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!摘要" 目的! 应用免疫磁珠筛选方法从人脐带华通胶间充质基质细胞中特异性地分选多系分化持续应激细胞

"

439/)9)*C+@CR?)DDC.C*/)+/)*@ L/.CLL C*?3.)*@

#

P3LC

$% 并探讨
P3LC

细胞移植治疗大鼠亚急性脊髓损伤的安全性和有效

性&方法!将捐赠的脐带华通胶剥离剪碎'胶原酶
S

胰酶消化'密度梯度离心获得足量间充质基质细胞%应用免疫磁珠特

异性筛选
AAF5&T

的
P3LC

细胞%并使用流式细胞仪及细胞免疫组织化学方法鉴定& 体内实验!使用
:UVR!

代大鼠脊

髓损伤打击仪建立垂直打击脊髓损伤模型%分为
5

组"假手术组$'

W

组"对照组$'

'

组"

:0*RP3LC

细胞移植组$和
X

组

"

P3LC

细胞移植组$&

5

组大鼠接受标准化的椎板切除手术%但不进行脊髓打击(

W

'

'

'

X

组大鼠均接受标准化的脊髓打

击损伤%

7Q @

撞击杆于
7!O< 44

高度自由落下& 脊髓损伤造模后
!

周进行细胞移植%

5

组大鼠仅打开伤口不接受移植

操作%

W

'

'

'

X

组大鼠分别接受
YWA

注射'

:0*RP3LC

细胞移植 '

P3LC

细胞移植 %每只大鼠脊髓接受四点注射法 %共

%Z7Q

<个细胞& 自脊髓损伤造模术后
7 ?

及
7

'

!

'

&

'

%

'

<

'

[

周分别进行大鼠
WWW

运动功能评分%造模术后
[

周)即细胞

移植后
%

周$处死动物%用免疫荧光染色研究大鼠脊髓内移植细胞存活'迁移和分化情况& 结果!流式细胞仪显示脐带

间充质基质细胞
'X7Q<T

'

'X$QT

和
'X=&T

的百分比均达到
$$6<\

以上%且
'X%<

'

'X7%

表达均低于
EO<\

%而
AAF5&

阳

性率仅有
7O%[\

&

P5'A

特异性筛选后的细胞群有
$!OE\

同时表达
AAF5&

和
'X7E<

%且免疫组织化学显示
AAF5&

呈典

型的膜染色'形态特别&动物实验!

5

组动物在各个时间点的
WWW

评分均为
!7

&单因素方差分析及
]AX

检验
WWW

评分

情况! 细胞移植后
[

周%

'

'

X

组与
W

组比较差异均有统计学意义 "

!^Q6QQ%

%

Q6QQ!

$%

'

组和
X

组比较差异无统计学意

义& 进一步组内配对
"

检验表明%

'

组第
%

周与第
&

周比较差异有统计学意义"

!^Q6QQ<

$(

X

组第
%

周与第
&

周比较差

异有统计学意义"

!^Q6Q7[

$%且第
[

周与第
<

周比较差异有统计学意义"

!^Q6Q&%

$%说明大鼠运动功能持续改善& 脊髓

免疫组织化学染色显示%

P3LC

细胞和
:0*RP3LC

细胞均由注射点向损伤区迁移% 但
P3LC

细胞存活数量明显多于

:0*RP3LC

细胞%且在损伤区均匀分布& 结论!特异性免疫磁珠筛选是获得高纯度
P3LC

细胞的良好高效的方法%

P3LC

细胞可在大鼠损伤脊髓内大量存活
%

周并向损伤区迁移% 且能持续改善大鼠运动功能%

P3LC

细胞有望成为治疗脊髓

损伤的一种新的种子细胞&

!关键词" 脐带( 细胞培养技术( 细胞移植( 脊髓损伤
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$

ab )443*04+@*C/)B aC+?

LB.CC*)*@ D.04 c(+./0*

)

L HC99b 4CLC*B(b4+9 L/.04+9 BC99L

"

c,R PA'L

$&

+*? CG190.C /.+*L19+*/+/)0* 0D P3LC BC99 D0. L+DC/b +*?

CDDCB/)KC*LCLL 0D L3a +B3/C B0.? )*H3.b )* .+/L6 72)9-4/

!

X0*+/C? c(+./0*

)

L ,C99b 4CLC*B(b4+9 L/.04+9 BC99L

"

c,RPA'L

$

dC.C L3BBCLLD399b ?C.)KC? D.04 + (34+* 34a)9)B+9 B0.? ab + LC.)CL 0D 1.0BC?3.CL *+4C9b 1(bL)B+9 )L09+/)0* 0D c(+./0*

)

L ,C99b

D.04 B0.? 4C4a.+*C

&

B099+@C*+LC +*? /.b1L)* /.C+/4C*/ +*? ?C*L)/b @.+?)C*/ BC*/.)D3@+/)0*6 P+@*C/)B +B/)K+/C? BC99 L0./)*@ d+L

1C.D0.4C? /0 L1CB)D)B+99b LC9CB/ AAF5&T P3LC BC99L

&

+*? D90d Bb/04C/.b +*? )443*0Bb/0B(C4)L/.b dC.C 3LC? /0 )?C*/)Db D3./(C.6

e* K)K0

&

L1)*+9 B0.? B0*/3L)0* )*H3.b 40?C9 )* .+/L d+L )*?3BC? ab :UVR! )41+B/0.

