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()**$基因对其保护作用
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摘 要：【目的】初步鉴定 O)+= ! 神经干细胞的特性并研究不同浓度 %$羟基多巴对 O)+= ! 神经干细胞毒性
及 @FGG)基因对 O)+= ! 神经干细胞的保护作用。【方法】免疫组化检测神经干细胞特异性抗原 6QR<26，S$713染
色检测 I1>T基因的表达，流式细胞仪检测剂量为 "= "!、"= ",、"= "% 7 U I %$羟基多巴在添加含有 @FGG) 基因的
重组复制缺陷性病毒前后诱发神经干细胞的坏死和凋亡。【结果】O)+= !神经干细胞 6QR<26抗原染色阳性，绝大
部分细胞呈 S$713染色阳性，"= "! 7 U I时 %$羟基多巴以诱导神经干细胞凋亡为主，随着剂量增加，细胞坏死增
多，"= "% 7 U I时则以神经干细胞的坏死为主，@FGG)基因过表达能明显减少神经干细胞的坏死和凋亡。【结论】

O)+= ! 神经干细胞具有明显的特性，%$羟基多巴诱发的 O)+= ! 神经干细胞凋亡或坏死与其剂量有关，@FGG)
基因对神经干细胞有保护作用。
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帕金森病（b1Bc26R;6’R [2RQ1RQ，b’）是一种严
重危害中老年健康的中枢神经系统（>Q6<B13 6QB];XR

R8R<Q0，O@K）退行性疾病。我国初步估计该病患病
率为 &+ U )"万人以上，随着社会老龄化进展，发病
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率有升高趋势。$%主要病理改变是因黑质多巴胺
能神经元变性缺失所致的中枢神经系统变性疾病，

其发病机制未明，多认为是遗传、环境、毒物等多因

素共同作用的结果。神经干细胞具有多向分化潜

能，在适当的条件下能分化为多巴胺能神经元，因

此移植或激活体内已存在的神经干细胞，补充体内

缺失的多巴胺能神经元，恢复多巴胺能神经元的神

经支配，是治疗 $%的最佳选择，相关的动物实验
也正在尝试 & ! ’。但是神经干细胞对神经毒素如 ()羟
基多巴是否有一定的拮抗能力，在神经毒素存在下

神经干细胞能否正常增殖、分裂和分化，目前尚未

见文献报到。 *+,,! 又称之为 *-. / .0*12 /
2*2)! / 345)6 / 2*2)!，为即早基因产物，属于类固
醇类激素、类维生素 7、甲状腺激素核受体超家
族。*+,,!蛋白几乎完全集中表达在中枢神经系统
内，在胚胎早期多巴胺能神经元前体细胞即有表

达，早于酪氨酸羟化酶 8 .39的表达，与神经干细胞
向多巴胺能神经元分化及多巴胺能神经元生存和

发展关系密切 & # ’，但对保护细胞拮抗神经毒素的作

用尚未明确。因此，本课题组引进国际上所公认

:!;< # 神经干细胞系，采用流式细胞仪检测 ()羟
基多巴能否诱导 :!;< #神经干细胞坏死或凋亡，明
确在神经干细胞内过表达的 *122!基因除能调控
神经干细胞分化外，是否对神经毒素有拮抗作用，

维持神经干细胞的正常增殖活性。

! 材料和方法

!< ! 药品和试剂
()羟基多巴、=)>?@等为美国 AB>C?公司产品，

%DED / 5!# 培养基、胰蛋白酶、胎牛血清均购自
FBGHIJ公司，KHLMBK一抗由博士德公司进口分装。实
验中所用其它试剂均为分析纯级试剂。含有 *122
基因的重组复制缺陷性腺病毒由本课题组构建（文

章已另行投稿）。

!< # !"#$ % 神经干细胞传代中 &’()*+ 和 ,-./
的表达

将 :!;< #神经干细胞（美国哈佛医学院 AKNOH,
教授所赠）接种于含体积分数为 !PQ胎牛血清和
RQ马血清的 %DED / 5!# 培养基中。当细胞贴壁
生长约铺满瓶底面积的 SPQ时用胰酶 )E%.7 消
化，! T !P左右传代。
将 :!;< #神经干细胞接种在盖玻片上，待细胞

长满后用 "P > / U多聚甲醛固定，细胞免疫组织化
学检测神经干细胞所特有中间纤维骨架蛋白 ) 神
经巢蛋白（KHLMBK）和 =)>?@染色显示 :!;< #神经干
细胞的 U?I4标记基因。滴加 KHLMBK一抗（!T !PP倍
稀释）" V过夜，依次滴加二抗和生物素标记的链
霉亲和素，二氨基联苯胺 8%7W9 显色，阴性对照为
正常血清代替一抗。细胞爬片、固定、反复冲洗干净

后，滴加 =)>?@溶液，6;V过夜即可。
!< 6 01 羟基多巴诱导的 !"#$ % 神经干细胞坏死
和凋亡及 &233"的保护作用
将 :!;< # 神经干细胞接种在 #R IC# 培养瓶

