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ｐｒｏＢＤＮＦ对培养鼠小脑颗粒细胞增殖和凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　观察脑源性神经营养因子前体（ｐｒｏＢＤＮＦ）对培养的小鼠小脑颗粒细胞（ＣＧＣｓ）的增殖和凋亡的影
响，探讨ｐ７５神经营养因子受体（ｐ７５ＮＴＲ）和ＶＰＳ１０Ｐ结构域家族成员 ｓｏｒｔｉｌｉｎ的介导机制。方法　 采用出生后７ｄ（Ｐ７）
的１２９ＳＶ转基因小鼠（ｐ７５ＮＴＲ＋／＋和 ｐ７５ＮＴＲ－／－）进行 ＣＧＣｓ的原代培养。分为 ＢＳＡ组（１０ｎｇ／ｍＬ）、ｐｒｏＢＤＮＦ干预组
（１０ｎｇ／ｍＬ）和ｐｒｏＢＤＮＦ（１０ｎｇ／ｍＬ）＋ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ（２０ｎｇ／ｍＬ）干预组。免疫荧光染色法观察ｐ７５ＮＴＲ和ｓｏｒｔｉｌｉｎ在培养细胞
的表达，ＢｒｄＵ标记阳性增殖细胞以及ＴＵＮＥＬ法检测凋亡细胞。结果　 成功培养出高纯度的原代小脑颗粒细胞。免疫
荧光显示ｐ７５ＮＴＲ和ｓｏｒｔｉｌｉｎ共同表达于野生型小鼠培养的小脑神经元胞膜和突起上。给予ｐｒｏＢＤＮＦ干预后，ｐ７５ＮＴＲ＋／＋

型ＣＧＣｓ的ＢｒｄＵ阳性细胞比例较对照组明显减少（Ｐ＜０．０１），而ＴＵＮＥＬ阳性细胞比例较对照组明显增加（Ｐ＜０．０１），且
这两种效应都可被ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ竞争性抑制并中和；ｐ７５ＮＴＲ－／－型ＣＧＣｓ中各组之间ＢｒｄＵ阳性细胞以及ＴＵＮＥＬ阳性细胞比
例均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。结论　 ｐｒｏＢＤＮＦ可能通过与ｐ７５ＮＴＲ、ｓｏｒｔｉｌｉｎ结合形成功能三聚体抑制神经细胞的增殖、
促进细胞凋亡，ｐｒｏＢＤＮＦ具有神经毒性作用。
　　［关键词］　 脑源性神经营养因子前体；小脑颗粒细胞；增殖；凋亡
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　　脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）是神经营养因子家族中的重要一员，具
有促进神经细胞增殖、存活、分化以及突触可塑性的作

用［１］。ＢＤＮＦ由脑源性神经营养因子前体（ｂｒａｉｎ
ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒｐｒｅｃｕｒｓｏｒ，ｐｒｏＢＤＮＦ）在多种
蛋白酶作用下裂解而成，ｐｒｏＢＤＮＦ与 ＢＤＮＦ共同广泛
存在于中枢神经系统［２］。目前认为，ｐｒｏＢＤＮＦ不只是
ＢＤＮＦ的前体，其本身可能有着与ＢＤＮＦ功能截然不同
的作用，如促进海马长时程抑制（ｌｏｎｇｔｅｒｍｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，
ＬＴＤ）神经肌肉接头的形成［３］等。我们既往的研究表

明，ｐｒｏＢＤＮＦ与其受体 ｐ７５神经营养因子受体（ｐ７５
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｐ７５ＮＴＲ）和 ＶＰＳ１０Ｐ结构域家族
成员ｓｏｒｔｉｌｉｎ共存于新生鼠小脑颗粒层，ｐｒｏＢＤＮＦ可能
通过同时与受体 ｐ７５ＮＴＲ、ｓｏｒｔｉｌｉｎ结合形成功能三聚
体而介导对小脑颗粒细胞迁移的抑制作用［４］，但有关

