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２，５己二酮对大鼠坐骨神经雪旺细胞神经生长因子及其
ｐ７５神经营养素受体表达的影响

刘清君，张艳淑，刘　强，段化伟，陈　泓，何凤生，郑玉新

（中国疾病预防控制中心职业卫生与中毒控制所，北京　１０００５０）

摘要：目的　研究正己烷代谢产物２，５己二酮（２，
５ＨＤ）对雪旺细胞神经生长因子（ＮＧＦ）及其 ｐ７５神
经营养素受体（ｐ７５ＮＴＲ）表达水平的影响。方法
取新生Ｗｉｓｔａｒ大鼠坐骨神经进行雪旺细胞原代培
养，采用差速贴壁法和Ｔｈｙ１．１抗体进行细胞纯化。
采用免疫荧光法观察２，５ＨＤ不同染毒浓度和染毒
时间雪旺细胞ＮＧＦ及其 ｐ７５ＮＴＲ表达水平的变化，
图像分析软件 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ进行定量分析。结果
２，５ＨＤ５～４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１染毒２４ｈ可以促进雪旺细
胞 ＮＧＦ及其 ｐ７５ＮＴＲ的表达，呈浓度效应关系；
２，５ＨＤ１０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１染毒 １～４８ｈ，ＮＧＦ及其
ｐ７５ＮＴＲ表达水平呈先增高后降低的趋势。结论
２，５ＨＤ可以促进雪旺细胞 ＮＧＦ及其 ｐ７５ＮＴＲ的表
达，这可能是机体的一种自我保护机制，为使用

ＮＧＦ治疗正己烷中毒性周围神经病提供了依据。
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正己烷（ｎｈｅｘａｎｅ）是一种高挥发性有机溶剂，
广泛应用于多种行业。正己烷主要经过呼吸道、皮

肤进入体内，在肝脏经微粒体混合功能氧化酶代谢

生成具有神经毒性的２，５己二酮（２，５ｈｅｘａｎｅｄｉｏｎｅ，
２，５ＨＤ）。正己烷致中毒性周围神经病（ｔｏｘｉｃｐｅ
ｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ）的临床表现为感觉运动型周围
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神经病，四肢由远及近出现感觉、运动功能障碍，重

症者会出现下肢瘫痪和肌肉萎缩，严重影响劳动者

的工作和生活［１－３］。

　　神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）属于
神经营养素家族，对感觉神经和交感神经的存活、分

化、生长、成熟和凋亡等均起着重要的作用。近１０
年来，ＮＧＦ在神经损伤中的修复作用成为研究的热
点，其中包括外伤、糖尿病性周围神经病、帕金森病

和阿尔茨海默病等［４］。近几年，我国学者尝试使用

国产鼠源性神经生长因子（ｍｏｕｓｅｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ，ｍＮＧＦ）治疗职业性正己烷中毒性周围神经病，
经过Ⅲ期临床试验证实 ｍＮＧＦ能显著加速正己烷
中毒性周围神经病的恢复［５－６］。

雪旺细胞是周围神经的髓鞘形成细胞，在周围

神经的再生过程中发挥重要作用［７］。在生理条件

下，成年个体的雪旺细胞只分泌少量 ＮＧＦ，但当周
围神经受到机械损伤时，雪旺细胞会分泌大量的

ＮＧＦ［８］，成为内源性ＮＧＦ的主要来源之一。ＮＧＦ通
过与高亲和力的酪氨酸激酶 Ａ（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅＡ，
ｔｒｋＡ）受体和低亲和力的 ｐ７５神经营养素受体（ｐ７５
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｐ７５ＮＴＲ）结合促进周围神经
的修复。推测在正己烷中毒性周围神经病周围神经

的修复过程中，雪旺细胞可能发挥了重要作用。

本研究使用原代培养的雪旺细胞，采用免疫荧

光法观察正己烷中毒对雪旺细胞 ＮＧＦ及其受体
ｐ７５ＮＴＲ表达水平的影响，探讨正己烷中毒性周围
神经病的发病机制，也为临床使用ＮＧＦ治疗职业性
正己烷中毒性周围神经病提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物、药品和试剂
新生３日龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，中国医学科学院实验

动物中心提供。２，５ＨＤ（９７％）购自 Ｆｌｕｋａ公司；
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司；胎牛血清

