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无镁对体外原代培养胎鼠皮层
神经元糖皮质激素受体表达的影响
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!中南大学湘雅二医院儿科"湖南 长沙%<!$$!!$

%%!摘%要"%目的%研究无镁诱导惊厥后发育中皮层神经元表达糖皮质激素受体(M5HQ+Q+3,(Q+(1 3-Q-/,+3$ ]C)

的影响% 方法%以原代培养的胎鼠大脑皮层神经元无镁诱导的反复惊厥样放电为模型$根据对培养 = 1皮层神经

元的不同处理分为正常细胞外液组和无镁细胞外液组% 神经元在上述 " 种液体中孵育 # '$然后恢复正常 >8\8

培养液继续培养$在无镁损害后 ! 1'@ 1及 !" 1时应用免疫细胞化学技术及实时定量0&C测定发育中大鼠皮层神

经元无镁细胞外液处理后]C表达的变化% 结果%应用免疫细胞化学方法发现无镁损伤后 !" 1惊厥组]C蛋白表

达较对照组显著下降(Ee$6$!)#实时定量0&C发现无镁损伤后 ! 1'@ 1惊厥组]C.C7D表达较对照组显著增高

(Ee$6$B)% 结论% 无镁细胞外液处理可以诱导发育中大鼠皮层神经元]C表达的改变%

!中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&!## &!#'"

!关%键%词"%糖皮质激素受体#神经元#镁#胎鼠

!中图分类号"%C:##%%!文献标识码"%D%%!文章编号"%!$$; :;;#$("$!$)$# :$"!! :$<
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O1R/-$ %,0&$ G#$!R&/*'(3)$ 0,I)/*$ 0,7)*+'2/*+$ (#19)*+'#*893@/=AB3*A-KE3<)/A=)D?$ 43D-*< 7)/*+C/ .-?'

@)A/:$ ;3*A=/:4-&A6 "*)L3=?)AC$ ;6/*+?6/ <!$$!!$ ;6)*/ (5B/):* U-):CEC3/68*3A)

%%?=2-,1:-* @=A.:-);.%F+I,H1N,'-Q'2)M-I+PM5HQ+Q+3,(Q+(1 3-Q-/,+3(]C) -S/3-II(+) () -.J3N+)(Q32,Q+3,(Q25

)-H3+)I-S/+I-1 ,+,32)I(-),8M

" k

VP3--,3-2,.-),6B.-7+62%?(S12NI2P,-332,Q+3,(Q25)-H3+)25QH5,H3-I$ ,K+M3+H/IK-3-

Q3-2,-1 J2I-1 +) ,'-.-1(H.,+K'(Q' K-3-,32)I(-),5N-S/+I-16F'-Q+),3+5M3+H/ K2I-S/+I-1 ,+2/'NI(+5+M(Q25I+5H,(+)

(0?)$ 2)1 ,'-8M

" k

VP3--M3+H/ K2I-S/+I-1 ,+,'-I2.-.-1(H. 2I,'-Q+),3+5M3+H/ -SQ-/,P+3,'-3-.+O25+P

.2M)-I(H.6F'--S/3-II(+) +P]C.C7D2)1 /3+,-() K2I1-,-3.()-1 JN3-25V,(.-0&C2)1 (..H)+QN,+Q'-.(I,3NI,2()()M

!$ @ 2)1 !" 12NI2P,-3,32)I(-),8M

" k

VP3--,3-2,.-),6C.250-2%&+./23-1 ,+,'-Q+),3+5M3+H/$ ,'-8M

" k

VP3--M3+H/

1(I/52N-1 ,'-I(M)(P(Q2),5N5-II2QQH.H52,-1 +/,(Q251-)I(,N(DU>) +P]C(..H)+3-2Q,(O(,N!" 12NI2P,-3,32)I(-),8M

" k

V

P3--,3-2,.-),(Ee$6$B)6U) ,'-Q+),323N$ ]C.C7D-S/3-II(+) ()Q3-2I-1 I(M)(P(Q2),5N! 2)1 @ 12NI2P,-3,32)I(-),

8M

" k

VP3--,3-2,.-),() ,'-8M

" k

VP3--M3+H/ (Ee$6$B)6D+/:052)+/2%]C-S/3-II(+) (I.+1(P(-1 P+55+K()M8MVP3--V

()1HQ-1 ()iH3N() QH5,H3-1 1-O-5+/()M)-H3+)I() 32,I6 !D7)/E D+/-.4*F.6)1-,$ !"#"$ #! ($)*!## &!#'"

