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pSVPoMcat微基因修饰雪旺细胞脊髓内移植对损伤脊髓细胞的保护作用
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　　【提要】　目的: 观察 pSV PoMcat微基因修饰雪旺氏细胞 ( SC)脊髓内移植对损伤组织的作用的影响。方

法: 将脊髓半横断损伤 SD大鼠模型随机分为 pSV PoMca t微基因修饰 SC移植组 ( A组 )、 SC移植组 ( B组 )、

损伤对照组 ( C组 )和正常对照组 ( D组 )。 8 h后一半动物取伤段脊髓标本测水离子含量。另一半动物采用联

合行为记分 ( CBS)评价其神经功能。结果:脊髓损伤 ( SCI)后组织水肿 , Na+ 、 Ca2+ 离子浓度升高 , K+ 、Mg2+ 离

子浓度降低 , pSV PoMcat微基因修饰 SC脊髓内移植可显著改善这些变化 ,且使 SCI后神经功能有显著改

善。 结论: p SV PoMcat微基因修饰 SC脊髓内移植对 SCI具有保护作用 ,其机制可能与减少神经细胞离子失

衡 ,改善细胞内环境有关。
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　　我们在国际上首次构建 Po -5′-f lanking介导的

21. 5 Ku人髓鞘碱性蛋白微基因 (暂命名为 pSV PoM-

cat )的基础止 ,证实该基因能增强雪旺细胞 ( Schw ann

cell, SC)的功能、延长其生存时间
[1 ]
,如将 pSV PoMcat

微基因修饰的 SC移植入损伤的脊髓内 ,能抑制脊髓

损伤 ( Spinal co rd injury, SCI)后的细胞凋亡 ,并促进

损伤脊髓的再生 [ 2, 3]。本研究进一步观察 pSV PoMcat

微基因修饰 SC脊髓内移植对损伤脊髓组织的作用 ,

为临床应用基因治疗 SCI提供科学的理论依据。

1　材料与方法

1. 1　 SCI模型的建立及基因修饰 SC的脊髓内移植

　　受体健康 SD大鼠 80只 ,体重 180～ 250 g ,雌雄不拘 (由华

西医科大学动物中心提供 ) ,随机分为四组: 含 pSV PoMcat微

基因的 SC组为 A组 ( pSV PoMccat微基因在华西医科大学基

础医学院重组 DN A室构建。 pSV PoMcat转染至 SC中 ,在华西

医科大学分子实验室进行 ,参照 Lipof ect nmine试剂盒说明书

进行 ) ;高钝化的 SC移植组为 B组 ; SCI对照组为 C组 ;正常对

照组 ( D组 ) ;每组 20只。 受体鼠用 10 g戊巴比妥钠 ( 30 mg /

kg )腹腔麻醉后 ,按我们前有的方法 [2, 3] ,在 T8平面用自制双刀

片将左半侧的脊髓横向切断 ,再用微玻管吸除约 2 mm脊髓组

织 ,使其形成一个间隙 ,用棉球、明胶海绵轻压止血后 ,待移植。

　　按我们前有的方法 [2, 3] ,将含 pSV PoMca t微基因的 SC悬

液重悬于一定体积的盐溶液 ,使之成为 2. 5× 104 cells /μl悬液 ,

然后将上述悬液 3 ml浸透在与宿主脊髓间隙大小一致的可吸

收明胶海绵上 ,并将其植入 A组动物模型中。 确认植入后用 8
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～ 0无创缝线缝合 (间断 )硬脊膜、肌层及皮肤。 同样 , B组动物

