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高压氧治疗促进 W[QJ

新生大鼠内源性神经干细胞的迁移与分化
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%%!摘%要"%目的%该研究探讨了高压氧%JFW&对缺氧缺血性脑损伤%JAFQ& 新生大鼠内源性神经干细胞

%78&=&的迁移与分化的影响) 方法%D 日龄 8/32G@-LQ2U5-H新生大鼠随机分为对照组#模型组及 JFW组) 采用

9(:-L42))@::(方法制成 JAFQ模型) 造模后 B ' 内行JFW治疗) 分别于 JFW治疗后 D 1*!C 1* #E 1#采用 F31S\

Q&g#F31S\

#

L,@X@5()#F31S\K?>0和F31S\W

C

免疫荧光双标法#用共聚焦显微镜动态检测侧脑室室管膜下区%=@XL

;-),3(:@523N+)-# 84I&与大脑皮层内源性 78&=的迁移与分化) 结果%治疗后 D 1#JFW组损伤侧 84I区 F31S

i

Q&g

i细胞数%EC k#! 个\..

#

&增加#多于对照组%B" k!C 个\..

#

&与模型组%_E k!D 个\..

#

&%9h$6$[&$治疗后

!C 1#84I区F31S

i

Q&g

i细胞数减少#而皮层区 F31S

i

Q&g

i细胞数增加#JFW组明显多于对照组%9h$6$!&$治

疗后 #E 1#各组大脑皮层 F31S

i

Q&g

i细胞数减少#大脑皮层出现 F31S

i

#

L,@X@5()

i

#F31S

i

K?>0

i

#F31S

i

W

C

i细

胞) JFW组F31S

i

#

L,@X@5()

i与F31S

i

W

C

i细胞数显著高于对照组与模型组%9h$6$[&) 结论%高压氧可促进 JAFQ

新生大鼠内源性78&=迁移到大脑皮层并分化为成熟的神经细胞) !中国当代儿科杂志#>??@#AA$@%&BO@ CBR>"

!关%键%词"%缺氧缺血性脑损伤$高压氧$神经干细胞$新生大鼠

!中图分类号"%9 B̀B%%!文献标识码"%>%%!文章编号"%!$$E ÈEB$%#$$"&$" $̀DC" $̀C

W3%",2$,)0&K3."-%,&1&'"('/"1).,$')&-$-**)66","-')$')&-&6"-*&."-&+(-"+,$#

('"10"##()--"&-$'$#,$'(5)'//3%&K)0T)(0/"1)02,$)-*$1$."

1#$%G'&/()'# -#$%-.(P'&# G,KC'*# -DG'&/("2# 1#$%O'*=("/*=H324&5672*6/892:'&65';@# G'&*=>& "/@4'6&A#

B2*65&A</.60 D*'E25@'6># B0&*=@0& C!$$$E# B0'*& %-&*= -(P# K7&'A' >>?;?;4V!_BH;/7&

%% 72(',$0'' 829"0')4"% Y+-Z/5+3-,'--OO-:,=+O'H/-3X23(:+ZHG-) %JFW& ,3-2,.-),+) ,'-.(G32,(+) 2)1

1(OO-3-),(2,(+) +O-)1+G-)+@=)-@325=,-.:-55=%78&=& () )-+)2,2532,=U(,' 'H/+Z(:L(=:'-.(:X32() 12.2G-%JAFQ&6

:"'/&*(%8-;-)L12HL+51 8/32G@-LQ2U5-H32,=U-3-32)1+.5H1(;(1-1 (),+,'-)+3.25:+),3+5%&W7&# ,'-JAFQ.+1-5

2)1 ,'-JFWG3+@/=%JFW,3-2,.-),U2=21.()(=,-3-1 2,# >Y># +):-12(5HO+3D 12H=U(,'() B '3=2O,-3JAFQ&6JAFQ

.+1-5U2=/3-/23-1 2::+31()G,+,'-:52==(:9(:-L42))@::(.-,'+16F31S\Q&g# F31S\

#

L,@X@5()# F31S\K?>02)1

F31S\W

C

(..@)+O5@+3-=:-):-U-3--Z2.()-1 XH:+)O+:25.(:3+=:+/H() ,'-=@X;-),3(:@523N+)-%84I& 2)1 ,'-:+3,-ZD#

!C 2)1 #E 12H=2O,-3JFW,3-2,.-),6;"(+#'(%Y'-F31S

i

Q&g

i

:-55=() ,'-84I%EC k#! :-55=\..

#

& () ,'-JFWG3+@/

U-3-=(G)(O(:2),5H'(G'-3,'2) ,'+=-() ,'-&W7G3+@/ %B" k!C :-55=\..

#

& %9h$6$[& 2)1 ,'-JAFQ.+1-5G3+@/ %_E k!D

:-55=\..

