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不同龄大鼠脑神经元细胞核的纯化及其性质的比较
`

彭家和 茹象千 邱 平 (第三军医大学基础部生物化学教研室 ) 6 3 0 0 3 8

提 要 本研究采用蔗糖法从不同龄 w ist ar 大 鼠大脑皮质纯化制备神经元细胞核
,

并对其性质进行了

比较研究
.

结果显示
:

以此法制备的神经元细胞核形态
、

结构均正常
.

而核产率随老化过程有减少趋势
:

三种

R N A 聚合酶
、

染色质非组蛋白和 R N A 含量随年龄增加而降低
,

但组蛋白含量不受老化因素影响
。

关键词 神经元
;
细胞核

;

转录活性
.

染色质
,
大鼠

中国法分类号 R 3 29
.
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真核细胞贮存遗传信息的染 色质以特定的构象存

在于细胞核 中
,

染 色质的组成和结构的变化将调控遗

传信息的表达
,

进而影响生物发育和衰老变化过程
〔`〕 。

我们实验室 由于研究大 鼠老化过程大脑神经元 30
n m

染色质纤维构象变化的需要
,

参 照并改进 iG lft ifr da 方

法图
,

纯化了不同龄脑神经元细胞核
,

同时借助于同位

素和生物化学技术
,

对其核产率
、

体外转录活性及染色

质的化学组分进行分析研 究
,

为阐明大 鼠老化过程脑

神经元 30
n m 染色质构象变化规律提供了基础

。

材料与方法

1
.

1 实验动物

1
.

1
.

1 w ist
a r

大鼠由本校动物所提供
。

雌雄随机分三个年龄

组
:

幼年鼠 ( 1 6~ 1 7 周龄 ) ;

成年鼠 ( 3 3~ 5 4 周龄 ) ;
老年鼠 ( 9 8~

、 0 0 周龄 )
。

一 1
.

2 试剂
: a 一

鹅膏覃碱 (。
一a m a n

it i
n )西德 玩

e
h

r
i
n g e r

公司产

品 )
, ’ H

一

U T P ( 2 0 C i /m m o
l ) 上 海原子 能 研 究所产 品

,
A T P

、

C T P
、

G T P 和苯甲基磺酞氟 (P M S F )上海东风试剂厂产品
,

其

它化学试剂均为分析纯
。

1
.

2 方法

一 2
.

1 脑神经元细胞核的制备
:

参照 G iu f f r id a
方法

,

将 w is t a r

大鼠断头处死
,

迅速取大脑置玻璃皿中去白质
,

称取灰质 4 9
,

月雹量冰冷 A液 ( 0
.

5 m o l /L 蔗糖
、

1 5 0 m m o
l / 1 K C I

、

5 0 m m o
l / L

M g C I
: 、 0

.

5 m m
o
l / L P M S F

、
1 0 m m

o
l / L T

r is 一 H C I p H 7
.

o
、

0
.

5 % T r i t o n
X一

0 0 )漂洗
.

剪碎
,

加 A 液 5 0 m l
,

经 T e f o l
n
杆

手动玻璃匀浆器匀浆约 12 ~ 15 次
,

200 目尼龙布过滤
,

残渣再

加 A 液 4 0 m l重复匀浆
、

过滤
、

两次滤液合并
,

4 C 3 0 0 0 r p m

离心 10 m in
,

获粗核沉淀
。

然后再将粗核均匀悬浮在 60 m 1 B

液 ( 2
.

1 m
o
l / L 蔗糖

、
5 0 m m o l /L M g C I

: 、
0

.

5 m m o l / L P M S F
、

1 0 m m
o
l / L T

r i s 一 H C I pH 7
.

o )中
,

平分于三支离心管内
,

每支

离心管底加 5 mI B 液为垫子
,

25 0 00
r p m 超速离心 l h

,

获纯核

沉淀
.

以 C 液 ( 1 0 m m o l /L T
r is 一 H C I p H 7

.

o
、
5 m m o l / L M g

-

cl
: 、

25 %甘油 )制成 1 m g / ml 核悬浮液
,

低温保存备用
.

以上操

作均在。~ 4 ,C条件下进行
。

1
.

2
.

