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新生大鼠缺氧缺血性脑损伤后脑组织上清液

诱导骨髓基质细胞神经分化
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!摘要"!目的'观察缺氧缺血性脑损伤%X*7S&新生大鼠不同时间点脑组织上清液对骨髓基质细胞

%7N[8:&向神经细胞分化的影响! 方法'$ 日龄新生 [S大鼠结扎左颈总动脉制作 X*7S模型 % $ dQP & "

另设 QP 只正常同日龄新生大鼠! 两组分别在 X*7S后 "& 4% Y 日龄& #$" 4% Q# 日龄&及 $ @% Q& 日龄&时

处死% $ dP & ! 分别制备左#右脑组织上清液! 将培养 % aP 代的 [S大鼠 7N[8:接种于预先置有盖玻片

"& 孔板中"正常培养至细胞达到 5#c a$#c融合后"分别加入上述时间点的脑组织上清液"另正常换

液未加上清液组为未干预组! 培养 % @ 后行神经元特异性烯醇酶 %W[(& #胶质纤维酸性蛋白 %9_6>& #

少突胶质细胞前体细胞标记 M

&

的免疫荧光检测"计算阳性率! 结果'未干预各组细胞仅有少量 W[("

9_6>及 M

&

的表达"正常大鼠各时间点左#右脑上清液共培养各组细胞 W[("9_6>及 M

&

阳性率较未干预

组增加%均 6r#L#Q & "但左#右两侧比较差异无统计学意义 %6i#L#P & ! X*7S后 "& 4 组#$" 4 组左脑

%损伤侧&上清液共培养组细胞 W[("M

&

的阳性率明显增加"分别与同时间点右侧及正常组同一时间点

的左#右侧比较"差异有统计学意义%分别 6r#L#P "6r#L#Q & "X*7S后 $ @ 左#右脑上清液共培养组细

胞 W[("9_6>及 M

&

的阳性率相近"分别与正常组同一时间点比较差异无统计学意义%6i#L#P & ! X*7S

后 "& 4 组左脑上清液共培养组细胞 W[("M

&

的阳性率较 X*7S后 $" 4 组及 $ @ 组左脑上清液共培养组

细胞 W[("M

&

的阳性率高"差异有统计学意义%均 6r#L#Q & ! 结论'正常鼠#X*7S鼠脑上清液均能诱导

7N[8:发生神经分化"以 X*7S后 "& 4 损伤侧脑上清液对 7N[8:的神经分化率最高!
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!!干细胞移植治疗中枢神经系统疾病#如帕金

森病,创伤性脑外伤,脑血管疾病及缺氧缺血性脑

损伤是有效的并相对安全的&Q0&'

#为临床神经系统

疾病的治疗带来了曙光#并在部分临床试验中得

到了验证&P05'

- 目前认为骨髓基质细胞 ! ?E/BK.C0

CEH:1CEK.;AB;;:#7N[8:"治疗脑损伤的机制之一是

7N[8:向神经细胞分化后的替代作用- 7N[8:具

有多向分化潜能#在不同的诱导条件下#能向软骨

细胞,成骨细胞,脂肪细胞,神经细胞分化&$0R'

