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　　［摘要］　目的　探讨膜联蛋白 Ａ６（ａｎｎｅｘｉｎＡ６，ＡｎｘＡ６）调控神经祖细胞（ｎｅｕｒａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，
ＮＰＣｓ）定向少突胶质细胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ，ＯＬｓ）分化的作用机制。方法　构建 ＡｎｘＡ６基因敲减
（ＡｎｘＡ６敲减组）和过表达（ＡｎｘＡ６过表达组）病毒载体，以空载体作为对照组。运用 ｑＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、免疫荧光染色、活细胞钙成像等技术，对比检测 ＡｎｘＡ６敲减与过表达后，体外培养的 ＮＰＣｓ胞内
Ｃａ２＋的动态变化差异及其对定向分化转录因子 Ｏｌｉｇ２（定向 ＯＬｓ）、Ｈｅｓ１、Ａｓｃｌ１等表达的影响，评估
ＡｎｘＡ６对ＮＰＣｓ分化过程的影响。结果　与对照组相比，ＡｎｘＡ６敲减组未见明显 ＡｎｘＡ６蛋白条带（Ｐ＜
０．０５），而ＡｎｘＡ６过表达组阳性蛋白条带光密度值显著升高（Ｐ＜０．０１）；ＮＰＣｓ分化１ｄ后在静息状态下，
ＡｎｘＡ６过表达组细胞可见胞内Ｃａ２＋自发振荡的频率和振幅均高于对照组和 ＡｎｘＡ６敲减组；在 ＮＰＣｓ分
化３ｄ的细胞中，可见ＡｎｘＡ６过表达组Ｏｌｉｇ２ｍＲＮＡ表达升高，而 Ｈｅｓ１、Ａｓｃｌ１ｍＲＮＡ则表达减少；Ｏｌｉｇ２
荧光阳性细胞的百分率升高，ＣＮＰａｓｅ荧光信号代表的髓鞘分布增大；同时突起形成相关细胞骨架因子
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＦｙｎｍＲＮＡ的表达显著上调（Ｐ＜０．０５）。结论　过表达 ＡｎｘＡ６不仅能增强 ＮＰＣｓ分化早期细
胞内Ｃａ２＋的动力变化，还促进ＯＬｓ定向转录因子的表达，加快髓鞘形成。
　　［关键词］　 膜联蛋白Ａ６；神经祖细胞；少突胶质细胞；钙离子；细胞分化；髓鞘形成
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｍｙｅｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒＶｉｍｅｎｔｉｎａｎｄＦｙｎｍＲＮＡｗａｓａｌｓｏｅｌｅｖａｔｅｄ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｎｘＡ６ｎｏｔｏｎｌｙｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆＣａ２＋ｉｎＮＰＣｓａｔｔｈｅｅａｒｌｙ
ｓｔａｇｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ｂｕｔａｌｓｏｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｒｅｃｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｉｎＯＬｓａｎｄａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ
ｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｎｎｅｘｉｎＡ６；ｎｅｕｒａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ；ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；Ｃａ２＋；ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；

ｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３１４７１１４８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＨｏｎｇｌｉ，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｈｏｎｇｌｉ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　膜联蛋白 Ａ６（ａｎｎｅｘｉｎＡ６，ＡｎｘＡ６）属于膜联蛋白
Ａｎｎｅｘｉｎ家族的成员，相对分子量大小为６８×１０３，是该
家族中分子质量最大的一个亚型［１－２］。近年研究表明

ＡｎｘＡ６在细胞内通过与钙离子结合发挥伴侣分子的作
用［３］，参与细胞内的信号转导并引起磷酸化等反应［４－５］。

有实验证实 ＡｎｘＡ６表达增多可稳定激活细胞表面受
体［６］，参与神经嵴内细胞的迁移过程［７］。相反，ＡｎｘＡ６
功能受到抑制会延缓软骨生长板内细胞终末分化能

力［８］。可见ＡｎｘＡ６在部分未分化组织细胞的发育中起
着重要的调节作用。由此，我们推测ＡｎｘＡ６可能与神经
细胞的早期发育分化也有关联，但相关实验证据尚少。

　　神经祖细胞（ｎｅｕｒａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＮＰＣｓ）是胚胎
新皮层发育过程中一种具有自我更新和定向分化能力