&

+*? dC.C .+*?049b ?)K)?C? +*? Cf3+99b

)*/0 D03. @.031L

&

*+4C9b @.031 5

"

L(+4

$&

@.031 W

"

B0*/.09

$&

@.031 '

"

:0*RP3LC BC99L /.+*L19+*/+/)0*

$

+*? @.031 X
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多系分化持续应激细胞!

439/)9)*;+<; =)>>;.;*/)?

+/)*< @/.;@@ ;*=3.)*<

"

A3@;

# 是一种特殊的成体多潜

能干细胞 $

7

%

&

BBC5D& E 'F7"G

双阳性是其细胞标志

物 &

A3@;

细胞是间充质基质细胞 '

4;@;*H(I4+9

@/.04+9 H;99@

"

AB'@

( 的
7

个亚群" 约占
"6"7JK&J

&

A3@;

细胞可以自我更新"体外实验可以自发向内胚

层)中胚层和外胚层三系细胞分化$

!

%

*体内实验证实

静脉注射移植的
A3@;

干细胞可以自主归巢)迁移至

机体损伤组织处" 并根据局部损伤细胞种类和微环

境定向分化为组织修复细胞而整合入组织中 $

7

"

&

%

&

A3@;

细胞已经在多种动物疾病中证实是安全有效

的$

7

"

%DL

%

&目前关于
A3@;

细胞的文献报道较少&所以"

A3@;

细胞作为一种新发现的)初步被证实具有组织

修复功能的理想种子细胞"有待于进一步深入研究&

本研究首次从人脐带华通胶+

M(+./0*

,

@ N;99I

"

M,

(中

分离)培养)免疫磁珠筛选
A3@;

细胞"并初步验证其

移植治疗大鼠亚急性脊髓损伤 !

@1)*+9 H0.= )*N3.I

"

B'O

(的安全性和有效性"为干细胞移植治疗脊髓损

伤神经修复提供新思路&

!

材料与方法

!" !

实验材料)动物及分组

健康孕妇签署知情同意书后自愿捐赠脐带"用

于分离 )培养脐带华通胶间充质基质细胞 !

M,D

AB'@

(&

!P

只
BQR

级!

SSTS

(

=

雄性
BF

大鼠"体重

!""K!G" <

"随机分为
%

组"分别为
5

组!假手术组"

B(+4

("

U

组!对照组"

B'OVQUB

注射组("

'

组!

B'OV

:0*DA3@;

细胞移植组("

F

组 !

B'OVA3@;

细胞移植

组("每组
G

只&

!" #

主要仪器与试剂

:WXD!

代脊髓损伤打击仪 !硬件型号
ADOO?

O"%!

"配套软件
O41+H/0. 76&!6L

"美国罗格斯大学生

产("荧光显微镜!

Y;)@@ 5Z)0[;./ !PP A

("相差显微镜

!

Y;)@@ 5Z)0 -\@;.[;. 57

(" 激光共聚焦显微镜!

Y;)@@

]BAG7P

("

'-

!

孵育箱 !

^'P&PPP2D$D5U'

"

_;*=.0

]+\0.+/0.I

(" 流式细胞仪 !

A5'B`3+*/ 5*+9Ia;. 7P

"

A)9/;*I) U)0/;H

("小型免疫磁珠分选器!

7&PDP%!D7P!

"

A)9/;*I) U)0/;H

("

AB

免疫磁珠分选柱子!

7&PP%!!P7

"

A)9/;*I) U)0/;H

(" 冷冻切片机 !

b+Hc;. U.)<(/ -2R

GPPP ]B%

"美国(& 实验所用抗体-大鼠抗人
BBC5&

!

A57 DP!P

"

2(;.40 R)@(;.

("

O<A"

同 型 对 照 抗 体

!

GGP&%!

"

UF Q(+.4)*<;*

(" 兔抗人
'F7PG

!

Q5G D

7!G77

"

2(;.40 R)@(;.

"用于免疫组织化学("二抗山

羊抗大鼠
RO2'D%dd

!

77!P$GPSG

"

,+Hc@0* O443*0^;?

@;+.H(

(" 二抗山羊抗兔
59;Z+ R930. GGG

!

+\7GPPdL

"

5\H+4

(" 抗大鼠
_+11+

磁珠 !

7&PP%S%P7

"

A)9/;*I)

U)0/;H

("

B/;4 7P7

!

W%P%PP

"

2+c+.+ U)0

"

O*H6

("

b0;H(@/

&&&%!

!

L!!%$

"

2(;.40 R)@(;.

(& 用于流式细胞仪的抗

体均购于美国
A)9/;*I) U)0/;H

公司 -

'F7PG 5Q'

!

7&PP$%$!L

("

'FS& QC 8)0SSP

!

7&P7P%7$!

