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　　摘　要：　目的　观察骨髓神经组织定向干细胞（ｎｅｒｖｅｔｉｓｓｕｅｃｏｍｍｉｔｔｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＴＣＳＣｓ）移植治疗
大鼠听神经损伤的作用。方法　 将 ６０只 ＳＤ大鼠按数字随机法分为 ５组，每组各 １２只，Ａ组为对照
组，在平静饲养环境下培养，另外 ４组（Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组）构建感音神经性耳聋动物模型。Ｂ组大鼠断头后
取出听泡组织行 ＨＥ常规染色，详细观察耳蜗螺旋神经节神经元（ｓｐｉｒａｌｇａｎｇｌｉｏｎｎｅｕｒｏｎｓ，ＳＧＮｓ）损伤和内
耳毛细胞存活情况，确认造模成功。将绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）基因表达阳性的
骨髓 ＮＴＣＳＣｓ注射至 Ｃ、Ｄ、Ｅ３组大鼠左耳耳蜗蜗轴处，ＳＤ大鼠右耳及 Ａ组作为对照；采用同一方法注
射相同体积的 ０．１％ＰＢＳ溶液。ＨＥ染色观察耳蜗中轴切片，在荧光显微镜下观察转染 ＥＧＦＰ基因的
ＮＴＣＳＣＳ存活、分布部位及表达情况。结果　Ｃ组（移植后 １周）内耳耳蜗切片上发现转染绿色荧光蛋白
（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）基因的骨髓 ＮＴＣＳＣｓ分散在鼓阶的腔隙内，Ｄ组（移植后 ２周）发现转染
ＥＧＦＰ基因的骨髓 ＮＴＣＳＣｓ位置靠近基底膜和柯蒂氏器部位，Ｅ组（移植后 ４周）发现转染 ＥＧＦＰ基因的
骨髓 ＮＴＣＳＣｓ球团和多个在一起的细胞聚集，并且位置靠近基底膜和柯蒂氏器部位，呈现良好的分布，类
似有向基底膜和柯蒂氏器迁移行为。随着骨髓 ＮＴＣＳＣｓ移植时间的延长，Ｎｅｓｔｉｎ（＋）细胞数量明显增多
（Ｐ＜０．０５），而 ＭｙｏｓｉｎⅦａ（＋）细胞数量无明显变化（Ｐ＞０．０５）。结论　骨髓 ＮＴＣＳＣｓ移植大鼠耳蜗后
可在一定程度上修复损伤听神经。
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｔｈｅｓｌｉｃｅｓｏｆｉｎｎｅｒｅａｒｃｏｃｈｌｅａ，ｔｈｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗＮＴＣＳＣｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ
（ＥＧＦＰ）ｇｅｎｅｗｅｒｅｄｉｓｐｅｒｓｅｄｉｎｔｈｅｌａｃｕｍａｏｆｔｈｅｔｙｍｐａｎｉｃｃａｎａｌｏｆｃｏｃｈｌｅａｉｎｇｒｏｕｐＣ （ｏｎｅｗｅｅｋａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ），ｉｎｔｈｅｂａｓａｌｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄＣｏｒｔｉ’ｓｏｒｇａｎｉｎｇｒｏｕｐＤ（ｔｗｏｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ）．ＩｎｇｒｏｕｐＥ
（ｆｏｕｒｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ），ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆＮＴＣＳＣｓｃｌｕｓｔｅｒｗｉｔｈｔｗｏｏｒｔｈｒｅｅｃｅｌｌｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ，ａｎｄｔｈｅ
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０．０５）ｗｈｉｌｅＭｙｏｓｉｎⅦａ（＋）ｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｉｎｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗＮＴＣＳＣｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｏｒａｔｃｏｃｈｌｅａｃａｎｇｒａｄｕａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｉｎｔｏｓｐｉｒａｌｇａｎｇｌｉｏｎｎｅｕｒｏｎｓ，ａｎｄｔｈｅｒｅｆｏｒｅｃａｎ
ｒｅｐａｉｒａｃｏｕｓｔｉｃｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙｔｏｓｏｍｅｄｅｇｒｅｅ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎｅｒｖｅｔｉｓｓｕｅｓｔｅｍｃｅｌｌ；Ｓｅｎｓｏｒｉｎｅｕｒａｌｄｅａｆｎｅｓｓ；Ａｕｄｉｔｏｒｙｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ；Ｓｐｉｒａｌｇａｎｇｌｉｏｎ