的多能干细胞［９］。体外研究显示在自然条件下，ＮＰＣｓ
分化为星型胶质细胞占７０％以上，分化为神经元比例
占２５％左右，仅有不到 ５％的细胞分化为少突胶质细
胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ，ＯＬｓ），表明ＮＰＣｓ定向分化为ＯＬｓ
的能力是有限的［１０］。临床孕晚期胎脑白质发育主要

由少突胶质前体细胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓ，
ＯＰＣｓ）分化为ＯＬｓ。已有研究证实孕晚期脑白质的发
育极易受到缺氧、缺血、高糖等损伤因素的影响，造成

转录因子Ｏｌｉｇ２等表达降低伴随 ＯＬｓ分化受阻，产生
不可逆的神经损伤［１１］。而 ＮＰＣｓ是 ＯＰＣｓ的主要来
源，因此，ＮＰＣｓ向ＯＬｓ的定向分化调控及其机制的研
究对于脑白质发育及相关疾病防治具有重要意义。然

而，ＡｎｘＡ６是否在 ＮＰＣｓ的命运决定和定向 ＯＬｓ分化
过程中也起着调控作用，目前国内外仍缺少相关报道。

本实验通过构建ＡｎｘＡ６敲减以及过表达病毒载体，采
用体外ＮＰＣｓ分化模型，探究ＡｎｘＡ６在ＮＰＣｓ定向ＯＬｓ
发育过程的调控作用，为探寻神经系统发育早期定向

ＯＬｓ分化的调控新靶点提供实验室证据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　动物　　健康清洁级新生至３ｄＳＤ大鼠，由

本校动物实验中心提供。

１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥ／Ｆ１２培养基、胎牛血清购
自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；Ｂ２７Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ购自 Ｇｉｂｃｏ公司；
ｂＦＧＦ、ＥＧＦ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；免疫荧光二抗
ｄｙｌｉｇｈｔ４８８，５５０购自武汉博士德公司；０．２５％胰酶购自
上海碧云天生物技术有限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂
盒购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　方法
１．２．１　大鼠原代ＮＰＣｓ的体外培养和诱导分化　　取
新生３ｄＳＤ大鼠，剥离脑组织除去脑膜及表面血管
后，漂洗并装入含无菌 ＰＢＳ的培养皿内，碾碎脑组织
后加入０．２５％胰酶细胞消化液消化５ｍｉｎ，１４００ｒ／ｍｉｎ
离心 ５ｍｉｎ，弃上清，加入无血清的 ＮＰＣｓ培养液
（ＤＭＥ／Ｆ１２培养液，青霉素链霉素溶液（１００倍稀
释），ｂ２７（５０倍稀释），ｂＦＧＦ（５０００倍稀释），ＥＧＦ
（５０００倍稀释）重悬，接种到 ２５ｃｍ２培养瓶中（细胞
数约 １×１０６个／瓶），置于 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱中。
ＮＰＣｓ在培养 ３～５ｄ后，可形成神经球，呈悬浮生长，
每２天换半量培养基，７ｄ后吹打神经球为单细胞悬
液，以１×１０６个／瓶接种到培养瓶中，每４～５天传代１次
用于后续分化实验。诱导分化时，更换为含１０％ＦＢＳ
的ＤＭＥ／Ｆ１２的分化培养基，作用２４ｈ计为分化１ｄ。
１．２．２　过表达／敲减病毒感染细胞　　ＡｎｘＡ６过表达
病毒、ＡｎｘＡ６ＣＲＩＳＰＥＲＣａｓ９基因敲减病毒及其相应的
空白对照病毒购自上海吉凯基因化学技术有限公司。

