
书书书

　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　临床小儿外科杂志２０１３年４月第１２卷第２期 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＰｅｄｉａｔｒｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，Ａｐｒｉｌ２０１３，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．２

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１—６３５３．２０１３．０２．０１４
作者单位：天津医科大学研究生院（天津市，３０００７０），通讯作者：

詹江华，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｊｉａｎｇｈｕａ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ，本文为天津市卫生局重点
资助项目，项目号２０１０ＫＲ０６

·论著·

神经干细胞移植治疗大鼠无神经节细胞症的

初步研究

王　栋　胡　博　詹江华

【摘要】　目的　观察神经干细胞（ＮｅｕｒａｌＳｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）在无神经节细胞症大鼠直肠壁内移植
的存活和分化情况，以及对肠道运动和反射功能的改善，探讨神经干细胞移植对肠无神经节细胞症的治

疗作用。 方法　用０．５％苯扎氯铵溶液浸湿造模，造模成功后，随机分为两组，每组各３０只。模型组
用免疫荧光标记的提纯好的脐带间充质神经干细胞１５０μＬ（浓度１０７／ｍＬ）分３处注入大鼠无神经节细
胞肠壁内，对照组用生理盐水注射。并分别于注射后２，４，８周取材，观察大体表现，免疫荧光显微镜观
察神经干细胞在病变肠管中的成活情况，免疫组化检测神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）和Ｓ—１００蛋白表
达情况，钡灌肠检查肠道功能情况。 结果　本组造模成功６０例，无试验过程中死亡。模型组移植后２
周取材，其中２２只移植后可检测到肠壁内移植细胞存活，证明神经干细胞移植成功；４周取材可见分化
为神经节细胞和星型胶质细胞，免疫组化可见肠壁内 ＮＳＥ和 Ｓ—１００蛋白表达；８周取材与４周结果相
同。注射生理盐水组无一只有神经节细胞存活。免疫组化检测，移植组病变肠段肠壁内神经细胞表达

明显高于对照组。钡灌肠结果显示，神经干细胞移植前后结肠形态上有明显不同。 结论　脐带间充
质干细胞来源的ＮＳＣｓ在无神经节细胞的肠壁内可以存活和分化，并在一定程度上恢复肠神经功能，从
而为ＮＳＣｓ移植治疗无神经节细胞性巨结肠病提供了实验依据。

【关键词】　无神经节细胞症；神经干细胞；移植；大鼠；功能改善
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　　先天性巨结肠（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）是
小儿外科常见疾病，发病率约１／５０００，占消化道畸
形的第２位［１］。其病因是由于胚胎期神经嵴细胞

在消化道移行受阻，导致结肠壁肌间和黏膜下神经
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节细胞缺如。手术是唯一有效的治疗手段［２－３］。

神经干细胞是一类具有自我更新能力和多向分化潜

能的细胞，能分化成为神经元、星形胶质细胞、少突

胶质细胞等众多神经细胞。基于神经干细胞的自我

更新及多向分化潜能的特性，神经干细胞移植为神

经性疾病的治疗带来了希望。本研究探讨脐血间充

质提纯的神经干细胞移植治疗大鼠无神经节细胞症

的可行性，为ＨＤ的治疗提供新的思路。

材料与方法

一、实验材料和试剂

苯扎氯铵（美国 Ｓｉｇｍａ公司），单克隆大鼠抗
鼠ＮｅｓｔｉｎＩｇＧ抗体（美国 ＢＤ公司），单克隆大鼠抗
鼠Ｓ—１００ＩｇＧ抗体（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），一抗稀释液、二抗试剂
盒、ＤＡＢ显色液试剂盒、山羊封闭血清（北京中杉金
桥生物科技有限公司），培养板、培养瓶（美国

