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"摘要#
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目的
!

探讨脑源性神经营养因子"

P̂ Ỳ

#在腺苷三磷酸"

;:2

#激活
PZ1

小胶质细胞过程中的作用$方法
!

以不同

浓度
;:2

孵育
PZ1

小胶质细胞后!采用
a>+?>6,HC"?

法定量检测细胞中
9̂ $$H

%

P̂ Ỳ

表达水平!

83N7;

测定上清液中肿瘤坏

死因子
&

"

:Ỳ.

&

#的分泌水平$再将
PZ1

细胞用不同浓度
P̂ Ỳ

清除剂原肌球蛋白相关激酶
P

"

:6WP

#,

5̀

预处理后给予
;:2

孵育!检测细胞中
9̂ $$H

%

P̂ Ỳ

表达水平的变化及上清液中
:Ỳ.

&

的分泌水平$最后加入外源性重组
P̂ Ỳ

!检测细胞内

9̂ $$H

表达和上清液中
:Ỳ.

&

的水平变化$结果
!

;:2

孵育
PZ1

细胞后!细胞内
9̂ $$H

%

P̂ Ỳ

及上清液中
:Ỳ.

&

水平在一

定范围内呈剂量时间依赖性增加$加入
:6WP

,

5̀

后!

PZ1

细胞中
9̂ $$H

%

P̂ Ỳ

及上清液中
:Ỳ.

&

表达水平在一定范围内呈剂

量和时间依赖性降低$加入外源性
P̂ Ỳ

后!细胞内
9̂ $$H

及上清液中
:Ỳ.

&

水平又出现增加$结论
!

PZ1

小胶质细胞活化

后细胞内
P̂ Ỳ

增多!外源性补充
P̂ Ỳ

可激活小胶质细胞!

P̂ Ỳ

在小胶质细胞的活化过程中可能发挥了重要作用$
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神经病理性疼痛&

PZ1

小胶质细胞&脑源性神经营养因子&腺苷三磷酸&原肌球蛋白相关激酶
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F

6>++#",C>=>C+A,!+D

F

>6,A?A,?:Ỳ.
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神经病理性疼痛$
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F

A?B#5

F

A#,

#

Y22

&是创伤或者疾病

直接累及躯体感觉神经系统后导致的疼痛#它可以继发于神经

损伤)恶性肿瘤)糖尿病及缺血性疾病等*指南推荐将三环类

抗抑郁药)加巴喷丁)普瑞巴林)血清去甲肾上腺素再摄取抑制

剂作为一线用药#阿片类药物)曲马多作为二线药物治疗

Y22

*一项随机临床试验发现#只有不到
M%U

的患者疼痛控

制满意'

$

(

*目前
Y22

的发生)发展及潜在调控的具体机制尚

不明确*大量研究证实#

Y22

的与小胶质细胞活化有密切关

系'

1.M

(

*

:6A,

@

等'

)

(发现在离体培养的小胶质细胞中腺苷三磷

酸$

;:2

&可通过
21T0

受体激活小胶质细胞介导脑源性神经

营养因子$

H6A#,.!>6#=>!,>D6"?6"

F

B#5EA5?"6

#

P̂ Ỳ

&合成和释

放#并且
P̂ Ỳ

的合成和释放是
9A

1l和
F

'/

丝裂原活化蛋白

激酶$

F

'/.K;2Q

&依赖的*

_B"D

等'

-

(向
7̂

大鼠鞘内注射

P̂ Ỳ

可通过激活小胶质细胞引起长时程增强和机械高敏*

所以#离体条件下#激活的小胶质细胞可以释放
P̂ Ỳ

促进

Y22

的产生#且在动物实验中应用
P̂ Ỳ

同样能促进疼痛发

生*体内条件
P̂ Ỳ

来源广泛#神经元)星形胶质细胞和小胶

质细胞均可合成分泌'

/.(

(

*关于离体条件下
P̂ Ỳ

直接作用

于小胶质细胞时小胶质细胞自身发生何种变化仍然缺乏实验

研究*本研究通过设计一系列离体实验#外源加入
P̂ Ỳ

模

拟小胶质细胞分泌过程#探讨在小胶质细胞来源的
P̂ Ỳ

和

小胶质细胞活化之间是否存在一定的反馈调节机制#从而促进

Y22

的发生)发展*
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材料与方法

D&D

!

