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·基础研究·

神经营养素-3基因修饰骨髓间充质干细胞的明胶海
绵圆柱体支架移植促进大鼠全横断脊髓损伤部分结构
和功能修复的研究*

卢丽雅1 张 巍1 曾园山1,2 曾 湘1 何 兵1 黄斯凡1 李 燕1

摘要

目的：探讨神经营养素-3（NT-3）基因修饰骨髓间充质干细胞(MSCs)的明胶海绵圆柱体支架移植对大鼠全横断脊髓

损伤部分结构和功能修复的影响。

方法：选取15只SD大鼠，随机分成3组：①NT-3基因修饰MSCs联合明胶海绵圆柱体支架移植组（NT-3-MSCs组）；

②MSCs联合明胶海绵圆柱体支架移植组（MSCs组）；③单纯明胶海绵圆柱体支架移植组（control组）。在脊髓全横

断后施行上述支架移植，在一定时间点比较3组动物功能恢复情况及其脊髓损伤区的结构变化。

结果：NT-3-MSCs组BBB功能评分、移植的MSCs存活数、神经丝蛋白-200(NF-200)阳性纤维计数和平均空洞面积

均优于其余组别（P<0.05）。
结论：NT-3基因修饰MSCs联合明胶海绵圆柱体支架移植能够促进大鼠脊髓损伤部分结构和功能的修复，为临床治

疗脊髓损伤提供实验依据。
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Abstract
Objective: To explore the effects of transplantation of gelatin sponge cylinder scaffold containing neurotrophin-3

(NT-3) gene modified bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) on the recovery of partial structure and func-

tion of rats with spinal cord complete transection injury.

Method: Fifty SD rats were randomly divided into 3 groups: NT-3-MSCs group, MSCs group and control group.

After complete transection of spinal cord, function recovery and morphological changes in each group were record-

ed and analyzed at certain time points in 8 weeks postoperation.

Result: NT-3-MSCs group displayed remarkably better outcomes in BBB scores, number of survival grafted

MSCs, and NF-200 positive nerve fibers as well as average cavity area than those in other groups.

Conclusion: Transplantation of gelatin sponge cylinder scaffold containing NT-3 gene modified bone marrow

MSCs may promote the recovery of partial structure and function of rats with spinal cord complete transection in-

jury. It may provide a strategy for clinical spinal cord injury therapy.
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急性脊髓损伤的主要表现为截瘫或四肢瘫，在

