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内皮祖细胞对背根神经节细胞突起及 )*+*$, 和
)+- 表达的影响
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脊髓损伤属中枢神经系统常见疾病，目前对其

治疗仍存有许多争议i.<1j。目前针对脊髓损伤后治疗

的探索主要集中于抑制二次损伤i'j，包括以下两个

方面：一是改善脊髓损伤部位微环境，最大程度减

轻二次损伤F二是促进神经元轴突再生，恢复神经功

能i&j。)*+*<, 和 )+- 表达量升高的特异性表现主要

继发于神经组织受损，对神经突起生长意义重大i(<Gj。

中枢神经损伤后内皮祖细胞（@CY*AJ@ELOE WB*+@CLA*B

Z@EE9，6789）经损伤后炎症因子信号诱导，由骨髓动

员，通过血液循环最终在信号起始部位聚集，促进

新生血管形成并修复受损血管，改善损伤局部缺血

和缺氧，稀释聚集的炎症因子，减轻损伤部位脊髓

水肿，促进受损脊髓恢复功能i"j。但 6789 对神经突

起作用并不明确，本研究旨在通过由骨髓源性干细

胞分离的 6789 与新生乳鼠背根神经节（Y*B9OE B**A

+OC+EL*C，:-;）体外共培养，通过观察 :-; 细胞突

起数量、最长长度和平均长度变化，统计两组 :-;

细胞纯度和活性=检测两组 :-; 中 )*+*<, 和 )+-

表达，探讨 6789 对 :-; 细胞突起的影响。
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././. 实验动物 5 只 & 周龄雄性 \: 大鼠，'1 只

1& J 内新生清洁级 \: 乳鼠（雌雄随机），购自中国
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23234 主要试剂 兔抗鼠神经细胞特异性烯醇化

酶（!56）、7","8% 和 !,1 抗体购自 %9:;< 公司；

+)$=>*1 试剂盒购自 -?"<@,; 公司；蛋白抽提及

A@BCD?E F"GC 试剂购自北京索莱宝公司；引物序列

（表 2）由 -?H<@? IJEK 查询获得，苏州金唯智公司合

成后提供，7"#"8% 和 7#+ 引物序列见表 2。

2L4 !"

