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NOV基因修饰神经干细胞移植对损伤大鼠脊髓功能恢复的影响

李成仁 ,李　巍 ,蔡文琴 ,苏炳银 ,陈德英　　(第三军医大学基础医学部组织学与胚胎学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　观察 NOV基因修饰神经干细胞(NSCs)移植对损伤大鼠脊髓功能的治疗作用。方法　40 只Wistar 大

鼠随机分为对照组(A组)、损伤组(B组)、NSCs 组(C 组)和 NOV NSCs 组(D组),每组 10 只;将 NSCs 悬液注入 C 组切断脊

髓处 , D组注入等量的 NOV基因修饰 NSCs悬液 , B组注射等量的生理盐水。术后 2 个月 ,采用 BBB 评分和皮层体感诱发

电位(CSEP)观察大鼠脊髓功能的恢复程度。结果　①术后 2月 BBB评分 B 、C、D组大鼠有所恢复 ,但都未达到正常水平;

C 组和 D组的大鼠恢复较好 , 评分较高 ,与 B组有显著性差异;其中 D组比 C 组恢复要好。 ②脊髓损伤后 ,各组的 CSEP波

均消失 ,术后 2 月除 B组外 C 组和 D组的波形均有不同程度的恢复 ,但潜伏期延长 ,其中 C 组比 D组更长 ,两者之间有显

著性差异。结论　NOV基因修饰NSCs 脊髓内移植比单纯 NSCs移植能较好地促进损伤脊髓运动和传导功能的恢复。

　　关键词:肾母细胞瘤过度表达基因;神经干细胞;脊髓损伤;大鼠

　　中图法分类号:R329.5;R394.2;R651.2 文献标识码:A

Effects of neural stem cells modified by nephroblastoma overexpressed gene transplant-
ation on the function recovery in rats with spinal cord injury
LI Cheng-ren , LI Wei , CAI Wen-qin , SU Bing-yin , CHEN De-ying(Department of Histology and Embryology , Third Military Medical

University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effects of neural stem cells(NSCs)modified by nephroblastoma overex-

pressed gene(NOV)on function recovery in rats with spinal cord injury.Methods　Forty Wistar rats were randomly

divided into four groups:control group(A), injury group(B), NSCs group(C)andNOV group(D).Two months af-

ter operation , the function recovery of spinal cord was determined using BBB scores and cortical somatosensory evoked

potential(CSEP).Results　①Assessed by BBB scores , function recovery was found in groups of B , C and D , but

it did not reach normal level.There was significant difference between group B and groups C and D(group D superior

to group C).②CSEP in group B disappeared , and the latency time of CSEP in groups C and D was prolonged , but

it was shorter in group D than that in group C.Conclusion　NSCs modified by NOV gene transplantation could im-

prove partial recovery of motor function and conduction function of injured spinal cord in rats.
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　　脊髓损伤(Spinal cord injury , SCI)后的再生修复问

题一直是困扰神经科学工作者的大难题 ,也一直是神

经科学领域的前沿课题之一。采用基因修饰细胞移植

已被公认为最新 、最有前途的治疗方法之一 。神经干

细胞(Neural stem cells ,NSCs)作为细胞移植材料用于治

疗SCI损伤前景可观。将 NSCs移植入 CNS 损伤部位

后 ,NSCs 可以整合入宿主组织中 ,然后分化成神经元
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和其他神经组织细胞 ,并且和宿主细胞之间可以形成

突触样的结构 , 使神经组织损伤区域得以修复
[ 1～ 3]

。

这些发现使NSCs可能成为一种重要细胞工具 ,为神经

系统疾病(特别是 CNS 损伤)的移植学研究和治疗提

供了稳定充足的供体细胞 。肾母细胞瘤过度表达基因
(Nephroblastoma overexpressed gene , NOV)是 1991 年发

现的一种原癌基因 ,其编码的NOV蛋白是一种胰岛素

样生长因子(IGF)结合蛋白 ,属于 IGF家族的成员。我

室以前的研究显示NOV 基因是神经系统发育的一个

调控因子 ,一些线索提示 NOV基因可能参与CNS损伤

后的再生和修复过程
[ 4 , 5]
。体外实验显示 ,NOV 蛋白

具有促进NSCs向神经元方向分化和新生神经元轴突

生长的作用 。本研究将NOV基因修饰的NSCs移植到

大鼠损伤脊髓内 ,采用 BBB评分和皮层体感诱发电位
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(CSEP)检测损伤脊髓功能的恢复情况 ,探讨基因修饰

