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!论著!

脊髓薄片器官型培养及组织化学鉴定方法研究!

王晓娟 & 宋学琴 王丽琴 肖向建 && 刘卫刚 马 征 李春岩

"摘要# 目的 探讨脊髓薄片器官型培养的方法及其腹角 ! 运动神经元$背角中间神经元的鉴别% 方法 利

用出生 ’( 乳鼠的腰段脊髓组织切片建立脊髓器官型培养模型& 并用神经元的特异性 )*+"%! 和 ,-./012323 单克隆抗

体进行免疫组化染色&对脊髓腹角 ! 运动神经元和背角中间神经元加以鉴定&测定培养液中乳酸脱氢酶’456(的含

量% 结果 脊髓片在体外生长良好&形态完整&! 运动神经元和背角中间神经元的数目及各时点培养液中 456 含量

恒定&脊髓片可存活 ! 个月以上% 结论 脊髓的器官培养技术为研究脊髓生理$病理改变及神经保护提供了有效的

方法%
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! 本课题为河北省自然科学基金资助项目’编号 %"%Q’$(
石家庄&河北医科大学第二医院神经内科’邮编 "#""""(
R 现在北京同仁医院神经科

RR 现在河北省人民医院康复科

我们自 !""! 年 S 月至 !""% 年 % 月利用脊髓薄

片器官型培养技术& 建立能在体外长期存活的稳定

的脊髓培养模型&并对该模型进行鉴定&为进一步的

基础和临床研究提供新的实验方法&报告如下%

对象与方法

一$材料

TK 实验动物)’ 日龄 )5 乳鼠’购于河北医科大

学实验动物中心(%
!K 培养液)*)*#"U*V*’含 !#889.W4 6070A(X

!#U马血清Y!#U6-3LA 平衡盐液 ’含 !#KZ8=W8. 葡

萄糖(+&[\))’[0>A 平衡盐液含 ZKQ8=W8. 葡萄糖(%
%K 实验仪器),P! 培养箱$超净工作台$*,+4 组

织 切 片 机$*2..279/0 *2..2@0..",* 23A0/1K $倒 置 显 微

镜$普通显微镜%
QK 组化试剂)一抗为小鼠抗非磷酸化神经丝单

克隆抗体 ’)*+"%!&)10/3B0/=0/ *939@.93-.A 公司(和

小鼠抗钙网膜蛋白单克隆抗体’,-./012323&;0<8-/LA
公司(&二抗为生物素化马抗小鼠 +=[’]0@19/ 公司(&
)^\, 免疫组织化学试剂盒_即用型 E武汉博士德公

司‘&5^\ 显色试剂盒’北京中山化学试剂公司(%
二$脊髓薄片器官型培养方法

将 )5 乳鼠断头&无菌条件下快速分离&取出整

条脊髓& 解剖显微镜下剪断腰段脊髓的神经根,用
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表 ! 体外培养各时脊髓片 ! 运动神经元和

背角中间神经元计数及培养液中 &’( 含量比较

项目 )周 !周 *周 +周 !值

样本数!个" )# )# )# )# ,

!运动神经元

计数!个"

-$.*!%.! -+.-!*.$ -*./!#." -%.+!*." !.%*-

背角中间神经

元计数!个"

**.!!0.0 *%.0!$.- **.*!$.! *!.*!#.+ -.*0#

&’(含量

!1234"

方差分析#不同时点间相比 " 5 "."#

-#%!-".+ -*/!-!.+ -#*!-+.+ -#-!-*.! -."0%

678&组织切片机切成 %#9": 厚的薄片$ 将腰段脊

髓的切片转移到 ;<== 中$ 在室温下仔细分离成单

片%+ 孔培养板内每孔放入 -:4 培养基 6=$ 并放置

6>44>?@AB 6>44>CB44# 76 >DEBAF.& 用吸管将完好的脊髓

片转移至 >DEBAF 上$每个 >DEBAF 上放 # 片$移去 >DEBAF
膜表面多余的培养液$置入 7G! 培养箱$每周换液 !
次’)(&

三)免疫组化方法

培 养 的 脊 髓 片 以 *H多 聚 甲 醛 固 定 %9:>D$9.-
:@42& I< 冲 洗 % 次 %9.+HJA>F@DK#-99 浸 透 -9:>D$
9.9#:@42& J<= 洗 % 次$#H马 血 清 " J<= +9:>D 阻 断

