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&&!摘&要"&目的&观察缺氧缺血性脑损伤( P̂ie)新生大鼠移植人神经干细胞((8G'T)后高压氧( î?)对外

源性 (8G'T体内神经元分化的影响% 方法&新生 : 2的 Ge大鼠 P̂ie模型制作后 > 2经脑室移植 (8G'T$并分成

移植组() L$)和移植 Ô i?组() L$)% 移植 Ô i?组于移植后 ! (进行 î?治疗$每日 ! 次$!" 2后断头取脑$

应用免疫荧光方法检测植入细胞在皮层*海马神经元分化情况% 结果&移植后 !" 2$植入细胞分化形成神经元$分

布以海马*皮层为主% 统计学结果表明$在皮层$两组分化的神经元计数差异无显著性(7g"7"<)#而在海马区$移

植 Ô i?组神经元分化存活的数量较单纯移植组多$差异有显著性(7d"7"<)% 结论& P̂ie新生大鼠移植

(8G'T后 î?促进海马区外源性 (8G'向神经元的分化% !中国当代儿科杂志#!""##$"$!%&$'% &$'#"
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(V/3* *.V436T-./ W.66T( (8G'T) )*-,*.V4,*T)* *.,*3-3643-TX,66,Y)*R(Z0,a)W])TW(./)WU43)* 23/3R.( P̂ie)7

C6.1);7& P̂ie/,2.6Y3T04.034.2 UZ6)R3-),* ,X-(.6.X-W,//,* W34,-)2 34-.4Z$ X,66,Y.2 UZ$` (Z0,a)3.a0,TV4.)* :]

23Z],62 G043RV.]e3Y6.Z43-0V0T7C(4..23ZT63-.4$ -(.43-T4.W.)[.2 )/063*-3-),* ,X(8G'T)*-,-(.6.X-W.4.U436
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() L$ .3W()7 î?-4.3-/.*-Y3T32/)*)T-.4.2 (!7$ 9C9$ ! (4,*W.23)6ZX,4!" 23ZT) )* -(.-43*T063*-3-),* Ô i?

R4,V0 ! (43X-.4(8G'T-43*T063*-3-),*7i43)*TY.4.4./,[.2 !" 23ZT3X-.4-43*T063*-3-),*7K4,\.* W,4,*36T.W-),*TY.4.

04.034.2 X,4)//V*,X6V,4.TW.*W.3*36ZT)T-,2.-.W--(.*.V4362)XX.4.*-)3-),* ,X-(.-43*T063*-.2 W.66T)* -(.W.4.U436W,4-.a

3*2 ()00,W3/0VT7D67+,.7&e)XX.4.*-)3-.2 *.V4,*T,X)/063*-.2 W.66T2)T-4)UV-.2 /3)*6Z)* -(.W,4-.a3*2 -(.()00,W3/0VT
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*V/U.4,X*.V4,*T)* -(.()00,W3/0VTT)R*)X)W3*-6Z)*W4.3T.2 )* -(.-43*T063*-3-),* Ô i?R4,V0 W,/034.2 Y)-( -(3-)* -(.

-43*T063*-3-),* 36,*.R4,V0 (#>!7% O!<7! [T!F#7F O<7F# 7d"7"<)7:)04,+7/)07& î?-4.3-/.*-/3Z04,/,-.-(.
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&&F6= <)2;7&&8.V436T-./W.66T-43*T063*-3-),*# Ẑ0.4U34)W,aZR.*3-),*# Ẑ0,a)3])TW(./)3U43)* 23/3R.# 8.,*3-3643-T

&&国内外研究证实高压氧 ( (Z0.4U34)W,aZR.*3]

-),*$ î?)和神经干细胞(*.V436T-./W.66T$ 8G'T)

移植治疗新生动物缺氧缺血性脑损伤( (Z0,a)W])T]

W(./)WU43)* 23/3R.$ P̂ie)均具有一定疗效!! b>"

%

î?可减少缺氧缺血后内源性 8G'T的死亡!%"

$而

î?治疗对移植的外源性人神经干细胞 ( (V/3*

*.V436T-./W.66T$ (8G'T)的影响还未见报道% 为

此$本研究的目的是在较为合理的实验参数下$通过

î?辅助 (8G'T移植治疗$观察比较移植后 î?

