
论 著

Med J Chin PLA, Vol. 50, No. 2, February 28, 2025

基础研究基础研究

hUC-MSCs-Exos不同给药方式对缺氧缺血性脑损伤新生小鼠的
神经保护作用

胡筱霞，赛依帕*，陈星星，崔维静，王三萍，罗璇，吴世丽

甘肃省人民医院/甘肃中医药大学第一临床医学院儿科，甘肃兰州　730030

[中图分类号] R722.12     [文献标志码] A    [DOI] 10.11855/j.issn.0577-7402.1084.2024.1118 

[声明] 本文所有作者声明无利益冲突

[引用本文] 胡筱霞, 赛依帕, 陈星星, 等 . hUC-MSCs-Exos不同给药方式对缺氧缺血性脑损伤新生小鼠的神经保护作用[J]. 解放军医学

杂志, 2025, 50(2): 207-213.

[收稿日期] 2023-08-15    [录用日期] 2023-10-12    [上线日期] 2024-11-18

[摘要] 目的　比较人脐血间充质干细胞来源的外泌体(hUC-MSCs-Exos)经不同给药方式对缺氧缺血性脑损伤(HIBD)
小鼠神经行为学的影响及脑组织损伤修复的效果，探索更方便、更高效的给药途径。方法　健康1周龄SPF级BALB/c小
鼠随机分为 4组：假手术组(n=6)、模型组(n=6)、外泌体 1组(n=8)、外泌体 2组(n=8)。采用Rice-Vannucci法制备HIBD小

鼠模型。外泌体 1组、外泌体 2组小鼠分别于造模成功后 24 h内经腹腔注射或经鼻腔滴入含有 10 μl外泌体的PBS 100 μl，
假手术组及模型组经腹腔注射PBS 100 μl。干预后 7 d，采用水平网格测试和爬杆实验评估各组小鼠的神经运动功能，在

评估完成后第2天处死所有小鼠，断头取脑，HE染色观察小鼠脑组织的病理损伤情况，甲苯胺蓝染色观察小鼠脑组织皮

质区神经元的存活情况，TUNEL染色观察小鼠脑组织皮质区细胞的凋亡情况。结果　与假手术组比较，模型组、外泌体

1组、外泌体2组小鼠水平网格测试中后肢掉落次数明显增多，爬杆实验评分明显增高(P<0.05)，而模型组、外泌体1组、

外泌体2组小鼠水平网格测试中后肢掉落次数及爬杆实验评分比较差异均无统计学意义(P>0.05)。与假手术组比较，模型

组、外泌体1组、外泌体2组小鼠脑组织均出现了明显的病理损伤，皮质区尼氏小体计数明显减少、细胞凋亡率明显增高

(P<0.05)；与模型组比较，外泌体1组、外泌体2组小鼠的脑组织病理损伤明显减轻，皮质区尼氏小体计数明显增多、细

胞凋亡率明显降低(P<0.05)；与外泌体1组比较，外泌体2组小鼠的脑组织病理损伤程度差异无统计学意义(P>0.05)，但皮

质区尼氏小体计数明显增多、细胞凋亡率明显降低(P<0.05)。结论　hUC-MSCs-Exos可一定程度改善HIBD小鼠的神经运

动功能，促进神经元修复，抑制细胞凋亡；经鼻腔给予hUC-MSCs-Exos在减少HIBD新生小鼠神经细胞凋亡方面的作用较

经腹腔给药明显，且给药方便快捷，利于临床推广应用。
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Healthy one-week-old SPF-grade BALB/c mice were randomly divided into 4 groups: sham operation group (n=6), model group (n=6), 

exosome group 1 (n=8), exosome group 2 (n=8). HIBD was induced using the Rice-Vannucci method. Exosome group 1 and Exosome 

group 2 were intraperitoneal injection/intranasal drip of phosphate buffer (PBS) 100 μl containing 10 μl exosomes within 24 h after 

successful modeling, respectively. Sham operation and model groups were intraperitoneal injection of PBS 100 μl. On the 7th day 

