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胚胎脊髓移植联合应用 βΦΓΦ对脊髓神经组织损伤的早期保护作用
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≈摘要  目的 探讨脊髓损伤后 o联合应用胚胎脊髓kƒ≥≤l移植和外源性碱性成纤维细胞生长因子k¥ƒ�ƒl对损伤脊髓组织早

期 ≤¤u n !� ªu n的影响 ∀方法 利用 • ¬¶·¤µ大鼠建立脊髓损伤模型 ~造模后 o� 组经蛛网膜下腔导管注入 x °¯ ƒ≥≤ 细胞悬液 ~�组注

入 us Λ̄ ¥ƒ�ƒ与 ƒ≥≤ 细胞悬液 ~≤ 组k对照组l不做处理 ∀术后 y «!uw «取 � 组 !�组和 ≤ 组动物损伤区脊髓组织测定水和 ≤¤u n !
� ª

u n含量 ~术后 x §取损伤脊髓组织电镜下观察结构变化 ∀结果 ≤ 组损伤区脊髓组织水含量增多 o≤¤u n 水平升高 o� ª
u n 水平下

降 o白质内髓鞘结构紊乱 o囊性变严重 ~� 组和 �组上述变化均较 ≤ 组改善 ∀结论 脊髓损伤后应用 ƒ≥≤ 移植和 ¥ƒ�ƒ 可减轻离子

失衡 o从而对继发性损害有抑制作用 ∀
≈关键词  胚胎脊髓细胞 ~碱性成纤维细胞生长因子 ~脊髓损伤
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在脊髓损伤k¶³¬±¤̄ ¦²µ§¬±­∏µ¼ o≥≤�l病理机制中 o

