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神经生长因子过表达的人脐带血间充质干细胞来源
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摘　要　目的：探讨神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）过表达的人脐带血间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｂｌｏｏｄ－ｄｅｒｉｖｅｄ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ）来源外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅ，Ｅｘｏ）修复大鼠坐骨神经慢性压迫损伤（ｃｈｒｏｎｉｃｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＣＣＩ）

的效果及作用机制。方法：①取培养至第２代的ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ，采用流式细胞仪对其进行鉴定。②根据ＮＧＦ基因序列，构建ＮＧＦ

过表达的慢病毒载体，包装后转染ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ，并测定 ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ转染率。③采用超速离心法提取 ＮＧＦ过表达的 ｈＵＣＢ－

ＭＳＣｓ来源Ｅｘｏ（ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ），进行Ｅｘｏ形态及标志蛋白的鉴定。④采用不同的荧光染色试剂分别对 ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ

细胞核、细胞骨架及ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ进行染色，在荧光显微镜下观察ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ摄取内化ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ。

⑤从２０只雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠中选取１５只，采用手术建立坐骨神经ＣＣＩ模型，分别于术后第１天、第３天、第５天、第７天采

用ＩＩＴＣ动物热痛刺激仪测定大鼠机械刺激缩足反射阈值（ｐａｗｗｉｔｈｄｒａｗａｌｍｅｃｈａｎｉｃａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＰＷＭＴ）和热刺激缩足反射潜伏期

（ｐａｗｗｉｔｈｄｒａｗａｌｔｈｅｒｍａｌｌａｔｅｎｃｙ，ＰＷＴＬ），评价造模是否成功。⑥分别采用空载体慢病毒和ＮＧＦ过表达慢病毒转染ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ，

制备空载体慢病毒转染ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ来源Ｅｘｏ（ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ）和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ。将１５只坐骨神经ＣＣＩ模型大

鼠随机分为坐骨神经ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组，每组５只；将剩余５只正常大鼠

纳入正常对照组。正常对照组大鼠不做任何处理，坐骨神经ＣＣＩ模型组大鼠于尾静脉注射１ｍＬＰＢＳ，ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组

大鼠于尾静脉注射１ｍＬｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ和 ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ混合液，ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠于尾静脉注射１ｍＬ

ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ与ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ混合液，每周注射１次，连续注射３周。３周后处死大鼠，取 Ｌ４～Ｌ５制备冷冻切片，进

行ＨＥ染色，采用Ａｌｌｅｎ脊髓后角灰质病变评分标准评价脊髓后角灰质的病理变化；进行ＴＵＮＥＬ染色，于显微镜下观察，评价Ｌ４～

Ｌ５脊髓组织的细胞凋亡情况；提取大鼠脊髓组织总蛋白，采用蛋白印迹法检测大鼠脊髓组织中ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅ

ｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１、兔抗鼠半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ，

Ｃａｓｐａｓｅ）－１和Ｃａｓｐａｓｅ－３的蛋白表达量。结果：①ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ鉴定结果。流式细胞仪检测第２代ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ，ＣＤ３４阳性率

０．４％，ＣＤ４５阳性率０．６％，ＣＤ９０阳性率９５．８％，ＣＤ１０５阳性率９８．３％，符合ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ表面蛋白表达特征。②重组慢病毒转

染结果。重组慢病毒转染７２ｈ，ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ转染率（８９．２２±６．９１）％。③ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ鉴定结果。透射电子显微镜

结果显示，ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ为杯口状结构。蛋白印迹法检测结果显示，ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ标志蛋白 ＣＤ６３、ＣＤ９

和ＣＤ８１表达量高于ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ，表明Ｅｘｏ提取成功。④ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ摄取内化ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ观察结果。ｈＵＣＢ－

ＭＳＣｓ与ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ共培养１２ｈ后，观察到ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ摄取并内化ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ。⑤坐骨神经ＣＣＩ

模型建立结果。术后第１天、第３天、第５天、第７天，坐骨神经ＣＣＩ模型大鼠的ＰＷＭＴ和ＰＷＴＬ均低于正常大鼠［ＰＷＭＴ：（３．０５±

０．０６）ｇ，（７．３４±０．０８）ｇ，ｔ＝３．９０３，Ｐ＝０．０００；（３．０７±０．０４）ｇ，（７．３９±０．０６）ｇ，ｔ＝３．３４２，Ｐ＝０．００１；（３．１１±０．０５）ｇ，（７．４７±

０．０４）ｇ，ｔ＝３．８９２，Ｐ＝０．０００；（２．８９±０．０２）ｇ，（７．５６±０．０９）ｇ，ｔ＝４．９０３，Ｐ＝０．０００；ＰＷＴＬ：（６．１３±０．０３）ｓ，（１８．１２±０．４５）ｓ，ｔ＝

３．５６２，Ｐ＝０．０００；（６．０７±０．０５）ｓ，（１８．０９±０．３６）ｓ，ｔ＝３．７６９，Ｐ＝０．０００；（６．０１±０．０４）ｓ，（１８．７７±０．４４）ｓ，ｔ＝３．８０９，Ｐ＝０．０００；

（５．７７±０．０９）ｓ，（１８．３７±０．３９）ｓ，ｔ＝４．６５１，Ｐ＝０．０００］，表明造模成功。⑥病理学检查结果。正常对照组、坐骨神经ＣＣＩ模型组、

ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠 Ａｌｌｅｎ脊髓后角灰质病变评分比较，差异有统计学意义

［（０．３２±０．０４）分，（４．２１±０．１１）分，（４．０９±０．１５）分，（１．８９±０．１７）分，Ｆ＝１１．７１４，Ｐ＝０．０００］。坐骨神经 ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－

ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠 Ａｌｌｅｎ脊髓后角灰质病变评分均高于正常对照组（ｑ＝２．７８３，Ｐ＝

０．０１５；ｑ＝３．９２１，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．７８４，Ｐ＝０．０００）；ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠Ａｌｌｅｎ脊髓

后角灰质病变评分均低于坐骨神经ＣＣＩ模型组（ｑ＝２．０５９，Ｐ＝０．０２４；ｑ＝２．０７１，Ｐ＝０．０２１）；ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大

