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摘 要
:

【目的 I探讨施万细胞移植对大鼠脊髓全横断损伤后大脑皮质感觉运动区神经元和脑于红核神经

元存活的影响
。

【方法】大鼠脊髓全横断损伤后移植吸附施万细胞的胶原或明胶
,

术后 3 个月计数大脑皮质感

觉运动区锥体神经元和脑千红核神经元密度以及红核体积
。

同时以单纯移植胶原或明胶或不移植物体的脊髓

损伤大鼠为对照
。

【结果 1脊髓全横断损伤后
,

大脑皮质感觉运动区锥体神经元密度和脑干红核神经元密度明

显较正常大鼠相应区域内的神经元密度降低 ; 移植施万细胞的两个组 (胶原施万细胞组和明胶施万细胞组 ) 上

述两个区域的神经元密度较未移植施万细胞的 3 个组 (对照组
,

胶原组和明胶组 )高
,

差异有统计学意义 ;而移植

施万细胞的两个组之间比较或未移植施万细胞的 3 个组之间比较
,

上述 区域的神经元密度无显著性差异
。

[结

论】脊髓全横断损伤可导致大脑皮质感觉运动区锥体神经元和脑干红核神经元发生死亡
,

施万细胞移植能够促

进脊髓损伤后大脑皮质感觉运动区锥体神经元和脑干红核神经元的存活
。
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中枢神经系统的神经元是高度分化的
,

不能分

裂和增殖
。

当其受到损伤而发生死亡后
,

不能由邻

近的神经元增殖替换
,

因而产生永久性的功能丧

失
。

虽然中枢神经元的轴突受损伤后不能再生
,

但

给予一定条件后仍可以诱导其再生
,

前提是这些轴

突受损伤的神经元必须要存活川
。

当脊髓发生损伤

后
,

常会引起发出皮质脊髓束和红核脊髓束的神经

元胞体的死亡
。

因此
,

有必要采取一些治疗策略保

护受损伤的神经元
,

阻止其发生死亡
。

为此
,

本文采

用胶原或明胶吸附施万细胞移植到大鼠脊髓全横

断损伤处
,

探讨这种移植方法对大脑皮质感觉运动

区神经元和脑干红核神经元存活的影响
,

为深人研

究脊髓损伤后下行神经传导束的结构和功能修复

提供实验资料
。

1 材料和方法

1
.

1 施万细胞的培养和鉴定

无菌条件下取新生 S D 大 鼠坐骨神经
,

剥膜
、

剪

碎
。

胶原酶消化后离心
,

D M E M / 1F 2 培养液悬浮细

胞
,

细 目筛网过滤
,

离心
,

收集细胞接种在预铺有多

聚赖氨酸的培养瓶中
。

细胞贴壁后用阿糖胞昔抑制

成纤维细胞
,

纯化培养的雪旺细胞
。

S
一

100 免疫组化

鉴定雪旺细胞纯度在 90 % 或以上
。

1
.

2 实验动物分组

雌性 s D 大鼠 25 只
,

体质量 17 5 一 2 00 9
,

随机

分为 5 组
,

各组均行脊髓全横断术
。

其中
,

对照组

(
n 二 5 ) 脊髓损伤处不植人异物

,

胶原组 (
n 二 5 )和

明胶组 (
n =

5) 于脊髓横断面分别植入 I型胶原 (中

山大学附属第三医院蔡道章教授提供 )和明胶海绵

(南京制药三厂 )
,

施万细胞胶原组和施万细胞明胶

组术后 以明胶海绵 (
n 二

5) 或 I 型胶原 (
n =

5) 为细

胞支架
,

吸附培养的施万细胞一起移植到脊髓横断

处
。

1
.

3 脊髓全横断模型的制备

参考 R a m o n 一

e u e to
等

〔2 ’的方法
。 10 9 / L 戊巴比

妥钠 (2 5 m g / k g )麻醉大鼠
,

正中切开背部皮肤和皮

下组织
,

分离肌肉层
,

暴露 9T 和 1T 0 胸椎
,

切除 9T

和 lT o 椎板
,

暴露其下脊髓节段
,

于 lT o 和 lT l 节

段交界处全横断脊髓
,

将头尾两侧断端轻轻提起
,

证实完全横断后放回原位
。

根据实验设计在横断处

植人或不植人相应的移植材料
。

关闭术口
。

术后每

日 3
一

4 次人工排尿直至动物恢复自主排尿
。

1
.

