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神经营养因子、凋亡相关因子和轴突导向因子在大鼠神经管畸形发育
中的表达

曾洪艳 １），李力燕 ２），郭小兵 ２），高 维 １），赵晓姝 １），王廷华 ２）

（1）昆明医科大学海源学院，云南昆明 650101；２）昆明医科大学，云南昆明 650500）

［摘要］目的 探讨神经营养因子（NT-3，CNTF，IGF-1，PDGF）、凋亡相关因子（Caspase-3，Bcl-xl）、轴

突导向因子（Netrin）的 mRNA在大鼠神经管畸形发育中的表达变化．方法 选取孕鼠随机分为正常组（不作任

何处理）、对照组（按 50mg/kg橄榄油于 E10天时一次性胃饲孕鼠）和（按 50mg/kg溶于橄榄油的维甲酸于 E10d

时一次性胃饲孕鼠）．正常组、对照组和实验组又各自分为 E15d、E16d、E17d、E18d、E19d、E20d组，每组 5

只胎鼠，用于 RT-PCR实验．结果（1）实验组的胎鼠中 66%发生了死胎、脊髓脊柱裂、无尾畸形、下肢不发育

等；（2）神经营养因子（NT-3，CNTF，IGF-1，PDGF）、凋亡相关因子 （Caspase-3，Bcl-xl）、轴突导向因子

（Netrin）在 E15d～E20d正常及畸形大鼠神经管发育过程中，均有表达．其中，IGF-1在 E16d与正常组比较表现

为表达减少的趋势；实验组内比较 IGF-1表达有先增加后减少再增加的趋势．CNTF在 E17d时与正常组比较表达

有减少．以上变化均具有统计学意义（ ＜0.05）．凋亡因子（Caspase-3，Bcl-xl） 和导向因子（Netrin）均无统计

学意义．结论 神经营养因子（NT-3，CNTF，IGF-1，PDGF）、凋亡相关因子（Caspase-3，Bcl-xl）、轴突导向因

子（Netrin）在 E15 d～E20 d正常及畸形大鼠神经管发育过程中有重要作用．IGF-1、CNTF的 mRNA变化均较正

常组有不同程度减低，可能是维甲酸通过干扰此三类神经营养因子等大分子物质在发育过程中的形成和分布，在

某种程度上改变了大鼠神经胚发育的进程和方式，以此也就干扰了神经元的正常的分化增殖发育过程．
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［Abstract］ Objective To observe the changes in the expression of the neurotrophic factors （NT-3，

CNTF， IGF-1 and PDGF）， apoptosis related factors（Caspase-3 and Bcl-xl） and axon guidance factor
（Netrin） in rat neural tube defects．Methods The pregnancy rats were divided into normal（Nothing was done

for the peragnancy rats in normal group），control（olive was intragastic administrated by 50mg per kilogram in E10d

peragnancy day one time in contral group） and experimental groups（All-trans Retinoic Acid（ATRA） was

dissolved in the olive， ATRA was intragastric administrated by 50mg per kilogram in E10d peragnancy day one

time） randomly. Each group was subdivide into E15d，E16d，E17d，E18d，E19d and E20d groups，and five

anmals in each group were used for Rever Transcription Poly-merase Chain Reaction （RT-PCR） experiment．

Results 1. In experiment group， dead embryo，cranical meningocele，No tail deformities， and nondevelpoment

of the hind limbs occurred in about 66% embryo. 2. The expression of neurotrophic factors（NT-3，CNTF，IGF-1
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and PDGF），apoptosis related factors（Caspase-3 and Bcl-xl） and axon guidance factor（Netrin） was found in

normal and neural tube defects rats on E15d～E20d．The expression of IGF-1 had a decreasing tendency in neural

tube defects rats on E16d，and had a fluctuation in experiment groups. The expression of CNTF was downregulated

in experiment groups on E17d，compared with control group．There were statistically significant differences in the

above changes. The expression of Caspase-3， Bcl-xl， and Netrin had no statistically significant changes．

