
书书书

!论
!!

著!

!"#$%

!

基因转导的神经干细胞移植对大鼠红核神经元逆行性

损伤的保护作用"

孔令胜%

!苗建美&

!靳
!

峰%

!郭
!

强%

!张
!

浩%

"

%'

济宁医学院附属医院神经外科!山东济宁
&(&)&*

#

&'

山东省济宁市肿瘤医院
!

&(&)&*

$

!!

摘
!

要"目的
!

研究低氧诱导因子
$%

!

"

!"#$%

!

$基因转导的神经干细胞"

+,-.

$移植对大鼠脊髓损伤"

,-"
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法$观察大鼠后肢运动功能的恢复情况%结果
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的表达'减轻红核神经元的逆行性损伤!从而促进大鼠后肢运动功能的恢复%
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&对机体造成灾难性的后

果#如何治愈截瘫#一直是医学界一大难题'
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)低氧诱导因子
$

%

!

$

!"#$%
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&作为低氧应答时基因表达和维持细胞内氧环境稳

定的调节中心'

&

(

#是一种具有转录活性的核蛋白#它与增强脊

髓组织细胞的缺氧耐受#促进脊髓新生血管的形成密切相关)

神经干细胞$

+,-.

&可作为转基因载体携带多个外源基因并可

高表达目的基因'

A

(

#
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移植成为治疗
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新的研究热

点'
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(

)本课题的前期工作已从人脑胶质瘤中克隆出
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K0+D

#并成功地将其与腺病毒连接构建了重组腺病毒载

体'

(

(

)本研究将已构建的
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腺病毒载体体外转染

+,-.

#再移植入损伤大鼠脊髓#研究其对大鼠
,-"

后红核神经

元损伤的影响#探讨基因修饰
+,-.

移植修复
,-"

的作用

机制)

B
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材料与方法
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材料
!

雄性
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大鼠
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只#体质量$
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P

#由徐

州医学院实验动物中心提供%
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腺病毒载体由济宁医学

院附属医院实验室构建#
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重庆医学
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基金项目"国家自然科学基金资助项目$
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&%山东省自然科学基金资助项目$

U7&)%)!:)1)

&)



"

型&*四甲基联苯胺$

9:3

&*焦油紫*

2$

溴脱氧尿嘧啶核苷

$

345F

&抗体*多聚赖氨酸*巢蛋白$
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&抗体*神经原特异烯
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公司#
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复合物购自
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公司#碱性成纤维细胞生长因子$
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皮细胞生长因子$
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公司#胎牛血清购自杭

州四季青公司#

0D3

液体购自
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公司#二步法免疫组化

试剂盒购自
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G
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公司#其他试剂均为国产分析纯或化学纯)

采用自行研制的电控
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自动打击装置制备大鼠
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模型)
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!

方法
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动物分组
!

将成年健康雄性
,0

大鼠
/)

只#按随机数

字表法分为
1

组!对照组#仅做椎板切开术%

,-"

组#脊髓$

9

%)

水平&内微量注射生理盐水
2

#

Y

%

+,-.

组#脊髓内微量注射

细胞密度为
&Z%)

2

"

#

Y

的
+,-.

悬液
2

#

Y

%基因修饰移植组

$

!"#$+,-

组&#脊髓内微量注射细胞密度为
&Z%)

2

"

#

Y

的
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基因修饰
+,-.

悬液
2

#

Y

)每组
&)

只大鼠#又分
%

*

A

*

(

*

%1

*

&/52

个时间点#每组各时间点
1

只大鼠)
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大鼠
,-"

模型的制备
!
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戊巴比妥钠腹腔内注射麻

醉$

A)Q

P

"

S

P

&#以
9

%)

棘突为中心作背部正中切口#长约
&KQ

#

依次切开皮肤*皮下组织#剥离椎旁肌肉#轻轻咬除
9

%)

棘突和

椎板#打开椎管至椎弓根部#暴露损伤脊髓约
2QQ

#注意保护

硬脊膜完整)用两把文氏钳分别钳住
9

*

和
9

%%

棘突并向两侧

牵拉以固定脊髓)以
9

%)

相对区域为损伤区#脊髓后正中血管

为中心#用电磁程控铁棒下落打击装置$

%)

P

铁棒从
2KQ

高处

自由落下&致伤脊髓#打击强度为
2)

$

2')KQZ%)

P

&势能克厘

米$

P

4NQ$KQJ@4KI

#

P

KJ

&)撞击成功标准为!撞击的脊髓组织水

肿*出血#大鼠尾巴出现痉挛性摆动#双后肢体回缩样扑动#双

后肢呈现弛缓性瘫痪)然后逐层关闭手术切口#记录手术

时间)

B'C'D!"#$%
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基因修饰
+,-.