4 脊髓全横断处移植施万细胞

施万细胞用胰蛋 白酶消化后制备成密度为

( 1
.

0 一 5
.

0 )
x l o

` / m L 的细胞悬液
。

移植时吸取 2 5

林 L 细胞悬液滴加到厚约 2 m m
,

约同脊髓直径大小

的胶原或明胶薄片上
,

含有施万细胞的胶原或明胶

镶嵌人脊髓两横断面之间的间隙中
,

圆柱形的薄片

长轴与脊髓长轴相平行
。

1
.

5 灌注固定
、

取材和染色

脊髓横断术后 90 d
,

麻醉动物
,

开胸
,

经左心室

插管至主动脉弓
。

先灌注血管冲洗液
,

后灌注多聚

甲醛固定液
。

取大脑和脑干组织后固定过夜
,

3 00

g / L 蔗糖浸泡下沉
。

大脑和脑干做连续冰冻额状切

片
,

片厚 25 林m
,

每隔 4 张取一张烘干备用
。

所有大

脑和脑干切片做中性红染色
。

1
.

6 大脑皮质躯体感觉运动区和脑千红核神经

元计数

1
.

6
.

1 大脑皮质躯体感觉运动 区细胞计数 按

照大鼠脑立体定位图谱 `3 ’
,

选取距耳间线约 8
.

6 -

8
.

8 m m 部位的切片
,

计数大脑皮质感觉运动区内

锥体神经元的密度
,

只将含有清晰细胞核的神经元

计算在内
。

每张切片的每一侧随机选取两个部位
,

计数单位面积内锥体神经元的数目
。

每只动物共计

数 5 张切片
,

共 20 个计数部位
,

计算出其平均值
。

1
.

6
.

2 脑干红核神 经元计数 对照大鼠脑立体

定位图谱
`, ’ ,

光镜下用显微网格测量系统测出每张

切片每侧红核的面积
,

同时计数红核内存活的神经

元数目
。

分别以两侧红核面积和存活神经元数目的

平均值代表该切张切片红核面积和存活神经元数

目
。

以该张切片的存活神经元数目除以红核面积
,

即为该张切片的存活神经元密度
。

某只大鼠红核神

经元密度即用该大鼠所有切片神经元密度的平均
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值表示
。

根据卡瓦列里原理 (K aw a lie l i p找 n e ip le )红核体

积可由下式算出
: V = . t m

·

p
·

d
’ / (M

’ ·

cf )

其中 V为被测物体的体积
,

t 为切片厚度
,

m

为切片间隔 (即每隔 m
一

1 张切片取一张用于测

量 )
,

p 为所有切片上被计数的测点总数
,

d 为网格

测量系统内最小方格的边长
,

M 为放大倍数
,

fe 为

压缩系数
。

本文中
,

t = 0
.

0 2 5 m m
,

m = 5
,

d = 0
.

5

m m
,

M
= 10

,

fc 视为 l
,

则有
: V 二 0

.

3 12 5 x 10
一 3 尸

( m m 3

)

即可以根据被计数的所有切片红核内的测点

总数 (相当于红核的总面积 )
,

求得红核体积
。

1
.

7 统计学处理

各组 间大脑皮质感觉运动区存活神经元密度

和红核内存活神经元密度分别用单因素方差分析

( o n e 一
w a y A N o v A ) 进行两 两 比较

,

统计软件为

S P S S 10
.

;0 红核体积用秩和检验进行两两 比较
。

2 结 果

图 1 各组动物大脑皮质感 觉运动区 内锥体细胞层

(第 v 层 )锥体神经元密度的变化 (W
:

第 I v 层
,

:V 第 v 层
,

竹 : 第 V l 层 )

iF g
.

1 T h e d iffe er cn es o f en u r o n a l d e sn iit es in i n et -r

aln yP ar lul d a l la y e r ( la y e r V ) o f ht e s e sn e ir m o ot r c o irt c e s

be t w e e n 山fer er nt gr ou .sP (VI
: I a y e r I V

,
V : Iay e r y

,

VI :

la y e r vi )
.

