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!!&摘!要'!目的!探讨微囊化兔坐骨神经组织细胞移植对脊髓半横断损伤后大鼠胶质细胞源性神经营养因子")6+7%的表

达影响( 方法!成年 /6大鼠 8# 只随机分为 9 组!微囊组"! :";%)细胞组"! :";%)单损组"! :";%)正常组"! :;%( 术前制备兔

坐骨神经细胞混悬液以及将其微囊化!微囊组)细胞组和单损组大鼠在脊髓半横断伤后!立即在损伤处分别植入 $#

!

3微囊化坐骨

神经组织细胞)$#

!

3坐骨神经组织细胞以及 $#

!

3生理盐水( 于术后 " <)= <)$9 <)"$ <)"8 <"每个时相取 ; 只大鼠%取出损伤部位

脊髓组织!正常组"每个时相取 $ 只大鼠%则取相应节段脊髓( 组织石蜡包埋后切片!行免疫组织化学染色观察)6+7的表达变化(

结果!)6+7阳性染色主要见于神经元细胞及胶质细胞的胞浆内( 大鼠脊髓损伤后上述细胞 " <后表达开始上升!"$ <达到最高(

微囊组与单损组)细胞组比较差异有显著性"">#4#;%( 结论!微囊化兔坐骨神经组织细胞移植于大鼠损伤脊髓后!可以抑制炎症

反应!促进)6+7的表达!有利于大鼠运动功能恢复(
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HGMZ2[Z2̂FDERCE[2Z")6+7% G]̂ZGVVD2HVCR[GZV̂DHC3E2Z< DHXMZ\"/KO% DH ZC[V4=')>+4*!(DSF[\/^ZCSMG6C̀3G\ZC[V̀ GZGZCH<2B3\<DYD<@

G< DH[2R2MZSZ2M^V# BDEZ2EĈVM3GSZ2M^ "! :";%!EG33SZ2M^ "! :";%!DHXMZ\E2H[Z23SZ2M^ "! :";% CH< H2ZBC3SZ2M^ "! :;%4,FGZC__D[

VEDC[DEHGZYGEG33VVMV̂GHVD2H C̀V̂ ZĜCZG< RZ2BZC__D[V4/KÒ CVE2H<ME[G< _\FGBDVGE[D2H DHXMZ\2RV̂DHC3E2Z<46DRRGZGH[SZ2M^V̀ GZGZG@

V̂GE[DYG3\DB̂3CH[G< D̀[F $#

!

3BDEZ2GHEĈVM3C[G< EG33VVMV̂GHVD2H "BDEZ2EĈVM3GSZ2M^%! $#

!

3VEDC[DEHGZYGEG33VVMV̂GHVD2H "EG33SZ2M^%

CH< $#

!

3̂F\VD232SDEC3VC3DHG"DHXMZ\E2H[Z23SZ2M^%4/^DHC3E2Z< [DVVMGV̀ GZG[CaGH 2M["RDYGZC[V̂ GZF2MZ% " <C\V!= <C\V!$9 <C\V! "$

<C\VCH< "8 <C\VCR[GZ2̂GZC[D2H ZGV̂GE[DYG3\! F̀D3GE2ZZGV̂2H<DHS[DVVMGV̀ GZGE233GE[G< "2HGZC[̂GZF2MZ% DH H2ZBC3SZ2M^4*33[DVVMGV̀ GZG

GB_G<<G< DH ^CZCRRDH CH< VGE[D2HG<4WGCH F̀D3G! DBBMH2FDV[2EFGBDEC3V[CDH C̀VĈ^3DG< R2Z[FG<G[GE[D2H 2R)6+74?'*30)*!,FG)6+7

^2VD[DYGV[CDHDHS̀ CVBCDH3\VGGH DH [FGE\[2̂3CVB2RHGMZ2HVCH< S3D2E\[GV4,FGG]̂ZGVVD2HV2R)6+7 G̀ZGDHEZGCVG< [̀2<C\VCR[GZ/KOCH<

G̀ZGZGCEFG< [FGFDSFGV[3GYG$ "$ <C\VCR[GZ/KO4,FGG]̂ZGVVD2H 3GYG3V2R)6+7DH BDEZ2EĈVM3C[G< SZ2M^ G̀ZGZGBCZaC_3\<DRRGZGH[RZ2B

[F2VGDH DHXMZ\E2H[Z23SZ2M^ CH< EG33SZ2M^ "">#4#;%4@+.(03*1+.!O[VMSSGV[V[FC[[FG[ZCHV̂3CH[C[D2H 2RBDEZ2GHEĈVM3C[G< ZC__D[VEDC[DE