23432 .+( 培养和鉴定 将 M4 只新生 N. 乳鼠酒

精浸泡消毒后，于超净台内取整段脊柱，纵向打开

椎板，完整去除脊髓，在外科显微镜下摘取 .+(，胰

蛋白酶去杂，制单细胞悬液，接种在提前用多聚赖

氨酸包被 O 孔细胞培养板纯化培养，取培养第 P 日

细 胞 爬 片 行 特 异 性 烯 醇 化 酶 （E@Q?"E BRDSHTHS

DE"GJBD，7N6）免疫组化染色。

2L4L4 6-*B 制备和鉴定 选取 U 只 N. 大鼠，2VW

水合氯醛过量麻醉，超净台内剥离下股骨、胫骨，用

/JEKB IQTT@? 冲洗髓腔获得冲洗液，梯度密度离心

分离单核细胞，制备 6-*B 单细胞悬液并诱导培养。

取第 X 日的 6-*B 细胞，对细胞表面抗原（*.GMM、

*.MP、Y6(&+84）的表达情况行流式细胞仪检测，

同时将培养至第 X 日细胞爬片通过荧光显微镜观

察细胞对 .HG8J:8Z.Z 和 &[\*8]6%82 结合能力。

2343M 建立 .+( 与 6-*B 共培养基 取培养第 P

日的 .+( 和诱导培养第 X 日的 6-*B，实验组 M4

例，\?;EB^@GG 上室按 2!2V

O 个_:<

4 接种 6-*B，等量

.+( 接种于下室，构建 .+( 与 6-*B 共培养。对照

组 M4 例上下室均接种同实验组等量的 .+(。

2343P 倒置相差显微镜观察 分别在共培养第 4

和 P 日，实验组和对照组中随机各 U 例每例随机取

` 个视野照相，分别计算 .+( 细胞突起的数量、测

量 .+( 细胞突起最长长度及计算 .+( 细胞突起

平均长度（[<;,@ a 分析软件）。

2343` .+( 纯度和活性鉴定 培养第 4 日和培养

第 P 日后，实验组和对照组 .+( 各随机 P 例行

7N6 免疫组化染色，每例随机选取 ` 个视野，4bb 倍

镜下计数阳性细胞，计数完成后调相差对该视野的

所有细胞计数，前后两次计数之比即神经细胞的纯

度。台盼蓝染色鉴定 .+( 细胞活性，对于细胞膜不

完整以及丧失活性的细胞，镜下细胞膜内可见蓝色

沉淀。通过染色前后两次计数之比计算第 4 日和第

P 日的 .+( 活性。

2343O +\c=-*+ 共培养第 4 和 P 日，观察细胞突

起后，实验组和对照组各随机 P 例，\+[deZ 法提取

+7%，测定浓度后逆转录合成 :.7%。反应体系

4b !Z，条件：fP "预变 M <HE，fP "变性 Mb B，̀O "

退火 Mb B，X4 "延伸 Ob B，循环 Pb 个，X4 "最后延

伸 ` <HE。4

8!!*C 法计算相对表达量。

2343X g@BC@?E 9G"C 共培养第 4 和 P 日，实验组和

对照组各 P 例，P "-IN 洗涤细胞后加 24b !Z 细胞

蛋白裂解液和 -hN& 的预混液（2bb#2），P "离心取

上清液，I*% 法测定细胞蛋白浓度，裂解液调等浓

度后P$2加 `%缓冲液，混匀后水浴，Mb!,蛋白上样量，

电泳，转膜，封闭，一抗（7","8%，2$2 bbb，7,+，2$Ubb）

孵育，孵二抗（2$̀ bbb），曝光显色后条带扫灰度值。

23M #$%!" 所得数据均采用 N-NN443b 统计

学软件进行处理，数据均用 !"# 表示，数据的比较采

用 ! 检验。"ib3b` 定义为差异具有统计学意义。

/ &'

432 .+( &'()*+, 培养第 P 日的 .+(

胞体丰满，细胞核轮廓清晰，细胞质明显，突起变长

并增粗，且发出许多小的分支，互相连接，神经突起

相接成网。神经细胞特异性抗原 7N6 免疫组化染色

可见大量阳性细胞。见图 2。

434 6-*B -.&'()*+, 培养 X 日镜下可

见较多梭形细胞，细胞数量明显增多，胞体非均一

性，细胞呈线样排列j集落明显。经过流式细胞仪的

( ! 012) 345*+,-.6789!:;;/

<'= > "?) 345 '((,-@A@='.#A 'B)-C'D'.#C'@- @D C?) .,AC,&)B 012

E6789!:;;F
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检测，细胞表型情况符合内皮祖细胞抗原表达特

点。双摄实验中，合成图像呈双荧光染色阳性（黄

色）的细胞阳性率!"#!。被两种同时染色的细胞为

内皮祖细胞。

$%& !"#$%&'() 培养 $ 日，倒置相差显

微镜下实验组与对照组相对比可见 '() 细胞伸出

的突起较长，细胞间轴突初步呈现网状。培养 * 日，

实验组与对照组相对比可见背根神经节细胞碎片

较少，细胞之间网状结构相对清晰（图 +）。实验组第

+ 日和第 * 日细胞突起数目、最长突起和平均突起

长度均较对照组明显增长（!"#%#,）。见表 +，表 &。

+%* *+,-./0 在共培养第 + 日和第 * 日，

两组组中 '() 随着时间推移纯度和细胞活性均有

所下降，但 -./0 和 '() 共培养组 '() 的纯度和

活性均要优于大于 '() 培养组（!"1%#,），见表 *。

+%, (234./( () 第 + 和 * 日，-./0 与 '()

共培养组 567638 9(58 相对表达量较单独 '()

培养组均显著降低（!":%:;），见图 &。单独 '() 培

养组 57( 9(58 相对表达量显著高于 -./0 与

'() 共培养组（!"#%#,），-./0 与 '() 共培养组

57( 9(58 第 * 日较第 + 日增加，但仍低于单独

'() 培养组（!"#%#,），见图 *。

+%< =>0?>@A BC6? () 第 $ 和 * 日，-./0 与 '()

