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自体施万细胞神经膜管移植修复大鼠脊髓损伤的实验研究
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≈摘要   目的 探讨自体施万细胞神经膜管 k≥≤�≤l移植对脊髓半横断损伤的修复作用 ∀方法 成鼠 vs只 o随机分 v组 }ts只

造模后行 ≥≤�≤移植 k�组 l~ts只造模但不移植 k�组 l~ ts只不造模也不移植作正常对照组 k≤组 l∀下段胸髓半切法造模 ∀术后

{周每周行动物行为测试和斜板试验 ~术后 y周测定皮层体感诱发电位 k≤≥∞°l~术后 {周行组织学观察及计算机图像分析 ∀结果

�组 !≤组可测出 ≤≥∞°波形 o �组未测出 ∀行为测试 !斜板试验及图像分析 �组 !≤组与 �组差异显著 o �组与 ≤组之间斜板试验

有显著差异 ∀ �组通过脊髓损伤处的再生神经纤维数量明显多于 �组 ∀结论 自体施万细胞神经膜管移植有助于引导再生轴突生

长通过 o对损伤脊髓再生有较明显的促进作用 ∀
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周围神经损伤后再生能力较强 o而中枢神经系统

损伤后再生能力却很有限 ∀一般认为 o周围神经损伤

瓦勒变性后 o轴突 !髓鞘相继溃变崩解 o而施万细胞却

大量增殖 o引导再生轴突生长通过损伤间隙 ~增殖的施

万细胞除提供管道支架作用外 o尚可通过神经膜分泌

大量神经营养因子 o促进神经纤维再生 ∀中枢神经系

统髓鞘结构主要由少突胶质细胞组成 o缺乏施万细胞

神经膜结构和功能 o故再生能力有限 ≈t  ∀本实验利用

大鼠脊髓半横断损伤模型 o探讨自体施万细胞神经膜

管 k≥¦«º¤±± ¦̈¯̄ ± ∏̈µ¬̄̈ °°¤¦«¤±±¨̄o ≥≤�≤ l移植修复

脊髓损伤 k¶³¬±¤̄ ¦²µ§¬±­∏µ¼o ≥≤�l的可行性 ∀

1 材料与方法

1q1 动物与分组  成年 ≥⁄大鼠 vs只 o体重 t{s ∗ u{s

ªo雌雄不限 ∀由大连医科大学动物实验中心提供 o为

≥°ƒ级动物 ∀随机分成 v组 o每组 ts只 }造模后行 ≥≤ 2

基金项目 }辽宁省科技厅自然科学基金 kyt|s|{l∀

作者单位 }大连医科大学附属第二医院骨科 o辽宁大连市 ttysuz∀

作者简介 }南丰 kt|zw2lo男 o辽宁大连市人 o博士研究生 o主治医师 o主要

从事脊髓损伤治疗方面的研究 ∀通讯作者 }李靖年 ∀

�≤移植 k实验组 l~�组 }造模但不移植 k模型组 l~ ≤

组 }不造模也不移植 k正常对照组 l∀

1q2 方法

1q2q1 ≥≤�≤制备  �组 !�组动物用 uh戊巴比妥钠

vs °ªr®ª腹腔麻醉 o沿左上肢屈侧切开约 t1x ¦°o切

取正中神经节段约 s1x ¦°∀正中神经断端行显微吻

合 ∀ �组取材后按下述过程处理 }蒸馏水浸泡 x °¬±o

液氮冷冻 u °¬±o共两次 ~生理盐水浸润 x °¬±复温 ~轻

轻挤出胞浆和崩解组织 o修整成待移植的 ≥≤�≤∀ �组

取材后不作上述处理 ∀

1q2q2 脊髓半横断损伤造模  同步麻醉下 �组 !�组

动物行背正中切口 o切除 ×{ !×|椎板 o显露脊髓 ∀手术

显微镜下沿脊髓后正中血管左侧纵行切开脊髓约 s1x

¦°o于两端仔细切割将脊髓左半横断 ∀造模成功后 o鼠

尾呈痉挛性扑动 o左下肢完全瘫痪 ∀

1q2q3 ≥≤�≤移植及术后观察处理  �组造模后将

≥≤�≤后按走行方向显微植入自体脊髓切损处 ∀ �组

造模后不做移植 ∀术后预防性肌注青霉素 v §∀每天

v次人工按压膀胱排尿 o直至自主膀胱反射建立 ∀观

察动物存活情况 !一般状态 !伤口愈合 !后肢溃疡情况
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及运动功能恢复情况等 ∀

