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二甲基亚砜对轴突退行性病变的保护作用
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［摘要］　目的：探讨二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）对轴突退行性病变的影响。方法：ＤＭＳＯ溶断组：用ＤＭＳＯ１０μｌ
溶断处理原代培养的大鼠颈上神经节细胞使胞体与轴突分离，并分别设阳性对照组（用过量表达 ＷｌｄＳ蛋白的重组 ＨＳＶ病毒

感染细胞，剔除胞体）、空白对照组和ＤＭＳＯ对照组（分别将１０μｌＰＢＳ和ＤＭＳＯ加入培养基，切断轴突并去除胞体）。分别于

轴突与胞体分离即刻（０ｈ）及分离后４、８、１２、２４ｈ用４％多聚甲醛固定细胞，用抗神经特异的微管蛋白抗体做免疫荧光染色，观

察轴突微管结构变化。收集轴突蛋白作免疫印迹分析，观察神经纤维（ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ）的降解情况。结果：ＤＭＳＯ溶断组在１２

ｈ时轴突的结构和形态没有明显改变，处理２４ｈ后有轻微的轴突退行性病变；微管结构的崩解速度明显减缓，至１２ｈ微管结

构仍然能够维持完整；去除胞体后１２ｈ，仍然能够检测到 ＮＦ１６０神经元纤维蛋白。这种变化与阳性对照组非常相似，而空白

对照组和ＤＭＳＯ对照组未见明显保护轴突退行性病变的作用。结论：局部高浓度的ＤＭＳＯ能够延缓轴突的退行性病变，提

示ＤＭＳＯ可能用于神经退行性疾病的辅助治疗。
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神经退行性疾病的发病率极高，最近调查发现
中国６５岁以上的老年人中帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓ
ｅａｓｅ）的发病率高达１．７％［１，２］。这些疾病给家庭和
社会带来了沉重的负担，因此寻找治疗这些疾病的
有效治疗方法是目前生物医学研究中的一个热点和

重点。轴突的退行性病变是很多神经退行性病变过
程中的早期事件［３］，通过保护或者延缓轴突的退行
性病变来治疗神经退行性疾病已经逐渐成为一个新

兴的研究领域。原代培养神经细胞的轴突被切断以
后，轴突会很快发生退行性病变，这个模型广泛地用

于神经退行性病变的研究［４］。突变小鼠 Ｃ５７ＢＬ／

ＷｌｄＳ由于一个融合基因的过量表达，能够显著延缓
轴突退行性病变［５］。中枢神经系统来源的背根神经
节细胞中过量表达ＷｌｄＳ能够明显保护轴突的退行
性病变［６］。这些结果提示ＷｌｄＳ蛋白对轴突退行病
变的保护作用具有普遍性。二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）在一定的条件下能够促进细胞膜
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的融合［７］，并且能够促进损伤的背根神经节细胞膜
修复，从而对损伤的神经细胞起保护作用［８］。在低
温低钙条件下，ＤＭＳＯ也能够促进中枢神经细胞的
细胞膜修复［９］。这些结果表明ＤＭＳＯ促进受损神
经细胞膜修复从而保护神经细胞，可能具有普遍性。
本研究以 ＷｌｄＳ蛋白作为阳性对照，观察了ＤＭＳＯ对
培养颈上神经节细胞轴突远端神经退行性病变的影

响，旨在探讨ＤＭＳＯ对轴突退行性病变的保护作用。

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂　ＣＸ３１奥林巴斯倒置临床检测显
微镜，ＩＸ７０１４２奥林巴斯荧光倒置显微镜，ＢＩＯ
ＲＡＤ公司 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹电泳系统、转膜装置，ＣＯ２
细胞培养设备。ＤＭＳＯ购自Ｆｉｓｈｅｒ公司，Ｄｕｌｂｅｃ
ｃｏ’ｓ ＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ Ｍｅｄｉｕｍ 培 养 基、Ｎｕｔｒｉｅｎｔ
ＭｉｘｔｕｒｅＨａｍ’ｓＦ１２培养基和Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ’ｓ１５培养
基为Ｇｉｂｃｏ公司产品，鼠源Ｃｙ３抗体［ＣｙＴＭ３ｃｏｎｊｕ
ｇａｔｅｄＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）］购
自 ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ ＬａｂｏｒａｔｐｒｉｅｓＩｎｃ．，

ＮＦ１６０ 抗 体 （ｍｏｕｓｅａｎｔｉｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ１６００００，

ＮＦＭ）购自Ｚｙｍｅｄ公司，神经细胞特异性微管蛋白
抗体（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙａｇａｉｎｓｔｎｅｕｒｏｎａｌｃｌａｓｓⅢ