HGZYGEG33VE2M3< VM^^ZGVVDHR3CBBC[2Z\ZGCE[D2H CH< DB̂Z2YG[FGG]̂ZGVVD2HV2R)6+7![FMVCEE2Z<DHS3\̂ Z2B2[G[FGZGE2YGZ\2RB2[2ZRMHE@

[D2H DH ZC[V4

!!A':B+,4*# V̂DHC3E2Z< DHXMZ\$BDEZ2EĈVM3G$[ZCHV̂3CH[C[D2H$S3DC3EG333DHG@<GZDYG< HGMZ2[Z2̂FDERCE[2Z$ZC[

!!微囊化异种坐骨神经移植对脊髓损伤修复效果要

好于单纯坐骨神经组织细胞移植&$'

!然而其机制不完

全清楚( 胶质细胞源性神经营养因子"S3DC3EG333DHG@

<GZDYG< HGMZ2[Z2̂FDERCE[2Z!)6+7%是神经营养因子家

族成员之一!其对多巴胺能神经元&"'和胆碱能神经元

有强大的营养活性!对感觉神经元也有营养活性( 本

研究通过观察不同分组的动物在相同时段的)6+7表

达差异!以探讨微囊化异种坐骨神经移植对脊髓损伤

修复的作用(

CD材料与方法

$4$!实验材料和动物

!!

"

型胶原酶")D_E2公司%!海藻酸钠"/DSBC公司%!胰蛋白

酶@(6,*"北京索莱宝生物有限公司%!改良 (CS3G*V培养液

"L\E32HG公司%!)6+7多克隆抗体)V*UK试剂盒)6*U显色剂

+"#%+
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"武汉博士德生物有限公司%!水平流超净台"(/K-有限公

司%( 健康幼年家兔 % 只!体重 " ;## b5 5## S$健康成年 /6大

鼠 8# 只!体重 ""# b"%# S!雌雄不限!均由南昌大学医学院实

验动物科学部提供( 实验于 "##? 年 % 月至 "#$# 年 % 月在九江

学院医学院科研中心完成(

$4"!实验动物分组

!!8# 只 /6大鼠按随机数字表法分为 9 组$正常对照组 ; 只!

微囊组)细胞组和单纯损伤组各 "; 只!各组根据脊髓损伤后移

植物的不同而命名!即微囊组植入微囊化坐骨神经组织细胞)

细胞组植入坐骨神经组织细胞)单损组植入生理盐水(

$45!兔坐骨神经细胞悬液制备及微囊化

!!% 只幼年家兔在无菌条件下取双侧坐骨神经!置于 9 c改

良(CS3G*V培养液!在水平流超净台下去神经外膜和束膜!剪碎

成小块!然后加入 #4";d胰蛋白酶和
"

型胶原酶 5= c水浴消

化 5# BDH!离心!铜网过滤!加入生理盐水用吸管轻轻吹打成细

胞团( 将坐骨神经细胞悬液分为两份!一份保存于 9 c中待移

植!另一份将其微囊化( 制备好的坐骨神经细胞悬液与 5#d氯

化钡溶液&5'

"过滤除菌%$e$ 充分混合!吸入自制的微囊注射器

中!然后逐滴注射入 $4;d海藻酸钠生理盐水溶液"过滤除菌%

中!微囊立即形成!生理盐水洗涤后!将所得的微囊化神经细胞

置于生理盐水中 9 c保存待移植(

$49!大鼠脊髓半横断损伤模型建立和移植

!!/6大鼠经腹腔麻醉后!以 ,

$#

为中心!切开皮肤!分离肌

肉!打开椎管!暴露脊髓后!以脊髓前正中裂为界!用虹膜刀向

右半侧水平横向切开!并去除横断侧约 " BB脊髓组织!使其形

成间隙!于伤处根据不同的分组立即植入不同的移植物( 微囊

组植入明胶海绵吸附的 $#

!

3微囊化坐骨神经组织细胞!细胞

组植入明胶海绵吸附的 $#

!

3坐骨神经组织细胞)单损组植入

明胶海绵吸附的 $#

!

