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少突胶质细胞对 P C 12 细胞 表达的影响

何家全
` ,

蔡文琴
2 ,

张可成
`

(第三军医大学
: ’

附属新桥医院神经外科
,

重庆 《 减刃3 7 ; ’ 基础医学部组织学与胚胎学教研室
,

重庆 粼I刃3 8 )

提 要
:

目的 研究少突胶质细胞与神经元相互作用时神经元 G A P
~

43 的表达
。

方法 用分离培养的少突胶质细胞及其细胞

碎片分别作用于培养的 CP 12 细胞
,

于不同作用时相点在观察代 12 细胞突起变化的同时检测 代 12 细胞内 C川毛 43
11】R N 八的表达

。

结果 对照组 CP 12 细胞 GA P
~

43
11击幽 A 有较高的表达

,

在给予少突胶质细胞处理后早期
,

其表达水平即显著降低 (尸
< 0

.

05 )
,

一直到

处理 12 h
,

其表达水平仍无明显的回复
。

结论 少突胶质细胞可能通过产生抑制性物质抑制神经元 ( ;”
~

43 的表达进而抑制中枢神

经系统损伤轴突的再生
。
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我们先前的观察发现
,

神经元在接触到少突胶质
细胞及其细胞碎片时其突起会发生塌 陷及回缩川

,

这

与中枢神经系统少突胶质细胞膜上存在着抑制神经元

突起生长的物质有关 z[, , 〕。

生长相关蛋白 43 ( G n 〕W tl
l -

as cso iaet d orP iet n 一

43
,

。 护
~

4 3) 在发育与再生期间在神经

元生长锥中高水平表达
,

因此
,

被称作生长与塑型蛋

白
。

虽然其在神经系统中的研究较多
,

但其在少突胶

质细胞与神经元相互作用时其表达 的变化还 罕有报

道
。

本实验正是基于这样的原因开展研究
,

利用 CP 12

( p ll e oC ll or n联三尹皿叼 C e ll 12
,

P C 12 )细胞作为神经元的细

胞模型
,

从一个侧面探讨少突胶质细胞影响神经元突

起生长可能的细胞及分子机制
。

1 材料与方法

1
.

1 少突胶质细胞的培养及收集

采用 M cC
a rt l

l ) 等的方法分离
、

培养及纯化胚胎 14 d 大鼠大

脑皮层的少突胶质细胞
,

台盼蓝染色判断细胞活力
。

胰酶消化

法收集细胞
。

1
.

2 少突胶质细胞及其碎片对培养 CP 12 细胞影响

用 9 x
9 时

,

2以〕耐 培养瓶培养咒 12 细胞
,

分别用少突胶质
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15

细胞及其细胞碎片 37 ℃处理 10 血
n 、

4 h 及 12 h 后
,

用新鲜无血

清培养基洗 2 次
,

常规收集细胞
,

每种处理因素 6 瓶
,

每瓶约 5

x

vlo 个细胞
,

并以 1 瓶未作上述处理的细胞进行对照
。

分别

用于细胞总 RN A提取进行 GA P
~

4 3 斑点杂交
。

另取一 24 孔培

养板按不同分组培养 CP 12 细胞
,

用作 G人R 43 的原位杂交
。

1
.

3 质粒 G A P
~

43 的转化
、

扩增
、

抽提
、

纯化
、

酶切鉴定

及探针标记

质粒转入宿主菌 MJ I的 中扩增
,

常规酚 /氯仿抽提纯化
。

经

凡
。

11 酶切后收集片断行地高辛随机引物探针标记
。

1
.

4 不 同分组 CP 12 细胞 GA P井 3 原位杂交

培养于盖玻片上的细胞常规 4 %多聚甲醛 固定
,

0
.

1 1110刀L

BP (S 声 7
.

