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要!目的
#

观察嗅鞘细胞!

B=M.

"脊髓内移植对坐骨神经损伤后脊髓前角运动神经元的作用&方法
#

将培养'纯化
B=M.

采用倒置相差显微镜'细胞免疫组织化学染色观察并计算纯度&

#"

只大鼠坐骨神经夹伤后随机分为
B=M.

实验组与生理盐水

组&通过尼氏染色计数并计算运动神经元的存活百分率#观察神经元的超微结构&结果
#

神经生长因子受体
>

!&

抗体

!

RNQ5

>

!&

"细胞免疫组化染色观察
B=M.

胞体清晰#纯度大于
T']

&尼氏染色
B=M.

组相应节段运动神经元再生数目和存活百

分率明显增加#细胞器及大部分神经纤维的髓鞘结构清晰&对照组脊髓神经元细胞器变性#髓鞘严重变形&结论
#

B=M.

移植对

大鼠坐骨神经损伤后的脊髓前角运动神经元具有促进存活和再生双重保护作用&

关键词!细胞移植%神经损伤%前角神经元%嗅鞘细胞
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周围神经一旦损伤#逆向运输的雪旺细胞$

.7321++7-99.

#

LM

&和神经营养因子缺乏是造成运动神经元死亡的主要原因*

因此#能使脊髓前角神经元自主表达
LM

和神经营养因子#将

会成为治疗周围神经及运动神经元损伤的有效方法*嗅鞘细

胞$

)9?17/)4

O

-+.3-1/3*+

0

7-99.

#

B=M.

&是一种处于中枢与外周

神经系统过渡区的胶质细胞#具有
LM

和星形胶质细胞的双重

特性#其功能极为活跃#可包裹再生轴突生长和再髓鞘化#还表

达一些神经营养因子和胞黏附分子#促进神经生长#诱导神经

长入正确的位置(

$

)

*本实验通过
B=M.

移植到坐骨神经损伤

后的脊髓内#研究其对坐骨神经损伤后脊髓前角运动神经元的

保护作用*

C

#

材料与方法

CHC

#

实验动物.试剂和仪器
#

健康成年雄性
L[

大鼠
&'

只#

体质量
%''

%

%%'

0

*均由新乡医学院实验动物中心提供*胰

蛋白酶.胶原蛋白酶.透明质酸酶.

L6$''

.

DIM

试剂盒.甲苯胺

蓝染色试剂盒均购自武汉博士德生物工程公司#兔抗大鼠低亲

和力神经生长因子受体
>

!&

抗体$

+-4,-
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4)2/3?17/)44-7-

>

/)4

>

!&

#

RNQ5

>

!&

&细胞免疫组织化学染色由北京塞百盛生物工

程有限公司合成提纯*

[GLE$'''

光镜$

E-*71

公司#德国&#倒

置相差显微镜$

K3*9*

>

.

#美国&.

(*

0

-4

图像分析系统.光学显微

镜$

R*J)+

#日本&#透射电子显微镜$

K3*9*

>

.

#美国&*

CHD

#

B=M.

的培养.纯化.鉴定$因为不同来源及年龄嗅鞘及

嗅鞘细胞的作用系经实验证实无明显区别#故本实验与多数国

内外实验一样取成年大鼠&

#

取成年的
L[

大鼠
%

只#

%]

戊巴

比妥钠腹腔内注射麻醉$

P'@

0

"

J

0

&#在无菌条件.

$U

倍显微镜

下取出双侧嗅球#置入含双抗的无血清
[G=G

"

Q$%

培养.清

洗#去膜.剪碎#加
'H%&]

的胰蛋白酶培养*采用相差贴壁法

培养.纯化#细胞融合后倒置相差显微镜观察#常规
RNQ5

>

!&

细胞免疫组织化学染色鉴定#随机选取
$'

个视野计数
B=M.

阳性染色#并计算纯度*达
!']

