模型名称：非人灵长类动物脊髓T9撞击伤模型
英文名称： Spinal cord T9 contusion model of non-human primates

申请单位：暨南大学
脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)是一种以脊髓结构的破坏，往往导致患者产生运动和感觉障碍。国内外科学家在如何促进脊髓损伤后的再生修复方面开展了大量研究，但其成果极少在临床得以推广应用。鉴于此种情况，暨南大学对建立标准化的非人灵长类动物脊髓撞击伤模型及完善的评价系统开展了研究工作，并于2022年12月6日向中国实验动物学会动物模型鉴定与评价委员会申请鉴定（受理编号：NS-2023-002），中国实验动物学会动物模型鉴定与评价委员会组织来自国内从事脊髓损伤动物模型和基础研究的专家进行了书面评审、会评答辩，并请申请者按照专家们的意见建议进行回复修改，专家们再次核实，最终经实验动物模型鉴定与评价委员会投票通过。现将模型建立和评审结果公示如下：
1、 研究内容：
1. 动物模型的建立
1.1 实验动物  选用14头±3.5岁的雄性食蟹猴（华珍非人灵长类动物养殖场，广州，中国）为研究对象，体重3.7 ~ 4.2 kg，均在广州华珍生物科技有限公司进行。手术方式、治疗方法和术后护理均根据《实验动物的护理和使用指南》进行。所有实验方案均经由广州华珍生物科技有限公司伦理委员会批准实施（批准号：HZ-EXF-001）。
1.2  模型建立
实验动物分组：脊髓损伤组（A组）、假手术组（B组）、脂肪间充质干细胞治疗组（C组）。A组行椎板切除、脊髓暴露术，以及脊髓损伤撞击操作；B组行椎板切除、脊髓暴露术； C组行椎板切除及脊髓撞击伤操作，术后14天执行脂肪间充质干细胞注射治疗。食蟹猴14头术前禁食、水8h，通过肌注氯胺酮（10-15mg/kg）行基础麻醉。完全麻醉后将食蟹猴俯卧位固定于手术操作台，行手术区备皮、消毒，碘伏消毒皮肤3次后进行手术区域铺单。手术切口为后路正中切口，切口长度为8cm，切皮后沿棘突两侧逐层分离肌肉至椎板，以暴露T8-10节段，过程中严格止血。然后，咬除T9棘突，使用高速磨钻行T9椎板切除。暴露至黄韧带层面后，使用眼科弹簧剪与眼科镊去除黄韧带，暴露脊髓，此操作过程需防止损伤硬脊膜（图2-A）。然后，通过脊柱悬吊固定装置行胸椎固定，以限制脊髓撞击操作过程中呼吸运动所导致的胸廓与脊髓移位，该固定装置通过T9双侧关节突进行脊柱固定（图2-B）。最后，将食蟹猴移至SS-II大型动物脊髓损伤撞击器下，调整脊髓击打参数（击打头直径：3mm；击打深度：1.5mm；击打时间：0.25s），进行脊髓损伤撞击操作（图2-C）。操作结束后，将食蟹猴从脊柱悬吊固定装置取下，进行切口内止血及生理盐水清洗，分层缝合肌肉、皮肤。最后，将食蟹猴放置在保温毯上直至清醒。A组建模时间为34.7±2.1min（椎板切开、脊髓暴露、脊髓损伤撞击操作），术中出血量13.7±0.6mL；B组建模时间为26.0±2.7min（椎板切开、脊髓暴露），术中出血量11.0±1.0mL。
2. 动物模型的评价与验证

2.1  行为学评估

采用Kinematic系统采集和解析食蟹猴脊髓T9撞击伤前及ADMSC治疗后的双后肢步态特征：发现脊髓损伤前，所有动物后肢双足均能完成连续跨步，同时双足间跨步为交替进行，协调性良好。单侧肢体的整个步态周期可以进一步细化为双站立期-单站立期-双站立期-摆动期，与人类的行走步态极其相似。同时每只动物双侧肢体的各个步态周期时长也较为均匀，双侧步态稳定。脊髓损伤后6月，步态周期明显缩短，双侧可观察到少量的摆动期，部分处于拖拽状态，偶尔完成不完整的跨步。脊髓损伤后ADMSC治疗6月，双侧肢体的运动功能有一定的恢复，动物能够完成连续跨步，步态周期显著性增加，能观察到明显的摆动期，站立期和摆动期都显著性增加，双侧协调性较脊髓损伤组有显著恢复。

