
收稿日期：2011-01-06；接受日期：2011-04-14 
基金项目：“973”项目(2007CB947703) 
∗通讯作者(Corresponding authors)，E-mail: xthu@mail.kiz.ac.cn; wangzb@mail.kiz.ac.cn 
第一作者简介：杨上川, E-mail: Yangsc@mail.kiz.ac.cn 

动  物  学  研  究  2011，Aug. 32(4): 421−427                                     CN 53-1040/Q  ISSN 0254-5853 

Zoological Research                                                           DOI：10.3724/SP.J.1141.2011.04421 

一种有效区分移植细胞和宿主细胞脑损伤模型的建立 
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摘要：为了区分移植神经细胞和宿主细胞, 便于将来在宿主体内对移植细胞进行在体的电生理记录以及其它

方面的研究, 通过机械损毁的方法, 建立了一种特殊的脑损伤模型。结果发现, 通过机械损毁的方法, 在大鼠大脑

皮层形成形态规则的损伤空洞, 其模型稳定, 重复性好; 在空洞内进行干细胞移植, 能够长时间存活, 移植神经干

细胞绝大部分细胞分化为神经元, 只有少量细胞分化为胶质细胞, 而且移植细胞与宿主细胞分界明显; 对移植细

胞进行单细胞电生理记录, 记录到神经元放电信号。这些结果表明, 通过机械损毁的方法, 在大鼠大脑皮层成功建

立了一个稳定、精确定位移植细胞与宿主细胞界限的脑损伤模型。 
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A traumatic brain injury model for distinguishing between  
transplanted neural cells and host cells in vivo 
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Abstract: To perform electrophysiological recording and other investigations on transplanted neural cells in vivo, 
we used mechanical damage to establish a special traumatic brain injury model that could distinguish transplanted cells 
from host cells. The morphology of the trauma-induced holes in the cortex of the rat brain was regular. The model was 
stable and repeatable. Neural stem cells were transplanted into the trauma-induced hole, and were able to survive for a 
long time. Most of the transplanted cells differentiated into neurons, and only a small amount turned into glia cells. There 
was a clear boundary between the host cells and the transplanted cells. Single cell electrophysiological recording on 
transplanted neural cells were detected in vivo. This study established a stable and repeatable traumatic brain injury model, 
which could be used to conduct in vivo electrophysiological recording research on transplanted neural cells.  
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神经系统性疾病, 包括变性疾病、脑卒中后遗

症等多为大量神经元缺失, 致使中枢神经系统损伤

后结构和功能难以恢复, 严重影响了患者的生活质

量。随着对神经干细胞研究的深入, 揭示神经干细

胞能够分化成为神经元并促进脑组织结构和功能

的恢复, 越来越多的研究者热衷于细胞替代治疗神

经损伤。 

当前的研究表明, 神经干细胞不仅能在宿主中

枢系统中存活、迁移, 并分化成几乎所有已知类型

的神经元(Gage, 2000; Temple, 2001; Wennersten et 
al, 2004; Alvarez-Dolado et al, 2006; Makri et al, 
2010), 而且能和宿主的神经元建立突触联系

(Lundberg et al, 1997; Gaillard et al, 2007)。另外, 神
经干细胞在治疗某些神经疾病方面已取得明显进
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展, 向中枢损伤疾病模型动物直接移植干细胞可以

明显改善被试动物的症状(Svendsen et al, 1997; 
McDonald et al, 1999; Englund et al, 2002b; Riess et 
al, 2002; Ikeda et al, 2005; Cui et al, 2008; Morita et 
al, 2008; Ideguchi et al, 2010)。但也有研究者认为, 
这些改善也许来自神经系统自身的代偿功能, 也许

是移入的干细胞促进了残存神经元的功能恢复(Lu 
et al, 2003)。移植存活并有突触形成的神经干细胞

并没有起作用, 因为脑内大部分的突触是处在没有

功能的状态。解决这一争议的 有效方法是利用电

生理记录技术直接检测移植神经元是否参与了脑

内信息的传递。目前对移植细胞进行电生理检测主

要采取脑片离体电生理的方法(van Praag et al, 2002; 
Benninger et al, 2003; Rüschenschmidt et al, 2005; 
Sørensen et al, 2005; Ding et al, 2006), 该方法对于