鼠Ａｌｌｅｎ脊髓后角灰质病变评分低于ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组（ｑ＝２．８０９，Ｐ＝０．０１３）。⑦细胞凋亡检测结果。正常对照组、坐

骨神经ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组织细胞凋亡率比较，差异有统计学
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意义［（０．１５±０．０２）％，（８．９８±０．３７）％，（８．１４±０．２９）％，（３．４６±０．３１）％，Ｆ＝９．９０８，Ｐ＝０．０１２）］。坐骨神经 ＣＣＩ模型组、

ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组织细胞凋亡率均高于正常对照组（ｑ＝２．１４２，Ｐ＝

０．０１７；ｑ＝３．２８７，Ｐ＝０．０００；ｑ＝２．２７５，Ｐ＝０．０２５）；ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组织细

胞凋亡率均低于坐骨神经ＣＣＩ模型组（ｑ＝２．０２１，Ｐ＝０．０２１；ｑ＝２．０８６，Ｐ＝０．０２４）；ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组

织细胞凋亡率低于ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组（ｑ＝３．００８，Ｐ＝０．０１１）。⑧炎症反应和细胞凋亡相关基因的蛋白表达分析结果。正常

对照组、坐骨神经ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组织中 ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、

Ｃａｓｐａｓｅ－１和Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量比较，组间差异均有统计学意义（１２２．１６±１５．２３，７６４．２９±２０．１４，６２７．８６±２１．１７，１９８．２５±

１４．３７，Ｆ＝１２．４２８，Ｐ＝０．０００；１０６．２７±１４．１１，６９８．１１±２４．５７，６８７．４５±２２．３６，２０８．４２±１９．７９，Ｆ＝１５．００８，Ｐ＝０．０００；１０８．４３±

１３．７９，３０５．５８±２４．３６，３０１．２５±２７．７２，１５３．１４±１１．９９，Ｆ＝１９．８９７，Ｐ＝０．０００；１０２．５８±１２．１７，７２５．１６±２１．２４，７１１．３２±２０．３７，

２１５．３３±１９．２７，Ｆ＝１２．２７８，Ｐ＝０．０００）。坐骨神经ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大

鼠脊髓组织中ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１和 Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量均高于正常对照组（坐骨神经 ＣＣＩ模型组：ｑ＝３．７０９，Ｐ＝

０．０００；ｑ＝３．３２８，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．１４５，Ｐ＝０．０００；ｑ＝２．９７４，Ｐ＝０．０００；ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组：ｑ＝２．８９３，Ｐ＝０．０１９；ｑ＝２．９４４，

Ｐ＝０．０１３；ｑ＝３．００８，Ｐ＝０．００９；ｑ＝３．８５２，Ｐ＝０．０００；ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组：ｑ＝２．４２８，Ｐ＝０．０２２；ｑ＝４．９０３，Ｐ＝０．０００；

ｑ＝３．８８４，Ｐ＝０．０００；ｑ＝４．３８２，Ｐ＝０．０００）；ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组织中

ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１和Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量均低于坐骨神经 ＣＣＩ模型组（ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组：ｑ＝３．６０９，Ｐ＝

０．０００；ｑ＝３．８１１，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．４７６，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．８８９，Ｐ＝０．０００；ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组：ｑ＝２．３３８，Ｐ＝０．０００；ｑ＝

３．０９８，Ｐ＝０．０００；ｑ＝２．３５８，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．７７５，Ｐ＝０．０００）；ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组织中 ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、

Ｃａｓｐａｓｅ－１和Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量均低于ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组（ｑ＝３．７９８，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．５７３，Ｐ＝０．０００；ｑ＝２．９９８，Ｐ＝

０．０００；ｑ＝３．２０８，Ｐ＝０．０００）。结论：ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ治疗大鼠坐骨神经ＣＣＩ，能够抑制脊髓后角灰质病变和脊髓细胞凋

亡，其作用机制可能与抑制ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１和Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达有关。
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　　神经损伤包括中枢神经损伤和外周神经损伤，坐
骨神经损伤是常见的外周神经损伤，多由慢性疾病导

致［１－２］。神经损伤的修复始终是临床上的热点和难

点问题。目前，临床常采用电疗法、营养神经药物疗

法及干细胞移植疗法等［３－４］。干细胞具有多向分化

潜能，如人脐带血间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄ
ｂｌｏｏｄ－ｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ）
可以分化为脂肪细胞和神经细胞等［５－６］。但干细胞

易老化且分化方向不易控制，限制了干细胞在神经损

伤修复中的广泛应用［７－８］。外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅ，Ｅｘｏ）是
一类由细胞分泌的具有双层磷脂结构的囊泡，其携带

大量遗传物质，能够通过膜融合和胞吞的方式，将遗

传信息传递至受体细胞中，影响受体细胞的增殖、分

化［９－１２］。神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）是
由神经元分泌的重要生长因子，能够促进神经元增殖

和分化。研究表明，ＮＧＦ能够促进骨髓间充质干细胞
向神经元分化，具有保护神经胶质细胞的作用［１３］。

为了探究 ＮＧＦ过表达的 ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ来源 Ｅｘｏ
（ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ）修复大鼠坐骨神经慢性
压迫损伤（ｃｈｒｏｎｉｃｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＣＣＩ）的效果及作
用机制，我们围绕 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ开展了
相关的实验研究，现总结报告如下。

１　材料和仪器
１．１　实验材料　ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ（中国科学院上海生命
科学研究院生物化学与细胞生物学研究所）。雄性

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠（浙江中医药大学实验动物中
心），均为无特定病原体动物，年龄（３．４６±０．１２）周，
体质量（２５５±３２）ｇ，实验动物许可证：ＳＹＸＫ（浙）
２０１９－００２４。实验方案经金华市中心医院医学动物
实验伦理委员会审查通过。

