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康复训练对脑出血大鼠室管膜下区 NSCs 增殖与分化的影响

谢摇 明, 邬力祥, 黄福胜

(中南大学基础医学院生理学教研室,湖南 长沙 410001)

摘摇 要:摇 目的摇 探讨康复训练对大鼠脑出血后室管膜下区(SVZ)神经干细胞(NSCs)增殖和分化的影响。 摇
方法摇 75 只 SD 大鼠随机分为康复组、制动组和假手术组(每组 25 只),康复组和制动组用胶原酶诱导脑出血模

型,假手术组用生理盐水替代胶原酶。 康复组每天予以抓握、平衡、旋转等训练,制动组置于网状笼内固定,假手术

组在笼内自由活动。 每组大鼠康复前后进行神经功能评分,分别于康复训练后 1、4、7、14 和 28 天处死动物。 应用

免疫组织化学方法检测大鼠 SVZ 神经细胞巢蛋白(Nestin)和 5鄄溴脱氧尿核苷(BrdU)表达的变化。 摇 结果摇 康复

组神经功能缺损评分低于制动组(P ﹤ 0郾 05)。 康复组大鼠 SVZ BrdU 阳性、Nestin 阳性细胞在不同时间点均多于

制动组大鼠(P < 0郾 05),第 7 天康复组 SVZ BrdU 阳性、Nestin 阳性细胞表达达到高峰,14 天时表达逐渐减少(P <
0郾 05, P < 0郾 01)。 摇 结论摇 康复训练可促进脑出血后大鼠 NSCs 增殖,并向神经元分化。
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Effects of Rehabilitationtraining on the Neural Stem Cells Proliferation and
Differentiation in SVZ of Rats With Intracerebral Hemorrhage Stroke

XIE Ming, WU Lixiang, HUANG Fusheng
(Department of Physiology,Basic Medical College,Central South University,

Changsha,Hunan 410001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To investigate the influence on the neural stem cell proliferation and differentiation by reha鄄
bilitation training after the rat suffering cerebral hemorrhage郾 摇 Methods摇 75 SD rats were randomly divided into rehabilita鄄
tion group, braking group and sham鄄operation group (25 in each group), the rehabilitation group and the braking group
had collagenase鄄induced intracerebral hemorrhage, the sham鄄operation group had normal saline instead of collagenase郾 The
rats of rehabilitation group had the daily training of grasping, balance, rotation and so on, the braking group rats were ar鄄
ranged in the mesh cage, then the neurological function was scored before and after the rats of each group making their re鄄
covery, later the animals were sacrificed respectively after the rehabilitation training of 1 day, 4 days, 7 days, 14 days,
and 28 days郾 Immunohistochemistry is used to detect it and then the result is expressed by Nestin, BrdU郾 摇 Results摇 The
neural function defect score of the rehabilitation group is lower than the braking group, the two groups have significant
difference (P < 0郾 05); at different time the SVZ BrdU and Nestin cells of rehabilitation group are more than the braking
group(P < 0郾 05 ),at the first 7 days,in the rehabilitation group SVZ area BrdU , Nestin cells expression reached the peak,
at 14d the expression gradually decreased郾 摇 Conclusions摇 Rehabilitation training can promote the proliferation of neural
stem cells after cerebral hemorrhage, and the differentiation into neurons郾

Key words:摇 rehabilitation training;摇 cerebralhemorrhage;摇 neural stem cells;摇 5鄄bromodeoxyuridine;摇 nestin

摇 摇 脑出血是临床常见疾病,通常会造成患者肢体

功能障碍而影响日常生活能力,脑出血患者的死亡

率非常高,大部分患者会遗留不同程度肢体功能障

碍,临床上对脑出血患者早期进行康复训练治疗,对
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促进其肢体功能障碍康复、提高生活质量、减少残疾