after the intervention, neuromotor function was assessed using the horizontal grid test and pole climbing test. On the 2nd day after the 

evaluation, all mice were killed and their brains were removed by decapitation. HE staining was used to observe the pathological injury 

of brain tissue, toluidine blue staining was used to observe the survival of neurons in cerebral cortex, and TUNEL staining was used to 

observe the apoptosis of cerebral cortex cells. Results　Compared with sham operation group, model group, exosome group 1 and 

exosome group 2 exhibited increased hind limb drops in horizontal grid test and climbing scores (P<0.05). No significant difference 

was found in model group, exosome group 1 and exosome group 2 in these measures (P<0.05). Significant pathology was observed in 

model group, exosome group 1 and exosome group 2 compared to sham operation group (P<0.05), with significantly reduced damage 

in exosome group 1 and exosome group 2 compared to model group (P<0.05). Compared with sham operation group, Nissl body 

count was lower in model group and exosome group 1 and exosome group 2, with a higher count in exosome group 2 compared to 

exosome group 1 (P<0.05). Compared with sham operation group, apoptotic cells were higher in model group and exosome group 1 

and exosome group 2, with a significant reduction in exosome group 1 and exosome group 2 compared to model group, and the lowest 

in exosome group 2 (P<0.05). Conclusions　hUC-MSCs-Exos can improve the neuronal motor function, promote neuron repair and 

inhibit apoptosis in HIBD mice. Intranasal administration of hUC-MSCs-Exos is more effective than intraperitoneal administration 

for reducing neuronal apoptosis in HIBP neonatal mice, offering a convenient and rapid method suitable for clinical application.

[Key words] hypoxic ischemic brain damage; exosomes of human umbilical cord mesenchymal stem cells; neuroprotection; 

nasal injection

新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑 病 (hypoxic-ischemic 
encephalopathy，HIE)是围生期窒息引起的部分或完

