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集落刺激因子影响神经元存活及凋亡的体外观察
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提 要
:
目的 观察集落刺激因子 ( C~SF l) 对神经元体外存活及凋亡的影响

。

方法 采用无血清单纯神经元培养
,

观察补充人

重组 c sF
一

“ }式 sF
一

1 )对小鼠神经元体外存活率的影响
,

同时用碗 酶细胞凋亡试剂盒检测 C SF
一

1对神经元 自然凋亡的影响
。

结果

:(S F
一

l 能明显提高神经元体外存活率
,

降低体外培养神经元的凋亡百分比
。

结论 通过阻止或减缓细胞凋亡
,

提高神经元体外存活

时间可能是 C S卜 1实现神经元保护作用的机制之一
。
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细 胞集 落刺激 因 子 ( C ol on y ist mu l at ign fac t or
,

CSF
一

l) 最初被发现是血液单核巨噬细胞生长
、

繁殖
、

分

化的刺激因子
,

并能刺激破骨细胞的分化和骨吸收
。

其后发现脑内星形胶质细胞也能产生这一细胞因子
,

小胶质细胞则拥有 c sF
一

l 受体
` j 。

eB erz vo sk 盯。
等侧 为

观察 C--sF l 对脑损伤局部小胶质细胞的影响
,

在脑皮

层小 的局灶性缺血模型 的局部补充人重组 C S F
电

1

( h尤SF
一

1)
,

意外发现该因子能提高病灶区神经元存活

率
:

这一发现提 出了这样 一个 问题
:

CS P
一

1 是否是一

个新的具有神经营养因子样作用的免疫细胞因子 ? 如

果是
,

则其神经元保护作用机制又为何 ? 本研究观察

了 C S-F l 对体外培养神经元存活率及细胞凋亡过程的

影响
,

对此进行了初步探讨
。

材料和方法

1
.

1 细胞培养

用 H
o l l e
邵

e r s

培养液行无血清
、

低细胞密度大脑皮层神经

细胞培养
。

取胚胎 巧 d 3C 即H eJ 小鼠分离大脑皮层组织
,

在含

0
.

25 % 胰酶的 H
a
nk

s

平衡液中消化 or 而
n ,

继之以纱布过滤去

除组织块及纤维
,

滤液经注射器反复抽吸以充分分离细胞
。

将

离散细胞接种于直径 印 ~ 细胞培养皿中
,

细胞密度为 s x
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以

I J /皿
。

用于凋亡细胞染色的培养盘中每皿置 6 张用 op ly
一

lys
-

i I1( 二包被的玻片 ( 11 ~
x ll

~ )
。

10 而
n
后吸除悬浮细胞及培

养液
,

换新鲜配制无血清 MD咖 或 I I
O l l e
路

e玲 培养液
。

Z h 后作

贴壁细胞计数
。

1
.

2 CS F
一

l 对神经元体外存活的影响

玉
.

2
.

1 随机分 I
、

n
、

皿组和对照组
,

每组为 6 个培养皿
。

n组

用于观察 CSF ` 1对神经元存活的影响
,

工和 m组用于观察补充

C SF
es

l 的剂量与神经元存活的依赖关系
。

工
、

n
、

m组分别加人

人重组 e -sr 1 (腻乐
l 洲四“ 7

,

5 1脚
a ,

B e
ij i

n g ) 3
x 一护

、

6 x l护
、

g x

盯 IU/ L培养液
。

对照组加人等量牛血清白蛋 白 ( BSA
,

2B 5
-

18 iS g n l a
)

,

终浓度为 1%
。

以后隔日复加 l 次
。

1
.

2
.

2 细胞计数 每 24 h 进行一次细胞计数
,

在 日本 0 1响旧
~

usP 倒置显微镜下观察
,

每培养皿随机取 or 个视野 ( or x )
,

计数

视野内细胞突起长度大于和等于细胞直径的全部细胞
,

计算 6

个平皿的平均数及标淮差
。

1
.

3 CS F
一

1对体外培养神经元 自然凋 亡率的影响

随机分为实验组及对照组
,

每组 6 个培养皿
。

实验组每天

补充人重组 C-SF l( l
u
C S F

.

1 )6
x I J uI lL

。

对照组用牛血清白蛋

白替代 ! u C S-F 1
,

终浓度为 1%
。

分别于体外培养第 2 天和第 3

天
,

每组每天随机选取 12 张玻片
。

BP s 冲洗后
,

于 or % 福尔马

林室温下固定 30 而
n 。

再经 BP S 冲洗
,

在含 0
.

2% 胰酶的 H
a n

k
s

缓冲液中孵育 30 面
n 。

在预冷的乙 醇
:

冰醋酸 ( 2
:
l) 中固定 5

而
n 。

P B S 充分冲洗后
,

用
.

l b g 酶细胞凋亡检测试剂盒 ( 57 1-00
ikt

,

o cn or) 作细胞凋亡染色
,

部分玻片经快红复染
。

Ol y ln p u s
B x

50 显微镜下
,

照相并随机选取 5 个高倍视野 ( 20
x

物镜 )
,

分别

计数总细胞数和胞核浓缩
、

深染的凋亡细胞
,

计算出凋亡率
。
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