2 ) 中漂洗
。

在蛋白酶 (K 2 卿祖 ) 中 37 ℃孵育 10

而
n ,

以暴露待测
n 侣入 A

。

0
.

l m 0 F L BP S充分冲洗后
,

按 20 四盖

片加含地高辛标记的
c R人A 或 d )N A 探针杂交液 (每 血 杂交液

含 0
.

5 滩探针 )于湿盒中
,

书 ℃
,

加盖保温 12 一 1 6 h
。

2 x SSC
,

l x SS〔:
,

o
.

s x s s C 盯 ℃各漂洗 15 而
n 。

o
.

05
1n 0 F L BP S 漂洗

。

碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体 I油 片断
,

按 1 : 1 (XX) 稀释
,

在

湿盒中室温孵育 6 h
。

0
.

05
I x l

胡 L BP S 漂洗 5 而
n x 4 次

。

常规
N B T / B C IP 显色

,

脱水
,

二甲苯透明
,

D PX 封片观察拍照
。

1
.

5 培养 CP 12 细胞总 RN A 提取及斑点杂交

本实验根据 hC ~
z y l l s

ki P 及 s ac c拉 N 的《硫氰酸肌一步法

细胞内总 NR A 提取》法
,

稍作修改
,

用于培养细胞内总 RN A 的

提取
。

所用器皿用 %1
`

的 D EI
〕
C 水浸泡 过夜

,

高压蒸气灭菌

( 1
.

() 3 4 x I J aP
,

20 ~ )
,

团 ℃烘干备用
。

所提样品进行 D、 /

D 280 紫外线纯度测定及电泳鉴定
。

斑点杂交在硝酸纤维膜上进

行
,

常规 N BT / B C护 显色
。

待显色满意后用 1 x
ET 冲洗 2 次以

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 2001. 08. 034





第 8 期 何家全
,

等
.

少突胶质细胞对 P C 12 细胞 C
Z

护
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4 3 表达的影响 9 4 7

明显的轴突再生出芽
L 7〕 。

另外
,

周围神经移植到 中枢

神经系统诱导的中枢神经系统神经元轴突的再生也伴
随着 以P

一

43 明显的上调阁
。

本实验结果提示
,

中枢神

经系统轴突损伤后其再生能力的低下可能与少突胶质

细胞下调神经元 C A P
一

43 的表达有关
,

也 就是说
,

少突

胶质细胞有可能通过产生轴突生长抑制性物质抑制神

经元 G AP
~

4 3 的表达进而抑制中枢神经系统损伤轴突

的再生
。
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1
.

2 本院麻疹病儿近 30 年来就诊情况 我院收治麻疹最

多的一年是 1961 年 l (从〕例
,

次为 1963 年 1 00 8 例
,

1965 年开始

麻疹预防接种以来
,

麻疹患儿逐年减少
,

尤其在 80 年代末 90 年

代初非常显著
。

1985 一 99 2 年 8 年中共收治麻疹 63 例
,

1 993
-

199 8 年 6 年中共收治 385 例
,

麻疹病例呈波浪式上升趋势
,

199 9

年达 161 例
,
2 ( XX〕年的发病更是突飞猛进

,

1 一 8 月收治 31 5例
。

1
.

2 临床资料
2以 例住院病儿中

,

均有不同程度的前驱症状
,

如发烧
,

咳

嗽
,

清涕等
。

均有全身皮疹
,

日 腔有费柯氏斑 占 75
.

5 % ( 154/

2以 )
,

疹退时有色素沉着占 90
.

2% ( 184 2/ 04 ) ; 出现合并肺炎占

41
.

2% ( 84 /204 )
,

合并喉炎占 29
.

4 % ( 60 /2以 )
,

合并肠道感染占
16

.

7 % ( 3 4 /2以 )
,

合 并紫瘫 3 例 ( 1
.

5 % )
,

合并 肾疾 病 2 例

0
.

98 %
,

合并脑炎 2 例 0
.

