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热刺激预处理对复极化诱导的小脑颗粒

神经元凋亡的保护作用

陈丽君 , 苏兴文 , 邱鹏新 , 蔡　翔 , 郑素秋 , 颜光美
(中山医科大学药理教研室 , 广东 广州　510089)

摘　要:【目的】热刺激预处理诱导热休克蛋白表达 , 观察它对复极化诱导的小脑颗粒神经元凋亡是否具有保护作用。

【方法】热刺激处理诱导热休克蛋白产生 ,复极化诱导体外培养的小脑颗粒神经元凋亡 , FDA 荧光染色计算细胞存活率 , 相差

显微镜分析细胞形态 ,Hoechst 33258染色分析核形态 ,琼脂糖凝胶电泳分析 DNA 片段 , Western blo tting 检测 HSP70表达。【结

果】小脑颗粒神经元在去极化条件(25 mmol/ L KCl)下生长良好 , 复极化(5 mmol/ L KCl)后 20 h , 相差显微镜下神经元胞体

缩小 , 突起断裂。Hoechst 33258 染色见核固缩和凋亡小体。琼脂糖凝胶电泳出现细胞凋亡的典型生化特征—DNA 梯状条

带。预先对小脑颗粒神经元进行热刺激处理(44 ℃)不同时间(60 min , 90 min)再复极化 ,神经元凋亡数明显减少 ,且随热处

理时间延长 ,保护作用增强。Western blo tting 结果:随热刺激(44 ℃)处理时间延长 ,HSP70表达量逐渐增加。【结论】热刺激

预处理对复极化诱导的小脑颗粒神经元凋亡具有保护作用。这一保护作用可能涉及 HSP70 。
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Thermal Preconditioning Protects Rat Cerebellar Granule Neurons from Apoptosis Induced by Repolarization

　CHEN Li-jun , SU X ing-wen , QUI Peng-xin , CAI Xiang , ZHENG S u-qiu , Y AN Guang-mei .(Department of Pharmacolo-

gy , Sun Yat-sen University of Medical Sciences , Guangz hou 510089 , China)

Abstract:【Objectiv e】To study whether thermal preconditioning can protect rat cerebellar g ranule neurons from apopto sis in-

duced by repolarization.【Methods】Cerebellar g ranule neurons primarily w ere cultured and neuronal apoptosis were induced by repo-

larization.Hea t shock pro teins were induced by heat.Neuronal viability and morphology were de tected by fluorescein diacetate , phase

contrast microscope and Hoechst 33258.The biochemical fea tures of neuronal death were characterized by agrose gel electrophoresis.

HSP70 was detected by Western blo tting.【Results】The neuronal death induced by repolarization(5 mmol/ L KCl)displayed the char-

acteristics of apoptosis , including shrinkage of neuronal body and disruption of neuronal uprising revealed by phase contrast micro-

scope , condensa tion of nuclear chromatin and apopto tic body exhibited by Hoechst 33258 staining and DNA fragmentation visualized

by agrose gel electropho resis.Thermal preconditioning(44 ℃, 60 min , 90 min) can obviously alleviate the apoptosis of cerebellar

g ranule neurons , and the longer the thermal preconditioning , the protective effect was more obvious.The longer thermal precondition-

ing caused more expression of HSP70.【Conclusion】Thermal preconditioning can pro tect ra t cerebellar g ranule neurons from apopto sis

induced by repo larization , and HSP70 may be involv ed in the exertion of this pro tective effect.
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　　凋亡与许多疾病的发生有关 ,细胞凋亡不足与

肿瘤的发生有关 ,而神经元凋亡过度可能导致某些

神经系统退行性疾病(如 Alzheimer' s disease ,

Parkinson' s disease等)的发生
[ 1 , 2]

