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脐血间充质干细胞移植修复缺氧缺血损伤新生大鼠的脑功能*☆ 

颜小华1，余  珍2，刘  伟3，徐  昕1，周治清1，张丽娜1 

 

 

文章亮点：①采用 7日龄的新生 SD大鼠造模，7日龄大鼠处于脑发育高峰期，此时缺氧缺血造成的脑损伤类似于

围产期窒息造成的足月儿脑损伤。②行为学测试是是用于判断远期效果较好的指标，实验采用新的简单易行而有效

的行为学检测方法评价模型的远期空间辨别能力、学习记忆能力，为研究新生儿缺氧缺血性脑损伤保护治疗措施提

供方便的指标和实验依据。③在移植方式的选择上，选择创伤小、危险性低且移植剂量较颅内直接注射大的血管内

注射方法。 

关键词：脐血间充质干细胞；干细胞；细胞移植；脑损伤；缺氧缺血；新生大鼠；行为学测试；T迷宫；静脉移植；

细胞分化；神经元 

缩略语：缺氧缺血性脑损伤：hypoxic-ischemic brain damaged, HIBD 

 

摘要 

背景：课题计划从神经细胞替代、促进内源性神经干细胞增殖和分化、保护神经元、促进突触重建以及减轻脑白质

损伤等方面来探讨脐血间充质干细胞系统移植对新生大鼠缺氧缺血脑损伤后神经功能的修复作用及其机制。 

目的：观察脐血间充质干细胞由静脉途径移植透过血脑屏障进入脑组织内，对新生大鼠缺氧缺血性脑损伤后脑功能

修复的影响。 

方法：7 d龄 SD新生鼠分为 3组：假手术组仅分离出左侧颈总动脉而不结扎；缺氧缺血脑损伤组制备缺氧缺血脑损

伤模型；细胞移植组在缺氧缺血性脑损伤后第 8 天尾静脉移植人脐血间充质干细胞，前两组尾静脉注射等量的生理

盐水。 

结果与结论：免疫荧光观察显示移植后 5周脐血间充质干细胞迁移到海马，Nissl 染色结果显示脐血间充质干细胞移

植后，左侧海马 DG 区锥体细胞尼氏小体明显增加，提示间充质干细胞移植后可分化为神经元。行为学测试结果显

示：与假手术组相比，缺氧缺血脑损伤组在 T 迷宫实验中，自发改变率下降，在放射形迷宫中觅水时间延长，错误

次数及重复次数明显增加(P < 0.05)；脐血间充质干细胞静脉移植 5周后，上述行为学指标均显著改善(P < 0.05)。

提示脐血间充质干细胞静脉移植治疗明显改善和提高了缺氧缺血脑损伤大鼠远期的学习记忆和空间辨别能力。 

 

 

Effects of intravenous transplantation of human umbilical blood mesenchymal stem cells on 

the improvement of brain function after hypoxic-ischemic brain damage in neonatal rats   

 

Yan Xiao-hua1, Yu Zhen2, Liu Wei3, Xu Xin1, Zhou Zhi-qing1, Zhang Li-na1 

 

Abstract 

BACKGROUND: We have explored the effect and the mechanism of human umbilical blood mesenchymal stem cells 

transplantation in repairing neural function after hypoxic-ischemic brain damage in neonatal rats from many aspects, 

such as the nerve cells replacement, promoting the proliferation and differentiation of endogenous neural stem cells, 

protecting the neurons, promoting the synaptic reconstruction and reducing the white matter damage.  

OBJECTIVE: To transplant human umbilical blood mesenchymal stem cells via the vein across the blood-brain barrier 

and then into the brain tissue, to study the effects of intravenous transplantation of human umbilical blood mesenchymal 

stem cells in repairing the brain function after hypoxic-ischemic brain damage in neonatal rats.  