具有非常重要的价值。 动物试验表明功能活动康复

训练对脑神经干细胞(neural stem cells,NSCs)增殖

与分化具有重要的实际意义;早期(发病 24 h 后)进
行康复训练可以抑制脑出血大鼠血肿体积增大及脑

水肿增加,促进神经细胞增殖,并最终促进脑出血后

大鼠的运动功能康复[1]。 本研究采用胶原酶诱导

大鼠脑出血模型,术后 24 h 开始对其进行康复训

练,通过观察不同时间点神经功能缺损评分变化、神
经干细胞增殖及分化等指标,探讨早期康复训练对

大鼠脑出血后 NSCs 增殖及分化的影响。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 动物与试剂

摇 摇 SD 雄性大鼠(南华大学实验动物中心提供)75
只,体重 250 ~ 300 g。 喻型胶原酶、5鄄溴脱氧尿核苷

(5鄄bromodeoxyuridine, BrdU) 原料试剂 ( Sigma 公

司),多克隆羊抗 BrdU(Abcam 公司),单克隆鼠抗

神经细胞巢蛋白(Nestin 公司)、免疫组织化学试剂

盒(北京中衫金桥公司)。
1郾 2摇 动物模型的建立及分组

将 75 只大鼠分为康复组、制动组和假手术组,
每组 25 只,根据观察时间每组又分为康复训练后

1、4、7、14 和 28 天 5 个时间点,每个时间点 5 只。
参照文献[2]方法建立动物模型,康复组和制

动组大鼠用 10%水合氯醛(300 mg / kg 体重)腹腔注

射麻醉,固定在鼠脑立体定位仪上,切开头部正中皮

肤,分离骨膜,暴露颅骨。 以前囟为原点,向后 1郾 4
mm,向右 3郾 2 mm,在颅骨表面钻一小孔,微量进样

器进入脑内 5郾 6 mm,将无菌生理盐水稀释的 2 滋L
喻型胶原酶(含喻型胶原酶 0郾 4 U)缓慢注入苍白球

内,并留针 5 min。 Bederson 评分[3] 1 ~ 3 分为建模

成功。 假手术组用生理盐水代替喻型胶原酶,过程

同前。
1郾 3摇 康复训练方法

康复组大鼠脑出血后 24 h 即开始进行运动功

能训练。 淤滚筒训练:采用自制滚筒式网状训练器

材训练,训练器长 100郾 0 cm,直径 60郾 0 cm,中间分

成 2 格,同时训练 2 只老鼠,底座有一固定架,一端

有一手摇柄,5 r / min,10 min /次,2 次 /天。 于转棒

训练:转棒一根,长 150郾 0 cm,直径 4郾 5 cm;中点固

定于 3 r / min 转动器上顺、逆时针交替转动,10 min /

次,2 次 /天。 盂平衡木训练:平衡木长 170郾 0 cm,宽
2郾 0 cm,下有支架 7郾 0 cm 高,平放于地面让老鼠在

上面爬行 10 min /次,2 次 /天。
制动组大鼠置于长 40 cm、直径 6cm 的网状笼

内固定,在头端有一容器给予食物和水,四肢和身体

处于固定状态。
假手术组大鼠正常饲养,自由饮水,在笼内自由

活动。
1郾 4摇 动物行为学评分

所有大鼠康复训练后 1、4、7、14 和 28 天分别进
行 Bederson 评分[3]。 0 分:无任何神经功能缺失;1
分:提尾倒立时损伤对侧前肢屈曲;2 分:在提尾倒

立时前肢屈曲基础上,损伤对侧肢体对外侧推力的

抵抗力下降;3 分:2 分基础上伴行走时明显向对侧

转圈。
1郾 5摇 BrdU 标记

所有动物在处死前 1 天腹腔注射 BrdU,按 50
mg / kg 体重, 1 次 / 2 h,共 4 次,最后 1 次注射后 24
h 处死。
1郾 6摇 组织切片制备

经大鼠腹腔以 10%水合氯醛(300 mg / kg 体重)
深度麻醉后,取剑突下横切口,依次剪开胸部皮肤和

肋骨,暴露心脏,在心尖左缘以 45毅 ~ 60毅向上进针,
插入升主动脉(同时钳夹腹主动脉),迅速灌入 37益
生理盐水 100 mL,再用 4%多聚甲醛 250 mL 灌入,
先在 5 min 内灌入约 100 mL,余液在 25 min 内灌