("

'F$P

5Q'

!

7&PP$G%P!

("

'F%G 8)0U93;

!

7&PP$!ddP

("

'F7%

!

7&PP$dPSP

("同时购买对应的同型对照抗体&其他-

#

型胶原酶!

7S7PPDP7S

"

e)\H0

("胰蛋白酶!

7GP$P

"

e)\H0

(&

!" $

实验方法

!" $" !

脐带
M,DAB'@

分离)培养)鉴定 参考已有

研究$

S

%中人脐带华通胶间充质基质细胞!
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(
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"

#P < /.)1 .0= f+@ >.;;9I >+99)*< =0f* >.04 #!6G 446 2f0 f;;c@ 9+/;.

"

<.031 U
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F f;.; .;H;)[;= QUB )*N;H/)0*

"
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>03. 10)*/ )*N;H/)0*

f;.; 1;.>0.4;= )* ;+H( H0.= f)/( /0/+99I %g7P

G

H;99@6 UUU @H0.;@ f;.; ;[+93+/;= 0* 7 =+I

"

7

"

!

"

&

"

%

"

G +*= L f;;c +>/;. )*N3.I6

R03. f;;c@ +>/;. H;99 /.+*@19+*/+/)0*

"

/(; .+/@ f;.; @+H.)>)H;=

"

+*= )443*0()@/0H(;4)@/.I f;.; H+..);= 03/ /0 0\@;.[; @3.[)[+9

"

4)<.+/)0* +*= =)>>;.;*/)+/)0* 0> /(; )*N;H/;= H;99@6 %&'()*

-

2(; ;Z1.;@@)0* 0> 'F7PG

"

'F$P +*= 'FS& f;.; 0[;. $$6GJ )* /(;

=;.)[;= M,DAB'@ 10139+/)0*

"

\3/ 'F%G +*= 'F7% f;.; 90f;. /(+* P6GJ

"

10@)/)[; .+/; 0> BBC5&V f+@ 76%LJ 3*=;. >90f HI?

/04;/;.

"

b0f;[;.

"

+>/;. A5'B @0./)*<

"

/(; 1;.H;*/+<; 0> $!6PJ A3@; H;99@ ;Z1.;@@;= BBC5& +*= 'F7PG

"

+*= )443*0()@/0?

H(;4)@/.I .;@39/@ 0> BBC5& @(0f;= /I1)H+99I 4;4\.+*; 40.1(090<I f)/( @1;H)+9 1.0H;@@;@6 O* [)[0

"

UUU @H0.;@ f+@ !7 )* <.031

5 +/ =)>>;.;*/ /)4; 10)*/@6 -*; f+I 5:-85 +*= ]BF +*+9I@)@ @(0f;= /(+/ UUU @H0.;@ )* <.031 ' +*= F f;.; @)<*)>)H+*/9I

()<(;. /(+* /(+/ )* <.031 U

!

!hP6PP%

"

P6PP!

("

\3/ /(;.; f+@ *0 @)<*)>)H+*/9I =)>>;.;*H; \;/f;;* <.031 ' +*= F6 R3./(;. )*/.+
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!

!hP6PPG

(

6 b0f;[?

;.

"

)* <.031 F

"

UUU @H0.;@ f;.; @)<*)>)H+*/9I ()<(;. +/ % +*= L f;;c /(+* /(0@; +/ & +*= G f;;c@

"

! [+93;@ f;.; P6PPG +*=
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H;99@ )* /(; H0.=6 +,-.)('/,-

-

O443*04+<*;/)H \;+= @H.;;*)*< )@ ;>>)H);*/ /0 @;9;H/ 9+.<; *34\;. 0> 13.)>);= BBC5&V A3@;

H;99@6 A3@; H;99@ H039= @3.[)[; +*= /+.<;/ 4)<.+/; )* )*N3.;= H0.= /0 )41.0[; UUU @H0.;@ H0*/)*303@9I6 A3@; H;99@ +.; + *0[;9

c)*= 0> @;;= H;99@ )* /(; @1)*+9 H0.= )*N3.I /.;+/4;*/6

01234%56 X4\)9)H+9 H0.=
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提取方法!去除脐带
!

根动脉和
7

根静脉后!将华通

胶从脐带外膜刮下!用剪刀剪碎华通胶间充质组织!

!

型胶原酶消化过夜" 第
!

天!离心废弃上清液后!

再加入胰蛋白酶!进一步消化分离细胞后!过滤去除

较大组织块获得细胞悬液! 进一步密度梯度离心方

法去除悬液中的红细胞! 置于
7" ;4

培养皿中贴壁

培养!原代细胞标记为
< "

" 每
& =

换培养液
7

次!保

持培养皿静置
!>&

周" 当细胞融合率达到
?"@

时进

行细胞传代! 流式细胞术对第
&

代细胞 #即
A,B

CD'E < !

$细胞表面标志物进行鉴定% 依据国际细胞

治疗协会 &

F*/G.*+/)0*+9 D0;)G/H I0. 'G9939+. 2(G.+1H

!

FD'2

$制定的标准 '

?

(评估
A,BCD'E <!