METHODS: The 7 days Sprague-Dawley neonatal rats were divided into three groups: sham-operation group, 

hypoxic-ischemic brain damage group and transplantation group. In the sham-operation group, the left common 

carotid artery was isolated without ligation; rats in the hypoxic-ischemic brain damage group were used to establish 

the hypoxic-ischemic brain damage model; in the transplantation group, the human umbilical blood mesenchymal 

stem cells were transplanted via tail vein at 8 days after hypoxic-ischemic brain damage, and the rats in the 

sham-operation group and hypoxic-ischemic brain damage group received intravenous injection of normal saline in 

the same dose.  

RESULTS AND CONCLUSION: Immunofluorescence observations showed that the human umbilical blood  
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mesenchymal stem cells migrated to the hippocampus at 5 weeks after transplantation. Nissl staining showed the Nissl 

bodies of pyramidal cells in left hippocampal dentate gyrus area was increased significantly after transplantation, it 

indicated that the mesenchyamal stem cells could differentiate into neurons after transplantation. Behavioral test results 

showed that when compared with the sham-operation group, rats in the hypoxic-ischemic brain damage group had a 

reduced spontaneous alternation rate in T-maze acquisition tests, the rats took more time in finding the three arms baited 

with water and had an increased number of working and reference memory errors in radial maze acquisition tests (P < 

0.05); at 5 weeks after umbilical blood mesenchymal stem cells transplantation, the indicators above were improved (P < 

0.05). Intravenous transplantation of human umbilical blood mesenchymal stem cells can improve and enhance the 

long-term learning and memory and spatial discrimination ability of hypoxic-ischemic brain damage rats. 

 

Yan XH, Yu Z, Liu W, Xu X, Zhou ZQ, Zhang LN. Effects of intravenous transplantation of human umbilical blood 

mesenchymal stem cells on the improvement of brain function after hypoxic-ischemic brain damage in neonatal 

rats.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(45):8445-8452.    

 

 

0  引言 

 

缺氧缺血性脑病是新生儿围产期最常见的

脑损伤病因，其后遗症包括脑瘫、精神发育迟

滞、学习障碍和癫痫等
[1]
。目前对新生儿缺氧缺

血性脑损伤(hypoxic ischemic brain damaged，

HIBD)的治疗有了新的认识，不仅局限于以往的

支持疗法，而要探索新的治疗方案以促进神经

再生等有效治疗手段为研究的热点
[2-3]
，其中胚

胎神经组织和干细胞移植治疗是使神经系统

功能恢复最有希望的途径之一。近年来脐血库

及干细胞工程的兴起为其治疗带来希望
[4]
，脐

血间充质干细胞作为移植材料的优越性，不仅

是因为其取材方便，来源广泛，而且与骨髓相

比，其免疫原性更弱，植入反应更小，是一种

新型、极好的细胞移植治疗和基因治疗种子来

源
[5-6]
。新近有研究结果表明，只要选择合适

的移植窗口时间，脐血间充质干细胞经尾静脉

移植治疗新生鼠HIBD，能有效透过血脑屏障，

广泛分布并有机整合于缺氧缺血病灶脑组织

中，通过神经替代或分泌神经生长因子等对

HIBD起到近期和远期的共同治疗保护作用。

然而，以往的研究结果多采用病理学和生化指

标来反映神经元损伤得到减轻、受到保护的近

期效果，但对远期功能进行评价，尤其是能改

善脑损伤造成的远期功能改变的相关报道甚

少。 

为此，实验结合组织学、行为学方面探讨

脐血间充质干细胞静脉移植治疗对新生大鼠

HIBD脑功能恢复近期和远期的共同影响，为探

寻一条脐血间充质干细胞移植治疗新生儿

HIBD的新路提供理论依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2010年4月至2011年2

月在南昌大学第一附属医院神经内科实验室完

成。   

材料： 

实验动物：清洁级7 d龄健康SD新生鼠65只，

雌雄不拘，体质量12 g以上，由南昌大学医学

院实验动物中心授权使用。 

脐血：由南昌大学第一附属医院妇产科提

供，产妇身体健康，对实验知情同意。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

人脐血间充质干细胞的分离与培养：将采集的

人脐血，以明胶沉降+密度梯度离心两步法分离 

试剂及仪器 来源 

DMEM/F12(1∶1)培养基、B27 

胎牛血清  

bFGF、EGF  

神经特异性烯醇化酶(NSE) 

