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文题释义： 

诱导性多能干细胞：是将体细胞重新编程获得的具有与胚胎干细胞类似的多能性干细胞，既能从健康机体的

体细胞中获取，也可以从患病机体的体细胞中获取，不仅为疾病病因、发病机制、药物筛选等方面的研究提

供模型，也为组织工程提供种子细胞。越来越多的研究证实，诱导性多能干细胞可分化为多种有功能的细胞，

用于治疗阿尔茨海默病、心血管疾病和器官损伤等，为组织器官损伤的再生修复带来广阔应用前景。 

新生儿缺氧缺血性脑病：是围产期新生儿因缺氧引起的脑部病变，患儿常伴有癫痫、神经系统发育异常(学习

障碍、精神发育迟滞)，严重者有脑瘫后遗症。该病的发生机制是缺血缺氧引起的胎儿脑细胞能量代谢障碍，

造成脑部损伤，病变多发生于大脑两侧皮质和脑室周围的白质，以脑水肿、神经元凋亡与坏死、脑组织丢失

为主，这些病理生理变化与永久性神经损伤直接相关。临床上用于此病治疗的公认方法是亚低温和辅助性药

物治疗，但均无法避免因缺氧缺血区域神经元丢失引起的神经系统功能障碍，而针对中枢神经系统损伤的有

效治疗方法是促进神经细胞的再生、神经组织的修复和神经功能的恢复。干细胞移植为其带来新的治疗思路。 

 

摘要 

背景：干细胞移植治疗新生小鼠缺氧缺血性脑病的研究主要集中在间充质干细胞和神经干细胞，人诱导性多

能干细胞脑室移植的相关研究鲜有报道。 

目的：观察人诱导性多能干细胞移植对缺氧缺血性脑病新生小鼠神经元凋亡及神经功能的影响。 

方法：将 60 只 7 d 龄 C57BL/6j 小鼠随机分为 5 组，每组 12 只，正常对照组不予处理，假手术组不结扎右侧

颈总动脉，模型组结扎右侧颈总动脉并给予低氧处理，安慰治疗组造模后向右侧脑室注射磷酸盐缓冲液，干

细胞治疗组造模后向右侧脑室内注射人诱导性多能干细胞。治疗 14 d 后，免疫组织化学荧光染色观察人诱导

性多能干细胞在脑组织中的分布，TTC 染色法检测各组脑组织损伤体积，Tunel 染色法检测各组脑组织神经

元凋亡率；治疗 28 d 后，圆筒实验检测各组小鼠患侧肢体使用频率，水迷宫法检测各组小鼠逃避潜伏期。 

结果与结论：①治疗 14 d 后，人诱导性多能干细胞在小鼠患侧和对侧脑组织中均有分布；②治疗 14 d 后，

干细胞治疗组小鼠脑损伤体积小于模型组和安慰治疗组(P < 0.01)；干细胞治疗组小鼠脑组织内神经元凋亡率

低于模型组和安慰治疗组(P < 0.01)；③治疗 28 d 后，干细胞治疗组小鼠缺血侧肢体的使用频率高于模型组

和安慰治疗组(P < 0.01)，干细胞治疗组小鼠逃避潜伏期短于模型组和安慰治疗组(P < 0.01)；④结果表明，

侧脑室内注射诱导性多能干细胞可迁移至模型小鼠脑组织内，减少神经元的丢失和脑损伤体积，并能改善小

鼠的神经功能障碍。 
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新生小鼠缺氧缺血性脑病：人诱导性多能干细胞治疗的可行性？ 

实验动物与分组： 
7 d 龄 C57BL/6j 小鼠随机分为 5 组，每组
12 只。 

(1)正常对照组； 

(2)假手术组：不结扎右侧颈总动脉给予低氧
处理； 

(3)模型组：结扎右侧颈总动脉并给予低氧处
理； 

(4)安慰治疗组：造模后，右侧脑室注射 PBS； 

(5)干细胞治疗组：造模后，右侧脑室注射人
诱导性多能干细胞。 

观察指标： 
(1)脑组织损伤体

积； 

(2)脑组织神经元凋
亡率； 

(3)人诱导性多能干
细胞在小鼠脑组
织内的分布； 

(4)患侧肢体使用频
率； 

(5)逃避潜伏期。 

结论： 
(1)人诱导性多能干

细胞侧脑室内注
射后可迁移至模
型小鼠脑组织
内； 

(2)减少神经元的凋
亡和脑梗死体
积； 

(3)改善模型小鼠的
神经功能障碍。 
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Abstract 

BACKGROUND: Stem cell transplantation for the treatment of hypoxic-ischemic encephalopathy in neonatal mice mainly concerns 

mesenchymal stem cells and neural stem cells, but not enough emphasis has been placed on lateral ventricular human induced pluripotent 

stem cells transplantation.  

