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文题释义： 

量子点(quantum dot，QD)：又可称为半导体纳米微晶体(semiconductor nanocrystal)，是一种由Ⅱ-Ⅵ族或   

Ⅲ-Ⅴ族元素组成的稳定的、溶于水的、尺寸在 2-20 nm 之间的纳米晶粒。目前研究较多的是 CdS、CdSe、

CdTe、ZnS 等。 

干细胞示踪：干细胞示踪是指应用外源示踪剂转染标记干细胞，将干细胞移植到生物体内，利用影像学等技

术观察植入生物体内干细胞的分布、存活、迁移、分化和功能等，称之为干细胞示踪。 

 

摘要 

背景：嗅鞘细胞具有促进轴突再生、为受伤的宿主细胞提供营养支持以及调节炎症反应的能力，是修复脊髓

损伤具有潜力的细胞。 

目的：探讨通过静脉移植嗅鞘细胞治疗脊髓损伤的最佳移植时间窗。 

方法：SPF 雄性 SD 大鼠 30 只，采用脊髓半横断建立大鼠脊髓损伤模型，并随机分为 5 组：脊髓损伤后注射

嗅鞘细胞 1 d 移植组、3 d 移植组、7 d 移植组、10 d 移植组及 PBS 对照组。应用荧光量子点标记嗅鞘细胞；

分别于 1，3，7，10 d 时间点通过尾静脉移植应用量子点标记的嗅鞘细胞；PBS 对照组脊髓损伤后注射 PBS。

注射后 1 d 取损伤处的脊髓；应用小动物成像仪测定不同时间点转移到损伤处荧光的数值，通过荧光的强度

衡量转移到损伤处细胞的量；应用嗅鞘细胞 Anti-p75 NGF Receptor 抗体做损伤处脊髓的免疫组织化学。实

验方案经宁夏医科大学动物实验伦理委员会批准(编号：2017-073)。 

结果与结论：①荧光量子点可以标记嗅鞘细胞；②荧光测定结果与免疫组织化学染色结果：1，3，7，10 d

时间点通过尾静脉移植的嗅鞘细胞均有细胞转移到损伤处，7 d 移植的嗅鞘细胞转移到损伤处的最多；③结果

说明，脊髓损伤不同时间点注射的嗅鞘细胞均可以转移到脊髓损伤处，损伤后 7 d 移植的嗅鞘细胞转移到损

伤处的细胞数量最多，可以作为移植的最佳时间窗。 

关键词： 

脊髓损伤；嗅鞘细胞；静脉移植；量子点；移植时间窗 

中图分类号：R446；R496；R318 
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Abstract 

BACKGROUND: Olfactory ensheathing cells promote axonal regeneration, provide nutritional support for the 

injured host cells and regulate inflammation reaction, which possess potential for spinal cord injury repair. 

OBJECTIVE: To explore the optimal time window for intravenous transplantation of olfactory ensheathing cells in 

the treatment of spinal cord injury. 

METHODS: Thirty male SPF level rats were used to establish the rat models of spinal cord injury by spinal cord 

hemisection. Rat models were then randomly divided into five groups: 1-, 3-, 7- and 10-day olfactory ensheathing 

cell transplantation and PBS groups. Olfactory ensheathing cells were labeled with fluorescent quantum dots. PBS 

was injected into the rats in the PBS group after spinal cord injury. The injured spinal cord was removed at 1 day 

after injection. A small animal imager was used to measure the fluorescence transferred to the lesion at different 

文章描述— 
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time points. The number of cells transferred to the lesion was measured based on the intensity of fluorescence. The Anti-p75 NGF Receptor 

antibody was used for immunohistochemistry detection of the injured spinal cord. The study was approved by the Ethics Committee of Animal 

Laboratory of Ningxia Medical University, No. 2017-073. 

RESULTS AND CONCLUSION: Fluorescent quantum dots could label olfactory ensheathing cells. Results of fluorescence assay and 

immunohistochemistry indicated that transplanted olfactory ensheathing cells were transferred to the lesion at 1, 3, 7 and 10 days. Most cells 

were transferred to the lesion at 7 days. Therefore, these results indicate that olfactory ensheathing cells transplanted at different time points 

after spinal cord injury can be transferred to the lesion, with a number peak at 7 days that is the best time window for cell transplantation. 