治疗对 P̂ie新生鼠脑内植入 8G'T向神经元分化

的影响% 探讨 î?对移植的 (8G'T在体内的分化

可能产生的作用及其意义%

$G材料与方法

$7$G试剂与设备

一抗&特异性单克隆小鼠抗]人神经丝蛋白

(*.V-4,X)63/.*-$ 8K:")

!<"

('(./)W,* 公司)稀释比

'<=!'
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例 !h!""#多克隆兔抗]人巢蛋白 8.T-)*(稀释比例

!h$"$北京中杉金桥生物技术有限公司%

二抗&山羊抗小鼠 PRD]CHPC'稀释比例 !h!""#

山羊抗兔PRD]KPC'(中杉金桥生物技术有限公司)%

江湾
.

型'立体定向仪#上海医用激光仪器厂

<

!

B微量进样器#eI'!<"]>"" 型透明纯氧动物实

验舱(上海七零一所杨园医用氧舱制造厂)#荧光显

微镜 iNF!(?6Z/0VT)#pP/3)*RH.-)R3]GH5数字照

相机#P/3R.]14,16VTF7"(@.2)3'ZU.4*.-)W)专业图

像处理软件%

$L!G1ZU:7的制备与鉴定

经医院伦理委员会授权$孕妇知情同意下留取

孕 !# 周流产的人胎儿脑组织$在无菌条件下培养扩

增并制备成 (8G'T单细胞悬液$ 细胞悬液浓度为

# M!"

%

J/B% 同时取样$以 8.T-)* ;KPC'免疫荧光

标记鉴定培养所获得的细胞具有8G'T特性%

$LHGRSMW模型制作

新生第 : 天的 G043RV.]e3Y6.Z(Ge)大鼠 #" 只

(带母鼠)购自北京维通利华实验动物技术有限公

司$清洁级$体重 !% b!: R$雌雄不限% P̂ie模型制

作&首先以 F`的水合氯醛(>" /RJQR)腹腔麻醉$颈

部正中切口约! b# W/$分离并结扎左颈总动脉$恢

复 # b% (后$放入含 $`氧气*=#`氮气的容器中通

气 #7< ($用水浴箱控制周围温度在 >% b><o$待鼠

苏醒后送回母鼠处% 模型制作过程共死亡 > 只新

生鼠% 将存活动物随机分为移植 O î?组( ) L

=)*移植组() L$)%

$LNG1ZU:7移植

两组动物在模型制作后第 > 天行 (8G'T移植$

准备移植的幼鼠(生后第 !" 天$体重 #" b#% R)予

F`水合氯醛腹腔麻醉后固定在立体定向仪上$头部

常规被皮消毒$头皮正中切口$暴露较软颅骨$用注

射针头在移植位点处轻轻剥离少许颅骨$以前囟为

参照$选择前囟后(91) L;! //$中线左侧(@B)

L;!7< //$皮层向下垂直深度(e5) L;%7" //

为靶点$将制备好的 (8G'T(细胞浓度为 # M!"

%

J

!

B)

悬液<

!

B匀速缓慢注入左侧(损伤侧)侧脑室% 从针

刺入颅骨有突破感开始计算注射时间约 !" /)*$注射

后留针 < /)*$然后缓慢退出$头皮缝合后送回母鼠

处% 移植前后动物未予免疫抑制剂% 移植过程中移

植 Ô i?组有 ! 只新生鼠因麻醉死亡%

$L%GRM@治疗

移植 Ô i?组动物在移植后 ! (被放入高压氧

舱内$给予 î?通气% 开启进出气体阀门$并缓慢

控制压力变化% 升压及降压过程各!< /)*$达到压力

为 !7$个绝对大气压(3-/,T0(.4.T3UT,6V-.$ 9C9)$缓

慢关闭排气阀门$调整进气氧流量$保持压力不变%

稳压 F" /)*$每日 ! 次连续 !" 2% î?通气过程顺

利$没有动物死亡%

$7VG组织切片制备及免疫荧光

î?治疗 !" 2 后(即移植后 !" 2)$实验动物

F`水合氯醛腹腔麻醉后$经常温生理盐水*预冷的

%`多聚甲醛经心脏灌注后取脑$从嗅球根部后

F //处(前囟后约 ! //)开始截取约 F //长度的

脑块$以包含以整个海马及部分脑室系统*额叶*顶

叶*枕叶*颞叶皮层结构% 将脑块先后放入 %`多聚

甲醛灌注液*>"`蔗糖液中浸泡 #% ( 和 :# ( 后取

出$ 经液氮冰冻后放入;$"o冰箱中保存待用% 冰

冻切片片厚 #<

!

