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苏州大学医学部博习临床解剖学研究所暨细

胞神经生物学研究室&江苏 苏州
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%

!摘要" 目的!观察骨髓间充质干细胞"

UV@'D

#与成纤维细胞生长因子"

S=Q=

$联合移植对大鼠脊髓损伤的修复

作用%并探讨其机制& 方法!利用血清培养技术获得
@C

大鼠
UV@'D

&

MK

只健康雄性
<

周龄
@C

大鼠'重约
!WK ?

$随机

分为
W

组%每组
!K

只& 假手术组行单纯椎板切除%不损伤脊髓%与其余
&

组同条件饲养& 其余
&

组均采用左侧
2

$

脊髓

半切%建立脊髓损伤模型& 制模
$ >

后进行损伤局部移植治疗%对照组损伤处植入吸附有生理盐水的明胶海绵(

UV@'D

移植组损伤处植入吸附有
UV@'D

的明胶海绵(

S=Q=XUV@'D

移植组损伤处植入吸附有
S=Q=XUV@'D

的明胶海绵& 术

后
W

)

M

周后
:GD/G.* S50//)*?

分析受损脊髓组织中
9=Y!""

)

Q=PH

表达水平%

U+DD0 UG+//)G U.GD*+(+*

"

UUU

$运动功能评

分量表评价大鼠的后肢功能恢复情况* 结果!术后
W

+

M

周后
UV@'D

移植组和
S=Q=XUV@'D

移植组的'

UUU

#评分较对

照组改善'

!Z"6"T

#%且
S=Q=XUV@'D

移植组与
UV@'D

移植组比较差异有统计学意义 '

!Z"6"T

#(术后
W

)

M

周后
9=!""

在对照组表达极少%在
UV@'D

移植组只有少量表达%而
S=Q=XUV@'D

移植组呈高表达'

!Z"6"T

#,

Q=PH

在对照组表达

高%

UV@'D

移植组少量表达%

S=Q=XUV@'D

移植组呈现低表达'

!Z"6"T

#,

S=Q=XUV@'D

移植组与
UV@'D

移植组)对照

组比较差异有统计学意义'

!Z"6"T

#, 结论!

UV@'D

与
S=Q=

联合移植对大鼠脊髓损伤有修复作用%机制可能与其降低

Q=PH

表达及升高
9=Y!""

表达有关,
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脊髓损伤是一种高发生率! 高致残率以及高死

亡率的疾病" 一旦发生脊髓损伤#患者并发症多#生

活质量显著下降#为家庭和社会带来沉重负担 $

7:!

%

"

针对脊髓损伤# 目前临床治疗方案主要有药物!手

术!理疗!康复!高压氧等$

&:;

%

" 上述方法疗效不显著#

患者常常伴随感觉!运动功能障碍等后遗症" 因此#

如何有效改善脊髓损伤后组织修复及功能恢复已成

为学者们研究的热点" 骨髓间充质干细胞是一种来

源简便!无伦理学争议的成体干细胞#其体外分化能

力极强#具备干细胞特性#己被成功用于治疗帕金森

病!阿尔兹海默病等神经系统疾患$

<:%

%

" 碱性成纤维

生长因子&

=+>)? @)=.0=5+>/ A.0B/( @+?/0.

#

=CDC

'广泛存

在于神经组织中# 是目前研究比较热门的一种神经

保护因子"

E+=?(FG>HI

等$

J

%研究发现
=CDC

在脊髓损

伤后发挥重要作用# 促进发育中的神经细胞分化和

成熟#维持神经元正常功能#诱导突起向神经纤维生

长"另有研究$

$

%表明
K'L

后应用外源性
=CDC

可以减

轻神经元损伤#同时改善神经功能恢复"

!M7<

年

$

月至
!"7J

年
&

月#笔者研究了
=CDCNOPK'>

联合

移植对大鼠脊髓损伤的修复作用# 同时对其相关机

制进行探讨#结果报告如下"

!

材料与方法

!" !

实验材料

KQ

雄性健康大鼠&重量约
!R" A

'#苏州大学实

验动物中心提供"主要试剂及仪器(

PSP

!

QPSP

!胎

牛血清购自
D)=?0

公司" 胰酶&

K)A4+

#美国')细胞培

养皿!

!R

孔培养板&

'0.*)*A

#美国')

TS:'Q!$

抗体!

TS:'Q$"

抗体&

S:OL-K'LS9'S

#美国')流式细胞仪

&

T+./F?

# 德国')

P'-:7;U'

型
'-

!

