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神经干细胞与嗅鞘细胞移植对脊髓全横断大鼠后肢运动
功能的影响
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［摘要］目的 探讨神经干细胞（NSCs）与嗅鞘细胞（OECs） 移植对脊髓全横断大鼠后肢运动功能的影

响．方法 SD大鼠行 T11脊髓全横断术后，随机分为 NSCs移植组、OECs移植组、联合移植组和对照组.术后

将取自绿色荧光蛋白（GFP）转基因胚胎小鼠海马和新生小鼠嗅球的、经培养鉴定后的 NSCs和 OECs，以明胶

海绵做载体分别或联合移植到各移植组动物脊髓损伤处，对照组不移植细胞，用 BBB评分法评价 1～8周大鼠

后肢运动功能恢复的程度．8周后移植各组动物行左心室主动脉内 4 %多聚甲醛灌注,取横断处上下各约 1 mL脊

髓，连续冰冻切片(片厚 20μm)，置于荧光显微镜下观察切片中有无绿色荧光细胞，确定 NSCs及 OECs的存活

情况．结果 NSCs及 OECs细胞在移植脊髓损伤后能存活，并向周围迁移；术后 3和 4周末，NSCs组、OECs

组和联合移植组大鼠运动功能均较对照组有明显改善（ < 0.05）；且 3周时，联合移植组和 OECs组比 NSCs组

后肢运动功能变化显著( < 0.05)；而联合移植组和 OECs组比较后肢运动功能未见显著差别( > 0.05)．结论

NSCs、OECs和联合移植在早期均可促进脊髓全横断大鼠运动功能恢复；OECs 组、联合移植组效果均优于

NSCs组；联合移植对大鼠运动功能恢复在早期没有显现最佳作用．
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Neural Stem Cells Combined with Olfactory Ensheathing
Cells Improve the Recovery of Motor Function in Rats

Subjected to Spinal Cord Transected Injury

YANG Jin-wei， YANG Hui-juan， YIN Lu-wei， LIU Jia， LI Li-yan，WANG Ting-hua

(Institute of Neuroscience，Kunming Medical College， Kunming 650031，China)

［Abstract］ Objective To explore the engrafted effect of NSCs combined with OECs on the motor function repair of hindlimbs in

rats subjected to spinal cord transected injury．Methods The NSCs and OECs were isolated from the Transgenic Green Fluorescent

Protein (GFP) embryo mouse' hippocamp and neonatal mouse' olfactory bulb.Rats were divided into NSCs group，OECs group and

co-transplantation group as well as control group. The recovery of posterior limb motor function in rats subjected to spinal cord

transected injurywas evaluated by the BBB locomotion score respectively in each weekend among eight weeks. This was followed by a

histochemiscal observation to know the engrafted cells survival and migration in the spinal cord of host under the fluorescence

microscope．Results The NSCs and OECs cells survived and migrated in the spinal cord of transplantation groups： the motor

functional improvement of hindlimb in rats was seen in all cell transplanted groups；NSCs group，OECs group and co-transplantation
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group demonstrated a significant increase than that of control group at 3 and 4 weeks post operation（ < 0.05）； The changes of BBB

scores in OECs group and co-transplantation group were more obvious than seen in the NSCs group，especially at three weeks（ <

0.05） ; There was no obvious difference between the OECs group and co-transplantation group in observed time points ( > 0.05)．

Conclusions The engrafted NSCs，OECs and co-transplantation can improve partly the motor function recovery of hindlimb in rats at

3 to 4 weeks following cord transection； The OECs group and co-transplantation have better effects than that of NSCs group， but

there is no obvious difference between the OECs group and co-transplantation group at observed time point in this investigation.

