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神经营养因子至今尚未通过基因工程及克隆

技术扩大生产 , 目前神经生长因子 ( nerve growth

factor, NGF)主要靠生物纯化来满足实验与临床的

需要 , 主要的材料来源是小鼠颌下腺、蛇毒、人胎

盘、牛精液等 , 来源较为困难。我国鸡蛋资源极其

丰富 , 本实验拟从鸡胚内提取神经营养物质 , 并进

行生物学活性鉴定 , 为发现新的神经营养因子和

提供新的组织来源奠定实验基础。
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1.1 动物与试剂

鸡胚内神经营养活性物质的提取及其生物活性

陈 姝 , 何蕴韶 , 程 钢 , 高劲松

( 中山大学达安基因诊断中心 , 广东 广州 510080 )

摘 要 :【目的】从鸡胚内提取具有神经营养生物活性的组分。【方法】分别取胚龄为 E10、E16、E19 的鸡

胚 , 匀浆离心后 , 上清超滤 , 获得 5 个组分 , 即相对分子质量 Mr < 3×103、Mr =3×103～< 10×103、Mr =10×103～

< 30×103、Mr =30×103～≤50×103 与 Mr >50×103。采用新生大鼠海马神经元与鸡胚背根节体外培养方法 , 观察各

组分的促神经元存活及突起生长的作用。用 MTT法测定神经元的活性。【结果】胚龄 E16 与 E19 的鸡胚内相

对分子质量 Mr >50×103的组分有明显的促进海马神经元细胞存活、分化和突起生长及鸡胚背根节突起生长的

作用。【结论】鸡胚内含有较强的促进神经元存活、分化与突起生长的神经营养活性物质。

关键词 :鸡胚 ; 超滤 ; 神经营养物质 ; 海马神经元 ; 背根节 ; 神经突起生长
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Extracting Neurotrophic Active Substance from Chicken Embryo and

Study of Their Bioactivity

CHEN Shu, HE Yun- shao, CHEN Gang, Gao Jin- song
( Da- An Gene Diagnostic Center, SUN Yat- sen University, Guangzhou 510080, China )

Abstract: 【Objective】 To extract neurotrophic active substance from chicken embryo and study their

bioactivity.【Methods】Homogenate extracts were prepared from chicken embryos from embryonic day 10(E10), E16

and E19.The extracts were ultrafiltrated and separated into 5 components of Mr < 3×103, Mr = 3×103～< 10×103, Mr

= 10×103～< 30×103, Mr =30×103～≤ 50×103, and Mr >50×103. Two bioassay methods including chicken embryo

dorsal root ganglia (DRG) culture and neonatal rat hippocampal neuron culture were applied to assay the effects of

components on survival and neurite formation of neuron. The neuron, surviving activity was examined by MTT

method.【Results】 The component of Mr >50×103 from E16 and E19 could significantly enhance survival,

differentiation, and neurite outgrowth of rat hippocampal neuron and could promote neurite–outgrowth on chicken

embryo dorsal root ganglia (DRG).【Conclusion】 This finding suggests that neurotrophic active substances from

chicken embryo possessed strong neurotrophin - like activity which could enhance survival, differentiation, and

neurite outgrowth of neuron.

Key words: chicken embryo; ultrafiltration; neurotrophic active substance; hippocampal neuron; dorsal root

ganglia; neurite- outgrouwth
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新生 SD大鼠(出生 24 h 之内 , 由中山大学中

山医学院实验动物中心提供)。

受精鸡蛋品种 ( Hy- line,w- 36,USA)由广州生

物药厂提供 ; DMEM/F12、B27 购自 Gibco公司 ; 阿

糖胞苷( Ara- c)、两性霉素 B、多聚赖氨酸、胰蛋白

酶、脱氧核糖核酸酶Ⅰ( DNase Ⅰ)、噻唑蓝 (MTT)

购自 Sigma 公司 ;胎牛血清( FBS)为杭州四季青生

物制品厂产品 ; 丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、N,N,

N′,N′,- 四甲基乙二胺 ( TEMED)、过硫酸铵购自大

连宝生物工程有限公司 ; 兔抗鼠神经元烯醇化酶

单抗 ( anti - NSE)、兔抗鼠神经丝蛋白单抗 ( anti -

NF, Neomarkers)、SABC免疫组化染色试剂盒购自

武汉博士德生物工程有限公司。Millipore 超滤器

(截流相对分子质量 Mr =3×103, Mr =10×103 , Mr =

30×103, Mr =50×103, 美国 Amicon)