1q3 评定方法

1q3q1 斜板试验  将大鼠置于纹理橡皮覆盖的木制

斜板上 o斜板倾斜角度由 sβ缓慢上升 o直到大鼠跌落 o

读取斜板度数 ∀每例由不同实验者测试 v次 o取均值 ∀

术后 {周每周测试 t次 ∀

1q3q2 行为学测试  根据 � ¬√ ¬̄±等的方法 ≈u 进行动物

行为学测试 ∀将行为学测试指标 s ∗ z级分级数字化 o

即 s级 s分 ot级 t分 ou级 u分 o, , oz级 z分 ∀记录

术后每周的行为评分 ∀

1q3q3 皮层体感诱发电位 k¦²µ·¬¦¤̄ ¶²°¤·²¶̈±¶²µ¼ 2̈

√²®̈ §³²·̈±·¬¤̄o≤≥∞°l 术后 y周用英国产 � §̈̈ ¯̈¦诱

发电位记录仪行 ≤≥∞°测定 ∀将记录电极置于右耳后

偏上方与皮层感觉区相对应的颅骨处 o参考电极置于

对侧头皮下 ∀刺激电极放在左后肢坐骨神经处 o矩形

稳压脉冲电流刺激左后肢坐骨神经 o刺激频率 u �½o波

宽 s1u °¶o刺激强度 xs ∗ ys ∂ o以引起左后肢轻微肌

肉收缩为度 ∀

1q3q4 组织学观察

1q3q4q1 辣根过氧化物酶 k«²µ¶̈µ¤§¬¶« ³̈ µ²¬¬§¤¶̈o

� � °l逆行示踪  术后 {周各组随机取 w只大鼠 o于移

植物与脊髓远端交界面尾侧约 x °°处 o将微量注射

器针头向头侧倾斜 wxβ刺入脊髓约 t1s °°o缓慢注入

vsh � � ° x Λ ∀̄ w{ «后经主动脉灌注固定 o切取移植

的 ≥≤�≤及与其相连的近 !远端脊髓共约 t1x ¦°∀按

ws Λ°厚度纵行冰冻切片 o×� �呈色 o观察近端脊髓神

经元标记情况 ∀ th中性红复染后观察 ≥≤�≤内神经

纤维情况 ∀

1q3q4q2 肉眼及镜下观察  术后 {周 o各组切取 ×{r|

为中心的 t1x ¦°标本 ∀肉眼观察后 ∞³²±定位包埋 o

半薄横切片 o厚 t Λ°∀甲苯胺兰染色 o光镜下观察

≥�� ≤内神经纤维再生情况 ∀再用 ���切片机切成 y

±°超薄片 o铀 !铅双染 o �∞� 2uss∞÷型透射电镜下观

察 ∀取左侧损伤平面以下脊神经节固定包埋后 o按 ts

Λ°厚度横切片 o�∞染色下光镜观察 ∀ ���• ÷ 2ƒ彩色

图像分析仪对半薄切片中轴突数目 !轴突直径及石蜡

切片中脊神经节细胞数目进行分析 ∀

1q4 统计学方法  所有数据以 kcξ ? σl表示 o采用 ≥°≥≥

ts1s软件包用方差分析法进行统计学分析处理 ∀ Π �

s1sx为有显著性差异 oΠ �s1st为有非常显著性差异 ∀

2 结果

2q1 一般情况  术后 u周 o�组 t只动物因左后肢溃

疡继发感染死亡 ∀其余动物术后 {周均存活 o切口 ´

期愈合 ∀术后 v周 o�组左后肢有不同程度的运动功

能恢复 ∀术后 y周 o�组开始有轻微的左后肢活动 ∀ �

组和 �组动物均发生手术部位的轻度脊柱侧弯畸形 ∀

2q2 斜板试验  术后 u周内 o�!�组无显著性差异 kΠ

�s1sxl∀术后 v ∗ {周 o�!≤组与 �组间有非常显著

性差异 kΠ � s1stlo�组与 ≤组有显著性差异 kΠ �

s1sxl∀见表 t∀
表 1  术后斜板试验比较 (β)