左右#细胞数量达
Pd$'

U 个"

培养瓶#取上清#

h%'e

保存备用*

CHE

#

实验动物模型及分组
#

实验动物为体质量
%''

%

%%'

0

的雄性
L[

大鼠
#"

只#随机均分为
B=M.

实验组和生理盐水

组*用
%]

戊巴比妥钠$

P'@

0

"

J

0

&腹腔注射麻醉大鼠#常规消

毒.铺巾
$U

倍显微镜下显露右侧坐骨神经#于犁状肌下孔
'H&

7@

处镊夹
%@*+

造成坐骨神经损伤*实验组及生理盐水组用

微量注射器分别将
%

"

E

滴度为
Pd$'

U 个"培养瓶
B=M.

或生

理盐水注射于
E

#

%

&

及
E

&

%

U

之间的脊髓腹角前外侧沟外侧$因

UT'%

重庆医学
%'$$

年
!

月第
#'

卷第
%$

期

!

基金项目!河南省科技厅科技攻关计划基金资助项目$

'"%$'%P$''"P

&*

#

"

#

通讯作者$
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0#O

16
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脊髓灰质前角运动神经元组成前根自前外侧沟发出#大鼠脊髓

约为人的
$]

#相当于
$

"

#

线外侧&

%

点#注射深度为
$H&@@

缓慢注入后留针
%@*+

#缓慢退出*手术结束后动物常规饲养*

因本课题主要观察坐骨神经损伤后
B=M.

通过促使脊髓前角

神经元自主分泌表达
LM

和神经营养因子的作用#从而使脊髓

前角运动神经元避免逆行性缺乏
LM

和神经营养因子而变性

坏死#未对剂量滴度做定量观察#采用的是国内外常用的有效

剂量滴度%

B=M.

细胞移植后利用其扩增.传代特征可以繁殖

迁移#并且结合以前实验结果不需要再行第
%

次注射*

CHF

#

B=M.

形态学与免疫学观察测纯度
#

在
B=M.

培养后
$

.

P

.

U

.

T:

不同时间用倒置相差显微镜观察#常规
RNQ5

>

!&

细

胞免疫组织化学染色鉴定#随机选取
$'

个视野计数
B=M.

阳

性染色#计算纯度*

CHG

#

组织处理及染色
#

分别于术后
$

.

#

.

"

周各取
"

只实验组

和对照组大鼠#

%]

戊巴比妥钠腹腔麻醉下开胸#左心室升主动

脉插管#灌注温生理盐水
$''@E

冲净血液*用预冷的
#]

多

聚甲醛
&''@E

灌注.固定*取
E

#

%

U

节段脊髓#置于
#e

.

%&]

蔗糖磷酸盐缓冲液$

KIL

&溶液中过夜*待组织沉底后行冰冻

切片#片厚
%'

"

@

#每
&

张留取
%

张#采用
$]

甲苯胺蓝进行神

经元尼氏染色后光镜观察*使用
E=<MDG&&'

采集图像*每

套片子均于
E

#

%

U

各随机抽取
P

张#分别计数双侧脊髓前角运

动神经元数目#计数标准为能辨认出细胞核的神经元轮廓者*

结果以损伤侧与健侧二者的神经元数目相对比表示*并计算

平均值*在
"'''

倍透射电子显微镜下进一步观察脊髓前角

运动神经元的超微结构*

CHH

#

统计学处理
#

采用
LKLL$%H'

统计软件包进行分析*数

据以
'c9

表示#组间比较采用
3

检验#以
I

$

'H'&

为差异有统

计学意义*

D

#

结
##

果

DHC

#

B=M.

形态学观察与免疫学观察及纯度
#

倒置相差显微

镜观察#

B=M.

在差时贴壁纯化
%#3

后生长#胞体呈圆形或椭

圆形#未见或少见突起生长%培养
U

%

T:

后#细胞大多呈双极

形或梭形#少量呈多极形或椭圆形#细胞突起细长#彼此交织成

网格状#亦可见少量成纤维细胞生长$彩插
&

图
$

&*

RNQ5

>

!&

细胞免疫组织化学染色观察示
B=M.