目前还没有行之有效的治疗方法[1]。脊髓损伤后存

在许多影响功能修复的不利因素，比如损伤区胶质

瘢痕、神经元死亡、神经纤维断裂、神经营养因子分

泌不足等，因此制定联合治疗策略可能更有利于脊

髓损伤后的功能修复[2]。我们前期的研究表明，神

经营养素-3(neurotrophin-3, NT-3)修饰的雪旺细胞

在体外能够诱导骨髓间充质干细胞(mesenchymal

stem cells, MSCs)向神经元分化[3]。而将NT-3修饰

的MSCs移植到脊髓损伤，有助于其功能修复[4]。另

外，组织工程材料的应用为干细胞分化成神经元及

建立突触联系提供了良好的人工神经网络支架[5]。

近年研究表明[6—10]，多孔隙明胶海绵作为细胞移植

的支架材料具有较好的组织相容性。因此，本研究

应用NT-3基因修饰MSCs联合明胶海绵圆柱体支

架一同移植到全横断脊髓损伤处，探讨在这种治疗

策略对移植的MSCs存活、神经纤维再生、空洞形成

和瘫痪后肢自主活动的影响，为将来临床治疗脊髓

损伤提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

本研究选取健康雌性成年SD大鼠15只，220—

250g，由中山大学动物实验中心提供。随机分成3

组，每组5只，分别为：①NT-3基因修饰MSCs联合

明胶海绵圆柱体支架移植组（NT-3-MSCs组）；②

MSCs联合明胶海绵支架移植组（MSCs组）；③单纯

明胶海绵圆柱体支架移植组（control组）。所有动物

饲养于室温(24±2)℃，饮水不限，自由摄食。

1.2 移植物的准备

1.2.1 MSCs的分离、培养与纯化。参照我们前期研

究[11]，无菌条件下取 1—2 周龄绿色荧光 SD 大鼠

(green rat CZ20042SD, Osaka University)股骨收集

骨髓细胞悬浮液，接种至预先涂有多聚赖氨酸的培

养瓶中，于37℃，5% CO2中培养。第2天半量换液，

以后每隔2—3d全量换液。大约4—6d MSCs长至

接近融合时（70%—80%），弃培养液，D-Hank液清

洗3次，加入0.25%胰酶（0.02% EDTA）消化2min，

用含10% FBS的L-DMEM培养液终止消化。用吸

管轻轻吹打细胞收集细胞悬液，40 转/min 离心

5min，弃上清。用含10% FBS的L-DMEM培养液重

新悬浮细胞，混匀，按1∶2接种传代（P1代）后继续培

养。当MSCs再长至接近融合时，同样按照上述方

法1∶2进行传代纯化MSCs至第4代（P4代）。

1.2.2 NT-3基因修饰MSCs。具体方法参照Zhang

YQ等的方法[3]，稍作改良。用一定剂量(按测定感染

复数，MOI)NT-3基因重组腺病毒在含5% FBS的

L-DMEM培养液中感染MSCs 3h，补充含5% FBS

的L-DMEM培养液继续培养24h，弃病毒残液，加入

正常培养液继续培养24h。

1.2.3 PLGA 包裹的明胶海绵圆柱体支架材料。

0.02mm厚PLGA薄膜购自山东济南岱罡生物技术公

司，无菌明胶海绵购自金陵药业公司。将PLGA薄

膜包绕在直径为3mm的不锈钢圆柱磨具上一圈，边

缘用丙酮粘贴，形成直径为3mm的圆筒状PLGA外

壳。使用时将PLGA外壳剪成2mm长度，酒精浸泡

15min，随 后 用 无 菌 D-Hank 液 清 洗 3 次 ，每 次

10min。超净工作台中将无菌明胶海绵剪成直径

3mm，厚度2mm大小（约1.0mg）。将明胶海绵用尖

嘴镊小心塞入消毒好的PLGA外壳中。材料无菌干

燥保存待用。

1.2.4 NT-3-MSCs 联合支架材料制备。将上述

NT-3 基 因 修 饰 的 MSCs 用 0.25% 胰 酶 + 0.02%

EDTA消化，1000转/min离心5min（4℃），弃去上清

液后重悬，制备成细胞悬液。并按每个支架1×106

个细胞种植于上述支架上，将吸附MSCs的材料置

于无菌孔板中。每孔1个材料，采用10% FBS的

L-DMEM培养液。取相同数量的MSCs，按上述的方

法作MSCs组。

1.3 脊髓损伤修复模型的建立

参照我们前期方法[12]，SD大鼠经腹腔内注射

1%戊巴比妥钠(40mg/kg体重)麻醉后，切除T9椎板，
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行T10脊髓节段全横断。并切除该节段2mm脊髓组

