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肌萎缩侧索硬化培养模型中星形胶质细胞的变化
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≈摘要  目的 应用脊髓片器官型培养模型制备选择性运动神经元死亡的肌萎缩侧索硬化k��≥l体外模型 o探讨星形胶质细

胞在 ��≥发病中的作用 ∀方法 脊髓器官型培养采用 {日龄 ≥⁄大鼠的腰段脊髓 o在培养液中加入浓度为 tss Λ°²̄ r�的苏2羟天冬

氨酸k× � �l o建立 ��≥脊髓器官型培养模型 ~用神经元特异的 ≥ ��2vu和星形胶质细胞特异的 �ƒ �°染色 o并对细胞计数 ∀结果

与对照组相比 o× � � tss Λ°²̄ r�组的脊髓前角以及周边的白质中星形胶质细胞明显增生 o增生的程度随用药时间的延长而增加 o

且伴随细胞数量的增加 o其形态也发生改变 ∀结论 × � � 干预制造的 ��≥模型中 o在前角位置有明显的星形胶质细胞增生 o且增

生的时间明显早于运动神经元的丢失 ∀
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肌萎缩侧索硬化k¤°¼²·µ²³«¬¦ ¤̄·̈µ¤̄ ¶¦̄ µ̈²¶¬¶o��≥l是一