%%G.> <+,62*%]5HQ+Q+3,(Q+(1 3-Q-/,+3# 7-H3+)# 82M)-I(H.# R-,2532,I

%%普遍认为引起发育中脑损伤的机制除兴奋毒性

机制'氧自由基损伤等以外$炎症损伤占有重要地

位!!V#"

% 糖皮质激素(M5HQ+Q+3,(Q+(1$ ]&)作为强有

力的抗炎物质$能有效地抑制致炎症信号和相关基

因表达% 但在脑发育期不恰当应用]&可能严重影

响脑的发育!<"

% 是否在发育期应用 ]&治疗疾病颇

多争议% 在脑内$ ]&是通过盐皮质激素受体

(.()-3+Q+3,(Q+(1 3-Q-/,+3$ 8C)和糖皮质激素受体

(M5HQ+Q+3,(Q+(1 3-Q-/,+3$ ]C)发挥作用的$如果相关

受体在脑内表达发生改变将影响 ]&对脑的作用$

而且]C与脑发育密切相关% 发育中神经细胞损伤

后这些受体会发生何种变化尚不完全清楚% 8M

" k

在神经系统正常脑功能的维持中起着重要的作用$

低浓度的8M

" k可使神经细胞产生惊厥样放电$导致

细胞损伤!BV="

% 这在既往对体外培养的胎鼠大脑皮

层神经元经短暂无镁细胞外液处理后可诱导自发反

复的惊厥样放电已经得到了证实!B$@"

% 本研究以原

代培养的大鼠大脑皮层神经元无镁诱导的反复惊厥

&!!"&
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样放电为模型$研究发育中大鼠皮层神经元无镁细

胞外液处理后不同时间]C表达的变化规律$以期从

]C角度为发育中脑损伤治疗中如何应用]&提供线

索%

#H材料与方法

#6#H实验材料及试剂

>8\8培养基'F3(d+5试剂'?jXC]3--) 0&C试

剂盒均购自Y)O(,3+M-)公司#胎牛血清(RX?)购自四

季青生物公司#8V8L4逆转录酶'F2G >7D聚合酶

购自R-3.-),2I公司$随机引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成#兔抗大鼠 ]C多克隆抗体

购自 ?2),2&3Hd公司$DX&法免疫组织化学试剂盒

购自北京中杉金桥生物技术有限公司% 实验中其他

试剂均系进口或国产分析纯% 正常细胞外液组成

(..+L[L)*72&5!<B' &̀5"6B'_\0\? !$'8M&5

"

!'

&2&5

"

"'葡萄糖 !$'甘氨酸 $6$!$/_@6#% 无镁细胞

外液不含8M&5

"

%

#X!H[)2-1,胎鼠大脑皮层神经元体外培养

培养器皿预先用 !$c多聚赖氨酸处理$自然晾

干备用% 取妊娠 != W!@ 1的g(I,23大鼠$无菌分离

胎鼠大脑皮层$$6"Bc胰蛋白酶消化$制备细胞悬

液$用含 !$c RX?的>8\8稀释$以 ! p!$

B

[Q.

" 细

胞密度接种于培养器皿中$置于 ;c &U

"

孵育箱于

#@b孵育% 体外培养 <; ' 后用含 !$c RX? 的

>8\8换液$第 B 天加 !$

!

.+5[L阿糖胞苷$抑制胶

质细胞的生长$ "< ' 后换出$继续于 !$c RX?

>8\8中培养$每 # W< 1半量换液 ! 次!;"

%

#6$H实验分组

实验组于体外第 = 天给予无镁细胞外液!;"孵育

# '$之后换为正常培养基(!$c RX? >8\8)继续培

养$于无镁处理后 ! 1'@ 1'!" 1 进行观察% 对照组

用正常细胞外液代替无镁细胞外液%

#X'HBVV代谢率测定

分别于无糖处理后 ! 1'@ 1'!" 1时$向 "< 孔板

的每孔中加入8FF(终浓度为 $6B M[L)$培养 < '后

吸出培养液$每孔加 ! .L二甲基亚枫$使结晶充分

溶解$分光光度仪上读取波长 B@$ ).的D值%

#6MH用锥虫蓝染色测定培养神经元存活率

终止培养时$取种植有皮层神经元盖玻片$细胞

用0X?洗 ! 次$$6<c锥虫蓝染色 B .()$<c多聚甲

醛固定 !B .()$光镜下记数 B$$ 个细胞$锥虫蓝着色

者为死细胞$细胞存活率以活细胞数[细胞总数 p

!$$c表示%

#X%H总CY?提取和逆转录反应

收集各组细胞$用F3(d+5试剂提取总C7D$紫外

分光光度仪测定总 C7D浓度和纯度$ U>"=$[

U>";$ 比值均在 !6; W"6$ 之间% 取总 C7D"

!

