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嗅鞘细胞移植损伤脊髓组织的超微结构变化*★

刘晓阳，孙建民，崔新刚，蒋振松

Ultrastructure of injured spinal cord following olfactory ensheathing cells transplantation

Liu Xiao-yang, Sun Jian-min, Cui Xin-gang, Jiang Zhen-song

Abstract
BACKGROUND: Neural function automatically recovers a little after spinal cord injury. Because of the capacity of myelination
belonging to both peripheral and central glial cells, olfactory ensheathing cells (OECs) become the most promising cells for
repairing damaged nerves. The histological and ultrastructural changes of spinal cord after OECs grafting may help to explain the
mechanism of neural restoration.
OBJECTIVE: To assess the effect of transplantation of OECs originating from the olfactory bulbs to repair spinal cord injury, and
explore the influence of grafted OECs on histology and ultrastructure of neurons and axons.
METHODS: Wistar rat models were randomly divided into three groups: the control group (group A, no treatment), DMEM/F12
group (group B, administrated with DMEM/F12 medium) and the OECs group (group C, treated with OEC suspension). The
Basso, Beattie and Bresnahan locomotor rating scale (BBB) was observed each week. Histological changes and
immunohistochemical staining were observed 8 weeks later. Reparation of spinal cord injury was assessed. Effects of OEC
transplantation on spinal cord tissue and ultrastructure were observed.
RESULTS AND CONCLUSION: The posterior limb motor function was recovered in three groups. The BBB grade of groups
C was higher than that of group A and group B, especially in the last 4 weeks post operation. Histology revealed that both stumps
were connected by nerve fibers through the injury site in group C. Less damage of nerve fibers and neurons at the vicinity of
damage site was observed in group C than that in group A and group B. The percentage of caspsase-3 positive cells in group
C was smaller than that in group A and group B. The ultrastructure showed that morphology of fiber and neuron in group C was
better than that in groups A and B. Results suggest that transplantation of OECs has significant promotory effects on restoration
of spinal cord injury in the rat, and can improve part function of nerve fibers and shows neuroprotection on neurons and nerve
fibers.

Liu XY, Sun JM, Cui XG, Jiang ZS. Ultrastructure of injured spinal cord following olfactory ensheathing cells transplantation.
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(49): 9167-9171.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：脊髓损伤后神经功能难以自行恢复，嗅鞘细胞具有外周性和中枢性两种胶质细胞的成鞘功能，是修复受损神经最有

前途的种子细胞。嗅鞘细胞移植到受损脊髓后的组织学和超微结构的变化可能帮助解释嗅鞘细胞发挥修复作用的机制。

目的: 验证嗅球源性嗅鞘细胞移植对脊髓损伤功能恢复的促进作用，并观察移植的嗅鞘细胞对神经元和轴突组织和超微结构

的影响。

方法：将已制备脊髓模型的Wistar大鼠随机分为 3组，对照组不做任何注射操作，DMEM/F12组注射 DMEM/F12培养基，

嗅鞘细胞组注射嗅鞘细胞悬液。每周进行肢体活动 BBB评分，8周后取脊髓标本进行组织学和免疫组织化学观察，评价脊

髓损伤的修复情况，并观察嗅鞘细胞移植对脊髓组织和超微结构的影响。

结果与结论：3组动物均出现后肢运动功能的恢复，嗅鞘细胞组优于对照组和 DMEM/F12组，在 4周后更为明显。组织学

观察可见，在嗅鞘细胞组可见有神经纤维通过损伤处。损伤处附近，嗅鞘细胞组脊髓腹侧的神经纤维和神经元形态较好，

损伤较轻。而对照组和 DMEM/F12组神经纤维和神经元损害严重。嗅鞘细胞组的 caspsase-3阳性细胞数少于对照组和

DMEM/F12组。超微结构观察可见，嗅鞘细胞组的神经纤维和细胞形态均优于对照组和 DMEM/F12组。结果表明嗅鞘细胞

移植对大鼠脊髓损伤修复有明显的促进作用，并可恢复损伤神经的部分功能，对受损神经纤维和神经元有保护作用。

关键词：嗅鞘细胞；大鼠；移植；脊髓损伤；组织；超微结构
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0 引言