完。 取含嗅球的全脑、去小脑,放入 4% 多聚甲醛 4
益后固定 l h。 陆续加入 10% 、20% 、30% 蔗糖溶液

(0郾 1 mol / L PB,pH7郾 4,4益)至沉底。 入恒冷切片

机行连续冠状切片,片厚 30 滋m,按每隔 3 片取 1 片

的原则收集脑组织切片,裱于经明胶处理后的载玻

片上,风干后置于玻片盒中冻存于 - 70益 冰箱中

备用。
1郾 7摇 免疫组织化学染色

按试剂盒使用说明书进行免疫组织化学染色。
1郾 8摇 统计学分析

实验数据均用 x 依 s 表示,采用 SPSS13郾 0 版软
件进行统计分析。 组间比较采用方差分析,P <
0郾 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2郾 1摇 各组大鼠神经功能缺损评分的比较

摇 摇 从表 1 可见,脑出血后 1 天,康复组 Bederson 评
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分与制动组比较,差异无显著性(P > 0郾 05);脑出血

后 4 天和 7 天,康复组 Bederson 评分与制动组比较

明显下降(P < 0郾 05)。 脑出血后 14 天和 28 天,康

复组 Bederson 评分与制动组比较,差异无显著性(P
> 0郾 05)。

表 1摇 各组大鼠 Bederson 神经功能评分比较(分)
Table 1摇 Comparing Bederson neurological score of every groups rats(score)

组摇 别 n 1 天 4 天 7 天 14 天 28 天

假手术组 25 0 0 0 0 0

制动组 25 2. 80 依 0. 45 2. 60 依 0. 55 1. 60 依 0. 55a 0. 40 依 0. 55 a 0 a

康复组 25 2. 60 依 0. 65 1. 40 依 0. 55ab 0. 40 依 0. 55ab 0. 20 依 0. 45 a 0 a

摇 摇 a:与同组 1 天时比较,P < 0. 05,b:与制动组同期比较,P < 0. 05

2郾 2摇 各组 BrdU、Nestin 免疫阳性细胞数目的比较

从图 1、图 2 和表 2 可见,脑出血后 1 天,康复

组、制动组大鼠 SVZ 区均可见 BrdU 阳性细胞和

Nestin 阳性细胞,主要为圆形或椭圆形胞核的细胞,
大小不一。 新生的神经前体细胞由 SVZ 向纹状体

受损区呈链状延伸,且少量 BrdU 阳性细胞和 Nestin
阳性细胞出现在纹状体。 脑出血后,康复组和制动

组大鼠血肿侧 SVZ 区 BrdU 阳性细胞、Nestin 阳性细

胞都明显增加,7 天时数量达到高峰,14 天时表达较

前逐渐减少,至 28 天时仍比假手术组高 ( P <
0郾 05)。 虽然康复组与制动组大鼠各阳性细胞数量

变化的规律是一样的,但在各时间点上康复组大鼠

阳性细胞数均比制动组大鼠要高(P < 0郾 05)。 两组

大鼠血肿对侧 SVZ 区也有 BrdU 阳性细胞和 Nestin
阳性细胞增多,数量最多时也是在出血后 7 天,但相

应时间组 BrdU 阳性细胞、Nestin 阳性细胞的数量明

显少于血肿侧;而且康复组大鼠各时间点 BrdU 阳

性细胞、Nestin 阳性细胞也明显多于制动组大鼠。

表 2摇 各组大鼠脑出血后出血侧 SVZ 区 BrdU 阳性细胞、Nestin 阳性细胞数(个 / mm2)的比较(n =25)
Table 2 摇 SVZ BrdU positive cells and nestin positive cells( / mm2) change in bleeding side after intracerebral hemorrhage in
each group(n =25)

