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无镁诱导神经元惊厥样放电后Lingo-1对轴突的影响 

刘丽呜，蒋 莉，王 胡，何 蓉，陈恒胜，程 莉 

(重庆医科大学附属儿童医院神经内科、儿童发育疾病研究教育部重点实验室、儿科学重庆市重点实验室、 

重庆市儿童发育重大疾病诊治与预防国际科技合作基地，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究惊厥样神经元模型中含亮氨酸重复序列和免疫球蛋白结构域的Nogo受体作用蛋白(LRR and Ig domain 

containing，Nogo receptor interacting protein，Lingo一1)对神经元轴突的作用。方法：(1)培养 10 d的皮层神经元，经正常细胞外液 

处理(正常组)或无镁细胞外液处理(无镁组)后用免疫荧光技术检测神经元轴突变化。(2)以上两种不同处理后6、12、24、48、 

72 h 5个时间点，用qRT—PCR及Western blot检测神经元中Lingo一1表达情况。(3)设计 shRNA慢病毒抑制Lingo一1表达，分为 

正常组、无镁组、无镁+对照shRNA组和无镁+Lingo—lshRNA组4组，用免疫荧光技术检测神经元轴突长度。结果：(1)正常组神 

经元轴突粗壮、轴突间网络连接较致密 ，神经丝蛋白 2oo(neumfilament proteins 200，NF200)只在突起表达 ；无镁组神经元轴突 

纤细、轴突间网络连接稀疏，NF200在胞体内高表达。(2)各观察时间点上，无镁组Lingo一1的表达量均高于正常组(P<0．05)。 

(3)在神经元轴突长度上：无镁组小于正常组(尸：0．000)，无镁+对照shRNA组与无镁组无统计学差异，无镁+Lingo—lshRNA组 

大于无镁组+对照shRNA(P=O．000)。结论：无镁处理后神经元轴突损伤、Lingo一1表达升高，抑制Lingo一1表达后神经元轴突损 

伤减轻．说明Lingo一1可能参与神经元放电后神经元轴突损伤。 
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Effect of Lingo一1 On axon with Mg2*--free—induced neurOn 

seizure-like discharge 

Liu Liming，JiangLi，Wang Yue，He Rong，Chen Hengsheng，ChengLi 

(Department ofNeurology， Children’s Hospital，Chongqing Medical University；Ministry ofEducation Key 

Laboratory ofC Development and Disorders：China International Science and Technology Cooperation Base of 

C development and Critical Disorders；Chongqing Key Laboratory of Pediatrics) 

【Abstract]Objective：To study the effects of Lingo-1 on neuron axon with M Lfree-induced seizure—like discharge．Methods：(1) 

Cortical neurons cultured for 10 d were exposed to normal media(normal group)or M _fTee media(Mgu_fTee group)for 3 h and the 

morphology changes of neuron axon were observed with immunofluorescence．(2)The mRNA and protein expressions of Lingo一1 were 

detected by qRT-PCR and Western blot at 6，12，24，48 and 72 h after Mg~-free or normal media treatment．(2)The expression of Lingo一1 

in neuron was inhibited by lentivirus—mediated RNA．Cortical neurons were divided into norm al group，Mg~-free group，Mg 一free+ 

control shRNA group and Mg2~-free+Lingo-lshRNA group．The morphology changes of neuron axon were observed and the neuron 

axon len~h was detected with immunofluorescence．Results：(1)In normal group，neurons axon was thick and in dense network 

connection．NF200 only expressed in the neurite．In Mg 一f e group．neurons axon was slender an d in sparse network connection． 

NF200 highly expressed in cell body．(2)From 6 h to 72 h，Lingo-1 expression was increased at each point in Mg2+-free group than 

in normal group(P<0．05)．(3)Mg2+-free group axon len~h was shorter than that in normal group(P=0．o0o)．There was no statistical 

difference in axon length between Mg~-free group and M -free+control shRNA group．Axon length was longer in M 一free+ 

lentivirus group than in Mg2+-free+control shRNA group(P=O．000)．Conclusion：Lingo-1 may be involved in axon i~ury after 

