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施万细胞长期植入中枢神经系统后存活及迁移的实验研究
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≈摘要  目的 观察施万细胞长期移植入中枢神经系统后是否存活 ∀方法 取大鼠施万细胞体外培养 o一部分经 xj2溴脱氧尿嘧
啶k�µ§�l标记后移植至电针损伤的大鼠中脑网状结构 o另一部分经 � ²̈ ¦«¶·vvvwu标记后置于 °��� 支架内再移植至大鼠全横

断脊髓损伤处 o分别于移植后的 {个月和 tt个月处死动物 o行 �µ§� 免疫组织化学染色及荧光显微镜观察 ∀结果 施万细胞移植入

脑内 {个月后仍可见较多 �µ§�阳性细胞 o褐色椭圆形 o并向大脑皮层迁移 ~移植于脊髓 tt个月后荧光显微镜下可见许多 � ²̈ ¦«¶·

vvvwu阳性细胞 o发蓝色荧光 o形态不规则 o在 °��� 支架内及其头 !尾端脊髓实质内都可见到 ∀结论 施万细胞移植入中枢神经系

统后可长期存活 o并向远端迁移 ∀
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施万细胞k≥¦«º¤±± ¦̈¯̄¶o≥≤¶l移植于中枢神经系

统k¦̈±·µ¤̄ ± µ̈√²∏¶¶¼¶·̈° o≤ �≥l后能否长期存活 o由

于实验方法的不同结论也不同 ∀ ÷∏等将 ≥≤¶借助于

一个微小导管移植入大鼠半横断的脊髓腔内 o结果发

现 o移植后 vs §o生长旺盛的有髓和无髓神经轴突长入

含 ≥≤¶的微小导管中 o而且轴突再生总是与种植的

≥≤¶的存活相关≈t  ∀ ≥·¬¦«̈ ¯等把 ≥≤¶悬液注入到成年

大鼠急性全横断的后联合穹隆中 o结果发现 o≥≤¶移植

后迅速扩散到大脑的广泛区域 o{个月后仍然存活 o但

增殖力很低 o切断的神经纤维在 ≥≤¶的诱导下可经过

损伤点 o沿原路延伸至靶组织≈u  ∀然而 o≠¤¶∏¶«¬等在

观察移植后的 ≥≤¶存活状况时发现 o转染报告基因

�¤¦2�的 ≥≤¶移植至大鼠脑白质后 w周 o标记细胞消

失 o代之的是增生的瘢痕组织≈v  ∀ �¬̄̄ 等用人胎盘碱

性磷酸酶 k«∏°¤± ³̄¤¦̈±·¤̄ ¤̄®¤̄¬±¨ ³«²¶³«¤·¤¶̈ o

°��°l标记 ≥≤¶o并移植入大鼠脊髓挫伤处 o在急性移

植后的u周几乎见不到 °��°标记的≥≤¶o如果延迟