Key words: spinal cord injury; olfactory ensheathing cells; vein graft; quantum dot; time window of transplantation 

 

0  引言  Introduction 

脊髓损伤的特征是受损神经元无法自我修复或自我再

生，导致脊髓损伤患者在损伤部位以下永久性瘫痪。细胞

移植是最有前途的治疗方法之一，有望产生良好的效果。

采用神经干细胞[1]、许旺细胞[2]、骨髓间充质细胞[3-4]、嗅

鞘细胞移植的方法[4]，均有益于脊髓损伤的修复。在这些

细胞中，嗅鞘细胞是最有希望的移植细胞，因为嗅鞘细胞

可以自体移植降低自身免疫排斥反应[5]；另外嗅鞘细胞移

植后，有营养神经、瘢痕抑制以及成鞘作用的多种神经营

养因子和神经黏附因子会被嗅鞘细胞释放，提供了适宜轴

突生长的微环境[6]。但是，嗅鞘细胞移植治疗脊髓损伤在

向临床进行转化还有诸多困难问题需解决，其中之一是选

择移植嗅鞘细胞的最佳时间窗。该研究通过观察不同时间

点移植嗅鞘细胞聚集到损伤处细胞量的多少，探讨通过静

脉移植嗅鞘细胞的最佳时间窗，促进嗅鞘细胞治疗脊髓损

伤向临床转化。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞学实验观察。 

1.2  时间及地点  实验于2018年12月至2019年4月在宁

夏医科大学总医院人类干细胞研究所完成。 

1.3  材料  SPF雄性SD大鼠30只，体质量250-300 g，

SD新生鼠用于嗅鞘细胞提取，实验动物均由宁夏医科大学

动物中心提供，许可证号： SCXK( 宁 )2015-0001 。

DMEm/F12培养基、胰蛋白酶、青/链双抗、BSA小牛血清

白蛋白、PBS、D-Hanks液(GIBCO公司)；胎牛血清(BI公

司)；量子点(苏州星烁纳米公司)；异氟烷与大鼠麻醉机(深

圳瑞沃得公司)；P75NGFR(abcam公司)；恒温培养箱

(Thermo公司)，CKX-41荧光显微镜、IX51倒置显微镜、

SZX16 解剖显微镜 (Olympus 公司 ) ；小动物成像仪

(BRUKER公司)；切片机(上海徕卡仪器有限公司，型号：

RM2245)；烘箱(上海精宏实验设备有限公司)；普通光学

显微镜(重庆光电仪器有限公司，型号：XSP-C204)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  嗅鞘细胞的复苏、传代培养  将冻存的嗅鞘细胞置

入38 ℃水浴锅中快速溶解，在超净台中，将含有细胞的冻

存液移到15 mL离心管，加入2 mL培养基，离心后弃上清。

加入2 mL新鲜培养基，制成细胞悬液，接种到培养皿里，

根据细胞的生长情况进行常规传代培养[7]。 

1.4.2  用荧光标记嗅鞘细胞 

(1)量子点标记嗅鞘细胞：选取生长状态良好的第3代

细胞，将含有血清的培养基吸出，每个10 cm的大皿中加

入4 mL无血清培养基，之后将10 μL的量子点稀释到无血 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

