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为研究对象!以
Vd!0

小胶质细胞为实验细胞!构建
0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%的
A6A

%&.!%0.和
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%的

I

.

%!)0

以及两者不同浓度比例混合物侵染
Vd!0
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上述参数有明显的拮抗作用'
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#作为一类动物和人的神经

退行性疾病!是危害畜禽产业发展及公共卫生安全

的重要人畜共患病'
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的病原是异常的&致病

性的朊蛋白"
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#!其由机体正常的朊蛋白"
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转变而来+
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'在中国!基于公共卫生安全的考虑!

尚无
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@;毒性蛋白用于相关的研究!因此在国内如
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发病机制的理想模型'
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老年性痴呆!是一种以进行性痴呆为症状的神经退
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!其特征性的病理改变之一为大脑皮质

和海马细胞外老年斑"
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个氨基酸组成

的蛋白质片段!称
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!越来越多的证据表明
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2!)0

的异常沉积是
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发病的初始因素!在其发病

机制中具有核心和关键的作用!目前已广泛应用于

研究
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的发病机制及治疗方案+
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间拥有很多共同的发病特征及相似的发病机
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病
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这两种疾病可能存在某种联系!并产生了一种

新的推测$两种疾病是否会产生促进作用!导致感染

风险的增加和病情的加剧!这将提高
F@K,

危害公

共卫生安全的风险!可能会导致人们的恐慌和对畜

牧业发展的阻碍!因此!急需开展一系列的试验探讨

两者的联系!尤其是两者在发病学方面是否存在协

同作用'
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#是存在于中枢神

经系统内具有免疫活性的巨噬细胞样细胞!在
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及
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的发病过程中!异常蛋白
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.

在患者"畜#脑中的出现!均能激活本处于休眠状态

的该细胞!使其聚集在异常蛋白周围!这一过程的病

理学意义尚待研究阐明'

Vd!0

细胞系为
K'V28,$

等在
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年应用携带癌基因
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录病毒
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感染原代培养的小鼠小胶质细胞而获得

的永生细胞系+
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!该细胞系基本具备原代培养的小

胶质细胞的形态学&表型以及各项功能特点'
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及
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病程中活化的小胶质细胞是疾病

发生发展过程的重要参与者!通过释放一系列细胞

因子介导脑内免疫反应!其中包括趋化因子及转化

生长因子'趋化因子是细胞因子领域中结构同源的

大家族!具有细胞趋化作用!其中单核细胞趋化因子
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#是一种非常重要的
11

类趋化因

子!研究发现!在感染
F@K,
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的小鼠模型的脑

组织中会出现该趋化因子的上调+
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!并被认为是

神经组织损伤的标志'
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是一类多功能的多

肽类转化生长因子!属于调节细胞生长和分化的超

家族分子!其生物学活性极为广泛!
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个成员!分别是
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对炎症及损伤反应的调节因子!不仅在
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发病模型

中被发现与对照组相比有明显升高!同时在
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发

病过程中可能是具有主导性的细胞调节因子+
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小胶质细胞趋化及增殖活性的研究

基于以上分析!作者选择
A6A

%&.!%0.及
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.
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作为

研究
F@K,

及
IU

的毒性多肽!建立不同浓度两种

多肽侵染
Vd!0

小胶质细胞不同时间的试验模型!

通过体外试验比较两种多肽在诱导小胶质细胞趋化

指数&增殖指数及表达
[1A!%

&
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水平的差异

及其关系!并设置不同浓度比例的两种多肽混合蛋

白物同步侵染
Vd!0

小胶质细胞的模型!探讨

A6A

%&.!%0.及
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.
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毒性多肽在诱导小胶质细胞上述

参数方面是否存在协同或拮抗作用!以期为初步揭

示两种疾病的致病机制提供支撑'
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材料与方法
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试验材料
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A6A
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,;6多肽的处理
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为人细胞型朊蛋白毒性多肽!氨基酸序列为
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E[aT[IXIIIIXIddXXJX

!同时合成
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多肽片段"
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#作为蛋白

对照!其氨基酸组成与
A6A

%&.!%0.毒性蛋白相同!但顺

序 是 随 机 排 列!氨 基 酸 序 列 为
IdX[!

