
第 17 卷第 6 期
5 1 2 1 9 9 5 年 1 2 月

第 三 军 医 大 学 学 报

A C T A A C A D E M IA E M E D IC I N A E M IL I T A R IS T E R T I A E

V o
l

,

1 7
,

N o
.

I延 e
.

1 9 9 5

免胎脑皮层组织 4
“

C 保存的细胞活性变化
’
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提 要 本实验取胎龄为 23 ~ 24 d 的胎兔大脑皮层组织
,

分别以 11叩 or st 液及生理盐水为保存液
,

在

4 ℃保存前后制成细胞悬液
,

不 同浓度碘化丙陡染色后经流式细胞分析和 台盼蓝排斥试验测定细胞活性
。

结

果表明
,
i loP or

s t 液可以对免胎脑皮质提供良好的保护作用
,

但随保存时间延长
,

细胞活性仍不可避免地下降
,

提示应进一步深入研究
.

最后
,

本研究还表明不同浓度碘化丙吮染色经流式细胞分析用于细胞活性测定较台

盼蓝排斥试验更敏感
、

准确
。
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脑移植的研 究已取得 了快速的发展
,

并且研究重

点已转向脑皮质的研究
。

在脑移植研究中
,

短期直接采

用胎脑组织尚可进行研究 :l[
,

但从长期来看
,

由于供受

体不同步
,

且胎脑组 织离体之后
.

未移植至宿主之前
,

可因缺氧及缺乏营养物质供应而在短时间内失活
,

从

而影响移植物的成活
。

所以 必须进行组织保存
,

确保移

植物在移植前的活性
。

然而 目前的研究多以冷冻 ( 一

8 0 ℃
、

一 1 9 6 ℃ )保存为主
,

关于 4 ℃保存 尚缺乏系统研

究
。

本实验的 目的是研究免胎脑皮层组织在 4 ℃保存

中
,

保存液和时间对细胞活性的影响
,

并将 i lo rP os t 首

次用于兔胎脑皮层组织保存
。

为进一步改善 4 ℃保存

以便向临床应用过渡提供参考
。

细胞活性
.

1
.

3
.

2 碘比丙吮 ( IP )染色试验川 在细胞悬液中加入含 lP

50 拜g / m l 的荧光染液 1
.

0 m l
,

染 10 m in 后弃去
,

以磷酸缓冲液

漂洗一次
,

再加 p l

— 去污剂染液 (含 p I S 尸 g / m l ) 1
.

0 m l
,

染

2 0 m in ,

随后用流式细胞仪 ( F A C s t a r 一 p lu s
型 )分别对死活 两

群 细胞进行定量测定
.

然后计算细胞活性
。

2 结果

l 材料与方法

1
.

1 兔胎脑 皮层组织 的取材与保 存

将孕 23 一 24 d 胚胎 的 健康家兔
,

以 3 % 戊 巴 比妥钠 ( 30

m g
k/ g )静脉注射麻醉

,

无菌条件下剖腹
,

取出胎免
,

暴露 有活

力的胎兔的脑组织
,

取约 1 m m
,

大小的大脑皮层组织
.

随机置

于 生理盐水及 ilo p r o s t 液 中 ( i ]o p r o s t 为德 国 段 h 。 r li n g A G 公

司产品
,

临用前以生理盐水配制
,

ilo rP os
:
浓度为 50 ng / m l )

,

于

4 ℃条件保存
。

每组 3。 块组织
。

1
.

2 细 胞悬液 的制各

于保存前及保存后 1
、

2
、

3
、

4 h
,

随机取胎 脑皮层组 织
,

每组

每个时像点取 5 块组织
,

机械法制成细 胞悬液
。

细胞浓度控制

在 2 ~ s x l o
`

个 / m l
。

1
.

3 细 胞活性检 .N] 方法

1
.

3
.

1 台盼蓝排斥试验川 在检测 当时
.

取 4 份 。
.

2 % 台盼

蓝液与 1 份 4
.

25 %盐水混合
,

将混 合液与细胞 悬液按 l
:

1 再

混合染色
,

置血细胞计数池内
,

用显微镜计数 2 00 个细胞
,

计算

2
.

1 以 生理盐水和 i ol p
r

os t 液 为保存液 的比较

根据对所测结果的双因素方差 分析表 明
,

在保存及保存 1

h 者
,

两 种保存液所保存组织用同一种检测方法所得的细胞活

性相差不显著
;
保存 Z h 者

,

以台盼蓝排斥法所得细胞活性
.

11 。 -

rP os t 液组 明显高于生理盐水组 ( 尸 < 。
.

01 )
,

以 PI 染色试验所

得细胞活性
,

两保存组相差不显著
;
保存 3

、

4 h 者
.

同一检测方

法下
.

iol rP os t 液 组的 细胞 活性 明显高于生理盐水组 ( P < .0

01 )( 见附图及附表 )
。

P l 5 0 拜g / nlI d i e d e e l l
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附图 不同浓度碘化丙咤染色后 的流式细胞分析图
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不同组织移植治疗成体大鼠脊髓损伤的实验研究
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从形态发育学
、

电镜定量分析
、

脊髓电生理
、

免 疫组织化学

及分子生物学角度
,

就同种异体胚胎脊髓
、

同种异体坐 骨神经

和 自体肌肉等不 同移植物在大 鼠成体脊髓中的存活
、

发育过

程
;
对损伤脊髓再生修复

,

神经毡结构重筑 和脊髓 电生理特性

恢复的影响以及移植后 内源性神经生长因子 ( N G F )及其受体

( N G F R )的变化规律进行 了研究
。

结果表明
:

组织移植对损伤

脊髓的修复有一定促进作用
,

神经组织的移植修复作用较非神

经组织为好
,

而在神经组织中
,

又 以低分化的胚胎脊髓移植为

佳
。

胚胎脊髓植入损伤脊髓后
,

可在宿主脊髓内继续分化发育
,

并与宿主建立良好的结构联系
,

其分化发育的过程
,

在本实验

条件下不受宿主病理环境的影响
。

坐骨神经移植后
,

最终可能

通过存活的雪旺 氏细胞与宿主建立一定的结构联系
,

移植的肌

肉组织难以在宿主脊髓中长期存活
。

不同组织移植
,

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
,

脊髓神经毡

内的突触密度随愈合时间的延长逐渐增加
,

移植组突触密度的

增加明显快于非移植组
,

而移植组中
,

又 以胚胎脊髓移植组的

突触密度增加最快
.

组织移植对再生突触的结构比例无明显作

用
,

在再生 的突触中
,

首先以 . 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

型和胆碱能型突触
。

胚胎脊髓移植后脊髓感觉诱发电位的改变

明 显好于其它移植和非移植 组
,

不同肌群的诱发肌电 ( E M G )

的恢复改变不同
,

距损伤移植平面近的肌群 E M G 恢复较快
,

神经组织 (胚胎脊髓
、

坐骨神经 )移植后
,

E M G 的恢复较非神经

组织移植和不移值组为好
。

不同组织移植可以促进和在一定时

间内增加损伤脊髓中内源性 N G F 及 N G F R m R N A 的表 达和

N G F 多肤的合成
,
胚胎脊髓植入后早期

,

能在宿主脊髓 内表达

和 合成 N G F 及 N G F R
。

内源性 N G F 在移植后的损伤脊髓中可

能对宿主脊髓 和移植物起保护和 趋化诱导突触再生的双重作

用
:

不 同移植条件下
,

内源性 N G F 及 N G F R 的表达 主要在脊

髓前角神经元
。
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