3生理盐水( 移植前后均不使用免疫抑制

剂( 术后腹腔注射青霉素 5 <( 正常对照组只打开椎管!不切

断脊髓(

$4;!病理学检查

!!细胞组)单损组和微囊组动物分别于术后 ")=)$9)"$)"8 <

"每个时间点 ; 只大鼠%!麻醉后开胸!经心@升主动脉以 9d多

聚甲醛灌注!以损伤平面为中心!取出包括损伤头)尾侧各约

9 BB长的脊髓段!正常组大鼠则灌注后即刻取相应部位脊髓(

制成常规石蜡切片!分为 5 套!分别进行 L(染色)尼氏染色和

)6+7免疫组化染色"/*UK%(

$4%!免疫组化染色检测和图像分析

!!)6+7免疫组化染色按试剂盒的说明步骤进行( 首先将切

片脱蜡至水!然后灭活内源性过氧化物酶!热修复抗原!血清封

闭!滴加即用型)6+7兔抗!9 c过夜!再加生物素标记的二抗

和 /*UK试剂!在室温下作用 5# BDH 后!滴加 6*U显色!苏木

素复染后封片( .U/ 代替一抗作阴性对照( 脊髓 )6+7免疫

组化染色切片!在普通显微镜下观察其阳性表达!并应用图像

分析!计算各组)6+7染色切片阳性细胞数密度"每立方毫米

细胞个数%(

$4=!行为学观察

!!细胞组)单损组和微囊组动物分别于术前和术后 ")=)$9)

"$)"8 <"每个时间点 ; 只大鼠%将大鼠放置观察台上!对右后

肢肌肉关节活动情况依据 UUU评分标准进行评分!判断后肢

运动功能恢复情况!评分的分值越高说明大鼠的后肢功能越

好!术前各组的分值均为 "$ 分!术后第 $ 天分值为 # 分&9'

( 每

次均在同一时刻观察(

$48!统计学分析

!!采用 /.// $$4; 统计分析软件对)6+7染色结果进行#检

验!行为学观察结果行非参数 fZMVaC3@PC33DV检验!以 ">#4#;

为差异有统计学意义(

ED结果

"4$!神经组织细胞悬液制备情况

!!将组织细胞悬液滴入细胞计数板!光镜进行细胞计数!细

胞浓度为""4# b"49% g$#

%

hBT!并用台盼蓝染色鉴别细胞成活

率大于 ?;d(

"4"!脊髓损伤后运动功能恢复

!!术前各组大鼠运动功能均正常!评分均为 "$ 分!损伤后细

胞组)单损组和微囊组大鼠右后肢出现瘫痪!评分为 # 分( 第 "

天各组行为学观察无差异$从第 = 天起微囊组运动功能好于其

他组!第 $9 天差异最突出!直到第 "8 天功能恢复都好于

其他组(

表 CD脊髓损伤后动物后肢运动功能FFF评分"

!

! G"!#HI%

组别 " < = < $9 < "$ < "8 <

微囊组 $4## i#4=# $#4"= i$4$; $%45" i$4#" $84%% i$4"= "#4%% i$4"%

细胞组 $4## i#4="

=4"% i$4$5

j

$;4;8 i$4"$

j

$=4#$ i$4"9

"

$?4"% i$4"8

"

单损组 $4## i#4%8

%4?8 i$4"#

j

$;459 i$45"

j

$%48; i$4$;

"

$?4"# i$45#

"

"

#与微囊组比较!">#4#;$j#与微囊组比较!">#4#$

"45!脊髓损伤后病理改变

!!脊髓损伤后第 " 天损伤段脊髓结构破坏严重!灰质中神经

元胞体皱缩!核周尼氏体脱失)溶解!细胞边界模糊不清!损伤

区出现大量的红细胞!出血严重!大量巨噬细胞和白细胞浸润!

同时胶质细胞增生( 微囊组巨噬细胞和白细胞浸润表现要轻

于其他组( 损伤后第 = 天!各组大量胶质细胞增生!微囊组只

很少的白细胞和巨噬细胞浸润$而细胞组和单损组!仍有小量

的白细胞和巨噬细胞浸润( 损伤后第 $9 天和第 "$ 天!主要表

现神经元增生活跃!微囊组的尼氏小体着色深!并且数量多(

损伤后第 "8 天!神经元的尼氏小体颜色变浅!数量减少!各组

无明显区别( 正常组脊髓组织未见出血)坏死)组织水肿及变

性等损伤表现(

"49!损伤后)6+7的表达

!!脊髓半横断伤后第 " 天即出现)6+7染色阳性!呈棕黄色

细小斑点状!第 = 天至第 $9 天以后阳性细胞逐渐增多!散在或

片状分布!数密度增大)染色较深!神经胶质细胞胞浆!神经元

胞体胞膜和胞浆均表达$第 "$ 天)6+7表达至高峰!阳性细胞

+5#%+
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数量继续增多!数密度达到最大值!染色继续加深!以微囊组最

为明显"图 $%!微囊组明显高于细胞组和单损组"">#4#$%$至

第 "8 天时斑点则减少!但阳性细胞数密度仍处于一个平台期!

