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胚胎脊髓移植对宿主脊髓神经毡结构重筑的电镜定量观察
’
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提 要 目的
:

从超微 结构角度对胚胎脊 髓移植后 宿主脊髓 神经毡 ( N eu or p i l) 重建
、

突 触形成
、

突触分

类等问题进行研 究
。

方法
:

采用 电镜观察拍片作图像分析
。

结果
:

在移植术后 60 d 内
,

移植 组突触密度增加迅

速
,

显 著快于损伤组
;
但胚胎脊髓移植 对再生 突触 的结构 比例 无明显作用

,

再生 的突触 中
,

先 以 l 型突触为

主
,

此后 I 型突触数量逐渐增加 ;从突触接触和囊泡类型来看
,

新生 突触 主要为轴
一

树 型突触和 含清亮囊泡 的

胆碱能型突触
。

结论
:

胚胎 脊髓移植对损伤脊髓神经毡 内再生 突触 的数 量及成 熟度有较大影响
。

关键词 胚胎脊髓移植
;
神经毡 ;电子图像分析

中图法分类号 R 6 51
.
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近年来
,

胚胎脊髓移植 治疗脊髓损伤 的研究 已逐

渐受到各国学者的重视
。

然而
,

目前有关胚胎脊髓移植

的研究主要集 中于寻找适合的移植 组织
,

探讨移植方

法及 其影 响因 素 和 如何 提 高移植 物 的成 活 率等方

面 〔 ,一 `〕
。

而从超微结构角度对脊髓神经毡 ( N e 盯oP il) 重

建
、

突触分类等问题的研究尚未见报道
。

本研究拟通过

电镜定量分析对这些问题进行研究
,

将有助 于从超微

结构水平探明移植物植人后的宿主脊髓形态变化与功

能成熟的相互关系
,

进而为生理学上对损伤脊髓 功能

恢复的研究提供形态学依据
。

每眼 随机摄 取不同视野 放大倍数 8 0 0 0 的神经毡 照片 3 张
,

共

得 电镜照片 67 5 张
。

1
.

3 图像分析

采用 G A T E W A Y Z0 0 0 奔 腾 5 8 6 计算 机图像分 析系统
。

将

照片扫描人计算 机后
,

统计 突触总数
,

各型突触数
,

神经 毡内线

粒体数和突触囊泡数
。

按 放大倍数分别计算 出各形态结构的面

密度
、

均值和构成 比
。

1
.

4 数据处理

所有数据 以 至士 :
表示

,

并用 M S O F FI C E 中的 E X C E L 软

件 和 S P S S 统计程序包进 行 t 检验分析 和相关显著性检验
。

2 结果
材料与方法

1
.

1 胚胎 眷髓移植模型的制备

采用大 鼠脊髓半切洞式损 伤模 型
。

受体 为成年 W i s at
r
大

鼠 1 2 5 只
,

体重 ( 2 。。士 3 0) 9
,

雌雄不拘
。

随机分为单纯损伤与胚

胎脊髓移植 2 组
,

观察时相点 为术后 4
、
7

、

1 5
、
3 0

、

花5
、

6 o d
,

每个

时相 点 10 只 动 物
。

正 常 对 照 5 只
。

乌 拉 坦 腹 腔 麻 醉

(l
.

25 9 / k g )
,

背部脱 毛
,

无菌条件下
,

暴露脊髓腰膨 大
,

半侧脊

髓造洞
。

供体为同种异体妊娠 1 4 d 胎 鼠
,

麻 醉与无 菌条件下 自

母体取 出胎 鼠
,

选择颈胸段脊髓
,

仔细剔除硬脊膜及其它 组织
,

得 长约 3 m m 的纯净胎 鼠脊髓
。

用玻璃针 头谨 慎吸取
,

小心注

人 预制的脊髓 腔洞 内
,

8 / O 无创 线缝 合硬脊膜
。

术后肌 注青霉

素 4 只 I O
S

U / k g
,

2 次 d/
,

连续 3 山 次 日为其灌 胃
、

按摩 排尿 直

到 自主功能恢复
。

1
.

2 电镜制片

所有动物用 3%戊二醛灌 注固定后
,

常规制作电镜标本
。

光

镜下定位
,

取移植物与宿 主脊髓交 界区
,

超 薄切 片
,

铀铅双 染
,

J EM
一
100 SX 透射 电镜观察

。

每张超薄 切片任意观察 3 个网眼
,

2
.

1 宿主眷髓 内重建神经毡超微结 构的 一般观察

移植后第 4一 7 天
,

神经毡内有较多 的新 生轴 突新芽
,

神经

毡结构 不明显
,

其 内偶 见有 突触结 构
,

线粒体与 突触前轴 突终

末 内囊泡少
。

第 15 ~ 30 天
,

神经毡 内突触增多 接近正常
,

突触

前后 分界线清楚
,

轮廓完整
。

但 线粒体数 与突触前轴突终末 内

囊泡数仍 然较少
;
突触 以 l 型和轴

一

树 型突触为主
,

I 型和轴
一

轴

型仅 占较 小比例
,

见图 1
。

第 4 5~ 6 0 天
,

神经毡 内突触数继续增

加
,

线粒体与突触 前轴 突终末 内囊泡 数显 著增加
;
突触仍 以 l

型 和轴
一

树 型为 主
,

I 型和轴
一

轴型 比例有 所增 加
,

见图 2 ; 大部

分突触前轴突终末 内含圆形 清亮囊泡
,

少数为大颗粒囊泡
。

2
.

