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神经节苷脂对体外培养一氧化碳损伤少突胶质细胞Nogo-A的影响 
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文章亮点： 

实验在正常氧浓度的情况下，采用外源性一氧化碳直接处理体外培养少突胶质细胞，以排除缺氧影响，观察

少突胶质细胞 Nogo-A在 mRNA及蛋白质水平表达的变化及单唾液酸四己糖神经节苷脂对其影响。结果发现

一氧化碳本身可使少突胶质细胞进入活跃的功能状态，提高 Nogo-A的转录和翻译水平；单唾液酸四己糖神

经节苷脂对神经细胞急性一氧化碳损伤的保护作用与抑制少突胶质细胞 Nogo-A表达有关。  
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摘要 

背景：Nogo-A蛋白是表达于少突胶质细胞的神经元轴突生长抑制因子，推测其可能与一氧化碳中毒后迟发性

脑病关系密切。单唾液酸四己糖神经节苷脂可改善一氧化碳中毒所致的神经系统损害，其作用是否与少突胶

质细胞上 Nogo-A蛋白有关目前尚无报道。 

目的：从少突胶质细胞 Nogo-A的角度探讨神经节苷脂对神经细胞一氧化碳损伤后保护的机制。 

方法：体外培养大鼠视神经少突胶质细胞。实验分为 3 组：对照组、一氧化碳组、单唾液酸四己糖神经节苷

脂组。后两组在含有体积分数 1%一氧化碳的密室中培养，单唾液酸四己糖神经节苷脂组预先在培养液中加入

5 mg/L单唾液酸四己糖神经节苷脂。采用RT-PCR及细胞免疫组织化学观察 6，24，48 h少突胶质细胞Nogo-A 

mRNA及其蛋白质的表达。 

结果与结论：一氧化碳组 6，24及 48 h各间点 Nogo-A mRNA积分吸光度比值、Nogo-A蛋白质表达的累计

吸光度值均显著高于对照组(P < 0.05)；一氧化碳处理后 24 h，单唾液酸四己糖神经节苷脂组 Nogo-A mRNA

积分吸光度比值、蛋白质表达的累计吸光度值均显著高于对照组(P < 0.05)，但低于一氧化碳组(P < 0.05)；

Nogo-A mRNA水平与蛋白质表达具有线性相关性(r = 0.95)。提示一氧化碳本身可使少突胶质细胞进入活跃

的功能状态，提高 Nogo-A 的转录和翻译水平；Nogo-A 蛋白质表达的增加为其 mRNA 水平水平提高所致；

单唾液酸四己糖神经节苷脂对神经细胞急性一氧化碳损伤的保护作用与抑制少突胶质细胞Nogo-A表达有关。 
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Abstract 

BACKGROUND: Nogo-A protein is speculated to have close relationship to delayed encephalopathy after carbon 

monoxide poisoning because it is a kind of neurite growth inhibitor expressing in oligodendrocytes. 

Monosialotetrahexosylganglioside can improve nerve damage after carbon monoxide poisoning, but no reports is 

concerned about whether the neuroprotective effect of ganglioside is related to Nogo-A protein. 

OBJECTIVE: To investigate the protective mechanism of ganglioside on nerve cells after carbon monoxide 

poisoning from the perspective of Nogo-A in oligodendrocytes.  

METHODS: Rat oligodendrocytes cultured in vitro were divided into three groups: control, carbon monoxide and 

monosialotetrahexosylganglioside groups. Carbon monoxide and monosialotetrahexosylganglioside groups were 

cultured in an airtight box containing 1% carbon monoxide. 5 mg/L monosialotetrahexosylganglioside was added 

into the culture medium of monosialotetrahexosylganglioside group in advance. The expression of Nogo-A mRNA 

and protein at 6, 24, 48 hours were detected by RT-PCR and immunohistochemistry method, respectively.  

