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新型温敏型肝素泊洛沙姆水凝胶包载神经生长因子对糖尿病外周神经
损伤修复的作用
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摘要：目的　探讨神经生长因子肝素泊洛沙姆水凝胶（ＮＧＦＨＰ）对糖尿病大鼠坐骨神经损伤的修复作用。方法　成年雄性 ＳＤ
大鼠腹腔注射链脲佐菌素以制备糖尿病（ＤＭ）模型。成模后，暴露并分离术侧的坐骨神经，运用静脉夹压迫神经以造成外周神经
损伤（ＰＮＩ）。同时，将其随机分为模型组（ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ），游离ＮＧＦ组（ｆｒｅｅＮＧＦ）及ＮＧＦＨＰ水凝胶组（ＮＧＦＨＰｈｙｄｒｏｇｅｌ）。每组
给予对应的药物治疗，同时在神经损伤后的每周进行斜板试验和ＢＢＢ评分。３０ｄ后，处死各组大鼠并收集术侧的坐骨神经，运
用免疫印迹检测各组神经内部结构和功能蛋白的表达，运用免疫荧光、Ｍａｓｓｏｎ三色染色和透射电镜观察各组神经内轴突和髓鞘的
再生。结果　该水凝胶可装载一定剂量的神经生长因子（ＮＧＦ）并缓控其释放。体内实验结果表明，单次注射一定体积的ＮＧＦＨＰ水
凝胶后，ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠运动功能恢复良好，神经内ＧＡＰ４３、ＭＡＰ２、ＭＢＰ及Ｓ１００的含量出现显著地上调，神经纤维的再生效果良
好且脱髓鞘情况改善显著。结论　ＮＧＦＨＰ对ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ疾病具有优越的疗效，为该药应进入临床提供理论依据。
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　　糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）严重危害人类的
身心健康且发病率逐年升高。据 ＷＨＯ评估，到２０３５

年，全球糖尿病患者人数可达５９２亿［１２］。这一庞大

患病人群需要巨额的医疗费用开销，给社会和家庭带
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来沉重的经济负担。患者体内长期的高血糖会损害

神经系统的结构和功能，早期糖尿病患者的外周神经

出现功能紊乱，包括神经传导速度减慢，疼痛和感觉

异常，晚期患者的神经内部结构出现脱髓鞘和轴突变

性，有髓神经纤维丢失等现象［３４］。由于高糖环境下，

雪旺细胞（ｓｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓ，ＳＣｓ）的增殖和再髓鞘化会
受到显著地抑制，不利于轴突的生长。此外，新生的

血管在紊乱的微环境下，较难进入损伤区，从而影响

神经再生的营养和氧气供应［５６］。故对患糖尿病合并

外周神经损伤（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙ，ＰＮＩ）的病人恢
复其神经内部的结构及功能将变得异常困难。

神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）是由２
个分子量为１２５×１０３的单体对称形成的二聚体，
兼具营养神经和促进神经突起生长的双重作用。已

有研究证实，ＮＧＦ能够与胶质细胞内的 ＴｒｋＡ和
ｐ７５ＮＴＲ受体结合，经逆向运输至神经元细胞，发挥保
护神经元并促进其生长的的功效［７８］。且 ＮＧＦ对
ＰＮＩ和糖尿病外周神经病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｕ
ｒｏｐａｔｈｙ，ＤＰＮ）均具有良好的治疗效果［９１０］。但已有

研究报道发现 ＰＮＩ合并糖尿病的患者体内产生和
分泌ＮＧＦ的量不能够满足损伤神经修复的需求，故
补充外源性 ＮＧＦ成为治疗 ＰＮＩＤＭ患者的良好策
略［１１１２］。ＮＧＦ是一种多肽类的蛋白药物，其半衰期
短，在生理条件下易失活且进入机体后容易扩散的

缺陷［１３］，需迫切寻找一种有效的药物载体，将其运

载至机体的病灶区并达到连续缓控释放的效果，进

而持续的修复糖尿病人损伤的外周神经。

本实验自主合成的一种新型温敏型肝素泊洛
沙姆水凝胶（ｈｅｐａｒｉｎｐｏｌｏｘａｍｅｒｈｙｄｒｏｇｅｌ，ＨＰ）具有
较好的生物相容性、生物降解性和低毒性［１４］。接枝