仅植入含 3μl( 2. 5× 104 cell /μl)高纯化的 SC的明胶海绵。C组

动物仅植入明胶海绵 ,为假移植组。

1. 2　观察指标
1. 2. 1　脊髓水肿程度及离子含量　　移植术后 8 h,每组各 10

只动物取伤段脊髓约 4 cm,将上述标本置于称量瓶中称量 ;于

100°C中烤 24 h,称干质量 ,按 Ellio t公式记算水的质量分数。

干燥标本加入浓硝酸 1 ml和高氯酸 0. 25 ml硝化 1～ 2 h ,用去

离子水稀释后在日立 Z-8 000型偏振塞曼原子吸收分光光度

计上用原子吸收火焰光谱分析法测定溶液中的离子质量浓度

(μg /ml)并计算脊髓标本中离子的质量摩尔浓度 (μmo l /kg )。

1. 2. 2　运动功能评分　　每组 10只动物。在移植术后 2周、 4

周、 8周、 12周 ,由未知情者按 Gele等 [4 ]介绍的包括后肢运物、

伸趾、立足回缩、端正体位、斜坡试验 、热板试验和游泳等八个

项目的脊髓功能综合评定方法即联合行为记分 ( Combined be-

hav io ra l Scor e, CBS)来反映脊髓神经功能状态。 其最大值为

100分 ,代表神经功能完全丧失 ,最小为 0分 ,表示神经功能正

常。

1. 2. 3　统计学处理　　实验数据均以 x-± s表示。各组平均数

的比较采用单因素方差分析 , ( One-way , ANOV A) , SNK方法

两两比较。

2　结果

2. 1　移植 pSV PoM ca t微基因修饰 SC对 SCI后组织

水肿及离子含量的影响

　　 C组含水量及 Na+ 、 Ca2+ 离子含量比正常对照组增加非常

显著 ( P < 0. 01) , K+ 、Mg2+ 离子含量与正常组相比有显著下

降。 A组的含水量及 Na+ 、 Ca2+ 离子含量则有非常显著降低 ,

K+ 、 Mg2+ 离子含量有非常显著恢复 ,见表 1。
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表 1　 pSVPoMcat微基因修饰 SC对 SCI后组织水肿及离子含量的影响 ( n= 10,x-± s,mb /μmol· kg- 1 )

Tab 1　 Effect of microgene pSVPoMcat implantat ion to modify SC genetically

on H2O, K+ ,Na+ ,Mg2+ contents at in jured segment after SCI(n= 10, x-± s ,mb /μmol· kg- 1 )

Group H2O(% ) Na+ Ca2+ K+ M g2+

A△ 54. 95± 3. 8 209. 83± 20. 18 7. 14± 0. 86 198. 02± 23. 14 15. 18± 0. 12

B△△ 57. 98± 5. 59 216. 72± 18. 03 8. 02± 0. 68 190. 32± 16. 57 15. 02± 0. 96

C* 79. 19± 6. 83 323. 03± 15. 32 9. 86± 1. 24 86. 37± 32. 46 12. 16± 0. 48

D** 63. 18± 8. 32 131. 06± 6. 72 4. 86± 1. 02 200. 32± 18. 43 17. 36± 0. 87

* : P < 0. 01 v s gr oup A, B, D;△ ,△△: P < 0. 01 vs g roup D;△: P > 0. 05 v s g r oup B

2. 2　移植 pSV PoM ca t微基因修饰 SC对 SCI大鼠神

经功能评分的影响

　　正常组 CBS为 0分 ,术后 2周、 4周、 8周和 12周 , A、 B、 C

三组 CBS评分 ,见表 2比较 ,差异非常显著 ( P < 0. 01)。

表 2　移植 pSVPoMcat微基因修饰 SC对

SCI大鼠神经功能评分的影响

Tab 2　 Ef fect of mircrogene pSVPoMcat implantation to modify

SC genetically on neuroscore of rat s af ter SCI

Group 2周 4周 8周 12周

A△ 53± 4. 62 50± 2. 84 25± 2. 84 14± 2. 26

B△△ 56± 4. 82 47± 3. 12 47± 3. 12 35± 4. 32

C△△△ 87± 4. 52 68± 5. 23 68± 5. 23 63± 4. 62

△: P < 0. 01 vs B; △△: P < 0. 01 v s C;