组摇 别 细胞 1 天 4 天 7 天 14 天 28 天

假手术组 BrdU 54. 6 依 7. 5 56. 7 依 5. 9 64. 2 依 6. 3 57. 3 依 6. 0 52. 2 依 5. 7

Nestin 24. 4 依 2. 1 23. 8 依 2. 4 51. 5 依 4. 8 48. 2 依 5. 2 45. 3 依 4. 3

制动组 BrdU 102. 2 依 3. 3a 143. 0 依 5. 4 257. 6 依 35. 5 169. 0 依 39. 3 124. 5 依 14. 1

Nestin 32. 3 依 3. 2a 42. 6 依 5. 1 56. 5 依 4. 8 43. 8 依 4. 6 34. 4 依 3. 3

康复组 BrdU 104. 2 依 4. 3 321. 0 依 35. 0cb 627. 0 依 25. 9cb 293. 3 依 32. 1cb 178. 0 依 14. 4 b

Nestin 33. 1 依 2. 9 65. 6 依 6. 4 cb 112. 3 依 13. 6 cb 60. 3 依 6. 8cb 50. 4 依 4. 9cb

摇 摇 a:与假手术组比较,P < 0郾 05,b:与假手术组比较,P < 0郾 01;c:与制动组比较,P < 0郾 01

图 1摇 大鼠脑出血后 SVZ 区 BrdU 阳性细胞( 伊200) 摇 A:假手术组;B:制动组第 7 天;C:康复组第 7 天

Figure 1摇 SVZ BrdU positive cells after intracerebral hemorrhage in each group ( 伊200)
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图 2摇 大鼠脑出血后 SVZ区 Nestin阳性细胞( 伊200)摇 A:假手术组;B:制动组第 7 天;C:康复组第7 天

Figure 2摇 SVZ Nestin positive cells after intracerebral hemorrhage in each group( 伊200)

3摇 讨摇 摇 论

脑出血会导致大量神经细胞死亡而出现神经功

能的缺失。 神经再生是指脑内 SVZ /海马颗粒下层

(subgranularlayerzone,SGZ)等区域的 NSCs 在适当

条件下增殖、分化成神经元和胶质细胞,并迁移到脑

损伤区而参与神经功能修复的过程。
NSCs 的增殖、迁移和活化是目前关于 NSCs 的

研究热点。 在哺乳动物胚胎期,NSCs 主要分布于大

脑的皮层、纹状体、海马、室管膜下层和中脑等区域。
在正常哺乳动物成年后,仍有 NSCs 存在于中枢神

经系统内,只不过一般处于静止状态。 成年脑区

NSCs 主要局限在海马齿状回、纹状体和环绕侧脑室

的室脑膜下层部位[4]。
至今 NSCs 的特异性标志物还未被发现。 1990

年有研究发现,NSCs 的标志蛋白是神经上皮干细胞

蛋白(Nestin) [5]。 Nestin 在神经胚形成时开始表

达,随着神经细胞分化的完成,Nestin 的表达量逐渐

下降甚至完全停止。 目前,Nestin 已被广泛用于

NSCs 的鉴定。
脑出血大鼠中枢神经系内 Nestin 阳性细胞的空

间分布主要分布于 3 个部位:一个为血肿周围的基

底节区,阳性细胞围绕血肿,勾勒出其大致轮廓,细
胞片状分布,向周围呈辐射状展开;另一个为患侧的

室管膜及相邻的 SVZ 区域,其中室管膜的细胞染色

最深,SVZ 的染色较浅;第三个部位是大脑腹侧的弓

状核附近;患侧扣带皮质偶有分布。 本研究表明,脑
出血后的康复训练可提高脑内相关区域 nestin 阳性

细胞的表达水平,说明康复训练可促进 NSCs 的生

成,从而促进脑出血后神经功能的恢复,从理论上揭

示了康复训练的作用机制。
BrdU 也是目前检测细胞增殖的较理想方法之

一[6],主要在神经元前体细胞迁移过程中表达,是
迁移的未成熟神经元或神经元前体细胞的标记

物[7],NeuN 是一种核周的神经元特异性蛋白,作为

一种稳定而敏感的成熟神经元的特异抗原。 本研究

显示,脑出血后,康复组和制动组大鼠血肿侧 SVZ
区 BrdU 阳性性细胞都明显增加,康复训练后 4、7、
14 天康复组与制动组比较明显降低。 由此推测,脑
出血损伤能激活成年大鼠内源性 NSCs,与以往局灶