细胞纯度及

DDJ5&K

细胞百分比%

!" #" $

免疫磁珠特异性筛选
DDJ5&KC3EG

细胞

采用免疫磁珠筛选 #

4+L*G/); +;/)M+/G= ;G99 E0./)*L

!

C5'D

$方法从
A,BCD'E <!

中分选
DDJ5&K

的
C3EG

细胞)收集含有不超过
NO7P

N个细胞的
!"" "9

悬液!

按
7Q!P

体积比加入
DDJ5&

抗体!

% R

冰箱孵育
7 (

*

之后按照
!P "9

抗大鼠
S+11+

磁珠对应
?P "9

细胞

悬液比例!

% R

冰箱孵育
7T 4)*

!

C5'D

缓冲液清洗

!

次后制备
7 49

细胞悬液备用" 将
C5'D

缓冲液湿

润后的
CD

分选柱子放入分选器中! 加入制备好的

细胞悬液!

DDJ5&

阳性的细胞&

C3EG

$会通过物理磁

场力吸附在分选柱子中 !

DDJ5&

阴性细胞 &

:0*B

C3EG

$会直接流出分选柱子" 收集柱子内的细胞!流

式细胞术检测
DDJ5&

以评估
C5'D

分选效果"

!" #" #

大鼠
2

77

脊髓节段
D'F

打击模型制备及

C3EG

细胞移植 根据
U03*L

'

$

(建立的大鼠
2

77

脊髓

节段打击模型标准化制备方法!

V

+

'

+

W

组大鼠脊髓

均接受打击损伤!对假手术组大鼠仅打开椎板!不进

行打击%

!6TX

异氟烷气体面罩麻醉大鼠!消毒后依次

切开皮肤+分离椎旁肌肉!依次咬除
2

7P

棘突+椎板和

2

$

棘突+远端
7 Y !

椎板!修整骨窗近长方形%

7P L

打

击杆于
7!6T 44

高处自由落下! 打击所暴露的脊髓

中部 #即
2

77

脊髓节段$% 术后予皮下注射头孢唑啉

#

TP 4L Y ZL

$

7

周!每日上午给大鼠挤尿
7

次至其逐渐

恢复自主排尿% 以脊髓损伤造模时间点为基准!

!

周

后再次打开伤口进行局部注射移植% 将
C5'D

筛选

的
C3EG

细胞或
*0*BC3EG

细胞悬液!调整细胞浓度

为
7[7P

T

Y"9

% 在损伤区外围的远端左侧+远端右侧+

近端左侧和近端右侧
%

个点分别注射! 注射方式为

P6% "9 ! 4)* P6% "9 ! 4)* P6! "9 ! 4)*

!

N 4)*

共移植

%[7P

T个细胞%

!" %

观察指标与方法

!" %" !

评估大鼠运动功能情况 采用
VVV

#

V+EE0

VG+//)G V.GE*+(+*

$评分法评估大鼠运动功能情

况'

7P

(

% 在脊髓损伤造模后
7 =

及
7

+

!

+

&

+

%

+

T

+

N

周时!

由
!

位实验员同时评价
7

只大鼠运动功能!

!

位实

验员不知道大鼠分组情况#盲法$!意见不一致时倾

向于评分较低者%

VVV

评分时保持环境安静!每只大

鼠
% 4)*

%

!" %" $

脊髓标本免疫荧光染色 脊髓损伤后
N

周

#即细胞移植后
%

周$

7PX

水合氯醛过量麻醉大鼠!

%X <\5

灌注后取出受损脊髓节段并置于
%X <\5

中!

% R

冰箱放置
? (

进行后固定! 蔗糖梯度脱水!

-'2

包埋剂中
B?P R

冷冻% 使用冷冻切片机冠状位

切
!P "4

厚度组织切片 %

TX

山羊血清室温封闭

&P 4)*

!加入小鼠抗人
D/G4 7P7

#

7QTPP

$一抗!

% R

冰

箱过夜 % 二抗使用山羊抗小鼠
59G]+ \930. TTT

;0*^3L+/G= =HG

#

7QTPP

!

2(G.40 \)E(G. 5 !7%!!

$室温下

避光孵育
&P 4)*

% 使用
_0G;(E/ &&&%!

#

7Q7 PPP

$染细

胞核% 观察移植细胞的存活+迁移和分化情况%

!" &

统计学处理

使用
`.+1(<+= <.)E4 a6P%

做图%使用
FVC D<DD

!&

分析数据! 定量数据采用均数
b

标准差 #!

!

!"