Mg~-free-indueed neuron seizure-like discharge． 

【Key words]Lingo-1；cortical neuron；seizure；axonal injury；lentivirns infection 

惊厥是d,JL时期最常见的神经系统急症．且容 

易出现严重惊厥和惊厥持续状态(status convulsion． 

sc)。长时程惊厥或sc发作后。可造成选择性海马 

神经元变性、坏死和神经元脱失的脑损伤㈣。神经 

元死亡后其余神经元无法分裂复制代替死亡的神 

经元，所以有效预防神经元损伤就显得尤为重要。研 

究表明含亮氨酸重复序列和免疫球蛋白结构域的 

Nogo受体作用蛋白(LRR and Ig domain containing． 

Nogo receptor interacting protein，Lingo一1)对神经元 

存活及突起的生长起到抑制的作用。但在惊厥性脑 

损伤后Lingo—l表达情况及其对神经元的影响目前 

研究较少，为此，本研究通过建立惊厥样放电神经 

元体外模型，对惊厥后神经元 Lingo一1表达变化及 

Lingo一1对轴突生长的影响进行研究。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 实验采用无特定病原体(specific pathogen 

free，SPF)级出生 24 h以内的sD大鼠，雌雄不限，实验所用 

sD大鼠均购自重庆医科大学实验动物中心。 

1．1．2 主要试剂 DMEM／F12培养基(Hyclone SH30023．01B)， 

DMEM高糖培养基(Gibco 81 15371)，Neurobasal培养基(Gibco 

21103---049)，B27培养基添加剂(Gibco 1714376)，L-谷氨酰胺 

(Sigma G8540)，澳洲胎牛血清(Life 10099—141)，EDTA一胰 

蛋白酶(Gibco 1676922)，兔抗大鼠单克隆抗 NF200抗体 

(Millipore 013M4772)，兔抗大鼠单克隆抗Lingo一1抗体(Mil— 

lipore 07-678)，DAPI(Sigma D9542)，山羊抗兔 FITC抗体(Life 

1616933)，NaC1(Sigma V900058)，KC1 2．5(Sigma V900068)， 

CaC12(Sigma V900266)，D-glucose(Sigma G7528)，HEPES 

(Sigma H3375)，甘鞭 (SigmaGB8200)，MgC12(SigmaV900020)， 

反转录(TakaRa AK3201)，qRT—PCR试剂盒(TakaRa A7602— 

1)，PVDF膜(Millipore 162—0177)，BCA法蛋白定量试剂盒 

(~ermo scientific 23227)．超敏 ECL化学发光试剂盒(Bio— 

Rad 170-5061)。 

1．1-3 主要试剂配制 L一谷氨酰胺储存液(100 x)：2．923 g 

L一谷氨酰胺加入 100 ml 0．01 mol／L PBS中，0．22 m除菌器 

过滤，分装后一20℃保存；正常细胞外液 mmol／L)：NaC1 145．0、 

KC1 2．5、CaC12 2．0、D—glucose 13．0、HEPES 10．0、甘氨酸 0．001、 

MgC12 1．0，用 5 mmol／L NaOH调 pH值为7-3，渗透压为280～ 

320 mmol／L，0．22 p．m除菌器过滤 ；无镁细胞外液(mmo1]L)： 

NaC1 145．0、KC1 2．5、CaC12 2．0、D-glucose 13．0、HEPES 10．0、 

甘氨酸0．001，用 5 mmol／L NaOH调 pH值为7-3，渗透压为 

280～320 mmol／L，0．22 m除菌器过滤；接种培养基配制： 

DMEM／F12培养基+10％澳洲胎牛血清；无血清培养基配制： 

Neurobasal培养基+2％B27+1％ L_谷氨酰胺。 












