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　　【摘要】　目的　观察肌萎缩侧索硬化 (ALS)患者的血清对器官型培养的脊髓片的影响 ,探讨

ALS运动神经元损伤的机制。方法　取 120只生后 8 d乳鼠的腰段脊髓切片 240片做器官型培养 ,在

培养液中分别加入健康对照血清 (对照组 120片 )和含有较高浓度谷氨酸 ( Glu)的 ALS患者血清

(ALS组 120片 ) ,培养 4周 ,计数脊髓前角α运动神经元和后角中间神经元的数目 ,琥珀酸脱氢酶

( SDH)染色观察线粒体酶活性改变 ,测定培养液中乳酸脱氢酶 (LDH)、Glu、超氧化物歧化酶 ( SOD )、

丙二醛 (MDA)的含量 ,两组间进行比较。结果　对照组脊髓片在体外生长良好 ,α运动神经元 (约 15

个 /张脊髓片 )和后角中间神经元 (约 40个 /215mm2 )的数目稳定。而 ALS组的脊髓片在培养 4周时

前角α运动神经元的数目明显减少 (约 7个 /张脊髓片 ) , SDH染色明显减弱。用 ALS患者血清干预

后 ,培养液中 LDH、MDA的含量在培养 3周后较对照组分别升高了 2214%和 4812% ,而 SOD则下降

了 1216% ; ALS组培养液中的 Glu含量在各时点均较对照组显著升高 ( P < 0101)。结论 　Glu兴奋

毒、自由基损伤在 ALS的发病中起重要作用 ,脊髓的器官型培养技术为 ALS损伤机制的探讨提供了

有效手段。
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【Abstract】　O bjective　To investigate the effects of serum from a patient with amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) on organotyp ic sp inal cord cultures and to study some mechanism s of selective motor neuron
damage in ALS1M ethods　240 organotyp ic sp inal cord cultures were p repared using lumbar sp inal cord
slices from 120 82day2old rats1 Serum from healthy individual or ALS patient with high level of glutamate
( Glu) was continuously added into the culture medium for 4 weeks1 Ventralα2motor neurons survival was
evaluated by monoclonal antibody SM I232, a nonphosphorylated neurofilament marker, immuno2
histochem istry staining, and interneurons in dorsal horn were identified by monoclonal anti2calretinin staining
compared with controls1 M itochondrial function was observed by succinate dehydrogenase ( SDH ) enzyme
chem ical staining1 Lactate dehydrogenase ( LDH ) , Glu, super oxide dismutase ( SOD ) and
malondialdehyde (MDA) levels in culture medium were also measured1Results　The sp inal cord exp lants in
control group could maintain an excellent organotyp ic cellular organization and a stable population of ventral
α2motor neurons ( about 15α2motor per exp lant) 1 However, the treatment for 4 weeks with patient’s serum
p roduced a significant loss ofα2motor neurons ( about 7α2motor per exp lant) as compared with controls1
The number of interneurons in the dorsal horn showed no significant difference and m itochondrial SDH
activity in ventral horn was also inhibited1 After being cultured for 3 weeksLDH andMDA were increased by
2214% and 4812% in culture medium of the patient serum2treated group, while SOD activity was slightly
decreased by 1216% 1 Glutamate levels in culture medium of ALS patient2treated group were continuously
higher than the controls ( P < 0101 ) 1Conclusion　Excitatory am ino acid toxicity and free radicals injury
m ight p lay an important role in pathological changes of ALS1 O rganotyp ic sp inal cord culture should p rovide
an effective way to study the mechanism of motor neuron selective damage in ALS1
【Key words】　Amyotrophic lateral sclerosis; 　Sp inal cord;　Glutam ic acid; 　Free radicals
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　　谷氨酸 ( Glu)的兴奋毒作用是肌萎缩侧索硬化

