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%%!摘%要"%目的%通过建立体外铜诱导神经元模型#观察醋酸铜对大鼠原代皮层神经元凋亡及活化 :2=/2=-V

Q#:2=/2=-V[ 和:2=/2=-V$ 蛋白表达的影响#探索高浓度铜导致大鼠神经元损伤的作用机制) 方法%采用不同浓度

'"##R##[#

!

;(醋酸铜诱导体外培养 X" '的大鼠原代皮层神经元$;BB法检测神经元活力#D+-:'=,QQ"Y[ 染色和

流式 C))-U()V4Z0H法检测神经元凋亡#g-=,-3) S5+,法检测不同浓度和时间点活化的 :2=/2=-VQ-:2=/2=-V[ 和

:2=/2=-V$ 蛋白表达) 结果%体外培养的原代皮层神经元经醋酸铜诱导 R[ '后#凋亡率上升#细胞活力呈浓度梯度

下降#活化的:2=/2=-V[ 和:2=/2=-V$ 在铜诱导 R ' "#

!

;组开始升高#R[ '各浓度组表达最高#呈时间与浓度梯度依

赖$活化:2=/2=-VQ 在铜诱导 "R ' "#

!

;组才开始升高#激活的时间晚于:2=/2=-V[ 和:2=/2=-V$#R[ '各浓度组表达

最高) 结论% 过量铜可导致体外培养大鼠原代皮层神经元发生凋亡#:2=/2=-VQ-:2=/2=-V[ 和:2=/2=-V$ 级联反应在

铜诱导皮层神经元凋亡过程中发挥重要调控作用) !中国当代儿科杂志#>??@#AA$AA%&@AC E@>>"

!关%键%词"%铜$神经元$半胱氨酸天冬氨酸酶VQ$半胱氨酸天冬氨酸酶V[$半胱氨酸天冬氨酸酶V$$大鼠

!中图分类号"%9bQQ%%!文献标识码"%C%%!文章编号"%!##[ b[[Q#'"##$(!! b#$!X b#<

:#"%#K+&(2&(%VD# VB# &*$V@ )*&2#2/#()(#K+#22%-V)*$0+%$2-)3&-4 +#-/)+&"*%0-#*(

Q-(*M8%&I!8&D# >-+M8%"IL8&D# )+(.K>8I6## 9)(.KN"&DIQ#&# )(.>8%&I6/#?M8&/#% )"E@8A%7(BB878%A21 A"6/%&DI

/%8Q8%"A"&D +&8F2$E8A<6C/""7"B'218C8&2# 6/%&D/%8"###$"# G/8&% '>8# MIL# 50%87% SU78#PE/!<Q?C"0(

%%56(/-&+/% 768%+/)'%%B'(==,>1?2(.-1 ,+()8-=,(A2,-,'-.-:'2)(=.+I/3(.23?:+3,(:25)->3+) ()e>3?()1>:-1 S?

'(A' :+):-),32,(+)=+I:+//-3S?+S=-38()A,'--II-:,+I2:-,(:>.:>5,>3-V.-1(>.+) 2/+/,+=(=+I32,/3(.23?:+3,(:25

)->3+)=2)1 -U/3-==(+) +I:5-28-1 :2=/2=-VQ# :2=/2=-V[ 2)1 :2=/2=-V$69%/,#$(%03(.23?:+3,(:25)->3+)=T-3-:>5,>3-1

I+3X" '3=2)1 ,'-) -U/+=-1 ,+1(II-3-),:+):-),32,(+)=+I2:-,(:>.:>5,>3-V.-1(>.'"## R# 2)1 [#

!

;(6B'-8(2S(5(,?+I

)->3+)=T2=1-,-:,-1 S?,'-;BB.-,'+16C/+/,+=(=T2=+S=-38-1 S?D+-:'=,QQ"Y[ 2)1 I5+T:?,+.-,3?C))-U()V4Z0H6

MU/3-==(+) +I:2=/2=-VQ# :2=/2=-V[ 2)1 :2=/2=-V$ T2=.-2=>3-1 S?g-=,-3) S5+,6:%(0"/(% +̀55+T()A():>S2,(+) T(,'

2:-,(:>.:>5,>3-V.-1(>.# 2/+/,+=(=+I)->3+)=T2=()1>:-16B'-8(2S(5(,?+I)->3+)=T2=3-.23O2S5?3-1>:-1 2)1 ,'-32,-

+I2/+/,+=(=T2=,3-.-)1+>=5?():3-2=-1 () 2:+):-),32,(+)V1-/-)1-),.2))-36&2=/2=-V[ 2)1 :2=/2=-V$ T-3-2:,(82,-1 ()

"#

!