M$

随机引物 "

!

L$@$b变性 B .()#一次加入 B p反转

录缓冲液 B

!

L$$6" ..+L[L17F0B

!

L$8V8L4逆

转录酶 "$$ H$总反应体积 "B

!

L$在 #@b反应 ! '

后$@Bb加热 !B .()以终止反应$ :"$b保存备用%

表 #HRC和
!

P1:-)/引物序列

基因 基因序列
温度

(b)

扩增片断

长度(J/)

]C 上游*B ]̂F&&DF]]]]&F]FDFDF]]#^ B=6$ !;<

下游*B F̂]&D]D&]FF]DD&F&FF]]#^

%

V2Q,() 上游*B V̂]D]]]DDDF&]F]&]F]D&V#^ B<6@ <<B

下游*B V̂&F]]DD]]F]]D&D]F]D]V#^

#XJH荧光定量FDC

使用 ?jXC]3--) 0&C试剂盒$0&C反应体系

的组成为 " plH2),(F-Q,?jXC]3--) 0&C82I,-3

8(S!$

!

L'引物 "

!

L'去离子水 #

!

L和 Q>7D

B

!

L$总体积 "$

!

L$引物序列见表 !% 应用 ]-)-

D./ B@$$ 型实时荧光定量0&C仪(0\D//5(-1 X(+)

进行实时定量0&C分析% 循环参数为*9Bb预变性

!B .()$变性 9<b !B I$退火 B=b #$ I$延伸 @"b

"$ I$<$ 个循环$充分延伸 @"b B .()% 每次反应时

标准品'待测样本及阴性对照均做双管同时进行$并

作溶解曲线以检测非特异扩增%

%

V2Q,()和]C在每

次0&C扩增后均做标准曲线$待测样本的
%

V2Q,()

和]C的相对浓度由标准曲线得出$双管平均 ]C

和平均
%

V2Q,() 的比值代表待测样本的相对表达%

其中
%

V2Q,()作为+看家基因,监控总 C7D使用量$

以消除不同样本间的加样误差% 每组 # 份标本$每

份标本扩增 # 次$取平均值%

#XNHRC免疫组织化学染色和半定量检测分析

取种植有皮层神经元盖玻片$用 #c过氧化氢

灭活内源性过氧化物酶$正常山羊血清封闭 ! '$滴

加兔抗大鼠]C的多克隆抗体(!r"$$)$< b孵育过

夜$按照DX&法免疫组织化学试剂盒说明书进行免

疫细胞化学染色% 以 <$$ 倍选取细胞分布均匀的视

野$应用Y.2M()-V03+B6$ 图像处理软件$计算累积光

密度值(DU>)$代表]C蛋白表达水平%

#XWH统计学处理

用 ?0?? !#6$ 软件分析$两组间差异显著性比

较用A检验$# 组间差异显著性比较用方差分析$率

比较用 3̀HIT25g255(I检验$Ee$6$B 为差异有统计

学意义%

&"!"&
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!H结果

!X#H无镁对体外培养皮层神经元 BVV代谢率的

影响

无镁处理后 ! 1'@ 1和 !" 1$两组之间体外培养

皮层神经元8FF代谢率差异无统计学意义#同时$

两组中各时间点间8FF代谢率差异无统计学意义%

!6!H无镁对体外培养皮层神经元存活率的影响

无镁处理后 ! 1'@ 1和 !" 1$两组之间锥虫蓝染

色细胞阳性率差异无统计学意义#同时$两组各时间

点之间差异亦无统计学意义%

!X$H无镁对体外培养皮层神经元中 RC4CY?表

达的影响

CFV0&C显示在无镁惊厥后第 @ 天 ]C.C7D

表达最强% 无镁处理后 ! 1 和 @ 1 时$无镁组 ]C

.C7D表达较对照组显著增加$差异有统计学意

义$第 !" 天时与对照组比较差异无统计学意义%

见图 !%
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%%图 #H两组 RC4CY?表达的比较H

2*与对照组比较$

Ee$6$B#J*与对照组比较$Ee$6$!%

!X'H无镁对体外培养皮层神经元中 RC蛋白表达

影响

应用免疫细胞化学方法发现无镁处理后 ! 1'

@ 1时$无镁组]CDU>与对照组比较$差异无统计

学意义$处理后 !" 1 时较对照组显著降低$差异有

统计学意义% 处理后 !" 1与 ! 1和 @ 1相比$对照组

]CDU>显著增高$差异有统计学意义#无镁组 ]C

DU>在各时间点差异无统计学意义(2Z$6#$=$

Eo$6$B)%见图 "'图 #%
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%%图 !H两组RC免疫化学累计光密度的比较H