主要材料与仪器
!

PZ1

鼠源性小胶质细胞株购自中科

院细胞资源中心#原肌球蛋白相关激酶
P 5̀

片段$

?6"

F

"4

G

".

-)01

重庆医学
1%$)

年
)

月第
0M

卷第
$/

期



+#,.6>CA?>!W#,A+>P

"

5̀

#

:6WP

"

5̀

&购自美国安迪生科技公司#

;:2

购自美国
7#

@

4A

公司%一抗!兔抗鼠
P̂ Ỳ

多克隆抗体)

兔抗鼠
9̂ $$H

多克隆抗体购自美国
7A,?A

公司#抗
&

微管蛋白

&

.:DHDC#,

)抗磷酸甘油醛脱氢酶
O;2̂ V

购自美国
7A,?A96DL

公司%二抗!辣根过氧化酶标记的山羊抗兔
N

@

O

)碳酸盐缓冲液

购自美国
7A,?A

公司#胎牛血清)伊格尔培养基
^K8K

购自美

国
O#H5"

公司#十二烷基硫酸钠$

7̂ 7

&)聚丙烯酰胺凝胶电泳

$

2;O8

&)

P9;

蛋白浓度检测试剂盒购自南京碧云天公司#

:J>>,1%

)

:P7

购自
7#

@

4A

公司#

2Ẑ `

膜购自美国
K#CC#

F

"6>

公司#脱脂奶粉购自上海光明乳业有限公司#免疫印迹化学发

光试剂
893

购自美国
7A,?A96DL

公司*

D&E

!

方法

D&E&D

!

细胞复苏
!

从液氮罐中取出冻存
PZ1

细胞的凉融管#

直接放入
'-X

的水中水浴#快速解冻#当细胞完全解冻时#将

液体移入离心管#

$%%%6

"

4#,

离心
M4#,

#弃上清液#加入新鲜

培养液
^K8K

#重悬细胞#移入培养瓶中#

'-X

)

MU9]

1

培养

箱孵育*细胞传代!吸弃培养瓶内的
^K8K

#用
2P7

液清洗
1

次#然后加入
$43%&1MU

"

%&%1U 8̂ :;.:6

GF

+#,

#消化
1

"

M

4#,

#倒置显微镜观察#发现细胞质回缩)细胞间隙增大后#用吸

管轻轻吹打细胞#加入离心管中#

$%%%6

"

4#,

离心
M4#,

#弃上

清液#加入
^K8K

#用吸管吹打至细胞混匀#移入培养瓶中#通

常按
$m0

进行传代*

D&E&E

!

检测
;:2

对小胶质细胞的影响
!

PZ1

细胞以相应密

度接种入
)

孔培养板#贴壁
10B

后#进行各种药物处理*采用

;:2

$

%

)

$%

)

M%

)

M%%

)

$%%%

#

4"C

"

3

&处理#用蛋白免疫印迹测量

PZ1

细胞中的
9̂ $$H

)

P̂ Ỳ

水平#用
83N7;

测量上清液中肿

瘤坏死因子
&

$

:Ỳ.

&

&水平*用
M%%

#

4"C

"

3;:2

处理
PZ1

细胞#于加入前及加入后
$M

)

)%

)

$1%4#,

时用同样方法测定上

述参数*观察不同剂量
;:2

对小胶质细胞的影响及最佳作用

剂量#并观察
M%%

#

4"C

"

3;:2

不同作用时间对小胶质细胞的

影响*

D&E&F

!

检测
:6WP

"

5̀

对小胶质细胞的影响
!

采用对照组)

;:2

组)

:6WP

"

5̀

)

;:2l:6WP

"

5̀$

#

@

)

;:2l:6WP

"

5̀M

#

@

)

;:2l:6WP

"

5̀$%

#

@

处理
)%4#,

#其中
;:2

浓度为
M%%

#

4"C

"

3

#

:6WP

"

5̀

应加入培养孔中预先孵育*测定
PZ1

细胞

中的
9̂ $$H

)

P̂ Ỳ

及上清液中
:Ỳ.