98 %
。

检验血液中麻疹抗体阳性 占

59
.

8 % ( 122 /2以 )
,

强 阳性占 3
.

9% ( 8/ 2 《)月)
,

阴性 占 19
.

6 % ( 4D /

2 04 )
,

另 16
.

7 % ( 34/ 204 )未做血检测
。

血常规显示 W B C 小于
3

.

o x zo
l Z

/ L 占 4
.

9 %
,

研q〕C 在 ( 3
.

0
一 8

.

0 ) x l o
` 2 / L 占 65

.

68%
,

(8
.

0
一 10

.

0 )
x 10

, Z z L 占 12
.

7%
,

( 10
.

0
一 15

.

0 ) x 10
, 2

/ L 占

1一 7 %
,

大于 1 5
.

o x 一0
, 2

/ L 占 4
.

9%
。

2 讨论

从我院麻疹病儿就诊的数目看
,

近一年该病发病有上升趋

势
。

究其原因
,

可能是来 自农村的流动人口
,

未进行麻疹预防

接种
,

造成易感人群 中真实有效免疫比例过低所致 ;本组病儿

中未行预防接种的病儿高达 63 %
,

支持这种结论
。

另一种原因

可能是某些地方麻疹疫苗在运输过程中冷链系统遭到破坏
,

使

麻疹疫苗失效
,

即使接种疫苗也不能达到有效免疫
。

人群中出

现免疫空白
,

一旦有人发病
,

其他人随之而感染起病
。

近年国

外动物实验模型证实
,

麻疹疫苗不能预防变异型麻疹病毒〔’ 〕 ,

免疫失败是否病毒变异
,

有待研究
。

控制麻疹流行的关键是建

全冷链系统和加强流动人口预防工作
,

提高基层预防工作人员

的责任心
。

本组病儿的临床特点显示
,

无重型麻疹表现
,

并发

症一般不太严重
,

愈后较好
,

无一人死亡
。

然而部分病儿表现

不够典型
,

有 3 例分别是肺炎风疹 百日咳被误诊为麻疹值得临

床医师重视 日腔费柯氏斑相对比例较高
“ ,

与近来 的文献报

道不 太一致
,

可能与就诊时间有关
,

早期就诊容易查看到费柯

氏斑
)

麻疹抗体 阳性率 63
.

7%
,

相对文献 [ 3〕报道 I g M 抗体准

确率 叩% 偏低
,

可能与检测时间过早有关 无合并症情况下
,

白细胞总数大多在 ( 3
.

0 一 8
.

0 )
x

101
2 / L

。

本组患儿显示发病年龄幅度增宽
,

小婴儿和学龄儿童发病

增多
。

过去发病集中在 6 月至 5 岁
,

现 2 一
6 月以及 5 一

8 岁均

较多
,

可能与母亲未患过麻疹
,

又未进行过免疫接种
,

胎传抗体

少有关 ;麻疹抗体在大龄儿童中可能水平太低
,

因流动人 口未

进行免疫
。

建议预防接种初种改在 6 月
,

另对既将怀孕的妇女

进行一次接种
,

增加胎传抗体 另外
,

本组病儿发病高峰季节

后延 ;过去冬春是发病高峰
,

现发病高峰在春季并延迟到夏季

麻疹病毒繁殖需一定的湿度和较低温度
,

今年夏季重庆地区温

度偏低较往年
,

给病毒繁殖提供了有利条件
。

为减低发病率
,

可对流动人 口在发病高峰来临前的 2 月份左右进行一次麻疹

接种
,

实为一种切实可行的预防麻疹措施
。

总之
,

我院一年中收治麻疹病例增多的原因是多方面的
,

有麻疹病毒本身的原因
,

气候的原因
,

预防接种覆盖面原因 ;但

把好预防接种质量关
,

就一定能降低麻疹的发病率
,

最终达到

20 10 年消灭麻疹的目的
。
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