时间 �组 �组 ≤组

t周 u{qyt ? vq{z u|qwu ? uq|u xzqtw ? uqsy

u周 vsqvu ? uqwx vsqxy ? vqts xyq{v ? uq{t

v周 wxqxw ? vqu{¤o¥ vsqwv ? uqzw xyq|| ? vqux¤

{周 xuq|v ? tqyt¤o¥ wsqz{ ? tq{v xzqtt ? tqyz¤

注 }¤}与 �组比较 oΠ � s1st~¥}与 ≤组比较 oΠ � s1sx∀

2q3 行为学测试  术后当日 o�组和 �组左后肢失去

负重和行走功能 ks分 l∀术后 u周内 o两组行为评分

无明显恢复 o与 ≤组有非常显著性差异 kΠ � s1stl∀

术后 v周 o�组行为评分有恢复 o与 ≤组仍有显著性差

异 kΠ �s1sxl~术后 {周时 �!≤两组间无显著性差异

kΠ � s1sxl∀术后 y ∗ {周 o�组行为评分亦有一定恢

复 o但与 �!≤组有非常显著性差异 kΠ � s1stl∀见表

u∀
表 2  术后行为学测试评分比较 (分 )

时间 �组 �组 ≤组

t周 sqxs ? sqzy¤ sqws ? sqyv¤ zqss ? sqss

u周 tqus ? sqy|¤ tqss ? sq|{¤ zqss ? sqss

v周 wq{s ? sqw{¥o¦ tqvs ? sq{u¤ zqss ? sqss

y周 xq|s ? sq{w vqus ? tqtv¤o¦ zqss ? sqss

{周 yqus ? sq|t vqvs ? tqux¤o¦ zqss ? sqss

注 }与 ≤组比较 o¤}Π � s1st~¥}Π � s1sx∀ ¦}与 �组比较 oΠ � s1st∀

2q4 ≤≥∞°  ≤组可记录到潜伏期为 kty1tx ? t1uvl

°¶o波幅为 kvs1zy ? u1ytl °∂的 ≤≥∞°波形 ∀术后当

日 o�组和 �组 ≤≥∞°波形消失 ~术后 y周 o�组可记录

到 ≤≥∞°波形 o但潜伏期延长至 kut1w{ ? u1tzl °¶o波

幅降低至 kuv1zw ? u1sul °∂ ∀ �组术后 y周未记录到

≤≥∞°波形 ∀

2q5 组织学观察  �组 }≥≤�≤与脊髓融合较好 o交界

处无明显瘢痕组织形成 ~移植物中出现较多的再生轴

索 o胶质细胞增生较少 ∀大量神经纤维可越过宿主 2移

植物交界面 ∀脊神经节细胞结构基本完整 o数量较多 ∀

� � °示踪在宿主 2移植物交界面头侧的正常脊髓前角

内可见较多标记神经元 ∀再生轴突直径较粗 o髓鞘较

厚 ∀

�组 }脊髓切损处连接疏松 o有明显愈合间隙 o瘢

痕增生明显 o脊髓有变性 !坏死及较大空洞形成 ∀切损

处再生轴索少 o胶质细胞增生浸润明显 ∀很少有神经

纤维可以跨越脊髓切损处 ∀脊神经节细胞结构基本破

坏 o数量明显减少 o见大量炎细胞浸润 ∀ � � °示踪未见

标记神经元 ∀再生轴突直径细 o髓鞘薄 ∀
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≤组 }脊髓结构完整 o无瘢痕组织形成 ∀镜下可见

大量神经纤维 ∀脊神经节细胞结构完整 o数量多 ∀

� � °示踪见大量标记神经元 ∀轴突直径粗 o髓鞘厚 ∀

计算机图像分析示 }�!≤组与 �组间在轴突数目 !