将细胞分为空载体对照组、ＡｎｘＡ６敲减组、ＡｎｘＡ６过表
达组。感染前１ｄ，将 ＮＰＣｓ接种于６孔板，每孔接种
１×１０６个细胞，各自加入相应的病毒浓缩液，病毒感染
１２ｈ后弃去上清，更换为新鲜培养基继续培养。
１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测　　设计引物（少突胶质细胞
分化相关因子 Ｏｌｉｇ２正义链：５′ＧＧＣＧＧＴＧＧＣＴＴＣＡ
ＡＧＴＣＡＴＣＴＴ３′，反义链：５′ＧＣＧＡＧＴＴＧＧＴＧＡＧＣＡＴ
ＣＡＧＧＡＴ３′；星形胶质细胞分化相关因子 Ｈｅｓ１正义
链：５′ＣＴＧＧＡＧＡＧＧＣＴＧＣＣＡＡＧＧＴＴ３′，反 义 链：５′
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ＧＡＡＧＧＣＧＡＣＡＣＴＧＣＧＴＴＡＧＧＡ３′；神经元分化相关因
子Ａｓｃｌ１正义链：５′ＡＣＴＴＣＡＧＴＧＧＣＴＴＣＧＧＣＴＡＣＡＧ３′，反
义 链：５′ＧＣＧＴＣＴＣＣＡＣＣＴＴＧＣＴＣＡＴＣＴＴ３′；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
正义链：５′ＧＡＣＡＴＣＡＴＧＣＧＧＣＴＧＣＧＡＧＡＡ３′，反义链：
５′ＴＣＡＴＡＣＴＧＣＴＧＧＣＧＧＡＣＡＴＣＡＣ３′；Ｆｙｎ正义链：５′
ＡＧＣＧＡＡＡＣＴＧＡＣＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧ３′，反 义 链：５′
ＣＧＧＣＴＧＣＧＴＧＧＡＡＧＴＴＧＴＴＧＴＡ３′。传统 ＴＲＩｚｏｌ法提
取细胞总 ＲＮＡ，用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈ
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ试剂盒逆转录成 ｃＤＮＡ，以 ＧＡＰＤＨ为内
参，用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒进行扩增，结果采用 ２－ΔΔＣｔ

法进行相对定量分析。

１．２．４　活细胞钙成像　　将３组细胞种植于玻底培
养皿中培养２４ｈ，取１ｍＬＦｌｕｏ４ＡＭ工作液（Ｆｌｕｏ４母
液５μＬ用培养基稀释至 １ｍＬ）覆盖在细胞表面，
３７℃孵育３０ｍｉｎ；在共聚焦显微镜下记录Ｆｌｕｏ４荧光
信号及动态变化曲线。

１．２．５　免疫荧光染色 　　ＮＰＣｓ及分化各阶段细胞
用－２０℃无水甲醇固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，用５％
ＢＳＡ室温封闭 １ｈ后，加入一抗（Ｎｅｓｔｉｎ、ＣＮＰａｓｅ、
Ｏｌｉｇ２，稀释比例均为 １∶４００，购自武汉博士德公司），
４℃过夜。ＰＢＳ清洗３次后，加入对应的二抗，室温避
光孵育１ｈ，然后加入 ＤＡＰＩ进行细胞核染色，室温避
光孵育２０ｍｉｎ，洗涤后以５０％甘油溶液封片。荧光染
色细胞镜下随机选取１０个视野／组测定。统计分析荧
光阳性细胞的百分率和荧光信号的分布面积。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　收集细胞样品裂解、离
心提取蛋白，予以 ＢＣＡ蛋白定量后，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶电泳和转膜，用５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ后，加
入相应的一抗（ＡｎｘＡ６，１∶５００，购自武汉博士德公司）

４℃过夜，过夜后用 ＴＢＳＴ漂洗 ３次并加入对应的
ＨＲＰＩｇＧ，室温孵育 １ｈ后用 ＴＢＳＴ洗涤 ３次，最后经
ＥＣＬ液曝光并拍照留存。采用 ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度
分析，以 ＧＡＰＤＨ作为内参，用目的蛋白与 ＧＡＰＤＨ的
比值表示目的蛋白相对表达量。

１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ７软件进行统计分析。计量
资料以 珋ｘ±ｓ表示，每组实验至少重复３次。组间差异
采用ｔ检验和卡方检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　大鼠ＮＰＣｓ的分离鉴定
　　在无血清ＮＰＣｓ培养基中培养２４ｈ后，观察到单
个悬浮细胞和不规则悬浮细胞团。２～３ｄ后，可见呈
悬浮生长的数目、大小形态不同的细胞球，具有强烈折

