
垦堕堂整堂茎查!!!!芏i旦 箜!!鲞笙!塑!!!』Q!!堕￡：竺!竺!!!：!!!!：∑!!：!!：堕!：!

许旺细胞永生化研究进展
韩峰曲巍

摘要许旺细胞在周围神经损伤神经再生中起主要作用。许旺细胞永生化具有无限传代的特点。

有望为周围神经组织工程研究带来突破。该文就许旺细胞永生化机制、生物学特性、永生化方法及在人

工神经中的作用研究．作一综述。
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周围神经损伤、肿瘤切除常导致无法直接吻合的神经

缺损，临床上通常采用自体神经移植来修复。但自体神经

来源有限，可供移植的神经均为皮神经(直径细小)，常不能

满足临床神经移植要求，且存在自体神经供区切口瘢痕，供

区支配神经感觉丧失及发生痛性神经瘤等一系列后遗症，

此问题在长段神终缺损治疗中尤甚m21；同种异体神经移植

需要应用免疫抑制剂降低机体免疫力，不良反应巨大。

许旺细胞(SC)是周同神经系统的胶质细胞．能分泌多

种神经轴突引导因子和营养凶子。维持周围微环境稳定。在

周围神经损伤神经再生过程中起着莆要作用L3|。作为周围

神经组织工程理想的种子细胞，许旺细胞经体外培养短期

内难以大量获得，且在多次连续传代后常因衰老而死亡。

许旺细胞永生化具有无限传代的特点，町解决种子细胞冈

传代衰老而死亡的难题，有望为周围神经组织j：程研究带

来突破。本文就许旺细胞永生化研究进展作一综述。

1细胞永生化机制

细胞永生化是指细胞处于连续的细胞周期而终止发

育进程。即是使细胞获得无限的增殖能力。早在50年前，

Haynick等t“就研究发现体外培养的细胞经一定次数分裂

后会进入分裂抑制状态，即所谓的衰老期(M1期)。衰老细

胞一般会警现细胞表型和功能的改变。多表现为细胞扁平、

变大。分泌功能异常，半乳糖苷酶酸化。细胞周期蛋白上调

等。但有的细胞受自发的或外界因素的影响，可从增殖衰

老危机中逃离，表现为无限增殖的能力，故将这一过程称之

为“永生化”。然而，自发性永生化发生概率非常低．在啮齿

类动物细胞为I(Y5～1【『6，在人类细胞更罕见(不到1012)r5】。

因此。许多研究试图通过基冈转染等技术。将各种外源性永

生化基因，如病毒、原癌基因和抑癌基因突变体等转入靶细

胞内，以提高细胞永生化的发生概率。

在细胞正常分化过程中，端粒长度会逐渐缩短，大部

分细胞因不能表达足够的端粒酶以维持端粒的长度而发

生衰老山J。Kim等一1在检测多种永生化细胞的端粒长度

时发现。它并不随细胞分裂而出现净丢失，提示端粒长度

的维持可能与细胞无限增殖能力密切相关。端粒是真核

细胞内染色体末端重复的TTAGGG序列片段叫1，其主要

功能是维持染色体稳定，而在细胞永生化过程中起重要
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作用的是端卡证酶。它由端粒酶RNA、端粒酶相关蛋白和