- 而

通过抗氧化剂,生长因子以及共培养的方法诱导

7N[8:向神经细胞分化的研究中#因所采用的诱

导方法不同#神经细胞的分化率以及存活时间有

明显差别#提示 7N[8:所处的环境对其分化起决

定性作用- 脑损伤后何时的微环境最有利于

7N[8:向神经细胞分化#目前尚不清楚- 本研究利

用脑组织上清液模拟脑内微环境#与 7N[8:共培

养#观察新生大鼠缺氧缺血性脑损伤 ! 4JDEG-A0

-:A4BK-A?C.-/ @.K.2B#X*7S "后 "& 4#$" 4 及 $ @

左,右脑组织上清液对 7N[8:神经分化的影响#为

7N[8:移植治疗 X*7S最佳移植时间窗的选择提

供依据-

!"材料与方法

QLQ!材料!!$ 日龄 ! %% 只 "及 & 周龄 [DC.2FB0

S.H;BJ大鼠!5 只 " !清洁级 " #由中南大学实验动

物学部提供- SN(N低糖培养基系 9-?AE7'̀ 公

司产品#小牛血清由中南大学细胞中心提供# 4E0

BA4:1%%%"& 系美国 [-2K.公司产品#兔抗神经元特

异性 烯 醇 酶 ! W[(" , 兔 抗 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白

!9_6>"均系北京中杉试剂公司产品#小鼠抗少突

胶质细胞前体细胞标记 M

&

系 84BK-AE/ 公司产品-

QL"!方法

QL"LQ ! 7N[8:培养! !用全骨髓培养法培养

7N[8:- 取 & 周龄 [S大鼠#Q#c水合氯醛 #L" a

#L% K̀ Q̂## 2腹腔注射麻醉后#无菌条件下取出

四肢骨#剪开干骺端#用 00X./V:液仔细冲洗骨髓

腔#将冲洗下的组织反复通过 Q K̀ 注射器制成细

胞悬液# Q ### ĈK-/ 离心 Q# K-/#弃上清#用含

Q#c小牛血清的 SN(N重悬细胞#Q pQ#

$

^K̀ 密

度接种于 P# K̀ 培养瓶中#"& 4 后换液#去除未贴

壁细胞#以后 " a% @ 换液#待贴壁细胞达 R#c融

合后#用 #L"Pc胰蛋白酶消化传代-

QL"L"!X*7S模型制作方法!!参照文献 & Q# ' #

$ 日龄 [S新生鼠#乙醚吸入麻醉#行颈部正中切

口#长 QL# aQLP AK#依次分离皮肤,皮下脂肪及

肌肉#分离出左侧颈总动脉并用 $0# 灭菌丝线双

线结扎#中间断开血管#缝合伤口并再次消毒皮

肤- 整个手术过程在 QP K-/ 内完成- 休息 " 4 后#

将大鼠置于低氧舱内#按一定比例输入氧气和氮

气#测氧仪监测氧浓度在 $c aRc#舱内温度控

制在 !%5 q" " o#湿度为! $# qP "c#缺氧时间持

续 " 4- 实验结束后将大鼠放回鼠笼由母鼠行母

乳喂养- 实验过程中 % 只大鼠死亡-
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QL"L%!脑组织匀浆上清液制备!!X*7S后 "& 4

! Y 日龄" ,$" 4 ! Q# 日龄 "及 $ @ ! Q& 日龄 "时# 每

个时间点冰冻麻醉后处死 X*7S大鼠和同日龄正

常大鼠各 P 只#无菌条件下取出左右大脑#迅速称

重#加入 SN(N低糖培养基 ! Q## K2̂ K̀ " #置冰上

Q# K-/#匀浆器匀浆#& o以 Q# ### ĈK-/#离心 QP

K-/#收集上清-

QL"L&!脑组织匀浆上清与 7N[8:共培养!!将

培养 % aP 代的 [S大鼠 7N[8:接种于预先置有盖

玻片 "& 孔板中#正常培养至细胞达到 5#c a

$#c融合后#分别将 Y 日龄,Q# 日龄及 Q& 日龄正

常鼠和 X*7S鼠左脑上清液,右脑上清液与 SN(N

培基以QlQ 的比例混合后与 7N[8:共培养- 另正

常换液未加上清液组为未干预组#每组 Q" 孔#培

养 % @ 后行 W[(#9_6>#M

&

免疫荧光检测#计算阳

性率-

QL"LP!免疫细胞化学法检测!!共培养 % @ 后#

将盖玻片取出#&c多聚甲醛固定 %# K-/#>7[ 漂洗

" 次 pP K-/##LQc =C-1E/0Z0Q## QP K-/#>7[ 漂洗

" 次 pP K-/#%c X

"

M

"

室温孵育 %# K-/#>7[ 漂洗 "

次 pP K-/#正常山羊血清室温封闭 QP K-/#分别加

入 W[(!QlQ##"#9_6>!QlQ##"#M

&

!QlQ##"置湿盒

& o冰箱过夜- 从冰箱拿出后#置室温复温 Q 4#

>7[ 漂洗 % 次 pP K-/#加入二抗#山羊抗小鼠 *290

8J% !QlP#"#山羊抗兔 *290_*=8!QlQ##"避光孵育

QP K-/# >7[ 漂 洗 % 次 pP K-/# XEA4B:1%%%&"

!Q# /2̂K̀ "孵育 %# K-/#>7[ 漂洗 % 次 pP K-/#干

后#P#c缓冲甘油封片#阴性对照用 >7[ 取代一

抗- 荧光显微镜下计数!每张切片计数 Q# 个非重

叠视野" #计算阳性率-

QL%!统计学处理!!统计学处理采用 [>[[ Q#L#

软件进行- 实验数据用均数 q标准差 !