检测移植细胞在宿主体内的功能状态还有一定差

距。当前对移植细胞进行在体电生理记录 大的难

题是如何找到移植进去的细胞。本实验拟通过机械

损毁的方法, 建立一个便于区分宿主细胞和移植细

胞的脑损毁模型。 

1  材料与方法 

1.1  脑皮层损毁实验及电生理记录装置 
自制外径 18 Gauge 的不锈钢导管和导管持握

器; 不锈钢硬脑膜切刀和硬脑膜切刀支架; 不锈钢

空洞侧壁切刀和空洞底面切刀; 直径 0.8 mm 的不

锈钢空洞塞和 0.8 mm 的不锈钢细胞悬液塞, 以及

外径 21 Gauge 不锈钢细胞移植注射器。国产 M1.2
不锈钢平底螺钉; 自凝牙托粉和牙托水; 大鼠脑立

体定位仪(深圳瑞沃德); 1.0 和 1.4 mm 钻头(德国), 
电钻(韩国)。电极材料 25 µm 铂铱丝(美国 A-M 
systems); 电生理记录仪型号 NI PXI 1033(美国

National instruments 公司)。 
1.2  实验动物 

选取 20 只成年 SD 大鼠, 体重(250±20) g, 自
由采食和饮水, 随机分为正常对照组(2 只)、假手术

组(6 只)和脑损伤组(12 只, 选取其中 6 只进行神经

干细胞移植实验), 分笼饲养。 
1.3  大脑皮层损毁 

实验大鼠肌注 0.2 mL 的阿托品 10 min 后, 腹
腔注射(60 mg/kg)戊巴比妥钠麻醉。用剃毛剪剃掉

大鼠头顶部的毛, 将动物头颅固定在立体定位仪

上。经碘酊和酒精局部消毒后, 在大鼠头顶部区域, 

用手术刀由前向后切开约 1.5～2 cm 的切口, 裸露

出头顶骨, 清除顶骨上附着的肌肉组织。用立体定

位仪, 在欲损毁皮层区域上方的头骨表面做一标

记。接着用直径 1.4 mm 钻头在标记处钻通颅骨, 造
成一个导管埋置孔。再在导管埋置孔四周, 以导管

埋置孔为中心, 3～4 mm 为半径处, 钻 4 个 1 mm 的

牙托水泥增强螺钉埋植孔(勿损伤硬脑膜), 用灭菌

生理盐水冲洗钻好了的骨孔, 清除钻孔产生的骨头 
残渣。 

在螺钉孔内植入 M1.2 不锈钢螺钉, 深度为头

骨的厚度或刚好触及到硬脑膜, 螺钉在颅骨上方外

露 2～3 mm。随后用硬脑膜切刀切除导管埋置孔内

下方的硬脑膜, 暴露出大脑皮层。通过导管持握器

将导管下端轻压在大脑皮层软脑膜上, 在导管四周

及增强螺钉上浇上牙托水泥固定。 
待牙托水泥固化后, 通过埋植好的导管, 用脑

空洞侧壁切刀和空洞底面切刀, 对大脑皮层进行切

除(深度约 1.5 mm)和清除切下的皮层组织, 在导管

内插入空洞塞。假性手术组, 只是插入堵管, 不行

皮层切除。 
1.4  神经干细胞移植 

一周后, 选取 6 只大脑皮层损毁的 SD 大鼠进

行神经干细胞移植实验。大鼠肌注 0.2 mL 的阿托品

10 min 后, 腹腔注射(60 mg/kg)戊巴比妥钠麻醉并

固定在立体定位仪上。挑选玫瑰花环神经干细胞, 
将细胞悬液调至密度为 5×107 个/µL 备用。在大鼠

进入麻醉状态后, 取出导管内的空洞塞, 用细胞注

射器直接将体积 1 µL 的细胞注射到人工制造的空

洞内, 插入细胞悬液塞, 即完成神经干细胞移植。

随后每天肌注(10 mg/kg)环孢霉素 A。 

1.5  移植神经干细胞电生理记录 
实验大鼠在神经干细胞移植后 1 个月, 在戊巴

比妥钠麻醉状态下, 取出导管内的细胞悬液塞, 将
记录电极从导管内插入移植有神经干细胞的孔洞

内, 进行电生理记录。 
1.6  组织形态学检查 

正常对照组、假手术组和不行移植细胞脑损伤 
组大鼠于损毁后一周, 移植组大鼠于移植细胞后 2
个月, 腹腔注射 60 mg/kg 的戊巴比妥钠麻醉, 4%的

多聚甲醛经心脏灌流, 快速取出脑组织, 在 4%的

多聚甲醛中后固定, 进行大体解剖观察, 然后冰冻

切片, H.E 染色和免疫组化实验, 在激光共聚焦显

微镜下观察并拍照。  
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2  结  果 

动物死亡率：本实验所采用的建模方法安全可

靠, 在所有实验组包括正常对照组、假手术组和脑

损伤组均无大鼠死亡。 

大体病理变化：六只脑创伤鼠损伤程度一致, 

模型稳定, 可控性好, 在损毁区域均可见一个形态 

规则的人造损毁空洞, 直径约 0.8 mm, 深度约为

1.5 mm。 
H.E 染色光镜检查损伤组：皮层损伤一周 

