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激活素促进鸡胚神经节神经突起生长作用
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摘要：为了探讨激活素（1;A2B2<）促进鸡胚背根神经节（:*CD13 C**A >1<>321，EFG）突起生长、维持神经节细胞

生存作用及其与一氧化氮（)H）释放的关系，实验采用 ( : 的鸡胚分离背根神经节，原代培养法，观察鸡

胚背根神经节的体外生长情况。研究结果表明，添加激活素 I 培养的背根神经节有明显的神经突起生

长，形成密集的网络，背根神经节可存活 ( ’ %" :；而阴性对照组几乎无神经突起生长，背根神经节可存

活 & ’ $ :。添加激活素 I 的背根神经节单层培养神经节细胞也可长期存活；而阴性对照组在培养第 @ :
几乎无神经节细胞生存。)H 检测结果显示，添加激活素 I 培养的背根神经节上清 )H 分泌水平明显降

低，与阴性对照组比较差异显著（1 J "?"@）；激活素 I 与神经生长因子（<9CB9 >C*KA6 =1;A*C，)GL）具有协同

抑制背根神经节 )H 分泌作用。激活素结合蛋白（=*332DA1A2<）明显抑制激活素 I 诱导的背根神经节神经突

起生长。研究结果提示，激活素可维持鸡胚神经节细胞存活并刺激神经突起生长，其作用与抑制神经损

伤因子 )H 的释放有关。
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激活素 3（%0’*4*) 3）又称神经生存因子，具

