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布洛芬对小鼠运动神经元轴索生长的影响及分子机制
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　　摘　要　目的　观察布洛芬对小鼠运动神经元轴索生长的影响并探讨其可能的分子机制。方法　利用密
度梯度离心法分离孕 １３．５ｄ的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠胚胎脊髓前角运动神经元，随机分为布洛芬组、神经生长因子
（ＮＧＦ）组和对照组，布洛芬组、ＮＧＦ组分别给予４００μｍｏｌ／Ｌ的布洛芬、１００ｎｇ／ｍｌ的ＮＧＦ，以无处理的对照组作为
对照。培养４８ｈ后以轴索生长测定观察布洛芬对运动神经元轴索生长的影响，收集不同处理的运动神经元测定
Ｒｈｏ激酶（ＲＯＣＫ）活性，荧光定量ＰＣＲ检测ＭＡＰＫ信号分子（ＥＲＫ，ｐ３８，ＪＮＫ）的表达。结果　与对照组相比，布
洛芬组的神经元轴索长度偏长（Ｐ＜０．０５），ＲＯＣＫ活性显著偏低且 ＪＮＫｍＲＮＡ的相对表达量显著偏高（Ｐ＜０．
０５）；与ＮＧＦ组相比，布洛芬组的神经元轴索长度及其ＲＯＣＫ活性无差异（均Ｐ＞０．０５），但ＪＮＫｍＲＮＡ的相对表
达量高于ＮＧＦ组（Ｐ＜０．０５）。３组间ＥＲＫ和ｐ３８的表达均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。结论　布洛芬可能通过
上调ＪＮＫ的表达而促进运动神经元轴索的生长。
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　　周围神经病是一组临床常见的、由多种原因引
发的周围神经损伤的疾病统称。布洛芬是临床常

用的一种非甾体抗炎药，它可以通过抑制环氧化酶

的生成、减少前列腺素的合成而发挥作用。研究表

明，布洛芬可以通过影响 Ｒａｓ同源基因家族（Ｒａｓ
ｈｏｍｏｌｏｇｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ，Ｒｈｏ）成员ＲｈｏＡ及其
下游的Ｒｈｏ激酶（Ｒｈｏｋｉｎａｓｅ，ＲＯＣＫ）而促进神经
再生［１］。然而，ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ均处于细胞信号通路
的末端，布洛芬通过调控何种信号分子而影响

ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ，目前尚不清楚。有研究证明 ＲｈｏＡ／
ＲＯＣＫ通过调控丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃ
ｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路在神经元的
存活和和生长过程中发挥了重要的作用［２］。本文

通过观察布洛芬对小鼠原代脊髓前角运动神经元

ＭＡＰＫ表达的影响，旨在探讨布洛芬促神经元轴索
生长的分子机制，为其下一步在周围神经病临床治

疗中的应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　８～１０周龄 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（济
南朋悦实验动物公司），雄鼠 １０只，雌鼠 ３０只，
ＳＰＦ级饲养。动物实验符合动物伦理学要求。
１．１．２　试剂　ＨｉｂｅｒｎａｔｅＥ（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、胎
牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司）、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（美
国Ｇｉｂｃｏ公司）、ＮＡＢＧ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、
ＯｐｔｉＰｒｅｐ分离液（美国 Ｓｉｇｍａ公司）、布洛芬（美国
Ｓｉｇｍａ公司）、神经生长因子（美国 Ｓｉｇｍａ公司）、抗
小鼠ＣｈＡＴ（美国 Ａｂｃａｍ公司）、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标
记驴抗兔二抗（美国 Ａｂｃａｍ公司）、ＲＮＡ提取试剂
盒（北京天根生化科技有限公司）、ＡｌｌｉｎＯｎｅｃＤ
ＮＡ第一链合成试剂盒（广州复能基因）、ＲＩＰＡ裂
解液（江苏碧云天生物技术研究所）、ＲＯＣＫ活性测
定试剂盒（美国ＣｅｌｌＢｉｏｌａｂｓ公司）。
１．２　方法
１．２．１　运动神经元的分离及干预　分离小鼠脊髓
前角运动神经元［３］，具体如下：将Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按
雄雌１∶２比例合笼，于次日检查雌鼠阴道见有阴栓
者记为Ｅ０ｄ。取Ｅ１３．５ｄ的孕鼠，用 ＣＯ２麻醉后颈
椎脱臼处死，于７０％酒精中快速浸泡３０ｓ后置于
１００ｍｍ无菌培养皿中，加入 ＤＰＢＳ后分离胎鼠脊
髓，将分离好的脊髓转移到含有０．５ｍｌ预冷的 Ｈｉ
ｂｅｒｎａｔｅＥ的 ６０ｍｍ无菌培养皿中，剪碎后加入
３７℃预热的０．２５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ溶液，于３７℃