微囊组与细胞组)单损组比较差异仍有显著性意义"">#4#;%(

各组)6+7染色阳性细胞数密度见表 "( 正常对照组阳性细胞

数密度为"$4# i#4"#%(

C#微囊组$_#细胞组$E#单损组

图 CD大鼠脊髓损伤后 EC 4脊髓切片!"#$免疫组织化学染色"J;F@法 KLMM%

表 ED脊髓损伤后各组!"#$阳性细胞数密度"

!

! G"!#HI%

组别 " < = < $9 < "$ < "8 <

微囊组 "4%8 i#4$8 $#4"? i$4$9 $94?= i$4$9 ""4"% i#4"$ $"48= i$4#9

细胞组 "4"= i#4"$

=4"8 i$4$"

j

$#4$? i$4$;

j

"#4%5 i#4";

"

$$4$% i$4#?

j

单损组 "4$? i#4$%

%4?? i$4$8

j

$#4#5 i$4"$

j

"#4%$ i#4"=

"

$$4$5 i$4#$

j

"

#与微囊组比较!">#4#;$j#与微囊组比较!">#4#$

ND讨论

!!坐骨神经组织细胞其主要成分是许旺细胞!它是

周围神经系统的神经胶质细胞!包绕轴突形成髓鞘和

神经膜!在神经纤维的再生修复中起诱导)营养及促进

轴突生长和成熟的作用( 研究表明脊髓损伤后伤处移

植许旺细胞!它们能继续存活)增殖)迁移和分化!能保

护神经元)促进轴突的生长与再生!使神经元部分功能

恢复&;'

!并能分泌多种神经营养因子!为损伤神经元的

再生提供良好的微环境!同时支持和引导轴突再生!抑

制胶质瘢痕形成(

!!异种细胞移植不可避免的问题就是免疫排斥反

应!免疫排斥反应使移植效果下降( 因此!本实验采用

微囊化技术!将异种许旺细胞微囊化后再进行移植!即

把许旺细胞包裹在海藻酸钡微囊里( 此微囊是一种高

分子多聚复合体!具有半通透性的膜性结构!允许小分

子物质自由通过!营养物质)氧气和代谢产物可进行物

质交换$同时微囊能阻挡大分子物质包括免疫活性细

胞和抗体复合物通过!有效地保护囊内细胞不遭受宿

主的细胞和体液免疫反应( 正是因为微囊具有一个半

通透性的膜性结构!一方面可以减轻移植的排斥反应!

降低继发性损伤的程度!利于脊髓功能恢复$另一方面

使得囊内的许旺细胞存活!促进脊髓再生(

!!正常大鼠脊髓切片神经元胞体几乎无 )6+7表

达!脊髓损伤后其神经元胞体可见棕黄色)颗粒状 )6@

+7表达( )6+7在大鼠脊髓神经元大量表达!尤其是

腹角和K3CZaG柱&%'

( )6+7表达还可见于室管膜上皮

细胞及脊髓神经胶质细胞!神经胶质细胞核的表达较

核周质明显!

#

)

$

板层纤维和末梢内亦有强的 )6+7

反应!而其余板层程度稍低( )6+7通过靶源性)自分

泌)旁分泌方式与相应的特异性受体结合!激发各种信

号通路而发挥其特殊的生物作用!促进中枢神经分化)

生长和存活( )6+7对离体运动神经元也有促进存活

作用&='

(

!!微囊组与其他组相比较!脊髓内的炎症反应轻!后

肢运动功能恢复情况较好( 这可能与微囊化兔坐骨神

经组织细胞在脊髓损伤后改善微环境)抑制炎症后的

继发性损伤以及释放更多的营养因子等作用有关( 微

囊组)6+7阳性细胞数密度在第 " 天较其他组无差

异!而炎症反应却轻!提示在微囊化的过程中可能对其

坐骨神经细胞造成了损伤!以致微囊组 )6+7的表达

与其他组比较无统计学意义( 而在脊髓损伤后 =)$9)

"$)"8 < 微囊组的 )6+7的阳性细胞数密度与其他组

有差异!说明坐骨神经细胞能存活!并能分泌 )6+7!

微囊化神经细胞移植能更好地提供脊髓损伤后的神经

再生的微环境!同时微囊具有缓释作用( 运用 UUU计

分显示!微囊组运动功能恢复从第 = 天时好于其他组!