。热休克蛋白是

环境中的各种有害刺激(包括热刺激)诱导机体或

体外培养的细胞通过基因转录 、翻译合成的一组蛋

白质分子。对细胞来说这是一种保护机制 。热休

克蛋白与细胞凋亡的关系目前意见不一 ,大多数研

究支持热休克蛋白抑制细胞凋亡 ,另一些则认为热

休克蛋白促进细胞凋亡。我们在小脑颗粒神经元

凋亡模型上用热刺激处理诱导热休克蛋白表达 ,观

察对其是否具有保护作用 ,目的在于进一步研究热

休克蛋白与神经元凋亡的关系 。

1　材料与方法

1.1　大鼠小脑颗粒神经元培养[ 3]

取新生8 d SD乳鼠(15 ～ 20 g ,雌雄兼用 ,由中

山医科大学实验动物中心提供),无菌下分离小脑 ,

用 0.25 g/L 胰酶消化 ,加入 0.5 g/L 胰酶抑制剂

和 0.08 g/ L DNase Ⅰ终止消化 ,离心收集细胞 , 将
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细胞加入含 100 ml/L 胎牛血清和 25 mmol/L KCl

的 Basal Eagles Medium(BME)(Gibco BRL)中 ,以

细胞密度 1.5×10
9
/L 接种于已用 Poly-L-lysine 包

被的 35 mm 培养皿(CORNING , USA)中 ,放入 37

℃,体积分数为 5% CO2 的开放式培养箱中培养。

接种后 24 h 加入 10 μmol/L Ara-C 抑制胶质细胞

生长 ,使神经元的纯度达 95%以上。

1.2　热刺激处理诱导热休克蛋白产生模型

体外培养 8 d 的小脑颗粒神经元生长良好。

放入 44 ℃,体积分数为 5%CO2 的开放式培养箱

中 90 min ,60 min ,30 min不同时间 ,再放回 37 ℃,

体积分数为 5%CO2中恢复 1 h 后 ,即换成复极化

(5 mmol/ L KCl)条件(BME)培养基 ,20 h 后观察。

1.3　神经元存活率测定[ 3]

取各因素处理后的细胞 , 去掉培养基 ,用含

Ca2+ 、Mg2+的 PBS 洗 2次;去掉 PBS ,加入染活细

胞的二乙酸荧光素 FDA(FDA 丙酮溶解 ,终质量浓

度为 10 mg/L)37 ℃温育 5 min;去掉 FDA ,PBS洗

2次 ,即在荧光显微镜下观察 ,每个样本随机拍摄 4

个低倍视野后 ,双盲法计活细胞数 ,并按下列公式

计算神经元存活率:存活率=各组活细胞数/对照

组活细胞数×100%。

1.4　Hoechst 33258 DNA染色法[ 3]

取各组细胞 ,去掉培养基 ,冷PBS液洗2次 ,40

g/L 多聚甲醛(4 ℃溶在 PBS 中)固定 20 min ,蒸馏

水洗 2次 ,室温下晾干后 ,Hoechst 33258(5 mg/ L)

染色 10 min ,蒸馏水洗 2次 ,室温下晾干 ,荧光显微

镜下观察并随机拍照 。

1.5　琼脂糖凝胶电泳法
[ 3]