TIXaXJIEFIaIXI[dX

!由上海生工生物工

程技 术 服 务 有 限 公 司 合 成'多 肽 以
% &&&
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=#2
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J

h%溶于纯洁无菌的
AV@

"细胞用
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TsM'&

#

中!置于室温下
*

#

)"

不定时轻微搅动!使其形成

有毒性的纤维状多聚物+

0&
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!存储于
h0&n

!备用'
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多肽的处理
!!

I
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毒性多

肽片段及
I

.

)0!%

反序对照多肽片段均购自美国
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7

!

=8!I2"6$;<

公司'这两种多肽的处理方法参照参考

文献+
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多肽悬浮于

超纯水中配成
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0

J

h%的溶液中!在
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培

养箱中孵育
%

周!使其形成有毒性的纤维状多聚物!

存储于
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!备用'
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细胞
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鼠骨髓来源的小胶质细胞系
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购自美国标准菌株及培养物保藏中心"
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#'细

胞培养在含
%&Y
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%==#2

0

J

h%谷氨酸盐!

%&&S

0

=J

h%青霉

素!

%&&=

7

0

=J

h%链霉素'细胞培养在
*Mn

!

NY

1c

0

培养箱中'

#E!

!

试验分组

将处理好的
%&&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.及
%&&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽用完全培养基+含
%&Y

胎牛血清的
U[K[!D%0

"

T

9

;2#-5

#!

%&&S

0

=J

h%

青霉素!

%&&=

7

0

=J

h%链霉素,按照不同的浓度倍

比稀释后分成
0&

个试验组!并将
%&&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

,;6及
%&&

*

=#2

0

J

h%

I

.

)0!%

多肽按照相同倍比稀

释作为对照组!试验分组及多肽浓度见表
%

'

#E)

!

[cJ!

小胶质细胞的处理

Vd!0

小胶质细胞用
U[K[!D%0

完全培养基

悬浮 成
%i%&

N

;522,

0

=J

h%

!按 照
*i%&

)

;522,

0"

0N&

*

J

0孔#

h%加入
/.

孔板中!在
*M n

&

NY 1c

0

培养箱中培养
%0<

'等到细胞完全贴壁

后!吸取并弃去上层培养基!将
A6A

%&.!%0.

"

0N

&

N&

&

%&&

*

=#2

0

J

h%

#&

I

.

%!)0

多肽"

0'N

&

N

&

%&

*

=#2

0

J

h%

#或

者是两种多肽的混合物"

0N

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.

j

0'N

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

!

N&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.

jN

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

!

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.

j %&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

#

0N&

*

J

加入每孔中!同时将

A6A

,;6

"

%&&

*

=#2

0

J

h%

#&

I

.

)0!%

多肽"

%&

*

=#2

0

J

h%

#

最高浓度溶液及多肽混合溶液或毒性多肽非纤维混

合物作为对照多肽"

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.

j%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

)0!%

!

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

,;6

j %&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

!

0N

*

=#2

0

J

h%非纤维化
A6A

%&.!%0.

j0'N

*

=#2

0

J

h%纤维化
I

.

)0!%

!

0N

*

=#2

0

J

h%纤维

化
A6A

%&.!%0.

j0'N

*

=#2

0

J

h%非纤维化
I

.

)0!%

#!

U[K[!D%0

完全培养基作为阴性对照!每个试验组

设
.

个重复"

)s.

#!在
*Mn

&

NY 1c

0

培养箱中培

养
.

&

%0

&

0)<

'经过不同的培养时间后!每个试验

组的细胞培养上清液收集起来用于小胶质细胞间接

趋化指数检测!

