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·实验研究·

ＮｇＲ在新生大鼠少突胶质前体细胞系的
表达和缺氧缺血后变化的意义

唐军，姚裕家，钟琳

（四川大学华西第二医院儿科，四川 成都　６１００４１）

　　［摘　要］　目的　观察ＮｇＲ在新生大鼠少突胶质前体细胞系（ＯＬＰｓ）的表达和细胞定位，以及缺氧缺血（ＯＧＤ）
损伤后的表达变化，探讨其在ＯＬＰｓ损伤后再生抑制中的作用。方法　采用改良振荡分离纯化法体外培养ＯＬＰｓ，采
用其特异性抗体Ａ２Ｂ５、Ｏ４和Ｏ１作细胞鉴定；用ＮｇＲ抗体检测其在ＯＬＰｓ表达。用含连二亚硫酸钠的无糖培养基制
作ＯＬＰｓＯＧＤ模型，ＭＴＴ法检测各组细胞存活率；用免疫荧光法和免疫印迹法观察ＮｇＲ在细胞ＯＧＤ后的变化。结果
　ＯＬＰｓ在分离纯化培养后的第１，２和４天均表达ＮｇＲ，阳性表达位于胞体及突起；细胞ＯＧＤ后１０ｍｉｎ，ＮｇＲ表达出现
增强，３０ｍｉｎ后明显升高，与对照组比较差异具有显著性（均Ｐ

#

０．０５）；ＭＴＴ结果显示，ＯＧＤ３０ｍｉｎ，细胞存活率较
对照组显著降低（Ｐ

#

０．０５）。结论　 ＯＬＰｓ胞体及突起上均表达ＮｇＲ；ＯＧＤ后ＮｇＲ表达明显增强，细胞存活率显著
降低，提示ＮｇＲ可能参与ＯＧＤ后ＯＬＰｓ的再生抑制过程。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（５）：４４５－４４８］

［关　键　词］　ＮｇＲ；少突胶质前体细胞；细胞培养；缺氧缺血损伤；再生抑制；新生大鼠
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ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎＯＬＰｓｗｉｔｈｏｕｔＯＧＤ（ｃｏｎｔｒｏｌｓ，Ｐ
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０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
　ＮｇＲｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｂｏｔｈｔｈｅｃｅｌｌｂｏｄｙａｎｄｔｈｅｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅｏｆＯＬＰｓ．ＮｇＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｓｗｈｉｌｅｃｅｌｌｌｉｖａｂｉｌｉｔｙｄｅｃｒｅａｓｅｓ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇＯＧＤ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔＮｇＲｍａｙｐｌａｙａｒｏｌｅｉｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆＯＬＰｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２００７，９（５）：４４５－４４８］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ＮｇＲ；Ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌ；Ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ；Ｏｘｙｇｅｎ＆ｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ；Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；Ｎｅｏ
ｎａｔａｌｒａｔｓ

　　哺乳动物中枢神经系统（ＣＮＳ）损伤后神经轴突
生长受限可能与构成ＣＮＳ轴突的少突胶质细胞（ＯＬ）
能产生很多神经生长抑制因子，如髓鞘相关蛋白

ＭＡＧ（ｍｙｅｌｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ），少突胶质细胞

髓鞘糖蛋白 ＯＭｇｐ（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｍｙｅｌｉｎｇｌｙｃｏｐｒｏ
ｔｅｉｎ）和Ｎｏｇｏ有关，这些神经生长抑制因子通过与其
受体结合，激活下游的信号传导系统，抑制神经轴突

生长。目前，关于轴突再生抑制的相关机制已成为神

·５４４·
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经科学的研究热点。

２００１年，Ｆｏｕｒｎｉｅｒ等［１］运用碱性磷酸酶融合技术

首次发现了 ＮｇＲ，即 Ｎｏｇｏ、ＭＡＧ和 ＯＭｇｐ的共同受
体，在抑制ＣＮＳ损伤后的轴突再生中起着重要作用。
过去大部分资料表明ＮｇＲ广泛分布于ＣＮＳ中众多神
经元，不存在于ＯＬ。但最近有研究发现ＮｇＲ在成年
大鼠脊髓白质ＯＬ上表达的证据［２］。但ＮｇＲ在新生
动物脑白质区 ＯＬＰｓ的表达及其在细胞缺氧缺血
（ＯＧＤ）后的变化情况至今尚未见报道。本实验通过
对体外纯化培养的少突胶质前体细胞系（ＯＬＰｓ）并制
作细胞ＯＧＤ模型观察ＮｇＲ的表达及变化，探讨ＮｇＲ
在ＯＬＰｓ再生抑制中的作用。

