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#摘要$

!

目的
!

探讨肿瘤坏死因子
D

(

"

&aPD

(

#对少突胶质前体细胞"

S1Q

#的作用及机制!为脑室周围白质软化"

1K_

#的治

疗提供策略$方法
!

将分离纯化的
S1Q

分为空白对照组%

&aPD

(

组%肿瘤坏死因子受体
!

"

&aPE!

#抗体组!将
$8-

J

/

L_&aPD

(

作用于
&aPD

(

组%

&aPE!

抗体组!免疫荧光化学检测
S1Q

的分化情况!四甲基偶氮唑盐"

;&&

#法检测
#

组细胞的相对活力!

E&D1QE

检测细胞
&aPE!

的
LEaF

水平的表达情况$结果
!

与空白对照组和
&aPE!

抗体组相比!

&aPD

(

组
S1Q

的细胞活力

明显下降"

%

$

8B8$

#!并且不能沿着少突胶质谱系细胞进行分化!即分化为原少突胶质细胞$

&aPD

(

组
&aPE!

的
LEaF

表达明

显的上调!空白对照组和
&aPE!

抗体组的
LEaF

表达无明显的变化$结论
!

&aPD

(

主要通过
&aPE!

引起
S1Q

的凋亡!抑制

S1Q

分化$

#关键词$
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肿瘤坏死因子
(

*少突胶质前体细胞*肿瘤坏死因子受体
!

*脑室周围白质软化
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早产儿脑白质损伤的一种主要的病理类型"流行病学和动物

实验研究均表明宫内感染及缺血缺氧是早产儿
1K_

发生的主

要因素"宫内感染后免疫应答细胞被激活分泌肿瘤坏死因子
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&aPD

(

*%白细胞介素)

,_

*

D!

#

%活性氧)

EŜ

*等炎性细胞因

子!这些因子能损伤少突胶质细胞特别是少突胶质前体细胞
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"脑缺血缺氧后!小胶质

细胞被激活募集的同时细胞因子
&aPD

(

%

,_D!I
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,_D7

和
&MPD

I!

表达增加!

S1Q

的数量明显减少-

%

.

"由此可见!

&aPD
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在

1K_

发生过程中起着重要的作用"

1K_

大多数发生在妊娠的
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#

.通过观察无脑损伤早产儿的脑组织证实

这个时期
S1Q

占据少突胶质谱系细胞的大多数!当前体细胞

沿着少突胶质谱系细胞逐渐分化成熟时!早产儿罹患
1K_

的

危险性降低"

&C/

.
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等-

6

.也证实了
1K_

主要导致围产期的

S1Q

损伤"因此!本研究在成功的纯化培养
S1Q

的基础上!

主要采用
&aPD

(

刺激
S1Q

!观察细胞的分化及凋亡情况!探讨

少突胶质细胞凋亡的通路!进而为下一步
1K_

的治疗及保护

策略提供依据-

$

.
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材料与方法
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材料
!

新生)

1

8
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大鼠由盐城卫生职业技术学院

实验动物中心提供(

1>MP

和
IPMP

购于
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U

'542+<

公司!

&aPD

(

购于
*̂

J

L(

公司!兔抗鼠肿瘤坏死因子受体
!

)

&aPE!

*

购于
Ek>

公司!小鼠抗
S6

单抗购于
*̂

J

L(

公司!

P,&Q

标记

的羊抗小鼠
,

J

;

!

>;̂ S

购于
*̂

J

L(

!

&'*Y5=

和逆转录试剂盒购

于
M*I+5

!

&(

Z

聚合酶购于上海生物工程公司"

!B"
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方法
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S1Q

分离及培养
!

混合胶质细胞培养参照李春鹏

等-

7

.的培养方法!新生
>̂

大鼠!心脏放血!取出大脑皮层!置

于预冷的
>Db(-@fC

液中!在解剖显微镜下剔除脑膜和血管等

结缔组织"将大脑皮层制成单细胞悬液!经离心%重悬及过滤

后以
#i!8

$
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,

+L

% 的密度接种于培养瓶中!于培养箱中孵育

#8L*-

!以去除成纤维细胞!再接种于包被
1>_

的培养瓶中"

培养至第
9

!

"A

可见细胞分两层!

S1Q

位于上层"将培养
9

!

"A

的混合胶质细胞置于
#9]

气浴恒温振荡器中!

