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前言

脑卒中作为一种严重危害人类健康和正常生活的常见疾

病，其主要是由于患者脑部缺血或出血而引起的脑局部或者持

久性脑损伤而引发的，是脑血管疾病的重要表现形式[1-3]，脑卒

中的发生会进一步导致神经发生障碍。内皮祖细胞是由骨髓产
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摘要目的：通过神经影像学研究脑卒中大鼠后室下区祖细胞和神经发生减少的变化情况。方法：2个月龄的Wistar雄性大鼠 70

只随机分为 2组：脑卒中大鼠模型组（n=35）和正常组（n=35）。构建脑卒中大鼠模型后通过磁共振成像系统观察大鼠祖细胞归巢

情况、脑梗塞面积与对侧脑组织体积的百分比和脑白质纤维束重塑情况；采取免疫化组织方法分析大鼠血管新生和神经发生情

况；利用Western Blot法分析脑组织内细胞因子及炎症因子的表达；再根据 RT-PCR方法计算 Neu N蛋白和 GFAP蛋白表达。结

果：MRI扫描于 T1WI及 T2WI序列下，通过所得图像及信号可知，模型组大鼠祖细胞归巢信号变化、脑梗塞面积与对侧脑组织体

积的百分比和脑白质纤维束重塑情况比较间有显著差异（P<0.05），具有统计学意义。脑卒中大鼠血管新生和神经发生、细胞因子
EVGF和 BDNF水平、Neu N蛋白和 GFAP蛋白表达均较正常大鼠低（P<0.05），而炎症因子 IL-1茁和 TNF-琢水平则相对较高
（P<0.05）。结论：神经影像可用于脑卒中大鼠后室下区祖细胞和神经发生下降的研究，结合组织学分析，进一步验证了结果的可行
性与有效性。
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Neuroimaging Study of Progenitor Cells and Neurogenesis Reduction
in the Posterior Inferior Compartment of Stroke Rats*

To study the changes of progenitor cells and neurogenesis in the posterior subventricular zone of stroke rats

through neuroimaging. Seventy 2-month-old male Wistar rats were randomly divided into two groups: model group (n=35) and

normal group (n=35). The homing of progenitor cells, the percentage of infarct size and contralateral brain tissue volume, and the

remodeling of white matter fiber tracts were observed by MRI system; The angiogenesis and neurogenesis were analyzed by

immunohistochemistry; Western blot was used to analyze the expression of cytokines and inflammatory factors in brain tissue; The

expression of neu N protein and GFAP protein were calculated by RT-PCR. MRI scanning on T1WI and T2WI showed that the

changes of homing signal, percentage of cerebral infarct area and contralateral brain tissue volume, and the remodeling of white matter

fiber tracts in the model group were significantly different (P<0.05), with statistical significance. The levels of angiogenesis and

neurogenesis, cytokines EVGF and BDNF, Neu N protein and GFAP protein in stroke rats were lower than those in normal rats (P<0.05),
while the levels of inflammatory cytokines IL-1茁 and TNF-琢 were higher (P<0.05). Neuroimaging can be used to study

progenitor cells and neurogenesis decline in the hypoventricular posterior region of stroke rats, and combined with histological analysis,

the feasibility and effectiveness of the results are further verified.
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Groups 1st day 3st day 5st day 7st day 9st day 14st day

