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ＵＷ液对大鼠坐骨神经低温保存时组织结构、细胞活性及免疫原性的影响

阳明明，蒋电明，钟　健　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院骨科）

　　［摘要］　目的　研究ＵＷ液低温保存方法对大鼠坐骨神经组织结构、细胞活性及免疫原性的影响。方法 　 ＳＤ大鼠
坐骨神经４℃条件下用ＵＷ液保存（ＵＷ组），分别保存１、４、６周，以新鲜坐骨神经作对照（对照组）。ＨＥ染色和透射电镜
扫描观察组织结构改变；ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＶｉａｂｉｌｉｔｙ／Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ试剂盒和ＴＵＮＥＬ法分别评估细胞活性和凋亡程度；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）和主要组织相容性复合体Ⅱ（ＭＨＣⅡ）的表达以了解免疫原性改变。结果 　 各保存
时相点ＵＷ组神经外膜和雪旺细胞基底膜结构均较完整，与对照组无明显差别。各ＵＷ组细胞活性程度降低，ＴＵＮＥＬ阳
性细胞数增多，ＩＣＡＭ１和ＭＨＣⅡ表达降低，与对照组相比均有明显统计学差异（Ｐ＜０．０５）；且４、６周组ＴＵＮＥＬ阳性细胞
数均高于１周组（Ｐ＜０．０５），ＩＣＡＭ１和ＭＨＣⅡ表达均低于１周组（Ｐ＜０．０５），但４、６周组间均未见明显差异。结论　 ＵＷ
液低温保存方法能有效维持周围神经组织神经外膜和雪旺细胞基底膜结构完整性，并降低保存神经的免疫原性，但有效

维持神经组织细胞活性的时限不超过１周。
　　［关键词］　 ＵＷ液；低温保存；周围神经；大鼠
　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．８５；Ｒ３２９３３；Ｒ３２９．２４　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市卫生局中医药科技项目（２００９１１０）

［通信作者］　蒋电明，Ｅｍａｉｌ：ｊｄｍ５７１０２６＠ｖｉｐ．１６３．ｃｏｍ

ＥｆｆｅｃｔｏｆＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＷｉｓｃｏｎｓｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｉｍｍｕ
ｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｒａｔｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｄｕｒｉｎｇｃｏｌｄｓｔｏｒａｇｅ
ＹａｎｇＭｉｎｇｍｉｎｇ，ＪｉａｎｇＤｉａｎｍｉｎｇ，ＺｈｏｎｇＪｉａｎ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｓ，ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＷｉｓｃｏｎｓｉｎ（ＵＷ）ｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｒａｔｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｄｕｒｉｎｇｃｏｌｄｓｔｏｒａｇｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｒａｔｓｃｉａｔｉｃ
ｎｅｒｖｅｓｅｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｐｒｅｓｅｒｖｅｄｉｎＵＷｓｏｌｕｔｉｏｎａｔ４℃ ｆｏｒ１，４ａｎｄ６ｗｅｅｋｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｆｒｅｓｈｒａｔｓｃｉａｔｉｃ
ｎｅｒｖｅｓｅｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｓｅｔａｓｃｏｎｔｒｏｌｓ．ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｓｅｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｂｙＨＥａｎｄ
ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＶｉａｂｉｌ
ｉｔｙ／Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｋｉｔｓａｎｄｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄＬｅｖｅｌｓｏｆ
ＩＣＡＭ１ａｎｄＭＨＣⅡ ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＥｐｉｎｅｕｒｉｕｍａｎｄＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｂａｓａｌｌａｍｉｎａ
ｉｎｔｈｅＵＷｇｒｏｕｐａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔｒｅｍａｉｎｅｄｉｎｔａｃｔａｎｄｗｅｒｅｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｑｕａｎｔｉｔｙｏｆＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆＩＣＡＭ１ａｎｄＭＨＣⅡ ｗａｓ
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　　有效地体外保存周围神经不但有助于改善移植神
经修复周围神经缺损的效果，还将推动同种异体周围