中，待细胞处于平台期后分为空白对照组!组和试
验组"、#、$组，每组 !P只，其中有 R只加有含有
*122!基因的重组复制缺陷性腺病毒 P< R CU，其
D-0（C+@MBX@BIBMN JY BKYHIMBJK）值为 #P，更换培养液，
每瓶为 " CU，空白对照组加入生理盐水，试验组加
入 ()羟基多巴，浓度分别为 P< P# > / U、P< P" > / U、
P< P( > / U，共同孵育 ( Z后收集全部培养细胞，流式
细胞仪检测细胞坏死和凋亡所占细胞总数的比

例。

早期凋亡细胞因细胞膜的磷脂对称性改变时

使暴露细胞膜外磷脂酰丝氨酸可特异结合异硫氰

酸荧光素 8 50.:9 标记的膜连蛋白（?KKH[BK %），但
因细胞膜仍保持完整性，与染色质结合的荧光染料

$!不能进入细胞内，使凋亡仅染色为绿色，即 ?K)
KH[BK %单阳性；坏死细胞的磷脂酰丝氨酸也暴露
在外与 ?KKH[BK %结合呈阳性，又因细胞膜的破坏，
$! 得以进入细胞内使染色质着色为红色，即 ?K)
KH[BK % / $!双阳性；损伤细胞仅为 $!阳性，正常
细胞为 ?KKH[BK % / $!双阴性。流式细胞仪每次检
测细胞坏死或凋亡共计数 !P \ !P6细胞左右，然后

计算出凋亡和坏死细胞各占细胞总数的比例。

!< " 统计学处理
采用 A$AA!P< P 统计软件包进行统计学处理，

数据均用 ! " #表示，用单因素方差分析检验统计
各组数值间的差异。

# 结 果

#< ! !"#$ % 神经干细胞传代中 &’()*+ 和 ,-./
的表达

:!;< #神经干细胞接种后很快贴壁，进入分裂
期后，细胞增殖很快，6 ] R O细胞即能长满培养瓶
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图 ! "#$普通光镜观察

%&’( ! "#$ )*+,-./0&)1 2&03 4&5-)+5)6,，2 "33

图 7 "#$的 89’/:染色

%&’( 7 89’/: +0/&1&1’ ); "#$，2 )33

的 435。细胞形态不规则，呈圆形、三角形或多角
形，细胞边界不清，部分细胞有长的突起，并与临近

的细胞相互接触，交织成网状（图 !）。经传代后细
胞的生长和形态没有太多的变化。传代细胞进行

6789:6免疫组化染色，结果 4;5细胞呈 6789:6抗原
阳性，连续传 (代后仍有 435的细胞呈 6789:6阳性
（图 )），<&=>?染色示 435以上的 ’!(@ )神经干细
胞染成深蓝色 A图 # B，细胞形态和边界清晰，表明
’!($ )神经干细胞内 C>DE基因比较稳定。C>DE基
因随着细胞传代次数越加，丢失的可能性增加，细

胞着色的比例会下降，当 <&=>?着色细胞少于细胞
总数的 (;5时就要及时更换新的冻存细胞，因此
应建立自己的 ’!(@ )神经干细胞库。

)@ ) <9羟基多巴诱导的 $!=( >神经干细胞坏死
和凋亡及 "?--!的保护作用
不同浓度 %&羟基多巴对 ’!(@ )神经干细胞影

响不同，随着 %&羟基多巴浓度增加，细胞凋亡和坏
死明显增加，但当 %&羟基多巴为 3$ 3% = F C时，细
胞凋亡明显减少，坏死细胞明显增加。加入含有

*+,,!基因的重组复制缺陷性腺病毒后，%&羟基
多诱发的神经干细胞的凋亡和坏死明显降低（表

!）。

G:9H/09 *+,,! =767 G:9H *+,,! =767

!）’/I1>.7J K:9H !L ! M 3@ 3;；)）’/I1>.7J K:9H "、!L ! N 3@ 3;；#）’/I1>.7J K:9H #L ! N 3@ 3;；"）’/I1>.7J K:9H #、$、!L ! N

3@ 3;；;）’/I1>.7J K:9H $，! N 3@ 3;O % B ’/I1>.7J K:9H !L ! N 3@ 3;；(）’/I1>.7J K:9H 9H7 8>I7 J/8>=7 =./01 A >1/19/8:8 /. 67D./8:8 B L ! N 3@ 3;

表 ! 不同浓度 %&羟基多诱导 ’!(@ ) 神经干细胞坏死和凋亡的比例

P>Q?7 ! ,>9:/ /R >1/19/8:8 >6J 67D./8:8 /R ’!(@ ) 67.S7 897I D7?? :6J0D7J QT %&UVWX

# 讨 论

’!(@ )神经干细胞系是目前研究神经干细胞

特性较好的细胞系，被国际上许多著名试验室所采

用 Y #&; Z。’!(@ ) 神经干细胞系是由哈佛医学院的
[6TJ7.教授，采用带有 C>DE基因的逆转录病毒将
S&ITD基因整合到小鼠小脑祖细胞内永生化的细胞
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系，从此细胞系内克隆的细胞可分化为与体内中枢