单克隆抗体(1∶1 000)、微管 

相关蛋白 2(MAP-2)单克隆抗体 

(1∶400)  

Cy2、Cy3和 Poly-L-lysine、DAPI 

CO2培养箱(IKEMOTO RIRA型) 

医用净化工作台(YJ-1450型)  

倒置相差显微镜(IX-70型)、荧光显

微镜(IX-70型)  

0.22 μm 微孔滤膜过滤器 

(Acrodisc型)  

6孔细胞培养板(Cellstar型)  

 

测氧仪(CY-12C)   

Gibco BRL公司 

Hyclone公司 

Pepro Tech EC公司 

NeoMarkers 公司 

 

 

 

Sigma 

Kogyo公司 

苏州净化设备厂 

Olympus公司 

 

Pall Gelman公司 

 

Greiner Labortechnik 

公司 

杭州梅城电化分析 

仪器厂 
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出脐血单个核细胞
[7]
，置入含体积分数20%胎牛血清、

谷氨酰胺、GM-CSF以及 SCF的DMEM细胞培养液的

24孔板中，于37 ℃、体积分数5%CO2饱和湿度孵箱内

培养，连续培养4周。当细胞长到80%融合时，用胰蛋

白酶和EDTA混合液消化，再接种于传代培养瓶中进行

脐血间充质干细胞的扩增培养。 

脐血间充质干细胞体外荧光标记
[6,8]

：将体外稳定传代

培养5代内的脐血间充质干细胞，于移植使用前6-12 h

加入2-4 mg/L的DAPI荧光标记物，继续培养6-12 h后，

在荧光显微镜下可观察到脐血间充质干细胞细胞核发

蓝色荧光。 

间充质干细胞的收集：将经DAPI标记好备移植用的脐

血间充质干细胞，行4%锥虫蓝细胞染色，计数总细胞

数，活性细胞> 95%，再调整活细胞浓度为1×10
9
 L

-1
，

供移植使用。 

新生鼠HIBD模型制作
[9-10]