#

& %9h$6$[& D 12H=2O,-3JFW,3-2,.-),6?+@3,--) 12H=2O,-3JFW,3-2,.-),# ,'-F31S

i

Q&g

i

:-55=1-:3-2=-1

() ,'-84I2)1 .+3-:-55=U-3-+X=-3;-1 () ,'-:+3,-Z() ,'-JFWG3+@/ 2=:+./23-1 U(,' ,'-&W7G3+@/ %9h$6$!&6Y'-

F31S

i

#

L,@X@5()

i

#F31S

i

K?>0

i

2)1 F31S

i

W

C

i

:-55=U-3-+X=-3;-1 () ,'-:+3,-Z# 2)1 .+3-F31S

i

#

L,@X@5()

i

2)1

F31S

i

W

C

i

:-55=U-3-+X=-3;-1 () ,'-JFWG3+@/ 2=:+./23-1 U(,' ,'-&W72)1 ,'-JAFQ.+1-5G3+@/=%9h$6$[& #E

12H=2O,-3JFW,3-2,.-),6!&-0#+()&-(%JFW,3-2,.-),.2H/3+.+,--)1+G-)+@=78&=,+.(G32,-,+,'-:+3,-Z2)1

1(OO-3-),(2,-(),+.2,@3-)-@3+:H,-=() )-+)2,2532,=U(,' JAFQ6 !!/)-< !&-'"1%="*)$',# >??@# AA %@&'BO@ CBR>"

%%E"3 5&,*('%JH/+Z(:L(=:'-.(:X32() 12.2G-$ JH/-3X23(:+ZHG-)$ 7-@325=,-.:-55$ 7-+)2,2532,=

%%随着围产医学的发展#危重新生儿%包括早产

儿和低出生体重儿&的存活率不断提高#而新生儿

获得性脑损伤治疗#特别是新生儿缺氧缺血性脑病

%'H/+Z(:L(=:'-.(:-):-/'25+/2,'H# JAT&

!!"的治疗尚

无有效治疗方案) 高压氧 % 'H/-3X23(:+ZHG-)#

JFW&用于治疗新生儿 JAT已有多年的历史#但由

于缺乏科学的理论依据#其临床应用受到很大限制)

近来我们研究发现 JFW可以促进内源性神经干细

("CD(
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胞%)-@325=,-.:-55=# 78&=&的增殖!##B"

#这为 JFW

治疗 JAT的应用提供了理论依据) 但这些增殖的

78&=是否可以存活并迁移到脑损伤区#分化为成熟

的神经元#从而修复损伤的脑组织#目前尚不清楚)

本研究采用共聚焦显微镜动态观察 JFW治疗后不

同时间点侧脑室室管膜下区 %=@X;-),3(:@523N+)-#

84I&和大脑皮层 78&=的迁移与分化#以期为 JFW

治疗缺氧缺血性脑损伤%JAFQ&的临床应用提供更

多的理论依据)

AI材料与方法

A6AI实验分组及模型制作

健康 D 日龄 8/32G@-LQ2U5-H新生大鼠 "$ 只#雌

雄不限#体重为 !#6! j![6[ G#随机分为 B 组'

$

正常

对照组 %对照组&$

%

模型组$

*

JFW治疗组) 各组

又根据JFW治疗后的时间%治疗后D 1#!C 1##E 1&随

机分为 B个亚组%* !̂$&) 采用 9(:-L42))@::(经典

方法!C"制成 JAFQ模型) 简述之#乙醚吸入麻醉#分

离并结扎左侧颈总动脉#剪断#将动物放入 Eb

%Dbj"b&低氧舱内缺氧 # ')

AU>IWQ8治疗

氧舱型号 eM&$6[\!>#中国船舶工业总公司

D$! 所制造) JAFQ后 B ' 内开始给予 JFW治疗)

每日 ! 次#连续 D 1) 步骤如下'洗舱 ![ .()#用纯

氧#流量 !$ M\.()#使舱内氧浓度达到 D$b 以上$

增压#氧流量 B6[ M\.() 左右#在 #$ jB$ .() 内使压

力升至 # >Y>%$6! .02&$稳压 _$ .()#舱内氧浓度

要求达到 "$b 以上$减压#在 #$ jB$ .() 内将舱内

压力降至与舱外一致)

AUDIQ,*̀ 标记与标本的制备

各组大鼠在JFW治疗前 #C '开始腹腔注射 [L

溴L#L脱氧脲苷 % [LX3+.+1-+ZH@3(1()-# F31S#每次

[$ .G\]G# 8(G.2公司&#每日 # 次#连续 _ 1

![#_"

) 各

组分别在JFW治疗后 D#!C##E 1 腹腔麻醉#左心灌

注后#断头取脑# Cb多聚甲醛后固定过夜#常规方

法制成 C

!

