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大鼠失神经支配表情肌 NT-3基因转染的实验研究

陈传好1 , 2 ,韩　卉1 ,陈昌杰3

[ 摘要] 目的:观察神经营养素 3(neurotrophin-3 , NT-3)基因转染大鼠失神经支配表情肌的情况及对其功能恢复的影响。 方

法:离断大鼠面神经的下颌缘支和颊支后无张力外膜吻合制备面神经损伤模型 , 以直接注射法将脂质体 DC-Chol和重组质粒

pcDNA3.1(+)-NT-3 混匀后注入受损神经处的神经所支配的肌肉内。采用 PT-PCR技术检测转基因处肌肉的 NT-3 表达 , 并

观察 NT-3 基因转染后大鼠触须活动情况 。结果:经脂质体 DC-Chol介导 NT-3 基因可有效地转染组织并得到表达 ,大鼠转基

因实验侧的触须拂动比对照侧提前开始恢复。结论:经脂质体介导的外源性 NT-3 在损伤局部表达并具有促进和加快面神经

功能恢复的作用。
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NT-3 gene transfer to facial muscle denervation in rats
CHEN Chuan-hao ,HAN Hui ,CHEN Chang-jie

(Department of Anatomy , Anhui Medical University , Hefei 230032 , China)

[ Abstract] Objective:To observe the ef fect of neurot rophin-3(N T-3)gene transfer on the function recovery of

facial muscle denervation in rats.Methods:The model of facial nerve lesion was established in rats by cutting the

marginal mandibular branch and buccal branches of facial nerve.The recombinant plasmid pcDNA3.1(+)-NT-3

and DC-chol liposome admix ture were injected into the muscles around the injured facial nerve.RT-PCR was

adopted to confi rm whether NT-3 cDNA expressed af ter the inject ion , and the movement of the rats' palp was

observed.Results:The muscles w ere infected by injecting the DC-chol mediated N T-3 transfer and N T-3 gene

w as expressed.The movement of the rats' palp at the side injected NT-3 began to recover earlier than the control

side.Conclusions:Transfer of NT-3 can promote the recovery of the function of the injured facial nerve by

increasing local expression of ex ogenous NT-3 .
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　　周围神经损伤后的再生和功能恢复一直是困扰

神经科学界的难题及研究的重点之一。临床采用显

微外科技术治疗周围神经损伤 ,效果一直不理想 。

随着神经科学的发展 ,人们发现影响周围神经再生

微环境和神经生长导向性的因素对受损神经再生起

着至关重要的作用[ 1] 。近年的研究证实 ,外源性神

经营养因子(neurot rophic facto rs ,N TFs)具有促进创

伤后神经的再生和功能恢复的作用[ 2] 。有关用

N T-3基因治疗面神经损伤 ,目前少有报道。本实验

采用基因转染的方法 ,给受损面神经创造一个再生

的微环境 ,观察 N T-3基因的体内表达情况及对面

神经功能恢复的影响 ,为进一步探讨 N T-3 对面神

经损伤治疗作用的机制打下基础 。

1　材料与方法

1.1　材料　重组 pcDNA3.1(+)-N T-3 为本实验

室构建 ,浓度为 0.5 μg/μl ,阳离子脂质体 DC-Chol

购自 Promega公司。Wista大鼠由蚌埠医学院实验

动物科提供 。Trizol Reagent 为 GIBCORL 公司产

品 ,逆转录试剂盒为 BBI公司产品。

1.2 　面神经损伤动物模型的制备　成年Wistar大

鼠 20只 ,雌雄不分 ,体重 200 ～ 250 g 。用 3%硫喷

妥钠腹腔麻醉 。采用无菌操作 ,在手术放大镜下分

离暴露两侧面神经的下颌缘支和颊支的主干 ,剪刀

剪断两神经干后 ,在无张力条件下 ,用 11-0缝线对

离断神经行神经外膜吻合。

1.3 　基因转染方法及观测指标　用微量注射器将

DC-Chol(15 μl)和 pcDNA3.1(+)-NT-3(10 μl)混合

物直接注射到大鼠的右侧(实验侧)面神经切断处神
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经所支配的肌肉内 ,左侧(对照侧)只注射 DC-Chol