悬液的制备及
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标记细胞

核
!

大鼠胚胎
+,-.

的分离培养鉴定及
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基因重组腺病

毒体外转染
+,-.

分别参照既往文献'
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(进行)参考
:;F4N

等'

*

(的方法进行
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移植)
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*
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免疫组化染色
!

在
,-"

后各时间点麻

醉后取材#开胸经左心室
\

主动脉插管#先灌注生理盐水约

&))QY

冲洗$至流出液澄清&#再用
1[

多聚甲醛约
&))QY

灌

注固定#解剖椎管#切断神经根#取出距打击区
)'2KQ

上*下段

脊髓#再置于
1[

多聚甲醛液进行固定#石蜡包埋固定#连续切

片#片厚
2

#

Q

#每个标本随机取连续切片多张#采用
,D3-

法进

行
3456

*

!"#$%

!

的免疫组化染色#阴性对照用
83,

代替一抗)

B'C'F

!

!78

逆行示踪及
9:3

法呈色反应
!

移植后
&/5

#大

鼠原伤灶下方脊膜约
2QQ

处用汉密尔顿微量注射器缓慢注

射
&)[

的
!78

生理盐水溶液
&

#

Y

#

1/H

后深麻醉状态下灌

注*取材剥取中脑#进行中脑红核的冷冻连续切片#按
:I.F$

=NQ

'

%)

(

9:3

法进行呈色反应)
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大鼠后肢运动功能恢复的评价
!

分别于移植后
%

*

A

*

(

*

%1

*

&/5

采用斜板试验$改良
7;<=;>

法&对大鼠进行功能评

定#斜板表面垫以
BQQ

厚的橡胶垫#板可绕下边旋转#按大鼠

身体轴线与斜板纵轴垂直的方向放置大鼠#从水平位置$

)

@

&起

逐渐增大斜板与水平面之间的角度#以大鼠能够在板上停留

2.

而不跌落的最大角度作为评分标准#双后肢分别评分#重复

A

次#取平均值'

%%

(

)斜板试验主要观察大鼠后肢的静态肌张

力#正常大鼠斜板实验评分平均值为
(2]

$

/)]

)观察者为熟悉

评分标准但非本组的实验人员)

B'D

!

统计学处理
!

采用
YV"-D^_;>

图像处理与分析系统

进行图像分析)实验数据采用
,8,,%%')

统计软件分析#数据

以
DT(

表示#多组间比较采用单因素方差分析法$

D+?̀ D

&

进行统计学分析#相关分析采用
,

L

IN4QN>

等级分析#以
!

#

)')2

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C'B

!

移植
+,-.

在宿主脊髓内的存活及迁移
!

,-"

组及对照

组均未观察到
3456

阳性细胞)

+,-.

组第
(

天可检测到)

!"#$+,-

组
3456

阳性细胞在移植术后第
%

天未检测到#第
A

天即可检测到#为棕黄色核标记的小圆形细胞#散在排列#第
(

天阳性细胞增多#沿穿刺针道呈串珠状排列#平均每高倍镜视

野阳性细胞数为$

*'AT%'&

&个%第
%1

天
3456

阳性细胞数在

临近损伤区继续增多#较移植术后第
(

天明显增多#平均每高

倍镜视野阳性细胞数为$

&&'1T&'/

&个$

!

#

)')%

&#且向移植

针道周围迁移达
%'1KQ

$封
&

图
%

&%移植后
(

*

%153456

阳性

细胞数及向移植针道周围迁移距离与
+,-.

组同一时间点比

较#均明显增多$

!

#

)')2

&)

C'C

!

!"#$%

!

免疫组化结果分析
!

对照组大鼠脊髓前角*背角

!"#$%

!

免疫细胞为阴性)

,-"

组第
A

天细胞质着色明显加

深#与第
%

天比较#差异有统计学意义$

!

#

)')2

&#从第
(

天开

始#平均光密度$

?0

&值开始下降#细胞质着色变浅)

+,-.

组

!"#$%

!

免疫反应蛋白平均
?0

值变化与
,-"

组相似)

!"#$

+,-

组移植后第
A

*

(

天#

!"#$%

!

染色的平均
?0

值增加明显#

第
%1

天平均
?0

值增加达到高峰$封
&

图
&

&#以后开始下降#

但仍保持较高水平#

!"#$%

!

的平均
?0

值在各时间点均较其

他各组各时间点增高#差异有统计学意义$

!