全缺氧、脑血流减少或暂停所导致的一种不可逆的

新生儿脑损伤[1]，也是一种导致高病死率及严重神

经系统后遗症的新生儿期疾病。国内外流行病学调

查显示，HIE 的发病率存在明显的地域差异，发达

国家及地区为 1‰~3‰，发展中国家及地区可高达

20‰，我国的发病率为 3‰~6‰[2]。HIE 是新生儿死

亡的三大病因之一，占全球新生儿死亡人数的

25%[3]，而我国HIE的死亡人数占新生儿死亡人数的

28.6%[4]。国外的一项多中心研究还发现，HIE 的病

死率可高达42%[5]，且存活下来的中、重度HIE患儿

中有近 50% 存在不同程度的智力、感觉、学习等障

碍，以及癫痫、脑瘫等重大残疾[6]，严重影响了患

儿的生活质量，并给家庭及社会带来了沉重的康复

压力和经济负担。然而，HIE 的发病机制复杂，目

前尚无有效的治疗措施。

近年来，随着细胞工程技术的发展，具有多向

分化与自我增殖潜能的间充质干细胞备受关注，尤

其是来源于人脐血的间充质干细胞(human umbilical 
cord mesenchymal stem cells，hUC-MSCs)，具有来源

丰富、成本低、易于采集及分离、无创伤、免疫原

性低及不涉及伦理问题等优点，且国内多地已建有

脐血干细胞库，保证了细胞移植的来源，但长期细

胞移植仍受到成本高、免疫排斥及致瘤等问题的困

扰[7-8]。目前多项研究表明，间充质干细胞主要通过

其释放的外泌体发挥作用[9-11]，外泌体在治疗中枢神

经系统疾病时可发挥抗炎、促进神经元生长[12-13]及

神经突触重塑[14-15]等作用。与干细胞比较，外泌体

易于保存，可避免细胞复苏、异常分化及致瘤等问

题的困扰[16]。目前研究认为，在HIE的发病机制中，

缺氧缺血导致的大量神经细胞凋亡是中枢神经系统

损伤或神经后遗症的主要原因[17]。然而，hUC-MSCs
来源的外泌体(hUC-MSCs-Exos)在HIE中的作用机制

目前尚不明确，且多种给药方式均存在一定的不足：

经静脉给药虽然方便快捷、创伤小，但实际进入脑

内的外泌体量较少；侧脑室给药或脑内定点给药虽

保证了进入脑内的外泌体量，但存在创伤大、不易

操作、难以推广等问题。本研究采用 Rice-Vannucci
改良法[18]建立新生小鼠缺氧缺血性脑损伤(hypoxic 
ischemic brain damage，HIBD)模型，模拟新生儿缺氧

缺血后出现的 HIE 脑内病理变化，并通过经腹腔及

鼻腔两种不同的给药方式探讨 hUC-MSCs-Exos 对新

生小鼠 HIBD 后神经行为学及脑组织损伤修复的影

响，旨在为临床治疗 HIE 寻找更加安全有效、方便

快捷且可行性强的治疗方式，从而减轻 HIE 患儿后

遗症的康复压力及家庭经济负担。

1　材料与方法

1.1　实验动物　1周龄SPF级BALB/c小鼠 28只，雌

雄不限，体重(4.5±0.6) g，购自成都达硕实验动物有

限公司 [实验动物生产许可证号：SYXK(川)2015-
030]。小鼠饲养在光/暗周期 12 h/12 h，温度(24±
2) ℃，相对湿度 37%~46%，自由摄食饮水的环境。
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定期打扫以保持环境干净、清洁、通风良好。本研究

获甘肃省人民医院动物伦理委员会审批(2022-007)，
动物饲养和实验操作符合国家和单位的相关规定。

1.2　主要试剂及仪器　hUC-MSCs、hUC-MSCs完全

培养基(武汉普诺赛生命科技有限公司)；胎牛血清

(江苏恩莫阿赛生物技术有限公司)；磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer saline，PBS；上海生工生物工程有

限公司)；苏木精-伊红染液(武汉塞维尔生物科技有

限公司)；中性树脂(上海白鲨生物科技有限公司)；
甲苯胺蓝(上海如吉生物科技发展有限公司)；4,6-二
脒基-2-苯基吲哚(4,6-diamidino-2-phenylindole，DAPI；
5 μg/ml)染色液(北京雷根生物有限公司)；TUNEL
试剂盒(瑞士 Roche 公司)；Western blotting 及免疫沉

淀(immunoprecipitation，IP)细胞裂解液、BCA 蛋白

浓度测定试剂盒(上海碧云天生物科技有限公司)；
Immobilon-PSQ PVDF 膜 ( 美国 Sigma-Aldrich 公司)；
PAGE 凝胶快速制备试剂盒(上海雅酶生物科技有限

