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皮质酮对体外培养发育中胎鼠脑皮层神经元
迁移蛋白 LIS1 表达的影响

罗森林　薄涛　刘通　熊佳佳　里健

（中南大学湘雅二医院儿童医学中心，湖南 长沙　410011）

［摘要］　目的　研究皮质酮对发育中胎鼠脑皮层神经元迁移蛋白 Lissencephaly 1（LIS1）表达的影响。

方法　体外原代培养 Wistar 胎鼠脑皮层神经元并分为对照组、低浓度干预组和高浓度干预组，各组给予含有不

同浓度皮质酮（对照组：0 μmol/L，低浓度干预组：0.1 μmol/L，高浓度干预组：1.0 μmol/L）的培养基干预，分

别于干预后 1、4、7 d 收集细胞，采用 Werstern blot 法及免疫细胞化学染色法观察神经元 LIS1 蛋白表达的变化。

结果　Western blot 结果显示干预后 7 d，低浓度干预组及高浓度干预组胎鼠脑皮层神经元胞浆及胞核内 LIS1 表

达均明显低于对照组（P<0.05），且高浓度干预组胞浆内 LIS1 表达明显低于低浓度干预组（P<0.05）。免疫细

胞化学染色法结果显示皮质酮干预后 1、4、7 d，高浓度干预组 LIS1 平均光密度值明显低于对照组及低浓度干

预组（P<0.05），且干预后 7 d，低浓度干预组 LIS1 平均光密度值明显低于对照组（P<0.05）。结论　皮质酮

可下调体外培养发育中胎鼠脑皮层神经元迁移蛋白 LIS1 的表达水平，且与皮质酮浓度高低、作用时间长短相关。

［中国当代儿科杂志，2017，19（9）：1008-1013］
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Effect of corticosterone on lissencephaly 1 expression in developing cerebral cortical 
neurons of fetal rats cultured in vitro

LUO Sen-Lin, BO Tao, LIU Tong, XIONG Jia-Jia, LI Jian. Children's Medical Center, Second Xiangya Hospital, Central 
South University, Changsha 410011, China (Li J, Email: juli0802@sina.com)

Abstract: Objective    To investigate the effect of corticosterone on the expression of the neuronal migration 
protein lissencephaly 1 (LIS1) in developing cerebral cortical neurons of fetal rats. Methods    The primary cultured 
cerebral cortical neurons of fetal Wistar rats were divided into control group, low-dose group, and high-dose group. The 
neurons were exposed to the medium containing different concentrations of corticosterone (0 μmol/L for the control 
group, 0.1 μmol/L for the low-dose group, and 1.0 μmol/L for the high-dose group). The neurons were collected at 1, 
4, and 7 days after intervention. Western blot and immunocytochemical staining were used to observe the change in 
LIS1 expression in neurons. Results    Western blot showed that at 7 days after intervention, the low- and high-dose 
groups had significantly higher expression of LIS1 in the cytoplasm and nucleus of cerebral cortical neurons than the 
control group (P<0.05), and the high-dose group had significantly lower expression of LIS1 in the cytoplasm of cerebral 
cortical neurons than the low-dose group (P<0.05). Immunocytochemical staining showed that at 1, 4, and 7 days after 
corticosterone intervention, the high-dose group had a significantly lower mean optical density of LIS1 than the control 
group and the low-dose group (P<0.05). At 7 days after intervention, the low-dose group had a significantly lower mean 
optical density of LIS1 than the control group (P<0.05). Conclusions    Corticosterone downregulates the expression of 
the neuronal migration protein LIS1 in developing cerebral cortical neurons of fetal rats cultured in vitro, and such effect 
depends on the concentration of corticosterone and duration of corticosterone intervention.

[Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(9): 1008-1013]
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以地塞米松（dexamethasone, DEX）为代表的

糖皮质激素（glucocorticoids, GCs）现广泛应用于

妊娠 34 周前有早产危险的孕妇，以降低早产儿发

生新生儿呼吸窘迫综合征的危险，同时 GCs 能有

效减轻新生儿对氧的依赖，加快撤离呼吸机及缩

短用氧时间 [1-4]。然而有文献报道在围产期曾接受

GCs 治疗的儿童发生脑室周围白质软化、行为异

常危险性明显增高，青春期运动和认知水平均落

后 [4-6]。鉴于围产期应用 GCs 对发育中脑存在潜在

的长期不良影响，研究 GCs 对发育中脑的影响机

制对合理应用 GCs 有重要意义。

神经元迁移是脑发育的重要阶段，而围产期

是神经元迁移的关键时期，如果 GCs 干扰到该过

程，将可能影响到脑发育及功能 [7]。神经元迁移

过程由复杂的分子网络所控制，在该网络中，神

经元迁移蛋白 Lissencephaly 1（LIS1）构成以其为

核心的一个信号通路系统，参与脑发育。LIS1 与

doublecortin（DCX）和 tubulin 共同调控微管的组

织和转运 [8]。LIS1 通过与磷酸化 Nuclear distribution 

factor E-homolog like1 蛋白结合，与胞浆中微管运

动蛋白 dynein 和 dynactin 形成复合物，连接细胞骨

架蛋白到放射性胶质细胞（RGCs）的细胞外基质，

稳定 RGCs 之间细胞连接，维持放射性形态，控制

细胞胞体转位、移行 [9-10]。LIS1 与磷酸化 DCX 结合，

调节神经突起的延伸及神经元迁移，维持神经元

移行过程的双极形态 [11]。LIS1 信号通路又与细胞

存活、分裂、增殖及分化过程密切相关 [12-14]。LIS1

信号通路的关键基因发生突变或缺失将导致严重

神经系统异常 [15-23]。本研究拟通过对体外培养胎鼠

皮层神经元细胞，应用皮质酮干预后研究神经元

迁移蛋白 LIS1 表达的变化，以期揭示 GCs 对发育

中神经细胞迁移可能的影响，从而进一步阐明 GCs

在发育中脑损伤过程中的作用机制。

1　材料与方法

1.1　大脑皮层神经元原代培养

取妊娠 16~17 d 的 Wistar 大鼠（购自湖南斯

莱克景达实验动物有限公司），无菌条件下剥离

胎鼠脑组织，分离出大脑皮层，解剖显微镜下去

除脑膜。胰蛋白酶消化后的组织置于含 10% 胎牛

血清（FBS，杭州天杭生物科技股份有限公司）的

DMEM 中，制备细胞悬液，以 5×105/mL 细胞悬液

接种至铺有多聚赖氨酸的培养瓶或培养皿中，置

于 5%CO2 孵箱（湿度为 100%），于 37℃孵育。

体外培养 24~48 h 后用 10% FBS-DMEM 全量换液，

第 5 天使用含有 10-5 mol/L 阿糖胞苷的培养液培养，

抑制胶质细胞生长，作用 24 h 后全量换出，继续

10% FBS-DMEM 培 养， 每 3~4 d 半 量 换 液 1 次，

体外培养 7~9 d 后进行不同干预。

1.2　实验分组

依据皮质酮（美国 Sigma 公司）终浓度分设

对照组、低浓度干预组与高浓度干预组，即对应

皮质酮终浓度分别为 0、0.1、1.0 μmol/L。干预组

使用含有不同浓度皮质酮的 10% FBS-DMEM 培

养 7 d，之后全量换液为不含皮质酮的 10% FBS-
DMEM 培养。分别于干预结束后 1、4、7 d 收集细胞。

1.3　MTT 法测定代谢率

依据 1.1 所述方法于 96 孔板中行胎鼠大脑

皮层神经元原代培养，按不同的分组进行相应

干预，对照组及各干预组干预后各时间点分别培

养 10 孔原代细胞，干预结束后 1、4、7 d 移去培

养液，用无菌 PBS 洗涤 2 次后，每孔内加入终浓

度为 0.5 g/L MTT（北京索莱宝科技有限公司）的