的肝素能够亲和各类生长因子（ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ，
ＧＦｓ）。因此，可携带ＮＧＦ进入机体并于细胞膜上的
受体结合，进而调控细胞内部的代谢活动。本实验

的研究结果显示，该ＨＰ水凝胶是一种多孔状的３Ｄ
网状结构，易于结合ＮＧＦ并缓控其释放。体内的研
究结果显示，单次注射ＮＧＦＨＰ水凝胶后，糖尿病大
鼠损伤的坐骨神经出现显著的运动功能恢复，同时

促进轴突和髓鞘的再生。且疗效优于等剂量游离

ＮＧＦ的连续给药。本实验有望为糖尿病坐骨神经
损伤的治疗提供新的治疗手段，提升我国在该病领

域的原创性技术水平。

１　材　料
１１　药物和试剂

肝素泊洛沙姆水凝胶（ｈｅｐａｒｉｎｐｏｌｏｘａｍｅｒｈｙ
ｄｒｏｇｅｌ，ＨＰ，实验室自主合成）；神经生长因子（ｎｅｒｖｅ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ，Ｓｉｇｍａ公司，ＳＲＰ３０１５）；神经生长
因子ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（ＭｕｌｔｉＳｃｉｅｎｃｅ公司，４８Ｔ）；
Ｍａｓｓｏｎ三色染色试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，Ｇ１３４０）；生
长相关蛋白 ４３（ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４３，ＧＡＰ
４３，Ａｂｃａｍ公司，ａｂ１６０５３）；微管相关蛋白２（ｍｉｃｒｏ
ｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＡＰ２，Ａｂｃａｍ 公 司，
ａｂ５３９２）；ＭＢＰ（ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ，Ａｂｃａｍ公
司，ａｂ６２６３１）；可溶性蛋白１００（Ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ１００，
Ｓ１００，Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司，ｓｃ５８８３９）；β肌动蛋白（βａｃ
ｔｉｎ，Ｓｉｇｍａ公司，Ａ１９７８）；神经丝蛋白２００（ｎｅｕｒｏｆｉｌａ
ｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ２００，ＮＦ２００，Ａｂｃａｍ公司，ａｂ４６８０）。
１２　仪器

ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭＸＲＳ＋凝胶成像仪 （ＢｉｏＲａｄ公
司）；正置荧光显微镜 （Ｎｉｋｏｎ公司）；扫描电镜（Ｈｉ
ｔａｃｈｉ公司，Ｊａｐａｎ，ＴＭ４０００）；透射电镜（Ｈｉｔａｃｈｉ公
司，Ｊａｐａｎ，ＨＴ７７０）；血糖仪及其试纸（Ｓｉｎｏｃａｒｅ公司，
Ｃｈｉｎａ，ＧＡ３）。

２　方　法
２１　ＮＧＦＨＰ水凝胶的制备

运用 １乙基３（３二甲基氨丙基）二乙胺／Ｎ
羟基二酰亚胺（ＥＤＣ／ＮＨＳ）法合成 ＨＰ［１５］。首先，泊
洛沙 姆 ４０７（１ｍｍｏｌ· Ｌ－１）与 二 氨 基 乙 烯
（３ｍｍｏｌ·Ｌ－１）反 应 生 成 单 胺 终 端 泊 洛 沙 姆
（ＭＡＴＰ）。紧接着，该中间体（４５ｇ，０５ｍｍｏｌ·
Ｌ－１）与肝素钠（２５ｇ，０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）在２（Ｎ吗
啉）磺酸缓冲液（ＭＥＳ）中反应１ｄ。该反应物透析３
ｄ，冻干获得 ＨＰ粉末，并于 ４℃条件下长期保存。
将制备的 ＨＰ粉末溶于新鲜的生理盐水，以获得原
始浓度为６４０μｇ·μＬ－１的 ＨＰ水凝胶溶液。然后，
分别取原始浓度为６４０μｇ·μＬ－１的ＨＰ水凝胶溶液
２５０μＬ，原始浓度为１５μｇ·μＬ－１ＮＧＦ原溶液１μＬ
及新鲜的生理盐水７４９μＬ，在４℃ 条件下充分搅拌，
获得１ｍＬ的ＮＧＦＨＰ水凝胶。其中，ＮＧＦ的终浓度
为１５ｎｇ·μＬ－１，ＨＰ的终浓度为１６０μｇ·μＬ－１。
２２　扫描电镜