ｐｒｏＢＤＮＦ及其受体在小脑发育过程中的作用及机制尚
不明确。为此，我们采用抗裂解重组蛋白 ｐｒｏＢＤＮＦ研
究离体条件下其对新生鼠小脑颗粒细胞增殖和存活的

影响，并探讨其可能机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
　　抗裂解重组蛋白ＰｒｏＢＤＮＦ、青链霉素双抗（１００Ｕ／ｍＬ，Ｐ／Ｓ）、
多聚赖氨酸（ＰＤＬ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）、
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养液、Ｂ２７添加剂、Ｌ谷氨酰胺（ＬＧｌｕ）购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司；融合了人ＩｇＧＦｃ段的ｓｏｒｔｉｌｉｎ蛋白（ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ）由南
澳大利亚大学周新富教授赠送；多聚甲醛、ＤＨａｎｋｓ解剖液、甲
基绿染色液购自中国碧云天公司。细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏｆｏｒｍａ，
美国），荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）。

１．２　原代神经元培养、鉴定
　　实验小鼠为 ｐ７５ＮＴＲ＋／＋（野生型）或 ｐ７５ＮＴＲ－／－（突变纯
合子型）新生转基因小鼠（第三军医大学大坪医院野战外科研

究所实验动物中心提供）。本实验选择鼠小脑颗粒层发育最佳

的出生后７ｄ作为收集原代小脑颗粒细胞的时机［５］。主要过

程如下：７５％乙醇消毒后断头，分离小脑，剥离皮质颗粒层，剪
碎至１ｍｍ３大小，０．１２５％胰酶消化２０ｍｉｎ，１５％ ＦＢＳ终止消
化，轻轻吹打至混浊，９００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，种植培养液（９４％
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ＋２％ Ｂ２７＋１％ ＬＧｌｕ＋２％ ＦＢＳ＋１％ Ｐ／Ｓ）重悬细
胞，计数后接种于ＰＤＬ包被过夜的圆形玻片上，６孔板内３７℃、
５％ＣＯ２条件下培养，６ｈ后全量更换为维持培养液（９６％
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ＋２％ Ｂ２７＋１％ ＬＧｌｕ＋１％ Ｐ／Ｓ），继续培养７２ｈ后
进行鉴定。采用兔抗神经元前体细胞微管相关蛋白

Ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ（ＤＣＸ）抗体（１∶２００，Ａｂｃａｍ，英国）特异性标记新生
神经元，荧光二抗（４８８驴抗兔 ＩｇＧ，１∶５００，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）进
行染色，４′，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）（１μｇ／ｍＬ，碧云天，中
国）复染细胞核，计算培养神经元的纯度。野生型培养神经元

分组：牛血清白蛋白（ＢＳＡ）组（１０ｎｇ／ｍＬ）、ｐｒｏＢＤＮＦ干预组

（１０ｎｇ／ｍＬ）和ｐｒｏＢＤＮＦ（１０ｎｇ／ｍＬ）＋ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ（２０ｎｇ／ｍＬ）
干预组。突变纯合子培养神经元分组：ＢＳＡ组（１０ｎｇ／ｍＬ）、
ｐｒｏＢＤＮＦ干预组（１０ｎｇ／ｍＬ）。

１．３　免疫荧光检测ｐ７５ＮＴＲ和ｓｏｒｔｉｌｉｎ的表达
　　原代小脑颗粒细胞培养 ３６ｈ后，４％多聚甲醛固定细胞
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）洗涤（５ｍｉｎ，３次），５％ ＢＳＡ
封闭２０ｍｉｎ，相同封闭液稀释的一抗（大鼠抗 ｐ７５ＮＴＲ，１∶２００，
Ａｂｃａｍ；兔抗ｓｏｒｔｉｌｉｎ，１∶２００，Ａｂｃａｍ）４℃下孵育过夜，荧光标记
的二抗（Ｃｙ３山羊抗大鼠 ＩｇＧ，１∶５００，Ａｂｃａｍ；４８８驴抗兔 ＩｇＧ，
１∶５００），３７℃避光孵育１ｈ。ＤＡＰＩ染色后甘油封片，荧光显微
镜下观察照相。

