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当归对宫内缺氧新生大鼠神经干细胞增殖、分化的影响*★ 

陈旭东1，赵四敏1，华新宇1，余  鸿2 

Angelica effects on proliferation and differentiation of neural stem cells from neonatal rats with 

intrauterin hypoxia 
 
Chen Xu-dong1, Zhao Si-min1, Hua Xin-yu1, Yu Hong2 

 
Abstract 

BACKGROUND: Previous studies have found that intrauterin hypoxia could stimulate proliferation of neural stem cells (NSCs) of 

neonatal rats. The proliferation reached a peak during 6-hours hypoxia; proliferation also expressed in 9 hours, but the ability 

began to decline, but the neural stem cells showed necrosis or apoptosis when hypoxia up to 12 hours. However, what effect will 

have on neural stem cells with the time and day extension? 

OBJECTIVE: To study the effect of intrauterin hypoxia on the proliferation and differentiation of NSCs from neonatal rats and the 

protective role of angelica injection on NSCs under hypoxia. 

METHODS: Pregnant Sprague Dawley rats were randomly divided into control group, hypoxia group and angelica group. 

Pregnant rats from angelica group and hypoxia group were placed in the three-gas incubator from the beginning of pregnant 14th 

days to make the injured brain neonatal rat model. One hour ago, the pregnant rats of the two groups received injections 

respectively angelica injection and normal saline through the caudal vein of rats. Hypoxia was not performed in the control group. 

The remaining was identical to hypoxia group. Their brain tissues of neonatal rats were immediately taken out after childbirth. The 

expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and neurone specific enolase (NSE) of neonatal rats was studied with 

immunohistochemistry and the results were analyzed by image processing system. 

RESULTS AND CONCLUSION: ①Expression of GFAP-positive cells in the hippocampus of neonatal rats in the hypoxia group 

was higher than control group. However, expression of NSE-positive cells was less in the hypoxia group than in the control group. 

②Expression of GFAP-positive cells in the hippocampus of neonatal rats was less in the angelica group than in the hypoxia 

group, whereas expression of NSE-positive cells was higher in the angelica group than in the control group. Results have 

indicated that hypoxia could stimulate the proliferation of NSCs of neonatal rats and differentiation of NSCs into glial cells. 

Meanwhile, the number of neuron in hippocampus CA3 area was decreased. The ability of proliferation and differentiation of 

NSCs into glial cells after hypoxia was attenuated by angelica injection. At the same time, angelica injection could relieve neuron 

decrement. These suggested that angelica injection has a certain protective effect on nervous system of neonatal rats with 

intrauterine hypoxia. 

 

Chen XD, Zhao SM, Hua XY, Yu H. Angelica effects on proliferation and differentiation of neural stem cells from neonatal rats 

with intrauterin hypoxia. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(27): 5050-5053.      

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 

背景：实验小组前期研究发现孕鼠宫内缺氧可刺激胎鼠神经干细胞的增殖，缺氧 6 h 时增殖达高峰，在 9 h 也表现增殖，

但能力开始下降。而缺氧达 12 h 时即表现为坏死或凋亡，但随缺氧天数的延长及时段的不同，对神经干细胞的影响又如何？  

目的：进一步探讨宫内缺氧对新生大鼠神经干细胞增殖、分化的影响及当归注射液的保护作用。 

方法：孕 SD 大鼠随机分为对照组、缺氧组和当归治疗组。孕 14 d 开始将当归组与缺氧组孕鼠置于三气培养箱中，制作缺

氧性脑损伤新生鼠模型，此前 1 h 分别给于当归注射液和生理盐水尾静脉注射，对照组不缺氧，余同缺氧组。孕鼠分娩后

立即取新生鼠大脑组织，经胶质纤维酸性蛋白、神经元特异性烯醇化酶免疫组织化学染色后行图像分析。 

结果与结论：①缺氧组新生鼠海马胶质纤维酸性蛋白免疫组织化学阳性细胞的表达较相应对照组增加；而神经元特异性烯

醇化酶免疫组织化学阳性细胞的表达较对照组减小。②当归治疗组新生鼠海马胶质纤维酸性蛋白免疫组织化学阳性细胞的

表达较相应缺氧组减少；而神经元特异性烯醇化酶免疫组织化学阳性细胞的表达较对照组增大。结果表明，一定程度的缺

氧可刺激神经干细胞增殖，并可刺激神经干细胞向神经胶质细胞分化，以及导致神经元的减少；当归注射液可减弱由于缺

氧导致的神经干细胞的增殖和向胶质细胞分化的能力，并可缓解神经元的减少，提示当归可能对缺氧大鼠神经系统有一定

的保护作用。  

关键词：当归；神经干细胞；缺氧；增殖；分化；大鼠 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.27.025 
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0  引言 

