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·基础实验研究论著·

雪旺细胞联合高压氧治疗对脑缺血代偿区ｎｅｔｒｉｎ１表达的影响

刘艳丽，李婷婷，张　华△

（湖北医药学院附属东风医院检验科，湖北十堰４４２００８）

　　摘　要：目的　研究高压氧治疗与雪旺细胞联合移植对脑缺血代偿区ｎｅｔｒｉｎ１的表达的影响。方法　建立大鼠大脑中动脉

闭塞模型，分为第１组雪旺细胞移植和第２组雪旺细胞移植联合高压氧治疗。用ＲＴＰＣＲ观察ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ表达变化情况。

结果　联合治疗组ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ比单纯细胞移植组降低１／４。结论　ｎｅｔｒｉｎ１在高压氧的作用下降低，可能的原因为高压氧增

加自由基的生成，自由基导致ｎｅｔｒｉｎ１的降低。
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　　脑缺血后组织缺氧是细胞损伤的主要原因之一，高压氧

（ＨＢＯ）被认为是治疗脑缺血方法之一。ｎｅｔｒｉｎ１是层粘连蛋

白相关的分泌蛋白，有研究发现用腺相关病毒高表达ｎｅｔｒｉｎ１

增加实验性卒中大鼠坏死灶周围血管密度，促进运动功能恢

复［１］。本实验将雪旺细胞移植与高压氧联合治疗脑缺血，观察

高压氧对脑缺血代偿区ｎｅｔｒｉｎ１表达的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＤ成年健康雌性大鼠１６只，由湖北医药学

院实验动物中心提供，体质量２２０ｇ左右，分为大脑中动脉阻

塞脑缺血给予ＳＣ治疗组和ＳＣ移植合并高压氧治疗组，每组８

只大鼠。

１．２　雪旺细胞培养和纯化　原代培养：取４～５ｄ的ＧＦＰ乳

鼠１０只，处死后浸泡于７５％的乙醇溶液中消毒，无菌条件下

取双侧坐骨神经剥除神经外膜，将神经束剪成０．１～０．２ｍｍ

的碎块，于该培养皿中依次加入０．１６％胶原酶，０．２５％胰蛋白

酶各１ｍＬ，消化５ｍｉｎ，用含有１０％小牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２

培养基终止消化，接种到培养瓶中第５天进行传代培养。传代

培养：用０．３％胰蛋白酶约１．５～２ｍＬ直接加入培养瓶中，倒

置显微镜下观察２０～３０ｓ，待雪旺细胞回缩成亮团状，终止消

化，离心１５ｍｉｎ。弃上清，于沉淀中加入含２０％小牛血清的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基１．５ｍＬ，吹打混匀后，移入新培养瓶中，

３７℃，５％ＣＯ２ 孵育箱中继续培养。

１．３　大鼠大脑局灶缺血模型的制作　用３．６％水合氯醛（１０

ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉大鼠，仰卧固定于手术台上，纵向切开颈

部正中皮肤及皮下组织，暴露左颈总动脉（ＣＣＡ）。在ＣＣＡ剪

一小切口，将一端椭圆略膨胀，长约６ｃｍ，直径０．２ｍｍ的鱼线

插入ＣＣＡ后徐徐推进至略感阻力，提示鱼线盲端已达大脑中

动脉。

１．４　细胞移植　ＳＤ大鼠脑缺血后立即分别进行各组细胞移

植。细胞悬液浓度为５×１０５／μＬ。将ＳＤ大鼠仰卧后固定于定

于手术台上，于颈总动脉移植细胞，移植速度为１μＬ／ｍｉｎ，移

植完毕后缝合颈部皮肤。

１．５　免疫抑制剂使用　ＳＤ大鼠于手术前后３ｄ腹腔注射稀

释环孢素０．２毫升／只（环孢素：生理盐水＝１∶１０），减轻细胞

移植排斥反应。

１．６　细胞移植后基因表达　提取皮质总 ＲＮＡ，逆转录扩增

ｎｅｔｒｉｎ１和βａｃｔｉｎｍＲＮＡ表达。上下游引物序列如表１。上

下游引物各０．５μＬ，ＰＣＲ反应总体积为２５μＬ，实验条件：９４

℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、退火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ共

