
　 　 神经损伤分为中枢性和周围性损伤ꎬ疾病预后

较差ꎬ常留下程度不等的后遗症ꎬ不仅对个人和家

庭ꎬ甚至对社会都造成了巨大的压力ꎬ严重的危害着

人类健康ꎮ 众所周知ꎬ传统观念认为神经损伤后不

可再生ꎬ这就导致治疗相当困难ꎬ而近年来提出神经

干细胞的概念后ꎬ对传统观念造成了巨大的冲击ꎬ也
为神经损伤的治疗带来了新的曙光ꎮ 骨髓间充质干

细胞(Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＢＭＳＣｓ)
因其易获取ꎬ免疫原性低等多项优点被广泛应

用[１]ꎬ但目前的研究报道多涉及干细胞移植干预相

关模型ꎬ再采用形态学或者行为学评分来评估疗

效[２￣５]ꎬ并未探讨干细胞是否成功迁移至损伤部位ꎬ
随后能否存活并进行分化ꎮ 因此本研究旨在神经细

胞标志物微管相关蛋白(ＭＡＰ￣２)和胶质纤维酸性

蛋白(ＧＦＡＰ)方面着手ꎬ通过骨髓源神经干细胞移

植治疗 ＳＣＳＧ 损毁兔ꎬ不同时间点观察兔瞳孔直径

恢复情况ꎬ观察受损部位 ＭＡＰ￣２ 和 ＧＦＡＰ 含量的变

化ꎬ来探讨 ＮＳＣｓ 修复神经功能的可能作用及机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 动物与试剂 　 　 健康成年的新西兰雄性白兔

３２ 只ꎬ２ ０００~２ ５００ ｇꎬ由南华大学实验动物部提供ꎻ
ｂＦＧＦ 、ＣＮＴＦ 购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司ꎻ ＣＤ３４、ＣＤ４４
和 ＣＤ５４ 单克隆抗体购自北京博奥森生物技术有限

公司ꎻＭＡＰ￣２、ＧＦＡＰ 抗体购于武汉博士德生物工程

有限公司ꎮ
１.２　 动物模型制备 　 　 暴露颈部皮肤后逐层分离

出颈上交感神经节ꎬ用直持针钳压榨交感神经节约

１０ ｓꎬ压下一个齿ꎬ并且保持持针钳长轴方向与交感

神经节长轴方向一致ꎬ神经节与钳头完全咬合ꎬ从而

保证颈上交感神经节变形超过 ５０％ꎮ
１.３　 模型成功标准　 　 模型兔出现 Ｈｏｒｎｅｒ 三联征ꎬ
瞳孔缩小、眼球凹陷、睑裂变小ꎮ 瞳孔直径:可通过

数码相机拍摄ꎬ然后 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件处理测得瞳孔直径

数据ꎬ随后进行统计分析ꎮ 对于模型判定睑裂及眼

球凹陷则采用直接图片比较分析ꎮ
１.４　 动物分组　 　 将 ３２ 只实验兔均分为 ４ 组ꎬ每
组 ８ 只ꎮ 正常组:不予任何处理ꎮ 模型组:造模成功

后第 ７ 天注射 １ ｍＬ 生理盐水ꎻ培养液组:造模成功

后第 ７ 天注射 １ ｍＬ 培养液ꎻ干细胞组:造模成功后

第 ７ 天注射 １ ｍＬ 含 ２×１０６ 个神经干细胞的培养液ꎮ
１.５　 细胞培养、诱导分化及鉴定　 　 提取的兔骨髓细

胞ꎬ经全骨髓培养法和密度梯度离心法培养 ３~５ 代后ꎬ
进行细胞表型鉴定ꎬＣＤ３４ 阴性ꎬＣＤ４４ 及 ＣＤ５４ 阳性提示

细胞为 ＢＭＳＣｓꎮ 采用 Ｎｅｓｔｉｎ 单克隆抗体鉴定ꎬ经 ｂＦＧＦ
预诱导ꎬＣＮＴＦ 诱导后 ＢＭＳＣｓ 分化为神经干细胞ꎮ
１.６　 ＨＥ 染色　 　 移植后第 ２１ 天处死兔ꎬ取颈上交

