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&&!摘&要"&目的&该文旨在了解高苯丙氨酸(1(.)对大脑皮层神经元8,R,FF 受体(8RH)表达的影响$以探

讨8RH是否参与高1(.脑损伤的发病% 方法&采取体外模拟高1(.("7= /@)环境$原代培养胎龄 !F b!$ 2的 Ge

胎鼠皮层神经元$用免疫荧光方法观察高1(.作用 " ($!# ($#% (之后神经元轴突长度和生长锥塌陷情况$并用实

时荧光定量1'H和I.T-.4* U6,-方法检测高1(.作用 " ($!# ($#% (和 %$ ( 8RH/H89和蛋白的表达情况% 结果

&

'

高1(.作用 !# ($#% (组神经元轴突长度与对照组相比明显变短(均7d"7"<)$" ($!# ( 和 #% ( 生长锥塌陷比

率分别为(>7< c!7<)`$(!#7< c=7:)`和(#%7! c%7<)`$!# (组和 #% ( 组与对照组(" ( 组)相比$生长锥塌陷

明显增多(7d"7"!)#

(

荧光定量1'H检测到高 1(.作用 !# ($#% ($%$ ( 神经元 8RH/H89与 360(3]-VUV6)* (

-

]

CVU$

-

微管蛋白)的相对表达量轻度升高$但'-值差异无显著性#

)

I.T-.4*]U6,-检测发现高1(.作用 !# ($#% (和

%$ (的神经元8RH蛋白明显增加$!# ($#% (和 %$ (组的相对比值分别为对照组的 =7"$=7%$!#7F 倍(7d"7"<)%

结论&高1(.可使神经元8RH受体表达增高$其可能为高1(.导致脑损伤神经元生长锥塌陷*突起生长减慢的机

制之一% !中国当代儿科杂志#!""##$"$!%&!$$ &!$%"

!关&键&词"&高苯丙氨酸#神经元#8,R,FF 受体#大鼠

!中图分类号"&H;>>&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!""$ ;$$>"(#""$)"# ;"#!! ;"<

T8864.)8*160=,-,-0/06)0.16Z)9)YFF 2646*.)26P*2677/)0/0.164)2./4-,06+2)07)8

2-.7

"-#$%C'()<IF,15$ %-HM(I?1)$ !"#$%N5)<IFM)$ NDFM)$ +K/M1)$ "-#$%+,I&M./(01234()356D)8592,)5@5<>

1)8 %()(3,9J(31R5@,:4$ &'1)<'1,K):3,3M3(6527(8,132,9P(:(129'$ H,)'M1 "5:0,31@$ &'1)<'1,F,15Q5)< -),=(2:,3>&9'55@

56J(8,9,)($ &'1)<'1,#"""=#$ C',)1 (%-HI?$ D41,@& <MOM(61)S5)@,)(.:'.9))

&&>?7.2-4.& @?A64./B6&C()TT-V2Z.a3/)*.2 -(..XX.W-,X()R( W,*W.*-43-),* ,X0(.*Z6363*)*.(1(.) ,* 8,R,]FF

4.W.0-,4(8RH) .a04.TT),* )* -(.W,4-)W36*.V4,*T,X43-T,) =,325)* ,42.4-,)*[.T-)R3-.Y(.-(.48RH)T)*[,6[.2 )* -(.

.-),6,RZ,X1(.])*2VW.2 U43)* 23/3R.7C6.1);7&8.V4,*TX4,/-(.W.4.U436W,4-.a,X./U4Z,*)W43-TY.4.WV6-V4.2 X,4>

23ZT3*2 -(.* Y.4.-4.3-.2 Y)-( "7= /@1(.79X-.4!#$ #% 3*2 %$ (4T,X1(.-4.3-/.*-$ /H893*2 04,-.)* .a04.TT),* ,X

8RHY3T2.-.W-.2 UZ4.36]-)/.1'H3*2 I.T-.4* U6,-4.T0.W-)[.6Z7D4,Y-( W,*.T3*2 R4,Y-( 3a,*T,X*.V4,*TY.4.

2.-.W-.2 UZ)//V*,X6V,4.TW.*W.3*2 )//V*,()T-,W(./)T-4Z4.T0.W-)[.6Z3X-.4!# 3*2 #% (4T,X1(.-4.3-/.*-7D67+,.7&C(.

