
蚌埠医学院学报2010年11啦 5誊箜 塑 1087 

[文章编号]1000-2200(2010)11—1087—04 。基 础 医学 · 

细胞外基质支架对大鼠嗅鞘细胞神经营养素表达的影响 

蒋 锋，胡萍萍，沈丽萍，吴晓红，杨 平 

[摘要]目的：构建一种复合型细胞外基质支架，并探讨其是否影响大鼠嗅鞘细胞(olfactory ensheathing cells，OEC)合成神经营 

养素。方法：将纤维蛋白原、层黏连蛋 白和纤黏连蛋白按一定比例混合，在新鲜大鼠血浆促凝作用下，构建细胞外基质支架， 

在支架表面种植大鼠 OEC，观察其生长增殖情况和对神经营养因子表达能力的影响。结果：OEC在复合支架上贴壁良好 ，增 

殖旺盛，伸出较长的突起。生长于复合支架上的 OEC较玻璃片上的细胞合成更多的神经营养素。结论：细胞外基质支架能促 

进 OEC增殖 ，同时促进 OEC神经营养素分泌。 
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The influence of extra cellular matrix scaffold on the expression of 

neurotrophins in rat olfactory ensheathing cells 

JIANG Feng，HU Ping—ping，SHEN Li—ping，WU Xiao—hong，YANG Ping 

(Department ofMedical Affairs，Zhenjiang Second People s Hospital，Zhenjiang Jiangsu 212001，China) 

[Abstract]Objective：To construct a kind of extracellular matrix scaffold and investigate whether it can irffluence the expression of 

neurotrophins in rat olfactory ensheathing cells．M ethods：Mixed fibrinogen，laminin and fibrone(‘tin proportionally，then added fresh rat 

plasma to construct scaffold．Plated the rat olfactory ensheathing cells(OEC)on scaffold and then observed the influence of scaffold on 

proliferation and neurotrophin expression of OEC．Results：Rat OEC adhered to scaffold easily，proliferated quickly and extended long 

processes．Immunofluorescence and western blotting showed rat OEC on scaffold could produce more neurotrophins than those on glass． 

Conclusions：Extracellular matrix scaffold can promote proliferation of rat OEC and promote the production of neurotrophins． 
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脊髓损伤后神经再生困难，嗅鞘细胞(olfactory 

ensheathing cells，OEC)移植是治疗脊髓损伤的主要 

方法之一。OEC不仅存在于嗅球中，而且存在于鼻 

腔嗅黏膜中，获取 OEC较为方便。OEC可以通过分 

泌神经营养因子(nerve growth factor，NGF)、脑源性 

神经 营养 因子 (brain—derived neurotrophic factor， 

BDNF)、神经营养素一3(neurotrophin一3，NT一3)等在内 

的多种神经营养素来促进神经再生和修复  ̈J。如 

何将 OEC移植至损伤部位并保持细胞生长良好及 

功能对治疗效果有重要影响。以注射细胞悬液的方 

式移植简便，但 OEC很容易从损伤部位流失。而应 

用组织工程支架移植 OEC治疗脊髓损伤可能具有 
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良好的应用前景，但支架上生长的 OEC是否仍然具 

有分泌神经营养素的能力 目前尚不清楚。本实验利 

用 3种细胞外基质(ECM)蛋白、纤维蛋白原(FG)、 

层黏连蛋白(LN)和纤黏连蛋白(FN)构建了一种复 

合支架，以圆玻片为对照，探讨这种复合支架对 

OEC中神经营养素表达的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 实验用 SD雌性大 鼠若于只，体重 