ＣＯＳＴＡＲ公司）。耗材：离心管，移液管，培养皿，解
剖器械（眼科剪，眼科镊，组织剪，组织镊等），尼龙

筛网等。

二、实验动物选择、造模方法及神经干细胞

取清洁级８周龄 ＳＤ大鼠６０只。雌雄不拘，体
重（２００±１５）ｇ，由天津医科大学实验动物中心提
供，室温单笼饲养。

１．动物造模方法：使用０．５％苯扎氯铵浸湿的
脱脂棉贴肠壁包绕标记段结肠１周２０ｍｉｎ，术中间
断滴加０．５％苯扎氯铵保持脱脂棉湿润，湿润范围
２ｃｍ。造模４周后，观察肠管狭窄，镜下检查证实处
理肠段神经节细胞消失，证明造模成功。（图１）。
２．试验动物分组：将造模成功的动物随机分为

两组，每组３０只；模型组采用脐血间充质神经干细
胞１５０μＬ（浓度为１０７／ｍＬ）分３处注入大鼠造模段
的结肠肠壁；对照组采用生理盐水注射造模成功的

肠壁内。

３．神经干细胞提纯方法：应用脐血间充质干细
胞分离纯化神经干细胞，提取后的间充质细胞使用

全反式视黄酸对神经干细胞分化，随着全反式视黄

酸浓度（０．０１，０．１，１．０，１０．０μｍｏｌ／Ｌ）升高，神经元
样细胞分化率逐渐增加（Ｆ＝３５８．５９，Ｐ＝０．０００）。
全反式视黄酸浓度为１．０，１０．０μｍｏｌ／Ｌ时神经元样
细胞分化率基本相似 ［（３４．２７±０．８１）％，（３５．２７
±０．３２）％，Ｐ＝０．１６３］。
４．神经干细胞鉴定：脐血间充质干细胞经过全

反式视黄酸诱导０、２、３、４周取样，经过提纯后检测
神经干细胞的含量，其诱导４周时，神经干细胞的含
量达最高，采用实时定量ＰＣＲ进行神经干细胞定量
分析（图２）。
５．神经干细胞注射方法：术前 ＳＤ大鼠常规禁

食２４ｈ，以便排空肠道。以１０％水合氯醛（０．２ｍＬ／
１００ｇ）腹腔注射麻醉。根据标记手术线辨认去除神
经节细胞的肠段，用１ｍＬ注射器取神经干细胞悬
液１５０μＬ分３处注入肠壁，缓慢推注，注射后针头
停留３ｍｉｎ防止细胞外溢。对照组用１５０μＬ生理
盐水代替神经干细胞，其余操作方法、给药剂量同模

型组。术后禁食、禁水８ｈ，然后正常饮食，分笼饲
养观察。

６．注射后神经干细胞鉴定：分别于注射神经干
细胞后２、４、８周进行观察和鉴定。①免疫荧光显微
镜下观察神经干细胞的存活情况；分别于每个时间

段处死大鼠，做石蜡包埋标本，切片观察神经干细

胞；标本用４０ｇ／Ｌ甲醛溶液固定，常规脱水透明石
蜡包埋，切片厚为１０μｍ，常规 ＨＥ染色。②免疫组
织化学检测ＮＳＥ和ｓ—１００的表达。③钡灌肠观测注
射神经干细胞前后肠道的影像学变化。

结　果

一、动物存活情况

６０只大鼠造模成功。造模后试验组和对照组
分别注射提纯的神经干细胞和生理盐水，无论是试

验组还是对照组注射后试验动物均存活。

二、造模成功的标志

注射０．５％苯扎氯铵４周后，处死大鼠，观察湿
敷肠管形态呈现痉挛状态，取材，镜下检测肠壁内缺

乏神经节细胞，证明造模成功。本组６０只大鼠，注
射神经干细胞和生理盐水过程中，观察肠管形态，均

显示造模成功。

三、移植神经干细胞不同时间取材检测神经干

细胞存活和分化情况

移植神经干细胞２周后取材，神经干细胞存活，
部分分化；４周后取材神经干细胞已经分化成为神
经节细胞和神经胶质细胞；８周后取材，神经节细胞
分化情况与４周相同（图３）。移植４周后，取移植
后的肠壁组织进行免疫组化检查，观察 ＮＳＥ和 Ｓ—
１００呈现阳性表达（图４）。