织块，清除损伤腔内残留的神经纤维。充分止血后，

NT-3-MSCs 组在脊髓切断处置入约 2mm 长含有

NT-3-MSCs明胶海绵圆柱体支架；MSCs组置入含

MSCs的明胶海绵圆柱体支架；control组置入含有

5μl无血清的L-DMEM培养液的明胶海绵圆柱体支

架。依次缝合肌肉、皮下组织与皮肤。手术后1周

肌肉内注射青霉素16万单位1ml/d。人工排尿2—3

次/d。术后各组动物被饲养67d。

1.4 功能BBB评分

参照Basso等[13]提出的大鼠脊髓损伤后功能评

判标准（Basso-Beattie-Bresnahan, BBB评分法）对各

实验动物后肢的运动功能进行评分。脊髓全横断

前，大鼠后肢为正常的运动功能(21分)。T10全横断

后，双后肢随即完全瘫痪(0分)。术后每周测评，记

录并分析结果。

1.5 灌注、固定、取材及切片

术后8周，各组动物施行1%戊巴比妥钠(40mg/

kg)麻醉，经升主动脉插管。先快速输注血管灌注

液，随后滴注预冷固定液。取出脊髓置入新鲜固定

液中做后固定（4℃过夜）。固定后将脊髓依次放入

20%和30%蔗糖溶液中，浸泡至组织块下沉到瓶底

（4℃）。T7—T12脊髓段行连续纵向冰冻切片，片厚

25μm，并依顺序贴片。

1.6 免疫荧光组织化学染色和HE染色

将各组大鼠T7—T12脊髓纵切片行绿色荧光蛋

白和神经丝蛋白-200（NF-200）免疫荧光染色[14]，分

别确定移植的MSCs存活及神经纤维再生情况。切

片用0.01mol/L PBS漂洗后，10%正常山羊血清在

37℃孵育30min，甩去血清，一抗4℃过夜。弃一抗，

PBS漂洗后再分别加入相应的二抗，37℃孵育1h。

弃二抗，PBS充分漂洗后80%甘油封片。以PBS代

替一抗作为阴性对照。荧光显微镜下拍照和分析。

此外，对脊髓纵切片行HE染色，光镜下拍照和

分析，运用Photoshop和IPP软件计算脊髓损伤区的

空洞面积[4]。

1.7 统计学分析

所得数据应用SPSS 13.0软件经两个样本均数 t
检验或单因素方差（one-way ANOVA）分析处理。

2 结果

2.1 BBB评分

术后第8周，各组动物均表现出不同程度的后

肢功能恢复，NT-3-MSCs组 BBB评分平均分数最

高，与其他移植组比较差异有显著性意义（P<
0.05）。见表1。

术后第3周起，各细胞移植组(NT-3-MSCs组和

MSCs组)与control组相比，有更好的功能恢复。前

者表现为3个后肢关节的轻微或者1—2个关节大幅

运动，后者不能观察到后肢运动或仅有1—2个关节

轻度运动。与control组相比，术后第7周和第8周各

细胞移植组表现出不同程度的后肢关节和肌肉的运

动。在MSCs组，大鼠可发生后肢所有3个关节轻微

或大幅运动，尤其是在NT-3-MSCs组中，大鼠后肢

出现3个关节轻微或大幅的活动，且在地面上爬行

的过程中，有不负重拖动或静止时足底位于负重位，

偶见负重步行，但前后肢运动不协调，与MSCs组比

较差异有显著性意义（P<0.05）。见图1。

2.2 移植的MSCs存活情况

表1 术后第8周3组脊髓全横断大鼠后
肢运动功能BBB评分值比较 (x±s)

组别

NT-3-MSCs组
MSCs组
Control组

单因素方差分析：组间两两比较：①P<0.05

例数

5
5
5

BBB评分值

8.00±1.22①

5.80±1.10①

3.00±0.71①

图1 3组动物术后1—8周BBB评分值的比较
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在荧光显微镜下观察各细胞移植组的T7—T12