/$每隔 > 张留取一张$用于免疫荧

光法对植入细胞分化的神经元进行检测%

免疫荧光具体步骤&切片取出后室温下放置

>" /)*$冰丙酮(%o)固定 >" /)*$1iG 冲洗 !" /)*

M> 次$<`山羊血清封闭 >" /)*$加入一抗后放入

%o冰箱过夜(反应 #" ( 以上)$1iG 冲洗 < /)* M>

次$ 加入二抗室温下暗室中反应 #7< ($1iG 冲洗

< /)* M> 次$ ="`甘油封片% 阴性对照实验以抗体

稀释液代替一抗% 各抗体其稀释比例如前所述% 在

荧光显微镜下观察$植入细胞分化形成的神经元

(经特异性抗]人 8K及山羊抗小鼠 PRD]CHPC'标

记)胞浆呈红色%

$7]G图像分析及细胞计数

从每组每只动物相应切片中随机抽取 !" 张片

子$荧光显微镜M#" 倍物镜视野下按+k,字走向分

别记录脑片中整个海马(包括 '9! 区*'9# 区*'9>

区*齿状回等)及皮层 8K阳性细胞数$以比较两组

分化的神经元在不同部位的存活情况% 用专业的图

像处理及计数软件!F"统计每组每张脑片中上述区

域的阳性细胞平均数并进行统计学分析$结果以均

数c标准差(Oc:)的形式表示% 计量资料统计用 3

检验$以 G1GG!"7" 软件行统计学处理%

!G结果

(8G'T在植入脑室后 !" 2$可检测到 8K标记

阳性的神经元已具有较为成熟的细胞形态$形成较

远距离的轴突投射(图 !)$其分布范围以室管膜下

区(TVU[.*-4)WV634\,*.$G5k)*脑室旁*海马*皮层及

丘脑为主% 皮层部位两组植入 (8G'T分化的神经

元数量上差异无显著性(7g"7"<)$细胞形态与宿

主内源性细胞相似$如分化形成锥体细胞$排列上亦

'F=!'
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无明显差别% 但在海马各区$移植 Ô i?组神经元

与宿主很好地整合$分化存活数量较单纯移植组多$

差异有显著性(7d"7"<#表 !$图 #)%

&&表 $G两组植入1ZU:7海马'皮层区神经元分化计量

比较
() L$$ Oc:)

分组 海马 皮层

移植 Ô i?组
#>!7% c!<7!

3

F:F7# c!#$7$

移植组 !F#7F c<7F FF<7% cFF7%

&&3&与皮层分化神经比较&3L;=7<#:$ 7d"7"!

&&图 $G移植后 $" ;#在UOa及其周围可见0ZU:7分化

来的神经元$ZX单标_!"%

&&图 !G海马各区神经元表达$ZX单标_!"%G移植后 !" 2$两组在海马可见分化来的神经元$神经元分化存在数量$移

植 Ô i?组明显多于移植组% >&移植 Ô i?组'9> 区#M&移植组'9> 区#:&移植 Ô i?组齿状回#W&移植 Ô i?组'9! 区%

HG讨论

近年来$国内外学者对 8G'T及其应用进行了

广泛和深入的研究!:"

$干细胞治疗是治疗围生期

P̂ie*创伤及毒性脑损伤神经后遗症非常有希望的

方法!$"

% 但目前的焦点问题是如何进一步采取措

施改善移植效果%

尽管移植相关技术和方法已做了很多探索和改

良!="

$神经保护药物的应用如神经营养因子*抗氧

自由基*钙信道拮抗剂等亦被证明可以显著提高植

入细胞存活率!!""

$保护细胞减少死亡$但仍未发展

成为临床可选择的治疗策略$且尚不能实现对植入

细胞的体内分化进行调控% î?治疗可以减少缺

氧缺血所诱发的细胞凋亡!!!"

$减轻脑水肿!#"

#此外$

î?还可上调缺血后脑组织细胞因子神经营养因

子(*.V4,-4,0()*$8C]>)及碱性成纤维细胞生长因子

(U3T)WX)U4,U63T-R4,Y-( X3W-,4$UKDK)的表达!!#$ !>"

$

因而推测可进一步影响细胞周围微环境而激活内外

源性8G'T的增殖和分化% 有学者!%"在研究 î?