将ＮＧＦＨＰ样品放入 －８０℃的超低温冰箱冻
干过夜，次日将其放入冷冻干燥仪中，开启仪器电源

并调节其参数，使样品在７ｋｇ·ｃｍ－２左右的压力冻
干２４ｈ，将脱水标本取出，横切２ｍｍ的厚度，并用
双面胶带粘贴于铜片中放入真空镀膜机内涂喷一层

金属导电膜，在扫面电镜下观察样品的表面形态。
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２３　ＮＧＦ的体外释放
取配制好的ＮＧＦＨＰ水凝胶溶液１ｍＬ，同时将

配置等浓度等体积的 ＮＧＦ溶液作为对照组。各样
品放入４℃的冰箱并分别于１、３、７、１４、２１、２８ｄ收
集上清液，运用酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａ，ＥＬＩＳＡ）法于４５０ｎｍ波长下检
测不同天数ＮＧＦＨＰ释放 ＮＧＦ的量以及 ＮＧＦ溶液
含有ＮＧＦ的量，并分别记为实验组和对照组，在二
者时间对应的条件下，运用实验组／对照组计算的比
值绘制释放曲线。

２４　动物分组与给药
８周龄的雄性 ＳＤ大鼠购自北京维通利华实验

动物技术有限公司，动物证号 ＳＣＸＫ（京）２０１１
００１１。实验大鼠适应性饲养１周后，每只腹腔注射
剂量为６５ｍｇ·ｋｇ－１的链脲佐菌素（溶于ＰＢＳ溶液，
浓度１０ｍｇ·ｍＬ－１，避光条件操作），在给药后的第
１、３、７天测量动物的随机血糖，当３次血糖浓度均
大于１６７ｍｍｏｌ·Ｌ－１视为糖尿病造模成功。次日，
将成模的糖尿病大鼠腹腔注射１０％水合氯醛（３５
ｍＬ·ｋｇ－１）麻醉后，切开右后肢的皮肤和肌肉并暴
露坐骨神经，在坐骨分叉近端约７ｍｍ处用２个静
脉夹夹持２ｍｉｎ（３０ｇ，奥斯卡，中国），小心移除静脉
夹后，缝合肌肉和皮肤。术后若观察出受试鼠后肢

的运动呈现拖行，四肢并拢不能伸展，提示坐骨神经

损伤模型制备成功。选出两种模型均制备成功的实

验鼠３０只，随机分为模型组 （ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ），游离
ＮＧＦ组 （ｆｒｅｅＮＧＦ）和包裹ＮＧＦ的水凝胶组 （ＮＧＦ
ＨＰｈｙｄｒｏｇｅｌ），每组各１０只，ＮＧＦＨＰｈｙｄｒｏｇｅｌ组在
夹闭坐骨神经的损伤区域肌内注射 １ｍＬ的 ＮＧＦ
ＨＰ溶液（ＮＧＦ的浓度为１５ｎｇ·μＬ－１，ＨＰ的浓度为
１６０μｇ·μＬ－１），ＦｒｅｅＮＧＦ组连续 ３０ｄ肌内注射
０１ｍＬ浓度为５ｎｇ·μＬ－１的ＮＧＦ溶液，ＰＮＩｄｉａｂｅｔ
ｉｃｓ给予等体积的生理盐水。动物实验遵守实验动
物中心管理规范。术后每周进行动物的行为学评价

并于坐骨神经损伤的第３０天处死各组动物，收集坐
骨神经组织进行病理分析。

２５　ＢＢＢ评分
将各组实验大鼠放于空旷的场地使其自由爬行

５ｍｉｎ，待其适应场地后，由实验人员观察动物后肢
的活动情况并根据 Ｂａｓｓｏ等［１６］提出的 ＢＢＢ评分标
准评判各只鼠的得分，每组至少保证５只的量且每
周进行１次评分。ＢＢＢ的评分范围为０～２１，０代表
后肢完全观察不出运动，２１代表后肢运动已达到正
常。虽然ＢＢＢ评分主要运用于脊髓损伤，但在 ＰＮＩ