#

)')%

&#见表
%

)

C'D

!

!78

逆行示踪标记中脑红核神经元数目
!

移植后第
&/

天#对照组大鼠中脑
!78

标记红核神经元数目为$

%A&('(T

B1'&

&个%

,-"

组为$

1/('%TA/'/

&个#较对照组显著减少$

!

#

)')%

#封
&

图
AN

&%

+,-.

组为$

(B%'&T&1'1

&个#较
,-"

组明显

增加$

!

#

)')%

#封
&

图
AO

&)

!"#$+,-

组
!78

标记红核神经

元胞 体 饱 满#树 突 明 显#排 列 紧 密#无 核 萎 缩#数 目 为

$

%)&1'2T1&'1

&个#比
+,-.

组显著增加#差异有统计学意义

$

!

#

)')%

#封
&

图
AK

&#但与对照组比较仍有差异$

!

#

)')2

&)

!78

标记中脑红核神经元数目越多#大鼠后肢运动功能评分

越高$

8a)'*2(

#

!

#

)')%

&#表明两者有高度相关性)

C'E

!

行为学变化
!

移植后第
(

*

%1

*

&/

天#

+,-.

组斜板试验评

分比
,-"

组明显升高$

!

#

)')%

&#

!"#$+,-

组比
+,-.

组*

,-"

组明显升高$

!

#

)')%

&#但与对照组比较#差异有统计学意义

$

!

#

)')%

&#见表
&

)

表
%

!!

移植后各组
!"#$%

!

免疫阳性细胞
?0

值比较#

DT(

$

$a1

%

组别
%5 A5 (5 %15 &/5

,-"

组
A*'%T&'&

BA'BT&'*

%

1&'(TA'( 1%'&T&'/ A)'/T&'2

+,-.

组
11'(T1'&

%

B*'*TA'A

%

B1'%T1'%

%

21'/TA'B

%

1A'(TA'1

%

!"#$+,-

组
2/'*T1'A

"&

/1'BTA'2

"&

*%'2T1'1

"&

%%)'1TB'&

"&

*%'%TA'%

"&

!!

%

!

!

#

)')2

#与同组第
%

天比较%

%

!

!

#

)')2

#

"

!

!

#

)')%

#与
,-"

组相应值比较%

&

!

!

#

)')%

#与
+,-.

组相应值比较)

1*(&

重庆医学
&)%&

年
*

月第
1%

卷第
&(

期



表
&

!!

各组术后斜板试验评分#

DT(

$

$a1

$分%

组别
%5 A5 (5 %15 &/5

对照组
(B')TA'2

"

(2'/T&'/

"

(B'%TA'2

"

(2'*T2'%

"

(B'&TA'&

"

,-"

组
&%'BTA'& &&'*TA'B A)'%TA'/ AA'BT&'( AB'%TA'1

+,-.

组
&&'(TA'2 &A'2T&'*

A*'&T&'&

%

11'BTA'1

%

1*'2TA'B

%

!"#$+,-

组
&&'/TA'B &1'BT&'/

1/'2TA'(

'

22'/T&'*

'

B2'*TA'*

'

!!

'

!

!

#

)')%

#与
+,-.

组*

,-"

组相应时间点比较%

%

!

!

#

)')%

#与

,-"

组相应时间点比较%

"

!

!

#

)')%

#与其他
A

组相应时间点比较)

D

!

讨
!!

论

!"#$%

是由
,IQI>bN

等'

%&

(发现的一种转录因子#低氧诱

导其表达#由
!

*

&

两个亚基组成#

!

亚基是其活性单位)低氧

时
!"#$%

!

蛋白水平和
!"#$%0+D

的结合活性增加#在组织

细胞中广泛表达#和低氧反应相关基因中的低氧反应元件

$

!7V

&中的
!"#$%

!

结合位点结合#介导低氧反应)

!"#$%

!

是低氧时基因表达和恢复细胞内环境的调节中心#诱导大量与

低氧有关的基因的表达#包括促红细胞生成素$

V8?

&*血管内

皮细胞生长因子$

V̀W#

&*

'

型
+?

合酶*血红素氧化酶
$%

*糖

酵解基因和酪氨酸羟化酶等#这些酶参与机体对低氧的细胞性

和全身性适应性反应#包括无氧代谢*离子代谢*红细胞生成*

血管增生和呼吸增强*儿茶酚胺类物质的代谢等低氧应答反

应#使细胞在低氧环境存活并帮助其恢复至常氧水平'

%A

(

)其

中#

!"#$%

!

可以刺激
V8?