非特异性染色$单克隆抗体 =68#%!!-#*999"和单克

隆抗体 7L4ABF>D>D !-$+9"*%摇床过夜%9.9#:@42&J<=
洗 -9:>D % 次$加二抗生物素化马抗鼠 !-#!999"+9
:>D$=M<7 +9:>D$9.9#:@42& J<= 洗 -9:>D % 次 $
’M< 显色 % & -9:>D$9.9#:@42& J<= 洗 -9:>D % 次$
脱水)透明)封片& 以 J<= 代替一抗为阴性对照&

四)形态学观察

观察体外培养 -)!)*)+ 周时每个脊髓片腹角 !
运动神经元的数目$并测定 #:: ’ #:: 下的 * 个视

野面积下背角中间神经元的数目& 每个时点取存活

的 % 个 >DEBAF 上的 -# 个脊髓片进行研究&
五)培养液中乳酸脱氢酶!&’("含量测定

利用南京建成生物工程研究所提供的 &’( 检

测试剂盒$测定培养 -)!)*)+ 周时培养液中 &’( 含

量& 各时点样本数为 -# 个&
六)统计学方法

采用 =I== -9.9 统计软件$行方差分析&

结 果

脊髓片在体外生长良好$面积逐渐增大$组织边

缘有光晕$共培养脊髓片 -#9 片$存活 -%$ 片$培养

存活率高达 /9H以上%存活时间长$均在 ! 个月以

上$最长可达 % 个月以上&在显微镜下可见培养脊髓

片的背角较腹角暗淡$含有大量的体积小)重叠)密

集的细胞$而脊髓腹角透光性较背角强$细胞相对较

大$ 细胞分布相对较稀疏$ 前正中裂较后正中沟明

显&
=68#%! 组化染色可见每个脊髓片腹角均有 -9

& !# 个左右的 ! 运动神经元被染成深棕色$其直径

均在 !#": 以上$突起细长!图 -"$培养的第 - & +
周 ! 运动神经元的数目无明显差异$见表 -& 脊髓背

角可见大量非特异性淡棕色着色的中) 小体积的中

间神经元$细胞排列紧密$有重叠&
7L4ABF>D>D组化染色见双侧脊髓背角有大量胞浆

内棕黄色着色的中)小体积的中间神经元$圆形或椭

圆形$着色清晰$细胞排列紧密$有重叠$在两侧背角

呈现出两条密集的细胞群!图 !"$培养各时点中间

神经元计数无明显差异&而脊髓腹角 7L4ABF>D>D 染色

多为阴性$偶见数个小的神经元着色$未见明显阳性

着色的 ! 运动神经元&
培养第 - & + 周$脊髓培养液中 &’( 的含量较

恒定$各时点无显著性差异$见表 -&

讨 论

一)脊髓薄片器官型培养的特点

神 经 组 织 的 体 外 培 养 方 法 是 由 (LAA>E@D 于

-/9$ 年首创$由于其具有简化细胞生长环境)明确

生长条件) 便于施加实验因素及容易获得活体直接
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观测结果等优点! 已成为研究神经系统结构和功能

