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羊膜上皮细胞移植治疗脑缺血缺氧新生大鼠***
★
 

刘红敏，陈旭东，华新宇 

Transplantation of human amniotic epithelial cells in treating neonatal rats with 

hypoxic-ischemic brain encephalopathy    

Liu Hong-min, Chen Xu-dong, Hua Xin-yu 

Abstract 

BACKGROUND: The previous studies showed that transplantation of human amniotic epithelial cells (hAECs) could improve 

neurological function, but the mechanism is unclear. 

OBJECTIVE: To explore the effects on neural stem cells and the expression of Neurogranin (Ng) of neonatal rats with 

hypoxic-ischemic encephalopathy, and the therapeutic effects of transplantation of human amniotic epithelial cells (hAECs). 

METHODS: Forty-six rats were randomly divided into sham operation control, model group, transplantation group. The 1×1012/L 

hAECs and PBS were respectively injected into the cerebral ventricle of the transplantation group and model group, and sham 

operation group did not treated.  

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with model group, the neurological function was significantly improved in the 

transplantation group, NSE positive cells were detected in the transplantation group rat brains at 3 weeks following 

transplantation, Ng proteins expression in the model group was significantly lower than the sham operation group and the 

transplantation gorup at 3 weeks following transplantation. nestin proteins expression in the model group was higher than that in 

the sham operation group and lower than that in the transplantation group. Results indicated that hAECs injected into the cerebral 

ventricles could reduce the hypoxic-ischemic injury to neurons and improve neurological function. The mechanism was maybe 

achieved by autogenous neural stem cell proliferation, differentiation and synaptic regeneration stimulated by hAECs and its 

secretion. 

 

Liu HM, Chen XD, Hua XY. Transplantation of human amniotic epithelial cells in treating neonatal rats with hypoxic-ischemic 

brain encephalopathy.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(1): 95-98.      

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

 

摘要 

背景：研究表明移植羊膜上皮细胞可改善神经功能，但其作用机制尚不清楚。 

目的：观察缺氧缺血对新生大鼠脑神经干细胞和神经颗粒素表达的影响，及羊膜上皮细胞移植后对其治疗作用。 

方法：建立缺氧缺血性脑损伤模型，46只 SD大鼠随机抽签法分为 3组，移植组和模型组缺血缺氧后经侧脑室分别注入 1× 

10
12

 L
-1
人羊膜上皮细胞悬液和 PBS治疗；假手术组注射等量的生理盐水。 

结果与结论：移植组大鼠神经功能较模型组明显改善，移植后第 3周脑切片检出 NSE阳性细胞存在，神经颗粒素在第 3周

的表达模型组低于假手术组，移植组较模型组增加；而 nestin 结果显示模型组较假手术组增加，移植组较模型组增加。提

示羊膜上皮细胞移植入脑缺血缺氧大鼠脑内后，可减轻缺氧缺血后神经元的损伤，改善神经功能，其机制可能是注射入侧

脑室的细胞促进自体神经干细胞的增殖分化和突触再生而实现的。 

关键词：人羊膜上皮细胞；缺血缺氧性脑病；神经颗粒素；神经干细胞；大鼠 
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0  引言 

 

新生儿缺氧缺血性脑病(hypoxic-ischemic 

encephalopathy，HIE)为足月儿在围产期缺氧

窒 息 而 导 致 脑 的 缺 氧 缺 血 损 害

(hypoxic-ischemic brain damage，HIBD)，往往

引起新生儿死亡，脑性瘫痪，智力低下等，近

年国内外研究证实羊膜上皮细胞移植治疗神经

系统疾病有肯定的疗效
[1]
，但其作用机制尚未完

全明确。 

神经颗粒素(neurogranin，Ng)是突触可塑

性相关分子之一，实验观察移植人羊膜上皮细

胞(human amniotic epithelial cells，hAECs)对

脑缺血缺氧新生大鼠脑皮质nestin及Ng表达的

影响，为hAECs应用于缺氧缺血性脑病的治疗

提供理论依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2009-09/2010-12在

漯河医专分子医学实验中心完成。 

材料：健康7 d龄SD大鼠46只，雌雄不拘，

体质量12~14 g，由郑州大学实验动物中心提

供。 
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主要试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