清培养基中，在细胞培养箱内 (温度37 ℃，体积分数

5%CO2)孵育2 h；将含有量子点的无血清培养液洗出，磷

酸盐缓冲液清洗，在荧光显微镜下用绿色荧光激发，观察

嗅鞘细胞标记状态及细胞转染状态[8]。 

(2)DIPA标记嗅鞘细胞：弃掉旧液，加入4 mL新鲜培

养基，加入0.2 mL DIPA工作液，孵育2 h，荧光显微镜观

察细胞核。 

上述方法进行量子点标记嗅鞘细胞后，胰蛋白酶消化

细胞，细胞计数板计数，调整浓度为1×10
9
 L

-1，备移植用。 

1.4.3  脊髓损伤模型的建立  采用脊髓半横断建立大鼠

脊髓损伤模型。用麻醉机对大鼠进行麻醉，调节异氟烷在

氧气中的浓度为2.0%-2.5%，根据棘突的体表及腹肋定位

确定T13，依次查找 T8-T12确定手术切口后，将手术区域剪

毛处理，用碘伏、体积分数75%乙醇彻底消毒皮肤。取背

部正中切口，逐层切开大鼠皮肤、皮下组织、筋膜、肌肉

等。沿棘突向两侧剥离脊旁肌肉，显露T9-T11棘突及相应

椎板。咬除T9-T11棘突，用弯血管钳从脊柱侧面缝隙进入，

咬除椎板，充分暴露相应脊髓节段，采用1 mL注射器针头，

切近脊髓中动脉垂直进针，触及到椎板，向外切断脊髓，

并反复切割3次，以确保充分离断，造成脊髓损伤大鼠脊髓

半横断损伤模型。 

1.4.4  动物分组与嗅鞘细胞注射  筛选出造模成功的大

鼠，随机分为5组，每组5只：分别于脊髓损伤1，3，7，

10 d后注射嗅鞘细胞(1 d移植组，3 d移植组，7 d移植组，

10 d移植组)；脊髓损伤后注射PBS(PBS对照组)。将准备

好的1 mL嗅鞘细胞(细胞浓度为1×10
9
 L

-1
)用注射器通过尾

静脉移植至造模成功大鼠。具体操作方法：先用麻醉机将

大鼠麻醉，助手用血管钳轻轻夹持大鼠尾静脉，使静脉充

盈，之后用1 mL注射器使针头平行尾静脉进针，穿刺点为

尾静脉中远端1/3处，进针成功后回抽注射器有明显回血，

均匀用力2 min内注射完毕，拔针后针眼处会有明显出血，

嗅鞘细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 取 SD 新生鼠嗅黏膜，按文献[7]的方法分离、纯化和培养嗅

鞘细胞 

培养基介绍： DMEN/F12 培养基 

添加材料： 体积分数 5%胎牛血清，青链霉素 

培养时间： 48 h 

细胞传代： 细胞生长融合至 70%-80%按 1∶2 进行传代，冻存 

细胞鉴定： 共聚焦显微镜下 P75 和 GFAP 双染均为阳性的为嗅鞘细胞 

伦理学批准情况： 实验方案经宁夏医科大学总医院动物实验伦理委员会批准

(批准号为 2017-073) 
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表明注射成功。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.5  聚集在脊髓损伤处荧光值  各组在注射嗅鞘细胞

24 h后，对照组在损伤后24 h，麻醉后，以T10为中心，完

整取出长约2 cm的脊髓组织。应用小动物成像仪检测脊髓

损伤处的荧光。具体操作步骤为，将待测脊髓按照分组摆

放在成像平台，软件控制平台的升降到一个合适视野，自

动开启照明灯拍摄第一次背景图(见图1)。之后，在没有外

界光源的条件下拍摄由荧光发出的光，即为荧光成像。下

一步，应用软件完成图像分析过程，用圆形图标选取脊髓

损伤处的区域，当选定区域后，软件可以计算出所选区域

发出的光子数，从而获得实验数据。 

1.4.6  免疫组织化学染色  

(1)烤片：将玻片放在玻片架上置于烘箱(温度60 ℃)