［Key words］ Spinal cord injury；Neural stem cells；Olfactory ensheathing cells；Rat

脊髓损伤修复治疗一直未取得突破性进展.近

十年来，细胞移植被认为是修复脊髓损伤最有前

景的治疗方法之一．以往研究表明，神经干细胞

（neural stem cells，NSCs） 和嗅鞘细胞 （olfactory

ensheathing cells，OECs）均对损伤脊髓有一定作

用[1,2]，但未见两细胞独立及联合作用的比较.本实

验探讨 NSCs和 OECs及其联合移植对全横断脊髓

损伤大鼠后肢运动功能的改善情况，为临床应用

细胞移植治疗脊髓损伤提供理论依据．

1 材料与方法

1.1 实验动物及试剂

选用健康成年 SD雌性大鼠（昆明医学院动

物科提供） 24只，体重(235±15) g；绿色荧光蛋

白（GFP）转基因小鼠孕鼠（昆明医学院神经科

学研究所提供） 2 只.DMEM/F12 1:1，胎牛血清，

Hank’s 液（Hyclone）；bFGF (Invitrogen)；多聚赖

氨酸（Sigma），以上试剂由昆明倍捷科技有限公

司提供；谷氨酰胺，胰蛋白酶 （Amresco）；N2

（Gibico），以上试剂由晶美生物工程有限公司提

供；Nestin单克隆抗体（1:200）、P75单克隆抗体

（1:200），北京中杉金桥生物技术有限公司提供；

青霉素、链霉素、盐酸阿糖胞苷为医用试剂．

1.2 制备神经干细胞和嗅鞘细胞

取孕 12～14 d GFP转基因胚胎小鼠大脑皮质

制成 1 mm3 组织块，加入神经干细胞培养基

（DMEM/F12 1:1，其中添加 1 %N2，20 滋g/L bFGF，

2 mmoL/L谷氨酰胺, 50 000 U/L 青霉素，50 mg/L

链霉素）；用吸管吹打 20～30次，细胞滤网过滤

后制成单细胞悬液，调整细胞浓度为 2.5×108/L；

接种于 6孔培养板里，置 37℃、5 %CO2培养箱

培养，隔日半量换液 1次．Nestin鉴定培养的是

否是神经干细胞．

取孕 12～14 d GFP转基因新生小鼠嗅球后，

0.25 %胰蛋白酶于 37℃ 15 min；离心除去胰蛋白

酶，加入 2～3 mL 全培养基 （DMEM-/F12 1:1，

其中添加 10 %胎牛血清，2 mmoL/L 谷氨酰胺，

50 000 U/L青霉素，50 mg/L链霉素），少许吹打

后静置3 min以中和胰蛋白酶，再 1 000 r/min

离心3～5 min，去除全培养基；再次加入全培养

基，吸管吹打，细胞滤网过滤后制成单细胞悬液，

接种于 25 cm2 玻璃培养瓶中，37℃、5 %CO2 培

养箱培养．p75鉴定培养的是否是嗅鞘细胞．

1.3 实验动物分组

SD 大鼠手术后随机分为 4 组：NSCs 组、

OECs组、NSCs-OECs联合移植组和对照组，每

组 6只．3.6 %水合氯醛（1 mL/100 g）腹腔注射

麻醉大鼠，俯卧固定，暴露 T10～T12 脊椎节段行

椎板切除术，暴露脊髓，T11横断．把培养好的神

经干细胞和嗅鞘细胞用 20 mL EP管收集，再用消

毒过的 1.5 mL EP 管分装 （每只装细胞数约

2.00×105个）后，用约 2 mm3 大小明胶海绵蘸取

细胞，把明胶海绵塞到脊髓横断处.其中 NSCs组

蘸取 NSCs细胞悬液、OECs组蘸取 OECs细胞悬

液，NSCs-OECs联合移植组蘸取 NSCs-OECs（约

1.00×105：1.00×105个）细胞混合悬液，缝合切

口．对照组只行脊髓横断，不移植细胞.术后腹腔

注射青霉素预防感染，每天定时排尿．所有动物

均在相同条件下饲养，自由进食．

1.4 运动功能评价

参照 Basso 等 [3]提出的大鼠 SCI（spinal cord

injury） 后功能评判标准 Basso-Beattle- Bresnahan

评分法（简称 BBB评分法），分别于术后第 1周

至第 8周对各实验动物后肢运动功能进行双盲法

评分.