　　感音神经性耳聋是一种对日常生活和学
习均可造成严重影响的疾病，其主要是机体内

耳毛细胞或耳蜗螺旋神经节神经元（ｓｐｉｒａｌｇａｎ
ｇｌｉｏｎｎｅｕｒｏｎｓ，ＳＧＮｓ）发生变性和坏死现象所
致［１２］。目前临床上治疗此疾病的有效方法只

有人工耳蜗植入［３］，且对特殊的神经性耳聋—

听神经病（ａｕｄｉｔｏｒｙｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ，ＡＮ）难以取得理
想的疗效［４］。由于人类内耳毛细胞和 ＳＧＮｓ受
到严重损伤后无法再生，进而导致永久性听力

下降，故对受损内耳毛细胞和 ＳＧＮｓ予以有效
保护与修复是恢复听力的关键所在。近些年

有较多研究认为，干细胞移植是治疗神经性耳

聋的新方法［５９］，而骨髓神经组织定向干细胞

（ｎｅｕｒａｌｔｉｓｓｕｅｃｏｍｍｉｔｔｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＴＣＳＣｓ）是来
源于骨髓组织的成体干细胞，与其他类型干细

胞比较，ＮＴＣＳＣｓ的分化潜力更为强大，且取材
时不会破坏自身重要脏器和组织，也不会出现

伦理和免疫排斥反应等方面的问题，是治疗神

经性耳聋较为理想的干细胞来源，但目前尚无

相关研究文献报道。因此本研究拟观察骨髓

ＮＴＣＳＣｓ移植治疗听神经损伤实验大鼠的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
６０只 ＳＤ大鼠均购自华中科技大学附属同

济医学院实验动物中心，清洁级，均为 ２月龄，
重量平均为（１５０±２０）ｇ，雌雄不限；将 ６０只
ＳＤ大鼠按数字随机法分为 ５组，每组各 １２
只，Ａ组为对照组在平静饲养环境下培养，另
外 ４组（Ｂ组，Ｃ组，Ｄ组、Ｅ组）构建感音神经
性耳聋动物模型。Ｂ组大鼠断头后取出听泡组
织行 ＨＥ常规染色，详细观察 ＳＧＮｓ损伤和内耳
毛细胞存活情况，确认造模成功。将 ＥＧＦＰ基
因表达阳性的骨髓 ＮＴＣＳＣｓ注射至 Ｃ、Ｄ、Ｅ３组
大鼠左耳耳蜗蜗轴处，Ａ组作为对照，采用同
一方法注射相同体积的０．１％ＰＢＳ溶液。
１．２　实验试剂

ＮｙｃｏＰｒｅｐＴＭ 分 离 液 （挪 威，Ａｘｉｓｓｈｉｅｌｄ公

司），ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）无血清培养液（中国，
上海西唐生物科技有限公司），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００（美国，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＭｙｏｓｉｎⅦａ、Ｎｅｓｔｉｎ
兔抗鼠单克隆荧光抗体（美国，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）。

１．３　骨髓 ＮＴＣＳＣｓ处理
１．３．１　骨髓 ＮＴＣＳＣｓ分离、培养及鉴定方法　
无菌状态下取出大鼠股骨及胫骨组织，采用

０．１％ＰＢＳ溶液连续冲洗骨髓腔，然后使用 Ｎｙ
ｃｏＰｒｅｐＴＭ分离液将骨髓单核细胞分离出来，无
血清培养液制备成细胞悬液，按 ５×１０７／ｍｌ密
度将细胞接种在六孔培养皿中，２ｄ后换新鲜
培养液，吸弃未发生贴壁的细胞，将贴壁细胞

接种在 １０ｍｌ培养瓶中予以悬浮方式进行培
养，经细胞免疫组化和免疫荧光方法检测示

Ｎｅｓｔｉｎ、ＣＸＣＲ４等蛋白表达阳性，确定为 ＮＴＣ
ＳＣｓ。
１．３．２　ＥＧＦＰ基因转染细胞　分别将 ｐＥＧＦＰ
Ｃ１和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００置入无血清培养液中
混匀形成复合物，将混合液加入细胞培养板中

孵育，然后在荧光显微镜下进行观察，计算 ＥＧ
ＦＰ基因转染率，加入新霉素予以 Ｇ４１８筛选处
理，克隆 ＥＧＦＰ基因表达阳性的骨髓 ＮＴＣＳＣｓ。
１．４　模型构建

ＳＤ大鼠全身麻醉后，解剖左侧耳后颅骨将
圆窗龛完全暴露，缓慢注射 １００μｌ浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ的毒毛旋花甙 Ｇ，一直到圆窗龛完全
填充满，１ｈ后将圆窗龛内毒毛旋花甙 Ｇ清洗
干净，最后彻底关闭术腔。术后与对照组在清