中烘烤30 min。脱蜡：将玻片依次放入二甲苯Ⅰ，二甲苯

Ⅱ，二甲苯Ⅲ各10 min。水化：将玻片分别放入体积分数

100%乙醇5 min，95%乙醇5 min，90%乙醇5 min，80%

乙醇5 min，70%乙醇5 min，最后自来水冲洗10 min。修

复：将玻片用0.01 mol/L的PBS浸泡5 min，EDTA高压热

修复3 min，再用PBS洗涤5 min×4次。灭活：将玻片放置

在0.01 mol/L PBS浸泡5 min×4次，然后将玻片放在湿盒

内，用吸水纸擦去玻片上过多的水分，加入体积分数3% 

H2O2的水溶液中10 min(按照100 mL 30%H2O2加900 mL

的去离子水配制)。洗涤：将玻片放置在0.01 mol/L PBS浸

泡5 min×4次。封闭：加上100 μL的血清室温孵育40 min。

一抗孵育：擦去过多的血清，勿洗，加入一抗NGFR5 N 

4 ℃孵育过夜。复温：室温复温45 min，然后用0.01 mol/L 

PBS浸泡5min×4次。 

(2)二抗孵育：滴加HRP标记的二抗，37 ℃孵育     

30 min。洗涤：PBS(0.01 mol/L)清洗5 min×4次。显色：

DAB显色2-10 min，直至镜检中棕黄色至理想的结果，用

去离子水终止显色实验。洗涤：将终止显色的玻片用自来

水冲洗10 min。复染：苏木精染色2 min，用自来水冲洗   

10 min。分化：复染过的玻片，然后用1%的盐酸乙醇分化

数秒，除去与组织非特异性结合的苏木素染液(苏木素染细

胞核)，再用自来水冲洗10 min。蓝化：0.5%的稀氨水浸泡

30 s，再用自来水冲洗10 min。脱水透明：将已冲洗的玻

片按照70%乙醇，80%乙醇，90%乙醇，95%乙醇，100%

乙醇，二甲苯各5 min进行实验。封固：用中性树胶封固，

然后置于晾片板上在通风橱内凝固。显微镜下拍照。观察

嗅鞘细胞在脊髓损伤区域的存活、分布等。 

1.5  主要观察指标  ①大鼠荧光标记的嗅鞘细胞及形态；

②聚集在大鼠脊髓损伤处的荧光测定结果；③大鼠脊髓组

织免疫组织化学结果。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 21统计软件进行统计学分

析，计量数据以x
_

±s表示，组间比较用单因素方差分析，两

两比较时用S-N-K法，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  实验选用造模成功大鼠25只，分

为5组，实验过程无脱失，全部进入结果分析。 

2.2  荧光标记的嗅鞘细胞及形态  嗅鞘细胞的生物学特

性：细胞大多数呈梭形，形态呈现出典型的双极、三级(图

2A)。荧光量子点标记嗅鞘细胞：用绿色荧光光源激发，细

胞质呈现出均匀的红色荧光，细胞核无荧光，并且有很高

标记率(图2B)。DIPA转染嗅鞘细胞：用青色荧光光源激发，

细胞核呈现出蓝色荧光，细胞质无荧光(图2C)。将不同的

荧光标记图片整合，细胞核在细胞中央(蓝色荧光)，胞质

为均匀的红色荧光(图2D)。 

2.3  聚集在损伤处的荧光测定结果  除PBS对照各组大

鼠脊髓损伤处均有荧光聚集，单因素方差分析，各组结果

差异有显著性意义(P < 0.05)，进行组间比较时，1 d移植

组与3 d移植组、10 d移植组之间差异无显著性意义(P > 

0.05)，7 d移植组与1 d移植组、3 d移植组之间差异有显著

意义(P < 0.05)，7 d移植组与10 d移植组之间差异无显著

性意义(P > 0.05)，PBS对照组与各组比较差异均有显著性

意义(P < 0.05)。 

各组均值比较，1 d移植组(37.01±9.01)、3 d移植组

(39.42±10.22)、7 d移植组 (51.58±6.08)、10 d移植组

(41.57±9.50)、PBS对照组(0±0)，随着脊髓损伤时间的推

移，聚集在损伤处的荧光值逐渐升高，7 d移植组为最大值，

随后10 d移植组荧光均值小于7 d移植组，呈下降趋势(图

3)。 

2.4  免疫组织化学结果  1 d移植组、3 d移植组、7 d移植

组、10 d移植组各组于损伤部位均可以观察到表现为棕黄

色的阳性染色，说明不同时间点通过尾静脉注射的嗅鞘细

胞均可以转移到损伤处并且存活；PBS对照组无染色，说

明无细胞聚集。但7 d移植组染色明显强于其他各组，3 d

移植组染色强于1 d移植组、10 d移植组，说明7 d时移植

的嗅鞘细胞转移到损伤处的最多(图4)。 

实验动物造模过程的相关问题 

造模目的 探讨通过静脉移植嗅鞘细胞治疗脊髓损伤的最佳移植时

间点 

借鉴已有标准实施

动物造模 

建立大鼠脊髓半横断损伤模型[8]
 

