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"#贴壁后#取
!""

$

I

不同实验组的
LZ!

细胞及其培养液加入到
J1$%2P+::

上室'共培养

$)6

后#进行线粒体膜电位标记#步骤如下$胰酶消

化#

#""".

4

离心
!9'%

#收取
Q/#!

细胞沉淀#

#"

9IQL,

洗涤
!

次#重悬于
'9I

的
#.DL,,

缓冲

液中'加入
J*?*

!终浓度为
'"%90:

(

I

"#

$*_

#

避光#摇床!

#'"1

(

9'%

"温育
#'9'%

#阳性对照中加

入去极化剂
!//Q

!终浓度
!"

$

90:

(

I

"'

#""".

4

离心
'9'%

去除上清#并用
%9IQL,

洗
!

次#细胞

沉淀重悬于
'""

$

IQL,

中#流式细胞仪检测线粒体

膜电位并分析'

流式细胞术分析
E6HF

细胞死亡
!

上述细胞共

培养
%(6

之后#离心收集
Q/#!

细胞#直接用细胞核

染料
QS

进行核标记#流式细胞仪分析并统计细胞死

亡情况'

统计分析
!

数据均采用
D

/

/5

表示#使用

>1$

3

6Q$#Q1'29'

软件&

)

检验&单尾&置信空间

&'U

对实验数据进行统计分析#

+

$

"<"'

为差异有

统计学意义'

结
!!!

果

目的基因
E6;

扩增曲线
!

已有研究表明小胶

质细胞表面存在大量的
@

#

结合受体#

@

#

通过这些

受体与小胶质细胞结合#并引起不同的生理病理反

应'本文用
#""&

(

9I

的
SF!8

$

处理小鼠胶质瘤

细胞系
LZ!!%6

#

QL,

处理组为对照#提取小胶质

细胞的
?F@

#进行反转录#

?J8Q/?

法在
9?F@

水

平上检测小胶质细胞表面的
@

#

受体表达'结果荧

光定量的扩增动力学曲线符合标准的-

,

.形荧光增

长曲线#曲线拐点清楚#基线平而无明显上扬趋势#

可以反应样本中目的基因的
9?F@

水平!图
#

"'

图
H

!

UWF

细胞
7

"

结合受体的
4;P7

的扩增曲线
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'

H

!
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2
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!
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'
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2
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"

诱导小胶质细胞
7

"

受体
DE;F

%

;7XA

*%#
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和
6TNY4;P7

表达明显增加
!

对上述
$

次独立的

实验数据进行统计学分析#可以看出#经
SF!8

$

刺

激后#小胶质细胞
/[$)

&

!Q?!

和
?@>7

的表达量

均明显增加#超过对照
QL,

两倍以上!

+

$

"<"#

"'

而
,?@

&

,?L

&

/[%*

&

!/

&

?

'

&

!/

&

?

(

和
S%5+

4

1'%

#

#

的表达量则无明显变化!图
!

"'

图
F

!

UWF

细胞
7

"

结合受体的表达

D#

'
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2
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$PDL

!

协同
07

"

HLGF

诱导小胶质细胞炎性因子

释放
!

鉴于上述研究结果#

SF!8

$

诱导小胶质细胞

表达能与
@

#

结合的受体#推测可能增强小胶质细

胞对
M@

#

#8%!

反应的敏感性#故我们采用
7IS,@

和
>1'+22

方法检测小胶质细胞
JF!8

"

&

SI8#

#

和
FE

等炎性物质的释放水平'发现单独
SF!8

$

可显著

增加
JF!8

%

#

SI8#

#

和
FE

的释放!

+

均
$

"<""#

"#

而单独
M@

#

也可诱导分泌
JF!8$

和
FE

的产生

!

+

值分别为
$

"<""#

&

$

"<"#

和
$

"<"'

"'相比之

下#

SF!8

$

和
M@

#

#8%!

联合使用则可以明显增加小

胶质细胞释放更多的炎性和氧化物质!图
$

"'

图
N

!

07

"

HLGF

&

$PDL

!