脊髓损伤后可引起细胞的坏死和神经纤维

的断裂，而原发性损害引起的继发性退变包括

电解质紊乱，脂质过氧化，谷氨酸的释放，炎

症反应过程，血液流变学异常和缺血等[1]。这一

继发性损害过程持续数天或数周，加重细胞死

亡和神经纤维受损的程度，严重影响轴突的再

生和神经功能的恢复。目前很多实验研究重在

通过阻断继发性损害来促进脊髓功能的恢复。

基于损伤引起的神经传导功能丧失是运动功能

障碍的主要原因，促进受损神经修复和再生以

达到神经功能的恢复成为治疗脊髓损伤的最佳

选择。抑制脱髓鞘和胶质瘢痕的形成，补充外

源性营养因子和细胞移植成为主要的治疗措施。
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许多实验已经证实嗅鞘细胞移植可以对部分横断脊髓

产生神经保护作用，促进轴突再生和功能的恢复[2-3]，而

且在完全横断脊髓损伤模型中也观察到了轻微的神经

功能恢复[4]。因此嗅鞘细胞是治疗脊髓损伤的理想种子

细胞[5-6]。本实验主要观察嗅鞘细胞移植在脊髓损伤中的

神经保护修复作用，以及对神经超微结构的影响。

1 材料和方法

设计：随机区组实验设计。

时间及地点：实验于2009-03/2010-02在山东大学

附属省立医院动物实验中心和中心实验室进行。

材料：

实验动物：新生两三天的Wistar大鼠12只，成年雌

性Wistar大鼠45只，体质量200~250 g，购自山东大学

动物实验中心。实验过程中对动物的处置参照国家科

学技术部2006年发布的《关于善待实验动物的指导性

意见》[7]。

试剂及仪器：

实验方法：

新生大鼠嗅球细胞的分离纯化培养：取两三天的新生

Wistar大鼠12只，体积分数为75%乙醇浸泡消毒30 s，
无菌条件下切开头皮和颅骨，暴露大脑前方的嗅球，仔

细操作完整取下双侧嗅球，置于冰上已加冷D-hanks缓
冲液的培养皿中，解剖显微镜下用显微镊仔细剥除嗅球

表面的软脑膜及血管网，将嗅神经层和嗅小球层剥下置

于加DMEM-F12培养基的青霉素小瓶中，眼科剪将组织

剪成0.5 mm×0.5 mm×0.5 mm大小，加入0.25%胰蛋白

酶，37 ℃孵育箱孵育15~20 min。加入含体积分数为

10%胎牛血清的DMEM-F12培养基 1 mL终止消化。将

消化后的组织液用150目钢网滤过，不断用玻璃棒研磨

和DMEM-F12冲洗，将滤液1 000 r/min离心5 min，弃

上清，加入含体积分数为20%胎牛血清、20 g/L的牛垂

体提取物、25 μg/L神经生长因子的DMEM-F12培养基

3.5 mL，火焰抛光的吸管轻轻吹打数次，成为单细胞悬

液，调整细胞浓度为1×109 L-1均匀加入6 cm培养皿中，

2 d后吸取上清重新接种已用多聚左旋赖氨酸处理的

25 cm2培养瓶中，48 h后观察到成纤维细胞即将生长的

时候换用含10 mg/L阿糖胞苷的完全培养基继续培养

24 h，然后换完全培养基培养。隔日半量换液一次。每

日镜下观察细胞变化并记录。

脊髓损伤模型的制备：成年雌性Wistar大鼠45只，体

质量200~250 g，10%的水合氯醛腹腔注射麻醉动物

(30 mg/kg)。背部中线切开皮肤以及软组织，在T10水平

分离背阔肌，切除棘突。后路腰椎板切除术暴露硬脊膜。

动物固定在NYU机械损伤仪器上，打击质量为10 g，高

度为10 cm。损伤部位停留1 s，确保不完全挫伤。此时

出现下肢痉挛和抽搐现象，证明脊髓损伤成功。常规缝

