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纯化的大鼠嗅鞘细胞在大鼠脊髓损伤中的修复作用

姜复龄１，何　佳２　（１．第三军医大学大坪医院野战外科研究所脊柱外科，重庆 ４０００４２；２．华中科技大学附属同济医院神经内
科，湖北 武汉 ４０００３０）

　　［摘　要］　目的　探讨纯化的大鼠嗅鞘细胞对损伤的脊髓的修复作用，评价其作为脊髓损伤治疗的可行性。方法　用新生
Ｗｉｓｔａｒ大鼠嗅球做嗅鞘细胞的培养，大量繁殖并利用免疫吸附进行纯化；制造大鼠脊髓横断伤模型；将纯化的细胞以不同的浓度进
行细胞移植，连续观察损伤脊髓的变化、神经功能评定（ＢＢＢ评分）及其组织化学变化。结果　免疫吸附是纯化嗅鞘细胞的可靠方
法，在细胞浓度为３×１０５ｍｏｌ／Ｌ时细胞移植效果较好，术后连续观察，试验组较对照组有明显的运动功能的恢复，组织化学观察，移
植区神经纤维数量增多。结论　嗅鞘细胞移植可在一定程度上促进脊髓损伤神经纤维再生和功能恢复。
　　［关键词］脊髓损伤；抗体纯化；嗅鞘细胞移植；神经再生
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　　近年来，嗅鞘细胞（ＯＥＣｓ）移植治疗脊髓损伤有新
的进展。Ｓｔａｍｅｇｎａ等［１］在比较 ＯＥＣｓ、ＳＣｓ及新生大脑
细胞移植治疗脊髓脱髓鞘模型时发现，电生理测得

ＯＥＣｓ和ＳＣｓ组轴突的传导速度和反应频率提高，说明
轴突重新髓鞘化。将人胚胎嗅球嗅鞘细胞移植对１１７
例不同脊髓节段损伤的晚期患者进行治疗，都有不同

程度的脊髓功能的恢复［２］。除单纯 ＯＥＣｓ移植外，基
因修饰后的 ＯＥＣｓ移植亦具有促进神经再生的功能，
而且作用可能更大。除此之外，嗅鞘细胞与传统的神

经营养素家族细胞基因的修饰［３］，与端粒酶逆转录酶

基因导致的永生化［４］，进一步的提升了嗅鞘细胞在脊

髓损伤治疗方面的功能。本实验探讨纯化的大鼠嗅鞘

细胞对损伤的脊髓的修复作用，评价其作为脊髓损伤

治疗的可行性。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司），小鼠抗大鼠 Ｔｈｙ１．１单克隆抗体、羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｓｉｇｍａ公
司），胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ公司），多聚氨酸（ｐｏｌｙＬＬｙｓｉｎｅ：Ｓｉｇｍａ公
司），阿糖胞苷（ａｒａｂｉｎｏｓｉｄｅｃｙｔｏｓｉＡｒａｃ：Ｓｉｇｍａ公司），牛垂体提
取物（ｂｏｖｉｎｅｐｉｔｕｉｔａｒｙｅｘｔｒａｃｔＢＰＥ：Ｓｉｇｍａ公司），Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ（Ｓｉｇｍａ
公司），ＤＡＢ免疫组化试剂盒（北京中山公司），ＧＥＮＭＥＤ冰冻
切片神经纤维银染试剂盒（上海杰美基因医药科技有限公司），