( amyotrophic lateral sclerosis, ALS)选择性运动神经

元损伤的重要机制 [ 1 ]。2002年 5月至 2004年 2月

我们利用脊髓的器官型培养技术 ,观察含有较高浓

度 Glu的 ALS患者血清对器官型培养的脊髓片的

影响 ,从组织器官水平探讨 Glu在选择性运动神经

元损伤中的作用机制。

材料和方法

11脊髓薄片器官型培养 [ 2 ]
:共用 120只 8 d龄

SD乳鼠 ,断头 ,分离脊髓 ,剪断腰段脊髓的神经根 ,

将腰髓切成 350μm厚的薄片 , 6孔培养板内每孔放

入 1 m l MS培养液 ,放置板插 ( insert) ,用吸管将完

好的脊髓片转移至 insert上 ,每个 insert放 5片 ,入

CO2培养箱 ,每周换液 2次 ,共培养 240片。培养

8 d时开始干预 , ALS组用含 25% ALS患者血清的

MS培养液进行培养 ;对照组用含 25%健康人血清

的 MS培养液进行培养。于培养 2周、4周时做免疫

组化染色和琥珀酸脱氢酶 ( SDH )染色 (各时点样本

数为 15) ,每周取培养液用于生化测定 (各时点样本

数为 10)。

21脊髓片免疫组化染色 : 4%甲醛固定 , 016%

TritonX2100浸透 10 m in, 5%马血清封闭 60 m in,加

入一抗 [抗非磷酸化神经丝单克隆抗体 SM I232

1∶4000和抗钙网膜蛋白 ( calretinin)抗体 1∶60 ] , 4℃

摇床过夜 ,生物素化马抗鼠 IgG (1∶2000) 60 m in,辣

根酶标记链亲和素 ( SABC) 60 m in, DAB显色 ,脱

水、透明、封片。具备三个标准者 (在脊髓腹侧、

SM I232阳性、胞体直径大于 25μm )为α运动神经

元 [ 3 ]。位于脊髓后角 , calretinin阳性者定为中间神

经元。20 ×镜下计数每个脊髓片前角α运动神经

元的数目 , 40 ×镜下测定 215 mm2后角中间神经元

的数目。

31SDH染色 :新鲜脊髓片用磷酸缓冲液冲洗 2

遍 ,入硝基四唑蓝孵育液室温避光孵育 60 m in, 10%

甲醛钙后固定 10 m in,脱水、透明、封片。

41血清及培养液中乳酸脱氢酶 (LDH )、Glu、超

氧化物歧化酶 ( SOD )、丙二醛 (MDA )含量的测定 :

利用南京建成研究所提供的试剂盒 ,测定健康人和

ALS患者血清中及培养液中 LDH、Glu、SOD、MDA

的含量。

51统计学分析 :测定结果以均数 ±标准差 ( �x ±
s)表示 ,采用 SPSS 1010统计软件进行方差分析。

结 果

11免疫组化染色 (表 1) :培养 2周时对照组和

ALS组脊髓前角α运动神经元及后角的中间神经

元数目均无明显差异。培养 4周时对照组脊髓片前

角仍有 14个左右的α运动神经元被染成深棕色 ,

其直径均在 25μm以上 ,突起细长 ,彼此形成突触

联系 (图 1A) ,脊髓后角可见大量棕黄色着色中、小

体积的中间神经元 ,细胞排列紧密 (图 1B ) ; ALS组

在培养 4周时α运动神经元的数目与对照组比较

明显减少 (图 2A ) ,而后角中间神经元的数目无明

显减少 (图 2B)。

表 1　各时点脊髓前角α运动神经元 (个 /张脊髓片 )及

后角中间神经元 (个 /215 mm2 , n = 15)

分组
α运动神经元

2周 4周

中间神经元

2周 4周
对照 1516 ±213 1414 ±312　 4114 ±514 3912 ±719
ALS 1316 ±217 716 ±2133 4410 ±511 3816 ±314

　　注 :与对照组比较 , 3 P < 0101

21脊髓片 SDH染色 :对照组脊髓片被染成均

匀一致的紫蓝色 , ALS组在培养 4周后脊髓片前角

着色明显减弱 ,后角改变不明显 (图 3)。

31LDH、Glu、SOD、MDA含量测定 : ALS患者血

清中 LDH含量 1580U / L , SOD含量 124U / m l ,均

图 1　对照组培养 4周时 , 1A: SM I232组化染色显示脊髓前角见多个α运动神经元及其突起　×100; 1B: calretinin组化染色示后角有大量小

的中间神经元　×200　图 2　ALS血清组培养 4周 , 2A: SM I232组化染色显示脊髓前角α运动神经元数目明显减少　×100; 2B : calretinin组

化染色示后角中间神经元数目无明显减少　×200　图 3　ALS血清组培养 4周脊髓前角 SDH染色明显减弱　×40
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表 2　培养液中 LDH ( ×10 U /L)、Glu (μmol/L)、SOD ( ×103U /L)、MDA (μmol/L)水平 ( n = 10)

项目
对照组

1周 2周 3周 4周

ALS组

1周 2周 3周 4周

LDH 12311 ±915 13213 ±1117 14414 ±1217 14310 ±1018 13412 ±1011 15013 ±1519 17618 ±15163 17818 ±1317#

Glu 1218 ±210 1314 ± 219 1514 ± 314 1817 ± 319 2512 ± 319# 3011 ± 414# 3217 ± 216# 3716 ± 618#