动物模型的制作和细胞移植：参照Rice法
[2-3]
，建立缺氧

缺血性脑损伤模型，46只SD大鼠随机抽签法分为3组，移

植组(n=18)：缺血缺氧后3 d，hAECs悬液5 µL(浓度

1×10
12

 L
-1

)注入缺氧缺血侧脑室(注射坐标：前囟后方  

0.8 mm，左侧旁开1.0~1.5 mm，颅骨水平以下3.5~    

4.0 mm)。模型组(n=18)：结扎左侧颈总动脉并结合低氧

(体积分数8%氧)，侧脑室注射5 µL PBS。假手术组

(n=10)：分离左侧颈总动脉不结扎不做缺氧处理，予脑室

注射等量生理盐水。 

行为学评价：分别于移植前、移植后每周进行1次行为

学评价，直到3周。行为评分参考Zea Longa的5分制评

分标准：①0分：正常，无神经损伤症状。②1分：对侧

前爪部分屈曲或完全屈曲。③2分：向偏瘫侧转圈。④3

分：向偏瘫侧倾倒。⑤4分：不能自发行走，意识丧失。 

免疫组织化学检测、结果分析与判断：移植后3周经   

40 g/L多聚甲醛灌注固定取材。对脑组织进行修块，常

规石蜡包埋，以海马为观察点，保证各组标本选取的位

置一致，经海马冠状切面切片(片厚4 µm)，各切片作抗

人NSE、抗鼠Ng、抗鼠nestin免疫组织化学染色。在400

倍显微镜下观察海马齿状回，前脑皮质区取3个7 cm×  

5 cm大小的不同视野用ImagePro-Plus6.0(IPP6.0)图像

分析软件进行分析，取其平均值，作为该切片的数值，

IPP6.0软件图像分析。  

主要观察指标：移植前后大鼠神经行为变化；免疫

组织化学法检测脑NSE阳性细胞、Ng、nestin的表达。 

统计学分析：由第二作者采用SPSS 11.0软件完成

统计处理，实验数据以x
_

±s表示，P < 0.05为差异有显著

性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  纳入SD新生大鼠46只，因手

术失败，10只造模后死亡，其中移植组死亡4只，模型

组死亡5只，假手术组死亡1只，其余36只完成实验过程。  

2.2  各组大鼠神经功能比较  移植前各组大鼠神经功

能评分0分，移植后大鼠神经评分(1.90±0.58)分，P < 

0.05，示造模成功。移植后第3周神经评分与相应模型

组相比明显减少，差异有显著性意义(P < 0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  NSE免疫组织化学检测  移植组3周抗人NSE免

疫组织化学染色见少数胞质染色呈黄褐色，主要散在病

变区脑组织，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  nestin和Ng蛋白免疫组织化学检测  nestin和Ng

均为胞浆着色，Ng为胞浆轴突着色，呈棕黄色，移植组

和假手术组脑皮质Ng蛋白阳性表达均高于模型组，细胞

染色增强，数量增多，见图2。 

  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

表 1  各组大鼠不同时间神经行为功能评分比较  
Table 1  Neurobehavioral function scores of rats in each group 

at different time points                 (x
_

±s, score)

a

P < 0.05, vs. model group 

试剂 来源 

hAECs WISH细胞株 

兔抗鼠 Neurogranin  

兔抗鼠 nestin  

胎牛血清  

胰酶 

MEM培养基  

小鼠抗人 NSE、兔抗鼠 

SP-Kit检测试剂盒、羊抗 

兔 SP-Kit检测试剂盒、 

DAB 显色试剂盒(棕黄色)

中国科学院上海生命科学研究所 

Santa Cruz Biotechnology 

北京博奥森 

杭州四季青生物工程材料有限公司 

Sigma公司 

美国 Gibico公司 

北京中杉金桥生物工程公司 

Group  n 1 wk 2 wk 3 wk 

Sham operation  9 0 0 0 

Model  13 1.97±0.51 1.81±1.10 1.69±0.62 

Transplantation  14 1.90±2.11 1.46±1.14
a

  0.82±2.20
a

Figure 1  NSE-postive cells by immunohistochemistry staining 
in transplantation group at 3 wk after transplantation 
(↑) (×400) 

图 1  移植组移植后 3周免疫组织化学染色 NSE阳性细胞
表达(↑) (×400) 

Figure 2  Expression of neurogranin by immunohistochemistry 
staining in each group (×400) 

图 2  免疫组织化学检测各组 Ng阳性表达(×400) 

a: Sham operation control 

c: Transplantation group 

b: Model group 
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而nestin结果显示模型组较假手术组增加，移植组