合肌肉和软组织，结束手术过程。术后每日人工排尿两

次，直至膀胱自主排尿功能恢复。

实验动物分组：将45只脊髓挫伤的Wistar大鼠随机分

为3组，每组15只，①对照组，不做任何注射操作。②

DMEM/F12组，脊髓损伤后第1天在距离损伤处头尾端

各0.5 mm处，中线旁开0.5 mm处进行4点注射。进针深

度为1 mm。每点注射DMEM/F12培养基2.5 μL。③嗅鞘

细胞组，术后1 d进行嗅鞘细胞移植。注射时调整细胞

浓度为1×1010 L-1，在距离损伤处头尾端各0.5 mm处，

中线旁开0.5 mm处进针1 mm。每点注射嗅鞘细胞悬液

2.5 μL。两组的注射速度为均1 μL/min，每点注射完毕

后停针半分钟。术前和术后每周同一时间进行两次BBB
行为评分。

组织学观察：术后8周，灌注后将脊髓完全取出，切

取损伤区及其相邻远近端脊髓，标记远近端及前后面。

用40 g/L的多聚甲醛溶液固定过夜，取出后手术显微镜

下剥去硬膜。常规石蜡包埋、连续纵切片，切片厚度为

5 μm。各组损伤区纵切面切片分别行苏木精-伊红染色、

免疫组化染色，观察组织增生和腹侧的残存神经纤维和

神经元的形态及凋亡情况。

电镜观察：术后8周，每组3只动物进行透射电镜观

察。取材区域包括脊髓损伤处及其两断端，先后行2%
的戊二醛和1%的锇酸固定，环氧树脂包埋。半薄切片

甲苯胺蓝定位染色，取损伤处两断端之间腹侧的神经纤

维和细胞区进行超薄切片，JEM-100SX透射电镜观察超

微结构的变化。

主要观察指标：BBB行为评分，苏木精-伊红染色

观察脊髓的组织学改变，免疫组化观察神经元中

caspsase-3的表达，透射电镜观察细胞和轴突的超微结

构改变。

设计、实施、评估者：设计为第二作者，实施为第

一作者，资料整理和收集为第三作者，评估为第四作者，

采用双盲法对实验结果进行评估。

刘晓阳，等.嗅鞘细胞移植损伤脊髓组织的超微结构变化

P.O. Box 1200, Shenyang 110004 cn.zglckf.com

试剂及仪器 来源
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武汉博士德生物公司
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德国 Heraeus公司

德国 Zeiss公司
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DMEM-F12培养基、胎牛血清
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兔抗大鼠低亲和力神经生长

因子受体NGFRp75
阿糖胞苷(Ara-c)
青/链霉素

兔抗 caspsase-3 单克隆抗体

SABC即用型免疫组化试剂盒、

DAB显色剂

HERA cell二氧化碳培养箱

解剖显微镜

IX71倒置相差显微镜
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统计学分析：应用SPSS 16.0统计软件进行处理分

析，数据以
_

x±s表示。BBB评分组内比较采用配对t 检验，

将术后8周BBB评分与术后4，6，7周BBB评分比较，判

断行为恢复情况。其他数据的组间比较采用两样本t检
验，以P < 0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 实验采用45只Wistar大鼠，术