;+I:+//-32:-,(:>.:>5,>3-V.-1(>.R '3=2I,-3():>S2,(+) 2)1 /-2O-1 2,R[ '3=() 823(+>=:+):-),32,(+)=+I:+//-3

2:-,(:>.:>5,>3-V.-1(>.# /3-=-),()AT(,' 2,(.-2)1 :+):-),32,(+)V1-/-)1-),.2))-36B'-2:,(82,-1 :2=/2=-VQ T2=

+S=-38-1 () "#

!

;+I:+//-32:-,(:>.:>5,>3-V.-1(>."R '3=2I,-3():>S2,(+)# T'(:' T2=52,-3,'2) ,'-2:,(82,-1 :2=/2=-V

[ 2)1 :2=/2=-V$6&2=/2=-VQ -U/3-==(+) 3-2:'-1 2/-2O R[ '3=() 823(+>=:+):-),32,(+)=+I:+//-32:-,(:>.:>5,>3-V.-1(>.#

/3-=-),()AT(,' 2,(.-2)1 :+):-),32,(+)V1-/-)1-),.2))-36;#*+"0()#*(%B'-2/+/,+=(=+I/3(.23?:+3,(:25)->3+)=:2) S-

()1>:-1 S?:+//-36&2=/2=-VQ# :2=/2=-V[ 2)1 :2=/2=-V$ :2=:21-3-2:,(+) .2?()8+58-() ,'-2/+/,+=(=+I:+//-3V()1>:-1

32,/3(.23?:+3,(:25)->3+)=6 !;,)*< ;#*/%32=%$)&/-# >??@# AA 'AA(%@AC E@>>"

%%G%4 .#-$(%%&+//-3$ 7->3+)$ &2=/2=-VQ$ &2=/2=-V[$ &2=/2=-V$$ 92,=

%%肝豆状核变性'gG(是铜代谢异常的常染色体

隐性遗传病#由于铜沉积的部位不同临床表现也复

杂多样#以肝-脑-肾-角膜等多脏器损害为特征#首

发症状以神经系统表现者约占 Y#]

!!"

#其病理改变

主要包括大脑神经元丢失-空洞形成和胶质细胞增

生等#然而铜是如何导致神经系统病变的确切机制

尚不十分清楚) 由于铜是机体的必要元素之一#同

时又是一种强氧化剂#过量铜可诱发机体的氧化应

激反应!""

#启动体内的凋亡信号通路#如释放的

&,?&可通过触发:2=/2=-'半胱氨酸天冬氨酸酶(级

&X!$&
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联反应引起继发性核酸内切酶活化来启动多条凋亡

信号转导途径#:2=/2=-家族引发的级联反应是细胞

凋亡过程的中心环节#参与许多类型细胞的凋亡过

程#在一些神经变性疾病的发病过程中起到一定作

用!Q"

) 目前关于铜暴露对肝脏的研究较多!R"

#而对

神经元损伤的研究较少) 本研究利用体外培养大鼠

原代皮层神经元为模型#加入铜离子模拟大脑的高

铜环境#探索铜沉积是否激活 :2=/2=-VQ#:2=/2=-V[

和:2=/2=-V$ 蛋白的表达#为探索 gG的神经系统发

病机制提供试验依据)

AI材料与方法

A6AI材料

!6!6!%实验动物%%孕 !Y 1 J/32A>-VG2T5-?'JG(

大鼠#清洁级#购自上海西普尔V必凯实验动物公司)

动物生产许可证号% J&mL'沪( "##[V##!<$动物使

用许可证%JlmL'沪( "##[V##Y")

!6!6"%主要试剂%%7->3+S2=25培养基和 @"X 培

养基添加剂 'j(S:+公司($兔抗大鼠 :2=/2=-VQ-

:2=/2=-V[ 和 :2=/2=-V$ 多克隆抗体 '&25S(+:'-.公

司($兔抗大鼠;C90

"

和 j̀C0单克隆抗体'上海碧

云天公司()