后, 病灶断面形态规则, 损伤灶的周围出现明显 
的神经胶质细胞浸润(图 1)。在损伤病灶空洞区域 
边缘, 出现 2～3 层神经胶质细胞, 利于移植细胞的

存活。 

 

图 1  大鼠脑皮层损毁及移植 
Fig. 1  The injured rat brain and the neural stem cells transplanted into the lesion site 

A：机械损毁制造的空腔; B：对损毁大鼠脑组织进行冰冻切片后 HE 染色图, 人为制造的空洞形态规则; C：在人为制造的空腔里面移植 GFP

标记的神经干细胞 2 个月后, 空腔已经几乎被移植的细胞生长所填满。 

A: shows the man-made hole in the cortex of the rat brain; B: shows the HE stained man-made hole in the cortex of the rat brain. The hole was regular in 

shape; C: shows that the trauma-induced hole was filled with the transplanted cells two months after the neural stem cells transplantation. 

 

神经干细胞移植：对大鼠损毁后一周进行 GFP
标记神经干细胞移植, 2 个月后, 灌流动物, 取脑。

此时, 人工损毁的空洞几乎不可见, 已经被组织填

满, 略有凹陷。 
冰冻切片后, 在激光共聚焦显微镜下观察发现, 

在先前损毁的空洞内, 充满移植的 GFP 细胞。在移

植细胞的浅表部分, 有部分细胞出现死亡, 在空洞

的底部, 部分细胞发生迁移, 迁移向宿主动物脑部

的深层(图 1)。 
对脑切片进行免疫荧光染色发现, 移植细胞少

量分化为神经胶质细胞(图 2), 大多数分化形成了

神经元。同时, 观察到有些宿主自身的胶质细胞突

起生长到移植的细胞组织中(图 3)。 
对皮层损毁大鼠移植神经干细胞一个月后进  
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图 2  对大鼠移植神经干细胞进行免疫组化染色 

Fig. 2  The immuno-histological stained rat brain with transplanted neural stem cells 
部分移植细胞已经分化形成神经胶质细胞(GFAP 阳性), 图中箭头所示为宿主胶质细胞, 三角箭头所示为移植细胞分化成的胶质细胞。 
A few of the transplanted cells differentiated into the glia cells (GFAP positive), host Glia (arrow), transplanted cell differentiated into glia (arrowhead). 

 
图 3  对大鼠移植神经干细胞进行免疫组化染色 

Fig. 3  The immuno-histological stained rat brain with transplanted neural stem cells 
部分移植细胞已经分化形成神经元(β-tublin-Ⅲ阳性), 图中箭头所示为宿主神经元, 三角箭头所示为移植细胞分化成的神经元。 
Most of the transplanted cells differentiated into the neurons (β-tublin-Ⅲ positive), host neuron (arrow), transplanted cells differentiated into neurons (arrowhead). 



4 期 杨上川等：一种有效区分移植细胞和宿主细胞脑损伤模型的建立 425 

 

图 4 在体记录大鼠移植区神经细胞放电 
Fig. 4  In vivo electrophysiological recording on transplanted nerve cells 

A：记录到的初始信号; B：截屏展开后的几个信号。 
A: spikes of the neurons transplanted into the rat brain, and B: expansion of the initial spikes. 
 

