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高压氧对急性 CO 中毒大鼠脑内源性神经干细胞的影响 *
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摘要 目的：探讨高压氧对急性 CO 中毒大鼠脑内源性神经干细胞的影响，分析 HBO 治疗急性 CO 中毒脑损伤的机制。方法：建立

急性 CO 中毒大鼠模型，给予高压氧（HBO）治疗后，H-E 染色观察大鼠脑组织病理学变化，免疫组织化学方法检测大鼠脑内神经

干细胞（nestin）和星形胶质细胞（GFAP）的表达。结果：H-E 染色标本上，对照组脑内神经元形态正常，染毒组脑皮质出现大量变

性坏死细胞，海马锥体细胞层稀疏，HBO 组坏死细胞明显减少。免疫组化结果显示对照组 nestin 和 GFAP 表达数量形态均正常，

染毒组 nestin 表达增加，但无统计学意义，GFAP 形态数量发生改变，HBO 组 nestin 表达明显增加，且在大脑皮层可见部分 nestin

阳性细胞和 nestin-GFAP 双阳性细胞；GFAP 表达趋于正常。结论：急性 CO 中毒作为脑损伤因素可轻度激活大鼠脑内源性神经干

细胞，并使星形胶质细胞增生变形、神经元变性坏死，HBO 治疗可减轻星形胶质细胞损伤，明显激活内源性神经干细胞，并促使其

增殖、迁移和分化。提示 HBO 可能通过激活神经干细胞起治疗作用。
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ABSTRACT Objective: To discuss the effect of HBO on neural stem cells (NSCs) in rat models of acute CO poisoning, and to

analyze the mechanism of HBO treating brain injury after acute CO poisoning. Methods: After set up models of acute CO poisoning, rats

from CO group gave HBO treatment. H-E staining was used to observe the pathological changes of brain tissues and immunohistoc-

hemical staining was used to observe the expression of neural stem cells (nestin) and astrocytes (GFAP). Results: The H-E staining

showed that the morphology of neurons in control group were normal, and that of CO-poisoned groups were degenerated and necrotic in

spot and sheet, and the cortex of CO-poisoned groups were looser as well as the pyramidal layer of hippocampus got thinner, but in HBO

group the degenerated and necrotic neurons were less than CO group. The immunohistochemical staining showed that expression of

nestin and GFAP was normal in quantity and morphology in control group, but in CO poisoned groups the expression of nestin increased

and the expression of GFAP was abnormal in quantity and morphology. In HBO group these nestin positive cells increased significantly

and astrocytes became normal. And there were nestin-GFAP double positive cells in cortex. Conclusions: CO poisoning made NSCs

increased, but there were no differences between CO group and control group. But HBO makes the increase significant and caused

NSCs' generation, differentiation and immigration. It suggests that HBO may treat the brain injury by activating NSCs.
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前言

神经干细胞(Neural stem cells, NSCs)是中枢神经系统(cen-

tral nervous system , CNS)内可以分化为神经元、星形胶质细胞

和少突胶质细胞的多潜能细胞[1]。正常成年哺乳动物 CNS 神经

干细胞数量很少，主要聚集于侧脑室壁的脑室下区(subventric-

ular zone , SVZ) 和海马齿状回的颗粒下层 (subgranular zone,

SGZ)[2]。脑组织损伤后，内源性神经干细胞可通过增殖、迁移和

分化，代偿和修复受损的神经组织，从而在一定程度上改善损

伤脑组织的功能状态[3]。急性一氧化碳中毒是以 CNS 损伤为主

的全身性疾病，是短时间内吸入过量一氧化碳（carbon monox-

ide, CO）所引起的[4]。它是当今世界发生率和死亡率最高的中毒
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[5]。目前，临床上对急性 CO 中毒后脑损伤的治疗多采用高压氧

(hyperbaric oxygen , HBO)联合对症治疗[6]。HBO 对改善患者的

临床症状作用十分显著。本研究通过建立急性 CO 中毒大鼠模

型，观察大鼠脑内 NSCs 和星形胶质细胞的变化，及 HBO 对上

述细胞的影响，探讨 HBO 对急性 CO 中毒大鼠脑内源性 NSCs

的影响。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 雄性健康 SD 大鼠 48 只，体重 230～260 g，由