Conclusions 1. The neurotrophic factors（NT-3， CNTF， IGF-1 and PDGF）， apoptosis related factors

（Caspase-3 and Bcl-xl） and axon guidance factor（Netrin） play important roles in the development of neural tubes
of normal and defected rats on E15d～E20d. 2. The expression of IGF-1 and CNTF mRNA in experimental group

were downregulated in experiment groups， compared with the normal control group， suggesting that RA may

interfere the forming and distributing of these factors in the development of neural tube，then change the process and
mode of the development of the rat neural embryo，thus interfere the normal differentiation and proliferation of nerve

cells and lastly induce the nerve tube defect.

［Key words］ NTDs；NT-3；CNTF；IGF-1；PDGF；Caspase-3；Bcl-xl；Netrin

神经元的发育、再生长以来一直是神经科学

领域令人关注的研究方向．1928年 Cajal断言哺乳

动物的中枢神经系统没有再生能力，直至八十年

代初 Aguayo等[1-3]发现，体外实验中枢神经可以再

生．近十年来的研究工作也说明提供适当条件后

CNS是能够再生的，目前已经发现并证实能够促

进神经元生长、发育，再生等的神经因子种类繁

多，其中神经营养因子 （NT-3，CNTF，IGF-1，

PDGF）、凋亡相关因子（Caspase-3，Bcl-xl）、轴

突导向因子（Netrin）等就对神经元的生长发育再

生修复等发挥多种作用．神经营养因子是一类对

神经元存活、生长有维持作用的多肽生长因子 [4]，
它们不仅与神经细胞的生长、发育、分化及功能

维持有密切关系，而且可以在神经细胞受损时保

护其存活促进其生长；Caspase-3和 Bcl-xl在细胞

凋亡过程中发挥关键性的作用；轴突导向因子分

布于轴突以外，但是在神经发育过程中，能够引

导神经元轴突选择正确途径，从而成功发育到达

靶区．本试验则采用 RT-PCR技术来研究以上三

大类因子基因在 RA致胎鼠神经管畸形模型中的表

达变化，从而探讨这些因子基因在神经管畸形发

育中的作用和机制，为中枢神经元的发育和再生

提供实验室依据，为预防神经管畸形的发生及提

高出生人口素质提供理论及实验依据．

1 材料与方法

1.1 实验动物及其分组

成年 3.5～4 月清洁级 SD 大鼠，体重 200～

220 g（购自昆明医科大学实验动物学部），按雌雄

2:1合笼，次日晨 8:00取出，作涂片，查见精子或

阴栓者定为孕期胚胎第一天，前一天 18:00为第零

天，依此类推．实验分为正常组、对照组和实验

组，每组取 30 只胎鼠．每组又各自分为 E15 天

组、E16天组、E17天组、E18天组，E19 天组，

E20天组，每组取 5只胎鼠用于 RT-PCR实验．

将全反式维甲酸 （all-trans retinoic acid ，

ATRA）溶于橄榄油内，按 50 mg/kg于孕期 E10 d

时一次性胃饲实验组孕鼠，造成孕鼠胚胎出现

NTDs；对照组按 50 mg/kg于孕期 E10天时一次性

胃饲橄榄油；正常对照组孕鼠始终不作任何处

理．

孕期各个组在各个时间点，用颈椎脱臼法处
死 3组孕鼠，在解剖镜下分离出鼠胚，记录总胚

胎数、活胎数、死胎数、吸收胎数，检查外观判

定是否有外观可见畸形并记录．然后取每组 5 只

胎鼠的神经管组织用于 RT-PCR实验．

1.2 实验方法

1.2.1 引物设计 在 Pubmed 主页中查找大鼠

NT-3，CNTF，IGF-1，PDGF，Caspase-3，Netrin，

Bcl-xl 及内参 β-actin 的基因序列后采用 Primer

Premier 5.0软件设计 PCR引物，送生物公司合成，

各基因引物序列如下（见表 1）．

1.2.2 RT-PCR实验步骤 总 RNA的提取并检测

完整性；RNA逆转录，按 Revert AidTM First Strand

Cdna Synthesis Kit试剂盒说明合成 Cdna第一条链；

PCR扩增目的基因；PCR产物的检测；凝胶成像

系统成像；图片光密度测定.