：参照Rice法制备新生大鼠

缺氧缺血脑损伤模型，除假手术组大鼠仅游离颈动脉，

不结扎，不缺氧外，其他各实验组大鼠均给予缺氧缺血处

理。具体过程为：将7 d龄SD新生鼠，给予吸入七氟烷麻

醉后，仰卧位固定操作台上，碘伏消毒颈部皮肤，切开颈

部正中皮肤，切口长1.0-1.5 cm，分离皮肤和皮下组织，

游离出左颈总动脉，用无菌手术线于左侧颈动脉根部实施

结扎，缝合切口并再次消毒皮肤(整个过程不超过5 min)，

回窝恢复2 h后，置于密封箱内，以1.5-2.5 L/ min 速度

持续输入含体积分数8%氧气、92%氮气的混合气体，

持续缺氧 2 h制成新生大鼠HIBD模型。 

干预分组：65只SD大鼠随机数字表法分为3组，假手

术组(n=16)仅切开皮肤，分离出左侧颈总动脉而不结

扎，再缝合皮肤；HIBD组(n=24)制备HIBD模型，以上2

组在移植的相同时间由尾静脉注射相同量的生理盐水；

细胞移植组(n=25)在HIBD后第8天(即日龄15 d)进行脐

血间充质干细胞尾静脉移植。实验鼠21 d龄时断奶，断

奶后按性别分笼饲养。每组均在移植5周后随机选择数

只鼠处死、取脑，并取海马区相同部位的缺血脑组织切

片，用于脑组织病理形态学观察、DAPI阳性细胞分布和

免疫组织化学检测。 

脐血间充质干细胞大鼠尾静脉移植：细胞移植组大鼠均

于缺氧缺血后第8天进行脐血间充质干细胞尾静脉移

植。首先按3-5 mL/kg腹腔注射10%水合氯醛，5-10 min

后大鼠处于麻醉状态或将动物固定在固定器内，使尾巴

外露，尾部用45-50 ℃的温水浸泡几分钟或用乙醇擦

拭，以达到消毒、血管扩张及软化表皮角质的目的。注

射时，先以左手拇指和食指捏住尾根部，转动尾部使其

侧面朝上，并使血管更加扩张，尾静脉显得更清楚，再

以无名指和小指夹住尾端部，以中指从下面夹起尾巴，

使尾巴固定，右手持注射器，使针头与静脉平行(< 30°)，

从尾下1/4处进针。刺入后先缓注少量细胞悬液，如无

阻力表示针头已进入静脉，可继续注入。一般按

0.05-0.10 mL/s速度推进。一次注射量：SD大鼠5-    

10 mL/kg。实验将事先用DAPI标记好的脐血间充质干

细胞，其细胞浓度为1×10
9
 L

-1
，吸入到1 mL注射器内，

每只鼠均由尾静脉注射，复温苏醒后回笼饲养。 

行为学测试：使用盲法进行行为学测试。 

T迷宫自发交替
[11-12]

：从28日龄(移植后2周)起开始

进行检测。实验在T迷宫中进行，自制的T迷宫，用木块

作成，每臂长40 cm，宽15 cm，高15 cm，将一个40 W

的灯泡作为光源悬挂于T迷宫上，起始臂末端15 cm处设

有一闸门，自发改变即检测实验鼠在T迷宫内连续测试

中进入不同臂的几率。每只鼠连续测试3 d，1次/d，记

录进入左右臂的次数，同时计算自发交替的百分率=(实

际的自发交替值/最大可能自发交替值)×100%。 

T迷宫强迫改变：根据文献[13]方法，从35日龄(移植

后3周)起开始检测。实验仍在T迷宫中进行，于T迷宫

左右两臂的末端放置一个小器皿，其内放有50 mg食

物，实验鼠在T迷宫内自由活动，并适应觅食2 d后即

开始进行实验。测试分为预测试和测试两个阶段。在预

测试时，随意选择迷宫的一臂，用木闸门将其关闭，实

验鼠只能被迫进入开放的一臂，将食物吃完后放入起始

臂内，关20 s后将闸门撤除开始实验，此时，如实验鼠

的四肢进入任一臂即认为是选择有效，不允许再后退。

每只实验鼠均每天测试5次，每次间隔时间为15 min，

连续4 d。 

放射形迷宫觅水测试：根据文献[14-15]方法，从42日

龄(移植后4周)起进行实验。自制的放射形迷宫，四周为

8个呈放射性对称分布的臂，中间有个直径30 cm的平

台，每臂长50 cm，宽15 cm，其末端各有一小孔。实

验鼠只允许在每日夜间饮水20 min时间，如此禁水2 d。

实验开始前2 d，在每个臂的小孔内均放有水后，将实

验鼠放在迷宫内自由觅水。而在空间记忆能力测试时，

只有3个臂内有水，其相邻臂的角度分别为90°，135°

和135°，每天测试5次，以3个臂的水都被找到为结束，

每次间隔时间为2 min，共连续测试3 d，记录结果如下：

找到3个臂的水所花的时间、重复的次数以及记忆错误

的次数。 

组织切片制备：移植后5周，将实验大鼠用10%水合

氯醛麻醉后，用穿刺针插入左心室，同时剪开右心耳，
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注入生理盐水，直至流出的液体变清后，再灌注40 g/L

多聚甲醛和PBS，再断头取脑后固定8 h。待脑组织块

下沉后，再进行冠状位厚30 μm的冰冻连续切片。 

尼氏(Nissl)染色：将新鲜冰冻切片于室温下干后放入

60 ℃、0.1%甲苯胺蓝内作用3 min；快速蒸馏水洗后再

依次以体积分数70%乙醇洗1 min、体积分数80%乙醇

洗1 min、体积分数为95%乙醇分色，于显微镜下控制

反应，至背景无色而尼氏体蓝色时用无水乙醇脱水，二

甲苯透明及中性树胶封固。 

免疫细胞化学和鉴定：将新鲜冰冻脑组织切片浸泡于

37 ℃、2 mol/L的盐酸中作用30 min后，加入0.04%胃

蛋白酶室温下作用5 min，再以PBS冲洗3遍；滴加正常山

羊血清室温封闭20后加入一抗，神经元特异性烯醇化酶

(NSE)单克隆抗体，神经微管相关蛋白2(MAP-2)单克隆抗

体和胶质纤维酸性蛋白(GFAP)抗体(1∶500)，37 ℃恒温

水浴箱孵化1 h。用0.1 mol/L的Tris+PBS液漂洗2 min×3

次；分别加入二抗Cy3(发红色荧光)、Cy2(发绿色荧光)