感神经节置入甲醛中固定 ２４ ｈ 后石蜡包埋ꎬ４ μｍ切

片ꎬ切片常规用二甲苯脱蜡ꎻ经各级乙醇脱水ꎻ蒸馏

水水洗 ２ ｍｉｎꎻ苏木素染色 ５ ｍｉｎꎻ自来水冲洗ꎻ盐酸

乙醇分化 ３０ ｓꎻ自来水浸泡 １５ ｍｉｎꎻ置伊红液 ２ ｍｉｎꎻ
常规脱水ꎬ透明ꎬ树胶封片ꎬ镜检ꎮ
１.７　 ＭＡＰ￣２ 及 ＧＦＡＰ 免疫组化染色　 　 具体操作

按照免疫组化试剂盒说明书进行ꎬ石蜡切片 ７０ ℃烤

片 １０ ｍｉｎꎻ二甲苯ⅠⅡ各 ３０ ｍｉｎꎻ再按无水乙醇到

７５％乙醇中逐级脱水ꎻ去离子水 ５ ｍｉｎꎻ柠檬酸盐缓

冲液抗原热修复 １５ ｍｉｎꎻＰＢＳ 每次 ５ ｍｉｎꎬ洗 ３ 次ꎻ过
氧化氢 １５ ｍｉｎꎻ再次 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎻ血清封闭 １ ｈꎻ去
除血清ꎬ加一抗 ４ ℃ 孵育过夜ꎻ ＰＢＳ 洗 ３ 次每次

５ ｍｉｎꎻ 二抗 ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎꎻ ＰＢＳ 洗 ３ 次每次

５ ｍｉｎꎻＤＡＢ 显色ꎬ苏木素复染ꎬ树胶封片ꎬ镜检ꎮ
１.８　 图像分析和统计学处理 　 　 统计分析和绘制

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件ꎬ运用单因素方差分析以

及 ＬＳＤ 组间比较法ꎬ数据使用均数±标准差表示ꎬＰ<
０.０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 兔瞳孔测量结果　 　 模型组与培养液组比较ꎬ
各个时间点瞳孔直径差异均无显著性(Ｐ>０.０５)ꎻ干
细胞组分别与模型组和培养液组对比ꎬ移植后第 １
天、７ 天差异不明显(Ｐ>０.０５)ꎬ第 １０ 天、１４ 天、２１ 天

干细胞组瞳孔直径均大于模型组和培养液组(Ｐ<
０ ０５)ꎻ干细胞组与正常组比较ꎬ细胞移植后第 １
天、７ 天、１０ 天干细胞组瞳孔直径均小于正常组(Ｐ<
０.０５)ꎬ第 １４ 天、２１ 天差异不明显(Ｐ>０.０５)(表 １)ꎮ
２.２　 ＨＥ 染色结果　 　 切片制成后ꎬ进行 ＨＥ 染色ꎬ
观察神经节内病理组织学改变ꎬ正常组与干细胞组

可见细胞大小形态基本一致ꎬ分布均匀ꎬ排列整齐、
紧密ꎬ少量间质增生ꎬ新生血管丰富ꎬ未见明显核固

缩ꎮ 模型组与培养液组可见细胞大小各异ꎬ分布不

均ꎬ排列紊乱ꎬ可见炎性细胞浸润ꎬ细胞间质增生明

显ꎬ可见核固缩(图 １)ꎮ
２.３ 　 ＭＡＰ￣２、ＧＦＡＰ 免疫组化结果 　 　 ＭＡＰ￣２ 和

ＧＦＡＰ 主要存在于胞浆中ꎬ若阳性表达则胞浆着棕

１０４中南医学科学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ４４ 卷第 ４ 期