SOD 2314 ±318 2615 ± 319 2514 ± 413 2012 ± 317 2915 ± 715 2511 ± 414 2212 ± 411 2016 ± 413

MDA 2018 ±416 2313 ± 513 2519 ± 416 2614 ± 318 2812 ± 519 3111 ± 712 3814 ± 316# 4213 ± 518#

　　注 :与对照组比较 3 P < 0105, # P < 0101

在正常范围 ; Glu含量 11218μmol/L , MDA含量

8817 nmol/L ,均较健康人明显升高。培养液中

LDH、Glu、SOD、MDA含量见表 2:对照组各时点

LDH、MDA含量无显著性变化 , ALS组 LDH、MDA

含量随时间延长而升高 ,在培养的 3、4周与对照组

比较差异有统计学意义 (分别升高了 2214%和

4812% ) ;对照组各时点培养液中 Glu含量少 , ALS

组 Glu含量随时间延长而升高 ,均较对照组差异有

统计学意义 ;对照组各时点 SOD含量无明显变化 ,

ALS血清组 SOD随时间延长而略有下降 ,差异无统

计学意义。

讨 论

研究发现 Glu兴奋毒作用是 ALS发病的重要

机制。有学者直接将 Glu或含有高浓度 Glu的 ALS

患者血清加入纯化培养的脊髓前角运动神经元中 ,

发现神经元在培养数小时后明显受损 ,从体外证明

了 Glu对运动神经元的兴奋毒作用 [ 4, 5 ]。但单细胞

培养因其细胞成分单一 ,难以模仿体内脊髓的构筑 ,

缺乏一定的说服力。因此我们在脊髓的器官型培养

技术基础上 ,应用 ALS患者的血清对培养的脊髓片

进行干预 ,观察有无选择性的脊髓前角神经元的损

伤 ,并探讨其损伤的部分机制。结果发现将含有较

高浓度 Glu的 ALS患者血清加入到器官型培养液

中干预 4周 ,出现培养液中 Glu含量增高的同时伴

有 LDH含量的显著升高 ,提示组织损伤明显 ,免疫

组化染色显示培养 4周时脊髓前角运动神经元较对

照组明显减少 ,而后角中间神经元变化不明显 ,证明

Glu主要诱发了运动神经元的损伤 ,在培养体系完

整、有胶质细胞支持的情况下 ,运动神经元发生的是

迟发性损伤 ,这一结果与国外学者在单细胞纯化培

养体系中观察到的急性损伤不同。

Glu的受体分为两大类 :离子型受体和代谢型

受体。离子型受体又分为 3型 : N2甲基 2D2天冬氨酸
(NMDA )受体、α2氨基 232羟基 252甲基 242异恶唑丙酸

(AMPA)受体和海人藻酸 ( KA )受体。目前认为 ,非

NMDA受体与慢性兴奋毒机制关系密切 [ 6 ]。运动

神经元有大量的非 NMDA受体 ,易被 Glu激活发生

兴奋毒作用。细胞外 Glu含量的升高在一定范围不

会造成运动神经元的损伤 ,因为星形胶质细胞的细

胞膜上存在着高效的 Glu转运蛋白 [ 7 ]
,但当细胞外

Glu长期大量升高时 , Glu转运体不足以清除多余的

Glu就会造成细胞毒性 ,这可能是我们观察到 ALS

患者血清干预 2周时无明显运动神经元损伤 ,而 4

周后损伤明显的原因。

自由基损伤在 ALS发病中也有至关重要的作

用 ,当自由基产生过多或机体抗氧化功能下降时 ,自

由基在体内大量堆积 ,对生物体具有高度毒性。我

们发现 ALS患者血清 SOD的含量处于正常高界 ,而

血清中 MDA含量较健康人明显升高。提示自由基

的大量产生参与了 ALS的发病 ,体内虽产生大量

SOD仍不足以消除自由基的损伤 ,导致 MDA水平

显著性升高。培养液中加入含有大量 Glu的 ALS

患者血清后 ,反映线粒体功能的 SDH染色明显减

弱 ,培养液中 SOD含量逐渐下降 ,MDA含量明显升

高 ,提示在培养体系中 Glu诱导了大量的自由基的

产生、促进了脂质过氧化。这一氧化损伤过程为自

我加强、级联放大 ,一旦开启 ,反应将持续进行下去 ,

形成瀑布式连锁反应 ,对脊髓前角运动神经元造成

不可逆性损害。自由基损伤可以说是 Glu发挥兴奋

毒作用的重要途径。

培养体系中脊髓后角的损伤不明显 ,提示后角

的感觉神经细胞抗兴奋毒和氧化损伤的机制较前角

完善 ,后角神经元中含有较少的非 NMDA受体和较

多的抗氧化酶系统及钙缓冲蛋白 [ 8 ] ,如 calretinin

等 ,能有效的抵制兴奋性氨基酸、自由基和钙超载的

损伤。

Glu兴奋毒作用可能不是 ALS发病的始动因

素 ,而是多种病因作用的最后通路 ,但它对于 ALS

的起病、进展起着至关重要的作用 ,也是核心环节。
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抗 Glu药物 22氨基 262三氟甲氧基苯并噻唑临床治
疗 ALS的有效性也证明了这一点 [ 9 ]。我们应用含