&

水平*用
;:2l

:6WP

"

5̀$%

#

@

处理
PZ1

细胞#于加入前及加入后
$M

)

)%

)

$1%

4#,

时用同样方法测定上述参数*观察不同剂量
:6WP

"

5̀

对

小胶质细胞的影响及最佳作用剂量#并观察
;:2l:6WP

"

5̀

$%

#

@

不同作用时间对小胶质细胞的影响*

D&E&G

!

检测
P̂ Ỳ

对小胶质细胞的影响
!

采用空白对照组

及
P̂ Ỳ $

)

$%

)

$%%,

@

'

个剂量组*测定
PZ1

细胞中的

9̂ $$H

及上清液中
:Ỳ.

&

水平*用
P̂ Ỳ

处理
PZ1

细胞#于

加入前及加入后
$M

)

)%

)

$1%4#,

时用同样方法测定上述参数*

观察不同剂量
P̂ Ỳ

对小胶质细胞的影响及最佳作用剂量#

并观察
P̀ Ỳ $%,

@

不同作用时间对小胶质细胞的影响*

D&E&K

!

蛋白免疫印迹
!

将上样液于
$%U7̂ 7.2;O8

上进行

电泳分离后#蛋白半干转入
2Ẑ `

硝酸纤维膜上#将
2Ẑ `

膜

浸入含
MU

的脱脂奶粉的
:P7:

封闭液中#置于水平摇床上#

室温封闭
1B

*用
:P7:

配制一抗兔抗鼠
P̂ Ỳ

单克隆抗体

$工作浓度为
$m1%%

&)

9̂ $$H

单克隆抗体$工作浓度为
$m

1%%

&)抗
&

.:DHDC#,

$工作浓度为
$m$%%%

&)抗
O;2̂ V

$工作浓

度为
$m$%%%

&于
0X

孵育
$/B

后
:P7:

清洗
'

次#每次
M

4#,

#再用
:P7:

配制二抗辣根过氧化酶标记的山羊抗兔
N

@

O

$工作浓度为
$mM%%%

#&

'-X

孵育
1B

*然后用
:P7:

清洗
'

次#每次
M4#,

*用
893

试剂盒的
;

液和
P

液各
%&M43

#混匀

后与膜于室温下作用
)%+

#置膜片于二层保鲜膜之间#将膜片

吸附蛋白面朝上#置于
T

光片盒中#暗室曝光*蛋白表达水平

以目的蛋白与内参灰度比值表示*

9̂ $$H

以为
&

.:DHDC#,

内

参#

P̂ Ỳ

以
O;2̂ V

内参*

D&E&L

!

83N7;

!

将上清液加入酶标包被板孔#分别设空白孔)

待测样品孔#在酶标包被板上待测样品孔中先加样品稀释液

0%

#

3

#然后再加待测样品
$%

#

3

$样品最终稀释度为
M

倍&*将

样品加于酶标板孔底部时尽量不触及孔壁#轻轻晃动混匀*用

封板膜封板后置
'-X

温育
'%4#,

*将
1%

倍浓缩洗涤液用蒸

馏水
1%

倍稀释后备用*小心揭掉封板膜#弃去液体#甩干#每

孔加满洗涤液#静置
'%+

后弃去#如此重复
M

次#拍干*每孔

加入酶标试剂
M%

#

3

#空白孔除外*再次按上述方法温浴#洗

涤*每孔先加入显色剂
;M%

#

3

#再加入显色剂
PM%

#

3

#轻轻

振荡混匀#

'-X

避光显色
$M4#,

*每孔加终止液
M%

#

3

#终止

反应*以空白空调零#

0M%,4

波长依序测量各孔的吸光度$

H

值&*测定应在加终止液后
$M4#,

以内进行*

D&F

!

统计学处理
!

数据采用
7277$$&M

统计软件进行分析#

计量资料以
Lb@

表示#同组内不同时点间比较采用
Q6D+WAC.

aACC#+

检验%组间比较用单因素方差分析#以
B

$

%&%M

为差异

有统计学意义*

E

!

结
!!

果

E&D

!

;:2

对小胶质细胞的影响
!