βｔｕｂｕｌｉｎ）购自 Ｃｒｉｐｉｎｃ公司，鼠源神经生长因子
（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ７Ｓ，ＮＧＦ７Ｓ）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。其他常用生化试剂均为国产分析纯。

１．２　大鼠颈上神经节细胞培养　依据文献方
法［１０］，将出生３ｄ的ＳＤ大鼠（购自上海斯莱克实验
动物有限公司）取出颈上神经节，剪成大小均匀的组
织块作原代神经细胞的组织培养。在５％ＣＯ２培养
箱中３７℃培养至第５天更换新鲜培养液备用。

１．３　实验分组　（１）ＤＭＳＯ 溶断组：吸取１０μｌ
ＤＭＳＯ，在显微镜下从距胞体约为轴突长度的１／３
处轻轻贴住培养皿底部，沿垂直轴突将ＤＭＳＯ轻轻
推出，防止ＤＭＳＯ波及远端轴突。这样局部的ＤＭ
ＳＯ导致轴突和胞体分离，我们将这一处理过程称为

ＤＭＳＯ溶断（ＤＭＳＯｄｉｓｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ）。（２）阴性对照：
设空白对照组和ＤＭＳＯ对照组，分别将１０μｌＰＢＳ
和ＤＭＳＯ加入培养基中，混合均匀，观察轴突退行
性病变。为了避免胞体对轴突的影响，用刀片切断
轴突并去除胞体。（３）阳性对照组：采用携带ＷｌｄＳ

基因的 ＨＳＶ病毒感染原代培养的神经细胞作为阳
性对照，依据文献方法［１１］略做改动。将ＷｌｄＳ基因
的编码区插入 ＨＳＶ病毒载体构建病毒包装质粒备
用。用带ＷｌｄＳ基因的 ＨＳＶ 包装质粒转染２２细
胞。２４ｈ后加入辅助包装病毒（ｈｅｌｐｅｒｖｉｒｕｓ），待

９０％以上的细胞变圆，回收病毒。用第１次回收的
病毒（Ｐ０代病毒）重新感染２２细胞，同样的步骤重
复２次回收Ｐ３代病毒。Ｐ３代 ＨＳＶ病毒感染颈上
神经节细胞，待病毒充分感染后剔除胞体。

１．４　结果的观察　分别于轴突与胞体分离即刻（０
ｈ）及分离后４、８、１２、２４ｈ用４％多聚甲醛固定细胞，
用抗神经特异的微管蛋白抗体做免疫荧光染色，观
察轴突微管结构变化。依据文献［１１］方法随机计算

大约２００根以上轴突，统计发生退行性病变的轴突
占总数的比例。重复３次，得到不同时间轴突病变
率的柱形图。收集轴突蛋白作免疫印迹分析，观察
神经纤维（ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ）的降解情况。

１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行

ＡＮＯＶＡ方差分析。

２　结　果

２．１　ＤＭＳＯ对轴突退行性病变的影响　空白对照
组和ＤＭＳＯ对照组结果基本类似，当轴突与胞体分
离８ｈ后轴突远端部分发生典型的退行性病变：完
整的轴突结构自末梢开始逐渐断裂，１２ｈ后轴突的
形态遭到严重破坏，２４ｈ后几乎见不到完整的轴突
结构。阳性对照组在轴突切断后１２ｈ，甚至２４ｈ，轴
突仍然能够保持形态和结构的完整性。ＤＭＳＯ溶断
组在１２ｈ时轴突的结构和形态没有明显改变，处理

２４ｈ后有轻微的轴突退行性病变。详见图１。

图１　各组轴突退行性病变的形态学改变

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆａｘｏｎ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｄｅｌａｙｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＤＭＳＯ ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ：ＤＭＳＯ ｄｉｓｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ；

Ｄ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；１５：０，４，８，１２，２４ｈｐｏｓｔａｘｏｔｏｍｙ，ｒｅｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｌｙ．Ｓｃａｌｅｂａｒ，４０μｍ

　　统计学分析显示，ＤＭＳＯ溶断组与阳性对照组在



·２４２　　 · 第二军医大学学报　２００６年３月，第２７卷

轴突分离后１２ｈ，只有２０％左右的轴突发生退行性病
变，而ＤＭＳＯ对照组及空白对照组９７％以上均发生
了退行性病变（Ｐ＜０．０１，图２），这一结果进一步表明

ＤＭＳＯ溶断处理能够延缓轴突的退行性病变。

图２　各组发生退行性病变的轴突所占比例

Ｆｉｇ２　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｘｏｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＤＭＳＯｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ：ＤＭＳＯ ｄｉｓｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ；