孵育箱&

KU9V-

公司')

LW:%M

型倒置显微镜&

-5I413>

#日本'等"

!" #

实验方法与步骤

!" #" ! OPK'>

的分离培养 成年大鼠颈椎脱臼处

死后#用
%;X

乙醇浸泡
7" 4)*

#无菌条件下取出双侧

股骨!胫骨#除去两端骨骺#暴露骨髓腔#无菌注射器

抽吸培养液&

PSP

!

7"X

胎牛血清!

7"" Y Z 45

青霉素!

#MM Y Z 45

链霉素!

%6RX

碳酸氢钠'# 反复冲洗骨髓

腔#收集冲洗液摇匀!低速离心
; 4)*

#倒出上清液#

更新培养液重悬后过
#MM

目滤网#接种于
!; ?4

!培

养瓶#放置
;X '-

!

!

&% [

培养箱中培养"

!R (

后更换

培养液&倒掉未贴壁的细胞及杂细胞'#之后
& \

换

7

次液" 当细胞长满瓶底达
JMX

后
M6!;X

胰酶消化#

按
7]!

传代培养$

7M

%

"取第
&

代
OPK'>

用于本实验"使

用流式细胞仪鉴定
'Q!$

!

'Q$M

表面标志"

!" #" #

脊髓损伤模型制备!分组及移植方法
JM

只

健康雄性
<

周龄
KQ

大鼠&体重
!RM A

左右'用于实

验"造模(腹腔注射麻醉成功后#取俯卧位术区备皮#

碘酒 !酒精消毒 #行左侧脊髓
2

$

半切 #切除左侧

& 44

脊髓组织# 使用
& 44

纸片贴于脊髓表面以确

保试验对象脊髓切除范围的均一性"所有
JM

只大鼠

随机分为
R

组#每组
!M

只"假手术组单纯椎板切除#

不造成脊髓损伤#与其余
&

组同条件饲养)其余
&

组

均采用左侧
2

$

脊髓半切#建立脊髓损伤模型" 制模

$ \

后进行损伤局部移植治疗#对照组损伤处植入吸

附有生理盐水的明胶海绵)

OPK'>

移植组损伤处植

入吸附有
OPK'>

的明胶海绵)

=CDCNOPK'>

移植组

损伤处植入吸附有
=CDCNOPK'>

的明胶海绵" 参照

D+.?)+:U5)+>

等$

77

%研究#

=CDC

剂量为
! !A

#明胶海绵

! 44^! 44^& 44

体积大小" 术后对大鼠辅助排便

排尿#保温#护理等措施"

排除标准( 脊髓半切后部分动物存在白质腹侧

少许神经纤维残留#有助于自发性功能恢复" 因此#

如果大鼠术后
7_! \

能使用伤侧后肢支撑体重行

走#将其剔除实验"

!" $

观察项目与方法

!" $" !

运动功能评估 术后
R

!

J

周取每组各
7"

只

大鼠进行
OOO

评分量表$

7!

%评分" 将每只大鼠放置于

宽阔地面# 自由行走
; 4)*

" 两名实验观察者使用

OOO

评分标准对每只大鼠施行盲检"

"

分为无任何

肢体功能#

!7

分为正常运动功能"

!" $" # `F>/F.* =50//)*A

检测大鼠脊髓组织
9C:!""

及
DCUT

表达水平 术后
R

!

J

周每组各取
7"

只大

鼠麻醉断头#冰上快速分离
2

%

:2

77

脊髓#加入蛋白裂

解液匀浆#

R [

条件下
7! """ . Z 4)*

离心
7" 4)*

#取

清液测定蛋白浓度#加样品
=3@@F.

煮沸
7" 4)*

" 聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质) 然后将分离后的蛋白

转至
T8QC

膜上#封闭液室温封闭
! (

)倾倒封闭液#

加入一抗
9C:!"" Z DCUT R [

过夜) 二抗
aET

偶联

的兔抗羊
LAD

# 摇床上室温杂交
! (

)

S'b

试剂盒增

强反应
!4)*

)曝光!洗片" 采用
K)A4+K?+*

及
D.+1(T+\

T.)>4 ;

软件分析
9C:!""

!