[1A!%

及
FXD!

.

%

表达水平的检

测!而在
/.

孔内贴壁的
Vd!0

小胶质细胞则用于后

续的
[FF

细胞增殖指数测定'

#E$

!

.3.

#"&J#!&及
@

"

#J$!

同步诱导
[cJ!

小胶质细胞

的趋化活性测定

采用趋化小室进行趋化性迁移试验!

A6A

%&.!%0.

"

0N

&

N&

&

%&&

*

=#2

0

J

h%

#&

I

.

%!)0

多肽"

0'N

&

N

&

%&

*

=#2

0

J

h%

#或是两种多肽的混合物"

0N

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.

j 0'N

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

!

N&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.

j N

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

!

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.

j%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

#按照不同的浓度

作为直接趋化溶液!分别加于
)(

孔趋化小室的下层

孔中!每孔
0M

*

J

!同时将
A6A

,;6

"

%&&

*

=#2

0

J

h%

#&

I

.

)0!%

多肽"

%&

*

=#2

0

J

h%

#最高浓度溶液及多肽混

合溶液或毒性多肽非纤维混合物作为对照多肽!

U[K[!D%0

完全培养基作为阴性对照!同样加入下

层孔中'每个样品设
.

个复孔"

)s.

#'收获对数生

长期的
Vd!0

细胞!用含
&'%Y DV@

的
U[K[!D%0

培养基将细胞密度调整至
0i%&

.个0

=J

h%

!加于

%&M%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)N

卷
!

表
#

!

试验分组及多肽浓度

H/AM2#

!

H52

G

2

G

<;:20

&

468428<3/<;68;82/452P

G

23;>28</M

7

36K

G

*

=#2

0

J

h%

组别

X6#3

:

多肽浓度
A5

:

4$"5,

3

;#-;5-4684$#-

A6A

%&.!%0.蛋白
A6A

%&.!%0.

A6A

,;6蛋白
A6A

,;6

I

.

%!)0

蛋白
I

.

%!)0

I

.

)0!%

蛋白
I

.

)0!%

8

组
X6#3

:

8

"

h h h h

Q

组
X6#3

:

Q h %&& h h

;

组
X6#3

:

; %&&

"

D

#

h h h

"

组
X6#3

:

" N&

"

D

#

h h h

5

组
X6#3

:

5 0N

"

D

#

h h h

C

组
X6#3

:

C h h h %&

7

组
X6#3

:7

h h %&

"

D

#

h

<

组
X6#3

:

< h h N

"

D

#

h

$

组
X6#3

:

$ h h 0'N

"

D

#

h

+

组
X6#3

:+

%&&

"

D

#

h h %&

H

组
X6#3

:

H h %&& %&

"

D

#

h

2

组
X6#3

:

2 %&&

"

D

#

h %&

"

D

#

h

=

组
X6#3

:

= N&

"

D

#

h N

"

D

#

h

-

组
X6#3

:

- 0N

"

D

#

h 0'N

"

D

#

h

#

组
X6#3

:

#

""

0N

"

E

#

h 0'N

"

D

#

h

:

组
X6#3

::

""

0N

"

D

#

h 0'N

"

E

#

h

"

'8

组作为空白对照!仅为
U[K[!D%0

完全培养基(

""

'#

组&

:

组即在协同诱导
Vd!0

小胶质细胞的试验中设置的单个多

肽未形成纤维化的蛋白对照组'

D'

纤维化(

E'

非纤维化

"

'X6#3

:

8<8,#-2

9

U[K[!D%0;#=

:

2545=5"$3=

"

;#-46#2

#(

""

'X6#3

:

##6X6#3

::

<8,-#-!C$Q6$2286A6A

%&.!%0.

#6I

.

%!)0

:

5

:

4$"5,65,

:

5;4$G52

9

"

;#-46#2

:

5

:

4$"5,

#

'D'D$Q6$2286

(

E'E#-!C$Q6$2286

上层孔中!每孔加
N&

*

J

'两层之间用
(

*

=

孔径的

聚碳酸膜隔开!

