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GDNF基因活化的细胞外基质对大鼠 

坐骨神经损伤后神经元的保护作用 

梁安霖，蒋电明，安 洪 

(重庆医科大学附属第一医院骨科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨 GDNF基因活化的细胞外基质对神经元的保护作用。方法：通过化学萃取获得大鼠坐骨神经细胞外基质， 

复合上编码 GDNF的质粒 DNA，构建成基因活化的细胞外基质支架。60只成年 Wistar大 鼠按随机数字法分为 3组：A组 

(n=20)GDNF基因活化的细胞外基质桥接组，B组(n=20)ECM桥接组，C组(n=20)自体神经桥接组，术后 3天 、1周、4周、12 

周时用 RT—PCR、激光共聚焦显微镜等形态学方法来评价神经元保护作用。结果：GDNF基因活化的细胞外基质能作为局部的 

基因缓释系统来释放 GDNF，在脊髓中高效表达 12周以上。GDNF mRNA的表达和 Nissl染色阳性细胞的数量在脊髓中明显增 

加，而 iNOS表达明显下降。神经元存活率明显优于对照组(78．04％±3．50％ VS 56．09％±1．89％)。结论：GDNF基因活化的细胞 

外基质可以促进 GDNF mRNA在脊髓中表达，增加前角运动神经元的存活率，其机制可能与 iNOS受抑制有关。 
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Effects of G DN F gene—actiVated matrix on neu ron protection 

after sciatic nen，e injury in rats 
LIANG Anlin．et al 

(Department of Orthopedics，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To evaluate the effects of glial cell line—derived neurotrophic factor (GDNF)gene—activated matrix 

(GAM)in protection of neurons after sciatic nerve injury．Methods：The peripheral nerve extracellular matrix was harvested by 

chemical extraction．GDNF GAM WBS comprised of the extracellular matrix and plasmids encoding GDNF．Sixty adult Wistar 

rats were randomly divided into three groups：group A (GDNF GAM conduits，n=20)，group B (ECM conduits，n=20)．group C 

(autografts，n=20)．Lumbar enlargement was processed for Nissl staining，immunohistochemistry and RT—PCR for GDNF or iNOS 

an d fluorescence observation．Fluorescence observation was used to confirm the expressing of GDNF in the spinal cord． 

Motoneurons (MN) of lesioned (L) and normal (N) sides were counted，and MN survival ratio (MSR=L／N) was calculated． 

Resu／ts：GDNF DNA can be retained in GAM，promoting transgene expressing in axotomized neurons in spinal cord for 1 2 

weeks．In GAM group，the expression of GDNF mRNA WBS maintained for 1 2 weeks while the number of iNOS positive cells 

was decreased in comparison with ECM group．GAM grafts obviously increased the survival rate of motor neurons than that of 

ECM grafts(78．04％±3．50％ VS 56．09％ ±1．89％)at 12 weeks postaxotomy．Conclusion：These results suggest that(1)GDNF 

GAM increases the GDNF mRNA and the amount of Nissl positive cells in the lumber enlargement；(2)GDNF GAM prot~ts 

MN through a mechanism in relation to iNOS． 

【Key words】Glial cell line-derived neurotrophic factor；Extracellular matrix；Sciatic nerve injury and repair；Rat；Neuron 

严重的周围神经损伤后相应神经元即发生大 

量死亡，即便通过手术方法恢复了神经的连续性， 

也不可能获得满意的疗效 ，因此在修复神经损伤时 

怎样更好地保护神经元成为研究的热点。以去细胞 

作者介绍：梁安霖(1976一 )，男，主治医师， 

主要研究方向：周围神经损伤修复。 

的周 围神 经 细胞 外 基 质 (Extrace11ular matrix， 

ECM)为支架，复合上携胶质细胞源性神经生长因 

子 (Glial cell line derived neurotrophic factor． 

GDNF)的质粒 DNA，制备出 GDNF基因活化基质 

(Gene activated matrix，GAM)，以此来桥接大鼠的 

坐骨神经缺损 ，以分子生物学、形态学方法来评价 
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其对神经元的保护作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及分组 

选择 6o只4月龄 Wistar大鼠 (购于第三军医大学大坪 

医院动物中心)作受体，雌性 ，体质量(220～240)g。采用完全 

随机分组法分为 3组 ：A组用 GAM修复(n=20)；B组用浸浴 

了多聚赖氨酸的 ECM修复(n=20)；C组为自体移植( =20)。 

按 3天 、l周、4周 、l2周再分为 4个组，每组 5只。 

1．2 GDNF基因活化的细胞外基质的体外制备 

1．2．1 周围神经 ECM的制备 体质量 (450±lO)g雌性 SD 

大鼠 30只作供体。无菌条件下在出骨盆处切取双侧坐骨神 

经，双蒸水浸浴 12h；3％Triton X一100(Sigma公司)浸浴 12h； 

4％脱氧胆酸钠 (Sigma公司)浸浴 24h；再重复用 3％Triton 

X一100和 4％脱氧胆酸钠处理 1次 ；萃取神经保存于 4~C 

0．1mol／L的 PBS中⋯。将 lcm长的神经浸浴在多聚赖氨酸 

(0．1mg／m1)中备用。 

1．2．2 GDNF的质粒 DNA的大量抽提 将本室保存的含有 

pcDNA3一GDNF—GFP(green fluorescent protein，GFP)的大肠 

杆菌 DH5仅大量扩增，按试剂盒(Qiagen公司)操作。 

1．2．3 质 粒 DNA 的 预 处 理 消 毒 双 蒸 水 20 l， 

GDNF—GFP质 粒 l0 l(5 g)，TransiT Polymer Solution 

l0 l，加人 EP管中混匀，室温下静止 lOmin，再加人 TransIT 

IX Delivery solution 10 l，术中备用(Mirus公司)。 

l_3 动物模型制作 

3．5％水合氯醛腹腔麻醉，在左侧梨状肌下缘 5mm切除 

lOmm长坐骨神经，制备周围神经缺损的动物模型。A组用 

GAM修复，在 l0倍手术显微镜下用 10／0无损伤缝线将浸浴 

了多聚赖氨酸的神经两断端各缝 4针 ，再将上述 50 l转染 

液缓慢注射人支架中，缝合切口；B组用浸浴了多聚赖氨酸 

的 ECM修复；c组为自体移植，将切除的 lOmm坐骨神经调 

转 180。缝合。 

l_4 RT—PCR检 测 

①引物序列：B—actin引物按文献【2提供的序列资料，上游：5’ 