250—300 g，由江苏大学实验动物中心提供；FG 

(F6755)、LN(L2020)和 FN(F7049)购 自Sigma公 

司；新鲜鼠血浆为未加抗凝剂大 鼠全血高速离心 

(4 000 r／rain，5 rain)后的上清。DMEM、F12培养 

基和胎牛血清购 自 Gibco公 司；一抗 ：兔抗大 鼠 

NGF、BDNF、NT一3等多克隆抗体购 自Santa Cruz公 

司。辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase，HRP) 

vein grafts[J]．FASEB J，2006，20(2)：398—400． 

[3] Saunders PC，Pintucci G，Bizekis CS，et a1．Vein graft arterialization 

causes differential activation of mitogen．activated protein kinases 

[J]．J Thorac Cardiovasc Surg，2004，127(5)：1276—1284． 

【4 J Pintucci G，Moscatelli D，Saponara F，et a1．Lack of ERK activation 

and cell migration in FGF-2-deficient endothelial cells『J]．FASEB 

J，2002，16(6)：598—600． 
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标记的山羊抗兔 IgG为 Santa Cruz公司产品；分子 

成像系统为 Typhoon 9400 Variable Mode Imager． 

ECL plus免 疫 印 迹 发 光 剂 购 自 Amersham 

Biosciences公司；倒置显微镜为 Nikon公司产品；荧 

光显微镜和图像分析软件为 Leica公司产品；蛋白 

电泳仪、转印仪购于 Bio—Rad公司。 

1．2 方 法 

1．2．1 大鼠 OEC的取材培养及纯化 成年 SD大 

鼠经腹腔注射麻醉，无菌条件__卜取嗅黏膜，用无血清 

DMEM／F12混合培养基(含青霉素200 u／ml和链霉 

素 200 u／m1)漂洗数次，随后充分剪碎，离心后移人 

0．25％胰酶中消化，同时用吸管吹打，获得嗅黏膜混 

合细胞悬液，使用上述培养基洗涤，离心后使用完全 

培养基调整细胞密度至 1×10。／ml，接种于培养瓶 

内，置 CO 培养箱内(37℃，5％CO ，饱和湿度)培 

养。每 3天换液 1次，每日观察细胞生长状况并摄 

片。体外培养 14天左右，原代培养细胞融合度可达 

80％ ～90％，此时进行传代培养。具体步骤包括：弃 

培养基，胰酶消化细胞，待细胞突起回缩，终止消化， 

再用完全培养基调整细胞密度至 1×10。／ml，重新 

接种于新的培养瓶，置培养箱培养。采用差速贴壁 

法纯化大鼠OEC，传代后8 h左右，将培养瓶中悬浮 

细胞取出置于另一培养瓶内。由于 OEC贴壁比成 

纤维细胞慢，悬浮细胞中主要是 OEC。将悬浮细胞 

再接种于新的培养瓶继续培养，用同样方法传代纯 

化3次后，小部分细胞接种于 24孔板内圆盖玻璃片 

上用于 OEC标记蛋 白NGFRp75、S100和 GFAP的 

免疫荧光染色鉴定，大部分接种于支架观察支架对 

OEC表达神经营养素的影响。 

1．2．2 ECM支架的制备及细胞接种 支架由 FG、 

LN和FN 3种 ECM蛋白构成。先将 LN和FN(终浓 

度均为 l0 m1)溶解于无血清 DMEM／F12(v／v： 

1：1)混合培养基中，然后将 FG(终浓度为 100 mg／ 

m1)溶于LN／FN混合液中。这 3种 ECM便混合成 

胶状物，将胶状混合物均匀涂抹于直径 1 am的无菌 

圆盖玻璃片上(预先置于24孑L板内)。向胶状混合 

物 中加入 等体积新鲜大 鼠血浆，置于培养箱 内 

37 oC，1 h左右便形成了ECM支架。将传过 4代的 

纯化鼠OEC种植在 24孑L板内的支架表面，同时将 

来源于相同培养瓶的OEC种植在预先置于24孑L板 

内的玻璃片表面作为对照，接种之前将细胞悬液密 

度调整至 1×10。／ml。同时以相同细胞密度种植于 

预铺支架和无支架的 6孔板中，以便进行免疫印迹 

检测。每 日观察摄片，每隔3天换液。 

1．2．3 免疫荧光法检测 OEC标记蛋白 细胞种植 

后培养至第7天弃去培养液，用 4％多聚甲醛固定 
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细胞，PBS清洗3次；0．25％ Triton X一100 37℃孵育 