*M n

!

NY 1c

0

培养箱孵育
*'N<

后!收膜!

M&Y

乙醇固定!苏木素
!

伊红染液染色'在

高倍镜"

)&&i

#下!随机选取
N

个视野!计数细胞!取

平均值!计算趋化指数+

0*!0)

,

!趋化指数"

;<5=#48;4$;

$-"5̂

简称
1?

#

s

试验组趋化细胞数%
U[K[!D%0

阴性对照趋化细胞数'同步将上述多肽与
Vd!0

小

胶质细胞共培养
.

&

%0

&

0)<

!收集上清液作为间接

趋化 物!按 上 述 方 法 计 算 间 接 趋 化 指 数!将

A6A

%&.

!

%0.及
I

.

%!)0

毒性多肽诱导
Vd!0

细胞直接或

间接趋化指数做了一个增长率分析!即计算相对趋

化指数"

65284$G51?

!

>1?

#!

>1?

的计算公式为
>1?s

间接趋化指数
1?

%直接趋化指数
1?

'

#E%

!

.3.

#"&J#!&及
@

"

#J$!

同步诱导
[cJ!

小胶质细胞

增殖效应的
9HH

测定

如前所述!将
A6A

%&.!%0.

&

I

.

%!)0

或者两种多肽的

混合 物
0N&

*

J

加 入 含 有 贴 壁
Vd!0*i%&

)

;522,

0"

0N&

*

J

0孔#

h%

/.

孔板的每个孔中!同时将

A6A

,;6

&

I

.

)0!%

最高浓度溶液及多肽混合溶液或毒性

多肽非纤维混合物作为对照多肽!

U[K[!D%0

完全

培养基作为阴性对照!每个试验组设
.

个重复"

)s

.

#!在
*Mn

&

NY 1c

0

培养箱中培养
.

&

%0

&

0)<

'经

过不同 的 处理时间 后!吸去 培养基!加入
%&&

*

J

0孔h%的
U[K[!D%0=5"$3=

培养基"不含血

清#及
N&

*

J

0孔h%的
[FF

溶液!同时设放入
*M

n

&

NY 1c

0

培养箱中避光反应
)<

!取出后弃上清!

每孔加入
%N&

*

J

0孔h%

U[@c

溶液作为反应终止

液!在
NM&-=

检测每孔的吸光度!

Vd!0

细胞增殖

率"

:

6#2$C5684$#-$-"5̂

!

A?

#

s

试验组吸光度%阴性对

照组吸光度+

0N

,

'

#E&

!

.3.

#"&J#!&及
@

"

#J$!

同步诱导
[cJ!

细胞表达

9*.J#

'

H=FJ

"

#

水平的测定

如前所述!将
A6A

%&.!%0.

&

I

.

%!)0

多肽或两种多肽

的混合物
0N&

*

J

加入含有贴壁
Vd!0

的每个孔中!

0&M%



!

%&

期 涂
!

健等$

A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

同步诱导
Vd!0

小胶质细胞趋化及增殖活性的研究

同时设对照组!每个试验组设
.

孔"

)s.

#!在
*Mn

&

NY 1c

0

培养箱中培养
.

&

%0

&

0)<

'收集上清液!使

用
KJ?@I

检测试剂盒"中国武汉博士德生物工程有

限公司#检测
[1A!%

&

FXD!

.

%

水平!严格按照说明

书的步骤操作!依据标准品质量浓度对应的吸光度

建立标准曲线!根据样品的吸光值计算出样品的

[1A!%

&

FXD!

.

%

质量浓度"

:7

0

=J

h%

#'

#E'

!

统计分析

所有数据用.

;

h

g/

;

h

/表示各组数据!各试验组

均设
.

个重复"

)s.