３５个循环，最后７２℃总延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物取２０μＬ用含

１∶２００００ｇｏｌｄｖｉｅｗ的１％琼脂糖凝胶电泳，电压２８０ｖ，时间

２５ｍｉｎ。ＢＩＯＲＡＤ凝胶成像仪紫外模式下拍摄凝胶图片，以

βａｃｔｉｎ为内参照进行电泳条带光密度分析，灰度扫描，求得各

目的条带与βａｃｔｉｎ的相对比值，进行统计学分析。
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表１　　Ｎｅｔｒｉｎ１和βａｃｔｉｎ的引物序列

因子 上游引物 下游引物 产物长度（ｂｐ） 退火温度（℃）

Ｎｅｔｒｉｎ１ ５′ＴＴＴＧＧＣＧＡＣＧＡＧＡＡＣＧＡＡＧ３′ ５′ＧＣＧＧＣＡＧＴＴＧＡＧＡＣＡＧＡＣＡＣ３′ ３４８ ５４．５

βａｃｔｉｎ ５′ＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡ３′ ５′ＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴ３′ ２２７ ５２．５

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计处理，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

ＳＣ联合高压氧治疗组ｎｅｔｒｉｎ相对灰度值为（０．７５±０．

０８），与单独ＳＣ治疗组相对灰度值（０．９９±０．１９）比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。说明高压氧能有效减少枕叶 Ｎｅｔｒｉｎ

表达。

３　讨　　论

本研究发现高压氧联合雪旺细胞移植治疗大鼠脑缺血过

程中，高压氧联合雪旺细胞移植组与单纯雪旺细胞移植组比

较，ｎｅｔｒｉｎ１下降了１／４。提示高压氧在治疗脑缺血过程中，可

能对某些有益的因子存在某种抑制作用。

雪旺细胞是周围神经的重要结构和功能细胞，是神经组织

工程研究的重要种子细胞。雪旺细胞可分泌多种与神经再生

有关的细胞外基质成分；分泌神经营养因子在组织工程研究中

起非常重要的作用。以往雪旺细胞多用于周围神经缺损或神

经功能紊乱，最近有学者提出一种移植能分泌多种营养因子的

细胞进入脑缺血梗死灶周围，以期促进大脑功能的恢复的思

想，并证明了此种方案的可行［２］。这些都为雪旺细胞移植提供

了前期研究基础。Ｎｅｔｒｉｎ１不仅是轴突导向因子，而且还参与

了神经元迁移、血管生成以及抗凋亡等过程［３］。Ｗｕ等
［４］发

现，脑梗死后向侧脑室持续性注射ｎｅｔｒｉｎ１可有效减少缺血导

致的神经元凋亡。ｎｅｔｒｉｎ１通过抑制凋亡和炎症保护肾小管上

皮细胞，同时降低氧化应激反应［５］。急性脑缺血损伤的细胞内

级联反应时，自由基损伤是其中的一个重要环节［６］，而 ＨＢＯ

治疗增加氧供的同时，也可能增加氧自由基，因此，很多文献研

究了 ＨＢＯ治疗是否增加氧自由基损伤
［７８］，楼敏等［９］研究发

现在脑缺血时间窗内，ＨＢＯ治疗能增加脑缺血区线粒体自由

基生成，并提高线粒体抗自由基酶活性。

Ｎｅｔｒｉｎ１与自由基之间的关系目前还未完全明了，之前的

研究表明，ｎｅｔｒｉｎ１能增加自由基的生成
［１０１３］，而自由基如何

影响ｎｅｔｒｉｎ１的表达目前并未见有关方面的报道，本研究中

ｎｅｔｒｉｎ１在高压氧的作用下降低，可能的原因为高压氧增加自

由基的生成，自由基导致ｎｅｔｒｉｎ１的降低，从而导致ｎｅｔｒｉｎ１导

致的自由基降低，这是机体在自由基损伤过程中的一种保护机

制，具体自由基是否会导致ｎｅｔｒｉｎ１的降低，这需要进一步的

研究。
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