$表

示!应用单因素方差分析和
cDW

检验分析脊髓损伤

造模打击时脊髓压缩量+ 打击杆头接触脊髓表面时

的速度和大鼠
VVV

运动功能评分! 使用配对
#

检验

对组内
VVV

评分变化进行分析% 以
$dP6PT

为差异

有统计学意义%

$

结果

$" ! A,BCD'E

培养+鉴定及
DDJ5&

表达情况

光学显微镜显示
A,BCD'E

形态均匀!呈梭形或

纺锤形#图
#+

$% 流式细胞仪观察结果显示细胞标志

物表达情况)

'W#PTK

+

'W$PK

+

'Wa&K

+

'W#%B

+

'W%TB

细胞纯度达到
$$6TX

! 完全符合
FD'2

标准* 此时

C3EG

细胞百分比仅为
#6%NX

#图
#

$%

$" $

流式细胞术和免疫组织化学染色鉴定
C5'D

筛选后的
C3EG

细胞

免疫磁珠筛选术#

C5'D

$后将收集的
CD

分选

柱子里的细胞立即进行
DDJ5&

染色!流式细胞仪检

测显示
$#6$?X

细胞为
DDJ5&K Y 'W#PTK

双阳性!剩

余
a6?%X

是细胞碎片! 说明经过
C5'D

筛选后可以

获得高纯度的
C3EG

细胞% 将筛选后的
C3EG

细胞铺

片于
!%

孔板盖玻片!培养
! =

后
%X<\5

固定!免疫

组织化学染色显示细胞呈
DDJ5&K Y 'W#PTK

双阳性

#图
!

$%

$" #

大鼠脊髓损伤造模手术和细胞移植手术

D'F

手术顺利 !手术骨窗呈长方形 !长 #

N6%e

P6?

$

44

!宽#

&6!eP67

$

44

%术中打击软件实时监测整

个打击过程#图
&

$!打击杆质量为
7P L

% 单因素方差

分析和
cDW

组间分析表明打击时脊髓压缩量和打

f

&!$

" "
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图
!

脐带华通胶间充质基质细胞培养和

;<'2

标准鉴定!

=#>>

"

!"# ?,@A<'B C !

细

胞贴壁生长!

=7>>

"

!$

!

!%#

流式细胞术选择

单个细胞群体作为靶细胞
!&#

碘化丙啶阴

性率是
$D6&DE !'

!

!(# 'F7>D

#

'F$>

#

'FG&

阳性率均达到
$$6DE

以上
!)

!

!*# 'F%D

#

'F7%

阴性表达$

<<H5&

阳性细胞仅占
76%IE

+,)#! ;B09+/)0*

$

J39/3.)*K +*L )LM*/)N)J+/)0*

0N ?(+./0*

%

B ,M99O PAMBM*J(O4+9 B/.04+9

JM99B

!

Q7""

"

!"# ?,PA<'B C ! JM99 +L(M.R

M*JM +*L K.0S/(

!

=7""

"

!$

!

!%# <)*K9M JM99B

SM.M K+/ML 10139+/)0* )* N90S JO/0J(M4)B/.O

!&# :MK+/)TM .+/M 0N 1.01)L)34 )0L)LM S+B $D6&DE !'

!

!(# C0B)/)TM MU1.MBB)0* 0N 'F7"D

$

'F$" +*L 'FG& SM.M +JJ03*/ML N0. $$6DE !)

!

!*# :MK+/)TM

MU1.MBB)0* 0N 'F%D +*L 'F7%

$

+*L 10B)/)TM <<H5& JM99B S+B +JJ03*/ML N0. 76%IE

!"

!# !$

%&

%' %(

%)

%*

击杆头接触脊髓表面时的速度各组之间差异无统计

学意义 !

!V>6>$

$

76%!

&

"V>6$I%

$

>6!GD

"$平均值分别

是!

76W>X"6"G

"

44

和!

"6%$X"6"I

"

4 Y B

$表明打击杆

撞击脊髓的能量组间差异无统计学意义$ 脊髓损伤

程度组间差异无统计学意义'

ZMJ[ 'M*/M. :\]@!

打击器打击时大鼠后肢可

出现抽搐现象$ 所有大鼠于术后
"6D (

内麻醉复苏$

^

#

'

#

F

组大鼠苏醒后均表现为完全截瘫$ 后肢及尾

巴无活动$ 对针刺刺激亦无反应( 术后出现排尿障

碍$排便未见明显障碍( 术后偶可见血尿$经过及时

人工排尿及抗生素注射$血尿逐渐消失$实验期间无

明显感染迹象$实验期间无动物死亡(

大鼠脊髓损伤后
!

周再次打开伤口$ 使用咬骨

钳咬除阻碍微量注射器进针的新骨并止血( 细胞移

植示意图和术中实况如图
%

所示$ 采用四点注射法

将细胞悬液或
C^<

注射入脊髓后根内$每点的细胞

注射数量为
7=7>

D个( 本实验中所用的注射方式没

有发生注射细胞悬液外溢的情况$ 细胞移植后不使

用免疫抑制剂(

-# .

大鼠
^^^

运动功能评分

5

组在椎板打开术后各时间点
^^^

评分均为

!7

分$与术前一致$说明椎板打开术不会对大鼠后

肢运动功能产生影响(

^

#

'

#

F

组在脊髓打击造模术

后随着时间的增加$

^^^

评分逐渐增加!表
7

"( 造模

术后
7 L

及
7

#

!

#

&

#

%

#

D

周各时间点的
^^^

评分各组

之间
_<F

分析差异无统计学意义$而造模术后第

I

周!即细胞移植后第
%

周"$

'

组与
^

组比较差异

有统计学意义!