共培养组 567638 蛋白表达量较单独 '() 培养组

明显降低（!":D:;），见图 , 和图 <。单独 '() 培养

组别 突起数量 平均突起长度E!9 最长突起长度E!9

实验组 +"%#,#+%*F &GH",#G%I, <I%I##+%"I

对照组 ++%+,#+%," &#%&I#F#%+G ,,%,<#*%#F

" *%&#I +%#I# I%,IF

! "#%#, "#%#, "#%#F

组别 突起数量 平均突起长度E!9 最长突起长度E!9

实验组 &&%,G#*%+F *+%+,#I%G+ ",%+,#<%<I

对照组 +"%*##+%&" &+%#*#FF%#+ ,G%II#*%#,

" *%#,+ +%+"" <%+++

! "#%#, "#%#F "#%#F

! ! "#$ "% #$%&'()*+,-&!'"(.!"#)

*+,! *-./0123/41-/5 6.0371.8 +1 1-. "1-9+:;!'"<.!"$)

! = "#/ =% #$%&'()*+,-&!'"<.!%$)

*+,= *-./0123/41-/5 6.0371.8 +1 1-. =1-9+:&!'"<.!"$)

8J KL实验组第 + 日（8）和第 * 日（K）倒置相差显微镜下 '() 形态（$

+##）J /J 'L对照组第 + 日（/）和第 * 日（'）倒置相差显微镜下 '()

形态（$+##）

0 = / =1 "% #$%&'()*+,-23

>72 = *-. ?/@A+378/6 /5 6.0371.8 +1 1-. =1- +69 B1- 9+:

MM!N#D#FJ M!N#D#,

0 " C2$ @$CD42!56

>72 " *-. 3.E+17F. .GA3.887/6 /5 @$CD 5/3 C2$

实验组
对照组

实验组
对照组

5
6
7
6
O
8
9
(
5
8

表
达

量
$ P

* P

MM!N:H:;

0 ! C/2/HD @$CD42756

>72 ! *-. 3.E+17F. .GA3.887/6 /5 @$CD 5/3 C/2/ID

:H&

:H$

:H;

:H:

:H;,

:H;:

:H:,

:H::

实验组
对照组

实验组
对照组

$ P

* P

5
7
(
9
(
5
8

表
达

量

! " 89:;2<: #$%&'=>1?@23;!'"<.!"$)

*+," *-.?/@A+378/6/5#$%A0371:+69F71+E71:,.14..614/23/0A8

;!'"<.!"$)

组别
'() 细胞纯度EQ '() 细胞活力EQ

+ P * P + P * P

实验组 IG%*;%&%<+ I<%*+*%*: I,%I;#,%:I I;%"<#;;%IG

对照组 "I%+G#<%;* "+%G*#"%+: "I%+&#<%I& "&%,I#;+%+,

" !!G%<<: !!I%;*, !!*%&G !!;%I<

! ":%:, ":%:, ":%:, ":%:,

李文辉，等%内皮祖细胞对背根神经节细胞突起及 567638 和 57( 表达的影响!

,
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组 !"# 蛋白的表达量明显高于 $%&' 与 ()* 共培

养组（!!+,+-），见图 - 和图 .。该结果与对应的 )/0

1%2) 结果基本一致。

! !"

