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摘 要
:

【目的】研究凋亡与非凋亡大鼠小脑颗粒神经元 ( ce er bc uar g ar n ul e ne
u or n ,

C GN) 细胞中基因表达的

差异
,

克隆出与大鼠 C G N 凋亡相关的基因
。

【方法】用荧光差异显示聚合酶链反应 (llo er sc en
t diffe

r
en it al d i印 lay

即 ly m e r a s e 。
h

a
i
n er a e t i

o n ,

F D D p C R ) 从低钾诱导的大鼠 CG N 凋亡模型中筛选出差异表达序列标签 (
e x p r e s s e d

s e q u e n e e t a g
,

E sT )
,

反向 N
o rt h e :二 b l o t 杂交进一步验证后

,

用
e
D N A S

’

末端快速扩增技术 ( ar p i d 。 m p l iif e a t io n o
f

e D N A S
’

E
n
d

s ,

5
’

R A CE )克隆差异表达 E ST 的目标基因
,

用 RT
一

P C R 及 W
e s t e m b l o t 进一步验证目标基因 m R N A

及蛋白质水平的表达差异
。

【结果】用 FD D P CR 筛选出 5 号差异表达 E sT
,

经反向 N o rt he m b lot 验证后
,

用 5
’

R A CE 法成功地克隆到 5 号 EST 完整开放阅码框
,

序列同源性分析证实为大鼠基因 A R N代
,

R-T PC R 及 Wes tel n

bl ot 证实低钾诱导后 A RN悦
: n R N A 与蛋白质水平的表达均显著地上调

,

统计学分析显示差异有显著性 ( P<
.0 00 1 )

。

【结论】A R N代在低钾诱导的大鼠凋亡 C GN 中表达上调
,

提示 A RN竹 与 CG N 凋亡相关并在该过程中

发挥重要作用
。

关键词
:

神经元 ; 凋亡 ; 基因

中图分类号
: R 74 3

.

30 2 文献标识码
:
A 文章编号 : 167 2

一

3 55 4 ( 2X() 5 )0 2
·

0 129
一

05

C lo iu ng
o f C e

er b e l la r G r a
nu le N e u r o n A po P ot s is eR la t e d a n d D i n陇er n it a lly

E x P er ss e d aR t G e n e A R N T Z

SU N L i n
一

即 a n g
,

Y IN W e i
,

S U T a o ,

J I AN G W e i j i a n ,

SU X i n g
一

w e n ,

QI U P e n g
一 x i n

,

Y A N G u a n g
一

m e i

( D
e p a r t n , e n t o

f Ph a r m a e o
l
o g y

,

Zh o n g s h a n M e d ie al C o ll e g e ,

S UN Y a t一 s e n U n iv e sr it y
,

G u
an g z h o u 5 10() 80

,

C h i n a

)

A b s t r a e t :

[o bj
e e t i v e

】oT
e x p lo et Lh e diffe .le

n e e s 。 f ge n e e x p le
s s io n b e t w e e n 。 e

er b e ll a r g r a n己e 。 e u or n

( CG N )
o f

n o

mr al a n d a P o p t o s
i
s o

f ar t 5 0 a s 一0 e lo n e o t g e n e
, la [e d w i th CG N

a p o p t o s
i
s

.

【M e th de
s】 lF u o

er
s e e n t d政 , n t i a l

d is p l a y P CR (F D D p CR ) w a s :L s e d t o s e r e e n d iffe er
n t ial ly

e x
Per s s e d s e q u e n e e t a g ( E ST ) b e t w e e n CG N o

f
n o m l a l

a n d a p o
p t o s i s i n d u e e d b y lo w K

+ .

ftA
e r v e

ir if e d by er
v e o e N o

hrt
e nr b l o t , ar Pid a m p l iif e a t i o n of e D N A S

’ e n d s

( 5
’

R AC E )
w a s a p p lie d t o e lo n e aa :名e t g e n e o

f d i ffe er n t i a ll y e x p er
s s e d s e q u e n e e t a g ; RT

一

CP R a n d W
e s t e m b l o t w a s

e m p l o y e d ot fu r th e r i n v e s 、 ig
a 、 e : h e d故

r e n 桩a l e x p er
s s io n 。 f t a吧 e t g e n e

.