OBJECTIVE: To observe the effects of transplantation of human induced pluripotent stem cells on neuronal apoptosis and cognitive function 

in neonatal mice with hypoxic-ischemic encephalopathy. 

METHODS: Sixty 7-day-old C57BL/6j mice were randomly divided into five groups, 12 in each group. Normal control group was not treated, 

sham operation group was not subjected to ligation of the right common carotid artery, and model group was subjected to ligation of the right 

common carotid artery and hypoxic intervention. Phosphate buffer solution was injected into the right ventricle after model establishment in 

placebo treatment group, and human induced pluripotent stem cells were injected into the right ventricle after model establishment in stem cell 

treatment group. After 14 days of treatment, immunohistochemical fluorescence staining was used to observe the distribution of human 

induced pluripotent stem cells in brain tissues, TTC staining was used to detect the damage area and calculate the volume of brain tissues, 

and TUNEL staining was used to detect the apoptotic rate of neurons in brain tissues. After 28 days of treatment, cylindrical test was used to 

detect the frequency of limb uses in each group, and water maze method was used to detect escape latency in mice. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) After 14 days of treatment, human induced pluripotent stem cells were evenly distributed in the affected 

side and contralateral brain tissues of mice. (2) After 14 days of treatment, the infarct volume of brain tissue in the stem cell treatment group 

was smaller than that in the model group and placebo treatment group (P < 0.01). (3) After 14 days of treatment, the apoptotic rate of neurons 

in the brain tissue in the stem cell group was lower than that of the model group and placebo treatment group (P < 0.01). (4) After 28 days of 

treatment, the frequency of ischemic limb use in the stem cell treatment group was higher than that in the model group and the placebo 

treatment group, and shorter escape latency was detected in the stem cell treatment group than in the model group and the placebo treatment 

group (P < 0.01). These findings indicate that the transplantation of induced pluripotent stem cells into the lateral ventricle could migrate into 

the mouse brain tissue, reduce the apoptosis of neurons and the volume of cerebral infarction, and improve neurological dysfunction in the 

model mice. 

Key words: human induced pluripotent stem cells; neonatal mice; hypoxic-ischemic encephalopathy; cognitive impairment; lateral ventricle; 

stem cell transplantation; neurons; apoptosis 

 