Ｄ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｄｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＤＭＳＯｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐａｔｐｏｓｔａｘｏｎｔｏｍｙ１２ｈ；ｎ＞２００

２．２　ＤＭＳＯ对轴突微管结构的影响　空白对照组
和ＤＭＳＯ对照组，轴突与胞体分离之后微管结构逐
渐开始破坏，出现断裂现象，至１２ｈ和２４ｈ出现微
管结构的大量碎片，表明微管结构大部分已经崩解
而不足以维持轴突的结构和形态。ＤＭＳＯ溶断组
和阳性对照组，微管结构的崩解速度明显减缓，至

１２ｈ微管结构仍然能够维持完整（图３）。

图３　各组微管结构的变化

Ｆｉｇ３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｘｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＤＭＳＯ ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ：ＤＭＳＯ ｄｉｓｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ；

Ｄ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；１５：０，４，８，１２，２４ｈｐｏｓｔａｘｏｔｏｍｙ，ｒｅｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｌｙ．Ｓｃａｌｅｂａｒ，４０μｍ

　　用抗神经元纤维的抗体作免疫印迹检测发现，

轴突与胞体分离后１２ｈ，ＤＭＳＯ对照组免疫印迹已
经不能检测到相对分子质量为１６００００的神经元纤
维，而ＤＭＳＯ溶断组和阳性对照组仍然能够检测到
这种神经元纤维蛋白（图４）。这表明ＤＭＳＯ溶断和
过量表达ＷｌｄＳ基因均能延缓神经元纤维的降解。

图４　各组神经元纤维免疫印迹分析

Ｆｉｇ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙｏｆ

ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ＮＦＭ：Ｍｏｕｓｅａｎｔｉｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ１６０００；ＡｎｔｉＴＵＪ１：Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｙａｇａｉｎｓｔｎｅｕｒｏｎａｌｃｌａｓｓⅢβｔｕｂｕｌｉｎ

３　讨　论

　　轴突的退行性病变是很多神经退行性病变的早
期重要病理学特征之一［６］。当轴突发生退行性病变
时，作为轴突主要结构蛋白的微管蛋白逐渐破坏，但
微管蛋白的数量并没有发生明显的变化，因此可以
通过检测微管蛋白作为内参。轴突退行性病变的另
外一个检测指标是神经原纤维的降解，ＮＦ１６０的降
解是其中重要指标之一［１２］。免疫印迹检测结果表
明ＤＭＳＯ溶断以及过量表达ＷｌｄＳ基因均能稳定微
管的结构和形态，并延缓ＮＦ１６０的降解。而不论是
空白对照组还是 ＤＭＳＯ对照组均未见类似作用。
这些结果在一定程度上表明局部高浓度的 ＤＭＳＯ
能够延缓轴突的退行性病变。

　　我们以前的研究表明在轴突发生退行性病变的
早期，有蛋白酶体的激活，抑制蛋白酶体的活性能够
保护轴突的退行性病变［１１］。轴突 ＡＴＰ水平、钙离
子的浓度以及轴突膜的完整性在轴突退行性病变中

起重要作用。神经外伤或者疾病状况导致轴突膜的
损伤可能引起一些离子或者蛋白质因子的损失，诱
导轴突退行性病变，如我们实验中的对照组用刀切
断轴突诱导的轴突退行性病变。ＤＭＳＯ能够破坏与
细胞膜相互作用的肌动蛋白从而破坏细胞膜下的细

胞骨架网络结构，增加膜的流动性从而促进细胞膜
的修复［１３］；ＤＭＳＯ也可能通过影响膜融合促进细胞
膜的修复［１４］。我们的实验结果表明低浓度的ＤＭ
ＳＯ对照组（均匀加入１０μｌＤＭＳＯ）与空白对照组类
似，对轴突退行性病变未见任何保护作用。因此我



第３期．贾海群，等．二甲基亚砜对轴突退行性病变的保护作用 ·２４３　　 ·

们推断用ＤＭＳＯ对轴突做溶断处理，可能在断裂位
置的局部形成一个ＤＭＳＯ由高到低的浓度梯度，高
浓度的ＤＭＳＯ导致轴突的断裂，但当ＤＭＳＯ浓度
逐渐降低，达到一定浓度时可能促进轴突膜的融合
从而保护轴突的退行性病变。另外，如前所述蛋白
酶体活性的激活以及Ｅｒｋ信号通路也涉及到轴突退
行性病变这一过程［１５］。ＤＭＳＯ是否也通过影响这
些因素延缓轴突的退行性病变，有待于进一步研究。
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