;:2

可以剂量和时间依赖

性激活小胶质细胞#与对照组比较#

9̂ $$H

随
;:2

剂量的增

加而增加$

B

$

%&%$

&#在
M%%

#

4"C

"

3

时
9̂ $$H

分泌达高峰*

用
M%%

#

4"C

"

3

等剂量的
;:2

孵育小胶质细胞#随时间的增

加#

9̂ $$H

表达逐渐增加$

B

$

%&%$

&#在
$1%4#,

时
9̂ $$H

分

泌达到高峰%与对照组比较#

;:2

增强小胶质细胞
:Ỳ.

&

的

释放呈剂量和时间依赖关系$

B

$

%&%M

&#见图
$

*在
;:2

激活

小胶质细胞过程时
P̂ Ỳ

水平增加#与对照组比较#

P̂ Ỳ

随

;:2

剂量的增加而合成增多$

B

$

%&%$

&#在剂量为
M%%

#

4"C

"

3

时合成达高峰*用
M%%

#

4"C

"

3

等剂量的
;:2

孵育小胶质

细胞#随时间的增加#

P̂ Ỳ

表达逐渐增加$

B

$

%&%$

&#在
)%

4#,

时
P̂ Ỳ

表达达到高峰#见图
1

*

E&E

!

:6WP

"

5̀

对
;:2

与小胶质细胞的影响
!

P̂ Ỳ

抑制剂

:6WP

"

5̀

#可以抑制
;:2

对小胶质细胞的活化能力*

9̂ $$H

随
;:2

剂量的增加而减少$

B

$

%&%M

&*用
$%

#

@

等剂量的

:6WP

"

5̀

孵育小胶质细胞#随时间的增加#

9̂ $$H

表达逐渐减

少$

B

$

%&%M

&%

P̂ Ỳ

随
:6WP

"

5̀

剂量增加而合成减少$

B

$

%&%M

&#在剂量为
$%

#

4"C

"

3

时合成被抑制最强*用
$%

#

4"C

"

3

的
:6WP

"

5̀

孵育小胶质细胞#随时间的增加#

P̂ Ỳ

表达逐

渐减少$

B

$

%&%M

&%

:6WP

"

5̀

抑制小胶质细胞
:Ỳ.

&

的释放呈

剂量和时间依赖关系$

B

$

%&%M

&#见图
'

*

E&F

!

P̂ Ỳ

对小胶质细胞的影响
!

加入外源性
P̂ Ỳ

#同样

可以激活小胶质细胞#与对照组比较#

9̂ $$H

随
P̂ Ỳ

剂量的

增加而增加$

B

$

%&%$

&#用
$%%,

@

等剂量的
P̂ Ỳ

孵育小胶质

细胞#随时间的增加#

9̂ $$H

表达逐渐增加$

B

$

%&%$

&%

:6WP

"
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5̀

抑制小胶质细胞
:Ỳ.

&

的释放呈剂量和时间依赖关系 $

B

$

%&%M

&#见图
0

*

!!

$

!对照组%

1

!

;:2$%

#

4"C

"

3

组%

'

!

;:2M%

#

4"C

"

3

组%

0

!

;:2$%%

#

4"C

"

3

组%

M

!

;:2M%%

#

4"C

"

3

组%

)

!

;:2$%%%

#

4"C

"

3

组%

(

!

;:2$M

4#,

%

'

!

;:2)%4#,

%

)

!

;:2$1%4#,

*

;

)

P

!

PZ1

小胶质细胞内
9̂ $$H

及内参
&

.?DHDC#,

在不同剂量
;:2

下和不同作用时间的
a>+?>6,HC"?

条

带%

9

)

^

!以
9̂ $$H

和内参
&

.?DHDC#,

的比值量化
9̂ $$H

在不同剂量
;:2

下和不同作用时间表达的变化%

8

)

`

!

:Ỳ.

&

在不同
;:2

剂量下和不同

作用时间分泌的变化%

A

!

B

$

%&%$

#

H

!

B

$

%&%M

#与对照组比较*

图
$

!!

;:2

对小胶质细胞的影响

!!

$

!对照组%

1

!

;:2$%

#

4"C

"

3

组%

'

!

;:2M%

#

4"C

"

3

组%

0

!