0  引言  Introduction 

新生儿缺氧缺血性脑病是围产期新生儿因缺氧引起的

脑部病变，患儿常伴有癫痫、神经系统发育异常(学习障碍、

精神发育迟滞)，严重者有脑瘫后遗症甚至死亡[1]。新生儿

缺氧缺血性脑病的主要病理生理过程是脑部血流异常引起

的能量代谢异常和氧自由基损伤，导致神经元过度死亡和

神经胶质细胞增生[2]。临床上用于新生儿缺氧缺血性脑病

治疗的公认方法是亚低温和辅助性药物治疗[3]。亚低温治

疗通过抑制细胞凋亡和减少自由基产生来改善患儿的预

后，药物治疗通过改善脑血流和脑部能量代谢来缓解症  

状[4]。但两种方法均无法治疗因缺氧缺血区域神经元丢失

引起的神经系统功能障碍， 而针对中枢神经系统损伤的有

效治疗方法是促进神经细胞的再生、神经组织的修复和神

经功能的恢复[5]。 

目前，干细胞移植已成为神经再生医学研究的热点问

题，在治疗脑缺血疾病方面取得了突破性进展[6]。干细胞

具有多向分化和自我更新能力，在所处微环境的诱导下可

分化为与周围细胞结构与功能相类似的细胞，达到改善症

状和功能的治疗目的[7]。用多向分化能力的干细胞取代死

亡细胞改变了神经元等细胞不可再生的现状，也为新生儿

缺氧缺血性脑病的治疗带来希望。既往的研究证实，间充

质干细胞在一定诱导条件下可分化成神经元和神经胶质细

胞[8]。Ma等[9]首先将胚胎干细胞用于缺氧缺血性脑病模型

小鼠的治疗，学习能力和记忆能力有明显改善。研究发现

人羊水干细胞经鼻内移植可通过NF-κB信号通路减轻缺氧

缺血性脑病慢性期新生小鼠脑损伤[10]。Park等[11]认为脂肪

间充质干细胞通过分泌髓鞘碱性蛋白保护宿主髓鞘，通过

分泌血管紧张素的抗炎活性和神经营养因子的促生长作用

来改善大鼠认知功能。Park等[12]将亚低温治疗与人脐血来

源间充质干细胞移植联合应用治疗大鼠缺氧缺血性脑病，

可增加星形胶质细胞的数量并改善感觉及运动功能。

Zhang等[13]用人脐带间充质干细胞移植治疗大鼠缺氧缺血

性脑病，可诱导分化为神经元并抑制神经胶质细胞增生。

Xie等[14]将人脐带间充质干细胞移植治疗缺氧缺血性脑病

患者可改善预后，使患者神经功能、认知能力、情绪反应

和锥体外功能得到较好地恢复。肖升平等[15]研究也发现人

脐血间充质干细胞可在缺氧缺血性脑病新生鼠脑内定植。

李禄全等[16]将鼠骨髓间充质干细胞进行颅内直接移植后主

要分布在患侧大脑并可分化为神经干细胞、神经元及星形

胶质细胞。国内外研究主要集中在干细胞移植对神经功能

的改善方面，而对于干细胞移植后能否替代凋亡细胞的研

究较少。 

诱导性多能干细胞增殖能力强，来源广泛，可诱导分化

为多种细胞，没有移植排斥及伦理学问题，是细胞替代治疗

的理想种子细胞[17-18]。因此，该研究应用人诱导性多能干细

胞移植治疗缺氧缺血性脑病模型小鼠，观察诱导性多能干细

胞在脑损伤区域的分布及对神经功能恢复的影响。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  自2017年10月至2018年10月在西南医

科大学实验室完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验动物  SPF级雌性新生C57BL/6j小鼠60只，鼠

龄7 d，体质量(10±1) g，购于北京维通利华实验动物有限

公司提供，动物许可证号：SCXK(京)2014-0001。 

1.3.2  实验细胞  人诱导性多能干细胞株购于北京赛贝

生物技术有限公司。 



龚佼，刘铭. 人诱导性多能干细胞移植治疗新生小鼠缺氧缺血性脑病[J]. 

中国组织工程研究，2019，23(33):5322-5327. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.1825 

 ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 5324 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.3  实验试剂及仪器  PSCeasy
®人多潜能干细胞培养

基、EDTA人多潜能干细胞传代工作液和人多潜能干细胞消

化液(北京赛贝生物技术有限公司)；5-溴脱氧尿嘧啶核苷

(Brdu)、2，3，5-氯化三苯基四氮唑(TTC)、水合氯醛(美

国Sigma公司)；兔抗鼠Brdu单克隆抗体、FITC标记的山羊

抗鼠IgG(Santa Cruz公司)；一步法TUNEL细胞凋亡检测试

剂盒 (绿色荧光 )(碧云天生物技术公司 )；CO2培养箱

(Thermo公司)；光学显微镜、体视解剖显微镜和倒置相差

显微镜(日本Olympus公司)；小鼠脑立体定向仪(江苏赛昂

斯生物科技有限公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  实验分组  将60只新生小鼠随机分为正常对照组、

假手术组、模型组、安慰治疗组和干细胞治疗组，每组12

只。 

1.4.2  新生小鼠缺氧缺血性脑病模型的制备[19]
  取7 d龄

新生小鼠，腹腔注射1%水合氯醛(3 mL/kg)进行麻醉，仰

卧位固定于手术台，体积分数为75%乙醇消毒颈部皮肤，

在体视解剖显微镜下进行手术，做颈部正中切口，钝性分

离肌肉组织，暴露右侧颈总动脉，双重结扎并离断，缝合

手术切口并涂抹红霉素软膏；手术结束后将新生小鼠送回

母鼠笼内，室温恢复2 h后，将小鼠放入低氧箱(持续通入

体积分数为8%O2+体积分数为92%N2混合气体的密闭箱)