的有效手段"!#$ 脊髓组织的体外培养技术长期以来

一直集中在植块培养上!直至 &" 余年前!由于活组

织切片机的应用才创建了脊髓切片的器官培养技

术!因其保留有完整的脊髓形态%恒定的运动神经元

数目及其突触联系!与体内的生理环境相似!而成为

国际神经科领域的一个研究热点$ 脊髓薄片器官型

培养对于研究脊髓生理%病理和疾病!特别是为研究

肌萎缩侧索硬化&’()’提供了重要的技术手段"%#$
二%)*+!%! 组化染色运动神经元的鉴别

)*+!%! 单克隆抗体为源于小鼠的抗神经丝抗

体 +,-&! 可与大多数哺乳动物神经丝重链亚单位的

非磷酸化表位发生反应! 若表位发生磷酸化时则不

能反应$ 阳性染色可以很好地显示神经系统神经元

的胞体%树突和某些较粗大的轴突".#$ 脊髓运动神经

元含有丰富的非磷酸化的神经微丝重链亚单位!可

用 )*+!%! 识别$ 由于 )*+!%! 免疫细胞化学染色具

有高敏感度!并显示良好的神经元形态!目前已代替

过去常用的抗乙酰胆碱酯酶抗体! 作为脊髓运动神

经元标记物$ 具备 % 个标准者 &位于脊髓的腹侧%
)*+!%! 阳性%胞体直径 ! !#"/’被确定为 # 运动神

经元"##$ 本组研究发现体外器官型培养的脊髓片中

# 运动神经元的数目比较恒定!维持在每片 &" " !#
个左右!不随时间的延长而明显减少!且经 )*+!%!
组化染色后 # 运动神经元及其突起着色清晰!容易

辨认!为研究与运动神经元有关的疾病如 ’() 提供

了有利条件$
三%0123456767 组化染色背角中间神经元的鉴别

)*+!%! 组化染色虽也可使脊髓片背角的中间

神经元着色! 但由于这些神经元中神经丝含量相对

较少!染色欠清晰!故不利于计数$ 0123456767 是胞质

性 钙 结 合 蛋 白 891296:/!;67<67, =3>5467?!01@AB的 一

种! 属于肌钙蛋白 0 超家族! 含有 # 个 CD 钙结合

区!相对分子质量约为 %& #""$ 我们发现在培养的

脊髓片中 0123456767 具有区域特异性分布的特征!在

脊髓背角中有广泛的表达! 一般位于神经元胞体或

其突起中!表达呈强阳性或中等程度的阳性!且细胞

着色清晰!而脊髓腹角仅见少量小的阳性神经元!大

体积的 # 运动神经元均为阴性$ 因此 0123456767 可

以用来作为培养的脊髓片背角感觉神经元的标记性

抗原$ 0123456767 作为感觉神经元胞质内蛋白质的主

要组成成分在细胞内起钙缓冲或钙传感作用"E!$#$
四%培养液中 (FG 含量变化

(FG 广泛存在于机体各种组织器官中!是能量

代谢中的一种重要酶$当机体组织病变或损伤时!体

液中 (FG 的含量可出现显著的变化!已作为检测组

织损伤的一项重要生化指标$ 对于体外培养的脊髓

组织!国外也用作检测损伤程度的生化指标$本组脊

髓片中除了有恒定的运动神经元数目! 培养液中

(FG 的含量也维持在比较恒定的水平!提示此种器

官型培养能够模拟神经组织的生理环境! 对神经组

织的生长没有明显的损伤作用$
目前! 我们应用的活组织切片机切取出生后大

鼠已成熟的脊髓进行培养!存活率达 H"I以上$ 存

活时间达 ! 个月以上 "J#!并可利用免疫组化方法对

腹角 # 运动神经元和背角感觉中间神经元进行鉴

别!建立了成熟脊髓薄片的器官培养技术!为长期研

究脊髓生理%病理改变提供了有效的方法!也为进一

步的基础和临床神经保护研究提供了新方法$
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多发性硬化的临床特点和治疗

孙庆利 谢汝萍

北京大学第三医院神经内科!邮编 &"""’%(

多发性硬化!)*+,-.+/ 01+/230-04 56"是中枢神经系统多灶

性脱髓鞘性疾病# 我们自 &7’& 年至 !""% 年共收治 56 &"’
例$其中 % 例经尸检证实$现将结果报告如下#

临床资料

本 组 &"’ 例$男 %7 例$女 87 例%首 次 发 病 年 龄 为 &" !
$9 岁$平均!%8:&! " &%:&%"岁%发作次数为 & ! $ 次$平均 !:9
次# 急性起病 #% 例$亚急性起病 %9 例$慢性起病 !& 例# 病程