"V>6>>%

"$

F

组与
^

组差异有统计学

意义!

"V>6>>!

"$但
'

组和
F

组比较差异无统计学意

义!

"V>6I!I

"( 表明细胞移植组在移植后第
%

周可以

&&>

" "
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表
!

术后各组不同时间点大鼠
"""

运动功能评分比较!!

!

!"

"分#

#$%&! '()*$+,-(. (/ """ -0(+1- $)(.2 2+(3* "

!

' $.4 5 $6 4,//1+1.6 6,)1 *(,.6-

!!

!

!"

"

;<0.=

$

注%与
>

组比较"

"

#?@6""%

"

A

$?@B""!

:0/=

%

'041+.=C D)/( E.031 >

"

"

$?"6""%

"

A

$?"6""!

组别 鼠数&只$ 术后
7 C

术后
7

周 术后
!

周 术后
&

周 术后
%

周 术后
F

周 术后
G

周

对照组&

>

组$

F #H%"I@BFF $B!@I@B%F #@BJ@I@B%7 77BG@I@BF$ 7!B@@I@BK7 7!B!@I@B%% 7!B!@I@B%%

:0*LM3;=

细胞移植组组&

'

组$

F #H!@I@H%F $H%@I#H#% #@HG@I@HFF ##H!@I@H%J #!HG@I@HF% #&H@@I@HK@ #&HG@I@HFF

"

M3;=

细胞移植组&

N

组$

F 7B!@O@H%F $H@@I@HK# #@H%@I@HFG ##H%@I@HF# #!H!@I@HJ% #!HJ@I@HJ% #&HJ@I@HGJ

P

%

值
Q6!JG "6&"" "6KF" "6G$! "6$&& 76JFK $6F""

$

值
"6KFG "6K%G "6%$& "6%GF "6%!" "67$J "6""&

图
7

筛选后的
M3;=

细胞
RRS5& T 'N7"F

染色&

U%@@

$

7$&

流式细胞仪鉴定筛选后
RRS5&V

细胞占
$!W 7%& M3;=

细胞贴壁生长&

U7QQ

$

70

!

74

!

71

!

7/&

分别为
M3;=

细胞
'N7QF

'

RRS5&

'

X0=<(;/ &&&%!

染色和复合图像!

U%QQ

$

8,2&7 RRS5& +*C 'N7QF ;/+)*)*E 0Y 13.)Y)=C M3;= <=99;

!

U%QQ

$

7$& RRS5&V D+; +<<03*/=C Y0. $!W ;<.==*=C Z[ Y90D <[/04=/=. 7%& M3;= <=99 +C\

(=.=*<= +*C E.0D/(

!

U#@@

$

70

!

74

!

71

!

7/& R/+)*)*E +*C <04103*C 1)</3.= 0Y 'N#@F

"

RRS5&

"

X0=<(;/ &&&%! Y0. M3;= <=99;

!

U%@@

$

!"

!# !$

%&

%' %(

明显改善大鼠运动功能" 而此时
:0*]M3;=

细胞移

植组和
M3;=

细胞移植组对大鼠运动功能的改善没

有明显差异( 进一步对
>

'

'

'

N

组的大鼠
>>>

评分

进行组内配对
&

检验"结果见表
!

"两组细胞移植后

第
7

周与第
!

周之间
>>>

评分差异均无有统计学

意义)

'

组第
%

周与第
&

周比较差异有统计学意义

!

$?QHQQF

$)

N

组第
%

周与第
&

周比较差异有统计学

意义!

$?QHQ7G

$"且第
G

周与第
F

周比较差异也有统

计学意义!

$?QHQ&%

$*

7& 9 M3;=

细胞在大鼠脊髓内的存活+迁移和分化

应用人细胞核特异性抗体
R/=4 7Q7

对移植的

人细胞的存活和迁移进行鉴定*细胞移植
%

周后"冠

状位上"脊髓损伤区呈椭圆形"长轴约
!HF 44

"短轴

约
QH$ 44

*

>

组可见较大脊髓空洞)

'

组脊髓空洞较

小"细胞注射点区域未见细胞红染"损伤区域内可见

少量人细胞核红染)

N

组脊髓空洞较小"细胞注射点

区域未见细胞红染" 损伤区域内可见大量人细胞核

红染"且均匀分布在损伤区&图
F

#*

'

组和
N

组"进

一步免疫组织化学染色显示神经干细胞标志物

&

:=;/)*

#'胶质细胞标志物&

^_5`

#'神经元标志物

&

:=3:

#' 小胶质细胞标志物 &

aZ+b#

#'

'N#%

均为阴

性"表明此时
M3;=

细胞可能尚未向功能细胞分化*

:

讨论

M3;=

细胞作为一种多潜能干细胞"除了具有自

&&#

" "
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表
!

各组不同时间点
"""

评分比较的统计值

#$%&! '($()*()+$, -$,./ $0123 (45// 351.6* $( 7)88/5/2( ()0/ 61)2(*

图
9

大鼠脊髓损伤造模!直视"图中标尺最小刻度是
7 44

#

9$&

咬除大鼠
2

7"

椎板和
2

$

远

端
7 ; !