 

宫内缺氧是胚胎发育中的常见症,是造成

脑瘫，癫痫及智力发育迟缓或智力低下的重要

原因
[1]
，研究表明新生儿缺氧引起的上述表现与

中枢中神经元及神经干细胞的异常改变有关
[2]
，

研究发现缺氧能诱导神经元死亡，但却能诱导

神经干细胞增殖。实验小组前期研究发现孕鼠

宫内缺氧可刺激胎鼠神经干细胞的增殖
[3]
，缺氧
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6 h 时增殖达高峰，在 9 h 也表现增殖，但能力开始下

降。而缺氧达 12 h 时即表现为坏死或凋亡，但随缺氧

天数的延长及时段的不同，对神经干细胞的影响又如

何？在宫内缺氧状态下对神经干细胞的这种研究还未

见报道。实验通过建立宫内缺氧模型，观察在体状态下

缺氧对新生大鼠神经干细胞增殖、分化的影响，并观察

中药当归对缺氧状态的调节，为临床长期观察缺氧对新

生鼠的影响和治疗宫内缺氧提供实验和理论依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照、细胞分子生物学实验。 

时间及地点：于 2007-07/2008-12 在泸州医学院

组胚教研室完成。 

材料：健康成年雌性 SD 大鼠 21 只，体质量 220~ 

260 g(泸州医学院动物中心提供，许可证号：四川省实

验动物管理质量第 17 号)。实验过程中对动物处置符合

2006 年科学技术部发布的《关于善待实验动物的指导

性意见》
[4]
。 

试剂及主要仪器： 

 

试剂及主要仪器 来源 

小鼠抗神经元特异性烯醇化酶 (neuron- 

specificenolase，NSE)、小鼠抗胶质纤

维酸性蛋白(glial fibrillary acidic pro-

tein, GFAP)  

SABC 试剂盒、DAB 显色试剂盒(棕黄色) 

250gL 的当归注射液(批号 060926) 

 

OLYMPUS Bx-70 荧光显微镜成像系统 

德国莱卡切片机、三气培养箱 

CHEMICON 公司 

 

 

 

武汉博士德公司 

武汉大学附属第二

医院药剂科 

日本 OLYMPUS 

美国 REVCO 公司 

 

实验方法： 

动物配种与分组：SD 大鼠 21 只。 分别与一只雄鼠合

笼饲养配种，于第 2 日早晨发现雌鼠阴栓记为妊娠 0 d，

记下日期，取出雄鼠，单独饲养雌鼠至孕期 14 d。将孕

鼠随机分为：对照组 5 只、缺氧组 8 只和当归治疗组 8

只。  

宫内缺氧模型的制备
[5-7]