１　材料与方法

１．１　ＯＬＰｓ的体外培养及鉴定
生后２ｄ的新生ＳＤ大鼠，无菌条件下取大脑，剔

除脑膜及血管。采用改良振荡分离纯化法获取脑组

织ＯＬＰｓ［３，４］。根据培养板中细胞的培养时间及分化
程度，分离纯化培养后第１，２，４天终止培养，分别用
代表ＯＬ不同发育阶段的特异性抗体Ａ２Ｂ５、Ｏ４和Ｏ１
对不同时间段的细胞作免疫荧光法鉴定，获取 ＯＬＰｓ
纯度

$

９０％。
１．２　ＯＬＰｓ缺氧缺血模型制备

在ＯＬＰｓ中对 ＯＧＤ最敏感的是晚期 ＯＬ前体和
未成熟的ＯＬ，故选择分离纯化后第２天的细胞制作
ＯＧＤ模型。采用氧清除剂连二亚硫酸钠和无糖培养
基造成ＯＧＤ［５］。细胞分离纯化培养后第２天，弃去
培养液，用无糖培养基洗涤细胞２次，加入含连二亚
硫酸钠终浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ的无糖培养基分别继续
培养１０ｍｉｎ和３０ｍｉｎ，制作细胞ＯＧＤ模型。正常对
照组不经ＯＧＤ处理。光镜下观察模型组和对照组细
胞在不同时间点形态学变化。

１．３　ＭＴＴ法检测各组细胞存活率
将ＯＧＤ１０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ的９６孔板中各组 ＯＬＰｓ

加入终浓度为５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ２０μＬ／孔。３７℃５％
ＣＯ２培养箱中孵育 ４ｈ。去培养液，加入 ＤＭＳＯ
１５０μＬ／孔，３７℃振荡１０ｍｉｎ。以ＤＭＳＯ为空白调零，
酶标仪（ＢｉｏＲａｄ公司）测定５７０ｎｍ波长处各孔的光
吸收值（ＯＤ）。按下式计算细胞活性：细胞存活率
（％）＝模型组ＯＤ值／正常对照组ＯＤ值×１００％。
１．４　ＮｇＲ在正常ＯＬＰｓ及缺氧缺血模型中的表达
１．４．１　免疫荧光法检测 ＮｇＲ在正常 ＯＬＰｓ及 ＯＧＤ
模型组ＯＬＰｓ的表达　　将ＯＬＰｓ分为正常对照组和
ＯＧＤ模型组。根据细胞鉴定的结果，在不同的时间

点终止培养，弃培养液，用多聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ；
１０％山羊血清３７℃湿盒中封闭４５ｍｉｎ；用１∶１００ＮｇＲ
兔ＩｇＧ（Ｈ３００）（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ）为一抗，阴性对照用血清
代替一抗；３７℃水浴箱中避光孵育１ｈ；ＰＢＳ洗涤（５×
３ｍｉｎ）；５０％甘油封片，采图。

荧光显微镜下观察，绿色荧光为阳性表达。随机

选取３个视野，计算平均荧光强度，采图。
１．４．２　免疫印迹法检测 ＮｇＲ在正常 ＯＬＰｓ及 ＯＧＤ
模型组ＯＬＰｓ的表达　　将 ＯＬＰｓ分为正常对照组、
ＯＧＤ模型１０ｍｉｎ和３０ｍｉｎ三组，各组细胞经相应处
理后，收集细胞，冰浴中放置３０ｍｉｎ，１４０００ｒ／ｍｉｎ，
４℃离心２５ｍｉｎ，取上清。ＢＣＡ测定试剂盒测定各样
本蛋白质浓度；用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ＮｇＲ的表
达；在凝胶成像分析系统（美国，ＢｉｏＲａｄ）中测量表达
强度；将同次电泳所得的ＮｇＲ和βａｃｔｉｎ条带灰度值
相比，得到各样本组ＮｇＲ／βａｃｔｉｎ的灰度比值。
１．５　统计学分析

各组数据用（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用ＡＮＯＶＡ
方差分析，Ｐ

#

０．０５有统计学意义。

２　结果

２．１　免疫荧光法观察ＮｇＲ在ＳＤ大鼠正常ＯＬＰｓ的
表达

结果显示，ＯＬＰｓ分离纯化后第１天，ＮｇＲ在细胞
胞体及突起呈阳性表达，随时间表达逐渐增强，至第

２，４天表达明显（图１）。
２．２　ＯＬＰｓ缺氧缺血后形态学变化

倒置相差显微镜下观察发现，正常ＯＬＰｓ形态清
晰，胞体呈圆形，胞膜完整，多数有４～５个突起，结构
完整。ＯＬＰｓ缺氧缺血１０ｍｉｎ，胞体水肿，轴突肿胀；
缺氧缺血３０ｍｉｎ，胞体水肿、胞膜破裂、轴突肿胀、断
裂（图２）。
２．３　免疫荧光法观察ＮｇＲ在ＯＧＤ模型中的表达