2 各组神经毡 内突触 的定量分析

2
.

2
.

1 突触 密度 实验 结果显示
,

随着愈合 时间的延长
,

移

植组和单纯损伤组的突触密度 均逐渐增加
。

在移植术后第 7 天

移 植组 的突触密度就 明显高 于单纯 损伤组 ( P < 。
.

0 5 )
。

术后

3 O d 时
,

胚胎移植 组突触密度 已接 近正常水平
。

而此时单纯损

伤组 的突触密度仍显 著低 于正常 ( P < 0
.

01 )
,

见表 l
。
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5 轴
一

树及轴
一

轴型 突触构成 比 正 常脊 髓 内分别 含有 d
,

胚 胎脊 髓移 植组 的轴
一

树 突触 比例 已 与正 常 组差 异 不显著

61 写的轴
一

树型 突触 和 39 写的轴
一

轴型 突触
。

移植再 生 中
,

各 实 ( 尸 < 0
.

0 5 )
,

而对照组轴
一

树型突触 比例仍 显著高于正常 ( 尸 <

验组仍 以轴
一

树突触为 主
,

约 占 80 环左 右
,

显著高于正常 ( P < 0
.

0 5 )
。

与之相 反
,

轴
一

轴型 突触 比例 的改变
,

呈逐 渐增加趋势
。

0
.

01 ) 随修复过程 的发展
,

轴
一

树突触 比例逐渐 降低
,

至术后 4 5 在 60 d
,

移植组 的轴
一

轴型突触 比例 已接 近正常
,

见表 3
。

表 3 各组轴
一

树
、

轴
一

轴型 突触构成 比 (写 )

T a b 3 T h e r a t e o f a x o n a l
一
d e n d r i t i e ( A D )

a n d a x o n a l
一 a x o n a l ( A A )

s y n a P s e s i n e a e h g r o u P ( % )

D
a y s a

f t e
r o p e r a t i o n ( z

/ d )

Gr 叨
p

—
4 7 15 3 0 4 5 6 0

I n j u r e d g r o u l〕 T y p e
A D 8 6

.

4 7士 8
.

5 6浦 8 0
.

9 2士 4
.

9 1娜 79
.

9 2士 1 5
.

0 6姗 8 0
.

0 7士 6
.

4 2圳 8 0
.

8 3士 4
.

2 3 井 7 9
.

0 7士 1 5
.

6 1姗

T y p e A A 1 3
.

5 3士 8
.

5 6摊 1 9
.

0 8士 4
.

9 1麟 20
.

0 8士 2
.

7 2雄 1 9
.

9 3士 6
.

4 2棋 1 9
.

17士 4
.

2 3
徉

2 0
.

9 3士 4
.

3 2姗

T
r a n s p l

a n t e d T y p e A D 8 4
.

1 7士 5
.

7 3越 8 3
.

2 9士 4
.

1 7摊 76
.

2 3士 5
.

5 7圳 7 1
.

1 8士 4
.

4 9绷 6 9
.

9 1士 14
.

9 9 6 6
.

0 6士 7
.

4 2

g r o u p T y p e A A 1 5
.

8 3士 5
.

7 3 材邝 1 6
.

7 1士 4
.

17解 23
.

7 7士 5
.

5 7圳 2 8
.

8 2士 4
.

4 9麒 3 0
.

0 9士 3
.

8 7
# 份

3 3
.

9 4士 3
.

2 6
份 .

T Il o r :、 t e o 于 a x o n a
l
一〔l e n d r i t ie ( A D )

a n
d

a x o n a l
一 a x o n a l ( A A )

s y n a p s e s in n o r m a
l

e o n t r o
l g r o u p 15 6 0

.

7 9 士 4
.

1 4 a n
d

3 ,
.

艺土士 刁
.

1月 r e s p e e t iv e l y
.

#
:

I
〕

< 0
.

0 5 ;

棋
:

p < 0
.

0 1 二 5 n o r
m

a l e o n t r o
l
; ` :

p < 0
.

0 5 ; “
:

P < 0
.

0 1 0 5 i n i
u r e

d g r o u p

2
.
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6 含圆形 清亮囊泡或大颗囊泡突触构成 比 正常脊髓

灰 质神经毡 内
,

约有 66 % 含圆形清 亮囊泡 的突触 和 34 %含大

颗 粒囊 泡的突触
。

移植后再生的神经毡中
,

以 含圆形清亮囊泡

突 触为主
,

约 占 80 纬左右
,

显著高于正常对 照 ( P < 。
.

