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长时间高糖培养导致施万细胞ＰＤＧＦ表达下调
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　　摘　要：目的　观察高糖培养条件下施万细胞血小板源性生长因子（ＰＤＧＦ）表达变化情况。方法　试验分为普通糖水平组

及３０ｍｍｏｌ／Ｌ作用２ｄ组（ＨＧ２）、作用４ｄ组（ＨＧ４）和作用６ｄ组（ＨＧ６）。应用逆转录聚合酶链反应检测各组ＰＤＧＦｍＲＮＡ表

达。结果　与普通糖水平组比较，ＨＧ２组ＰＤＧＦｍＲＮＡ无变化（犘＞０．０５），ＨＧ４组、ＨＧ６组均下降（犘＜０．０５），且 ＨＧ４组、ＨＧ６

组比较无统计学差异（犘＞０．０５）。结论　ＰＤＧＦ与还原型尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶和反应性氧化产物间可能存在负

反馈调节机制。
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　　施万细胞（ＳＣｓ）是周围神经系统中的神经胶质细胞，起源

于胚胎的神经嵴细胞，发育过程包括ＳＣｓ前体、未成熟ＳＣｓ，最

后形成成熟ＳＣｓ。成熟ＳＣｓ包绕周围神经的轴突形成有髓或

无髓神经纤维。细胞外表面有基膜，能分泌神经营养因子，促

进受损神经元的存活及其轴突的再生。血小板源性生长因子

（ＰＤＧＦ）可促进多种细胞的有丝分裂，调节细胞生长与分化，

诱导分泌其他细胞因子，促进细胞基质成分的合成，在组织修

复、胚胎发育、免疫及多种常见疾病中起着重要作用，特别是对

一些慢性难愈性伤口（如糖尿病溃疡、慢性静脉性溃疡、压疮、

放射性溃疡等）有明显促进愈合的作用。本研究利用高糖刺激

体外培养的ＳＣｓ，并观察ＰＤＧＦ表达水平。

１　材料与方法

１．１　材料、仪器与试剂　１～３日龄ＳＤ乳鼠（四川大学华西医

学院动物中心），ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清、青链霉素双抗

（Ｈｙｃｌｏｎｅ），阿糖胞苷（Ｓｉｇｍａ），ＣＯ２ 培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ），倒置相

差显微镜（Ｎｉｋｏｎ），解剖显微镜（舜宇），超净工作台（Ａｉｒｔｅｃｈ），

凝胶成像系统、电泳仪（ＢｉｏＲＡＤ），细胞培养板（Ｎｅｓｔ），逆转录

聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔｅｒｓ），Ｓ１００抗体

（Ａｂｃａｍ）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　取ＳＤ乳鼠，７５％乙醇浸泡３０ｓ，断颈处死，

无菌切取双侧坐骨神经，在解剖显微镜下小心剥离神经外膜，

将去膜的神经用显微剪剪成０．５ｃｍ的小段，小心接种在６孔

培养板上，每孔预先加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（含１０％胎牛血

清）０．５ｍＬ，５％ＣＯ２、３７℃培养箱培养２４ｈ，可见体积稍大、形

态不规则的细胞首先迁出，将植块取出，重新接种到新的６孔

培养板培养，２４ｈ后加入阿糖胞苷（终浓度５～１０ｍｏｌ／Ｌ），２４ｈ

后吸去含阿糖胞苷的培养液，之后每３天更换培养液。显微镜

下观察细胞长满培养板后吸去培养液，用０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ

洗２次，加入０．２５％胰蛋白酶消化３ｍｉｎ，显微镜下见细胞突

起回缩、细胞体变圆变亮后立即加入含血清的培养液终止消

化，用加样枪轻轻吹打培养板底，收集细胞培养液，１２００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，收集细胞沉淀，重悬后接种到新的培养板。取第

２代细胞，分为４组，用３０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖分别作用０、２、４、６

ｄ，取材细胞。

１．２．２　Ｓ１００鉴定ＳＣｓ　显微镜下观察培养板中的细胞，选择

细胞形态良好的微孔，吸去培养液，０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗，每

孔加入２００μＬ多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，３％Ｈ２Ｏ２ 避光封闭内源

性过氧化物３０ｍｉｎ，５％羊血清封闭３０ｍｉｎ，２％羊血清稀释的

Ｓ１００抗体１００μＬ／孔，４℃培养１８～２４ｈ，通用型ＰＶ９０００１

３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＶ９０００２３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色５