于37 ℃恒温水浴箱蔽光孵化1 h。用蒸馏水适当洗涤。

待脑组织切片干燥后，用水溶性封片剂封固，荧光显微

镜下观察，拍照。 

主要观察指标：观察移植后脐血间充质干细胞在脑

组织中分化为神经元细胞和神经胶质细胞。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 17.0软件进行

统计分析，所有计量资料数据以x
_

±s表示，多组比较用

采用单因素方差分析(one-way ANOVA)，两组之间均数

比较用t 检验，总体率的比较用χ
2
检验，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  新生SD大鼠65只，在HIBD

模型制作过程中及制模后1周共死亡4只，死亡率为

9.2%，其中假手术组死亡1只，HIBD组死亡2只，细胞

移植组死亡1只。 

2.2  脑组织病理形态学观察  脐血间充质干细胞静脉

移植治疗后5周，取脑，大体观察将脑病变分为正常、

轻度及重度改变：正常为大体无明显异常，轻度指左脑

病变范围小于其一半，重度则是指左脑病变范围大于其

一半，见图1。 

HIBD组18只中正常3只，轻度脑病变10只，重度脑

病变5只，脑病变率83%；细胞移植组23只中正常13只，

轻度脑病变8只，重度脑病变2只，脑病变率43%；细胞

移植组脑病变率明显低于HIBD组，差异有显著性意义

(P < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  脐血间充质干细胞体外染色标记  荧光显微镜下

观察，脐血间充质干细胞经DAPI标记后，阳性率可达

(96.32±4.65)%，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  行为学测试结果 

2.4.1  T迷宫自发交替实验结果 

自发改变率的改变：HIBD组T迷宫中的改变率为

(43.10±16.27)%，较假手术组(78.20±19.49)%、细胞移

植组 (68.22±13.33)%下降，差异有显著性意义 (P < 

0.05)；细胞移植组的改变率较假手术下降，但差异无显

著性意义(P > 0.05)。 

实验鼠在方向选择上的差异：本实验观察到HIBD组大

鼠选择左侧(缺血侧)的次数要多于右侧，差异有显著性

意义(P < 0.05)，而假手术组及细胞移植组大鼠则选择

右侧的次数要多于左侧，但差异无显著性意义 (P > 

0.05)，见图3。 

T迷宫强迫改变结果：随着移植时间的延长，细胞移

植组实验鼠在T迷宫中的正确率日渐增加，而HIBD组正

确率上升不明显，说明移植鼠学习能力逐渐得到改善；

HIBD组T迷宫中的正确率较假手术组和细胞移植组下

注：可见大鼠左脑萎缩，病变范围大于左脑半球 1/2 

Figure 1  General observation of the brain of neonatal 
Sprague-Dawley rats at 6 wk after hypoxic-ischemic 
brain damage 

图 1  新生 SD大鼠缺氧缺血损伤后 6周脑的大体观察 

a: ×200 

Figure 2  Umbilical cord blood mesenchymal stem cells 
marked with DAPI pre-transplantation shows blue 
fluorescence observed by fluorescent microscope 

图 2  移植前 DAPI 标记人脐血间充质干细胞阳性细胞荧光
显微镜下发蓝色荧光 

b: ×100 

注：阳性率可达(96.32±4.65)% 
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降，差异有显著性意义(P < 0.05)，各组在连续4 d的实

