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脐血单个核细胞移植联合高压氧治疗对
新生大鼠缺氧缺血性脑损伤的影响

马泽 1　闫少珍 1　王晓莉 1　陈伟 1　曹向昱 2　董鹏 1　赵岩松 3

（潍坊医学院 1. 医学影像学系；2. 临床医学专业 2011 级；3. 临床学院眼科，山东 潍坊　261053）

［摘要］　目的　观察脐血单个核细胞（UCBMC）联合高压氧（HBO）治疗对缺氧缺血性脑损伤（HIBD）

新生大鼠远期行为学及组织学的影响。方法　7 日龄 Sprague-Dawley 新生大鼠随机分为正常对照组、缺氧缺血性

脑损伤（HIBD）组、UCBMC 移植组及 UCBMC 联合 HBO（UCBMC+HBO）组。采用 Rice 法制成 HIBD 模型。

HBO 于造模 3 h 进行，造模后 24 h 行 UCBMC 移植。采用 Western blot 法观察联合治疗对 HIBD 大鼠脑内 IL-
1β、TNF-α 蛋白的影响，采用 T 迷宫、放射性迷宫试验及尼氏染色法，观察联合治疗对 HIBD 大鼠远期行为学

及 HIBD 大鼠脑海马 CA1 区组织学的影响。结果　移植后 24 h，UCBMC+HBO 组大鼠脑内 IL-1β、TNF-α 蛋白的

表达水平均显著低于 HIBD 组与 UCBMC 组（P<0.05）。HIBD 组学习记忆及运动能力均减退，海马 CA1 区锥体

细胞数减少，UCBMC+HBO 组大鼠学习记忆及运动能力均较 UCBMC 组及 HIBD 组有改善，海马 CA1 区锥体细

胞数显著多于 UCBMC 组及 HIBD 组（P<0.05）。结论　UCBMC 联合 HBO 治疗可减轻 HIBD 新生大鼠 IL-1β、

TNF-α 蛋白的表达，促进脑损伤的修复并改善远期行为学。［中国当代儿科杂志，2015，17（7）：736-740］
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Effects of umbilical cord mononuclear cells transplantation combined with 
hyperbaric oxygen therapy on hypoxic-ischemic brain damage in neonatal rats
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Abstract: Objective    To study the effects of umbilical cord monoculcear cells (UCBMC) transplantation 
combined with hyperbaric oxygen (HBO) therapy on the long-term behaviors and histology in neonatal rats after 
hypoxic-ischemic brain damage (HIBD). Methods    Seven-day-old Sprague-Dawley rats were randomly assigned to 
four groups: normal control (CON), HIBD, UCBMC and UCBMC+HBO. HIBD was induced according to the Rice-
Vannucci method. The rats in the UCBMC+HBO group were treated with HBO 3 hours after HIBD, followed by 
UCBMC transplantation 24 hours after HIBD. IL-1β and TNF-α protein levels were examined by Western blot analysis 
in the 4 groups. T-maze test and radial arm maze test were used to detect the long-term learning memory capability. Nissl 
staining was used to examine the histological changes of the hippocampal CA1 region. Results    Twenty-four hours after 
transplantation, IL-1β and TNF-α protein levels in the UCBMC+HBO group were significantly reduced compared with 
the HIBD (P<0.01) and UCBMC groups (P<0.05). The study and memory capabilities were impaired, and the number of 
the pyramidal cells in the hippocampal CA1 region was reduced in the HIBD group. The study and memory capabilities 
were greatly improved and the number of pyramidal cells increased significantly in the UCBMC+HBO group compared 
with the UCBMC and HIBD groups (P<0.05). Conclusions    UCBMC transplantation combined with HBO therapy 
could reduce the expression of IL-1β and TNF-α protein, improve long-term behaviors and alleviate brain damages in the 
hypoxic ischemic neonatal rats.                                                               [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(7): 736-740]
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新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑 病（hypoxic-ischemic 

encephalopathy, HIE）是新生儿科严重的疾病，威

胁着新生儿的生命 [1]，寻找其有效的治疗方案具

有重要意义。细胞移植与高压氧（HBO）治疗是

目前 HIE 比较有希望的两种治疗方案。近年来，

脐血库的兴起为细胞治疗提供了新的来源，研究

发现脐血单个核细胞（umbilical cord mononuclear 

cells, UCBMC）脑内移植可存活，并减轻新生大鼠

缺氧缺血性脑损伤（hypoxic-ischemic brain damage, 

HIBD）[2]，但不能完全抑制脑组织损伤。研究还

发现 HBO 不仅可减轻 HIBD[3]，且可改善损伤神经

组织的微环境，抑制免疫炎症反应，促进细胞移

植 [4-5]，本课题组在前期工作也中发现 UCBMC 移

植可减轻新生大鼠 HIBD 程度，其疗效显著优于单

纯介质组 [6]。那么 UCBMC 联合 HBO 治疗是否可

改善 UCBMC 移植的疗效呢？目前该方面的研究报

道甚少。故本研究采用 UCBMC 联合 HBO 治疗新

生大鼠 HIBD，并观察其对远期行为学、组织学的

影响并探讨其对炎症因子白介素 1β（interleukin-
1β, IL-1β）、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor-
alpha, TNF-α）蛋白的影响及机制，以期为 HIBD