[ n
e s u lst 1 E盯 5 s h o w e d d iffe .le

n 一i
a ll y

e x Per
s s io n

aft
e r F D D P C R s e r e e n in g

.

V
e
ir if e d by er

v e玲 e N o rt h e m b lo t ,

E ST 5 w a s ht e n s u e e e s s fu ll y e l o n e d b y s
’

R AC E w i th
a n i n t e g ir ty o p e n 化 a d i n g fr a n i e w h i

e h e o m p l
e t e ly h

o m o
l
o g o u s t o th a t o

f A R N
矛

咫
o
f ar t ,

b o th m R NA a n d

p or t e i
n e x p er s s

i
o n

l
e v e

l
s o

f AR N ZT w e er v e
ir if

e
d

u p
一

er g u la t e d b y l o w K + s
ig

n讥 e a n d y a n al y ez d by s t a 一i
s t i

e m e thod
s

( P< 0
.

0 0 1 )
.

【C o n e l: : s
i
o n 】A R N咒 15 叩

一 r e g u l a t e d i n a p o p t o t iC e G N
。 r r a t i

n d u e e d by l o w K
· , s u g g e s t in g th a t A R N悦

1
5 er l

a t e d w i th CG N
a p o P t o s is a n

d m a y P l
a y a n i m P o rt a n t or l e i

n ht e Por e e s s o f CG N
a P o P ot s i s

.

K e y w o r ds
: n e u or n ; a P o p t o s

i
s ; g e xl e

【J S U N Y a t · se
n U n i v (M

e d cS i )
,

2X() 5
,

2 6 (2 )
: 12 9一 13 3 〕

神经元凋亡似一把双刃剑
,

一方面中枢神经系

统正常和谐的发育有赖于细胞增殖与凋亡的精细

调控来完成 〔’ 〕,

另一方面多种神经系统退行性疾

病
、

缺血性脑损伤等疾患又与其密切相关闭
。

虽然
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发育过程中神经元的程序性细胞死亡主要与营养

因子的缺乏或撤除有关
,

但这不是成熟神经元凋亡

的主要机制
,

相反
,

成熟神经元凋亡是由多种凋亡

诱导信号造成的
,

不同类型的神经元凋亡过程有各

自不同的特异性基因参与
,

即便是同一种神经元中

的同一种基因针对不同的刺激可激活不同的死亡

途径川
,

因此成熟神经元凋亡的机制目前仍显得纷

繁杂乱
。

为了深人了解成熟神经元凋亡的机制
,

同

时也为了积极寻找有效的干预成熟神经元凋亡的

药理学作用靶点
,

我们根据低钾诱导小脑颗粒神经

元细胞凋亡过程中依赖 m R N A 与蛋白质体内从头

合成的特点 [’]
,

克隆出大鼠神经元凋亡差异表达基

因 A R N ZT (
a口 1 h y d r o e a r b o n r e e e p t o r n u e l e a r

t ar sn loc at o :
2) 它属 于含有 bH LH / P A S 保守结构

域的核转录因子
,

但在成熟神经元凋亡中的作用尚

不 明确
,

A RN长 的成功克隆与表达差异的鉴定为

深人探讨成熟神经元凋亡的机制以及 A RN咒 在成

熟神经元凋亡中的作用奠定了研究基础
。

1 材料与方法

1
.