动物来源及品系 SD 大鼠由宁夏医科大学动物中心提供 

造模技术描述 显露 T9-T11 棘突及相应椎板。咬除 T9-T11 棘突，咬除

椎板，充分暴露相应脊髓节段，采用 1 mL 注射器针头，

切近脊髓中动脉垂直进针，触及到椎板，向外切断脊髓，

并反复切割 3 次，以确保充分离断 

造模成功标志    行大鼠脊髓半切损伤术时，以看到大鼠损伤侧脊髓后肢轻

度抽搐及尾巴翘起视为造模成功 

动物数量及分组方

法 

成功的大鼠分为 5 组：1 d 移植组 n=5；3 d 移植组 n=5；

7 d 移植组 n=5；10 d 移植组 n=5；PBS 对照组 n=5 

造模后动物处理 各组在注射嗅鞘细胞 24 h 后，对照组在损伤后 24 h，麻

醉后，以 T10为中心，完整取出长约 2 cm 的脊髓组织，

待进一步检测 

伦理委员会批准 实验方案经宁夏医科大学总医院动物实验伦理委员会批

准(批准号为：2017-073) 
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3  讨论  Discussion 

大量的动物实验结果证明，通过尾静脉注射的嗅鞘细

胞可以迁移到脊髓损伤处，并且对损伤有修复作用[9-10]。临

床试验也证明了嗅鞘细胞有益于脊髓损伤的修复[11-14]。嗅

鞘细胞起到治疗脊髓损伤作用的潜在机制有：①嗅鞘细胞

分泌有助于轴突的伸长、生长的多种神经营养因子，如神

经营养素、脑源性神经生长因子、神经成长因子、睫状神

经营养因子等[15]；②嗅鞘细胞可以间接促进轴突再生，通

过抑制阻碍轴突生长的胶质瘢痕的生成[16]；③嗅鞘细胞能

够形成神经胶质桥来促进神经功能——嗅鞘细胞与中枢神

经相整合在局部形成的支架桥结构[17]；④其他促进修复机

制。嗅鞘细胞在治疗脊髓损伤的过程中，因血脊髓屏障的

存在[18]，细胞一般很难跨过血脊髓屏障，在什么时间点注

射嗅鞘细胞可以使转移到损伤处的嗅鞘细胞数量最多，从

而更好地实现治疗作用，还未见到有统一的报道。根据此

背景，以聚集在损伤处嗅鞘细胞的荧光强度与免疫组织化

学为衡量标准，设计了该实验，来确认移植嗅鞘细胞的“最

佳时间窗”。 

嗅鞘细胞移植体内后，有一个问题需要探索，就是观

察嗅鞘细胞在体内的生存和转归情况，同时如何从宿主辨

别移植的嗅鞘细胞[19]。目前示踪移植干细胞的技术有很多，

其中包括核素标记、Y染色体标记以及报告基因转染等方

法，在细胞移植后特定的时间点取出组织，检测聚集在组

织的示踪物，以衡量转移到脊髓损伤处细胞的量[20]。量子

点由于其独特的光学性质，被广泛应用于物理、化学、生

物等领域的研究。这些特性，特别是高量子产率、宽吸收

光谱、窄发射光谱和抗光漂白性，使其广泛用于传感、标

记和成像[21- 22]。此次实验结果证明，量子点可以成功嗅鞘

细胞，且有很高的标记率。在不同时间点注射应用荧光量

子点标记的嗅鞘细胞，用小动物成像仪均可以检测到脊髓

损伤处的荧光聚集，并且免疫组织化学的结果显示移植后

的嗅鞘细胞会聚集到脊髓损伤处，说明聚集在损伤处的荧

光是嗅鞘细胞所携带。证明了用荧光量子点标记嗅鞘细胞

以追踪嗅鞘细胞在体内的转归是可行的。 

王强等[23]应用双苯亚甲胺细胞核标记嗅鞘细胞，通过

尾静脉注入大鼠体内，之后在避光下应用荧光显微镜对脊

髓损伤处进行检测，结果说明静脉移植嗅鞘细胞后，细胞

可以成功到达脊髓损伤处，并且可以存活。巫九官等[23]研

究嗅鞘细胞移植对脊髓损伤大鼠的作用实验中，得出了脊

髓损伤后1 d移植嗅鞘细胞大鼠神经功能的恢复效果差于1

周后移植嗅鞘细胞。此次实验将1×10
9
 L

-1个标记完好嗅鞘

细胞(应用荧光量子点标记)注入大鼠体内，在移植后24 h

后取出损伤处的脊髓，应用小动物成像仪测定损伤处聚集

的荧光强度，不同组皆有荧光聚集，在各组均值进行比较

