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［摘要］目的 研究在受损伤脊髓移植神经干细胞后对其 TGF-β1 和 CNTF表达的影响．方法 将正常成年

SD雌性大鼠 35只，分为：单纯脊髓全横断组、假手术组、NSCs移植组．NSCs移植组在脊髓全横断后第 7天时

进行 NSCs移植，其它 2组不移植 NSCs；通过 RT-PCR测定脊髓损伤局部头侧在移植术后 3，7，14 d TGF-β1和

CNTF的表达．结果 移植术后 3 d，7 d，单纯全横断组 TGF-β的表达大于神经干细胞组．CNTF仅在术后 7 d，

前者表达大于后者，其余时间段 2组间 2 因子的表达无统计学意义．结论 神经干细胞移植使脊髓损伤局部

TGF-β1的表达降低，但对 CNTF表达的影响不大．
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［Abstract］ Objective To study the effect of neural stem cells （NSCs） transplantation on the expression of

TGF-beta1 and CNTF in injured spinal cord．Methods 35 SD Female rats were randomly divided into 3 groups：

merely spinal cord transection group，sham operation group and NSCs transplantation group．NSCs transplantation

was performed on 7th d after spinal cord transection in NSCs transplantation group，but was not performed in the

other two groups．Expression of TGF-β1and CNTF in the proximum of the injury spinal cord were detected on 3rd

d，7th d，14th d after NSCs transplantation by RT-PCR．Results Expression level of TGF-β1 in merely spinal

cord transection group was higher than that in NSCs transplantation group on 3rd d and 7th d．Expression level of

CNTF in merely spinal cord transection group was only higher than that in NSCs transplantation group on 7th d．

Conclusion NSCs transplantation can downregulate the expression of TGF-β1, but has no effect on the expression

of CNTF in injured spinal cord.
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脊髓损伤（spinal sord Injury，SCI）治疗仍是

医学界的一大难题， SCI的实验研究也是医学研究

的热点．脊髓损伤包括原发性损伤和继发性损伤，

原发性损伤是指原发损伤部位在机械力量的直接

作用下，首先形成出血坏死灶[1]，SCI 后长期功能

障碍和神经细胞难以再生与细胞凋亡有着重要关

系[2，3]．

在本研究中，将正常成年 SD 雌性大鼠，分

为：单纯脊髓全横断组、假手术组、NSCs 移植

组．NSCs 移植组在脊髓全横断后第 7 天时进行
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NSCs移植，其它 2组不移植 NSCs；通过 RT-PCR