2 匀浆液和细胞核悬液中 D N A 含量测定
:

参照 K ue hl 方

法 L,] 进行
.

样品用 10 纬三氯醋酸离心沉淀 D N A
,
5肠三氯醋酸

洗一次
,

在 5 %三氯醋酸中加热 9 0 ℃水解 1 5 m i n ,
3 0 0 0 r p m 离

心吸一定量的上清液
,

用二苯胺反应显色
,

测其60 0 n m 波长的

光吸收
,

由标准曲线读出 D N A 含量
。

1
.

2
.

3 细胞核转录活性测定
:

按本室方法 .[ 〕进行
。

体外转录活

性以 R N A 中掺人
’
H

一

U M P p m
o
l / m g 细胞 D N A 表示

。

R N A 聚

合酶 I 活性指低盐系统 ( 5 0 m m o l /L ( N H
.

)
:

5 0
.

)中加入
a 一 a -

m
a n i t in 时测得的活性 ; R N A 聚合酶 I 指高盐系统 ( 2 4 0 m m o

l /

L ( N H
;

)
:

5 0
;

)中加入
。 一 a

m
a n it in 时测得的活性

,

减去 R N A 聚

合酶 l 的活性表示
.

1
.

2
.

4 染色质化学组份分析
:

按 L go an 等方法 sLJ 分离 D N A 和

R N A ,二 苯胺法测 D N A 含量
,

紫外 吸收法测 R N A 含量
。

按

H ill 方法困 分离组蛋白和非组蛋白
,

蛋白含量用 L o
w yr 法测得

.

2 结果

2
.

1 不 同龄大 鼠脑神经 元 细 胞核纯化各 步 D N A 含

量和核产率

利用本法制备的幼年鼠
、

成年鼠和老年鼠神经元细胞核的

D N A 产量和产率见表 1
。

以匀浆液 D N A 含量为 100 %计算
,

幼

年鼠
、

成年鼠和老年鼠核产率分别为22
.

3 %
,

2 1
.

1% 和 18
.

8 %
,

呈现随年龄增加而核产率逐渐降低的趋势
。
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中的高度保守性图
,

组蛋 白作为染色质主要结构蛋白

对维持染色质结构具有重要意 义
。

而染 色质中的非组

蛋白和 R N A 含量
,

老年鼠明显低于幼年 鼠和成年鼠
,

呈现随年龄变化的特征
。

过去认为非组蛋 白也属于结

构蛋 白
,

但近年来许 多实验证 明
,

染色 质非组蛋 白和

R N A 一样均能解除组蛋白对基因表达的抑制作用
,

与

复 制
、

转 录密 切 相关 l0[
全。

因此
,

染 色 质 非组 蛋 白和

R N A 含量下降
,

基因表达调控异常
,

是否与机体衰老

过程密切相关有待进一步研究
。

参考文献

3 讨论

本研究参照 iG
: :

ffr id a 蔗糖法制备脑神经元细胞

核的方法
,

在匀浆 A 液中加入 1 50 m m ol / L K CI 和 0
.

5

m m ol / L P M S F
,

前者不仅可以使核膜脆性减弱
,
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避免核内染色质纤维在细胞核分离过程中松散
,
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旋
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。
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脑神经元细胞核核膜完整
,

染 色质清晰可见
。
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子
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、
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,

经体外转录实验证 明均具有良好的转录活性
,

进而表明细胞核生物学功能正常
。

同时显示
,
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这一结果与 P e t
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颈部解剖关系复杂
,

勿四颈后可发生室息或大出血死亡严重

后果
。

亦有因刨颈后处理不当
,

致发音障碍及呼吸道狭窄而长

期戴管
,

给生活带来很多不便
。

近年来我们救治严重例颈病人

14 例
,

对如何恢复喉粘膜和软骨支架的完整性
,

特别对一些常

致喉狭窄后遗症的环状软骨严重损伤者
,

I 期置 T 型管取得满

意效果
,

报告如下
:

临床资料

本组患者 14 例
,

男女各 7例
,

年龄 23 ~ 81 岁
.

勿业颈时伤及部

位
:

伤及甲状舌骨膜进入喉咽腔 1例
,

伤及甲状软骨进入喉腔 6

例
,

伤及环甲膜进入声门下 2例
,

伤及环状软骨进入声门下 3例
,

气管部分断裂 2例
。

入院时有失血性休克 8例
。

所有病人 清创修

复前均做了常规的低位气管切开
.