验中正确率见图4。 

 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T迷宫强迫改变：各组在连续4 d的实验中，正确率见

图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

随天数的增加，假手术组和细胞移植组T迷宫中的

正确率日渐增加，而HIBD组正确率上升不明显，说明

学习能力较差。HIBD组T迷宫中的正确率较假手术组和

细胞移植组下降，差异有显著性意义(P < 0.05)；细胞

移植组的正确率较正常组下降，但差异无显著性意义 

(P > 0.05)。 

2.4.2  放射形迷宫觅水实验结果  HIBD组在放射形迷

宫实验中无论在觅水时间还是错误次数、重复次数均较

假手术组和细胞移植组明显增多，差异有显著性意义 

(P < 0.05)；而细胞移植组大鼠的觅水时间、错误次数、

重复次数虽较假手术组稍有增多，但差异无显著性意义

(P > 0.05)。见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  光镜观察各组大鼠脑组织神经细胞变化  于缺氧

缺血性脑损伤后6周(即移植后5周)将HIBD大鼠脑组织

切片Nissl染色显微镜下观察结果显示，其左侧海马齿状

回区锥体细胞尼氏小体仍有明显减少，且细胞排列紊

乱，见图5a；而细胞移植组海马部位脑组织病变情况较

HIBD组均有不同程度改善，见图5b。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  间充质干细胞移植后的定位检测  用DAPI可标记

出移植的细胞，荧光显微镜下可见DAPI阳性细胞发蓝色

荧光。在脐血间充质干细胞移植到HIBD体内，5周后大

鼠脑内可见发蓝色荧光的DAPI阳性细胞沿针道样分布，

密集分布于缺氧缺血性损伤脑组织周围，在海马组织内

也可见标记的荧光细胞迁移，聚集于齿状回，与宿主脑

组织整合，界限不明显的，见图6。 

表 1  假手术组、缺氧缺血性脑损伤组及人脐血间充质干细胞
移植组大鼠放射形迷宫实验结果比较 

Table 1  Results of radial maze tests in each group       (x
_

±s) 

a
P< 0.05, vs. sham-operation group, 

b
P< 0.05, vs. HIBD group; HIBD: 

hypoxic-ischemic brain damage group 

注：脐血间充质干细胞静脉移植治疗明显改善和提高了缺氧缺血脑损伤大

鼠远期的学习记忆和空间辨别能力 

Group n 
Seeking 

water time (s) 

Number of 

errors (n) 

Number of 

repetitions (n) 

 

Sham-operation 

 

14 

 

52.45±24.20 

 

2.35±0.56
 
 

 

0.22±0.13 

HIBD 18 87.31±30.62
a
 3.92±0.34

a
 0.85±0.48

a
 

Transplantation 23 61.41±24.81
b
 2.65±0.57

b
 0.35±0.42

b
 

 

Figure 3  Choice of direction of rats in T-maze spontaneous 
alternation tests in each group 

图 3  T迷宫自发交替实验中大鼠方向的选择 
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注：缺氧缺血性脑损伤的 HIBD 组大鼠选择左侧(缺血侧)>右侧 (P < 0.05)，

而假手术组及人脐血间充质干细胞移植组大鼠选择右侧>左侧(缺血侧)，但差

异无显著性意义(P > 0.05)；Sham: sham-operation; HIBD: 

hypoxic-ischemic brain damage 

a: Nissl bodies of pyramidal 

cells in hippocampal dentate 

gyrus were decreased in 

HIBD group 

Figure 5  The neuronal cell injury in the tissue hippocampus of 
rat brain was alleviated after hypoxic-ischemic brain 
damage (HIBD), and the number of neurons was 
increased after human umbilical blood mesenchymal 
stem cells (MSCs) transplantation (Nissl staining, 
×300) 

图 5  缺氧缺血后大鼠脑组织海马区神经元细胞损伤减少以
及细胞移植后神经元细胞增多改变情况(Nissl染色，
×300) 

b: Nissl bodies of pyramidal 

cells surrounding 

hippocampal dentate gyrus 

in the transplantation group 

were more than those in the 

HIBD group at 4 wk after 

human umbilical blood 

MSCs transplantation 

Figure 4  Comparision of correct rate in Morris water T-maze 
tests 

图 4  T迷宫强迫改变实验中大鼠正确率比较 

100 

80 

60 

40 

C
o
rr

e
c
t 

ra
te

 (
%

) 