１．２　实验试剂　胎牛血清和 ＤＭＥＭ培养基（美国
Ｇｉｂｃｏ公司），非特异性兔抗鼠 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ９０和
ＣＤ１０５一抗（英国 Ａｂｃａｍ公司），荧光素标记整合素
ａｖｂ３抗体免疫球蛋白（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，Ｉｇ）Ｇ、多聚甲
醛、磷钨酸溶液、辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠ＩｇＧ
二抗、罗丹明标记鬼笔环肽、水合氯醛、增强型 ＤＡＢ
显色试剂盒（北京伊塔生物科技有限公司），基因合成

引物、重组慢病毒载体由上海吉凯基因生物科技有限

公司制备，放射免疫沉淀法（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解液（上海梵态生物科技有限公司），
二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定

试剂盒（上海吉至生化科技有限公司），兔抗鼠ＣＤ６３、
ＣＤ９、ＣＤ８１、甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－
３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、ＮＯＤ样受体蛋
白３（ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）、白细胞介
素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
（ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）－１、
Ｃａｓｐａｓｅ－３和 β－肌动蛋白（β－ａｃｔｉｎ）一抗（英国
Ａｂｃａｍ公司），ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＴＭ ＷｅｓｔＦｅｍｔｏ最大灵敏度
底物（上海研卉生物科技有限公司），ＰＫＨ６７荧光探
针细胞膜染色试剂盒（上海西格生物科技有限公司），

４’，６－二脒基－２－苯基吲哚（４’，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色液、末端脱氧核苷酸转移酶、
生物素化鼠抗地高辛（北京百奥莱博科技有限公司），

抗荧光淬灭剂（北京雷根生物技术有限公司），４．０铬
制羊肠线（上海金环生物有限公司），苏木精 －伊红
（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色试剂盒、蛋白酶 Ｋ（北
京索莱宝科技有限公司），ＥＣＬ化学发光试剂盒（北
京碧云天试剂公司）。

１．３　实验仪器　流式细胞仪（美国 ＮｏｖｏＣｙｔｅ公司），
倒置荧光显微镜（日本奥林巴斯公司），透射电子显微

镜（北京欧波同光学技术有限公司），凝胶成像分析系

统（杭州申花科技有限公司），ＩＩＴＣ动物热痛刺激仪
（美国ＩＩＴＣ公司）。

２　方　法
２．１　ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ的鉴定　取第２代ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ
接种于２５ｍＬ培养瓶中。待细胞汇合率达到８０％～
９０％时，向培养瓶中加入１ｍＬ胰蛋白酶溶液（０．２５％），
消化１～２ｍｉｎ后，加入１ｍＬ含胎牛血清的ＤＭＥＭ培
养基终止消化反应。轻轻吹打悬浮细胞后，转入

５ｍＬ的无菌离心管，以 １２００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径：
５ｃｍ）离心８ｍｉｎ。去上清，ＰＢＳ洗涤２次，用含胎牛
血清的 ＤＭＥＭ培养液进行重悬，调整细胞浓度至
１．０×１０６～１．０×１０７个·ｍＬ－１。取１００μＬ细胞液至
ＥＰ管，依次加入非特异性兔抗鼠 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ９０
和ＣＤ１０５一抗（稀释比例为１∶５０００）各１００μＬ，于室
温避光孵育 ３５ｍｉｎ，以 １２００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径：
５ｃｍ）离心 ８ｍｉｎ。去上清，ＰＢＳ洗涤 ２次，加入
５００μＬＰＢＳ悬浮。加入２０μＬ荧光素标记整合素ａｖｂ３
抗体ＩｇＧ，常温下避光孵育３０ｍｉｎ，１２００ｒ·ｍｉｎ－１（离心
半径：５ｃｍ）离心 ８ｍｉｎ，去上清，ＰＢＳ洗涤 ３次。以
ＰＢＳ悬浮细胞，加入５００μＬ１％多聚甲醛溶液，加入
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流式管中，采用流式细胞仪检测ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ的表面
蛋白ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ９０和ＣＤ１０５的表达。
２．２　重组慢病毒的构建与转染
２．２．１　ＮＧＦ过表达慢病毒载体的构建　根据 ＮＧＦ
基因序列（５’－ＴＧＧＣＴＧＧＴＣＣＴ－３’）设计 ＮＧＦ基因
合成引物：正义链为 ５’－ＡＣＣＴＧＣＣＡＴＴＧＣＣＴ－３’，
反义链为５’－ＴＴＧＣＴＡＧＴＧＣＣＴＣＧＡ－３’。采用 ＬＶ３
载体构建 ＮＧＦ过表达慢病毒载体，并进行慢病毒
包装。

２．２．２　重组慢病毒的转染　取２ｍＬ培养至第２代

的ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ接种于６孔板中，于温度３７℃、ＣＯ２
浓度５％的细胞培养箱中培养。待细胞汇合率达
５０％时，根据慢病毒转染说明书进行慢病毒转染，感
染复数为 ５０，慢病毒滴度为 ３．０×１０７转导单位

（ｔｒａｎｓｄｕｃｉｎｇｕｎｉｔｓ，ＴＵ）·ｍＬ－１。转染７２ｈ后，于倒置

荧光显微镜下观察并测定ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ转染率，随机
选择５个区域，统计细胞数量。ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ转染
率＝荧光视野细胞数／白光视野细胞数×１００％。
２．３　ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ的提取和鉴定
２．３．１　ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ的提取　重组慢
病毒转染７２ｈ，弃去培养基，ＰＢＳ洗涤３次，加入２ｍＬ
ＤＭＥＭ培养基，于温度３７℃、ＣＯ２浓度５％的细胞培
养箱中孵育 ４８ｈ。收集培养液，于 ４℃条件下以
３００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径：５ｃｍ）离心１０ｍｉｎ；转移上清

于离心管，于 ４℃条件下以 ２０００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半
径：５ｃｍ）离心２０ｍｉｎ；取上清，经０．２２μｍ过滤器过滤
后转移至离心管中，于４℃条件下以１００００ｒ·ｍｉｎ－１