中37 ℃模拟缺氧过程，3 h后送回母鼠笼中喂养。假手术

组操作同上，只暴露右侧颈总动脉，不进行结扎。正常对

照组不进行任何处理。 

1.4.3  治疗方法  正常对照组、假手术组和模型组不进行

治疗，安慰治疗组在脑立体定向仪的辅助下向新生小鼠右

侧脑室内注射2 μL PBS，干细胞治疗组在脑立体定向仪的

辅助下向新生小鼠右侧脑室内注射3 μL第3代人诱导性多

能干细胞悬液(含细胞5×10
6个)，在注射前48 h，用Brdu标

记第3代人诱导性多能干细胞。 

1.4.4  TTC染色法检测脑组织损伤体积[20]
  治疗后14 d，

每组各取3只小鼠，取出大脑组织，在-20 ℃冰箱快速冷

冻20 min，用冰冻切片机制作30 µm厚的大脑皮质冠状面

切片，每隔2 mm脑组织切取1片，共切5张，用2%TTC溶

液将脑片在37 ℃避光染色40 min。正常脑组织染成红色，

损伤区脑组织呈白色。用图像采集系统拍照，Image Pro 

Plus 6.0软件测量各组小鼠脑片的损伤面积。脑损伤体积= 

脑损伤面积×切片厚度(30 µm)，将每张切片计算所得的脑

损伤体积求和即为脑损伤体积。  

1.4.5  Tunel染色法检测脑组织神经元凋亡率[21]
  治疗后

14 d，每组各取3只小鼠，取出大脑组织，制作8 µm厚的

冰冻切片备用。每组取3张冰冻切片，按照说明书步骤操作，

40 g/L多聚甲醛固定30 min，PBS洗涤3次，每次5 min，

用含0.3% Triton X-100的PBS孵育2 min，滴加TUNEL检

测液，37 ℃避光孵育60 min，DAPI染核呈蓝色，用抗荧

光淬灭封固液封固后在荧光显微镜下观察。以出现绿色荧

光为凋亡细胞，每张切片选取5个高倍视野，计算凋亡神经

元数量/视野内所有神经元的数量×100%，即为神经元凋亡

率。 

1.4.6  免疫组织化学荧光染色法观察人诱导性多能干细

胞在小鼠脑组织中的分布[22]
  取上述1.4.5中制备的冰冻

切片，每组3张，40 g/L多聚甲醛固定10 min，2 mol/L HCl 

37 ℃处理30 min，体积分数为10%山羊血清室温封闭  

45 min，滴加兔抗鼠Brdu单克隆抗体(1∶200)，4 ℃过夜，

次日加FITC标记的二抗(1∶500)，室温孵育30 min，荧光

显微镜观察，Brdu阳性细胞的胞核呈绿色。 

1.4.7  圆筒实验(Cylinder Test)检测小鼠患侧肢体使用频

率[23]
  治疗后28 d，每组各取3只小鼠，分别放入直径为   

6 cm、高为10 cm的圆柱形缸内，每只小鼠的观察时间为  

5 min，记录小鼠使用左前肢、右前肢和两前肢一起支撑缸

壁的次数，根据公式：缺血侧前肢使用频率=(对侧前肢使

用次数+双前肢使用次数/2)/(对侧前肢使用次数+双前肢使

用次数+缺血侧前肢使用次数)×100%，计算小鼠患侧前肢

的使用频率。 

1.4.8  水迷宫法观察小鼠学习与记忆能力 [24]
  治疗后  

28 d，每组各取3只小鼠，分别放入水迷宫装置内，记录小

鼠找到平台的时间计为逃避潜伏期，每日测量2次，取平均

值计入统计分析。将小鼠放入游泳池中，小鼠通过视觉记

忆找到水平面以下的平台，找不到或找到平台时间延长则

表明小鼠的记忆功能受损，寻找平台的时间越长表示损伤

程度越重。 

1.5  主要观察指标  ①小鼠脑组织损伤体积；②小鼠脑组

织神经元凋亡率；③人诱导性多能干细胞在小鼠脑组织内

的分布；④小鼠患侧肢体使用频率；⑤小鼠的逃避潜伏期。 

1.6  统计学分析  所有计量数据用x
_

±s表示，应用SPSS 

20.0软件进行统计分析，多组间比较采用单因素方差分析，

两两比较用S-N-K检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  参加实验的小鼠共60只，实验过