迄今已知的所有病理现象和继发性损伤中所有的病理

因素k如脊髓血流量下降 !花生四烯酸代谢 !氧自由基

反应和兴奋性氨基酸的毒性作用等l均可能与损伤区

离子失衡 o特别是细胞内 ≤¤u n超载有密切关系 ∀细胞

内 ≤¤u n超载已被认为是神经细胞死亡的共同途径≈t  ∀

≥≤�的治疗 o一是对抗继发性损害 ~二是既保护受伤神

经元 o也保护未受伤神经元 o并促进神经再生 ∀自 us

世纪 {s年代中期以来 o国内外对胚胎脊髓k©̈ ·¤̄ ¶³¬±¤̄

¦²µ§oƒ≥≤l移植治疗 ≥≤�进行了大量的实验研究 o证

明 ƒ≥≤ 可以在宿主体内存活 !发育 !生长 !分化并形成

神经连接促进功能恢复 ∀碱性成纤维细胞生长因子

k¥¤¶¬¦©¬¥µ²¥̄¤¶·ªµ²º·«©¤¦·²µo¥ƒ�ƒl是一种能广泛

促进来源于中胚层及神经细胞层细胞增殖的生物活性

物质 o是一种多肽生长因子 ∀为此 o本实验选用较接近

人类 ≥≤�的模型 ) �¯̄ ±̈氏 • ⁄法 ≥≤�模型≈u  o通过

损伤区脊髓组织中水 !≤¤u n !� ªu n 含量测定以及电镜

观察 o探讨 ƒ≥≤ 和 ¥ƒ�ƒ对 ≥≤�的早期保护作用 ∀

1 材料与方法

作者单位 }wvssvs 湖北武汉市 o华中科技大学同济医学院附属同济

医院骨科 ∀作者简介 }郭风劲kt|yy2l o男 o湖北武汉市人 o博士 o副教授 o

硕士研究生导师 o主要研究方向 }脊柱脊髓疾患 ∀

1 q1 实验动物及分组  健康 • ¬¶·¤µ大白鼠 wu只 o雌

雄不限 o体重 uus ∗ u{s ªo随机分成 w组 }� 组 tu只 !�

组 tu只 !≤ 组k对照组ltu只和 ⁄组k正常组ly只 ∀

1 q2 ƒ≥≤ 的取材与制备  选健康的壮年雄鼠 u只 !雌

鼠 w只 o同笼过夜 o次晨做雌鼠阴道涂片镜下观察 o直

至发现鼠精子者确定为孕鼠并记为 s §∀将正常妊娠

tw §的 • ¬¶·¤µ大鼠麻醉后 o无菌条件下剖腹取胎 o用

显微手术器械分离 ƒ≥≤ 组织 o用 ⁄� ∞� 培养液冲洗 o

除去血迹 o并剪成约 t ≅ t ≅ t °°大小的组织块 o放入

含 us h同种鼠灭活血清 !ts h 二甲基亚砜k§¬° ·̈«¼

¶∏̄©²¬¬§̈ o⁄� ≥�l的 ⁄� ∞� 细胞培养液中 o封口后放

入 w ε 冰箱平衡 t «o依次置2us ε 冰箱 vs °¬±o2vs ε 冰

箱 ts °¬± 及2zs ε 冰箱 t «o最后放入液氮中保存 ∀

ƒ≥≤ 组织保存 ts ∗ tx §后取出 o于 vz ε 恒温水浴槽中

快速复温 o完全融化后放入离心管 ovsss µr°¬±离心 v

°¬± o弃去上清液 o再加入等量 ⁄� ∞� 培养液 o混匀 o

静置 v °¬± o反复冲洗 v次 o使 ⁄� ≥� 及血清成分尽量

洗净 ∀吸管反复吹打 o过 uss目细胞滤网 o制成约 s qx

°¯细胞悬液备用 ∀

1 q3 动物模型建立  动物经 s qv h 戊巴比妥钠kvs

°ªr®ªl腹腔麻醉后 o俯卧位固定在手术台上 o备皮 o常

规碘酒 !酒精消毒 o铺无菌巾 o以 ×{ 节脊髓为中心 o纵

行切开背部皮肤及皮下组织 o剥离棘突旁肌肉 o切除
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×{ 棘突及椎板 o暴露硬膜 ∀显露直径约 v qs °°圆形

区作为 ≥≤�区 ∀采用 �¯̄ ±̈¶ • ⁄法 o以 ts ª≅ u qx ¦°

致伤力损伤脊髓 ∀大鼠出现摆尾反射 o双下肢及躯体

回缩扑动 o双下肢瘫痪 o表明撞击成功 ∀成功后 o� 组

和 �组经蛛网膜下腔置入细导管约 v qs °°深 o� 组

注入 x °¯ ƒ≥≤ 细胞悬液 ~�组注入 us Λ̄ ¥ƒ�ƒk珠海

东大生物制药有限公司生产l和 x °¯ ƒ≥≤ 细胞悬液 ~≤

组不做处理 ∀逐层缝合伤口 ∀术后每 { «挤尿 t次 ∀

1 q4 检测项目

1 q4 q1 脊髓组织中水及 ≤¤u n !� ªu n含量测定  � 组 !

�组和 ≤ 组分别于术后 y «!uw «各取 w只大鼠断头处

死 o显露 ≥≤�区 o取以损伤区为中心的 w °°长脊髓节

段测定水 !≤¤u n !� ªu n含量 ~另取正常组 y只大白鼠脊

髓节段 w °° o作为正常对照 ∀

脊髓组织水含量测定 }采用干湿法 o用滤纸吸去脊

髓组织表面液体 o剪除硬脊膜 o将组织置于称样杯中 o

用电子天平k分度值 s qt °ªl称湿重k • l o然后放入恒

温烤箱中 o在 tts ε 下烘烤 uw «o取出样本测干重k⁄l o

按下述公式计算脊髓含水量 }脊髓水含量k h l � k • )