结果显示：ＯＧＤ后１０ｍｉｎ，ＮｇＲ在 ＯＬＰｓ的胞体
呈阳性表达，且较正常对照增强（图３）；部分细胞突
起近端可见弱阳性表达（图３，Ａ）；ＯＧＤ后３０ｍｉｎ，
ＮｇＲ在ＯＬＰｓ的胞体及突起呈强阳性表达（图３，Ｂ）。
ＯＧＤ模型各组ＮｇＲ表达荧光强度较对照明显增强，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表１。
２．４　ＯＧＤ模型各组细胞存活率

ＯＬＰｓＯＧＤ１０ｍｉｎ，细胞存活率下降不明显，
ＯＧＤ３０ｍｉｎ，细胞存活率下降为６５％左右，与正常对
照组比较差异有统计学意义（Ｐ

#

０．０５），见表１。
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　　图１　ＯＬＰｓ分离纯化后第１天（Ａ）和第４天（Ｂ），ＮｇＲ
在细胞胞体及突起呈阳性表达（红色箭头），且逐日增强。

（荧光显微镜×２００）

　　图２　ＯＬＰｓ缺氧缺血１０ｍｉｎ（Ａ），胞体水肿，轴突肿胀
（红色箭头）；缺氧缺血３０ｍｉｎ（Ｂ），胞体水肿、胞膜破裂、轴突
肿胀、断裂（红色箭头）。（光镜×２００）

　　图３　ＯＬＰｓ缺氧缺血１０ｍｉｎ（Ａ）和３０ｍｉｎ（Ｂ）模型组，
ＮｇＲ表达明显增强（红色箭头）。（荧光显微镜×２００）

　　表１　各组细胞荧光强度及细胞存活率 （ｎ＝８，ｘ±ｓ）

荧光强度 存活率（％）

１０ｍｉｎ 对照组

ＯＧＤ
５２±３
９３±１２ａ

１０１．１８±９．００
９２．６４±７．６１

３０ｍｉｎ 对照组

ＯＧＤ
５１±４
１３７±１１ａ，ｂ

９７．１７±６．８８
６５．９７±３．６９ａ

　　ａ与同时间点正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ与 ＯＧＤ１０ｍｉｎ组比
较，Ｐ＜０．０５

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮｇＲ在ＯＬＰｓ缺氧缺血后的
表达

２．５．１　正常及ＯＧＤ各组ＮｇＲ的表达情况　　正常
组及ＯＧＤ各组表达条带见图４。

!"#

$%&'()*

!"# +,-./01)* +,-2/01)*

　　图４　正常及ＯＧＤ各组ＮｇＲ表达条带。正常及ＯＧＤ各
组均表达ＮｇＲ，ＯＧＤ１０ｍｉｎ，３０ｍｉｎＮｇＲ表达较正常增强。

２．５．２　定量分析结果　　ＯＬＰｓＯＧＤ损伤后１０ｍｉｎ，
ＮｇＲ表达较正常明显增强，３０ｍｉｎ继续升高，与正常
对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图５。
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　　图５　正常与ＯＧＤ各组ＮｇＲ／ａｃｔｉｎ的灰度值比值 ａ与
对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ与ＯＧＤ１０ｍｉｎ组Ｐ＜０．０５

３　讨论

早产儿脑白质损伤（ＷＭＤ）是早产儿脑损伤的主
要形式，常遗留严重的神经系统后遗症。其病理改变

早期主要是脑室区白质的晚期ＯＬ前体和未成熟ＯＬ
（均属于 ＯＬＰｓ）的凋亡和坏死，病变的后期出现 ＯＬ
的缺失、髓鞘形成障碍，脑室周围软化囊腔的形成。

因此，了解这类细胞的再生抑制机制，对寻找治疗

ＷＭＤ途径，促进损伤区脑白质修复具有重要意义。
ＮｏｇｏＡ、ＮｇＲ是最近发现的一种髓鞘源性抑制蛋

白及其受体，ＮｏｇｏＡ的细胞外结构域Ｎｏｇｏ６６与ＮｇＲ
结合，激活ＲｈｏＡ信号传导系统，从而表现出 ＮｏｇｏＡ
对中枢神经的抑制活性。过去的研究表明，ＣＮＳ的
ＯＬ表达ＮｏｇｏＡ，但不表达ＮｇＲ，那么，脑白质区的ＯＬ
之间是如何实现ＮｏｇｏＡ的神经抑制作用目前尚不清
楚。