有大量的 Glu的 ALS患者的血清干预器官型培养

的脊髓片造成了选择性脊髓前角运动神经元的损

伤 ,由此也证实了 Glu的兴奋毒作用及随之诱发的

一系列损伤的下游事件。利用脊髓的器官型培养技

术对 Glu兴奋毒机制的探讨所获得的肯定结果 ,也

为此项技术的推广及今后神经保护剂的筛选、抗损

伤机制的研究提供了重要手段。
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双侧内囊区脑梗死致闭锁综合征一例报告
周盛年　魏先森

　　患者男 , 58岁 ,于 2003年 7月 18日出现右侧肢体活动

无力 ,颅脑磁共振成像 (MR I)示左侧额顶脑白质梗死。在我

院治疗 35 d病情好转出院 ,当时右侧肢体肌力Ⅲ～Ⅳ级 ,可

有自主活动 ,意识清醒 ,语言功能正常。出院后行康复治疗 ,

于第 3天出现四肢抽搐 ,并伴短暂意识丧失 ,经治疗后意识

转清 ,但右侧肢体功能逐渐恶化。一周后类似症状再次发

作 ,出现频繁抽搐并伴短暂意识丧失 ,随后出现中度昏迷。

于 9月 10日入我院 ICU治疗 ,颅脑 MR I示右侧基底节区、放

射冠区及颞叶急性脑梗死 ;左侧基底节区、放射冠区陈旧性

脑梗死。给予促进代谢、营养神经细胞以及积极的康复治疗

后 ,患者病情稳定 ,双侧肢体无自主运动 ,不能张口、伸舌 ,不

能吞咽 ,饮水呛咳 ,能理解简单的语言和手势 ,以睁闭眼睑和

眼球运动示意。既往有冠心病史 8年 ,高血压病史 5年 ,否

认心脏瓣膜病史。

查体 :血压 140 /90 mm Hg(1 mm Hg = 01133 kPa) ,自主

呼吸 ,节律规整 ,心界无扩大 ,各心脏瓣膜区未闻及杂音。颈

软 ,眼睑无下垂 ,瞳孔大小正常 ,眼球可向各个方向运动 ,无

震颤 ,直接、间接对光反射灵敏 ,角膜反射、调节反射存在 ;两

侧鼻唇沟相等 ,口角无歪斜 ,软腭无萎缩 ,悬雍垂居中 ,咽喉

反射存在。四肢无自主运动 ,呈废用性肌萎缩 ,肌张力均增

高 ,肌力Ⅰ级。双侧 Babinski征 ( + )。

讨论　闭锁综合征 ( lock2in syndrome)的主要特点是患

者意识存在 ,但运动功能几乎全部丧失。其病理基础是两侧

皮质脊髓束和部分皮质核束受累 ,运动传出通路的完整性被

破坏 ,上、下运动神经元失去联系 ;但患者的感觉通路可保持

完整 ,能感知周围环境 ,并且借助睁闭眼睑等与周围建立联

系 ,进行交流。该综合征最常见的病变部位在两侧脑桥 ,即

经典的闭锁综合征 ;也可因其他部位病变所致 ,如双侧内囊、

双侧大脑脚以及双侧周围神经。因此国内有学者将该综合

征分为内囊型、大脑脚型、脑桥型和周围神经型。此患者的

颅脑 MR I显示两侧基底节区、放射冠区脑梗死 ,两侧脑桥区

未见明显异常。结合此患者病史 ,可发现由于先后发生的多

次脑梗死 ,累及了两侧内囊区、放射冠区绝大部分的下行纤

维 ,使上、下运动神经元的联系中断 ,而并非因两侧脑桥病变

所致 ,故此患者应为内囊型闭锁综合征。

该患者存在眼球的水平运动 ,这与以下因素有关 : ( 1 )

脑桥内的眼球侧视运动中枢 ,即旁中线网状结构未受累及 ,

保持完整 ; (2)传导皮质到Ⅲ、Ⅳ、Ⅵ对脑神经的纤维恢复功

能 ,重建了皮质对动眼、滑车和展神经核的支配联系。

非脑桥区病变所致的闭锁综合征在临床上较为少见 ,对

这类疾病的诊断和治疗应该引起临床医师的重视。

(收稿日期 : 2004212221)

(本文编辑 :包雅琳 )

·642· 中华神经科杂志 2005年 4月第 38卷第 4期　Chin J Neurol, Ap ril 2005, Vol 38, No. 4

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.