1 d        2 d       3 d       4 d 

Sham-operation group 

Transplantation group 

HIBD group 

注：缺氧缺血性脑损伤的 HIBD 组大鼠的正确率较假手术组和细胞移植组下

降(P < 0.05)，说明学习能力较差。假手术组及人脐血间充质干细胞移植组

大鼠的正确率比较差异无显著性意义(P > 0.05) 

HIBD: hypoxic-ischemic brain damage group 
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2.7  间充质干细胞移植后的分化情况  DAPI和NSE、

MAP-2的免疫荧光观察显示脑海马组织部分DAPI阳性

细胞同时也表达NSE和MAP-2，在荧光显微镜下分别发

红色荧光和绿色荧光，提示脐血间充质干细胞移植到大

鼠脑内4周后可分化为神经元样细胞，见图7。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

本文第一作者近年来的相关研究结果表明，将脐

血间充质干细胞从新生鼠尾静脉注射进入HIBD模型，

能顺利通过已被缺氧缺血损伤的血脑屏障，在相对的

时间里对HIBD新生鼠具有一定的疗效，具体表现在病

理学和生化指标的改善方面
[16]
，且其机制可能与脐血

间充质干细胞分泌的多种细胞因子和神经替代有关；

以往有报道，将骨髓间充质干细胞通过立体定位的方

式，直接注入到损伤脑组织中，发现移植细胞可以移

行并与受损脑组织有机整合在一起，且存活下来，在

新的微环境中可能受某种信号的刺激而作出反应，并

“随机应变”性被诱导分化、发育成形态和功能与周

围宿主神经细胞类似的细胞类型
[17-18]

。因而，有理由

相信，对于未成熟脑的中枢神经系统，组织的修复和

代偿机制会更加活跃，以至于更能影响其损伤的远期

脑功能的修复。 

本实验采用7日龄的新生SD大鼠在低氧环境下造

成的脑损伤与围产期窒息造成的足月儿脑损伤相似，是

目前研究新生儿缺氧缺血性脑病损伤机制和保护因素

的常用经典的动物模型
[19]
。缺氧缺血后数天反映病理损

伤程度和生物化学改变的指标为近期指标，而中枢神经

系统具有高度可塑性，尤其是未成熟脑的可塑性更强，

具有很强的潜在适应能力
[20-21]

，因此，实验将反映HIBD

后数天的病理形态学和生物化学改变的近期指标同反

映远期疗效的行为学检查方法结合在一起，得出的实验

结果会更为客观、可信。HIBD是一个持续的、弥漫性

的脑损伤过程，可以造成整个缺血侧的脑皮质、纹状体

和海马等重要脑功能区域的大面积损伤，包括一些与空

间认知和学习记忆有关的海马组织的损伤
[22]
。然而，目

前有关于评估新生期大鼠缺氧缺血脑损伤后远期的学

习记忆、空间认知能力的报道很少，应用于其发育阶段

和成年阶段的行为学检查手段和方法，国内也研究不

多，方法甚少。为此，实验参照Balduini和Bona的行为

学测试方法
[23-24]

，略作修改，该行为学检测方法相对简

单易行，用以研究HIBD大鼠发育阶段和成年阶段在T迷

宫、放射形迷宫测试中的行为学改变
[25]
，评估其远期空

间辨别能力、学习记忆能力。 

T迷宫中自发改变结果显示，HIBD组大鼠在T迷宫

中自发改变率较细胞移植组和假手术组明显下降，说明

缺氧缺血性脑损伤导致了实验鼠进入损伤脑同侧臂的

趋势明显，T迷宫自发改变反映纹状体功能
[26]
，HIBD损

伤可能导致了纹状体D1、D2多巴胺能受体减少，因而

在T迷宫中实验鼠肌肉运动不协调、不对称运动的增加，

这表明脐血间充质干细胞静脉移植能一定程度改善

HIBD后纹状体功能。 

T迷宫强迫改变和放射形迷宫觅水实验主要测试学

习记忆和空间能力，海马属于脑边缘系统，与学习和记

忆有密切的关系，它不仅在记忆形成的早期阶段有重要

注：DAPI 阳性细胞分布于海马齿状回，宿主与脑整合，没有明显的界限 

Figure 6  Orientation test of the cells after hypoxic-ischemic 
brain damage at 5 wk after human umbilical blood 
mesenchymal stem cells transplantation 
(fluorescence microscope, ×100) 