神经系统内移植部位相似的神经元和神经胶质细

胞，并能与相邻的细胞建立有效的突触联系 ’ ( )。

*!+, %神经干细胞采用了 -./0基因标记，在 123.4
存在下，细胞染成蓝色，或采用原位杂交方法就可

非常容易检测到该细胞的存在，因此无论在体外研

究神经干细胞的特性或进行体内神经干细胞移植

治疗，都可良好显示神经干细胞在体内外的分化和

移行 ’ +，5 )。*!+, %神经干细胞内的 -./0比较稳定，
不易丢失。我们在引进该细胞系进行连续传代 +代
后，被 123.4染色的细胞数仍占细胞总数的 678以
上，完全可以用于细胞移植后的标记和示踪。由于

国内尚没有一个公认的神经干细胞株，*!+, %神经
干细胞株的引进有助于我们采用标准的方法对神

经干细胞的功能和分化进行深入的研究。我们正在

采用自己构建的含有 9:;;!、<=、芳香族氨基酸脱
羧酶 #>?@A.BC/ >ACD@ ./CE FG/.?H@IJ4.KGL >>F*$等
基因重组复制缺陷性腺病毒，并结合细胞因子对其

修饰诱导，使其定向分化，治疗 MF等中枢神经系
统退行性疾病 ’ 6 )。

在生理状态下，(2羟基多巴的自身氧化处于一
个动态平衡系统中，包括金属离子的转化、过氧化

物、过氧化氢（=%N%）、自由基生成和清除等 ’!7 )。(2羟
基多巴引起的氧化应激使细胞膜的脂质过氧化，使

磷脂酰肌醇和磷脂酰胆碱含量降低，减弱了细胞膜

的流动性，氧化应激还破坏细胞膜的完整性，影响细

胞膜转运功能 ’!! )。 (2羟基多巴引起的氧化应激减
弱了细胞内的 *.% O向细胞外的转运，同时促进内质

网和线粒体释放 *.% O，诱发细胞内钙超载，促进了细

胞的凋亡 ’!% )。(2羟基多巴还可直接抑制线粒体呼吸
链复合酶!，使线粒体腺苷三磷酸（><M）生成受阻，
细胞内 ><M逐渐耗竭，导致细胞变性死亡 ’!P )。本实

验研究发现，(2羟基多巴在以体内生理浓度 7, 7% 3 Q
-时主要诱导 *!+, %神经干细胞的凋亡，随着剂量
的增加，细胞凋亡明显上升，但大剂量的 (2羟基多
巴则以促进 *!+, %神经干细胞坏死为主，细胞的凋
亡率明显下降，表明在生理状态下，(2羟基多巴对
*!+, %神经干细胞的毒性以诱发细胞凋亡为主。

9R??!蛋白几乎完全集中表达在中枢神经系统
内，在胚胎早期多巴胺能神经元前体细胞即有表

达，与神经干细胞向多巴胺能神经元分化及多巴胺

能神经元生存和发展关系密切。9:;;!2 Q 2 基因小

鼠活动能力低下，生后 %" S 内即告死亡 ’ !"，!& )。

9:;;!2 Q O鼠临床表现虽无明显异常，但 <=活性已
有下降，且随着年龄的增长其下降的速度加快，多

巴胺合成明显减少，中脑多巴胺能神经元变性、凋

亡数目增高，多巴胺能神经元对 TM<M神经毒性的
抵抗力明显减低 ’ !( )。关于 9:;;!的研究主要集中
在动物模型上，体外过表达 9:;;!基因对神经干
细胞的保护作用由于 9:;;!基因较大，构建带有
标记质粒比较困难，因而研究较少。因此本课题组

在构建含 9:;;! 基因重组复制缺陷性腺病毒后，
首先研究过表达 9:;;! 基因对神经毒素 (2 羟基
多巴的拮抗作用。本实验发现在过表达的 9:;;!
情况下，*!+, %神经干细胞对不同浓度 (2羟基多巴
诱发的细胞凋亡和坏死均明显减少，表明神经

9:;;!对神经干细胞有显著的保护作用。
因此，本研究提示在进行神经干细胞移植治疗

MF时，除要注意诱导细胞神经干细胞定向分化为
多巴胺能神经元外，也要注意体内外神经毒素对神

经干细胞的毒性。在 9:;;!过表达的情况下，神经
干细胞对神经毒素有一定的拮抗作用。但 9:;;!
过表达并不能完全拮抗 (2 羟基多巴的毒性作用，
提示在进行神经干细胞移植治疗中枢神经系统疾

病时，注意减少体内细胞毒素诱发的神经干细胞的

凋亡和坏死，以提高体内神经干细胞移植后细胞的

成活率，增加神经干细胞移植的治疗效果。
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作的诊断及分型（表型分型）并不确切。相对其他

3’]亚型，3’]!)并无具诊断意义的特征性表现，
只有进行基因分析才能得出正确的 3’] 亚型诊
断。
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