1 细胞培养与凋亡模型的建立

按 Y an 等 L’] 的方法分离并体外培养大鼠小脑

颗粒神经元 (
e e r e b e l l a r g r a n u l e n e u r o n ,

C G N )
。

直径

为 35 m m 的细胞培养皿体外原代培养 C G N 至第 8

天
,

用含 s m m o l / L Ke 一之无血 清 BM E 培养基

(
c o n d i t i o n a l l o w p o ta s s i u m m e d i u m

,

L K ) 置换含 10 0

m L/ L 胎牛血清及 2 5 m m o l / L K C I 的 B M E 培养基

(完全 B M E 培养基 )
,

以诱导 CG N 凋亡 ;非凋亡对

照 CG N 则用含 2 5 m m o l / L K C I 的无血清 BM E 培

养基 (
e o n d i t i o n a l h i gh p o t a s s i u m m e d i u m

,

H K )置换

完全 BM E 培养基
,

共同置体积分数 5% C o Z
培养

箱中
,

37 ℃孵育 6 h 后抽提细胞总 R N A
。

1
.

2 神经元凋亡差异表达 m R N A 的筛选

荧光差异显示 p C R 采用 G e n o m , H i e r o盯 p h

m RN A P r o if l e K i t和 G e n o m y x F l u o or D D Ki t (美

国 B E CK M AN 公司 )
,

其中含 12 个 3
`

锚定引物和

2 0 个 5
’

端随机引物及用 四甲基罗丹明 ( T M )R 标记

的另一套相同的 12 个 3
’

端锚定引物
,

实验按操作

说明书进行
,

实验包括
:

①低钾处理的细胞和正常

对照细胞中 R N A 的提取 ;② RN A 质量鉴定 ;③逆

转录反应 ( R )T ;④ 56 g/ L 聚丙烯酞胺变性胶 3 000
v 高压电泳 ;⑤灰度扫描分析 ;⑥ Pc R 扩增差异条

带及电泳后切胶回收 ;⑦T A 亚克隆 ;⑧测序等
。

1
.

3 反向 N o r th e r n b l o t 鉴定 m R N A 表达的差异

以 护
ZP

一

d C T P (北京亚辉生物工程公司 )作为反

应底物
,

利用反转录酶将 R N A 样品反转录成 却

标记的
c DN A 探针

,

胶回收试剂盒纯化探针
。

分别

与经 H K 和 LK 处理后所提取的 R N A 样品进行杂

交
,

常规方法进行预杂交
、

杂交
, 一

80 ℃曝光 36 h
,

显影定影后行灰度扫描分析
。

1
.

4 5
,

R A C E 法克隆差异表达基因

由于差异表达序列标签 ( EST )是从 3
’

端反转

录得到的
,

故只需用
c DN A S

`

末端快速扩增技术

(
r a p id a m v l iif e a t i o n o f e D N A S

`

E n d s ,

5
’

R AC E ) 即

有可能得到基因全长
。

以大鼠大脑 M a r a t h o n r e a d y

e D N A ( C lo n t e e h 公司 )作模板
,

根据 5 号差异显示

E S T 设 计 基 因 特异 性 引物 G S IP 和 G s ZP
,

按

SM A RT R A C E 原理分别和接头上的引物 A PI
,

及

A PZ 扩增
。

为获取基因完整开放阅码框共进行了 3

次 5
’

R A C E 扩增
,

第 1 次扩增所用的基因特异性引

物 G S P I 和 G S ZP 分别设计为
: 5

` 一

C AT C AT T CT

G C T GT A A GG T GT AT
一

3
`

和 5
’ 一

GTT 竹G G T G I T f

c TA c c T 钾c A T
一

3
` ,

第 2 次扩增所用的基因特异

性 引物 G S IP 和 G s P Z 分别设计为
: 5

’ 一

G C T A飞T

CA A C T G T C T T G
r

l
,

C GC T FA C
一

3
`

和 5
` 一

C T G C CA

G A A AT G GGT AGT TT G A
一

3
’ ,

第 3 次扩增所用 的

基因特异性引物 G S IP 和 GS PZ 分别设计为
: 5

’ -

C CA GC A CA G A AT G T A G AG GTT AT
一

3
`

和 5
’ -

T G A A CA GT G G CA T C T AT G G T A T G A
一

3
’ 。

每次

扩增所得到的产物经适当稀释后
,

进行第 2 轮巢式

PC R 扩增
,

第 2 轮扩增产物经琼脂糖凝胶电泳纯化

后
,

用 QIA q u i e k G e l Ex t r a e t i o n K i t ( Qi a g e n
公 司 )

回收
,

T
一

A 亚克隆扩增产物至 pG E M
一

T
一

ea sy 质粒载

体 ( p
r o m e g a

公司 )
,

测序证实
。

1
.