收集各组细胞于 1.5 mL 离心管中 ,加入 600

μL DNA 提取缓冲液(10 mmol/L Tris·HCl , 10

mmol/L EDTA 和 2 g/L Tri ton X-100 pH7.4),吹

打分散细胞 ,置 4 ℃ 20 min 。12 000 r/min(r =

7.3 cm)离心 10 min ,收集上清 ,并加等体积酚 、酚/

氯仿 、氯仿反复抽提 3次 ,收集上清 ,加入 1/10 体

积 3 mol/ L 乙酸钠 ,再加等体积异丙醇混匀置-20

℃过夜 。12 000 r/min(r =7.3 cm)离心 15 min

后收集沉淀 ,700 mL/ L 乙醇洗涤 2次 ,自然风干后

加入 20μL TE(Tris 10 mmol/L ,EDTA 1.0 mmol/

L ,pH7.4 ,含 0.6 g/ L 的 RNase A)37 ℃温育 30

min ,样品在 15 g/L 的琼脂糖凝胶上电泳 2 h ,溴化

乙锭染色后在紫外灯下观察拍照。

1.6　Western blotting检测 HSP70表达

体外培养 8 d的小脑颗粒神经元生长良好 ,放

入 44 ℃,体积分数为 5%CO2 培养箱中热处理不

同时间(90 min ,60 min , 30 min ,15 min , 5 min),放

回 37 ℃,体积分数为 5%CO2 中 1 h ,提取胞浆蛋

白 , 进行 SDS-PAGE 电泳 , 转膜 , 封闭 , 加一抗

(HSP70单抗购于 Santa Cruze),加二抗 ,曝光检测 。

1.7　统计学处理

数据以  x ±s表示 ,显著性检验用 ANOVA 随

后 Dunnett检验(SPSS统计软件包)。

2　结　果

2.1　热刺激预处理对复极化所致的神经元形态学

改变的影响

小脑颗粒神经元在去极化条件(25 mmol/L

KCl)下生长良好 ,相差显微镜下见神经元胞体饱满

透亮 ,突起之间形成的网络清晰而完整 。复极化(5

mmol/ L KCl)后 20 h ,大部分神经元胞体缩小 ,突

起断裂。而预先对神经元进行热处理再复极化 ,明

显减少发生胞体缩小 ,突起断裂的细胞数 ,且随热

处理时间延长 ,这种保护作用增强(图 1A ～ E)。

2.2　热刺激预处理对复极化所致的神经元凋亡核

形态的影响

Hoechst 33258荧光素核染色显示 ,复极化后

20 h出现染色质浓聚 ,核固缩和凋亡小体。预先对神

经元进行热处理再复极化可以阻滞染色质浓聚 ,核固

缩的发生 ,减少凋亡小体的出现 。热刺激预处理 90

min组的核形态与对照组基本一致(图 2A ～ E)。

2.3　热刺激预处理对复极化所致 DNA在核小体

间降解的影响

复极化后 20 h ,提取 DNA 进行琼脂糖凝胶电

泳 ,在泳道上出现细胞凋亡的典型生化特征-DNA

梯状条带 。预先对神经元进行热处理再复极化 ,除

30 min组出现 DNA 梯状条带外 ,60 min ,90 min组

均未出现 DNA梯状条带(图 3)。

2.4　热刺激预处理对复极化所致神经元存活率的

影响

复极化后 20 h ,神经元存活率明显下降至

45.3%±3.4%。预先对神经元进行热处理再复极

化明显提高神经元存活率 。热刺激预处理 30 min ,

60 min , 90 min 组神经元存活率分别为 53.3%±

5.1%,69.3%±1.5%, 99.7%±7.9%, 90 min , 60

min组与复极化组比较 , P <0.01 ,差别有显著性

意义 。
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图 1　相差显微镜下复极化(低钾)后 20 h小脑颗粒神经元

图 2　复极化后 20 h Hoechst 33258 染色凋亡细胞核

Fig.1　Cerebellar granule neurons exposed to low potassium for 20 h(revealed by phase contrast microscope , 200×)

1A:C ont rol(25 mmol/ L KCl);1B:Low potassium(5 mmol/ L KCl , LK);1C:44 ℃ 30 min plus LK;1D:44 ℃ 60 min plus LK;1E:44

℃ 90 min plus LK (arrow s indicate apoptot ic neurons)

Fig.2　Apoptotic cells stained with Hoechst 33258 exposed to low potassium for 20 h(revealed by fluoroscope , 1 000×)

2A:C ont rol;2B:Low potassium (5 mmol/ L KCl , LK);2C:44 ℃ 30 min plus LK;2D:44 ℃ 60 min plus LK;2E:44 ℃ 90 min plus LK

(arrow s indicate apoptot ic neurons)