Model group 1.54依0.35 2.03依0.72 5.62依1.27 4.57依1.12 3.02依0.98 1.49依0.66

Normal group 1.23依0.23 1.33依0.18 1.27依0.28 1.37依0.33 1.30依0.41 1.28依0.29

t 0.724 2.343 7.545 9.034 8.535 1.456

P 0.634 0.018 0.001 0.001 0.003 0.032

表 1两组大鼠祖细胞归巢情况比较

Table 1 Comparison of homing of rat progenitor cells between the two groups

生的成体干细胞，该细胞作为内皮细胞的前体细胞，在内皮损

伤或功能不全后的修复及新生血管的形成中发挥重要作用[4-6]。

如何观察脑卒中后室下区祖细胞和神经发生的变化情况，传统

方法需在离体状态下进行组织切片分析和鉴定，而影像学方法

可在活体内即时动态评价细胞的生长情况 [7-9]。本研究选择了

70只大鼠做脑卒中模型，从而通过神经影像学研究脑卒中大

鼠后室下区祖细胞和神经发生减少的变化情况。

1 资料与方法

1.1 一般资料

试验选用无感染的 2个月龄的Wistar雄性大鼠 70只（购

自北京华阜康生物科技有限公司），体重（200依 20）g；饲养环境
为室温，相对湿度控制于 50%左右，每天正常自由饮水进食，所

有大鼠正常活动。

1.2 方法

1.2.1 脑卒中大鼠模型的建立 采用浓度为 1.0%的戊巴比妥

钠对大鼠进行麻醉处理，采取左侧位，将麻醉后的大鼠固定于

手术板上面，于耳朵和眼睛之间取纵向的切口，分离出颞肌，暴

露颅骨，此时透过颅骨即可观察到右侧大脑的中动脉[6]。通过

小鼠的尾静脉注射浓度为 25 mg/kg的玫瑰红染料，将波长为

532 nm的激光器的光纤维聚焦在大鼠右侧大脑中动脉的远端

处，照射 2 min后将皮肤缝合，待大鼠清醒后将其放回鼠笼中

即可。

1.2.2 实验分组 将上述 70只大鼠随机分为 2组：脑卒中大

鼠模型组（n=35）和正常组（n=35）。

1.3 观察指标

1.3.1 大鼠祖细胞归巢情况 采用西门子 3.0 T磁共振成像系

统（Siemens Skra3.0 T）和 16通道鼠线圈，通过信噪比分析大鼠

祖细胞归巢情况，各大鼠均通过吸入 5%的异氟烷和氧气进行

麻醉。大鼠俯卧于头部表面线圈内，使其头部处于线圈的中心，

同时连接呼吸门控监测呼吸节律以及幅度，通过调节麻药剂量

使大鼠的呼吸频率保持在 25-35次 /分。此时，通过 T1加权成

像（T1WI）压脂成像和 T2加权成像（T2WI）压脂成像进行扫描，

最后通过仪器自带软件对图像进行分析。其中 T1WI的扫描参

数为：TR=750 ms，TE=8.1 ms，层厚 2 mm，层间隔 0.2 mm，矩阵

320伊256，层数 15，信号采集次数 3次；T2WI的扫描参数为：

TR=4000 ms，TE=83 ms，层厚 2 mm，层间隔 0.2 mm，矩阵 320伊
256，层数 15，信号采集次数 3次。

根据所得扫描图像，利用 Image J 软件分别对 ADC 和

DEC图进行 ROI勾画对比研究，通过MATLAB软件对 ADC

和 DEC图中、区域进行相关特征提取。

1.3.2 大鼠神经损伤严重程度评分及脑梗塞面积与对侧脑组织

体积的百分比 利用 Image J软件在 T2WI上勾画并计算高

信号脑梗塞区域与对侧脑组织的体积，计算梗塞灶体积与对侧

脑组织体积的百分比。

1.3.3 大鼠脑白质纤维束重塑情况 通过 Functool ll DTI对

所得磁共振图像进行后处理，重建 FA图和三维彩色编码张量

图。在 FA图重建后分别在右侧丘脑后辐射、右侧矢状层和右

侧上纵束测量相关 FA值；同时测量右侧矢状层、右侧扣带束、

左侧扣带束、右侧下额枕束和左侧下额枕束的 MD值，测量时

所取 ROI面积同一大小约 25个像素[10]。

1.3.4 大鼠血管新生和神经发生 采用免疫化组织方法分析

两组大鼠血管新生和神经发生情况。取大鼠脑组织通过不同梯

度乙醇脱水后于二甲苯中透明；将透明后的组织置于软蜡中做

包埋，时间约为 30 min；将蜡块上多余的蜡切除掉修出切面；二

甲苯脱蜡后进行孵育处理，分别加入一抗和二抗，DAB染色后

苏木精复燃，脱水，干燥，透明，封片后于显微镜下进行观察。

1.3.5 大鼠脑组织内细胞因子及炎症因子的表达 采用West-

ern Blot方法分析两组大鼠脑组织内细胞因子及炎症因子的表

达。分别配置 10%的分离胶合 4%的浓缩胶进行电泳，结束后

预染蛋白 Marker，内参为 茁-actin，显色后拍照保存图像，通过
Image J软件分析光密度值。

1.3.6 大鼠 Neu N蛋白和 GFAP蛋白表达 采用 RT-PCR 方

法分析两组大鼠 Neu N蛋白和 GFAP蛋白表达。取各组大鼠

脑组织湿重，加入 20倍体积的 Trizol对脑组织做匀浆处理。

Trizol提取法提取总 RNA，进行逆转录反应，对 Neu N蛋白和

GFAP蛋白表达做统计分析。

1.4 统计学方法

本研究中数据全部采用 SPSS20.0 统计分析软件（美国

IBM公司）进行处理；计量资料采用 " 均数依标准差 "（x依s）表
示，组间比较采用独立样本 t检验；计数资料采用百分率（%）表

示，组间比较采用 掊2分析；P<0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1祖细胞归巢情况比较