RESULTS AND CONCLUSION: The integrated absorbance values of Nogo-A mRNA and cumulative  



 

王晓虹，等. 神经节苷脂对体外培养一氧化碳损伤少突胶质细胞 Nogo-A 的影响 

P.O. Box 10002, Shenyang   110180   www.CRTER.org 946 

www.CRTER.org 

absorbance values of Nogo-A protein in the carbon monoxide group at 6, 24 and 48 hours were significantly higher than 

those in the control group (P < 0.05). At 24 hours after carbon monoxide treatment, the integrated absorbance value and 

cumulative absorbance value of Nogo-A were both higher than those in the control group (P < 0.05), but lower than those 

in the carbon monoxide group (P < 0.05). The integrated absorbance values of Nogo-A mRNA was significantly 

associated with the cumulative absorbance values of Nogo-A protein (r=0.95). These findings indicate that carbon 

monoxide can activate oligodendrocytes, and raise the transcription and translation levels of Nogo-A. The increase 

expression of Nogo-A protein was due to the high level of Nogo-A mRNA. The protective mechanism of ganglioside on 

nerve cells after carbon monoxide poisoning is related to inhibition of Nogo-A expression in oligodendrocytes. 

 

Subject headings: Carbon Monoxide Poisoning; Brain Diseases; Oligodendroglia 
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0  引言  Introduction 