公司)。超速离心机、透射电镜(日本 Hitachi 公司)；
转轮式切片机(德国徕卡公司)；JT-12S自动组织脱水

机(武汉俊杰电子有限公司)；BMJ-A 型包埋机(常州

郊区中威电子仪器厂)；RS36 型全自动染色机(常州

派斯杰医疗设备有限公司)；PHY-Ⅲ型病理组织漂烘

仪(常州市中威电子仪器有限公司)；数字切片扫描

仪(匈利亚3DHISTECH公司)。
1.3　hUC-MSCs-Exos的提取　

1.3.1　hUC-MSCs 的培养、鉴定　将装有 hUC-MSCs
的冻存管放入37 ℃水浴锅中，待冻存液融化，轻轻

吹打转移至 15 ml离心管中，加入冻存液 3倍体积的

新鲜培养基，37 ℃下 250×g 离心 5 min，吸弃上清，

加入新鲜培养基，转移至培养瓶中，置于37 ℃、5% 
CO2培养箱中孵育；待细胞生长融合达 80%~90% 时

取出 hUC-MSCs，PBS 洗 2 次，加入孵温的胰酶，轻

晃培养瓶，以使消化液完全浸润细胞；倒置显微镜

下观察细胞形态控制消化终止时间，以 1:3 传代培

养，传至第 4 代时收集细胞上清液，-80 ℃冻存

备用。

1.3.2　hUC-MSCs-Exos的提取与鉴定　将-80 ℃冻存

的细胞上清液于 37 ℃速溶，在 4 ℃下分次梯度

2000×g离心30 min；取上清液，10 000×g离心45 min，
去除较大的囊泡；取上清液，0.45 μm滤膜过滤，收

集过滤液，100 000×g 超速离心 70 min；去除上清，

用 10 ml 预冷的 1× PBS 重悬后，100 000×g 超速离心

70 min；去除上清，用100 μl预冷的1× PBS重悬后用

于后续实验。其中20 μl用于电镜观察，10 μl用于蛋

白浓度检测，10 μl用于粒径分析，50 μl用于蛋白表

达检测，剩余外泌体于-80 ℃保存备用。采用透射

电子显微镜观察外泌体形态和结构，BCA 蛋白定量

法检测外泌体蛋白浓度，纳米粒子跟踪分析器进行

粒径分析，Western blotting检测外泌体表面标记蛋白

TSG101的表达情况。

1.4　实验动物的分组、造模及干预　采用随机数字

表法将 28只小鼠分为假手术组(n=6)、模型组(n=6)、
外泌体 1 组(经腹腔注射外泌体，n=8)及外泌体 2 组

(经鼻腔滴入外泌体，n=8)。假手术组只分离左颈总

动脉，不作结扎、缺氧等处理，其余各组采用Rice-
Vannucci法[18]制备HIBD小鼠模型，小鼠出现行走平

衡能力失常、翻转身体困难等缺氧缺血表现视为造

模成功。外泌体1组、外泌体2组小鼠分别于造模成

功后 24 h内经腹腔注射或鼻腔滴入混有 10 μl外泌体

的100 μl PBS，假手术组及模型组小鼠分别经腹腔注

射100 μl PBS。干预后7 d进行神经行为学评估(1 d内

完成)，在评估完成后第 2 天处死小鼠，断头取脑，

脑组织以4%甲醛溶液固定，石蜡包埋，经冷冻切片

机进行连续冠状切片，厚度 5 μm，行 HE 染色、甲

苯胺蓝染色、TUNEL染色。

1.5　神经行为学评估　

1.5.1　水平网格测试评估小鼠四肢抓握能力　采用

文献[19]的方法，将小鼠置于100 cm×38 cm大小的悬

挂网格状区域(网格开口 2 cm×2 cm)自由爬行，记录

并评估小鼠通过网格时后肢摔倒(即四肢无法抓住网

线掉入网孔中)的次数，每只小鼠连续测试 3次，每

次间隔30 min，取平均值作为最终测试结果。

1.5.2　爬杆实验评估小鼠肢体运动协调能力　采用

文献[20]的方法，将小鼠置于固定在木杆(长 50 cm，

直径1 cm)顶的软木球(直径25 cm)上，分别记录其从

软木球上下来所需要的时间、爬完杆上半部所需要

的时间、爬完杆下半部所需要的时间。评分标准：

3 s 内完成上述某一动作计 1 分；6 s 内完成计 2 分；

超过 6 s完成计 3分；记录每只小鼠完成上述所有动

作的总得分。

1.6　HE 染色　脑组织切片脱蜡至水，常规 HE 染

色，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树脂封片，