第 1 d到 5 d，模型组大鼠祖细胞归巢信号变化由（1.54依
0.35）上升至（5.62依1.27），当时间延长至第 14 d时，则又降低至

（1.49依0.66）；正常组大鼠的祖细胞归巢信号也存在先增大后降
低的趋势。除第 1 d外，两组大鼠的祖细胞归巢情况比较，正常

组优于模型组，差异有统计学意义（P<0.05）。（表 1）。

2.2 神经损伤严重程度、脑梗塞面积及对侧脑组织体积比较

模型组大鼠随着时间的延长神经损伤程度越来越大，第 1 d
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表 4两组大鼠血管新生和神经发生比较

Table 4 Comparison of angiogenesis and neurogenesis between the two groups

Observation

index
Groups 1st day 3st day 5st day 7st day 9st day 14st day

Angiogenesis

(mm2)
Model group 78.34依7.75 76.23依5.34 67.91依5.93 60.42依7.92 55.93依5.32 50.83依4.82

Normal group 79.23依6.23 88.93依7.92 137.32依7.83 198.34依19.24 256.77依24.34 312.45依36.72

t 6.553 6.002 7.231 7.112 6.435 3.345

P 0.003 0.006 0.001 0.002 0.001 0.001

Neurogenesis Model group 0.78依0.12 0.63依0.23 0.50依0.12 0.44依0.13 0.40依0.23 0.33依0.02

Normal group 0.74依0.14 0.98依0.45 1.37依0.55 1.89依0.98 2.33依0.72 2.53依0.98

t 6.256 6.336 6.546 7.112 7.478 7.443

P 0.002 0.002 0.001 0.002 0.001 0.004

表 2两组大鼠神经损伤严重程度评分及脑梗塞面积与对侧脑组织体积的百分比比较

Table 2 Comparison of nerve injury severity score, cerebral infarction area and contralateral brain tissue volume between the two groups

Observation index Groups 1st day 3st day 5st day 7st day 9st day 14st day

Nerve injury score Model group 2.45依0.34 6.38依1.29 7.99依2.31 8.93依2.44 9.52依3.90 11.24依3.44

Normal group 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

t 6.723 8.901 10.734 8.534 9.003 7.934

P 0.003 0.001 0.001 0.002 0.001 0.001

Percentage of infarct size to

contralateral brain volume
Model group 35.63依9.23 38.92依8.02 42.31依8.93 48.88依9.03 56.73依8.33 63.39依9.03

Normal group 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

t 7.012 6.441 7.325 7.441 6.536 9.078

P 0.003 0.006 0.001 0.002 0.001 0.006

Groups

FA value MD value(伊10-3 mm2/s)

Right posterior

thalamic

radiation

Right sagittal

layer

Right superior

longitudinal

fasciculus

Right sagittal

layer
Right buckle Left buckle

Right inferior

fronto occipital

fasciculus

Left inferior

fronto occipital

fasciculus

Normal group 0.52依0.01 0.51依0.02 0.54依0.02 0.82依0.01 0.73依0.01 0.70依0.03 0.79依0.02 0.78依0.02

Model group 0.59依0.05 0.57依0.04 0.60依0.06 0.74依0.03 0.63依0.02 0.63依0.01 0.72依0.02 0.70依0.04

t 6.596 6.112 6.587 6.564 6.339 6.546 6.269 6.361

P 0.006 0.001 0.001 0.001 0.002 0.003 0.001 0.001

表 3两组大鼠脑白质纤维束重塑情况比较

Table 3 Comparison of white matter fiber bundle remodeling between the two groups