基金项目 }t q国家自然科学基金k�²qvsvzsxwvl ~u q国家自然科

学基金国际合作研究项目k�²qvsxwswxsx{tl

作者单位 }t q北京市神经外科研究所损伤修复室 o北京市 tsssxs ~

u q中国科学院化学研究所高分子与化学国家重点实验室 o北京市

tsss{s ∀作者简介 }万虹kt|yv2l o女 o吉林长春市人 o研究员 o博士 o长期

从事中枢神经系统损伤及修复机理的研究 ∀

细胞移植至损伤后的第 z天 o细胞存活状况被改善≈w  ∀

以上结果表明 o明确 ≥≤¶移植入 ≤ �≥后是否存活是实

验的关键 ∀

1 材料与方法

1 q1 试剂及动物  xj2溴脱氧尿嘧啶 kxj2¥µ²°²§̈ 2

²¬¼∏µ¬§¬±¨o�µ§�l !抗 �µ§� 抗体和 � ²̈ ¦«¶·vvvwu

均购自 ≥¬ª°¤公司k美国l ∀丙交酯2乙交酯共聚物

k³²̄ ¼k ¤̄¦·¬§̈2¦²2ª̄¼¦²̄¬§̈ l o°���l由中国科学院化

学研究所王身国教授提供 ∀ • ¬¶·¤µ成鼠及新生鼠购自

中国医学科学院实验动物研究所 ∀荧光倒置相差显微

镜为 �¬®²±公司产品k日本l ∀

1 q2 新生大鼠 ≥≤¶体外培养及标记  按文献方法≈x  o

待细胞生长良好 o将 �µ§� 以 ts Λ°²̄ r�终浓度标记

一部分细胞 o培养 uw «后用于脑损伤移植 ~将 �²̈ ¦«¶·

vvvwu以 x Λªr°¯终浓度标记另一部分细胞 o培养tu «

后用于脊髓损伤移植 ∀

1 q3 电针损伤大鼠中脑网状结构及 ≥≤¶微量移植  

• ¬¶·¤µ大鼠以 v h戊巴比妥钠麻醉 o头部固定于立体

定位仪上 o暴露前囟至后囟视野 o按大鼠脑立体定位图

谱 o损伤靶点为 �}2x qu °° o中线旁 t qx °° o背侧深

y qs °° ∀缓慢插入电极绝缘针 o通阳极电流 t qx °� o

vs ¶o留针 u °¬±o缓慢拔针 o然后用微量注射器将 �µ2

§�标记的 ≥≤¶悬液 x Λ̄ kt ≅ tsx 个细胞l缓慢注入损

伤点 o缝合切口 ∀共用实验动物 ts只 ∀
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1 q4 体外构建 ≥≤¶2°��� 复合体  用微量移液器吸

取 ≥≤¶v ≅ tsx 个接种于 °��� 支架内 o置于含 ts h

胎牛血清的高糖 ⁄� ∞� 培养液中 o在 vz ε !x h ≤ �u !

