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神经轴突延长模型的建立

程飚 !"#$%&’ () *+,-. 陈峥嵘

【摘要】 目的 建立体外延长人类神经轴突的方法，寻找合适的支持周围神经移植的基质材料。方

法 将人胚背根神经节（/"0’&% 0""- $&1$,+，!23）神经元细胞种在胶原膜支架上，用自制的神经轴突延长装
置对其延长至 45 6+以上。观察神经元细胞及轴突的生长情况，测定轴突延长后轴膜的渗透性。结果
人胚神经元细胞经过延长后可保持其正常形态及维持轴膜的功能。结论 该模型的建立为研究延长神

经轴突构建人工神经提供了依据。
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以往对修复神经缺损的研究，主要是促进、引导周

围神经的再生。通常是将一段神经或神经引导管移植

于神经两断端间，诱导神经轴突从损伤端再生后进入

靶器官。但是人的神经组织已发育成熟，机体会产生

一些物质来阻止轴突的生长，临床上用上述方法修复

各种类型的神经缺损疗效不一。我们设计本实验，试

图用人胚背根神经节细胞在胶原膜上培养并延长其轴

突，形成有功能的轴突束以替代毁损的的神经段修复

周围神经缺损。

材料与方法

一、人胚背根神经节细胞的取材

流产死亡胎儿，以 9个月内为限。用质量分数为
Q5R的乙醇消毒，在超净台上把胚胎移出后放在平衡
盐溶液中。在胚胎头部和第一颈椎处离断，用显微器

械离断脊椎的尾侧部分，去掉内脏及四肢，暴露出整个

脊柱，解剖出整个脊髓，将背根神经节从脊髓上分离后

置于平衡盐溶液中。再以 4 555 0 S +,1 的转速离心 9
+,1，用质量浓度为 5 ) 8TR的胰蛋白酶重悬，在摇床上
抚育 4 .。用质量浓度为 85R的 PU*中止消化，4 555

0 S +,1 的转速离心 T +,1。
重悬于 8 +%的培养液中，用吸管吹打。计数细胞。
二、种植背根神经节细胞

准备细胞外基质（胶原或多聚赖氨酸 V 成粘蛋
白）。胶原，鼠尾胶，多聚赖氨酸 V成粘蛋白。
在自制的延长装置里重叠放置 8张胶原膜，当中

放硅胶隔离器 45 ++后，用质量浓度为 45!$ S +%的多
聚赖氨酸（A"%BD%B’,1<，WXX）在培养箱中孵育过夜。吸
尽 WXX干燥 4 .，将成粘蛋白在冰中溶解。冲洗培养
皿 9次，在冰中准备浓度为 T!$ S X的成粘蛋白溶液，
用最少的成粘蛋白溶液衬底，在 9QY温箱中孵育 4 .，
冲洗培养皿 8次后，加培养液后放在培养箱中备用。
接种消化好背根神经节细胞 8 /后换液，添加有

丝分裂抑制剂，同时取走硅胶制的隔离器，9 /换掉有
丝分裂抑制剂，每隔 8 /换液。
三、周围神经轴突延长

用上述人胚的背根神经节的神经元细胞种植在两

层膜上（图 4），待 8张膜上的 !23细胞发出的轴突束
在 45 ++间隙处生长、互相重叠后，用微型马达分别以
下列速度即 4 6+ S 8J .，8 6+ S 8J .，J 6+ S 8J .作缓慢匀
速牵引，使这两层膜逐渐分开，共持续牵引 T /。
四、形态学观察

光镜观察：每日在相差显微镜下观察轴突延长后
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的情况。

免疫组化观察：为观察轴突延长后轴突的细胞骨

架和轴浆运输情况，行神经微丝蛋白免疫组化染色。

将延长后的样本用质量分数为 !"的甲醛固定，用
#$%& ’()*+*,( 二步法显色（试剂系 #$%&公司生产）。
五、轴突延长后轴膜的渗透性观察

用 $-’./ !00 酰肼（分子探针）染色，它是一种相对
分子质量为 123 333的膜渗透性荧光染料。因此，细胞
内有染料的积累表明轴膜对此分子有通透性。在轴突

延长结束后，将浓度为 133!4,- 5 6 的 $-’./ !00 酰肼
733!-加入培养液，孵育 7 4*(后，用平衡液洗涤。延
长轴突用相差显微镜和荧光显微镜观察，同时用未作