1.2 方 法

1.2.1 鸡胚内不同分子质量的蛋白组分的制备

受精鸡蛋 , 置 37.8 ℃孵化箱 , 鸡蛋气室向上 , 蛋托

与鸡蛋长轴呈 70～80 ℃, 湿度保持在 60%～70%,

每天早晚各小心转动 1 次。分别取 E12 (胚龄 12

d, embryonic day 12)、E16、E19 的鸡胚 , 按质量 1∶3

分别加入磷酸盐缓冲液( PB, 0.02 mol/L, pH 7.2)。

经组织捣碎机捣碎匀浆 , 4 ℃过夜 , 10 000 r/min,

离心 10 min, 收集上清 , 经不同截留相对分子质

量的超滤器 , 进行超滤离心 , 1 0000 r/min, 90 min,

获得不同胚龄( E12、E16、E19)的相对分子质量 Mr

<3×103、Mr = 3×103～<10×103、Mr = 10×103～<30×

103、Mr =30×103～≤50×103、Mr >50×103, 共 5 组组

分 , 过滤除菌。使用标准牛血清白蛋白 , 参照

Bradford 方法 , 绘制标准蛋白质曲线 , 测定各组分

的蛋白质浓度 , 并将每组分的稀释成相同的蛋白

浓度 , 5 mg/mL, - 20 ℃保存 ,备用。

1.2.2 原代大鼠海马神经元培养 按文献[1,2]介

绍方法 , 稍作改动。新生 SD大鼠 (出生 24 h 之

内 ) , 在冰箱内 ( - 12 ℃)冰冻 10 min, 在无菌条件

下断头开颅取脑 , 在解剖显微镜下分离海马 , 分离

后的海马在 Hanks 液内剪碎并加入 0.25 g/L胰蛋

白酶消化 , 37 ℃, 30 min, 加入 5 mL培养液 (含体

积分数 90% DMEM/F12, 体积分数 10%胎牛血清 ,

20 U/ mL青霉素和 20 μg/mL链霉素) 终止消化。

加入适量 DNaseⅠ , 经细口滴管吹打 , 过 200 目不

锈钢网 , 1 500 r/min, 离心 10 min, 收集细胞 , 用培

养液稀释后 , 以 2×105个细胞/cm2接种于 24 孔培

养板内经多聚赖氨酸预处理的小盖玻片 ( 1 cm2)

