
!论
!!

著!

WL%Q

&

)N>

通路对缺氧缺血皮质神经元细胞
c*n8%

转位的影响"

周
!

琳!高小平!胡美伦

"湖南省人民医院神经内科!长沙
.!&&&$

%

!!

摘
!

要"目的
!

研究
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通路对大鼠缺氧缺血皮质神经元细胞葡萄糖转运蛋白
%

"

c*n8%

%转位的影响'方法
!

将原

代培养的大鼠皮质神经元随机分为对照组&缺氧缺血组&缺氧缺血加
*e"3.&&"

"

WL%Q

特异性抑制剂%组!用
\95>9=6C<1>

检测
%

?

后
%

组细胞中
WL%Q

(

)N>

磷酸化蛋白的表达!

H87WFH

检测
c*n8%BH])

表达'然后利用差速离心及蔗糖密度梯度分离出细

胞外膜和细胞内膜!再用
\95>9=6C<1>

法分别测定各组细胞和细胞外膜中
c*n8%

的表达量'结果
!

应用
*e"3.&&"

后磷酸化

WL%Q

&磷酸化
)N>

"苏氨酸
%&/

%的表达均降低"

!

$

&#&!

%'

%

组间
c*n8%BH])

表达差异无统计学意义"

!

%

&#&$

%'与对照组

和缺氧缺血加
*e"3.&&"

组相比!缺氧缺血组大鼠皮质神经元细胞膜上
c*n8%

表达量均显著增高!差异有统计学意义"

!

$

&#&!

%!而
%

组间细胞
c*n8%

表达量无差异"

!

%

&#&$

%!证实神经元发生了
c*n8%

转位'结论
!
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通路活化可诱导原

代培养的大鼠缺氧缺血皮质神经元细胞
c*n8%

发生不同程度的转位!从而起到保护缺氧缺血神经元的作用'
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近年来研究表明#缺氧缺血导致脑内代谢异常乃至能量衰

竭#是引起脑组织损伤坏死的重要原因之一(

!

)

*脑的生化代谢

特点决定脑组织必须依赖于葡萄糖的持续有氧氧化才能维持

正常的脑代谢活动(

"

)

*葡萄糖转运蛋白
%

$

E

<K+159>=A65

;

1=>9=

%

#

c*n8%

&是脑内负责葡萄糖转运的重要蛋白质(

%

)

*

WL%Q

"

)N>

通路是介导存活的一条经典通路(

.

)

#与多种细胞生命功能

相关*

WL%Q

"

)N>

通路有可能通过调控
c*n8%

功能影响脑能

量代谢*本研究探讨
WL%Q

"

)N>

信号通路对大鼠缺氧缺血皮

质神经元细胞
c*n8%

功能的影响#以期从分子水平进一步对

缺氧缺血皮质神经元的
WL%Q

"

)N>

通路依赖性保护作用机制

提供理论和实践依据*

@
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材料与方法

@#@

!

材料
!

T])59

*

'胰蛋白酶'多聚赖氨酸$

;

1<

D

7*7<

D

526

#

W**

&'不含葡萄糖的
TSGS

购自
O2

E

BA

公司#

9K=1CA5A<B9027

KB

'

("'5K

;;

<9B96>

购自
c2C+1

公司#多克隆抗
c*n8%

抗体

购自
F?9B2+16

公司#

*e"3.&&"

购自
W=1B9

E

A

公司#孕
!-

"

!/

0OT

大鼠购自中南大学湘雅医学院动物中心*

@#A
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方法

@#A#@

!

胎鼠皮质神经元的原代培养
!

无菌条件在解剖显微镜

下去除大鼠胎鼠软脑膜后#分离大脑皮质#剪碎脑组织#用
T7

UA6NM5

液洗涤脑组织
"

次#移至培养瓶中#加入
&#"$R

胰酶及

!&B

E

"

*T])59

*

#在
%' X

'

$&B*

"

*F_

"

孵箱中消化
!$

B26

后#加入等量含
!&R

小牛血清的
TSGS

培养液终止消

化#通过
"&&

目细胞筛网过滤后#

/&&

"

!&&&=

"

B26

离心
$

B26

#弃上清液#加含
"R ("'5K

;;

<9B96>

'

!R

E

<K>AB269

的

69K=1CA5A<B902KB

吹打成单细胞悬液#以
"Y!&

-

"

B*

的细胞

密度接种于
-

孔接种板中的
W**

包被的盖玻片上#置
%'X

'

$&B*

"

*F_

"

孵箱中培养
".?