脊髓纵切片，于脊髓损伤处及其邻近区域可见被绿

色 荧 光 蛋 白 (GFP，绿 色) 及 被 细 胞 核 荧 光

(Hoechst33342，Ho) 双 重 标 记 的 MSCs。 在

NT-3-MSCs组，可见损伤后第8周，移植的NT-3修

饰的MSCs仍可被NT-3免疫荧光组织化学染色（红

色）标记（图2箭头示）。

结果显示：无论在NT-3-MSCs组或MSCs组，大

部分移植的MSCs分布在脊髓损伤处，头、尾两端逐

渐减少。有的MSCs往头侧和尾侧脊髓白质和灰质

迁移；存活的MSCs形态呈圆形、卵圆形、多边形、三

角形或不规则形，其胞浆（绿色）围绕蓝色的细胞核

（图3和图4箭示）。统计学分析表明，与MSCs组比

较，NT-3-MSCs组存活的MSCs数量较多，差异具有

显著性意义（P<0.05）。见表2。

2.3 NF-200阳性的再生神经纤维情况

在荧光显微镜下观察各组脊髓损伤区及其邻近

组织内NF-200阳性神经纤维。NF-200阳性神经纤

维的形态呈现为长短不一，分布亦不均一。在脊髓

损伤后第8周，未经细胞移植治疗的control组，其脊

髓损伤区中央一般不能观察到NF-200阳性神经纤

维（图 7）。在细胞移植治疗组（NT-3-MSCs 组和

MSCs组），其脊髓损伤区中央以及头端、尾端组织

内，均可观察到有NF-200阳性神经纤维（图5和图6

箭所示）。其中，NT-3-MSCs 组的脊髓损伤区

NF-200阳性神经纤维明显增多（图5）。统计学分析

显示：在脊髓损伤区头端、损伤区和损伤区尾端，

NT-3-MSCs组中NF-200阳性神经纤维数量最多，

与 MSCs 组和 control 组比较差异均具有显著性意

义。见表3。

2.4 脊髓损伤区空洞面积的检测

光镜下观察经HE染色的各组T7—T12脊髓纵切

片。当脊髓全横断损伤后第8周，可见损伤区形成

大小不一的空洞。有些空洞会被少量再生的组织填

充，并与头、尾两断端的脊髓宿主组织相连接。经

Photoshop和 IPP软件分析计算显示：与control组比

较，NT-3-MSCs组和MSCs组的脊髓损伤区平均空

洞面积较小。尤其是NT-3-MSCs组的平均空洞面

积最小，与MSCs组和control组比较，有显著性差异

（P<0.05）。见表4。

3 讨论

临床上，明胶海绵主要用于手术止血；而骨基

质明胶作为骨替代材料可用于修复骨缺损。最新

的研究资料表明[6—10]，多孔隙明胶海绵可作为细胞

移植的支架材料。它具有较好的组织相容性及较少

引起炎症反应，且降解产物不会对组织产生有害作

用，但是存在难以塑形的缺点[15]。高分子生物工程

材料——聚乳酸-羟基乙酸（polylactic-co-glycolic

acid, PLGA）共聚物，虽然组织相容性不如明胶海

绵，但易塑形并可降解[16]。本研究利用PLGA薄膜包

裹明胶海绵共同构建新型生物支架(2011年2月已

获得国家专利局授予的发明专利权通知)，正好可以

相互弥补，为移植细胞提供了良好的用于修复神经

损伤的明胶海绵圆柱体支架。

MSCs来源丰富、取材简便、易于分离和纯化培

养，给予一定的条件可在体外迅速扩增，并具有多向

分化潜能，用于自体移植可克服伦理和免疫排斥等

问题，因而被用于多种疾病的细胞治疗和基因治疗

的载体[17]。因此，MSCs已成为治疗神经损伤的重要

的成体干细胞来源。我们的研究也发现，MSCs移植

表2 术后第8周两组脊髓损伤处及其
邻近区域移植的MSCs存活数比较 (x±s)

组别

NT-3-MSCs组
MSCs组

两组间比较（t检验）：P<0.05

例数

5
5

MSCs存活数

1194.60±180.49
807.60±109.59

表3 术后第8周脊髓损伤区及其头端、尾端的NF-200阳性
神经纤维数比较 (x±s)

组别

NT-3-MSCs组
MSCs组
control组

单因素方差分析：NT-3-MSCs组和MSCs组分别与Control组比较：①
P<0.05；NT-3-MSCs组与MSCs组比较：②P<0.05

例数

5
5
5

损伤区头端

50.80±2.17①②

43.40±2.60①

6.20±0.84

损伤区

18.60±1.67①②

13.20±2.17①

1.60±0.55

损伤区尾端

48.60±2.51①②

39.00±2.24①

6.00±0.71

表4 术后第8周3组脊髓损伤区空洞面积的比较 (x±s)

组别

NT-3-MSCs组
MSCs组
control组

NT-3-MSCs组和MSCs组分别与Control组比较（单因素方差分析）：
①P<0.05；NT-3-MSCs组与MSCs组比较：②P<0.05

例数

5
5
5

空洞面积（mm2）

0.74±0.06①②

1.12±0.09①

2.10±0.57
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治疗能够下调抑制神经生长的因子活性，从而促进