延长牵引的轴突作阴性对照。

结 果

一、延长后轴突形态学的变化

经过 7! 8的延长，这些神经轴突被拉长了 9 :4。
在培养过程中发现，神经元的轴突在牵引拉伸下可以

直接平行的生长，形成平行有序的结构聚成神经束（图

7）。
培养的神经元轴突对牵拉断裂的限度，本组结果

示在膜上被 7 :4 5 ;匀速牵拉延长是不会造成轴突断
裂的，而且即使将速度增加至 ! :4 5 ;，虽有部分轴突
束断裂，仍不会使所有轴突发生断裂。

二、延长后神经微丝蛋白结构的变化

以 9 :4 5 ;和 7 :4 5 ;速度延长的轴突，其轴心神
经微丝蛋白染色呈阳性，说明这部分轴索的连续性存

在（图 <）。
三、轴突延长后轴膜渗透性的变化

在无牵拉损伤或化学渗透时，神经轴突是不会吸

收 $-’./ !00 酰肼染料的，这说明小分子不能透过轴
膜。但是，化学渗透可使未受损伤的轴突吸收 $-’./
!00 染料。相反，在以速度为 9 :4 5 7! 8的牵引下延长
神经，没有发现轴突断裂，故并不导致轴突摄取染料。

在以速度为 ! :4 5 ; 延长后，发现在被拉断的轴突上有
$-’./ !00染料的摄取。轴突如果没有断裂即使高度
牵拉延长也不会使轴突膜对染料发生渗透。

讨 论

随着组织工程技术的迅速发展，应用组织工程方

法在体外构建人工神经，修复周围神经缺损，获得了一

定的成果［9，7］。对于长段神经缺损及陈旧性周围神经

损伤，无论用自体神经移植或各种组织工程的神经引

导管移植，效果都不理想。原因是神经轴突的生长能

图 ! 神经元种植在自制延长装置中的 7张胶原膜上

图 " 在牵引拉伸下生长的神经轴突会聚成神经束
相差显微镜 = !33

图 # 延长后轴突的轴心神经微丝蛋白染色呈阳性
光镜 = !33

力有限，影响了神经移植的效果。我们在用人胚周围

神经细胞构建人工神经方面，已经取得了一定的经

验［<］。本实验的目的，是在体外分离、培养人背根神经

节细胞，并延长神经节细胞的轴突，使其能够满足修复

神经缺损长度的需要。此外，由于胶原膜在诱导神经

再生的动物实验中已经取得了很好的效果［!］，我们选

用胶原膜作为神经轴突延长的附着体，以延长的神经

束为基础构建真正有功能的神经。这一模型的建立，

为周围神经缺损的研究工作创用了一种新的方法。

延长神经的轴突必需是同向有序，才能形成神经

束。人胚背根神经节培养出的轴突是杂乱的微小结

构，我们利用轴突具有的趋向性这一特性，来形成平行

的神经连接（图 9）。使用硅胶做的间隙来间隔神经
元，使其在贴壁过程中，形成在间隙范围内没有神经元

存在。在去掉间隙后，培养过程中神经元的轴突可以

相互吸引呈平行生长，形成平行有序的结构。

#$%& ’()*+*,(显色系统是将二抗和酶通过 9个多
聚葡萄糖骨架联结成 9个多聚体（’()*+*,(），直接放大
信号 !3 > 13倍，把传统的二抗、三抗孵育合为 9次孵
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育。这就形成了敏感，背景低，避免了内源性生物素的

干扰等特点。用此神经微丝蛋白免疫组化技术显示轴

突染色阳性的连续性存在，这说明，虽然轴突延长了，

但轴浆的运输或神经轴突的细胞骨架则没有断裂，因

此延长的神经轴突在结构和功能上是完整的。

本实验结果显示，以 ! "# $ %的速度延长，& %后轴
突可延长到 ’( "#。延长的轴突没有摄取小分子的荧
光染料，这说明轴膜对小分子仍然没有通透性，轴膜依