四、钡灌肠结果

造模成功后，我们应用钡灌肠检查其肠道功能

·５４·
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表达情况，见肠管狭窄；而注射神经干细胞以后，其 肠道功能明显改善（图５）。
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讨　论

肠道的运动由肠神经系统（ｅｎｔｅｒｉｃｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓ
ｔｅｍ，ＥＮＳ）控制，其解剖基础是肠壁具有神经元的神
经丛。ＥＮＳ的所有神经元和神经胶质细胞起源于神

经嵴细胞，通过迷走神经从头到尾迁移入肠道发育

形成。各种原因引起的神经嵴细胞迁移和分化异

常，均会造成肠神经元解剖和功能异常，最终导致

ＨＤ。通过移植神经干细胞至神经元发育缺陷肠段，
移植存活的神经干细胞在肠壁内迁移、分化、增殖，

可以恢复病变肠段神经元的结构和功能，达到根治

·６４·
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ＨＤ的目的，是一种理想的根治方法，具有潜在临床
应用前景。有研究证实，神经干细胞可作为新的移

植细胞来源治疗神经系统先天性和退化性疾病的供

体细胞，以替代受损或缺失的细胞［４－５］；其具有广

阔的应用前景，近年来成为研究的热点。

神经细胞损伤或缺失后的再生及神经功能重建

是神经系统疾病治疗的难题，随着细胞组织工程学

的兴起和干细胞研究的不断深入，为神经损伤、神经

退行性变等神经系统疾病的治疗提供了一条有效的

途径；即利用适当的技术方法将种子细胞在体外或

体内诱导分化为神经细胞，在体内修复和（或）重建

神经系统功能，达到根治的目的［６］。ＮＳＣｓ是目前细
胞移植中较为理想的一种供体细胞，国内外学者对

ＮＳＣｓ体外分化和在体移植进行了大量研究，结果表
明ＮＳＣｓ移植到宿主大脑后具有神经重建功能，包
括较强的存活和迁移能力以及有较强的向神经方向

分化的潜能［７］。我们的试验证实脐血间充质干细

胞提纯后可以在体内转化为神经干细胞，并且对于

已经没有神经节细胞的肠壁内存活并转化为有功能

的神经节细胞，这些神经节细胞可以表达功能，通过

钡灌肠检查证实其肠道功能可以改善。

移植细胞能否在宿主体内存活并在周围环境诱

导下进行分化是细胞替代疗法的一个重要问题［８］。

本研究揭示了 ＮＳＣｓ在肠壁内微环境内可以分化以
及替代肠神经系统的功能，为将来开展神经干细胞

移植治疗肠无神经节细胞症提供了依据。ＣＮＳ－
ＮＳＣｓ肠壁内移植后可在无神经节肠壁内存活，并能
分化成神经元和少量星形胶质细胞。ＮＳＣｓ所处的
局部微环境，对于细胞是否存活和分化起重要作用。

许多体内实验表明，将神经干细胞植入受损部位，局

部微环境能够刺激其分化成为相应的子代细胞，并

对损伤有修复和治疗作用。目前 ＮＳＣｓ在体内特异
性分化的信号网络和机制尚不清楚，需进一步研究。

尽管ＮＳＣｓ用于细胞替代治疗某些疾病和损伤
方面取得了很大进展，但目前仍存在许多困难和问

题，如移植细胞在局部的存活率较低，移植后表达神

经标志的细胞是否真的具有神经细胞的功能以及移

植治疗后远期效果如何等。在治疗肠动力异常疾病

时，ＮＳＣｓ移植后肠动力的恢复至关重要。我们的研

究中，钡灌肠等实验结果表明，ＮＳＣｓ移植后，肠功能
得到了一定恢复，证明了移植细胞能够存活并可分

化为有功能的神经细胞。尽管我们的研究取得了预

期的结果，干细胞移植仍面临诸多挑战和困惑，如何

选择最适宜的干细胞来源、最恰当的移植时间、移植

细胞数量、移植途径、细胞的最佳标记示踪方法，如

何提高移植细胞的存活率以及移植后的远期效果

等，都有待于进一步研究和解决。
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