轴突直径和脊神经节细胞数目方面有非常显著性差异

kΠ � s1stl~�组与 ≤组间比较无显著性差异 kΠ �

s1sxl∀见表 v∀
表 3  轴突数目 !直径及脊神经节细胞数目比较

�组 �组 ≤组

轴突数 |syqxs ? {xq{t¤ tuwqss ? w{qzu tsvvqvs ? tuyqvy¤

轴突直径 kΛ°l tqzw ? squy¤ sqyy ? squv tq|{ ? sqw|¤

脊神经细胞数 ustqts ? t{qvz¤ vtqzs ? {quu uvwqxs ? tyqu{¤

注 }¤}与 �组比较 oΠ � s1st∀

3 讨论

对脊髓损伤修复及再生的研究涉及药物治疗 !物

理治疗 !组织移植和基因工程等 o其中研究最为广泛的

就是组织移植 ∀变性肌肉 !大网膜 !自体静脉 !周围神

经 !肌基膜等都曾作为桥接体用于动物实验 ∀其中以

骨骼肌基膜管移植报道较多 ∀它虽然能为神经纤维再

生提供良好的通道 o其基底膜成份也能引导神经脊细

胞的迁移 o并促进其分化 ≈v 
o但由于缺乏神经纤维再生

所必需的施万细胞 o其再生的神经纤维在直径 !数量 !

髓鞘厚度及神经传导速度等方面 o均不及具有施万细

胞成份的移植体桥接 ≈w  ∀

施万细胞是周围神经的胶质细胞 o包绕轴突 o形成

或不形成髓鞘 ∀目前研究表明 o施万细胞功能非常活

跃 o可在体内分泌多种神经营养因子 k± ∏̈µ²·µ²³«¬¦©¤¦2

·²µ¶o�×ƒ¶lo并能够产生细胞外基质 k ¬̈·µ¤¦̈¯̄∏¤̄µ°¤2

·̈µo∞≤� l和细胞粘附分子 k¦̈¯̄ ¤§«̈ ±¶¬²± °²̄ ¦̈∏̄ ¶̈o

≤�� ¶l等 ∀上述物质与神经再生关系密切 ∀施万细胞

移植修复 ≥≤�o已屡有成功报道 ≈x2y  ∀但亦有报道认

为 o移植物厚度过大时容易发生脊髓的 /中央性坏

死 0≈z  ∀

≥≤�≤是包绕在施万细胞外面的一层富含 ∞≤� 的

薄膜 ∀ ∞≤�包括层粘连蛋白 k�¤°¬±¬±o��l!纤维粘连

蛋白 k©¬¥µ²± ¦̈·¬±oƒ�l!± ¦̈·¬±等 ∀ ∞≤� 各组分都有不

同程度的刺激施万细胞分裂增殖和促进轴突生长的能

力 o其中起关键作用的是 ��和 ƒ�∀体外研究表明 o

��和 ƒ�有明显促进神经突起生长的作用 ≈{  ∀殷琦

等进一步证实 o神经膜结构具有稳定性和耐损伤性 o其

主要成份并不因冷冻和融化而破坏 ≈|  ∀

≥≤�≤的完整性是周围神经轴突再生成功所必不

可少的 o但 ≥≤�≤桥接脊髓切损尚少见报道 ∀本实验

将 ≥≤�≤移植于大鼠脊髓半横断损伤模型 o发现实验

组移植体内有较多再生神经纤维通过并跨过移植物 2

宿主交界面与正常脊髓相联系 ~组织学观察显示 o≥≤2

�≤移植后与宿主脊髓融合较好 o可见较多的神经纤维

通过移植物 2宿主交界面进入正常脊髓 o未见明显的脊

髓中央性坏死发生 o且无明显的移植免疫排斥反应 ~在

近端脊髓前角区见到较多的标记神经元 o腰部脊神经

节细胞结构较完整 !数量较多 o提示有神经回路的重

建 ~脊髓再生轴突直径较粗 !髓鞘较厚 ~而在移植体外

周并未发现再生神经纤维通过 ∀实验组术后 y周可测

出 ≤≥∞°波形 ~术后 {周动物肌力 !动作协调性明显恢

复 ∀这些均表明 ≥≤�≤有望成为桥接脊髓切损较理想

的移植体 o其引导 !促进轴突再生的作用可能与移植体

∞≤�的主要成分 ��和 ƒ�等有关 ∀另外 o我们也观察

到 o模型组动物术后 y周开始出现一定程度的运动能

力恢复 o但并未记录到 ≤≥∞°电位 o考虑与低等动物自

主代偿性功能恢复有关 ∀这也与以往的研究报道相一

致 ∀

但是 ≥≤�≤移植桥接较大的脊髓切损是否有效 �

用于更接近人类的灵长类动物效果如何 �不同致伤方

式和程度的脊髓损伤模型是否影响疗效 �什么时机移

植更好 �许多问题还需要进一步研究 ∀
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