5 R T
.

P C R 鉴定 A R N T Z m R N A 表达的差异

以 R A CE 扩增出的 A R N ZT 开放阅码框序列

(2 13 6 b p )为模板设计上下游引物 F 和 R
,

F : 5
’ -

G C C AC G G G A C A G G T G A G A A不 3
’ ,

R : 5
`一

G C A

G C C AC C A CA A A C AG A A A T C
一

3
` ,

产物长度为

3 8 0 b p刀
一 a e ti n ( 2 19 b p )作为参照

。

生长在平皿中的

CG N 经 LK/ H K 3 7℃孵育 6 h 后
,

抽提细胞总 RN A
,

以反转录得到的
c D N A 作为 P C R 反应模板

,

PC R

参数为 94 ℃
,

3 m i n ; 9 4 ℃
,

3 5 5 ; 5 5 ℃
,

3 5
5 ; 7 2

℃
,

1 m i n ; 30 个循环 ; 7 2 ℃
,

I O m i , 1 : 取 5 林L p C R

产物在 巧 盯 L琼脂糖凝胶电泳
,

实验结果成像后
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,

等
.

大鼠小脑颗粒神经元凋亡相关的差异表达基因 A RN长 的克隆 13 1

分析
。

用不同批次的细胞重复以上实验 3 次
。

1
.

6 W e s t e r n b lo t 鉴定 A R NT Z 蛋白质表达的差

异
C G N 细胞总蛋白的抽提按 W at so n

等5l[ 的方法

进行
,

生长在 35 m m 平皿中的 C GN 经 L K / H K37

℃孵育 6 h 后
,

用 l x s D S 上样缓冲液 10 0 协 L 冰浴

裂解 5 而
n ,

4 ℃超声破碎 4 次
,

每次 5 5 ;l oo ℃煮

沸 s m i n ,

4 ℃
、

1 5 00 0 x g 离心 s m i n
, 一 2 0 ℃保存

备用
。

样 品经 B e A p or te i n A s s a y K i t ( H y e l o n e

iP er
c e ,

U SA ) 进行蛋白质定量
,

用 4 0 g/ L 的浓缩胶

及 100 9 / L 的分离胶行 SD S
一

P AG E
,

样品转移至

Pv D F膜
,

含 50 9 / L 脱脂奶粉的 1x T B S T 室温下封

闭 l 一 Z h
,

抗 A R NZT 一抗 ( S
a n t a C ur z ,

U SA )用含 5 0

岁 L 脱脂奶粉的 T BST 以 :1 500 稀释后
,

于 4 ℃轻

摇过夜
,

辣根过氧化物酶 ( h
o r s e r a d i s h p e or x id a s 。 ,

H R P )标记的二抗 ( l
: 2 0 0 0 )及 H RP 标记的抗生物

素的二抗 ( :1 1 000 ) 于室温下标记 l h
。

uL m iG OL
( N E B

,

U SA ) 试剂化学发光
,

X 线胶片记录实验

结果
。

pV D F 膜随后经
s t r ip p i n g 处理

,

以 l : 1 000 稀

释的
a n ti尹

一
t u b u l i n lll 抗体 ( S i g m

a ,

U SA )重新标记
,

X 线胶片曝光检测样品上样量
。

用不同批次的细胞

重复以上实验 3 次
。

1
.