S at i n e d 诫ht n e u t r al r e d (
x 10 0 )

A
:

ar t s w i t h o u t sP i n al e o dr rar n s e e t ion ; B : s两n a l e

耐
l o n s e e : j o n

w i t h o u t cS h w a n n e e l l t ar n s p lan 一a t i o n : C : s p i n al e o d t ar n s
ec t i o n a n d

Se h w a n n e e l l t arn
s p l a n t a t i o n

2
.

1 大脑皮质感觉运动区细胞计数结果

脊髓横断的各组
,

大脑皮质感觉运动区锥体神

经元密度比正常大鼠该区域锥体神经元密度明显

降低 r尸 < 0
.

05 )
。

脊髓横断后
,

移植施万细胞的两

个组 (施万细胞胶原组和施万细胞明胶组 ) 大脑皮

质感觉运动区锥体神经元的密度较未移植施万细

胞的 3 个组 (对照组
,

胶原组和明胶组 )高
,

差异有

统计学意义 ( 尸 < 0
.

05 )
。

而移植施万细胞的两个组

之间锥体神经元的密度没有显著性差异
,

且未移植

施万细胞的 3 个组之间锥体神经元的密度也没有

显著性差异
,

说明脊髓横断后导致大脑皮质感觉

运动区部分锥体神经元死亡
,

锥体神经元数目减

少
。

单纯移植胶原或明胶对大脑皮质感觉运动区

内锥体神经元 的存活无影响
,

而移植施万细胞后
,

可促进该区域内锥体神经元的存活 (表 1
,

图 I A
,

B
,

C )
。

2
.

2 脑干红核神经元计数结果

各组之间脑干红核体积无显著性差异
,

但是神

经元密度之间存在显著性差异
。

脊髓横断的各组红

核神经元密度较正常大鼠红核神经元密度明显降

低 ;移植施万细胞的两组脑干红核神经元密度显著

比未移植施万细胞的两组高 ; 移植施万细胞的两组

之间的神经元密度无显著性差异
,

且未移植施万细

图 2 各组动物脑干红核神经元密度的变化

Fi g
.

2 T h e d i n触 r e cn cs o f en
u r o n al d e sn i it e s i n r e d

un d e i o f t h e b r ia n s et m b e tw e e n d i月飞er nt gr o u SP
.

S at i en d

树ht n
eu t alr

r
ed (

x 1 0 0 )

A : ar 一5 w i t ho u * s v i n a l e

odr t ar n s e e t i o n : B : s p i n a l e o dr r扭 n s e e t i o n

w i rho u r cS hw a n n e e l l t扭 n s pla n t at i o n ; C : s pin al e o dr t ar n s e e t i o n a n d

cS h w a n n e e ll tr a l l SP la n t a t i o n

胞的 3 个组之间神经元密度也无显著性差异
。

说明

脊髓横断后导致红核内部分神经元死亡
,

红核神经

元数目减少
。

单纯移植胶原或明胶对脑干红核 内神

经元的存活无影响
,

而移植施万细胞后
,

可促进该

区域内神经元的存活 (表 2
,

图 Z A
,

B
,

)C
。
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吴立志

,

等
.

施万细胞移植促进大 鼠脊髓全横断损伤后大脑皮质锥些史i经卫鲤竺些还竺些

表 l 大脑皮质感觉运动区内锥体细胞层锥体神经元密度
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脊髓损伤可致红核脊髓束和皮质脊髓束损伤
,

往往引起脑干红核和大脑皮质感觉运动区部分神

经元的死亡
。

有报道
,

在颈段脊髓半横断损伤后
,

4 一 8 周内约有 25 % 一 4 0 % 的红核神经元死亡
,

即

使存活的神经元其胞体也发生萎缩
`4

,

, ’ 。而 No vi k VO a

等
`“ ’
报道颈段脊髓损伤后

,

红核神经元死亡率可达

5 1%
。

在以前的研究中
,

我们注意到脊髓半横断损

伤后移植施万细胞
,

可以促进损伤部位尾侧端司感

觉的背核神经元的存活
’ ” ’ ,

因此我们考虑施万细胞

是否也可以促进损伤部位头侧端司运动的神经元

存活
。

本文观察到
,

与正常大鼠相比
,

脊髓横断的大

鼠大脑皮质感觉运动区锥体神经元密度和脑干红

核神经元密度明显降低
,

提示横断后这两个部位有

部分神经元死亡
。

脊髓损伤后移植施万细胞
,

3 个月

后两个组大鼠 (胶原施万细胞组和 明胶施万细胞

组 ) 大脑皮质感觉运动区锥体神经元的密度较未移

植施万细胞的 3 个组 (对照组
,

胶原组和明胶组 )