图 3　琼脂糖凝胶电泳分析断裂 DNA片段

Fig.3　Agarose gel electrophoresis of DNA fragmentation analysis

1:Maker;2:44 ℃ 30 min plus LK;3:44 ℃ 60 min plus LK;

4:44 ℃ 90 min plus LK;5:low potassium;6:cont rol

2.5　Western blotting检测 HSP70表达

图 4 显示:对照组和热刺激处理 5 min 组

HSP70表达量很低 ,从 15 min开始 ,随着热刺激处理

时间延长 ,HSP70表达量逐渐增加 , 90 min 组 HSP70

表达量最多。

图 4　Western blotting 检测热刺激诱导的 HSP70表达

Fig.4　Expression of HSP70 protein induced by thermal

preconditioning evaluated by Western blotting

1:Maker;2:cont rol;3:44 ℃ 5 min;4:44 ℃ 15 min;5:44

℃ 30 min;6:44 ℃ 60 min;7:44 ℃ 90 min

3　讨　论

至今已有许多关于热休克蛋白抑制细胞凋亡方

面的报道 。如热预处理诱导 HSP 表达能降低地塞

米松导致细胞凋亡 ,这种细胞凋亡减少与提高热休

克蛋白的合成有关[ 4] 。热耐受或外源性增加 HSP72

表达可以对抗热刺激 、肿瘤坏死因子α(TNFα)和神
(下转第 26 页　to page 26)
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细胞分化成脂肪样细胞 ,呈苏丹 Ⅱ染色阳性反应 ,

此结果说明全反式维甲酸对骨髓间质细胞的诱导

作用是多方向的 ,而且骨髓间质细胞朝不同细胞分

化的启动时间不同。与Woodbury 等[ 6]研究比较 ,

在 β-巯基乙醇的诱导作用下 ,几小时内约 70%分

化成神经元样细胞 ,而本实验全反式维甲酸作用

48 h后才逐渐产生神经元样细胞 ,同时诱导的神经

元存活时间可达 20 d ,可以推测 β-巯基乙醇与全反

式维甲酸对骨髓间质细胞诱导机制可能不同 ,其本

质区别有待于进一步探讨 。
(本文图 1 ～ 8 见插页 1.　Fig.1 ～ 8 show n in back

coloured page 1)
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经酰胺(ceramide)诱导的小鼠胚胎成纤维细胞凋

亡[ 5] 。体外培养的大鼠肝细胞 ,肿瘤坏死因子α可

导致其发生凋亡 ,而预先用 NO 处理 ,诱导 HSP70

表达 ,则可对抗 TNFα诱导的大鼠肝细胞凋亡
[ 6]
。

Doxorubicin是一种抗癌药 ,它可引起大鼠心肌细

胞发生凋亡 ,如果在用 doxorubicin 前将心肌细胞

放在 42 ℃进行热休克处理 30 min ,可以明显减少

细胞凋亡数
[ 7]
。以上这些结果都来自于非神经细

胞。

在本实验中 ,我们应用了复极化诱导的小脑颗

粒神经元凋亡模型 ,这一模型在研究神经元凋亡信

号转导机制及抗凋亡药物筛选中被广泛应用[ 8] 。

将体外培养 8 d 的小脑颗粒神经元放入 44 ℃,体

积分数为 5%CO2 的开放式培养箱中进行热休克

处理一段时间后再换成复极化条件培养基 ,可明显

减少细胞凋亡数 ,并且随着热处理时间延长 ,这种

保护作用增强 , 热预处理 90 min 保护作用最好。

Western blot ting 检测HSP70表达量发现 ,热预处理

90 min组 HSP70的表达量最高 。这提示热刺激预

处理对复极化诱导的小脑颗粒神经元凋亡的保护

作用可能与HSP70有关。接下来我们将用HSP70的

反义寡核苷酸抑制 HSP70表达观察是否削弱或取

消这一保护作用 ,进一步证实 HSP70的保护作用 。
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