神经移植库的构建，创造出巨大的实际价值和经济效

益。但目前仍缺乏较公认的、理想的周围神经体外保

存方法。本研究拟采用目前较为公认的器官保存液
ＵＷ液（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＷｉｓｃｏｎｓｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ），在４℃条件
下低温保存大鼠坐骨神经，旨在较为全面地了解ＵＷ液
低温保存方法对周围神经组织结构、细胞活性及免疫原

性的影响，探讨ＵＷ液低温保存周围神经的可行性。

１　材料与方法

１．１　主要材料及仪器
　　成年健康ＳＤ雄性大鼠６０只（由重庆医科大学动物中心提
供），体质量２００～２５０ｇ。ＵＷ液（ＢｒｉｓｔｏｌＭｙｅｒｓｓｑｕｉｂｂ，美国），
ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＶｉａｂｉｌｉｔｙ／Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ试剂盒（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ，美
国），ＴＵＮＥＬ凋亡检测试剂盒（Ｒｏｃｈｅ，美国），小鼠抗大鼠
ＩＣＡＭ１（Ａｂｃａｍ，英国）和 ＭＨＣⅡ单克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美
国），蛋白抽提试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒、ＢＣＡ蛋白
浓度测定试剂盒等（碧云天生物技术研究所）。激光扫描共聚

焦显微镜（ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ２，德国）；透射电子显微镜（Ｈｉｔａｃｈｉ
７５００，日本）。

１．２　方法
１．２．１　大鼠坐骨神经取材及分组　　３％水合氯醛（１５ｍｇ／ｋｇ）腹
腔注射麻醉ＳＤ大鼠、常规消毒双下肢，俯卧位固定、铺巾，无菌
条件下取双侧全段坐骨神经，长２．５～３．０ｃｍ／条。预冷生理盐
水漂洗去表面血块后，将神经标本置入 ＵＷ液中，每 ２０毫升
ＵＷ液浸泡１０条神经标本，４℃条件下分别保存１、４、６周（１、
４、６组，ｎ＝３０），以新鲜坐骨神经作对照（对照组，ｎ＝３０）。
１．２．２　神经组织形态学观察　　取对照组和各保存时相点
ＵＷ组坐骨神经标本，一部分用４％多聚甲醛固定２４ｈ，梯度乙
醇脱水，石蜡包埋，作厚５μｍ的横切片，常规 ＨＥ染色后光镜
下着重观察神经外膜连续性、完整性；一部分以３％戊二醛和
１％锇酸溶液双重固定，由重庆医科大学基础医学院电镜教研
室制作标本，Ｈｉｔａｃｈｉ７５００透射电镜主要观察神经组织内雪旺
细胞基底膜的完整性等。

１．２．３　神经组织细胞活性观察　　采用 ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＶｉａｂｉｌｉ
ｔｙ／Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ试剂盒观察神经组织内的细胞活性情况。该试
剂盒有２个荧光探针：ＣａｌｃｅｉｎＡＭ和 ＥｔｈＤＩ。ＣａｌｃｅｉｎＡＭ可以
穿透活细胞，并在其内酯酶的作用下发出绿色荧光，而 ＥｔｈＤＩ
不能穿透活细胞但可穿过死细胞膜并嵌入细胞的ＤＮＡ双螺旋
从而产生红色荧光。将各组神经标本剪成长约２ｍｍ的小段，
小心剥离神经外膜，并分离出神经束；将神经束置于０．１％胰蛋
白酶中３７℃，消化２０ｍｉｎ，以含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养
液终止消化；ＤＰＢＳ冲洗２次后，将神经纤维分散展开于载玻
片上；以含终浓度为４μｍｏｌ／ＬＣａｌｃｅｉｎＡＭ和６μｍｏｌ／ＬＥｔｈＤＩ
的ＤＰＢＳ室温避光孵育１５ｍｉｎ；ＤＰＢＳ冲洗２次后，用抗荧光
淬灭剂封片，并立即在激光扫描共聚焦显微镜下观察神经纤维