急性一氧化碳中毒是较常见的职业性及生活性中

毒，可造成中枢神经系统损伤。部分患者急性中毒症状

消失以后，经过数天或数周表现正常或接近正常的假愈

期，会出现以痴呆为主的精神、神经症状称为一氧化碳

中毒后迟发性脑病，一氧化碳中毒后迟发性脑病患者颅

脑影像学上白质脱髓鞘显著，有别于其他缺氧性脑病。

由于假愈期的存在，很难早期准确判断一氧化碳中毒后

迟发性脑病的发生，给有效防治带来困难，给社会、家

庭造成很大负担
[1]
。 

动物实验提示一氧化碳中毒后脑组织存在神经元轴突

髓鞘损伤。Nogo-A蛋白是神经元轴突生长抑制因子之一，

主要表达于中枢神经系统的少突胶质细胞，已经证实

Nogo-A可触发神经轴突抑制、生长锥崩溃、阻止神经纤维

散布
[2-3]
。其受体(Nogo-receptor，NgR)广泛分布于多种神

经元上，胶质细胞间的隙缝连接处，但少突胶质细胞本身没

有NgR分布
[4]
。鉴于Nogo-A蛋白及NgR的分布特点，以及一

氧化碳中毒后迟发性脑病患者颅脑影像学上白质脱髓鞘突

出，因此推测Nogo-A蛋白及NgR系统参与急性一氧化碳中

毒脑损害，可能与一氧化碳中毒后迟发性脑病关系密切。 

神经节苷脂是含唾液酸的糖神经鞘脂类物质，是人体

细胞膜的组成成分，在神经系统中含量尤其丰富，是重要

的神经营养因子
[5]
。单唾液酸四己糖神经节苷脂是惟一可

以透过血脑屏障的一种神经节苷脂
[6]
。在临床应用中，单

唾液酸四己糖神经节苷脂可改善一氧化碳中毒所致的神经

系统损害
[7]
，其作用是否与少突胶质细胞上Nogo-A蛋白有

关目前尚无报道。本实验中，在排除缺氧影响下，采用外

源性一氧化碳直接处理体外培养少突胶质细胞，观察单唾

液酸四己糖神经节苷脂对少突胶质细胞Nogo-A在mRNA

及蛋白质水平表达的影响，探讨单唾液酸四己糖神经节苷

脂的神经保护作用机制。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

    设计：细胞学体外实验。 

时间及地点：于2008年9月至2009年9月在大连市中心

医院中心实验室完成。 

材料： 

实验动物：新生2 d SD大鼠由大连医科大学实验动物

中心提供。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

视神经少突胶质细胞培养：取新生2 d SD大鼠视神经，

加入基础培养液(体积分数5%FBS DMEM/F12培养基)，   

37 ℃、体积分数5%CO2培养箱中培养，第4天更换化学限定

培养液(含有100 mg/L转铁蛋白、0.4 mg/L甲状腺素、40 µg/L

亚硒酸钠、16.2 mg/L腐胺、0.3%谷氨酰胺；0.62 mg/L黄体

酮、0.234 U/mL胰岛素的DMEM/F12培养基)A(含体积分数

0.5%FBS)培养。约第10天时，更换为化学限定培养液B(不

含FBS)，第11天时经MBP免疫细胞化学染色证实90%以上

为MBP蛋白阳性细胞，可用于实验。 

实验分组：对照组(control)：无一氧化碳处理；一氧

化碳组：将细胞置于含体积分数1%CO的密封室内，监测 

神经节苷脂对体外培养大鼠少突胶质细胞一氧化碳损伤后Nogo-A的影响实验

试剂和仪器： 

试剂及仪器  来源 

胎牛血清(FBS)、亚硒酸钠、谷氨酰胺、

甲状腺素、转铁蛋白、单唾液酸四己糖

神经节苷脂  

美国Sigma公司 

DMEM/F12培养液  美国Hyclone公司 

Nogo-A抗体冻干粉、髓鞘碱性蛋白

(MBP)抗体、SABC试剂盒  

武汉博士德生物制剂公司 

TaKaRa RNA PCR Kit (AMV) Ver. 3.0

试剂盒  

大连TaKaRa生物公司 

Nogo-A引物 大连TaKaRa生物公司合成 

CO2培养箱  日本SANYO Electric CO.Ltd 

倒置相差显微镜  德国LEICA 

多标记分析仪  芬兰PERKIN ELME 

紫外分光光度计  瑞典Amersham pharmacia Bitech 

RT-PCR仪  德国Biomryis 

水平电泳仪  美国Bio-rad 

凝胶成像系统分析软件  美国Labworks 4.6 

CO监测仪  深圳特安电子有限公司EP200-2 
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室内一氧化碳浓度为10 000 ppm。单唾液酸四己糖神经节