30 min；正常山羊血清 37 c(=孵育 1 h；分别用小鼠抗 

GFAP、$100~和p75等单克隆抗体(稀释度均为1： 

200)或兔抗 NGF、BDNF、NT一3等多克隆抗体(均为 

1：200稀释度)4℃孵育 24 h，次 日37 oC孵育 2 h； 

PBS清洗 3遍；Cy3标记的山羊抗兔或小 鼠 IgG 

(1：300稀释度)37℃孵育 1 h；PBS漂洗 3遍；中性 

甘油封片，于荧光显微镜下观察及摄片。以 PBS代 

替一抗或二抗作为阴性对照。 

1．2．4 免疫印迹法检测 OEC NGF表达 

1．2．4．1 样品准备 将细胞种植于 6孔培养板内 

(支架与对照各 3孔)，培养至第 7天弃去培养液， 

用 PBS清洗 3次，将 6孔板中的OEC及支架刮下， 

移至 1．5 ml Eppendoff管中，快速离心弃上清，加入 

200 Ixl裂解液，细胞超声匀浆后置冰上裂解 1 h， 

4℃，12 000 g离心 15 min，取上清，加人上样缓冲 

液，煮沸 5～10 min，超低温冰箱冻存。 

1．2．4．2 免疫印迹 配制 8％分离胶和 5％积层 

胶；上样后电泳，通过转印仪将凝胶中分离的蛋白转 

至聚偏氟乙稀(PVDF)膜上，用含 1‰ 吐温-20的三 

羟甲基氨基甲烷缓冲盐水(TBS—T)漂洗 1次；5％脱 

脂奶粉(TBS．T稀释)室温封闭 1 h；用 NGF、BDNF 

和 NT一3等多克隆抗体(均为 1：200稀释度)室温孵 

育 3 h；于摇床上 TBS。T漂洗30 min；HRP一山羊抗兔 

或小鼠IgG(均为1：10 000稀释度，5％脱脂奶粉配) 

室温孵育 1 h；于摇床上 TBS．T漂洗 45 min；ECL— 

plus发光剂 室温 孵育 5 min，于 分子成 像 系统 

Typhoon 9400 Variable Mode Imager上扫描成像，选 

用三磷酸 一甘油醛脱氢酶(GAPDH)作为内参。该 

实验重复 3次。 

1．3 统计学方法 采用 检验。 

2 结果 

2．1 OEC标记蛋白的表达 体外培养的OEC形态 

有多种，包括双极、多极和多边形等，以双极和多极 

细胞为主。免疫荧光染色显示传代培养纯化后的 

OEC 表 达 标 记 蛋 白 NGFRp75、S100 和 GFAP 

(见图 1)。 

2．2 支架上 OEC神经营养因子的表达 在培养过 

程中发现，与玻璃片相 比，复合支架 明显有利于 

OEC的贴壁。支架上的 OEC排列较玻璃片上的细 

胞有序，伸出的突起更长；且细胞倍增时间较玻片上 

的细胞短，支架表面的细胞在种植后 7天即达到增 

殖高峰，于该时间点用免疫荧光染色(见图2)。 

同时，支架表面培养的OEC细胞在种植7天达 

到增殖高峰时，取细胞提取蛋白进行免疫印迹(见 
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图l 纯化后嗅鞘细胞形念及其 NGFRp75、S100和 GFAP的表达(A：NGERp75：B：$100：c：GFAP) 

A、C、E：支架表面 OEC中NGF、BDNF、NT3的表达：B、D、F：玻片表面的OEC中NGF、BDNF、NT3的表达 

图2 免疫荧光染色显示 0EC存支架和玻片叶1三种神经营养 f的表达 

冈3)，检测 OEC NGF、NT3和 BDNF的表达水平。 

结果发现支架组 OEC神经营养 因子蛋 白表达与 

GAPDH(内参)蛋白条带光密度的比值均明显高于 

玻片组与 GAPDH的蛋白条带光密度的比值(P< 

0．01)(见表 1)。 

_ 

_ 

图3 免疫日1迹法柃测 OEC·}】囚 NG} 、BDNF、NT3 支架 

和破 表达的比较 (GAPDH为内参) 