细胞培养箱中消化２５ｍｉｎ，期间每５ｍｉｎ轻柔吹打
一次，以含２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基终
止消化。于４℃水平离心机中１０００ｒ离心５ｍｉｎ，以
４ｍｌＮＡＢＧ培养基重悬沉淀。于１５ｍｌ离心管分别
加入ＯｐｔｉＰｒｅｐ分离液和 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｏｐｔｉ
Ｐｒｅｐ分离液的终浓度为１２．４％，ｖ／ｖ），将重悬后的
细胞缓慢加入上述混合分离液中，于４℃水平离心
机中２２００ｒ离心１０ｍｉｎ，吸取中间云雾层，１０００ｒ离
心５ｍｉｎ，所得沉淀即为运动神经元，加入适量的
ＮＡＢＧ培养基重新悬浮细胞。将运动神经元按 １
×１０４的密度接种于多聚赖氨酸包被的 ２４孔板
中，随机分组如下：布洛芬组、神经生长因子（ｎｅｒｖｅ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）组和对照组（无处理），布洛芬
的浓度为 ４００μｍｏｌ／Ｌ，ＮＧＦ浓度为 １００ｎｇ／ｍｌ。每
组均设６个复孔，培养４８ｈ后进行后续检测。
１．２．２　轴索生长测定　将培养完毕的运动神经元
加入４％的多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，以 ＰＢＳ洗涤一次
后加入０．３％曲拉通（０．１ＭＰＢＳ配制）室温下破膜
５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３次 ×５ｍｉｎ，以 １０％的山羊血清
（０．１ＭＰＢＳ配制）室温下封闭１ｈ，加入ＰＢＳ稀释的
兔抗小鼠ＣｈＡＴ（１∶５００）于４℃中过夜孵育，ＰＢＳ洗
涤３次 ×５ｍｉｎ，然后加入 ＰＢＳ稀释的 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８标记驴抗兔二抗（１∶１０００）在室温下孵育１ｈ，
以ＰＢＳ洗涤３次×５ｍｉｎ，加入ＰＢＳ稀释的ＤＡＰＩ（１
∶２５）染细胞核１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗１次 ×５ｍｉｎ后，封片
后于倒置荧光显微镜中拍照。随机选取２０个视
野，用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件测量视野中每个运
动神经元的轴突长度，神经元轴突的实际长度是从

轴突起始部到生长锥末端的距离。每组均测量

２００个运动神经元。实验重复３次。
１．２．３　荧光定量ＰＣＲ　将培养完毕的运动神经元
以ＲＮＡ提取试剂盒提取总 ＲＮＡ，以 ＡｌｌｉｎＯｎｅＴＭ

ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒合成 ｃＤＮＡ，于 ＡＢＩ７５００
荧光定量ＰＣＲ进行扩增反应。ＰＣＲ反应引物由上
海生工生物工程股份有限公司合成，具体序列参照

