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腺病毒介导的碱性成纤维细胞生长因子促进脊髓损伤大鼠运动功能恢复
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　　［摘要］　目的　观察腺病毒（Ａｄｔｓ）介导碱性成纤维细胞生长因子２（ＦＧＦ２）直接体内转基因对大鼠脊髓损伤的治疗作
用。方法　将ＳＤ大鼠在Ｔ１０水平制备脊髓损伤模型，随机分为体内转基因治疗组和损伤对照组，用携带ＦＧＦ２和绿色荧光
蛋白（ＧＦＰ）的Ａｄｔｓ行直接体内转基因治疗；荧光显微镜观察体内转基因表达，后肢运动功能评分（ＢＢＢ评分）检测大鼠运动功

能恢复情况，ＥＣ染色观察损伤后脊髓灰质和白质残存组织的体积变化。结果　ＢＢＢ评分检测到体内转基因治疗组大鼠后
肢运动功能有明显恢复，与对照组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；体内转基因治疗组脊髓灰质残存组织的体积明显增加，

与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　由Ａｄｔｓ介导ＦＧＦ２的直接体内转基因治疗能够明显促进损伤脊髓的
功能恢复。
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　　脊髓损伤（ＳＣＩ）是中枢神经系统的严重创伤，因高致残

率和高病死率一直成为医学研究的热门课题。碱性成纤维

细胞生长因子２（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦ２）是一

种对神经细胞的生长、发育、分化及再生起重要调节作用的

蛋白质，对细胞有强烈的促进增殖和有丝分裂作用，对脊髓

损伤的再生和修复具有重要作用，并且在脊髓损伤早期所

起作用更显著［１３］。但由于ＦＧＦ２相对分子质量较大，不能

透过血脑屏障，且半衰期短，一直无法应用于临床。基因治

疗ＳＣＩ是一种新型的治疗方法，通过转基因技术可使被转染

的细胞不断分泌ＦＧＦ２，保护神经元、促进轴突再生和神经

功能恢复，能起到长期的效果。然而，ＦＧＦ２基因治疗对ＳＣＩ
后神经功能恢复的影响及其机制的实验研究目前少见报道。

本实验通过基因治疗的常用载体腺病毒［４］介导ＦＧＦ２基因

转染至大鼠脊髓损伤局部，观察ＦＧＦ２基因在体内的表达及

其对脊髓损伤的保护作用。

１　材料和方法

１．１　动物和载体　雌性成年ＳＤ大鼠３２只，体质量２００～
２２０ｇ，由西安交通大学医学院动物实验中心提供。分笼饲

养，自由摄食及饮水，室温２５℃。携带小鼠ＦＧＦ２ｃＤＮＡ表

达片段的复制缺陷型重组腺病毒载体由Ｄｏｃ．Ｓｍｉｔｈ（美国肯

塔基州大学）惠赠。

１．２　脊髓损伤模型的制备　ＳＤ大鼠用８０ｍｇ／ｋｇ氯胺酮和

赛拉嗪１０ｍｇ／ｋｇ进行腹腔麻醉，角膜上涂上人工眼泪保持

眼睛湿润。俯卧位，背部剃毛备皮，乙醇碘酒消毒，铺一次性

无菌单。以Ｔ１０棘突为中心作长约３ｃｍ切口暴露硬脊膜。

用ＰＳＩＩｎｆｉｎｉｔｅＨｏｒｉｚｏｎＩｍｐａｃｔｏｒ制备脊髓急性打击伤动物

模型，损伤力度２００ｋｄｙｎｅｓ／ｃｍ２（２×１０－３Ｎ），造成大鼠脊髓

不完全损伤，致伤后迅速移开打击物。模型成功的判定标

准：打击后，损伤处脊髓出血、水肿，大鼠出现摆尾反射，双下

肢及躯体回缩样扑动，麻醉清醒后双下肢呈弛缓性瘫痪。

１．３　腺病毒载体转染脊髓　损伤完成后迅速利用纳升微量

注射器和微电极推进器在损伤部位尾端左侧和右侧注射不

同滴度的ＦＧＦ２Ａｄｔｓ和ＧＦＰＡｄｔｓ，其中ＦＧＦ２Ａｄｔｓ高滴

度组 （１．２７×１０７ｐｆｕ／ｒａｔ），ＦＧＦ２Ａｄｔｓ中等滴度组（６．３７×

１０６ｐｆｕ／ｒａｔ），ＦＧＦ２Ａｄｔｓ低滴度组 （３．１８×１０６ｐｆｕ／ｒａｔ），绿

色荧光蛋白ＧＦＰＡｄｔｓ（５．９×１０７ｐｆｕ／ｒａｔ）。微注射器插入脊

