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生长相关蛋白在大鼠自体移植脾组织中的表达

Expression of growth associated protein in splenic autotransplantation in rats
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　　生长相关蛋白-43(growth associated protein , GAP-43)参与神经

的发育和神经再生[1] 。在神经系统的发育和损伤修复中 ,能监

测到 GAP-43 在mRNA水平上的变化。本实验采用GAP-43 作为

自体脾组织移植后神经再生的研究指标, 观察自体脾组织移植

后神经再生 ,为脾脏外科临床和实验研究提供理论参考依据。

1　材料和方法

1.1　动物模型制作
　　采用健康Wistar 大鼠 132 只(第三军医大学大坪医院野战

外科研究所实验动物中心提供), 体质量 100～ 120 g。分为实验

组(RT-PCR组 、IHC 组各 48 只)和对照组 36 只。实验组大鼠将

脾脏切下后取 30%脾 , 切成 1 mm×1 mm×1 mm 均匀颗粒 , 大

网膜内移植。

1.2　GAP-43 mRNA检测(RT-PCR)
　　于脾组织移植术后 90 d 取脾脏组织约 50 mg , 采用 Tripure

试剂按常规方法提取组织中总 RNA。采用 M-MLV逆转录试剂

盒(Promega公司),按照产品介绍方法将总 RNA逆转录 cDNA。

目的基因引物由上海生物工程技术有限公司合成 , 各组均以 β-

actin 作为内参照。 PCR 反应条件:94 ℃ 10 min;94 ℃ 30 s ,

55 ℃30 s , 72 ℃ 35个循环;72 ℃ 10 min , 产物经 2%琼脂糖凝

胶电泳 ,紫外灯下观测 , 目的片段为 292 bp。 目的基因引物由

上海生物工程技术有限公司合成。

　　引物序列为:上游引物:5′-ACAAGGAAAAAGCTCAAAG-3′

　　下游引物:5′-GACGGGGAGTTATCA GTG G-3′

1.3　GAP-43+神经纤维的检测(IHC)
　　于脾组织移植术后 90 d 取移植脾组织 ,石蜡切片。行免疫

组化ABC 法抗 GAP-43 抗体染色 , 显示脾组织中 GAP-43+神经

纤维 ,镜下观察。

2　结果

2.1　RT-PCR组

　　正常脾组织中含有GAP-43 mRNA , 但表达量较低。自体脾

移植术后再生脾组织中可见 GAP-43 mRNA , 强阳性表达。

2.2　IHC 组

　　自体脾组织移植术后 90 d , GAP-43+神经纤维主要分布于
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移植脾组织新生血管周围 , 其次是红髓和边缘区 , 其分布特征

类似正常脾组织。

3　讨论

　　GAP-43是突角触前膜磷蛋白 ,在中枢神经和快速生长的轴

突高表达 ,正常周围神经表达量极低[1] 。杨宏等[ 2 ,3] 报道大鼠

和小鼠的正常脾脏内有GAP-43 +神经纤维的支配 ,其数量在受

到免疫刺激后明显增加 ,提示 GAP-43+神经与脾脏功能维持和

神经可塑性密切相关。为此 , 本研究将 GAP-43 作为自体移植

脾组织内神经再生的检测指标 ,评估移植脾组织内神经的再支

配特点。

　　张坤等[ 4]报道自体脾组织移植术后 30 ～ 60 d ,移植脾组织

内出现NPY+神经纤维 ,术后 90 d NPY+神经纤维显著增多 , 180

d 分布接近正常脾脏。因此 , 在本实验中选择术后 90 d 作为研

究时相点。免疫组化染色显示移植脾组织内可见条索状 GAP-

43 +神经纤维 , 主要分布在新生血管周围 , 其次是红髓和边缘

区 ,类似于正常脾组织的分布 , 与文献[ 3] 报道基本一致 , 说明

移植脾组织通过变性 、坏死 、再生以后又有了正常脾一样的神

经支配 ,预示自体移植脾组织的功能可能受神经的调控。 RT-

PCR检测结果显示术后 90 d ,移植组织内mRNA强阳性表达 , 从

基因转录水平揭示了自体脾移植组织内 GAP-43+神经纤维是

通过再生生长形成的 ,其再生机制有待于进一步研究。
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