的治疗选择最佳的治疗方案。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

健康 7 日龄 Sprague-Dawley（SD）新生大鼠 （清

洁级，由山东省中医药大学提供并批准使用），

雌 雄 不 限， 体 重 12.1~15.6 g， 平 均 13.9±1.6 g，

随机分为 4 组：（1）正常对照组，不做任何处

理；（2） 缺 氧 缺 血 性 脑 损 伤 组（HIBD 组）；

（3）UCBMC 组（HIBD 后 24 h 单纯移植 UCBMC）；

（4）UCBMC+HBO 组（HIBD 后 3 h，行 HBO 治疗，

HIBD 后 24 h 移植 UCBMC）；各组分别于移植后

24 h、28 d 处死大鼠。

1.2　主要试剂与设备

人全血单个核细胞分离液购自天津 TBD 公司；

IL-1β、TNF-α 抗体购自美国 Santa Cruz 公司；常压

氧舱（武汉七 0 一研究所）；婴儿高压氧舱（武

汉七 0 一研究所）；大鼠脑立体定位仪（深圳瑞

奥德公司）；5 μL 微量注射器（上海生物工程有

限公司）；正置荧光显微镜（日本 OLYMPUS 公司）；

石蜡切片机（英国 Shanton 公司）；电子分析天平（美

国梅特勒公司）；放射性迷宫（DL-REB，中国东

乐公司）、T 迷宫（DL-RTM，中国东乐公司）。

1.3　HIBD 模型的制作

采 用 经 典 Rice-Vannucci 方 法 [7] 制 成 HIBD 

模型，乙醚吸入麻醉，颈部正中切口，分离左侧

颈总动脉双线结扎，并在结扎中间剪断，后置于 

8.00％ ±0.01％低氧舱内缺氧 2 h，舱内温度控制

在 36.0±1.0℃，湿度为 70%±5％。实验结束后，

将大鼠放回鼠笼，由母鼠喂养。正常对照组不做

任何处理。

1.4　HBO 治疗

HIBD 后 3 h 内，UCBMC+HBO 组大鼠行 HBO 

治疗，每日治疗 1 次，连续治疗 7 d，方法如下：

（1） 洗 舱： 纯 氧 洗 舱 15 min， 流 量 10 L/min；

（2） 升 压： 纯 氧 升 压 15~20 min， 流 量 为 5~

8 L/min；（3） 稳 压：2 个 绝 对 大 气 压 稳 压 治 疗

60 min，监测氧气浓度不低于 85%；（4）减压：

匀速减压，20~30 min 内减压完毕 [8]。

1.5　UCBMC 的采集、分离与移植

经足月孕妇知情并同意，采集脐血约 50 mL， 

0.01 mol/L 灭菌磷酸盐缓冲液等体积稀释，灭菌

试管中先加入人单个核细胞分离液，缓慢加入稀

释血（稀释血与单个核细胞分离液的体积比约为

2 : 1），2 000 r/min 离心 20 min，吸取中间白膜层

的单个核细胞。生理盐水洗涤并制成单个核细胞

悬 液， 置 冰 上 备 用。 造 模 后 24 h，UCBMC 组 与

UCBMC+HBO组大鼠分别置于大鼠立体定位仪上，

左 侧 侧 脑 室（AP：-0.5 mm，ML：-2 mm，DV：

-2 mm）注入 UCBMC 悬液，每只大鼠注入 3×106

个 /2 μL 活细胞，缓慢注入，留针 5 min，拔针缝

合头皮，复温苏醒后回笼饲养。

1.6　Western blot 法检测 IL-1β 与 TNF-α 蛋白的

表达

移植 24 h[9]，断头取脑处死各组大鼠（n=8），

每只大鼠取左脑前囟前 1.0 ~ -4.5 mm 脑组织，立

即放入液氮研磨，加入全细胞裂解液提取总蛋白，

采用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度，取 60 μg 蛋白，

10% 的聚丙烯酰胺分离胶分离，电压 300 V，湿转

膜 1 h，50 g/L 的脱脂奶粉室温封闭 1~2 h，分别加

入 IL-1β（1 : 1 000）、TNF-α（1 : 2 000）、GAPDH

（1 : 1 000）一抗，4℃孵育过夜。洗膜后，加入相
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应的二抗室温孵育 2 h，采用 ECL 化学发光试剂盒