１．４　ＢｒｄＵ检测增殖细胞
　　各组细胞按２０ｎｇ／ｍＬ给予５溴脱氧尿嘧啶核苷（ＢｒｄＵ，购
自Ｓｉｇｍａ）标记增生的细胞，３７℃、５％ ＣＯ２继续培养２ｈ，４％多
聚甲醛室温下固定 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后滴加盐酸（２ｎｍｏｌ／Ｌ，
３７℃，２０ｍｉｎ）进行核酸变性，５％ ＢＳＡ封闭２０ｍｉｎ，４℃下一抗
（大鼠抗ＢｒｄＵ，１∶１０００，Ｓｉｇｍａ；兔抗ＤＣＸ，１∶２００）分别孵育并过
夜，室温下荧光标记的二抗（Ｃｙ３山羊抗大鼠 ＩｇＧ，１∶５００；４８８
驴抗兔ＩｇＧ，１∶５００）避光孵育１ｈ，ＤＡＰＩ染色，封片，荧光显微镜
下观察照相。随机选取１０个视野（×２００）进行ＢｒｄＵ阳性细胞
和ＤＡＰＩ阳性细胞计数，分别取平均值即为ＢｒｄＵ阳性细胞数和
ＤＡＰＩ阳性细胞数，ＢｒｄＵ阳性细胞百分比 ＝ＢｒｄＵ阳性细胞数／
ＤＡＰＩ阳性细胞数×１００％。

１．５　ＴＵＮＥＬ检测神经元凋亡
　　采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的ｄＵＴＰ缺口末端标记测
定法（ＴＵＮＥＬ）检测凋亡细胞。根据说明书操作，并进行甲基绿
复染。主要过程如下：细胞培养 ３６ｈ后 ４％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００孵育５ｍｉｎ，０．３％ Ｈ２Ｏ２的甲醇室温
下孵育２０ｍｉｎ，生物素标记液（ＴｄＴ酶与生物素标记的ｄＵＴＰ为
１∶２４）孵育细胞（３７℃、６０ｍｉｎ），终止反应，加入辣根过氧化物
酶（ＨＲＰ）标记的链霉亲和素，室温孵育３０ｍｉｎ，二氨基联苯胺
（ＤＡＢ）显色，甲基绿染色液复染５～１０ｍｉｎ，镜下观察。细胞核
中有棕色颗粒者为 ＴＵＮＥＬ阳性细胞，随机计数 １０个视野
（×２００）并取平均值即为 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数，ＴＵＮＥＬ阳性细
胞百分比＝ＴＵＮＥＬ阳性细胞数／细胞总数 ×１００％。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，所有计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两
组间比较使用ｔ检验。

２　结果

２．１　新生小脑颗粒细胞的培养鉴定
　　倒置显微镜观察培养７２ｈ的原代小脑颗粒细胞：细胞贴壁
生长良好，部分成簇，神经突起生长良好，相互连接（图１Ａ）。
ＤＣＸ抗体标记新生神经元并进行免疫荧光染色，ＤＡＰＩ复染胞
核。结果显示，绝大多数的培养细胞为 ＤＣＸ阳性细胞
（图１Ｂ）。随机观察８个视野（×２００），计算 ＤＣＸ阳性细胞数
（绿色）和ＤＡＰＩ阳性细胞数（蓝色）平均值，计算神经元纯度。
神经元纯度 ＝平均 ＤＣＸ阳性细胞值／平均 ＤＡＰＩ阳性细胞值，
结果为９６．８％，说明培养的小脑颗粒细胞具有很高的纯度。
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Ａ：倒置显微镜观察细胞形态变化（结晶紫染色）；Ｂ：荧光显微镜观
察细胞形态变化（免疫荧光染色和ＤＡＰＩ染色）

图１　７２ｈ的新生小脑颗粒细胞的培养鉴定

２．２　ｐ７５ＮＴＲ和ｓｏｒｔｉｌｉｎ在小脑颗粒细胞中的表达
　　我们分别在 ｐ７５ＮＴＲ＋／＋和 ｐ７５ＮＴＲ－／－基因型来源的培养
细胞中进行ｐ７５ＮＴＲ和ｓｏｒｔｉｌｉｎ表达的检测。结果显示，在培养
的ｐ７５ＮＴＲ＋／＋鼠小脑颗粒细胞中，ｐ７５ＮＴＲ（红色）和ｓｏｒｔｉｌｉｎ（绿
色）分布于新生鼠培养的小脑颗粒细胞的胞膜和神经突起上；

在培养的 ｐ７５ＮＴＲ－／－鼠小脑颗粒细胞中，ｐ７５ＮＴＲ未见表达
（阴性结果），而 ｓｏｒｔｉｌｉｎ（绿色）分布于胞膜和神经突起上。结
果显示ｐ７５ＮＴＲ和ｓｏｒｔｉｌｉｎ能够广泛分布于野生型新生鼠小脑
颗粒细胞的胞膜和突起上，而 ｐ７５ＮＴＲ基因表达缺失不影响
ｓｏｒｔｉｌｉｎ的正常表达（图２）。