.的石蜡切片)

AUOI脑组织 Q,*̀ ]J!a#Q,*̀ ]

"

T'+2+#)-#Q,*̀ ]

VN7=及Q,*̀ ]8

O

免疫荧光双标

石蜡切片脱蜡#微波修复抗原#加入 # <J&M

BDd#B$ .()) $6$Cb 胃蛋白酶室温下 _ .()#行

Q7>变性后#[b F8>血清封闭 ! '#分别加入抗体

F31S%!n#$$#82),2&3@N#S8>&#Q&g%1+@X5-:+3,()#

!n#$$# &8Y& 或
#

L,@X@5() % ! n[$# &8Y&# K?>0

%!n!$$# 北京中杉生物试剂有限公司&#W

C

%!n!$$#

:'-.(:+)&#Cd冰箱过夜) $6$! <0F8 冲洗#滴加

Y9AY&标记的山羊抗大鼠 AGK%!n!$$#北京中杉试

剂公司&和 ?AY&标记的山羊抗兔 AGK%!n!$$#北京

中杉试剂公司&#BDd避光孵育 _$ .()#冲洗后滴加

缓冲甘油封片#激光扫描共聚焦显微镜下 %M8<

[!$# I-(==&观察#每只大鼠取 C j[ 非连续的脑片

计数)

A6RI细胞计数

用计算机图像分析系统软件 %(.2G-,++5;-3=(+)

!6$& 计数 84I区与大脑皮层JFW治疗后 D#!C##E 1

F31S

i

Q&g

i细胞数及 JFW治疗后 #E 1 大脑皮层

F31S

i

#

L,@X@5()

i

#F31S

i

K?>0

i及F31S

i

W

C

i细胞数)

A6SI统计学分析方法

所有计量数据用均值k标准差%Mk@&表示#全部

资料应用 8088 !!6[软件与TZ:-5D6$ 软件进行单因

素方差分析#9h$6$[认为差异具有显著性意义)

>I结果

>UAI不同时间点各组左侧脑室 FYb区与大脑皮层

Q,*̀ ]J!a免疫荧光双标结果

JFW治疗后 D 1#各组左侧脑室 84I区均可见

F31S

i

Q&g

i细胞#主要位于背外侧角# JFW组

F31S

i

Q&g

i细胞密集%EC k#! 个\..

#

&#明显高于

对照组%B" k!C个\..

#

&与模型组%_E k!D 个\..

#

&

%9h$6$[&#并沿胼胝体腹侧形成长尾状 F31S

i

Q&g

i细胞链#见图 !#图 C 上排) JFW治疗后 !C 1#

各组左侧 84I区 F31S

i

Q&g

i数减少#JFW治疗组

仍多于对照组%9h$6$[#图 !&#同时JFW组大脑皮

层出现较多 F31S

i

Q&g

i

%#[ k" 个\..

#

&#明显高

于对照组%D kC 个\..

#

&与模型组%" k_ 个\..

#

#

9h$6$!&#见图 #*图 C 中排) JFW治疗后 #E 1#各

组左侧 84I区与大脑皮层仍可见 F31S

i

Q&g

i细

胞#但数量开始减少#差别均无显著性#见图 !*图 #)

>U>IQ,*̀ ]

"

T'+2+#)-#Q,*̀ ]VN7=#Q,*̀ ]8

O

免疫

荧光双标结果

JFW治疗后 #E 1#各组左侧大脑皮层开始出现

F31S

i

#

L,@X@5()

i

#F31S

i

K?>0

i

#F31S

i

W

C

i细胞#远

早于成年大鼠损伤后新生神经元出现的时间) JFW

组 F31S

i

#

L,@X@5()

i细胞数%## kC 个\..

#

&显著多

于对照组%[ k# 个\..

#

&与模型组%D kB 个\..

#

&

%9h$6$!&#F31S

i

K?>0

i细胞数明显多于对照组

%9h$6$[&#F31S

i

W

C

i细胞数显著多于对照组与模

型组%9h$6$[&#见图 B#图 C 下排)

($[D(
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%%图 AI各组不同时间点FYb区Q,*̀

c

J!a

c细胞数比

较I

JFW治疗后 D 1#JFW组 F31S

i

Q&g

i细胞数最多#JFW治疗

后 !C 1#JFW组F31S

i

Q&g

i细胞数减少#仍多于对照组) 2'与对照

组相比#X'与模型组比#9h$6$[)

%%图 >I各组不同时间点大脑皮层 Q,*̀

c

J!a

c细胞数

比较I

JFW治疗后 !C 1#JFW组大脑皮层 F31S

i

Q&g

i细胞数最

多) 2'与对照和模型组相比#9h$6$!)