椎板后的脊髓打击窗口
9%&

打击大鼠脊髓后局部充血$出血
9+&

脊髓打击仪配套软

件实时监测打击过程

:)3&9 <1)*+9 =0.> =0*/3?)0* )*@3.A )* .+/?

!

>).B=/ C)?)0*

"

4)*)434 ?=+9B D+? 7 44 )* /(B )4+EB

%

9$& <1)*+9 ()/ D)*>0D FA F)/)*E +D+A 2

7G

CB./BF.+9 19+/B +*> 2

$

>)?/+9 7 ; ! CB./BF.+9 19+/B 9%& H0=+9

=0*EB?/)0* +*> F9BB>)*E =+3?B> FA ()/ ?1)*+9 0I .+/? 9+& J*@3.A 1.0=B>3.B .B=0.>B> FA ?1)*+9 ()/

F3*>9B> ?0I/D+.B

项目
对照组!

K

组%

:0*LM3?B

细胞移植组!

'

组%

M3?B

细胞移植组!

N

组%

!

值
!

值
!

值
"

值

术后
!

周
C?

术后
&

周
L%6""" "6"7O L!6%%$ "6"P" L&67O! "6"&%

术后
&

周
C?

术后
%

周
L76O&& "67PQ LR6P7R "6""R L%6""" "6"7O

术后
%

周
C?

术后
R

周
L76""" "6&P% L76O&& "67PQ L76""" "6&P%

术后
R

周
C?

术后
O

周 无变化 无变化
L!6%%$ "6"P" L&67O! "6"&%

"

值
"

值

!"

!#

!$

我更新和向三系分化的能力外 &

!

'

"还具有
R

个特殊

的性质()

7

%能抵抗恶劣应激环境"这也是一种筛选

M3?B

细胞的方法" 如
M3?B

细胞可以在长时间胰蛋

白酶作用或无血清低氧培养环境

中 存 活 "而
:0* LM3?B

细 胞 不

能&

7

"

77

'

* +

!

%

M3?B

细胞本身具有多

潜能分化能力"不需要对细胞进行

基因诱导等干预"不同于
)S<'

"保

持了细胞原始最佳状态&

7!

'

* !

&

%静

脉移植后
M3?B

细胞可以自主归

巢定位于损伤组织 "

<7SL<7ST!

轴是调节
M3?B

细胞归巢的特异

性机制&

7&

'

* !

%

%移植到动物体内后

没有成瘤性*

M3?B

细胞的端粒酶

活性几乎为零 &

7%

'

* 基因分析结果

表明(

'NU7

高表达" 而
'NU7

基

因编码的
VL

钙黏蛋白 !

VL'+>W

(B.)*

%可以抑制肿瘤形成 &

7R

'

,促癌

基 因
+91(+ LO )*/BE.)*

+

J2X5O

%-

H)*!Q

基因低表达 &

7O

'

,在免疫缺陷

小鼠和家兔的动物体内实验中长

期观察也未形成畸胎瘤 &

7

"

7&

'

*

!

R

%

M3?B

可以用于同种异体移植"

而不会被排斥* 动物实验表明同

种异体
M3?B

细胞移植后"器官功

能持续改善"大量细胞存活$归巢$

分化为目标细胞并在宿主器官存

活至少
O

个月"这为临床试验提供

了基础和可能&

7&

'

*总之"

M3?B

细胞

的这
R

大特性让动物或临床实验

中的组织再生修复简化为
!

步(同种异体骨髓$脂肪

或脐带等来源间充质细胞中筛选出
M3?B

细胞,之

后" 在疾病的急性期或亚急性期静脉注射或局部注

&&!

" "
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:06%

图
!

人细胞核特异性
;/<4 7"7

和
=0<>(?/ &&&%!

染色结果!大体组合图片"

!"#

大体脊髓侧面观
!$#

大体脊髓正面观
!%#

假手术组

!&# @A;

注射组#脊髓损伤区域组织较杂乱
!'# :0*BC3?<

细胞移植组#少量存活的细胞从注射区迁移到损伤区
!(# C3?<

细胞移植组#大量存

活的细胞从注射区迁移到损伤区#右上角图是激光共聚焦观察
C3?<

细胞存活
%

周的情况!

D%EE

"

)*+#! ;/<4 7E7 +*F =0<>(?/ &&&%! ?/+)*)*G 0H ?1)*+9 >0.F?

!

4<.G<F )4+G<?