显影，曝光，扫描，凝胶成像系统分析目的蛋白

的光密度值，计算其与相应 GAPDH 光密度值的比

值并行统计学分析。

1.7　T 迷宫试验

自 22 日龄起进行 T 迷宫测试（n=8），左右

两臂的末端放置约 40 mg 的食物。测试分为预备和

测试两个阶段。预备阶段时，训练大鼠在 T 迷宫

的一臂觅食后，15 s 后需进入另一臂觅食，觅食适

应 2 d 后，进入正式测试。每只动物每日测试 5 次，

每次间隔 15 min，连续 4 d，并记录每日测试的正

确率。

1.8　空间学习记忆能力放射性迷宫测试

自 30 日龄起，进行放射性迷宫测试（n=8）。

测试前禁水 48 h，仅傍晚饮水 30 min。开始 2 d 在

每个臂的孔内都放 50 μL 水，让动物在迷宫内自由

觅水。空间测试时在 3 个相邻角度分别为 135°、

90°和 135°的臂内加水，每天测试 5 次，每次间

隔 1 min，连续测试 3 d，每次测试时，大鼠放在

迷宫中央面朝固定的第 3 臂，3 个臂的水都被找到

时实验结束，记录找到 3 个臂的水所花的时间以

及记忆错误的次数（即进入没有水的臂的次数）[10]。

1.9　Nissl 染色

移植后 4 周，各组大鼠常规灌注后取脑（n=8），

常规包埋并制成脑组织石蜡切片，脱腊至水。0.1% 

甲苯胺蓝 60℃ 孵育 1 min，水洗，70%、80% 乙醇

脱水各 1 min，95% 酒精镜下分化，直至细胞核及

其背景均为淡蓝或无色，无水乙醇脱水，二甲苯

透明，中性树胶封片。采用 Cellsens 16.0 分析软件，

计数损伤侧海马 CA1 区单位面积锥体细胞数。

1.10　统计学分析

采用 SPSS 18.0 统计软件进行统计学分析，

所有计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，方

差齐性资料采用单因素方差分析，组间比较采用

SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　IL-1β 与 TNF-α 蛋白的 Western blot 结果

移植后 24 h，各组 IL-1β 和 TNF-α 蛋白表达

差异均有统计学意义（F 值分别为 31.0 和 70.99，

均 P<0.01）。其中 HIBD 组 IL-1β 和 TNF-α 蛋白表

达水平明显高于 对照 组，差异有统计学意义（均

P<0.01）；UCBMC 组 IL-1β 和 TNF-α 蛋白表达水

平明显低于 HIBD 组（均 P<0.01），但仍高于 对

照 组（ 均 P<0.01）；UCBMC+HBO 组 IL-1β 和

TNF-α 蛋白表达水平明显低于 HIBD 组及 UCBMC 

组（P<0.01，P<0.05）， 但 仍 明 显 高 于 对 照 组

（P<0.05）。见图 1。

图 1　UCBMC 联合 HBO 治疗对 HIBD 大鼠脑 IL-1β
与 TNF-α 蛋白的影响　　上图为电泳条带结果：1 为对照组，

2 为 HIBD 组，3 为 UCBMC 组，4 为 UCBMC+HBO 组。 下 图 为

统 计 结 果：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.01；b 示 与 对 照 组 比 较，

P<0.05；c 示与 HIBD 组比较，P<0.01；d 示与 UCBMC 组比较，

P<0.05。
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2.2　T 迷宫测试结果

在 连 续 4 d 测 试 中， 对 照 组、UCBMC 组、

UCBMC+HBO 组的正确率逐渐增高，而 HIBD 组正

确率上升不明显；测试第 4 d 时 UCBMC 组正确率

较 HIBD 组明显提高（P<0.01），但仍低于 对照 

组（P<0.01），UCBMC+HBO 组 正 确 率 明 显 高 于

HIBD 组 及 UCBMC 组（P<0.01，P<0.05）， 但 仍

低于对照组（P<0.05）。见图 2。
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次 数（12.0±1.2） 显 著 高 于 对 照 组（P<0.01），