性脑缺血损伤相似[8],而康复训练可以促进脑出血

大鼠脑内内源性 NSCs 的增殖。 但是从理论上来

说,仅仅有 NSCs 的增殖并不能解决脑出血后神经

功能恢复的根本问题,因为这种增殖的 NSCs 是否

能向病灶区迁移且定向分化为成熟的有功能的神经

元,并能与宿主神经细胞整合成完整的神经网络,是
关键中的关键。 这也解释了为什么脑出血损伤后虽

然都发现自发的 NSCs 的增殖、分化,但仍存在因脑

神经元缺失而出现的不同程度神经功能障碍的表

现[9]。 所以,下一步的研究重点将是康复训练对脑

出血后 NSCs 分化方向的影响以及是否成为与宿主

细胞整合的成熟的功能神经元。
本研究表明,脑出血后存在神经元再生,康复训

练可促进神经再生及促进新生 NSCs 向脑出血受损

区域迁移、并分化为神经元细胞。 该研究也进一步

解释了临床康复治疗的作用机制,按照大鼠 - 食肉

动物 -灵长类 -人的顺序,皮质脊髓束逐渐变大,进
而控制了红核脊髓束,所以,实验中当选择性损毁一

条运动通路时,其功能可由另一条运动通路代偿,在
人类,损伤皮质脊髓束时也不可避免地损伤红核脊

髓束,这就说明了脑卒中的病人为什么恢复缓慢而

不完全,但大鼠的恢复明显快于人类[10]。
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2012忆全国支原体、衣原体及其它特殊病
原体学术研讨会征文通知

支原体、衣原体、螺旋体、立克次体、动物源性细菌(布鲁菌、耶尔森菌、炭疽杆菌、柯克斯体、巴尔通体、
弗朗西斯菌、巴斯德菌)、L 型细菌、放线菌与诺卡菌及其他病原菌等简称“特殊病原体冶。 近年来,由于特殊

病原体相关毒力的变迁和耐药性的增加,以及社会人口老龄化等原因,支原体、衣原体等特殊病原体的防控

研究面临着许多新的课题和挑战。 为了交流本领域国内外最新研究进展,促进我国相关学科建设和发展与

国际接轨,中华医学会微生物学与免疫学分会定于 2012 年 11 月 16 ~ 18 日在湖南衡阳召开《2012忆全国支原

体、衣原体及其它特殊病原体学术研讨会》。 届时将邀请国内外知名专家作专题报告,同时欢迎从事相关科

研、医疗、疾病预防与控制、临床检验等工作的同行踊跃投稿参会交流。 现将征文相关事宜通知如下:
一、会议主题:支原体、衣原体及其它特殊病原体研究现状与展望。
二、征文内容:相关病原体研究论著、实验报告、技术与方法、文献综述等。
1. 相关病原体的功能基因组学与蛋白组学;
2. 相关病原体的致病性、致病机制与宿主的相互作用;
3. 相关病原体的病原学、分子流行病学;
4. 相关病原体诊断检验新技术、新方法及耐药监测与对策等。
三、征文要求:
1. 应征文稿应尚未在有关杂志上公开发表,也未在其他会议上交流,文责自负;
2. 应征摘要或全文均采用 WORD 文本,并参照“中华微生物学和免疫学杂志冶出版格式编辑;
3. 应征稿件请务必于 2012 年 10 月 20 日前传至 tshbyt@ 126. com 电子信箱;
4. 为方便联系,来稿请注明作者单位和联系电话。
四、咨询电话:南华大学病原生物学研究所,李忠玉 13875688472。
五、其他事宜:本通知复印有效,有关会议的具体时间和地点等待后另行通知。

中华医学会学微生物学与免疫学分会

二〇一二年四月一日
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