细胞移植治疗 SCI的可行性 ,为将来基因治疗 SCI 应

用于人类提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　SCI模型与分组

　　40 只成年Wistar 大鼠 , 体重(250±50)g , 雌雄不拘 , 用 1%

戊巴比妥钠腹腔注射(30 mg kg)麻醉后 ,背部剪毛 , 消毒后沿脊

柱正中切开皮肤 , 分离肌肉 , 暴露椎骨 , 用咬骨钳仔细咬去椎

板 ,在 T12 与 L1 椎骨平面打开椎管 , 充分暴露L4节段脊髓背面

及两侧 ,用眼科镊将脊髓轻轻挑起 , 用眼科剪完全剪断 , 用肌肉

缝合封闭椎管缺损 , 缝合皮肤 , 制成 SCI 模型。模型动物随机

分为 4 组 , 每组 10 只大鼠:①对照组(A组):动物只施行切皮 、

打开椎管 ,不施行 SCI;②损伤组(B 组):L4 节段脊髓全横断损

伤;③NSCs 组(C 组):在脊髓完全横断后注入 NSCs 悬液;④移

植组(D组):注入 NOV基因修饰 NSCs悬液。

1.2　NSCs和NOV基因修饰 NSCs的脊髓内移植

　　首先按本实验室方法制备大鼠 NSCs 和 NOV 基因修饰

NSCs[ 6] 。 C组和 D 组在脊髓全横断后立即应用细胞悬液定向

注射法用微型注射器分别注射 10 μl NSCs 与 NOV 基因修饰

NSCs 至大鼠SCI区(细胞密度约为 5×104 μl), B 组注射等量的

生理盐水。

　　在伤口局部滴加青霉素防止感染。术后 20 d 内每天给动

物腹腔注射青霉素(1×104 U 100 g), 每天将动物的膀胱人工排

空两次 ,直到动物自身排尿反射恢复。

1.3　BBB评分评价大鼠下肢功能
　　所有模型大鼠在术前及术后 1 d 和 2个月进行 BBB 评分 ,

BBB评分共分 22 级 ,具体评分等级参见 Basso等[7 ,8] 的方法。

　　由于动物昼夜活动量差异较大 , 所有观察均在上午进行。

评价前将所有动物的膀胱排空 , 以免因膀胱充盈而影响活动。

BBB评分观察期为 4 min。

1.4　动物皮层体感诱发电位(CSEP)的测定
　　所有模型大鼠在术前及术后 1 d 和 2 个月行 CSEP 检查。

麻醉动物 , 将刺激电极捆扎于一侧下肢腓肠肌外的皮肤上 , 周

围以温盐水湿润。经Nihon Kohden电刺激仪给予直流方波电脉

冲刺激 ,强度为 50 mA , 波宽0.1 ms , 频率 3 Hz。记录电极置于

动物对侧感觉皮质表面 , 参考电极插入左额皮下。信号以 FA-

92 放大器放大 , 滤波带通 100～ 1 000 Hz ,平均 200 次 , 电脑采样

并贮存信号。每只动物均测双下肢。

1.5　统计学处理
　　实验数据以 x±s表示 , 采用单因素方差分析。

2　结果

2.1　动物后肢功能评价
　　所有大鼠在术前和A 组术后的评分均为21 , B 、C、D组动物

在脊髓全横断后 ,后肢完全瘫痪 , 术后 1 d 评分为 0。术后 2 个

月 , B组大鼠有所恢复 ,但都远未达到正常;C 组和 D 组的大鼠

恢复较好 ,评分较高 , 与 B 组相比有显著性差异(P <0.01), 但

也未达到正常水平 ,与 A组相差显著(P<0.05);其中 C 组与 D

组之间有显著性相差(P <0.05), D 组的动物比 C 组的恢复要

好 ,结果见表 1。

表 1　各组动物的 BBB评分结果( x±s)

Tab 1　BBB scores of rats in each group( x±s)

Group n Before operation One day Two months

A 10 21±0 21±0 21±0

B 10 21±0 0±0＊＊ 6±2＊＊

C 10 21±0 0±0＊＊ 14±2＊＊##

D 10 21±0 0±0＊＊ 18±3＊##▲

＊:P<0.05 vsA;＊＊:P<0.01 vs A;##:P<0.01 vs B;▲:P<0.05 vs C

2.2　CSEP 测定
　　大鼠 CSEP的波形为“W”形 , 所有大鼠在术前和 A 组术后

的潜伏期正常;SCI后1 d , B、C 、D组的 CSEP消失 ,术后2 个月B

组的波形仍无 , C 组和 D 组的波形恢复 , 但潜伏期延长(P <

0.01),提示脊髓传导速度明显下降 , 其中 C 组与 D 组的潜伏期

之间有显著性差异(P <0.05), D 组的潜伏期较短。表明移植

细胞治疗使动物的 CSEP有明显改善 , 但仍未恢复到大鼠未受

损前的水平。各组的 CSEP及潜伏期见表 2、图 1。

表 2　各组动物的皮层体感诱发电位潜伏期( x±s)

