
脱髓鞘病变常见于中枢神经系统 渊糟藻灶贼则葬造 灶藻则鄄
增燥怎泽 泽赠泽贼藻皂袁悦晕杂冤 的诸多疾病袁如多发性硬化症咱员暂尧
脊髓损伤咱圆暂尧缺血缺氧性脑病咱猿暂等袁可引起广泛性轴

突失去髓鞘包裹袁进而破坏轴突传导袁导致严重的功

能障碍咱源暂遥 但其确切机制尚不明确遥
近年来袁基因工程小鼠广泛应用于医学研究袁制

作一种简易实用的小鼠脱髓鞘模型及评价体系袁以研究

某种基因突变对髓鞘再生能力的影响显得尤为重要遥
溶血卵磷脂渊造赠泽燥造藻糟蚤贼澡蚤灶袁蕴孕悦冤作为一种胶质细胞毒

素被广泛应用于制作啮齿类动物 悦晕杂 脱髓鞘模型袁
将 蕴孕悦 直接注射至小鼠脑或脊髓袁可有效诱导脱髓

鞘病变袁并可继续观察内源性的髓鞘再生咱缘暂遥

小鼠颈髓后索溶血卵磷脂注射诱导轴突脱髓鞘
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咱摘 要暂 目的院注射溶血卵磷脂渊造赠泽燥造藻糟蚤贼澡蚤灶袁蕴孕悦冤至小鼠颈段脊髓后索诱导轴突脱髓鞘的模型建立及评价体系遥 方法院手术

显微镜下袁使用微量注射器将 园援源 滋造 员豫 蕴孕悦 注射至成年小鼠第 缘 颈髓渊悦缘冤后索遥 员 周后处死动物袁取 悦源耀悦远 颈髓节段袁行石蜡

切片尧甲苯胺蓝染色观察脱髓鞘区域袁采用 粤皂蚤则葬 源援员援员 软件三维重建和测量脱髓鞘区域体积袁并进行电镜观察轴突脱髓鞘病

变遥 结果院注射 蕴孕悦 造模袁小鼠苏醒后无明显运动及感觉异常袁甲苯胺蓝染色显示注射区出现体积为渊员援源员 依 园援园缘冤 伊 员园远 滋皂猿 淡
蓝或白色脱髓鞘病变区袁电镜结果证实注射区轴突发生脱髓鞘样变遥 结论院小鼠颈髓后索注射 蕴孕悦 可稳定诱导轴突脱髓鞘遥
咱关键词暂 脱髓鞘曰 脊髓后索曰 溶血卵磷脂
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蕴赠泽燥造藻糟蚤贼澡蚤灶鄄蚤灶凿怎糟藻凿 葬曾燥灶葬造 凿藻皂赠藻造蚤灶葬贼蚤燥灶 蚤灶 贼澡藻 凿燥则泽葬造 枣怎灶蚤糟怎造怎泽 燥枣 皂蚤糟藻 糟藻则增蚤糟葬造 泽责蚤灶葬造
泽藻早皂藻灶贼
在匀粤晕郧 再燥灶早鄄躁蚤藻员鄢袁宰哉 匝蚤员袁圆袁在哉韵 再蚤鄄扎澡蚤员袁载陨粤韵 晕葬员袁蕴陨 蕴藻蚤员袁郧哉 在澡藻灶员鄢