光学显微镜下观察。采用数字切片扫描仪进行图像

采集，每张切片先于 40倍放大倍数下观察全部组织

及大体病变情况，再对选定区域在100倍和400倍放

大倍数下观察具体病变。

1.7　甲苯胺蓝染色　取固定好的脑组织切片脱蜡至

水；将其放入预热至 50 ℃的 1% 甲苯胺蓝溶液中，

56 ℃恒温染色 20 min；用蒸馏水清洗，70% 乙醇浸

泡；95% 乙醇分化；无水乙醇快速脱水；二甲苯透

明、中性树脂封片。采用数字切片扫描仪进行图像

采集，每张切片采集 3 张 400 倍图片进行尼氏小体

计数。

1.8　TUNEL染色检测细胞凋亡情况　取固定好的脑
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组织切片脱蜡至水，纯化水浸泡5 min；柠檬酸微波

修复8 min，PBS清洗3次；荧光TUNEL孵育液37 ℃
孵育1 h，PBS洗3次；DAPI染核15 min，明胶封片。

采用数字切片扫描仪进行图像采集，并对正常细胞

和凋亡细胞进行计数，计算细胞凋亡率。细胞凋亡

率(% ) =凋亡细胞数/(正常细胞数+凋亡细胞数) ×
100%。

1.9　统计学处理　采用 SPSS 22.0 软件进行统计分

析。计量资料均符合正态分布，以x±s表示，多组间

比较采用单因素方差分析，方差齐时，进一步两两

比较采用LSD-t检验，方差不齐时，进一步两两比较

采用 Tamhane's T2检验。计数资料以例(%)表示，组

间比较采用 χ2检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　hUC-MSCs-Exos 的鉴定　透射电子显微镜下可

观察到数个形态完整、大小均一、类圆形的微囊泡

小 体 ( 图 1A)， 其 平 均 直 径 为 123.8 nm( 图 1B)。
Western blotting 检测结果显示，hUC-MSCs-Exos 特异

性标志物TSG101表达阳性(图1C)。

2.2　各组小鼠神经行为学评估结果　与假手术组比

较，模型组、外泌体1组、外泌体2组小鼠的水平网

格测试中后肢掉落次数及爬杆实验评分均明显增高

(P<0.05)；模型组、外泌体 1 组、外泌体 2 组小鼠水

平网格测试中后肢掉落次数及爬杆实验评分比较差

异均无统计学意义(P>0.05，表1)。

2.3　hUC-MSCs-Exos 对小鼠脑组织病理损伤的影

响　HE染色显示，假手术组小鼠脑组织软脑膜结构

完整，由一层薄层的结缔组织构成，内含丰富的血

管，未见明显炎性渗出；皮质区神经元细胞形态正

常，未见明显细胞变性坏死、炎性细胞浸润或胶质

细胞增生。模型组脑组织皮质区可见炎性细胞浸润

和胶质细胞增生，神经元细胞呈片状坏死、变性，

细胞质淡染，胞质胞核边界不清，胞核裂解，伴局

部出血及血管扩张等病理改变。外泌体 1 组小鼠脑

组织皮质区神经元片状坏死明显减少，部分可见神

经元空泡变性及较多胶质细胞增生；外泌体 2 组小

鼠脑组织皮质区未见神经元片状坏死，可见不同程

度神经元变性及少量胶质细胞增生(图2)。
2.4　各组小鼠脑组织皮质区尼氏小体计数及细胞凋

亡率比较　甲苯胺蓝染色显示，与假手术组比较，

模型组、外泌体1组、外泌体2组小鼠脑组织皮质区

神经元尼氏小体计数明显减少(P<0.05)；与模型组比

较，外泌体1组、外泌体2组脑组织皮质区神经元尼

氏小体计数明显增多(P<0.05)；与外泌体 1 组比较，

外泌体 2 组脑组织皮质区神经元尼氏小体计数明显

增多(P<0.05，图 3、表 2)。TUNEL 染色显示，与假

手术组比较，模型组、外泌体1组、外泌体2组小鼠

脑组织皮质区细胞凋亡率明显升高(P<0.05)；与模型

组比较，外泌体1组、外泌体2组小鼠脑组织皮质区

细胞凋亡率明显降低(P<0.05)；与外泌体 1 组比较，

外泌体 2 组小鼠脑组织皮质区细胞凋亡率明显降低

(P<0.05，表2)。

3　讨　　论

HIE 是一种因围生期全身性低氧血症、脑血流

hUC-MSCs-Exos. 人脐血间充质干细胞来源外泌体；A. 透射电子显微镜下观察hUC-MSCs-Exos形态；B. hUC-MSCs-Exos粒径分析(纳米