1.3 统计学处理

采用 SPSS统计软件包进行统计学处理，结果

以均数±标准差（x±s）表示， ＜0.05为有差异，

＜0.01为差异有统计学意义．



图 1 神经管畸形

Fig. 1 Neural tube defects

A:脊柱裂（E20 d，实验组）；B:后肢并列（E20 d，实验组）；C：正常脊髓（E16 d，正常组，40×）；D:膨大脊髓（E16 d，

实验组，40×）；E:正常脊髓（20 d，正常组，40×）；F左右不对称脊髓（E20 d，实验组，40×） .

表 1 PCR引物序列

Tab. 1 The sequence of PCR primers
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2 结果

2.1 模型制备中维甲酸灌胃剂量及时间点的选择

E10d 以 50mg/kg 灌胃维甲酸为最佳致畸方

案．

2.2 神经管畸形发生的肉眼和镜下形态学观察

肉眼观察正常组和对照组的胎鼠均为正常发

育．实验组的胎鼠中 66%发生了死胎、脊柱裂、

无尾畸形、后肢不发育等，见图 1．

镜下观察，正常组鼠胚 E15天以上的神经管

基本已经闭合，中央部位有完整的中央管．周围软

骨组织结构完整，神经上皮细胞排列整齐，可见室

管膜层，套层和边缘层三层神经上皮．室管膜上皮

因 子 上游引物 下游引物 产物长度（bp） 退火温度（℃）

β-actin 5'GTAAAGACCTCTATGCCAACA 3' 5' GGACTCATCGTACTCCTGCT 3' 227 52.5

NT-3 5'CGTCCCTGGAAATAGTCATACGG 3' 5' GACAGATGCCAATTCATGTTCTT 3' 857 54

CNTF 5' CTTTCGCAGAGCAAACACCT 3' 5’CATCCCATCAGCCTCATTTT 3' 422 52

PDGF 5' CTGCTGCTACCTGCGTCTGG 3' 5'GCACTGCACATTGCGGTTATT 3' 391 55

IGF-1 5'GGCACTCTGCTTGCTCACCTT 3' 5'GCCTGTGGGCTTGTTGAAGTAAAA3' 130 57

Caspase-3 5'AACGAACGGACCTGTGG 3' 5' GGGTGCGGTAGAGTAAGC 3', 217 53.5

Bcl-xl 5'CGTGGAAAGCGTAGACAAGG 3' 5'TGAAGAGTGAGCCCAGCAGA 3' 239 54

Netrin 5' TTTGGCGACGAGAACGAAG 3' 5' GCGGCAGTTGAGACAGACAC 3' 348 54.5

沿中央管排列整齐．

实验组的脊髓形态不规则，同样天数的实验组

胎鼠脊髓横断面较正常组增大肿胀，切断面形态不

规则呈左右不对称或者长椭圆形见图 1．

2.3 PT-PCR灰复度比较
对神经营养因子（NT-3，CNTF，IGF-1，PD-

GF） RT-PCR灰度比值结果进行数据分析，见表

2.

NT-3，CNTF，IGF-1，PDGF 和 β-actin 1%

琼脂糖凝胶电泳条带，见图 2.

对凋亡相关因子 Caspase-3，Bcl-xl RT-PCR

灰度比值结果进行数据分析，见表 3.

对轴突导向因子 Netrin RT-PCR灰度比值结果

进行数据分析，见表 4.

