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大鼠脊髓损伤 BDNF基因修饰神经干细胞移植后 HRP逆行示踪

李　巍 ,李成仁 ,蔡文琴 ,周德山　　(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　检测大鼠脊髓损伤脑源性神经营养因子(Brain-derived neurotrophic factor , BDNF)基因修饰神经干细胞移

植后 ,神经纤维的再通及后肢功能恢复情况。方法　大鼠 L4 脊髓全横断后 , 在横断处立即移植 BDNF 基因修饰神经干细

胞 ,分四个时相点(1 周 , 1 、2、3 个月)进行辣根过氧化物酶(HRP)逆行示踪 ,并观察损伤移植处的形态学变化及大鼠后肢运

动功能恢复情况。结果　损伤移植处脊髓的形态学明显好转;损伤移植处上段脊髓中 , 移植 1 个月组有 HRP阳性细胞 ,

以后两组逐渐增多;移植组大鼠后肢运动功能明显恢复。结论　大鼠脊髓损伤 BDNF 基因修饰神经干细胞移植后 , 在损

伤移植处有 HRP阳性神经元和神经纤维 , 大鼠后肢运动功能明显恢复 , 提示 BDNF 基因修饰神经干细胞有修复大鼠脊髓

损伤的作用。
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Retrograde HRP tracing after transplantation of BDNF genetically modified NSCs at

spinal cord injury in rat
LI Wei , LI Cheng-ren , CAI Wen-qin , ZHOU De-shan (Department of Histology and Embryology , Third Military Medical University ,

Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the nerve recanalization and the motor function of hind legs after trans-

plantation of BDNF genetically modified neural stem cells(NSCs)at spinal cord injury site in rat.Methods　After

L4 spinal cord transection of rat , BDNF genetically modified NSCs were transplanted immediately.Retrograde HRP

tracing through sciatic nerve were practiced at 1 week , 1 month , 2 month , 3 month after transplantation of BDNF ge-

netically modified NSCs.The morphological changes were observed at section of spinal cord and the motor functions of

both hind legs of rat were detected.Results　The morphology of the injured spinal cord sections turned better.Ret-

rograde HRP tracing through sciatic nerve showed some HRP positive neurons and nerve fibers at the site of near ros-

tral end of the nearly injured part at one month after transplantation and increased with the time going by.Motor func-

tion of hind legs of rats recovered significantly in all transplantation groups.Conclusion　BDNF genetically modified

NSCs have repairing effect on spinal cord injury in rat.
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　　中枢神经系统(CNS)损伤后再生修复的研究一直

是神经科学领域的前沿课题之一。脊髓损伤无论是在

战时还是在平时都有较高的发生率 ,给患者和社会造

成极大危害 。探索脊髓损伤后的再生修复 ,使截瘫病

人站起来 ,是病人和神经科学工作者的最高理想。

　　神经干细胞是中枢神经系统中具有自我更新能力

和多种分化潜能的细胞 ,虽然终身存在 ,但其绝对数量

和局部微环境所限 ,使损伤或蜕变神经组织自我修复
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作用微乎其微。采用外源性的神经干细胞和神经营养

因子基因修饰细胞移植已被公认为具有前景的治疗方

法之一 。本研究采用脑源性神经营养因子(Brain-de-

rived neurotrophic factor ,BDNF)基因修饰神经干细胞移

植入大鼠全横断脊髓损伤处 ,观察移植物与宿主体的

整合和通过辣根过氧化物酶(HRP)逆行追踪显示神经
再通以及损伤大鼠的肢体功能恢复情况 ,为基因修饰

神经干细胞治疗脊髓损伤提供基础研究资料 。

1　材料和方法

1.1　BDNF 基因修饰NSC的制备

　　方法参见文献[ 1] 。

1.2　动物分组及动物脊髓全横断损伤模型
　　80 只成年Wistar 大鼠随机分为 4 组(20 只 组), 正常对照
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组 、手术对照组 、NSCs 移植组 、BDNF 基因修饰 NSC 移植组 , 每

组分为 4 个时相点 , 即损伤后 1 周 , 1、2、3 个月 , 每时相点 5 只

大鼠。手术动物用 0.3%戊巴比妥麻醉后 ,固定于自制木板上 ,

去掉背部鼠毛 ,常规碘酒 、酒精消毒。找准胸12 至腰1 椎骨 , 用

手术刀切开皮肤 ,剥离脊椎两侧肌肉 , 用特制血管钳打开椎管 ,

暴露脊髓 ,用眼科剪横向剪断 L4脊髓 , 将制备好的 NSCs和 BD-

NF基因修饰神经干细胞 10μl(约 6×105 个细胞)细胞悬液 , 分

别种入损伤处。缝合肌肉后 ,再缝合皮肤。每天给术后大鼠排

尿 、排便及常规护理。

1.3　运动功能检测
　　各组动物分别在术前 、术后 1 周 , 1、2、3 个月 , 进行肢体运

动功能的恢复程度检测 , 按改良的 Tarlov Motor Scote 法进行 , 共

分为6 级。 0级:后肢无活动能力;1 级:可见后肢轻度活动;2

级:可见明显的后肢活动 , 但不能站立;3 级:后肢可站立;4 级:

可走动 ,但动作不稳或有肌强直;5级:后肢运动正常。

1.4　HRP逆行示踪
　　动物被麻醉后 ,固定在自制木板上 , 剪掉后腿部的毛 ,碘酒、

酒精消毒皮肤, 切开皮肤 ,仔细分离肌肉 , 寻找坐骨神经。用眼

科镊轻轻托起坐骨神经 , 用微量注射器慢慢注入 30%HRP 0.5

μl左右 , 留针 10 min , 24～ 48 h 后取脊髓横断伤上端靠近损伤处

脊髓 , 4%多聚甲醛固定 8～ 12 h 后冷冻切片 ,行 HRP-DAB-硫酸

镍胺增强法显色。在普通光镜下计数脊髓横断面上 HRP阳性细

胞数目 ,各组各时相点随机抽取 5张切片进行阳性细胞计数。

1.5　苏木精-伊红染色(HE)
　　常规HE染色。

1.6　X-gal组化染色
　　取脊髓冰冻切片 , 0.1 mol L PBS 漂洗 3次 , 5 min 次。 入 X-

gal染色液 , 37℃温育过夜 , 阳性细胞被染蓝。用 0.1 mol L PBS

配制以下 X-gal染色液:K3Fe(CN)6 5 ～ 35 mmol L , K4Fe(CN)6 5

～ 35 mmol L, MgCl2 或 MgSO4 1～ 2 mmol L。临用前加入溶于二

甲基甲酰胺中的 40×X-gal(40 mg ml)至终浓度为 1 mg ml。 注

意:液体中铁和亚铁氰化物的量对获得最佳效果十分关键 , 量

越多形成吲哚沉淀越快 , 这样可减少扩散 , 但量过多或染色时

间过长 ,会引起绿色背景。

1.7　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 两组间比较选用 t检验。

2　结果

2.1　神经干细胞或 BDNF 基因修饰神经干细胞与宿

主脊髓的整合
　　从 HE 染色切片看 , 移植的 BDNF 基因修饰神经干细胞能

在宿主脊髓内存活 , 并分化成各种细胞 , 有的部位细胞呈密集

球团状生长 ,有的部位细胞则呈与脊髓纵轴方向一致的纵行生

长 ,有的部位细胞则比较稀疏 、散在。在移植物内还可见到许

多毛细血管 。动物存活的时间越长 ,移植物与宿主脊髓的整合

情况越好见图 1～ 3。

图 1　手术对照组 1个月后 ,大鼠脊髓损伤处纵切面　(HE×40)

Fig 1　One month after operation , the longitudinal section of spinal cord injury of rat　(HE×40)

图 2　BDNF-NSC移植 1个月后 , 大鼠脊髓损伤移植处　(HE×40)

Fig 2　One month after BDNF-NSC transplantation , the longitudinal section of spinal cord injury of rat　(HE×40)

图 3　BDNF-NSC 移植 3月后 , 大鼠脊髓损伤移植处有与脊髓纵轴方向一致的细胞和纤维形成　(HE×200)

Fig 3　Three months after BDNF-NSC transplantation , cells and fibers parallelling with longitudinal axon of spinal cord at the

spinal cord injury site　(HE×200)

　　从X-gal组化染色的切片看 , 在移植了 BDNF基因修饰神经

干细胞组 ,见到许多呈 X-gal阳性反应蓝色细胞 , 有的呈散在分

布 ,有的呈小团状分布 , 在移植 3 个月组 , 见有蓝色的神经元样

X-gal阳性反应细胞 , 见图 4。

2.2　HRP逆行示踪
　　在移植后 1周组 , 未见有 HRP标记神经元和神经纤维。 移

植后1 个月组 , 有少量HRP标记神经元 , 以后逐渐增多 ,在移植

后3 个月组 ,见有许多 HRP 标记神经元和神经纤维见图 5 , 与

手术对照组相比 , 相差非常显著(P <0.01)。移植 BDNF 基因

修饰神经干细胞组好于移植神经干细胞组。HRP 阳性细胞计

数见表 1。

2.3　大鼠存活情况及后肢运动功能检测
　　正常组动物的肢体运动功能为 5 级,爬坡的最大角度为(60.0

±5.2)°。手术对照组动物在术后的检查中,后肢的运动障碍明显 ,

伤后3 个月无明显恢复迹象。而移植组动物术后的各项检测中 ,

后肢的运动能力均优于对照组 ,尤其是 BDNF 基因修饰 NSC 移植

组动物, 3个月时 ,个别动物后肢的运动功能有很大改善,可达到 4

级,大多数动物的运动功能可恢复到 3级,见表2。
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图 4　BDNF-NSC移植 3月后 , 脊髓损伤移植处 X-gal 组化染色