7 序列同源性分析

用 N e B I (h r t p : / / w w w
.

n e b i
.

n lm
.

n ih
.

g o v
)的核

酸数据库
,

及 U S C S 大鼠基因组数据库 ( g
e n o m .e

u cs C
.

ed u) 进行生物信息学分析
。

1
.

8 统计学处理

数据用 班
:
表示

,

两均数间用成组 t 检验分析

差异显著性
。

图 1 F D D P C R 筛选神经元凋亡差异表达 m R N A

F i g
.

1 S c

eer in gn id ffe
r e
浦碰 y e x P er s se d m R N A for m

e e r e
be Ua r g r an ul e n e

uor
n a P o Pt o is s m do e l by F D D P C R

M : m ar k e r ; eS q u e

cne 5 1、 u少 er , la et d i n
d

u e
de b y e o

dn i ti o n己

low 即 t ass i u m m曰 iu m ( LK ) fo r
6 h ; b u t n o o b v i o u s b a n d e a n b e

d e t e e t e d i n e o n
肋 1 i n e u b a l i n g in e o n d i t i o n al h i g卜 p o tas

s i u m m e d i u m

( H K ) fo r 6 h

2
.

2 反 向 N o rt he nr b l o t鉴定 m RN A 表达差异

图 2 为反向 N o rt h e
m 杂交的结果

,

图 2 左边是

用 LK 诱导后的 m RN A 探针所杂交的结果 ;右边是

用 H K 处理后 的 m R N A 探针所杂交的结果
。

刀
-

ac it n
作为左右两侧 R N A 上样量和探针用量的参

2 结 果

2
.

1 神经元凋亡差异表达 m R N A 的筛选

反应产物行高分辨率变性聚丙烯酞胺凝胶电

泳
,

经激光扫描后得到差异表达图谱
,

按照 L K 与

H K 组间灰度扫描比值大于 .2 0 或小于 0
.

5 的标准

扣胶
,

共回收阳性条带 10 条 ; P C R 扩增后电泳验

证
,

得到差异条带 8 条
,

经过筛选
、

测序及序列分析

后
,

得到 8 个序列
,

其中第 5 号序列未检索到同源

性序列
,

第 7 号为低同源性序列
,

其余 6 个为已知

序列
。

第 5 号序列在 H K 处理的正常神经元中表达

水平很低
,

灰度扫描分析时未检测到 m RN A 条带

(图 l )
,

但在低钾诱导 6 h 后的凋亡神经元中表达

上调
,

其灰度扫描值为 ( 2 0 5 0 5士 3 4 5 1 ) / m m
,

( 。 = 4 )
。

图 2 反向 N o d h e r n b1 Ot 鉴定 m R N A 表达差异

F ig
.

2 dI e n

断
e d d迁er er n t ia Uy e x Pr e ss e d m R N A b y

r e v e r se N o r ht e rn b lo t

址 ft : h yb ir d iez d er s u l一5 o br山 n
de for m a p o p t o t i e C G N in d u e e d l ) y

e o n d i t i o n a l lo w 即 tas
s iu m m e d i u m ( LK ) ; jR g h一: h yb ir d i z e d er s u l t s

obt
a i n e d fr o m e o n d i t i o n al h i gh pot ass iu m , d iu m ( H K )
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照
,

凋亡及正常细胞样本均来自同一批小脑颗粒细

胞
,

从图中可见
,

在两侧尽ac it n
杂交斑点信号相同

的情况下
,

第 5 号序列表达差异最为显著
,

这与

FD D P C R筛选结果一致
,

证实 5 号为阳性差异表

达序列
。

2
.

