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脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)是中枢神经系

统的一种严重损伤，占全身创伤的0.2％—0.5％，在

脊柱骨折中有16％—40％并发脊髓损伤，常遗留严

重伤残，导致日常生活困难，影响患者生存质量[1]，给

家庭和社会造成极大负担。嗅鞘细胞 (olfactory

ensheathing cells，OECs)是一种特殊类型的神经胶

质细胞，并可伴随嗅神经轴突迁徙入脑，能够分泌很

多生长因子如NGF、GDNF、BDNF、NT-3、神经肽-Y
和S-100等。由于嗅鞘细胞的这些特点，OECs被认

为是细胞移植修复 SCI很有希望的种子细胞之一。

目前康复医学领域治疗SCI多是以综合康复治疗为
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摘要

目的：研究不同浓度肉苁蓉总苷对体外培养大鼠嗅鞘细胞及其分泌神经营养因子水平的影响。

方法：采用MTT测定法和流式细胞计测定法检测肉苁蓉总苷对嗅鞘细胞（OECs）增值的影响；用ELISA法测定OECs
分泌胶质细胞源性神经营养因子（GDNF）的含量。

结果：MTT测定结果显示10μg/ml和100μg/ml浓度肉苁蓉总苷能明显促进OECs增殖；流式细胞计测定结果表明肉苁

蓉总苷能促进嗅鞘细胞G1周期的增殖，并能减少嗅鞘细胞凋亡数量；ELISA测定结果表明100μg/ml浓度肉苁蓉总苷

能对OECs分泌GDNF有显著的促进作用。

结论：肉苁蓉总苷能促进OECs增殖，并能有效促进其GDNF的分泌。
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Abstract
Objective：To explore the effects of different concentration of cistanche total glycosides on promoting olfactory
ensheathing cells'(OECs) proliferation and glial-cell-line-derived neurotrophic factor (GDNF) secretion.
Method: The promoting effect of cistanche total glycosides was observed by flow cytometry and MTT, while
GDNF by ELISA.
Result: The 10μg/ml and 100μg/ml concentration of cistanche total glycosides could promote OECs' proliferation；
100μg/ml concentration of cistanche total glycosides could promote OECs' GDNF secretion.
Conclusion：Cistanche total glycosides could promote OECs' proliferation and GDNF secretion.
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主，为寻求更为有效的方法，将肉苁蓉总苷作用于

OECs进行如下研究：

1 材料与方法

1.1 实验材料

Wistar大鼠（内蒙古大学动物中心提供）；肉苁

蓉总苷（cistanche total glycosides）, DMEM/F12培养

基，胎牛血清（FCS），多聚右旋赖氨酸，阿糖胞苷

（Ara-C），胰蛋白酶，D-Hanks溶液，兔抗 p75NGFR
(Santa Cruz)，ELISA 试剂盒 (Promega)，细胞培养箱

(Thermo-HEPA Class 100), 倒 置 相 差 显 微 镜

(Olympus CKX41,日本)，超净工作台(苏州安泰空气

技术有限公司, SW-CJ-2FD),酶标分析仪(Wellscan
MKⅡ)，流式细胞仪等。

1.2 研究方法

1.2.1 OECs培养、纯化及鉴定：Wistar大鼠，断头处

死酒精浸泡 5min，将前颅打开暴露嗅球，解剖显微

镜下将两个嗅球完整取下，将嗅球组织在含双抗的

D-Hanks液中清洗；用显微外科剪将嗅球剪碎，加入

0.25%的胰酶2ml在37°C培养箱作用20min；加入含

有 10%小牛血清的DMEM/F12培养液 2ml离心管中

终止消化；巴士滴管吸除未完全消化组织 800 转/
min离心 5min，弃上清液；最后用条件培养液(20%
FCS+ 20μmol/LForskolin + 20μg/mlBPE+DMEM/F12)
将其制成 1×105/ml单细胞悬液，接种于经多聚赖氨