"

!"# I*J3.<F ?1)*+9 >0.F 0H .+/ 0* 9+/<.+9 K)<L !$# I*J3.<F ?1)*+9 >0.F 0H

.+/ 0* +*/<.)0. K)<L !%# ;1)*+9 >0.F 0H 3*)*J3.<F .+/ !&# ;1)*+9 >0.F 0H @A; )*J<>/<F .+/? ?(0L<F )*J3.<F /)??3< L+? )* F)?0.F<. !'# ;1)*+9 >0.F 0H

:0*BC3?< ><99? /.+*?19+*/<F .+/ ?(0L<F + 9)//9< ?3.K)K<F ><99? /.+*?19+*/<F H.04 )*J<>/)0* +.<+ /0 )*J3.<F +.<+ !(# ;1)*+9 >0.F 0H C3?< ><99? /.+*?19+*/<F

.+/? ?(0L<F + *34M<. 0H ?3.K)K<F ><99? /.+*?19+*/<F H.04 )*J<>/)0* +.<+ /0 )*J3.<F +.<+

#

+*F /(< .)G(/ 31 )4+G< L+? ?3.K)K+9 0H C3?< ><99 3*F<. 9+?<. >0*H0N

>+9 4)>.0?>01O +/ % L<<P?

!

D%""

"

!"

!#

!$

%&

%'

%(

图
,

细胞移植示意图和实况图 !

D7"

"

,"#

脊髓冠状位示四点注射法位置
,$#

细胞移植进针点横断面示意图# 将细胞打入脊髓灰质后角

,%#

细胞移植实况#微量注射器针头!黑线"进入脊髓!

D7"

"

)*+#, ;P</>( 4+1 +*F 1)>/3.< 0H ><99 /.+*?19+*/+/)0*

!

D7"

"

,"# 2(< ?P</>( 4+1 0H /(< H03. )*J<>/)0* 10)*/? +/ >0.0*+9 F).<>/)0* ,$# 2(< ?P</>( 4+1 0H

/(< H03. )*J<>/)0* 10)*/? +/ >.0?? ?<>/)0* ?(0L<F ><99? L<.< )*J<>/<F )*/0 10?/<.)0. (0.* 0H ?1)*+9 109)0 ,%# 2(< 01<.+/)0* 0H ><99 /.+*?19+*/+/)0* 3*F<. /(<

4)>.0?>01<

#

+*F /(< 4)>.0?O.)*G< L+? )*?<./<F )*/0 ?1)*+9 >0.F

!

D7"

"

)"

)# )$

射!皮肤损伤修复等"进行
C3?<

细胞移植$

&

%

&

目前已经发现
C3?<

细胞存在于骨髓' 脂肪'皮

肤'脾脏'胰腺'脐带等间充质组织#而常用的筛选来

源是骨髓间充质和脂肪间充质组织#但
C3?<

细胞含

量仅有
"6"7QR&Q

$

7S

%

& 目前常用的筛选方法是流式

细胞仪筛选术 !

H930.<?><*>< +>/)K+/<F ><99 ?0./)*G

#

T5';

"

$

&

%

#但是
T5';

筛选后的细胞不能直接用于动

物实验#且筛选过程较昂贵&截止目前有两篇文献记

录使用
C5';

从骨髓间充质细胞和脂肪间充质细胞

中筛选
C3?<

细胞#但筛选的细胞
;;U5&V

百分比仅

有
SS67Q

和
S76&Q

$

W

%

&本研究是首次从脐带间充细胞

中
C5';

筛选
C3?<

细胞且
;;U5&V

百分比达到

&&&

" "
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$!6";

! 本研究筛选中有
!

点经验值得借鉴"#

#

$

<=

筛选柱子上样时不要超过
>?#@

>个细胞% 且细胞悬

液体积是
! 49

而不是推荐的
@6A 49

% 可以有效避免

细胞堵塞在柱子内& #

!

$最后的洗脱步骤中%使用

! 49

的
<5'=

缓冲液而不是
7 49

% 且推动活塞前等

待
& 4)*

%有利于
<3BC

细胞从柱子内洗脱出来&

本实验中细胞移植后观察期为
%

周%

:0*D<3BC

细胞移植组和
<3BC

细胞移植组均观察到细胞存活

且定向向损伤区域迁移% 但是
:0*D<3BC

细胞移植

组存活的细胞数量明显要少于
<3BC

细胞移植组&进

一步对对照组'

:0*D<3BC

细胞移植组和
<3BC

细胞

移植组的大鼠
EEE

评分进行组内配对
!

检验% 结果

如表
!

所示% 说明
:0*D<3BC

细胞移植组
EEE

评分

改善主要是细胞移植后第
#F!

周内%源于
:0*D<3BC

细胞的早期免疫调节作用( 而
<3BC

细胞移植组

EEE

评分改善在移植后
#F!

周内和移植后
&F%

周

内均有显著性改善%说明
<3BC

细胞可以持续改善大

鼠运动功能& 细胞移植后更长期的观察值得进一步

研究%根据研究文献和本实验中观察到的现象%可以

推测
:0*D<3BC

细胞移植组的细胞将进一步凋亡&

在非免疫缺陷大鼠研究中% 更长期的观察期内需要

应用免疫抑制剂%因为
<3BC

细胞虽然可以抵抗恶劣

的生长环境% 但
<3BC

细胞一旦分化为局部功能细

胞%会因丢失了抵抗恶劣环境的能力而被免疫排斥&

<3BC

细胞分化为功能细胞的时间大概
%FA

周)

#G

*

%这

也是本实验设计为在移植后
%

周处死动物的原因&

更长期的观察实验建议使用免疫缺陷大鼠'观察
GF

#!

周&
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