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维甲酸诱导神经管畸形发生过程中神经干细胞的变化研究
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　　提　要:目的　了解维甲酸(Retinoic acid , RA)诱导神经管缺陷(Neural tube defect , NTD)小鼠神经发育过程中神经干细

胞的变化规律。方法　分别取不同胚胎时段及新生 、成年的正常及 NTD 小鼠的神经组织 , 采用神经干细胞特异性抗原神

经巢蛋白(Nestin)间接免疫荧光抗体标记和 DNA 定量荧光染色 ,以流式细胞术检测。结果　①正常小鼠神经组织中 Nestin

阳性细胞数目在 E8.5 d 时呈高峰 ,此后逐步下降 ,新生期仍保持较高水平;NTD小鼠神经组织中 Nestin阳性细胞数在胚胎

各期均低于正常小鼠 ,尤以E8.5 d下降显著;出生后与正常组无显著差别。 ②NTD小鼠胚胎期神经组织G0 G1 期细胞数百

分比明显高于正常组 , S 期细胞数百分比则明显低于正常组。结论　胚胎早期神经干细胞的数目减少及神经细胞增殖受

抑制与 RA致 NTD的发生有密切关系。
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Changes of the neural stem cells in the retinoic acid induced neural tube defect in mice
LI Hong-li , CAI Wen-qin , YANG Zhong , LI Ze-gui , LI Wei , FU Xiao-lan(Department of Histology and Embryology , Third Military

Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the changes of the developmental neural stem cells in the retinoic acid

(RA)induced neural tube defect(NTD)in mice.Methods　The nerve tissues from different stages of normal and

NTD mice were obtained and labelled with monoclonal antibody of nestin and FITC-IgG (2nd antibody)or by Pro-

pidium Iodicle(PI)solution.The changes of nestin positive cells and cell cycle were determined by flow cytometry.

Results　①There were more nestin positive cells in both the cerebral vesicle and spinal nerve tissue of the fetal

than those of normal adult mouse.The number of nestin positive cells in normal nerve tissue peaked at the 8.5th day

of embryo and then decreased gradually and was found to remain at a high level at newly born stage.The cells with

less nestin positive were found at the embryo and newly born stage in the RA induced NTD mice.Especially , the

number of neural stem cells decreased significantly at the 8th day of embryo.Compared with the control , no remark-

able difference of nestin positive cells in NTD mice after birth was found.②The percentage of neural cells at G 0 G1

phage at E8.5 ～ 13 d in NTDmice was significantly higher than that of the control.In the meantime , significant de-

crease of the percentage of neural cells at S phage was found.Conclusion　The downregulation of neural stem cells

and inhibited proliferation of neural cells in the early neurogenesis stage may play an important role in the NTD mice

induced by the RA.
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　　神经系统的早期发生是较复杂的 ,也是引人注目

的胚胎学事件。神经上皮细胞的增殖 、神经细胞的迁

移及分化是神经系统发育的关键。胚胎早期神经板必

须准时准确地关闭形成神经管 ,神经系统才得以正常
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发育 , 否则将出现神经管缺陷(Neural tube defect ,

NTD)和随之而来的脊柱裂 、脑暴露 、无脑等常见畸形。

近年的研究提示 , NTD发生时神经组织细胞处于 G0 

G1 期的比例大大增多 ,G1 期延长 ,降低了细胞增殖的

速率
[ 1]
。然而 ,神经干细胞在 NTD发生时是分裂受到

抑制或是数目减少 ,目前未见文献报道 。本实验采用

维甲酸(Retinoic acid , RA)诱导小鼠 NTD发生模型 ,收

集各期正常及异常神经组织 ,通过神经干细胞特异性

抗原神经巢蛋白(Nestin)间接免疫荧光标记 ,并结合碘
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化丙啶(PI)DNA 定量荧光染色 ,用流式细胞术检测神