酸包被的细胞培养瓶内置于 37°C，5%CO2培养箱内

培养，接种24—48h后加入Ara-c作用36h时进行纯

化。用兔抗p75NGFR及FITC标记的羊抗兔 IgG二抗进

行免疫组化细胞鉴定，荧光显微镜观察。

1.2.2 利用MTT及流式细胞法测定肉苁蓉总苷对

嗅鞘细胞的影响：将培养纯化后的嗅鞘细胞以1×106

接种于 96孔板，加入肉苁蓉总苷（作用浓度分别为

1μg/ml，10mg/ml，100mg/ml），作用 24h后测OD值并

测细胞流式。设立对照组及肉苁蓉总苷不同浓度

组：A组（对照组）：将含血清培养液作为阴性对照；B
组（肉苁蓉总苷低浓度组）：1μg/ml；C组（肉苁蓉总

苷中浓度组）：10μg/ml；D 组（肉苁蓉总苷高浓度

组）：100μg/ml。每组15只大鼠。

1.2.3 ELISA法测定上清液神经营养因子的含量：

将培养纯化后的嗅鞘细胞以 1×106接种于 6孔板，

24h后加入肉苁蓉总苷（作用浓度同上）作用24h，分
别收集上清液，于-80℃保存。用ELISA法测定液神

经生长因子含量。

1.3 统计学分析

本研究数据作为计量资料处理，所得数据用均

数±标准差表示，采用SPSS 11.0统计软件进行统计

分析，所得数据资料采用方差分析，P<0.05为存在显

著性差异。

2 结果

2.1 肉苁蓉总苷对嗅鞘细胞的作用

2.1.1 甲基嗅唑基四唑法（MTT）测定结果：A组：

0.617±0.149；B组：0.589±0.147；C组：0.761±0.138；D
组：0.732±0.234。肉苁蓉总苷组（B）与对照组（A）比

较 P>0.05，差异无显著性；肉苁蓉总苷 10mg/ml、
100mg/ml浓度组（C、D）与对照组（A）相比P<0.05,差
异有显著性。

2.1.2 流式细胞法测定结果显示：见图 1。肉苁蓉

总苷组与对照组相比，G1期均高于对照组，凋亡细

胞数量百分比均低于对照组。

2.2 酶联免疫吸附法（ELISA）测定结果

检测结果显示胶质细胞源性神经营养因子

（glial-cell-line-derived neurotrophic factor, GDNF）
含量：加药前：302.1±16.6 pg/ml，A组：340.5±13.2pg/
ml；B组：333.2±23.6pg/ml；C组：355.2±17.6pg/ml；D
组：379.2±15.3pg/ml。与加药前相比GDNF含量均

明显增加；与对照组（A）比，肉苁蓉总苷100mg/ml浓
度组（D）的GDNF含量明显增加。

3 讨论

神经轴突再生困难是造成脊髓损伤后难以康复

的主要原因之一，OECs对中枢神经元轴突再生有着

其他类型细胞难以取代的作用[2]。近年来嗅鞘细胞

的研究成为热点。嗅鞘细胞是一种特殊类型的神经

胶质细胞，兼有雪旺细胞和星型胶质细胞的特性[3]，

起源于嗅基底膜，广泛分布于嗅黏膜、嗅神经和嗅球

的表面两层，具有终生分裂和再生的能力，并可伴随

嗅神经轴突迁徙入脑。嗅神经的轴突每30—60d就
可以穿越周围神经系统与中枢神经系统的交界区，

重新长入嗅鞘并建立起突触联系[4]。嗅鞘细胞能够
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分泌很多生长因子如NGF、BDNF、GDNF、NT-3、神
经肽-Y和 S-100等，研究表明神经生长因子（NGF）
能够防止脊髓红核神经元萎缩，增强皮质脊髓束发

芽和促进红核脊髓神经通路的再生；脑源性神经营

养因子（BDNF）和神经营养素-3（NT-3）均能阻止

轴突切断损伤的成年大鼠红核脊髓束细胞凋亡，解

救濒死的神经元并促进轴索再生 [5]。除此之外，嗅

鞘细胞在其胞膜上还表达另外一些因子，如神经细

胞黏附因子（N-CAM）等涉及细胞黏附和轴突的生

长功能。由于嗅鞘细胞的这些特点，OECs被认为是

细胞移植修复SCI很有希望的种子细胞之一。

肉苁蓉的化学成分主要包括苯乙醇苷类、环烯

醚萜类、挥发性成份、木脂素类、多糖以及生物碱

等。研究发现，肉苁蓉及其所含的化学成分有神经

保护作用，Deng等 [6]研究了管花苷B对肿瘤坏死因

子α(TNFα)所致 SH-SY5Y神经元凋亡的影响，结果

表明经 100μg/L的 TNFα作用 36h后的 SH-SY5Y神

经元出现典型细胞凋亡特征，而管花苷B处理2h能
明显减轻 TNFα诱导的细胞凋亡。此外，研究还表

明，苯乙醇苷类可通过抑制 caspase-3和 caspase-8
而抑制大鼠小脑颗粒细胞的凋亡[7]，并对甲基苯基四

氢吡啶（MPTP）所致的C57小鼠黑质多巴胺能神经

元损伤具有保护作用[8]。不仅如此，肉苁蓉还可以减

轻神经系统缺血再灌注等各种损害，小鼠脑缺血损

伤实验表明[9]，与脑缺血再灌注组缺血后 24h和 48h
平均72.98%及60.45%的梗死范围相比，肉苁蓉总苷

大、中、小剂量组(分别为250.0mg·kg/d；125.0mg·kg/
d；62.5mg·kg/d)分别可使脑缺血再灌注24h后小鼠

脑梗死范围缩小至 25.94%、25.81%和 31.13%，48h
后脑梗死范围缩小至 22.14%、20.06%及 22.27%，两

者比较具有显著性差异，显示出其对神经元凋亡的

显著抑制作用。

本研究将不同浓度肉苁蓉总苷作用于OECs，利
用MTT法及流式细胞计测定证实了10mg/ml,100mg/
ml肉苁蓉总苷能够促进嗅鞘细胞的增殖，并从流式

细胞计测定结果说明肉苁蓉总苷主要促进嗅鞘细胞

G1周期的增殖及明显减少凋亡细胞，因此，肉苁蓉

总苷不仅能促进嗅鞘细胞增殖，而且能提高细胞活

性抑制其凋亡。通过酶联免疫法检测证明肉苁蓉总

苷能够明显促进嗅鞘细胞分泌GDNF，上述结果为

肉苁蓉总苷的临床应用提供了实验基础。
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图1 流式细胞法测定结果
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