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少突胶质前体细胞移植治疗早产儿脑白质损伤大鼠模型

吴成君 1　汪兆艳 2　杨印祥 2　栾佐 1,2

（1. 南方医科大学第三临床医学院，广东 广州　510515；2. 海军总医院儿科，北京　100048）

［摘要］　目的　探讨少突胶质前体细胞（OPCs）移植对治疗早产儿脑白质损伤（WMI）模型大鼠的长期作用。

方法　将 80 只 3 日龄 Sprague-Dawley 大鼠随机分为假手术组、模型对照组、5 d 脑室 / 白质移植组、9 d 脑室 /

白质移植组、14 d 脑室 / 白质移植组（n=10）；除假手术组外其余各组行右侧颈总动脉离断并缺氧 80 min 制备

早产儿 WMI 模型；采用孕 10~12 周人胚胎脑组织制备 OPCs。各移植组分别在造模后 5 d、9 d 和 14 d 将 3×105 

OPCs 注入右侧脑室 / 脑白质中，待大鼠 60 日龄和 90 日龄时分别对各组行电镜下脑髓鞘评估和神经功能评估。

结果　电镜下，大鼠 60 日龄时各移植组髓鞘损害程度相比模型组略有改善；无论是与同组 60 日龄大鼠还是与

同日龄模型组大鼠比较，90 日龄时各移植组的髓鞘均明显增厚，结构破坏更少，其中 14 d 移植组变化最为明显；

但不同移植时间脑室和白质移植组间的髓鞘损害程度未见有明显差异。60 及 90 日龄各移植组大鼠的神经功能

缺陷评分（mNSS）均高于假手术组，但均低于模型组（P<0.05）。结论　OPCs 移植可能对治疗早产儿 WMI 存

在长期效应，延迟移植时间可能增强疗效。                       ［中国当代儿科杂志，2017，19（9）：1003-1007］

［关键词］　早产儿脑白质损伤；少突胶质前体细胞；细胞移植；髓鞘；新生大鼠
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Abstract: Objective    To investigate the long-term effect of oligodendrocyte precursor cell (OPC) transplantation 
on a rat model of white matter injury (WMI) in the preterm infant. Methods    A total of 80 Sprague-Dawley rats 
aged 3 days were randomly divided into sham-operation group, model control group, 5-day ventricular/white 
matter transplantation group, 9-day ventricular/white matter transplantation group, 14-day ventricular/white matter 
transplantation group (n=10 each). All groups except the sham-operation group were treated with right common carotid 
artery ligation and hypoxia for 80 minutes to establish a rat model of WMI in the preterm infant. OPCs were prepared 
from the human fetal brain tissue (10-12 gestational weeks). At 5, 9, and 14 days after modeling, 3×105 OPCs were 
injected into the right lateral ventricle or white matter in each transplantation group, and myelin sheath and neurological 
function were evaluated under an electron microscope at ages of 60 and 90 days. Results    Electron microscopy showed 
that at an age of 60 days, each transplantation group had a slight improvement in myelin sheath injury compared with 
the model control group; at an age of 90 days, each transplantation group had significantly thickened myelin sheath and 
reduced structural damage compared with the model control group, and the 14-day transplantation groups had the most 
significant changes. There were no significant differences in the degree of myelin sheath injury between the ventricular 
and white matter transplantation groups at different time points. At an age of 60 or 90 days, the transplantation groups 
had a significantly higher modified neurological severity score (mNSS) than the sham-operation group and a significantly 
lower mNSS than the model control group (P<0.05). Conclusions    OPC transplantation may have a long-term effect in 
the treatment of WMI in the preterm infant, and delayed transplantation may enhance its therapeutic effect.

[Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(9): 1003-1007]
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早产儿脑白质损伤（white matter injury, WMI）

是一种由于感染、缺氧缺血等因素引起的以脑白质

损伤为主的疾病，为早产儿最常见、最严重的脑

损伤形式 [1]。目前对早产儿 WMI 的治疗缺乏有效

的方法。少突胶质前体细胞（OPCs）是中枢神经

系统中少突胶质细胞（OLs）的前体。目前研究认

为，OPCs 是 WMI 后髓鞘再生的主要来源细胞 [2-3]，

OPCs 在损伤早期的大量丢失和成熟障碍与髓鞘

损伤和随后的神经功能障碍高度相关 [4]。在采用

OPCs移植治疗中枢神经损伤性疾病的研究中显示，

使用 OPCs 移植后，植入的细胞可以通过神经营养

作用、旁分泌作用等途径保护神经组织，促进再髓

鞘化，维持正常神经功能 [5-6]，显示了不错的治疗

效果。尽管如此，在治疗早产儿 WMI 的研究中目

前依旧少见 OPCs 的影子。因此，本研究在成功创

建了早产儿 WMI 大鼠模型 [7-8] 的基础上，进行了

OPCs 移植治疗早产儿 WMI 的实验研究，分别对建

模后 5、9、14 d 大鼠进行经脑室 / 白质的 OPCs 移植，

在大鼠 60 日龄和 90 日龄时进行电镜下脑髓鞘评估

和神经功能评估，评价 OPCs 移植治疗早产儿脑白

质损伤的长期效果。

1　材料与方法

1.1　实验动物分组与模型制备

清洁级新生 Sprague-Dawley 大鼠 80 只，雌雄

不限，由北京维通利华提供孕鼠，在本院动物房

出生，动物许可证号：SCXK（京）2012-0001。

动物实验均报送海军总医院伦理学委员会，经批

准符合伦理学要求。将 80 只新生大鼠进行标号，

然后按随机数字表法随机分配为假手术组、模型

组、5 d 脑室移植组、5 d 白质移植组、9 d 脑室移

植组、9 d 白质移植组、14 d 脑室移植组和 14 d 白

质移植组，每组 10 只。新生大鼠脑白质损伤模型

的制备参照参考文献 [7]，模型组和各移植组的新生

大鼠在出生 3 d 时仰卧位胶布固定，沿颈正中切口

切开皮肤，分离暴露出右侧颈总动脉，用电凝笔

将其离断，术后送入 6% 氧气、94% 氮气、37℃恒

温缺氧箱中缺氧 80 min，之后送回母鼠笼内。假

手术组仅在出生 3 d 时手术游离右侧颈总动脉，不

予离断和缺氧。

1.2　细胞培养和制备

OPCs 由本实验室制备，采用自愿流产的孕

10~12 周人胚胎脑组织（经本院伦理委员会批准），

机械分散、离心、分离等步骤后形成单细胞悬液，

接种于神经干细胞专用培养基上，传代扩增得到

神经干细胞，经体外诱导培养制得 OPCs。使用

A2B5、O4、PDGFRs 等 OPCs 特异性标志物鉴定为

OPCs。经超速离心，浓缩于 0.9% 生理盐水中制成

细胞悬液，每 5 μL 生理盐水中含细胞 3×105。

1.3　移植前环孢素注射

各移植组均在移植前 3 d 开始经腹腔注射环孢

素，剂量 10 mg/kg，每日 1 次，连用至 OPCs 移植

后 3 d，共使用 6 d。模型组和假手术组于相应日

龄注射环孢素，剂量用法与移植组相同。

1.4　移植

各移植组分别在建模后第 5、9、14 天于右侧

脑室 / 脑白质进行 OPCs 移植。6% 水合氯醛麻醉大

鼠后固定于脑立体定位仪上，沿颅中线切开头皮暴

露颅骨。以前囟为参照点，穿刺定位点包括前后、

中线、深度；5 d 脑室移植组定位于前囟后 0.5 mm、

中线右侧 2.0 mm、深度 2.0 mm；5 d 白质移植组定

位于前囟后 1.0 mm、中线右侧 1.5 mm、深度 1.0 mm；

9 d 脑室移植组定位于前囟后 1.0 mm、中线右侧

1.5 mm、深度 2.5 mm；9 d 白质移植组定位于前囟

后 1.0 mm、中线右侧 1.5 mm、深度 1.0 mm；14 d 脑

室移植组定位于前囟后 1.0 mm、中线右侧 1.5 mm、

深度 2.5 mm；14 d 白质移植组定位于前囟后 1.0 mm、

中线右侧 1.5 mm、深度 1.0 mm；10 μL 微量注射器

吸取 5 μL OPCs 悬液，采用上述定位点准确定位位

置后，注射器缓慢注入，速度 0.5 μL/min。注射完

毕后留置 5 min，缓慢取出，用棉签压迫片刻，观

察无出血后缝合头皮，待鼠苏醒后送回母鼠旁喂哺。

1.5　神经功能缺陷评分

参照文献 [9] 所述办法，在大鼠 60 日龄和 90

日龄时由不了解实验的第三方人员进行大鼠神经

功能缺陷评分（mNSS）测定，每组 8 只大鼠。对

反映大鼠神经功能的运动、感觉、平衡、反射活

动和异常运动全面评估，总分 18 分，分值越高表

明神经功能障碍越严重。
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1.6　电镜制备

大鼠 60 日龄和 90 日龄时，在大鼠 mNSS 测

定后，每组随机取 2 只大鼠。6% 水合氯醛麻醉后

解剖暴露心脏，先用生理盐水 250 mL/kg 行心脏灌

注，然后 2.5% 戊二醛 250 mL/kg 灌注，取出大脑

并分离出脑室周围组织，置于 2.5% 戊二醛中 4℃

固定，之后经 1% 锇酸后固定、环氧树脂包埋、超

薄切片机切片，最后醋酸铀和柠檬酸铅染色。透

射电镜观察，拍照分析。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，各

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用 SNK-q 检验；配对资料采用配对 t 检验。P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　实验动物术中观察