程顺利，无死亡动物，60只小鼠的实验数据均进入结果分

析。 

2.2  人诱导性多能干细胞在小鼠脑组织中的分布  绿色

荧光标记的人诱导性多能干细胞散在分布于患侧大脑皮

质，颞叶皮质部位较多，提示移植14 d时人诱导性多能干

细胞仍在脑组织内存活并移行，见图1。 

2.3  各组小鼠大脑损伤体积比较  TTC染色结果显示，假

手术组小鼠大脑皮质无苍白区，模型组、安慰治疗组和干

人诱导性多能干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 购买于北京赛贝生物技术有限公司，规格：1×10
6，批号：

CA4025106 

细胞培养基： PSCeasy
®
人多潜能干细胞培养基 

添加材料： PSCeasy
®
人多潜能干细胞添加剂 

培养时间： 培养 20 d 

细胞传代： 每隔 5 d 传代 1 次，传代比例 1∶6 

细胞鉴定： 经过流式细胞术、拟胚体形成实验、免疫荧光染色证实为人诱

导性多能干细胞 
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细胞治疗组小鼠大脑皮质内可见苍白区，见图2。治疗14 d

后，干细胞治疗组小鼠脑组织损伤体积小于模型组和安慰

治疗组(P < 0.01)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  各组小鼠脑组织神经元凋亡率比较  Tunel染色结果

显示，正常对照组和假手术组小鼠脑组织内偶见散在分布

的凋亡神经元，模型组和安慰治疗组小鼠脑组织内凋亡的

神经元较多，见图3A-E，干细胞治疗组小鼠脑组织内神经

元凋亡率低于模型组和安慰治疗组(P < 0.01)，模型组和安

慰治疗组小鼠脑组织内神经元凋亡率高于正常对照组和假

手术组(P < 0.01)，见图3F。 

2.5  各组小鼠缺血侧肢体的使用频率比较  移植28 d后，

模型组和安慰治疗组小鼠缺血侧肢体的使用频率低于正常

对照组、假手术组和干细胞治疗组(P < 0.01)；干细胞治疗

组小鼠缺血侧肢体的使用频率低于正常对照组和假手术

组，但差异无显著性意义(P > 0.05)，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  各组小鼠逃避潜伏期比较  移植28 d后，模型组和安

慰治疗组小鼠逃避潜伏期大于正常对照组、假手术组和干

细胞治疗组(P < 0.01)；干细胞治疗组小鼠逃避潜伏期小于

正常对照组和假手术组(P < 0.01)，见表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  Discussion 