·１７２·
中国药理学与毒理学杂志

ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ
　　２００７年８月；

２００７　　Ａｕｇ；
　２１（４）：２７１－２７７
２１（４）：２７１－２７７



购自ＢｉｏｃｈｅｒｏｍＡＧ公司；兔抗 Ｓ１００多克隆抗体购
自莱博公司；Ｔｈｙ１．１抗体购自 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；兔
抗ｐ７５ＮＴＲ抗体购自 Ｓｉｇｍａ公司；兔抗 ＮＧＦ多克隆
抗体、ＦＩＴＣ标记山羊抗兔 ＩｇＧ抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司；用于稀释抗体的稀释液（ｐｒｉｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙｄｉｌｕ
ｔｉｏｎ，ＰＡＤ）购自中杉金桥生物技术有限公司；多聚
甲醛和胰酶等其他试剂均为进口或国产分析纯试

剂。

１．２　雪旺细胞的原代培养
取新生３日龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠１０只，无菌条件下取

双侧坐骨神经；以 １∶１０体积加入 ０．１％胶原酶，
３７℃水浴摇床消化３０ｍｉｎ，离心弃上清；加入相同体
积终浓度为０．１％的胶原酶和０．２５％的胰酶，反复
吹打，３７℃水浴摇床消化３０ｍｉｎ，离心弃上清；加入
含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基，过２５６
目筛网，接种于培养瓶中；采用差速贴壁法（接种１
ｈ后，吸取上清，接种于另一新的培养瓶中）和 Ｔｈｙ
１．１抗体（终浓度为０．０５ｍｇ·Ｌ－１）去除成纤维细胞
污染。培养３ｄ后，再次采用差速贴壁法纯化１次。
纯化后的细胞培养 ３ｄ进行实验。采用免疫荧光
法，用免抗Ｓ１００抗体鉴定雪旺细胞。
１．３　实验分组

按２，５ＨＤ染毒浓度分组：细胞纯化后，用０．２５％
胰酶消化，调整细胞密度为２．０×１０８Ｌ－１，取０．３ｍＬ
接种到预先用多聚赖氨酸包被过的盖玻片上，置于６
孔板中，４ｈ后，加入 ３ｍＬ含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基培养。将已接种的状态良好的雪
旺细胞分成５组，分别加入终浓度为０，５，１０，２０和４０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的２，５ＨＤ，染毒时间均为２４ｈ。

按染毒时间分组：将状态良好的雪旺细胞分成

７组，均加入终浓度为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的２，５ＨＤ，分别
于染毒０，１，３，６，１２，２４和４８ｈ后观测。
１．４　免疫荧光检测

收获受试细胞，另取未染毒的雪旺细胞作空白

对照。用ＰＢＳ洗３次；加入１００μＬ４％多聚甲醛，
４℃孵育４５ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗３次；加入１００μＬ封闭血
清工作液，３７℃孵育１０ｍｉｎ，吸掉多余液体；染毒组
加入５０μＬ一抗（兔抗ｐ７５ＮＴＲ抗体按１∶５００稀释；
兔抗ＮＧＦ多克隆抗体按１∶２００稀释），空白对照加
入５０μＬＰＡＤ，４℃过夜；用ＰＢＳ洗３次，加入５０μＬ
ＦＩＴＣ标记山羊抗兔 ＩｇＧ抗体（１∶１００稀释），３７℃孵
育１ｈ，ＰＢＳ洗３次；封片，荧光显微镜观察、拍照。
１．５　图像分析

ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＥ４００显微镜观察，ＮｉｋｏｎＤｉｇｉｔａｌ
ＳｉｇｈｔＤＳＵ１数码照相机拍照记录，用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ５．０图像分析软件对照片（×４００）进行定量分
析，随机选择１５～２０个细胞，以测得的积分吸光度
表示目的蛋白表达的相对强弱。

１．６　统计学分析
实验数据采用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行单因素方差

分析，并采用ＳＮＫ法进行两两比较。

２　结果

２．１　雪旺细胞的鉴定
如图１所示，培养细胞为梭型，成簇生长。对雪

旺细胞特异性抗体Ｓ１００免疫反应为阳性。细胞纯
度达到９５％以上。

Ｆｉｇ１．　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓｆｒｏｍｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｆｌｕｏｒｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ（×４００）．Ｔｈｒｅｅｄａｙｓａｆｔｅｒ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙｄｉｌｕｔｉｏｎ（ＰＡＤ）ａｓｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ），ａｎｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉＳ１００ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｂ）．