E F
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3 讨论

3.1 神 经 营 养 因 子 NTFs（NT-3， CNTF，
IGF-1，PDGF）

NTFs是一类与神经元的营养、代谢和功能密

切相关的细胞因子，主要功能是保证个体发育过程

中的神经系统的建立，保护和修复受损神经元并且

促进神经元与神经元之间的连接．NTFs为碱性蛋

白，具生物活性，PI＞9.0．NT-3在不同时期的人

胚胎脊髓发育中进行表达，提示 NT-3可能诱导神

经干细胞分裂增殖，并协同其它生长因子促进轴突

表 3 平均光密度扫描结果［（x±s），n＝5）］

Tab. 3 The results of the average optical density［（x±s），n＝5）］

表 4 平均光密度扫描结果［（x±s），n＝5）］

Tab. 4 The results of the average optical density［（x±s），n＝5）］

分 组 E15 d E16 d E17 d E18 d E19 d E20 d

正常组 Caspase-3 1.11±0.08 1.28±0.10 1.22±0.13 1.22±0.11 1.15±0.17 1.13±0.19

对照组 Caspase-3 1.15±0.06 1.27±0.15 1.21±0.13 1.21±0.05 1.24±0.12 1.11±0.15

实验组 Caspase-3 1.17±0.11 1.19±0.11 1.23±0.16 1.19±0.11 1.22±0.11 1.24±0.21

正常组 Bcl-xl 1.02±0.09 1.10±0.13 1.05±0.11 0.95±0.19 1.00±0.21 0.96±0.17

对照组 Bcl-xl 1.04±0.06 1.10±0.09 1.10±0.09 0.96±0.22 1.02±0.18 0.94±0.17

实验组 Bcl-xl 1.07±0.08 1.06±0.12 1.09±0.09 0.98±0.16 1.00±0.11 1.01±0.19

与正常组比较，* ＜0.05；实验组间比较，△△ ＜0.01.