人诱导性多能干细胞是由体细胞经重编程获得的干细

胞，理论上可以分化为所有种类的细胞，避免了移植排斥

等问题。既往研究证实，人诱导性多能干细胞在体外培养

可分化为有功能的神经元，首先诱导性多能干细胞在3D培

养体系中分化为神经上皮细胞，随后神经上皮细胞分裂增

殖并分化形成特异性的神经元，最后新分化产生的神经元

迁移到特定部位形成大脑皮质的板层结构。 

目前，临床上尚无确切有效治疗新生儿缺氧缺血性脑

病的药物[25]。随着干细胞技术的发展，干细胞移植为新生

儿缺氧缺血性脑病的治疗及后遗症的防治开辟了新途径[26]。

干细胞治疗缺氧缺血性脑病的主要机制有2个方面，一是通

过细胞替代介导神经功能的恢复，主要包括神经再生、神

经纤维再生、血管再生和突触形成；另一方面是细胞的旁

分泌效应，主要包括细胞因子的免疫调节和生长因子的促

生长作用。该研究应用人诱导性多能干细胞移植治疗新生

小鼠缺氧缺血性脑病，结果表明人诱导性多能干细胞可迁

移到脑组织中，有效降低了小鼠脑损伤体积和神经元凋亡

数量，还促进了小鼠神经功能的恢复。 

针对缺氧缺血性脑病的研究主要依赖于缺氧缺血性脑

病动物模型的制备。既往研究发现，小鼠脑部的血液供应

与人类相似，且出生后7 d小鼠的大脑成熟度与足月新生儿

的大脑成熟度相近。单纯缺氧或结扎一侧颈总动脉不能使

脑组织发生病理改变，单纯结扎一侧颈总动脉也不会影响

小鼠脑血流量，而在结扎一侧颈总动脉后进行低氧处理则

可使小鼠脑部血流量降低80%
[28-29]。同时，低温能通过延

迟神经元内ATP的耗竭发挥对脑组织的保护作用[30-31]。故

该研究选用出生后7 d的C57BL/6j小鼠，采用经典的造模方

法在室温条件下建立新生小鼠缺氧缺血性脑病模型。Tunel

染色结果显示，模型组小鼠脑组织神经元凋亡数量增多，

高于正常对照组和假手术组。 

研究证实，神经元的凋亡是脑缺血后神经元迟发性死

亡的关键触发因素，缺氧缺血性脑病永久性脑损伤的主要

原因是位于侧脑室的神经干细胞或神经前体细胞对缺氧缺

血敏感，在缺氧缺血发生的数小时内即可发生坏死和凋亡，

仅剩余近1/4的神经干细胞，无法满足自身修复的需要[32-33]。

由于体外培养的神经干细胞来源和免疫排斥等问题限制了

其在体内的应用。诱导性多能干细胞来源于自体细胞，经

基因编辑后比其他成体干细胞的增殖分化潜能更大，更接

近胚胎干细胞的特性，分化能力优于神经干细胞，而且可

以取自皮肤等体细胞，获取较为容易，也避免了胚胎干细

胞的伦理学问题。该研究将人诱导性多能干细胞注射到小

鼠侧脑室内，在移植14 d后脑组织中可见Brdu标记的人诱

导性多能干细胞，提示人诱导性多能干细胞经侧脑室注射

后可迁移至脑组织内。Tunel染色结果也显示，人诱导性多

能干细胞移植治疗组小鼠脑组织内神经元凋亡率低于模型

组和安慰治疗组，提示侧脑室注射人诱导性多能干细胞能

有效抑制神经元凋亡的发生，从而发挥神经保护作用。 

    脑损伤体积及神经功能损伤的行为学评价是判断脑缺

氧缺血损伤严重程度的重要指标[34-36]。该研究结果显示， 

表注：与正常对照组比较，a
P < 0.01；与假手术组比较，b

P < 0.01；与模型组

比较，c
P < 0.01；与安慰治疗组比较，d

P < 0.01。 

表 1  各组小鼠脑组织损伤体积比较                   (x
_

±s，n=3) 

Table 1  Comparison of cerebral infarction volume in mice     

组别 脑组织损伤体积(mm
3
) 

正常对照组 0.00±0.00 

假手术组 0.00±0.00 

模型组 21.76±3.23
ab

 

安慰治疗组 20.15±3.17
ab

 

干细胞治疗组 10.34±2.28
abcd

 

 

表 2  各组小鼠缺血侧肢体的使用频率比较             (x
_

±s，n=3) 

Table 2  Comparison of frequency of ischemic limb uses in mice      

组别 缺血侧肢体的使用频率(%) 

正常对照组 50.03±2.64 

假手术组 49.52±2.12 

模型组 30.34±2.87
ab

 

安慰治疗组 29.73±3.11
ab

 

干细胞治疗组 46.77±3.84
abcd

 

 表注：与正常对照组比较，
a
P < 0.01；与假手术组比较，

b
P < 0.01；与模型组

比较，
c
P < 0.01；与安慰治疗组比较，

d
P < 0.01。 

表 3  各组小鼠逃避潜伏期比较                      (x
_

±s，n=3) 

Table 3  Comparison of escape latency in mice        

组别 逃避潜伏期(s) 

正常对照组 31.27±4.34 

假手术组 30.89±3.85 

模型组 103.16±12.04
ab

 