A6>I方法

!6"6!%大鼠原代皮层神经元培养%%解剖孕 !Y 1

JG大鼠#取出胎鼠#分离大脑皮层#剪成匀浆样#加

入含@"X 的神经元培养基) 用吸管反复轻吹打#得

到细胞悬液#以 Y p!#

R 个细胞Z.N'形态学观察(或

Y p!#

<

a! p!#

X 个细胞Z.N'生化实验(#接种于

#6#Y]左旋多聚赖氨酸包被的培养皿中培养)

!6"6"%神经元纯度鉴定%%放有载玻片的神经元

培养 X" '#用 0@J 洗涤细胞#R]多聚甲醛固定#

!#] @̀J 封闭#同时加入单克隆 ;C0

"

'!r!##(和

j̀C0一抗'!r!##(Rn过夜#分别标记神经元和胶

质细胞#0@J洗 Q 次#二抗' H̀B&标记('!r"##(室温

孵育 Q# .()#免疫荧光方法鉴定#显微镜下观察)

!6"6Q%神经元形态观察%%对培养 Q 1 的皮层神

经元#随机分为 R 组%正常对照组和分别加入终浓度

为 "#-R# 和 [#

!

;浓度的醋酸铜诱导组#培养 R[ '

后终止#置于倒置相差显微镜下进行观察)

!6"6R%神经元活力鉴定%%对培养 Q 1 的皮层神

经元#随机分为 [ 组%正常对照组和分别加入终浓度

为 "-"#-R#-[#-!<#-"R# 和 Q"#

!

;浓度的醋酸铜诱

导组#培养R[ '后终止#采用;BB比色法进行细胞活

力检测#每孔加入;BB'终浓度 #6Y .AZ.N(#每组设

<个复孔#正常对照组加入等体积的0@J#重复 Q 次$

QXn孵育 R '后#加入 !Y#

!

NG;JE振荡 !# .()#充

分溶解结晶物#用酶标仪测定 R$# ).处吸光度值

'EG

R$#

(#并按下列公式计算细胞活力%细胞活力 h

'实验组平均EG

R$#

Z正常对照组平均EG

R$#

( p!##])

!6"6Y%D+-:'=,QQ"Y[ 检测凋亡%%对培养 Q 1 的

皮层神经元#随机分为 R 组%正常对照组和分别加入

终浓度为 "#-R# 和 [#

!

;浓度的醋酸铜诱导组#培

养 R[ ' 后终止#分别加入D-+:'=,QQ"Y[ 染色#终浓

度为 !

!

AZ.N#QXn孵育 X a!# .()#0@J轻柔冲洗 Q

次#D-+:'=,QQ"Y[ 用光波波长为 QY" ).激发#产生

蓝色荧光#重复 Q 次)

!6"6<%流式 C))-U()V4Z0H检测凋亡%%对培养

Q 1 的皮层神经元#随机分为 R 组%正常对照组和分

别加入终浓度为 "#-R# 和 [#

!

;的醋酸铜诱导组#

培养 R[ '后终止$采用流式 C))-U()V4Z0H法#胰酶

消化神经元成单细胞#以 !rR 稀释 S()1()AS>II-3调

整细胞密度为 " p!#

Y

Z.N) 取 !$Y

!

N细胞悬液加

入 Y

!

NC))-U()V4V̀HB&#室温孵育 !# .()#洗细胞 Q

次后#再重悬细胞于 !$#

!

NS()1()AS>II-3#加入

!#

!

N0H#室温孵育 !# .()#流式细胞仪检测细胞凋

亡#重复 Q 次)

!6"6X%活化的 :2=/2=-VQ!:2=/2=-V[ 和 :2=/2=-V$ 蛋

白表达的检测%%对培养 Q 1 的神经元#随机分为

正常对照组和终浓度分别为 "#-R# 和 [#

!