：缺氧组孕鼠自孕第 14 d 开始

每天 1 次经尾静脉注射生理盐水(连续 7 d)，然后立即放

入(氧体积分数 13%，CO2 体积分数 0.03%~0.04 %，

温度 25 ℃，相对湿度：75%~80%)的智能型三气培养

箱,每天上午缺氧 2 h，连续 3 d(孕期第 14~16 天)；当

归治疗组注射当归注射液 2 mL/(kg·d)，1 次/d，其余同

缺氧组；对照组不缺氧，余同缺氧组。         

取材、石蜡切片与免疫组织化学：孕鼠分娩后取新生鼠

的脑组织，放入 40 g/L 的中性甲醛固定，每组随机选取

20 个新生鼠大脑，然后进行常规石蜡包埋，经海马冠状

切面切片 (片厚 4 μm)，切片脱蜡至水，各切片作 

NSE(1∶400)、GFAP(1∶600)免疫组织化学染色(常规

链酶亲和素-生物素-过氧化物酶复合物法)。 

结果分析与判断：图像分析采用 Image-Pro Plus6.0

图像分析系统，在 400 倍下进行观察，每张切片在海马

齿状回颗粒层相同区域选取 3 个 7 cm×4 cm 大小的不

同视野用 ImagePro-Plus 6.0(IPP6.0)图像分析软件进

行图像分析，取同 1 切片的 4 张照片的积分吸光度的平

均值为该例标本的代表值，测得每张照片中方框内阳性

结果的积分吸光度(IA)，结果以x
_

±s 表示。  

主要观察指标：新生鼠大脑海马 CA3 区 NSE、

GFAP 阳性细胞形态学分析及其积分吸光度值的比较。 

设计、实施、评估者：由第二作者设计，全部作者

实施并评估。 

统计学分析：由第二作者用 SPSS 13.0 统计处理

软件完成，结果以x
_

±s 表示。各组间比较用方差分析，

两两比较用 LSD 法检验。 

 

2  结果   

 

2.1  各组新生大鼠海马 CA3 区 GFAP 阳性细胞染色结

果  GFAP 免疫组织化学阳性细胞分布在锥体细胞层，

分子层，多形细胞层，胞质染为棕黄色，对照组阳性细

胞浅染，数量少，见图 1；缺氧组阳性细胞染色明显增

强，数量较对照组增多，见图 2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

当归组阳性细胞染色较相应缺氧组减弱，数量减

Figure 1  Glial fibrillary acidic protein-positive cells in control 
group (IHC,×400) 

    图 1  对照组 GFAP 阳性细胞(IHC, ×400) 

Figure 2  Glial fibrillary acidic protein-positive cells in hypoxia 
group (IHC,×400) 

    图 2  缺氧组 GFAP 阳性细胞(IHC, ×400) 
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少，见图 3，各组积分吸光度值见，见表 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  各组新生大鼠海马 CA3 区 NSE 阳性细胞染色结

果  对照组 NSE 免疫组织化学阳性细胞分布于锥体细

胞层，分子层，多形细胞层，胞质染为棕黄色，见图 4；

与对照组相比缺氧组阳性细胞染色减弱，数量减少，见

图 5；与缺氧组相比当归治疗组阳性细胞染色增强，数

量增多，见图 6，各组积分吸光度值见表 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3   讨论 

 

神经系统细胞对缺氧是最为敏感的，因此，宫内缺

氧必然影响胚胎神经系统中神经干细胞的增殖、分化。

目前比较成功的宫内缺氧的动物模型是 Bjelke 法
[8]

,此

法要用剖腹手术和麻醉药，对胚鼠可能造成新的影响。

为便于控制实验条件，本实验在前期的模型的基础上
[9]
，

以智能型三气培养箱取代自制的缺氧缸制成的持续低

张性缺氧的动物模型
[5-7]

。与 Bjelke 法相比，避免了剖

腹手术和麻醉药对实验的干扰。与本实验组的前期方法

相比，避免了氧气，二氧化碳浓度、温度和湿度波动对

实验结果的干扰。  

神经干细胞增殖、分化受自身基因调控和外来信号

调控两种机制的影响
[10-13]

。研究表明低氧作为一种外来

信号能促进神经干细胞的增殖和分化，而神经干细胞的

增殖、分化是神经系统损伤修复的关键步骤。Iwai 等
[14]

利用沙土鼠脑缺血/再灌注模型，发现实验组动物 5 d 后

海马 Brdu 阳性细胞开始增加，10 d 左右达高峰，表明

通过改变体内环境可激活自体神经干细胞，并诱导其增

殖、分化来修复损伤。本课题前期研究中观察到缺氧 3 d   

(2 h/d)组新生大鼠巢蛋白免疫组织化学反应增强、阳性

细胞增多
[5]
，提示一定时限、程度的缺氧可以刺激神经

干细胞的增殖、分裂，这与 Yin 等
[15]

研究的一定时限  

(3 d)低氧可促进新生鼠的神经干细胞的增殖和分化是

基本一致的。 

已有研究表明，胶质细胞活化是中枢神经系统在多

种病理生理条件下的常见反应，胶质细胞通过不同程度

的增生与聚集，分泌神经营养因子和生长因子，对神经

元的分化、功能的维持以及创伤后神经元的可塑性变化

有重要的影响
[16-19]