２．３　ｐｒｏＢＤＮＦ对培养小脑颗粒细胞增殖的影响
　　采用ＢｒｄＵ标记法检测新生小鼠培养的小脑颗粒细胞的增
殖情况。我们分别利用了野生型（ｐ７５ＮＴＲ＋／＋）和突变纯合子
型（ｐ７５ＮＴＲ－／－）小鼠来源的小脑颗粒细胞来检验ｐｒｏＢＤＮＦ对

细胞增殖的作用（表 １）。ｐ７５ＮＴＲ＋／＋组结果显示，加入
１０ｎｇ／ｍＬｐｒｏＢＤＮＦ后，培养的野生型小脑颗粒细胞增殖比例明
显少于对照组（Ｐ＜０．０１），当加入 ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ后，增殖比例多于
ｐｒｏＢＤＮＦ组（Ｐ＜０．０１），与对照组相当（Ｐ＞０．０５，图 ３）；
ｐ７５ＮＴＲ－／－组结果显示，加入ｐｒｏＢＤＮＦ后细胞增殖比例与对照
组相比无明显变化（Ｐ＞０．０５，图４）。结果表明，ｐｒｏＢＤＮＦ能够
抑制培养的野生型小脑颗粒细胞的增殖，而这种作用能够因

ｐ７５ＮＴＲ表达的缺失或ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ的加入而消除。

２．４　ｐｒｏＢＤＮＦ对培养小脑颗粒细胞凋亡的影响
　　不同基因型新生小鼠培养的小脑颗粒细胞的凋亡情况通
过ＴＵＮＥＬ检测（表１）。ｐ７５ＮＴＲ＋／＋组结果显示，加入１０ｎｇ／ｍＬ
ｐｒｏＢＤＮＦ后，培养的野生型小脑颗粒细胞凋亡数量明显多于对
照组（Ｐ＜０．０１），加入终浓度为２０ｎｇ／ｍＬ的 ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ后，凋亡
数量少于ｐｒｏＢＤＮＦ组（Ｐ＜０．０１），与对照组相当（Ｐ＞００５）；
ｐ７５ＮＴＲ－／－组结果显示，加入ｐｒｏＢＤＮＦ后细胞凋亡数量与对照
组相比无明显变化（Ｐ＞０．０５，图５）。结果表明，ｐｒｏＢＤＮＦ能够
促进培养的野生型小脑颗粒细胞的凋亡，而这种作用能够因

ｐ７５ＮＴＲ的缺失或ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ的加入而消除。

表１　各组不同基因型的培养小脑颗粒细胞ＢｒｄＵ、ＴＵＮＥＬ阳性
细胞百分比（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＢｒｄＵ阳性细胞百分比（％）ＴＵＮＥＬ阳性细胞百分比（％）
组别

ｐ７５ＮＴＲ＋／＋ ｐ７５ＮＴＲ－／－ ｐ７５ＮＴＲ＋／＋ ｐ７５ＮＴＲ－／－

ＢＳＡ组 ２９．３±２．１ ３３．６±２．８ １５．４±２．１ １４．２±１．８

ｐｒｏＢＤＮＦ组 １８．１±４．５ａ ３１．１±３．９ １９．９±２．４ａ １６．５±２．２

ｐｒｏＢＤＮＦ＋ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ组 ３０．６±５．２ｂ － １４．５±２．１ｂ －

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＢＳＡ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｐｒｏＢＤＮＦ组比较
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Ａ～Ｄ：ｐ７５ＮＴＲ＋／＋型细胞；；Ｅ～Ｈ：ｐ７５ＮＴＲ－／－型细胞；Ａ、Ｅ：ｐ７５ＮＴＲ，红色；Ｂ、Ｆ：ｓｏｒｔｉｌｉｎ，绿色；Ｃ、Ｇ：ＤＡＰＩ，蓝色；Ｄ、Ｈ：融合图像
图２　免疫荧光染色观察ｐ７５ＮＴＲ和ｓｏｒｔｉｌｉｎ在小脑颗粒细胞中的表达情况
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Ａ～Ｄ：对照组；Ｅ～Ｈ：ｐｒｏＢＤＮＦ组；Ｉ～Ｌ：ｐｒｏＢＤＮＦ＋ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ组；Ａ、Ｅ、Ｉ：ＢｒｄＵ，红色；Ｂ、Ｆ、Ｊ：ＤＣＸ，绿色；Ｃ、Ｇ、Ｋ：ＤＡＰＩ，蓝色；Ｄ、Ｈ、Ｌ：融合图像