·２７２· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ　２００７　Ａｕｇ；２１（４）



２．２　２，５ＨＤ对雪旺细胞ＮＧＦ表达水平的影响
如表１和图 ２所示，２，５ＨＤ５，１０，２０和 ４０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１染毒２４ｈ，雪旺细胞ＮＧＦ表达水平均明显
高于对照组。５，１０和２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１３组 ＮＧＦ表达
水平无明显差异（Ｐ＞０．０５）。４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１染毒组
ＮＧＦ表达水平明显高于其他染毒组。结果表明，
２，５ＨＤ可以促进雪旺细胞ＮＧＦ的表达，且存在一定
的浓度效应关系。

Ｔａｂ１．　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ２，５ｈｅｘａｎｅｄｉｏｎｅ（２，５ＨＤ）ｏｎ
ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＮＧＦ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｃｈｗａｎｎ
ｃｅｌｌｓｆｒｏｍｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｏｆｒａｔｓ
２，５ＨＤ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｎ Ｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

０ １８ ７．７±３．０

５ ２０ １７．４±３．６＃＃

１０ ２０ ２１．０±２．６＃＃

２０ ２０ １６．８±４．３＃＃

４０ １６ ４９．１±８．０

Ｔｈｒｅｅｄａｙｓａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２，５ＨＤｆｏｒ
２４ｈ．ＡｎｄｔｈｅｎａｌｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉＮＧＦａｎｔｉｂｏｄｙ．
ｎ：ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓ（ｔｈｅｓａｍｅｉｎＴａｂｓ２－４）．珋ｘ±
ｓ．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

　　如表２和图３所示，２，５ＨＤ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１染毒
１，３，６，１２，２４和４８ｈ，雪旺细胞ＮＧＦ表达水平较０ｈ
染毒组均明显升高。随染毒时间的延长，雪旺细胞

ＮＧＦ表达水平呈先增高后降低的趋势。染毒１ｈ，
表达水平已升高１０倍，３～１２ｈ维持在最高水平，２４
ｈ后有所降低，但４８ｈ仍明显高于０ｈ。

Ｔａｂ２．　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ２，５ＨＤｏｎＮＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｓｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓｆｒｏｍｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｏｆｒａｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

Ｔｉｍｅ／ｈ ｎ Ｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

０ １８ ４．８±３．５

１ ２０ ５１．６±７．８

３ ２０ ７１．３±１３．３

６ ２０ ５９．８±６．２

１２ １９ ６８．２±１３．２

２４ １９ ５０．１±９．５

４８ ２０ ４１．７±５．７

Ｔｈｒｅｅｄａｙｓａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２，５ＨＤ１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｎｄｔｈｅｎａｌｌｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉＮＧＦａｎｔｉｂｏｄｙ．珋ｘ±ｓ．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ（０ｈ）．

２．３　２，５ＨＤ对雪旺细胞ｐ７５ＮＴＲ表达水平的影响
如表３和图 ４所示，２，５ＨＤ５，１０，２０和 ４０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１染毒２４ｈ，雪旺细胞 ｐ７５ＮＴＲ表达水平均
明显高于对照组，４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１染毒组显著高于其
他各染毒组。结果表明，２，５ＨＤ可以促进雪旺细胞
ｐ７５ＮＴＲ的表达，且存在一定的浓度效应关系。

Ｔａｂ３．　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ２，５ＨＤｏｎｐ７５ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ（ｐ７５ＮＴＲ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓｆｒｏｍ
ｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｏｆｒａｔｓ
２，５ＨＤ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｎ Ｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

０ １８ ３．１±２．９

５ １９ １３．１±４．１＃＃

１０ ２０ ２０．２±５．０＃＃

２０ ２０ １８．８±６．９＃＃

４０ ２０ ２５．４±４．３

Ｔｈｒｅｅｄａｙｓａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２，５ＨＤｆｏｒ
２４ｈ．Ａｎｄｔｈｅｎａｌｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉｐ７５ＮＴＲａｎｔｉｂｏｄｙ．
珋ｘ±ｓ．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

　　如表４和图５所示，２，５ＨＤ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１染毒
１，３，６，１２，２４和４８ｈ，雪旺细胞ｐ７５ＮＴＲ表达水平均
较０ｈ染毒组明显升高。随染毒时间的延长，雪旺
细胞ｐ７５ＮＴＲ表达水平呈先增高后降低的趋势。染
毒１ｈ已明显升高，３ｈ达高峰，随后逐渐降低，４８ｈ
仍明显高于０ｈ。

Ｔａｂ４．　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ２，５ＨＤｏｎｐ７５ＮＴＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓｆｒｏｍ ｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｏｆｒａｔｓａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