;:2$%%

#

4"C

"

3

组%

M

!

;:2M%%

#

4"C

"

3

组%

)

!

;:2$%%%

#

4"C

"

3

组%

(

!

;:2$M

4#,

%

'

!

;:2)%4#,

%

)

!

;:2$1%4#,

*

;

)

P

!

PZ1

小胶质细胞内
P̂ Ỳ

及内参
O;2̂ V

在不同
;:2

剂量下和不同作用时间的蛋白印记条带%

9

)

^

!以
P̂ Ỳ

和内参
O;2̂ V

的比值量化
P̂ Ỳ

在不同
;:2

剂量下和不同作用时间表达的变化%

A

!

B

$

%&%$

#与对照组比较*

图
1

!!

在
;:2

激活小胶质细胞过程时
P̂ Ỳ

水平变化

!!

$

!对照组%

1

!

;:2

组%

'

!

:6WP

"

9̀

组%

0

!

;:2l:6WP

"

9̀$

#

@

组%

M

!

;:2l:6WP

"

9̀M

#

@

组%

)

!

;:2l:6WP

"

9̀$%

#

@

组%

(

!

;:2l 9̀$M

4#,

%

'

!

;:2l 9̀)%4#,

%

)

!

;:2l 9̀$1%4#,

*

;

)

P

!

PZ1

小胶质细胞内
9̂ $$H

及内参
&

.?DHDC#,

在不同剂量
:6WH

"

5̀

下和不同作用时间的

a>+?>6,HC"?

条带%

9

)

^

!

PZ1

小胶质细胞内
P̂ Ỳ

及内参
O;2̂ V

在不同
:6WH

"

5̀

剂量下和不同作用时间的蛋白印记条带%

8

)

`

!以
9̂ $$H

和内

参
&

.?DHDC#,

的比值量化
9̂ $$H

在不同剂量
:6WH

"

5̀

下和不同作用时间表达的变化%

O

)

V

!

:Ỳ.

&

在不同剂量
:<WH

"

5̀

下和不同作用时间分泌的

变化%

N

)

e

!以
P̂ Ỳ

和内参
O;2̂ V

的比值量化
P̂ Ỳ

在不同
:6WH

"

5̀

剂量下和不同作用时间分泌的变化%

A

!

B

$

%&%$

#

H

!

B

$

%&%$

#与对照组比

较%

5

!

B

$

%&%M

#与
;:2

组比较*

图
'

!!

:6WP

&

5̀

对
;:2

与小胶质细胞的影响
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!!

$

!对照组%

1

!

P̂ Ỳ $,

@

组%

'

!

P̂ Ỳ $%,

@

组%

0

!

P̂ Ỳ $%%,

@

组%

(

!

P̂ Ỳ $M4#,

%

'

!

P̂ Ỳ )%4#,

%

)

!

P̂ Ỳ $1%4#,

*

;

)

P

!

PZ1

小胶质

细胞内
9̂ $$H

及内参
&

.?DHDC#,

在不同剂量
P̂ Ỳ

下和不同作用时间的
a>+?>6,HC"?

条带%

9

)

^

!以
9̂ $$H

和内参
&

.?DHDC#,

的比值量化
9̂ $$H

在

不同剂量
P̂ Ỳ

下和不同作用时间表达的变化%

8

)

`

!

:Ỳ.

&

在不同剂量
P̂ Ỳ

下和不同作用时间分泌的变化%

A

!

B

$

%&%$

#

H

!

B

$

%&%M

#与对照组

比较*

图
0

!!

P̂ Ỳ

对小胶质细胞的影响

F

!

讨
!!

论

大量研究发现#小胶质细胞在
Y22

的起始和发展过程中

发挥了重要的作用'

1.M

(

*小胶质细胞激活后上调细胞表面受体

分子)增强促炎细胞因子释放等#如
9̂ $$H

'

$%

(

)

:Ỳ.