髓组织０．６ｍｍ，每次注射５０ｎｌ，共１０次，注射完后，让毛细

玻璃管在组织中保留２ｍｉｎ，使病毒均匀扩散。左侧完成后，

以同样的方法进行右侧注射，总共注射１μｌ病毒。用无菌的

生理盐水冲洗伤口后，可吸收肠线缝合肌层，伤口夹子钳夹

皮层。术后护理：皮下注射３３．３ｍｇ／ｋｇ头孢唑啉注射液和

２０ｍｌＲｉｎｇｅｒ液，２次／ｄ，持续３～５ｄ；每日膀胱按摩２次至

自主排尿反射建立。电热毯加热，分笼饲养，自由取食，每天

更换１次垫料保持干燥。２周后乙醚麻醉大鼠，去掉伤口夹

子。注射１周后，采取心脏灌注固定法，取脊髓组织，倒置荧

光显微镜下对标记的ＦＧＦ２蛋白的细胞进行观察，发现注射

局部灰质和白质胶质细胞内均有荧光蛋白表达。在病毒注

射部位及邻近部位（尤其在距离注射部位３～４ｍｍ 范围

内），有较多的体内细胞表达绿色荧光，距离注射部位越远，

表达荧光的细胞越少，但在距离注射部位７～８ｍｍ脊髓内

仍可见表达绿色荧光的细胞，说明腺病毒载体已转染入脊

髓。

１．４　运动功能评估　采用ＢＢＢ分级法［５］对４组动物后肢运
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动功能进行评估。评分标准：第一步，评判动物后肢各关节

活动；第二步，评判动物后肢的步态和协调功能；第三步，评

估动物运动时爪子的精细运动，３项满分２１分。ＢＢＢ亚评

分用于后肢精细运动功能的评分，满分为７分。运动功能评

估于转基因后３～４ｄ、１周、２周、３周、４周、５周、６周进行，

共７次。采用双盲法，每次评分由经培训后的２人分别独立

完成，取平均值。

１．５　组织学检测　在转基因治疗６周后采取心脏灌注固定

法，在戊巴比妥钠１５０ｍｇ／ｋｇ深度麻醉下开胸，经左心室插

管至升主动脉，剪开右心耳，先用４℃０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ快速灌

注５ｍｉｎ。再以４℃含４％多聚甲醛灌注约２００ｍｌ，持续

１５ｍｉｎ。灌注完毕，立即再次打开脊髓，取脊髓组织３ｃｍ（以

损伤中心上下各１．５ｃｍ），多聚甲醛固定４～６ｈ。０．２ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ过夜，２０％蔗糖固定２４～４８ｈ，包埋，做连续冰冻切片，

片厚约２０μｍ，－２０℃冷冻备用。

　　将自然干燥的切片置于由２ｍｌ１０％ＦｅＣｌ３、４０ｍｌ０．２％
铬花青（ｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅｃｙａｎｉｎｅ，ＥＣ）和０．５％ Ｈ２ＳＯ４加纯水至

５０ｍｌ的溶液中１０ｍｉｎ，洗片，置于０．５％ＮＨ４ＯＨ１．５ｍｉｎ，

洗片，脱水后盖玻片封胶。神经髓鞘和灰质的神经胞体染色

呈阳性染色，蓝色，当ＳＣＩ后轴突变性、坏死，组织结构紊乱

萎缩，几乎见不到正常的细胞结构。用赛恩图像分析系统和

ＯｌｙｍｐｕｓＥ４００显微镜分析图像，测量损伤组织和残存组织

的面积（ｓ），根据切片的距离（ｄ），估计损伤和残存组织的体

积（Ｖ）：Ｖ＝ｓ×ｄ。

１．６　统计学处理　采用ＳｔａｔＶｉｅｗ４．５．３统计软件包对数据

进行处理，组间差异的比较采用单因素方差分析，检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　运动功能情况　所有大鼠在脊髓损伤后３～４ｄ的

ＢＢＢ评分均为０分左右；随后后肢的运动功能逐渐恢复，约

２８ｄ后，对照组、低滴度组和高滴度组后肢的恢复均出现平

台期，而ＦＧＦ２中滴度组的ＢＢＢ评分持续稳定增加，且与

ＧＦＰ对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。ＢＢＢ
亚评分用来分析后肢的精细运动功能（如爪子的位置、掌心