（离心半径：５ｃｍ）离心 ７０ｍｉｎ；取沉淀，ＰＢＳ洗涤
１次，于４℃条件下以 １００００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径：
５ｃｍ）离心 ７０ｍｉｎ；小心弃去上清，即得到 ＮＧＦ－
ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ沉淀，于－８０℃冰箱中保存备用。
２．３．２　ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ形态的鉴定　在
ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ沉淀中加入１００μＬＰＢＳ重
新悬浮 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ，取 ３０μＬＮＧＦ－
ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ悬液，置于载样铜网上，室温下静
置３ｍｉｎ，加入 ３０μＬ磷钨酸溶液（３％）进行染色，
５ｍｉｎ后弃去染色液，室温下静置至铜网干燥，采用透
射电子显微镜观察ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ形态。
２．３．３　ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ标志蛋白的鉴定
分别取一定量的ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ悬液和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－
ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ悬液于 ＥＰ管，置于冰上预冷，采用 ＲＩＰＡ

裂解液分别提取 ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－
ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ总蛋白。采用 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
测定蛋白浓度，调整蛋白上样量为３０μｇ，采用ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分离蛋白。电泳结束后，采用电转移的方式将
凝胶上的蛋白转到聚偏氟乙烯膜。将膜浸入封闭液

中，在室温下于摇床上封闭２ｈ；加入兔抗鼠 ＣＤ６３、
ＣＤ９、ＣＤ８１和ＧＡＰＤＨ一抗（稀释比例为１∶１００００），
４℃ 过夜孵育；用ＴＢＳＴ缓冲液洗膜３次，每次５ｍｉｎ；
加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠ＩｇＧ二抗（稀释
比例为１∶２０００），室温避光孵育１０ｍｉｎ；用ＴＢＳＴ缓冲

液洗膜３次，每次５ｍｉｎ；加入ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＴＭＷｅｓｔＦｅｍｔｏ

最大灵敏度底物，于凝胶成像分析系统显影并拍照。

２．４　ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ摄取内化ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－
Ｅｘｏ的观察　在 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ沉淀中加
入１００μＬＰＢＳ重新悬浮 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ，
加入 ４μＬＰＫＨ６７荧光探针溶液，于室温下孵育
１０ｍｉｎ；加入１ｍＬ的１０％ＢＳＡ溶液，采用超速离心法
收集 ＰＫＨ６７标记的 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ以备
用。将ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ分为对照组和实验组，分别接种
于预先铺有盖玻片的２４孔板中，每孔接种３００μＬ细
胞液（细胞浓度约 １．０×１０６个·ｍＬ－１），每组接种

３个复孔。待贴壁细胞占爬片面积的６０％以上，弃去
培养基，ＰＢＳ洗涤 ３次。实验组中加入 １００μＬ
ＰＫＨ６７标记的 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ混悬液，对

照组加入１００μＬＰＢＳ，置于温度为 ３７℃、ＣＯ２浓度
５％的细胞培养箱中孵育１２ｈ。孵育后加入１０μＬ的
鬼笔环肽，室温下避光孵育２０ｍｉｎ，弃去染色剂，ＰＢＳ
洗涤３次，使用４％的多聚甲醛溶液固定３０ｍｉｎ；再加
入适量的ＤＡＰＩ染色液，室温下避光孵育１５ｍｉｎ；ＰＢＳ
洗涤３次；加入抗荧光淬灭剂，指甲油封片，于荧光显
微镜下观察。

２．５　ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ修复大鼠坐骨神经
ＣＣＩ的观察
２．５．１　造模及模型鉴定方法　取大鼠２０只，随机取
１５只构建坐骨神经ＣＣＩ模型，另外５只不做处理。于

大鼠腹腔注射３％水合氯醛麻醉，用量０．４ｍＬ·ｋｇ－１。

麻醉后于右下肢背侧做２ｃｍ纵形切口，逐层切开皮
肤、皮下组织，钝性分离股二头肌，暴露坐骨神经主

干。采用４．０铬制羊肠线环扎坐骨神经，环绕４圈，
每圈间距１ｍｍ，松紧度以单环恰可上下活动为度；注
意保护神经外膜血供。碘伏消毒，逐层缝合切口。分

·７·　中医正骨２０２１年９月第３３卷第９期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２１，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．９　　　（总６４７）　　　




别于术后第１天、第３天、第５天、第７天采用ＩＩＴＣ动
物热痛刺激仪测定大鼠机械刺激缩足反射阈值（ｐａｗ
ｗｉｔｈｄｒａｗａｌｍｅｃｈａｎｉｃａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＰＷＭＴ）和热刺激缩足
反射潜伏期（ｐａｗｗｉｔｈｄｒａｗａｌｔｈｅｒｍａｌｌａｔｅｎｃｙ，ＰＷＴＬ）。
２．５．２　Ｅｘｏ与 ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ混合液的制备方法　根
据方法２．２分别采用空载体慢病毒和重组慢病毒转染
ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ，并制备空载体慢病毒转染ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ
来源 Ｅｘｏ（ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ）和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－
ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ。取１００μＬｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ和１００μＬ
ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ分别与９００μＬＤＭＥＭ培养基
混匀，分别加入至１ｍＬｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ（细胞浓度１．０×
１０８个·ｍＬ－１），制成Ｅｘｏ与ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ混合液。
２．５．３　干预方法　造模成功后，取未做处理的５只大
鼠为正常对照组，不做任何处理；将１５只坐骨神经ＣＣＩ
模型大鼠随机分为坐骨神经 ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－
ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射
组。坐骨神经 ＣＣＩ模型组大鼠于尾静脉注射 １ｍＬ
ＰＢＳ，ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠于尾静脉注射
１ｍＬｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ和 ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ混合液，
ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠于尾静脉注射
１ｍＬＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ与ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ混合
液。每周注射１次，连续注射３周。将所有大鼠于温
度２０～２５℃、相对湿度５０％～６５％条件下正常饲养。
２．６　ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ修复大鼠坐骨神经
ＣＣＩ的效果评价
２．６．１　病理学检查方法　３周后处死大鼠，取 Ｌ４～