中绿色和红色荧光分布情况。

１．２．４　神经组织凋亡细胞检测　　凋亡细胞检测采用ＴＵＮＥＬ

法，按照 Ｒｏｃｈｅ试剂盒说明操作。凋亡结果判定：光镜下
ＴＵＮＥＬ阳性细胞核呈棕黄色，并应用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件
计数每３个随机４００倍视野中ＴＵＮＥＬ阳性细胞数，取平均值。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＣＡＭ１和ＭＨＣⅡ蛋白的表达　　神
经标本用冷ＴＢＳ洗涤３次，剪成小块置于匀浆器内。按蛋白抽
提试剂盒说明书提取各组神经组织蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓
度。经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离后，用 ＢｉｏＲａｄＷｅｓｔｅｒｎ印记
分析仪将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上，以含５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ
室温封闭１ｈ后，分别加入小鼠抗大鼠 ＩＣＡＭ１单克隆抗体
（１∶１０００）、ＭＨＣⅡ单克隆抗体（１∶２００）和 βａｃｔｉｎ抗体
（１∶２０００，北京四正柏），４℃过夜，洗膜，分别加入辣根过氧化
物酶标记的兔抗小鼠 ＩｇＧ（１∶１５００，北京中杉），室温孵育１ｈ，
洗膜，加入化学发光试剂，放入Ｘ线片夹中曝光，扫描胶片并存
档，Ａｌｐｈａ软件处理系统分析ＰＶＤＦ膜条带的光密度值，以目的
条带与内参条带光密度比值作为目的蛋白的相对表达量。

１．３　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行单因
素方差分析及ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　神经组织形态学观察
　　大鼠坐骨神经经ＵＷ液低温保存不同时限，各组神经组织
的神经外膜均保持较好的完整性和连续性。透射电镜观察显

示各ＵＷ液低温保存组坐骨神经组织的雪旺细胞基底膜和雪
旺细胞细胞膜结构清晰、完整，未见明显中断、崩解，但 ＵＷ液
低温保存４、６周组神经组织出现髓鞘同心圆板层结构分离、空
泡形成，雪旺细胞细胞质内有较多髓样小体等病理形态学改变

（图１）。
２．２　神经组织细胞活性观察
　　对照组神经组织中以绿色荧光为主，只有零星红色荧光点
状分布，表明细胞活性程度高，只有极少量死亡细胞存在（图

２Ａ）。ＵＷ液保存１周组神经组织较对照组红色荧光分布增
多，绿色荧光减弱，提示细胞活性降低、死亡细胞增多（图２Ｂ）。
ＵＷ液保存４、６周组神经组织中均以红色荧光为主，绿色荧光
极其微弱，二者间未见明显差别，说明 ＵＷ液低温保存神经组
织４周及以后，神经组织内以死亡细胞为主，活细胞几乎丧失
殆尽（图２Ｃ、Ｄ）。
２．３　神经组织凋亡细胞检测
　　ＵＷ液低温保存１、４、６周神经组织中 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数
分别为（６．６±１．３５）、（１４．５±１．２５）和（１５．２±１．３７），较对照组
（１．６±０．６３）均有明显增加（Ｐ＜０．０１）；ＵＷ液保存４、６周组与
保存１周组相比也有明显统计学差异（Ｐ＜０．０１），但保存４周
组神经组织中ＴＵＮＥＬ阳性细胞数与保存６周组无明显统计学
差异（图３）。
２．４　神经组织ＩＣＡＭ１和ＭＨＣⅡ蛋白检测
　　ＵＷ液低温保存１、４、６周组，与对照组相比，神经组织中
ＩＣＡＭ１和ＭＨＣⅡ蛋白的表达均下调（Ｐ＜０．０５）；ＵＷ液保存
４、６周组与保存１周组比较差异亦具有显著性（Ｐ＜０．０５），但
保存４周组与保存６周组相比差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
见表１。
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↑：雪旺细胞基底膜；：雪旺细胞胞膜；△：髓鞘；Ａ：对照组；Ｂ：ＵＷ液保存１周组；Ｃ：ＵＷ液保存４周组；Ｄ：ＵＷ液保存６周组
图１　各组坐骨神经组织透射电镜观察
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活细胞标记物ＣａｌｃｅｉｎＡＭ荧光标记呈绿色，死细胞标记物ＥｔｈＤＩ荧光标记呈红色；Ａ：对照组；Ｂ：ＵＷ液保存１周组；Ｃ：ＵＷ液保存
４周组；Ｄ：ＵＷ液保存６周组