渊员阅藻责葬则贼皂藻灶贼 燥枣 匀怎皂葬灶 粤灶葬贼燥皂赠袁晕允酝哉袁晕葬灶躁蚤灶早 圆员园园圆怨曰圆阅藻责葬则贼皂藻灶贼 燥枣 韵则贼澡燥责葬藻凿蚤糟泽袁愿圆 匀燥泽责蚤贼葬造 燥枣 贼澡藻
悦澡蚤灶藻泽藻 孕藻燥责造藻爷泽 蕴蚤遭藻则葬贼蚤燥灶 粤则皂赠袁匀怎葬蚤葬灶 圆圆猿园园员袁悦澡蚤灶葬冤
咱Abstract暂 Objective院栽燥 藻泽贼葬遭造蚤泽澡 葬灶 藻枣枣藻糟贼蚤增藻 皂燥凿藻造 葬灶凿 藻增葬造怎葬贼蚤燥灶 泽赠泽贼藻皂 枣燥则 造赠泽燥造藻糟蚤贼澡蚤灶 渊蕴孕悦冤 蚤灶凿怎糟藻凿 凿藻皂赠藻造蚤灶葬贼蚤燥灶 蚤灶 凿燥则泽葬造
枣怎灶蚤糟怎造怎泽 燥枣 糟藻则增蚤糟葬造 泽责蚤灶葬造 泽藻早皂藻灶贼 蚤灶 贼澡藻 葬凿怎造贼 皂蚤糟藻援 酝藻贼澡燥凿泽院栽澡藻 葬凿怎造贼 皂蚤糟藻 憎藻则藻 蚤灶躁藻糟贼藻凿 憎蚤贼澡 园援源 滋造 员豫 蕴孕悦 燥则 灶燥则皂葬造 泽葬造蚤灶藻
蚤灶贼燥 贼澡藻 凿燥则泽葬造 枣怎灶蚤糟怎造怎泽 燥枣 贼澡藻 缘贼澡 糟藻则增蚤糟葬造 渊悦缘冤 泽责蚤灶葬造 泽藻早皂藻灶贼 怎泽蚤灶早 早造葬泽泽鄄灶藻藻凿造藻鄄糟葬责责藻凿 泽赠则蚤灶早藻 怎灶凿藻则 贼澡藻 皂蚤糟则燥泽糟燥责藻援 韵灶藻 憎藻藻噪
责燥泽贼 泽怎则早藻则赠袁皂蚤糟藻 憎藻则藻 泽葬糟则蚤枣蚤糟藻凿 葬灶凿 责藻则枣怎泽藻凿袁葬灶凿 泽藻早皂藻灶贼泽 燥枣 悦源 贼燥 悦远 憎藻则藻 凿蚤泽泽藻糟贼藻凿 葬灶凿 藻皂遭藻凿凿藻凿 蚤灶 责葬则葬枣枣蚤灶援 杂藻则蚤葬造 糟燥则燥灶葬造
泽藻糟贼蚤燥灶泽 憎藻则藻 泽贼葬蚤灶藻凿 憎蚤贼澡 贼燥造怎凿蚤灶藻 遭造怎藻援 栽澡藻 猿阅 糟葬则贼燥燥灶 燥枣 凿藻皂赠藻造蚤灶葬贼藻凿 葬则藻葬 燥枣 贼燥贼葬造 泽藻则蚤葬造 泽藻糟贼蚤燥灶泽 憎葬泽 则藻遭怎蚤造贼袁葬灶凿 贼澡藻 增燥造怎皂藻 燥枣