$

;q@" 表

示#各组间比较用单因素方差分析- 6r#L#P 为

差异有统计学意义-

#"结""果

刚接种的细胞种类较多#经 " a% 次传代后#

形成较为典型的大鼠 7N[8:#主要为
%

型细胞#长

梭形为主#并且在局部呈现同向性生长的特点-

加入脑组织匀浆上清诱导后 % @ #部分长梭形细胞

胞体回缩#突起增多,伸长,变细#类似神经细胞形

态- 免疫荧光结果显示未干预各组细胞仅有少量

W[(#9_6>及 M

&

的表达#正常大鼠各时间点 ! Y 日

龄,Q# 日龄,Q& 日龄 "左,右脑上清液共培养各组

细胞 W[(#9_6>及 M

&

阳性率较未干预组增加 !均

6r#L#Q " #但左,右两侧比较差异无统计学意义

!6i#L#P " - Y 日龄 X*7S鼠,Q# 日龄 X*7S鼠组

左脑!损伤侧"上清液共培养组细胞 W[(#M

&

的阳

性率明显增加#分别与同时间点右侧 !未结扎侧 "

及正常组同一时间点的左,右侧比较#差异有统计

学意义!分别 6r#L#P #6r#L#Q " # Q& 日龄 X*7S

鼠左,右脑上清液共培养组细胞 W[(#9_6>及 M

&

的阳性率相近#分别与正常组同一时间点比较差

异无统计学意义 ! 6i#L#P " - Y 日龄 X*7S鼠左

脑上清液共培养组细胞 W[(#M

&

的阳性率较 Q# 日

龄 X*7S鼠,Q& 日龄 X*7S鼠左脑上清液共培养组

细胞 W[(# M

&

的阳性率高#差异有统计学意义

!6r#L#Q " !表 Q #图 Q aR " -

表!"各组大鼠脑上清液诱导7N[8:表达W[(#9_6>和M

&

阳性率的比较!

$

;q@#c"

>,70&!"8EKD.C-:E/ E<W[(# 9_6># ./@ M

&

BGDCB::-E/ E<7N[8:-/@FAB@ ?J@-<<BCB/1?C.-/ 1-::FBBG1C.A1:!

$

;q@#c"

组别
左脑上清液

W[( 9_6>

M

&

右脑上清液

W[( 9_6>

M

&

未干预组 &LQ& q%LQ# &LPP qQL5Y %LY5 q"L5$ . . .

Y 日龄正常鼠
&RLYP q&L%Q

!!

"5LQP q&L5#

!!

%PL#P qPL"R

!!

&YLY$ q&L5$

!!

"5L%% q5LQ$

!!

%&LYQ q"L5&

!!

Y 日龄X*7S鼠
Y&LR% qYL$#

!!%%

hh

%%L$Q q$L#Q

!!%%

h

&$L5Y q$LPR

!!%%

hh

PQL$& q$L#R

!!

"YL%& qYLQY

!!

%YL"5 qPL$"

!!

Q# 日龄正常鼠
&5L$Q q%L5$

!!

"&L& q5LPQ

!!

%QL5R q&L&$

!!

&PLY$ qPL%#

!!

"PL%5 q&L%"

!!

%QLQ% q%L#P

!!

Q#日龄X*7S鼠
$"L&P qYLQQ

!!%%

hh

&&

%#L"Q q5L%%

!!%

%RL&P q5LP&

!!%%

h

&&

&RLP$ q5LYP

!!

"5L"Y q5LP#

!!

%&L%$ qPL5%

!!

Q& 日龄正常鼠
&&L$% q&L5R

!!

"PLP q5L"5

!!

%#L$# q&L$R

!!

&%LYR q%L5Y

!!

"&L#R q&L$Y

!!

%#L%Y q%L5Y

!!