测定脊髓损伤局部头侧在移植术后 3、7、14 d转

化生长因子 （transforming growth factor，TGF-β1）

和睫状神经营养因子（ciliary neurotrophic factor，

CNTF）的变化来探讨神经干细胞移植促进受损伤
脊髓神经再生的分子机制．

1 材料与方法

1.1 试剂

DMEM/F12（1:1，Gibco），小牛血清（Hyclone），多

聚赖氨酸（Invitrogen），鼠抗人 Nestin单克隆抗体

（Chemicon），ABC试剂盒（Vcetor）．

1.2 动物模型制作及分组

1.2.1 动物分组 正常成年 SD（Sprague-Dawley）
雌性大鼠 35只 （来自昆明医学院动物科），分为

3 组：单纯脊髓全横断组 15 只，假手术组 5 只

（仅仅打开椎板，但不横断脊髓），NSCs移植组 15

只．NSCs 移植组在脊髓全横断后第 7 天时进行

NSCs移植，而单纯全横断组在脊髓全横断后第 7

天时同法于损伤部位附近注射细胞培养液，但是

不含 NSCs，假手术组也是在假手术后第 7天时在

同样部位注射细胞培养液，也不含 NSCs．

1.2.2 脊髓全横断模型制作 将大鼠用小号弯头

止血钳撬开 T9椎板，暴露脊髓后，挑起脊髓，用

眼科剪贴着椎管的前壁和侧壁剪断脊髓，在剪断

脊髓后再用尖镊沿椎管壁反复绞断．术后每日用

手挤压大鼠膀胱协助排尿 2次，连续 7 d，1次 /d

腹腔注射青霉素抗感染， 7 d后每天 1次排尿以及

腹腔注射青霉素．

1.3 神经干细胞体外培养及免疫组化鉴定

1.3.1 神经干细胞体外培养 选取孕 E12d的 GFP
转基因小鼠，无菌条件下取胎鼠海马，制成 1 mm3

组织块．加入 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，接种于培养瓶里，置 37 ℃、5%

CO2培养箱培养．

1.3.2 免疫组化染色鉴定 将原代培养 7 d的神经

球，接种到经多聚赖氨酸（0.01％，37℃ 1 h）处

理过的培养板中，待其贴壁后用 4%多聚甲醛固定

细胞 20 min．PBS 洗 3 次，3%过氧化氢 15 min，

PBS洗 3次，非免疫性动物血清封闭 30 min，加入

一抗 Nestin（1:200） 抗体，4 ℃过夜，PBS 洗 3

次，第二代通用型二步法检测系统，按说明书操

作，DAB显色 5min．

1.4 神经干细胞移植及免疫抑制剂的使用

在大鼠脊髓全横断后第 7天时对 NSCs移植组

大鼠进行 NSCs移植：移植位点位于脊髓损伤局部

以上 1 cm、0.8 cm、0.6 cm，进针深度为 0.7 mm，
后退 0.2 mm后注射细胞，进针位置为皮质脊髓束

所在的位置，在立体定向仪下用 10 滋L微量进样

器将 10 滋L体外培养的 NSCs（细胞量控制在 2×

105个 /10 滋L，来源于 GFP转基因小鼠的胎鼠）缓

慢注入上述位点，单纯全横断组与假手术组也与

NSCs移植组同时同法同剂量注射免疫抑制剂（环

孢素）．

1.5 RT-PCR组织取材
将单纯全横断组、神经干细胞移植组的大鼠在

第 2次手术（指的是在脊髓全横断后的第 7天对大

鼠脊髓进行神经干细胞移植或细胞培养液注射的

手术）后 3 d、7 d、14 d，假手术组在第 2次手术

后 7 d，以 3.6%水合氯醛按 1 mL/100 g腹腔麻醉，

用经 0.1%DEPC 水浸泡、高压蒸汽消毒的剪子、

止血钳等手术器械，打开椎管，暴露脊髓，取脊

髓损伤局部（疤痕）头侧，用 DEPC处理水冲洗去

血迹，小心去脊膜，置于预先加有 1 mL TRIZOL
裂解液的 EP管中，遵照 Trizol试剂盒说明书进行

操作．而后其浓度用 Nanodrop分光光度仪（ND－

1000）测量，总 RNA行逆转录反应．用 Revert Aid

First Strand cDNA合成试剂盒（Fermentas Company，

U.S.A）生成 cDNA．总 RNA（每次反应 4 滋g）被

加入“master mix” （12 滋L） （含有终浓度的总

RNA，oligo-dT引物和 DEPC 处理水）．标本混合

液在 PCR仪中 70 ℃反应 5 min．而后 5×反应缓

冲液，RNase抑制剂和 10 mM dNTP Mix被加入反

应体系中．37℃反应 5 min，加入 M-MLV逆转录

酶使其总体积达 20 滋L．标本混合液接着在 42 ℃

下孵育 60 min，并于 70℃孵育 10 min，以行逆转

录反应．然后进一步行 PCR扩增，以获得 cDNA

样品，先 94℃ 5 min变性，然后 94℃ 1 min变性，

在下列温度下退火：β-actin， 52.5 ℃，54 ℃，

72℃ 1 min 延伸反应，行 30 个循环，而后最终

72 ℃ 10 min 延伸．25 滋L 整的 PCR 反应产物行

1%琼脂糖凝胶电泳，反应产物的分子大小用溴化

乙锭染色显示（见表 1）．

1.6 统计学方法

电泳条带在用 Gene Tool软件分析光密度值后，

以目的条带光密度 /β-actin条带光密度的比值来

进行统计学分析．采用 SPSS统计软件包对所测得

的各基因与β-actin平均光密度的比值进行方差分
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图 1 神经干细胞的鉴定及移植后的存活（×200）