粒子跟踪分析器)；C. Western blotting检测hUC-MSCs-Exos表面标记蛋白TSG101的表达

图1　hUC-MSCs-Exos的鉴定

Fig.1　Verified result of hUC-MSCs-Exos

表1　各组小鼠神经行为学评估结果比较(x±s)
Tab. 1　 Comparison of neurobehavioral scores of mice in each 
group (x±s)

组别

假手术组(n=6)

模型组(n=6)

外泌体1组(n=8)

外泌体2组(n=8)

F

P

水平网格测试中后肢
掉落次数(次)

0.67±0.82

5.83±1.17(1)

5.10±1.76(1)

5.05±1.04(1)

38.563

<0.001

爬杆实验评分
(分)

1.50±1.23

7.67±1.03(1)

6.13±1.30(1)

6.08±1.19(1)

29.987

<0.001

与假手术组比较，(1)P<0.05
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低灌注引起脑缺氧缺血，且对新生儿脑细胞造成损

害的神经系统疾病，是造成新生儿死亡和儿童永久

性神经功能障碍如发育迟缓、智力障碍或脑瘫等的

重要原因。HIE 的发病机制尚不明确，且目前临床

上采用的治疗措施如亚低温、高压氧、红细胞生成

素、神经保护等[21-22]效果并不理想，故探索 HIE 的

有效治疗方法仍然是围生期及新生儿医学的巨大挑

战。随着近些年细胞工程的发展，间充质干细胞越

来越受到关注。有研究发现，间充质干细胞主要通

过旁分泌产生的细胞外囊泡即外泌体发挥其生物学

功能[9-10]。外泌体作为细胞间信息交流的重要工具，

参与多个信号通路的调节，可对受损组织发挥保护

作用，目前的研究证实其对创伤性脑损伤、脊髓损

伤、阿尔茨海默病、特发性帕金森病、癫痫等神经

系统疾病均具有良好的组织修复作用[23-24]。有研究

发现，外泌体对新生儿 HIE 脑损伤也有一定的修复

及保护作用，尤其是来源更广的 hUC-MSCs-Exos 更
受研究者的青睐，且不同给药方式与其修复效果密

切相关[25]。目前采用的给药方式有侧脑室或脑实质

内定向注射、静脉注射、腹腔注射，以及近几年探

索的鼻腔滴入等。但脑内注射操作难度系数高，静

脉注射易穿孔形成血肿或外渗。与前面几种方式比

较，腹腔注射及鼻腔滴入较易操作，为此，本研究

比较了腹腔注射及鼻腔滴入两种途径给予 hUC-
MSCs-Exos对HIBD的修复效果。水平网格测试和爬

杆实验结果表明，采用两种给药方式的小鼠无论在

四肢抓握还是运动协调方面均有一定程度的恢复，

但与模型组相比差异无统计学意义，且两种给药方

hUC-MSCs-Exos. 人脐血间充质干细胞来源外泌体

图3　hUC-MSCs-Exos对小鼠脑组织皮质区尼氏小体的影响(甲苯胺蓝染色 ×400)
Fig.3　Effect of hUC-MSCs-Exos on Nissl bodies in cerebral cortex of mouse brain tissues (toluidine blue staining ×400)

hUC-MSCs-Exos. 人脐血间充质干细胞来源外泌体

图2　hUC-MSCs-Exos对小鼠脑组织病理损伤的影响(HE染色)
Fig.2　Effects of hUC-MSCs-Exos on mouse brain histopathological damage (HE staining)

表2　各组小鼠脑组织皮质区尼氏小体计数及细胞凋亡率

比较(x±s)
Tab. 2　 Comparison of Nissl body count and percentage of 
apoptosis in cerebral cortex of mouse brain tissues in each group 
(x±s)

组别

假手术组(n=6)

模型组(n=6)

外泌体1组(n=8)

外泌体2组(n=8)

F

P

尼氏小体计数(个/
400倍视野)