第四军医大学实验动物中心提供。
1.1.2 主要试剂 兔抗大鼠巢蛋白 （nestin） 多克隆抗体（chemi-

con 公司） 标记神经干细胞；小鼠抗大鼠胶质纤维酸性蛋白

（GFAP）单克隆抗体（Sigma 公司）标记星形胶质细胞。DWC

450-1150 型动物实验高压氧舱为上海 701 所产品。
1.2 实验方法

1.2.1 急性 CO 中毒大鼠模型的建立 参照文献[7]复制急性 CO

中毒大鼠模型。在密闭容器（DWC 450-1150 型动物实验高压氧

舱）内，大鼠呼吸体积分数为 2000ppm 的 CO 气体 40min，然后

再呼吸体积分数为 3000ppm 的 CO 气体直至全部意识丧失，或

时间达到 20min，呼吸空气直至意识恢复。染毒期间用 CO 检

定管监测染毒装置中 CO 的浓度。
1.2.2 高压氧治疗方案 使用 DWC450-1150 型动物实验高压氧

舱进行高压氧治疗[8]。动物进舱前，舱底放置新鲜钠石灰，进舱

后，先以纯氧连续洗舱 10min，使舱内氧浓度达到 90%，用

20min 加压至 0.25 Mpa，在高压下停留 60min。停留毕，再用

20min 减至常压，动物出舱。治疗期间舱内温度控制在 22℃～
24℃。HBO 组于染毒后立即给予 HBO 治疗，之后前 3 天每日

2 次，后 4 天每日 1 次，共 7 天。治疗中通过氧舱观察窗观察动

物在舱内的活动状态。
1.2.3 动物处置 将 48 只大鼠随机分为对照组，染毒 1、3、7、10

d 组和 HBO 组，每组 8 只。动物适应性饲养 1 周，自由进食水。
对照组不染毒，其他组按照上述方法染毒建立急性 CO 中毒大

鼠模型。分别在染毒 1、3、7、10d ，HBO 组在治疗 7d 后处置大

鼠。大鼠 3%戊巴比妥钠腹腔麻醉后，0.9％生理盐水、40%甲醛

灌注、取脑组织，40％甲醛后固定。各组中 5 只脑组织置入 20%

蔗糖溶液进行冰冻切片，另 3 只脑组织置入自动脱水机中脱

水、透明、浸蜡后进行石蜡切片。根据大鼠脑定位图谱，选取冠

状切面海马与齿状回互包平面连续切片。冰冻切片中厚度为

10μm 的贴片，做 GFAP 和 nestin 染色，厚度为 40μm 的漂片，

做 nestin 和 GFAP 免疫组化双染；石蜡切片厚度 5μm 做 H-E

染色。
1.2.4 免疫组化双染 连续冰冻切片两套，厚度 40μm 置入

0.01mol/L PBS 的网格内漂片。DAB 加硫酸镍铵蓝色显色染

nestin 后观察。另一套继续进行 GFAP 免疫组化染色，用 DAB

棕色显色并与第一套进行对比观察。
1.2.5 统计学处理 在每张脑片的 SGZ 和 SVZ 区计数 nestin 阳

性细胞，在每张脑片的皮质、海马区计数 GFAP 阳性细胞。在

400 倍光镜下，随机取 5 个视野计阳性细胞数总和。用 SPSS14.