经干细胞的变化及同期细胞周期改变 ,以期获得神经

干细胞在NTD发生过程中的实验资料 ,为阐明 NTD的

发生机制及NTD的早期诊断和预防提供新的线索。

1　材料与方法

1.1　动物及模型制备
　　成年昆明种小鼠 ,本校动物中心提供。于下午 18:00 按雌

雄 1∶1 合笼 ,次日晨 8:00取出 , 查见阴栓者定为孕期 E0 d , 下午

16:00 定为E0.5 d。将 RA溶于香油或玉米油内 , 按50 mg/kg 于

孕期 E7.0 ～ 7.25 d 时一次性喂服孕鼠 , 可造成NTD模型[ 2] 。

1.2　标本采集及制备单细胞悬液
　　在孕期 E8.5、E9.5、E10.5 、E11.5、E13.5、E15.5 d 时 , 颈椎

脱臼法处死正常及NTD孕鼠 ,取出鼠胚共 52只 , 在 4 倍解剖显

微镜下分离获得各阶段脑泡及脊神经组织 , 同样方法取新生鼠

(P1 ～ 3 d)、成年鼠脑组织(全脑)。所获标本置于小培养皿中 ,

用手术刀片来回切碎 ,加 PBS , 用吸管反复吹打 , 成年脑组织需

用 0.25%胰酶消化;过 200 目滤网 , 显微镜下观察 ,制成单细胞

悬液。75%乙醇 4℃固定 , 备用。

1.3　各时相点的细胞的免疫荧光标记及 PI定量 DNA

荧光染色
　　(1)Nestin 免疫荧光标记:细胞悬液转入离心管中 , 离心 , 弃

上清液;PBS 漂洗 2 次 , 加 500 μl 羊血清(1∶100 , 购自武汉

BOSTER公司)室温 15 min;离心 、弃上清液 , 加 nestin 单抗(1∶

1 000 ,购自 Sigma公司)500 μl , 37℃ 30 min;离心 、弃上清液 , PBS

漂洗;再加羊抗小鼠 IgG-FITC(1∶50 , 购自武汉 BOSTER 公司),

37℃30 min , 用 PBS 漂洗后 , 重悬细胞 , 调整至 5×106 个/ml密

度。同型阴性对照组不加 Nestin 抗体 , 直接用羊抗小鼠 IgG-

FITC 37℃ 30 min。(2)PI染色:取相同时相的细胞悬液离心去上

清 ,加入 RNase(0.1 mg L)100 μl , 37℃ 30 min;生理盐水漂洗

后 ,加入 PI染色液(0.05 mg L , 0.03%Triton×100)0.5 ml , 4℃

避光反应 30 min 后测定。

1.4　流式细胞术检测及统计学处理
　　采用美国 BD公司 FACSC-alibur型流式细胞仪及其配套软

件进行取数 ,每标本依据同型阴性对照调节电压 , 限定其阳性

表达率在 2%以内 , 再检测不同发育时相点正常及 NTD 胚胎 、

新生 、成年鼠神经细胞的荧光表达率。计算机给出 Nestin 阳性

细胞的均数 ,并绘出相应的曲线图。 各组样本均为 5 管 , 每个

样本测 10 000个细胞 , 结果以阳性细胞百分比表示。又以波长

为488 nm的激光用 Cell fit软件收集细胞并对细胞周期数据分

析。采用χ2 检验及 t 检验进行统计学处理。

2　结果

　　正常成年鼠脑组织中可检测出 Nestin 阳性细胞 , 数目较

少。胚胎各期脑泡 、脊神经组织中 Nestin 阳性细胞数目均高于

成年 ,尤其在 E8.5 d 时较此后各时相点都高(P <0.01), 见图

1;E9.5 d后细胞数稍有下降;E16.5 d后及新生期 Nestin 阳性细

胞数明显下降 ,此时仍较成年期高(P <0.05)。喂服 RA 后致

NTD鼠的胚胎 , 见图 2 ,其神经组织中 Nestin 阳性细胞数目均普

遍低于正常组。尤其在 E8.5 d 显著下降(P <0.01), 并于

E11.5 d后保持一定的水平 ,而出生后 Nestin 阳性细胞数目与正

常组无显著差别 ,见表 1。

　　喂服 RA后致 NTD小鼠与正常组相比 , G0 G1 期细胞数百

分比在 E8.5 ～ 10.5 d 神经组织中明显高于正常组(P <0.01),

E13.5 d 时仍保持较高 , 而 E15 d后与正常对照无显著差别。相

反 , S期细胞数百分比在 E8.5 ～ 10.5 d 神经组织中明显低于正

常组(P<0.01), E15.5 d 后与正常对照无显著差别 , 见表 2。

图 1　免疫荧光染色可见 E8.5 d神经组织中 Nestin阳性细胞

数目较高　(×200)

Fig 1　The higher Nestin-positive cells of the nerve tissue can be found

at the 8.5th day at embryonic stage by immunofluorescence

staining　(×200)

图 2　RA致NTD鼠E10 d的胚胎 ,可见头部呈开放状态(←)　(×1.6)

Fig 2　The brain can be found exposure(←)at E10 day in NTD mice

induced by RA　(×1.6)

表 1　正常及 NTD小鼠不同发育时相点 nestin阳性细胞百分率(%)

Tab 1　The percentage of nestin positive cells at different developing

stages in normal and NTD mouse(%)

Group E8.5 d E9～ 10.5 d E11～ 13.5 d E15～ 16.5 d P1～ 3 d

Normal 95.42△△ 81.92△△ 47.81△ 35.28△ 25.78

NTD 54.76＊＊△△ 48.38＊△ 30.88 26.97 22.64

Adult 16.97

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs Normal group;

△:P<0.05 , △△:P<0.01 vs Adult group
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表 2　正常及NTD 小鼠不同发育时相点神经细胞周期各期百分率( x±s , %)

Tab 2　The percentage of neural cell cycle at different developing stages in normal and NTD mouse( x±s , %)