行单细胞电生理记录, 记录到较好的单细胞自发放

电(图 4)。 

3  讨  论 

建立脑损伤模型的方法多种多样, 实验目的不

同采用的方法也不尽相同。常用的方法有液压损伤

(McIntosh et al, 1989)、重物打击损伤法(Edward 
Dixon et al, 1991; Marmarou et al, 1994)、压缩气击

法 (Lighthal l ,  1988) ,  以及冷冻伤脑水肿模型

(Murakami et al., 1999)、药物损伤模型(Kim et al, 
2002; Dauer ＆ Przedborski, 2003)和负压吸除损伤

(Kesslak et al, 1986)等。这些模型能较好地模拟脑损

伤后的生理病理变化, 能够提供较好的病理模型; 
但是这些造模方法存在重复性不高, 动物损毁程度

不一致等缺点, 且重度损伤时, 动物死亡率相对较

高。本实验通过机械切除损毁的方法, 能够较好地

在大鼠大脑皮层人工损毁出一个形态规则的空洞, 
相对于先前的造模实验, 动物死亡率较低, 稳定性

和重复性好。先前动物模型证实移植神经干细胞能

够在宿主体内存活、 迁移和分化, 并能与宿主神经

元形成突触联系, 在一定程度上改善病理症状; 但
是由于在先前动物模型进行神经干细胞移植实验

时, 在活体情况下, 很难利用电生理的方法定位到

移植细胞, 因此不能证明移植细胞是否与宿主细胞

产生了真正意义上的功能性联系。本模型可以较好

地将宿主细胞与移植细胞加以区分, 有效地解决了

上述难题。 
当前动物实验及临床应用中所使用的干细胞

移植途径主要包括局部注射移植、经脑脊液注射移

植、经血液循环注射移植(Chen et al, 2001; Chu et al, 
2003; Jin et al, 2005)。很多学者认为, 将细胞直接移

植到损毁脑组织周围, 可以把干细胞全部集中到病

灶及其周边发挥治疗作用, 神经功能改善迅速、直

接(Lindvall & Kokaia, 2004; Magnus ＆ Rao, 2005; 
Fullwood, 2007; Marutle et al, 2007)。但是也有学者

认为, 神经干细胞直接移植到病灶中, 其生存不好, 
相反若移植的细胞与病灶保持一定的距离, 则能较

好地存活, 其原因可能是病灶区大量的细胞死亡、

水肿带形成及各种炎性反应产生, 导致微环境的改

变, 不利于移植细胞存活(Jeong et al, 2003), 并且

移植神经干细胞能够向受损部位发生迁移, 利于干

细胞存活并发挥功能(Kelly et al, 2004)。在本实验中, 
我们也是采用局部注射移植, 将神经干细胞直接移

植到人工损毁的空洞内, 2 月后处死大鼠后发现, 移
植细胞几乎填满人工损毁的空洞, 表明细胞存活情

况较好, 并未出现由于病灶区的炎症反应环境而影

响到移植细胞的存活。笔者认为, 可能是由于在我

们动物损毁模型中, 损毁病灶直径为 0.8 mm, 组织

营养因子能够较好地渗透到移植细胞中间来, 并且

脑组织中免疫反应可能相对较弱的缘故。 
先前人们对移植细胞是否与宿主细胞产生功能

性突触, 大多采用离体电生理脑片记录技术(Englund 
et al, 2002a; Benninger et al, 2003; Rüschenschmidt et 
al, 2005; Uchida et al, 2005; Anderová, 2006; 
Prajerova et al, 2010), 这样得到的结果不能真实反

应移植细胞在活体动物中的作用, 只能证明移植细
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胞与宿主细胞之间形成了突触, 并且能够进行突触

传递。本实验中, 存活细胞大多数分化为神经元, 
少量细胞分化为神经胶质细胞, 分化形成的神经细

胞突起能够向宿主脑内延伸生长, 在交界面移植细

胞能够向宿主脑内发生迁移, 大多数移植细胞与宿

主细胞界限明显, 对其中两只埋置电极大鼠进行单

细胞电生理记录时, 记录到较好的细胞放电, 说明

该模型可以用于移植细胞在体的电生理记录。 

总之, 通过机械切割损毁的方法, 在大鼠大脑

皮层能够较好地损毁出一个人为的空洞模型, 稳定

性好, 可重复性高, 感染性低, 并且在损毁原位进

行神经干细胞移植, 能够长期存活, 并分化为神经

元和胶质细胞。能够较好地将移植细胞和宿主细胞

分开, 利于将来对移植细胞进行电生理方面进一步

的研究。 
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