细胞膜棕色深染#胞体清

晰#呈梭性或三角形$彩插
&

图
%

&%成纤维细胞仅细胞核深染#

胞膜不着色*计算所得纯度大于
T']

*

DHD

#

尼氏染色计数结果
#

坐骨神经夹伤后
$

.

%

周光镜观察两

组脊髓前角运动神经元数目差别不明显%

#

周后
B=M.

实验组

可观察到脊髓前角运动神经元数目较对照组有所增生#但不太

明显%

"

周后尼氏染色光镜观察#伤侧生理盐水组与正常健侧

相比#脊髓前角运动神经元数目下降明显#一部分神经元染色

变淡#轮廓不清#伤侧存活神经元只占健侧的$

&"H#c&H#

&

]

*

B=M.

实验组伤侧脊髓前角运动神经元数目下降较生理盐水

组明显增加#神经元染色较深#轮廓较清晰#运动神经元存活比

例提高至$

"!H%c#HU

&

]

*两组运动神经元存活率比较差异有

统计学意义$

I

$

'H'$

&$彩插
&

图
PD

.

I

&*$尼氏染色计数是

观察神经元数目的特征性实验方法#只有神经元染色显示#根

据运动神经元计数和光镜.电镜结果判断运动神经元的活力及

成熟程度和再生能力*&

"

周后
B=M.

组电子显微镜下脊髓神经元胞核较规则#核

膜较清晰%胞质中的线粒体.粗面内质网及高尔基复合体等细

胞器数量较多.较清晰#神经纤维及髓鞘规则$彩插
&

图
PM

&*

生理盐水组脊髓多数神经元出现多种异样改变#主要表现为细

胞核变形.胞质内出现空泡#内质网.高尔基体肿胀#线粒体数

量减少#尤其明显的是髓鞘严重变形#部分髓鞘松散呈网状#常

伴有呈块状的高电子密度沉积物$彩插
&

图
P[

&*

E

#

讨
##

论

外周神经损伤后肢体运动功能的恢复往往较差#其原因除

了神经元再生能力差.肌肉萎缩之外#与损伤后相应节段脊髓

前角运动神经元的继发性死亡密切相关*

5)

0

-4*)

等(

%

)实验显

示大鼠坐骨神经损伤后#

E

#

%

U

脊髓前角运动神经元内
LM

和

R(6P

表达明显降低*

B=M.

是起源于嗅基底膜中的一种特殊独立神经胶质细

胞#它不仅能伴随嗅束进入中枢神经系统#迁徙到周围神经和

中枢神经%并且有星形胶质细胞和
LM

的双重特性%还能分泌

大量不同种类的神经营养和支持因子*

B=M.

可以包绕脱髓

鞘的轴突重新形成髓鞘#它在形态学.亚显微结构.生化等方面

都和神经膜细胞类似#但不像
LM

那样包裹单条神经轴突#而

是由
B=M.

系膜紧密包裹成束的无髓神经纤维#可能就是这种

特殊的成鞘作用使损伤神经纤维与周围胶质环境绝缘#使这些

胶质细胞在损伤时产生的轴突再生抑制因素不能作用于损伤

神经纤维#从而为轴突生长提供了适宜的微环境*因此#

B=M.

可以同时起到
LM

和多种神经营养和支持因子的作用#它对周

围及中枢神经系统损伤后的再生起重要作用(

P6&

)

*

51*.@1+

等(

U

)实验证实
B=M.

在其细胞膜上表达出许多与细胞黏附和

轴突生长相关的分子#而且分泌大量不同种类的神经营养和支

持因子*国外学者实验研究报道#脊髓损伤后
B=M.

可以再生

穿过背根与脊髓的移行区从而进入脊髓#并且与神经元细胞建

立进一步功能联系#在其膜上表达很多与细胞结合和轴突生长

相关的分子#

B=M.