图３　免疫荧光染色观察ｐｒｏＢＤＮＦ对野生型（ｐ７５ＮＴＲ＋／＋）小脑颗粒细胞增殖的影响
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Ａ～Ｄ：对照组；Ｅ～Ｈ：ｐｒｏＢＤＮＦ组；Ａ、Ｅ：ＢｒｄＵ，红色；Ｂ、Ｆ：ＤＣＸ，绿色；Ｃ、Ｇ：ＤＡＰＩ，蓝色；Ｄ、Ｈ：融合图像

图４　免疫荧光染色观察ｐｒｏＢＤＮＦ对突变纯合子型（ｐ７５ＮＴＲ－／－）小脑颗粒细胞增殖的影响
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Ａ～Ｃ：ｐ７５ＮＴＲ＋／＋型细胞；Ｄ、Ｅ：ｐ７５ＮＴＲ－／－型细胞；Ａ：对照组；Ｂ：ｐｒｏＢＤＮＦ组；Ｃ：ｐｒｏＢＤＮＦ＋ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ组；Ｄ：对照组；Ｅ：ｐｒｏＢＤＮＦ组（↑：示凋亡细胞）
图５　ＴＵＮＥＬ检测不同干预后原代小脑颗粒细胞凋亡情况

３　讨论

　　ＢＤＮＦ是神经营养因子家族中的重要成员，在中
枢神经系统内分布广泛，它对促进神经细胞的发育、存

活、突起生长以及突触形成有重要作用，并能加强突触

可塑性，参与长时程增强（ＬＴＰ），在神经网络形成和记
忆中发挥重要影响［６］。ＢＤＮＦ由前体蛋白ｐｒｏＢＤＮＦ裂
解生成，近年研究证实，ｐｒｏＢＤＮＦ含有保守结构域 ｐｒｏ
ｄｏｍａｉｎ，部分能够以前体形式分泌到细胞外，并通过被
多种蛋白酶裂解的方式与其成熟体保持一定的平

衡［２］。与成熟体 ＢＤＮＦ不同，前体形式的 ｐｒｏＢＤＮＦ往
往有着对细胞功能的负性调节作用。研究表明，

ｐｒｏＢＤＮＦ在脊髓损伤后能促进损伤细胞的死亡［７］，在

人神经胶质瘤细胞内高表达并抑制瘤细胞生长［８］，诱

导神经突起和神经肌肉接头结构的瓦解［９－１０］、强化

ＬＴＤ并重塑神经突触功能［１１］等。ｐｒｏＢＤＮＦ对小脑神
经细胞作用的报道相对较少。新生的小脑颗粒细胞具

有一定的增殖能力，且在一定时期出现迁移并向下整

合，这些特点使其成为干预实验非常好的模型。我们

前期的研究结果显示，ｐｒｏＢＤＮＦ能够抑制鼠新生小脑
颗粒细胞的迁移，影响小脑的发育，说明 ｐｒｏＢＤＮＦ对
新生小脑颗粒细胞具有重要影响［４］。本研究采用抗

裂解重组蛋白 ｐｒｏＢＤＮＦ来研究其对鼠新生小脑颗粒
细胞增殖和凋亡的影响，结果表明，ｐｒｏＢＤＮＦ能够抑制
新生小脑颗粒细胞的增殖，促进凋亡的发生，这种毒性

效应与既往的相关报道一致。

　　ｐｒｏＢＤＮＦ发挥对神经细胞的毒性作用是通过
ｐ７５ＮＴＲ和ｓｏｒｔｉｌｉｎ的共同介导完成的。ｐ７５ＮＴＲ属肿
瘤坏死因子超家族，在神经系统等许多组织中表达，是

神经营养因子的低亲和力受体，与神经营养因子的高

亲和力受体酪氨酸激酶（Ｔｒｋｓ）受体产生协同作用，参
与调控细胞的凋亡。ｐｒｏＢＤＮＦ显示出与 ｐ７５ＮＴＲ的高
亲和力，当这些前体蛋白相对于其裂解后的成熟体占

优势时，由 ｐ７５ＮＴＲ途径介导的生物效应会掩盖 Ｔｒｋｓ
途径介导的效应，最终表现出促进凋亡等作用。Ｆａｎ
等［７］通过对脊髓损伤大鼠的研究，发现 ｐｒｏＢＤＮＦ能促
进轴索断裂的感觉神经元的死亡，且这种作用伴有