Ｈｕａｎｇ等［４］如下：ＥＲＫ上游引物 ５’ｃｇｃｔｔｃａｇａｃａｔ
ｇａｇａａｃａｔｃ３’，下游引物 ５’ｇｇｔｃｃｇｔｃｔｃｃａｔｇａｇｇｔ３’；
ＪＮＫ上游引物 ５’ｔｃｃｃａｇｃｔｇａｃｔｃａｇａｇｃａｔ３’，下游引
物 ５’ｇｃｔｔｃａｔｃｔａｃｇｇａｇａｔｃｃｔｔ３’；ｐ３８上游引物 ５’
ｃｃｃａｇｃａａｃｃｔａｇｃｔｇｔｇ３’，下游引物５’ｇｃｔｃｇｇｔａｃｃａｃｃｔｇ
ｇｔａｇ３’；内参 ＧＡＰＤＨ上游引物 ５’ｃｇａｃｃａｃｔｔｔｇｔ
ｃａａｇｃｔｃａ３’，下游引物 ５’ａｇｇｇｇｔｃｔａｃａｔｇｇｃａａｃｔｇ３’。
２０μｌ的反应体系如下：ＳＹＢＲＭＩＸ１０μｌ、无酶去离
子水 ５．６μｌ、上下游引物各 １μｌ、ｃＤＮＡ模版 ２μｌ、
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ＲＯＸ０．４μｌ。反应条件如下：９５℃预变性 １０ｍｉｎ，
９５℃变性１０ｍｉｎ，６０℃退火２０ｍｉｎ，７２℃延伸１０ｍｉｎ，
共反应 ４０个循环。结果采用 ２ΔΔＣｔ进行分析
（ΔΔＣｔ＝干预组目的基因Ｃｔ与内参Ｃｔ之差－对照
组目的基因与内参Ｃｔ之差）。实验重复３次。
１．２．４　ＲＯＣＫ活性测定　在培养完毕的运动神经
元中加入含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液，冰上孵
育２０ｍｉｎ后，以ＲＯＣＫ活性测定试剂盒检测不同处
理组中神经元的 ＲＯＣＫ活性。参照说明书进行操
作，于４５０ｎｍ波长处测定ＯＤ值。
１．３　统计学方法

计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，以 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ６．０
软件进行数据分析及作图，多组间比较采用方差分

析，进一步两两比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔ检验。以Ｐ＜０．
０５为有统计学意义。

２　结果

２．１　布洛芬对运动神经元轴索生长的影响
培养４８ｈ后，布洛芬组的运动神经元轴索长度

［（８９．１±１０．７）μｍ］显著大于对照组［（６６．５±８．
４）μｍ］，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 ＮＧＦ组
［（８６．０±１１．８）μｍ］相比，差异无统计学意义（Ｐ＝
０７３２）。见图１。

　　注：Ａ．对照组；Ｂ．ＮＧＦ组；Ｃ．布洛芬组；Ｂａｒ＝１０μｍ。
图中白线标记为运动神经元轴索。与对照组相比，Ｐ＜
０．０５；与ＮＧＦ组相比，＃Ｐ＞０．０５

图１　布洛芬对运动神经元轴索生长的影响

２．２　布洛芬对小鼠运动神经元ＲＯＣＫ活性的影响
对照组运动神经元的 ＲＯＣＫ活性显著高于布

洛芬组和ＮＧＦ组（均 Ｐ＜０．０５）；布洛芬组 ＲＯＣＫ
活性与 ＮＧＦ组相比差异无统计学意义（Ｐ＝０．

５６４）。见图２。

注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５；与ＮＧＦ组相比，＃Ｐ＞０．０５

图２　布洛芬对小鼠运动神经元中ＲＯＣＫ活性的影响

２．３　布洛芬对运动神经元中 ＪＮＫｍＲＮＡ相对表
达的影响

布洛芬组运动神经元中 ＪＮＫｍＲＮＡ的相对表
达量显著高于 ＮＧＦ组和对照组（均 Ｐ＜０．０５），
ＮＧＦ组与对照组的ＪＮＫｍＲＮＡ相对表达量无差异
（Ｐ＝０．９７５）。３组间ｐ３８和ＥＲＫ的相对表达量均
无显著性差异（均Ｐ＞０．０５）。见图３。

注：与对照组、ＮＧＦ组相比，Ｐ＜０．０５；与ＮＧＦ组相比，＃Ｐ＜０．０５

图３　布洛芬对ＭＡＰＫ信号分子（ＥＲＫ、ｐ３８、ＪＮＫ）

ｍＲＮＡ表达的影响

·８２１·
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３　讨论

周围神经损伤后，其相应的神经元胞体会启动

一系列信号通路并最终借助其远端的生长锥完成

轴索再生的过程［５］，但这一过程缓慢而且易受外

部因素的影响；此外，严重的轴索损伤可引发神经

元胞体的继发性损伤或凋亡［１］。因此，探讨神经

元轴索生长或再生的分子机制、开发有效的治疗策

略，对于周围神经病的临床治疗具有重要的意义。

Ｒｈｏ家族成员是调控生长锥收缩／伸展反应的
关键性下游分子［６］。Ｒｈｏ家族属于小 Ｇ蛋白分
子，该家族成员共包括３种：ＲｈｏＡ、Ｒａｃ１和 Ｃｄｃ４２，
其中Ｒａｃ１和Ｃｄｃ４２能够通过调节肌动蛋白促进轴
索生长锥的生长和稳定，而 ＲｈｏＡ及其下游的
ＲＯＣＫ可刺激肌动球蛋白收缩和应力纤维的形成，
引起轴索生长锥的塌陷和回缩［７］。目前已发现的