;的醋

酸铜诱导组#每组诱导时间再分为 R '-!" '-"R '和

R[ ' R 个时间点#各相应时间点后收集蛋白$采用

g-=,-3) S5+,方法#取细胞总蛋白抽提液#以 !#]的

聚丙烯酰胺凝胶 ' JGJV0CjM(电泳分离#分别用

:2=/2=-VQ-:2=/2=-V[ 和 :2=/2=-V$ 抗体 '!r! ### a

" ###(Rn孵育过夜#再与D90标记的山羊抗兔HAj

'!r!# ###(反应后#m线底片曝光显影) 结果用图

像处理仪进行灰度扫描分析#并以稳定表达的基因

-

VB>S5()作为内参照)

A6DI统计学方法

采用 J0JJ !!6Y 软件#所有数据以均数 W标准

差'SWE(表示#多组之间采用单因素方差分析

'C7E4C(#:\#6#Y 为差异有显著性)

>I结果

>6AI神经元培养及纯度鉴定

对培养 Q 1 的原代皮层神经元#采用 ;C0" 和

j̀C0免疫荧光方法鉴定神经元纯度为 $Y]以上

'图 !()

&[!$&
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>6>I神经元形态观察

在倒置相差显微镜下#正常神经元胞体呈圆形#

边缘光滑#突起之间相互连接#随着诱导铜浓度的增

大#神经元边界逐渐塌陷#突起渐缩短'图 "()

>6DI神经元细胞活力

运用 ;BB比色法对醋酸铜诱导下神经元的活

力进行检测%正常对照组和终浓度分别为 "-"#-R#-

[#-!<#-"R# 和 Q"#

!

;醋酸铜诱导组的 EG

R$#

分别

为 #6XR W#6#Q-#6<Y W#6#"-#6YR W#6#Q-#6R[ W

#6#R-#6Q$ W#6#Y-#6"< W#6#<-#6"# W#6#X 和 #6!R W

#6#Y#铜诱导组的EG值随诱导铜浓度增加而逐渐下

降#两两比较#差异有显著性':\#6#!('图 Q()

%%图 AI体外培养原代皮层神经元纯度鉴定$a_H;`

>??#荧光显微镜%I箭头所示为 ;C0" 染色阳性的神经元#胞体

呈圆形#折光性强#周围有生长光晕#有双极或三极或者多极突起#突

触细而均匀长度超过两倍胞径)

%%图 >I铜诱导皮层神经元形态观察$ >̀??#倒置相差显微镜%I

5%正常对照组#神经元胞体呈圆形#边缘光滑#突起之

间相互连接$ !%"#

!

;醋酸铜诱导组#可见神经元边界逐渐塌陷#突起渐缩短$ ;%R#

!

;醋酸铜诱导组#可见神经元胞体呈椭圆形#

突起缩短$ L%[#

!

;醋酸铜诱导组#可见神经元突起明显缩短)

!

!

!

!

!

!

"
#
$
%
!
&
&
!
'
!
(
"

)**

+*

,*

-*

.*

*

. .* -* +* ),* .-* /.*

#$!0""

%% 图 DI9HH法检测铜对神经元活力的影响I

'2%与前

一浓度组比较# :\#6#!(

>OWI神经元凋亡

D+-:'=,QQ"Y[ 染色进行凋亡检测'图 R(#在荧

光显微镜下#正常的细胞核成蓝色#而凋亡细胞的核

会呈致密浓染#或呈碎块状致密浓染#颜色有些发

白) 随着诱导铜浓度的增加#呈致密浓染碎块状核

的神经元逐渐增加#[#

!

;组中致密碎块状核占到

了接近一半$流式C))-U()V4Z0H法检测发现'图 Y(%

正常对照组- "#

!

;-R#

!

;和 [#

!

;浓度组神经

元的凋亡率分别是'R6< W!6Q(]-'X6X W#6X(]-

'!Q6" W!6!(]和'""6# WQ6X(]#凋亡率与铜浓度

呈正相关':\#6#!()

图 WI铜诱导神经元凋亡的Q#%+,(/DD>\B 检测$ >̀??#荧光显微镜%I

5%正常对照组#神经元的核染成蓝色#形态均

匀$ !%"#

!

;醋酸铜诱导组#可见致密浓染的细胞核'箭头所示($ ;%R#

!

;醋酸铜诱导组#致密浓染和破碎的细胞核增多'箭头所

示($ L%[#

!

;醋酸铜诱导组#可见明显增多的致密浓染和破碎的细胞核'箭头所示()

&$!$&
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%%图 \I醋酸铜诱导神经元凋亡的5**%')*N=_法检测I

5%正常对照组神经元的凋亡率#可见少量的神经元自发性凋亡$

!%"#

!

;醋酸铜诱导组#可见凋亡率较对照组升高$ ;%R#

!

;醋酸铜诱导组#神经元的凋亡率逐渐升高$ L%[#

!

