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大鼠自体脾组织移植后神经再生中生长相关蛋白 mRNA的表达

王　林 ,郭光金 ,蒋登金 ,张天飞 ,文　灿 ,张集建 ,左艳芳　　(第三军医大学基础医学部外科应用解剖与手术学教研室 ,
重庆 400038)

　　提　要:目的　研究自体脾组织移植术后不同时相再生脾组织中生长相关蛋白(GAP-43)mRNA的表达 , 阐明 GAP-

43 +神经在自体移植脾组织中的再生规律。方法　健康Wistar 大鼠 108只 , 雌雄不限 ,体质量 100 ～ 120 g ,随机分为实验组

和假手术组 ,术后 15 、30、60 、90、120、180 d取两组脾组织 , 行 RT-PCR及凝胶图像分析定量测定 GAP-43mRNA 。结果　脾组

织移植手术后30 d ,自体移植脾组织中出现 GAP-43 mRNA;手术后 90 d 达到高峰;手术后 120～ 180 d , 移植脾组织中GAP-43

mRNA逐渐接近正常脾组织 。结论　GAP-43 mRNA 在自体移植脾组织中有表达 , 其表达规律与移植脾组织中神经纤维的

再生规律相一致。
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Expression of growth associated protein mRNA in nerves of splenic autograft after au-
totransplantation in rats
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　　Abstract:Objective　To investigate the expressions of growth associated protein(GAP)mRNA and to explore

the regeneration characteristics of GAP-43
+

nerves after splenic autotransplantation in rats.Methods　A total of 108

healthy Wistar rats (both sexes , weight:100 ～ 120 g)were randomly divided into two groups:splenectomy and

splenic autotransplantation group and sham-operation group.The expressions of GAP-43 mRNA were detected on days

15 , 30 , 60 , 90 , 120 and 180 by RT-PCR and quantitatively determined with image analysis.Results　Expression

of GAP-43 mRNA was found in splenic autograft on day 30 , reached the peak on day 90 and nearly reached the level

of the normal splenic tissues on days 120 ～ 180 after operation.Conclusion　There is expression of GAP-43 mRNA

in the splenic autograft.The expression is closely associated with the regeneration of nerve fiber in the splenic

autograft.
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　　脾脏具有十分重要的免疫功能 ,脾切除后易发生

凶险性感染(Overwhelming postsplenectomy infection ,OP-

SI)及艾滋病 ,机体抗肿瘤免疫力减弱
[ 1]
。因此 ,自体

脾组织大网膜内移植作为脾脏损伤后的一种最常见的

保脾术式 ,已经被广泛采用 。但移植脾组织能否存活

和发挥免疫功能 ,与血管和神经的再生关系密切
[ 2]
,尤

其是神经再生起着至关重要的作用。生长相关蛋白

(Growth associated protein , GAP-43)是一种神经系统特

异性蛋白质 ,广泛分布于神经系统中 ,与神经系统的发
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育 ,突触形成和可塑性以及神经再生有密切的关系。

在神经系统的发育和损伤再生中 ,常能监测到 GAP 在

mRNA水平上的明显升高
[ 3]
,因此常将 GAP-43列为神

经生长发育和损伤修复等神经可塑性的首选分子探

针
[ 4]
。同时 ,有研究表明 ,GAP-43

+
神经纤维在正常鼠

脾脏中的分布与脾脏的应激免疫功能成正相关
[ 5]
,故

本实验将GAP-43作为自体脾组织移植后神经再生的

研究指标。自体脾组织移植后再生脾组织中GAP-43
+

神经纤维的再生情况 ,目前尚未见有报道 。本实验从

基因水平对术后不同时相自体脾组织中 GAP-43的再

生变化规律进行研究 ,阐明其再生的动态变化过程与

脾组织结构功能恢复的关系 ,为脾脏外科临床和实验

研究提供理论依据。
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1　材料和方法

1.1　动物模型制作
1.1.1　动物分组　　健康Wistar大鼠 108只(第三军医大学实验

动物中心提供),雌雄不限, 体质量 100～ 120 g。实验动物分为:①

脾切除自体移植组(实验组)90只;②假手术组(对照组)18只。

1.1.2　动物模型制作　　大鼠以 0.3%戊巴比妥钠腹腔注射

麻醉后 ,无菌条件下剖腹;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 , 植入自身大网膜内;对照组

仅松动脾脏 ,不行其他手术处理。

1.2　GAP-43 mRNA检测

1.2.1　标本取材　　术后 15 、30 、60、90、120、180 d 分别取对照

组(每个时相点 3只)及实验组(每个时相点 15 只)大鼠脾组织 ,

冰冻备用。

1.2.2　引物合成　　按 GAP-43基因序列合成引物(上海生物

工程技术有限公司合成) 。 上游引物:-ACAAGGAAAAAGCT-

CAAAG下游引物:GACGGGGAGTTATCA GTG G-

1.2.3　RT-PCR　　称取各组脾脏组织约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(Pro-

mega公司),按照产品介绍方法将总RNA逆转录 cDNA。

　　目的基因引物序列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。

1.3　统计学处理
　　采用凝胶图像分析系统(GEL-1000 ,美国 Bio-Rad 公司)测定

各组的 Dλ值 ,以 DλGAP-43 Dλβ-Actin 作为衡量指标。计量数据

以 x±s表示 ,采用 SPSS 统计数据包进行单因素方差分析。

2　结果

2.1　RT-PCR

　　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 30 d 可见 GAP-43 mRNA , 90 d 达到高