洁和平静环境下饲养。

１．５　骨髓 ＮＴＣＳＣｓ体内演变和听神经形态结
构的变化

各组 ＳＤ大鼠完成电生理测试后，迅速断
头取出听泡组织，采用 ４％浓度的多聚甲醛溶
液灌注入耳蜗内，固定处理 ２ｄ，石蜡包埋组织
并制备组织切片，行 ＨＥ常规染色，观察 ＥＧＦＰ
基因表达阳性的骨髓 ＮＴＣＳＣｓ存活、分布及表
达等具体情况。
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１．６　ＭｙｏｓｉｎⅦａ、Ｎｅｓｔｉｎ荧光检测
采用免疫荧光染色方法检测组织切片中

ＭｙｏｓｉｎⅦａ、Ｎｅｓｔｉｎ表达情况，使用 １０％山羊血
清封闭处理组织切片 ３０ｍｉｎ，然后分别加入
Ｎｅｓｔｉｎ单克隆荧光抗体（１∶１０００）、ＭｙｏｓｉｎⅦａ
单克隆荧光抗体（１∶５００），４℃温度条件下孵
育反应 １ｄ，ＰＢＳ溶液漂洗 ３次，Ｎｅｓｔｉｎ加入
ＦＩＴＣ（１∶１００）绿光，ＭｙｏｓｉｎⅦａ加入罗丹明（１∶
２００）红光，３７℃温度条件下孵育反应 ２ｈ，再
次 ＰＢＳ溶液漂洗 ３次，荧光显微镜下观察并摄
片，观察 ５个视野取平均值予以计数。
１．７　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件对实验数据予以
统计和分析，各组 ＭｙｏｓｉｎⅦａ（＋）、Ｎｅｓｔｉｎ（＋）

细胞数比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异具
有统计学意义。

２　结果

２．１　骨髓 ＮＴＣＳＣｓ培养及鉴定
骨髓 ＮＴＣＳＣｓ在培养液中可自然发生贴壁

和分化等现象，分化后的细胞呈网状表现，继

续培养 ４～５ｄ后可见悬浮桑葚状的细胞团形
成。经胰酶溶液消化处理后可继续予以传代

培养，经细胞免疫组化和免疫荧光方法检测可

示 Ｎｅｓｔｉｎ、ＣＸＣＲ４等蛋白表达阳性，提示为具有
自我更新能力的干细胞，见图 １。

图 １　骨髓 ＮＴＣＳＣＳ培养及鉴定　ａ：ＮＴＣＳＣｓ细胞球（×１００）；ｂ：ＮＴＣＳＣｓ细胞球（Ｎｅｓｔｉｎ免疫组化 ×１００）；ｃ：
ＮＴＣＳＣｓ细胞球（ＣＸＣＲ４免疫组化 ×１００）；ｄ：ＮＴＣＳＣｓ细胞球（Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光 ×１００）；ｅ：ＮＴＣＳＣｓ细胞球
（ＣＸＣＲ４免疫荧光 ×１００）

２．２　骨髓 ＮＴＣＳＣｓ体内演变和听神经形态结
构的变化

在荧光显微镜下观察转染 ＥＧＦＰ基因的骨
髓 ＮＴＣＳＣｓ在大鼠内耳移植后行为，骨髓 ＮＴＣ
ＳＣｓ产生绿色荧光，其胞体为圆形或卵圆形。Ａ
组大鼠内耳毛细胞生长正常，柯蒂氏器和基底

膜，以及周围的盖膜、前庭膜、血管网和螺旋缘

等结构较为清晰；Ｂ组大鼠内耳毛细胞丢失或
损伤死亡，表示感音神经性耳聋动物模型构建

成功。移植后 １周（Ｃ组）大鼠内耳耳蜗切片
上发现有转染 ＥＧＦＰ基因的骨髓 ＮＴＣＳＣｓ，散在
分布在鼓阶的腔隙内；移植后 ２周（Ｄ组）发现
转染 ＥＧＦＰ基因的骨髓 ＮＴＣＳＣｓ，多位于基底膜
和柯蒂氏器部位的附近；移植后 ４周（Ｅ组）发
现转染 ＥＧＦＰ基因的骨髓 ＮＴＣＳＣｓ球团和细胞
聚集现象，逐渐接近基底膜和柯蒂氏器。具体

见图 ２。

图 ２　骨髓 ＮＴＣＳＣｓ体内演变和听神经形态结构的变化（免疫荧光 ×１００）　ａ：Ａ组白色箭头所指为外毛细
胞，黑色箭头所指为内毛细胞；ｂ：Ｂ组药物损伤毛细胞后的耳蜗切片；ｃ：Ｃ组大鼠移植 １周后；ｄ：Ｄ组大鼠移
植 ２周后；ｅ：Ｅ组大鼠移植 ４周后