但 仍 低 于 HIBD 组（P<0.01）。UCBMC+HBO 组

觅 水 时 间（111±10 s） 较 HIBD 组 及 UCBMC 组

均明显减少（均 P<0.01），但仍明显高于对照组

（P<0.05）；其错误次数（10.8±1.1）较 HIBD 组

及 UCBMC 组均减少（均 P<0.01），但仍明显高于

对照组（P<0.05）。见图 3。

2.4　海马 CA1 区尼氏染色结果

对照 组海马 CA1 区锥体细胞排列整齐，形态

规则，尼氏体呈大颗粒，且数量较多；而 HIBD 组

损伤侧海马 CA1 区锥体细胞排列不整齐，形态不

规则，神经元数目明显低于对照组（P<0.01）；

UCBMC 组损伤侧海马 CA1 区锥体细胞排列较整

齐，神经元数目高于 HIBD 组（P<0.01），但仍低

于 对照 组（P<0.01）；UCBMC+HBO 组损伤侧海

马 CA1 区锥体细胞胞浆中尼氏体清晰可见，神经

元数目显著多于 UCBMC 组（P<0.05）及 HIBD 组

（P<0.01），但仍低于对照组（P<0.05）。见图 4。

图 2　各组 T 迷宫实验结果　　a 示与对照组比较，
P<0.01；b 示与对照组比较，P<0.05；c 示与 HIBD 组比较，
P<0.01；d 示与 UCBMC 组比较，P<0.05。

2.3　放射性迷宫觅水测试结果

HIBD 组大鼠觅水时间（147±13 s）显著长于 

对照组（102±9 s），而错误次数（14.0±1.2）显

著高于对照组（9.7±1.0）（均 P<0.01）。UCBMC 

组 觅 水 时 间（122±10 s） 较 HIBD 组 显 著 减 少

（P<0.01），仍高于对照组 （P<0.01），其错误

图 4　各组损伤侧海马 CA1 区锥体细胞数比较　　左图为尼氏染色图（×400）：A：对照组；B：HIBD 组；

C：VCBMC 组；D：VCBMC+HBD 组。右图为统计图：a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与对照组比较，P<0.05；c 示与

HIBD 组比较，P<0.01；d 示与 UCBMC 组比较，P<0.05。

图 3　各组放射性迷宫实验觅水时间（左）及错误次数（右）比较　　a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与
CON 组比较，P<0.05；c 示与 HIBD 组比较，P<0.01；d 示与 UCBMC 组比较，P<0.01。
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3　讨论

近年来多数研究表明新生儿缺氧缺血后急性

炎症反应是导致 HIBD 的重要原因，减轻炎症反

应是 HIBD 治疗的关键所在。UCBMC 含有许多未

成熟的干细胞，不仅具有自我更新与向神经细胞

分化的潜能，而且可以减轻炎症反应 [11]。IL-1β、

TNF-α 与新生儿缺氧缺血后炎症反应的发生密切

相关，本研究发现 HIBD 新生大鼠 IL-1β、TNF-α
蛋白表达明显增加，这与文献报道一致 [12]，而 

UCBMC 移植后 IL-1β、TNF-α 蛋白表达降低，但仍

高于对照组，提示 UCBMC 可减轻炎症反应，但不

能完全抑制 HIBD 新生大鼠的炎症反应。另外本研

究发现 UCBMC 可以改善 HIBD 大鼠的远期行为学

及组织学损伤，但不能完全治愈 HIBD，因此，寻

求一种新的治疗方案改善 UCBMC 的治疗效果是本

研究的重点。

HBO 用 于 治 疗 新 生 儿 HIBD 已 有 多 年 的 历

史，研究发现 HBO 治疗可减轻损伤脑组织的免疫

炎症反应 [13-14]，改善脑内微环境促进细胞移植，

本研究采用 UCBMC 联合 HBO 治疗 HIBD，发现

UCBMC+HBO 组大鼠脑内 IL-1β、TNF-α 蛋白的表

达明显低于 HIBD 组与 UCBMC 组，说明 UCBMC

联合 HBO 治疗显著优于单纯 UCBMC 治疗。同时

本研究还发现 UCBMC 与 UCBMC 联合 HBO 组均

可显著改善 HIBD 大鼠的远期行为学，且 HBO 联

合 UCBM 治疗的疗效显著高于单纯 UCBMC 组；

尼氏染色结果也提示 UCBMC 联合 HBO 治疗可减

轻海马 CA1 区锥体细胞损伤，促进组织修复，其

疗效优于单纯 UCBMC 治疗。

综 上，UCBMC 联 合 HBO 治 疗 可 抑 制 HIBD

新生大鼠 IL-1β、TNF-α 蛋白的表达，促进 HIBD

大鼠损伤侧海马锥体细胞的修复并改善其远期行

为学，优于单纯 UCBMC 移植，有望成为 HIBD 治

疗的新方案。但是由于经费所限，本研究未设计

单纯 HBO 治疗组，亦未进行单纯 HBO 治疗组与

UCBMC+HBO 组的比较，因此，关于是否 UCBMC

联合 HBO 治疗优于单纯 HBO 治疗有待于进一步

研究。
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