的悬空等），实验结果显示：在损伤后６周，所有ＦＧＦ２治疗

组ＢＢＢ亚评分都逐渐增加，所有的ＦＧＦ２治疗组的ＢＢＢ亚

评分明显高于ＧＦＰ对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图

１Ｂ）。这说明腺病毒介导的ＦＧＦ２有效促进了ＳＣＩ大鼠后

肢功能恢复。

图１　脊髓损伤后不同时间平均ＢＢＢ评分（Ａ）和ＢＢＢ亚评分（Ｂ）
Ｐ＜０．０５与ＧＦＰ对照组相比；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

２．２　脊髓损伤组织和残存组织的体积变化　损伤区所有浓

度的ＦＧＦ２转基因治疗组损伤组织的体积明显减小，与对照

组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２Ａ）。所有浓度的

ＦＧＦ２转基因治疗组灰质残存组织体积明显增加，与ＧＦＰ对

照组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）；但白质残存

组织体积在各组间差异无统计学意义（图２Ｃ）。

图２　ＦＧＦ２对脊髓损伤体积和残存组织体积的影响

１：ＧＦＰ对照组；２：ＦＧＦ２低滴度组；３：ＦＧＦ２中滴度组；４：ＦＧＦ２高滴度组．Ａ：脊髓损伤体积；Ｂ：灰质残存组织体积；Ｃ：白质残存组织体

积．Ｐ＜０．０５与ＧＦＰ对照组相比；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　ＦＧＦ２生物学作用极其广泛，它在胚胎发育、血管生成、

促进创伤愈合与组织修复、促进组织再生及神经系统生长发

育等许多方面发挥着重要的生物学调节作用。另外，ＦＧＦ２
神经活性广泛，是一种对神经细胞的生长、发育、分化及再生

起重要调节作用的蛋白质，对细胞有强烈的促进增殖和有丝

分裂作用。Ｒａｂｃｈｅｖｓｋｙ等［６］选用蛛网膜下隙置管，微量泵连

续１周给予外源性ＦＧＦ２的干预方法研究脊髓损伤大鼠，通

过６周的观察，发现大鼠运动功能有明显恢复。这说明外源

性ＦＧＦ２对脊髓损伤大鼠神经功能的恢复有确切作用。

Ｍｅｉｊｓ等［７］在行雪旺细胞移植治疗胸髓横断伤时，发现给予

外源性ＦＧＦ２者损伤周围轴突的再生情况比未给予外源性

ＦＧＦ２者明显要好，说明外源性ＦＧＦ２可促进脊髓损伤后轴

突的再生。这些研究表明ＦＧＦ２可以保护脊髓神经组织、促

进神经纤维再生，其机制可能为：（１）促进轴突再生；（２）促进

雪旺细胞增殖；（３）促进血管发生，改善血供微循环等；（４）通

过增强ｂｃｌ２基因表达及抑制ｃｆｏｓ基因的表达来有效地调

控细胞凋亡；（５）ＦＧＦ稳定细胞钙离子水平［８９］。

　　但由于ＦＧＦ２相对分子质量较大，不能透过血脑屏障，

且半衰期短，一直无法应用于临床。基因治疗ＳＣＩ是一种新

型的治疗方法，通过转基因技术可使被转染的细胞不断分泌

ＦＧＦ２，保护神经元、促进轴突再生和神经功能恢复，能起到

长期的效果。本研究旨在应用复制缺陷腺病毒，把ＦＧＦ２基

因移植至动物体内，以足量分泌ＦＧＦ２因子，改善脊髓损伤

微环境，支持和保护神经元，达到治疗的目的。

　　直接将载体引入靶组织的注射法是一种切实可靠的简

便方法。本实验作为转基因治疗脊髓损伤的初步研究，利用

复制缺陷腺病毒载体将外源性ＦＧＦ２基因直接引入脊髓，可

有效地感染脊髓组织和表达报告基因。由于实验条件所限，

本研究未能同步检测ＦＧＦ２在脊髓损伤组织中的表达。实

验结果提示，将ＦＧＦ２基因直接转染至损伤部位后１～６周，

损伤大鼠后肢运动功能评分较ＧＦＰ对照组明显增高，６周后

治疗组脊髓损伤组织的体积明显减小而脊髓灰质残存组织

的体积明显增加，与对照组相比差异有统计学意义。由此说

明，腺病毒介导ＦＧＦ２体内转基因治疗创伤性ＳＣＩ的方法是

可行的，且由腺病毒介导ＦＧＦ２的直接体内转基因治疗能够

明显促进损伤脊髓的功能恢复。
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