领域也运用广泛［１７］。

２６　斜板试验
用于评价实验鼠肌力和运动的恢复情况。试验

装置是２块矩形板通过绞链将其相连，其中１块为
底板，另１块为移动板，移动板表面覆盖住１ｃｍ的
橡胶垫。待大鼠处于安静状态后，将其放于移动板并

使身体纵轴与斜板纵轴垂直放置，逐渐增大移动板与

底板（水平放置）的角度，直至大鼠后肢不能支撑身体

并出现下滑的现象时，记录此时斜板的角度，每只受

试鼠重复测定３次，２次时间的间隔不小于５ｍｉｎ。
２７　组织样品的制备

动物麻醉后，打开胸腔暴露心脏，输液针头扎入

左心室并灌注生理盐水，待血液灌净后，分离坐骨神

经并用手术刀片切取损伤区约２ｃｍ的神经样本放
入３０％的蔗糖溶液脱水１２ｈ，随后包被于ＯＴＣ中并
冷冻成型，将其切成５μｍ的冰冻切片黏附于载玻
片中并用丙酮固定１０ｍｉｎ，以便进行后续的免疫荧
光实验。剩余组织放入 －８０℃长期保存以进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ实验。对于透射电镜或 Ｍａｓｓｏｎ染
色的组织样本，生理盐水灌流后，继续灌流４％的多
聚甲醛１０ｍｉｎ，取包含损伤区１ｍｍ的坐骨神经于
２５％的戊二醛中固定４ｈ以便后续的透射电镜实
验，再切取１ｃｍ的组织样本放入４％的多聚甲醛保
存，酒精梯度脱水，二甲苯透明，石蜡包埋后在石蜡

切片机上切成５μｍ厚度的组织切片并黏附于载玻
片中，放于烘箱烘干４ｈ，以便后续的Ｍａｓｓｏｎ染色。
２８　免疫印迹

冻存的神经组织加入哺乳动物组织裂解液和

ＰＭＳＦ（１∶１００）裂解０５ｈ，运用超高速匀浆机匀碎神
经组织２ｍｉｎ，超高速离心后取上清液采用考马斯亮
蓝法测定上清液中的蛋白浓度。样品加入十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）后以８０Ｖ的
电压电泳４ｈ，转膜至 ＰＶＤＦ并电转２ｈ，取出 ＰＶＤＦ
膜并在 ５％脱脂牛奶中室温封闭 １５ｈ，加入兔抗
ＧＡＰ４３（１∶１０００）、兔抗ＭＢＰ（１∶１０００）、鼠抗Ｓ１００
（１∶３００）、兔抗 ＭＡＰ２（１∶１０００）和兔抗 βａｃｔｉｎ（１∶
５０００）抗体，４℃摇床孵育过夜，ＴＢＳＴ清洗，再分别
与相应的辣根过氧化物酶标记的抗体室温下孵育１
ｈ，ＴＢＳＴ清洗，目的条带加入ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ显色液，
利用凝胶成像系统对其化学发光信号进行检测，

ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ（ＢＩＯＲＡＤ）软件分析目的蛋白、内参蛋
白的平均光密度值并将２者相除用作半定量比值，
实验独立重复５次。
２９　免疫荧光
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将切好的冰冻切片用 ＰＢＳ洗净组织周围的
ＯＴＣ后，滴加５％ ＢＳＡ＋００５％ Ｔｒｉｔｏｎｘ１００混合液
并孵育０５ｈ，滴加鸡抗ＮＦ２００抗体（１∶５０００）４℃
孵育过夜，次日ＰＢＳ洗净一抗，滴加生物素标记的对
应的荧光二抗室温孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤，ＤＡＰＩ染核７
ｍｉｎ，滴２０μＬ的抗荧光猝灭剂并进行封片，将各组切
片放于正置荧光显微镜下拍照并将拍摄的图片运用

ＩｍａｇｅＪ图像分析软件分析并统计各组轴突数。
２１０　Ｍａｓｓｏｎ三色染色

烘干的石蜡切片放入二甲苯中透明２０ｍｉｎ后，
按Ｍａｓｓｏｎ染色说明书的操作步骤处理各组切片，试
剂盒内的丽春红染色７ｍｉｎ，甲苯胺蓝染色１ｍｉｎ，最
后中性树脂封片，待切片风干后在４００倍镜下观察
坐骨神经组织损伤区的恢复情况。