端粒酶哑基(TERT)3部分组成，以自身RNA为模板，在

TERT作用下催化合成端粒DNA并加到染色体末端，使

端粒延长。由于DNA聚合酶不能合成DNA全末端，

DNA每复制一次，就会有50～100 bp长度的端粒DNA

序列在染色体缺失。端粒随着细胞分裂或衰老而缩短，

当缩短到一定限度而无法维持染色体稳定时，细胞的分

裂增殖能力就会丧失，细胞衰老死亡会进一步发生∽J。

TERT启动子含有许多myc结合部位。它们可介导
TERT mRNA与细胞增殖及其他蛋白合成无关的快速表

达，从而激活端粒酶，使细胞永生化uo]。myc基因介导的

细胞永生化机制研究发现，myc蛋白对细胞的作用靶点

在TERT。SV40大T抗原使细胞获得永生化机制研究

显示。端粒酶起着同样蕈要的作用；细胞永生化呈现2个

独立阶段，即死亡期1(M1)和死亡期2(M2)。细胞经多

次分裂并在肿瘤抑制因子p53和R1相互作用下进入M1

期．此时细胞对生长因子等失去反应，产生DNA合成蛋

白抑制因子，细胞周期检控点(checkpoint)发送细胞周期

停IE信号。DNA合成停止。细胞开始衰老但不一定死亡，

而SV40与p53及Rb结合后导致M1机制失效。细胞寿

命延长并经群体倍增数次后进入M2期(亦称为危机期)，

细胞出现退化(如双着丝粒形成、染色体变短而失稳)，分

裂细胞逐渐减少，绝大多数细胞发生凋亡。一旦控制M2

的基因发生点突变或丢失导致M2机制失效．端粒酶被

激活，细胞即以自身RNA为模板不断合成端粒酶IONA，

以补充和延长端粒有限长度。维持端粒长度，恢复染色体

稳定性。从而得以度过危机期而成为永生化细胞。

2许旺细胞生物学特性

许旺细胞是周围神经系统特有的、最主要的胶质细

胞．为周围神经纤维生存和行使正常功能所必需。周围

神经损伤后，许旺细胞可协同巨噬细胞分泌神经生长因

子等多种活性物质．促进轴突成熟和再生，在周围神经损

伤修复中发挥关键作肝3．11]。许旺细胞形态行为学改变，
即脱离胞体的轴突远端发生退形性改变。轴突和髓鞘崩

解、消失并累及神经终末，亦称为Waller变性。此时许旺

细胞分裂增殖，形成Bungner带，并与巨噬细胞共同吞噬

变性的轴突及髓鞘碎屑，许旺细胞和基底膜(BL)管共同

为再生轴突提供一个生长通道。周围神经属有髓神经纤

维，其再生后髓鞘化是保证周围神经正常生理功能恢复
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的重要环节。中枢神经系统髓鞘形成障碍及脱髓鞘实验

模型研究口幻发现，移植的许旺细胞可与宿主少突胶质细

胞竞争实现脊髓神经轴突髓鞘化，产生的髓磷脂包绕轴

突，形成接近正常的超微结构，保证了神经传导功能的恢

复；移植的许旺细胞在良好基底物存在的条件下。口I移行

相当长距离．确保了再生轴突的延伸牛长；再生轴突延伸

过程中与其接触的底物之间有严格的选择性，且一旦发

生接触。再牛轴突就会被严格限制在许旺细胞Bungner

带内。胚芽期神经芽突生长研究表明，许旺细胞与轴突结

合共同形成轴突许旺细胞束。同时黏蛋白形成“支架”包绕

轴突许旺细胞束。在此神经再生过程中，许旺细胞大量表

达细胞黏附分子L1、神经细胞黏附分子(NCAM)、层黏连

蛋白(LN)和黏蛋白，体外实验研究证明这些分子均可促进

轴突再生。神经移植后1～13周，尤其是2～4周，移植的

许旺细胞柱与包绕的轴突芽表面存在大量L1、NCAM、多

聚唾液酸神经细胞黏附分子(PSANCAM)，但在黏蛋白“支

架”与许旺细胞膜之间未发现它们存在。这些黏附分子属

于免疫球蛋白类，在再生轴突髓鞘化前介导轴突与许旺细

胞结合，并随着许旺细胞的迁移而引导轴突穿过许旺细胞

柱生长。Schlosshauer等‘13‘对比研究体外神经轴突乍长速

度和许旺细胞移行速度，经时间显像记录定量观察发现。神

经轴突生长速度较许旺细胞移行快8倍。因此提出先将纯

化的许旺细胞种植入神经导管。再把导管植人体内，以加强

许旺细胞对神经再生轴突的引导作用．促进神经功能恢复。

此外。许旺细胞还能产生神经类固醇，如孕酮等14,155。雌鼠

坐骨神经冷冻伤处给予孕酮或其前体孕烯醇酮，可使髓鞘

形成增加，提示孕酮不仅作为性激素发挥作用，而且在轴突

再生期间可诱导髓鞘形成。

许旺细胞和成纤维细胞可释放神经生长因子(NGF)