上 , 或经多聚赖氨酸预处理的 96 孔培养板内。37

℃,体积分数 5%CO2, 培养 , 24 h 后 , 改为无血清培

养基(含体积分数 80% DMEM/F12, 体积分数 20%

B27, 2×10 - 5 mol/L Ara - c, 20 U/ mL 青霉素和 20

μg/mL链霉素)。96 孔板内的神经元 , 用于测量神

经元的存活; 24 孔板内的神经元 ,用于形态学观察

神经元胞体和突起的生长情况和免疫组化鉴定。

1.2.3 MTT比色微量分析法定量活跃神经元数目

按参考文献[3,4]介绍方法。不同胚龄的不同分

子质量蛋白组份按 1∶10 稀释度加入 96 孔培养板

中的培养液中 , 对照组加入等体积 PB( 0.02 mol/L,

pH7.2)。培养第 5 d,加入 10 μL MTT( 5 mg/mL) ,

继续培养 , 4 h 后 , 吸去上清 , 加入 100 μL二甲基

亚砜充分溶解 , 在 1 h 内用酶标仪 ( 雷勃 ,

Multiskan MK3)测定吸光度( A)参考波长 630 nm,

测定波长 570 nm。其吸光度值直接反映活跃的神

经元的相对数量 , 各组每次 6 孔。此实验重复 3

次。

1.2.4 培养的海马神经元鉴定 盖玻片上的细胞

经体积分数 80%丙酮固定 30 min, 蒸馏水洗 , 干

燥 ,纯甲醇新鲜配置体积分数 0.5%H2O2,室温浸泡

30 min, 以灭活内源性过氧化氢酶 , 蒸馏水洗 3

次 , 正常山羊血清封闭 , 分别加入兔抗鼠神经元烯

醇化酶( anti- NSE)或兔抗鼠神经丝蛋白(anti- NF),

4 ℃过夜 , 0.1 mol/L PBS洗涤 , 加入生物素化山羊

抗兔 IgG, 室温 20 min, 洗涤 , 加入链亲和素- 过氧

化酶 , 室温孵育 20 min, 洗涤 , DAB溶液显色 ,乙

醇梯度脱水 ,中性树胶封固 ,摄影拍照。

1.2.5 制备鼠尾胶原和生长基质盖片 参考胡学

军等 [5]介绍的方法。清洁新鲜鼠尾 , 以体积分数

95%乙醇浸泡 15 min, 在无菌条件下自尾尖依次

拉出胶原细丝 ,置冰醋酸( 1∶1000)溶液中于 4 ℃溶

解 2～3 d, 4 ℃, 4 000 r/min, 30 min, 上清液即为鼠

尾胶原液 , 取 24 mm×24 mm灭菌盖片 , 每张盖片

上涂布 1～2 滴鼠尾胶原液 , 氨气熏蒸 15～25 min,

使其凝固 , 分别用双蒸水和 Hanks 液洗涤数次 , 至

Hanks 液加入后颜色不再变化为止 ,接种前将盖片

于正常培养液中浸泡 1 min, 即为生长基质盖片 ,

备用。

1.2.6 NGF 粗制品的制备 取一只体质量 20 g

左右的昆明雄性小鼠 , 麻醉后在无菌条件下取出

其颌下腺 , 放入 5 mL无菌双蒸水中剪碎 , 10～15
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min后 , 用 Hanks 液稀释到 25 mL, 低温 , 1 500 r/

min , 离心 30 min, 取上清液 , 过滤除菌 , - 20 ℃保

存 ,备用。

1.2.7 鸡胚背根节的摘取、种植和培养 参照文

献[6]介绍方法 , 将 E8 鸡胚仰卧固定在腊盘上 , 剪

去腹部胚胎组织 , 在解剖显微镜下 , 用白内障手术

刀沿脊柱两侧划开脊柱 , 再用鳄鱼剪自尾侧向头

侧剪除腹侧部分椎骨 , 暴露脊髓和椎管切缘两侧

的背根节( dosal root ganglia,DRG) , 摘取腰段 DRG

置于正常培养液(含体积分数 95% DMEM/F12, 体

积分数 5%胎牛血清 , 20 U/ mL 青霉素和 20 μg/

mL链霉素) , 用白内障手术刀剥去其被膜和脊神

经残根后,备用。生长基质盖片置于 6孔培养板内,

每张盖片上接种 6 枚 DRG, 鸡胚蛋白组份按 1∶10

加入培养液中 , 对照组加入等体积 PB( 0.02 mol/L,

pH 7.2)或 NGF粗制品, 37 ℃,体积分数 5%CO2,培

养 , 48 h 后 , 将盖片培养物 , 放入体积分数 10%中

性甲醛溶液中固定 1 h, 然后用 10 g/L甲苯胺蓝染

色 2～4 h, 体积分数 95%乙醇边浸泡边分色 , 在显

微镜下观察至 DRG的神经突起清晰为止[7]。

1.3 统计学方法

应用 SPSS 公司的 SPSS for Windows Release

10.0.1 标准版统计软件包进行数据处理。实验结

果以 x±s 表示 , 多组间比较采用单因素方差分析

( one- way ANOVA) , 有显著意义后用最小显著差

异 t 检验 ( least significant difference t test, LSD- t)