DCUT

表达水平"

!" %

统计学处理

采用
KTKK7%6"

统计软件进行统计学分析#所有

/+/)0* A.031

&

!c"6";

'

6 2(F.F B+> >)A*)@)?+*/ \)@@F.F*?F =F/BFF* =CDCNOPK'> /.+*>15+*/+/)0* A.031

#

OPK'> /.+*>15+*/+/)0*

A.031 +*\ ?0*/.05 A.031

&

!c"6";

'

6 &'()*+,-'(

(

2(F ?04=)*F\ /.+*>15+*/+/)0* 0@ OPK'> +*\ =CDC ?+* .F1+). /(F >1)*+5 ?0.\

)*d3.I )* .+/>6 2(F 4F?(+*)>4 4+I =F .F5+/F\ /0 /(F \F?.F+>F 0@ DCUT Fe1.F>>)0* +*\ /(F )*?.F+>F 0@ 9C:!"" Fe1.F>>)0*6

./012345 O0*F 4+..0B 4F>F*?(I4+5 >/F4 ?F55>

)

C)=.0=5+>/ A.0B/( @+?/0.

)

K1)*+5 ?0.\ )*d3.I

)

9F3.0@)5+4F*/

1.0/F)*:!""

)

D5)+5 @)=.)55+.I +?)\)? 1.0/F)*

<;R

" "
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表
!

术后
"

!

#

周各组大鼠
$$$

评分结果比较!!

!

!"

"分#

%&'(! )*+,&-./*0 *1 -&2/ $$$ /3*-4/ &2 "

"

# 5446/ &124-

*,4-&2.*0 &+*07 " 7-*8,/

!!

!

!"

"

:;0.<

$

注%与假手术组比较"

"

#="6">

&与对照组比较"

#

$=?6">

&与
@AB':

移

植组比较"

C

$=?D">

90/<

%

'041+.<E F)/( :(+4 01<.+/)0* G.031

"

"

$=?H">

&

;041+.<E F)/( ;0*I

/.05 G.031

"

$

$="6">

&

;041+.<E F)/( @AB': /.+*:15+*/+/)0* G.031

"

C

$="6">

图
!

大鼠脊髓损伤节段的
9JK!??

在各组中的表达%

!

为假手术组
"

为对照组
#

为
@AB':

移植组
$

为
LJMJN@AB':

移植组
!&( 9JK!??

在各组中免疫印迹
!'

"

!3(

术后
O

"

P

周
Q<:/<.* L50//)*G

检测大鼠脊髓组织
9JK!?? R% +;/)0*

光密度比值!与假手术组比较"

%

%S!!H#T

"

$=?H?>

&

与对照组比较"

$

&S!THP&

"

$=?H?>

&与
@AB':

移植组比较"

U

&SOOH!>

"

$="H">

$

9.7(! VW1.<::)0* 0X 9JK!?? )* )*Y3.)<E :1)*+5 ;0.E :<G4<*/ 0X .+/: )* <+;( G.031H ! ): :(+4 01<.+/)0* G.031

&

" ): ;0*/.05 G.031

&

# ): @AB': /.+*:I

15+*/+/)0* G.031

&

$ ): LJMJN@AB': /.+*:15+*/+/)0* G.031 !&( 9JK!?? )443*0L50//)*G )* <+;( G.031 !'

"

!3( 9JK!?? R% +;/)0* 01/);+5 E<*:)/Z .+/)0

0X .+/ :1)*+5 ;0.E /)::3< E</<;/<E LZ Q<:/<.* L50//)*G +/ O +*E P F<<[: +X/<. 01<.+/)0*

!

;041+.<E F)/( :(+4 01<.+/)0* G.031

"

"

&S!!H7T

"

$="H">

&

;041+.<E

F)/( ;0*/.05 G.031

"

$

&S!THP&

"

$="H">

&

;041+.<E F)/( @AB': /.+*:15+*/+/)0* G.031

"

C

&SOOH!>

"

$="H">

$

组别 例数 术后
O

周 术后
P

周

假手术组
!" 7$H7P\#H?! !?HT?\?HPT

对照组
!? TH&!\#H#>

"

PHP!\#HOT

"

@AB':

移植组
!? $H%T\#H!%

$

#OH!?\#H%P

$

LJMJ]@AB':

移植组
!" 7!6&"\76%O

U

7P6TO\76&>

U

&

值
PT6&% &T6P!

$

值
="6"> ="6">

!"

!#

!$

定量资料以均数
\

标准差!!

!

'"

$表示"各组之间数据

比较采用单因素方差分析' 以
$="6">

为差异有统计

学意义'

:

结果

:( !

运动功能评估结果

术后
O

(

P

周各组大鼠
@@@

评分结果见表
7

' 对

照组大鼠运动功能较假手术组明显下降 )

$="6">

$'

与对照组相比"

@AB':

移植组(

LJMJ]@AB':

移植组

小鼠的运动功能得到改善 !