0 软件进行统计分析，所测数据以均数±标准差（x±s）表示，方

差齐性检验后，组间均数比较采用方差分析和 LSD-t 检验，检

验标准 α＝0.05。

2 结果

2.1 组织病理学改变

H-E 染色标本上，正常对照组大鼠脑内神经元呈圆形或椭

圆形，细胞形态正常，核膜完整，核仁清晰，细胞核呈淡蓝色。
CO 染毒组大脑皮层、海马和苍白球等部位有明显的病理损伤，

其中顶叶皮质损伤最明显。光镜下可见大鼠脑皮质胶质细胞增

生明显，并出现大片疏松区，海马锥体细胞层稀疏、变薄，神经

元呈点片状坏死。HBO 组损伤程度相对较轻，但仍存在变性坏

死神经元（图 1）。
2.2 星形胶质细胞的变化

对照组皮层、海马可见 GFAP+ 细胞，胞体大而突起较多；

1d 组皮质、海马区可见到较多 GFAP+ 细胞，且胞体变大、突起

多而粗大，DAB 棕色显色、苏木精衬染的脑片上可见星形胶质

细胞突起包绕在受损神经元周围；3d 组阳性细胞数量明显增

多、体积更大；7d 组阳性细胞无论在数量还是在体积上均达到

高峰；10d 组阳性细胞数量减少，但胞体仍大、突起粗长；HBO

组皮质、海马阳性细胞均较染毒 7d 组少(P<0.05)（表 1），且增

生、变形程度相对减轻（图 2）。
2.3 神经干细胞的变化

对照组脑室下区、海马区可见少量 nestin+ 细胞，其胞体较

小、圆形、无突起；CO 染毒后可见到 nestin+ 细胞数量增加，但

与对照组差异无显著性 (P>0.05)；HBO 组阳性细胞较染毒 7d

组明显增多(P<0.05)（表 1），在脑皮质区亦可见少量 nestin+ 细

胞(图 3)，采用免疫组化双染可见 nestin/GFAP 双阳性细胞（图

4）。

3 讨论

近年来，在炎症、多发性硬化、阿尔茨海默病、癫痫、帕金森

病、缺血等中枢神经系统疾病中神经干细胞的作用及治疗研究

受到学者们的重视[9，10]。然而在急性 CO 中毒脑损伤中的作用

研究相对较少。本研究重点探讨内源性神经干细胞和由神经干

细胞分化而来的星形胶质细胞在急性 CO 中毒脑损伤中的作

用，以及 HBO 对上述细胞的影响。
星形胶质细胞为神经元的迁移和靶向性延伸充当基质。它

能产生多种神经营养因子和基质分子，从而促进神经元轴突的

生长[11]。脑损伤后，激活的星形胶质细胞对损伤神经元具有一

定的保护作用，主要表现为星形胶质细胞增生、肥大，并合成与

分泌神经营养因子，缓冲细胞外 K+ 和代谢多种神经递质[12]。然

而，过度增生的星形胶质细胞通过分泌轴突再生抑制性分子，

如韧粘素和硫酸软骨素蛋白聚糖等参与胶质细胞瘢痕形成，可

形成不利于神经元修复和轴突生长的环境[13]。本研究发现，染

毒后 1d GFAP 表达即明显升高，星形胶质细胞肿胀、体积增

大，体积增大的星形胶质细胞与 H-E 染色神经元损伤明显的区

域一致，主要聚集在海马区，且 DAB 棕色显色的脑片可见星

形胶质细胞围绕在受损神经元周围。这可能是星形胶质细胞在

脑损伤早期对神经元的一种保护作用。染毒 3、7d 组出现更多

体积增大的星形胶质细胞，且其增生变形情况与我实验室前期
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图 1 对照组、染毒 7d 组和 HBO 组皮质 H-E 染色的神经元形态学特征（×400）

粗箭头代表变性坏死神经元；细箭头代表正常神经元①对照组；②染毒 7d 组；③HBO 组;

Fig.1 The morphologic characteristic of H-E staining in cortex of control group，CO group and HBO group（×400）

Thick arrowheads indicate degenerated neuron; thin arrowheads indicate normal neuron①control group;②CO group;③HBO group