!:8'

,

L*-

预振荡
%<

!去除上层的小胶质细胞"加入完全培养液置于培

养箱中孵育
%<

后再过夜振荡
!:<

!以分离上层的
S1Q

"将振

荡后脱落细胞
!888'

,

L*-

离心
$L*-

!用完全培养液重悬后接

种于未包被
1__

的培养瓶中!差速贴壁
#8L*-

!去除混杂的小

胶质细胞"收集未贴壁的
S1Q

以
!i!8

$

+2==

,

+L

% 接种于包被

1>_

的
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孔板!培养液为
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,
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S1Q

分化的检测
!

将处于对数生长期
"7

孔板的
S1Q

分为
#

组!)

!

*

&aPD

(

组+

S1Q

加入含有
&aPD

(

)

$8-

J

,

L_

*的

生长因子培养液
%88

'

_

孵育
6:<

后!换成含有
#8-

J

,

L_&#

和
$-

J

,

L_Qa&P

的无血清的培养液继续培养
%A

()

%

*

&aPD

(

H&aPE!

抗体组+取兔抗鼠
&aPE!

中和抗体作用于
S1Q

#8L*-

后!其后处理方法同单纯
&aPD

(

组()

#

*空白对照组+除

不加
&aPD

(

外!其余培养条件均相同"

8B8!L5=

,

_

磷酸盐缓

冲液)

1?̂

*漂洗
$L*-i#

次!

6T

多聚甲醛室温固定
!<

"弃去

血清!加入小鼠抗
S6

的抗体!

6]

孵育过夜"

1?̂

漂洗
$L*-i

#

次加入
P,&Q

标记二抗!室温下避光反应
78L*-

"

1?̂

漂洗

$L*-i#

次!缓冲甘油封片后于荧光显微镜下观察
S6

的表达

情况"

!B"B#

!

四甲基偶氮唑盐)

;&&

*法检测细胞的存活率
!

将处

于对数生长期
"7

孔板的
S1Q

分为
#

组!分组方法同上!只是

不加入促分化的
&#

和
Qa&P

"每孔加入
%8

'

_ ;&&

!

#9]

孵育
6<

!形成紫色结晶然后吸去上清液!每孔加入
!$8

'

_

>;̂ S

!室温下避光放置在摇床上震荡
!8L*-

!待镜下观察到

紫色结晶全部溶解后!以酶联免疫检测仪测定各孔光密度

)

T8

*!计算细胞的存活率"存活率)

/gC

*

Tj

实验组细胞

T8

,对照组细胞
T8i!88T

"

!B"B%

!

E&D1QE

检测
!

分别收集上述
#

组细胞!用
&'*Y5=

法

提取总
EaF

!逆转录得到
+>aF

"以
+>aF

为模板!用特定引

物进行
1QE

扩增"

&aPE!

引物!上游+

$fDFQQ FFM &MQ

QFQFFFMMFFQQD#f

!下游+

$fD&FQFQFQMM&M&&Q&

M&&&Q&QQD#f

!扩增片段
##%I

U

"

MF1>b

引物!上游+

$fD

FQQFQQF&MMFMFFMMQ&MMD#f

!下游+

$fDQ&QFM&

M&FMQQQFMMF&MQD#f

!扩增片段
$%:I

U

"反应条件+

"$

]#L*-

!

"6]6$C

!

7%]6$C

!

9%]6$C

!

#8

个循环!

9%]

延

伸
!8L*-

"产物经
!B$T

凝胶电泳分离!溴化乙锭染色!经

?*5DE(A

全自动凝胶成像处理仪记录图像并进行分析!以目的

产物条带与内参条带灰度值之比表示目的基因
LEaF

的相对

表达水平"

!B#

!

统计学处理
!

采用
1̂̂ !̂#B8

统计软件进行分析!计量

资料以
/gC

表示!组间差异采用
:

检验!以
%

$

8B8$

为差异有

统计学意义"

"

!

结
!!

果

"B!

!

#

组
S1Q

分化的鉴定
!

免疫荧光细胞化学染色显示!空

白对照组及
&aPD

(

H&aPE!

中和抗体组的
S1Q

细胞在含有

&#

和
Qa&P

生长因子培养液培养后!胞体从原有双极或三级

状突起发出许多分支!分化成细胞表面
S6

标记阳性的原少突

胶质细胞"

&aPD

(

组的
S1Q

细胞在含有
&#

和
Qa&P

生长因

子培养液培养后!胞体的突起出现断裂!培养液中漂浮的细胞

碎片增多!