3 讨论 

OEC是一种神经胶质细胞 ，移植到损伤部位 

表 1 支架上与玻片对照组中 NGF、NT3和 BDNF表达与 

内参的比值(n =10； ± ) 

不仅能够包绕轴突形成髓鞘，而且能够合成包括 

NGF、BDNF和 NT一3在内的多种神经营养因子，促 

进神经修复。因而 OEC作为细胞移植疗法的种子 

细胞 ，具有很广 阔的应用前景 ，不仅可 以用于治疗脊 

髓损伤，而且可以治疗其他的神经受损疾病，如肌萎 

缩侧索硬化症、脊髓炎后遗症等。很多研究E 3 将 

OEC悬液注射到损伤部位进行细胞移植 ，取得一定 

的效果，但注射细胞悬液会导致 OEC流失较多。有 

学者 设计了一种新颖 的复合支架，主要 南3种 

ECM蛋白组成，包括 FG、FN和 LN。3种 ECM成分 
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原液为可溶性，混合后加入的新鲜血浆可以促进 FG 

转变为纤维蛋白，并与 FN和 LN共同形成网状的混 

合支架。选用这种混合支架具有诸多优点：(1)该 

支架的强度、稳定性、孑L径和透明度与 FG的浓度密 

切相关，可以通过调节 FG的浓度来改变混合支架 

的物理性状，具有很强的可调节性；(2)未来临床应 

用该支架时，可以使用病人的血浆制作混合支架，降 

低应用血制品的危险性 ；(3)该支架的组织相容 

性优 良，且在体 内能够改建，并于一定时间后 降 

解 。虽然该支架的组分模拟 ECM，但是它对 OEC 

生长的影响，特别是对 OEC分泌神经营养冈子的影 

响仍需进一步的实验来确定。 

本实验将 OEC种植于复合支架上，通过与种植 

在玻片上的 OEC比较发现，支架上的细胞贴壁较 

快，增殖能力旺盛，且伸出较长的突起。纤维蛋白、 

FN和 LN上存在保守的 RGD序列(Arg—Gly—Asp，即 

精氨酸 一甘氨酸 一天门冬氨酸序列)，而大部分细 

胞的细胞膜表面均存在整合素分子。生理情况下， 

整合素分子能特异识别 ECM中的 RGD序列，介导 

细胞与 ECM蛋白、细胞与细胞问的黏附，对细胞的 

迁移分化和生物学行为影响较大 。 

比如，FN中的 RGD所介导的细胞黏附对体内外周 

神经轴突延伸起着重要作用 J。我们所使用的支 

架表面富含 RGD序列，故易使 OEC贴壁，利于 OEC 

增殖，能促进其突起的延伸。免疫荧光检测表明， 

OEC种植到复合支架上经 7天培养后高表达神经 

营养因子 NCF、BDNF和 NT一3。免疫印迹能够半定 

量地检测细胞合成 NGF、BDNF和 NT一3明显高于生 

里竺 墨 竺 ! tuber 2010，Vo1．35，No．11 

部分疾病名称的英文缩略语(二) 

病名 英文缩略语 病名 英文缩略语 

急性细菌性心内膜炎 ABE 左心室衰竭 LVF 

腺样囊性癌 ACC 二尖瓣狭窄 MS 

急性播散件脑脊髓膜炎 ADEM 二尖瓣狭窄( )关 小全 MST 

心房纤颤 AF 进行性肌萎缩 PMP 

急 m性胰腺炎 AHP 呼吸 难综合 RDS 

急性呼吸窘迫 ARDS 风湿热 RF 

良性前列腺肥 大 BPH 心室肥大 RVH 

充 肚心力衰竭 CHF 蛛网膜 卜腔山Ifit SAH 

慢性淋巴细胞性白m病 CLL 恶性贫m PA 

脑脊膜炎 CSM 结核性脑膜炎 TBM 
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