;醋酸铜诱导组#

凋亡率明显增多)

>6\I铜诱导神经元相关蛋白的表达

g-=,-3) S5+,检测显示#在本研究建立的铜诱导

神经元模型中#活化的:2=/2=-V$'表 !(在铜诱导 R '

"#

!

;组开始升高#R[ '各浓度组表达最高#呈时间

与浓度梯度依赖':\#6#Y($活化的 :2=/2=-V['表

"(在铜诱导 R ' "#

!

;组开始升高#呈时间与浓度

梯度依赖':\#6#Y(#R[ ' [#

!

;组开始出现下降#

可能与神经元继发性坏死有关$活化:2=/2=-VQ 在铜

诱导 "R ' "#

!

;组才开始升高#激活的时间晚于

:2=/2=-V[ 和:2=/2=-V$#呈浓度和时间梯度依赖':\

#6#Y(#R[ ' [#

!

;组开始出现下降#可能与神经元

继发性坏死有关'表 Q()

表 AIb%(/%-*6"#/检测神经元活化+&(2&(%V@ 蛋白表达的灰度值
'& hQ#SWE(

组别
铜诱导时间

R ' !" ' "R ' R[ '

;值 :值

正常对照'#

!

;(组 #6#" W#6#! #6#R W#6#! #6"# W#6#" #6R" W#6#$

"#

!

;诱导组
#6"" W#6#!

S

#6QR W#6#!

2#S

#6YR W#6#!

2#S

#6Y[ W#6#R

2#S

"#Y6YQ$ #6###

R#

!

;诱导组
#6Q$ W#6#R

S

#6Y[ W#6"#

2#S

#6X< W#6!"

2

#6X[ W#6#X

S

!R6X"$ #6##!

[#

!

;诱导组
#6YQ W#6"#

S

#6XX W#6Q#

#6$$ W#6Q"

S

!6!" W#6#Q

S

$6#R< #6##<

;值 ![#6[Y[ "Y6Y!Q "!6RY! XQ6Q$X

:值 #6### #6### #6### #6###

%%2%与同组前一时间点比较#:\#6#Y$ S%与前一浓度组比较# :\#6#Y

表 >Ib%(/%-*6"#/检测神经元活化+&(2&(%VB 蛋白表达的灰度值
'& hQ#SWE(

组别
铜诱导时间

R ' !" ' "R ' R[ '

;值 :值

正常对照'#

!

;(组 #6#! W#6## #6#[ W#6#" #6#[ W#6#! #6"Q W#6#Y

"#

!

;诱导组
#6#Q W#6#!

S

#6!! W#6#" #6QR W#6"!

#6R[ W#6#$

S

X6Y$# #6##!

R#

!

;诱导组
#6#Y W#6#"

S

#6"Q W#6#$

S

#6QX W#6"#

S

#6R$ W#6#[

2#S

<6Y#X #6##!

[#

!

;诱导组
#6!$ W#6#Q

S

#6QY W#6#Q

2#S

#6Y[ W#6#Q

2#S

#6Q$ W#6#"

2

<$6Q[! #6###

;值 <Y6"!$ ![6#Q! Y6$[ Q6XYX

:值 #6### #6##! #6#!$ #6#<#

%%2%与同组前一时间点比较#:\#6#Y$ S%与前一浓度组比较#:\#6#Y

%%表 DIb%(/%-*6"#/检测神经元活化的 +&(2&(%VD 蛋白

表达的灰度值
'& hQ#SWE(

组别
铜诱导时间

"R ' R[ '

A值 :值

正常对照'#

!

;(组 #6Q! W#6#! #6<Y W#6#R

"#

!

;诱导组
#6RQ W#6#"

S

#6[R W#6#Q

2#S

![6Y!Q #6###

R#

!

;诱导组
#6XQ W#6#Q

S

!6R$ W#6#X

2#S

!X6$$Q #6###

[#

!