⁄lr • ≅ tss ∀

脊髓组织 ≤¤u n !� ªu n 含量kΛ°²̄ rªl采用原子吸

收光谱法测定 ∀

1 q4 q2 电镜观察  术后第 x天 o� 组 !�组和 ≤ 组各

取 w只大鼠麻醉后打开胸腔 o暴露心脏 o主动脉插管 o

切开右心房 o由主动脉缓慢注入生理盐水 o待右心房溢

出液体无色透明后 o改用 ts h中性缓冲福尔马林溶液

灌注 ∀当右心房溢出刺激性气味液体 ou °¬±后停止灌

注 ∀从原入路暴露 ×{ 水平脊髓 o并切除 ×w ∗ ×ts段脊

柱 o取出脊髓 o标记损伤中心 o放入 ts h福尔马林溶液

固定 ∀w h多聚甲醛灌注固定 o取 ≥≤�区标本 t °° o经

u qx h戊二醛固定 o∞³²±包埋 o制作超薄切片 o在透射

电镜下观察 ∀

1 q5 统计学处理  所得数据以k mξ ? σl表示 o应用

≥°≥≥ tt qs软件对同一时间点的组间差异进行单因素

方差分析 ∀

2 结果

2 q1 脊髓组织水 !≤¤u n !� ªu n含量  正常脊髓组织中

k⁄组大鼠l o水含量 kx| qwu ? u qwvl h o≤¤u n 含量

kts q{u ? s qztl Λ°²̄ rªo� ª
u n 含量 ktt qss ? t qvwl

Λ°²̄ rª∀ ≥≤�模型鼠k� 组 !�组和 ≤ 组l损伤区脊髓

组织水及 ≤¤u n 含量较正常组 k⁄组l明显升高 o而

� ª
u n含量明显降低 o应用磁刺激和 ¥ƒ�ƒ 后上述变化

明显改善k ° � s qstl o见表 t !表 u ∀

2 q2 透射电镜观察  造模后 x §o≤ 组见脊髓白质内髓

鞘结构紊乱 o囊性变严重k见图 tl ~而 � 组 !�组神经

组髓鞘结构较完整 o囊性变较轻k见图 u !图 vl ∀

表 1  脊髓损伤区组织水含量( % ,hξ ? σ)

伤后时间 � 组 �组 ≤ 组

y « yz qw{¤ yy qu| ? s q{y¤ zu q{x ? u qsv

uw « yy qtx¤ yw q{s ? s qyu¤ zs qw{ ? t q|s

  注 }¤}与 ≤ 组同时间段比较 o° � s qst ∀

表 2  脊髓损伤区组织 Χα2 + !Μγ2 + 含量(Λµ ολ/ γ ,hξ ? σ)

伤后时间 � 组 �组 ≤ 组

y « ≤¤u n ty qt{ ? s q{x¤ tx qus ? t qu{¤ t| qut ? s quv

� ª
u n { qut ? s qyw¥ | qt{ ? s qvu¥ y qy| ? s qxs

uw « ≤¤u n tv q{y ? t qtu¥ tu qzs ? s qwy¥ ty qx{ ? t qvs

� ª
u n { qxw ? s q|x¤ | qvz ? s qxv¤ y q|s ? t qus

  注 }与 ≤ 组同时间段比较 o¤}° � s qsx ~¥}° � s qst ∀图 1  术后 5δ ,Χ组脊髓白质髓鞘结构紊乱 ,

囊性变严重 ,坏死物质较多( ≅ 3150) ∀图 2  术后 5δ , Α组脊髓白质髓鞘结构较完整 ,

囊性变轻 ,坏死物质较少( ≅ 3150) ∀图 3  术后 5δ , Β组脊髓白质髓鞘结构较完整 ,

囊性变轻 ,坏死物质较少( ≅ 3150) ∀

3 讨论

3 q1 ≥≤�区水 !≤¤u n !� ªu n含量变化的机制与意义  

大量研究表明 o在神经系统损伤及退行性疾病过程中 o

可见凋亡发生 o即死亡的神经元出现凋亡小体 o核固

缩 o⁄�� 降解≈v  ∀ ≤¤u n是维持细胞生理功能的重要阳

离子 o作为细胞内第二信使 o直接调控神经细胞信息的

传递及递质的合成与释放 ∀在病理条件下 o≤¤u n 参与
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细胞的损伤过程 o胞内 ≤¤u n浓度升高是一切细胞死亡

