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　　摘　要：目的　研究正常大鼠不同发育阶段脑神经元核抗原（ｎｅｕｒｏｎａｌｎｕｃｌｅｉ，ＮｅｕＮ）的表达。方法　应用免疫组化及 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ观察不同发育阶段大鼠ＮｅｕＮ的表达及变化。结果　各发育阶段大鼠脑皮质及海马ＮｅｕＮ免疫组化阳性染色细胞随日

龄逐渐增加，积分光密度值Ｐ０、Ｐ２、Ｐ７、Ｐ１５各组之间比较差异有统计学意义。Ｐ１５、Ｐ３０、Ｐ９０３组间差异无统计学意义。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测各组全脑ＮｅｕＮ相对光密度值随大鼠日龄逐渐增大，至Ｐ３０达高峰，其后有所下降。除Ｐ１５、Ｐ３０组之间差异无统计学意

义外，其余各组之间差异均有统计学意义。结论　大鼠脑ＮｅｕＮ蛋白自出生时已有少量表达，Ｐ２～Ｐ１５迅速增加，Ｐ３０已达高峰，

提示大鼠脑灰质发育优先于白质。
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　　神经元核抗原（ｎｅｕｒｏｎａｌｎｕｃｌｅｉ，ＮｅｕＮ）是一种表达在脊椎

动物神经系统大多数神经元胞核中的特异性蛋白质，其免疫反

应性在神经元分化成熟后即开始出现，所以被认为是脊椎动物

成熟神经元的特异性标记物。在中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖ

ｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）发育过程中，成熟神经元数目逐渐增加，在不

同发育时期ＮｅｕＮ的表达量可以反映神经元的成熟程度。作

者通过检测不同发育期大鼠脑ＮｅｕＮ蛋白的表达及分布，以期

了解大鼠脑的神经元发育规律，为发育期ＣＮＳ疾病的研究提

供基础依据。

１　材料与方法

１．１　材料　分别取孕１８ｄ（Ｅ１８），出生后０ｄ（Ｐ０）、７ｄ（Ｐ７）、１５

ｄ（Ｐ１５）、３０ｄ（Ｐ３０）、９０ｄ（Ｐ９０）的ＳＤ大鼠各１０只，雌雄不限

（第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供）。

每组各取５只以１％戊巴比妥钠按照４０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻

醉。分别从左心室、主动脉插管，剪开右心耳，先灌注生理盐

水、再灌注４％的多聚甲醛（４℃）。灌注完毕断头分离脑组织，

４％的多聚甲醛后固定１２ｈ（４℃）。取大脑中１／３组织常规石

蜡包埋，４μｍ连续切片，脱蜡入水备用。Ｅ１８大鼠经麻醉后剖

腹取胎脑，其余步骤同上。

１．２　ＮｅｕＮ的免疫组织化学染色　切片用ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ７．２）漂洗５ｍｉｎ×３次，双氧水甲醇去离子水（３％ Ｈ２Ｏ２，

１０％甲醇）室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，２．５％免疫

山羊血清室温封闭１ｈ。小鼠 ＡｎｔｉＮｅｕＮ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ，工

作浓度１∶５００），４℃孵育过夜。ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，生物

素化兔抗小鼠ＩｇＧ（北京中杉公司）３７℃孵育２ｈ。ＰＢＳ漂洗５

ｍｉｎ×３次，辣根标记的亲和卵白素（北京中杉公司）３７℃孵育１

ｈ。ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色。对照文献［１］，选取对

应部位切片，应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５图像分析软件测量 ＮｅｕＮ

阳性染色积分光密度。每组大鼠５只，每一样本取皮质、海马

各３个视野，共１５个视野，结果取其平均值。

１．３　发育各期大鼠全脑总蛋白的提取　各发育阶段大鼠各取

５只，断头处死（Ｅ１８大鼠脑取材经剖腹取出），迅速取鼠脑，称

质量按１００ｍｇ／５００μＬ加入蛋白裂解液［含 ＭＯＰＳ５０ｍｍｏｌ／Ｌ

（ｐＨ７．４），ＤＴＴ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ１００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２０．５

ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｎａ３ＶＯ４１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＤＴＡ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＧＴＡ１

ｍｍｏｌ／Ｌ，蔗糖０．３２ｍｏｌ／Ｌ，Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ、ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ、Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ

各５ｍｇ／Ｌ，ＰＭＳＦ、Ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ各０．１ｍｍｏｌ／Ｌ］。冰浴中匀

浆。离心，取上清液测蛋白含量后分装，置－８０℃冰箱待用。

蛋白含量测定按改良Ｌｏｗｒｙ法，以牛血清清蛋白为标准蛋白。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测及 ＮｅｕＮ蛋白光密度　目的蛋白 Ｎｅ