以脑立体定位仪行 OPCs 移植，术中顺利，进

针过程无阻滞，准确定位后缓慢注入细胞，注射

过程避光，术中大鼠麻醉平稳、注射过程顺利，

注射完毕留针 5 min，拔针后观察颅骨表面未见出

血、液体渗漏等情况发生。术后除 3 只鼠出现暂

时性呼吸停止、麻醉时间延长外，其余鼠无不良

反应发生，大鼠苏醒后活动如常。

2.2　电镜病理评估

60 日龄大鼠中，假手术组的髓鞘形态正常，

髓鞘厚度均匀一致，边界清晰，髓鞘同心圆结构

正常，致密层无分离崩解。模型组的髓鞘肿胀、

崩解，致密层分离，髓鞘正常的多层同心圆结构

破坏。与模型组相比较，5、9、14 d 脑室 / 白质移

植组的髓鞘损害程度略有改善，其中 14 d 脑室 /

白质移植组改善最为明显。90 日龄大鼠中，假手

术组和模型组与 60 日龄大鼠的镜下髓鞘结构特点

相同，5、9、14 d 90 日龄脑室 / 白质移植组相比

于 60 日龄同时间点脑室 / 白质移植组大鼠的髓鞘

损害程度明显减轻，尤其是 14 d 脑室 / 白质移植

组的髓鞘明显增厚，肿胀减轻，致密层分离现象

减少，同心圆结构大致保持完整。不过，无论在

60 日龄还是 90 日龄时，各组各时间点脑室移植组

与白质移植组间比较差异均不显著。见图 1。

图 1　60 日龄和 90 日龄大鼠电镜下髓鞘形态（×70 000）

　　60 日龄和 90 日龄假手术组髓鞘厚度均匀一致，边界清晰，同

心圆结构正常；而相应模型组髓鞘变薄并肿胀、崩解，致密层分离；

5 d、9 d、14 d 脑室 / 白质移植组的髓鞘结构相比模型组更为完整，

其中 90 日龄时 14 d 移植组大鼠髓鞘明显增厚，肿胀减轻，同心圆

结构大致完整，致密层分离现象减少。

60 日龄 90 日龄

假手术组

模型组

5 d 白质移植组

5 d 脑室移植组

9 d 白质移植组

9 d 脑室移植组

14 d 白质移植组

14 d 脑室移植组
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2.3　各组大鼠 mNSS 结果

各组大鼠 60 日龄和 90 日龄 mNSS 结果显示，

与假手术组比较，模型组和各时间点脑室 / 白质移

植组 mNSS 均增高（P<0.05）；与模型组比较，各

时间点脑室 / 白质移植组的 mNSS 均下降（P<0.05）；

各时间点脑室 / 白质移植组间 mNSS 比较差异无统

计学意义（P>0.05）；同组中 60 日龄和 90 日龄大

鼠 mNSS 配对比较差异均无统计学意义（P>0.05）。

结果表明移植组的神经功能损害程度比模型组显

著减轻，但与移植时间、部位和大鼠日龄无关。

见表 1。

表 1　各组大鼠 mNSS 比较　（x±s）

组别 n 60 日龄 90 日龄 t 值 P 值

假手术组 8 1.0±0.5 0.9±0.8 0.42 0.69

模型组 8 6.4±0.7a 6.0±0.5a 1.16 0.29

5 d 白质移植组 8 4.4±1.1a,b 3.8±0.7a,b 1.36 0.22

5 d 脑室移植组 8 4.1±0.8a,b 3.6±1.2a,b 0.76 0.47

9 d 白质移植组 8 3.9±1.2a,b 3.5±0.5a,b 0.75 0.48