Fig. 1 The identification of NSCs and survival after

transplantation（×200）

A:Nestin阳性反应的克隆球；Ｂ:神经干细胞移植组在 12

周时的绿色荧光细胞.
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因 子 上游引物 下游引物 产物长度（bp） 退火温度（℃）

β-actin 5'GTAAAGACCTCTATGCCAACA 3' 5'GGACTCATCGTACTCCTGCT 3' 227 52.5

TGF-beta1 5'GTGAGCACTGAAGCGAAAGC3' 5' TAATGGTGGACCGCAACAAC 3' 332 54

CNTF 5' CTTTCGCAGAGCAAACACCT 3' 5'CATCCCATCAGCCTCATTTT 3' 422 52

表 1 各个因子的引物、产物及退火温度

Tab. 1 The primers, products and annealing temperature of the factors

B

A

析和 检验， ＜0.05 为差异有统计学意义，结 果以 x±s 表示．

2 结果

2.1 神经干细胞在体内的存活

将原代培养 7 d的 NSCs接种后 24 h神经球贴

壁生长，继续培养 24 h，进行 Nestin免疫细胞化学

染色，克隆球大部分细胞 Nestin抗原呈阳性（见图

1A）．12周时在神经干细胞移植组大鼠脊髓的冰冻

切片上可见到大量的绿色荧光细胞分布于细胞移植

位点附近（见图 1B）．

2.2 RT-PCR
TGF-β1：术后 3 d，3 组间差异有统计学意

义（ ＜0.05），单纯全横断组的表达大于神经干细

胞组，而神经干细胞组又大于假手术组，术后 7 d

同术后 3 d．术后 14 d，假手术组和另 2组有差异，

＜0.05，但单纯全横断和神经干细胞移植组无差

异（＞0.05）．

CNTF：术后 3 d，单纯全横断和神经干细胞移

植组无差异（ ＞0.05），术后 7 d，单纯全横断组

和另 2 组有差异，单纯全横断组表达最大 （ ＜

0.05）．术后 14 d，假手术组和另 2组有差异（ ＜

0.05），但单纯全横断组和神经干细胞移植组无差

异（＞0.05），见图 2和表 2.

组 别 n
假手术组

3 d 5

7 d 5

14 d 5

单纯横断组

3 d 5

7 d 5

14 d 5

神经干细胞移植组

TGF-β1

0.40±0.07

0.40±0.07

0.40±0.07

0.65±0.10*

0.87±0.1*

0.56±0.09*

CNTF

0.58±0.08

0.58±0.08#

0.58±0.08

0.85±0.09

0.77±0.12

0.76±0.11*

3 d 5 0.54±0.06* 0.90±0.09

7 d 5 0.77±0.08* 0.55±0.11#

14 d 5 0.61±0.10* 0.73±0.12*

表 2 术后各组大鼠 2种因子在 3个时间段表达的比较
（x±s）

Tab. 2 The comparison of the expression levels of
these factors in three time stage among rats
in the three groups（x±s）

与假手术组同期比较，* ＜0.05；与单纯横断组同期比

较，# ＜0.05.



图 2 术后 14 d各个因子在这 3组大鼠的表达

Fig. 2 Expression of the three factors on 14d after

operation in rats in three groups

M:Marker；1:假手术组长；2:单纯横断组；3:神经干细胞

移植组.