#!使用
@I@,#C4P865G56,$#-

/'0

软件!用
c-5!P8

9

和
FP#!P8

9

分析法"

IEc!

dI

#对数据进行差异分析!两组数据时间的差异用

@

值表示!

@

$

&'&N

表示差异显著!

@

$

&'&%

表示

差异极显著'

!

!

结
!

果

!E#

!

.3.

#"&J#!&与
@

"

#J$!

直接诱导
[cJ!

细胞趋化活性

将
0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.与
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽作为直接趋化溶液计算

其对
Vd!0

小胶质细胞的
1?

!结果如图
%

'结果表

明$在
A6A

%&.

!

%0.与
I

.

%!)0

诱导
Vd!0

各试验组中!与

对照蛋白相比!

A6A

%&.!%0.与
I

.

%!)0

毒性多肽对
Vd!0

细胞都有明显的趋化效应!趋化指数差异显著"

@

$

&'&%

#!

A6A

%&.!%0.与
I

.

%!)0

趋化指数毒性多肽对
Vd!0

细胞的趋化指数有明显的剂量依赖性!

A6A

%&.!%0.在

0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%范围内及
I

.

%!)0

在
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%范围内!均呈上升趋势'

使用
%'0'*

中的方法用趋化小室及显微镜"

0(/i

#计算
1?

'数值用
;

h

g/

;

h

表示"

)s.

#(各试验组与空白对照组"只

含
U[K[!D%0

完全培养基#&蛋白对照组"

A6A

,;6或
I

.

)0!%

#数值的差异性用对应柱上方的
"

或
""

标示(同时各试验

组间数值的差异性用对应柱之间连接线上方的
"

或
""

标示'

"

'@

$

&'&N

!差异显著(

""

'@

$

&'&%

!差异极显

著'下图同

1?,P5655G823845"3,$-

7

8[$;6#!1<5=#48̂$,1<8=Q56

"

0(/i

#

8-"8655̂

:

65,,5"8,=58-g,48-"86"566#6#C4<5

=58-

"

@K[

!

)s.

#

'@$

7

-$C$;8-4"$CC565-;5,#C4<5"8488=#-

7

4<55̂

:

56$=5-482

:

5

:

4$"546584=5-4,8-";#-46#2

"

U[K[!D%0;#=

:

2545=5"$3=

#

#6;#-46#2

:

5

:

4$"5,

"

A6A

,;6

#6I

.

)0!%

#

865=86H5"Q

9"

@

$

&'&N#6

""

@

$

&'&%#G56

4<565,

:

5;4$G5Q86,

"

;#=

:

86$,#-,Q54P55-4<55̂

:

56$=5-482

:

5

:

4$"546584=5-4,8-"4<5;#-46#2,

#

#6#G564<52$-5,

2$-H$-

7

4<565,

:

5;4$G5Q86,

"

;#=

:

86$,#-,8=#-

7

4<55̂

:

56$=5-482

:

5

:

4$"546584=5-4,

#

'F<5,8=58,Q52#P

图
#

!

.3.

#"&J#!&及
@

"

#J$!

毒性多肽直接诱导
[cJ!

小胶质细胞趋化指数(

*,

)

F;

7

E#

!

H52.3.

#"&J#!&

63@

"

#J$!

G

2

G

<;:20;8:K4;8

7

:;324<M

C

[cJ!452>6</4<;4;8:2P

(

*,

)

!E!

!

.3.

#"&J#!&与
@

"

#J$!

不同培养时间间接诱导
[cJ!

细胞趋化活性

为了检测
A6A

%&.!%0.与
I

.

%!)0

毒性多肽对
Vd!0

小胶 质 细 胞 的 间 接 趋 化 作 用!将
0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.与
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒

性多肽与
Vd!0

细胞共培养
.

&

%0

&

0)<

!收集上清液

作为间接趋化液计算其对
Vd!0

小胶质细胞的趋化

指数!并计算
>1?

!结果见图
0

'

在
A6A

%&.!%0.与
I

.