1.5 移植后 NSCs和OECs存活的观察

动物 BBB评分 8周后，分别用 3.6 %水合氯
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3 讨论

近年来，随着对脊髓损伤 SCI病理生理及修

复相关因素认识的深入，以及细胞生物学、分子

生物学技术的飞速发展，对脊髓损伤的修复治疗

有了新的认识．目前的治疗方法主要有：①改善

醛（1 mL/100 g）腹腔注射麻醉大鼠，开胸后经左

心室主动脉插管．先快速灌注生理盐水，随后用4 %

多聚甲醛灌注、固定动物．取 T11脊髓横断节段上

下各约 1 mL节段,放入新鲜固定液内后固定 24 h，

再入 30 %蔗糖溶液，置 4℃下至沉底,作连续冰

冻纵切片，厚度为 20 滋m．荧光显微镜 350 nm的

紫外光下观察 NSCs 和 OECs 绿色荧光细胞的

存活情况．

1.6 统计学处理

BBB 评分以均数±标准差(x±s)表示，采用
SPSS 12.0统计软件包对 BBB 评分结果组间各时

间段采用 检验． < 0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 BBB评分结果

大鼠经脊髓全横断手术后，双后肢完全瘫痪，

各组实验大鼠 1周内均有明显排尿障碍，排便障

碍不明显．早期 3周和 4周，NSCs组、OECs组、

联合组比对照组大鼠后肢 BBB 运动功能评分高

（ < 0.05） .3周时，联合组和 OECs组比 NSCs组

BBB评分高（ < 0.05），OECs组和联合组之间没

有显著区别（ > 0.05），其它时间段比较没有显

著区别（ > 0.05），见表 1，图 1．

2.2 荧光显微镜观察结果

荧光显微镜下可见：对照组脊髓横断上、下

两端均未见荧光细胞；NSCs移植组、OECs移植

组和联合移植组脊髓横断上、下两端及瘢痕处均

可见绿色荧光细胞，散在或聚集成片，可迁移至

T9、L2脊髓节段（图 2A、B、C）

表 1 脊髓全横断术后各时间点各组动物后肢运动功能（x±s)

Tab.1 Motor function of hindlimb in each time point （x±s)

时间 对照组 神经干细胞组 嗅鞘细胞组 联合组

1周 0.1667±0.1826 0.3889±0.3278 0.4445±0.3443 0.4444±0.3443

2周 1.5556±0.4037 1.7222±0.5741 2.2778±0.8278 2.2222±0.5837

3周 2.6667±0.5963 4.5000±1.1499△ 6.1667±0.6912△▲ 6.2222±0.6554△▲

4周 4.5556±0.7201 5.7222±0.8005△ 6.3333±0.6324△ 6.1667±0.6236△

5周 5.3889±1.6251 6.0556±1.4669 7.1667±1.2605 6.9444±1.6920

6周 7.0000±1.5492 6.6111±0.9047 7.4444±0.7201 7.5000±0.8628

7周 6.6667±1.7512 6.9167±1.6857 7.9000±1.2806 7.7500±2.0676

8周 6.6111±2.6451 7.4444±1.6285 8.1333±1.2401 7.6111±2.4533

与对照组比较，△ < 0.05；与 NSCs组比较，▲ < 0.05；n = 6．

图 1 NSCs移植、OECs 移植和联合移植对脊髓全横断

大鼠运动功能恢复的影响

Fig.1 TheeffectofNSCs transplantation,OECs transplant-

ation and co-transplantation on the recovery of

motor function in rats subjected to spinal cord

transected injury

时间（周）
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图 2 各移植组脊髓损伤区 8周时倒置相差显微镜观察

Fig.2 The injured spinal cord of each groups after eight

weeks

A：NSCs移植组；B：OECs移植组；C：联合移植组

损伤轴突的功能；④细胞移植、基因治疗．其中细

胞移植和基因治疗被认为是种最有前途的方法 [4].