Tab 2　Latency time of CSEP of rats in each group( x±s)

Latent Period(ms)
Group n

1 Day 2 Monthes

A 10 55.4±1.4 54.9±3.1

B 10 0＊＊ 0＊＊

C 10 0＊＊ 71.4±1.7＊＊##

D 10 0＊＊ 65.7±2.3＊＊##▲

＊＊:P<0.01 vs A;##:P<0.01 vs B;▲:P<0.05 vs C

A:Cont rol group;B:Injury group;C:NSCs group;D:Transplanta-

tion group

图 1　各组大鼠左下肢的皮层体感诱发电位波形

Fig 1　CSEP of left lower extremity of rats in each group

3　讨论

　　NSCs的移植被认为是修复 CNS 疾病包括退行性

疾病和损伤最有希望的治疗方案 ,尤其是对于 SCI
[ 9]
。

科学家希望通过移植的NSCs来替代损伤 、死亡的神经
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元 ,重建神经元回路 ,并在损伤部位的近端和远端间起

连接中断作用。此外 ,还希望可通过对NSCs的基因修

饰使NSCs能表达外源性基因 ,然后将其移植到脊髓受

损部位 ,使它们能分泌大量的治疗性因子 ,以防止神经

元死亡并促进神经再生。因此 ,移植到损伤脊髓内的

干细胞要求容易大量获得 、扩增和储存 ,并且易于基因

操作。它们也应该能在损伤部位存活相当长的时期 ,

与宿主脊髓组织整合 。

　　NOV基因是 IGF家族的成员之一 , IGFs在 CNS中

起重要作用 ,有研究表明 , IGF 可以减少兔子脊髓缺血

模型中神经元的死亡以及防止动物截瘫
[ 10]
。也有一

些研究指出 , IGF 能促进动物脑内神经元的生成 、突起

的生长以及突触的形成 , 可以促进 CNS 的髓鞘化。

NOV和NOV基因修饰的NSCs移植对 SCI的作用未见

文献报道。我们在构建含 NOV基因的真核表达载体

的基础上 ,将其转染入 NSCs内 ,然后移植入损伤大鼠

的脊髓中 ,行为学检测显示模型大鼠的后肢功能得到

明显的恢复 ,电生理学检测显示脊髓的传导功能得到

部分恢复 ,另外我们用形态学研究显示脊髓远段神经

元数量较对照组明显增多 ,HRP 束路追踪显示脊髓的

部分束路得到恢复(此部分数据正在整理中)。移植

NOV基因修饰的 NSCs与移植单纯 NSCs相比较 ,移植

NOV基因修饰的NSCs使脊髓功能恢复的效果要显著

一些。根据这几部分的研究结果 ,结合以前研究的结

果 ,NOV基因能促进 NSCs向神经元方向分化 ,我们有

理由推测NOV基因修饰的NSCs移植入脊髓后可以分

化成各种类型的细胞 ,包括神经元和胶质细胞 ,填充因

损伤造成的脊髓空洞 。NOV 基因修饰的 NSCs和分化

出来的子代细胞能恒定表达 NOV蛋白 ,使移植区(损

伤区)具有高浓度的 NOV ,促使脊髓内本身的 NSCs和

移植进去的NSCs往神经元方向分化的比例增高 ,替代

因损伤而死亡的神经元 ,而分化出来的不成熟星形胶

质细胞可以引导神经元的迁移和轴突的伸长。NOV

还可以通过调节 IGFs的作用 ,来发挥促进神经元的生

成 、减少损伤神经元的死亡 、促进突起的生长和突触的

形成等作用 。简而言之 ,为脊髓再生修复提供合适的

微环境 ,促进脊髓功能的恢复。但是目前我们的研究

表明 ,移植 NSCs和NOV基因修饰NSCs仍不能使脊髓

的功能得到完全的恢复 ,因此需要进行进一步的研究。

在NSCs应用于治疗人类 CNS 疾病包括 SCI 之前还有

更多的问题需要解决 ,但对NSCs的性能进一步研究和

制作适合的动物模型将为 NSCs和NSCs结合基因治疗

成功地应用于 SCI临床治疗奠定了基础。
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