的必由之路≈t ow  ∀正常生理情况下 o神经细胞胞内

≤¤u n浓度明显低于胞外 ∀ ≥≤�可直接导致细胞膜对

≤¤u n的通透性明显增加 o并导致 ≤¤u n 清除功能障碍 o

使 ≤¤u n大量内流并在胞内聚集 o造成伤段脊髓细胞内

≤¤u n显著增加 o细胞外 ≤¤u n明显下降的结果 ∀ ≤¤u n生

理活性紊乱是 ≥≤�继发病理改变的始动因素之一 o其

机理在于≈x  }≠ 激活多种蛋白酶及磷脂酶 �u o并产生

大量病理性自由基 o细胞内发生脂质过氧化反应 o细胞

器及膜结构广泛受损 ~� ≤¤u n参与微血栓形成 o并收缩

微血管导致局部微循环障碍 ~≈ 大量 ≤¤u n内流沉积于

线粒体 o影响细胞代谢 ~…增加胞膜对其他离子的通透

性 o使细胞内 �¤n聚集 o引起细胞水肿 ∀

� ª
u n在 ≥≤�后继发性损害中起着非常重要的作

用 ∀由于 � ª
u n参与 vss多种酶的生化过程 o� ª

u n 不

足或丢失将对神经组织产生严重的影响 ∀ � ª
u n 是

≤¤u n的天然拮抗剂 o� ª
u n可拮抗兴奋性氨基酸的神经

毒性作用 o适当补充镁可减轻 �� ⁄� 受体介导的

≤¤u n内流并拮抗电压依赖性钙通道≈y  ∀

3 q2 ƒ≥≤ 细胞悬液的移植与 ≥≤�修复的关系  在过

去的 us多年里 o胚胎中枢神经组织移植已取得一定的

进展 o成为一个有效的实验工具 ∀在急性 ≥≤�k [ uw «l

的研究中 o实验证实胚胎中枢神经组织移植物能够在

宿主体内存活和广泛分化≈z  ∀移植物可以改变 ≥≤�区

域的氧分压 o减轻新陈代谢失调引起的病理变化 ∀通

过长传导束和节段间系统等在宿主和移植物间形成轴

突投射 o移植物神经细胞发出轴突到宿主脊髓 o后者也

投射纤维到移植区域≈{  ∀有些研究还显示 o大鼠 ƒ≥≤

移植可以影响节段的功能和运动 ∀在慢性损伤的研究

中 o同样观察到宿主移植物的联系方式 o并且发现 ƒ≥≤

移植物能减少神经胶质细胞的增生 o甚至逆转神经胶

质瘢痕的形成≈|  ∀

3 q3 ¥ƒ�ƒ对 ≥≤�的早期作用  ¥ƒ�ƒ 是一种能广泛

促进来源于中胚层及神经外胚层的细胞增殖的生物活

性物质 o是一种多肽生长因子 o参与体内多种细胞的创

伤保护和修复 ∀近年来的研究表明 o¥ƒ�ƒ 不仅参与

神经组织的修复 o减少神经元的死亡和促进神经元的

存活 o并能诱导轴突向外生长 o而且对损伤的神经细胞

具有保护作用 o包括改善微循环 !抑制脂质过氧化 !减

少细胞外 ≤¤u n 内流 !抑制兴奋性氨基酸的毒性作用

等≈ts ott  ∀ ≥≤�后 o大鼠脊髓灰质和白质中的星形胶质

细胞 !少突胶质细胞和神经元都出现了凋亡≈tu  ∀应用

外源性 ¥ƒ�ƒ研究显示 o通过鞘内注射 ¥ƒ�ƒ 能显著

减轻 ≥≤�后的组织损害 o不仅可以减轻脊髓水肿 o改善

局部内环境 o而且能够保护神经细胞 o并通过调节神经

元的应答创造一个有利于神经再生的环境≈tv  ∀

在本实验中 o通过给予外源性 ¥ƒ�ƒ o并利用 ƒ≥≤

组织创造一个减轻继发性损害 !有利于修复的微环境 o

阻止或减轻脊髓细胞凋亡 o并通过两者的协同作用促

进神经的生长和修复 ∀
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