9 d 脑室移植组 8 4.1±1.1a,b 3.6±0.5a,b 1.00 0.35

14 d 白质移植组 8 3.5±1.1a,b 3.1±0.6a,b 0.89 0.40

14 d 脑室移植组 8 3.6±0.5a,b 3.2±0.5a,b 1.43 0.20

F 值 17.25 15.35

P 值 <0.01 <0.01

注：a 示 与 假 手 术 组 比 较，P<0.05；b 示 与 模 型 组 比 较，
P<0.05。

3　讨论

本系列研究先期进行了早产儿 WMI 大鼠模型

制作的探索研究，单侧颈总动脉离断 +6% O2 缺氧

80 min 的模型组苏木精 - 伊红染色结果显示手术

侧白质损伤，而皮质和海马损伤较小，MBP 染色

显示手术侧外囊区髓鞘明显丢失，结果显示采用

上述方法制作的早产儿 WMI 模型形成了脑白质选

择性损伤，提示模型成功 [8]。在此基础上，本研究

成功进行了对早产儿 WMI 模型大鼠 OPCs 移植治

疗的实验研究。 

过往研究显示，OPCs 在早产儿 WMI 发生发

展过程中起着中心作用，脑损伤时感染、缺氧等

不利因素导致 OPCs 损伤并使 OLs 成熟过程终止，

进而形成髓鞘发育不良、脑白质容量下降和脑室

扩大的早产儿 WMI 病理改变 [10-11]。外源性 OPCs

移植可能是一条可行的治疗早产儿 WMI 的路径，

目前已经有有限的几例使用 OPCs 治疗髓鞘形成不

良相关疾病的研究，2006 年，Givogri 等 [12] 在异染

性脑白质营养不良（MLD）小鼠上进行的少突胶

质祖细胞（OLPs）移植实验证实了外源性 OLPs 能

够和内源性 OLPs 整合并分化替代受损的 OLs。该

研究同时显示 MLD 脑组织更易接受外源性 OLPs

的存活和分化迁移，而健康脑组织对外源性 OLPs

的接受能力更为低下。2015 年，Chen 等 [9] 在早产

儿 WMI 模型大鼠造模后立即将 OPCs 移植入大鼠

脑皮质中，6 周后病理检验鼠脑发现植入的细胞

存活且促进 NSC 的增殖、抑制神经元凋亡，鼠髓

鞘形成增多，鼠的空间学习和记忆能力改善。这

些研究结果均提示对早产儿 WMI 进行 OPCs 的脑

移植是有效、可行的治疗手段。本研究采用 OPCs

在早产儿脑白质损伤模型大鼠建模后 5 d、9 d 和

14 d 移植，大鼠日龄 60 d 和 90 d 时检查鼠脑，结

果显示移植组大鼠 90 日龄时相比模型组的脑髓鞘

病变明显改善，提示 OPCs 移植可以有效减轻早产

儿 WMI 的髓鞘损害。

移植时间点、移植部位和移植细胞数量等都

是影响移植效果的重要因素。移植时间点的选择

上，目前对于细胞移植治疗早产儿损伤，普遍都是

选择在建模后第 7 天移植。在对脑损伤的研究中发

现，缺血缺氧损伤后 3~7 d 是脑内各种生化物质和

因子激活的“窗口期”[13]，此时一方面各种营养因

子、有丝分裂原的大量分泌有利于移植物的存活和

分化；另一方面，此时也是炎症反应、自由基损

害和兴奋性氨基酸毒性的爆发期，大量炎症因子、

脂质过氧化物、谷氨酸的蓄积使 OPCs 严重损害和

分化障碍，对外源性植入的 OPCs 存活、分化和迁

移更为不利 [11,14]。研究发现，如果 OPCs 能够避免

