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缺血性损伤对未成熟脑脑室下区神经新生的影响

孙金峤!沙彬!周文浩!杨毅

"复旦大学附属儿科医院!上海&#$!!$#$

&&!摘&要"&目的&观察 F 日龄新生大鼠脑缺血后脑室下区%AC?=.*-4)<C634O,*.# E5m&神经干细胞增殖及其向

少突胶质细胞分化的变化#了解未成熟脑缺血性损伤后 E5m的自身修复作用) 方法&F 日龄新生 E034CJ.R>3]6.:

大鼠 %Y 只随机分为实验组和对照组#实验组结扎双侧颈总动脉#造成脑缺血模型) 采用 "R溴脱氧尿嘧啶%I42U&腹

腔注射标记新生细胞#免疫荧光双标记方法观察脑损伤后不同时间点 E5m新生细胞%I42U

`

&*新生神经干细胞

%I42U

`

_8.A-)*

`

&及新生少突胶质细胞%I42U

`

_ZH

`

&的变化) 结果&

$

神经干细胞增殖变化'实验组缺血后 E5m

I42U

`细胞增多#术后 H 2 达高峰%#"F7! bH%7F&#与同时间点对照组%!FF7" b!G7G&相比差异有非常显著性

%0d$7$!&$双标结果显示 E5mI42U

`细胞大多为神经干细胞%8.A-)*

`细胞&)

%

神经干细胞分化变化'实验组缺

血后 F" 2新生少突胶质细胞%I42U

`

_ZH

`阳性细胞&数目增加#主要分布在胼胝体%"Y7$ bG7#&*隔核%H"7$ b!!7%&*

纹状体%FH7" bH7#&*嗅球%HY7" bY7Y&#与对照组%!G7$ bY7H##$7" b"7$#!H7" b"7@##F7" b@7H&相比差异有非常

显著性意义%0d$7$!&) 结论&

$

缺血性损伤可激活 E5m神经干细胞增殖#并促进其向少突胶质细胞分化$

%

未

成熟脑 E5m具有损伤后自身修复作用) !中国当代儿科杂志#@AAB#CC$D%&EBG FWAA"

!关&键&词"&神经干细胞$缺血#脑$脑室下区$双侧颈动脉结扎$新生大鼠

!中图分类号"&;eFF&&!文献标识码"&L&&!文章编号"&!$$@ e@@F$%#$$%&$" e$F%G e$H

Y)7$*#)")-0-0"'3)-7+:)"'$0/7.%$P*")*&")*"%'%.$%'-%&')$0-/3)(0/+$%0"0"67$2

1-#Q&+*'&/3# 1."2&+# K.I-!%+*./3# J"#$J&O>A&?95%+B<.3<=&6/?38EC9/+ -+&F%5<&67# 1A/+,A/&#$!!$## >A&+/

%KA3C !*.# GD/&?' RA3CzW%+A/3X7/A33O:3DO:+&

&&8+-'$%/'' 9+6)/'0:)&[,A-C2:-(.04,6)N.43-),* 3*2 2)NN.4.*-)3-),* ,N*.C436A-./<.66A)* -(.AC?=.*-4)<C634O,*.

%E5m& )* *.,*3-3643-A3N-.4?)63-.436<,//,* 34-.4).A,<<6CA),*7;)'3*4-&8)*.-:RA)\FR23:R,62 E034CJ.R>3]6.:43-A].4.