&

'

$$.$1

(

)前

列腺素及白细胞介素等#从而调控神经系统兴奋性*研究发现

许多炎症因子有增强突触间递质的信号传递#并促发突触后神

经元的敏化的作用'

$'.$0

(

*

P̂ Ỳ

是神经营养因子家族的一员#

它不仅促进神经元的生长和分化#还可以作为神经调质调控神

经元兴奋性)突触可塑性在
Y22

中发挥重要的作用'

$M.$-

(

*

9B>,

等'

$/

(研究发现#

P̂ Ỳ

能否增强初级传入纤维末端
YK.

;̂

受体作用#增强初级传入纤维和脊髓神经元之间的突触传

递*在一些病理过程中正反馈机制往往发挥重要作用#但是对

于小胶质细胞合成的
P̂ Ỳ

能否具有自分泌刺激因子功能的

研究仍然缺乏*因此#本研究进行了一系列实验来确认小胶质

来源的
P̂ Ỳ

是否能够进一步通过自分泌行为加强自身活

化*通过实验#本研究发现
;:2

可以激活
PZ.1

小胶质细胞#

使其表面标志分子
9̂ $$H

上调#

:Ỳ.

&

分泌增多#并且在活化

时发现
P̂ Ỳ

的合成增多*加入
P̂ Ỳ

清除剂清除
:6WP

"

5̀

后#

;:2

对小胶质细胞活化能力减弱#

9̂ $$H

表达减少#合成

P̂ Ỳ

减少#

:Ỳ.

&

分泌也减少*补充外源性
P̂ Ỳ

#小胶质

细胞再次出现活化#

9̂ $$H

合成增加#

:Ỳ.

&

的释放增加*因

此#本研究推测
P̂ Ỳ

可能作为一种自分泌激活物在进一步

促进在小胶质细胞过程中扮演着重要作用*虽然它在
Y22

中

的详细作用机制仍需未来进行更深入的研究#但是本研究推测

在疼痛药物开发中#将
P̂ Ỳ

作为特定靶点可能有助于研发

出止痛新药*随着对小胶质细胞功能认识的不断深化#也必将

为治疗
Y22

这一困扰人类健康的难题提供更多的药物靶点和

干预措施*
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YÒ

&

+

G

,?B>+#+#,,>D6",+A,!

A+?6"5

G

?>+H

G@

CD5"5"6?#5"#!B"64",>+

'

e

(

&8D6eY>D6"+5#

#

$((1

#

0

$

M

&!

0%0.0$%&

'

(

(

<D!

@

>e7

#

;C!>6+",<̀

#

2A+,#W"J+W#8

#

>?AC&8I

F

6>++#","E

5#C#A6

G

,>D6"?6"

F

B#5EA5?"6A,!?B>,>D6"?6"

F

B#,+.,>6=>

@

6"J?BEA5?"6

#

H6A#,.!>6#=>!,>D6"?6"

F

B#5EA5?"6A,!,>D.

6"?6"

F

B#,'.#,5DC?D6>!6A?B#

FF

"5A4

F

AC

$下转第
10-0

页&

%-01

重庆医学
1%$)

年
)

月第
0M

卷第
$/

期



膜免受有害物质的损伤#且对胰腺的炎症也有作用'

$M

(

*瘦素

可通过降低
7;2

时组织的炎症反应#改善组织血液循环等达

到对胰腺组织的保护作用'

$)

(

*在本研究中#给予外源性瘦素

干预后的大鼠肝脏组织
Ỳ.

*

P

水平明显较
7;2

组降低#同时

肝细胞的
;N

和血清
:Ỳ.

&

也有所下降#肝脏组织的病理评分

降低#表明肝脏组织的
Ỳ.

*

P

活化降低后肝脏组织的损伤明

显好转*外源性瘦素在
7;2

大鼠肝损伤模型中对肝脏组织中

Ỳ.

*

P

的活化有抑制作用#而
Ỳ.

*

P

的活化与
:Ỳ.

&

水平和

肝细胞的
;N

存在正相关性#本研究发现外源性瘦素可通过抑

制肝脏组织中
Ỳ.

*

P

的活化而减轻组织中的炎症介质的释

放#减轻肝细胞的凋亡而达到对
7;2

并发肝损伤的保护作用*

但是本实验研究仅仅对于外源性瘦素的作用做了初步的

研究#但瘦素抑制肝脏组织
Ỳ.

*

P

活化的具体机制尚未明确#

有待进一步进行相关研究*
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