受到急性期炎症爆发的影响，OPCs 向 OLs 的分化

速度将加快，对外界耐受性增加 [15]，因此延迟移

植时间可能是一有益的选择。本研究同时设置了

建模后 5 d、9 d、14 d 移植组，通过比较各组间差

异，以期望找到最佳的移植时间点。移植部位的选

择对移植成功同样重要，目前常用的脑移植部位有

皮质、胼胝体、脑室等部位。早产儿 WMI 选择性

损伤脑白质部位，尤其是脑室周围，依据这一特殊

病理现象，脑室和白质部位的移植均可能使细胞直

接进入损伤区域，发挥细胞治疗的作用。本实验同
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时设计了脑室和白质移植组，旨在比较移植部位间

的差异，以期找到最佳的移植部位。移植细胞数量

同样需要斟酌，数量过多增加移植后不良反应发

生率，但是移植细胞数量结果过少难以起到治疗

作用，参考国内外文献，我们确定以 3×105 个细

胞浓缩 5 μL 溶液进行移植，已在安全性和治疗效

果之间取得平衡。损伤区域局部炎症反应往往导

致移植失败，OPCs 对炎症反应和炎症因子高度敏

感，损伤区的炎症反应严重抑制了 OPCs 的存活和

分化迁移 [16]。为抑制损伤区的炎症反应对 OPCs 的

不利影响，本研究在移植前 3 d 开始每日注射环孢

素 10 mg/kg，连用 6 d。

由于实验条件限制，多数研究选择在移植后

30 d 内观察结果，对移植后超过 30 d 的观察研究

甚少，由此导致我们对细胞移植治疗早产儿 WMI

的长期效果存在空白。早产儿 WMI 后，髓鞘发育

障碍的修复历时漫长，移植后细胞对损伤恢复的

作用非常复杂，短时间内的观察容易忽略移植细

胞的长期治疗效果。本研究选择在大鼠日龄 60 d

和 90 d 观察结果，以期观察到 OPCs 移植对脑发

育尤其是髓鞘发育的长期影响。本实验直接采用

电镜观察髓鞘损伤的修复情况，采用 mNSS 评估大

鼠神经功能的改善程度。电镜下髓鞘观察显示，

随着移植后时间延长，90 日龄大鼠相比 60 日龄大

鼠的髓鞘损害程度明显减轻，髓鞘增厚，肿胀减

轻，结构破坏更少，与同龄的模型组相比也有同

样结果。提示植入 OPCs 对髓鞘损伤的修复存在长

期效应，可能与大脑的可塑性、植入 OPCs 与宿主

环境的相互作用等有关。相比于 5 d 和 9 d 移植组，

14 d 移植组的髓鞘修复效果最为显著，显示延迟

移植时间能够获得最大的益处，可能是因为这一

移植时间点避开了炎症爆发的窗口期，从而保护

了植入的细胞。无论 60 日龄还是 90 日龄时，对

应的脑室和白质移植组间均无明显差异，提示脑

室和白质移植途径间差别不大。

对早产儿 WMI 模型大鼠行 OPCs 移植治疗的

研究显示了 OPCs 移植对治疗早产儿脑白质损伤具

有可观的应用潜力，为今后更进一步的研究提供

了方向。但对于 OPCs 移植治疗早产儿 WMI 的具

体调控机制目前尚不清楚，OPCs 与宿主环境的相

互作用、OPCs 在体内迁移分化的机制等均有待更

进一步的深入探讨，对 OPCs 参与宿主神经髓鞘修

复的证据尚需要更有力的证据。
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