联合增强小胶质细胞炎性因子的释放
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刺激有助
07

"

激活的小胶质细胞介导的

神经毒性
!

线粒体跨膜电位
[B95

的下降#被认为是

细胞凋亡级联反应过程中最早发生的事件#它发生在

细胞核凋亡特征!染色质浓缩&

[F@

断裂"出现之前#

一旦线粒体
[B95

崩溃#则细胞凋亡不可逆转'本实

验采用线粒体膜电位测定#了解
M@

#

#8%!

和
SF!8

$

单

独或联合对神经元毒性的影响'结果显示$

!//Q

是

一种线粒体膜电位的去极化剂#可以有效降低线粒体

膜电位#在本实验中作为阳性对照!图
%

"'通过与

QL,

&

SF!8

$

&

M@

#

#8%!

处理组比较#可以看出
SF!8

$

和

#%#



!

李艳花#等
<SF!8

$

在可溶性
#

8

淀粉样蛋白!

M@

#

"介导的小胶质细胞神经毒性中的增敏作用

*K

#

同时处理更加明显地降低
Q/#!

细胞线粒体膜电

位'另外#共培养
%(6

之后#用
QS

标记
Q/#!

细胞#

流式细胞仪检测发现$与其他实验组比较#

SF!8

$

协

同
M@

#

诱导更多的细胞凋亡!图
'

"'

图
G

!
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"

HLGF

&
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!

诱导神经元线粒体膜电位下降
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诱导神经元细胞死亡
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论

本研究选择了一组可能与炎性反应和
@

#

作用

相关的分子#如
!Q?!

&

?@>7

和
/[$)

#

,?@

&

,?L

&

/[%*

&

!/

&

?

'

&

!/

&

?

(

和
S%5+

4

1'%

#

#

#期望了解

SF!8

$

刺激小胶质细胞对这些分子的影响以及与

@

#

作用的相关性'结果显示
SF!8

$

诱导小胶质细

胞
!Q?!

&

?@>7

和
/[$)

表达明显增加#而
,?@

&

,?L

&

/[%*

&

!/

&

?

'

&

!/

&

?

(

和
S%5+

4

1'%

#

#

的表

达无明显变化'以往研究大部分聚焦于炎性因子与

@

#

相互作用所导致的炎性因子释放和神经毒性作

用方面#而对于炎性过程中
@

#

受体变化的研究相

对较少#只有
/6+%

等+

#"

,发现
SF!8

$

通过浓度依赖

性地上调
9!Q?!

的表达#增强了小胶质细胞通过

9!Q?!

途径的
@

#

吞噬能力和
JF!8

"

的释放'

*0"

等+

##

,提出
IQ,

和
SI8#

#

上调血管内皮细胞的

9!Q?!

的表达'

)̀;+M0P2R'

等+

#!

,报告了
IQ,

诱导

JF!8

"

的产生与
/[$)

分子相关'本文利用
?J8

Q/?

的方法对大多数
@

#

结合受体的表达量进行检

测发现$

SF!8

$

不仅可以诱导
!Q?!

的表达#还可以

增加
/[$)

和
?@>7

的表达#为今后研究
@

#

作用

于小胶质细胞提供了新的信息'

由于小胶质细胞表面这些受体可以与
@

#

结合

传导信号#因此有理由相信
SF!8

$

激活后的小胶质

细胞可加重对
@

#

的反应性'我们的结果显示$与

SF!8

$

或
M@

#

处理相比较#两者联合使用刺激小胶

质细胞产生更多炎性细胞因子&引起神经元更强线

粒体膜电位的改变和更多的细胞凋亡#与以往研究

相一致'

IQ,

促进
M@

#

诱导的单核细胞
SI8#

#

的释

放#充分提示小胶质细胞炎性反应在
@

#

作用时的

重要性'

综上所述#

SF!8

$

诱导的
@

#

结合受体表达量

上调#可能参与
@

#

激活小胶质细胞的炎性反应和

随后的神经元毒性#可能成为今后
@[

患者治疗的

靶点'
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