ｕＮ的相对分子质量为４６～４８ｋＤ，选用１０％的分离胶。每组

取６０μｇ蛋白总量经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳恒压条件（８０Ｖ）分离。

凝胶中的蛋白以１００Ｖ恒压全浸湿转１．５ｈ至ＰＶＤＦ膜。含

５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ （５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ

０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０，ｐＨ７．５）室温封闭２ｈ，小鼠ＡｎｔｉＮｅｕＮ（Ｍｉｌ

ｌｉｐｏｒｅ，ＭＡＢ３７７，工作浓度１∶１０００）室温１２ｈ，辣根过氧化物
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酶标记抗小鼠ＩｇＧ反应２ｈ（３７℃），化学发光。以ＧＡＰＤＨ作

为上样总蛋白量的内参。用ＣｈｅｍｉＩｍａｇｅｒＴＭ５５００型凝胶成

像分析仪摄影，测量ＮｅｕＮ蛋白条带以及对应内参的积分光密

度，以ＮｅｕＮ蛋白的积分光密度／对应内参的积分光密度比值

为发育期各组ＮｅｕＮ的相对光密度。

１．５　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件对数据进行狋检

验和方差分析，各项指标均以狓±狊表示。

２　结　　果

２．１　大鼠各发育期脑皮质及海马ＮｅｕＮ免疫组化染色　如图

１～８，ＮｅｕＮ阳性细胞呈现为细胞核棕黄染色。在Ｐ０、Ｐ２皮质

及海马神经元已有少量阳性染色细胞。Ｐ７阳性细胞已明显增

多，但着色较浅。Ｐ１５阳性着色细胞增多，着色亦较深。Ｐ０、

Ｐ２、Ｐ７、Ｐ１５各组之间皮质、海马阳性染色积分光密度比较差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。Ｐ１５、Ｐ３０、Ｐ９０皮质、海马均可见大

量ＮｅｕＮ阳性细胞，３组间阳性染色积分光密度比较差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。从大脑皮层组织结构区分，分子层、外

颗粒层阳性染色较少，ＮｅｕＮ阳性细胞主要分布在大脑皮层外

锥体细胞层和内锥体细胞层。各组积分光密度数值见表１。

图１　Ｐ０大鼠脑皮质

（ＳＰ×４００）

图２　Ｐ７大鼠脑皮质

（ＳＰ×４００）

图３　Ｐ３０大鼠脑皮质

（ＳＰ×４００）

图４　Ｐ９０大鼠脑皮质

（ＳＰ×４００）

图５　Ｐ２大鼠海马

（ＳＰ×４００）

图６　Ｐ７大鼠海马

（ＳＰ×４００）

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠各发育期全脑 ＮｅｕＮ蛋白表达　

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＧＡＰＤＨ 杂交条带亮度相似。除Ｅ１８

组外，其余各组均在位于４６～４８ｋＤ蛋白条带位置呈现 ＮｅｕＮ

特异性蛋白杂交条带，亮度随大鼠日龄增长逐渐增强（图９），

至Ｐ３０达高峰，然后有所下降。各发育期大鼠脑ＮｅｕＮ条带相

对光密度值为Ｅ１８组：０．３８±０．１１；Ｐ０组：４．８４±０．８４；Ｐ２组：

９．１４±０．５２；Ｐ７组：１７．３２±０．４９；Ｐ１５组：２２．０６±２．０１；Ｐ３０

组：２４．８５±１．５８；Ｐ９０组：９．７８±１．６９，除Ｐ１５、Ｐ３０组间差异无

统计学意义外，其余各组之间差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图７　Ｐ１５大鼠海马

（ＳＰ×４００）

图８　Ｐ３０大鼠海马

（ＳＰ×４００）

表１　　不同发育阶段大鼠皮质、海马ＮｅｕＮ免疫

　组化阳性染色积分光密度（狓±狊）

组别 皮质 海马

Ｅ１８ ０．０１５±０．００６ ０．０１９±０．００４

Ｐ０ ０．０２９±０．００４ ０．０３２±０．００２

Ｐ２ ０．１２４±０．０１７ ０．１４７±０．００９

Ｐ７ ０．２８４±０．０１４ ０．２７５±０．０２１

Ｐ１５ ０．５６７±０．０２４ ０．５９７±０．０３７

Ｐ３０ ０．６１９±０．０６２ ０．６４５±０．０４３

Ｐ９０ ０．５９６±０．０５２ ０．６３１±０．０３７

　　：分别与前一时段组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

　　：与前一时段组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图９　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同发育阶段大鼠全脑ＮｅｕＮ

