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培养神经元细胞中 E3Bl基因的表达变化与轴突生长抑制的关系

论著!

向 强，周 跃 . 李长青，郑文杰.吕宏琳 (第三军阪大学新幌医院骨H ，m庆 4阻J38 )

提 要 : H I¥I 检测 臼III ~~因在11\养神经元制I突生长抑制前后的表达变化及意义。 Hii'; 应)IJ IlT· PCIl归I W剧tt'm

hlot 检测蜻养神经元轴突生 I"抑制前后 F.3 11 1 mllNA 利 l蛋白的布达 .应用免疫细胞化学怆测 Iff养抑纶元 田 型 萨微忏蛋白

的表达。 结果与正常培养的神经元栩比 .轴突仰制物共t击养的忡经元细胞 IU型 自-微 tt t蓝白表达可151降低 ( /' < 0. 0 1 ) ，

E381 mRNA 有1蛋白的表达均显著升高(P <O.OJ ) o t.'i论 F.3 11 1 \~困的表达变化与神经元细胞轴突的生长仰如Hi密切关

罩。
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Relation between E3Bl gene expression in cultured cortical neurons and axon

g r o w t h

XIANG Qian g , ZHau Yue , LI Cha ng- qi ng , ZH F: NG Wen-jie , LU Hong- lin ( D.阳rtnwnl of Orthulllit>dics. Xil1l liao II叫川ai ，

'lb i时 M i l i la巧" Metlical Uni,,·ersity. Chnngqing 4仅)(}37 . China)

Abst ract : Objective To inv剧ligate the ex pression of E3 BI ge ne in cultu red neu ron s and its s ignifica nce

in axoo growth . Methods The m ll NA le vel. of E3 BI were mea.ored by IIT - PC H aod I I阳 prot ein level I可

Western blot a na lys is . The expression of type III ~-mjcro tuhu l i J1 of E3 BI was detected hy immu llocy tochc01is­

t可 . Results Compa red with those in the " onnal c ultu red neurons . the expression of type m ~~m ieroluhulin

was lower in the neurons with axo na l growth re叫ricled ( P < 0. 0 1 ) , an d their m HNA a od proteio Ie刊I. of E3 BI

were obviou.ly h igh er ( P < 0. 01 ) . Concl usion Th e ex pre.. ion cha nge. of E3 B I ge ne I".. a do'" re la tion

with ncu rite outgrowth .

Key words ; F:3 日 I ; neu ron ; neu rite ou tgrow th

启动神经元内肌动蛋白发生聚合 ，细胞骨架me毡 ，

是促使轴突定向生K .进而促进损伤神经元轴突再生

修复的关键所在。新近研究表明 ， E3 日 I ;基因在调节细

胞骨架蓝注和生 ~巾发界重要作用[ I l o E3 8 1 与神经

元细胞骨架的童ill及轴突再生修复间的关系如何呢?

为此，本研究观测了精养神经元轴突生~抑制前后

F:3B I !.~因的表达变化，初步探讨了其在神经元刷突生

氏中的作用。

1 材料与方法

1. 1 皮层神经元的培养及髓靴质的提取

指 Krichevsky 等 [ " 的方法 .成功分离 .11\养 、鉴定利l纯化了

胚胎 1 8 d 的 Sprague- Dawl叮 大队大脑皮层神经元细胞。 采川

Ahm"'] 等 [ ' ， 的方法 ， 成功徒取相鉴定 了大鼠脑组织制制质 ，

应II(用于本实验的研究。

1. 2 实验分组

将已lI\养的皮层神经元分声iJ M照自l肩1实验组 . 每组 5 份 ­

M照组在原捕养条件下继续11\养 .实验组则在JI\ 养 JJi'f1加入髓

销质2∞ 附Iml .继续ll\ ./F 72 h 后 ，分别取两细伸绞元细胞进行

检测 。

1. 3 免疫细胞化学检测神经元细胞 F:3 1l 1 的表达

战常规进行. Jt '1' Dill 抗 体 购 于 ~ f同 A II('8m 公 司

( aI.I 1222) ，采用 s·p生物索标记二抗进行检测(北京巾核生阱

生物公司) 。

1. 4 HT-PCn 检测 F:3 1l 1 mRNA 的农达

通过 G.凹t'nBa旧an姐HI础B水k险索鼠口 II川3川l 的 ‘ 口NA 序 F如列IJ ( 序 F庐列I) 号 N川，II仁-
oωl24ω39叨7 )λ.应}川II扣川川q引j川| 物设i讨↑ 4软?峦1: /件'1' I阳'忖旧nm

抽悔t生物工程公=司l合成u农< I门) 。

量 1 FJ Ut ml也 叫A lii因扩增引相序 ~J

‘肉 民厦 ' bp ' 上iII' '' l ~ f.'JI物
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提J1itffM细织总 IlNA ， 合成 dlNA ， 使用 PCIl 扩增仪合成