43*2,/6:2)=)2.2 )*-,-],J4,C0A' )A<(./)33*2 <,*-4,67;3-A)* -(.)A<(./)3J4,C0 ].4.AC? .̂<-.2 -,?)63-.436<,//,*

34-.4).A,<<6CA),* 3*2 -(.43-A)* -(.<,*-4,6J4,C0 ].4.A(3/R,0.43-.27L6643-A].4.32/)*)A-43-.2 ])-( "R

?4,/,2.,\:C4)2)*.%I42U& %"$ /J_aJ& =)3)*-430.4)-,*.36)* .̂<-),*7;3-A].4.A3<4)N)<.2 3*2 -(.)4?43)*A].4.4./,=.2

!# H# G# !$# !H 3*2 F" 23:A3N-.4)A<(./)37UA)*J?43)* 0343NN)* A.<-),*A3*2 )//C*,N6C,4.A<.*<.3AA3:A# -(.*C/?.4,N

*.]?,4* <.66A)* -(.E5m]3A<,C*-.278.]?,4* *.C436A-./<.66A3*2 ,6)J,2.*24,<:-.A)* -(.E5m].4.,?A.4=.2# 3*2

-(.* 2,C?6./34a.2 ])-( I42U3*2 *.A-)* ,4,A/)C/-.-4,\)2.%ZH&7<)-7.'-&[(.*C/?.4,NI42U

`

<.66A%*.C436A-./

<.66A& )* -(.E5m)* -(.)A<(./)3J4,C0 ]3AJ4.3-.4-(3* )* -(.<,*-4,6J4,C0 H# G# !$ 3*2 !H 23:A3N-.4)A<(./)3# 3*2

4.3<(.2 30.3a 3-H 23:A3N-.4)A<(./)3%#"F7! bH%7F =A!FF7" b!G7G$ 0d$7$!&7I:F" 23:A3N-.4)A<(./)3# -(.

*C/?.4,NI42U

`

_ZH

`

<.66A%,6)J,2.*24,<:-.A& )* -(.<,40CA<366,AC/ %"Y7$ bG7# =A!G7$ bY7H$ 0d$7$!&# -(.

A.0-36*C<6.)%H"7$ b!!7% =A#$7" b"7$$ 0d$7$!&# -(.A-4)3-C/ %FH7" bH7# =A!H7" b"7@$ 0d$7$!& 3*2 -(.

,6N3<-,4:?C6? %HY7" bY7Y =A#F7" b@7H$ 0d$7$!& )* -(.)A<(./)3J4,C0 )*<4.3A.2 A)J*)N)<3*-6:3A<,/034.2 -,-(.

<,*-4,6J4,C0 %0d$7$!&7=*"/.7-0*"-&I43)* )A<(./)3<3* 3<-)=3-.-(.04,6)N.43-),* ,N*.C436A-./<.66A)* -(.E5m3*2

04,/,-.*.C436A-./<.66A2)NN.4.*-)3-),* )*-,,6)J,2.*24,<:-.A7[(.)//3-C4.?43)* /3:(3=.-(.<303<)-:N,4A.6NR4.03)4

3N-.4)A<(./)<?43)* )* Ĉ4:7 !=30"> =*"')(1?)40%'$# @AAB# CC %D&'EBG FWAA"

&&H)2 ,*$4-'&8.C436A-./<.66$ DA<(./)3# ?43)*$ EC?=.*-4)<C634O,*.$ I)63-.436<,//,* 34-.4).A,<<6CA),*$ 8.,*3-36

43-A

&&随着早产儿的存活率不断提高#早产儿脑损伤

成为愈来愈突出的医学问题) 早产儿脑损伤可造成

神经系统发育障碍#其中包括永久性伤残!!"

#如脑

性瘫痪#给家庭*社会带来沉重负担) 研究证实#早

(G%F(
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产儿脑损伤主要为脑白质损伤#缺血是主要原

因!#"

) 目前对早产儿脑损伤仍缺乏有效的治疗#激

活内源性神经干细胞修复损伤已成为早产儿脑损伤

最具潜力的治疗方向!F"

) 本研究采用 F 日龄新生大

鼠脑缺血模型#观察脑缺血对脑室下区%AC?=.*-4)<CR

634# E5m&神经干细胞增殖及其向少突胶质细胞分

化的影响#了解脑损伤后 E5m的自身修复作用#为

早产儿脑损伤的干预提供实验依据)

CQ材料与方法

C7CQ动物分组与模型制作

清洁级 F 日龄新生 E034CJ.R>3]6.:%E>&大鼠 %Y

只#体重 @7" o%7H J#雌雄不限#随机分为实验组和

对照组) 实验组'无水乙醚麻醉#固定四肢及头部#

颈部正中切口#逐层分离出两侧颈总动脉#用 %R$ 丝

线完全结扎) 术后在 FGl水浴箱内至体温和活动

恢复正常#返回母鼠笼中饲养$对照组'分离出两侧

颈总动脉但不结扎#其余过程与实验组相同) 两组

大鼠分别于术后 !#H#G#!$#!H#F" 2 处死#每组每时

点 @ 只)

CT@QD5溴脱氧尿嘧啶标记$J$4a%

脉冲标记'检测细胞增殖的动物于处死前 #H (

给予 I42U%德国宝灵曼公司& 腹腔注射#每次

"$ /J_aJ#每 H ( ! 次#共 F 次#最后 ! 次注射后 !# (

处死取脑) 检测细胞增殖的动物分为术后 !#H#G#

!$#!H 2 五个时间点#此法用于检测 E5m细胞增殖)

累积标记'检测细胞分化的动物于术后 " 2 给

予 I42U腹腔注射#每次 "$ /J_aJ#每天 ! 次#共 F

次#最后 ! 次注射后 #@ 2%即术后 F" 2&处死取脑#

此法用于检测细胞分化)

C7EQ脑组织标本处理

于相应时点#动物乙醚麻醉后#切开腹部皮肤#

依次打开腹腔*横膈*胸腔#暴露心脏#经左心室灌

注#先肝素化生理盐水继以含 Hc多聚甲醛的 $7!