２．３　ＭｙｏｓｉｎⅦａ、Ｎｅｓｔｉｎ荧光检测结果
随着骨髓 ＮＴＣＳＣｓ移植时间的延长，Ｎｅｓｔｉｎ

（＋）细胞数量明显增多（Ｐ＜０．０５），而Ｍｙｏｓｉｎ

Ⅶａ（＋）细胞数量无明显变化（Ｐ＞０．０５），见
表 １及图 ３。
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图 ３　免疫荧光染色法检测组织切片中 ＭｙｏｓｉｎⅦａ、
Ｎｅｓｔｉｎ的表达　ａ：ＭｙｏｓｉｎⅦａ（＋）荧光检测 ；ｂ：Ｎｅｓｔｉｎ
（＋）荧光检测

表１　ＭｙｏｓｉｎⅦａ、Ｎｅｓｔｉｎ荧光检测结果（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 Ｎｅｓｔｉｎ（＋）细胞 ＭｙｏｓｉｎⅦａ（＋）细胞

Ｃ组 １２ ２７９．１±３３．２ １１８．５±２５．６
Ｄ组 １２ ４４５．８±５０．４ １２２．３±３１．３
Ｅ组 １２ ６５７．２±７４．７＃ １３９．１±３２．５

　　注：与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；Ｅ组与Ｄ组比较，＃Ｐ＜０．０５。

３　讨论

Ｎｅｓｔｉｎ是一种神经元前体的细胞表面抗
原［１０］，在神经板上皮阶段就会有一定表达，而

当神经细胞生长发育及远处迁移运动结束后

其表达水平逐渐下降，分化过程完成后则无任

何表达。在成熟中枢神经细胞上 Ｎｅｓｔｉｎ基本无
表达，故常作为神经干细胞鉴定的表面标记

物［１１］。肌浆球蛋白Ⅶａ（ＭｙｏｓｉｎⅦａ）是一种肌
浆球蛋白基因，主要定位于耳蜗及前庭毛细胞

静纤毛和表皮板。ＭｙｏｓｉｎⅦａ在构建 Ｃｏｒｔｉ’ｓ
器静纤毛组织结构中起着重要的作用，其发生

异常突变可使得纤毛出现各种错位现象，进而

难以正常维持纤毛束张力、运动及传导通道的

作用，最终导致耳聋发生［１２］。

本实验发现体外分离和培养的骨髓 ＮＴＣ
ＳＣｓＮｅｓｔｉｎ表达呈阳性，提示其具有神经干细胞
的特征性表现。将骨髓 ＮＴＣＳＣｓ移植至大鼠耳
蜗处，初始其主要散在分布于鼓阶的腔隙内；

移植后 ２周骨髓 ＮＴＣＳＣｓ接近于基底膜和柯蒂
氏器部位；随着移植时间的延长，骨髓 ＮＴＣＳＣｓ
球团和细胞发生聚集现象，逐渐接近基底膜和

柯蒂氏器，此结果说明骨髓 ＮＴＣＳＣｓ在大鼠耳
蜗内可逐步发生分化。研究还发现组织切片

中 Ｎｅｓｔｉｎ（＋）细胞数量明显增多（Ｐ＜０．０５），
而 ＭｙｏｓｉｎⅦａ（＋）细胞数量无明显变化（Ｐ＞
０．０５），提示骨髓 ＮＴＣＳＣｓ仅有转化成为 ＳＧＮｓ
的潜力。内耳细胞尤其是毛细胞及相关的神

经元损伤丢失可导致听觉损伤和平衡觉失调。

由此可知，将 ＮＴＣＳＣｓ植入内耳大部分能存
活，且部分 ＮＴＣＳＣｓ可分化成毛细胞和螺旋神
经节的祖细胞，与国外相关研究相符合［１３１４］。

而且，有研究证实干细胞植入对于暂时缺血导

致的毛细胞损伤有预防作用［１５］。本研究结果

也证实骨髓 ＮＴＣＳＣｓ移植大鼠耳蜗后可起到修
复损伤听神经的作用。虽然干细胞在耳聋治

疗中的研究刚刚开始，再生的毛细胞为不成熟

毛细胞，只是表达毛细胞特异性的细胞表型，

距离成熟的毛细胞形态和功能还有很大的差

距，但干细胞在耳聋治疗中的研究成果为内耳

细胞损伤后再生带来了希望。
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