然完整。只有当过度牵拉轴突断裂时（) "# $ %）才发现
轴突对染料有中度的摄取。这与中枢神经系统的轴突

在被扭曲、牵拉后，轴膜渗透性立即发生改变完全不一

样［&］。

本实验结果同时证实，在牵引拉伸下生长的神经

轴突会聚成神经束（图 !）。这些神经纤维由大量的轴
突构成，神经束聚合最终融合形成更大的神经。由于

单个的神经元不能传递大量的信息，而如果大股神经

束的构建成功的话，必然会成为替代毁损神经间的信

号传递。由于在体内，用于培养的胶原膜会很快吸收，

我们寄希望于利用神经元的嵌入能力对离断缺损的神

经进行修补。当然，要实现用延长的神经轴突来桥接

神经缺损的构想，还有相当长的距离，模型的建立仅仅

是起步。本轴突延长模型的建立还为研究脊髓轴突的

延长，视神经的延长等提供了依据。
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手部屈肌腱损伤的早期显微外科修复 ·临床经验·

杜冬 庄永青 傅小宽 童静 杨怿健

作者单位：&’E(!( 广东，深圳市人民医院、暨南大学医学院附属二

院显微手外科

在屈肌腱损伤修复中，保证肌腱表面的光滑是减少术后肌

腱粘连，加速屈肌腱功能恢复的因素之一。为提高屈肌腱损伤

后的修复质量，’FFF年 C月 U !((’年 C月，我科应用显微外科
技术修复屈肌腱 ’(C例 ACF条，术后早期行主动功能练习并辅
助应用 *I?机作被动功能锻炼，取得了良好的效果。
一、资料与方法

’2 一般资料：本组共 ’(C 例，男 CD 例，女 A’ 例；年龄最大

&)岁，最小 )岁。伤因：利刃伤 &E 例，玻璃割伤 !F 例，电锯伤

!(例。损伤部位：!区 !) 例，"区 ’! 例，#区 !! 例，$区 )F
例。其中桡、尺侧腕屈肌腱 DD条；拇长屈肌腱 AF条；示中环小
指指浅屈肌腱 ’C!条、指深屈肌腱 ’(!条，共计 ACF条。

!2 手术方法：彻底清创后，于切口中分别暴露损伤肌腱的
远近两断端，牵出固定。应用显微外科无创操作技术，在手术

显微镜下用 &B(进口普里宁缝线，将肌腱两断端作 O,<<;,6法缝
合，结打在断端之间，然后用 CB(无损伤线作周边连续内翻缝
合，使肌腱表面光滑整齐。肌腱修复后用透明质酸钠涂于组织

床面，防止肌腱粘连。术毕，用大角针及 ’(号线将橡皮筋固定
在指甲远端，另一端用别针固定到前臂远端掌侧的敷料上，张

力维持在手处于休息位，石膏托外固定于腕背侧，患手处于略

屈腕伸指位。术后 )E +开始作被动屈指、主动伸指锻炼。术后

第 ’周每日 A次，每次 & #7-。术后第 ! U A周，每日 D次，每次

’( #7-；并每日辅加 ’次 *I?机被动锻炼 A( #7-。术后 A周去
石膏及胶皮条，主动练习患指功能。

A2 结果：按美国手外科学会提出的测量主动活动度 NG?
法进行评价：优 ! !!(V，良 !(( U !!(V，可 ! ’E(V，差 W ’E(V。
本组术后随访 F个月 U !年，ACF条肌腱的功能：优 A’)条占

E!2 E&X；良 AD 条占 F2 &(X；可 !( 条占 &2 !EX；差 F 条占

!2ACX，经二次手术作肌腱松解后功能恢复到良。
二、讨论

本组均选用 &B(进口普里宁缝线缝合肌腱，不但有足够的
牢度，而且组织反应小；既保证了肌腱缝合口的光滑，又可减少

组织的创伤性炎症反应，最大限度地预防了腱旁粘连的发生。

缝合方法均用 O,<<;,6法，肌腱固定牢固，表面光滑、无粗糙面，
为肌腱的滑动提供良好的形态学基础。

为减少肌腱断端的张力，术后用腕背侧石膏托外固定。术

后 )E +开始在医生指导下被动屈指，主动伸指锻炼，当伸肌腱
主动收缩时，胶皮条伸屈装置可使拮抗肌松弛，使屈肌腱保持

在一定范围内滑动。术后 ’周开始辅助 *I?机被动功能锻炼，
术后 A周进行正常的主动功能锻炼。术后 & U E周作轻柔的
阻滞练习，可将近侧指间关节局限在伸直位，屈肌的力量集中

在远侧指间关节。以后将阻滞练习逐步加强，直至恢复功能，

但在术后 ’(周前患指不能做重力工作。
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