;诱导组
#6$< W#6#R

S

!6"" W#6#"

S

$6!"" #6###

;值 "$$6<[R "QQ6"R$

:值 #6### #6###

%%2%与同组前一时间点比较#:\#6#Y$ 与前一浓度组比较#

:\#6#Y

DI讨论

gG是铜代谢异常的遗传性疾病#临床特点以

肝病变-神经系统'尤其是基底节变性(-角膜色素

环'LV̀环(和肾脏损害为主) 过量铜在中枢神经系

统的沉积是引起神经-精神症状的主要原因#但铜沉

积导致神经系统损伤的机制目前还不清楚) 铜是机

体内一系列具有生物活性酶的必要元素之一#如%

&>Z_)超氧化物歧化酶'JEG(#细胞色素 &氧化酶

&#"$&
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'&?,&(#铜蓝蛋白'&/(等) 而游离铜是一种强氧

化剂#能够激活自由基的活性#促进细胞内活性氧的

产生#因而诱发一系列的氧化应激反应#相继通过胞

膜和胞内等多种途径介导细胞凋亡或坏死) J2(,+

等!Y"通过免疫组化和共聚焦显微镜技术在大鼠脑

组织中发现&>Z_)超氧化物歧化酶'JEG(-多巴胺V

-

羟化酶等选择性沉积在海马组织-小脑和大脑皮

层等部位#其产生的毒性作用可导致大脑神经元丢

失-空洞形成和胶质细胞增生等) 9-11?等!<"研究

发现铜可通过氧化应激和硝基反应导致神经元和胶

质细胞的死亡)

正常脑实质中铜的生理浓度约 X#

!

;#gG患

者脑受累区中铜的浓度高达约 ! Q##

!

;)而 J'-5()-

等!X"在体外研究铜的神经毒性作用时发现"#

!

;

铜就通过调节氧自由基而导致神经元死亡#而此浓

度时胶质细胞还未受到影响#这是可能由于在体外

单一培养的神经元缺少胶质细胞如星形细胞-少突

胶质细胞和室管膜细胞的支持#B(II2)?V&2=,(A5(+)(

等!["报道在大脑中星形细胞可以充当重要的金属

储存作用#对铜内环境稳态发挥重要的作用) 因此

本研究通过体外培养大鼠原代皮层神经元#加入不

同浓度铜建立体外铜诱导神经元模型#模拟 gG患

者大脑的高铜环境#研究发现皮层神经元经醋酸铜

诱导后#神经元的形态发生改变#活力降低#凋亡率

明显升高#且呈现浓度梯度依赖#结果表明过量铜可

诱导原代皮层神经元发生凋亡#这与 9-11?等!<"的

研究结果一致) 提示皮层神经元的凋亡可能是 gG

患者大脑神经元损伤的机制之一#而铜诱导神经元

凋亡的机制需要进一步探讨)

L2T2O2.(等!$"通过 g-=,-3) S5+,和 9BV0&9技

术研究发现铜可通过@2U-@21-:2=/2=-V$ 及:2=/2=-V

Q 导致0&!" 细胞的凋亡) :2=/2=-家族引发的级联

反应是细胞凋亡过程的中心环节#在中枢神经系统

疾病的发病机制中起着重要作用#其激活途径主要

包括%'!(线粒体依赖途径%当凋亡起始信号作用于

线粒体后#引起线粒体释放 &?,&#&?,&通过触发

:2=/2=-级联引起继发性核酸内切酶活化来启动多

条凋亡信号转导途径#&?,&从线粒体释放引起线粒

体依赖的:2=/2=-引起的神经元凋亡过程激活#结合

并活化胞浆蛋白凋亡活化因子#导致:2=/2=-V$ 自身

剪切活化!!#"

) 在本研究中#:2=/2=-V$ 在不同浓度醋

酸铜诱导 R ' "#

!

;组就开始被激活# R[ ' 达到最

高峰#且表现出浓度梯度依赖#此结果提示过量铜可

通过线粒体途径介导体外培养皮层神经元的凋亡)

同时活化的:2=/2=-V$ 进一步激活其下游:2=/2=-VQ-

:2=/2=-V< 和 :2=/2=-VX) :2=/2=-VQ 是细胞凋亡的主

要效应子!!!"

#激活后作用于特异性的凋亡底物#导致

细胞凋亡) 在本研究建立的铜诱导模型中发现活化

的:2=/2=-VQ在醋酸铜诱导 "R ' "#

!

;组才开始升

高#R[ '达到最高点#而 [#

!