苷脂组：预先在培养液中加入5 mg/L单唾液酸四己糖神经节

苷脂，余处理同一氧化碳组。3组均设6，24，48 h时间点。 

RT-PCR测定Nogo-A mRNA表达：培养终止，各组培

养皿中加入Trizol将细胞消化，常规提取总RNA。紫外分光

光度计进行测定A260/A280，计算总RNA含量和纯度> 1.8；

琼脂糖凝胶电泳可见完整18 S、28 S两条带，表明总RNA

完整未降解。取250 ng总RNA按反转录试剂盒说明书将

总RNA反转录为cDNA，而后加入Nogo-A、B-actin上下

游引物进行PCR反应。反应条件为94 ℃预变性2 min，

94 ℃变性 30 s，55 ℃退火30 s，72 ℃延伸60 s，29

个循环，后72 ℃延伸10 min。取PCR反应产物在1%琼脂

糖凝胶上电泳，凝胶分析系统仪分析Nogo-A及B-actin的吸

光度值(A)，计算Nogo-A与B-actin积分吸光度的比值，作

为Nogo-A mRNA的表达水平。 

引物序列：上游(N1)为5-GTC CTG CTT GAA ACT 

GCT-3，下游(N2)为5-CTT TCG GTT GCT GAG GTA-3，

长度为713 bp。B-actin引物序列：上游(B1)为5-ATC ATG 

TTT GAG ACC TTC A-3，下游(B2)为5-CAT CTC TTG 

CTC GAA GTC-3，长度为318 bp
[8]
。 

细胞免疫化学观察Nogo-A表达：培养终止，各组按照

SABC试剂说明进行原位细胞免疫化学染色。一抗为1∶100 

Nogo-A抗体，苏木精复染，乙醇脱水，50%无水乙醇、50%

甘油封闭培养皿。在×200倍显微镜下，每个培养皿取4个

视野拍照，用美国Imagepro-Plus4.5软件测定阳性细胞染

色的累积吸光度，计算平均值。 

主要观察指标：一氧化碳处理后6，24，48 h，Nogo-A

与B-actin积分吸光度比值及Nogo-A蛋白质表达的累计吸

光度值。 

统计学分析：实验重复3次，设2个平行皿。各组计量

资料以x
_

±s表示。应用SPSS 13.0统计软件包，组间比较采

用单因素方差分析方差分析和t 检验；Nogo-A蛋白质表达

变化与其mRNA水平的相关性采用Pearson相关性分析，  

P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2  结果  Results  

2.1  Nogo-A mRNA的表达  对照组与一氧化碳组均有

Nogo-A mRNA表达。对照组各时间点Nogo-A mRNA表达

无明显变化；一氧化碳组各时间点Nogo-A mRNA表达均高

于对照组，差异有显著性意义(P < 0.05)；一氧化碳处理后

Nogo-A mRNA在6 h左右表达明显升高、24 h达高峰、48 h

下降，但仍维持高水平，各时间点比较，差异有显著性意

义(P < 0.05)。单唾液酸四己糖神经节苷脂组在一氧化碳处

理后6 h即有升高，但与对照组及一氧化碳组比较差异无显

著性意义；24 h达高峰，高于对照组(P < 0.05)，但较一氧

化碳组低(P < 0.05)，48 h下降，与一氧化碳组及对照组相

比差异无显著性意义(见表1)。 

2.2 Nogo-A蛋白质的表达  对照组与一氧化碳组各时间

点均有Nogo-A表达。细胞免疫化学染色阳性细胞累积吸光

度分析可见对照组各时间点Nogo-A蛋白质表达无明显变

化，一氧化碳组各时间点Nogo-A表达均高于对照组各时间

点，差异有显著性意义(P < 0.05)；单唾液酸四己糖神经节

苷脂组Nogo-A蛋白质表达较在一氧化碳处理后6 h即有升

高，但与对照组及一氧化碳组比较无统计学差异；24 h达

高峰，高于对照组(P < 0.05)，但较一氧化碳组低(P < 
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图 1  Nogo-A蛋白质表达随其 mRNA变化的散点图 

Figure 1  Scatterplot of expression changes of Nogo-A protein with

mRNA expression 

表 1  单唾液酸四己糖神经节苷脂组与一氧化碳组 Nogo-A与 β-actin

积分吸光度比值                                         (x
_

±s)

Table 1  Integrated absorbance values of Nogo-A and β-actin mRNA 

in the carbon monoxide and monosialotetrahexosylganglioside 

groups                       

表注：一氧化碳组各时间点 Nogo-A mRNA表达均显著高于对照组；单唾液酸

四己糖神经节苷脂组在一氧化碳处理后24 h Nogo-A mRNA表达显著高于对照

组，但低于一氧化碳组。与对照组比较，
a
P < 0.05，

b
P < 0.01；与一氧化碳组

比较，
c
P < 0.05。 

组别 6 h 24 h 48 h 

对照组 0.723±0.040 0.698±0.045 0.710±0.070

一氧化碳组 1.032±0.015 1.302±0.009
b
 0.942±0.008

单唾液酸四己糖神经节苷脂 0.889±0.050 1.008±0.032
ac

 0.847±0.052

表 2  单唾液酸四己糖神经节苷脂组与一氧化碳组 Nogo-A蛋白质的

表达的累计吸光度值                                     (x
_

±s)

Table 2  Cumulative absorbance value of Nogo-A protein in the 

carbon monoxide and monosialotetrahexosylganglioside groups    

表注：一氧化碳组各时间点 Nogo-A 表达均显著高于对照组，单唾液酸四己糖

神经节苷脂组 24 h Nogo-A 蛋白质显著高于对照组，但低于一氧化碳组(P <

0.05)。与对照组比较，
a
P < 0.05；与一氧化碳组比较，

b
P < 0.01。 

 

组别 6 h 24 h 48 h 

对照组 2 801.14±94.10 2 750.16±76.01 2 780.16±94.89 

一氧化碳组 4 070.15±80.12 7 230.50±63.40
a
 3 650.10±89.65 

单唾液酸四己糖 

神经节苷脂组 

3 750.15±80.89 5 115.20±80.31
ab

 3 350.16±90.43 
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0.05)，48 h下降，与一氧化碳组及对照组相比差异无显著