6.*R-( ,XR4,Y-( 3a,*T,X*.V4,*TY3TT)R*)X)W3*-6ZT(,4-.43X-.4!# 3*2 #% (4T,X1(.-4.3-/.*-W,/034.2 Y)-( -(.W,*-4,6

R4,V0 Y)-(,V-1(.-4.3-/.*-(7d"7"<)7D4,Y-( W,*.TW,6630T.,WWV44.2 )* !#7< c=7:` 3*2 #%7! c%7<` ,X*.V4,*T

4.T0.W-)[.6Z3X-.4!# 3*2 #% (4T,X1(.-4.3-/.*-UV-,*6Z)* >7< c!7<` )* -(.W,*-4,6R4,V0 (7d"7"!)7C(.04,-.)*

6.[.6,X8RH3X-.4!#$ #% 3*2 %$ (4T,X1(.-4.3-/.*-Y3TV0]4.RV63-.2$ Y)-( =7"$ =7% 3*2 !#7F -)/.T3T-(.W,*-4,67

/H896.[.6,X8RH)* -(.1(.-4.3-/.*-R4,V0 2)2 *,-2)XX.4X4,/W,*-4,67:)04,+7/)07& )̂R( W,*W.*-43-),* ,X1(.W3*

)*2VW.3* )*W4.3T.2 8RH04,-.)* .a04.TT),* )* W,4-)W36*.V4,*T$ 3*2 -(.)*W4.3T.2 8RH.a04.TT),* /3ZW,*-4)UV-.-,-(.

R4,Y-( W,*.TW,6630T.3*2 -(.)*()U)-,4Z3W-)[)-).T,X3a,* 4.R.*.43-),* 3X-.4)*fV4Z7

!:1/0E :)0.63*(6;/-.2$ !""#$ $" (!)&!$$ &!$%"

&&F6= <)2;7&&1(.*Z6363*)*.# 8.V4,*# 8,R,]FF 4.W.0-,4# H3-T

&& 近年来研究发现 8,R,9]8RH通路的激活主要

抑制外伤后损伤轴突再生*促进生长锥塌陷!!$#"

$也

可参与一些非外伤性脑损伤的发病!> b<"

% 未治疗的

苯丙酮尿症(0(.*Z6Q.-,*V4)3$1Ej)出现的脑损伤也

'!!#'
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为非外伤性脑损伤$其脑主要病理改变为生长锥塌

陷$神经突起减少$突触发育不良*脑白质营养障碍

等!F"

$具体发病机制仍不清楚% 8RH通路激活是否

参与高苯丙氨酸(1(.)血症脑损伤的发病呢3 目前

有关这方面的研究较少$故本文旨在体外模拟高

1(.环境$观察神经元突起和生长锥塌陷的情况$以

及高1(.对大鼠神经元8RH表达方式的影响%

$G材料和方法

$7$G材料

孕 !F b!$ 天 G043RV.]e3Y6.Z大鼠购自中国科

学院上海实验动物中心$神经元培养液(购自 D)UW,

公司)为 8.V4,U3T36$#` i#:$!"" jJB青霉素$!""

/RJB链霉素$#< /@

/

巯基乙醇$"7< /@谷氨酰胺

组成% 1(.(G)R/3) 浓度为 "7= /@$其余试剂各自

见下文%

$7!G方法

!7#7!&神经元单纯培养&&乙醚麻醉母鼠$无菌取

出胎鼠$在解剖液中用解剖显微镜进行解剖$取出皮

层组织$用显微剪将皮层剪碎$"7< b! //

#

% 上述

组织移入离心管中$静置 < /)*$弃上清% 加 # /B

"7#<`胰酶 >:o水浴消化$每 # /)*晃动一次$总共

!< b#< /)*$ % /B含 !"`胰酶培养基终止消化(沿

管壁轻轻加入)$轻吹大块组织 !" 次左右$见液体

浑浊后停止$静置 < b!" /)*$将细胞悬液移入离心

管中% 重复吹打 ! b# 次% ! """ 4J/)*离心 !" /)*$

弃上清% 加神经元限定培养液按比例补足液体$轻

吹 < b!" 次成细胞悬液$记数按 ! b!7< M!"

:

J皿

(直径 = W/) 或 < M!"

%

J孔(六孔板)% 胚鼠大脑皮

层神经元培养 #% ( 后$加入阿糖胞苷($

!