研究[14]中急性 CO 中毒模型大鼠脑损伤最重的时间一致，由此

推测星形胶质细胞的变化可能与急性 CO 中毒脑损伤有关。染

毒 10d 组阳性细胞数量明显减少可能是脑组织严重损伤的体

现。HBO 组于第 7d 处死，但阳性细胞的数量明显较染毒 7d 组

少，且细胞增生、变形程度明显减轻，形态趋于正常，说明 HBO

可通过减轻损伤后期星形胶质细胞的增生变形程度促进损伤

脑组织的修复。
在正常状态下，成年哺乳动物脑内仅有少量神经干细胞存

在[15-16]。本研究发现，对照组表达少量 nestin+ 细胞主要集中在

室管膜下区和海马区。急性 CO 中毒是脑损伤的刺激因素之

一，可导致脑内源性神经干细胞的轻度激活。但其对脑损伤的

修复作用甚微。 HBO 治疗对急性 CO 中毒脑损伤效果显著
[17]。HBO 可上调碱性成纤维生长因子 (basic fibroblast growth

factor ,bFGF)、神经营养因子 -3 ( neurotrophin-3, NT-3)等的表

达 [18-19]，这些因子浓度的改变能影响细胞周围微环境，促进

NSCs 的增殖和分化[20]。同时我们观察到 HBO 组 nestin 不仅在
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图 2 对照组、染毒 7d 组和 HBO 组海马 GFAP 免疫组化染色的形态学特征（×400）

箭头所指为深蓝色分枝状突起肥大、染色加深的 GFAP+ 细胞①对照组；②染毒 7d 组；③HBO 组；④染毒 1d 组 DAB 棕色显色

Fig. 2 Immunohistochemistry staining of GFAP in hippocampus of control group, CO group and HBO group（×400）

Arrowhead indicates that GFAP+ cells are represented blue and branched①control group;②the 7th day after CO poisoning;③HBO group;④DAB

staining in the 1st day after CO poisoning

图 3 对照组、染毒 7d 组和 HBO 组脑室下区 nestin 免疫组化染色的形态学特征（×400）

箭头所指为 nestin+ 细胞①对照组；②染毒 7d 组；③HBO 组

Fig. 3 Immunohistochemistry staining of nestin in subventricular zone (SVZ) of control group, CO group and HBO group（×400）

Arrowheads indicate nestin+ cells①control group;②7th day after CO poisoning;③HBO group

海马及脑室下区表达，在皮质区亦有表达。且在皮质区可见

nestin／GFAP 双阳性细胞，这可能是 HBO 治疗后神经干细胞

增殖、迁移、分化的结果。因此，通过本研究我们推测 HBO 可能

通过激活 NSCs，促进其增殖、迁移、分化，起到减轻脑损伤的作

用。
综上所述，本研究采用急性 CO 中毒大鼠模型，观察脑内

源性神经干细胞和星形胶质细胞的变化，及 HBO 对其变化的

影响。研究结果提示，HBO 可通过激活内源性神经干细胞对急
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图 4 皮质 nestin 免疫组化单染和 nestin/GFAP 免疫组化双染的形态学特征（×400）

粗箭头代表 nestin+ 细胞；细箭头代表 nestin+/GFAP+ 细胞①nestin+ 细胞；②nestin+/GFAP+ 细胞

Fig. 4 Immunohistochemistry staining of nestin and Immunohistochemistry double staining of nestin/GFAP in cortex（×400）

Thick arrowheads indicate nestin+ cells; thin arrowheads indicate nestin+/GFAP+ cells①nestin+ cell;②nestin+/GFAP+ cell

GFAP cortex GFAP hippocampus Nestin SVZ Nestin SGZ

Control 30.8±3.70 62.4±12.99 16.0±2.00 7.8±2.95

1st day 44.8±5.31 96.6±8.14 17.2±3.49 8.6±2.70

3rd day 47.8±6.94 97.2±5.22 20.0±1.73 9.6±2.61

7th day 51.8±6.02 98.0±5.70 18.0±1.22 8.8±1.79

10th day 12.8±1.79 39.2±3.96 16.8±1.64 8.4±1.67

HBO 19.4±3.91* 72.0±4.00* 36.4±1.95* 15.4±1.14*

Note: Compared with 7th day group *P < 0.05.

表 1 各实验组 GFAP 阳性细胞和 nestin 阳性细胞结果

Table 1 Cell Number of GFAP+ cells and nestin+ cells in each group(n=5, x±s )

性 CO 中毒脑损伤起治疗作用。但是，仍有很多问题有待进一

步的研究，如 HBO 治疗促进内源性神经干细胞分化的机制及

对干细胞向何种细胞分化的影响等。
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