ｐ７５ＮＴＲ的表达增高，说明ｐ７５ＮＴＲ介导效应的增强与

神经细胞死亡有密切联系。ｐｒｏＢＤＮＦ通过 ｐ７５ＮＴＲ受
体发挥效应还需要跨膜辅助蛋白受体 ｓｏｒｔｉｌｉｎ的结合。
ｓｏｒｔｉｌｉｎ与ｐ７５ＮＴＲ共同存在于多处神经细胞膜上［１２］，

ｓｏｒｔｉｌｉｎ的表达调节与 ｐ７５ＮＴＲ有关。Ｓａａｄｉｐｏｕｒ等［１３］

利用 β淀粉样蛋白干预培养的神经细胞后发现
ｓｏｒｔｉｌｉｎ表达上调，而阻断ｐ７５ＮＴＲ后这种现象消失，说
明ｓｏｒｔｉｌｉｎ的表达上调是通过 ｐ７５ＮＴＲ实现的，且相互
作用介导对细胞的毒性作用。多项研究表明，

ｐｒｏＢＤＮＦ需要同时与 ｐｒｏＢＤＮＦ和 ｓｏｒｔｉｌｉｎ结合才能发
挥一系列生物效应［９，１４］，但这种相互联系是否在小脑

神经细胞中存在及其他的功能尚不明确。我们既往的

研究［４］表明，ｐ７５ＮＴＲ和 ｓｏｒｔｉｌｉｎ共同表达于小脑颗粒
细胞上，并介导ｐｒｏＢＤＮＦ对新生鼠小脑颗粒细胞迁移
的抑制作用，且这种作用需要 ｐ７５ＮＴＲ及 ｓｏｒｔｉｌｉｎ的同
时存在。在本研究中，我们采用 ｐ７５ＮＴＲ转基因小鼠
作为离体神经元培养的来源，来观察 ｐｒｏＢＤＮＦ的效
应，并应用 ｓｏｒｔｉｌｉｎＦｃ竞争性抑制 ｐｒｏＢＤＮＦ与 ｓｏｒｔｉｌｉｎ
可能的结合，研究 ｐｒｏＢＤＮＦ、ｐ７５ＮＴＲ和 ｓｏｒｔｉｌｉｎ之间的
关系，结果表明，ｐｒｏＢＤＮＦ是通过与 ｐ７５ＮＴＲ及 ｓｏｒｔｉｌｉｎ
形成三聚体来介导对神经元的毒性作用的，缺少其中

的任何一种，这种介导作用都难以实现。

　　我们观察了离体条件下 ｐｒｏＢＤＮＦ对新生小脑颗
粒细胞增殖和存活的影响，但也存在一些可能的影响

因素。例如，小脑颗粒细胞除表达 ｐ７５ＮＴＲ外，还可能
表达有Ｔｒｋｓ受体，尽管加入外源性ｐｒｏＢＤＮＦ后前者的
介导效应占优势，但Ｔｒｋｓ受体能够高亲和力结合成熟
的神经营养因子，并介导抑制细胞凋亡的作用，这可能

对实验结果产生一定影响；同样，在 ｐ７５ＮＴＲ基因敲除
的神经细胞上，ｓｏｒｔｉｌｉｎ、Ｔｒｋｓ受体的表达可能出现变
化，关于下游效应的研究需要进一步研究。尽管如此，

本研究采用抗裂解 ｐｒｏＢＤＮＦ，观察其对新生小脑颗粒
细胞增殖和凋亡的影响，证实了前体蛋白 ｐｒｏＢＤＮＦ的
毒性作用，对了解其更多的生物功能提供参考。
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１　临床资料

　　患儿，女性，年龄１１个月，体质量９ｋｇ，因“口唇甲床发绀
１１个月”于２０１４年６月１０日入院。患儿出生后即发现其面唇
甲床发绀，哭闹后加重，于当地医院就诊，查体发现心脏杂音，

