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含川芎嗪的玻璃化保存液对雪旺细胞凋亡及调控基因 

表达影响的初步实验研究 
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【摘 要】目的：探讨在不同温度下含川芎嗪的玻璃化保存液对大鼠雪旺细胞凋亡及调控基因表达的影响。方法：24只SD大 

鼠，切取双侧坐骨神经(共48条)，将其随机分成2组(每组 24条)：实验组(含川芎嗪)和对照组(不含川芎嗪)。实验组分为A
、  

B、C、D亚组，对照组分为 A’、B’、C’、D’亚组(每亚组 6条)，分别在不同的温度下保存 3周(A、A’亚组：一4℃保存；B、B’亚组： 

～ 20℃保存 ；C、C’亚组：-80~C保存；D、D’亚组：一196~C保存 o 3周后取神经进行检测 ：①HE染色光镜检查 ；②免疫组化法检测 

Bcl一2、B,ax；⑧ TUNEL法检测细胞凋亡。结果：除 D、D’亚组外 ，实验组各亚组神经雪旺细胞凋亡数量明显少于对照组相应的各 

亚组，实验组各亚组 Bel-2的阳性表达率均明显高于对照组相应的各亚组，实验组各亚组 Bax阳性表达率均明显低于对照组相 

应的各亚组 ，差异均有显著性(尸<0．05)；实验组中 B亚组雪旺细胞凋亡情况和 Bcl一2与 Bax的表达情况与 C、D亚组接近
，比较 

无显著性差异(P>0．05)。结论：含川芎嗪的玻璃化保存液能够在 一20℃条件下，通过调节 Bcl一2和 Bax的表达而有效抑制雪旺 

细胞的凋亡。 
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【Abstract】Objective：To investigate the effects of vitreous 

cryopreservation with tetramethylpyrazine on schwann’s cell 

apoptosis and the expression of regulating gens under different 
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temperatures．Methods：48 sciatic nerves obtained from 24 SD rats were randomly divided into 2 groups(each with 24 nerves)： 

experimental group(with tetramethy—lpyrazine，320mg／L)and control group(no tetr methylpyrazine)．Experimental group included 4 

subgroups：A B C D；and the control group included 4 subgroups：A’，B’，C’，D’(each with 6 nerves)．All the corresponding subgroups 

were cryopreserved3weeksunderdifferenttemperatures(AA’：一4~C，BB’：一20℃，CC’：一80℃，DD’：一196cC)．After 3weeks，allthenerves 

were obtained for tests：@hE staining for light—microscope test，② Schwann’S cell apoptosis was measured quantitatively by the terminal 

transferase UTP nick end labeling (TUNEI )method， ⑧ The expression of Bcl一2 and Bax was determined by immunohist0chemisty 

technique．Results：Aside from D D’subgroups，the number of Schwann’s cell apoptosis in each experimental subgroup was significantly 

smaller than that in the corresponding control subgroup(P<O．05)；the expression of Bel-2 were significantly increased in each 

experimental subgroup compared with that in the corresponding control subgroup and the expression of Bax decreased significantly(P<O．05)． 

In the experimental group．the rate of Schwann’S cell apoptosis and that of the positive expression of Bcl-2(or Bax)in B subgroup were 

approximately equal to those in C and D subgroup(P>O．05)．Conclusion：These findings suggest that at-20qG vitreous cryopreservation 

with TMP can depress Schwann’S cell apoptosis of rat by regulating the expression of Bcl一2 and Bax． 

【Key words】Ttetramethy1pyraZine；Schwann’s cell；Vitreous cryopreservation；Cell apoptosis 