阳性细胞　(X-gal组化染色×400)

Fig 4　Three months after BDNF-NSC transplantation , X-gal histo-

chemical positive cells at the longitudinal section of spinal cord

injury of rat　(X-gal hi stochemical staining×400)

图 5　BDNF-NSC移植 3月后 , 移植处头侧脊髓内 HRP阳性

细胞　(硫酸镍胺增强法×400)

Fig 5　Three months after BDNF-NSC transplantation , HRP positive

cell s at rostral site of the spinal cord injury of rat　(Nickel

ammonium sulfate enhancement×400)

表 1　移植后接近脊髓全横断损伤处头侧脊髓内 HRP

阳性细胞数(n=5 , x±s)

Tab 1　The number of HRP positive cells in rostral site of spinal

cord injury(n=5,  x±s)

Group
1 week post-

operation

1 month post-

operation

2 month post-

operation

3 month post-

operation

Normal control 51±3.5 51±3.5 51±3.5 51±3.5

Operation control 0.00 0.00 0.00 0.00

NSC transplantation 0.00 6±1.4 25±3.6 33±2.4▲

BDNF-NSC transplantation 0.00 11±3.2 34±3.2 45±2.1▲

▲:P<0.01 vs operated control group

表 2　各组动物运动功能评级结果( x±s , n=5)

Tab 2　The motive functional grade in each group( x±s , n=5)

Group
1 week post-

operation

1 month post-

operation

2 month post-

operation

3 month post-

operation

Normal control 5.0±0 5.0±0 5.0±0 5.0±0.0

Operation control 0.0±0 0.5±0.5 1.0±0.5 1.6±0.5

NSC transplantation 1.5±0.4 2.8±0.7 3.2±0.6# 3.6±0.8#

BDNF-NSC transplantation 1.8±0.6 3.4±0.6 4.0±0.8# 4.4±0.6#

#:P>0.05 vs the control group

表 3　大鼠存活情况(各组各时相 7只大鼠)

Tab 3　The survival number of rats(7 rats group)