贼澡藻 凿藻皂赠藻造蚤灶葬贼藻凿 葬则藻葬 憎葬泽 皂藻葬泽怎则藻凿 遭赠 粤皂蚤则葬 源援员援员 泽燥枣贼憎葬则藻援 栽澡藻 凿藻皂赠藻造蚤灶葬贼藻凿 葬曾燥灶泽 憎藻则藻 葬造泽燥 燥遭泽藻则增藻凿 遭赠 藻造藻糟贼则燥灶 皂蚤糟则燥泽糟燥责藻援
砸藻泽怎造贼泽院晕燥 燥遭增蚤燥怎泽 皂燥贼燥则 葬灶凿 泽藻灶泽燥则赠 葬遭灶燥则皂蚤贼赠 憎藻则藻 枣燥怎灶凿 葬枣贼藻则 皂蚤糟藻 则藻糟燥增藻则藻凿 枣则燥皂 贼澡藻 葬灶藻泽贼澡藻泽蚤葬援 栽燥造怎凿蚤灶藻 遭造怎藻 泽贼葬蚤灶蚤灶早 则藻泽怎造贼
泽澡燥憎藻凿 贼澡葬贼 贼澡藻则藻 憎葬泽 贼澡藻 造蚤早澡贼 遭造怎藻 燥则 责葬造藻 凿藻皂赠藻造蚤灶葬贼蚤燥灶 葬则藻葬 葬则燥怎灶凿 贼澡藻 蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶 责燥蚤灶贼袁葬灶凿 贼澡藻 增燥造怎皂藻 燥枣 憎澡蚤糟澡 憎葬泽 葬遭燥怎贼 渊员援源员 依
园援园缘冤 伊 员园远 滋皂猿援 栽澡藻 凿藻皂赠藻造蚤灶葬贼藻凿 葬曾燥灶泽 憎藻则藻 糟燥灶枣蚤则皂藻凿 遭赠 藻造藻糟贼则燥灶 皂蚤糟则燥泽糟燥责赠 燥遭泽藻则增葬贼蚤燥灶援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶院孕则藻糟蚤泽藻 蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶 燥枣 蕴孕悦
蚤灶贼燥 贼澡藻 悦缘 凿燥则泽葬造 枣怎灶蚤糟怎造怎泽 燥枣 皂蚤糟藻 糟葬灶 泽贼葬遭造赠 蚤灶凿怎糟藻 贼澡藻 葬曾燥灶葬造 凿藻皂赠藻造蚤灶葬贼蚤燥灶援
咱Key words暂 凿藻皂赠藻造蚤灶葬贼蚤燥灶曰凿燥则泽葬造 枣怎灶蚤糟怎造怎泽曰造赠泽燥造藻糟蚤贼澡蚤灶
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为此袁本研究在手术显微镜下袁借助微量注射器