@)培养

> 2$然后换无阿糖胞苷神经元限定培养液培养$再

加1(.进行基因和蛋白检测$加 1(." 时组为对照

组% 神经元培养 %$ ( 或者 :# ( 用 CVUV6)* i.-3

2

单克隆抗体和e91P鉴定其纯度%

!7#7#&免疫细胞荧光检测 8RH的定位&&神经元

培养 %$ b:# ( 后进行免疫组化% 室温下多聚甲醛

固定 !" /)*% 吸去固定液$ 1iG 漂洗 > 次% 封闭液

封闭 >" /)*% 兔抗人 8RH多克隆抗体(!h! """$

G3*-3'4V\)和 CVUV6)* i.-3

2

单克隆抗体(!h%""$

'(./)W,*)湿腔 %o过夜$1iG漂洗 > 次$每次 < /)*%

加入羊抗兔生物素]链霉素标记的多克隆抗体

(!h!""$博士德)$室温反应 ! (% 吸去二抗体反应

液后$用 Ĥ1标记的链霉素和 KPC'标记的羊抗小

鼠多克隆抗体孵育 ! ($漂洗 > 次$以阴性对照不显

色时终止显色% e91P染核 !" /)*$荧光显微镜 %"

倍下观察结果%

!7#7>&免疫荧光检测神经元轴突与生长锥塌陷&

&原代神经元培养 >F (后加1(.$作用 !# ($#% (后

固定显色$加1(." 时组为对照组% 轴突用 CVUV6)*

i.-3

2

单克隆抗体(!h%""$'(./)W,*)鉴定*生长锥

用H(,23/)*.1(366,)2)*染色(!h!""$P*-4,[)R.*)$二

抗为羊抗小鼠 KPC'标记的荧光二抗(!h!""$博士

德)% 然后在荧光显微镜镜下 %" 倍放大拍照(轴突

测量)或激光共聚焦显微镜拍照(生长锥检测)%

!7#7%&H.36]-)/.1'H检测8RH/H89的表达&&

神经元培养 > 2 后$按 1(.作用时间分 "$!#$#% 和

%$ (组$加1(." (组为对照组% 每个试验每组 > b

% 个培养皿$共 > 批% 总 H89抽提后$鉴定纯度并

进行荧光定量 1'H扩增%

/

]3W-)*( 8@s">!!%%)上

游引物&9D9''C'C9CD''99'9'9DCD'C$下

游引物&C'9C'DC9'C''CD'CCD'CD9$产物

长度为 ###U0% 8RH(8@s"<>F!>7!)上游引物&CDC

D'C9'99CD9D'''99DDC'$下游引物&9CC

''9D'9CD9'CDD99D'C% 产物长度为 !<# U0%

退火温度为 F>o% 引物均由生工合成$B)R(-'ZW6.

H89@3T-.4GmiHD4..*

.

试剂盒为 H,W(.公司产

品$实验操作遵从生产厂家说明书% i.-3]3W-)* 为内

参$每组都取阴性对照$每次做双份%

!7#7<&I.T-.4* U6,-检测 8,R,FF 受体蛋白的表达

&&神经元培养 > 2后$按1(.作用时间分 "$!#$#%

和 %$ ( 组$加 1(." ( 组为对照组% 每个试验每组

> b%个培养皿$共 > 批% 细胞裂解后$i'9(申能博

彩)蛋白定量$蛋白 @34Q.4为 G..i6V.

8

16VT# 14.]