脊髓损伤区的神经纤维再生[18]。

NT-3作为一种神经营养因子，本身对神经元的

发育和分化及对损伤的中枢神经元存活及其轴突再

生都有重要作用[19]。我们有理由推测，经NT-3基因

修饰的MSCs联合明胶海绵圆柱体支架移植可能更

有利于脊髓损伤修复。本文结果显示，无论是MSCs

组，还是NT-3-MSCs移植组的大鼠瘫痪后肢的自主

活动功能都有明显恢复，这与前期报道一致[4]。有

研究报道[20]，NT-3能够促进大鼠全横断脊髓损伤区

神经纤维再生。在实施本实验脊髓全横断损伤时，

将损伤区组织完全切除2mm，不存在任何残存的神

经纤维。因而我们有理由认为，术后第8周脊髓损

伤区中的组织应为再生的组织。在损伤区观察到的

NF-200阳性染色的神经纤维，应为再生的神经纤

维。实验结果表明，NT-3基因修饰的MSCs联合明

胶海绵圆柱体支架移植能够促进脊髓损伤区的神经

纤维再生，这可能与NT-3基因修饰的MSCs联合明

胶海绵圆柱体支架移植有利于脊髓全横断大鼠瘫痪

后肢的自主活动功能恢复有一定联系。

研究表明，移植细胞存活数量是影响脊髓损

伤后功能恢复的主要因素之一[21]。Yan-Wu 等[22]

在研究NT-3联合类雪旺细胞移植治疗脊髓损伤

中发现，NT-3可以提高脊髓损伤区移植细胞的存

活率。本研究也显示了类似的实验结果，可能是因

为过表达的NT-3能作用于移植的MSCs，使之表达

NT-3受体（TrkC）。我们前期的研究[11]发现用维甲

酸预处理的 NT-3 基因修饰的 MSCs 可促使 TrkC

mRNA 的转录，并能促进宿主神经元存活。而

Hechler报道[23]，NT-3能够明显促进神经纤维再生。

本研究中的NT-3基因修饰MSCs能过表达NT-3，可

能有利于损伤区局部微环境的改善，利于其移植细

胞的存活，同时利于神经纤维再生。

本课题组前期研究发现，MSCs联合明胶海绵圆

柱体支架移植到大鼠脊髓全横断损伤处，可有效减

少损伤区炎症细胞的数量，并在损伤早期下调损伤

区炎症细胞TNF-α与IL1β的表达，从而减轻炎症，

减少空洞形成[24]。Kundu等[25]观察到MSCs可通过分

泌一些细胞外基质如纤维粘连蛋白和I型胶原来重

塑细胞的外环境。本实验全横断脊髓后第8周，各

组的损伤区有不同程度的组织再生，填充了部分空

洞，并与头、尾两断端的脊髓宿主组织相连接。实验

结果表明，NT-3基因修饰的MSCs联合明胶海绵圆

柱体支架移植能够明显减少脊髓损伤区的空洞面

积。我们认为可能是在NT-3的作用下，有较多的

MSCs存活。这些MSCs通过分泌细胞外基质减少局

部炎症反应，从而减少空洞形成，促进受损伤脊髓部

分结构的修复。

图2 NT-3-MSCs组脊髓损伤区NF3和
GFP双标免疫荧光组织化学染色

图2—7标尺=40μm

图3 NT-3-MSCs组脊髓损伤区GFP
免疫荧光组织化学染色

图4 MSCs组脊髓损伤区GFP免疫荧
光组织化学染色

图5 NT-3-MSCs组脊髓损伤区
NF-200免疫荧光组织化学染色

图6 MSCs组脊髓损伤区NF-200免疫
荧光组织化学染色

图7 Control组脊髓损伤区NF-200免
疫荧光组织化学染色

607



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Jul. 2011, Vol. 26, No.7

综上所述，本研究过表达的外源性NT-3能够

促进明胶海绵圆柱体支架内移植的MSCs存活和脊

髓损伤区的神经纤维再生，从而减少空洞形成，结果

有利于脊髓全横断大鼠瘫痪后肢的自主活动功能部

分恢复。但是NT-3促进MSCs存活的具体分子机

制目前尚不明确，需进一步探索。
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