ｍｉｎ，单蒸水终止显色，显微镜下观察并拍照。
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１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测　βａｃｔｉｎ上、下游引物序列分别为５′

ＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡ３′、５′ＧＧＡＣＴＣＡＴＣ

ＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴ３′，ＰＤＧＦ上、下游引物分别为５′ＣＴＧ

ＣＴＧＣＴＡＣＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧ３′、５′ＧＣＡＣＴＧＣＡＣＡＴＴ

ＧＣＧＧＴＴＡＴＴ３′。按 ＲＴＰＣＲ试剂盒说明书合成ｃＤＮＡ，

ＰＣＲ反应条件为：９５℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、６０℃３０ｓ、７２℃３０

ｓ，循环３４次；７２ ℃ １０ｍｉｎ。采用１％琼脂糖凝胶（含１∶

２００００的ＧｏｌｄＶｉｅｗ）电泳检测ＰＣＲ产物（电压２８０Ｖ、电泳１５

ｍｉｎ），凝胶成像系统拍照。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０行单因素方差分析，显著

性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

显微镜观察及Ｓ１００鉴定发现ＳＣｓ纯度达９５％以上，可

用于后续研究，见图１。长时间高糖培养使ＳＣｓＰＤＧＦｍＲＮＡ

表达在第４、６天分别下降４０％和５０％，见图２。

　　Ａ：原代培养（×１００），可见ＳＣｓ呈头对头、肩并肩，极性生长；Ｂ：Ｓ

１００免疫细胞化学染色图片（×４００），可见ＳＣｓ细胞体及突起均染成棕

色，细胞体呈长梭型，突起细长。

图１　　ＳＣｓ观察

　　Ａ：ＳＣｓ高糖培养不同时间后ＰＣＲ产物电泳图；Ｂ：ＰＣＲ产物电泳

条带相对亮度比较图；：与第０、２天ＰＤＧＦｍＲＮＡ表达水平比较，

犘＜０．０５。

图２　　ＰＤＧＦｍＲＮＡＰＣＲ产物电泳条带图及统计数据图

３　讨　　论

本研究发现ＳＣｓ在高糖培养条件下ＰＤＧＦｍＲＮＡ表达下

调，在高糖作用后第４天下降后一直保持低水平，第４、６天表

达水平分别比第０、２天下降４０％～５０％，显示高糖可抑制ＳＣｓ

合成ＰＤＧＦ的能力。

ＳＣｓ在糖尿病神经病变及周围神经损伤后的修复和再生

中具有重要作用，其分泌的多种细胞因子参与修复过程，是组

织工程的种子细胞之一，高糖造成周围神经损伤以及损伤后的

修复都离不开ＳＣｓ的参与。在 Ｗａｌｌｅｒｉａｎ变性中，ＳＣｓ首先表

现为增殖反应，进而发生合成和分泌功能的变化，对损伤的神

经轴突起到营养和趋化作用。

氧化应激在周围神经病变过程中扮演着重要角色。体内

反应性氧化产物（ＲＯＳ）生成过多可快速耗竭尼克酰腺嘌呤二

核苷酸（ＮＡＤ＋），进而明显抑制３磷酸甘油醛脱氢酶活性而使

磷酸丙糖浓度增高，导致丙酮醛和糖代谢终末产物生成增加，

激活蛋白激酶Ｃ，引起细胞损伤。还原型尼克酰胺腺嘌呤二核

苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）氧化酶则可直接产生ＲＯＳ，并导致氧化应

激［１］。

Ｄｕ等
［２］发现高糖可增加三羧酸循环产物，使质子梯度超

过域值，进而使内皮细胞内超氧化物增加。Ｄｕ等
［３］也发现成

模２个月的糖尿病大鼠视网膜氧自由基显著增加，这种变化可

被２噻吩甲酰三氯丙酮（ＴＴＦＡ，特异性线粒体电子传递链抑

制剂）阻断，证实超氧化物主要由线粒体产生。

ＰＤＧＦ是一种在发育和病理过程中具有多种功能的蛋白

质。在中枢神经系统，ＰＤＧＦ促进神经元增殖和分化，表现为