%!)0

间接趋化各试验组中!

0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.和
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

诱导
Vd!0

小胶质细胞的间接趋化能力明显

高于直接趋化能力!因为
>1?

值均大于
%

!提示这两

种多肽有诱导
Vd!0

细胞释放某些趋化因子或表达

受体提升趋化能力的可能'

0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.和
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

诱导
Vd!0

的

>1?

符合多肽低浓度依赖性!而在本试验中还发现

其
>1?

值也符合短处理时间依赖性!即随着处理时

间的延长!其
>1?

值持续升高'但试验结果还显

示$

A6A

%&.!%0.浓度大于
N&

*

=#2

0

J

h%或
I

.

%!)0

浓度大

于
N

*

=#2

0

J

h%或在
%0<

处理时间之后!其
>1?

呈

现出明显的平台期变化趋势!即
>1?

不再明显上升

"

@

#

&'&N

#'

*&M%
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使用
%'0'*

中的方法用趋化小室及显微镜"

*%Ni

#计算
>1?

>5284$G51?,

"

>1?,

#

P5655G823845"3,$-

7

8[$;6#!1<5=#48̂$,1<8=Q56

"

*%Ni

#

图
!

!

.3.

#"&J#!&及
@

"

#J$!

毒性多肽间接诱导
[cJ!

小胶质细胞相对趋化指数(

+*,

)

F;

7

E!

!

H52.3.

#"&J#!&

63@

"

#J$!

G

2

G

<;:20;8:K4;8

7

;8:;324<M

C

[cJ!32M/<;N2452>6</4<;4;8:2P

(

+*,

)

!E)

!

.3.

#"&J#!&与
@

"

#J$!

不同培养时间诱导
[cJ!

细

胞增殖活性

将
0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.及
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽
0N&

*

J

加入含有贴壁

Vd!0

细胞的孔中!计算其对
Vd!0

细胞增殖指数"

A?

#

的影响"图
*

#'结果表明$在
0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.及
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽诱导

Vd!0

小胶质细胞各试验组中!与对照蛋白相比!

A6A

%&.!%0.与
I

.

%!)0

毒性多肽处理细胞
.

&

%0

&

0)<

后!

Vd!0

细胞均有明显的增殖现象"

@

$

&'&%

#!从试验

结果可以看出!两种毒性多肽诱导
Vd!0

小胶质细

胞增殖指数"

A?

#呈现多肽低浓度依赖性和处理时间

[FF

法计算相对增殖指数"

A?

#

F<5

:

6#2$C5684$#-$-"5̂

"

A?

#

P565=58,365"Q

9

[FF=54<#"

图
)

!

.3.

#"&J#!&及
@

"

#J$!

毒性多肽诱导
[cJ!

小胶质细胞增殖指数(

.,

)

F;

7

E)

!

H52.3.

#"&J#!&

63@

"

#J$!

G

2

G
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7
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G
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%&

期 涂
!

健等$

A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

同步诱导
Vd!0

小胶质细胞趋化及增殖活性的研究

依赖性!当
A6A

%&.!%0.浓度大于
N&

*

=#2

0

J

h%或

I

.

%!)0

浓度大于
N

*

=#2

0

J

h%

!处理时间超过
%0<

之

后!增殖指数"

A?

#值也进入了平台期!而无继续上升

的趋势!这和
>1?

值变化的趋势相同'

!E$

!

.3.

#"&J#!&与
@

"

#J$!

不同培养时间诱导
[cJ!

表

达
9*.J#

水平

0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0. 与
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽与
Vd!0

细胞共培养后

收集上清液!使用
KJ?@I

检测试剂盒检测
[1A!%

质量浓度"

:7

0

=J

h%

#!结果如图
)

'结果表明$在

所试验浓度范围内!

A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

毒性多肽具有

明显上调
Vd!0

细胞表达
[1A!%

水平的作用!其细

胞上清液中的
[1A!%

与
A6A

,;6

&

I

.