分 组 E15 d E16 d E17 d E18 d E19 d E20 d

正常组 NT-3 0.99±0.20 0.94±0.15 1.09±0.24 1.01±0.14 0.93±0.18 0.92±0.15

对照组 NT-3 1.03±0.16 0.86±0.10 1.03±0.27 0.89±0.10 0.95±0.20 0.85±0.12

实验组 NT-3 0.96±0.19 0.91±0.13 0.98±0.16 0.92±0.09 0.98±0.16 0.88±0.10

正常组 CNTF 0.91±0.07 1.07±0.11 1.03±0.13 0.91±0.16 1.03±0.22 1.01±0.14

对照组 CNTF 0.96±0.14 1.04±0.10 1.10±0.10 0.98±0.07 1.07±0.16 1.00±0.17

实验组 CNTF 0.93±0.06 1.01±0.02 0.97±0.04* 0.99±0.23 1.08±0.22 1.01±0.13

正常组 IGF 0.89±0.14 1.08±0.10 0.99±0.09 0.95±0.07 0.94±0.07 0.91±0.09

对照组 IGF 0.89±0.09 0.99±0.11 0.97±0.13 0.90±0.10 0.96±0.08 0.92±0.10

实验组 IGF 0.83±0.10 0.95±0.05*△ 1.01±0.10△△ 0.93±0.05 0.97±0.06△△ 0.98±0.07△△

正常组 PDGF 1.03±0.13 1.14±0.17 1.01±0.14 0.94±0.12 1.10±0.18 1.053±0.23

对照组 PDGF 1.14±0.13 1.20±0.16 1.18±0.21 0.93±0.17 0.99±0.13 1.00±0.28

实验组 PDGF 1.06±0.15 1.03±0.12 1.09±0.28 1.09±0.28 1.22±0.33 1.12±0.32

表 2 平均光密度扫描结果［（x±s），n＝5）］

Tab. 2 The results of the average optical density［（x±s），n＝5）］

分 组 E15 d E16 d E17 d E18 d E19 d E20 d

正常组 Netrin 0.90±0.05 1.00±0.10 1.00±0.08 0.92±0.10 0.94±0.12 0.92±0.14

对照组 Netrin 0.92±0.04 0.99±0.10 0.98±0.11 0.89±0.08 0.96±0.09 0.91±0.12

实验组 Netrin 0.88±0.06 0.98±0.09 0.98±0.13 0.92±0.11 0.98±0.07 0.97±0.15

的生长，保证神经元胞体的存活．CNTF对很多胚

胎时期的神经元均有营养、支持存活的作用，各

神经元之间纤维联系形成以防止其发生退行性死

亡，也促进交感神经元的胆碱能分化，使肾上腺

素能神经元转变为胆碱能神经元．此外，CNTF还

有上调血管活性肠肽、下调神经肽 Y等的功能．

研究显示，随着年龄增加，CNTF 阳性反应渐减

弱，提示 CNTF的需求在生长的不同时期也是不一

样的，也证明不同年龄组鼠坐骨神经中 CNTF相对

含量是具有差异的[5]．

IGF和 PDGF属于非神经营养因子类因子，发
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图 2 NT-3，CNTF，IGF-1，PDGF和β-actin 1%琼脂糖凝胶电泳条带

Fig. 2 1% agarose gel electrohoresis figures of NT-3，CNTF，IGF-1，PDGF和β-actin PCR productions

Marker的条带从上往下依次为：2 000 bp、 1000 bp、750 bp、500 bp、250 bp、100bp；正：正常组；对：对照组；V：维

甲酸致畸组.
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挥与神经营养因子对神经元的类似作用，也可支