图 6  缺氧缺血大鼠脐血间充质干细胞移植 5周后细胞的定
位检测 (荧光显微镜，×100) 

a: Some DAPI positive cells can express neural stem cells in the 

hippocampus and appear red (×200) 

Figure 7  Differentiation of human umbilical blood 
mesenchymal stem cells in the hippocampus at 5 wk 
after transplantation 

图 7  脐血间充质干细胞移植 5周后在大鼠脑海马组织中的
分化 

b: Some DAPI positive cells can express microtubule-associated 

protein 2 in the hippocampus and appear green (×100) 
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作用，而且在记忆的保存和再现中也起重要作用。

Fleischer等
[27]
在研究不同脑区在空间学习记忆中的作

用时，用损毁的方法观察到只要海马系统完好，实验鼠

即可精确地完成各种空间迷宫任务；Yan等
[28]
用电生理

学方法记录到大鼠在空间学习时，海马各个区域均有明

显的单细胞放电现象，说明海马可能是大鼠空间学习记

忆的中枢。本实验结果显示，HIBD实验鼠在强迫改变

测试中的正确率明显下降；在放射形迷宫中的觅水时间

明显延长，错误及重复次数也明显增多，而以上各项测

试结果与细胞移植组和假手术组相比，差异均有显著性

意义(P < 0.05)。 

新生大鼠HIBD是一种多病灶的、广泛的甚至是缺

血侧全脑的病理改变，广泛累及大脑皮质、海马及纹状

体，本实验结果证实HIBD后导致大鼠海马受损明显，

海马组织锥体细胞尼氏小体明显减少，因而在T迷宫强

迫改变和放射形迷宫觅水测试中成绩较细胞移植组和

假手术组明显下降，证实了脐血间充质干细胞静脉移植

治疗新生鼠HIBD无论在近期的病理形态和生化指标抑

或在新生期HIBD后的大鼠在发育阶段和成年阶段行为

学指标均有明显改善。 

本实验在移植方式的选择上，选择系统移植法，即

由实验动物周围静脉注入移植细胞，避免了既往颅内直

接注射移植细胞，从而减少了由此造成的局部脑组织的

二次创伤，本文第一作者在以往的相关研究中证实了它

一种有效、简便而快捷的移植途径。 

本实验移植时间的选择上，选择在HIBD 1周后进行

移植基于以下理由：①HIBD后1周处于脑损伤的亚急性

期，此时急性期的兴奋性毒性神经递质、自由基和促炎

症递质的释放已有一定程度缓解，且脑组织血脑屏障正

处于开放状态，此时移植脐血间充质干细胞更有利于其存

活
[29-31]

。②生后2周，是空间学习、记忆以及感觉运动皮

质发育最快的时期，此期如脑损伤未能及时修复，对成年

后的影响很大。因此，实验选择HIBD后1周开始进行移植

治疗，实验结果更能客观实际反映新生期HIBD后的大鼠

在发育阶段和成年阶段行为学改变意义。 

综合以上实验结果，从脑组织病理损伤和生物化学

的近期疗效指标，以及判断移植治疗效果的行为学功能

远期指标证实脐血间充质干细胞静脉移植治疗新生鼠

HIBD不仅能存活，还能很好地与宿主脑组织整合并迁

移，广泛分布于缺氧缺血病灶脑组织周围，分化为神经

元细胞，起到神经替代作用，从而改善和提高了HIBD

大鼠远期的学习记忆和空间辨别能力，为临床应用脐血

间充质干细胞静脉移植治疗HIBD提供了较充分的理论

和实验依据，为新生儿HIBD的治疗提供了一条崭新的

治疗途径。 
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