有维持体外培养神经细胞存活能力［8］。目前的

研究认为，脑组织损伤后，各种与发育有关的生

长及分化因子上调，动物实验证实，急性神经损

伤后，激活素 3 分泌也明显增加［9］，离体情况

下，激活素 3 具有神经保护作用，可以促进培

养的中枢神经系统神经元存活及保护培养细胞

不受神经毒损伤，但激活素对神经突起的生长

是否有作用，仍无明确报道。为进一步探讨激

活素促进神经细胞生存的作用机制，本研究采

用原代分离培养的鸡胚背根神经节，观察激活

素促进鸡胚神经节突起生长、维持神经节细胞

生存作用，通过对鸡胚背根神经节培养上清中

神经损伤因子 5: 释放水平的检测，分析激活

素对神经元的保护作用与神经细胞释放 5: 的

关系，阐释激活素保护神经细胞生存的作用机

制。

) 材料与方法

)*) 实验材料 ; 日龄鸡胚（购自长春市种鸡

厂），5: 测 定 试 剂 盒（购 自 <#"-,(% 公 司），

!=>= 培养基为 ?@AB: 公司产品，鼠神经生长

因子购自武汉海特生物制药股份有限公司，

30’*4*) 3 和 C"&&*$’%’*) 来自 D*(-% 公司。

)*+ 实验方法

)*+*) 培养板的准备 EFG (HI 多聚赖氨酸，

JKL包被 9 1，<AD 冲洗 J M N 次备用。

)*+*+ 鸡胚神经节的制备与培养 取 ; 日龄

的鸡胚，用酒精消毒蛋壳，钝端朝上，用普通镊

子敲一小口，慢慢夹去破碎蛋壳将开口扩大，用

另一把弯眼科镊子轻轻取出鸡胚，放入大培养

皿中。若尿囊膜上血管清楚、血液新鲜，胸腔内

心脏跳动，即为活胚，适于实验使用。用镊子去

除腹腔和胸腔内脏器，撕去背部皮肤，掐去头

部。大腿和翅膀可部分断离，但不完全去净，可

有利于固定脊柱，防止滚动。将留用的脊柱腹

面朝下（或朝上）铺平，头端朝向操作者。滴少

许培养液于脊柱上，防止干燥、细胞失活。在解

剖显微镜下，双手分别持一尖镊子，一手固定脊

柱，一手轻轻夹掉椎板，暴露脊髓。在脊髓两侧

每个相当椎间孔部位，可见到小圆泡状背根神

经节。在各椎孔处分别夹起神经节，放于预先

置有 8EO小牛血清 !=>= 培养液 9EE!& 的培

养孔内，每孔 P 个。JKL、GO B:9 培养箱培养

9N 1 后，神经节贴壁，生长形态良好，弃去培养

液，用无血清培养液洗一次。每孔重新加入含

不同浓度 30’*4*) 3（8E、G、9FG )(H-&）的 EFGO小

牛血清 !=>= 培养液 9EE!&，继续培养。

)*+*, 鸡胚神经节细胞的制备与培养 用无

B%9 Q 、=(9 Q 的 R%)2’$ 液（RADD）漂洗神经节 9
次。加 入 含 有 EF9GO 胰 蛋 白 酶 的 RADD，置

JKL，温育 9E -*)。吸去胰蛋白酶消化液，小心

地用 RADD 漂洗神经节 9 次。加入小量的 RADD
于（每个神经节约一滴）神经节组织。用吸管轻

柔地吹打神经节组织，直至将其分散成单细胞

悬液。用 8EO小牛血清 !=>= 培养液调整细

胞浓度至PFG S 8EN个H-&，以 9EE!&H孔加入 N; 孔

培养板。JKL、GO B:9 培养箱培养 9N 1，神经

节细胞贴壁，形态良好，弃去培养液。每孔重新

加入含不同浓度 30’*4*) 3 的 EFGO 小牛血清

!=>= 培养液 9EE!&，继续培养。采用台盼蓝

染色法观察细胞活力，甲苯胺蓝染色尼氏小体

观察神经节神经元生长情况。

)*+*- 5: 检测 为了探讨激活素 3 促进神经

节神经突起生长作用机制是否与神经损伤因子

5: 分泌抑制有关，实验采用 5: 检测试剂盒测

定神经节培养上清中有关 5: 稳定氧化代谢产

物亚硝酸盐（5:T
9 ）水平［J］。GE!& 培养上清加

入 UP 孔平底酶标板中，按试剂盒操作说明加入

试剂，室温孵育 8E -*)，GNE )- 检测光吸收值

（3GNE )-），采用培养液稀释的亚硝酸钠 3GNE
)- 值绘制标准曲线。

)*+*. 阻断实验 为进一步分析激活素 3 对

神经节的特异作用，试验采用激活素 3 特异结

合蛋白（+"&&*$’%’*)，CD）封闭激活素活性，进一步

观察神经节细胞的生长状态。简言之，神经节
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经 !"#、$% &’( 培养箱培养 () * 后贴壁，生长

形态良好，弃去培养液，用无血清培养液洗一

次。阴 性 对 照 组 每 孔 加 入 +,$% 小 牛 血 清

-./. 培养液 (++!0；12 对照组每孔加入终浓

度 (+ 34560 的 12；激活素组加入终浓度 $ 34560
的 789:;:3 7；阻断实验组同时加入 789:;:3 7（$
34560）和 12（(+ 34560）。!"#、$%&’( 培养箱继

