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雪旺细胞外泌体影响胶质瘢痕形成修复小鼠脊髓损伤
的实验研究
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脊髓损伤（-MI4?U TPNS I4XBNAC )*D）后轴突严重

受损和神经元死亡，导致运动和d或感觉功能永久丧

失，影响脊髓通过大脑向身体损伤部位以下控制感

觉、运动以及自主功能的系统传递信息的能力e3$#f。

雪旺细胞的外表面有基膜，能够分泌营养因子来支

持轴突生长，包括神经生长因子、脑源性神经营养

因子、胶质细胞系神经营养因子和神经营养素 e;@<f，

能够促进损伤后轴突的去分化和增殖，去除髓鞘和

轴突碎片，其再生能力已被用于修复中枢神经系统

内的损伤e&f。外泌体首先是在 !" 世纪 <" 年代被发

现，并被描述为网状细胞分泌的内体衍生的小囊泡

（%"23#" 45），包含复杂的 :>= 和蛋白质，直径为

("23"" 45 的盘状囊泡e3"@33f。外泌体能够充当信号

传导体并将生物活性分子传递至特定的受体细胞

以进行细胞间通讯e3!f。研究表明，外泌体参与中枢神

经系统（TL4ON?U 4LNZL -A-OL5，*>)）的许多生物学过

程，如突触可塑性、髓鞘膜生物发生的调节以及将

蛋白质或者核酸局部转运至高度极化的结构 e3%@3(f。

而雪旺细胞外泌体（-TH]?44 TLUU@SLNIZLS L^P-P5L-，

)*+,-）最近引起了越来越多实验团队的注意，已经

有研究结果显示，)*+,- 包含 5:>=、5I:>= 和蛋

白质，并能够在体内外增强轴突的再生e3'@3<f。因此，

本研究的目的是研究小鼠脊髓损伤后 )*+,- 在功

能修复的作用及其可能的机制。本研究的发现可能

有助于开发治疗临床脊髓损伤的新型治疗策略。
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注：比例尺：左图 !"" #$，右图 %"" #$

! ! "#$%&"#

'() ! *+,-.(/(01.(2- 2/ "3$%&

! $%&'(

%&% !"#$%&'()*+, 由于雪旺细胞

存在于外周神经，所以本研究选择大的外周神经坐骨

神经来提取雪旺细胞。首先麻醉小鼠，然后使用颈椎脱

臼法处死小鼠并用 '!(的乙醇全身消毒。将坐骨神经分

离出来后汇集到装有无菌 )*+ 的培养皿中，然后抽

出 )*+加入 % $, -./.培养基（01234556!7 $6089840

4:;24!7 $4081$，-./.）和 <"" !, %" $;=$,胶原酶

孵育消化并分别用 % $, 移液器吸头、%> ? 和@% ?

针头多次吸出和吹打组织，然后将细胞悬液通过 '"!$

细胞过滤器滤入离心管中，!"""! 离心 %" $8# 后，

丢弃上清液，用 %" $, -./. 重叠细胞沉淀，轻轻

摇动以均匀分布细胞，转入到 !#AB

@

的 <' $恒温

箱中培养细胞 % 0。第 @ 天更换培养基。

%&@ +A-/7 %() 当雪旺细胞传至足够的皿数

并具有一定细胞密度后，更换培养基为不含 C*+ 的

-./.进行培养，并每 < 0收集 %次雪旺细胞培养基，

将收集到的培养基通过多次超速离心获得 +A-/7。

第 % 次以 % """"! 离心 %" $8#，第 @ 次以 %" """"!

离心 <"$8#。随后，第 <次收集上清液，并在 %"" """"!