射率且没有突起，５ｄ后可见大量细胞球（图１Ａ）即为
神经球。免疫细胞荧光染色可见神经球内显示 Ｎｅｓｔｉｎ
阳性信号（图１Ｂ）。
２．２　ＡｎｘＡ６过表达加快ＮＰＣｓ形态分化
　　ＮＰＣｓ分化３ｄ后，在对照组中，神经球细胞团贴
壁生长，直径扩大，周边见较多有突起的细胞（图２Ａ）。
ＡｎｘＡ６过表达组可见神经球周边分化细胞较多且多为
＞７分支突起的细胞；而 ＡｎｘＡ６敲减组神经球周边分
化细胞较少，胞体较大且突起及分支较少，多为＜３分
支（图２Ｂ）。运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ３组分化细胞中
ＡｎｘＡ６蛋白表达，ＡｎｘＡ６过表达组 ＡｎｘＡ６蛋白条带的
光密度值显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），ＡｎｘＡ６敲减组
ＡｎｘＡ６蛋白条带较对照组减弱（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ、Ｄ）。

!" !# !" !#

$ %

Ａ：体外培养５ｄ后见神经祖细胞呈球状悬浮生长；Ｂ：神经球内见Ｎｅｓｔｉｎ荧光阳性信号

图１　大鼠ＮＰＣｓ体外培养与鉴定
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Ａ：ＮＰＣｓ分化３ｄ后，低倍镜（上）和高倍镜（下）显示３组细胞发育成熟形态；Ｂ：分化细胞中＜３突起、４～６突起及
＞７突起的细胞所占百分率；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＡｎｘＡ６蛋白表达结果；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＡｎｘＡ６蛋白
相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图２　ＡｎｘＡ６对ＮＰＣｓ形态分化的影响

２．３　ＡｎｘＡ６过表达诱导分化细胞内Ｃａ２＋自发性震荡
　　ＮＰＣｓ分化１ｄ后活细胞钙成像检测结果显示，在
静息状态下，ＡｎｘＡ６过表达组中细胞内 Ｃａ２＋信号呈现
出较多的自发性震荡反应，且振荡活动的频率和幅度

均较对照组细胞显著增强（Ｐ＜０．０１），相反，ＡｎｘＡ６敲
减组相较于对照组，细胞内 Ｃａ２＋信号的自发性振荡反
应较少，钙振荡波形幅度明显低平（图 ３Ａ）。钙振荡
峰值数以对照组均值 ８００为对照，统计学分析显示
ＡｎｘＡ６过表达组中幅度超过均值的钙反应分布率明显
较多，ＡｎｘＡ６敲减组较对照组显著减少（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ）。
提示ＡｎｘＡ６增多促使细胞钙应答功能更加活跃。
２．４　过表达ＡｎｘＡ６上调早期分化细胞中Ｏｌｉｇ２表达
　　免疫荧光结果显示ＡｎｘＡ６过表达组分化１ｄ细胞
中 Ｏｌｉｇ２荧光阳性细胞的百分率显著高于对照组，
ＡｎｘＡ６敲减组百分率明显降低（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ、Ｂ）。
同样，采用ｑＲＴＰＣＲ检测ＮＰＣｓ分化１ｄ后细胞，结果
显示：ＡｎｘＡ６过表达组分化细胞中 ＯＬｓ分化相关转录
因子Ｏｌｉｇ２ｍＲＮＡ的表达显著升高（Ｐ＜０．０１），反之，

ＡｎｘＡ６敲减组Ｏｌｉｇ２ｍＲＮＡ水平显著低于对照组（Ｐ＜
０．０１）；且ＡｎｘＡ６敲减组星形胶质细胞分化相关因子
Ｈｅｓ１以及神经元分化相关因子Ａｓｃｌ１ｍＲＮＡ水平显著
高于对照组（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ）。提示 ＡｎｘＡ６过表达促
进ＮＰＣｓ向ＯＬｓ定向分化。
２．５　过表达ＡｎｘＡ６上调ＣＮＰａｓｅ，同时促进Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、

Ｆｙｎ的ｍＲＮＡ表达
　　进一步采用免疫荧光检测ＮＰＣｓ分化３ｄ细胞中髓
鞘标志物ＣＮＰａｓｅ的表达，结果显示ＡｎｘＡ６过表达组细
胞突起及分支中可见大量红色荧光信号分布，包绕胞体