多种内源性轴索生长抑制因子如髓磷脂相关糖蛋

白和少突胶质细胞髓鞘糖蛋白等均与 ＲｈｏＡ／
ＲＯＣＫ信号通路有关［８］。Ｆｕ等［９］利用脊髓损伤模

型首次发现，布洛芬可以通过抑制 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ级
联通路而促进脊髓（中枢神经）损伤后的神经再

生。Ｍａｄｕｒａ等［１０］证明布洛芬也可以通过抑制

ＲｈｏＡ的生成而促进坐骨神经损伤（周围神经）后
的神经再生。以往研究布洛芬对神经再生的影响

大多是采用细胞株，如 ＳＨＳＹ５Ｙ成神经细胞瘤细
胞株［１１１２］。本研究中，我们首次利用原代培养的

小鼠脊髓前角运动神经元探讨布洛芬调控神经元

轴索生长的分子机制。与以往的研究发现一致，布

洛芬可显著促进小鼠运动神经元的轴索生长，其促

进作用与ＮＧＦ相比无显著性差异。以往的体内研
究证明，布洛芬是通过ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路影响
中枢或周围神经的再生。本研究中，布洛芬促进体

外培养的运动神经元轴索生长也是通过抑制

ＲＯＣＫ的活性来发挥作用。我们发现，ＮＧＦ处理组
ＲＯＣＫ活性与布洛芬处理组无显著性差异，并显著
低于对照组，这提示 ＮＧＦ也是通过抑制 ＲＯＣＫ来
发挥其对运动神经元轴索生长的调控作用。上述

结果进一步证实了 ＲＯＣＫ在轴索生长过程中关键
性负性调控作用。

ＭＡＰＫｓ是一组真核生物中非常保守的丝／苏
氨酸蛋白激酶，主要包括细胞外信号调节激酶（ｅｘ
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）、ｃＪｕｎ氨基
末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅｓ，ＪＮＫ）和 ｐ３８。
ＭＡＰＫ是多种细胞活动传递的枢纽，参与调控细胞

增殖、分化等。Ｆｕｋｕｓｈｉｍａ等［１３］和 Ｚｈｏｕ等［１４］分别

利用肝星状细胞和心肌细胞证明 Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ信号
通路通过调控 ＭＡＰＫｓ信号通路参与细胞代谢活
动。但神经再生过程是否亦通过以上通路调控目

前尚未有报道。本文结果显示，布洛芬可显著上调

运动神经元中 ＪＮＫｍＲＮＡ的相对表达，而对 ｐ３８
和ＥＲＫ的ｍＲＮＡ表达无影响，提示布洛芬可能通
过上调ＪＮＫ的表达而促进神经元的轴索生长。我
们的结果与以往的研究发现，即 ＥＲＫ在神经元轴
索生长过程中发挥重要的作用不一致；此外，尽管

布洛芬和 ＮＧＦ均显著抑制运动神经元中的 ＲＯＣＫ
活性，我们未发现 ＮＧＦ对 ＭＡＰＫ信号分子的 ｍＲ
ＮＡ表达产生影响。我们推测不同的促轴索生长
因子／药物可能通过启动不同的信号通路来调控神
经元的轴索生长。值得注意的是，本研究中我们仅

对ＭＡＰＫ信号分子进行了 ｍＲＮＡ水平的检测，其
原因在于原代脊髓前角运动神经元的分离较一般

的神经元更为困难，一次难以获得足够的数量进行

蛋白水平的检测，本研究结果还需要基于蛋白水平

的技术验证。此外，借助于先进的蛋白质组学技术

可更为全面的、深入的阐明布洛芬调控神经元轴索

生长的具体机制。

综上所述，我们发现证明布洛芬可通过上调

ＪＮＫ的表达而促进小鼠运动神经元的轴索生长。
由于布洛芬是已经在临床广泛应用的药物，在进一

步评估布洛芬促轴索再生的疗效及潜在的毒副作

用后，有必要开展利用布洛芬治疗周围神经病的临

床药物试验。
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