较模型组增加，见图3，各组阳性细胞值见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

近年来研究证明hAECs具有部分胚胎干细胞特

性
[4-5]
，可分化为3个胚层不同类型的细胞

[6-11]
，且有足

够细胞数量，因此hAECs可作为移植的前体细胞来源。

人羊膜WISH细胞来源于正常足月妊娠的hAECs，对研

究hAECs的生物学特性有重要作用
[12]
，也是体外研究羊

膜上皮细胞生物特性及其功能调节的有效实验模型。 

蔡哲等
[13]
研究表明羊膜组织中存在神经干细胞特

异性标记蛋白Nestin表达阳性细胞，而且其中存在已分

化的神经元和胶质细胞；课题前期研究中观察到羊膜上

皮细胞经诱导后大部分分化为神经元样细胞，实验中观

察到移植组鼠脑组织抗人NSE阳性物质的存在，提示

hAECs移植入鼠脑后能存活，并可分化为神经元，但移

植的羊膜细胞是否具有神经细胞的生理功能，能否合成

分泌神经递质，与其他细胞和组织建立突触联系，传递

和接受神经冲动从而具有神经细胞的生理功能，目前正

进行此研究。 

已有研究表明，神经干细胞增殖分化受自身和外来

信号两种机制的影响
[14-15]

，神经系统对缺血缺氧最为敏

感，脑缺血缺氧必然影响神经干细胞的增殖分化，神经

干细胞的增殖分化是神经系统损伤修复的关键步骤。实

验结果显示模型组nestin的表达较假手术组增多，移植

组nestin的表达较模型组增加。说明移植hAECs后缺氧

缺血性脑损伤大鼠脑皮质自身神经干细胞增生，这与前

期的研究结果缺氧导致神经干细胞增殖结果一致
[16]
。 

Ng作为一种神经元特异性蛋白，主要在前脑皮质、

海马CA1和CA3区、齿状回、纹状体和杏仁核中高表达，

并常见于这些区域的神经元胞体和树突
[17-18]

。Ng基因高

表达的这些部位是学习和记忆功能重要的脑结构基础，

Ng基因主要在树突棘中表达则表明它可能参与突触可

塑性的调节，学习记忆与突触可塑性有关。Li等
[19]
研究

表明大鼠大脑中动脉阻塞可导致同侧大脑半球广泛性

的Ng染色缺失。上述结果提示，Ng是外伤性和缺血性

脑组织损害等多种中枢神经系统疾病引起大脑病理改

变所涉及的物质基础之一。实验结果显示移植组大鼠神

经功能评分较模型组大鼠减少，说明移植hAECs后缺氧

缺血性脑损伤大鼠神经功能有明显改善，日本学者

Sakuragawa等研究发现在一定的培养条件下，hAECs

可合成释放神经营养因子3、神经生长因子、脑源性神

经营养因子、IF-1、IF-4、IF-6等多种因子，这些因子可

调节神经干细胞的增殖、分化
[20-21]

。其中碱性成纤维细

胞生长因子、神经生长因子、脑源性神经营养因子等神

经营养因子可以减少脑缺血后缺血半影区神经细胞丢

失
[22]
。课题前期的研究显示脑缺血缺氧可导致新生鼠脑

海马区神经元的丢失，而移植羊膜上皮细胞可对神经元

起到保护作用，推测移植的羊膜上皮细胞可能通过分泌

营养因子对神经细胞起到保护作用，实验结果显示，与

假手术组相比，模型组脑皮质区Ng阳性细胞数明显减少，

与Li的研究结果一致，移植组脑Ng阳性物质表达比模型

组明显增多，提示hAECs对缺血缺氧后脑起到保护作用。

可能因为经过羊膜细胞治疗后Ng的表达呈高水平状态，

促进轴突的再生，以恢复突触的正常传递功能，以致神

经细胞之间形成的突触联系也增多(因为Ng在神经突触

的形成中发挥重要作用
[23]

)，从而改善了神经功能。 
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Figure 3  Expression of nestin by immunohistochemistry 
staining in each group (×400) 

图 3  免疫组织化学检测各组 nestin阳性表达(×400) 

a: Sham operation control 

c: Transplantation group 

b: Model group 
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发现近年国内外研究证实羊膜上皮细胞移植治疗神经系统

疾病有肯定的疗效，但其作用机制尚未完全明确。 

实验着重研究了羊膜上皮细胞移植后存活分化情况，移

植物对内源性神经干细胞增殖及突触可塑性相关分子之一

神经颗粒(neurogranin，Ng)的影响，探讨神经保护机制，

发现羊膜上皮细胞移植入脑缺血缺氧大鼠脑内后，可减轻缺

氧缺血后神经元的损伤，改善神经功能，其机制可能是注射

入侧脑室的细胞促进自体神经干细胞的增殖分化和突触再

生而实现的。