进行均数间的多重比较。

2 结 果

2.1 不同胚龄的不同相对分子质量的蛋白组分

对海马神经元生存与突起生长的影响

倒置显微镜下观察刚分离种植的细胞呈圆

形 ,体积小 , 2～3 h 后能看到胞体长出的短小突起 ,

培养 24 h, 胞体逐渐变成梭形 , 突起从两极伸出 ,

整个细胞凸起 ,发亮 ,有立体感。培养第 3 天 ,胚龄

E12、 E16、E19 的相对分子质量 Mr >50×103 的蛋

白组分 , 突起变粗 , 变密 , 胞体成锥体形 , 大而饱

满 , 顶树突长而分支 , 基树突向不同方向伸出变

大 , 分支也逐渐增多 , 培养第 5 天 , 有的细胞胞体

已成四边形 , 胞体明显增大 , 突起纵横交错形成密

集的网络结构 , 培养第 30 天 , 仍有少量神经元存

活 , 胞体大 , 不规则 , 胞核大 , 密度低 , 突起长 , 数量

不等。对照组第 3 天与第 5 天 , 胞体均较小 , 胞体

无明显变化,突起较短并出现神经元胞体崩解退化

现象,第 30天,几乎全部细胞退化死亡。不同胚龄

的相对分子质量 Mr >50×103的蛋白组分均可促进

海马神经元的存活,胞体增大,突起生长。不同胚龄

的相对分子质量 Mr < 50×103的蛋白组分的神经元

胞体及突起与对照组比较无明显差别(图 1)。

2.2 鸡胚 DRG 的观察

从相差显微镜下观察可见 , 对照组在培养 48

h 后 , 背根节周围形成了较完整的生长晕 , 其中成

纤维细胞较多 , 很少见神经突起生长 , 培养 72 h,

神经节开始退变;加入 E16 相对分子质量 Mr >50×

103蛋白组分组 , 24 h 即有神经突起自神经节周缘

长出 , 成纤维细胞较少。此后 , 神经突起继续向四

周生长 ,至培养 48 h, 背根节周围已形成一明显的

“神经突起晕”, 神经粗大 , 有分枝交叉现象 , 培养

A B

C D

E F

图 1 E16 鸡胚内 Mr >50×103 的蛋白组分对海马神经元

的存活和突起生长的影响

Fig.1 Effects of larger than Mr = 50×103 component from

E16 chicken embryo on survival and neur ite

outgrowth of hippocampal neuron (×400 )

A: cultured for 3 d in control medium with PB; B: cultured for

3 d in medium with Mr > 50×103 component from E16 chicken

embryo; C: cultured for 5 d in control medium with PB; D: cultured

for 5 d in medium with Mr >50×103 component from E16 chicken

embryo; E: cultured for 30 d in control medium with PB; F:

cultured for 30 d in medium with Mr >50×103 component from E16

chicken embryo
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72～120 h, 仍见神经突起生长 ; NGF 粗制品加入

组 , 24 h 已有明显的神经突起生长 , 48 h 形成完整

的“神经突起晕”, 神经突起粗大 , 密集 , 互相交织

成网状 ,成纤维细胞少 , 72～120 h 仍可见神经突起

生长(图 2)。

2.3 海马神经元免疫组化鉴定

盖玻片上的神经细胞培养第 7 天 , 98%以上

细胞表现为 NSE 阳性 , 胞体成棕黄色 , NF 的免疫

组化结果与 NSE 结果类似 , 细胞胞体与突触皆为

阳性 , 呈棕黄色 , 未加抗体的对照组则无阳性细胞

出现。表明采用无血清 B27 培养及 Ara- c 可抑制

非神经元细胞生长 , 鸡胚相对分子质量 Mr >50×

103蛋白组分可特异性的促进神经元细胞的生长、

分化(图 3)。

2.4 细胞活性的 MTT 比色

不同胚龄的不同蛋白组分加入组及 PB对照

组吸光度( A值)比较 , ANOVA检验差异有显著性

( F=28.75, P< 0.01) ;各组间均数比较 , LDS检验显

示:不同胚龄的不同蛋白组分加入组较 PB对照组

A 值比较明显增高 , 差异有统计学意义 ( P 均<

0.01) ;相对分子质量 Mr >50×103 的蛋白组分加入

组的 A值较相对分子质量 Mr <50×103的各蛋白组

分的 A值明显增高 ( P 均< 0.01) , 相对分子质量

Mr < 50×103的各蛋白组分的 A值比较 , 差异无统

计学意义 ( P >0.05) ; E16、E19 的相对分子质量 Mr

A B

C D

E F

图 2 E16 鸡胚内 Mr >50×103的蛋白组分对鸡胚背根节神

经突起生长的影响

Fig. 2 Effects of larger than Mr =50×103 component from

E16 chicken embryo on neur ite outgrowth of

chicken embryo dorsal root ganglia ( A, B and C, ×

200 ) and ( D, E and F, ×400 )