采用von frey test对脊髓损伤前及损伤后1w，移植后1w、1m、3m、5m和6m猴足底机械刺激痛阈值的检测，评估损伤后感觉功能自发性恢复的规律以及脂肪间充质干细胞移植后对感觉功能恢复的作用（图 4A，B）。我们发现：与损伤前相比，脊髓损伤后，肢足底的痛觉阈值显著升高，随着时间的推移直至6个月，其水平较小的下降趋势，但不具显著性；移植干细胞后1w，痛觉阈值显著性下降，其水平在移植后5个月内没有显著性改变，直至移植后6个月继续显著下降，水平接近至正常水平，但与正常水平仍有显著差异。这些结果提示在脊髓损伤后，脊髓上行的传导功能显著性降低，随着时间的进程，有一定程度的恢复；若给予阳性干预手段，例如脂肪间充质干细胞移植之后，其脊髓上行的传导功能显著恢复，在移植后1w和6个月尤为明显。

2.2  影像学检查

通过MRI对脊髓损伤前后食蟹猴脊髓形态进行观察。脊髓损伤前，矢状位和轴位的T2像显示脊髓被脑脊液包裹，边界清晰。脊髓损伤后，T2像中脊髓信号强度发生改变，表明损伤节段的脊髓水肿。在DWI后处理图像中，如图中红色箭头所示，脊髓信号由红色变为绿色。DTI显示在脊髓损伤部位，出现蓝色线条连续性中断，表明脊髓白质纤维束的中断。采用核磁共振（MRI）扫描脊髓损伤区域上下1.8cm的范围，从喙侧至尾侧方向依次为I（0.8cm）、II（0.2cm）、III（0.8cm）三个扫描区域，发现DTI扫描的FA值在脊髓撞击伤后，显著性下降；在脊髓撞击伤后在损伤区及头尾侧各0.8cm的脊髓纤维数量显著减少；尤其是在第II区域的纤维减少最为显著；在I、II、III区域，损伤后6m脊髓纤维数量持续下降，而ADMSC治疗6m后，与损伤组相比，FA值有显著性升高。
2.3  电生理检测

手术前，刺激一侧大脑运动皮层，M1区锥体细胞产生神经冲动通过皮质脊髓束传至脊髓运动神经元，再通过坐骨神经传导至小腿和足弓外侧肌，产生动作电位；当脊髓损伤后2w，皮质脊髓束受损，再刺激M1区锥体细胞产生的神经冲动在CST传导受阻，只有部分或没有神经冲动传入肌肉，产生幅度较小和潜伏期较长的复合动作电位，经过6m的自发性恢复，其动作电位的幅度和潜伏期没有显著性恢复。而移植ADMSC6m后，双侧小腿和足弓外侧肌的动作电位幅度较损伤前，显著降低，潜伏期明显延长；但与损伤组相比，其动作电位幅度显著增加，潜伏期显著缩短。
2、 评审结果
鉴于脊髓损伤引起的运动和感觉障碍的临床转化研究成果较少，申报团队采用±3.5岁的雄性食蟹猴通过机械撞击制备了T9撞击伤模型，并从行为学、影像学、电生理检测等多方面进行了充分研究。主要创新点为通过LISA大动物脊髓撞击仪精准撞击制备了非人灵长类动物的脊髓T9撞击伤模型的方式，在技术上有一定新意。模型制备方法简单易行，评价指标较科学稳定，而且从行为学到影像学等大部分和临床的吻合度较好，在精准性、稳定性和可重复性方面表现出色，具备科学性和临床转化价值。实验的生物安全性、伦理方面均符合规范。该模型的建立将为脊髓损伤的相关机制、药物的研究、评价提供有效的技术手段。申请材料编写规范，科学合理，操作性较强。答辩思路清晰。补充修改后的材料满足相关要求。
依据动物模型的创新性、应用价值和公认程度，专家经过书面评审、会评答辩和修改材料复核等，一致同意通过该模型的鉴定和评价。最终经实验动物模型鉴定与评价委员会投票通过。按照中国实验动物学会制定的《中国实验动物学会实验动物鉴定与评价管理管理办法（修订稿）》，授予非人灵长类动物脊髓T9撞击伤模型为A级动物模型。