;组开始出现下降#这

可能与细胞的继发性坏死有关#同时证明了

:2=/2=-VQ 的活化有赖于:2=/2=-V$ 的激活#充当凋亡

的执行因子#:2=/2=-VQ 在被激活后#经过多种细胞

因子的相互作用#降解作用底物#激活脱氧核糖核酸

酶#裂解G7C#或者水解细胞骨架调节蛋白#使催化

结构和调节结构分离#从而丧失调节功能#细胞骨架

塌陷#导致细胞凋亡的发生) 研究表明#当铜结合于

凋亡抑制基因 mHC0'一种 :2=/2=-抑制剂(时#使得

mHC0发生可逆性构象改变#从而降低了铜结合到

:2=/2=-VQ 的水平#此结果在降低凋亡域值#使细胞

对凋亡更加敏感等方面有重要作用!!""

) '"(死亡受

体介导的信号传导途径%最具代表性的死亡受体是

&G$Y#是一种跨膜受体蛋白#通过与细胞内的接头

蛋白 C̀GG' 2̀=V2==+:(2,-1 1-2,' 1+.2()( 和 /3+V

:2=/2=-V[ 结合#最后共同形成死亡诱导信号复合物

'1-2,' ()1>:()A=(A)25()A:+./5-U#GHJ&(#GHJ&形成

后#可诱导 /3+:2=/2=-V[ 自身激活#活化的 :2=/2=-V[

则进一步激活下游的 :2=/2=-VQ

!!Q"

) 本研究中

:2=/2=-V[ 在醋酸铜诱导 R ' "#

!

;组开始被激活#

呈时间和浓度梯度依赖#R[ ' 到达最高点#其结果

提示在铜诱导神经元凋亡过程中活化的 :2=/2=-V[

和:2=/2=-V$ 被同时检测到#通过一系列的细胞因子

反应导致 :2=/2=-VQ 的激活#最后导致神经元的凋

亡) 因此#说明在铜诱导的皮层神经元凋亡中#通过

线粒体和死亡受体的 :2=/2=-级联反应都扮有重要

的作用) 但线粒体通路和死亡受体通路两者的优先

次序或者相互机制仍需要进一步研究)

gG的中枢神经系统损伤机制错综复杂#本研

究结果显示#过量铜可导致诱导体外培养的皮层神

经元发生凋亡$:2=/2=-VQ-:2=/2=-V[ 和 :2=/2=-V$ 蛋

白表达的改变则证实了 :2=/2=-级联反应在铜诱导

原代皮层神经元凋亡过程中起到了重要作用#但仍

尚不足以完全解释复杂的神经元凋亡过程#而如何

早期干预铜沉积#提高该病患者中枢神经系统抵御

氧化应激损伤能力#将可能成为预防和治疗肝豆状

核变性神经系统症状的一种有效途径#为疾病的防

治提供新思路)
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+)=-,+I/=?:'(2,3(:1(=+31-3=2)1 g(5=+)c=1(=-2=-!*"6M):-/'V

25-# "##X# QQ'<(%$"RV$Q"6

!""%G-=2(4# L25-3Jj69+5-+I:+//-3() '>.2) )->3+5+A(:251(=+3V

1-3=!*"6C.*&5() 7>,3# "##[# [['Q(%[YYJV[J6

!Q"%j3>,,-3;j6&2=/2=-=% O-?/52?-3=() /3+A32..-1 :-551-2,'!*"6

&>33E/() J,3>:,@(+5# "#### !#'<(%<R$V<YY6

!R"%万小华#罗小平6铜对大鼠肝细胞凋亡的影响以及姜黄素的保

护作用!*" 6中国当代儿科杂志#"##X#$'<(%Y<XVYX#6

!Y"%J2(,+B# EO2S-;# D+=+O2T2B# L>32=2O(;# D2,2C# M)1+̀ #

-,256H..>)+'(=,+:'-.(:251-,-3.()2,(+) +I,'-g(5=+) &+//-3V

,32)=/+3,()A0V,?/-CB02=-() ,'-S32() ,(==>-=+I,'-32,!*"6

7->3+=:(N-,,# !$$$# "<<'!(%!QV!<6

!<"%9-11?04# 92+L4# 7+3-)S-3A;G6B'-.(,+:'+)13(25/-3.-2S(5V

(,?,32)=(,(+)# 2)1 +U(12,(8-2)1 )(,3+=2,(8-=,3-==() ,'-.-:'2)(=.

