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胚胎脑细胞移植促进脑损伤修复的基础研究
`
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目前对胚胎 脑细胞移植促进脑 损伤修复的基础理论尚缺

乏充分了解
,

本文在脑损伤移植胚胎脑 细胞后
,

做了宿主脑细

胞周期分析和 生长相关蛋白 ( g r o
w t h

a s s o e i a t e
d p r o t e i n ,

G A P
-

4 3) 阳性神经元分布的研究
。

在细胞周期的研究方面
,

首先证实

了流式细胞计闭
。 w cy ot m

e t r y
,

F C M )可用于神经科学的研究
,

然后
,

用 F C M 做了细胞周期分析
;
在 G A P

一

43 的研究方面
,

用

免疫细胞化学的方法先研究了 G A P
一

43 阳性神经元在正常成

年大鼠脑内的分布
,

然后
,

观察了脑损伤移植胚胎脑细胞后 阳

性神经元分布的变化
。

结果如下
:

1 F C M 在神经科学研究上 的应 用

胚胎 16 d
、

18 d
、

Z o d
、

新生和成年 W ist 盯 大鼠各 5 只
,

所有

大鼠取大脑
、

小脑
、

中脑
、

脑桥
、

延髓和 脊髓组织制成细胞悬液
,

涂片在倒置显微镜下观察细胞形 态
,

发现绝大部分细胞呈现 为

圆形
,

极少数有突起的细胞经悬浮培 养数小时突起 回缩
,

细胞

变 圆后可顺利通过 F C M 上 的喷嘴 (中
:

70 拜m )
,

首次证实了

F C M 可用于神经科学的研究
。

细胞悬液经 固定和 R N a se 的消

化
,

用荧光染料碘化丙陡对 细胞内的 D N A 进行特异性染色
,

经

2 00 目尼龙网过滤
,

用 F A C阮
r

PL
U “

F C M 测量 了细胞经激光激发

后发出的荧光强度
,

由此得 出细胞 内 D N A 的相 对含量和 细胞

所 处的 细 胞周期时相
.

每个 样 品测 10 0 00 个 细 胞
,

统讨
一

出

GI 00 。 个细 胞中处 于 G
。

/ G
,

期
、

S 期和 G
Z

/ M 期的细 胞数
,

所

得数据用计算机做统计处理
。

由于 G
Z / M 期细胞数代表了正在

分裂和即 海分裂的细胞数
,

重点对 G
:

/M 期细胞数的变化做了

分析
。

结果
:

胚胎 16 d 时大脑 G
Z

/M 期细胞数 ( 4 7 7 5 个 )明显高

于 小脑 (一4 2 8 个 )
,

1 8 d 时二 者达高峰 (分别是 5 9 5 2 个和 5 3 7 6

个 )
,

20 d 时略有减少
;
中脑

、

桥脑
、

延髓
、

脊髓 G
Z

/ M 期细胞数

大大低于 同期的大
、

小脑
;
新生 脑各部 G

Z

/ M 期细胞数急剧降

低
,

成年与新生比无显著差异
。

根据 G
Z

/ M 期细胞数
,

大脑移植

的最佳胚龄约在胚胎 1 6 d
。

2 月王胎脑 细胞移植对宿主 脑细 胞周期的影响

成年 w ls at
r

大鼠 20 只
,

按 每组 5 只分成 以下 4 组
:

( 1) 正

常对照组
; ( 2) 左侧顶 叶损伤组

; ( 3) 左侧顶叶损伤后 移植孔径

。
.

8 产m 微孔滤膜制成的 圆筒组
;

(4 )伤后移植装有 16 d 胚胎大

脑 细胞悬液的微孔滤膜圆筒组
。

所有大鼠术后第 4 天取损伤灶

周围的顶叶皮质
,

用 F C M 做细胞周期分析
,

结果
:

损伤
、

移植微

孔滤膜
、

移植胚胎 1 6 d 大脑细胞悬液都可使宿主顶 叶皮质 G
Z

/

M 期细胞数增多
.

胚胎 16 d 大脑 细胞悬液的作用 尤其 明显
;
由

于胚胎脑细胞被装在微孔滤膜 圆筒内
.

它可能通过分泌某些物

质透出微孔滤膜发挥楷用
。

胚胎 1 6 d 大脑细胞悬液移植 4 d 后

G
:

/M 期细胞数降低到仅为正常体内发育 4 d (即胚胎 20 d 时 )

G
:

/ M 期细胞数的约 1 / 1 0
,

与体外培养 4 d 无显著差异
。

3 G A P
一

43 在正常成年大鼠脑 内的分布

15 只正常成年 W ist ar 大鼠
,

灌注 固定
,

取脑及脊髓颈段
,

做冰冻冠状连续切片 (厚 50 拌m )
,

每 5 片取一片
,

用 A B C 法做

G A p
一

43 的免疫细胞化学研究
,

G A P
一

43 为 oB he ir n ge
:
公司 产

品
,
A B C 试剂盒为 V ce t or 公司产品

,

对照实验用制备 G A P
一

43

抗体的同种小鼠 ( aB l b /
。 )正常血清替代 G A P

一

43 抗体
。

结果
:

对

照切片均为阴性
。

G A P
一

43 阳性神经元出现于纹状皮质
、

海马
、

小脑浦肯野细胞
、

三叉神经运动核
、

上橄榄核
,

纹状皮质内偶见

胞体
、

顶树突及其主要分支
、

基树突及主要分支
、

轴突都呈现阳

性的锥体细胞
。

成年时呈现 G A P
一

43 阳性的神经元可能与其可

塑性和功能状态有关
。

4 胚胎脑 细胞移植对 G A P
一

43 的影响及形态观察

成年 w is at r

大鼠 20 只
,

按第二部分的方法分成 4 组
,

动物

术后 2 个月取材做 G A P
一

43 的免疫细胞化学及光镜
、

电镜研

究
。

结果
:

顶 叶损伤移植胚胎 16 d 大脑细胞悬液组
,

在 原 无

G A P
一

43 阳性神经元的顶叶皮质出现 了较多的 G A P
一

43 阳性神

经元
,

阳性神经元分布在移植腔的周围
。

移植的胚胎 16 d 大脑

细胞可能通过分泌某些物质
,

透出微孔滤膜作用于宿 主神 经

元
,

使 G A P
一

43 的含量增加
。

由于神经组织损伤后 神经元 内

G A P
一

43 的增加与轴突再生 密切相关
,

提示 出现 G A P
一

43 阳性

的神经元可能有轴突再生
。

光镜
、

电镜下见大量增生的星形胶

质细胞
、

成纤维细胞
、

巨噬细胞
,

近年发现
,

星形胶质细胞可分

泌 N G F
、

b F G F
、

L N
、

F N
、

a p o
E

,

成纤维细胞可分泌大量的 F N
,

巨噬细 胞可分泌 IL
一

l 等
,

以上这些物质都有利于神经细胞的

生长
、

轴突的再生
,

因此
,

星形胶质细胞
、

成纤维细胞
、

巨噬细胞

可能通过分泌以上生物活睦物质
,

有促进神经元损伤修复的作用
。

以上结果从脑损伤移植胚胎脑细胞后
,

促进宿 主脑 细胞分

裂和 神经元内 G
Z、卫一

43 含量增 加二个方面 为胚胎 脑细 胞移植

促进脑损伤修复提供了新的证据
;
同时

,
F C M 可用于神经科学

研究的发现
,

为神经科学的研究提供了新的手段
;
用 F C M 对脑

各部发育过程中细胞周期分布的研究
,

也为发育神经生物学提

供了宝贵的资料
。
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