考虑为复杂性先天性心脏病。近日来上述症状加重，家属带患

儿就诊于我院。入院查体：Ｔ３６．５℃，Ｒ２６／ｍｉｎ，Ｐ１３２／ｍｉｎ，
Ｂｐ８３／５１ｍｍＨｇ，ＳｐＯ２８５％；神志清楚，口唇紫绀，双肺呼吸音清。
心尖搏动位于左侧第５肋间锁骨中线处，未扪及震颤，心律齐，
心前区可闻及收缩期杂音，Ｐ２明显减弱，双下肢无水肿，杵状指
（趾）。入院查肾功能提示肌酐２９．００μｍｏｌ／Ｌ，尿素５．０３ｍｍｏｌ／Ｌ。
血常规提示：ＷＢＣ１５．２６×１０９／Ｌ，ＮＥＵＴ６．２０×１０９／Ｌ、ＮＥＵＴ％
４０．５％，Ｈｂ１３７ｇ／Ｌ，ＰＬＴ４０７×１０９／Ｌ。心脏超声提示法洛四联
症。入院诊断：复杂性先天性心脏病，法洛四联症。入院后经

完善相关检查、对症处理后在全麻、体外循环心脏停搏下行“法

洛四联症根治术”。术后患儿逐渐出现全身水肿，２４ｈ尿量从
术后第１～５天进行性减少，最低至１３５ｍＬ，肾功能进行性恶
化，血肌酐和尿素进行性升高，最高血肌酐３６１．００μｍｏｌ／Ｌ，尿

素５０．９１ｍｍｏｌ／Ｌ，根据 ｐＲＩＦＬＥ标准［１］，考虑为法洛四联症根

治术后合并急性肾损伤（Ｆａｉｌｕｒｅ期），故于术后第５天切开直视
下股静脉置管（７Ｆ双腔静脉导管，美国箭牌）后行连续性肾脏
替代治疗（ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｒｅｎａｌｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ，ＣＲＲＴ），ＣＲＲＴ
机为Ｐｒｉｓｍａｆｌｅｘ（金宝，瑞典），滤器为配套管路 Ｍ６０（ＡＮ６９膜，
膜面积０．６ｍ２，预冲量８４ｍＬ），采用红细胞悬液５０ｍＬ联合
０９％氯化钠注射液预冲管路，治疗模式为连续性静静脉血液
滤过（ＣＶＶＨ），置换液剂量 ５００ｍＬ／ｈ，前后稀释比例 ９０％∶
１０％，治疗血流量 ２５～３０ｍＬ／ｍｉｎ；抗凝剂为肝素首量 ４ｍｇ，
０．９～１ｍｇ／ｈ维持。治疗过程中患儿血压波动于７９～１２８／４８～
７１ｍｍＨｇ，心率波动于 １２１～１５８／ｍｉｎ。首次治疗时间共计为
７６ｈ，净超滤总量２４３２ｍＬ，患儿水肿明显缓解。术后８ｄ复查
肾功肌酐６４．００μｍｏｌ／Ｌ，尿素６．６７ｍｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ尿量增加至
１５０ｍＬ，暂停ＣＲＲＴ治疗并观察。术后１０ｄ患儿尿量增加不明
显，浮肿逐渐加重，２４ｈ尿量１８０ｍＬ，复查血肌酐１４８．５０μｍｏｌ／Ｌ，
尿素１４．３９ｍｍｏｌ／Ｌ，予日间连续性肾脏替代治疗（ｄａｙｔｉｍｅｃｏｎ
ｔｉｎｕｏｕｓｒｅｎａｌｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ，ＤＣＲＲＴ），治疗模式、治疗剂量
及血流量同前，抗凝剂首量肝素３ｍｇ，不维持，每日持续时间
７～１４ｈ，ＤＣＲＲＴ治疗４次后２４ｈ尿量增至５３５ｍＬ，停ＤＣＲＲＴ
治疗，尿量逐渐恢复正常，术后１５ｄ复查血肌酐４９．５０μｍｏｌ／Ｌ，
尿素６．３７ｍｍｏｌ／Ｌ，患儿病情好转于术后３４ｄ出院。

２　讨论

　　法洛四联症术后并发症的发生率较高，一旦发生急性肾损
（下转１９９５页）
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