下超速离心 % D以沉淀外泌体。用 )*+洗涤 +A-/7后，

在 %"" """"!下超速离心最后 % D后得到 +A-/7。

%&< +A-/7 -. 先使用醋酸戊酯浸没处理 % D，

再用蒸馏水冲洗 < 次，然后浸没在无水乙醇中以去

除铜网上的污物，在无菌容器中备有一定量的无菌

水，然后加入 @(的火棉胶醋酸戊酯溶液于液面中

央来制备支持膜，通过控制无菌水水流流速将支持

膜转移到载网上，然后制片后在透射电镜下观察。

%&E +AF /012%34*56789 由中国

人民解放军军事医学科学院实验动物中心获得 GH

>周龄雌性 A!' 小鼠 @E 只。给小鼠提供足够的标准

食物和水，并在 %@ D=%@ D 的明暗周期下饲养。术前

称重，并通过腹膜内注射 < $,=I; 的 E#水合氯醛对

小鼠进行深度麻醉。使用显微剪对 J%" 椎骨进行背

侧椎板切除术以暴露脊髓，将微型止血钳横向钳夹

暴露处整个脊髓 ! 7 后松开，可观察到小鼠痉挛性

摆尾，双下肢及躯体回缩扑动后双下肢瘫痪，以及

硬脊膜充血水肿，从而造成脊髓挫伤模型。假手术

组除了不进行脊髓钳夹，其他操作与上述操作一

致。+A-/7 治疗组和 )*+ 组均通过尾静脉注射，

每周@次，每次 < !,=只。

%&! :;<=>? 首先灌注取材，取出脊髓后

E(多聚甲醛固定 @E D，转入 <"(蔗糖溶液中脱水

@E D，然后冰冻包埋后切片，厚度为 %" !$，置于 <' $

烘箱中烘烤 % D，后使用 )*+ 复水 ! $8#，加入封闭

液封闭 % D，然后孵育一抗，置于湿盒中 E $过夜，

所用一抗为 !KLJ、"M#MN1328# 和 ?CO)。第 @ 天将

湿盒取出常温复温 % D后用 J*+J洗 <次，每次 %"$8#，

避光常温孵育二抗 % D。孵育完成后使用 J*+J

洗 <次，每次 %" $8#，甘油封片后显微镜下观察。

%&G @ABCD 所有数据均表示为 !"#。通过

?P:QD):0 )P87$ '软件进行统计分析，并使用 "#$%&'#!( #

检验进行成对比较。使用带有 J1I4R 事后检验的

)*+,*-. /0123( 分析确定行为学分析中的显著差

异，包括重复的数据。4S"&"!为差异有统计学意义。

4 )*

@&% +A-/7 鉴定 本研究选用透射电子显微镜

来观测外泌体双层囊膜超微结构。结果显示，

+A-/7 的直径范围为 E"H%"" #$，证实已经分离出

+A-/7（图 %）。

@&@ *.+ EC 对于体内实验，本研究评估了 +AF

后使用 )*+ 和使用 +A-/7 治疗第 %、<、!、'、%E、@>、

E@ 及 !G 天的小鼠的恢复情况。通过对小鼠后肢运

动功能评价，本研究发现在 +A-/7 治疗组和 )*+

治疗组小鼠的 *.+ 评分之间存在统计学上显著的

时间依赖性变化，第 @> 天 4S"&"!，第 E@ 天 4S"&"%，

第 !G 天 4S"&""%。该发现表明，+A-/7 改善了 +AF

后运动功能的恢复（图 @）。

注：T4S"&"!，UU4S"&"%，UUU4S"&""%，'VG
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()* +,-./ !" +,0 #$%&'( 为了研究

+,-./ 是否能够促进 +,0 后的神经保护，本研究在

小鼠损伤部位检测了 1234 和 !2"256789: 的表达

水平。免疫荧光的结果表明，+,0 后，和 ;<+ 处理组

相比，+,-./ 治疗组的 $234 标记的神经递质向下

传递增多，同时 !2"256789: 标记的神经在损伤区

的分布密度增加而且损伤部位两侧正常神经结构

的距离缩短（图 *）。

=)> +,-./ )" +,0 *%&+($,-./ 定

量分析的结果表明，和 ;<+处理组相比，+,-./ 治疗

组的 $234 和 !2"256789: 含量增高且差异具有统

计学意义（图 >，!?%)%@，!?")"$）。

=)$ +,-./ 0123 +,0 *4567$89 为

探索 +,-./ 促进神经学功能恢复的机制，通过检测

ABC;表达水平来观察胶质瘢痕的变化情况，免疫荧

光的数据显示，与 ;<+组相比，+,-./组胶质瘢痕表

达增加，并且生长密度和延伸趋势明显（图 $）。

=)' +,-./ 0123 +,0 *456789$,-

./ 定量分析的结果表明，与 ;<+ 组相比，+,-./

组胶质瘢痕表达增加，差异具有统计学意义（图 '）。

! !"

本研究通过提取原代雪旺细胞并从其培养上清

中超速离心出 +,-./，与 ;<+组相比，+,-./ 组小鼠

的行为学功能改善，神经学功能指标具有显著性改

善，同时胶质瘢痕形成增加。以上结果表明，+,-./

可以通过影响胶质瘢痕的形成，从而增加神经元的

存活和修复小鼠脊髓损伤。

在周围神经系统中，轴突在神经损伤后有效地

再生，雪旺细胞在其中发挥重要作用D@$E，而在中枢神

经系统中，由于神经元固有的局限性和限制再生的

纤维瘢痕，再生能力差D@'E。最近，有研究表明 +,-./

包含 FGHC、F9GHC 和蛋白质，并在体外和体内增

注：比例尺：左边 IJ% #F，中间、右边放大后 $% #F

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

)*+ , %--./0& 1- "'$%& 12 2.3412 5410./0*12 6-0.4 "'(

注：K!?")"$L KK!?J)J@

# 7 "'$%&$ "'(%&'-)./012

)*+ 7 83620*060*9. :606 1- "'$%& *2:3/.: 2.3412 5410./0*12 6-0.4

"'(
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平
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注：比例尺 IJJ #F
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强轴突再生!"#$"%&。此外，该研究还证明，'#()*+ 存在

于 ,-./0 中，是一种前体再生的蛋白质。该蛋白在

去分化的雪旺细胞中高表达，在病变区域丰富，并且

'12)*+通过 +345来调节生长锥状丝状伪足!67&。因

此 ,-./0 的神经保护作用越来越受到关注。但是真

正将 ,-./0 应用于中枢神经损伤治疗的研究屈指

可数，本研究使用超速离心法分离出 ,-./0 进行小

鼠脊髓损伤治疗，观察到 ,-./0具有神经保护作用，

并可恢复小鼠行为学功能，由于 ,-./0 获取相对比

较困难，耗费时间长且成本投入高，所以如何更快

更好的获取足量的 ,-./0 可能是临床转化中一个

非常重要的限制因素。

近年来，对于胶质瘢痕的作用褒贬不一，之前

很多学者认为胶质瘢痕在 ,-8 后更多的扮演一个

物理阻隔的作用，限制了轴突的再生和神经元的存

活，而目前越来越多的研究显示，胶质瘢痕主要由

星形胶质细胞、少突胶质细胞等构成，这些细胞本

身就是构成轴突和支撑神经元的重要胶质细胞，所

以它们的存在可以促进轴突的再生和神经元的存

活!"9:;<&。本研究发现胶质瘢痕可以受到 ,-./0 的激

活而表达增多，从而促进脊髓损伤后运动功能以及

神经学功能的修复，但是 ,-./0 如何影响胶质瘢痕

形成的机制还有待进一步研究。
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