的蛋白表达

３　讨　　论

１９９２年 Ｍｕｌｌｅｎ等
［２］首次报道 ＮｅｕＮ这种神经元核蛋白。

近年研究表明，ＮｅｕＮ是一种可溶性核蛋白，有体外ＤＮＡ 结合

性。生物化学和免疫组织化学分析显示，ＮｅｕＮ 有两个亚型：

４６ｋＤ和４８ｋＤ
［３］。ＮｅｕＮ的免疫反应性在神经元分化成熟后

即开始出现，ＮｅｕＮ是神经元特异性标记物，而且仅在神经元

成熟后表达，故常作为神经元成熟的一种重要标志，其特异性

抗体被广泛应用于鉴定成熟神经元的研究中。在人类胚胎

ＣＮＳ中，Ｓａｒｎａｔ等
［４］系统研究了８～２４周人早期胚胎ＣＮＳ中

ＮｅｕＮ的表达，发现随胎龄的增加，神经元表达 ＮｅｕＮ明显增

加，表明成熟神经元的数目逐渐增加。深层皮质（新皮质的４

～６层）在１９～２２周开始出现ＮｅｕＮ阳性染色细胞，２４周阳性

细胞数明显增多，皮质大多数细胞已经表达 ＮｅｕＮ。因此，人
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类胚胎期大脑皮质的发育已经达到了比较好的水平。比较之

下，关于大鼠ＣＮＳ发育中的ＮｅｕＮ表达研究却未见系统报道。

本实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ免疫印迹检测表明：大鼠脑ＮｅｕＮ蛋

白自出生时有少量表达，Ｐ２～Ｐ１５迅速增加，Ｐ３０达高峰，随后

逐渐下降。但在免疫组化检测中Ｐ９０与Ｐ３０的阳性细胞数及

积分光密度值并无显著差异。这种矛盾的结果可能与Ｐ３０后

脑白质发育占优势，灰质相对体积下降，白质相对体积增加有

关。这种灰白质相对体积的变化在既往研究中多有报道，Ｊｕ

ｒａｓｋａ和 Ｍａｒｋｈａｍ
［５］报道雌性大鼠Ｐ３０～Ｐ９０灰质相对体积逐

渐下降。在人类亦有报道４～１２岁灰质相对体积是逐渐增加

的，１２岁以后即开始逐渐下降
［６］，到老年期灰／白质比降至更

低。Ｅｎｒｉｑｕｅ等
［７］亦曾报道老年大鼠脊髓ＮｅｕＮ免疫反应性下

降，但具体机制尚不明确。

由此可见，与人类比较，大鼠出生时脑的成熟程度较人类

明显偏低。根据Ｓａｒｎａｔ等
［４］的研究，人类胎儿在２４周胎龄时

皮质的大多数细胞已经表达，出生时ＮｅｕＮ已在大脑多部位的

神经元表达。而本实验表明，大鼠出生时脑ＮｅｕＮ阳性染色少

见。这与Ｓｔａｄｌｉｎ等
［８］的研究结果相符。该研究指出Ｐ０新生

大鼠脑的发育成熟度相当于人类孕龄１８～２０周出生的可存

活早产儿。另外，从本研究结果可以看出，大鼠脑的发育是灰

质优先于白质。在作者前期研究中曾报道大鼠脑白质的发育，

也就是脑的髓鞘化在Ｐ８～Ｐ２０进展最快，到Ｐ２５大鼠脑髓鞘

化完成了成熟大脑髓鞘量的１／２
［９～１０］。而本研究中不论是通

过免疫组化还是免疫印迹检测，ＮｅｕＮ的表达在Ｐ１５与Ｐ３０时

已无显著差异，说明大鼠脑皮质、海马神经元在Ｐ１５已基本发

育成熟，提示大鼠脑神经元的成熟早于髓鞘的成熟。

ＮｅｕＮ作为成熟神经元特异性核蛋白，已在研究中被较为

广泛地使用。然而，目前有少数研究对ＮｅｕＮ的标记物角色提

出了质疑，原因包括ＮｅｕＮ并不标记所有的神经元，例如脑干

下橄榄核、小脑普肯耶细胞、内颗粒细胞等就不能被 ＮｅｕＮ标

记。Ｕｎａｌｃｅｖｉｋ等
［１１］报道，在缺氧缺血脑损伤时，且其他检测

方法检测到细胞核结构尚未破坏的情况下，ＮｅｕＮ的免疫反应

性出现不匹配的下降，不能真实反映脑缺血后神经元的损害情

况。因此，有学者提出在使用 ＮｅｕＮ作为神经元标记物时，宜

同时采用其他的鉴定方法［７］。总之，ＮｅｕＮ是一个较为新兴的

标志性蛋白，人们对它的特性和功能尚不十分了解，有待更加

深入的研究。
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