２１１　透射电镜
将浸泡的坐骨神经组织用ＰＢＳ清洗，３７℃放入

锇酸和醋酸铀各染色１ｈ，丙酮脱水后用环氧树脂包
埋并切成５００ｎｍ厚度的超薄切片。将超薄切片用
乙酸双氧铀和枸橼酸铅染色后，在透射电镜下拍照

观察。运用ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ对图像中神经纤维数和
Ｇｒａｔｉｏ（轴突直径／纤维直径）进行计算分析。
２１２　统计分析

采用ＳＰＳＳ２１０统计软件包进行分析，计量资料
采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分
析（ＡＮＯＶＡ）统计分析加 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ多重比较分析，
两两比较采用ＬＳＤ法，Ｐ＜００５认为统计学具有显
著性差异。

３　结　果
３１　ＮＧＦＨＰ水凝胶性质检测

ＨＰ是一种相对分子质量约 １９×１０３且具有温
敏特性的水凝胶，即在４℃存储条件下呈现液态，进
入生物体，在体温（３７℃）作用下发生凝胶成型。前
期已报道ＨＰ发生相转变的温度约为２５℃，其接枝
肝素的效率为５２４％，１７３６ｃｍ－１及３３００～３６００
ｃｍ－１为形成 ＨＰ酰胺键（—ＣＯ—ＮＨ—）的新吸收
峰［１８］。为观察ＨＰ装载 ＮＧＦ后的内部结构特征及
释放特性，分别运用扫描电镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉ
ｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）及 ＥＬＩＳＡ试剂盒对其性质进行检
测。ＳＥＭ的拍摄结果显示，ＮＧＦＨＰ的内部呈现海
绵状的多孔网状结构（图１Ａ），推测这种３Ｄ立体网
状结构可能更有利于附载ＮＧＦ。在检测ＮＧＦＨＰ释
放ＮＧＦ的过程中，同时检测了等浓度等体积的ＮＧＦ
在对应天数含有 ＮＧＦ的量作为对照组，并将 ＮＧＦ

ＨＰ在不同天数释放ＮＧＦ的量除以对应天数的对照
组，以此排除ＮＧＦＨＰ含有的ＮＧＦ在实验过程中所
遇到的不稳定性和降解性等问题。由ＮＧＦＨＰ水凝
胶在体外的释放曲线可知，前期水凝胶中ＮＧＦ释放
迅速，后期平稳，至２８ｄ仍有约４２３２％的 ＮＧＦ存
留于水凝胶中（图１Ｂ）。此结果表明，ＨＰ内含有的
肝素可很好的结合ＮＧＦ并缓控其释放。
３２　ＮＧＦＨＰ促进 ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠运动功能的
恢复

为探究ＮＧＦＨＰ对ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠运动功能
的恢复并与游离ＮＧＦ的疗效作对比，各组在给药后
的第０、７、１４、２１、２８天分别进行斜板实验与 ＢＢＢ评
分。由斜板实验获取的结果可知，给药组的大鼠在

斜板上维持平衡的角度随着治疗天数的推移在逐步

变大，在第２１天 ＮＧＦＨＰ与游离 ＮＧＦ组的斜角数
值出现统计学差异并在第 ２８天表现的更加显著
（图２Ａ）。这样的趋势在ＢＢＢ评分中同样得到验证
（图２Ｂ）。上述分析结果表明，游离 ＮＧＦ的治疗可
持续地促进ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠运动功能的恢复但效
果不及单次给予ＮＧＦＨＰ的治疗。
３３　ＮＧＦＨＰ上调 ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠神经内部结
构和功能蛋白的表达

为进一步探究ＮＧＦＨＰ改善 ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠
的行为学与上调神经内结构和功能蛋白表达的密切

联系。我们运用免疫印迹法分别检测各组神经内

ＧＡＰ４３、ＭＡＰ２、ＭＢＰ及 Ｓ１００的含量。ＧＡＰ４３蛋
白存在于发育和再生神经元的生长锥中［１９］；ＭＡＰ２
　　　　

图１　（ＮＧＦＨＰ）的内部微观结构与释放曲线．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ａ－扫描电镜图；Ｂ－ＥＬＩＳＡ释放曲线