续培养 )< *，在显微镜下观察神经节神经突起

的生长形态。

!"#"$ 统计学处理 数据采用!! = "! 表示，

利用 #>检验对两样本均数差异进行比较。

# 结 果

#"! 激活素促进鸡胚神经节神经突起生长

鸡胚神经节的活性判定标准［)］：神经节无突起

生长以“ ? ”表示，神经节突起少且短以“ @ ”表

示，神经节突起较多且较长以“ @ @ ”表示，神经

节突起多且长以“ @@@ ”表示，神经节突起密且

长以“ @@@ @ ”表示。研究结果显示，阴性对照

组未见明显神经突起生长（图版"：A），计 为

“ ? ”。激活素组各浓度均有神经突起生长，激

活素 7 $ 34 560 组神经突起生长明显（图版"：

(），计为“ @@ @ ”。神经生长因子（BC1）阳性对

照组（BC1 ($ 34560）突起生长也较多且长（图版

"：!），计为“ @ @ @ ”。联合实验组（789:;:3 7 $
34560 @ BC1 ($ 34560）突起生长密且长（图版"：

)），计为“ @ @ @ @ ”。阴性对照组神经节可存活

) D $ E，而激活素组与 BC1 阳性对照组神经节

可存活 < D A+ E。上述资料提示激活素可以刺

激鸡胚神经节神经突起生长，并维持神经节的

存活；神经生长因子与激活素联合作用比单一

作用更加明显刺激神经节突起的生长，二者具

有协同作用。

#"# 激活素维持鸡胚神经节细胞生存作用

采用酶分散细胞单层培养法，观察激活素维持

鸡胚神经节细胞生存作用。结果显示，细胞在

体外培养 $ E，阴性对照组神经节细胞存活已经

极少（图版"："），A+ E 时几乎没有细胞生长，但

在培养 A+ E 时，激活素组均有神经节细胞存

活。激活素 7 $ 34 560 组神经节细胞大部分存

活；存活细胞可见神经突起生长（图版"：<）。

BC1 阳性对照组（BC1 ($ 34560）有部分神经节

细胞存活，形态良好（图版"：F）。激活素 7 $ 34
560 @ BC1 ($ 34560 联合组神经节细胞存活最

多，且有大量神经突起延伸（图版"：A+）。采用

甲苯胺蓝染色尼氏小体观察神经节神经元，结

果显示存活细胞中半数左右为神经元（图版"：

AA）。上述结果表明激活素可以维持神经节细

胞的存活；神经生长因子与激活素联合作用具

有协同效应。

#"% 激活素 & 对鸡胚神经节释放 ’( 的影响

采用 B’ 检测试剂盒对培养鸡胚神经节上清

B’ 分泌水平进行测定，! 次独立实验检测结果

显示，添加激活素 7 培养的鸡胚神经节 B’ 释

放量明显低于阴性对照组，统计学检测差异显

著，$ G +,+$；激活素 7 与鼠 BC1 联合应用可以

进一步抑制 B’ 分泌（图 A）。

图 ! 鸡胚神经节 ’( 释放水平的测定

)*+, ! -../012 3. 401*5*6 & 36 17/
2/08/1*36 3. ’( *6 9:;

&：阴性对照组；7：789:;:3 7 $ 34560；B：鼠 BC1 ($ 34560；

7 @ B：鼠 BC1 ($ 34560 @ 789:;:3 7 $ 34560。

与对照组比较统计学差异显著，"$ G +,+$，""$ G +,+A。

&：&H39IH0 4IHJK；7：789:;:3 7 $ 34560；B：.HJLM BC1 ($ 34560；

7 @ B：.HJLM BC1 ($ 34560 @ 789:;:3 7 $ 34560 N

"$ G +,+$，""$ G +,+A 8H6KOIME P:9* 9*M

8H39IH0 4IHJKL QR 29JEM39’L #>9ML9 N

#"< )= 中和激活素 & 促鸡胚神经节细胞神经

突起生长作用 为了进一步验证激活素 7 是

否直接作用于鸡胚神经节，促进神经突起生长，
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实验采用激活素特异结合蛋白中和激活素 !
作用，再观察神经突起生长情况。研究结果显

示，"# $% &’()* 组未见明显神经突起生长（图版

!：+），"# 中和实验组（!,-./.& ! + &’()* 0 "# $%
&’()*）几乎没有神经突起生长（图版!：1）。上

述资料提示激活素可以直接刺激鸡胚神经节神

经突起生长，并维持神经节的存活。

! 讨 论

激活素属于转化生长因 子"（ -23&4562).&’
’267-8 53,-62，9:""）超家族成员。动物实验证

实，在离体情况下，激活素 ! 具有神经保护作

用，可以促进培养的中枢神经系统神经元存活

及保护培养细胞不受神经毒损伤［+］。$%%; 年

有文献报道鸡胚背根神经节存在激活素#型受

体，提示激活素可以作用于鸡胚神经节［1］。另

一方面，培养鸡胚神经节的方法简便，可以形

象、准确、直观地用于神经生长因子等的生物学

活性研究。为了进一步探讨激活素维持神经细

胞生存的作用和可能机制，本研究采用培养的

鸡胚神经节，通过观察激活素刺激神经节神经

突起的生长、维持单层培养神经节细胞的存活

作用，以及激活素对神经节细胞 <= 分泌的影

响，评价激活素 ! 的神经保护作用。

神经生长因子（<:"）在神经元的发育、轴

突的生长、递质的合成及细胞的凋亡等阶段均

具有重要作用，<:" 是急性脑损伤的功能恢复

和保护神经元对抗脑损伤的重要因子。文献报

道 <= 过量产生、释放可直接导致神经细胞毒

性，影响神经细胞正常代谢，细胞死亡率明显增

高，<:" 可以抑制神经细胞一氧化氮的释放，保

护神经细胞［>］。本研究结果证实，激活素可以

促进鸡胚神经节神经突起生长，对单层培养神

经节细胞同样具有维持其生存作用。研究还发

现，激活素与 <:" 在促进鸡胚神经节神经突起

生长、维持培养神经节细胞生存作用方面具有

协同效应。本研究还证实了，激活素与 <:" 相

似，可以明显抑制神经节细胞一氧化氮的释放，

其抑制 <= 释放作用与 <:" 也具有协同效应。

上述研究表明激活素可能通过抑制神经节细胞

释放 <=，进而保护神经节细胞。<= 的释放可

以导致缺血、缺氧的神经元损伤，激活素在一定

程度上影响神经节细胞 <= 的释放，为神经性

创伤治疗及神经细胞修复提供了新的治疗和预

防手段。
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