持神经元的存活，只是缺乏对神经系统的特异

性．IGF广泛存在于中枢神经系统，调控交感神经

元的分裂周期，促进增殖和发育，同时也能刺激

轴突的生长和神经递质的合成，促进少突胶质细

胞的分化发育．PDGF由多种细胞分泌，它的作用

方式有两种，即自分泌和旁分泌的形式 PDGF需要

与细胞膜上相应的 PDGF受体结合后才发挥作用，

主要影响神经元和神经胶质细胞的生长发育，有

研究表明，PDGFR-α基因的突变会导致 NTDs的

发生[6]，而另外的研究表明，PDGFR-α基因的突

变与小鼠脊柱裂有密切关系[7]．
本实验采用 RA致 NTDs的动物模型，在神经

管发育的不同时期，采用逆转录聚合酶链式反应

技术半定量检测了致畸组和正常组、对照组之间

四种神经营养因子 mRNA的表达变化情况．结果

发现 CNTF在 E17d时与正常组比较表达有减低；

IGF-1在 E16d与正常组比较表达减低；实验组内

比较 IGF-1表达有先增加后减少再增加的趋势；

其余因子无统计学意义．两种因子的统一变化均

为不同程度的减低，考虑其原因，可能是 RA通过

干扰此两种神经营养因子等大分子物质在发育过

程中的形成和分布，改变了大鼠神经胚发育的进程

和方式，干扰神经元的正常的分化增殖发育过程，

这个正常过程包括维系神经元的存活，促进神经元

突起的生长，促进轴突的生长和神经递质的合成等

等，最终导致神经系统不能正常发育而形成了

NTDs[8]．

而 NT-3和 PDGF mRNA的表达没有统计学意

义，提示这些因子在本实验的神经管畸形发育中没
有发生作用．有文献表示，在 NTDs 情况下

PDGFR-α（PDGFα受体）在胚胎神经上皮中表

达明显降低，可能原因是致畸因素作用影响了
PDGFR-α的表达，而 PDGF的表达在不减低的情

况下，由于二者之间的结合减少或者被阻断，从而

切断了 PDGF促进细胞增殖分化的传导通路，它调



节的一些使神经管发育有关的重要基因的表达也

下调，以此也干扰了神经元的增殖分化，最终导

致 NTDs[9]．

3.2 凋亡相关因子（Caspase-3，Bcl-xl）

细胞凋亡的机制还不是完全清楚．细胞凋亡

在胚胎发育过程中，神经系统的功能完善中，以

及机体的免疫功能调节方面，都具有至关重要的
作用．细胞凋亡功能如果发生亢进，则可能引起

组织损伤和器官功能衰竭．而相反凋亡功能发生

抑制，则可能导致肿瘤的发生及免疫功能发生异
常[10]．

大量实验表明 Caspase和 Bcl-xl在神经系统的

发育过程中发挥了重要作用．胚胎发育正常过程

中特定时间和部位都会发生细胞凋亡，如果这种

精细调控的细胞程序性死亡改变就可能引起多种

类型的先天畸形发生[11]．本实验过程中，Caspase

和 Bcl-xl mRNA 的表达均没有统计学意义，考虑

这两种因子在本实验神经管畸形模型中可能未发

生作用．在神经管闭合过程中凋亡发挥了一定的

作用，可能由于过度凋亡导致参与关键形态部位

形成的细胞数量不足，而使神经管闭合不完全．

凋亡过度是导致 NTDs发生的分子调控过程中的重

要因素．细胞凋亡和凋亡相关因子 caspase-3、

caspase-6、caspase-9蛋白表达参与了神经管畸形

的形成，可能是 NTDs的发病机制之一，对于神经

干细胞凋亡和凋亡相关因子进行适当的调控，有

可能成为治疗 NTDs的有效途径．
3.3 轴突导向因子（Netrin）

现在我们指的神经的再生，是在特定条件下

神经元的突起（主要是轴突）重新生长发育，其

前提条件是神经元胞体即使是在损伤后仍然存活

存在．神经导向因子也是一类神经生长调节因子，

但是其功能又不同于前面所介绍的神经营养因子
[12]．

Netrin家族是吸引性导向因子，在胚胎脊髓发

育过程中，在底板细胞胞质内的 Netrin是高表达

的，其主要功能是在发育过程中长期吸引联合神

经元的轴突向着腹侧中线方向生长[13]．当然后续的

过程是轴突到达穿越中线后就对 Netrin失去了敏

感性，其中原因可能是由于还有其他因子，比

如Slit[14]，参与了投射的调节，这也基本得到实验

的证明了．本实验中测试了 Netrin在 NTDs发育中

其 mRNA 的表达，结果无统计学意义，提示

Netrin可能在实验中的 NTDs发育的过程中没有表

达．但是，其在正常神经管发育中的重要作用是

已经证实了的，那么现在的问题就有， （1） 在
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NTDs发育过程中，这些神经生长导向因子究竟是

否发挥了作用；（2）是否还存在其他的神经导向

因子在发挥作用，如何去发现更多的此类因子，

尤其是在特殊阶段表达的或在特定地点表达的；

（3）这些神经生长导向因子，采取什么方法引导

轴突建立起特异的神经通路，达到有效再生或者

是达到纠正畸形的目的等等，这些都需要进行深

入细致的研究．

总的来说，本次实验检测了三大类因子基因

在神经管畸形发育中的表达变化，而这三类因子

基因都是在神经管发育过程中发挥重要功能的角

色．其中某些因子在畸形神经管发育中的表达与

正常相比出现了明显的变化，可以提示在维甲酸

导致的神经管畸形发生过程中，这类因子基因在
其中产生了重要作用．维甲酸通过干扰某些因子

的大分子物质在发育过程中的形成和分布，在某

种程度上改变了大鼠神经胚发育的进程和方式，

以此也就干扰了神经元的正常的分化增殖发育过

程，最终导致神经系统不能正常发育而形成了

NTDs．而这些因子基因的重要作用以及发挥作用

的机制等，都将在进一步的研究中揭示，这些研

究也将为人类神经管先天畸形的预防提供宝贵的

实验依据.
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