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＮＧＦＨＰｈｙｄｒｏｇｅｌａｎｄｒｅｌｅａｓｅｐｒｏ
ｆｉｌｅｏｆｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄＮＧＦａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ａ－ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ－ＥＬＩＳＡｒｅｌｅａｓｅｄｃｕｒｖｅ
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是神经骨架的一个重要组成部分，参与细胞内许多蛋

白质的转运［２０］；ＭＢＰ是外周神经内髓鞘的主要外膜
蛋白［２１］；Ｓ１００属于增殖 ＳＣｓ的标记物［２２］。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ的检测结果显示，游离ＮＧＦ组中这４种蛋白
的表达均出现显著的增加，但增幅不及 ＮＧＦＨＰ组
（图３）。由此可推断，ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠运动功能的
恢复与神经内结构和功能蛋白表达的上调密切相关

且ＮＧＦＨＰ上调该类蛋白的表达效果最佳。
３４　ＮＧＦＨＰ增加ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠轴突的数目

轴突是将神经元胞体产生的兴奋冲动传至其他

神经元或效应器的枢纽。轴突的缺损会引起神经功

能的丧失。为探究 ＮＧＦＨＰ是否有助于促进 ＰＮＩ
ｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠病变神经内轴突的再生，运用 ＮＦ２００

标记各组轴突的形态。图４Ａ的结果显示，模型组
（ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ）轴突数目稀疏且排列紊乱，而连续
注射游离 ＮＧＦ后，这种情况被逆转。而单次给予
ＮＧＦＨＰ后，坐骨神经内轴突的再生表现地更加密
集和规整。统计结果也显示，ＮＧＦＨＰ水凝胶增加
新生轴突的数目最多（图４Ｂ）。上述分析结果说明，
ＮＧＦＨＰ促进ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠神经内轴突再生的
效果最佳。

３５　ＮＧＦＨＰ加速 ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠神经纤维的
再生和再髓鞘化

Ｍａｓｓｏｎ染色用于评价３０ｄ后各组损伤神经纤
维的再生情况。组织形态学的结果显示，模型组的

神经纤维数量稀释且排列紊乱。相反，游离ＮＧＦ组

图２　ＮＧＦＨＰ促进ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠运动功能的恢复．ｎ＝７，珋ｘ±ｓ
Ａ－斜板实验；Ｂ－ＢＢＢ评分；与ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ组相比，１）Ｐ＜００５；与游离ＮＧＦ组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１

Ｆｉｇ２　ＮＧＦＨＰｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｍｏｔｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓｒａｔ．ｎ＝７，珋ｘ±ｓ
Ａ－ｔｈｅｉｎｃｌｉｎｅｄｐｌａｎｅｔｅｓｔ；Ｂ－ｔｈｅＢＢＢｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎｓｃｏｒｅ；１）Ｐ＜００５，ｖｓＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓｆｒｅｅＮＧＦｇｒｏｕｐ

图３　ＮＧＦＨＰ水凝胶对ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠坐骨神经ＧＡＰ４３、ＭＡＰ２、ＭＢＰ、Ｓ１００蛋白表达的影响．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
与ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与游离ＮＧＦ组相比，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＧＦＨＰｏｎＧＡＰ４３、ＭＡＰ２、ＭＢＰ、Ｓ１００ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｏｆＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓｒａｔｓ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，ｖｓｆｒｅｅＮＧＦｇｒｏｕｐ
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图４　ＮＧＦＨＰ水凝胶对ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠坐骨神经轴突再生的影响
Ａ－免疫荧光（×４００）；Ｂ－ＮＦ２００荧光强度统计图．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ；与ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ组相比，１）Ｐ＜００５；与游离ＮＧＦ组相比，２）Ｐ＜００１

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＧＦＨＰｏｎａｘｏｎａｌｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｏｆＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓｒａｔｓ
Ａ－ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（×４００）；Ｂ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＦ２００ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ；１）Ｐ＜００５，ｖｓＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，ｖｓｆｒｅｅＮＧＦ