Ｌ５制备冷冻切片，切片厚度８μｍ，采用 ＨＥ染色试剂
盒进行染色，于显微镜下观察脊髓后角灰质的病理变

化。采用Ａｌｌｅｎ脊髓后角灰质病变评分标准［１４］进行

评分：０分，未观察到病变；１分，灰质中含有１～５个
嗜酸性神经元；２分，灰质中含有６～１０个嗜酸性神经
元；３分，灰质中含有１０个以上嗜酸性神经元；４分，
灰质梗死灶面积＜灰质面积的１／３；５分，灰质面积的
１／３≤灰质梗死灶面积 ＜灰质面积的１／２；６分，灰质
梗死灶面积≥灰质面积的１／２。
２．６．２　细胞凋亡检测方法　采用 ＴＵＮＥＬ染色法评
估Ｌ４～Ｌ５脊髓组织的细胞凋亡情况。取Ｌ４～Ｌ５制备
冷冻切片，放置于载玻片，采用 ４％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ。加入一定量的含
有２０μｇ·ｍＬ－１蛋白酶 Ｋ溶液，于室温下孵育

１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ。加入３％Ｈ２Ｏ２溶

液孵育５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ。再加入末
端脱氧核苷酸转移酶缓冲液孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，
每次５ｍｉｎ。再加入生物素化鼠抗地高辛溶液孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ。采用增强型 ＤＡＢ
显色试剂盒显色。于显微镜下观察，随机选择５个区
域，统计细胞总数及凋亡细胞数量。细胞凋亡率 ＝凋
亡细胞数／细胞总数×１００％。
２．６．３　炎症反应和细胞凋亡相关基因的蛋白表达分
析方法　收集各组大鼠脊髓组织各１ｍｇ，分别加入
１ｍＬＲＩＰＡ裂解液，于冰上裂解 ３０ｍｉｎ。转移至
１．５ｍＬ离心管，在４℃下以５０００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径：

１０ｃｍ）离心５ｍｉｎ；取上清，在４℃下以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

（离心半径：１０ｃｍ）离心１０ｍｉｎ；取沉淀，加入１００μＬ
ＰＢＳ重悬后，取１μＬ重悬液测定蛋白浓度，剩余加入
上样缓冲液，采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离蛋白。将凝胶上
的蛋白转移至聚偏氟乙烯膜，加入２ｍＬ５％脱脂奶粉
溶液封闭 ３０ｍｉｎ，分别加入 １００μＬ兔抗鼠 ＮＬＲＰ３、
ＩＬ－１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１、Ｃａｓｐａｓｅ－３和β－ａｃｔｉｎ一抗稀释
液（稀释比例１∶１００００）于封闭液中，于４℃避光孵育
过夜。ＰＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ。将ＥＣＬ化学发光
试剂盒中的Ａ液和 Ｂ液等比例混合后，加在膜上进
行显色。拍照后采用 Ｉｍａｇｅ－Ｊ图像处理软件处理图
片，提取蛋白条带灰度值，比较蛋白表达水平。

２．７　数据统计　采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件对所得数
据进行统计学分析。坐骨神经 ＣＣＩ模型大鼠与正常
大鼠不同时间点 ＰＭＷＴ、ＰＷＴＬ的组间比较均采用 ｔ
检验；正常对照组、坐骨神经 ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－
ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射
组大鼠 Ａｌｌｅｎ脊髓后角灰质病变评分、脊髓组织细胞
凋亡率以及脊髓组织中 ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１、
Ｃａｓｐａｓｅ－３的蛋白表达量的组间比较均采用单因素
方差分析，组间两两比较均采用 ｑ检验。检验水准

α＝０．０５。

３　结　果
３．１　ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ鉴定结果　流式细胞仪检测第
２代ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ，ＣＤ３４阳性率０．４％，ＣＤ４５阳性率
０．６％，ＣＤ９０阳性率９５．８％，ＣＤ１０５阳性率９８．３％，
符合ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ表面蛋白表达特征。
３．２　重组慢病毒转染 ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ结果　重组慢
病毒转染 ７２ｈ，ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ转染率（８９．２２±
６．９１）％（图１）。
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图１　重组慢病毒转染７２ｈ后的脐带血间充质干细胞（×４００）

３．３　ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ鉴定结果　透射电
子显微镜结果显示，ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ为杯

口状结构（图２）。蛋白印迹法检测结果显示，ＮＧＦ－
ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ标志蛋白 ＣＤ６３、ＣＤ９和 ＣＤ８１表

达量高于ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ，表明Ｅｘｏ提取成功（图３）。

图２　透射电子显微镜下的外泌体（×２０００００）

ＧＡＰＤＨ：甘油醛－３－磷酸脱氢酶；①人脐带血间充

质干细胞；②神经生长因子过表达人脐带血间充质

干细胞来源外泌体。

图３　外泌体标志蛋白的蛋白印迹法检测结果

３．４　ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ摄取及内化 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－

ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ观察结果　ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ与 ＮＧＦ－

ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ共培养１２ｈ后，观察到 ｈＵＣＢ－

ＭＳＣｓ摄取并内化ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ（图４）。

３．５　大鼠坐骨神经 ＣＣＩ模型鉴定结果　术后

第１天、第３天、第５天、第７天，坐骨神经 ＣＣＩ模型

大鼠的ＰＷＭＴ和ＰＷＴＬ均低于正常大鼠，表明造模成

功（表１）。

３．６　病理学检查结果　正常对照组、坐骨神经 ＣＣＩ

模型组、ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－

ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠Ａｌｌｅｎ脊髓后角灰质病变评分

比较，差异有统计学意义［（０．３２±０．０４）分，（４．２１±

０．１１）分，（４．０９±０．１５）分，（１．８９±０．１７）分，Ｆ＝１１．７１４，

Ｐ＝０．０００］。坐骨神经 ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－

Ｅｘｏ注射组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠

Ａｌｌｅｎ脊髓后角灰质病变评分均高于正常对照组（ｑ＝

２．７８３，Ｐ＝０．０１５；ｑ＝３．９２１，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．７８４，Ｐ＝