周边。相反，ＡｎｘＡ６敲减组细胞中ＣＮＰａｓｅ阳性信号仅
分布在胞体周边区域，阳性信号面积明显低于对照组

（Ｐ＜０．０５，图５Ａ～Ｃ），提示ＡｎｘＡ６过表达诱导ＮＰＣｓ向
ＯＬｓ定向分化，且加快 ＯＬｓ髓鞘发育成熟进程，而
ＡｎｘＡ６表达受抑制则显著减少ＮＰＣｓ向ＯＬｓ的分化。
　　采用ｑＲＴＰＣＲ检测３组细胞分化３ｄ后，结果显
示ＡｎｘＡ６过表达组 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 ＦｙｎｍＲＮＡ表达均明
显增高（Ｐ＜０．０５）；其中，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ较对照组增加近
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３倍，而 ＡｎｘＡ６敲减组较对照组未见明显差异；Ｆｙｎ
ｍＲＮＡ较对照组增加约０．６倍，而 ＡｎｘＡ６敲减组较对
照组减少约 １倍。提示 ＡｎｘＡ６的增多可能促进分化
细胞中Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｙｎ表达，与定向分化后 ＯＬｓ的突起
发育成熟加快有关（图５Ｄ）。

３　讨论

　　ＡｎｘＡ６是近年发现的一个能与蛋白和受体相结合
的膜联蛋白伴侣分子［１］。研究证实 ＡｎｘＡ６能够通过
招募相应分子调控细胞骨架稳定、突起延长，参与细胞

的多种功能活动，如干细胞分化、细胞迁移等［７］。已

有较多研究证实在 ＮＰＣｓ分化过程中，常伴随着胞膜
上相应受体的激活启动，是细胞命运决定的关键环节，

这一调控过程需要标志性的转录因子的启动。新生儿

脑白质软化症相关研究表明，在发育早期少突胶质前

体细胞极易受缺血缺氧等氧化应激性因素的损伤，使

定向分化为 ＯＬｓ能力受到抑制，该过程与转录因子
Ｏｌｉｇ２表达降低密切相关［１２］，故转录因子Ｏｌｉｇ２表达高
低可作为评价ＮＰＣｓ向ＯＬｓ分化能力的指标。
　　本研究通过运用体外培养的 ＡｎｘＡ６ＣＲＩＳＰＥＲ
Ｃａｓ９基 因 敲 减 的 ＮＰＣｓ以 及 ＡｎｘＡ６过 表 达 的
ＮＰＣｓ［１３］，探究ＡｎｘＡ６在定向ＯＬｓ分化中的调控作用，
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Ａ：活细胞钙成像检测静息状态下分化１ｄ后，各组细胞胞内［Ｃａ２＋］反应的动力变化曲线；Ｂ：各组细胞钙振荡的
荧光峰度值的对比统计分析　ａ：Ｐ＜０．０１

图３　ＡｎｘＡ６对分化细胞内［Ｃａ２＋］信号的影响
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：免疫荧光染色观察３组中ＮＰＣｓ分化１ｄ后Ｏｌｉｇ２阳性细胞；Ｂ：Ｏｌｉｇ２荧光阳性细胞的百分率统计；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ
分析３组ＮＰＣｓ分化早期胞内定向分化转录因子ｍＲＮＡ的表达差异

图４　ＡｎｘＡ６对ＮＰＣｓ早期分化１ｄ细胞中转录因子表达的影响

７４３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：分化３ｄ后 ３组细胞 ＣＮＰａｓｅ免疫荧光染色观察；Ｂ、Ｃ：３组 ＣＮＰａｓｅ阳性荧光信号的分布面积和荧光强度；
Ｄ：ｑＰＣＲ检测３组分化３ｄ细胞中细胞骨架相关因子ｍＲＮＡ的表达差异