8例病人粘膜对位缝合后仍

有较大缺损
,

均用颈部带状肌肌膜翻转修复粘膜缺损区
.

4例环

状软骨伤患者中一例缺损较少
,

粘膜保留较完整
,

软骨缺损不

明显
,

修复后对位良好
。

另一例术后 1。天声门下肉芽组织生长
,

出现呼吸困难
。

即行喉成型术
,

摘除肉芽后声门下置硅胶 T 型

管
,

半年后顺利拔管
.

另二例病人因环状软骨缺损较多
,

均术中

I 期置 T 型管
,

一例 已拔管
,

另一例因时间短尚待观察
.

其余 11

例病人亦顺利拔管
,

随访 1年均无呼吸困难
.

讨论

颈部外伤不仅影响发音及呼吸道通畅
,

还 可对生命造成潜

在严重威胁
。

处理喉外伤时
,

恢复喉粘膜和软骨支架的完整性

是恢复发音和气道通畅的最主要措施 〔 , 」
。

如何恢复喉粘膜和软

骨支架的完整性可因刨颈患者伤及的部位高低不同
,

出现的症

状不同处理方法也不尽相同
.

如伤及甲状舌骨膜
,

常将会厌软

骨茎部部分或完全切断
。

从创 口可见到喉部发音时声带运动
,

伤员可致咳嗽
,

也可因喉水肿出现呼吸 困难
.

处理时应注意创

口深部会厌的修复
.

因会厌粘膜比较疏松
,

修复一般不 困难
.

伤

及 甲状软骨
,

损伤部位在声带上下
,

虽然直接损伤声带者不多

见
,

但伤员往往可因声带肿胀而出现声音嘶哑
,

失音和呼吸困

难
.

处理时如甲状软骨仅有裂口 或虽然有骨折但错位不明显

者
,

软骨膜
,

粘膜对位缝合即可
.

如错位明显而软骨膜又失去缝

合固定的条件
,

则软骨缘需用钢丝固定
,

以保持术后呼吸道通

畅
,

除已游离或失活的甲状软骨小骨片可去除外
,

应尽 t 保留
,

特别是喉部粘膜及软骨膜
,

以便于修复和防止术后喉狭窄
.

对

粘膜缺损较多者
,

可采用带状肌肌膜
,

带蒂转入喉内
,

修X喂部

缺损粘膜
,

以消灭喉部粘膜缺报区
。

术后随访观察
,

创面光滑
.

环甲膜部位损伤后正处于声门下
,

是喉腔的狭窄部位
,

硫松组

织多
,

淋巴组织丰富
.

伤后易发生声门下水肿
,

有较严重的呼吸

困难
.

伤后喉水肿往往在48 卜达高峰 t[]
.

应注愈早期诊断
,

严密

观察
.

如不合并伤及上下软骨
,

行常规气管切开
,

解决通气遵免

环状软骨感染即可
.

而环状软骨是喉腔的唯一完整软骨
,

是喉

的主要支架
,

环状软骨损伤后可出现明显的呼吸困难
,

如果处

理不当常引起喉狭窄的不良后果
。

这样的病人在尽 l 缝合并修

复喉粘膜
,

保留仍有活性软骨同时 I 期里硅胶 T 型管
,

以防止

喉狭窄的发生
,

可取得极为满意的效果
。

气管部位深较隐蔽
,

气

管损伤的机会较少
。

刨颈病人急诊致死的主要原因是呼吸道堵塞或伤及颐部

大血管造成大量失血性休克
.

血块堵塞和喉枯膜水肿是呼吸道

堵塞的主要原因
.

而出血则因颈部血管丰富
,

就是没有伤及要

害血管也可致失血性休克
.

本组 14 例伤员中人院时有失血性休

克者 8例
。

而伤及颈部大血管常未能送人医院即已死亡
.

所以保

持呼吸道通畅和及时止血防休克是例颈伤员救治的关键
.

如怀

疑有颈内外静脉损伤
,

应尽量平卧
,

以减少发生气栓的危险
.

关链词 颈 /投伤 ,急救
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