.神经生长因子和支持因子的作用可能产生

相互叠加#创造了神经元再生的微环境#在成年期促进
LM

不

断更新和轴突再生(

!6"

)

*

B=M.

细胞移植不但可通过促进残存神经元轴突再生#而

且能发挥细胞替代作用从而重建周围神经损伤时受损的神经

通路#受到人们越来越多的重视*它不但能够支持中枢神经系

统的轴突再生和延伸#修复髓鞘的神经元%并且可以在神经组

织内自由迁移并与星形胶质细胞共存等作用(

T6$'

)

*

Q1*49-..

等(

$$

)通过实验发现嗅鞘细胞能促进雪旺细胞在星型胶质细胞

环境下迁移#并且这种作用是通过分泌神经生长因子实现的*

Q-+

0

等(

$%

)证实#嗅鞘细胞条件培养液能通过调节内源性的凋

亡信号通路抑制
U6

羟多巴胺诱导的
KM$%

细胞的凋亡*此外#

嗅鞘细胞能通过分泌可溶性的分子激活
R)/73

信号通路#从而

刺激神经前体细胞增殖并抑制其分化*这些数据表明#嗅鞘细

胞分泌的可溶性蛋白可能参与了嗅鞘细胞移植治疗脊髓损伤

的修复过程(

$P

)

*

大量文献表明#由于外周神经损伤发生后直接损伤的神经

元发生急性坏死#相应节段脊髓运动神经元由于神经轴突受到

损伤因素的作用#可发生
1̀99-4

变性和逆行性退变#并且得不

到靶器官来源的神经营养因子等共同所致*损伤后的轴突再

生是一个动态的过程#最早的轴突再生发生在损伤后的
U

3

(

$#6$&

)

*所以#本实验周围神经损伤后立即给予
B=M.

细胞移

植#尽早给脊髓中枢神经元和轴突再生提供条件*实验显示#

#

周后
B=M.

细胞移植组既可观察到脊髓前角运动神经元数目

有所增加#随着时间增长$

"

周&观察到运动神经元存活比例明

显提高至$

"!H%c#HU

&

]

#而对照组则伤侧存活神经元只占健

侧的$

&"H#c&H#

&

]

#两组运动神经元存活率比较差异有统计

学意义$

I

$

'H'$

&*

"

周
B=M.

组电子显微镜下脊髓神经元细

胞的超微结构清晰.规则#较接近正常%而
RL

组多数神经元出

现多种异样改变#细胞数量减少#髓鞘严重变形#常伴有呈块状

!T'%

重庆医学
%'$$

年
!

月第
#'

卷第
%$

期



的高电子密度沉积物*经实验结果观察#本实验采用微量注射

器未对大鼠脊髓造成任何损伤*

通过
B=M.

移植不但可以促进神经元和轴突再生#并且可

以通过分泌补充神经营养因子来挽救濒死的神经元成为研究

者的共识*本研究显示#脊髓内
B=M.

移植后
#

.

"

周结果#能

够显著促进尼氏染色中脊髓运动神经元的存活百分比#而且可

以显著提高再生运动神经元的数目#修复神经元的超微结构*

并且随时间增长作用逐渐增强*因此#本研究通过脊髓内

B=M.

细胞直接移植观察到其对脊髓运动神经元存活和再生

的双重促进作用#希望能为临床治疗中枢和周围神经损伤提供

新的思路*
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霉烯类耐药鲍曼不动杆菌金属酶阳性率较高#达到了
#&H$]

$

%P

"

&$

&*当然#可以看出利用虽然
=[(D

增强.协同实验检

测金属酶都出现假阳性#但是用该方法筛选金属酶还是具有一

定的临床意义*

总之#碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌逐年增多#给医务工

作者再次敲响了警钟#临床医生一定要注意合理用药#而实验

室工作人员应加强耐药菌的监测以及对产酶菌株进行筛选#及

时发现产酶菌株#以便早期预防#同时配合医院控感部门#做好

感染控制工作#防止产酶菌的暴发流行*
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