熟，以及主要构成未成熟白质的 ＯＬ
前体被缺血、自由基攻击尤易受损，导致早产儿好发

脑白质缺血性损伤［１］。ＯＬ是形成髓鞘的主要细胞，
在早产儿ＰＶＬ的好发期（胎龄２３～３２周），ＯＬ前体
在不成熟的脑白质内占了绝大多数，提示 ＯＬ前体
是发生 ＰＶＬ的主要靶细胞［１０］。研究显示，ＰＶＬ的
最终病理改变为脑室周围白质 ＯＬ前体的受损和丢
失，致使脑白质内髓鞘不能形成，在临床上呈现脑

瘫、认知及视听障碍等后遗症［１］。

近年来的研究表明，在哺乳动物脑内的 ＳＶＺ
区、海马齿状回下区（ＳＧＺ）以及脑白质等部位，始终
存在着具有神经干细胞功能的神经祖细胞，与脑的

内在修复机制密切相关［４５］。这些神经祖细胞具有

自我更新和多向分化潜能，在某些条件及刺激下被

诱导激活、出现增殖，分化为神经元、星型胶质细胞

和ＯＬ，并分别沿其固有的路径迁移到损伤部位进行
修复［１１１２］。如何调动神经再生的内在修复潜力，刺

激内源性神经干细胞的增殖、分化和迁移，并保证再

生细胞的成活和功能，已成为治疗中枢神经系统疾

病的重要策略和研究目标。在本课题组以往研究的

基础上［７８，１３］，本研究采用对５日龄新生大鼠进行一
侧颈总动脉结扎伴缺氧２ｈ的方法，制备 ＰＶＬ动物
模型。光镜下病理结果显示，ＰＶＬ组大鼠在建模后
７ｄ和２１ｄ，结扎侧脑白质均呈现轻度或重度病变，

在脑室周围和皮层下白质结构模糊疏松，神经纤维

走向紊乱，呈网状或条索状，部分出现囊性病变。病

理评分显示 ＰＶＬ组在建模后７ｄ及２１ｄ的病理评
分均明显高于Ｓｈａｍ组。电镜下显示ＰＶＬ组在建模
后７ｄ及２１ｄ脑白质的髓鞘形成数量明显减少，髓
鞘厚度明显变薄。荧光显微镜下显示 ＰＶＬ组的脑
室周围 ＯＬ前体细胞亦明显少于 Ｓｈａｍ组。由此提
示，本研究制备的ＰＶＬ新生大鼠模型是以脑室周围
白质ＯＬ前体的损伤和丢失为特征，呈现脑白质病
变和髓鞘形成不良，与人类早产儿脑白质病变十分

相似。

ＢｒｄＵ是一种脱氧核苷嘧啶的类似物，在细胞增
殖周期的Ｓ期可代替脱氧核苷尿嘧啶嵌入细胞核的
ＤＮＡ。ＢｒｄＵ阳性细胞被视作是新增殖的细胞［１４１６］。

Ｓｙｐｅｃｋａ等［１７］的研究证实，ＮＧ２阳性组细胞具有多
分化的潜能，激活后可诱导分化为 ＯＬ、星型胶质细
胞和小胶质细胞，因此被称为胶质源性祖细胞。本

研究结果显示，ＰＶＬ组大鼠在建模４８ｈ后，在 ＳＶＺ
区出现呈ＢｒｄＵ和ＮＧ２共阳性的胶质源性祖细胞增
殖和向脑室周围迁移，并随着时间的延长，祖细胞增

殖数量呈进一步增加，至建模后７ｄ达到高峰。同
时从建模后７２ｈ开始，脑室周围开始出现呈ＢｒｄＵ和
Ｏ４共阳性的新生 ＯＬ前体细胞，至建模后２１ｄ，新
生ＯＬ前体在ＰＶＬ组大鼠明显多于同时段 Ｓｈａｍ组
大鼠。由此提示，缺血可诱导激活 ＳＶＺ区胶质源性
神经祖细胞出现明显增殖，沿脑室周围迁移并向ＯＬ
系的方向分化。

综上所述，通过一侧颈总动脉结扎伴缺氧２ｈ
所构建的５日龄新生大鼠 ＰＶＬ模型，可造成脑白质
ＯＬ前体细胞的受损和丢失以及髓鞘形成不良，并可
诱导ＳＶＺ区胶质源性祖细胞激活、增殖、向脑室周
·２５５·
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围迁移和分化为ＯＬ前体细胞。本研究为进一步探
讨早产儿脑白质损伤的内源性修复启动机制和神经

再生功能奠定了基础。
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