Group
1 week post-

operation

1 month post-

operation

2 month post-

operation

3 month post-

operation

Operation control 4 3 3 2

NSC transplantation 6 6 5 4

BDNF-NSC transplantation 6 6 6 5

3　讨论

　　治疗脊髓损伤(SCI)的关键是中枢神经再生 ,尽管

目前尚未彻底揭示神经轴索的再生机制 ,但研究表明 ,

合适的微环境可以促进中枢神经再生 。目前 , 常通过

转基因技术向损伤局部提供神经营养因子 (Neurotro-

phic factors ,NTFs)。将NTFs基因以一定的方法转染合

适的受体细胞 ,再移植到损伤区 ,让其在体内表达并发

挥效应 ,刺激脊髓神经生长 。这些因子不仅对中枢神

经系统有营养作用 ,而且可能参与中枢神经系统损伤

后的修复 。主要有神经营养因子(Nerve growth factor ,

NGF)、脑源性神经营养因子(Brain-derived neurotrophic

factor ,BDNF)、睫状神经营养因子(Cilia neurotrophic fac-

tor ,CNTF)、神经营养素 3(Neurotrophic 3 ,NT 3)、神经营

养素 4 5(Neurotrophic 4 5 ,NT 4 5),以及同时具有保护

神经元和促细胞分裂作用的碱性成纤维细胞生长因子

(Basic fibroblast growth factor , bFGF)等 。在 SCI 基因治

疗研究中最早使用的受体细胞 ,且目前仍然使用较多

的是雪旺细胞(Schwan cell ,SC)和成纤维细胞 。Blesch

等
[ 2]
将NGF 转至培养的 SC 后 ,移植到损伤部位的脊

髓 ,发现SC 能在体内稳定表达NGF并促进轴索再生。

然后 ,Tuszynski 等
[ 3]
又以逆转录病毒为载体 ,将重组

NGF 病毒载体感染培养的成纤维细胞后移植到脊髓损

伤区 ,观察 1年仍有 NGF 表达 ,并有大量感觉神经元

的轴索生长 。以后 ,他们用同样的方法完成NGF 的基

因转移 ,并在 14个月后用 RT- PCR的方法鉴定了 NGF

mRNA的表达 ,并利用免疫组化技术 ,发现了感觉 、运

动和去甲肾上腺素能神经元的轴索都有不同程度的生

长
[ 4]
。

　　BDNF的基本功能是促进神经元的存活和突起的

再生 。柯尊记等
[ 5]
将 BDNF 逆转录病毒包装细胞移植

到穹窿-海马伞切除的大鼠脑内 ,观察其对隔海马系统

胆碱能神经纤维侧枝长芽的促进作用及其功能恢复情

况。结果显示 ,产毒包装细胞株移植可明显促进空间

学习记忆功能的恢复 ,表现为在 Morris水迷宫平台搜

寻任务中的平均逃避潜伏期较对照组明显缩短(P <

0.01);在空间记忆测试实验中 ,在原平台所在位置象
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限的游泳距离明显多于对照组(P<0.05)。同时可明

显增加海马齿状回分子层内胆碱能纤维的侧支长芽。

余科炜等
[ 6]
用逆转录病毒介导的 BDNF 基因修饰成肌

细胞移植对大鼠脊髓横断损伤的研究结果相似 ,他们

发现 BDNF 基因修饰细胞移植 3 个月后 ,部分大鼠皮

质体感诱发电位(CSEP)和运动诱发电位(MEP)信号恢

复 ,但波幅减低 ,潜伏期延长。说明神经轴突已经再生

并通过损伤断端 ,而基因修饰细胞所分泌的 BNDF 促

进了轴突的再生 。通过后肢功能的检查 , BDNF 基因

修饰细胞移植组较对照组也有显著的改进。Menei

等
[ 7]
用相似的方法 ,通过携带人 BDNF 基因的逆转录

病毒载体 ,转染雪旺氏细胞 ,使其分泌 BDNF ,促进大

鼠脊髓横断区的轴突生长 。Kim等
[ 8 ]
用重物下落的方

法导致T8 椎板切开术的暴露区发生脊髓挫伤 , 形成

暂时性截瘫模型 , 用可分泌NGF 、BDNF 的成纤维细胞

移植 , 6周后可见大鼠的运动能力恢复较单纯成纤维

细胞移植组快。

　　目前 ,神经干细胞移植越来越受到人们的重视 ,体

外培养的神经干细胞作为供体的优点是:①在可控制

的培养条件下实现快速体外扩增 ,满足移植所需的细

胞数量。 ②根据拟移植部位的细胞类型及细胞结构特

异性 ,在体外使神经干细胞分化成与受者部位细胞类

型与构成相似的细胞群体后再行移植。也就是说为了

满足特殊部位移植的需要可事先在体外对供者细胞进

行“裁剪加工” ,使之定向分化 ,能更容易掺入靶组织 ,

提高移植物存活率 。③利用神经干细胞可低温冻存 ,

而且复苏后仍能维持原来的生物学性征这一特点 ,可

构建各种不同类型的神经干细胞库 。④另外利用神经

干细胞或永生化神经干细胞系可实现克隆培养 ,能够

持续分裂增殖 ,并能较顺利地与宿主组织整合 ,可将其

做为“治疗性基因”的载体 ,对损伤或病变部位施行基

因治疗 ,以实现外源性治疗基因的准确定位 ,高效表

达 ,是修复和替代受损脑组织的有效方法 ,能部分重建

神经环路和功能 。

　　本研究将神经干细胞直接作为靶细胞并将其用

BDNF基因修饰后移植入大鼠脊髓全横断损伤处 ,结

果显示 ,BDNF 基因修饰神经干细胞移植入脊髓后 ,可

较好的存活 ,形态学观察可见移植物与宿主脊髓完全

整合 ,宿主对移植物的反应较轻 ,移植物内还可见到许

多毛细血管 ,移植物周围见不到胶质瘢痕或仅出现较

少的反应性星形胶质细胞;X-gal组化染色结果显示 ,

移植物内有 BDNF 基因修饰神经干细胞来源的细胞 ,

且在移植后3个月时 ,见到了X-gal染色阳性的神经元

样细胞 ,提示移植的 BDNF 基因修饰神经干细胞仍然

存活;HRP 逆行示踪显示在移植处的上端脊髓中有

HRP阳性神经元和神经纤维 , 提示移植 1个月后有神

经纤维的再通 , 以后逐渐增多;大鼠后肢功能也有较

为明显的改善。免疫组化和原位杂交结果显示 ,BDNF

基因修饰神经干细胞移植入脊髓后 ,可以在宿主体内

分化为神经元和星形胶质细胞 ,神经纤维丰富 ,且有

BDNF免疫反应阳性细胞和大量 BDNF mRNA 阳性细

胞(另文叙述),说明它能合成和分泌 BDNF 神经营养

因子 ,促进神经损伤后的功能恢复。BDNF-NSCs移植

优于单纯 NSCs移植 ,但均可作为脊髓损伤的移植材

料。
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