实验动物新生Ｗｉｓｔａｒ大鼠由华中科技大学同济医学院动物中
心提供（许可号：２００５１００６）。

１．２　嗅鞘细胞的分离和纯化
　　无菌环境下完整分离大鼠嗅球，剥除软脑膜和血管膜（解
剖显微镜下），机械分离嗅球成３组１～２ｍｍ织小块。用０．２％
胰酶３７℃孵箱中消化３０ｍｉｎ，滤网滤过组织残渣，收取细胞悬
液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清加入无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基清洗，最后用１０％ＦＢＳ完全培养基重悬细胞成单细胞悬
液，接种于２５ｃｍ２塑料培养瓶中，放入细胞培养箱。
　　采用改良 Ｎａｓｈ差速贴壁法和 Ａｒａｃ化学抑制纯化培养
ＯＥＣｓ。Ａｒａｃ终浓度为１×１０５ｍｏｌ／Ｌ，作用４８ｈ，加入条件培养
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基（１０％ ＦＢＳ＋２０μｍｏｌ／Ｌｆｏｒｓｋｏｌｉｎ＋２０μｇ／ＬＢＰＥ＋ＤＭＥＭ／
Ｆ１２）纯化培养。细胞与小鼠抗大鼠Ｔｈｙ１．１单克隆抗体共同孵
育３０ｍｉｎ，冲洗后去除多余的抗体；细胞置于羊抗小鼠ＩｇＧ包被
的培养瓶中４℃下孵育１ｈ后细胞重新置于培养瓶中培养。

１．３　免疫组织化学方法检测及纯度测定
　　将原代及纯化的嗅鞘细胞爬片，用免疫组织化学方法
（ＡＢＣ法）进行鉴定。细胞爬片后将爬片取出，置于另一２４孔
板内，ＰＢＳ洗两遍；４０％多聚甲醛固定，ＰＢＳ洗片；滴加一抗 Ａ
（１∶１００），３７℃孵育；再次 ＰＢＳ冲洗；滴加试剂 Ｂ（ＩｇＧ／Ｂｉｏ），孵
育后 ＰＢＳ冲洗；滴加试剂 Ｃ（ＳＡ／ＨＲＰ），孵育后 ＰＢＳ冲洗后
ＴＨＢ漂洗一次；室温下暗处放置；细胞核衬染，浸入苏木精染液
２ｍｉｎ；甘油封片。

１．４　脊髓横断伤模型的建立及其嗅鞘细胞移植
１．４．１　脊髓横断伤模型的建立［５］　　６０只大鼠，随机分为 Ａ
组（细胞移植组）、Ｂ组（阴性对照组）、Ｃ组（空白对照组），每组
２０只；０．４％戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉动物，成功后，
Ａ、Ｂ、Ｃ组无菌条件下逐层切开分离组织至 Ｔ１３～Ｌ１椎体，咬除
椎板，显示腰膨大；Ａ、Ｂ、Ｃ组于手术显微镜下纵向切开硬脊膜
约０．５ｃｍ，借助脑膜镊用虹膜刀沿脊髓后动脉左侧切入，并适
度旋转以搅毁局部脊髓，然后用负压吸引器吸收损毁的脊髓组

织，从而在半切脊髓的基础上又造成直径约２ｍｍ，深达脊髓腹
侧硬脊膜的盲洞损伤，以用于移植供体组织。

１．４．２　嗅鞘细胞移植　　Ａ组脊髓损伤部位注入 ＯＥＣｓ细胞
悬液，其细胞浓度为２×１０５／ｍＬ。Ｂ组脊髓损伤部位注入０．５
μｌ的无血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液。Ｃ组只损伤脊髓，不做处
理。

１．５　移植后脊髓功能的恢复数据监测
１．５．１　下肢运动功能检查评价　　爬坡试验：倾斜４５°～５０°
的钢丝网长４０ｃｍ，宽５０ｃｍ，动物由下向上爬行。Ｔａｒｌｏｖ评分：０
级：下肢无收缩；Ⅰ级：下肢肌肉有收缩，髋、膝关节无活动；Ⅱ
级：髋、膝关节无活动但不能承重；Ⅲ级：能承重，但不能主动攀
登；Ⅳ级：能主动攀登。ＢＢＢ评分：根据后肢体位、活动方式、活
动范围来定义，其总得分为２１分。
１．５．２　电生理检查［６］　　移植后６、１２周行诱发电位检查，采
用经颅磁刺激法，刺激强度为８０％，将电极置于小腿三头肌记
录运动诱发电位，参考电极及地线分别置于同侧跟腱及膝部。