& 个月 ! !$ 年$平均 9:#9 年# 7# 例肢体瘫痪%88 例深&浅感

觉减退或消 失%## 例 在 病 程 中 出 现 视 力 障 碍%&# 例 复 视%&&
例眼球震颤%9 例饮水呛咳&吞咽困难%面瘫 % 例$上睑下垂及

双瞳孔不等大各 ! 例%听力下降 ! 例%精神障碍 9 例#

5;< 检查 ’$ 例$其中 $’ 例有脱髓鞘改变# 脊髓内异常

#7 例$其中颈髓受累 %$ 例$胸髓受累 %% 例$颈&胸段脊髓同

时受累 &9 例$腰髓受累 % 例# && 例脊髓肿胀# 大脑异常 9&
例$脑干异常 !$ 例$小脑异常 &! 例#

接受激素和!或"丙种球蛋白治疗者 7’ 例# 大剂量甲泼

尼龙冲击治疗 9! 例$单独使用 地 塞 米 松 治 疗 %# 例$单 独 使

用丙种球蛋白治疗 && 例$ 先后使用甲泼尼龙及丙种球蛋白

治疗 &" 例# 四组疗效分别为 ’%:%=&8!:7=&’&:’=&7":"=#

讨 论

本组发病年龄高峰在 !" ! 9" 岁$占全部患者的 8":!=#

首次发病年龄最高 $9 岁$为

女性患者$有缓解>复发史$大脑&脑干&脊髓有多个脱髓鞘病

灶$为典型的 56 患者# 此例患者为国内已报道患者中首次发

病年龄最大者’&(# 本组患者以急性起病者为最多$病程相对较

短$其平均病程比黄德晖等 ’!(报 道 的 !:%8 年 长$但 明 显 短 于

欧美等西方国家的报道#

根据临床症状&体 征 和 影 像 学 检 查$可 以 发 现 本 组 中 病

变最常累及的部位是脊髓$其次是视神经&大脑&脑干&小脑#

脊髓损害中以颈髓损害最多见$其次为胸髓$腰髓损害很少#

本 组 中 !# 例 于 治 疗 后 &" ! 9"? 复 查 5;<$8 例 于 治 疗

后 &"? 病灶有所缩小$% 例有新病灶出现$其中 & 例在原病灶

缩小的同时出现新病灶# &$ 例于治疗后 9"? 病灶缩小# 8 例

于治疗后行增强 5;< 扫描$ 其中 ! 例于治疗后 9"? 增强消

失$同时其临床症状也有改善# 由此可见$5;< 可以作为监测

56 患者病情和评价治疗效果的指标# 原有病灶的缩小和增

强效应的消失可作为病情好转的指标之一#

本组 5;< 上脊髓病灶最短影响 ! 个节段$ 最长 && 个节

段# 这与 !""& 年 56 新的诊断标准不符’%(# 新标准指出 5;<
上脊髓病灶无或很少有肿胀$长 度 不 应 超 过 ! 个 椎 体$而 本

组中脊髓肿胀者并不少见$ 且病灶长度明显超过 ! 个椎体$

说明国外新的诊断标准不完全适用于我国 56 患者#
甲 泼 尼 龙 冲 击 组 的 疗 效 明 显 高 于 地 塞 米 松 组 !! @

":"#"# 前者对改善肢体瘫痪&痛性痉挛&肢体麻木等症状比地

塞米松组快$且不良反应轻# 因此$甲泼尼龙冲击治疗可以作

为 56 急性期有效的治疗方法# 其他两组的疗效与甲泼尼龙

组相近$但由于例数较少$其疗效的比较需进一步观察# 对于

不适宜甲泼尼龙冲击 治 疗 的 患 者$ 可 以 采 用 丙 种 球 蛋 白 治

疗#

总之$本组 56 患者的特点是好发于中青年$起病急$多

数有缓解>复发史$病程短$脊髓和视神经受累最多# 5;< 检

查可作为监测 56 病情变化和治疗的指标$ 甲泼尼龙冲击或

丙种球蛋白治疗有效#
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