图２　激光扫描共聚焦显微镜观察各组坐骨神经组织的细胞活性情况
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Ａ：对照组；Ｂ：ＵＷ液保存１周组；Ｃ：ＵＷ液保存４周组；Ｄ：ＵＷ液保存６周组
图３　ＴＵＮＥＬ检测各组坐骨神经组织细胞凋亡情况　（×４００）

表１　各组神经组织ＩＣＡＭ１和ＭＨＣⅡ蛋白相对表达量（ｎ＝３０，珋ｘ±ｓ）

组别 ＩＣＡＭ１蛋白 ＭＨＣⅡ蛋白
对照组 ０．８４４±０．０７１ ０．７１８±０．１１３
ＵＷ液低温保存组
　　１周 ０．６１２±０．１２５ａ ０．５２７±０．１０１ａ

　　４周 ０．３７６±０．１１６ａｂ ０．３０４±０．１００ａｂ

　　６周 ０．３７０±０．１５４ａｂ ０．３００±０．０２９ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＵＷ液保存１周组比较

３　讨论

　　自体神经移植是周围神经损伤修复的“金标准”，
但因来源受限、供区并发症等缺点，极大地限制了其临

床应用，而同种异体神经移植则被认为是目前治疗长

段周围神经缺损的有效替代方法［１］。与器官移植一

样，神经移植技术的发展也受限于其体外保存方法和

质量的改进，但目前国内外尚无公认的周围神经体外

保存方法。ＵＷ液具有减轻细胞水肿、拮抗钙超载、抗
氧自由基和缺血／再灌注损伤等优点［２］，其体外保存

肝、肾等器官已取得良好效果［３－４］，而目前有关ＵＷ液
低温保存周围神经的研究报道尚不多。

　　理想的体外保存方法应当使保存后的神经如同新
鲜神经一样，为神经再生提供所需的条件：①完整的轴
突再生管道。雪旺细胞基底膜是沉积在雪旺细胞外围

的一层有序紧密排列的细胞外基质，是轴突再生的理

想三维支架导管，对轴突成功再生极为重要［５－６］。②
活性雪旺细胞（Ｓｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓ，ＳＣｓ）。ＳＣｓ是周围神经
的主要结构和功能细胞，能合成和分泌多种神经营养
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因子如神经生长因子（ＮＧＦ），脑源性神经营养因子
（ＢＤＮＦ），促进神经轴突再生［７］。研究表明，神经桥接

导管复合ＳＣｓ后，其促神经再生作用明显增强［８］。本

实验采用 ＵＷ液低温保存大鼠坐骨神经后，ＨＥ染色
及透射电镜扫描结果显示，各保存时相点 ＵＷ组神经
组织的神经外膜和雪旺细胞基底膜管道结构均能保持

较好的完整性，未见明显变形、塌陷或崩解，与对照组

相比无明显差异。但激光共聚焦显微镜观察和

ＴＵＮＥＬ染色发现，各保存时相点ＵＷ组神经组织细胞
活性降低、细胞凋亡增多，且４、６周组与１周组相比，
细胞活性降低和细胞凋亡增多尤其明显，但４、６周组
间差别不大，上述结果表明 ＵＷ液低温保存方法较有
效地维持保存神经组织中细胞活性的时限不超过 １
周，而一旦保存时限达到或超过４周，神经组织中细胞
活性则几乎丧失殆尽。这也与 Ｌｅｖｉ等［９］的观点基本