T-3)*.2 G-3*2342(B'<=#<$P*[)-4,R.*)$并用
-

微管

蛋白(

-

]CVU)作为内参对照% !#`的 19DA分离胶

电泳 !7< ($湿转 #<" /9$!7< ($CiGC洗15eK膜 >

次$含脱 "7"<`脂奶粉CiGC封闭 >:o ! ($CiGC洗

膜 > 次加$兔抗人 8RH多克隆抗体(!h<"")%o过

夜$CiGC洗膜 > 次$加羊抗兔]̂H1标记的多克隆抗

体(!h! """)>:o孵育 ! ($CiGC洗膜 > 次$化学放

光剂显影$拍照%

$7HG统计方法

计量资料采取独立样本 3检验和卡方检验$以

7d"7"< 差异有显著性% 用 P@9DA]1BjG <7! 统计

轴突长度$用实时荧光定量1'H的相对表达软件工

具(HAGC

9

$#7" 版本)行统计学分析(随机化试验

原理)% I.T-.4* U6,-结果用 G/34-TW30.软件对胶片

条带进行灰度分析% 将各组中8RH蛋白灰度与各自

内参蛋白9C灰度的比值即代表8RH的相对表达量%

'#!#'
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!G结果

!L$G神经元Z9D蛋白的定位

本实验培养的神经元纯度可达到 =<`以上$神

经元用CVUV6)* i.-3

2

鉴定$图 ! 中显示为绿色$所

有的活细胞用 H(,23/)*.1(366,)2)* 鉴定显色$在图

! 中显红色#所有细胞核用 e91P显色$图 ! 中为蓝

色$以下类同(图 !)% 免疫组化显示 8RH蛋白在神

经元胞体和突起均有表达(图 #)%

&&图 $G神经元纯度鉴定$ _!" 倍%G绿色为CVUV6)* i.-3

2

$红色为H(,23]/)*.1(366,)2)*$蓝色为e91P

&&

图 !GZ9D定位$ _N" 倍%G绿色为CVUV6)* i.-3

2

$红色为8RH$蓝色为e91P$8RH可表达于胞体与突起

!L!G高(16作用不同时间神经元神经元生长锥塌

陷检测

生长锥用 H(,23/)*.1(366,)2)* 鉴定(图 >9和

>i红色荧光)$生长锥塌陷标准见参考引文!:"

% 单

纯培养神经元对照组和高 1(.作用 !# ($#% ( 组中

的生长锥塌陷所占的分别为(>7< c!7<)`*(!#7<

c=7:)`和(#%7! c%7<)`$实验组与对照组比较

7d"7"!$差异有显著性$尤其 #% (组生长锥塌陷率

明显增高(图 >')%

!LHG高(16作用不同时间神经元轴突的测量

神经元突起用神经元特异性抗体抗CVUV6)* i.]

-3

2

免疫荧光显色鉴定$图中显示为绿色(图 !)$同

时对生长锥进行显色定位$两者同时显色$准确性增

加% 轴突测量具体方法和标准见参考引文!:"

% 神

经元在 1(.作用 !#($#% ( 进行免疫荧光检测轴突

长度$对照组轴突长度 =F7"% c##7<:

!

/$加 1(.!#

(组$轴突长度 =!7#$ c#>7>:

!

/$加 1(.#% (组轴

突长度 $"7:% c!$7==

!

/$实验组轴突生长明显减

慢(7d"7"<)$尤其是加 1(.#% (组(图 %)%

!LNG荧光(:D检测结果

'-值用B)R(-WZW6.4软件 >7< 版中的二次衍生法

(Ge@$ T.W,*2 2.4)[3-)[./.-(,2T)确定$结果统计方

法见张拥军等!$"

% T6,0.8RH L;#7$ $ T6,0.

/

;3W]

-)* L;>7%$ A

8RH

L#7#:$ A

/

]3W-)*

L!7=$ % 与
/

]3W-)*

相比的相对表达量与对照组相比$1(.作用 !# ($

#% (和 %$ ( 组分别为 "7=: c"7!<$!7!F c"7!$ 和

!7#F c"7#"$其相对表达量随 1(.作用时间的延长

呈升高趋势$见表 !%

! !"#"#$%

$

%

&'" ()'" )*'"

&
'

(
)

*
+

+,

+&

),

)&

(,

(&

,

&

-

图 HG激光共聚焦纤维镜生长锥荧光检测G

>&正常生长

锥#M&塌陷生长锥#:&神经元在单纯培养条件下生长锥塌陷的检测%

与对照组相比$3& 7d"7"<#U& 7d"7"!(% 次实验$每组测量 !"" 个

神经元)%

'>!#'
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! !"#"#$%

$

%

&'" ()'" )*'"

&
'
(

)
*
+
,
-
+
,
.

()&

(&&

-&

.&

*&

)&

&

&图 NG神经元在单纯培养条件下轴突长度的检测$

%

3%G

3& 7d"7"<# U&7d"7"!(% 次实验$每组测量 !"" 个神经元)%

&&表 $G荧光定量(:D检测Z9D和
!

Y-4./0的:.比较

分组
/

]3W-)* 8RH H.63-)[.43-),

对照组 !<7<: c"7%# #>7$" c!7>: !

加1(.!# ( !<7F" c"7$% #>7$% c!7<= "7=: c"7!<

加1(.#% ( !<7"< c"7%# #>7## c!7!! !7!F c"7!$

加1(.%$ ( !<7>% c"7$% #>7>% c!7F! !7#F c"7#"

!L%Gb67.620?,).结果

由实验结果看出$神经元加苯丙氨酸 " ($!# ($

#% (和 %$ ( 组的 8RH蛋白表达量明显增加% 8RH

的灰度除以组中各自的内参照蛋白
-

]CVU后$其相对

表达量分别为 !7!%$!"7>%$!"7:F 和 !%7%$!# ($#% (

和 %$ (组分别为 " ( 对照组的 =7"$=7%$!#7F 倍(图

<9$i)%

!!"#$

%&"#$

'()

*+,-.