前和术后每天观察大鼠活动及饮食情况。对照组1只死

于麻醉意外，1只大鼠于术后3周死于肠梗阻，DMEM/
F12组1只于术后2周死于肠梗阻，1只死于刀口感染，

嗅鞘细胞组1只大鼠于术后1周出现自残倾向。以上5只
大鼠从实验中剔除。对照组和DMEM/F12组各13只，嗅

鞘细胞组14只大鼠完成实验。

2.2 行为评分 手术前对大鼠进行行为评分，所有大

鼠均得到21分。术后1 d行为观察显示所有动物评分均

未超过1分。对照组10只、DMEM/F12组9只和嗅鞘细胞

组9只评分为0分，即双下肢无活动，证明手术成功。对

照组和DMEM/F12组各时间点组间比较差异均无显著

性意义(P > 0.05)。在损伤后4周时间里，3组的行为评

分都显示逐渐提高，但嗅鞘细胞组恢复的更快。术后4，
6，7，8周同一时间点，嗅鞘细胞组的评分明显高于

DMEM/F12组和对照组，差异有显著性意义(P < 0.01)，
见图1。对照组和DMEM/F12组组内比较发现，8周评分

与4，6周比较差异有显著性意义(P < 0.05)。嗅鞘细胞

组组内比较发现，8周评分与2，4，6周比较差异有显著

性意义(P < 0.01，P < 0.001）。

2.3 组织学观察结果 细胞移植后2周，取嗅鞘细胞组

3只大鼠脊髓标本进行抗p75NGF免疫染色，可见

p75NGF阳性长梭形或多角形移植嗅鞘细胞。术后8周的

脊髓标本进行苏木精-伊红染色显示，两组损伤处均有

明显的组织增生，对照组和DMEM/F12组更为明显(图
2a，b)，在嗅鞘细胞组的损伤处可见稀疏的神经纤维样

结构通过损伤处(图2c)。对照组损伤处附近腹侧的神经

纤维严重受损，结构稀疏；神经元失去正常的多角形形

态(图2d)，部分区域的神经元完全消失或残存神经元的

碎片。DMEM/F12组损伤处附近的灰质改变与对照组相

似(图2e)。嗅鞘细胞组损伤处附近腹侧的神经纤维显示

出较好的形态，排列整齐紧密，但其间可见部分神经纤

维中断；神经元的形态较好，呈多角形(图2f)。

2.4 凋亡细胞分析 免疫组化显示，对照组和DMEM/
F12组损伤部位附近有大量caspsase-3 阳性细胞存在，

每高倍视野的阳性细胞数分别为 25.97±11.23，
25.79±10.85，两者比较差异无显著性意义(P > 0.05)，
嗅鞘细胞组每高倍视野的阳性细胞数较对照组少，为

23.07±8.43，但两者比较差异无显著性意义(P > 0.05)。
嗅鞘细胞组的阴性细胞多于对照组，差异有显著性意义

(P < 0.001)。嗅鞘细胞组阳性细胞百分数小于对照组，

差异有显著性意义(P < 0.001)。
2.5 超微结构的变化 对照组和DMEM/F12组的神经

纤维受损严重，大量有髓纤维的髓鞘崩解，中央的轴突

aP < 0.01,bP < 0.001, vs. other two groups; cP < 0.01,dP < 0.001, vs.
the data within olfactory ensheathing cell (OEC) group; eP < 0.05, vs.
the data within control and DMEM/F12 groups

Figure 1 Basso, Beattie and Bresnahan locomotor rating
scale (BBB) at different time postoperation

图 1 术后不同时间的 BBB评分

a, d: control group; b, e: DMEM/F12 group; c, f: olfactory
ensheathing cell (OEC) group

Figure 2 Histological examination of injury site (a, b, c)
and gay matter (d, e, f) at the vicinity of injury
site (Hematoxylin-eosin staining, ×400)

图 2 损伤处(a、b、c)和损伤处附近灰质(d、e、f)组织
学观察(苏木精-伊红染色，×400)

a b

c d

e f
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完全消失，呈高电子密度的无形结构(图3a)。神经元中