后全量换液#

"0

后半量换液#

培养至第
$

天用于实验*

@#A#A

!

培养神经元的免疫组化鉴定
!

取培养
$0

的皮质神经

元的盖玻片#按免疫组化标准操作法操作*

T)(

显色#苏木素

复染#梯度乙醇脱水#二甲苯透明#树脂封片#显微镜镜检*用

W(O

代替一抗作为阴性对照*免疫组化结果判断以细胞质出

现棕黄色着色为阳性*

$./

重庆医学
"&!!

年
%

月第
.&

卷第
3

期

"

基金项目"湖南省科技厅课题资助项目$

&/̂ %̀!3/

&*



@#A#B

!

皮质神经元的分组及各组模型的建立
!

将原代培养第

$

天的神经元分为
%

组!对照组$正常条件培养&'缺氧缺血组'

缺氧缺血加
*e"3.&&"

$

WL%Q

特异性抑制剂&组*缺氧缺血组

弃去培养液#用
W(O

洗涤
"

次#加入无糖
TSGS

培养液模拟

细胞缺血状态#再将
-

孔接种板放入带有进出管道的密封容器

中#用
3$&B*

"

*]

"

'

$&B*

"

*F_

"

混合气从进气管充气#

!$

B26

后完全置换出容器内的原有空气#关闭进口管和出口管#

放入
%' X

孵箱中培养
%?

#即缺氧缺血
%?

*缺氧缺血加

*e"3.&&"

组在无糖
TSGS

培养液内加入终浓度为
"&

#

B1<

"

*

的
*e"3.&&"

#其余条件与缺氧缺血组一致*

@#A#E

!

H87WFH

检测
c*n8%BH])

表达
!

用
8=2a1<

提取各

组细胞总
H])

后进行
+T])

的合成*

c*n8%

上游引物为

$M7)8c)8)ccFF8c cc) ccF )87%M

%下游引物为
$M7

8Fc)))c8FF8cFF888cc87%M

#片段长度为
%'&C

;

%

内参照
(

7A+>26

上游引物为
$M7F8F888c)8c8F)FcF)F

c)888F7%M

%下游引物为
$M7)8Fc8cccFFcF8F8)cc

F)FF7%M

#片段长度为
$!"C

;

*反应条件!

3.X"B26

#

%$

个

循环%

3.X%&5

#

$$X%&5

#

'"X!B26

#

%"

个循环%

'"X$

B26

后结束扩增反应*

WFH

产物用
!#$R

琼脂糖凝胶电泳后

用凝胶自动分析成像系统进行半定量分析*

@#A#I

!

细胞膜与细胞内膜的分离
!

孵育结束后利用胰酶消化

法重新将贴壁细胞制成悬液#离心收集沉淀的细胞*将细胞置

于裂解液中#于
. X

超声破碎细胞#然后
!&&&Y

E

离心
$

B26

#弃沉淀$

W!

&#留取上清液$

O!

&%将
O!%!&&&Y

E

离心
-&

B26

#分别得上清液$

O"

&和沉淀$

W"

&#再次将
O"!''&&&Y

E

离

心
-&B26

#得沉淀$

W%

&#即富含细胞内膜%将沉淀$

W"

&再次混

悬置 于 非 连 续 蔗 糖 密 度 梯 度 $

%"R

'

.&R

'

$&R J>

"

J>

&

!$&&&&Y

E

离心
!3?

#细胞膜从
%"R

上半层$富含细胞膜标记

酶!

]A

[

7Q

[

7)8W

酶&收集*所有过程均于
. X

进行*各组

分膜蛋白质浓度用
1̂<<267

酚试剂法测定*

@#A#J

!

\95>9=6C<1>

法测定各组细胞皮质神经元细胞和细胞

外膜的
c*n8%

表达
!

按
\95>9=6C<1>

试剂盒说明书操作#充

分显色后分析结果*免疫反应的蛋白表达量用光密度扫描仪

行半定量分析*

@#B

!

统计学处理
!