０．０００）；ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－

ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠Ａｌｌｅｎ脊髓后角灰质病变评分

均低于坐骨神经 ＣＣＩ模型组（ｑ＝２．０５９，Ｐ＝０．０２４；

ｑ＝２．０７１，Ｐ＝０．０２１）；ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注

射组大鼠Ａｌｌｅｎ脊髓后角灰质病变评分低于 ｈＵＣＢ－

ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组（ｑ＝２．８０９，Ｐ＝０．０１３）。见图５。

３．７　细胞凋亡检测结果　正常对照组、坐骨神经

ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和 ＮＧＦ－

ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组织细胞凋亡率

比较，差异有统计学意义［（０．１５±０．０２）％，（８．９８±

０．３７）％，（８．１４±０．２９）％，（３．４６±０．３１）％，Ｆ＝

９．９０８，Ｐ＝０．０１２］。坐骨神经 ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－

ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射

组大鼠脊髓组织细胞凋亡率均高于正常对照组（ｑ＝

２．１４２，Ｐ＝０．０１７；ｑ＝３．２８７，Ｐ＝０．０００；ｑ＝２．２７５，Ｐ＝
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０．０２５）；ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－

ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组织细胞凋亡率均低于

坐骨神经 ＣＣＩ模型组（ｑ＝２．０２１，Ｐ＝０．０２１；ｑ＝

２．０８６，Ｐ＝０．０２４）；ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组

大鼠脊髓组织细胞凋亡率低于ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注

射组（ｑ＝３．００８，Ｐ＝０．０１１）。见图６。

图４　荧光显微镜下间充质干细胞摄取及内化外泌体观察结果（×８００）

　　　注：左侧为对照组，右侧为实验组。
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表１　２组大鼠术后机械刺激缩足反射阈值和热刺激缩足反射潜伏期

组别 样本量／只
机械刺激缩足反射阈值／（ｘ±ｓ，ｇ）

术后第１天 术后第３天 术后第５天 术后第７天
正常大鼠 ５ ７．３４±０．０８ ７．３９±０．０６ ７．４７±０．０４ ７．５６±０．０９

坐骨神经ＣＣＩ１）模型大鼠 １５ ３．０５±０．０６ ３．０７±０．０４ ３．１１±０．０５ ２．８９±０．０２
ｔ值 ３．９０３ ３．３４２ ３．８９２ ４．９０３
Ｐ值 ０．０００ ０．００１ ０．０００ ０．０００

组别
热刺激缩足反射潜伏期／（ｘ±ｓ，ｓ）

术后第１天 术后第３天 术后第５天 术后第７天
正常大鼠 １８．１２±０．４５ １８．０９±０．３６ １８．７７±０．４４ １８．３７±０．３９

坐骨神经ＣＣＩ１）模型大鼠 ６．１３±０．０３ ６．０７±０．０５ ６．０１±０．０４ ５．７７±０．０９
ｔ值 ３．５６２ ３．７６９ ３．８０９ ４．６５１
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　　１）慢性压迫损伤。

　　　　　ＣＣＩ：慢性压迫损伤；ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ：人脐带血间充质干细胞；Ｅｘｏ：外泌体；ＮＧＦ：神经生长因子。
图５　大鼠Ｌ４～Ｌ５组织ＨＥ染色图片（×２００）

３．８　炎症反应及细胞凋亡相关基因的蛋白表达分析
结果　正常对照组、坐骨神经 ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－
ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射
组大鼠脊髓组织中 ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１和
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量比较，组间差异均有统计学意
义。坐骨神经 ＣＣＩ模型组、ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射
组和ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组织
中ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１和 Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表

达量均高于正常对照组（坐骨神经 ＣＣＩ模型组：ｑ＝
３．７０９，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．３２８，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．１４５，Ｐ＝
０．０００；ｑ＝２．９７４；Ｐ＝０．０００；ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射
组：ｑ＝２．８９３，Ｐ＝０．０１９；ｑ＝２．９４４，Ｐ＝０．０１３；ｑ＝
３．００８，Ｐ＝０．００９；ｑ＝３．８５２，Ｐ＝０．０００；ＮＧＦ－
ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组：ｑ＝２．４２８，Ｐ＝０．０２２；ｑ＝
４．９０３，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．８８４，Ｐ＝０．０００；ｑ＝４．３８２，Ｐ＝
０．０００）；ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组和 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－
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ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊髓组织中 ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、
Ｃａｓｐａｓｅ－１和Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量均低于坐骨神
经 ＣＣＩ模型组（ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组：ｑ＝
３．６０９，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．８１１，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．４７６，Ｐ＝
０．０００；ｑ＝３．８８９，Ｐ＝０．０００；ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－
Ｅｘｏ注射组：ｑ＝２．３３８，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．０９８，Ｐ＝
０．０００；ｑ＝２．３５８，Ｐ＝０．０００；ｑ＝３．７７５，Ｐ＝０．０００）；
ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠的脊髓组织中
ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１和 Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达
量均低于ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组（ｑ＝３．７９８，Ｐ＝

０．０００；ｑ＝３．５７３，Ｐ＝０．０００；ｑ＝２．９９８，Ｐ＝０．０００；ｑ＝
３．２０８，Ｐ＝０．０００）。见表２、图７。

４　讨　论
神经损伤的原因包括直接暴力和慢性疾病，其中

腰椎间盘突出症、梨状肌综合征、肘管综合征等是导

致神经损伤的常见慢性损伤性疾病［１５－１６］。神经损伤

严重影响患者的生活质量，而神经损伤的修复较为缓

慢，研究表明在无张力条件下神经损伤的最快修复速

度是１～２ｎｍ·ｄ－１［１７－１８］。ＮＧＦ是由神经元分泌的
生长因子，是由α、β、λ３个亚基构成的蛋白三聚体；

　　　　　ＣＣＩ：慢性压迫损伤；ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ：人脐带血间充质干细胞；Ｅｘｏ：外泌体；ＮＧＦ：神经生长因子。
图６　大鼠Ｌ４～Ｌ５组织ＴＵＮＥＬ染色图片（×２００）