(15 μl)和 pcDNA3.1(+)(10 μl)混合物 ,缝合关闭

切口 。术后保持伤口清洁无感染 ,在同等条件下 ,分

笼饲养 。转基因第 7 天 ,随机选取 1只大鼠断颈处

死 ,取出两侧基因转染处的肌肉 ,肌肉经总 RNA 抽

提后 ,按照 cDNA 合成试剂盒推荐方法操作合成

cDNA 。取 2 μl反转录产物为模板 ,按常规的 PCR

(50 μl反应体系)条件 ,先将样品于 94 ℃变性3 min ,

按下列参数循环 35 次;94 ℃变性 45 s , 56℃退火

45 s , 72℃延伸 1 min , 最后一个循环 72℃反应

10 min。

1.4　行为学观察　正常情况下 ,大鼠触须向前竖起

有节律性拂动。面神经损伤后 ,触须即向尾侧垂下

并失去拂动能力[ 3] 。自动物手术后第 2 天开始 ,每

天观察记录动物实验侧和对照侧触须节律性拂动的

恢复情况 。

2　结果

2.1　NT-3 m RNA 表达　大鼠面神经损伤后的两

侧基因转染处肌肉的总 RNA 抽提(见图 1),

RT-PC R扩增后的结果显示 ,实验侧获得约 780 bp

大小的片段(见图 2),与预期结果相符 ,而对照侧无

此片段。

2.2　行为学观察结果　面神经切断后大鼠两侧触

须即向尾侧垂下 ,并失去拂动能力。实验后第 8 天

起pcDNA3.1(+)-N T-3基因转染的右侧有少数触

须出现小幅度的拂动 ,随着时间延长 ,触须拂动范围

增大 ,且频率增加。术后第 14.6(13 ～ 16)天大鼠右

侧的触须节律性拂动基本恢复正常 ,对照侧(左侧)

触须至 29.4(28 ～ 31)天开始拂动 ,且动度较小 ,仍

倒向尾侧 ,至 40.7(39 ～ 46)天时 ,拂动范围才开始

加大 。

3　讨论

　　神经营养素 3(neuro trophin-3 , NT-3)是肌源性

神经营养因子 ,为神经营养因子家族的一个成员 。

N T-3在体内具有广泛的生物学作用 ,在中枢神经元

的保护 、周围神经的损伤及营养肌肉 、阻止轴突和运

动终板退变发挥重要作用
[ 4 ,5]

。本实验应用基因克

隆技术构建了重组质粒 pcDNA3.1(+)-NT-3 真核

表达载体(另文发表),采用的阳离子脂质体与目的

基因比例是参阅国外文献推荐的最适比例(DNA :

Liposome 为 1 μg∶3 μl)[ 6] 。在面神经损伤处神经所

支配的肌肉内直接导入 NT-3 基因 , RT-PCR显示

结果证明 ,受损面神经支配的骨骼肌在 m RNA 水平

有 NT-3表达 ,表明 pcDNA3.1(+)-N T-3能有效的

转染到受损神经所支配的骨骼肌细胞 。

面神经颊支和下颌缘支均支配口周肌 ,颊支以

支配鼻唇肌为主 ,下颌缘支以支配颏肌为主 ,口周肌

的收缩会造成大鼠触须节律性拂动。面神经下颌缘

支和颊支损伤后 ,口周肌瘫痪 ,触须节律性拂动消

失 。李云春等[ 7]研究表明 N T-3在面神经有明显的

逆行转运。在面神经右侧损伤处神经所支配的肌肉

内导入外源性神经营养因子 NT-3 , NT-3 可能被面

神经支配的外周靶器官骨骼肌摄入后经逆行转运至

神经元胞体 ,促进和加快面神经损伤后的修复和再

生 。右侧触须 8天后开始拂动 ,但动度较小 ,说明面

神经功能开始恢复 。而注入空载体的对照侧(左侧)

触须出现拂动时间较晚(4周左右),且动度小 ,可能

由于面神经损伤后 ,它所支配的靶器官其它 N TFs

的表达所致。实验侧触须节律性拂动恢复较快 ,可

能是由于损伤面神经处神经所支配的肌肉 N T-3基

因的高表达 ,给受损面神经提供一个良好的再生的

微环境 。有关实验侧骨骼肌功能恢复较早的机制还

有待于通过分子生物学和免疫组化手段进一步研

究证实 。
(本文图 1、2 见封四)
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