DMEM 100 μL 继续培养 4 h，吸出培养液，每孔加

入 150 μL DMSO，置摇床上低速振荡 10 min，使结

晶物质充分溶解。酶标仪测定在 490 nm 处检测吸

光度值（OD 值）。

1.4　Western blot 法检测 LIS1 蛋白的表达

依 据 1.1 所 述 方 法 于 培 养 瓶 中 行 胎 鼠 大 脑

皮层神经元原代培养，按不同的分组进行相应

干预，对照组及各干预组干预后各时间点分别

培养 7 瓶原代神经元细胞，干预结束后 1、4、

7 d 移 除 培 养 液， 用 预 冷 的 PBS 冲 洗 3 次。 加

入 溶 解 缓 冲 液 A1 [10 mmol/L Hepes（pH7.9），

1.5 mmol/L MgCl2，10 mmol/L KCl，0.5 mmol/L DTT，

0.2 mmol/L PMSF，0.06%NP-40]，用细胞刮匙刮取

细胞，收集于离心管中。冰上静置 10 min，后 4℃

7 000 r/min 离 心 10 min。 收 集 上 清 液 为 胞 浆 蛋

白 溶 液，-20 ℃ 保 存 备 用。 在 沉 淀 中 加 入 50 μL

溶 解 缓 冲 液 A2 [20 mmol/L Hepes（pH7.9），20%

甘油，420 mmol/L NaCl，1.5 mmol/L MgCl2，0.5 mmol/L

EDTA，1 mmol/L PMSF]，冰上静置 20 min，13 300 r/min

离心 20 min。收集含胞核蛋白上清液，-20℃保存
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备用。应用微量板全波段酶标仪采用紫外吸收法

测定蛋白浓度。蛋白标本加入 1/4 体积的 5× 加样

缓 冲 液 [0.25 mol/L Tris-HCl（pH 6.8），10% 十 二

烷基磺酸钠（SDS），0.005% 溴酚蓝，50% 甘油，5%β-
巯基乙醇 ]，采用 10%SDS- 聚丙烯凝胶电泳分离，

每条泳道按 20 μg/20 μL 上样，其中旁边两孔加

入蛋白 marker 标记。电泳结束后用半干法转蛋白

至 PVDF 膜，于 5% 脱脂奶中封闭 1 h。加一抗溶

液 [ 小鼠抗大鼠 LIS1 单克隆抗体（英国 Abcam 公

司）1 : 500，内参为兔抗大鼠 GAPDH 多克隆抗体

（美国 Protein Tech 公司）1 : 1 000] 4℃孵育过夜，

用 TTBS 液洗膜后，加入辣根过氧化物酶标记的相

应二抗（1 : 1 000 山羊抗小鼠 IgG，1 : 1 000 山羊抗

兔 IgG，均购自美国 Protein Tech 公司）室温孵育

2 h，TTBS 充分洗膜后，暗室中曝光 X 光片。采用

数字凝胶成像分析系统进行扫描，使用 Image J 系

统分析条带灰度值，将目的蛋白灰度值与 GAPDH

蛋白灰度值的比值作为目的蛋白相对表达量。

1.5　免疫细胞化学方法检测 LIS1 蛋白的表达

依前述方法行神经元培养及干预，在不同时

间点制备神经元原代细胞爬片，各组不同时间点

分别制备 10 张爬片，冰丙酮固定，0.5%Triton X-100

孵 育 20 min，3%H2O2 孵 育 15 min。 小 鼠 抗 大 鼠

LIS1 单克隆抗体（1 : 500）4℃孵育过夜。辣根过

氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG 抗体（1 : 1 000）室

温孵育 30 min。DAB 显色法显色后树胶封片。在

×400 镜下取细胞分布均匀的视野进行观察。对所

选区域运用 Image-Pro Plus 6.0 图像分析软件测定

阳性反应细胞平均光密度值（average optical density 

value, AOD），代表目的蛋白表达水平。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 18.0 统计软件对数据进行统计学比