表２　４组大鼠脊髓组织中炎症反应及细胞凋亡相关基因蛋白表达量

组别 样本量／只
灰度值（ｘ±ｓ）

ＮＬＲＰ３５） ＩＬ６）－１β Ｃａｓｐａｓｅ７）－１ Ｃａｓｐａｓｅ７）－３
正常对照组 ５ １２２．１６±１５．２３ １０６．２７±１４．１１ １０８．４３±１３．７９ １０２．５８±１２．１７

坐骨神经ＣＣＩ１）模型组 ５ ７６４．２９±２０．１４ ６９８．１１±２４．５７ ３０５．５８±２４．３６ ７２５．１６±２１．２４
ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ２）－Ｅｘｏ３）注射组 ５ ６２７．８６±２１．１７ ６８７．４５±２２．３６ ３０１．２５±２７．７２ ７１１．３２±２０．３７

ＮＧＦ４）－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ２）－Ｅｘｏ３）注射组 ５ １９８．２５±１４．３７ ２０８．４２±１９．７９ １５３．１４±１１．９９ ２１５．３３±１９．２７
Ｆ值 １２．４２８ １５．００８ １９．８９７ １２．２７８
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

１）慢性压迫损伤；２）人脐带血间充质干细胞；３）外泌体；４）神经生长因子；５）ＮＯＤ样受体蛋白３；６）白细胞介素；７）半胱

氨酸天冬氨酸蛋白酶。

·２１·　　　（总６５２）　　　中医正骨２０２１年９月第３３卷第９期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２１，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．９　
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ＮＬＲＰ３：ＮＯＤ样受体蛋白３；ＩＬ：白细胞介素；Ｃａｓｐａｓｅ：

兔抗鼠半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶；β－ａｃｔｉｎ：β－肌动

蛋白；①为正常对照组；②为坐骨神经慢性压迫损伤

模型组；③为人脐带血间充质干细胞外泌体注射组；

④为神经生长因子过表达人脐带血间充质干细胞外

泌体注射组。

图７　４组大鼠脊髓组织炎症反应及细胞凋亡相关

基因蛋白表达蛋白印迹法检测结果

其中β亚基与神经细胞的修复和再生密切相关［１９］。

研究表明，ＮＧＦ可以与 Ｔｒｋ蛋白相结合，通过 ＭＡＰＫ
信号通路调节神经细胞的增殖和分化［２０］。干细胞具

有多向分化潜能，在特定条件诱导下可向神经细胞分

化，但ＮＧＦ过表达干细胞存在易老化、传代后分化方
向不确定等不足，难以充分发挥 ＮＧＦ的诱导作用。
因此，从 ＮＧＦ过表达干细胞中提取 Ｅｘｏ，可以利用
Ｅｘｏ携带ＮＧＦ基因信息的特点发挥长期诱导干细胞
向神经细胞分化的作用。我们通过构建 ＮＧＦ过表达
慢病毒载体，通过慢病毒将 ＮＦＧ基因导入 ｈＵＣＢ－
ＭＳＣｓ，并成功提取 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ，将
ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ与 ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ注入坐骨
神经损伤的大鼠体内，发挥 ＮＧＦ诱导 ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ
向神经元分化的作用，进而修复大鼠坐骨神经损伤。

研究结果表明，ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ能够抑制
脊髓后角灰质发生病变、降低脊髓组织细胞凋亡率、

抑制脊髓组织中 ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１和
Ｃａｓｐａｓｅ－３等蛋白的表达，发挥修复神经损伤的作
用，为临床神经损伤的治疗提供新的思路和方法。

坐骨神经损伤与神经组织中炎症因子的表达关

系密切。陈亚军等［２１］研究发现，炎症因子能够刺激

大鼠脊髓小胶质细胞表达 ＮＬＲＰ３炎症小体，进而引
起大鼠神经性疼痛加剧。ＩＬ－１是由单核细胞产生的
细胞因子，能促进免疫应答，参与炎症反应；其中

ＩＬ－１β作为 ＮＬＲＰ３的下游因子，可通过 ＮＬＲＰ３／

Ｃａｓｐａｓｅ－１信号通路介导小鼠急性脊髓损伤的炎性
疼痛反应［２２］。Ｃａｓｐａｓｅ家族是一类结构相似的蛋白
水解酶，具有较高的同源性，在细胞程序性死亡过程

中发挥着重要作用。Ｃａｓｐａｓｅ－１是参与炎症反应信
号通路的关键蛋白，其作为 ＮＬＲＰ３的下游分子，在炎
性反应的传递中发挥重要作用［２３－２４］。Ｃａｓｐａｓｅ－３是
细胞凋亡的执行者，能够促进细胞凋亡，其可被炎症

反应、机械损伤等多种因素刺激而活化［２５］。本研究

结果表明，ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组大鼠脊
髓组织中 ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１和 Ｃａｓｐａｓｅ－３
蛋白相对表达量显著低于坐骨神经 ＣＣＩ模型组和
ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ注射组，提示 ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－
ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ能够显著抑制坐骨神经 ＣＣＩ大鼠脊髓组
织中的炎症反应和细胞凋亡。

本研究结果表明，ＮＧＦ－ｈＵＣＢ－ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ治
疗大鼠坐骨神经ＣＣＩ，能够抑制脊髓后角灰质病变和
脊髓细胞凋亡，其作用机制可能与抑制 ＮＬＲＰ３、ＩＬ－
１β、Ｃａｓｐａｓｅ－１和Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达有关。
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［１５］蔡伟森，尹传瑞，田宗光．梨状肌综合征的影像学与临床