ＮｇＲ最先是作为 Ｎｏｇｏ６６的受体被分离克隆。
它是一种糖基磷脂酰肌醇（ＧＰＩ）锚定膜蛋白，通过
ＧＰＩ结构固定于细胞膜表面。ＮｇＲ在成年人ＣＮＳ中
的表达分布与其对神经再生的抑制作用之间是相互

对应的。已有的研究表明ＮｇＲ广泛分布于ＣＮＳ的各
种经元中，且定位于细胞膜上，而在心脏和肾脏细胞

中低水平表达，其他组织中未见表达，在白质区 ＯＬ
中也未检测到ＮｇＲｍＲＮＡ的表达［５７］。

但最近的研究［２］提供了ＮｇＲ在体内脊髓胶质细
胞表达的证据，并且在电镜水平进一步确定了 ＮｇＲ
在缝隙连接的定位。还有研究［８］发现大鼠脊髓来源

神经干细胞表达ＮｇＲ，表明在出生后脊髓神经发育过
程中，自神经干细胞阶段即开始表达ＮｇＲ。那么，同
属于ＣＮＳ的大脑白质区的 ＯＬＰｓ是否也表达 ＮｇＲ？
目前国内外未见报道。
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本试验中，在 ＯＬＰｓ纯化培养后第１天，主要是
Ａ２Ｂ５表达阳性的ＯＬ祖细胞；第２天，主要是 Ｏ４和
Ｏ１表达阳性的未成熟ＯＬ；第４天，主要是Ｏ１阳性的
未成熟ＯＬ。在ＯＬＰｓ发育的不同阶段，我们均检测到
了ＮｇＲ在细胞表面及突起的表达，且随着细胞成熟
度的增加，ＮｇＲ表达的荧光强度逐渐增强。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示ＯＬ前体系呈现 ６６ｋＤａ带，同样证
明ＯＬＰｓ表达ＮｇＲ。结果充分说明在以晚期ＯＬ前体
和未成熟ＯＬ为脑白质主要组成部分的早产儿 ＣＮＳ
内，ＮｇＲ有广泛表达。根据检测结果，随着细胞的成
熟度增加，ＮｇＲ的表达逐渐增强，由此推测，成熟ＯＬ
应该同样表达ＮｇＲ。这与以往报道的ＯＬ不表达ＮｇＲ
的结论并不一致，其原因有待进一步研究。本实验首

次提供了 ＮｇＲ在少突胶质前体细胞系中表达的证
据，而且结果表明ＮｇＲ在ＯＬＰＳ的胞体及突起上均有
表达。

目前对缺氧缺血性脑损伤发生发展过程中ＮｇＲ
蛋白含量变化的研究国内外少有报道。有研究表明，

脊髓损伤后，只出现 ＮｏｇｏＡ中等程度上调，而 ＮｇＲ
则保持恒定［９］；而另有研究表明，成年大鼠急性缺血

损伤在体模型显示，大脑皮层 ＮｇＲ蛋白含量在损伤
后６ｈ开始升高，２４ｈ达到峰值，持续升高直至７
ｄ［１０］。最近我们在对新生动物缺氧缺血脑损伤
（ＨＩＢＤ）在体模型的研究中发现，大脑皮层的 ＮｇＲ
ｍＲＮＡ在ＨＩＢＤ后６ｈ开始升高，１２ｈ达到峰值，２４ｈ
开始下降，但仍为高水平，随即才开始降至正常。

本研究结果显示，ＯＬＰｓ细胞ＯＧＤ后１０ｍｉｎ，ＮｇＲ
表达较正常时增强；随着ＯＧＤ时间的延长，ＮｇＲ的表
达进行性增强。与此同时，ＯＬＰｓ缺氧缺血后１０ｍｉｎ
即出现胞体水肿，轴突肿胀；ＯＧＤ３０ｍｉｎ，胞体水肿、
胞膜破裂、轴突肿胀、断裂；细胞存活率在ＯＧＤ３０ｍｉｎ
也显著下降。提示在ＯＧＤ后早期ＯＬＰｓ即出现细胞

损伤，对ＯＧＤ的敏感性甚至超过在体ＨＩＢＤ神经元；
持续ＯＧＤ，ＯＬＰｓ的病变更为严重。上述细胞病变与
ＮｇＲ在ＯＬＰｓ缺氧缺血后后细胞内和突起的表达变化
趋势一致，提示ＮｇＲ表达增加可能在ＯＬＰｓ轴突的生
长中具有抑制作用［１０］。但ＯＧＤ后ＮｇＲ表达增加的
机制尚不十分清楚，需进一步研究。
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