Normal NTD

G0 G1 G2/M S G0 G1 G2/M S

E8.5 d 46.90±2.41 0.23±0.77 52.87±0.55 92.74±3.86△△ 0.01±0.40 7.26±0.54△△

E9 ～ 10.5 d 63.37±3.87 10.9±0.51 36.63±2.42 79.75±3.05△△ 9.99±0.17 10.26±1.21△△

E11 ～ 13.5 d 69.21±0.54 7.15±0.80 35.63±2.70 78.03±2.45 4.28±0.34 17.68±2.50△

E15 ～ 16.5 d 73.79±0.52 0.02±0.31 23.40±2.23 76.87±2.78 10.6±1.08 12.52±2.54

P1～ 3 d 71.76±1.33 9.67±0.89 18.56±5.89 69.87±3.09 10.87±1.50 19.26±3.07

Adult 59.73±2.50 0.91±0.45 39.36±2.05 51.65±3.86 0.01±0.08 48.37±6.03

△:P<0.05 , △△:P<0.01 vs Normal group

3　讨论

　　胚胎早期神经管的神经上皮细胞中存在着大量能

够增殖分化成为神经元 、神经胶质细胞和少突胶质细

胞的特定的神经前体细胞即神经干细胞。1990 年

Mckay 等
[ 3]
鉴定出一种神经元中间丝蛋白即巢蛋白

(Nestin),其表达始于神经胚形成时 ,当神经细胞迁移

基本完成后 ,巢蛋白的表达量逐渐减少 ,并随神经细胞

迁移完成后而停止表达 。目前 , Nestin已作为早期原

始神经细胞的标志物被广泛地应用于神经干细胞的鉴

定。既往的研究发现 Nestin mRNA在 E7.75 d时已有

广泛表达 ,而 E10.5 d 时在嘴及尾侧神经管等部分区

域表达 ,此后随着细胞分裂的停止 ,Nestin mRNA表达

也迅速降低
[ 4]
,提示胚胎早期即 E8 d左右是神经干细

胞最为丰富的时期。本实验采用流式细胞技术检测也

发现类似结果 ,即正常小鼠胚胎期神经组织中 Nestin

阳性细胞在第 8.5天时细胞数目最高 , E9.5 ～ 13.5 d

以后有所下降。但在 NTD鼠胚神经组织中 ,我们发现

Nestin阳性细胞数目均普遍低于正常组;且在 E8.5 d

时Nestin阳性细胞数目的减少尤为显著(P<0.01),提

示NTD的发生可能与 E8.5 d神经干细胞急剧减少有

关。采用植入后胚胎培养技术 ,观察发现在小鼠胚胎

E8.0 d ,人胚约 18 d ,由外胚层细胞增厚形成神经板。

在此过程中 ,神经板细胞增高 ,成为假复层状 ,开始表

达特有的标志分子 ,如神经细胞粘附分子等 ,并证实这

时神经板内几乎没有有丝分裂后细胞
[ 5]
。随后 ,

Greenlen等
[ 6]
观察了 E9.0 d的小鼠胚胎 ,发现神经沟

首先从颈区开始闭合 。E10.5 d脑泡增大 ,颅侧和背根