种选择性上下运动神经元受累的神经系统变性疾病 o自 t{y|

年由 ≤«¤µ¦²·首次报道以来 o至今对其病因及发病机制尚未明

了 o且无有效的治疗方法 ∀病因学研究显示 ous h 的家族性

��≥k©¤°¬̄¬¤̄ ¤°¼²·µ²³«¬¦ ¤̄·̈µ¤̄ ¶¦̄ µ̈²¶¬¶oƒ ��≥l发病与超氧

化物歧化酶 tk¶∏³̈ µ²¬¬§̈ §¬¶°∏·¤¶̈2t o≥�⁄tl突变有关 ∀而占

绝大多数的散发性 ��≥k¶³²µ¤§¬¦¤°¼²·µ²³«¬¦ ¤̄·̈µ¤̄ ¶¦̄ µ̈²¶¬¶o

≥��≥l的病因至今不清 o可能的机制有谷氨酸毒性 !细胞骨架

紊乱 !线粒体功能障碍和氧化损伤等≈t  ∀越来越多的证据显

示 o谷氨酸兴奋毒作用可能不是 ��≥发病的始动因素 o而是多

种病因作用的最后通路 o但其对 ��≥的起病 !进展起着至关重

要的作用 o也是核心环节 ∀抗谷氨酸药物力如呔临床治疗 ��≥

的中度有效性也证明了这一点≈u  ∀本实验室参照 � ²·«¶·̈¬±的

方法 o利用脊髓器官型培养技术 o结合谷氨酸兴奋毒机制 o在培

养的脊髓片中加入适当浓度的谷氨酸转运体抑制剂苏2羟天冬

氨酸k·«µ̈²«¼§µ²¬¼¤¶³¤µ·¤·̈ o× � �l抑制谷氨酸转运 o使细胞外

谷氨酸的堆积对运动神经元造成损伤而感觉神经元不受影响 o

制备 ��≥的体外培养模型 o并进一步探讨选择性运动神经元损

作者单位 }t q河北医科大学附属第二医院 o河北石家庄市 sxssss ~

u q北京武警总医院神经干细胞移植科 o北京市 tsssv| ∀作者简介 }李

敏kt|z{2l o女 o河北蠡县人 o住院医师 o硕士 o主要研究方向 }运动神经元

变性病 ∀

伤后星形胶质细胞的变化 ∀

1 材料与方法

1 q1 主要材料与仪器  实验动物为 {日龄 ≥⁄乳鼠k购自河北

医科大学实验动物中心l ∀培养试剂 }培养液 � ≥k含 ux °°²̄ r

� � ³̈̈ ¶的 xs h � ∞ � ~ux h 马血清 ~含 ux qy ªr�葡萄糖的

ux h �¤±®¶平衡盐液l ~含 y qw ªr�葡萄糖的 � ¼̈¶平衡盐液

k��≥≥l o调节 ³� 值在 z qu左右 ~组化试剂 }小鼠抗非磷酸化神

经丝单克隆抗体 ≥ ��2vuk≥·̈µ±¥̈ µª̈ µ � ²±²¦̄²±¤̄¶公司l ~兔抗

胶原纤维酸性蛋白kª̄¬¤̄ ©¬¥µ¬̄̄ ¤µ¼ ¤¦¬§¬¦³µ²·̈¬± o�ƒ �°l多克隆

抗体k北京中山化学试剂公司l ~生物素化马抗鼠 �ª�k∂ ¦̈·²µ公

司l ~生物素化羊抗兔 �ª�k即用型 o武汉博士德公司l ~≥��≤ 免

疫组织化学试剂盒k北京中山公司l ~⁄��显色试剂盒k北京中

山化学试剂公司l ∀实验仪器 !设备 }培养孔 ~≤ �u 培养箱 ~万级

净化装置 ~� ≤��活组织切片机 ∀

1 q2 脊髓薄片器官型培养≈v 和分组  无菌条件下将 ≥⁄乳鼠

快速断头 !分离 o取出整条脊髓 o解剖显微镜下分离并剪断腰段

脊髓的神经根 o切成 vxs Λ°厚的薄片 o将切片转移到 ��≥≥后 o

用吸管将完好的脊髓片转移至培养孔中 o放入 ≤ �u 培养箱培养

kvz ε ox h ≤ �u n |x h空气l ∀对照组培养液仅为 � ≥ o× � � 组

则在培养 t周后加入 tss Λ°²̄ r� × � � o标记为 × � � tss组 o

各组分别于培养后的 t周 !u周 !v周 !w周时取出 o进行免疫组

化检测 ∀

1 q3 脊髓片免疫组化染色≈w   培养后的脊髓片以 w h 多聚甲
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醛固定 os qy h ×µ¬·²± ÷2tss 浸透 ots h 马血清r× �≥r°�≥ ys

°¬±阻断非特异性染色 o加入一抗 o次日加二抗 !≥��≤ !⁄��显

色 ∀以 × �≥r°�≥代替一抗为阴性对照 ∀

1 q4 星形胶质细胞计数  在 ws ≅ 镜下计数体外培养 u周 !v周

和 w周时对照组与 × � �tss组的脊髓片腹角位置处的星形胶

质细胞 o每个时点取 u个培养孔上的 ts个脊髓片进行计数k在

脊髓片腹角位置随机取 w个不同的视野 o计数每个视野中的星

形胶质细胞l ∀

1 q5 统计学处理  所得数据以kmξ ? σl表示 o采用 ≥°≥≥ ts qs

统计软件进行 ·检验 ∀

2 结果

2 q1 脊髓薄片器官型培养  对照组脊髓片生长良好 o体积逐渐

增大 o组织边缘有光晕 o存活率达 |s h以上 o存活时间最长可达

u个月以上 ~相差显微镜下可见培养脊髓片的后角较前角暗淡 o

含有大量的体积小 !重叠 !密集的细胞 o而脊髓前角透光性较后

角强 o细胞相对较大 o细胞分布相对较稀疏 o前正中裂较后正中

沟明显 ∀ × � �tss组的脊髓片在培养 w 周后脊髓前角明显变

薄 o颜色逐渐变暗 o而后角变化不明显 ∀

2 q2 ≥ ��2vu 组化染色  对照组脊髓片每片的两侧腹角共有

tx ∗ us个 Α运动神经元被染成深棕色k见封三图 t qtl o其直径

均在 ux Λ°以上 o突起细长 o彼此形成突触联系 o脊髓后角可见

大量淡棕色着色的中 !小体积的中间神经元 o细胞排列紧密 o有

重叠 ∀ × � �tss组 Α运动神经元的数目随时间延长而逐渐减

少k见封三图 t qul o在培养 w周后与对照组比较差异有非常显

著性意义k ° � s qstl o见表 t o而脊髓背角的中间神经元数目各

时点均无明显减少≈x  ∀

2 q3 �ƒ �°组化染色  对照组脊髓片中存在呈棕色的 �ƒ �°

标记的星形细胞 o在白质中较明显 ∀培养 v周后的脊髓前角星

形胶质细胞的数量明显增多 o至培养 w周后 �ƒ �°阳性细胞数

目又减少 o星形胶质细胞的形态无明显改变k见封三图 t qvl ∀

× � �tss组在培养 u周后星形胶质细胞数量增多 o至培养 w周

时细胞数量增加更加明显 o细胞体积增大且突起变长k见封三

图 t qwl ~× � � 干预 u周后 o× � �tss组的星形细胞数量继续增

多 o体积继续增大 o与对照组比较差异有非常显著性意义k ° �

s qstl o见表 t ∀

表 1  不同培养时期的脊髓腹角星形胶质细胞计数(hξ ? σ)