应用
OWOO!%#&

统计软件进行分析#实验

数据以
=d9

表示#多个均值间的比较采用单因素方差分析#以

!

$

&#&$

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A#@

!

皮质神经元的原代培养与鉴定
!

接种后#培养第
$

天#神

经元胞体增大#透明#折光性好#突起明显延长#互相之间连接

成网状$封
"

图
!

&*免疫组化染色鉴定#结果显示神经元分

离'纯化效果良好#

3&R

以上的细胞中神经元核抗原$

]9K]

&染

色均呈阳性#提示所培养的神经元纯度为
3&R

以上#基本无其

他细胞污染*

A#A

!

*e"3.&&"

对
WL%Q

"

)N>

通路的影响
!

用
\95>9=6C<1>

检测各组皮质神经元细胞的
WL%Q

和
)N>

蛋白表达量显示#缺

氧缺血组
WL%Q

和
)N>

蛋白表达量明显高于对照组#差异有统

计学意义$

!

$

&#&!

&*而缺氧缺血加
*e"3.&&"

组
WL%Q

和

)N>

蛋白表达量明显降低#显著低于对照组$

!

$

&#&!

&#见

图
"

*

A#B

!

WL%Q

"

)N>

通路对
c*n8%BH])

表达的影响
!

用
H87

WFH

检测各组皮质神经元细胞的
c*n8%BH])

表达#结果

显示各组间
c*n8%BH])

表达差异无统计学意义$

!

%

&#&$

&#见图
%

*

A#E

!

WL%Q

"

)N>

通路对
c*n8%

转位的影响
!

%

组细胞

c*n8%

表达量之间差异无统计学意义$

!

%

&#&$

&*各组大鼠

神经元细胞膜
c*n8%

表达的相对灰度值!对照组为
&#%%d

&#&%

#缺氧缺血组为
&#$&d&#&$

#缺氧缺血加
*e"3.&&"

组为

&#"-d&#&.

#

%

组大鼠心肌细胞膜
c*n8%

表达量差异有统计

学意义$

/,!%#%.!

#

!

$

&#&!

&*其中#缺氧缺血组细胞膜

c*n8%

表达量显著高于对照组#差异有统计学意义$

!

$

&#&!

&#缺氧缺血加
*e"3.&&"

组细胞膜
c*n8%

表达量显著低

于对照组#差异有统计学意义$

!

$

&#&!

&#见封
"

图
.

*

!

!对照组%

"

!缺氧缺血组%

%

!缺氧缺血加
*e"3.&&"

组*

图
"

!!

各组皮质神经元细胞
WL%Q

和
)N>

蛋白表达

!!

S

!标记物%

!

!对照组%

"

!缺氧缺血组%

%

!缺氧缺血加
*e"3.&&"

组*

图
%

!!

各组皮质神经元细胞
c*n8%BH])

表达

B

!

讨
!!

论

葡萄糖易化扩散通过细胞膜#是细胞进行糖代谢及产生能

量的重要前提#这一过程是在葡萄糖转运体$

E

<K+159>=A657

;

1=>9=

#

c*n8

&介导下完成的(

%

)

*而
c*n8%

在脑内则特异性

地存在于神经元细胞内(

$

)

*

近年来的研究表明#缺氧缺血导致的脑内能量代谢异常与

缺氧缺血脑损伤病$

?

D;

1:2A725+?9B2AC=A260ABA

E

9

#

UL(T

&的

发生'发展密切相关(

-7'

)

*

c*n8%

的表达增加则有利于葡萄糖

自脑间隙转运入神经元#增强葡萄糖摄取以改善能量代谢#是

细胞的保护性反应(

/

)

*动物实验亦显示转基因大鼠
c*n8%

过表达对脑缺氧缺血损伤具有保护作用(

3

)

*增强神经元细胞

膜上
c*n8%

表达可作为一种保护
UL(T

后易损神经元的一

种可能策略(

!&

)

*

WL%Q

"

)N>

信号通路是重要的细胞存活信号通路(

!!