高
,

差异有统计学意义 ;同时
,

这两个组脑干红核神

经元密度也显著比未移植施万细胞的 3 个组高
,

说

明施万细胞移植也能够促进脊髓损伤大 鼠大脑感

觉运动区和脑干红核神经元的存活
。

目前未见有关

脊髓损伤后大脑感觉运动区神经元存活情况的研

究报道
。

也没有见到有关施万细胞移植促进全横断

脊髓损伤动物大脑感觉运动区和红核神经元存活

的报道
。

我们认为
,

全横断脊髓损伤后移植施万细

胞能够促进损伤动物大脑感觉运动 区和红核神经

元的存活
,

可能和植人的施万细胞分泌的多种神经

营养因子有关
。

神经营养因子不仅能减轻被切断的

脊髓小脑束和皮质脊髓束溃变程度 ` 8 ’ ,

促进损伤的

神经元存活
`6 ’ 。

还可以阻止损伤的神经元胞体萎

缩
,

并促进它们的轴突再生
` 9

一

川
。

据报道
,

施万细胞

能够促进与其共同培养的视网膜神经细胞突起的

生长有促进作用
,

这可能也和施万细胞合成分泌的

多神经营养因子有关
! ’ 2 ’ 。

当然也不排除还有其它因

素存在
。

我们曾经报道
,

施万细胞促进脊髓背核内

受损伤神经元存活可能与其胞体内一氧化氮合酶

活性适度增加有关
` 7 ’ 。

本文注意到
,

脊髓横断的各组动物脑干红核体

积与正常动物脑干红核体积相比没有显著性差异
,

提示脊髓横断后虽然有红核神经元死亡
,

但红核体
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积变化不大
,

这可能与红核内反应性神经胶质细胞

增生
,

填补了死亡神经元的位置有关
。

存活的神经元是脊髓损伤后结构和功能恢复

的基础
,

动物运动功能恢复程度同存活神经元的分

布
、

轴突再生情况正相关川
。

在新生大 鼠全横断脊

髓并移植胚胎神经组织的研究中发现
,

脑干神经元

轴突有再生 的动物
,

可出现不同程度的后肢协调

运动
,

而脑干和大脑运动神经元均有轴突再生的

动物
,

其运动功能几乎与正常动物无异
。

此前
,

我们
’川 曾报道胶原或明胶吸附施万细胞移植能促

进全横断脊髓损伤结构和功能的修复
。

该文中 3 只

自主运动功能恢复最好的动物其脑干红核和大脑

感觉运动区均能观察到被荧光金逆行标记的神经

元胞体
,

表明这些神经元发生了轴突再生
。

而其它

动物这两个部位被逆行标记的神经元较少或没有

被标记上
,

与它们运动功能恢复较差的结果相一

致
。

根据本文的结果
,

我们认为
,

施万细胞移植能

够保护大脑皮质感觉运动区和脑干红核 内受损伤

的神经元
,

这是它促进损伤脊髓内断裂的皮质脊髓

束和 /或红核脊髓束再生的原因之一
。
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简 讯
·

我校在全国学术榜取得好成绩

根据 20 仍 年 1 2 月中国科技信息研究所公布的统计数据
,

我校在 2 0 02 年度全国科技论文学术榜中被收录
、

弓l证的论 文

大幅增加
。

在 ( s c l) 检索系统中
,

我校被收录论文 44 2 篇
,

在全国高校排名第 11 位 ;被引证论文 4 03 篇
,

1 0 34 次
,

在全国高校

排名第 10 位
。

根据 1 5 53 种国内科技统计源期刊统计
,

我校发表论文共 2 4 28 篇
,

居全国高校第 H 位 ;论文被引证 3 3 96 次
,

居全 国高校第 5 位
。
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一
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一
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