峰 , 120～ 180 d 后逐渐恢复至正常水平 , 见图 1 , 2。

M:Marker;1:15 d;2:30 d;3:60 d;4:90 d;5:120 d;

6:180 d;7:Normal

图 1　自体脾移植术后各时相点 β-Actin

Fig 1　β-Actin expression in different groups of rats undergoing

splenic autotransplantation

M:Marker;1:15 d;2:30 d;3:60 d;4:90 d;5:120 d;

6:180 d;7:Normal

图 2　自体脾移植术后各时相点 GAP-43 Dλ值

Fig 2　GAP-43 expression in different groups of rats undergoing

splenic autotransplantation

2.2　图像分析
　　各组中 GAP-43 的表达:经凝胶图像分析系统对各组及其

β-Actin Dλ值的检测及比值的计算显示 , 在脾切除后 30 d 开始

有表达 ,在 90 d 达到峰值 , 随后开始下降 ,在 180 d 恢复正常水

平 ,见图 3。

图 3　自体脾移植术后各组 GAP-43 mRNA表达

Fig 3　Expressions of GAP-43 mRNA in different groups after splenic

autotransplantation

3　讨论

　　外周免疫器官是神经系统和免疫系统结构上的惟

一汇聚点 ,也是神经系统将电信号转化成化学信号影

响免疫系统的重要场所 ,因此 ,脾脏作为全身最大的免

疫器官 ,其功能受到神经系统的严密调控 。正常脾脏

的神经支配主要是腹腔交感神经节后纤维 ,几乎全是

无髓鞘和雪旺细胞的传出神经束 ,其分支随脾血管入

脾 ,调节脾脏的免疫功能
[ 6]
。脾脏除接受 NA 能神经

支配外 , 还接受肽能神经和 GAP-43
+
神经纤维的支

配
[ 7]
,尤其是后者 。实验表明 ,脾脏内的 GAP-43

+
神经

纤维数量在受到免疫刺激后明显增加 ,且神经纤维增

加的部位与脾抗体形成的部位吻合 ,提示 GAP-43
+
神
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经与脾脏功能维持和神经可塑性关系密切
[ 5]
。

　　GAP-43是脊椎动物神经细胞膜上的特异性磷蛋

白 ,其分子量为 43×10
3
～ 57×10

3
,广泛分布于神经系统

中 ,参与神经系统的发育 、突触形成和神经再生
[ 8]
。在

外周神经中 GAP-43的表达 ,主要位于直径小于 10 μm

的交感 、感觉纤维及血管周围的神经末梢内。正常情况

下 ,成熟神经中 GAP-43的表达很低 ,当周围神经的轴突

受损时 ,轴突的延长和重建被重新诱导 ,表现出与神经

发育过程类似的反应 ,即轴突的再生与神经的修复。此

时 ,作为快速转运蛋白的GAP-43迅速被合成 ,集中于生

长锥 ,促进受损神经的再生 。因此再生神经纤维轴浆内

的GAP-43较正常神经纤维明显增多。GAP-43 在自体

脾组织移植后的消长变化 ,可作为判断自体脾组织移植

后神经再生多少及速度的一项客观指标。目前对自体

脾组织移植后的神经再生研究较少 ,采用GAP-43
+
神经

对自体脾组织移植后的神经再生研究尚未见报道。张
坤等

[ 9]
研究表明 ,自体脾组织大网膜内移植术后 30 ～ 60

d ,移植脾组织内出现NPY
+
神经纤维 ,术后 180 d ,NPY

+

神经纤维的分布接近正常脾脏。本研究结果显示 ,术后
30 d ,移植组织内出现 GAP-43 mRNA ,至术后 90 d达到

顶峰 ,120～ 180 d基本恢复正常。根据 mRNA先于蛋白

质出现的规律 ,可以推论自体脾组织移植术后再生脾组

织中有GAP-43
+
神经的再生 ,且再生规律与其他神经纤

维的再生规律相一致。

　　关于GAP-43 mRNA的来源目前尚不清楚 ,有作者
认为 ,GAP-43主要由神经元胞体产生 ,近年来发现 ,神

经胶质细胞 、少突胶质细胞和 Schwann 细胞也可表达

GAP-43
[ 10]
。本研究认为 ,自体移植脾组织中的GAP-43

mRNA ,主要来自于移植脾组织再生过程中从大网膜随
血管进入脾组织的 GAP-43

+
神经纤维 ,此部分 mRNA

来源于神经元 ,经神经纤维转运至神经再生部位 —生
长锥;另一部分可能来自 Schwann细胞 。正常 Schwann

细胞不表达 GAP-43 ,但当周围神经的轴突受损时 ,失

去神经支配的 Schwann细胞会发生短暂增殖并大量合

成GAP-43
[ 11]
。

　　本研究认为 ,当脾脏切除和自体移植手术后 ,原有

神经上的 Schwann 细胞因失去神经支配而大量合成

GAP-43 ,从而表现出 GAP-43 mRNA的表达。自体脾组

织移植术后不同时相再生脾组织中生长相关蛋白

GAP-43 mRNA的表达 ,证明自体移植脾组织中出现有

神经再生。自体移植脾组织中 GAP-43 mRNA 表达的

动态变化规律与移植脾组织脾功能恢复有密切关系。
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