饱和湿度培养箱中培养 ou «后进行移植 ∀

1 q5 大鼠全横断脊髓损伤及移植 ≥≤¶2°��� 复合物

 大鼠术前禁水 y «o麻醉kts h 水合氯醛 s qw ° r̄

tssªo腹腔注射l o常规消毒 ∀切口以 ×| 为中心 o长约

u ¦° o切开皮肤 !皮下 o棘突 !椎板骨膜下剥离肌肉 o暴

露 ×{ ∗ ×tt棘突 !椎板 o行 ×{ ∗ ×| 椎板切除术 o咬除

×{ ∗ ×| 棘突 !椎板 o暴露脊髓硬膜 o手术显微镜下纵向

切开硬膜约 z °° o悬吊硬膜 ~滴加 s qx h利多卡因于

脊髓 o切除 ×{ ∗ ×| 长约 v ∗ w °°脊髓 o并将术野可见

的邻近神经根全部切除 o显微镜下见到腹侧硬膜证实

脊髓全横断 ∀明胶海绵止血后 o将 ≥≤¶2°��� 复合物

轻柔地植入缺损处 otu2s显微缝线缝合硬膜 o缝合肌

肉 !皮下 !皮肤 ∀术毕舌静脉注射甲强龙kvs °ªr®ªl ∀

所有手术操作在无菌条件下和手术显微镜下进行 ∀动

物清醒后出现双后肢不能运动 o拖于身后为模型成功

指标 ∀共用动物 ts只 ∀

1 q6 脑组织标本制备及 �µ§�免疫组织化学染色  电

针损伤后移植了 ≥≤¶的大鼠于移植后的第 {个月灌流

固定 o取脑 o石蜡包埋 o切片 x Λ°厚 ~微波提呈抗原 o

加抗 �µ§�抗体kt Β tsssl ow ε 过夜 ~°�≥冲洗 o加生

物素化�ª� o室温 w «~°�≥冲洗 o加过氧化物酶标记的

链霉卵白素 o室温 us °¬± ~°�≥冲洗 o⁄��显色 o封片 o

显微镜下观察 ∀

1 q7 脊髓组织标本制备及荧光显微镜观察  全横断

脊髓损伤并移植了 ≥≤¶2°�� � 复合物的大鼠于移植

后第 tt个月灌流固定 o脊髓原切口切开 o小心切开椎

板 o以损伤点为中心 o取出含移植组织块的脊髓组织 o

w h多聚甲醛溶液后固定 o石蜡包埋 o切片 x Λ°厚 o荧

光显微镜k紫外光激发l下观察 ∀

2 结果

2 q1 动物存活情况  实验共用大鼠 us只 o麻醉无死

亡 o电针损伤大鼠中脑网状结构死亡 v只 o后期饲养死

亡 u只 ~大鼠全横断脊髓损伤动物模型死亡 u只 o后期

饲养死亡 x只 ∀

2 q2 ≥≤¶移植入脑内 {个月的存活及迁移  脑组织标

本经 �µ§�免疫组织化学染色后 o镜下可见阳性细胞

较多 o为褐色椭圆形 o并向大脑皮层迁移k见中插一图

t qtl ∀

2 q3 ≥≤¶移植入脊髓内 tt个月的存活及迁移  荧光

显微镜下观察可见 o有许多阳性细胞 o形态不规则 o发

蓝色荧光 o在 °��� 支架内及其头 !尾端脊髓实质内

都可见到k见中插一图 t qul ∀

3 讨论

°��� 是乙交酯k ¤̄¦·¬¦¤¦¬§o��l和丙交酯kª̄¼2

¦²̄¬¦¤¦¬§o��l按一定比例聚合而成的生物相容性良

好的可降解材料 o分子量约 ts万 o可在体内保持形状 v

个月左右 o在 vz ε 水中完全降解大约需要 w 个月 ∀

°��� 是半结晶性高分子 o具有良好的力学强度 o降解

产物 �2乳酸能被人体完全代谢吸收 o无毒 !无不良组

织反应 o因此被作为人工骨丁等内植骨固定装置以及

骨组织修复中的细胞支架而得到广泛应用 o近年来 o作

为脊髓桥接物及细胞支 o被应用于周围神经和脊髓损

伤的研究≈y  ∀本实验将 °��� 移植于大鼠全横断脊

髓 o损伤后第 tt个月取材发现 o°��� 仍有部分残留 o

但非常柔软 o与脊髓组织完全融合 o无界限 ∀ °��� 体

内 !体外降解速度的不同 o作者认为与周围环境有关 o

尤其是机体损伤后 o在整个炎症反应过程中 o酸碱度是

在不断变化的 ∀

≤ �≥再生比周围神经系统再生困难是因为 ≤ �≥

损伤后缺少神经再生的微环境 o如细胞膜及基质板等

物质及结构 ∀近期的研究证明 o≥≤¶虽为周围神经胶

质细胞 o但可提供神经再生的微环境 o可促进 ≤ �≥再

生≈z  ∀所以 o≥≤¶移植入 ≤ �≥后是否存活是实验的关

键 ∀本研究观察到 ≥≤¶移植于电针损伤大鼠脑内后 {

个月仍然存活 o且可向大脑皮层迁移 ~以 °��� 为支

架移植 ≥≤¶于全横断脊髓损伤处后 tt个月细胞仍然

存活 o并向脊髓段端迁移 o提示 ≥≤¶移植入 ≤ �≥后可

长期存活 ∀综合其他资料及本实验结果 o表明 ≥≤¶的

存活与宿主的环境状况如酸碱度 !炎细胞浸润及损伤

程度等有关 ∀因此 o寻找细胞移植的最佳时间窗是我

们下一步工作的重点 ∀
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