80.06±9.32

3.00±0.76(1)

18.71±4.14(1)(2)

41.59±7.58(1)(2)(3)

173.420

<0.001

细胞凋亡率(%)

0.66±0.91

31.45±5.32(1)

15.34±4.03(1)(2)

7.12±1.64(1)(2)(3)

94.287

<0.001

与假手术组比较，(1)P<0.05；与模型组比较，(2)P<0.05；与

外泌体1组比较，(3)P<0.05
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式间差异亦无统计学意义，可能与本次实验样本量

小、给药次数不足及观察时间窗较短等有关，计划

在后续实验中增加样本量、给药次数，并调整观察

时间窗进一步研究。

HIE的病理基础是缺氧缺血导致的脑细胞水肿、

坏死、出血，最易受损伤的区域为大脑深部灰质，

其中足月儿多见于侧丘脑、苍白球、壳核后部、海

马、脑干及感觉运动皮质区，而胎龄<36 周的早产

儿多发生在丘脑和脑干[26]。本研究中，模型组小鼠

脑组织在光镜下可见片状坏死，胶质细胞增生，神

经元变性坏死，细胞排列紊乱、结构不清、胞体肿

胀、胞膜崩解，胞质外渗，胞核碎裂溶解，出血及

血管扩张充血，与新生儿 HIE 的病理改变一致，提

示造模基本成功。与模型组比较，外泌体组小鼠脑

组织病理改变程度明显减轻，证实外泌体对HIBD具

有确切的脑保护作用，与Luo等[27]及Xu等[28]的研究

结果相符。肖升平等[29]的研究显示，间充质干细胞

可通过血脑屏障定植于脑内；而官晓清等[30]及杨汉

华等[31]报道，经腹腔注射及经鼻滴入间充质干细胞

均对HIE所致的脑损伤具有保护作用。本研究发现，

经两种方式给予hUC-MSCs-Exos对HIBD小鼠的脑损

伤均具有明显的修复作用，与上述研究相符。此外，

本研究还发现，外泌体 2 组小鼠脑组织病理改变程

度较外泌体1组减轻，提示hUC-MSCs-Exos经鼻腔给

药的脑保护作用明显优于腹腔注射，这可能与腹腔

注射外泌体经腹膜进入血液循环后被代谢，从而使

通过血脑屏障进入脑内的外泌体量减少有关。

神经细胞凋亡性损伤是新生儿缺氧缺血导致后

期神经行为和(或)功能性障碍的根本原因，而充足

的神经元是维持正常神经系统功能的重要前提。众

多关于 HIE 发病机制的研究认为，氧化应激、免疫

炎症反应、细胞凋亡等均参与了 HIE 的发病[17,32-34]，

而关于间充质干细胞对HIE脑保护作用的研究发现，

外泌体是其发挥作用的核心，可参与调控神经元凋

亡，并减轻HIBD的脑损害[9-10,27-28]。尼氏小体可代表

神经元功能的状态，细胞凋亡率则反映了神经元的

受损程度。本研究中，外泌体组皮质区神经元尼氏

小体计数较模型组明显增多，细胞凋亡率明显下降，

表明 hUC-MSCs-Exos 可通过维持受损神经组织周围

的神经元数量、减少神经元凋亡来减轻 HIE 对神经

系统的损伤程度，与Li等[12]及Luo等[27]的研究一致。

同时，本研究甲苯胺蓝染色及TUNEL染色结果也表

明经鼻腔给予外泌体对HIBD的脑保护作用优于腹腔

注射。

综上所述，本研究结果显示，hUC-MSCs-Exos
对 HIBD 小鼠脑损伤具有明显的修复及神经保护作

用，且经鼻腔给药对HIBD小鼠神经细胞凋亡的改善

效果更明显，为未来临床上使用 hUC-MSCs-Exos 无
创且高效治疗 HIE 奠定了一定的理论基础。但本研

究仍存在一定的局限性，如未对治疗时间窗的选择

进行研究，这也将是未来研究的方向和重点。
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