91IE灌注固定 !$ /)*#断头取脑#Hc多聚甲醛室

温固定 #H (#梯度酒精脱水#石蜡包埋#进行冠状位

切片#片厚 H //#取 E5m进行免疫荧光染色)

C7WQ免疫荧光染色

I42U及8.A-)*双标细胞的检测'

$

切片常规脱

蜡至水$

%

透膜'滴加 Fc曲拉通#室温 !$ /)*$

&

抗

原修复'$7$! 9枸橼酸盐缓冲液中#微波修复%中低

火#!$ /)*#自然冷却 F$ oY$ /)*&$

)

封闭'山羊血

清封闭 F$ /)*#FGl$

/

滴加 I42U一抗%德国宝灵

曼公司#!h!$$&#Hl过夜%以下每步皆须避光&$

0

滴加山羊抗小鼠 DJMR[;D['%'(./)<,*#!h!$$&#室

温 # ($

1

滴加 8.A-)* 一抗%武汉博士德生物公司#

!h!"$&#Hl过夜$

2

滴加山羊抗兔 DJMRBD['%武汉

博士德生物公司#!h!$$&#FGl F$ /)*$以上各步之

间除山羊血清封闭外均用 $7! 91IE 漂洗 !$ /)* g

F 次$

3

>L1D封片$

4

Q.)<3荧光显微镜观察) 每组

每时点 @ 只大鼠#每只取 E5m连续 " 张切片#高倍

视野下% gH$$&#计数 " 个视野#取平均值)

I42U及ZH 双标细胞的检测'除步骤
1

为滴加

ZH 一抗%'(./)<,*#!h!"$&#Hl过夜外#其余步骤

同前)

@Q结果

@7CQ神经干细胞增殖变化

E5mI42U

`细胞缺血后增多#术后 H 2 达高峰#术

后 H#G#!$#!H 2 与对照组相比差异有显著性意义

%0d$7$!&%表!#图!L#I&) 双标结果显示 E5mI42U

`

细胞大多为神经干细胞%8.A-)*

`细胞&#%图 !'&)

表 CQE 日龄KU大鼠术后Kbc新生细胞的增殖变化
%Hb<#个_视野&

鼠数 第 ! 天 第 H 天 第 G 天 第 !$ 天 第 !H 天

对照组 @ !#%7" b!"7G !FF7" b!G7G !#@7Y b!F7G @% b!!7G %F b!!7H

实验组 @ !F#7$ b!%7$

#"F7! bH%7F

3

#!H7% b!F7"

3

!@Y7H b!@7#

3

!"%7" b!G7G

3

&&3'与对照组比较#0d$7$!

@7@Q神经干细胞分化变化

实验组缺血后 F" 2 新生少突胶质细胞

%I42U

`

_ZH

`阳性细胞&数目增加#主要分布在胼胝

体*隔核*纹状体*嗅球%定位颗粒细胞层&#实验组

与对照组相比差异有显著性意义%0d$7$!&#%表

##图 #L#I&)

&&表 @QE 日龄KU大鼠术后 ED 4新生少突胶质细胞

的变化及分布
%Hb<#个_视野&

鼠数 胼胝体 隔核 纹状体 嗅球

对照组 @ !G7$ bY7H #$7" b"7$ !H7" b"7@ #F7" b@7H

实验组 @

"Y7$ bG7#

3

H"7$ b!!7%

3

FH7" bH7#

3

HY7" bY7Y

3

&&3'与对照组比较#0d$7$!