3 5
’

R A C E 法克隆差异表达基因 A R N T Z

5 号序列在 N C BI 核酸数据库中无同源性序

列
,

在 U in G en
e
数据库中无定位信息及同簇 E S T

序列信息
,

因此无法利用 电子 P C R 的方法来识别

目标基因
。

为获取 5 号序列的目标基因
,

先后运用

了多种基因克隆技术均未能奏效
,

最后选用大鼠大

脑 M A R A T H O N r e a d y e D N A 为模板
,

运用 SM AR T

R A CE 的方法才获得成功
。

前后经过 3 次 R A CE 扩

增
,

扩得
C D N A 序列总长度为 5 663 b p

,

其中包含 l

个完整的开放阅码框
,

经同源性分析
,

该序列所含

的开放 阅码框与已知大鼠基 因 A yr l h y d or ca r b on

r e e e p to r n u e le a r t r a n s一o e a t o r Z ( A R NZT )完全同源
,

同

时检索 U C SC 大鼠基因组数据库
,

5
`

R A C E 结果与

大鼠基因组序列同源性高达 99
.

8%
,

含 19 个剪接

子序列
,

与 A RN ZT 基因的 19 个外显子无论在序列

上
,

还是在剪接位点上均完全相同
,

该
C DN A 在大

鼠染色体上的定位为 C h r o m a s l q 3 1
, e h r l : 14 0

,

5 6 6
,

6 1 5
一

14 0
,

7 7 1
,

5 5 4 ( U C SC G e n o m e B r o w s e r o n R a t

J u n 2 00 3 F er e z e
)

,

基因组序列跨度为 2 0 4 9 3 7 b p
。

该基因 3
’

端非编码区 ( 3
`

u T R )长达 3 3 2 3 b p
,

目前

尚未有报道
。

2
.

4 R T
一

P C R 鉴定 A R N T Z m R N A 表达差异

以 A RN长 开放阅码框序列为模板设计引物
,

以 尽
a e ti n

作为 参照
,

用 RT
一

p C R 进 一步验 证

A R N长 m R N A 表达的差异
,

结果显示低钾诱导 6 h

后 A R N ZT m R N A 表达水平上调
。

图 3 为 3 次重复

性实验的一个代表
。

2
.

5 W e s t e r n b l o t 鉴定 A R N T Z 蛋白质表达的差异

分别收集 H K 和 L K 处理 6 h 后 的 CG N 样品
,

抽提细胞总蛋白
,

行 W es t e r n b lot 分析
,

结果如图

4
,

A R N代 蛋 白质表达水平在 LK 处理 6 h 后 的

C G N 中明显上调
,

灰度扫描统计数据见表 l
,

t 检

验统计分析显示 L K 处理 6 h 后的 CG N 中 A R N代

蛋白质表达量与 H K 处理 6 h 后 的正常对照相比
,

差异有显著性 (尸 < .0 00 1 )
。

图 3 神经元凋亡模型中 A R N T Z m R N A 的表达差异

F i g
.

3 D i ffe er n U a Uy e x P r

ess
e d A R N T Z fr o m c e r e b e lla r

g ar n ul e n e u r o n a op P ot s is m od e l 《R T
·

P C R )

M : D N A m ar ke r ; aL
n e l : A R N

『

l卫 in e o n d i r i o x一al h ig }1 即一a s s i u
n -

m e d iu 一1 fo r 6 h ; 肠
n e Z : A RN I卫 i n e o n d i t i o n al lo w P o tas

s i u n 一 m e d i u 一1-

fo r 6 h ; aL
n e 3 :

尽
a c t in i n e o n d i t i o n al h igh p o *as s i u n 、 m e d i u n l fo r 6 h ;

肠
n e 4 :

户
a e t i n i n e o n d i t i o n al lo w 卯 t as s i u n、 n , e d i u m fo r 6 h

图 4 神经元凋亡模型中 A R N T Z 蛋白质的表达差异

F i g
.