Q&日龄X*7S鼠
&RLQR q&LP"

!!&&

s s

"RLRY qYL#P

!!

%&L#& qPL#"

!!&&

s s

&5L&Y q%LYR

!!

"5L$% q&L&%

!!

%%L$Y q%L"%

!!

!!与未干预组比较#

!!

6r#L#Q%与同日龄正常左脑比较#

%

6r#L#P#

%%

6r#L#Q%与同日龄X*7S右脑比较#h 6r#L#P#hh 6r#L#Q%

与 Y 日龄X*7S鼠左脑比较#

&&

6r#L#Q%与 Q# 日龄X*7S鼠左脑比较# s s 6r#L#Q
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图!"第 % 代大鼠 7N[8:主要为
%

型细胞#长梭形为主

! pQ##"

;"1G!NE:1E<7N[8:E<D.::.2B% @-:D;.JB@ :D-/@;B0:4.DB@

! pQ##"

图#"脑组织上清诱导后 % @#部分长梭形 7N[:细胞胞体回

缩#突起增多,伸长,变细! pQ##"

;"1G#7N[8:-/@FAB@ ?J?C.-/ 1-::FBBG1C.A1:@-:D;.JB@ /BFC.;

AB;;:KECD4E;E2-B:H-14 AB;;?E@JCB1C.A1-/2./@ B;E/2.1B

! pQ##"

图$"阴性对照组 7N[8:胞核呈蓝色#胞浆不表达 W[(

! p"##"

;"1G$ WFA;BF:E<7N[8:E</B2.1-IB2CEFD :1.-/B@ ?;FBH-14 XE0

BA4:1%%%&"! p"##"

图%"未干预组中仅有少量7N[8:胞浆表达W[(!绿色荧光#

p"##"

;"1G%6<BH7N[8:AF;1FCB@ H-14EF1?C.-/ 1-::FBBG1C.A1:BG0

DCB::-/2W[(!2CBB/# p"##"

图&"未干预组中仅有少量 7N[8:胞浆表达 9_6>!绿色荧

光# p"##"

;"1G&6<BH7N[8:AF;1FCB@ H-14EF1?C.-/ 1-::FBBG1C.A1:BG0

DCB::-/29_6>!2CBB/# p"##"

图'"未干预组中仅有少量 7N[8:胞浆表达 M

&

!红色荧光#

p"##"

;"1G'6<BH7N[8:AF;1FCB@ H-14EF1?C.-/ 1-::FBBG1C.A1:BG0

DCB::-/2M

&

!CB@# p"##"

#5P
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图("X*7S后 "& 4 左脑!损伤侧"上清诱导后7N[8:胞浆表

达W[(明显增多!绿色荧光# p"##"

;"1G(NECB7N[8:-/@FAB@ ?J;B<1! @.K.2B" ?C.-/ 1-::FB

BG1C.A1:E<Y0@.J0E;@ X*7SC.1:BGDCB::-/2W[(!2CBB/#

p"##"

图)"X*7S后 "& 4 左脑!损伤侧"上清诱导后7N[8:胞浆表

达9_6>明显增多!绿色荧光# p"##"

;"1G)NECB7N[8:-/@FAB@ ?J;B<1! @.K.2B" ?C.-/ 1-::FBBG0

1C.A1:E<Y0@.J0E;@ X*7SC.1:BGDCB::-/29_6>!2CBB/#

p"##"

图*"X*7S后 "& 4 左脑!损伤侧"上清诱导后 7N[8:胞浆

表达M

&

明显增多!红色荧光# p"##"

;"1G*NECB7N[8:-/@FAB@ ?J;B<1! @.K.2B" ?C.-/ 1-::FB

BG1C.A1:E<Y0@.J0E;@ X*7S C.1:BGDCB::-/2M

&

! CB@#

p"##"

$"讨""论

目前 7N[8:的分离培养方法已较为成熟#主

要利用其黏附特性以及细胞密度的差别来分离细

胞#其中全骨髓培养法和密度梯度离心法是最为

常用的 " 种方法- 采用这两种方法培养的 7N[8:

细胞不表达 8S%Q #8S%& #8S&P 等造血系统标记

物#而表达 8S"R #8S&P 等干细胞标记物#而且具

有多向分化潜能- 本研究采用的是全骨髓培养

法#经过 " a% 次传代后#7N[8:较为纯化- 主要

为
%

型大鼠 7N[8:细胞#长梭形为主#并且在局部

呈现同向性生长的特点#形态上与腾晓华等&QQ' 报

道类似- 目前认为 7N[8:移植治疗脑损伤的机制

之一是 7N[8:向神经细胞分化后的替代作用- 成

年大鼠大脑中动脉缺血 ! N86M" 模型体内移植

7N[8:的研究结果显示大部分 7N[8:分布在缺血

灶中心及其周边#移植到脑内的 7N[8:神经元分

化率 低# 一 般 为 Qc a"c

&Q"0Q%'

# 而 NF/EO0(;-.:

等&Q&'将成年大鼠 7N[8:同种异体移植到胎鼠侧脑

室内#嗅球及额叶皮质内 7N[8:的 WBFW阳性率达

到 $#c aQ##c#提示不同的脑内环境对 7N[8:

的神经分化作用不同- 由于 W[(可以在早期神经

前体细胞表达#一直持续至神经元成熟#9_6>是

星形胶质细胞的标记#M

&

是未成熟少突胶质细胞

标记#少突胶质细胞是中枢神经系统的髓鞘形成

细胞#包绕神经纤维的轴突形成髓鞘#对轴突正常

快速电传导等功能有重要作用- 因此本研究参照

文献&QP0Q$'

#利用脑组织上清液体外模拟脑内微环

境#比较新生大鼠 X*7S后 "& 4! Y 日龄" #$" 4! Q#

日龄"及 $ @! Q& 日龄 "的脑内微环境对 7N[8:的

W[(#9_6>和 M

&

表达的影响- 结果显示$上述不

同日龄正常大鼠左,右脑上清液均可诱导 7N[8:

表达 W[(#9_6>和 M

&

#但左,右脑无明显差别%

X*7S后 "& 4#$" 4 左脑 !损伤侧 "上清液诱导后#

7N[8:表达 W[(#9_6>#M

&

的阳性率明显增加#分

别与同时间点右脑!未损伤侧"以及同日龄正常鼠

左,右脑上清液比较有明显差别#以 X*7S后 "& 4

左脑!损伤侧 "上清液诱导后 W[(#9_6>#M

&

的阳

性率最高- X*7S后 $ @ 左脑 !损伤侧 "上清液诱

导与同时间点右脑!未损伤侧"以及同日龄正常鼠

左,右脑上清液诱导比较#7N[8:的 W[(#9_6>和

M

&

表达无明显差别- 提示新生大鼠 X*7S后 "& 4

脑内微环境最有利于 7N[8:的神经分化#而且主

Q5P



中南大学学报!医学版"#"##$#%"!&"!

要向神经元及少突胶质细胞方向分化#这对于

X*7S的修复具有重要意义#因为新生动物 X*7S

属弥漫性脑损伤#不仅有神经元的缺血坏死#还有

白质损伤#后者是引起慢性神经功能障碍...脑

瘫的主要原因- 7N[8:的神经分化是一复杂过

程#X*7S后不同时间点脑组织上清液对 7N[8:神

经分化的差异#反应了 X*7S后不同时间脑内微环

境的差异- 但在脑上清液中对 7N[8:的神经分化

起关键作用的是什么成分#尚需进一步研究- 从

体外研究的结果中笔者推测 X*7S后尽早进行

7N[8:移植#可增加 7N[8:的神经分化#提高移植

效果- 本研究选择 X*7S后 "& 4 为起始点#主要

考虑到新生动物是一特殊群体#其脑仍处于发育

的关键期#比成年脑有更强的可塑性#X*7S后是

否会留下神经系统后遗症以及后遗症的严重程度

存在个体差异#移植太早一方面由于新生儿抵抗

力差#可能会增加死亡率#而且对某些能通过自身

修复基本恢复正常的患儿造成不必要的浪费#加

重家庭负担#而对 X*7S后留下严重后遗症的患儿

如果移植太晚#则会错过某些感觉运动的发育-

X*7S后 "& 4 a$ @ 这一阶段#脑损伤的症状会逐

渐出现#选择这个阶段研究更有利于进一步的

研究-
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