0 1 )
。

随

着时间的延长
,

含圆形清亮囊 泡的突触 比便 降低
,

而 含大颗囊

泡突触 比例增加
,

在术后 6( ) 〔 l 时
,

大部分接 近正常对照组水平
。

3 讨论

神经毡 ( N e 盯 O iP l) 是指中枢神经系统灰质内神经

元的树突
、

轴突和 胶质细胞的突起相互交织连接所形

成复杂网络的区域
。

一般来讲
,

神经元长的突起形成神

经纤维
,

短的突起参与组成中枢的神经毡
。

电镜观察证

明
,

神经毡内突起的交织连接是十分特异和 精密的
。

因

大部分突触连接发 生在神经毡内
,

故认为神经毡在神

经 组织的联 系功能 ( C o n l n l u n i e a t io n f u n e t i o n )上很重

要
,

它为神经 细胞突起之间的突触接触和 功能上的相

互作用提供一个 巨大 的 区域
。

较早研究脊髓灰质内突触结构的是 w y c
k of f 等川

人
。

虽然随后不少学者对此进行 了研究
,

但对脊髓灰质

内的突触结构
、

类 型 和接触关系并无一致 的认识困
7〕

。

突触数量 和类型 的变化是脊髓内突触发育成熟的重要

表现
。

但胚胎脊髓移植后
,

受体脊髓 内突触的变化过程

至今尚无人报道
。

本研究观察到
:

胚胎脊髓植人后
,

受

体脊髓与移植物交界 区 内的突触密度持续增加
,

其增

加速度明显快于非移植组
。

统计分析证实
,

在移植术后

30 d
,

胚胎脊髓移植组的突触密度 已与正常对照 之间

差异不显 著 ( 尸 > 0
.

0 5 ) ; 而非 移 植 组 在移 植 术后

60 d
,

其突触密度仍显著低于对照组 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

因

此
,

可 以认为胚胎脊髓移植对损伤脊髓神经毡内的再

生突触水平和 再生速度有较大影响
,

移植 组突触再生

情况明显好于非移植组
。

在观察 大鼠中枢突触类 型 的研 究中
,

A da m
s
阁和

lB u C川发现大鼠顶叶皮质和视皮质 内的 工型突触 占大

多数 ( 96 % )
。

而本研究中我们观察到
,

正常成年大鼠脊

髓内
,

I 型 与 l 型 突触的 比例基本相等
,

工型突触略多

于 I 型 突触
。

但经胚胎脊髓植人后
,

在脊髓突触再生过

程中
,

尽管 I
、

n 型 突触密度均成逐渐增加并恢复正常

的趋势
,

但 亚 型突触却 占主要 的比例
。

术后第 4 天
,

移

植 和单纯损伤组的 亚型 突触 分别 占突触总数 75 %和

61 %
。

随着时间的延长
,

汀型突触的 比例逐渐降低
,

工

型突触的 比例相应增高
,

至术后 60 d 已分别接近正常

比例
,

另一方面
,

我们还观察到与 Iot h 等 l0[ 〕的研究相

似的结果
。

即术后早期
,

不同实验组的再生突触中
,

绝

大部分为轴
一

树型 突触
,

其 比例分别为 86 环和 84 %
,

均

显著高于正常对照组
,

但各组之间差异不明显
。

此后
,

轴
一

轴型 突触比例增加逐渐接近正常
。

由此可见
,

尽管

不同实验组 的突触再生数量存在较大 的差异
,

但无论

是否采用移植治疗
,

损伤脊髓神经毡 内
,

再生突触的构

成变化基本相似
,

说明移植对神经毡 内各型突触 的比

例结构无明显影响
。

除了突触密度外
,

突触前轴突终末 内细胞器数量

的变化也是反映突触成熟程度 的重要表现
。

本研究结

果表明
,

单纯损伤与移植组
,

其神经毡内线粒体密度和
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突触前轴突终末 内囊泡密度均随愈合时间的延长呈持

续的增长
。

不同实验组之间
,

神经毡内线粒体密度的变

化不尽相同
,

胚胎脊髓移植组的线粒体含量增加最为

迅速
,

移植术后第 7 天
,

胚胎脊髓移植组的线粒体密度

已明显高于其它各组
,

至术后 45 d 时已与正常对照差

异不显著
。

但此时单纯损伤组 的线粒体密度仍显著低

于正常
。

各实验组之间
,

突触前轴突终末内的囊泡密度

变化与线粒体密度的变化过程大致相似
,

术后 15 d一

30 d
,

移植组的囊泡密度逐渐接近和恢复正常
。

而单纯

损伤组的囊泡密度至术后 60 d 时尚未恢复正 常
。

从囊

泡形态观察可见
,

主要以圆形清亮囊泡为主
。

尽管随时

间的延长
,

含大颗粒囊泡的突触数量略有增加
,

但可以

认为
,

胚胎脊髓移植对损伤脊髓再生突触 的发育有较

大的影响
,

胚胎脊髓移植对再生突触的成熟有促进作

用
。

脊髓损伤的早期修复中
,

主要 以含圆形清亮囊泡的

胆碱能突触为主
。
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