+I:+//-3,+U(:(,?() :>5,>3-1 )->3+)=2)1 2=,3+:?,-=!*"6N2S H)V

8-=,# "##[# [['[(% [!<V[Q#6

!X"%J'-5()-&B# &'+(MD# L(.VD2) *J6&+I2:,+3=+I.(,+:'+)13(25

-)K?.-=2,,-)>2,-:+//-3V()1>:-1 1-2,' () 8(,8+2)1 8(3+!*"6C))

7->3+5# "##"# Y"'"(%!$YV"#R6

!["%B(II2)?V&2=,(A5(+)(M# j>-33(&# C=:')-3;# ;2,=>='(.2jL#

Ec:2552f'2) *0# J,3-(,g*69+5-=+IA5(2() 1-8-5+/.-),25)->3+V

,+U(:(,?% =-==(+)

/

=>..23?2)1 3-=-23:' )--1=!*"67->3+,+U(V

:+5+A?# "##!# ""'Y(% Y<XVYXQ6

!$"%L2T2O2.(;# H)2A2T29# D+=+O2T2B# J2(,+B# L>32=2O(;6

;-:'2)(=.+I2/+/,+=(=()1>:-1 S?:+//-3() 0&!" :-55=!*"6̀++1

&'-.B+U(:+5# "##[# R<'<(%"!YXV"!<R6

!!#" *(2)Am# g2)Am6&?,+:'3+.-:/3+.+,-=:2=/2=-V$ 2:,(82,(+) S?

()1>:()A)>:5-+,(1-S()1()A,+C/2IV!!*"6*@(+5&'-.# "####

"XY'R#(%Q!!$$VQ!"#Q6

!!!" J,-))(:O-D9# *>3f-)=.-(-3*;# J'() D# G-8-32>Ud# g+5I@@#

l2)Am# -,25603+V:2=/2=-VQ (=2.2e+3/'?=(+5+A(:,23A-,+I

:2=/2=-V[!*"6*@(+5&'-.# !$$[# "XQ'R"(%"X#[RV"X#$#6

!!"" ;>I,(C9# @>3=,-() M# &=+.+=9C# j32I0&# g(5O()=+) *&# G(:O

9G# -,256mHC0(=2:+//-3S()1()A/3+,-() 1-3-A>52,-1 () g(5V

=+)c=1(=-2=-2)1 +,'-3:+//-3,+U(:+=(=1(=+31-3=!*"6;+5&-55#

"##<# "!'<(%XXYVX[Y6

!!Q " ;(:'-2> E# B'+.-;# J:')-(1-30# D+55-37# B=:'+// *#

7(:'+5=+) Gg# -,256B'-5+)AI+3.+Ì NH0(=2) 2:,(82,+3+I

:2=/2=-V[ 2,,'-̀ 2=1-2,' ()1>:()A=(A)25()A:+./5-U!*"6*@(+5

&'-.# "##"# "XX'RX(%RY!<"VRY!X!6

'本文编辑%王庆红(

&消息&

>?A? 年湘雅儿科国际论坛征文通知

中南大学湘雅医院-湘雅二医院-湘雅三医院及中国当代儿科杂志社将于 "#!# 年 R 月 !< a![ 日在湖南长沙联合

举办."#!# 年湘雅儿科国际论坛/) 本次论坛将邀请国际知名大学专家及国内各专业知名教授 !# 余名#围绕目前儿科

专业研究进展及热点问题进行专题讨论) 本次论坛为与会者提供一个相互学习切磋的平台#是一次极好的同行专家

交流的机会#特向全国征文) 热忱欢迎全国同仁积极投稿) 适宜刊登的稿件优先在中国当代儿科杂志上发表) 现将

征文的有关注意事项通知如下%

征文内容%包括儿科各个专业临床与基础方面的最新研究成果-研究动向$新技术-新进展以及临床治疗方面的经

验与改进)

征文要求%文章要求为未公开发表过的学术论文$内容具有科学性-先进性#数据准确无误$来稿须有 [## 字以内

的摘要'包括目的-方法-结果-结论(#以g+31格式保存$稿件上务必注明作者姓名-单位-地址-邮编-电话和传真)

投稿方式%请将稿件以M.2(5形式发送到U>-='2(:'2P!<Q6:+.#邮件主题写."#!# 湘雅儿科国际论坛征文/)

截稿日期%"#!# 年 Q 月 Q! 日)

联系人%中南大学湘雅医院儿科教研室及研究室%李清香老师

手机%!Q$XY[[Q!<Y$ 电话%#XQ!V[RQ"X"#[$ 传真%#XQ!V[RQ"X$"")

&""$&