对新生大鼠 P̂ie模型保护作用的机制时发现$

P̂ie后 > 周$通过检测生发区 i42j(<]溴脱氧核

苷)阳性细胞和8.T-)*的表达证明 î?对 P̂ie新

生大鼠的神经保护作用可能是通过减少缺氧缺血后

生发区内源性 8G'T的死亡而起到的% 为此$本研

究提出采用 î?治疗辅助 (8G'T移植$以探索

î?对植入的外源性 (8G'T可能产生的影响及其

可能的神经保护作用%

在实验方案设计时$考虑到关于对 î?治疗

P̂ie效果的争议$原因之一可能与研究者应用

î?的实验条件等不同有关% 一些实验显示!#"如

果给氧压力过高或持续时间过长就有可能产生中枢

神经系统毒性或氧毒性$产生氧自由基$使脂质过氧

化产物增加$酶的抗氧化作用发生改变$进而造成细

胞死亡% 有文献提出!!%"

î?条件过高$会减少脑

血流*甚至导致惊厥$而通常在这些情况中应用氧压

力都超过 > b% 9C9并且将动物反复暴露于氧气

中% 因此$应在合理的实验条件(如给氧压力*时间

等)下应用 î?以减少氧自由基的生成$避免氧化

应激反应% 本实验应用 î?辅助 (8G'T移植$结合

了国内有关 î?治疗新生动物实验研究设计及儿

童临床治疗实施 î?多采用的治疗方案!>$ %$ !<$ !F"

$

即稳压控制在 !7% b# 9C9$ 通气时间为 ! b# (J2$

疗程为 : b!" 2$并最终采用 î?通气稳压在 !7$

9C9$ 通气时间 ! (J2$ 疗程为 !" 2 的治疗方案%

而在治疗时间窗的选择上$本研究进行 î?治疗选

择在移植后 ! ( 实施% 其原因为&既往神经移植研

究发现$移植的胚胎多巴胺神经元在移植后 ="`以

':=!'
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上会死亡$多数神经元在移植前和移植后 ! 周即死

亡% 为此$本试验采用移植后早期进行 î?治疗旨

在发挥 î?可能的神经保护作用以减少移植细胞

凋亡%

实验证实$ î?治疗可减轻内源性神经元损伤

的进展$减少内源性神经细胞的凋亡!#"

$减轻新生

大鼠 P̂ie% 本实验结果显示&将体外培养的人胎脑

来源的 (8G'T移植至缺氧缺血性损伤的新生鼠脑

后在 î?辅助治疗作用下$海马区神经元分化存活

数量较单纯移植组多% 结合文献报道!%"的 î?可

减少 P̂ie后海马齿状回区内源性8G'T的死亡$我

们推测这一结果可能与 î?对缺氧缺血性脑损伤

后内环境的调节$上调细胞因子 8C]> 及 UKDK并有

助于8G'T向神经元分化的作用有关%

本研究未发现两组细胞在皮层神经元的分化情

况存在差异%

本实验在移植前后未予免疫抑制剂治疗$从是

否应用免疫抑制剂对植入细胞的影响来看$有研究

表明将人来源的 8G'T植入新生鼠脑中$移植后 !

年余时间未应用免疫抑制剂环孢素$但并未监测到

免疫排斥反应的发生或肿瘤的形成$且移植细胞在

宿主体内长期存活$其原因可能与 8G'T较少表达

@̂ '等免疫原性分子有关!!:"

% 但仍不排除因慢性

排斥反应导致晚期细胞存活率的下降!<"

% 实验表

明!!"

$将人来源的 8G'T植入脑损伤后的新生鼠模

型中$未应用免疫抑制剂$移植细胞可以存活并分化

成神经元及胶质细胞$但远期疗效还需实验进一步

观察% 同样有学者也支持这种观点$认为这种免疫

耐受并非绝对$在一部分移植动物中仍可见到远期

排斥反应的发生% 国内也有学者!:"研究指出移植

后 ! b# 周移植细胞可迁移至损伤区并增殖分化$移

植后 %周植入细胞则明显减少$推测后期发生免疫排

斥的可能性大% 本试验因观察时间为移植后 !" 2$故

未应用免疫抑制剂$实验动物中未发现肿瘤形成%

众多研究显示 î?治疗新生儿 P̂ie有

效!!<$!F$!$"

% 本研究显示 P̂ie新生大鼠移植 (8G'T

后 î?促进海马区外源性 (8G'T向神经元的分化$

为临床 î?辅助及联合神经干细胞移植治疗新生

儿 P̂ie提供了一定的实验室依据%
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