%%图 DIWQ8治疗后 >\ *各组大脑皮层免疫荧光双标

结果比较I

JFW治疗后 #E 1#各组F31S

i

Q&g

i细胞数减少#开始

出现F31S

i

#

L,@X@5()

i细胞*F31S

i

K?>0

i细胞及 F31S

i

W

C

i细胞#

其中#JFW组 F31S

i

#

L,@X@5()

i细胞数*F31@

i

W

C

i细胞数最多)

2'与对照组相比#9h$6$[$X'与模型组相比#9h$6$!# :'与对照组

相比#9h$6$!)

!"#

!$%&"

#$

!'(%&"

#$

!)*+&"

%&' ()' ,-.'

%%图 OIWQ8治疗后大脑FYb和皮层区免疫荧光双标染色共聚焦显微镜照片I上排照片示JFW治疗后 D 1时 84I区

F31S\Q&g阳性细胞%箭头所指&) F31S标记增殖细胞#细胞核呈红色$Q&g标记迁移的未成熟神经元#胞浆呈绿色) 可见F31S\Q&g

阳性细胞JFW组最多#其次为模型组#对照组最少) 中排照片示JFW治疗后 !C 1时皮层F31S\Q&g阳性细胞%箭头所指&#JFW组最

多#其次为模型组#对照组最少) 下排照片示JFW治疗后 #E 1 时皮层F31S\

#

L,@X@5() 阳性细胞%箭头所指&#

#

L,@X@5() 标记阳性细胞

胞浆呈绿色) 可见F31S\

#

L,@X@5() 阳性细胞JFW组最多#其次为模型组#对照组最少)

DI讨论

F31S是一种胸腺嘧啶脱氧核苷类似物#在细胞

增殖周期的 8 期嵌入细胞核的 Q7>#因而 F31S表

达阳性细胞被看作是具有增殖活性的细胞!D"

) 由

于F31S随着增殖细胞的分裂而进入新的细胞#故

也常用来标记新增生的细胞!E"

) Q&g是未成熟神

经元或神经前体细胞的标记物#随着 78&=的迁移

与分化而在相应的脑区表达#故应用 F31S\Q&g双

(![D(
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标记可显示新生成的迁移的未成熟神经元!"#!$"

) 在

正常发育过程中#迁移的神经元沿喙侧迁移流迁移

到嗅球#而在外伤*缺血等状态下#内源性神经元前

体细胞在 84I区大量产生#以类似/链式0迁移的方

式迁移到缺血灶#并具有与死亡神经元相类似的形

态特征#具体迁移的机制可能与损伤部位的微环境

信号有关!!!"

) 该研究中发现JFW治疗后 D 1#JFW

组损伤侧 84I区 F31S

i

Q&g

i细胞较多#显著多于

模型组及对照组$JFW治疗后 !C 1#JFW组损伤侧

84I区F31S

i

Q&g

i细胞减少#同时在大脑皮层发现

F31S

i

Q&g

i细胞#显著高于对照组与模型组#说明增

殖的78&=于JFW治疗后 !C 1#开始向大脑皮层迁移

并开始向神经元分化#提示JFW治疗可以促进增殖

的78&=迁移到损伤侧大脑皮层并向神经元分化)

JFW治疗后#内源性 78&=增殖并迁移到大脑

皮层#但这些新生的神经元前体细胞是否可以分化

为成熟的神经元+ 有研究发现#脑损伤后新迁移的

细胞仅少部分得以存活#大部分未来得及分化即已

死亡#即选择性存活#其具体机制可能是新生神经细

胞的存活与一些细胞因子或神经营养因子#如脑源

性神经营养因子*类固醇激素等及一些信号通路#如

P),\

#

L:2,-)() 信号通路等有关!!#"

) JFW能否提供

这些细胞因子或激活其他信号途径促进内源性

78&=分化为成熟的神经细胞#对此我们进行了深入

的研究)

#

L,@X@5() 是成熟神经元的标记物#K?>0

是星形神经胶质细胞的标记物#W

C

见于增殖的少突

胶质细胞#是未成熟的少突胶质细胞的标记物#

F31S用来标记新生成的细胞#故 F31S\

#

L,@X@5()#

F31S\K?>0#F31S\W

C

分别用来标记新生成的成熟

神经元*星形胶质细胞及少突胶质细胞!!B"

) 研究发

现#JFW治疗后 #E 1 JFW组损伤侧大脑皮层

F31S

i

Q&g

i细胞减少#并出现一些新增生的成熟

神经元及少突胶质细胞#远高于模型组及对照组#说

明JFW可以促进增殖的 78&=分化为成熟的神经

元*星形胶质细胞及少突胶质细胞#其中以神经元为

主) 这些新增生的神经元是否可以形成突触#从而

与周围神经系统形成新的神经网络#正在进一步验

证过程中)
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