S6

标记阴性!见图
!

"

!!

F

+空白对照组(

?

+

&aPD

(

组(

Q

+

&aPD

(

H&aPE!

抗体组"

图
!

!!

S1Q

分化的鉴定

"B"

!

#

组
S1Q

细胞活力的观察
!

;&&

法检测
#

组细胞的相

对活力!

S1Q

细胞加入
$8-

J

,

L_&aPD

(

刺激
6:<

后!培养液

中出现悬浮细胞及大量的细胞碎片!细胞出现凋亡相对活力明

显下降)

$6B9:g#B:#

*

T

"预先经过
&aPE!

中和抗体处理的

S1Q

!

&aPD

(

对其活力无明显的影响!见表
!

"

表
!

!!

#

组
S1Q

细胞存活率的比较'

T

(

组别
S1Q

细胞存活率

空白对照组
":B%#g%B69

&aPD

(

组
$6B9:g#B:#

&aPD

(

H&aPE!

抗体组
"9B:"g%B#7

L %!B7%

%

$

8B8!

"B#

!

&aPE!

在
#

组细胞中的表达
!

S1Q

细胞加入
$8-

J

,

L_

&aPD

(

刺激
6:<

后!

&aPE!

的
LEaF

表达水平明显增加!见

图
%

"

!!

!

+空白对照组(

%

+

&aPD

(

组(

#

+

&aPD

(

H&aPE!

抗体"

图
%

!!

S1Q

中
&aPE!

的表达

#

!

讨
!!

论

!!

少突胶质谱系细胞表面存在着
&aP

受体
!

)

U

$$

!

&aPE!

*

和
&aP

受体
%

)

U

9$

!

&aPE%

*两种亚型!两型受体均为跨膜糖

蛋白!他们胞外配体结构域具有同源性!但胞内结构域同源性

低!

&aPE!

胞质区含有死亡结构域)

A2(4<A5L(*-

!

>>

*!主要

诱导细胞的凋亡!

&aPE%

不含有
>>

!而是包含
&,;

结构域!

主要通过与死亡因子受体相关因子结合介导细胞激活和生存

的信号通路-

9D"

.

!保护细胞促进髓鞘的形成-

!8

.

"

&aPE!

在同

一细胞中可以触发两种相反的反应!即促进细胞生存和加速细

胞凋亡"促进细胞生存的途径主要是通过核因子
aPD

)

?

信号

通路!而促进细胞凋亡的通路主要通过肿瘤坏死因子受体相关

死亡结构域)

&EF>>

*募集
P(C

相关死亡结构域)

PF>>

*

-

!!

.

"

由此可见!

&aPD

(

对
S1Q

具体作用机制较为复杂"虽然关于

&aPD

(

对
S1Q

的作用已经被广泛的研究!但具体
&aPD

(

对

S1Q

通过何种机制及通路起作用还不十分明确"

本实验通过
&aPD

(

刺激
S1Q

!研究
&aPD

(

对
S1Q

的存

活及分化的影响"结果显示!

&aPD

(

引起
S1Q

的凋亡从而进

一步影响
S1Q

向原少突胶质细胞分化"由此可见!

&aPD

(

作

用于新生
>̂

大鼠体外培养的
S1Q

!主要通过与
&aPE!

结合

通过
&EF>>

募集
P(CPF>>

促进细胞的凋亡"至于在何种

条件下通过
aPD

)

?

信号通路促进
S1Q

生存的途径!还有待于

进一步研究"预先使用
&aPE!

中和抗体作用于
S1Q

!通过
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&aPE!

中和抗体结合
&aPE!

!有效阻断
&aPD

(

与
&aPE!

的

结合!

&aPD

(

主要与
&aPE%

结合!与空白对照组相比
S1Q

的

活力无明显差别并能沿着少突胶质谱系细胞进行分化"本研

究至少证实了
&aPD

(

与
&aPE%

结合并不阻碍
S1Q

向少突胶

质谱系细胞进行分化-

!%

.

"进一步的研究发现!与空白对照组

比较
&aPD

(

组
S1Q

的
&aPE!

表达明显增加!预先加入
&aD

PE!

中和抗体的
&aPD

(

组
&aPE!

的表达下调"提示
&aPD

(

主要通过
&aPE!

影响
S1Q

的增殖及分化过程!但具体的信

号传导还有待于进一步的探讨"在
&aPE!

存在的情况下!

&aPE%

所起的作用及相关机制还有待于进一步的阐明"
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