图５　ＡｎｘＡ６对ＮＰＣｓ分化及髓鞘形成的影响

结果显示过表达 ＡｎｘＡ６后可使 ＮＰＣｓ分化细胞中
Ｏｌｉｇ２的ｍＲＮＡ表达增强，但 ＡｎｘＡ６敲减组显示 Ｏｌｉｇ２
ｍＲＮＡ表达量显著减少。提示 ＡｎｘＡ６的表达可能参
与ＮＰＣｓ定向 ＯＬｓ分化过程。另外，ＡｎｘＡ６敲减组中
观察到星形胶质细胞分化相关转录因子 Ｈｅｓ１［１４］以及
神经元分化相关因子Ａｓｃｌ［１５］的ｍＲＮＡ表达增高，表明
ＡｎｘＡ６的降低在减少 ＮＰＣｓ向 ＯＬｓ分化的同时，可引
发更多ＮＰＣｓ向星形胶质细胞以及神经元分化。故推
测ＡｎｘＡ６可能是ＮＰＣｓ定向ＯＬｓ分化过程中不可或缺
的一环。ＡｎｘＡ６的减少可能作为一种应激性损伤因
素，导致其相关转录因子表达增多，刺激星形胶质细胞

以及神经元发生反应性变化，尤其是应激下星形胶质

细胞常发生形态变大、数目增多等系列反应［１６－１７］。而

Ａｓｃｌ１表达见于神经元分化启动等阶段，对后续神经元
分化的影响及其相关具体机制有待进一步研究。

　　既往生物信息学研究结果显示，ＡｎｘＡ６蛋白中存
在具有Ｃａ２＋结合相关的结构域［５］。有研究表明ＡｎｘＡ６
与Ｃａ２＋结合后，能减少胞内蛋白的降解，从而表现出稳
定胞内蛋白的作用，提示ＡｎｘＡ６作为分子伴侣必须与
细胞内Ｃａ２＋结合才能引发下游信号转导和引起磷酸化
反应［１８－１９］。本研究发现在静息状态下，ＡｎｘＡ６过表达
组细胞内呈现出明显的自发性钙振荡，且振幅较强；而

ＡｎｘＡ６敲减组钙振荡较弱。Ｆｌｕｏ４作为与 Ｃａ２＋结合探
针，钙振荡荧光信号越强，表明胞内 Ｃａ２＋浓度越高，提

示细胞功能更加活跃，Ｃａ２＋作为第２信使，进一步启动
下游转录因子的表达［２０］。有研究认为 ＡｎｘＡ６与 Ｃａ２＋

结合后形成的复合物能使其本身构象发生变化，暴露

疏水基团，后者作为与靶蛋白相互作用的位点能够招

募一些小分子蛋白，参与膜表面一系列依赖于钙调蛋

白的活动，包括囊泡运输、胞吐作用、信号传导、细胞分

化、细胞凋亡［２１］等。本实验也观察到 ＡｎｘＡ６表达增
强的同时，细胞中Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｙｎ的表达较对照组均有
显著提高，而 ＡｎｘＡ６敲减组较对照组显著下降。对
ＯＬｓ的研究提示Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｙｎ的表达与髓鞘膜形成以
及髓鞘扩展有关［２２－２３］，进一步提示ＡｎｘＡ６／Ｃａ２＋复合物
可能增强与Ｆｙｎ等的结合，加快了髓鞘的成熟。本研
究采用ＣＲＩＳＰＲ技术敲减 ＡｎｘＡ６基因，观察到细胞分
化成熟受阻，滞后于对照组和 ＡｎｘＡ６过表达组，ｑＲＴ
ＰＣＲ检测结果显示转录因子Ｏｌｉｇ２表达显著低于对照
组，提示敲减ＡｎｘＡ６基因可能导致蛋白构象中的疏水
基团Ｃａ２＋结合区错构，从而失去加速ＮＰＣｓ分化功能。
　　综上，本研究观察在 ＮＰＣｓ分化过程中过表达或
敲减ＡｎｘＡ６后对其定向分化的影响，结果显示在增强
ＡｎｘＡ６的表达后，ＯＬｓ的分化比例较对照组有明显提
高。本实验结果提示在 ＮＰＣｓ的分化早期调控 ＡｎｘＡ６
的表达可促进其定向 ＯＬｓ分化，并能加快髓鞘的形
成。本研究为寻找脑白质分化发育早期 ＮＰＣｓ定向分
化的新的调控靶点提供实验证据。但 ＡｎｘＡ６是如何

８４３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



与其他基因或分子协同作用，相关机制尚不明确，需进

一步深入研究。
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｏｎｅｕｒｏｎｓｔｏｆｕｒｔｈｅｒｉｍｐｒｏｖｅｌｏｃｏｍｏｔｏｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｅｃｏｖｅｒｙｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙｒａｔｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，
２０２１，７８１：１４５５２８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｇｅｎｅ．２０２１．１４５５２８．