ｇｒｏｕｐ

和ＮＧＦＨＰ组含有大量的有髓神经纤维，排列有序
且轮廓清晰（图５Ａ）。透射电镜（ＴＥＭ）用于显示各
组神经内髓鞘的形态及数目变化。与 Ｍａｓｓｏｎ的分
析结果一致，术后３０ｄ，在游离 ＮＧＦ和 ＮＧＦＨＰ组
中，绝大多数再生的轴突被致密的髓鞘包裹。而

ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ组再生的髓鞘呈现稀薄松散状的形
态，髓鞘内表现出典型的液泡状结构，提示该组髓鞘

发生脱髓鞘化（图５Ｂ）。统计结果显示，游离 ＮＧＦ
组和ＮＧＦＨＰ组在髓鞘数目和 Ｇｒａｔｉｏ参数均显示
一定的统计学差异（图５Ｃ，５Ｄ）。上述分析结果表
明，ＮＧＦＨＰ可显著增强 ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠神经纤
维的再生和再髓鞘化。

４　讨　　论
恢复损伤的外周围神经功能至正常水平仍然是

一个具有挑战性的临床难题。ＰＮＩ的病人往往会遭
受部分或永久性的感觉和自主神经功能的丧失，特

别是对那些合并糖尿病的患者［２３］。ＮＧＦ是一种研
究最为广泛的神经营养因子，其促进周围神经修复

和再生已被广泛报道。然而，保持适当的空间和时

间释放仍然是优化 ＮＧＦ疗效的主要障碍。在本实
验中，我们将 ＮＧＦ装载于具有温敏特性的肝素泊
洛沙姆（ＨＰ）凝胶内，通过原位注射进入ＰＮＩｄｉａｂｅｔ
ｉｃｓ大鼠神经周围的病灶区。ＨＰ缓控释放 ＮＧＦ的
特性可显著地促进轴突的再生和再髓鞘化，增强神

经内结构和功能蛋白的表达，进而达到持续地促进

ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠运动功能的恢复。
在神经发育和再生过程中，轴突的萌芽和髓鞘

的重组不仅依赖于内在分子和细胞机制的调控，而

且也受制于外在因素的微环境变化［２４］。在神经损

伤部位提供足量的细胞生长因子是一种能够为神经

再生创造良好微环境的优越手段［２５］。ＮＧＦ是被广
泛报道的神经营养因子家族成员之一，兼具促进神

经再生和营养神经的双重功效，可显著改善 ＰＮＩ和
神经系统疾病的形态和功能的恢复。但内源性的

ＮＧＦ无法满足神经再生的需求，且外源性ＮＧＦ在生
理条件下易失活，导致在机体内的生物利用度急剧

下调，增大病人的给药频率和剂量，进而造成临床上

不良反应的风险［２６］。因此，寻找一种在机体内部可

持续释放ＮＧＦ的载体迫在眉睫。
与绝大生物组织相比，泊洛沙姆水凝胶是一种

理想的药物递送载体，在神经保护和再生医学中被

广泛运用［２４］。例如，泊洛沙姆４０７／１８８聚合物与单
唾液酸神经节苷脂（ＧＭ１ｇｅｌ）联合运用可有效预防
损伤脊髓内细胞的凋亡和胶质癜痕的形成［２７］。本

实验开发的温敏型水凝胶是由泊洛沙姆４０７和肝素
通过缩聚反应而得。泊洛沙姆４０７是一种安全的生
物相容性聚合物，已被美国食品和药品管理局

（ＦＤＡ）批准并用于无创伤血管吻合术的缝合［２８］。

肝素是一种由糖胺聚糖聚合而成的高分子聚合物。
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图５　ＮＧＦＨＰ水凝胶促进ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠神经纤维的再生和再髓鞘化
Ａ－Ｍａｓｓｏｎ三色染色；Ｂ－透射电镜；Ｃ－髓鞘数目统计图；Ｄ－Ｇｒａｔｉｏ统计图（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）；与ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ组相比，１）Ｐ＜００１；与游离ＮＧＦ组相比，２）Ｐ＜００５

Ｆｉｇ５　ＮＧＦＨＰｐｒｏｍｏｔｅｓｎｅｒｖｅｆｉｂｒｅｓｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎｉｎＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓｒａｔｓ
Ａ－Ｍａｓｓｏｎ′ｓｔｒｉｃｈｒｏｍｅｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ－ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＴＥＭ）；Ｃ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｍｙｅｌｉｎ；Ｄ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｇｒａｔｉｏ

（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）；１）Ｐ＜００１，ｖｓＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＦｒｅｅＮＧＦｇｒｏｕｐ

前期的研究结果已显示，肝素泊洛沙姆共聚物可通
过抑制内质网应激或自噬诱导的凋亡提高脊髓损伤

（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）的修复和再生［２９３０］。在 ４
℃条件下，ＨＰ处于溶液状态，适于装载生长因子
（ＧＦｓ）。在体内，ＨＰ在体温作用下（３７℃）转变成
凝胶状态，其适宜的机械强度可将 ＨＰ稳固的附着
于损伤神经的病灶区并平稳地释放 ＧＦｓ。此外，肝
素的另一个重要特征是它能够结合多类 ＧＦｓ，防止
其水解，使其成为保持 ＧＦｓ生物活性的常用物
质［３１］。因此，与肝素接枝的泊洛沙姆４０７不仅有助
于保护 ＧＦｓ活性和构象，而且可时空性缓控各类
ＧＦｓ的释放。我们的实验结果也表明，ＮＧＦＨＰ其
内部的三维网状结构适于结合 ＮＧＦ并缓控其释放
（图１）。

外周神经在遭受外界破坏后，损伤近端的 ＳＣｓ
会发生去分化并出现增殖，增殖的 ＳＣｓ沿着基底膜
向前爬行形成 Ｂüｎｇｎｅｒ带为轴突的延伸铺平道路，
同时，ＳＣｓ与轴突相互作用，促使 ＳＣｓ再分化并形成
连续包绕轴突的髓鞘［３２］。故轴突和髓鞘的再生，各

结构和功能蛋白的表达上调对损伤神经的修复至关

重要。为探究ＮＧＦＨＰ对糖尿病大鼠损伤神经的修
复作用，我们首先运用斜板实验和 ＢＢＢ评分评价各
组大鼠运动功能的恢复。研究结果表明，与连续３０
ｄ注射游离ＮＧＦ相比，单次给予含等剂量ＮＧＦ的水
凝胶能更有效地促进ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ大鼠运动功能的
恢复（图２）。随后我们对各组神经组织内结构和功
能蛋白的表达含量（包括ＧＡＰ４３、ＭＡＰ２、ＭＢＰ和Ｓ
１００）进行了检测。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ的检测结果显
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示，游离ＮＧＦ治疗也可在一定程度的上促进该类蛋
白的表达，但效果不及 ＮＧＦＨＰ给药（图３）。我们
同时还评估了各组损伤神经的生长、轴突的再生和

再髓鞘化。免疫荧光、Ｍａｓｓｏｎ染色及 ＴＥＭ的研究
结果表明，ＮＧＦＨＰ可显著改善神经纤维的紊乱，加
速轴突和髓鞘的再生并抑制糖尿病脱髓鞘的现象，

且这种改善的效果优于游离 ＮＧＦ的连续给药（图
４，５）。综上，ＮＧＦＨＰ可产生广泛的神经保护和神
经再生反应，该水凝胶原位递送 ＧＦｓ有望成为治疗
ＰＮＩｄｉａｂｅｔｉｃｓ疾病的有效方法。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＭＵＳＴＡＦＡＳＢ，ＭＥＨＭＯＯＤＺ，ＡＫＨＴＥＲＮ，ｅｔａｌ．Ｒｅｖｉｅｗｍｅ

ｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔｓａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ：ａｒｅｖｉｅｗ
［Ｊ］．ＰａｋＪＰｈａｒｍ，２０１６，２９（５ｓｕｐｐｌ）：１８８５１８９１．

［２］　ＧＵＡＲＩＧＵＡＴＡＬ，ＷＨＩＴＩＮＧＤＲ，ＨＡＭＢＬＥＴＯＩ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌ
ｅｓｔｉｍａｔｅｓｏｆｄｉａｂｅｔｅｓｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｆｏｒ２０１３ａｎｄｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓｆｏｒ２０３５
［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＲｅｓＣｌｉｎＰｒａｃｔ，２０１４，１０３（２）：１３７１４９．
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