性意义(见表2)。 

2.3  Nogo-A 蛋白质表达与其mRNA水平的相关性  合

并一氧化碳组及单唾液酸四己糖神经节苷脂组，Nogo-A 

蛋白质表达的累计吸光度值与Nogo-A和B-actin积分吸光

度比值间具有明显的线性相关性，r值为0.95(见图1)。在各

自的一氧化碳组与单唾液酸四己糖神经节苷脂组中二者也

具有明显的线性相关性，r值分别为0.99与1.00。 

 

3  讨论  Discussion 

少突胶质细胞分布于中枢神经系统的灰质和白质，白

质居多。中枢神经系统髓鞘由成熟少突胶质细胞形成
[9]
，

当神经元生长锥与成熟少突胶质细胞相遇时，少突胶质细

胞通过丝状伪足与其接触，迅速持久地诱导生长锥活动停

滞和生长锥结构坍塌。中枢神经系统损伤时，少突胶质细

胞前驱细胞(O-2A)迅速聚集在受损伤部位，这些细胞产生

多种轴突生长抑制蛋白以及抑制分子，Nogo-A、MAG、

OMgp等
10]
，阻碍中枢神经系统再生

[11]
，其中Nogo-A目前

被认为是关键因素之一。Nogo-A具有2个抑制性功能结构

域，一个是位于细胞表面的跨膜环状结构域称为Nogo-66，

可与神经元细胞膜表面Nogo-66受体(NgR)结合，抑制神经

元轴突生长；另一个是较长的氨基端区域(amino-Nogo)，

amino-Nogo定位于细胞内，仅在髓鞘破坏后才能发挥作

用，目前尚不清楚amino-Nogo结构域的受体
[12]
，但amino

—Nogo片段作用更为广泛，除可阻断神经元轴突生长外，

还抑制非神经细胞的伸展和迁移
[13]
。 

Thom等
[14]
的研究表明，在一氧化碳中毒后大鼠中枢神

经系统MBP表达减少，提示一氧化碳中毒存在脱髓鞘改

变。Wang等
[15]
的研究证实，大鼠少突胶质细胞的数量随着

一氧化碳中毒损伤时间的延长而逐渐减少，且细胞形态发

生改变，细胞突起增生、肥大，与星形胶质细胞的激活相

似。提示在一氧化碳中毒损伤过程中，神经元轴突髓鞘损

伤，导致少突胶质细胞减少，但剩余少突胶质细胞则被激

活。在体实验由于存在有缺氧因素的影响，即一氧化碳与

血红蛋白结合后阻碍了氧在体内的运输，而不能直接反应

一氧化碳对机体的作用。因此，在正常氧浓度的情况下，

采用外源性一氧化碳直接处理体外培养少突胶质细胞，以

排除在体实验所存在缺氧的影响。本实验中，体外一氧化

碳处理少突胶质细胞，6 h左右Nogo-A无论mRNA还是蛋

白质表达均明显升高，24 h达高峰，48 h虽有所下降，但

仍持续高水平，证实了一氧化碳本身可使少突胶质细胞进

入活跃的功能状态，提高Nogo-A的转录和翻译水平。由此

推测机体在一氧化碳中毒后，中枢神经系统髓鞘的少突胶

质细胞有一部分受到损伤，另一部分可被激活。受到损伤

的少突胶质细胞，释放细胞内的amino-Nogo抑制神经修

复，被激活的少突胶质细胞则通过增加Nogo-A蛋白质的表

达而发挥抑制作用，进而参与了急性一氧化碳中毒脑损害

及一氧化碳中毒后迟发性脑病的发生。 

单唾液酸四己糖神经节苷脂是位于细胞膜表面的一种

含唾液酸的糖鞘脂，主要位于脂质双层的外表面，在大脑

灰质中浓度最高，每克脑组织约含730 nmol，主要位于髓

鞘、神经元细胞膜和轴突。神经受损后，外源性单唾液酸

四己糖神经节苷脂入血与脂蛋白结合，可通过血脑屏障进

入神经系统，尤其高度局限于受损病灶区域，通过多种途