$="6">

$&

LJMJ]@AB':

移植组改善程度比
@AB':

移植组更显著!

$="6">

$'

:( : 9JK!""

及
MJ^_

的表达水平的检测结果

9J`!""

在对照组的损伤周围表达极低"

@AB':

移植组少量表达"

LJMJ]@AB':

移植组呈高表达'结

果见图
7

'

MJ^_

在对照组的损伤周围表达较高"

@AB':

移植组少量表达"

LJMJ]@AB':

移植组呈低表达'结

果见图
!

'

;

讨论

随着现代工业(交通业快速发展"脊髓损伤的发

病率逐年增高' 常规治疗方法有激素冲击疗法(手

术(高压氧疗(康复理疗等"除此之外"及时采用有效

的改善神经功能修复措施"促进损伤后感觉(运动及

反射功能恢复"无疑是临床工作中需要解决的难题'

传统观念认为"脊髓损伤后神经不能够再生' 不过"

近些年研究显示" 中枢神经系统损伤后神经轴突具

备再生能力" 只是局部缺乏神经细胞以及良好的微

环境"以致于常规治疗很难恢复损伤的结构和功能'

因此"不少国内外研究专攻脊髓损伤后神经修复"诸

如神经干细胞移植(嗅鞘细胞移植(神经营养因子应

用(基因分子生物学治疗等' 但目前为止"并没有哪

一种治疗方案能够得到业界一致认同' 该领域仍然

T>>

" "



!"#$ !"#$% %&' &!(' %) '()*+ , -./(01 2.+34+

!

,356!"7$

!

8056&!

!

906%

!"

!#

!$

处于探索阶段!由于伦理学方面等方面的局限!研究

大多数只用于动物实验"

骨髓间充质干细胞具备以下优点#取材便捷$遗

传因素稳定$ 移植后免疫排斥率低! 没有伦理纠纷

等" 它已经成为移植治疗中枢神经系统疾病的重要

干细胞来源%

7&:#;

&

"

<=+>

等%

7?

&采取骨髓间充质干细胞

治疗退行性神经系统疾病! 能显著改善神经元再生

及功能修复!获得满意疗效" 本研究结果显示!骨髓

间充质干细胞可诱导分化神经元和神经胶质细胞!

产生多种神经营养因子!明显降低神经元损伤!促进

神经元再生!维持轴突及髓鞘结构的完整!抑制不利

于神经再生的瘢痕形成"

有学者%

7?

&研究发现
@ABA

在脊髓损伤后发挥着

重要作用!是神经再生微环境的关键因素!是表达神

经递质合成的关键酶! 能够促进神经细胞的分化和

成熟!维持神经元正常功能!促进神经元突起生长!

诱导突起向神经纤维生长" 另有研究%

7C

&表明
D'E

后

应用外源性
@ABA

可以减轻神经元损伤! 同时局部

微环境的
@ABA

浓度增高!可以抑制细胞的凋亡!提

高神经细胞生存率!促进神经功能恢复"

本研究提示!

@ABA

联合
F<D'G

可以有效改善

大鼠的运动功能!恢复情况明显好于其他组!表明二

者联合具备良好的协同效应"

BAHI

是神经胶质细

胞的特异性生物标志! 可以维持神经细胞结构和星

形细胞形态及功能"但是!脊髓损伤后星形细胞胶质

化具有双重效应!既能诱导神经纤维再生!又能形成

大量胶质瘢痕!阻碍并抑制神经功能恢复"本实验中

发现!

@ABA

联合
F<D'G

组的
BAHI

表达低!表明该

治疗组胶质瘢痕少!神经功能恢复效果佳"

9A:!J"

是神经元独有结构蛋白!主要存在于轴

突中" 脊髓损伤后!轴突变形$坏死!

9A:!""

表达量

减少" 损伤区的神经元在各种诱导因子作用下!

9A:

!""

合成增多!并送达轴突以适应神经再生需要" 在

本实验中!

@ABA

联合
F<D'G

组的
9A:!""

表达明显

高于其他组!功能恢复较好"因此!

9A:!""

的表达量

能间接反映脊髓损伤后轴突损伤和修复程度" 大量

研究也表明 %

7?:7C

&

!保存残留轴突并促进其修复和再

生是研究和治疗脊髓损伤的最核心内容"

总之!

F<D'G

联合
@ABA

对大鼠脊髓损伤有修

复作用! 其机制可能与其降低
BAHI

表达及升高

9A:!""

表达有关"
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