周围神经的冷冻保存以一196％：保存 3周效果最 

佳，温度最高也不能超过一80cCI1l。但经单纯冷冻保 

存的周围神经雪旺细胞(Schwann’S cell，SCs)缺血 

致活性降低或灭活，而丧失了释放促进神经再生因 

子的能力。玻璃化保存方法既可避免由于盐浓度的 

升高(慢速降温时)对细胞造成的化学性损伤，又能 

防止由于冰晶形成(快速降温时)造成的物理性损 

伤，获得 SCs的较高存活率[21：但玻璃化保存对温度 

的要求较高，其最佳储存温度应在一120℃以下，至少 

不能高于一70qc，否则会影响生物标本 的活力l 3l。然 

而，一70℃一80qC深低温冰箱保存需要专门的仪器设 

备和技术人员；一196~C液氮保存需要有液氮容器及 

定期补充液氮，费时费力，又不便于运输，不宜推广。 

实验研究l4 表明，川芎嗪(Tetramethylpy razine， 

TMP)可通过多种途径抑制细胞凋亡 ，对组织 、器官 

(如中枢神经、肝 、肾等)具有保护作用，但川I芎嗪对 

周围神经的作用尚未见报道。我们采用含川I芎嗪的 

玻璃化保存液在不同温度下对周围神经进行冷冻 

保存，研究川芎嗪能否抑制 SCs的凋亡及其可能的 

作用机制，并探讨在较高的保存温度下含川芎嗪的 

玻璃化保存 液对 scs凋亡的抑制作 用是否 与 

在一196~C下保存具有相同或相近效果。 

1 材料与方法 

1．1 主要仪 器与试剂 

深低温冰箱(容声 ，广东)，液氮生物容量瓶(成都金风 ， 

YDS一30—125)，双目显微镜(奥林巴斯，日本)，病理组织包埋 

台(BMZ—m型，苏州)，超薄切片机(LEICAURME 2135型，德 

国)，10％DMSO(二甲亚砜 )，20％zJ~牛血清，HC—A液(非改 良 

型高渗枸橼酸盐嘌呤溶液 )，盐酸川I芎嗪注射液(40 mg，2 mY 

支)：北京市燕京药业有限公司；免疫组化试剂盒 ：博士德公 

司 (批号 ：BA0412和 BA0315)，TUNEL试剂盒 ：Roche公司 

(批号：1 1684817910)。 

1．2 保存液的制备 

配制1瓶 100 ml玻璃化液：HC—A液(高渗枸橼酸盐嘌呤 

溶液，非改良型)70ml，DMSO 10ml，小牛血清20ml，密封置 4℃ 

冰箱保存备用。另外配制 1瓶 100 ml相同的玻璃化液，加入 

32 mg川I芎嗪，制备成含川芎嗪浓度为 320 mg／Lt~的玻璃化 

液，密封置 4~C冰箱保存备用。 

1．3 神经获取与分组 

24只月龄相同、饲养条件一致的成年健康 SD大鼠，性 

别不限，体重 200～250 g(由重庆医科大学实验动物中心提 

供)。3．5％水合氯醛麻醉、脱毛，常规手术方法暴露双侧坐骨 

神经，在距梨状肌下缘 5 mm处开始游离并切取双侧坐骨神 

经干(长约 15 mm)，共获得 48条坐骨神经。经生理盐水洗涤 

后，将其随机分成 2组(每组 24条)：实验组和对照组；实验 

组分为 A、B、C、D亚组，对照组分为 A’、B’、C’、D’亚组(每亚 

组 6条)，分别放入有保存液的冻存管中。实验组保存液：含 

川芎嗪的玻璃化液(浓度为 320 mg／L)，对照组保存液：不含 

川芎嗪的玻璃化液。各亚组均经 4℃冷平衡 30 min，然后在 

不同的温度下保存 3周。A、A’亚组：一4℃保存 3周 ；B、B’亚 

组：一20~C保存 3周；c、c’亚组 ：一80％保存 3周 ；D、D’亚组： 

一 196~C液氮保存 3周。 

保存 3周后将各亚组冻存的周围神经取 {̈，在38℃水浴 

中快速复温至解冻，进行大体观察，置入 10％中性福尔马林 

液同定，石蜡包埋，切片后备免疫组化及TUNEL检测。 

1．4 观察指标和方法 

1．4．1 HE染色光镜观察 对神经切片行 HE染色，光镜下大 

体观察细胞的存活、凋亡情况。 

1．4．2 细胞凋亡的检测 采用 Roche公司的细胞凋亡检测 
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试剂盒 ，应用原位 DNA断裂位点的 3’一OH末端标 记法 