径实现神经保护作用，如嵌合于神经细胞膜中，参与神经

重构；增强神经生长因子的功能；参与神经系统与环境的

相互作用及神经细胞信号传递过程；抑制脂质过氧化反应；

减少兴奋性氨基酸的释放；改善脑供血等
[6]
。本实验表明

单唾液酸四己糖神经节苷脂可降低一氧化碳诱导的体外培

养大鼠少突胶质细胞Nogo-A蛋白质表达，在单唾液酸四己

糖神经节苷脂对重度颅脑损伤，脑梗死的治疗观察中也得

到了类似的结果
[16-17]
，提示单唾液酸四己糖神经节苷脂可

通过Nogo-A途径减轻神经元损伤。本实验中，单唾液酸四

己糖神经节苷脂干预在一氧化碳处理之前，与临床中在先

治疗在后有所差别。Liu等
[18]
的研究发现，单唾液酸四己糖

神经节苷脂脑保护效果与用药起始时间相关，用药越晚，效

果越差。在校建波等
[7]
的观察中，急性一氧化碳中毒患者早

期即给予单唾液酸四己糖神经节苷脂，可提高治疗总有效

率，降低一氧化碳中毒后迟发性脑病发病率。但Hu等
[19]
回

顾性分析了46例一氧化碳中毒后迟发性脑病患者的预后因

素，认为使用单唾液酸四己糖神经节苷脂并不能影响一氧

化碳中毒后迟发性脑病预后，王寅旭等
[20]
也得出同样的结

论。这种结论的差异考虑与Hu及王寅旭等的研究对象均为

已为一氧化碳中毒后迟发性脑病有关，因一氧化碳中毒后

迟发性脑病一旦发生，很难纠正神经系统损伤。因此，急

性一氧化碳中毒后早期应用单唾液酸四己糖神经节苷脂可

通过抑制Nogo-A表达降低一氧化碳中毒后迟发性脑病发

生率，预防重于治疗。 

遗传信息是由DNA到mRNA，再到蛋白质的传递过程。

mRNA水平升高代表的是启动子或者增强子的激活，蛋白

水平的提高则大多数与功能增强相关。虽然mRNA和蛋白

水平是一个相偶联的过程，但由于基因表达调控的复杂性，

两者没有必然的一致的趋势
[21]
。但在本实验中，无论是外

源性一氧化碳所导致的损伤，还是单唾液酸四己糖神经节

苷脂的干预，少突胶质细胞Nogo-A蛋白质的表达与其

mRNA水平均具有明显的线性相关关系。少突胶质细胞在

一氧化碳的作用下，Nogo-A蛋白质的表达随着其mRNA水

平的升高而增强，提示一氧化碳通过直接或间接的途径激

活了Nogo-A mRNA的转录，进而提高了其蛋白质的表达，

阻碍神经再生。单唾液酸四己糖神经节苷脂则是通过下调

Nogo-A mRNA的转录，而减少Nogo-A蛋白质的表达，实

现神经保护作用。Lin等的研究发现，外源性的一氧化碳可

通过激活蛋白激酶B(Akt)、环鸟苷酸依赖性蛋白激酶

(PKG)、丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)途径诱导巨噬细胞
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环氧化酶-2基因表达上调
[22]
，与作为机体内第二信使的

内源性一氧化碳的调节途径相似
[23-24]
。Zhen等

[25]
的研究

认为外源性的一氧化碳同内源性的一氧化碳一样，均可

以抑制低氧状态下肺动脉平滑肌细胞的增殖。因此，对

于本实验外源性一氧化碳及单唾液酸四己糖神经节苷

脂对于Nogo-A基因的调节是否与上述途径有关，外源

性一氧化碳与内源性一氧化碳对于Nogo-A的作用效应

是否一致，还有待于进一步探讨。 
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