神经保护性作用。Ｚｈｅｎｇ等
［４］认为ＰＤＧＦＢＢ激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

途径对抗氧化应激，以达到神经元保护作用。Ｐｅｎｇ等
［５］发现

ＰＤＧＦ通过诱导神经元突触可塑性基因Ａｒｃ／Ａｒｇ３．１而参与突

触重建。

Ａｎｕｓａｋｓａｔｈｉｅｎ等
［６］发现ＰＤＧＦ可促进牙周软组织修复，

且可以诱导神经纤维肉瘤来源的ＳＣｓ增殖
［７］，通过磷酸化

ＰＤＧＦ受体而增加恶性周围神经髓鞘瘤来源的ＳＣｓ侵袭活

性［８］。Ｌｏｂｓｉｇｅｒ等
［９］发现 ＮＴ３与ＰＤＧＦＢＢ联合作用可阻止

ＳＣｓ前体细胞凋亡。Ｌａｎｇｅ等
［１０］发现ＰＤＧＦＢＢ通过增加细胞

内钙离子浓度而诱导产生ＲＯＳ，激活ＥＲＫ１／２信号途径，促进

血管生成。Ｓａｌｍｅｅｎ等
［１１］发现在ＰＤＧＦ诱导健康人成纤维细

胞表达磷酸化的视网膜母细胞瘤蛋白过程中，两种 ＮＡＤＰＨ

氧化酶ＮＯＸ４和ＤＵＯＸ２是必不可少的。Ａｄａｃｈｉ等
［１２］研究了

非吞噬细胞ＮＡＤＰＨ氧化酶来源的ＲＯＳ在ＰＤＧＦ诱导的肝星

状细胞（ＨＳＣｓ）增殖中的作用，以及ＰＤＧＦＢＢ诱导的 ＨＳＣｓ增

殖与 ＲＯＳ的清除和 ＮＡＤＰＨ 氧化酶抑制间的关系，发现

ＰＤＧＦＢＢ激活 ＮＡＤＰＨ 氧化酶，导致 ＲＯＳ的产生，并且

ＮＡＤＰＨ氧化酶来源的 ＲＯＳ通过磷酸化 ｐ３８ ＭＡＰＫ 诱导

ＨＳＣｓ增殖。

因此，ＰＤＧＦ能增加 ＮＡＤＰＨ氧化酶的活性，导致细胞内

ＮＡＤＰＨ减少，高糖培养后细胞内 ＰＤＧＦ下降是为了降低

ＮＡＤＰＨ氧化酶的活性，从而减少ＲＯＳ的产生，说明细胞为了

在高糖培养条件下生存而代偿性减少ＰＤＧＦ表达。高糖培养

条件下，细胞内ＲＯＳ产生增加，反馈抑制ＮＡＤＰＨ氧化酶的活

性，进一步抑制ＰＤＧＦ的表达，ＮＡＤＰＨ氧化酶、ＲＯＳ与ＰＤＧＦ

之间可能也存在负反馈抑制作用。
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有ｐｔｘＰ３基因亚型的 ＭＬＶＡ９１型菌株，这些菌株应当是以后
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略奠定基础。
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统计资料类型

统计资料共有三种类型：计量资料、计数资料和等级资料。按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料。

定量资料又称计量资料，指通过度量衡的方法，测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小，得到的一系列数据资

料，其特点为具有度量衡单位、多为连续性资料、可通过测量得到，如身高、红细胞计数、某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料。

定性资料分为计数资料和等级资料。计数资料为将全体观测单位（受试对象）按某种性质或特征分组，然后分别清点各

组观察单位（受试对象）的个数，其特点是没有度量衡单位，多为间断性资料，如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组，男性组有７２例，女性组有７０例，即为计数资料。等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料，可通过

半定量的方法测量，其特点是每一个观察单位（受试对象）没有确切值，各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同，如根据

某种药物的治疗效果，将患者分为治愈、好转、无效或死亡。
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