(TUNEL法)，DAB显色，最后用苏木素液轻度复染，酒精脱 

水 ，二甲苯透明，封固切片，光镜观察结果。 

1．4．3 Bel一2／Bax的检测 采用武汉博士德公司提供的一 

抗 、二抗试剂盒。4 ITI厚切片，60℃烤片 3 h，SABC法免疫 

组化染色技术(即用型 SABC试剂盒)，最后用苏木素液轻度 

复染，脱水 ，二甲苯透明，封固切片，光镜观察结果。 

1．5 结果判定 

1．5．1 普通光镜下观察 苏木素 一伊红(HE)染色 ，凋亡细 

胞核固缩碎裂、呈蓝黑色、胞浆呈淡红色。正常细胞核呈均匀 

淡蓝色或蓝色，坏死细胞核呈很淡的蓝色或蓝色消失。 

1．5．2 TUNEL法检测细胞凋亡 正常细胞核呈蓝色 ，染色 

阳性信号为棕黄色，无阳性染色者为阴性。每条神经切片随 

机观察计数 5个互不重叠的高倍视野中凋亡阳性细胞数 ，以 

凋亡阳性细胞数 ／总细胞数作为细胞凋亡指数 ，将各组 6条 

神经观察所得的 3O个值相加 ，取其均数作为该组雪旺细胞凋 

亡指数。 

1．5．3 Bcl一2、Bax表达的测定 Bcl一2和 Bax阳性反应细胞 

其着色部位主要在细胞核和细胞浆。胞膜或胞浆出现棕黄色 

颗粒为阳性反应 ，阴性对照除细胞核染成蓝色外 ，胞核和胞 

浆内无棕黄色反应物。计算 Bcl一2(或 Bax)阳性细胞率：阳性 

细胞数 ／总细胞数，方法同 1．5．2。 

1．6 统计学分析 

所采集数据用均数 ±标准差( ±s)，组间比较采用 t检 

验，应用统计软件 SPSS13进行统计分析，P<0．05为有统计学 

差异。 

2 结 果 

2．1 HE染色光镜观察 

除 D、D’亚组外 ，实验组各亚组神经 SCs凋亡 

数量明显少于对照组相应的各亚组。实验组中 B亚 

组SCs凋亡数量与 C、D亚组相当，但明显少于 A 

组 。 

2．2 雪旺细胞凋亡和 Bcl一2、Bax检测结果 

除 D、D’亚组外，实验组各亚组神经 SCs凋亡 

数量明显少于对照组相应的各亚组，实验组各亚组 

Bcl一2的阳性表达率均明显高于对照组相应的各亚 

组 ，实验组各亚组 Bax的阳性表达率均 明显低于对 

照组相应 的各亚组 ，差异 均有显著性 (P<0．05)；D、 

D’亚组神经 SCs凋亡数量与其他各亚组相比最少 ， 

D与D’亚组细胞凋亡数量相当，无显著差异。实验 

组 中 B亚组 SCs凋亡情况 和 Bcl一2与 Bax的表达 

情况与 C、D亚组接近，差异无显著性(P>0．05)，而 

明显优于 A亚组 ，有显著性差异 (P<0．05)。 

表 1 各亚组雪旺细胞凋亡指数和 Bcl一2、Bax检测结果(x+s，n=301 

注：各亚组内的比较： P<O．05， P>0．05；实验组中B亚组与其余各亚组的比较：op<0．05，ep>0．05 

3 讨 论 

玻璃化保存 (Vitreous eryopreservation)法是一 

种超速冷冻方法，它是以极快的速度降温冷冻细胞， 

使细胞游离的水和胶体迅速玻璃化 ，而不形成冰 

晶f 8_。玻璃化保存对温度的要求较高，其最佳储存温 

度应在一120~C以下 ，至少不能高于一7O℃，否则在储 

存过程中就有反复再结晶发生，影响生物标本的活力， 

亦即缩短了储存生物样品的有效期【 。本实验结果 

显示 ，在 SCs凋亡情况和 Bcl一2与 Bax的表达情况 

方面。一196~C保存 3周组(D、D’亚组)含川芎嗪的玻 

璃化液保存与单纯的玻璃化液保存效果接近。可能 

因为在深低温条件下细胞代谢率极低，生命处于所 

谓的“悬滞”状态，细胞本身凋亡进程缓慢 ，因而JiI 

芎嗪对细胞凋亡的抑制作用表现并不明显。 

Bcl一2基因(即 B细胞淋巴瘤／白血病一2基因) 