DNA ， 扩增条件 为56 'c ， 35个循环。 PC II 产物)f) 1.5% 琼1m扭曲

艇股也泳怆测。采IU K.. I盯 2 .0 软们 对 PCIl 琼腑椭凝眈 'il li!，

t占 JI!进行扫描分析lUx据处理。
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固 2 培鼻的梅经元细胞 1-:'1 11 1 RT·I'CR 产喃电泳图
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2 .2 神经元细胞 臼 II I ... 11 " ..1 求达的测 定

，-t JJ;( f t J，Hf n~ 伸ff元细胞i!H i IlT· 1吨 :Il 怆测 . i/i W:见 l剖 ~ .

f告 到旧 l啡， 在 { ， {f,'fd IH t ,!< :X扮封! D ill "， 11 \ 气 的 占达 [ It )f)

(Ii 为 ( 0 . ~70 6 主 0.( 1 60 ) ] 与 (·! ~(!tll ~~1 1l1 "， II 飞 飞 的 占达 [ H旧

的为 ( 0. 1 66 9 主 0 . ( 1 3 7 ) ] m比JL 异 It 1.' ( I ' < 0. ( 1 ) . 说'VI :9、捡

到 I D川 mH :" 飞 占达 1注明 II.向 r ιJ I!!!封l

2 . 3 WI'~t t' f11 hl ot 结 采

qui￥·1 3 JijrIJ~ • H .~{t到l 如 ';); 'f.): tIl均 (f 13111 蛋 1'1 ;桂册的 I Il FX .

'·!.'!1tI ! 13 1l1 !liI' l 的 去达 [ 1 0 11 fI'( ;!} (O. 304 6 主0.014 I ) ] ' 1实验

1~111 1 !lli' I 的 占i主 [ 10 1> il' ( ;!} ( O . :日2 民 主 0 . ( 15 4 ) ] 州 It r.， 异"再

(/' <I I. 01 ) 说 'V I实验til ~~1 1l1 !li 1' 1 占i占 I ， tml It 刮子付!! {!到 l

I. 5 W~sl~m hlo\ 检测神经元细胞Dill 蛋白 的农达

，息巳盘蛋t白的挺取、 ，咆且Il i泳k

等 叫的}j伞; 1.法L。

1. 6 免疫细胞化学检测神经元细胞 m 型 β徽 '苦蛋白

的农达

tli常 规进行 . Jt '! ' 皿 咛1 日 · 1址'世 !Iii' 1 ;;(体购 n kl~ Si~"，a 公

司( # 1苦耐» . 二lil为 FITe 1-1;记 ( Jt ，;>; ' I' 杉金阱生物公司 )

I. 7 HNA 、蛋白 条带和免疫纽化染 色结果的检测及 因

像分析

I. 7. I 1￥l 像处理 SX · I OO it!胶 h~像仪M J:古 {Ii迸行， iii白 干lI1引

像{{销 。

I. 7. 2 J'C&'.'IJtffi测定 以 Imagl' POI Pi ll怜 I明 倾吐肉! ;f\统进

行l到像分听 . 以平均 J'Cfo'l且 x ((Ii iH( ADn x nll11 2 ) 占 IJ~ • 分 jJ IJi 1
F军 (I 的条情相内参照条{if 的III分 It密 1ft (fi ( 1011 (Il) . 约 *以

D1l 1 / 1l'a‘ ' 10 的 lOll 比(fi夜 IJ~

I. 7. 3 免疫细化染 色 约 *以 险测 阳 11' '1'. 均 It密 1ft (Ii

( WI州 的 Hit . f')断 日 II I 阳 m 划 '微fl'蛋内的 灰达白皮

1. 8 统计学分析

数据以 .t ± .~ :&示 . 1巳 III SI号is 11 . 5 统讨 软件行'rq叫 I{; Iir~
分析。

2 结果

2. I E3 B I 允疫细胞化学染 色结果

qnl引 l 所示 . D Il I 阳性反 ，，~nl~ ti! 前色 .主 '!t (IL HI'约元细

胞的胞体 111 轴突 . M照组1 日 II I Rl 性 悴经元细胞 .1(1 ) (Ii 其J

(0. 101 8 主 0 . 02 1 5 ) .实验封! D ill 阳性 悴纶ji:.细胞 lOll (Ii 为

(0. I制l 主 0.0342 ) . 阅ffi 比~ f.i 异 ~ r.' (I' < O. O I ) . i且 1111 H !!!!

组 Dil l 的在达明 ~.弱 F:X轮到l 。

A 叶照 扭:B 实斡组

固 t 培辑的神经无细胞 ~:JR I 的章法 ( S- I' x 2m)

也 : 叶"姐 ; H : 在 桂扭

圈 3 培养的神经无细胞 日刷 蛋白的量达

2.4 11I 1'2 13 -级管蛋白 的农达加l 之

兔'佳尖危险测结果'J!.I￥ 1 4 . 付 ft{( 封 1 11 1 ';1:捡到l均{f IT! ~~ 萨i贯

fl'!Ii I' I 占沾 • '·!!'!W! D ill RltHI' t~Jcft"胞 M ))I !J'i为 ( 0 . ~50 .1

主 0. O I R 2 ) 实验到1 日 II I I斗I tHl'约元细胞 -lO ll iii 为 ( 0 . 1 0~ I

土 0. ( 1 5 2 ) . ，"(tIl 比较差忡 !I~. rU P <0. (1 ) . 说 'V I 付 !!!/ tl l lll '!'! Il ­