较分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

多组间均数比较采用单因素方差分析，组间两两比

较采用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　皮质酮对体外培养胎鼠脑皮层神经元 MTT

代谢率的影响

皮质酮干预后 1、4、7 d，两干预组与对照组

之间体外培养胎鼠脑皮层神经元 MTT 代谢率比较

差异无统计学意义（P>0.05），同时每组各时间点

间 MTT 代谢率比较差异无统计学意义（P>0.05），

见表 1。

表 1　皮质酮干预后胎鼠脑皮层神经元 MTT 代谢率的变化　（x±s，n=10）

组别 干预后 1 d 干预后 4 d 干预后 7 d F 值 P 值

对照组 0.41±0.11 0.33±0.13 0.35±0.17 0.897 0.420

低浓度干预组 0.44±0.14 0.37±0.10 0.34±0.18 1.192 0.319

高浓度干预组 0.44±0.16 0.33±0.12 0.33±0.13 2.458 0.105

F 值 0.183 0.330 0.063

P 值 0.834 0.722 0.940

2.2　皮质酮干预对体外培养胎鼠脑皮层神经元

LIS1 表达的影响

Western blot 结果显示干预后 1 d 及 4 d，各组

胎鼠脑皮层神经元胞浆及胞核 LIS1 表达差异均无

统计学意义（P>0.05）；而干预后 7 d，低浓度干

预组、高浓度干预组胎鼠脑皮层神经元胞浆及胞

核 LIS1 表达均明显低于相应对照组（P<0.05），

且在高浓度干预组胞浆中 LIS1 明显低于低浓度干

预组（P<0.05）；各时间点低浓度干预组间胞浆及

胞核内 LIS1 表达比较差异无统计学意义（P>0.05），

干预后 7 d 时，高浓度干预组胞浆及胞核内 LIS1

表达明显低于干预后 1 d 及 4 d（P<0.05）。见图

1~2。

免疫细胞化学染色显示干预后 1、4、7 d，高

浓度干预组胎鼠脑皮层神经元 LIS1 AOD 值明显低

于同时间点对照组及低浓度干预组（P<0.05）；且

干预后 7 d，低浓度干预组胎鼠脑皮层神经元 LIS1 

AOD 值明显低于同时间点对照组（P<0.05）；干

预后 7 d，低浓度干预组胎鼠脑皮层神经元 LIS1 

AOD 值明显低于干预后 1 d 及 4 d（P<0.05），高

浓度干预组胎鼠脑皮层神经元 LIS1 AOD 值亦明显

低于干预后 1 d 及 4 d（P<0.05）。见图 3，表 2。
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图 3　皮质酮干预后 1、4、7 d 各组胎鼠脑皮层神经元 LIS1 表达改变（DAB 染色，×200）　　干预后 1、4、

7 d，高浓度干预组阳性细胞的强度低于相应对照组及低浓度干预组；干预后 7 d，低浓度干预组阳性细胞的强度低于相应对

照组；干预后 7 d，低浓度干预组及高浓度干预组阳性细胞的强度低于干预后 1 d 及 4 d；染色成棕黄色的细胞为阳性细胞。

图 1　Western blot 检测皮质酮对胎鼠脑皮层神经元胞

浆内 LIS1 蛋白变化的影响　　上图为电泳条带图，1：对照组；

2：低浓度干预组；3：高浓度干预组。下图为统计图（n=7） a 示

与同时间点对照组比较，P<0.05；b 示与同时间点低浓度干预组比

较，P<0.05；c 示与同组干预后 1 d、4 d 比较，P<0.05。

图 2　Western blot 检测皮质酮对胎鼠脑皮层神经元胞

核内 LIS1 蛋白变化的影响　　上图为电泳条带图，1：对照组；

2：低浓度干预组；3：高浓度干预组。下图为统计图（n=7） 

a 示与同时间点对照组比较，P<0.05；b 示与同组干预后 1 d、4 d

比较，P<0.05。

表 2　皮质酮干预后各组胎鼠脑皮层神经元 LIS1 免疫细胞化学 AOD 值比较　（x±s，n=10）

组别 干预后 1 d 干预后 4 d 干预后 7 d F 值 P 值

对照组 0.174±0.084 0.169±0.070 0.161±0.058 0.093 0.911

低浓度干预组 0.190±0.071 0.159±0.039 0.088±0.034a,c 10.608 <0.001

高浓度干预组 0.095±0.050a,b 0.107±0.035a,b 0.051±0.022a,b,c 6.216 0.006

F 值 5.425 4.377 18.748

P 值 0.010 0.023 <0.001

注：a 示与同时间点对照组比较，P<0.05；b 示与同时间点低浓度干预组比较，P<0.05；c 示与同组干预后 1 d、4 d 比较，P<0.05。

1 d                 4 d                  7 d1 d                 4 d                  7 d