3 讨论

将培养的细胞进行 Nestin免疫细胞化学染色，

Nestin抗原呈阳性，说明所培养的细胞是 NSCs[4]，
12周时在 NSCs移植组大鼠脊髓的冰冻切片上可见

到大量的绿色荧光细胞分布于细胞移植位点附近，

说明全横断脊髓后 12周内，移植的 NSCs能够在
大鼠脊髓内存活．

凋亡（apoptosis，APO）是机体在生理条件下

受刺激后，启动自身内部机制，经过多途径信号传

递，使细胞产生形态、生化变化或是在细胞衰老过

程中各种细胞功能逐渐丧失的结果[5]，原发性损伤

尽管可直接造成损伤部位的细胞死亡，但脊髓大的

损伤主要源于继发性损伤机制的存在，凋亡在继发

性损伤中起重要作用．

TGF-β1能够促进疤痕形成[6]，而单纯全横断

组 TGF-β1的表达在第 2次手术后 3 d和 7 d都是

最高的，与脊髓疤痕开始形成有关 [7]，同时

TGF-β1又有调节细胞的生长及分化，诱导细胞凋

亡的作用[8]，而神经干细胞移植组的 TGF-β1表达

较单纯全横断组低，提示神经干细胞移植后能够减

少神经细胞凋亡的原因之一就是抑制了 TGF-β1

的表达，同时也通过抑制 TGF-β1的表达来减轻

损伤局部的疤痕形成，这些都能够有力地促进再生
修复，这与文献报道的神经干细胞移植可以减少脊

髓周围组织坏死，抑制炎症、胶质瘢痕形成、减轻

细胞的再损伤相符[9，10]．

CNTF：睫状神经营养因子（CNTF） 是 NTFs

中的一员，具有明显的促进中枢和周围神经元存

活、防止受损神经元退变和维持运动功能的作

用[11，12]，它广泛分布于 CNS中，在脊髓中主要分布

在白质的前索和外侧索，星形胶质细胞、少突胶质

细胞和神经元胞质中都有表达．一般认为白质中星

形胶质细胞是正常脊髓中 CNTF 的主要来源 [13，14]，

本研究中，CNTF在术后 7 d，单纯全横断组表达

最大，术后 14 d，假手术组和另 2组有差异，但单

纯全横断组和神经干细胞移植组无差异．这些变化

可能是由于在脊髓损伤早期，神经元胞体、轴突和

髓鞘直接破坏，损伤的远侧端发生 Wallerian变性

激活星形胶质细胞，活化的星形胶质细胞 CN TF

的表达量反应性增强，短时间内产生并释放大量的

CNTF 聚集到损伤处，参与局部修复过程，这是

CNTF mRNA表达量迅速而剧烈升高的主要原因[15]，

而术后 3 d，单纯全横断组和神经干细胞移植组无

差异可能是由于两者都能刺激损伤局部大量释放

CNTF，而神经干细胞又刚移植到脊髓损伤局部，

其减轻细胞凋亡的作用还未充分发挥出来，故与单

纯全横断组一样都有着较强的炎症反应，导致大量
释放 CNTF，但到了术后 7 d，神经干细胞移植组

的炎症快速消退，因此 CNTF表达降到最低，甚至

低于同期的单纯全横断组．这些说明神经干细胞移

植后通过减轻炎症反应使 CNTF的表达下降．

从上可以得出结论：神经干细胞移植后通过促

进脊髓损伤区域神经细胞存活、减轻炎症和疤痕形

成来促进脊髓损伤后的再生修复．
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兴奋性氨基酸等内源性有害物质的释放，防止细

胞凋亡，促进神经细胞结构和功能恢复；（6）抑

制脑损伤和缺血缺氧后的炎性反应，影响信号转

导及早期基因表达[4，5]．亚低温可能是通过干预脑

损伤病理级联反应的多个环节而最终产生可靠的

神经保护作用[6]．亚低温治疗强调掌握正确的时间

窗、脑灌注压和平均动脉压，即早期（伤后 12 h

以内）脑灌注压不低于 50 mmHg、平均动脉压不

低于 70 mmHg[7，8]．对于有严重脑干损伤表现而无

脑干功能衰竭的病例，亚低温治疗能帮助患者度

过水肿高峰期而生存，但对于严重脑干功能衰竭

的患者，不主张亚低温治疗法，其具体机制有待

于进一步研究[9]．

本研究显示，亚低温治疗组神经功能缺损评分
及显效率均明显优于对照组．亚低温疗法可明显

改善神经功能缺损评分，提高原发性脑干损伤临

床疗效，且并发症少，价格低廉，操作便捷，值

得在临床上进行广泛推广．
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