△△△: P < 0. 01 vs C

3　讨论

　　 SCI后神经元上神经营养因子 ( Neuro trophic fac-

to r, N TF)受体表达增加或重新表达 ,大量受伤神经元

相互竞争 N T F,那些得不到足够 N TF的神经元即发

生死亡 [5, 6 ]。 这为 N T F治疗 SCI提供了生物学依据。

SC不仅能分泌多种 N TF,而且能产生细胞外基质成

分 ( Ex t racel lula r matrix , ECM )和细胞粘连分子 ( Cell

adhesion mo lecules, CAM ) ,为轴突提供良好的环境 ,

支持和引导轴突再生 ,当其被移植到损伤中枢神经系

统 ( Central nerv ous system, CN S)的微环境中 ,它们能

继续存活、分裂、迁移和分化 ,并能促进 CN S的再生、

髓鞘的重建和部分功能的恢复。 但是移植的 SC存活

时间不长 ,功能低下 ,远不能满足临床的需要 ,有必要

进行基因修饰后的移植 [7, 8 ]。

　　本研究通过向 SCI灶内移植 pSV PoM cat微基因

修饰 SC,观察到 SCI大鼠神经功能评分 ( CBS: A < B

< C, P < 0. 05)得到显著改善。 作者前有的研究已证

实移植 pSV PoMcat微基因修饰 SC能抑制 SCI后的

细胞凋亡对 SCI再生修复有促进作用 [2, 3 ]。这表明受损

脊髓内移植 p SV PoMca t微基因修饰 SC能保护受伤

脊髓。 但其机制尚不清楚 ,为此 ,我们选择离子内环境

的变化进行了观察。 结果表明 SCI后 Na
+
、 Ca

2+
离子

含量显著升高 , K
+
、 Mg

2+
则显著降低 ,导致细胞水肿、

功能紊乱、组织内压增高 ,从而引起微循环障碍 ,组织

缺血缺氧加重 ,最终导致胞溶。Ca
2+ 细胞内超载 ( Over-

load)使线粒体氧化磷酸化脱偶联导致 ATP耗竭、激

活磷脂酶 A和 C造成组织损伤、激活蛋白酶和核酸酶

等使蛋白和核酸分解 ,最终导致细胞死亡。 Mg
2+
对

Na
+ -K

+ 梯度的维持 , Ca
2+ 的转运和累积有重要的调

节功能。 Mg
2+
含量的降低不仅影响膜的通透性 ,还进

一步损害 Na
+ 、 K

+ 、 Ca
2+ 浓度梯度 ,在继发性组织损害

中起重要作用。由于 SCI继发损害的高峰在 6～ 8 h
[9 ] ,

因此 ,我们选择移植术后 8 h测量离子浓度。

　　实验表明移植 pSV PoM cat微基因修饰 SC能降

低组织水肿程度 ,使受损伤脊髓内后增高的 Na+ 、 K+

显著降低 ( P < 0. 01) ,损伤后降低的 K
+ 、 Mg

2+ 显著

升高 ( P < 0. 01)。这提示移植 pSV PoMca t微基因的

修饰 SC的保护作用可能与其减少神经细胞离子失

衡 ,改善细胞内环境有关。我们认为这种作用可能主要

与 SC所分泌的 N TF有关 ,与文献报道一致 [10, 11 ]。 同

时 ,这也是 A、 B二组离子含量水平在统计学无显著差

异的原因 ,因为移植术后 8 h,此时 A、 B二组的 SC浓

度及活性均差不多 ,由 SC所分泌的 N TF也大致相

等 [1 ]。然而 ,移植术两周以后 ,其神经功能评分 A、 B两

组有显著差异 ,这一方面 ,说明单纯移植 SC其存活时

间有限 ,另一方面 ,进一步证明了 pSV PoMcat微基因

修饰 SC能增强 SC的功能和延长其生时间 ,与我们的

体外试验
[1 ]
相一致。

　　结合作者前有的研究 [1～ 3 ] ,作者认为 pSV PoMcat

微基因修饰 SC脊髓内移植为 SCI具有潜在的临床意

义。
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Protective effects of intracord transplantation of pSVPoMcat modif ied

Schwann cel ls on spinal cord injury
CHEN Li-gang , GAO Li-da, ZEN G Fang-jun, M AO Bo-yong ( Depar tment o f Neurosurg er y, Genera l Hospita l of

Chngdu Command, Chengdu, 610083)

　　 Abstract　Objecti ve: To study the pro tectiv e effects of the intr acord tr ansplantation o f micro gen

pSV PoMca t-genetically-modified Schwann cells ( M SCs) on spinal co rd injury ( SCI) . Methods: Rats w ith se-

mi-div ision ( SD ) of the spina l co rd w as div ided into 4 g roups. Group A consisted o f the r ats with SD trea ted

with the tr ansplantation of M SCs, Group B of the rats with SD tr eated w ith the transplantationof SCs with-

out g enetic modification, Group C o f the rats with SD without trea tment and Group D was the normal con-

tro l. 8 h a fter ope ration, half o f the rats of each g r oup w ere killed and the injur ed segment of the spinal co rd

was r esected to be examined with atomic absorption spectropho tometr y. Ano ther half of the r ats o f all the

g roups we re examined with neurological function tests to have a combined behavio ral sco re ( CBS) . Resul ts:

Ther e wa s a significant incr ease of w ater content and Na+ and Ca2+ ions and a decr ease o f K+ and Mg2+ io ns

in the injured co rd segm ent o f Group C and a statistica lly significant recovery was obserbed in Group A. The

intr acord transplantation o f pSV PoMca t g enetically modified SCs improved the neurolog ical outcome of spina l

cord injury. Conclusion: Our finding s indicate that int raco rd t ransplantation o f pSV PoMcat-genetically-modi-

fied-Sch wann cells exe rts pr otectiv e effec ts on th e injured segment of the spinal cord through the improve-

ment of the internal ion env ironment o f the spina l co rd.

　　 Key words　 genetic modifica tion; Sch wann cell; intraco rd tr ansplanta tion; micr ogene; pSV PoMca t;

spinal co rd injury; ra t
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