，星形胶质细胞在神经系统发育时期

具有引导神经细胞迁移到目的地去的作用。目前研究发

现，缺氧时可以刺激缺氧诱导因子，尤其是缺氧诱导因

子 1 在大脑皮质、海马及胎盘有显著增高
[20]

,神经系统

对低氧最敏感，即使有缺氧诱导因子 1 的调节，轻度低

氧也可能影响神经元功能
[21]

。辛颖等
[22]

研究发现，新生

大鼠缺血缺氧后 1 d 即可见 FJB 阳性细胞(变性的神经

Figure 3  Glial fibrillary acidic protein-positive cells in angelica 
group (IHC,×400) 

    图 3  治疗组 GFAP 阳性细胞 (IHC, ×400) 

   表 1  各组 GFAP、NSE 免疫组织化学阳性细胞 IA 值 
Table 1  Integral absorbance (IA) of glial fibrillary acidic 

protein and neuron specific enolase expression in 
the cytoplasm of positive cell in each group using 
immunohistochemistry            (x

_

±s, n=20, IA) 

Group  Glial fibrillary acidic protein Neuron specific enolase 

Control 7.24±1.78 6.24±1.59 

Hypoxia  16.78±4.02
a
 4.90±1.10

a
 

Angelica 9.78±2.79
b
 6.92±2.60

b
 

 a
P < 0.05, vs. control group; 

b
P < 0.05, vs. hypoxia group 

Figure 4  Neuron specific enolase-positive cells in control 
group (IHC,×400) 

    图 4  对照组 NSE 阳性细胞(IHC, ×400) 

Figure 5  Neuron specific enolase-positive cells in hypoxia 
group (IHC,×400) 

    图 5  缺氧组 NSE 阳性细胞(IHC, ×400) 

Figure 6  Neuron specific enolase-positive cells in angelica 
group (IHC,×400) 

    图 6  治疗组 NSE 阳性细胞(IHC, ×400) 
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元)，3 d 阳性细胞增多，5 d 达高峰,同时 GFAP 强表达。

本实验结果发现，缺氧组海马 CA3 区 NSE 阳性物质表

达比对照组明显减弱，说明神经元出现了坏死和/或凋

亡，经神经干细胞分化、补充，经缺氧后 7 d 的补充修

复，到出生时神经元数量仍然明显少于对照组，而 GFAP

阳性物质表达则明显增多，说明缺氧刺激了新生大鼠大

脑中神经干细胞向胶质细胞方向分化，由此推测缺血缺

氧作为损伤因素刺激神经干细胞的分化可能是对缺血

缺氧损伤的一种保护反应。说明宫内缺氧后星形胶质细

胞增殖活化，来平衡缺氧后对神经系统的损伤而发挥神

经保护作用，这与杨忠等
[23]

研究发现 GFAP 在低氧后  

3 d 和 7 d 两个时相增多，且主要分布在新皮质、海马、

纹状体及室管膜下层等区域的结果基本一致。  

当归为血中圣药，目前已证明当归对心血管系统、

造血系统、免疫系统、抗氧化和清除自由基等方面均

有肯定的药理作用
[24-25]

。此外，在神经保护方面，Kang 

等
[26]

研究发现当归的提取物具有高活性的神经保护作

用，通过多种机制对谷氨酸受体引起的神经损伤起到保

护作用，还能有效的减少过度活化的谷氨酸受体引起

Ca
2+
的内流，除此还有效地增加谷胱甘肽量，及细胞抗

氧化能力和谷胱甘肽过氧化物酶活性，减少氧化应激引

起的细胞损伤。本实验治疗组新生鼠大脑 GFAP 较相应

缺氧组新生大鼠的减小，而 NSE 较相应缺氧组增多， 

综上所述，说明当归注射液减弱了缺氧刺激引起的神经

干细胞的增殖和分化，当归对一定时限的宫内缺氧新生

鼠的神经干细胞的增殖和分化有保护作用，其机制有待

进一步研究 。  

当归可能通过扩张血管、抑制子宫平滑肌收缩，从

而改善胚胎大鼠的缺氧状态，并通过清除氧自由基，减

少神经干细胞的钙超载，从而导致神经干细胞内Nestin

合成减少，即减弱神经干细胞的增殖。另外当归注射液

通过扩张血管、抑制子宫平滑肌收缩，从而改善胚胎大

鼠脑缺氧状态，改善神经元代谢，而起到神经保护作用。 
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