及小鼠脊柱固定支架袁 将 蕴孕悦 精确注射至小鼠第 缘
颈髓 渊糟藻则增蚤糟葬造 缘 泽藻早皂藻灶贼袁悦缘冤 后索袁诱导轴突脱髓

鞘袁并采用病理组织学及图像三维重建技术分析其

脱髓鞘区域与体积袁采用电镜观察其轴突脱髓鞘病

变遥 以此建立小鼠颈段脊髓后索脱髓鞘模型及评价

体系遥
员 材料和方法

员援员 材料

员援员援员 动物

实验用 员园 周龄雌性 悦缘苑月造 辕 远 小鼠袁体重约 圆园 早袁
共 圆源 只袁由南京医科大学实验动物中心提供遥 动物

饲养尧管理及使用均严格按照南京医科大学实验动

物管理规范进行遥
员援员援圆 试剂和仪器

蕴孕悦尧甲苯胺蓝渊美国 杂蚤早皂葬 公司冤袁小鼠脊柱固

定支架 渊美国 蕴陨杂粤 公司冤袁 微量注射器 渊美国

匀葬皂蚤造贼燥灶 公司冤袁杂砸鄄远晕 立体定位仪 渊日本 晕葬则蚤泽澡蚤早藻
公司冤袁手术显微镜 渊中国六六视觉公司冤袁石蜡切片

机尧光学显微镜 渊德国 蕴藻蚤糟葬 公司冤袁超薄切片机 渊美
国 砸酝悦 公司冤袁允耘酝鄄员园员园 透射电子显微镜 渊日本

允耘酝 公司冤遥
员援圆 方法

员援圆援员 动物模型制作

小鼠随机分为 猿 组院淤空白对照组渊粤 组院猿只冤曰

于生理盐水注射对照组 渊月 组院员园 只冤曰盂蕴孕悦 注射

模型组 渊悦 组院员园 只冤遥 小鼠经每 员园园 早 体重腹腔注

射 员 皂造 猿援缘豫水合氯醛麻醉后袁取俯卧位袁固定于小

鼠脊柱固定支架咱远暂袁纵向剪开颈部中线皮肤袁钝性分

离皮下筋膜及肌层袁充分暴露颈段 悦源耀悦远 椎板 渊图
员粤冤袁手术显微剪去除 悦缘 椎板渊图 员粤袁月冤遥采用头端

附有玻璃针尖 渊管口直径 缘园 滋皂袁斜角 源缘毅冤 的 员 滋造
微量注射器将总量为 园援源 滋造 的 员豫 蕴孕悦 注射至 悦缘
后索袁注射点居中线袁注意避开血管袁深度 园援缘 皂皂 和

园援苑 皂皂袁每个注射点注射 园援圆 滋造 溶液渊图 员悦袁阅冤袁每
个注射点留针 猿 皂蚤灶袁以避免注射液溢出遥 分层缝合

肌肉尧筋膜及皮肤遥 蕴孕悦 注射当天记为术后 园 凿遥 手

术对照组动物仅暴露脊髓袁 于相同位点注射与模型

组动物等体积的生理盐水遥
员援圆援圆 动物灌注固定尧组织取材与切片

术后 员 周袁动物深麻醉后袁经心脏行 源豫多聚甲

醛灌注固定袁取含损伤部位的颈段脊髓 渊悦源耀悦远冤袁
其中 月尧悦 组每组 远 个组织及 粤 组 猿 个空白对照颈

段脊髓行 源豫多聚甲醛固定袁经梯度酒精脱水袁石蜡

包埋袁行连续冠状石蜡切片袁片厚 缘 滋皂袁用于甲苯胺

蓝染色曰月尧悦 组每组其余 源 个组织行 圆豫戊二醛后

固定袁用于半薄切片 渊片厚 圆 滋皂冤尧超薄切片及电镜

观察遥
员援圆援猿 甲苯胺蓝染色

脊髓连续冠状切片行甲苯胺蓝 渊含 缘豫甲苯胺

蓝的 员豫硼砂盐溶液冤 染色袁常规脱水透明袁中性树

粤院小鼠固定与支架袁悦缘 椎板切开曰月院悦缘 椎板切开示意图曰悦院微玻管注射至 悦缘 后索曰阅院注射位点及深度示意图遥
图 员 蕴孕悦 注射诱导小鼠颈髓后索脱髓鞘模型的制作

云蚤早怎则藻 员 蕴孕悦鄄蚤灶凿怎糟藻凿 凿藻皂赠藻造蚤灶葬贼蚤燥灶 皂燥凿藻造 蚤灶 凿燥则泽葬造 枣怎灶蚤糟怎造怎泽 燥枣 皂蚤糟藻 悦缘 泽责蚤灶葬造 泽藻早皂藻灶贼

粤

悦

月

阅
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脂封片袁光镜观察并摄片咱苑暂遥
员援圆援源 三维重建及数据分析

每个组织选取 猿园 张 悦源耀悦远 的连续切片袁缘 倍

物镜下摄片袁采用 粤皂蚤则葬 源援员援员 软件 渊澳大利亚 灾蚤泽鄄
葬早藻 陨皂葬早蚤灶早 公司冤 三维重建脊髓及脱髓鞘区域袁并
测量脱髓鞘区域体积遥 耘曾糟藻造 软件对脱髓鞘体积进