一致。

　　此外，理想的体外保存方法还应有效降低保存神
经的免疫原性，以减轻移植排斥反应。ＭＨＣⅡ和
ＩＣＡＭ１分子在移植排斥反应中起着重要作用，ＭＨＣⅡ
分子与ＣＤ４＋Ｔ细胞活化、增殖密切相关［１０］，而ＣＤ４＋Ｔ
细胞是介导同种异体排斥反应的关键细胞；ＩＣＡＭ１则
在Ｔ细胞黏附、激活及侵入等环节发挥了作用［１１］。本

实验Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现各保存时相点 ＵＷ组神经
组织ＭＨＣⅡ和ＩＣＡＭ１分子的表达均降低，且４、６周
组均低于１周组，但４、６周组间未见明显差异。上述
结果提示ＵＷ液低温保存方法可以降低保存神经的免
疫原性，且免疫原性的下降程度在一定时限内呈时间

依赖性。研究表明神经组织的抗原性主要存在于

ＳＣｓ，而来源于ＳＣｓ的ＭＨＣⅡ和ＩＣＡＭ１分子更被认为
是异体神经桥接物的主要抗原物质［１２］，并且已发现采

用冷冻、化学萃取等脱细胞处理技术能有效地降低神

经组织免疫原性［１３－１４］。因此本课题组分析认为，ＵＷ
液低温保存后ＳＣｓ活性下降、凋亡增加可能是神经组
织免疫原性降低的原因之一。但活性ＳＣｓ对轴突再生
有重要的促进作用，其缺失势必将严重影响周围神经缺

损特别是长段缺损的修复效果。已有报道称无细胞神

经桥接导管有效修复神经缺损的长度不超过３ｃｍ［１５］。
　　综上所述，ＵＷ液低温保存方法能有效维持周围
神经组织神经外膜和雪旺细胞基底膜结构完整性，并

降低保存神经的免疫原性，但维持神经组织细胞活性

的时限较短。本课题组认为单纯采用ＵＷ液低温保存
周围神经，为了有效地保留神经组织细胞活力，保存时

限不应超过１周。在进一步的实验研究中，可以尝试
改良ＵＷ液成分如增加具有抗细胞缺血缺氧损伤、抗

细胞凋亡等作用的组分，以寻求在降低神经免疫原性

的同时，尽量保留其活性细胞组分，有效地延长其体外

保存时限，从而改善体外保存后的神经修复周围神经

缺损尤其是长段缺损的效果，并推动周围神经移植库

的构建。
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ｎｅｒｖｅｇｒａｆｔｓｄｅｃｒｅａｓｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＣＡＭ１ａｎｄｃｌａｓｓＩＩＭＨＣａｎｔｉ

ｇｅｎｓ［Ｊ］．ＪＲｅｃｏｎｓｔｒＭｉｃｒｏｓｕｒｇ，１９９９，１５（４）：３０７－３１１．

［１３］孟庆刚，岳琦，马勇胜．冷冻法与免疫抑制剂法对鼠异体神经移

植影响的比较研究 ［Ｊ］．中华现代临床医学杂志，２００３，１（８）：

６７３－６７５．

［１４］孙明学，唐金树，王鑫，等．去细胞处理对化学去细胞异体神经

免疫原性的影响 ［Ｊ］．中华外科杂志，２００６，４４（４）：２７５－２７８．

［１５］ＨｅｓｓＪＲ，ＢｒｅｎｎｅｒＭＪ，ＦｏｘＩＫ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｏｆｃｏｌｄｐｒｅｓｅｒｖｅｄａｌ

ｌｏｇｒａｆｔｓｓｅｅｄｅｄｗｉｔｈａｕｔｏｌｏｇｏｕｓＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆａ

ｌｏｎｇｇａｐｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＰｌａｓｔＲｅｃｏｎｓｔｒＳｕｒｇ，２００７，１１９

（１）：２４６－２５９．

（收稿：２０１１１０１８；修回：２０１１１１１０）

（编辑　龙　亮）
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