A: 48 h in culture in medium with PB; B: 48 h in culture in

medium supplemented with Mr >50×103 component from E16 chicken

embryo; C: 48 h in culture in medium supplemented with NGF; D:

72 h in culture in medium with PB; E: 72 h in culture in medium

supplemented with Mr >50×103 component from E16 chicken embryo;

F: 72 h in culture in medium supplemented with NGF

A B C

图 3 体外培养的海马神经元免疫组化鉴定

Fig.3 Identification of hippocampal neuron cultured in vivo by immunocytochemical method(×400)

A: cells stained with antibody to NSE; B: cells stained with antibody to NF; C: cells stained without antibody to NSE or NF

>50×103 的蛋白组分加入组 , 二者 A值差异无统

计学意义 ( P >0.05) , 但与 E12 比较差异有统计学

意义( P< 0.01,表 1)。

3 讨 论

神经营养因子又名神经诱导因子或神经细胞

诱向因子 , 是一些多肽或蛋白分子 , 它对神经细胞

的生长、发育、分化、再生及功能特性的表达均具

有重要的调节作用。自上世纪 50 年代发现神经生

长因子(NGF)以来 , 人们对寻找能够刺激神经元生

存和促进神经元突起生长的促神经生长因子的兴

趣与日俱增。迄今为止 ,已经从多种神经靶器官和

胶质细胞等处获得了 20 多种神经营养因子 , 亦有
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研究表明鸡胚脊髓背角内含有促神经元突起生长

的活性物质[8- 10]。体内、外实验显示 ,神经营养因子

不仅对胚胎神经元的发生、发育和存活具有调节

作用 , 而且对发育完全成熟的神经元正常功能维

持、各种脑损伤时神经元修复和挽救退行性变神

经元死亡有重要作用。

本实验采用不同截留分子质量的超滤膜将不

同胚龄的鸡胚内的蛋白分离提取 , 分成不同分子

质量的蛋白组分 , 采用原代海马神经元和鸡胚背

根节体外培养技术进行神经营养活性的分析与鉴

定 , 发现不同胚龄的鸡胚相对分子质量 Mr >50×

103 的蛋白组分体外培养的海马神经元较对照组

神经元存活数目多 , 存活时间长 , 突起粗而长 ,

表明鸡胚相对分子质量 Mr >50×103 蛋白组分可以

维持和促进海马神经元的存活、生长 , 促进神经

元之间的连接。值得注意的是相对分子质量 Mr >

50×103 蛋白组分可以明显改变神经元胞体的形

态 , 胞体截面积较对照组明显增大 , 表明对神经

元也有较强的促分化的作用。胚龄 E16 与 E19 的

蛋白组分的促神经存活、分化与突起生长的作用

较 E12 更加明显 , 提示随着胚龄的增加 , 具有神

经营养活性的此蛋白组分的含量有增加的趋势。

免疫组化方法揭示鸡胚相对分子质量 Mr >50×103

的蛋白组分对于神经细胞的作用有高度特异性。

本实验结果显示鸡胚相对分子质量 Mr >50×103 蛋

白组分除对中枢神经元的明显营养作用外 , 对外

周神经背根节也有明显的促神经突起生长的作

用。

本研究从鸡胚内提取和部分纯化具有较强促

进海马神经元存活 , 突起生长及分化的神经营养

活性的蛋白组分 , 为进一步研究其纯化组分 , 及其

分子结构与功能打下基础。
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表 1 MTT方法分析鸡胚蛋白组分对神经元活性的影响

Table 1 The effect of protein components of chicken embryos on the neuron, surviving activity by MTT method (A, x±s)

F=28.75, P< 0.01, 1) P< 0.01 for compared with PB( LSD- t test)

E12

E16

E19

Mr < 3×103

0.420±0.013 1)

0.437±0.016 1)

0.424±0.013 1)

Mr =3×103～<10×103

0.432±0.017 1)

0.441±0.022 1)

0.434±0.017 1)

Mr =10×103～<30×103

0.432±0.015 1)

0.455±0.017 1)

0.442±0.019 1)

Mr =30×103～≤50×103

0.435±0.015 1)

0.446±0.019 1)

0.445±0.022 1)

Mr >50×103

0.505±0.019 1)

0.534±0.016 1)

0.530±0.016 1)

PB

0.382±0.025
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