TI'GTAACCAACTGGGACGATATGG 3’，下游 ：5’GATCTI'GA 

TC1-I℃ATGGrI℃CTAG3’；扩增片段长为 760bp。GDNF引物设 

计及合成参照文献13l，上游 ：5’GAcATATGTcAccAGATAAA 

CAAATGG 3’．下 游 ：5’GGAAGC1TrCAGATACATCCACA 

CC3’，扩增片段长为 380bp。由 Sangon生物公司合成。 

②PCR条件：95~C 1min 1cycle；95~C 1min，55℃ 1min，72 

℃ 1min 25cycle；72oC 1min lcycle；4~C保存。 

③PCR产物分析：以上产物经 1．7％琼脂糖凝胶电泳，在 

Bio—Rad凝胶成像仪上观察结果并照相。用 Bio—rad公司凝 

胶成像系统 Quantity one软件分析结果，以目的条带和内参 

条带的灰度之比表示。 

l。5 激光共聚焦显微镜观察 

按时间段取 A组 L4～I6脊髓和桥接的神经。立即冰冻 

切片(50 m厚 )，用 Leica Microsystems Heidelberg激光共聚 

焦显微镜观察。 

1．6 光镜 观察 

灌注固定大鼠，取 L4～L6脊髓，作尼氏染色 ，光镜下 × 

200观察，计数尼氏小体着色呈虎斑状的脊髓前角外侧核大、 

中型神经元的数目，以损伤侧与正常侧同类神经元的比率作 

为脊髓前角运动神经元的存活率。脊髓切片作诱导型一氧化 

氮合酶(Inducible nitric oxide synthase，iNOS)免疫组化染色， 

用 CM一2000B图像分析系统(北京航空航天大学)进行分析。 

1．7 一般情况观察 

观察动物术后进食情况，跛行程度，伤 口愈合情况 ，足底 

及足趾溃疡等。 

1．8 统计学分析 

用 SPSS 10．0统计软件进行处理，数据用均数 ±标准差 

表示，两两比较采用 t检验，P<0．05有统计学差异。 

2 结 果 

2．1 一般观察 

所有大鼠伤口I／甲愈合，足趾无脱落，部分有小 

趾溃疡，术后 l2周均愈合；足底无溃疡。GAM植人 

l2周后，远近端已与坐骨神经连接；移植体的组织收 

缩不明显；与周围肌肉有轻度粘连，无神经瘤形成。 

2．2 RT—PCR结果 

表 1 脊髓组织中各时间点RT—PCR结果 

时间点 3天 1周 4周 l2周 

(相对灰度，％)121．34±12．77 87．65±7．53aa 11．37±2．18 8．62±2．24at~ 

△△表示 A组中其余时间点与 3天相比P<0．01 

5 4 3 2 l 

l：3天； 2：l周； 3：4周； 4：12周； 5：DNA标记 ； 

图 l A组脊髓组织各时间点 RT—PCR结果 

2．3 激光共聚焦显微镜观察 

A组术后 3天在脊髓灰质中可见大量阳性着色 
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1、4、12周，A组中神经元数 目在 4周内不断减少 ， 

但减少的速度变慢，神经元并不是一直减少下去 ， 

术后 12周神经元数 目没有继续减少，说明坐骨神 

经切断 4周后，神经元数 目就基本稳定 ，神经元的 

死亡不再增多。术后 1周 ，各组之间相比无明显差 

异(P>0．05)；术后 12周 A组的恢复率高于 B组，差 

异有显著性(P<0．05)；与 C组相比无明显差异(P> 

0．05)；说明 GAM能够明显增加脊髓前角运动神经 

元的数目，改善神经元的功能。 

3．3 GAM对 iNOS表达的影响 

周围神经损伤后脊髓 内iNOS合成增加 ，iNOS 

阳性细胞产生过量 的 NO，NO可 与超氧 阴离子 

(OZ一)反应生成亚硝基阴离子(ONOO一)，之后也可生 

成羟 自由基(OH一)和 NO，这种过程周而复始，对氧 

自由基产生起到级联放大作用，促发了细胞凋亡的 

发生嗍。因此，我们通过免疫组化来研究 GAM对脊 

髓组织中iNOS表达的影响，以此来了解 GAM保护 

神经元的机制。结果显示：术后 4周，GDNF—GAM 

能够减轻坐骨神经损伤诱导的 iNOS合成增加；并 

且 iNOS的减少和存活神经元的数量是一致的，说 

明 GAM能够通过向体内转染 GDNF，表达的GDNF 

不仅可以减少 iNOS合成[91，而且可以对抗 iNOS促 

进神经元凋亡的作用【埘，最终保护了神经元。 

本实验表明 GDNF基因活化的细胞外基质可 

以促进 GDNF mRNA在脊髓中表达，增加前角运动 

神经元的存活率，其机制与iNOS受抑制有关。 
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