特点分析［Ｊ］．中国骨与关节损伤杂志，２０１８，３３（８）：

８４０－８４１．

［１６］赵睿，丛锐，田通，等．肘管综合征一期手术失败原因探

讨及肘管翻修术的临床疗效评估［Ｊ］．中华手外科杂志，

２０１９，３５（５）：３４７－３５０．

［１７］ＲＩＣＣＩＯＭ，ＭＡＲＣＨＥＳＩＮＩＡ，ＰＵＧＬＩＥＳＥＰ，ｅｔａｌ．Ｎｅｒｖｅｒｅ

ｐａｉｒａｎｄｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｔｕｂｕｌｉｚａｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓａｎｄｆｕ

ｔｕｒｅｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１９，２３４（４）：３３６２－

３３７５．

［１８］ＹＡＮＮＡＳＩＶ，ＴＺＥＲＡＮＩＳＤＳ，ＳＯＰＴＣ．Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆ

ｉｎｊｕｒｅｄｓｋｉｎａｎｄｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｒｖｅｓｒｅｑｕｉｒｅｓｃｏｎｔｒｏｌｏｆｗｏｕｎｄ

ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ，ｎｏｔｓｃａｒｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＷｏｕｎｄＲｅｐａｉｒＲｅｇｅｎ，

２０１７，２５（２）：１７７－１９１．

［１９］朱斌，关炳瑜，贺元，等．电针调控大鼠脊髓损伤后灰质

中ＢＤＮＦ，ＮＧＦ和ＮＴ３的表达［Ｊ］．上海针灸杂志，２０１９，

３８（１０）：１１８８－１１９４．

［２０］刘菲菲．ＮＧＦ和ＢＤＮＦ联合诱导ＮＳＣ分化及其在１９２－

ＩｇＧ－ｓａｐｏｒｉｎ致阿尔茨海默病模型鼠中的应用［Ｄ］．广

州：广州医科大学，２０１４．

［２１］陈亚军，韩焕芝，陈红光，等．ＮＬＲＰ３炎症小体在神经病

理性痛大鼠脊髓小胶质细胞激活中的作用［Ｊ］．中华麻

醉学杂志，２０１９，３９（１２）：１４６４－１４６７．

［２２］王丽蓉，朱进飘，方媛媛，等．大鼠炎性痛形成时脊髓神

经元Ｐ２Ｘ７受体与ＮＬＲＰ３／ＩＬ－１β信号通路的关系［Ｊ］．

中华麻醉学杂志，２０２０，４０（４）：４３７－４４１．

［２３］ＢＥＣＫＷＩＴＨＫＳ，ＢＥＣＫＷＩＴＨＭＳ，ＵＬＬＭＡＮＮＳ，ｅｔａｌ．

ＰｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅｄａｍａｇｅｃａｕｓｅｓＮＬＲＰ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄ

ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｄｕｒｉｎｇＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０２０，１１（１）：２２７０．

［２４］ＳＵＮＸＤ，ＴＡＮＧＹ，ＪＩＡＮＧＣＨ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，

ＮＦ－κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ，ａｎｄｃａｓｐａｓｅ

ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐａｔｈｗａｙｓａｒｅａｃｔｉｖａｔｅｄｉｎｍａｍｍａｒｙｇｌａｎｄｏｆｋｅｔｏｔ

ｉｃＨｏｌｓｔｅｉｎｃｏｗｓ［Ｊ］．ＪＤａｉｒｙＳｃｉ，２０２１，１０４（１）：８４９－８６１．

［２５］刘朝圣，申梦洁，韩晓凤，等．红景天苷对 ＵＶＢ辐射

ＨａＣａｔ细胞活性及 Ｃａｓｐａｓｅ－３／９蛋白表达的影响［Ｊ］．

湖南中医药大学学报，２０１９，３９（８）：９５２－９５６．

（收稿日期：２０２０－１０－２３　本文编辑：吕宁）

（上接第２页）

［１１］何名江，张洪美，单鹏程，等．补肾除湿方治疗早期肝肾

亏虚型膝骨关节炎的临床研究［Ｊ］．中华中医药杂志，

２０２０，３５（４）：２１０９－２１１３．

［１２］陈炳坤．当归四逆汤加减治疗膝关节骨性关节炎８５例

疗效观察［Ｊ］．中医正骨，１９９５，７（５）：３０－３１．

［１３］刘国跃，刘丽斌．益骨汤治疗风寒湿痹型膝骨关节炎的

疗效观察及对骨代谢指标的影响［Ｊ］．四川中医，２０１７，

３５（２）：１１４－１１７．

［１４］韩文萍．益气健脾活血通络方对膝骨关节炎患者超敏 Ｃ

反应蛋白的影响［Ｊ］．中国中医药科技，２０１４，２１（３）：

２９９－３００．

［１５］钟文龙，吴昊，李阳阳，等．身痛逐瘀汤与盐酸氨基葡萄

糖治疗膝骨关节炎疗效比较［Ｊ］．亚太传统医药，２０１７，

１３（１６）：１５６－１５８．

［１６］李东方，曹玉净，李浩亮，等．热敷一号联合玻璃酸钠治

疗膝骨关节炎疗效观察［Ｊ］．亚太传统医药，２０１７，

１３（１７）：１４３－１４５．

［１７］徐思林，杨凤云，丁楠．玻璃酸钠关节腔注射联合熨背散

热敷治疗寒湿痹阻型膝骨性关节炎４０例［Ｊ］．江西中医

药，２０１８，４９（８）：３５－３７．

［１８］朱金土．玻璃酸钠注射结合中药湿热敷治疗膝骨性关节

炎４６例疗效观察［Ｊ］．国医论坛，２０１７，３２（６）：４５－４７．

［１９］郭瑾，刘炳芬，路向星，等．熏蒸药方治疗膝骨关节炎疗

效观察［Ｊ］．陕西中医，２０１４，３５（４）：４４６－４４７．

［２０］黄珏炜，吴晓华，张育志，等．中药热熨敷结合腔内注射

玻璃酸钠治疗退行性膝关节炎的可行性研究［Ｊ］．中国

医药科学，２０１８，８（１）：７５－７７．

（收稿日期：２０２１－０４－０９　本文编辑：李晓乐）
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