１．５．３　组织学检查－银染　　术后１２周，所有存活大鼠经腹
腔内注射麻醉后，用等渗盐水及４％多聚甲醛做心脏灌注固定，
取脊髓损伤区远、近端常规石蜡包埋、连续切片，包括纵向和横

向，其厚度为１０μｍ。用ＮＦ单克隆抗体，采用ＡＢＣ法（方法同
上）做免疫组化染色。

１．６　统计学方法
　　所有数据资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，统计分析采用
ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　大鼠嗅鞘细胞培养与纯化
　　倒置相差显微镜下，培养３６ｈ以后，细胞完成贴壁，多级

的、平角的细胞成分较多；纯化后４ｄ（图１ａ），双极或多极的细
胞类型增加，平角细胞类型减少，免疫荧光证明平角细胞为成

纤维细胞类型；纯化后１４ｄ（图１ｂ），细胞生长密集，部分细胞已
接触，细胞形态为双极为多。分离培养的嗅鞘细胞进行 Ｐ７５免
疫组化染色，在倒置相差显微镜下可见双极或三极的嗅鞘细胞

胞体（图１ｃ）。显微镜下细胞计数（一个视野下，阳性细胞数／
细胞总数）得出该法分离培养的嗅鞘细胞在９５％以上。

２．２　术后脊髓组织学观察
　　Ａ组：脊髓损伤区结构紊乱，纤维走向杂乱，没有一致的方
向，细胞数目较 Ｂ组多，其远端的神经纤维的数目明显少于近
端。Ｂ组：脊髓损伤后３ｈ脊髓灰质中多灶性出血，白质尚正
常；６ｈ后灰质中出血增多，遍布全灰质，白质水肿；１２ｈ后白质
出现出血灶，灰质中神经细胞退变坏死，白质中神经轴突开始

退变；２４ｈ灰质中心出现坏死，白质中多处轴突退变；４８ｈ中心
软化，白质退变；晚期为胶质组织替代，正常的脊髓组织结构中

断，代以增生的纤维状瘢痕组织，仅少量的神经纤维可以通过

横断区界面，脊髓损伤段常有空洞存在，近端可有少许的神经

纤维存在。Ｃ组：早期的与 Ｂ组相同，后期没有神经纤维的生
长。术后１２周，组织学检查－银染结果（图１ｄ）可见深棕色的
神经纤维。

ａ：纯化培养４ｄ，嗅鞘细胞细胞立体感强，折光性好，成纤维细
胞较少（×１００）；ｂ：纯化培养１４ｄ，嗅鞘细胞生长更加密集，局
部细胞胞体突起平行排列（×１５０）；ｃ：未纯化细胞６ｄ，ＯＥＣｓ细
胞胞体深染（×１００）；ｄ：脊髓损伤区纵切片，深棕色的为神经纤
维（×２００）

图１　大鼠嗅鞘细胞培养和术后脊髓组织学观察

２．３　移植术后脊髓运动功能、电生理改变
　　术后脊髓运动功能的改变：Ａ组死亡４只，Ｂ组死亡２只，Ｃ
组没有死亡。术后２周：Ａ组大鼠后肢有少许功能恢复，Ｂ组、Ｃ
组后肢没有任何运动功能恢复。术后４周：Ａ组大鼠的ＢＢＢ得
分稳定增加，达到４分；Ｂ组、Ｃ组有少许的运动功能的恢复，但
其ＢＢＢ得分小于一分。术后６～１２周：Ａ组大鼠后肢得分达到
１２分，Ｂ组、Ｃ组维持在３分左右。Ａ组在各个时间段得分及其
增长幅度均高于Ｂ组、Ｃ组得分，但其平均得分与正常值差别
较大；Ｂ组、Ｃ组得分的均值差别无统计学意义，见表１。

·０６３·
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　　术后电生理的变化：刺激左侧胫神经，在对侧皮层可以记
录到一稳定的“Ｗ型”波，波峰向下定义为正波波峰向上为负波
（Ｎ波）。从波形上可以看出，由于Ｐ１Ｎ１比较稳定，所以我们选