)

*

WL%Q

是一种可使肌醇环第
%

位羟基磷酸化的磷脂酰肌醇激

酶#激活后可磷酸化细胞膜上的肌醇#生成各种
%7

磷酸脂肌醇

磷脂(

!"7!%

)

*

WL%Q

被激活后生成的磷脂产物进一步激活
)N>

及其下游的信号的级联反应#参与生长'发育'分化和细胞的存

活(

!.7!-

)

*本研究结果显示在缺氧缺血情况下
WL%Q

和
)N>

磷

酸化蛋白表达显著增高#与之前文献报道吻合*同时通过观察

-./
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期



%

组细胞
c*n8%

的表达#发现其表达量差异无统计学意义#但

细胞膜
c*n8%

表达量缺氧缺血组显著高于缺氧缺血加

*e"3.&&"

组*说明
WL%Q

"

)N>

信号通路活化可在未明显增加

细胞
c*n8%

表达总量的情况下促进缺氧缺血皮质神经元细

胞内
c*n8%

向胞膜转位*这一作用尤其在疾病早期有重要

的临床意义*它有可能通过增加胞膜表面
c*n8%

数量#使细

胞外葡萄糖更多地进入细胞内#以满足皮质神经元细胞的能量

需要#从而维持脑组织的能量供给#延迟由能量衰竭引起的级

联反应*通过增加
c*n8%

向胞膜的转位#可望能减缓脑功能

的衰竭#为临床进一步治疗赢得时间*

本实验仅研究了
WL%Q

"

)Q8

信号通路对缺氧缺血神经元

细胞
c*n8%

转位情况的影响#要深入了解神经元细胞葡萄糖

转运机制#仍需进一步广泛深入研究神经元细胞
c*n8%

转位

及表达机制#细胞分子水平的研究将为
UL(T

的防治提供理论

依据*
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è #8?9=A

;

9K>2+J2601J1@?

D

7

;

9=CA=2+ 1:

DE

96 >?9=A

;D

@1= ?

D;

1:2+725+?9B2+ C=A26

0ABA

E

92669JC1=6=A>5

(

`

)

#(=A26H95

#

"&&/

$

!""f

&!

/'7

3.#

(

/

)

WA>9<S

#

S+L6>15?*

#

(<2558#L6>9=A+>2165AB16

E

A5+1=7

CA>9

#

09?

D

0=1A5+1=CA>9A60

E

<K+159>=A65

;

1=>26+K<>K=90

?2

;;

1+AB

;

A<69K=165A60

E

<2A

(

`

)

#(=A26H95

#

"&&!

#

3!-

$

!

&!

!"'7!%$#

(

3

)

cK

;

>A)

#

U1Te

#

(=11N9O#]9K=1

;

=1>9+>2I99@@9+>51@A6

A0961I2=A<I9+>1=9:

;

=95526

E

>?9

E

<K+159>=A65

;

1=>9=

!

A097

>A2<90095+=2

;

>2161@>?9 B902A>26

E

+9<<K<A=9I96>5

(

`

)

#

(=A26H95

#

"&&!

#

3&/

$

!

&!

.37$'#

(

!&

)

S+GJ96(O

#

H9A

E

A6*W#c<K+159>=A65

;

1=>9=9:

;

=955216

26>?9+96>=A<69=I1K55

D

5>9B

!

=9<A>2165?2

;

>15

D

6A

;

>2+

@K6+>216

(

`

)

#GK=̀ W?A=BA+1<

#

"&&.

#

.3&

$

!7%

&!

!%7".#

(

!!

)

e116Q

#

K̀6

E

G̀

#

*99Oe#8H)̂ -7B902A>90=9

E

K<A>2161@

>?9WL%N26A59

$

WL%Q

&

7)N>7cOQ%C9>A+A5+A0925=9

g

K2=90

@1=8]̂7260K+90+9<<5K=I2IA<

(

`

)

#(21+?9B(21

;

?

D

5H95

F1BBK6

#

"&&/

#

%'!

$

!

&!

!!/7!"!#

(

!"

)

f?K̀

#

(<9625̀

#

eKA6 #̀)+>2IA>2161@WL%Q

"

)N>A60S)WQ

;

A>?JA

D

5=9

E

K<A>95S

D

+7B902A>90>=A65+=2

;

>216C

D;

?15

;

?17

=

D

<A>26

E

A60

;

=1B1>26

E

>?909

E

=A0A>2161@SA0!

(

`

)

#W=1+

]A><)+A0O+2nO)

#

"&&/

#

!&$

$

!/

&!

-$/.7-$/3#

(

!%

)

f0

D

+?1IÀ
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