行数据分析袁结果以均数 依 标准差渊x 依 s冤表示遥
员援圆援缘 电镜观察

悦缘 颈髓组织经四氧化锇溶液进一步固定尧梯度

丙酮脱水尧环氧树脂包埋后袁行半薄切片及甲苯胺蓝

染色袁选取脊髓后索目标区域袁进一步修块袁行超薄

切片袁醋酸铀和柠檬酸双染袁透射电镜下观察并摄

片遥同时袁甲苯胺蓝染色的半薄切片经中性树脂封片

后在 员园园 倍油镜下观察轴突的脱髓鞘变咱愿暂遥
圆 结 果

圆援员 蕴孕悦 注射模型鼠行为学观察

蕴孕悦 注射组与生理盐水对照组小鼠在麻醉苏醒

后袁均可正常饮食袁大小便如常袁无需膀胱护理遥 无

明显步态及躯干平衡异常袁活动较自如遥 无挠首尧舔
足等感觉异常现象遥
圆援圆 蕴孕悦 注射模型鼠脊髓脱髓鞘变化

甲苯胺蓝染色后袁光镜下显示脊髓白质正常部

位为深蓝色袁淡蓝或白色区域为脱髓鞘病变区咱苑暂遥 生

理盐水组在后索注射区与正常对照组小鼠无明显差

异袁 接受 蕴孕悦 注射小鼠可见 悦缘 节段后索区域染色

较浅袁形成脱髓鞘区域 渊图 圆粤袁月冤遥半薄切片经甲苯

胺蓝染色后袁在 员园园 倍油镜下可见院蕴孕悦 注射小鼠后

索轴突髓鞘松散尧变薄袁出现髓鞘溃变现象渊图 圆悦冤袁
而对照组小鼠中未见明显改变渊图 圆阅冤遥采用 粤皂蚤则葬
源援员援员 软件对 蕴孕悦 注射小鼠 悦源耀悦远 的连续冠状切片

行三维重建袁可见后索脱髓鞘区域遥 远 只小鼠的脱髓

鞘区域位置及体积基本恒定袁均定位于后索袁体积为

渊员援源员 依 园援园缘冤 伊 员园远 滋皂猿遥
圆援猿 蕴孕悦 注射模型鼠脊髓髓鞘超微结构变化

电镜下观察 悦缘 颈髓后索轴突的髓鞘结构遥 蕴孕悦
注射组小鼠在脱髓鞘区域内可见大量裸露的轴突袁
溃变的髓鞘显著变薄尧分层尧断裂尧或缺失袁甚至出现

髓鞘皱缩崩解的现象 渊图 圆耘冤遥 而对照组小鼠轴突

的髓鞘板层结构完整致密渊图 圆云冤遥
猿 讨 论

常用的脱髓鞘动物模型有免疫制剂诱导的实

验性自身免疫性脑脊髓炎模型咱怨暂尧胶质细胞毒素等

诱导的细胞毒性脱髓鞘模型咱员园暂尧病毒诱导脱髓鞘

模型咱员员暂以及借助基因工程手段建立的多种转基因

粤院蕴孕悦 注射组 悦缘 后索出现淡染区域袁如虚线框内所示渊伊 源园冤曰月院生理盐水注射组 悦缘 后索白质染色较深渊伊 源园冤曰悦院为 粤 图框内区域袁甲苯

胺蓝染色袁示 蕴孕悦 注射组显著脱髓鞘变渊半薄切片袁甲苯胺蓝染色袁光镜观察袁伊 员 园园园冤曰阅院生理盐水注射组甲苯胺蓝染色渊伊 员 园园园冤曰耘院电镜示

蕴孕悦 注射组诸多脱髓鞘变的轴突渊星号冤及部分溃变的髓鞘渊箭头冤渊伊 源 源园园冤曰云院生理盐水注射组髓鞘板层结构完整致密渊伊 源 源园园冤遥
图 圆 光镜及电镜下 蕴孕悦 和生理盐水注射小鼠的 悦缘 脊髓形态学变化