2*与对照

组比较$Ee$6$!#J*与本组 ! 1'@ 1比较$Ee$6$B%

%%图 $H无镁处理后 #! 6时体外培养神经元RC蛋白表

达
(>DX染色$ p!$$)%无镁组阳性细胞数及染色强度较对照组明

显减少% 箭头示阳性细胞%

$H讨论

在脑内$]C作为下丘脑V垂体V肾上腺 ( 'N/+V

,'252.HIV/(,H(,23NV213-)25$ _0D)轴的组成部分$一

方面参与 ]&反馈调节 _0D轴$另一方面 ]C属于

核转录因子$调节包括能量代谢'蛋白合成'信号传

导在内的重要的细胞生命过程$影响许多重要机体

功能$包括神经系统发育'记忆的形成'情感等!9V!!"

%

]C广泛分布于大脑各区$包括海马'下丘脑'神经

胶质细胞'垂体细胞!!"V!#"

% 脑内 ]C表达与脑发育

密切相关$在脑发育早期$ 脑内 ]C表达呈现时相

性和区域性% 生后第 ! 周末大鼠脑内]C的表达仅

为成年时的 #$c$在生后 ! 个月才达到成年水平$

与此相一致$此时 _0D轴的功能并不完善$机体对

应激反应的能力也相对不足!!<"

% 本研究显示 ]C

在体外培养的生后早期大脑皮层神经元即有表达$

随着培养时间的延长$]C的表达逐渐增加$提示

]C的表达在发育期神经细胞呈现一定的规律性变

化$]C作为重要的核转录因子将调节神经细胞内

相关靶基因表达$参与到早期的脑发育过程% 而在

体外培养环境下$神经元并未受到_0D轴中相关激

素的影响$因此 ]C的这种变化可能独立于 _0D

轴$与早期的神经细胞发育过程密切相关%

除了发育因素外$应激是影响神经细胞 ]C表

&#!"&
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达的一个重要因素$不同的应激事件对 ]C表达的

影响有所差异% 给予大鼠单一急性应激 #$ ' 后$大

鼠皮质的]C.C7D表达明显增高!!B"

$相反遭受反

复应激的大鼠$其血浆皮质酮水平升高$纹状体'皮

质区的]C表达逐渐减少$直接导致神经细胞树突

数目'轴突和突触减少$使神经元遭到破坏!!="

% 发

育期所遭受的应激使脑的结构和功能发生变化$并

且这种变化可延续到成年期$会给脑带来更为深远

的影响% YIM+3等!!@"将 "; 1 大鼠置于应激环境中 <

周后$大脑皮质 ]C基因表达持续下调% 现已证明

无镁处理后体外培养神经元持续惊厥样放电$本实

验发现与对照组比较$无镁处理后神经元中 ]C

.C7D和蛋白的表达均发生改变$而此时通过锥虫

蓝染色和8FF代谢率测定未发现存活细胞数目发

生改变$提示神经元发生惊厥放电后$虽然对其存活

未造成损害$但持续惊厥将直接干扰皮层神经元的

]C表达变化的规律$这将影响到靶基因的表达$从

而干扰神经细胞的正常发育过程$而且这种变化也

是独立于_0D轴%

电生理研究显示生理情况下$]C通过电压依

赖性钙通道增强钙内流$促进突触电位形成$ 同时

]&与 ]C结合$则损害海马 &D区的长时程增强

(LF0)而诱导长时程抑制(LF>)$即降低了神经元

的兴奋性!!;"

% 当细胞暴露在如缺血等强烈的去极

化情况时$]C活化后钙内流增强可能变成一种危

险因素$损害细胞的功能$严重者导致细胞死亡% 本

研究显示]C蛋白在惊厥后表达下调$可能为细胞

一种自我保护机制$避免因反复惊厥所致应激引起

]C过度激活导致细胞死亡% 因此$惊厥后]C可能

参与到了急性期发育中脑损伤的过程% 此时是否再

予以外源性 ]&治疗$治疗后能否起到预想的治疗

作用$需要进一步探讨%

本研究显示在无镁处理后 ! 1和 @ 1时$无镁组

]C.C7D表达较对照组显著增加$而在 !" 1 时已

恢复正常$但]C蛋白的变化晚于 .C7D$而且二者

的变化截然相反$提示无镁诱导惊厥后对 ]C基因

转录和翻译过程均产生影响$作为一种应激因素惊

厥放电最初使]C基因转录增加$以应对损害过程%

但在翻译过程中$或者因 .C7D破坏增多$或者因

翻译过程受抑$最终导致]C蛋白表达降低$这其作

用途径尚需进一步研究%
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