(@%F(
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&&图 CQ神经干细胞增殖变化$K8J=# VWA%Q

8'对照组术后 H 2 I42U

`细胞$ J'实验组术后 H 2 I42U

`细胞$ ='实验组

术后 H 2 E5mI42U

`

_8.A-)*

`细胞) 图中红色细胞为I42U

`细胞#实验组较对照组明显增多#黄色为I42U

`

_8.A-)*

`细胞#表示新生

神经干细胞)

&&图 @Q神经干细胞分化变化$ VWA%Q

8'对照组术后 F" 2

E5mI42U

`

_ZH

`细胞$J'实验组术后 F" 2 E5mI42U

`

_ZH

`细胞)

图中红色细胞为I42U

`

_ZH

`细胞#实验组较对照组明显增多#表示

新生少突胶质细胞)

EQ讨论

神经干细胞治疗早产儿缺血性脑损伤是目前最

有前途的治疗方法之一#但尚缺乏缺血性脑损伤后

神经干细胞增殖和分化方面的研究) 众所周知#无

论在未成熟还是成年脑内#神经干细胞主要存在于

E5m和海马齿状回 % ()00,<3/036AC?J43*C634O,*.#

EMm&#这两个区域之外的细胞增殖主要产生胶质细

胞而不是神经元!H"

) 本研究通过结扎双侧颈总动

脉制作缺血性脑损伤模型#选择 E5m观察神经干细

胞在缺血性损伤后的变化) 选用 F 日龄大鼠是因为

# oH 日龄新生大鼠脑发育程度相当于人胎龄 #@ o

F# 周的大脑发育程度#能够更好地模拟早产儿缺血

性脑损伤的病理改变)

脱氧胸腺嘧啶核苷同型物 I42U在细胞周期的

E期进入>8L#故可被用来观察细胞增殖) 理论上#

在损伤后用I42U标记增殖细胞可能被进入凋亡细

胞的I42U及参与>8L修复的 I42U混淆#但 9,,4.

等!""研究发现 I42U仅在神经发生时检出#在 >8L

的修复峰期不能检出) 故本研究选用 I42U观察新

生细胞增殖的变化)

围生期脑室下区神经发生持续存在#大鼠在生

后 ! o# 周 E5m细胞增殖达高峰!Y"

#其后则增殖减

少) 此在本研究的对照组中得到证实'对照组 E5m

细胞增殖在术后 H 2#即生后 G 2达高峰) 本研究发

现在 F 日龄新生大鼠慢性脑缺血后#E5m增殖细胞

数在术后 H 2达高峰#在损伤 !$ 2 后 E5m细胞增殖

下降明显$本研究同时发现大多数新生细胞 8.A-)*

表达阳性#即增殖细胞大多为神经干细胞#此研究结

果表明慢性脑缺血可以促进 E5m神经干细胞自我

更新#细胞增殖增加)

E5m为灰质及白质少突胶质细胞的主要来

源!G#@"

#E5m含有神经干细胞#神经干细胞分化为少

突胶质祖细胞#少突胶质祖细胞分化为髓鞘形成及

非髓鞘形成少突胶质细胞#生后第 # 天 E5m产生的

细胞主要定位于灰质'约 @$c移行至新皮质#!$c

至白质#其余细胞迁移至纹状体或至边缘地带%白

质与新皮质或白质与纹状体&$而生后第 !H 天 E5m

细胞主要定位于白质'@$c的标记细胞定位于白质#

其余细胞移行至纹状体或边缘地带#不迁移至新皮

质) 此与生后第 !H 天放射性胶质细胞转为星形胶

质细胞#不再提供 E5m细胞迁移至皮质的放射性胶

质细胞有关) 本模型在术后第 " oG 天注射I42U标

记%生后 @ o!$ 2&#故术后由 E5m迁移至胼胝体的

少突胶质细胞最多#至纹状体*隔核的少突胶质细胞

相对较少#迁移至皮质的通路减少致皮质新生少突

胶质细胞数量少) 因未成熟脑白质内含有早期少突

胶质细胞祖细胞#因此#新生的少突胶质细胞可能不

完全来自于 E5m#本研究发现在胼胝体*纹状体*隔

核及嗅球新生少突胶质细胞明显增多#不仅进一步

证实了 E5m为少突胶质细胞的主要来源#而且发现

(%%F(
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缺血性损伤可促进神经干细胞向少突胶质细胞分

化#表明 E5m在未成熟脑缺血性损伤后可以通过神

经干细胞的增殖及其分化为少突胶质细胞来修复损

伤#为激活内源性神经干细胞修复损伤提供了依据)

但是脑缺血性损伤后神经干细胞的增殖及分化机制

尚不明确#可能包括炎症反应*兴奋性氨基酸的毒性

作用#有待进一步研究!% o!#"
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