出现大量空泡化的线粒体，线粒体嵴断裂消失。胞浆中

出现大量高电子密度的次级溶酶体(图3b)。嗅鞘细胞组

可见大量髓鞘松解的有髓纤维，轴突形态尚好，内有线

粒体和大量的微丝微管细胞骨架结构(图3c)。在大量髓

鞘松解的有髓纤维中有大量薄髓鞘纤维，髓鞘包绕的轴

突形态好，其中的线粒体和微丝微管的细胞结构好。胞

浆中线粒体数量明显增多，嵴断裂，部分消失，空泡化

(图3e)。可见畸形和巨大线粒体(图3d)。

3 讨论

在众多嗅鞘细胞移植实验中，细胞移植的时间多有

不同。在脊髓横断模型中，损伤后立即进行嗅鞘细胞移

植的神经恢复结果优于损伤后7 d进行细胞移植。然而

在挫伤模型中，脊髓损伤后立即进行细胞移植未能获得

功能的恢复，损伤后7 d进行细胞移植却获得了轻微的

功能恢复，尽管不同时间细胞移植在组织学上未见明显

差异。先前的许多研究结果都对何时进行细胞移植持有

异议。在损伤后2 d，损伤部位未见GFAP阳性的星形胶

质细胞[8]。本实验在损伤后1 d进行嗅鞘细胞移植，损伤

部位的出血已经停止，此时进行移植期望获得更好的存

活率，更好的迁移到损伤处对侧，重建神经传导功能。

另外，由实验结果可见，注射操作未对脊髓造成额外损

伤。

脊髓损伤后的自发性恢复到术后2周时已经结束[9]。

实验结果显示所有脊髓挫伤大鼠在手术后2周内都有一

定程度的行为恢复，2周时嗅鞘细胞组与DMEM/F12组

和对照组相比较差异无显著性意义。此时的行为恢复与

大鼠逐渐从脊髓休克中恢复和残存的神经纤维建立新

的联系有关 [10]。2周后嗅鞘细胞组行为恢复明显快于

DMEM/F12组和对照组。嗅鞘细胞移植后多种运动相关

的轴突在轴突脊髓横断后可以长距离的再生，到达脊髓

远端，重建神经传导性[11]。移植的嗅鞘细胞可以分泌多

种物质，改变损伤局部的微环境，促进轴突再生。嗅鞘

细胞分泌的富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白，可诱导神经

的再生修复，调节细胞对损伤环境的应答，改变有害的

损伤环境，并启动内源性修复过程[12]。另外，移植的嗅

鞘细胞可以产生促进轴突再生和神经元存活的多种营

养因子，如：神经营养因子，脑源性神经生长因子、胶

质细胞源性神经生长因子和神经调节蛋白。嗅鞘细胞分

泌的脑源性神经生长因子调节神经元的存活和分化，神

经调节蛋白则调节少突胶质祖细胞的增殖分化，以及神

经上皮干细胞向损伤位点迁移[13]。脊髓损伤后，星形胶

质细胞活化增殖，形成胶质瘢痕，阻碍再生轴突重建脊

髓断端之间的连接。嗅鞘细胞移植可以明显降低活化星

形胶质细胞胶质纤维酸性蛋白合成[14]，减少胶质形成，

延长皮质脊髓束和红核脊髓束的轴突延长距离[15]。嗅鞘

细胞移植到挫伤脊髓后，可以明显降低受损程度和空洞

面积，保护更多的残存组织，为轴突再生提供支架[16]。

嗅鞘细胞组损伤区有神经纤维连接，两断端间距较对照

组和DMEM/F12组要小，残存组织多，凋亡细胞减少。

此结果都与先前的研究一致。然而，对照组在未观察到

切断轴突再生的情况下也出现了神经功能的恢复。原因

可能是损伤部位头端或其他部位的皮质脊髓束纤维的

出芽生长，或者是移植嗅鞘细胞的出芽生长[17]。

脊髓损伤后，损伤处及断端附近有大量的凋亡细

胞[18]，嗅鞘细胞组凋亡阳性细胞数较对照组少，而且

caspsase-3阴性细胞数明显多于对照组和DMEM/F12
组，这说明嗅鞘细胞移植可以保护神经元，降低损伤程

度。由于缺少嗅鞘细胞的保护作用，对照组和

DMEM/F12组两断端间隙增大，神经纤维和神经元受损

严重。嗅鞘细胞移植可以明显降低凋亡细胞数量，保护

神经元和神经纤维。线粒体是神经元凋亡信号的整合者

和执行者，不论是细胞内还是细胞外诱导的细胞凋亡，

在各种凋亡刺激下，线粒体发生重大改变，例如线粒体