1    2     3       1      2     3     1     2     31    2     3       1      2     3     1     2     3
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3　讨论

GC 在体内的水平增高将对脑发育产生长远的

影响。新生动物与母亲长期隔离导致慢性内源性

GC 增高，到成年期则出现行为异常 [24]。而大鼠妊

娠期给予 DEX 后，胎鼠脑内神经干细胞分裂停滞

于 G1 期，向神经元定向分化受到干扰 [25-26]；新生

大鼠应用 DEX 后，海马区及大脑皮层神经元细胞

增殖减少，海马和胼胝体区星形胶质细胞的数目

明显减少 [27-32]。有研究显示如果 GC 长期高于生理

水平，将诱导氧自由基产生，加重兴奋毒性神经

损害，抑制神经元对糖的代谢 [33-34]，造成神经细

胞损害。本实验中使用不同浓度皮质酮干预体外

培养胎鼠脑皮层神经元，各时间点皮质酮干预组

MTT 代谢率比较差异无统计学意义，提示在一定

浓度范围内，皮质酮对发育中胎鼠脑皮层神经元

的线粒体能量代谢未造成显著影响，不支持 GC 通

过影响神经元的能量代谢而影响发育中神经元。

Lis1 作为第一种被克隆出的与神经元移行相

关的基因，其蛋白产物 LIS1 构成以其为核心的一

个信号通路系统，参与神经元迁移 [8-11]，又与细胞

存活、增殖及分化密切相关 [12-14]。Lis1 基因正常表

达是脑发育所必需的 [35-37]，该基因异常将导致包

括平滑脑在内的严重神经系统畸形 [15-23]。本研究

显示 LIS1 蛋白作为重要的细胞骨架蛋白，在体外

培养的胎鼠脑皮层神经元中，胞浆和胞核内均有

表达，随着培养时间的延长，表达水平维持稳定。

在皮质酮干预后 7 d，通过 Western blot 和免疫细

胞化学显示无论高浓度抑或低浓度皮质酮干预时，

LIS1 蛋白在胞浆和胞核中表达有显著下调，提示

皮质酮影响神经元中 LIS1 表达，LIS1 表达的下调

可能影响神经元迁移的某一环节甚至多个环节，

如果这种调节是病理性的，将导致部分神经元未

能在正确的时间迁移至目的地，或是未能迁移至

正确的目的地，影响神经功能网络的正确建立，

最终发生脑功能障碍。下调 LIS1 的表达可能也参

与神经细胞的分裂与增殖，有可能影响神经细胞

数量，进一步影响脑发育。提示 LIS1 下调对神经

细胞迁移的影响可能参与到 GCs 对脑发育及发育

中脑损伤的过程中。

本研究同时显示无论高浓度，抑或低浓度皮

质酮干预对 LIS1 表达的影响都非短期内出现，而

在干预后 7 d 出现显著性减少。现今认为 GCs 可

以通过与靶细胞的相关受体相结合后，转入细胞

核内，结合到激素反应单元，调节靶基因表达 [38]。

推测 GCs 主要影响到 Lis1 基因的转录过程，非即

刻快速机制影响 LIS1 表达，即便终止皮质酮干预

后仍存在后续效应。在本实验中发现皮质酮对发

育中胎鼠脑皮层神经元胞核内 LIS1 的影响并不比

胞浆内明显，胞核内 LIS1 仅在高浓度长期作用后

出现表达下降的改变，这进一步提示了胞浆及胞

核内 LIS1 表达的不同步性，这也提示了皮质酮对

LIS1 的转录、翻译、转运、分布产生了“空间性”、

“区域性”的影响。在本实验中发现高浓度皮质

酮干预后 7 d，胞浆及胞核内 LIS1 表达均明显低

于干预后 1 d、4 d，这提示皮质酮对胞浆及胞核内

LIS1 表达的影响也具有剂量依赖性，浓度越高，

LIS1 表达下调越明显。因此在临床中应避免长时

间、高浓度的使用 GC，以保护脑的发育。

总之，皮质酮可能通过影响发育中胎鼠脑皮

层神经元神经迁移蛋白 LIS1 表达而导致发育中脑

损伤，这种影响同剂量的高低、作用时间的长短

有关。
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