神经节形成。研究已证实 NTD发生与 Bcl-2等凋亡相

关基因的改变并造成神经褶细胞凋亡过度有关
[ 7, 8]
。

RA可通过其受体介导引起神经管腹侧大量神经干细

胞的过度凋亡
[ 9]
。因此推测在 E8.0 ～ 10.5 d 大部分

神经细胞退出有丝分裂成为分裂后神经细胞 ,主要的

器官原基已经分化的这段关键时期 ,细胞凋亡的错误

调节可能是造成神经干细胞减少的一个重要原因 。

　　已有研究资料提示 RA在机体发育及维持机体正

常生理功能方面均有重要作用 ,参与调节细胞的分化 、

增殖 、死亡;外源性的 RA 也是常见的致畸因子之一 ,

RA过多过少均可引起神经系统发育的畸形
[ 10]
。神经

管邻近组织的生长缓慢 、神经上皮异常或神经褶形态

受损等等许多神经管发育进程的改变能直接导致 NTD

的发生
[ 7]
。本实验同时还观察了 RA诱导 NTD小鼠在

胚胎 、新生及成年期神经组织的细胞周期的变化 ,结果

显示在胚胎期 G 0 G 1 期细胞数百分比明显高于正常

组 ,S 期细胞数百分比明显低于正常组 ,表明NTD发生

时 RA诱导了早期发育阶段的神经细胞G 1 期阻滞 ,并

降低S 期细胞的百分数 ,提示 RA改变了神经管腹侧

神经细胞的增殖速度 ,使细胞的分裂受到抑制而增殖

失去平衡
[ 11]
。总之 ,本研究结果显示神经干细胞的数

目减少及神经细胞增殖受抑制可能在 NTD 的发生中

扮演了重要的角色。当然 ,神经干细胞参与NTD复杂

的发生过程的具体机制仍有许多空白领域值得去进一

步研究。
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个案与短篇 　　　 文章编号:1000-5404(2003)01-0014-01

经皮肺穿刺放置
125
I 种子源治疗肺癌的护理

Nursing of patients with lung cancer treated by percutaneous paracentesis implantation

of
125
I seeds

徐绍萍 ,胡建林 ,闫桂清 ,徐　静　　(第三军医大学附属西南医院呼吸内科 ,重庆 400038)

　　临床上约 2 3的肺癌患者确诊时已属晚期 , 失去手术的机

会 ,放疗 、化疗是治疗晚期肺癌的重要手段 , 但效果却不一定理

想[ 1] 。我科自 2001年起通过经皮肺穿刺在肺癌瘤体放置125 I种

子源 ,对 20 例肺癌患者进行局部近距离的放射治疗 , 取得了较

为满意的治疗效果 ,现将护理体会介绍如下。

1　临床资料

　　经病理确诊的肺癌 20 例 , 其中鳞癌 11 例 , 腺癌 4 例 , 小细

胞癌3 例 ,肺泡细胞癌 2 例 ,均为周围型。肿瘤直径 1.5～ 14 cm

大小不等。 Ⅱ期肺癌 6 例 , Ⅲ期肺癌 6 例 , Ⅳ肺癌 6 例。年龄

32 ～ 79岁 , 平均 60.1 岁 ,男 16 例 ,女 4 例。125 I粒子的植入方法:

在模拟定位机或 CT 定位下 , 将 1 ～ 5 根 1.2 mm ×160 mm 的

BARD穿刺活检针按所需间距序贯经皮穿刺到瘤体内 , 连接植

入器 , 逐一将125 I 粒子植入瘤体内。 20 例周围型肺癌患者 , 在125I

粒子植入后 ,通过影像学检查观察疗效 , 并观察其并发症。 20

例患者观察 2 个月以上者 18 例。其中 CR 27.8%(5 18), PR

66.7%(12 18), NC 5.6%(1 18), 近期有效率(CR+PR)高达

94.4%(17 18)。并发气胸 20%(4 20), 咯少量血痰 25%(5 20),

胸膜腔内明显出血 5%(1 20), 粒子脱入胸膜腔 5%(1 20)。

2　护理体会

　　术前作好病人及家属的解释工作 , 提醒患者在治疗过程中

可能出现的治疗反应 , 协助他们寻求避免或克服副作用的方

法。作好穿刺前的各种准备工作 , 普鲁卡因皮试 , 穿刺包及穿

刺针的准备 ,备齐止血药物以及各种抢救药品及器材。

　　需参加穿刺术前讨论 , 充分了解病人的病情 , 如肿瘤的部

位 、大小 、种子源放置的部位及粒数 ,以便在术后的观察与护理

中做到有的放矢。

　　作者简介:徐绍萍(1964-),女 ,四川省西昌市人 ,主管护师 ,主要从事呼吸疾

病的护理方面的研究。电话:(023)68755400-73053

　　收稿日期:2002-06-20;修回日期:2002-09-02

　　术后应严密观察病人的呼吸 、血压 、心率 、氧饱和度 、血气

的变化 ,尤其是穿刺部位呼吸音的改变 ,警惕血气胸的发生 , 及

时报告医师进行积极的处理。

　　注意观察体温的变化情况 ,发热是由于种子源在照射肿瘤

后引起肿瘤组织的坏死并被吸收引起 , 因此 , 低热患者 , 应鼓励

患者多饮水 ,及时更换衣服 , 防止受凉。

　　种子源放置后 , 由于局部长期的电离辐射作用 , 可以引起

血象的降低 , 因此 , 应注意血象的观察 , 正确采集血液标本 , 并

告知患者出院后应根据医嘱 ,经常复查血象 , 进补升血药物 , 如

有不适 ,应及时就诊。

　　加强护士的自我防护意识 , 术前近距离操作125 I 种子源者,

应穿防护衣 、戴防护眼镜或在铅玻璃防护屏后操作, 取 、放125 I 种

子源应用镊子或125 I种子源简易机械手。手术人员术中应穿防

护衣 , 戴防护眼镜。对于放置了种子源的患者 ,提供必需的防护

用品及设施 ,在病人放置种子源后 ,集中管理 , 住同一病室 , 放置

种子源部位用铅裙覆盖 ,在领取种子源时 ,应有防护措施。实施

规范化 、程序化管理 , 建立工作人员健康档案, 定期对有关人员

进行有关的健康检查 ,怀孕者暂时调离与该患者接触的岗位。

　　作好患者及家属的健康指导 ,指导并训练患者及家属学会

正确的防护方法 , 如患者与家人的距离应保持在 1 m 以上(125 I

种子源的射线为γ射线 , 在距离 1 m 以外 ,射线的衰减可以达

到国家的防护标准 , 对人体不产生有害影响), 如近距离的护

理 ,必须在穿刺的部位处 , 用铅裙进行隔离防护。妥善保管种

子源 ,种子源应放置在安全的地方 , 应有专人进行管理 , 避免与

人直接接触。

　　关键词:经皮肺穿刺;肺癌护理;125I

　　中图法分类号:R473.73　　　文献标识码:B
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