内膜电位消失和通透性增加等[19]。这些改变引起了线粒

体内外膜间隙中的多种分子的释放，包括前caspsase
酶，细胞色素C和凋亡诱导因子。

脊髓挫伤后，损伤部位及其附近的整段脊髓都受到

损伤，出血和炎症反应都不利于轴突的再生。受损轴突

发生自发性脱髓鞘，2周时达到顶峰。受损轴突能否形

成髓鞘，重建神经传导的连续性是修复损伤的关键。许

多学者认为移植嗅鞘细胞可以直接促进脊髓损伤轴突

再髓鞘化[20-21]。本实验中没有观察到与报道相似的嗅鞘

a, b: control group (scale bar: 1 μm); c, d: olfactory ensheathing cell
(OEC) group (scale bar: 5 μm)

Figure 3 Ultrastructural examination of white matter (a, c)
and gray matter (b, d) from control group and OEC
group

图 3 对照组和嗅鞘细胞组中白质(a、c)、灰质(b、d)的超
微结构变化。
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细胞形成的髓鞘，只观察到了大量薄髓鞘纤维。如此不

能确定嗅鞘细胞直接参与了轴突的再髓鞘化，但是嗅鞘

细胞通过分泌神经生长因子、脑源性神经营养因子可阻

止髓鞘相关糖蛋白对轴突再生的抑制作用[13,22]。一些国

外的最新研究表明，嗅鞘细胞不是直接支持神经轴突的

生长，也并不直接参与髓鞘的形成，而是间接通过分泌

一种蛋白刺激自身许旺细胞，真正参与髓鞘形成的则是

这些自身许旺细胞[23]。

另外，嗅鞘细胞组动物脊髓中仍可见大量嵴断裂和

空泡化的线粒体，可能是脊髓损伤后血液供应障碍，影

响了线粒体功能。由此可见，单独嗅鞘细胞移植难以承

担修复脊髓损伤的重任。将嗅鞘细胞与其他干细胞或者

神经营养因子联合应用于脊髓损伤是将来的研究方

向[24]。鉴于脊髓损伤后局部处于缺血缺氧状态，嗅鞘细

胞移植结合改善脊髓血液循环的干预措施可能会取得

更好的恢复效果。
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课题的意义：将体外培养的嗅鞘细胞用于脊髓挫伤的动

物模型，观察移植后大鼠的神经行为的变化过程并进行组内

和组间的比较，同时研究移植嗅鞘细胞对细胞凋亡和超微结

构的影响，更深入了解脊髓挫伤后的修复机制。

课题评估的“金标准” ：目前尚缺少评价脊髓损伤后

神经功能恢复效果的“金标准”，国内外的研究主要从神经

行为学评分、组织学观察观察来评价脊髓损伤后的恢复情

况，本文章借鉴国内外的研究成果，从神经行为学评分、组

织学观察和超微结构 3个方面评价嗅鞘细胞对挫伤脊髓的

修复作用，进一步阐明嗅鞘细胞的作用机制。

设计或课题的偏倚与不足：课题从行为学和组织学方面

阐述了移植嗅鞘细胞对挫伤脊髓的修复作用，缺少神经电生

理方面的相关数据来支持神经传导功能恢复的结果。另外，

单独的嗅鞘细胞移植对严重挫伤脊髓的修复作用还是有限

的，需要与其他的措施相结合才能达到更好的神经修复效

果。

提供临床借鉴的价值：嗅鞘细胞移植有利于神经功能的

恢复，但作用有限，细胞胞浆中大量空泡化的线粒体提示，

脊髓损伤后存在线粒体功能障碍，给予保护线粒体的措施可

能会收到意想不到的效果，给予损伤的脊髓以保护线粒体的

药物也是将来的研究方向之一。通过对动物的动态观察发

现，脊髓损伤后 4周内下肢 BBB评分逐渐增加，4周后恢

复减慢，因此可以嗅鞘细胞移植后 4周及以后一段时间给

予某种干预措施可能会促进神经功能的更快恢复。
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