)0!%

多肽的蛋白对

照及
U[K[!D%0

阴性对照组相比!差异显著"

@

$

&'&%

或
@

$

&'&N

#'两种毒性多肽诱导
Vd!0

小胶

质细胞
.

#

%0<

!其诱导
Vd!0

小胶质细胞表达

[1A!%

水平同样具有明显的多肽低浓度依赖性及

短处理时间依赖性!即随着毒性多肽浓度的提高!或

者是处理细胞的时间延长!

Vd!0

表达的
[1A!%

水

平呈现上升趋势!但当
A6A

%&.!%0.多肽浓度大于
N&

*

=#2

0

J

h%或者
I

.

%!)0

多肽浓度大于
N

*

=#2

0

J

h%

时或在
%0<

多肽处理时间之后!其
[1A!%

表达水

平上升趋势变缓!进入明显的平台期"

@

#

&'&N

#!这

种趋势与
A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

诱导
Vd!0

小胶质细胞

相对趋化指数"

>1?

#及增殖指数"

A?

#变化趋势一

致!表明这三者之间可能存在某种联系'作者将

A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

毒性多肽诱导
Vd!0

细胞不同共培

养时间
>1?

与
[1A!%

的表达水平做了相关性分

析!用
g'

值表示'结果表明
>1?

值与
[1A!%

呈正

相关 关 系 "

A6A

%&.!%0.

$

's j&'/.M

(

I

.

%!)0

$

's

j&'//&

#!即
A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

毒性多肽不同时间诱

导趋化指数与
[1A!%

的表达水平正相关'

KJ?@I

法检测
[1A!%

表达水平"

:7

0

=J

h%

#

F<5;#-;5-4684$#-#C[1A!%$-4<5,3

:

56-848-4P8,=58,365"Q

9

KJ?@I

图
$

!

.3.

#"&J#!&及
@

"

#J$!

毒性多肽诱导
[cJ!

表达
9*.J#

水平(

G7

+

>W

d#

)

F;

7

E$

!

[cJ!42MM2P

G

3200;8

7

9*.J#M2N2M

(

G7

+

>W

d#

)

;8:K42:A

C

.3.

#"&J#!&

63@

"

#J$!

G

2

G

<;:20

!E%

!

.3.

#"&J#!&与
@

"

#J$!

毒性多肽诱导
[cJ!

小胶质

细胞表达
H=FJ

"

#

水平

0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0. 与
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽与
Vd!0

细胞共培养后

收集上清液!使用
KJ?@I

检测试剂盒检测
FXD!

.

%

质量浓度"

:7

0

=J

h%

#!结果如图
N

'结果表明$

N&

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.

"除
N&

*

=#2

0

J

h%培养

.<

#及
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽具有明显

上调
Vd!0

细胞表达
FXD!

.

%

水平的作用!其细胞上

清液中的
FXD!

.

%

浓度与
A6A

,;6及
I

.

)0!%

多肽的蛋白

对照及与
U[K[!D%0

培养基的阴性对照组相比差

异显著 "

@

$

&'&%

或
@

$

&'&N

#'两种毒性多肽诱

导
Vd!0

小胶质细胞
.

#

0)<

内!其诱导
Vd!0

小胶

质细胞表达
FXD!

.

%

水平都具有明显的浓度依赖性

及处理时间依赖性!即随着毒性多肽浓度的提高!或

者是处理细胞的时间延长!其
Vd!0

表达的
FXD!

.

%

水平呈现持续上升趋势!这与
>1?

&

A?

&

[1A!%

表达水

平进入平台期的变化趋势不 同'将相同浓度

A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

毒性多肽诱导
Vd!0

小胶质细胞相

同时间后的趋化指数及
A?

值与
Vd!0

细胞表达
FXD!

.

%

水平之间关系进行相关性分析!用
g'

值表示'结

果显示
FXD!

.

%

表达水平与相同浓度
A6A

%&.!%0.及

I

.