第 $9 天时差异最突出!直到第 "8 天都好于其他组(

从计分变化提示!第 = 天至第 "$ 天是大鼠后肢功能恢

复最快的阶段!可能是炎症期过后进入恢复期神经营

养因子仍持续分泌的结果(

!!本文认为!微囊化兔坐骨神经组织细胞移植于大

鼠损伤脊髓后!可以抑制炎症反应!从而促进)6+7的

表达!有利于大鼠运动功能恢复( 然而!微囊化坐骨神

+9#%+
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经细胞的方法需要进一步改进和研究!从而为脊髓损

伤的治疗提供更好的思路(
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修复)结扎)电烙及缝合组织( (H<2PZDV[仿真手腕器械只能用

于软组织牵拉和切割!不得用于软骨)骨)坚硬的结缔组织等(

因此在器械的处理过程中不得使用硬质用具清洗!并避免与硬

物碰撞(

ND机器人手术器械的清洗与灭菌

54$!内窥镜的清洗与消毒

!!$" BB和 84; BB双目内窥镜为三维立体成像!为手术提

供良好的视野!因其结构复杂)价格昂贵!不可使用清洗机和超

声清洗!以免震动致使内部光纤损坏( 清洗前应确认镜头完好

无损!固定放置在较安全的位置( 首次冲洗去除镜体表面污

物!再将镜头放入含酶溶液内浸泡 ; b$# BDH!取出用软布擦洗

镜干!旋转镜头黑色环形螺母!用软毛刷轻轻刷洗螺母内槽以

保证清洗彻底!注意远端视窗不能使用尖锐物品或金属刷进行

清洁( 清洗完毕使用软布擦干!用 =;d酒精擦拭消毒!彻底干

燥后使用环氧乙烷或等离子灭菌(

54"!(H<2PZDV[手术器械的清洗与灭菌

!!(H<2PZDV[手术器械直接与患者组织接触!受血液)脂肪和

蛋白质污染严重!手术中护士在更换 (H<2PZDV[器械时即应去

除销轴)尖端效应器上的血液及污渍!术后使用流动水及清洁

软毛刷刷洗器械表面!移动器械腕从不同角度清洗器械尖端再

放入酶溶液内浸泡 ; b$# BDH!用软毛刷重复刷洗器械表面及

端头!避免污物残留&;'

( 用压力不低于 5# .VD的压力水枪冲洗

主冲洗口至少 "# V!并移动器械腕使其彻底冲洗!直到冲洗口流

出的水变清( 在主清洗口内注入酶清洁液后立即把 (H<2PZDV[

器械放入含酶的超声波清洗机内清洗 $; BDH!取出器械再次用

流动水冲洗主清洗口)器械外壳及尖端部位!以保证每个部位

清洗有效( 清洗完毕使器械尖端向上垂直摆放!确保水从器械

轴和主冲洗口排出( 用高压气枪从所有冲洗口端吹气!待器械

彻底干燥!用记号笔做使用次数记录!透明纸塑袋单个包装!便

于观察使用次数"(H<2PZDV[器械为半重复利用的配套设备可

重复使用 $# 次左右%!(H<2PZDV[器械材质可耐受高温高压!因

此可选用压力蒸汽灭菌!但应避免受压及碰撞(

545!其他辅助器械的处理

!!金属穿刺鞘)无韧穿刺器)内窥镜头适配器)超声刀等耐湿

器械可经预洗)酶泡)刷洗)超声波清洗)漂洗后润滑烘干!采用

压力蒸汽灭菌( 非耐湿配件有.f器械线缆)分叉光缆)双极电

凝线)单极电凝线)器械套管封帽等接触无菌界面的配件!可采

用酶溶液擦拭线缆的外表面!小毛刷轻轻去除线缆接口缝隙内

的污垢!用半湿无絮毛巾来回擦除线缆表面污物及含酶液!直

到目测无附着污物再擦干线缆!透明纸袋包装妥当使用低温灭

菌法灭菌(

LD体会

!!外科手术无论是人手操作还是机械手操作!在进入人体前

的清洗)消毒)灭菌处理是避免感染的重要环节( 由于手术机

器人的自动识别能力较强!(H<2PZDV[器械清洗不彻底!有污物

残留!机械臂在使用前的自检中会自动识别!不予安装不洁的

(H<2PZDV[器械( 达芬奇机器人的应用领域较广范!每类手术使

用的(H<2PZDV[器械在结构和材质上都有区别!要做好机器人

手术器械的清洗与灭菌处理!器械清洗人员应接受专业的系统

培训!了解机器人手术器械在术中的应用情况!安装及拆卸方

法!使用性能等!才能做出正确有效的清洗!从而保障机器人手

术的正常开展!真正为临床一线的外科医生解决后顾之忧(
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