Ｔｉｍｅ／ｈ ｎ Ｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

０ １８ ２．４±１．４

１ ２０ ８．８±３．３

３ ２０ ３２．０±３．９

６ ２０ ２２．９±６．３

１２ ２０ ２３．５±５．７

２４ １７ １７．９±４．７

４８ １７ １６．６±４．４

Ｔｈｒｅｅｄａｙｓａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２，５ＨＤ１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｎｄｔｈｅｎａｌｌｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉｐ７５ＮＴＲａｎｔｉｂｏｄｙ．珋ｘ±ｓ．Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｈ．
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３　讨论

本研究应用免疫荧光法检测了２，５ＨＤ对大鼠
坐骨神经雪旺细胞 ＮＧＦ和 ｐ７５ＮＴＲ表达的影响。
结果显示，在２４ｈ内，２，５ＨＤ可使雪旺细胞的ＮＧＦ
和ｐ７５ＮＴＲ表达水平升高，且随着染毒浓度的增高，
表达水平呈现增高的趋势。而随着染毒时间的延

长，雪旺细胞 ＮＧＦ和 ｐ７５ＮＴＲ的表达都出现先增
高、后降低的趋势。这一结果与外伤致周围神经损

伤后雪旺细胞 ＮＧＦ和 ｐ７５ＮＴＲ的表达水平随时间
变化的体内实验结果基本一致［８－１０］。本研究中，

２，５ＨＤ染毒后 ＮＧＦ和 ｐ７５ＮＴＲ表达变化开始的时
间较早，持续的时间较短可能是细胞实验本身的特

点所致。文献报道［１１］，２，５ＨＤ染毒后背根神经节
神经元ＮＧＦ水平降低。这可能是由于雪旺细胞与
背根神经节神经元在周围神经系统中具有不同的生

理功能，所以两种细胞对２，５ＨＤ表现出不同的反
应，具体机制有待进一步研究。

ＮＧＦ通过与高亲和力的 ｔｒｋＡ受体和低亲和力
的ｐ７５ＮＴＲ结合促进周围神经的修复。但通常认为
ＮＧＦ对只表达 ｐ７５ＮＴＲ、不表达 ｔｒｋＡ受体的雪旺细
胞没有直接的生理作用［１２］。正常的生理状态下，雪

旺细胞只表达低水平的ＮＧＦ和ｐ７５ＮＴＲ。本研究发
现，２，５ＨＤ染毒后雪旺细胞表达的ＮＧＦ和ｐ７５ＮＴＲ
都显著升高，推测在染毒的雪旺细胞表面，高表达的

ｐ７５ＮＴＲ可以结合大量的 ＮＧＦ，提高了细胞周围
ＮＧＦ的浓度。高浓度的 ＮＧＦ对于再生的神经元具
有化学诱导作用，可以促进神经元再生的突起向雪

旺细胞方向移行［９］。当再生的周围神经移行到雪

旺细胞表面时，突起表面高亲和力的 ｔｒｋＡ受体与
ＮＧＦ结合形成 ＮＧＦｔｒｋＡ复合物，ＮＧＦｔｒｋＡ复合物
内化，并通过逆向轴浆转运到达神经元胞体，ＮＧＦ
ｔｒｋＡ复合物在神经元胞体解离，ＮＧＦ被分泌出神经
元，与神经元表面的 ｔｒｋＡ受体和 ｐ７５ＮＴＲ结合，发
挥其生理功能［９，１３－１４］。因此，２，５ＨＤ染毒后雪旺细
胞ＮＧＦ和 ｐ７５ＮＴＲ表达水平上调可能是机体的一
种自我保护机制。

周围神经受到损伤后，雪旺细胞是 ＮＧＦ的重要
来源之一。本研究结果显示，２，５ＨＤ可以促进雪旺
细胞ＮＧＦ和 ｐ７５ＮＴＲ的表达。但是，随着染毒时间
的延长，雪旺细胞表达的ＮＧＦ水平呈先增高后降低
的趋势，这为使用外源性ＮＧＦ治疗慢性正己烷中毒
性周围神经病提供了理论基础。
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ｃｅｌｌｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌ
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ｉｎｍｏｔｏｒａｎｄｓｅｎｓｏｒｙｎｅｕｒｏｎａｌｃｅｌｌｓｏｆｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＨｙｇ
Ｒｅｓ（卫生研究），２００５，３４（３）：２７１－２７４．
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