/"0

12"0

2%"0 %3"0

! !"#"#$%

$%&

'(" )*(" *+("

$
%
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&&图 %G>&单纯培养神经元Z9D和
$

YJ+?b67.620?,).

检测结果- M&Z9D和WC$>蛋白的相对表达量
(3&7d"7"<$
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HG讨论

未治疗的 1Ej患者最重要的并发症是智力落

后$母源性苯丙酮尿症(/3-.4360(.*Z6Q.-,*V4)3$/3]

-.4361Ej)的患儿 !="也可出现患儿小头畸形和智力

落后$两种病理模型均提示高 1(.对大脑神经元存

在严重的损伤$但其具体机制至今尚不清楚%

8RH为中枢神经系统神经元轴突生长重要的抑

制因子8,R,9蛋白的受体蛋白$可在大脑*小脑等

部位的神经元表达$在星型细胞也有少许表达$主要

介导生长椎塌陷和轴突生长抑制$但是最近一些

8RH基因敲除试验显示 8RH敲除小鼠其轴突生长

并没有收到明显改善!!""

$提出一定表达量的 8RH

可能对维持正常轴突也可能存在重要的作用% 因此

8RH在中枢神经系统轴突生长中扮演双重角色%

8RH主要有三种亚性!!!"

$其中8RH!是重要的轴

突生长抑制子8,R,9

!!#"

*髓鞘碱性蛋白(@i1)

!!>"

*

少突胶质细胞碱性蛋白(?0R)

!!%"的共同受体$主要

在中枢神经元表达$与J0:<JB)*R,]!JCH?m

!!< b!:"复

合物% 这个受体复合物激活之后$最终信号汇集到

H(,DC13T.(H3W!*'2W%# 和 H(,9

!!$$!="等$尤其是

H(,9

!#""

)介导生长锥塌陷和抑制轴突生长(图 #)$

有关这条通路上的相关抑制干预实验均显示不同程

度促生长锥和轴突的生长作用!#! b#>"

% 最初发现

8RH和其配体8,R,9在外伤性脑损伤中起作用$但

是近些年研究显示 8,R,9蛋白亦已在 96\(.)/.4

病!>"

*自身免疫性脱髓鞘性疾病!%"

*颞叶癫
!

!<"等

疾病中异常增高$提示 8,R,9蛋白和其受体 8RH

也可能参与一些非外伤性脑损伤的发病% 张拥军

等!$"用荧光定量 1'H方法检测不同时间的神经元

DC13T.(H3W!*'2W%# 和 H(,9)发现$高 1(.可使其

8RH下游信号正调节因子'2W%# *H3W! 基因表达下

调$反调节因子H(,9基因表达先升高后下降$提示

8RH信号通路有可能参与高 1(.所致的神经元损

伤%

本文免疫组化试验显示$体外模拟高浓度

("7= /@)的1(.可使神经元生长锥塌陷随着作用

时间延长增加(图 >i)$同时使轴突生长减慢$并与

作用时间成反向增长$尤其是1(.作用 #% ( 后更明

显$这种结果也提示体外模拟的高 1(.环境基本成

功% I.T-.4* U6,-方法检测出 8RH蛋白在高 1(.作

用 !# ($#% (和 %$ (明显增高$表明 8RH可随着高

1(.作用时间的增加而表达增高$支持 8RH可能参

与高1(.对神经元损伤的发病过程%

'%!#'
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值得一提的是$本试验用荧光定量 1'H证实

8RH/H89表达量随高1(.作用时间的延长上升趋

势基本上不明显$如表 ! 所示$!# ($#% ( 和 %$ ( 的

相对表达量为 "7=: c"7!<$!7!F c"7!$ 和 !7#F c

"7#"$与蛋白的表达不一样% 考虑可能的原因为&

'

基因转录跟蛋白表达本身存在差异!#%"

$

(

1(.是生

物体内的一种必须氨基酸$本身不是毒物$对细胞的

作用可能有其特殊的方式#

)

调节 8RH/H89表达

可能需要 ?BD表达的 8,R,9存在$本实验室在

?BD与神经元混合培养时 8RH/H89表达明显上

调(数据尚未发表)#

*

试验误差% 但试验 H89纯

度很高$?e#F"J#$" L!7$ b#7" 之间$双管之间 '-

差值d"7#$基本上可以不考虑#

+

其他不明机制%

总之$本文证实神经元在体外高 1(.作用下$

8RH蛋白表达上调$其可能为高 1(.导致生长锥塌

陷*突起生长减慢的可能机制之一%
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