到 14 d，模型组大鼠神经损伤评分变化由（2.45依0.34）升高至
（11.24依3.44），脑梗塞面积与对侧脑组织体积的百分比也由
（35.63依9.23）升高至（63.39依9.03），而正常组大鼠的神经未遭受

损伤且未出现脑梗塞现象。两组大鼠的神经损伤严重程度评分

及脑梗塞面积与对侧脑组织体积的百分比比较，正常组优于模

型组，差异有统计学意义（P<0.05）。（表 2）。

2.3 两组大鼠脑白质纤维束重塑情况比较

两组大鼠脑白质区右侧丘脑后辐射、右侧矢状层和右侧上

纵束的 FA值以及右侧矢状层、右侧扣带束、左侧扣带束、右侧

下额枕束和左侧下额枕束的MD值对比，治疗组优于假刺激组

（P<0.05），差异有统计学意义。其中正常组右侧丘脑后辐射、右
侧矢状层和右侧上纵束的 FA值均较模型组低，右侧矢状层、

右侧扣带束、左侧扣带束、右侧下额枕束和左侧下额枕束的

MD值则较模型组高。（表 3）。

2.4 两组大鼠血管新生和神经发生比较

造模后 1~14 d，模型组大鼠随着时间的延长血管新生数和

神经发生均显著减少，而正常组大鼠则显著增加（P<0.05）。两

组大鼠血管新生和神经发生比较，正常组优于模型组，差异有

统计学意义（P<0.05）。（表 4）。
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表 5两组大鼠脑组织内细胞因子及炎症因子的表达比较

Table 5 Comparison of the expression of cytokines and inflammatory factors in brain tissue between the two groups

Groups
Cell factor(ng/L) Inflammatory factor(ng/L)

EVGF BDNF IL-1茁 TNF-琢

Model group 0.19依0.05 0.21依0.09 6.78依3.12 18.79依4.62

Normal group 0.64依0.28 0.59依0.31 2.01依0.25 6.12依2.76

t 8.342 9.331 6.943 8.034

P 0.004 0.003 0.009 0.002

2.5 两组大鼠脑组织内细胞因子及炎症因子的表达比较

两组大鼠脑组织内细胞因子及炎症因子的表达比较，正常

组水平均显著优于模型组，差异有统计学意义（P<0.05）。（表5）。

2.6 两组大鼠 Neu N蛋白和 GFAP蛋白表达比较

造模后 1~14 d，模型组大鼠 Neu N蛋白和 GFAP蛋白表达

均随时间显著减少；而正常组该两个蛋白表达量则随时间显著

增加（P<0.05）。两组大鼠 Neu N蛋白和 GFAP蛋白表达比较，

模型组均显著低于正常组，差异有统计学意义（P<0.05）。（表6）。

表 6两组大鼠 Neu N蛋白和 GFAP蛋白表达比较

Table 6 Comparison of neu N protein and GFAP protein expression between the two groups

Observation

index
Groups 1st day 3st day 5st day 7st day 9st day 14st day

Neu N protein Model group 0.433依0.423 0.423依0.114 0.389依0.233 0.365依0.119 0.326依0.211 0.301依0.152

Normal group 0.423依0.122 0.447依0.132 0.456依0.221 0.469依0.198 0.493依0.232 0.505依0.152

t 0.443 1.234 1.823 2.323 3.923 4.234

P 0.561 0.032 0.019 0.009 0.005 0.002

GFAP protein Model group 0.025依0.001 0.020依0.003 0.018依0.004 0.015依0.003 0.011依0.001 0.012依0.004

Normal group 0.023依0.002 0.025依0.002 0.032依0.009 0.037依0.003 0.048依0.001 0.049依0.004