安慰治疗组 101.73±13.51
ab

 

干细胞治疗组 54.39±7.46
abcd

 

 表注：与正常对照组比较，
a
P < 0.01；与假手术组比较，

b
P < 0.01；与模型组

比较，
c
P < 0.01；与安慰治疗组比较，

d
P < 0.01。 
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干细胞治疗组小鼠脑损伤体积小于模型组及安慰治疗组，

提示人诱导性多能干细胞移植可缩小缺氧缺血性脑病模型

小鼠脑损伤体积，阻止脑组织的丢失。对于发生缺氧缺血

性脑病的新生儿而言，脑组织丢失将引起持续时间较长甚

至永久的神经功能障碍[37]。该研究选择圆筒实验和水迷宫

实验分别从感觉与运动功能及学习与记忆能力两方面评价

人诱导性多能干细胞移植对小鼠神经功能损伤的改善作用。  

圆筒实验是最先应用于帕金森模型大鼠肢体不对称使

用的行为学评价，由于操作简便、检测结果稳定而逐渐被

用于检测脑缺血和出血等脑损伤动物模型的行为学改变，

缺血侧肢体的使用频率越低表示缺血缺氧损伤引起的行为

学改变的程度越重。该研究的圆筒实验结果显示，模型组

小鼠缺血侧肢体的使用频率低于假手术组，干细胞治疗组

小鼠缺血侧肢体的使用频率有所增加，高于模型组和安慰

治疗组，提示人诱导性多能干细胞移植可改善神经功能。

由于圆筒实验的早期分辨率较低，该研究在移植后28 d进

行检测，以提高评价结果的可靠性。 

水迷宫是常用于评估认知与记忆功能的方法，操作简

单且可信度高，最先应用于大鼠，后被证实同样适用于人

类和小鼠。该研究将接受测试的小鼠放入游泳池中，小鼠

通过视觉记忆找到水平面以下的平台，找不到或找到平台

时间延长则表明小鼠的记忆功能受损，寻找平台的时间越

长表示损伤程度越重，其中模型组小鼠逃避潜伏期长于假

手术组，干细胞治疗组小鼠逃避潜伏期短于模型组和安慰

治疗组，提示人诱导性多能干细胞移植能促进小鼠学习与

记忆能力的改善。 

综上所述，该研究将人诱导性多能干细胞注射到缺氧

缺血性脑病模型小鼠侧脑室内，初步观察人诱导性多能干

细胞对脑损伤区域内神经组织和神经功能的影响，尚未探

讨人诱导性多能干细胞移植的机制，选取的时间点较少，

有一定局限性。今后将选取更多的时间点，观察人诱导性

多能干细胞迁移的路径，探讨迁移细胞分化的机制。 
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图 1  人诱导性多能干细胞在小鼠脑组织中的分布 

Figure 1  Distribution of human induced pluripotent stem cells in the mouse brain 

图注：图中 A，B 为安慰治疗组小鼠大脑皮质免

疫荧光染色结果，大脑皮质内未见绿色荧光出现

(A：标尺 100 μm；B：标尺 30 μm)；C，D 为干

细胞治疗组小鼠大脑皮质免疫荧光染色结果，箭

头所示大脑皮质内可见发出绿色荧光的阳性细胞

聚集(C：标尺 100 μm；D：标尺 30 μm)。 

图注：图中 A-E 分别为正常对照组、假手术组、模型组、安慰治疗组和干细胞治疗组小鼠大

脑皮质 Tunel 染色结果(标尺：200 µm)，箭头所示为凋亡细胞呈绿色荧光；F 为各组小鼠大

脑皮质神经元凋亡率比较。与正常对照组比较，a
P < 0.01；与假手术组比较，b

P < 0.01；与

模型组比较，c
P < 0.01；与安慰治疗组比较，d

P < 0.01。 

图 3  各组小鼠脑组织神经元凋亡率比较 

Figure 3  Comparison of apoptotic rate of neurons in the mouse brain tissue 

 

假手术组     模型组    安慰治疗组   干细胞治疗组 

 
图 2  各组小鼠大脑皮质 TTC 染色结果(标尺：1 cm)  

Figure 2  TTC staining results of the mouse cerebral cortex (scale 

bar=1 cm) 
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