用于移植治疗的细胞主要有神经干细胞、嗅鞘细

胞、骨髓基质干细胞、造血干细胞、胚胎干细胞、雪

旺细胞和巨噬细胞等[5]．研究发现，神经干细胞和

嗅鞘细胞是最有希望和前景的用于移植治疗脊髓

损伤的干细胞和成体细胞[6]．

Reynolds[7]等于 1992年提出了 NSCs的概念.现

认为 NSCs是一类具有多向分化潜能，可分化为

神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞能力的细

胞,且可分泌多种神经营养因子，易于被多基因修

饰和干细胞样属性 [8]．本实验中，3 周和 4 周

NSCs 组 BBB 评分比对照组明显增高 ( < 0.05)，

说明 NSCs移植对大鼠后肢运动功能有明显改善.

这可能与移植的神经干细胞替代了坏死的神经细

胞[9]，分化成神经元、星形胶质细胞或少突胶质细

胞，填充了因损伤造成的空洞有关[10]．此外，分

化出来的神经元和损伤脊髓形成广泛的神经纤

维联系和突触连接亦可能是损伤脊髓功能改善

的原因之一[11]．

Golgi等首次描述了嗅鞘细胞 OECs的存在，

证明在嗅球内，OECs是唯一接触和包被嗅神经轴

突的胶质细胞，以防止嗅神经轴突与 CNS其他细

胞接触[12]．本研究发现，3周和 4周 OECs组 BBB

评分比对照组明显增高( < 0.05)，说明 OEC移植

对大鼠后肢运动功能亦有明显改善．这可能是因

为移植的 OECs分泌了多种细胞粘附分子和细胞

外基质，为神经轴突生长提供了适宜的微环境，

并促进了被切断的轴突再生后与神经元重建建立

联系[13]．OECs还可以抑制一些阻碍髓鞘再生的因

子，并分泌 NGF、BDNF、NT-4/5、GDNF [14]等神

经营养因子促进髓鞘的再生．另外，移植入的

OECs可能包绕住受损的神经突轴，防止了不利的

微环境对轴突再生的影响．研究发现，猪的 OEC

移植到非洲绿猿的 SCI部位进行首次灵长类 SCI

治疗获得成功[15]．因此，OECs对损伤脊髓的修复

作用是肯定的．

本实验发现，联合移植在早期 （3、4 周）

BBB 评分比对照组显著增高 ( < 0.05)，说明把

NSCs和 OECs联合移植仍然可以对受损伤脊髓产

生修复作用.然而在术后 3周和 4周末，NSCs组

和 OECs组对大鼠运动功能恢复也有修复作用，

且联合移植组和 OECs组比较 BBB评分未见显著

差别，说明 NSCs或 OECs的联合应用对损伤脊髓

的功能改善相当有限，当修复发挥到一定程度后

就不能再有明显的作用．从理论上，OECs可促进

NSCs存活、分化、成熟和增殖[16]；据此推理，移

植后，NSCs 在 OECs 的促进下，会更好发挥作

用，再加上 OECs本身也可以促进神经元的再生，

联合移植组的效果应该好于 OECs组．Ao等也提

出了类似假设[17]．但本研究中，联合移植组 BBB

评分只在 3周比 NSCs组高( < 0.05)，其可能的原

因是：NSCs移植到损伤脊髓后，多数分化为星形

胶质细胞，在某种程度上限制了 NSCs治疗 SCI

的作用；而联合组和 OECs组之间 BBB评分无显

著差异，可能是 NSCs和 OECs共同竞争靶细胞，

而靶细胞的数量有限，这样就会使部分 NSCs或

OECs失去作用，从而表现为和 OECs移植组 BBB

评分无明显的差异( > 0.05)．各组的 BBB评分在

3～4周均有一个大幅度的增高（ < 0.05），推测

可能 3～4周[18]是一个有利于神经损伤修复的关键

时期.此外，本实验还观察到 OECs组比 NSCs组

BBB评分高，说明 3～4周时 OECs对损伤脊髓运

动功能的修复作用优于 NSCs组．进而提示 NSCs

移植虽对损伤脊髓有一定作用，但不是最好

的策略．

本研究从 SCI后大鼠运动功能指标评价了神

经干细胞和嗅鞘细胞在促进脊髓损伤修复过程中

单用与联用的效果，研究结果对应用这些细胞治

疗脊髓损伤有一定参考价值．至于其各自或相互

的作用机制仍待进一步研究．
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