时，7 d移植组的荧光强度最强。之后应用嗅鞘细胞特异性

抗体(NGFRp75)免疫组织化学染色，各组皆有棕黄色的阳

性染色，且7 d移植组的染色最强。证明在大鼠脊髓损伤后，

不同时间点经过尾静脉注射的嗅鞘细胞，均能够透过血脊

髓屏障迁徙到就是损伤处，且可以存活，并且在脊髓损伤

后7 d移植嗅鞘细胞聚集到损伤部位的细胞数量最多。提示

脊髓损伤后7 d可以作为移植嗅鞘细胞的最佳时间窗。 

影响嗅鞘细胞向脊髓损伤处迁移与存活的潜在因素

有：①外部损伤因素导致血-脊髓屏障的固有结构破坏，同

时血管活性因子和炎性递质的大量释放，使得血-脊髓屏障

的通透性增加，为嗅鞘细胞的进入提供了窗口；②嗅鞘细

胞可以通过脑室周围、下丘脑正中隆起、脉络丛、松果体、

垂体等血-脊髓屏障固有的薄弱环节迁移到脊髓损伤处；③

脊髓损伤不同时间损伤部位的微环境不同，损伤24 h处于

急性炎症期，会有大量的炎症递质释放，影响到迁移细胞

的存活；随着时间的推移，损伤部位的微环境已开始重建，

会提供适合细细胞生长的微环境[24]。在脊髓损伤不同时间

点移植的嗅鞘细胞转移到损伤处数量的不同，能够通过以

上因素来解释，1，3 d时移植的嗅鞘细胞转移到损伤处的

数量较少的可能原因是，处于急性期损伤处的局部微环境

不利于嗅鞘细胞的归巢；而在7 d之后组织损伤处微环境已

适合嗅鞘细胞的聚集，出现10 d聚集的细胞数量低于7 d的

可能原因是血脊髓屏障的通透性降低。 

综上所述，应用荧光量子点标记嗅鞘细胞示踪其在体

内的转归是可行的，在脊髓损伤后不同时间点注射嗅鞘细

胞均可以迁移到损伤处，在脊髓损伤7 d时移植的细胞转移

到损伤处数量最多，可以作为嗅鞘细胞移植的最佳时间窗。 
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图 1  小动物成像仪拍摄的损伤处的脊髓 

Figure 1  Observation of the injured spinal cord under the small 

animal imager 
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图注：随着脊髓损伤时间的推移，聚集在损伤处的荧光值逐渐升高，

7 d 移植组时为最大值，随后 10 d 移植组荧光均值小于 7 d 移植组，

开始下降  

图 3  各组大鼠脊髓损伤处荧光均值 

Figure 3  Mean fluorescent value at the rat injured spinal cord of 

each group 

图注：图 A 为未被标记的嗅鞘细

胞；B 为荧光量子点标记的嗅鞘

细胞；C 为 DIPA 标记的嗅鞘细

胞；D 为量子点与 DIPA 标记整

合的图片 
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图注：图 A 为 1 d 移植组；B 为 3 d 移植组；C 为 7 d 移植组；D 为 10 d 移植组；E 为 PBS 对照组。结果可见 7 d 时注射的嗅鞘细胞转移到损

伤处的最多 

图 4  各组大鼠脊髓损伤处纵切 p75 免疫组织化学染色(×10) 

Figure 4  p75 immunohistochemistry of the longitudinal section of the rat injured spinal cord in each group (×10) 
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图 2  大鼠嗅鞘细胞形态(×10) 

Figure 2  Morphology of rat olfactory ensheathing cells (×10) 