用Ｎ１波作为测量指标。正常大鼠的 Ｎ１潜伏时和波幅分别为
（１９．０９±１．０１）ｍｓ，（１．９２±０．８４）μＶ。术后不同时间点各组动
物的ＣＳＥＰ潜伏时和波幅数据见表２。

表１　脊髓损伤后不同时间各组动物ＢＢＢ得分

组 别 ｎ ２周 ４周 ６周 ８周 １０周

Ａ组 １６ ２．１２±０．０１４ ４．７４±０．０２３ ６．９９±０．０８１ ８．０３±０．０１１ １２．０３±０．０１１

Ｂ组 １８ ０ ０．２６±０．０２０ １．０３±０．０６１ ３．０３±０．０１１ ３．５９±０．０１１

Ｃ组 ２０ ０ ０．４０±０．０１１ １．０１±０．０８０ ３．４７±０．０１１ ３．８７±０．０１１

表２　术后各组６、１２周Ｎ１波的潜伏时和波幅

组 别 ｎ
术后６周 术后１２周

潜伏时（ｍｓ） 波幅（％） 潜伏时（ｍｓ） 波幅（％）

Ａ组 １６ ２３．４±０．８ ２１±６ ２１．６±０．８ ８０±６

Ｂ组 １８ ２６．０±０．８ ２０±５ ２７．０±０．３ ２４±４

Ｃ组 ２０ ２５．０±０．７ ２２±４ ２４．０±０．９ ２２±６

３　讨论

　　本试验在嗅鞘细胞的分离、纯化，采用了不同的纯
化方法，取得了满意了效果。在纯化阶段，我们采用过

差速贴壁法［７］、ＡｒａＣ纯化、免疫吸附３种方法；ＡｒａＣ
是一种使用较多的纯化方法，作为一种抑制细胞有丝

分裂的抑制剂，在抑制成纤维细胞的同时也抑制了嗅

鞘细胞；我们应用ｐ７５抗体包被培养皿进行免疫吸附，
并使用 Ｔｈｙ１．１抗体结合补体对成纤维样细胞产生细
胞毒作用杀灭污染细胞达到纯化目的，细胞的纯度一

般都在９５％以上，在接种细胞密度时，我们通过比较认
为以１０６／ｍＬ接种时对细胞的纯化最有利，其缺点是价
格较贵，步骤较繁琐。

　　由于神经细胞属于不可再生细胞类型，其再生能
力较差，特别是神经坏死后其微环境的破坏，加剧了其

再生的难度。人们从哺乳动物的嗅神经的毁损后的嗅

功能的丧失和恢复的过程中得到启发并做了大量的研

究。１８９７年有文献最早阐明了哺乳动物嗅球中存在两
种大胶质细胞：星形细胞和梭形细胞，前者是星形胶质

细胞，后者现已被证明是 ＯＥＣｓ［８］。随着人们对 ＯＥＣｓ
的不断深入研究，ＯＥＣｓ的生物学特性逐渐被揭晓，其
移植治疗脊髓损伤的效果也得到认可，本试验就是在

这样的背景下探讨嗅鞘细胞对脊髓损伤的潜在治疗的

效果。

　　脊髓损伤后，由于轴突的再生能力较差，及其局部
微环境的破坏和胶质瘢痕的限制，导致了神经功能恢

复的难度较大。嗅鞘细胞能有效的促进轴突的再生和

微环境的复原。本试验采用细胞移植的方法，并使用

ＢＢＢ功能评分和免疫组织化学的评定方式，从功能和

形态学两方面对脊髓损伤的恢复情况做了较为客观的

评价。试验结果证明，嗅鞘细胞能有效的促进神经功

能的恢复。试验组与对照组的结果比较，其有效性显

而易见。术后的神经电生理的变化，也间接的支持毁

损神经的再生。

　　作为一种新的研究方法，嗅鞘细胞其特有的生物
学性状使其成为目前细胞移植治疗脊髓损伤最有应用

前景的候选细胞之一。但是，随着研究的进一步深入

存在诸多方面的不足。由本试验可以看出：虽然细胞

移植组较对照组有较大的神经功能的改善，但其 ＢＢＢ
评分在１２分左右就停滞不前，与其功能的完全恢复差
距较远；作为种子细胞，嗅鞘细胞的生物学特性没有完

全得到阐明。

［参考文献］

［１］ＳｔａｍｅｇｎａＪＣ，ＦｅｌｉｘＭＳ，ＲｏｕｘＰｅｙｒｏｎｎｅｔＪ，ｅｔａｌ．ＮａｓａｌＯＥＣｔｒａｎｓｐｌａｎ

ｔａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｓｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｒｅｃｏｖｅｒｙｉｎａｓｕｂｃｈｒｏｎｉｃｒａｔｍｏｄｅｌｏｆｃｅｒｖｉｃａｌ

ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｃｏｎｔｕｓｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＮｅｕｒｏｌ，２０１１；２２９（１）：１２０－１３１．

［２］ＧｏｍｅｓＭＥ，ＲｅｉｓＲＬ，ＣｕｎｈａＡＭ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｌｉｋｅｃｅｌｌｓｔｏｓｔａｒｃｈｂａｓｅｄｐｏｌｙｍｅｒｓ：ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｅｖｅｒａｌａｄｄｉ

ｔｉｖｅｓａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２００１，２２（１３）：１９１１

－１９１７．

［３］ＣａｎｃａｌｏｎＰＦ．Ｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｏｌｆａｃｔｏｒｙｎｅｕｒｏｎｓ

ａｆｔｅｒａｄｉｓｔａｌａｘｏｎａｌｌｅｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｃｙｔｏｌ，１９８７；１６（６）：８２９－８４１．

［４］ＨｅｒｅｄｉａＭ，ＧａｓｃｕｅｌＪ，ＲａｍóｎＣｕｅｔｏＡ，ｅｔａｌ．Ｔｗｏｎｏｖｅｌｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（１．９．Ｅａｎｄ４．１１．Ｃ）ａｇａｉｎｓｔｏｌｆａｃｔｏｒｙｂｕｌｂｅｎｓｈｅａｔｈｉｎｇｇｌｉａ

［Ｊ］．Ｇｌｉａ１９９８，２４（３）：３５２－３６４．

［５］黄红云，陈　琳，王洪美，等．年龄对嗅鞘细胞移植治疗脊髓损伤疗

效的影响［Ｊ］．首都医科大学学报，２００３，２４（１）：５６－５９．

［６］任继鑫，孙天胜．嗅鞘胶质细胞的培养、鉴定及在脊髓损伤中的应

用［Ｊ］．中国脊柱脊髓杂志，２００２，１２９（５）：３８５－３８７．

［７］ＮａｓｈＨＨ，ＢｏｒｋｅＲＣ，ＡｎｄｅｒｓＪ．Ｎｅｗｍｅｔｈｏｄｏｆｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｅｓｔａｂｌｉｓ

ｈｉｎｇｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆｅｎｓｈｅａｔｈｉｎｇｃｅｌｌｓｆｒｏｍｔｈｅａｄｕｌｔｏｌｆａｃｔｏｒｙｂｕｌｂ

［Ｊ］．Ｇｌｉａ，２００１，３４（２）：８１－８７．

［８］ＰｒｅｓｓｌｅｒＲＴ，ＳｔｒｏｗｂｒｉｄｇｅＢＷ．Ｂｌａｎｅｓｃｅｌｌｓｍｅｄｉａｔｅｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔｆｅｅｄｆｏｒ

ｗａｒｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｔｏｇｒａｎｕｌｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｏｌｆａｃｔｏｒｙｂｕｌｂ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｎ，

２００６，４９（６）：８８９－９０４．

（编辑：魏　源）

·１６３·