［１６］ＰＥＫＮＹＭ，ＮＩＬＳＳＯＮＭ．Ａｓｔｒｏｃｙｔｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｒｅａｃｔｉｖｅ
ｇｌｉｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｇｌｉａ，２００５，５０（４）：４２７－４３４．ＤＯＩ：１０．１００２／
ｇｌｉａ．２０２０７．

［１７］ＰＥＫＮＹＭ，ＷＩＬＨＥＬＭＳＳＯＮＵ，ＴＡＴＬＩＳＵＭＡＫＴ，ｅｔａｌ．
ＡｓｔｒｏｃｙｔｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｒｅａｃｔｉｖｅｇｌｉｏｓｉｓＡ ｎｅｗｔａｒｇｅｔｉｎ
ｓｔｒｏｋｅ？［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＬｅｔｔ，２０１９，６８９：４５－５５．

［１８］ＭＯＮＡＳＴＹＲＳＫＡＹＡＫ，ＢＡＢＩＹＣＨＵＫＥＢ，ＨＯＳＴＥＴＴＬＥＲ
Ａ，ｅｔａｌ．ＰｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｎｅｘｉｎＡ６ｒｅｄｕｃｅｓ
Ｃａ２＋ｅｎｔｒｙｂｙｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇｔｈｅｃｏｒｔｉｃａｌａｃｔｉｎｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ［Ｊ］．Ｊ
ＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００９，２８４（２５）：１７２２７－１７２４２．ＤＯＩ：１０．
１０７４／ｊｂｃ．Ｍ１０９．００４４５７．

［１９］ＤＥＭＯＮＢＲＥＵＮＡＲ，ＦＡＬＬＯＮＫＳ，ＯＯＳＴＥＲＢＡＡＮＣＣ，
ｅｔａｌ．ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｎｎｅｘｉｎＡ６ｐｒｏｍｏｔｅｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｐａｉｒ
ａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｍｕｓｃｌｅｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０１９，
１２９（１１）：４６５７－４６７０．ＤＯＩ：１０．１１７２／ＪＣＩ１２８８４０．

［２０］ＰＣＨＩＴＳＫＡＹＡＥ，ＰＯＰＵＧＡＥＶＡＥ，ＢＥＺＰＲＯＺＶＡＮＮＹＩ．
Ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣａｌｃｉｕｍ，２０１８，７０：
８７－９４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｃａ．２０１７．０６．００８．

［２１］ＨＯＱＵＥＭ，ＥＬＭＡＧＨＲＡＢＩＹＡ，Ｋ?ＳＥＭ，ｅｔａｌ．ＡｎｎｅｘｉｎＡ６
ｉｍｐｒｏｖｅｓａｎｔｉｍｉｇｒａｔｏｒｙ ａｎｄ ａｎｔｉｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆ
ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎＥＧＦＲｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｈｕｍａｎ
ｓｑｕａｍｏｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳＪ，２０２０，２８７（１４）：
２９６１－２９７８．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｆｅｂｓ．１５１８６．

［２２］Ｏ’ＭＥＡＲＡＲＷ，ＭＩＣＨＡＬＳＫＩＪＰ，ＡＮＤＥＲＳＯＮＣ，ｅｔａｌ．
Ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｉｎ
ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓｖｉａｃｏｎｔｒｏｌｏｆａｃｔｉｎｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌｄｙｎａｍｉｃｓ
［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１３，３３（２３）：９７８１－９７９３．ＤＯＩ：１０．
１５２３／ＪＮＥＵＲＯＳＣＩ．５５８２１２．２０１３．

［２３］ＭＡＴＲＯＮＥＣ，ＰＥＴＲＩＬＬＯ Ｆ，ＮＡＳＳＯ Ｒ，ｅｔａｌ．Ｆｙｎ
ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅａｓｈａｒｍｏｎｉｚｉｎｇｆａｃｔｏｒｉｎｎｅｕｒｏｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓ
ａｎｄｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２０，２１（１２）：
Ｅ４４４４．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２１１２４４４４．

（收稿：２０２１０７１６；修回：２０２１０９０１）

（编辑　张　维）
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