是一种原癌基因，可能通过多种机制抑制细胞凋亡， 
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对细胞凋亡的抑制起着决定性作用[m,ll1。Bax基因是 

Bcl一2蛋白家族中另一成员，具有促进凋亡的作用。 

川芎嗪是从川芎中分离、纯化的一种生物碱，可通 

过多种途径抑制细胞凋亡 。Gao C等l12】进行大鼠同 

种异体肾移植实验，结果表明川I芎嗪可通过上调 

Bcl一2的表达和降低 ICAM一1(内皮细胞间粘附分 

子)的表达 ，延缓因缺血再灌注损伤引起 的肾功能 

障碍。Fan LH等 实验显示，川芎嗪可通过调节 Bcl一 

2和 Bax的表达抑制细胞凋亡，而对兔脊髓的缺血再 

灌注损伤具有保护作用。本实验显示，除D、D’亚组 

(一196℃)外，其他相应的各亚组问，在SCs的凋亡情 

况和Bcl一2与Bax的表达情况方面，含川芎嗪的玻璃 

化液保存均优于不含川芎嗪的玻璃化液保存。表明 

川I芎嗪可通过上调 Bcl一2和Bcl一2／Bax的表达而抑 

制大鼠 SCs的凋亡。 

目前，含川芎嗪的玻璃化液保存周围神经的研 

究尚未见报道。我们将川芎嗪和玻璃化保存液二者 

结合起来，在玻璃化液中加人川I芎嗪(320 mg／L)，在 

不同温度下保存大鼠坐骨神经 3周。结果显示：实 

验组(含川芎嗪组)中，在周围神经SCs的凋亡情况 

和 Bcl一2和 Bax表达情况方面 ，B亚组(一20c《=)与 C 

亚组(一80℃)和 D亚组(一196+C)的保存效果接近 ， 

差异无显著性。表明含川芎嗪的玻璃化液能提高有 

效保存周围神经的温度，在一20 保存大鼠周围神经 

3周对 SCs凋亡 的抑制作用与在一196％保存 3周的 

效果相近。该保存方法结合了玻璃化保存液和川芎 

嗪的优点，玻璃化保存液能够降低降温和复温过程 

对细胞造成的损伤，而川芎嗪在整个保存过程通过 

调节 Bcl一2和 Bax的表达而抑制 SCs的凋亡。我们 

认为，利用含川芎嗪的玻璃化液保存周围神经，玻璃 

化液和川I芎嗪对 SCs的保护作用可能出现了叠加 

或协同效应。因而，在本实验中，B亚组 (一20~C保存 

3周 )与 D亚组(一l96℃保存 3周 )SCs的凋亡情况 

相似。而A亚组(一4℃保存 3周)SCs的凋亡数量明 

显高于 B、C、D亚组 ，考虑为：在一4℃细胞代谢率显 

著增大，随着保存时问延长(3周)，SCs的凋亡进程 

超越了川芎嗪抑制凋亡作用的极限。 

综上所述，川I芎嗪可通过调节 Bcl一2和 Bax的表 

达而抑制大鼠周围神经SCs的凋亡：含川芎嗪的玻 

璃化液在一20℃保存大 鼠周 围神经 3周对 SCs凋亡 

的抑制作用与在一196℃保存 3周的效果接近。但还 

有很多问题尚未解决 ：除了通过调节 Bcl一2和 Bax的 

表达而抑制 SCs的凋亡外，川芎嗪是否可通过其他 

作用机制而抑制 SCs的凋亡；含川芎嗪的玻璃化液 

在一20℃对周围神经的有效保存时间能否更长；对周 

围神经的保存，川芎嗪的最佳浓度是多少 ；含川芎 

嗪的玻璃化液在一20cC保存能否有效降低周围神经 

的免疫原性。 
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