住在竹篮 " ~ I 的 «达 1 1 1: rf!i ; J 实 'f.): tIl

是 : 对回姐 : 11 串崎姐

图 4 培鼻的棉经元细胞 ID型 II-微曹置白的表达 ( 屯疫 世 .it x 2(0)
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3 讨论

近年来研究表明. 中枢州经系统( cent ral nervous

syste m . CNS ) 损伤后损伤神经元细胞仍具有再生修复

的精fl~ .但由于thl jjj 扣I ' 经元细胞 自身某些基剧表达调

控的改变及周 !到环境的变化. 使得洲经元细胞内肌i;!J

蛋白发生解聚 ，细胞1'j-~不能重建 .从而抑制神经元胞

膜波动以及片状伪足、丝状伪足的形成.~终引起轴突

包括生民假的朋缩手11崩 溃。有研究证实，通过激活

R a e . C DC42 以及灭泊 H"A 、 HOCK I' I 等途径 . 可以启动

神经元内肌动蛋白发生聚合作用，细胞ft架置也.从而

促进轴突生1': 0神经元内细胞付架的.ITt边是铀突定向

生伏的基础 . 也是拈H~j仰经元轴突再生的基础和关

键[6 1 。因此.如何启 动?中经元内肌动蛋白发生聚合作

用 、促进神经元细胞·n!it!.!重建.是激活损伤神经细胞的

再生修复潜能，促进轴突定向生 I~ 和I CNS 损伤修复的

关键所在。

目前一般认为启动神经元内肌i;!J蛋白发生聚合.

促进微丝、做仔细胞';'j 架茧EE.从而解除仰制 ttl子对制l

突再生的抑制及促进轴突定向生低为一个多环节 的、

多种基因参与的过但.但某些关键性J.t因存在的可能

仍然不能被排除。 这些关键性基因的存在.可能为解

除抑制 [l，j子对轴突再生的抑制作用，促进轴突定向生

长 、ill而促进 CNS拈Wi修复治疗提供新的思路。 E臼3 11肌l

( 也弥为 Al> i l川J i l川l门) 作为调节细胞生 t伏￡ 丰刷白 t峭曾殖栩关的非受

体蛋白R附告氨股激酶 Aul ( 也称为 F:p】呻?

lω99仍5 年f得阜到分离和鉴定[口川7叫J . J其E同源蛋臼家族主耍包括

AI> i2 、， A飞比\gl>吁巾pi】才l 丰肩和1甘I NE臼SH儿1ι。E臼3 11肌I j通函过与·COOH 末端存在

的 2个肌动货归结合位点的 AI> l 纺合.同时和缸"形

成 AI>I/ E3 B I /Sos 三联复合物 .参与了 Has 激II'i Hac 的

信号途径以及 PI3 K激活 Hae的信号途径[8 J ;或与 Sm­

I ， Napl 、 明 AVE2 形成复合体 . 调控HAC 活性[叫 ， 以促

进肌动蛋白聚合、细胞骨架宽墟，以及细胞脱的波动 、

片状伪足的形成有l细胞的迁移。进一步研究证实:

E3日 I ;在细胞骨架直边初细胞突起形成中发榨关键性

作用 . J主过度表达能够引起肌动蛋白的解聚以及抑制

细胞骨架重建[ IO J 。 因此 . E3 11 1 可能是调控肌动蛋白

发合利IfIU胞'时'架重边的关饱性基因 。

在本实验小 .我们选Ifj 了 III !到自·微管蛋白作为判

定柯:经元细胞轴突生K的指标. 皿型 自·微管蛋白是存

在于州经元轴突的特有蛋白质，其含 lit的高低可以反

映和p绞元轴突的生 t<:Ni况。 正常培养的对照组神经元

细胞检测出 了 E3日 I mRNA 平1 1 ill 白 的表达 ， 免疫细胞

化学染色检查!w.示主要位于神经元细胞的胞体相轴

突 ，这与文献[ I 门 *迫一致。 i~们在: !(i养的神经元细

胞巾加入了能抑制轴突生伏的 CNS创精质.继续培养

72 1> 后发现 . 神经元细胞中 UI !l'113-微11蛋白含 hi:显著

降低.而 E3 11 1 mRNA 丰11蛋白的表达显著升高 ，说明在

神经元轴突生 民抑制 not E3 1l1 :在押经元内表达升高 .

初步探明了 E3 1l 1 基因在神经元细胞钳l突生民抑制前

后的表达变化规W . 挺示 D ill基因参与了洲经元细

胞轴突的生长调控 . Jt过度表达与轴突生长抑制密切

相关。 我们下一步准备通过 HNA 干扰或基因敲除等

技术 .抑制神经元细胞 E3 1l 1基因的农达.有旦进-ill

探明 E3 111基因表达调控在轴突再生修复巾的作用。
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