4 D i ffe
r e n

iat Uy e x P er 泉祀 d A R N T Z Pr o et i n fr o m

e e er be il a r g r a n ul e n e ur o n a po P t os is m o d e l (W
e s et n l b l

o [ )

仆
e pa n e l be lo w A R N 】理 i n d i e a t e s le v e l s o f月

一 t u b u l i n
. a s lo a d i n g

e o n tor l ; L K : c o n d i一i o n目 lo w 即一as
s i u m m e d i u n l ; HK : e o n d i t i o n d h ig h

po 一as
s iu m m e d iu m

表 1 A R NZT 与 p
一

T ub iul
n

蛋白质条带的灰度扫描

T a b l e 1 A n al y s is o f A RN和
a n d p

一

T u b u li n p r o t e i
n b a n d s l) y

邵 a y s e al e s e a n n
i
n g

C GN n
V。

`

蝙
3 V乡侧山

1、 。 V . 内
1.1 1 3

/啊
` llA

。沪

L K

H K

3 6 1 28 8土 5 2 34

3 1 8 064 士 1 0 1 1

4 2 3 1 6土 2 0 66

72 7 6 3土 5 3 1 8

1
.

45土0
.

1 9
’ )

0
.

24士0
.

0 2

CG N : e e er be l lar gar
n u le n e u or n ;

n 一e d iu l n ; H K : e o n d i t i o n al h igh p o tas
s

HK gor
u p

,

P < 0
.

X() l

LK : e o n d i t i o n al lo w 即 t u s s i u n -

iu m m e d i u m ; l )C
o : , , pa er d w i t l l

3 讨 论

近年的研究表明神经元凋亡的过程是一个严

格受基因调控的过程圈
,

参与神经元凋亡的许多信

号传导途径及重要的生物大分子
,

广泛存在于正常

神经元细胞中
,

只是由于在正常状态下其活性受到

抑制
,

而不被我们所了解川
。

虽然神经元凋亡过程

非常复杂
,

但神经元凋亡过程受基因程序性调控的
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这一特点为我们提供了一个非常重要的研究途径
,

即通过研究凋亡过程中相关基因的表达变化来了

解凋亡机制
,

因此全面
、

准确地捕捉到凋亡过程中

基因的表达变化对于深人 了解凋亡机制具有重要

意义
。

从基因表达变化人手研究凋亡机制
,

要求有稳

定
、

可靠的凋亡模型和高效
、

灵敏的基 因差异表达

谱分析法
。

低钾诱导的神经元凋亡是一种典型的细

胞凋亡模型
,

与谷氨酸诱导的非典型性神经元凋亡

模型有所不同 s[]
,

低钾诱导的神经元凋亡过程依赖

于 m R N A 和蛋白质在体内的从头合成 ( d
e n vo 。

)过

程川
,

同时原代培养的小脑颗粒神经元能达到 95 %

以上的纯度
,

因此低钾诱导的神经元凋亡模型中基

因的表达变化能更准确
、

更真实地反映细胞凋亡的

机制
。

5 号差异表达序列经克隆证实为大 鼠基 因

AR N代
,

它属于 b H L H / PA s 核转录因子大家族
,

与

A RN IT 氨基酸序列同源性为 57 % 0[]
,

但与 A RN IT

在组织分布上有所不同
,

A RN IT 在大 鼠体内各种

组织器官上均有分布
,

参与机体多种功能活动 ;而

A R N代 则严格分布于神经系统与肾脏 〔’ 。〕 ,

其功能

尚未完全明了
,

近来有报道指 A R N ZT 参与下丘脑

分泌神经元分化的调控 [” 〕,

另有报道指在分化成熟

的中枢神经元 中 A RN ZT 参与神经元缺氧应答反

应 〔’ 2] ,

但在低钾诱导的成熟神经元凋亡过程中的表

达变化则未见报道
。

我们在低钾诱导的成熟神经元

凋亡模型中克隆到 A RN ZT 基因
,

并证实 A RN代 在

凋亡过程中表达上调
,

提示 A R NZT 与成熟神经元

凋亡相关并可能在该过程中发挥重要作用
,

这为深

人研究成熟神经元凋亡机制提供了有益的线索
,

A R N长 在成熟神经元凋亡过程中到底发挥何种作

用
,

我们正在通过 R N A 干扰
、

过表达分析等多种实

验手段进行深人的研究
。
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