促进神经细胞轴突修复方法众多3 包括功能性

干细胞移植456，分子水平多靶向治疗476，电刺激48+6等。

近年来多篇研究报道间质干细胞移植用于治疗脊

髓损伤后的安全性及有效性4880896。间质干细胞移植

可促进神经元轴突的生长同时调控抑制性因子表

达，被越来越多地用于脊髓损伤动物模型的治疗。

$:2' 作为血管内皮细胞的前体，其不仅可以自我复

制增殖，并能分化为成熟内皮细胞4.6。通过直接接触

及增强旁分泌的方式 $:2' 可改善神经细胞修复所

需的微环境。研究发现在大鼠急性脊髓损伤区域

$:2移植联合早期运动可有效促进运动功能恢复48;6。

神经系统抑制轴突生长的因子主要包括 <="=

蛋白、髓鞘相关蛋白和少突角质细胞髓磷脂糖蛋白

以及其共同靶点 <"#。<="= 与其受体 <"# 广泛存

在于神经系统中，生理表达量主要抑制神经轴突的

过度增长以保持神经传导稳定，过度表达并结合后

激活下游分子信号，则表现为强烈的抑制神经元轴

突再生作用4-6。在 <="=蛋白的 ;个亚型中，<="=0>和

<"# 结合后，其抑制神经突起生长作用最明显48?08-6。

*=@AB@CDEF 等48G6对急性脊髓损伤的大鼠注射<="=0

> 抗体，可有效促进神经组织的再生。:BHIJ@=KJE 等48.6

通过敲除 <="=0> 基因，发现 (#* 的网状突起结构

更长、更密集。因此 <="=0> 和 <"# 的表达量对神

经元突起生长关系密切。本研究中，通过 $:2' 与

(#* 共同培养，发现 <="=0> L)!> 相对表达及其

对应 !="=0> 蛋白表达量明显低于单独 M#* 培养

组。单独 M#* 培养组中 <"# L#<> 相对表达量以

及其 <"# 表达量明显高于 $:&' 与 M#* 共同培养

组。在低 <="=0> 和 <"# 表达量的实验组，M#* 胞

体整体较对照组折光性强，细胞突起数目较多，神

经轴突较长，细胞间空隙较少，胞体之间网状结构

更致密，细胞突起数量较对照组明显增加，细胞突

起最长突起以及平均突起长度均明显增长，尽管第

? 日较第 9 日各组 M#* 细胞纯度和活性均有所下

降，但实验组 M#* 纯度和活性均要优于对照组。

<="=0GG 和 DLJ@=0<="= 为文献中报道较多的

<="=0> 主要抑制结构域，不同组织结构表达量亦

不相同。N=OI@JBI 等4856发现，两者不仅各自抑制神经

轴突生长，也可协同作用，前者主要在中枢神经系

统，后者存在于 M#* 和颗粒细胞。本研究中实验组

M#* 细胞突起明显增长，纯度和活性均要优于对照

组，与 <="=0> 和 <"# 表达受抑制有关。对照组

<="=0> 和 <"# 较 $:2' 与 M#* 共培养组表达量

高，其 M#* 细胞突起的生长明显较实验组受抑制，

这与文献4856所报道的 <="=0> 和 <"# 表达量增高抑

制 M#* 生长的报道相一致。但在体外 $:2' 与 M#*

共培养中，可能 $:2' 是通过抑制 M#* 中 DLJ@=0

<="= 的表达发挥促进增长作用。尽管在众多文献报

道中 <="=0> 的神经轴突抑制生长作用已经明确，

但其作用通路复杂，涉及的相关下游分子众多，是
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&'$ " ()*+ ,-./* )*0/.10 23 #$%
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否存在其他重要抑制结构域以及 !"# 抑制信号具

体激活通路仍待研究。

综上，在体外共培养下 $%&' 可以提高 ()* 细

胞突起的生长能力，说明 $%+' 对 ,#* 的生长有促

进作用。这种促进作用与 $-&' 抑制 ./"/01 和 .")

的表达有关。
!"#$%

234 56789 ! :; 5/<'9 !; )=6' ) >; =? 97@ AB/C D9'6E' ?/ E76F6E97G 9
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2R4 李灵玲O 周达岸W 脊髓损伤后 !/?EI 信号对神经再生的研究现状
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2ef4 赵素香O 侯英诺O 张子檀O 等W 内皮祖细胞移植联合早期运动改

善脊髓损伤区血管再生及后肢功能2N4W中国组织工程研究O dQeiO

dQ^igG]]f
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/Y B='H/F'68=F=''2N4W N .=<B/?B9<C9O dQedOdh^fgGSip
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（dQeioedodQ 收稿）

李文辉，等W内皮祖细胞对背根神经节细胞突起及 !/"/o: 和 !") 表达的影响!
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