组别 u周 v周 w周

对照组 uz q| ? z qsvs{| ys qw ? tv qvuyyy vv qy ? y q|z|vvx

× � �tss组 yw qz ? tu qwstty¤ tss q{ ? uv qxwxzs¤ twu qv ? uz qxwssz¤

  注 }¤q与对照组比较 o° � s qst ∀

3 讨论

本实验中对照组脊髓片中存在呈棕色的 �ƒ �°标记的星

形细胞 o在白质中较明显 o培养 v周后的脊髓前角星形胶质细

胞的数量明显增多 o至培养 w周后 o�ƒ �°阳性细胞数目又减

少 o星形胶质细胞的形态无明显改变 ∀ × � �tss组在培养 u周

后星形胶质细胞数量增多 o至培养 w 周时细胞数量增加更显

著 o细胞体积增大且突起变长 ~× � � 干预 u 周后 o星形细胞的

数量继续增多 o体积继续增大 ∀与对照相比 o× � �tss组的脊

髓片在 × � � 干预 t周后就有反应性的星形胶质细胞增生 o主

要在灰质前角 o周边白质也表现一定的增生 o而星形胶质细胞

的形态也发生变化 o呈现高营养状态 o胞体增大 o突起延长 ∀另

外 o在脊髓背角位置也发现浓染的星形胶质细胞 o主要集中在

后角胶状质 ∀这种反应性星形胶质细胞增生的增生程度随着

× � � 干预时间的延长而逐渐增强 ∀正常培养的对照组在培养

v周后也出现反应性星形胶质细胞增生 ∀

��≥患者脊髓前角中的反应性星形胶质细胞增生被认为

继发于运动神经元的丢失 ∀但本实验结果显示 o在 × � � 干预

t周后即有反应性星形胶质细胞增生 ∀在我们以前的研究中 o

运动神经元的丢失往往出现在 × � �tss 干预后的第 v 周 o因

此 o本实验反应性星形胶质细胞增生出现的时间远早于运动神

经元的丢失 o而且星形胶质细胞随着 × � � 干预时间的延长 o不

仅数量增加 o体积也明显增大 ∀这种反应性星形胶质细胞增生

可能起源于细胞的高营养状态 o细胞肿胀的原因可能是受损的

运动神经元释放到细胞外的 �n浓度增加≈y  ∀

本研究结果还显示 o无论是 × � � 干预组还是对照组 o脊髓

白质中也呈现反应性星形胶质细胞增生 o而且这种白质部位的

反应性星形胶质细胞增生早于前角位置 ∀造成这种远隔部位

的反应性增生的原因 o可能是白质中的细胞对损伤较为敏感 o

或者是由于一些毒性物质或信号通过一些细胞外途径 o或通过

缝隙连接传递到远隔部位而引起≈z  ∀另外 o对照组培养 v周后

星形胶质细胞也有明显的增生 o但增生程度明显低于 × � �tss

组 o至 w周时又趋于正常 ∀这种现象的产生可能是星形胶质细

胞对损伤的一种保护性反应 o因为脊髓切片本身对脊髓就是一

种损伤 o在脊髓外伤 !缺血时也有类似的增生情况 ∀

通过本实验我们认为 o早期的反应性增生的星形胶质细胞

通过代谢调节或者分泌一些营养因子等保护神经元免于兴奋

毒损伤和氧化应激损伤 ~长期的k星形l胶质细胞反应可能是诱

发 ��≥运动神经元损伤的一种因素 o或者是加重运动神经元损

伤以至于死亡的一种因素 ∀
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≈w ∂ ¤± • ¶̈·̈µ̄¤¤® � � � o�²²¶·̈± ∞��o�µ¬¥±¤∏ � � � o ·̈¤̄ q≤«µ²±¬¦

°¬·²¦«²±§µ¬¤̄ ¬±«¬¥¬·¬²±¬±§∏¦̈¶ª̄∏·¤°¤·̈2° §̈¬¤·̈§¦²µ·¬¦²°²·²± ∏̈2
µ²± §̈ ¤·«¬± ¤± ²µª¤±²·¼³¬¦¦∏̄·∏µ̈ °²§̈ ≈̄�  q∞¬³ �̈ ∏µ²̄ ousst otyz

kul }v|v ) wss q

≈x  ≤ ∏̄¶®̈ ¼ ≥ o � ¤°¶§̈ ± ⁄�q � ¦̈«¤±¬¶°¶ ²© ± ∏̈µ²§̈ ª̈ ± µ̈¤·¬²± ¬±

¤°¼²·µ²³«¬¦̄ ¤·̈µ¤̄ ¶¦̄ µ̈²¶¬¶≈�  q�≤ ¬̄± °¤·«²̄ � ²̄ °¤·«²̄ ousst oxw }

v{y ) v|u q

≈y �²µ̈±¥̈ µª � ⁄q �¶·µ²¦¼·̈ µ̈¶³²±¶̈¶·² ≤ �≥ ¬±­∏µ¼≈�  q� �̈ ∏µ²2

³¤·«²̄ ∞¬³ �̈ ∏µ²̄ ot||w oxv }utv ) uus q

≈z � ¤°¬� o ∂ ²̄ ®°¤±± × o • ¬±¦®̄ µ̈�q ∞©©̈ ¦·¬√¨µ̈§∏¦·¬²± ²© ± ∏̈µ²±¤̄

§̈ ¤·«¥¼ ¬±«¬¥¬·¬±ª ª¤³­∏±¦·¬²±¤̄ ¬±·̈µ¦̈¯̄ ∏̄¤µ¦²°°∏±¬¦¤·¬²± ¬± ¤

µ²§̈ ±·°²§̈¯ ²© ª̄²¥¤̄ ·µ¤±¶¬̈±·¦̈µ̈¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤≈�  q ∞¬³ �̈ ∏µ²̄ o

usst otzs }u|z ) vsw q

k收稿日期 }ussy2sw2t|l

#vxst#中国康复理论与实践 ussy年 tu月第 tu卷第 tu期 ≤«¬± � � «̈¤¥¬̄ × «̈ ²µ¼ °µ¤¦·¬¦̈ o ⁄̈ ¦qussy o∂ ²̄ qtu o �²qtu