并逆向转运至细胞体．对感觉、交感及运动神经元均有营

养作用。有研究发现，损伤后运动神经元NGF受体

mRNA水平升高，且该现象与轴突再牛过程同步。许旺

细胞表达低亲和力NGF受体。代替靶组织来源的NGF，

使得受损神经元得以存活，神经再生得以进行。NGF及

其低亲和力受体还可促进许旺细胞在神经再牛窜移行。

神经损伤预变性实验7 d后，许旺细胞的脑源性神经营养

因子(BDNF)RNA表达增加。提示BDNF主要来自许旺

细胞，且存在逆向转运，可更好地促进神经再生¨“。此

外。许旺细胞还可分泌睫状神经营养因子(CNTF)、成纤

维细胞生长因子(FGF)等。可见，许旺细胞作为组织工程

的种子细胞，将会更好地促进周围神经再生、修复。

3许旺细胞永生化方法
3．1 SV40大T抗原转染

SV40大T抗原是应用最早，也是研究较为清楚的转

化成分之一。SV40是20世纪60年代发现的一种猴肾

母细胞病毒。人为其自然宿主，由结构蛋白(VPl、VP2、

VP3)和两种抗原LT和ST组成11“。I』抗原98％定位

于细胞核内．具有三磷腺苷(ATP)酶和DNA解旋酶活

性，使蛋白质丝氨酸／苏氨酸残基磷酸化、二磷腺苷

(ADP)羟基化和乙酰基化；还具有宿主细胞核糖体基因，

诱导DNA合成，修饰蛋白质合成起始因子等作用。ST

抗原位于胞核内及胞质内，能反式激活RNA多聚酶Ⅱ和

多聚酶Ⅲ基因的启动子。以及c-myc和c_los癌基冈转录，

使细胞基质肌动蛋白缺失和细胞黏附力下降。I』抗原

为转化启动所必需。它能结合细胞周期蛋白p53和pRb，

降低两者的水平对细胞的转化为非必需，但可起到加强

作用。LT和ST抗原共同维持细胞的转化表型。

Tennekoon等u扎利用pMtSV．neo质粒成功地将

SV-40大T抗原基因转入许旺细胞，且传代180次时细胞

表型和分泌功能未发生改变。此后。Thi等¨圳利用带有

温度敏感的启动子pJC-SVLTtsA质粒转染新生大鼠许

旺细胞．得到转基因永生化许旺细胞。
3．2 TERT转染

端粒是真核细胞线形染色体末端的一种特殊结构，

含有许多简单重复DNA序列及相关蛋白质。端粒具有

稳定染色体，防止染色体末端融合，保护染色体结构基

因．调节正常细胞生长等多种重要的生物学功能。影响

端粒长度的因素有许多，主要有端粒结合蛋白、端粒帽蛋

白、端粒酶及DNA复制酶等，端粒酶是其中最主要的影

响因素。其他因素对端粒的调节作用也与端粒酶有关。

端粒酶是一种能延长端粒末端的核酸蛋白酶，由蛋白质

和RNA组成，可以其自身的内源性RNA为模板，发挥

RNA指导的DNA合成作用，向端粒末端添加

(rrAGl∞)n序列．使端粒延长，从而延长细胞寿命。
端粒酶活性与许多冈素有关。不同的细胞、同一细

胞的不同状态及某些物质的协同作用，均可影响端粒酶

活性。细胞分裂能力较强。分裂较快的组织端粒酶活性

较高。胎儿时期的端粒酶有较高活性，但出生后不久，除

于细胞和其他少数增生活跃的组织外，均无端粒酶活

性k”J。Wright等-L将能表达端粒酶的永生型细胞和缺

乏端粒酶活性的iF常体细胞进行杂合，检测结果显示杂

合细胞的寿命短于永生型细胞，端粒酶活性也有所降低，

说明细胞杂合中端粒酶受到抑制；提示各种细胞均可能

存有端粒酶抑制机制．只是对永生型细胞失灵。

随着对端粒酶作用机制研究的深入，端粒酶活性的调

节机制成为研究热点。TERT与端粒酶活性的关系最为密

切。是端粒酶激活的主要限制因素-2圆]。目前，功能性

hn豫T蛋白只需通过全长hn豫T转录即可达到目

的f24．z5]。Techangarnsuwan等怫3首先提出并成功将含有

hTERT全长基凶的质粒pBABB pll打hⅡRT成功转染入
第4和第28代成年犬许旺细胞，且p53蛋白表达稳定，细

胞表型未发生改变。张诚等四一采用电穿孔法以13％转染

率得到第15代h哪iT_许旺细胞。且细胞的接触性抑制及
增值上限的特性并未发生改变。但hTERT转染后的许旺

细胞长期传代、表型及核型情况，有待进一步研究。

3．3自发永生化

自发永生化是指无外源性基因整合入宿主细胞染色

体，不会引起宿主细胞基因组改变，但这种自发产生的永

生化时间长。发生率极低“。Porter等口引采用有丝分裂

刺激因子，经过16个月、56次传代，成功地获得永生化许
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旺细胞。也有一些研究旧驯显示，高剂量血清等因素也

成功地使许旺细胞永乍化。

4许旺细胞与人工神经

许旺细胞作为人工神经研制中最有效的种子细胞，

在周围神经损伤修复过程中起着至关重要的作用。为保

证体外培养后接种到细胞外支架的许旺细胞的功能充分

发挥，研究发现接种浓度在(1～100)×10 7／L时较为理

想。许旺细胞不具有悬浮生长的特性，必须贴壁后才能

生长繁殖一“。为使许旺细胞能更好地与培养支架贴附，

有些学者将许旺细胞加入凝脂注射入神经导管弛J，还有

学者则将许旺细胞与培养支架共同培养o 3|。

人工神经的研究尚处于动物实验阶段。但已有研

究[3螂]报道，以许旺细胞为种子细胞的人工神经连接了

近10 cm长度的周围神经缺损。大型动物实验研究[3740报

道显示，以许旺细胞为种子细胞的神经导管及支架材料，成

功桥接了长度分别为3()、5()、{；0 mm的犬坐骨神经缺损。

5结语

永生化许旺细胞的应用前景非常广阔。然而细胞永

生化是一个复杂的过程，涉及将外源惟病毒、原癌基因等

导入靶细胞，基因整合具有随机性，所表达的产物可干扰

细胞内牛物途径，一旦发生难以预测的改变将失去对分

化特征和细胞周期检控点的控制。此外，通过病毒、原癌

基因等转染获得的细胞属转化的非正常细胞，其表型、核

型等均可发生变异，如血清依赖性降低、接触抑制丧失

等。因此，对永生化许旺细胞株的生物学功能及其信号

转导机制，有待进一步研究。
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