云蚤早怎则藻 圆 栽澡藻 皂燥则责澡燥造燥早蚤糟葬造 糟澡葬灶早藻泽 燥枣 贼澡藻 悦缘 泽责蚤灶葬造 泽藻早皂藻灶贼 燥枣 贼澡藻 皂蚤糟藻 贼则藻葬贼藻凿 憎蚤贼澡 贼澡藻 蕴孕悦 燥则 晕杂 蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶 怎灶凿藻则 贼澡藻 造蚤早澡贼 葬灶凿
藻造藻糟贼则燥灶 皂蚤糟则燥泽糟燥责藻

耘 云

圆园园 滋皂 粤 悦

阅

月圆园园 滋皂
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脱髓鞘小鼠模型咱员圆暂等遥 不同的模型鼠有不同的表

型特点袁适用于不同的脱髓鞘及髓鞘再生的病理机

制研究遥
其中袁蕴孕悦 作为一种胶质细胞毒素袁可通过促进

活化的巨噬细胞表达磷脂酶 粤圆袁而将膜磷酸卵磷脂

降解为 蕴孕悦袁从而诱导髓鞘降解袁可较特异地损伤髓

鞘细胞袁对轴突影响较小咱员猿暂遥 蕴孕悦 注射至脊髓后袁脱
髓鞘病变在注射后 猿园 皂蚤灶 即可发生袁其高峰在术后

员 周时出现曰术后 员园 凿 起即可观察到由内源性再生

的少突胶质细胞形成的髓鞘再生咱缘暂遥 而另一种较常

用的建立脱髓鞘模型的胶质细胞毒素结合溴化乙锭

辐照袁可诱导脱髓鞘并可杀死内源性少突胶质前体

细胞袁适合于研究细胞移植等外源性因素对髓鞘再

生的作用咱员园暂遥
为建立合适的小鼠脱髓鞘模型用于研究内源性

髓鞘再生袁本研究选用 员豫 蕴孕悦 注射诱导脱髓鞘袁此
剂量可有效诱导脱髓鞘袁同时尽量减少对轴突的损

伤遥 本研究选择在脱髓鞘病变的高峰即术后 员 周处

死动物袁观察脱髓鞘病变遥 后续实验可选择 蕴孕悦 注

射后不同时程袁 如术后 员尧猿尧苑尧员源尧圆愿 凿 等来进一步

观察分析颈髓后索轴突脱髓鞘及内源性髓鞘再生的

时程变化遥 并可结合电镜结果行 郧鄄则葬贼蚤燥 测量袁以观

察再生髓鞘的厚度咱员源暂遥
以往也有将 蕴孕悦 注射至小鼠脊髓腹外侧索诱

导脱髓鞘模型的报道咱苑暂袁与之相比袁注射 蕴孕悦 至脊髓

后索的优点为院淤注射点相对表浅而直接袁模型的稳

定性与重现性较好曰于后索有下行的皮质脊髓束及

上行的感觉传导束咱员缘暂袁可以在术后选择不同时程袁行
平衡木行走试验等行为学实验检测动物精细运动及

平衡觉等改变曰盂手术对动物损伤较小袁动物易存

活袁术后护理方便遥
为保证注射 蕴孕悦 至成年小鼠颈髓后索手术的

成功袁有以下 源 个注意点院淤需采用小鼠脊柱固定支

架以固定与充分暴露小鼠颈髓曰于采用头端附有玻

璃针的 匀葬皂蚤造贼燥灶 微量注射器及立体定位系统袁以保

证注射药物的剂量与注射点位置的精确性曰盂手术

显微镜不可或缺袁以提供良好的手术与注射视野曰榆
采用经过打磨的尖细且锐利的玻璃针注射可有效避

免注射点周围的牵拉性损伤遥
总之袁本研究结果显示注射 蕴孕悦 至成年小鼠颈

髓后索可有效诱导轴突脱髓鞘袁是一个较理想的动

物模型袁结合相应的病理组织学尧图像分析技术及电

镜观察袁能进行有效评价袁可用于脱髓鞘及内源性髓

鞘再生的机制和药物干预的研究遥
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