*

V̀W#

的分泌#

V8?

可以促进红细

胞增生#提高机体的输氧能力%而
V̀W#

是机体局部低氧诱导

的#在许多组织细胞类型中广泛表达#促进新生血管形成及微

循环的重建#从而增加缺氧局部的血流量#利于氧和能量物质

运输'

%1

(

)本研究将腺病毒介导的
!"#$%

!

基因体外转导

+,-.

#后者再移植受损脊髓后#

!"#$%

!

基因有持续较高水平

的表达#提示
!"#$%

!

基因修饰
+,-.

能使受损脊髓更好地耐

受缺血*缺氧#促进新生血管形成#重建微循环#为损伤脊髓的

恢复创造条件)

+,-.

是一类存在于中枢神经系统的具有多向分化能力

的细胞#能分化成少突胶质细胞*神经元*星形胶质细胞)大量

的繁殖和自我更新是
+,-.

的基本属性#再加之
+,-.

具有极

低的免疫原性#所以
+,-.

是基因治疗的理想载体)应用转基

因技术将携带治疗基因的
+,-.

移植入
,-"

区#早期利用其分

泌的治疗基因产物阻止神经细胞的凋亡和坏死#然后利用

+,-.

固有的增殖*迁移*分化特性来达到功能修复和功能整

合的目的)已有研究表明#对于脱髓鞘疾病动物模型通过不同

途径移植的
+,-.

可到达受损伤的组织区域#从而改善临床症

状'

%2$%(

(

)

3456

是胸腺苷类似物#可通过碱基互补配对的原则

整合到处于
,

期的原始干细胞双链
0+D

中#在半保留复制过

程中逐渐消减)

3456

标记简单*方便#检测手段与常规免疫组

化反应类似)本研究将
3456

标记的
+,-.

和基因工程化

+,-.

移植到大鼠
,-"

区#均于移植后检测到
3456

阳性细胞#

而
!"#$+,-

组较
+,-.

组更能提前检测到阳性细胞#且移植后

(

*

%153456

阳性细胞数及向移植针道周围迁移距离与
+,-.

组同一时间点比较均明显增多$

!

#

)')2

&#提示
!"#$%

!

基因修

饰
+,-.

移植较单纯的
+,-.

移植更易存活于
,-"

区#并向
,-"

区域有较大范围的迁移#这可能与
!"#$%

!

基因修饰的
+,-.

移

植入损伤脊髓后#

!"#$%

!

高效稳定的表达发挥了它的生物学作

用有关#但其具体的调控机制尚待进一步深入研究)

神经细胞具有摄取*双向转运
!78

的特性#

!78

逆行示

踪技术就是利用轴浆运输现象追踪神经元之间联系的一种方

法)既往研究结果表明#

,-"

以后#由于轴突脱髓鞘发生变性

以及失去纤维末梢靶源性神经营养因子的逆向支持#红核脊髓

束可以产生不同程度的延迟性的变性坏死#进而红核神经元发

生萎缩变性#这种延迟性的逆行性中枢神经元损伤直接影响着

脊髓神经功能的恢复'

%/

(

)

!78

是被通过损伤区域的纤维逆

行摄取而到达红核细胞的#因而呈色反应所显示的细胞数反映

了仍能与脊髓建立联系的红核细胞群)本研究结果表明#

!"#$+,-

组标记红核神经元数目较
+,-.

组及
,-"

组均明显

增加#提示
!"#$%

!

基因修饰的
+,-.

移植较单纯的
+,-.

移

植更能明显减轻
,-"

后红核神经元的逆行性损伤%同时相关分

析表明#中脑红核神经元的数目与大鼠后肢运动功能的评分呈

密切正相关#即
!78

逆行示踪标记中脑红核神经元数目越

多#大鼠后肢运动功能斜板试验评分越高#可能的机制是移植

存活的
+,-.

分化出神经元#在损伤局部形成一些神经元回

路#使损伤脊髓远端和近端形成神经纤维之间的联系#从而促

进脊髓神经纤维传导的恢复%同时
!"#$%

!

有效的高表达亦为

损伤脊髓的恢复创造了良好的微环境)

综上所述#

!"#$%

!

基因修饰
+,-.

移植到损伤脊髓后可

以存活*迁移#且能明显上调
!"#$%

!

的表达#并能明显减轻红

核神经元的逆行性损伤#进而促进大鼠后肢运动功能的恢复)

但外源基因在体内长期有效的表达必须接受机体生理信号的

调控#因此#必须对基因结构以及表达和调控的分子机制进行

深入的研究#从而为构建理想的治疗基因提供依据)
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