t 0.352 1.233 1.002 2.313 5.233 6.932

P 0.734 0.034 0.021 0.010 0.004 0.001

3 讨论

脑卒中是临床上一种常见的急性脑血液循环障碍性疾病，

可导致患者出现严重的认知、情感和感觉运动障碍。其发病率、

复发率、致残率和死亡率均较高，给患者的家庭经济和社会医

疗带来了巨大的负担。脑卒中后，脑组织出现不同程度的损伤,

神经网络系统遭到破坏，从而导致神经功能的缺失。

已有研究证实，神经祖细胞 /干细胞（NSCs）存在于成年哺

乳动物的大脑中，并在整个生命过程中促进大脑的可塑性[11-13]。

成体干细胞通常在维持组织结构方面起着稳态作用，其功能是

为新的神经元提供再生来源，并且可能参与脑损伤后的功能性

修复[14]。相关研究显示：内源性成人神经干细胞的主要功能是

通过直接和间接机制赋予大脑额外的可塑性[15]。成年神经干细

胞主要产生新的神经元，与成熟神经元相比，这些神经元具有

高度兴奋性，在关键时期表现出较低的长时程增强诱导阈

值[16，17]。本研究结果显示：造模后 1~14 d，模型组大鼠随着时间

的延长，血管新生数、神经发生以及 Neu N蛋白和 GFAP蛋白

表达均显著减少，而正常组大鼠则随时间显著增加，且正常组

以上指标显著优于模型组（P<0.05），表明脑卒中的发生伴伴随
着血管新生数和神经发生的减少，结合相关研究[18，19]分析其原

因在于：神经发生对某些类型的海马或嗅球依赖性学习和记忆

很重要，虽然成年神经干细胞主要产生新的神经元，但其亦产

生一小部分胶质细胞，而脑卒中的发生则可通过抑制神经发生

及减少神经元数量从而对大鼠学习、记忆功能造成不利影响。

SGZ-NSCs产生星形胶质细胞，但新生胶质细胞的功能仍

不清楚。星形胶质细胞通过缝隙连接形成网络，可以通过多种

途径调节周围的神经回路。例如，星形胶质细胞释放因子，如谷

氨酸、三磷酸腺苷（ATP）和 D-丝氨酸，统称为胶质传递素，以

调节神经元兴奋性、突触活性和可塑性。胶质生成也发生在以

少突胶质细胞为主的 SVZ中。少突胶质细胞前体迁移到胼胝

体形成髓鞘轴突。在脱髓鞘损伤后，有更多的少突胶质细胞参

与胼胝体的再髓鞘化，提示这些前体细胞可能是促进髓鞘修复

的靶点。因此，成年神经干细胞和神经发生赋予成熟哺乳动物

大脑一种独特的可塑性模式。故利用成人神经干细胞作为神经

修复的再生来源具较好前景，但必须解决的一个主要问题是新

神经元生成的功能后果，特别是通过重编程在传统神经原之外

产生的功能后果[20]。祖细胞作为成年干细胞的一种，能够促进

缺血半暗带区微血管再生，从而达到促进神经功能恢复的效

果[21]。正是由于祖细胞在血管新生和血管生成等过程中所发挥

的重要作用，越来越多的研究者关注祖细胞。如何能够快速准

确的判断脑卒中后室下区祖细胞和神经发生的情况成为目前

医学急需解决的问题[22]。神经影像学研究作为脑卒中检查的有
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效有段之一，已在临床检查中得到了广泛应用，随着该技术的

不断发展，其体现出了较强的优势，其能够清晰的观察到血管

的形态，结合分析软件能够进一步总结出患者的病态发展程

度[23-25]。本研究结果表明，MRI扫描于 T1WI及 T2WI序列下，通

过所得图像及信号可知，模型组大鼠祖细胞归巢信号变化、脑

梗塞面积与对侧脑组织体积的百分比和脑白质纤维束重塑情

况比较间有显著差异（P<0.05），同时，本实验还结合组织学分
析，进一步验证了结果的有效性，与上述相关研究结果一致。

实验研究发现[26]，祖细胞能够促进缺血以及肿瘤等多种受

到损伤的组织表现出自身的定向 "归巢 "能力，该细胞分泌出

的血管内皮细胞生长因子等具有促进内皮损伤修复和血管新

生的作用；分泌成纤维细胞生长因子 2和胰岛素样生长因 21

等细胞因子加速内源性神经生成，促进神经功能恢复[27]。对于

检测脑卒中后室下区祖细胞和神经发生的情况，目前也有多种

影像方法可以用作祖细胞的活体示踪，例如 MRI、光学成像正

电子发射化层扫描以及单光子发射型计算机断层显像等，其

中，正电子发射体层扫描和单光子发射型计算机断层扫描所使

用的核素不仅具有较强的放射性，并且价格昂贵，且上述两种

成像方法的空间分辨率也明显低于MRI[28-30]。

综上所述，结合 T1 加权成像（T1WI）和 T2 加权成像

（T2WI），是为研究脑卒中大鼠后室下区祖细胞和神经发生更准

确更可行的影像学手段。
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