%!)0

毒性多肽诱导
Vd!0

小胶质细胞相同时间后的

1?

值&

A?

值的相关性关系不明显"

'

$

&'N

#'

N&M%
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法检测
FXD!

.

%

表达水平"

:7

0

=J

h%

#

F<5;#-;5-4684$#-#CFXD!

.

%$-4<5,3

:

56-848-4P8,=58,365"Q

9

KJ?@I

图
%

!

.3.

#"&J#!&及
@

"

#J$!

毒性多肽诱导
[cJ!

表达
H=FJ

"

#

水平(

G7

+

>W

d#

)

F;

7

E%

!

[cJ!42MM2P

G

3200;8

7

H=FJ

"

#M2N2M

(

G7

+

>W

d#

)

;8:K42:A

C

.3.

#"&J#!&

63@

"

#J$!

G

2

G

<;:20

!E&

!

.3.

#"&J#!&及
@

"

#J$!

诱导
[cJ!

小胶质细胞迁移'

增殖活性及表达
9*.J#

'

H=FJ

"

#

水平的比较

为了确定
A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

毒性多肽诱导
Vd!0

小胶质细胞迁移&增殖活性及表达
[1A!%

&

FXD!

.

%

水平的差异!对
0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.及

0bN

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽诱导小胶质细胞

趋化指数&

A?

值及表达
[1A!%

&

FXD!

.

%

浓度进行

差异分析!用
@

值表示'结果表明$被
I

.

%!)0

毒性多

肽诱导的这四种参数与浓度高其
%&

倍的
A6A

%&.!%0.

毒性多肽诱导的参数差异不显著"

@

#

&'&N

#'

!E'

!

不同浓度比
.3.

#"&J#!&与
@

"

#J$!

同步诱导
[cJ!

直接趋化活性

将
A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

毒性多肽按确定的比例混

合使用
U[K[!D%0

培养基稀释形成特定的浓度

"表
%

#!计算
1?

!并与同浓度单一多肽诱导的
1?

值

进行比较!同时设
%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.混合
%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

)0!%

多肽混合溶液及
%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

,;6混合
%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

多肽混合溶液作为

蛋白对照!

U[K[!D%0

培养基作为阴性对照"图

.

#'结果表明$不同浓度比例混合的
A6A

%&.!%0.及

I

.

%!)0

混合毒性多肽直接诱发
Vd!0

小胶质细胞迁

移的
1?

比单一多肽诱导的趋化指数明显增高!差异

极显著"

@

$

&'&%

#!但是从
1?

值来看!它也小于单

一多肽诱导趋化指数之和'同时结果还显示
%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.混合
%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

)0!%

多肽

混 合 溶 液 及
%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

,;6 混 合
%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

多肽混合溶液作为蛋白对照诱导

的
1?

与未混合时单一多肽诱导的趋化指数相比!差

.

j

/表示两种多肽按照一定的浓度比例混合溶解于
U[K[!D%0

完全培养基'

I'*)&i
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/
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期 涂
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健等$
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%&.!%0.及
I

.

%!)0

同步诱导
Vd!0

小胶质细胞趋化及增殖活性的研究

异不显著"

@

#

&'&N

#!这暗示从蛋白的水平来看!两

种毒性蛋白诱导
Vd!0

细胞的趋化能力存在明显的

拮抗作用'

!E(

!

不同浓度比
.3.

#"&J#!&与
@

"

#J$!

不同培养时间同

步诱导
[cJ!

趋化与增殖活性

将
A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

毒性多肽用
U[K[!D%0

培

养进行稀释按确定的比例混合之后"此试验结果以

0N

*

=#2

0

J

h%纤维化
A6A

%&.!%0.混合
0'N

*

=#2

0

J

h%

纤维化
I

.

%!)0

为例#加入培养了已贴壁
Vd!0

小胶质

细胞的
/.

孔中!处理
.

#

0)<

收集培养液用于
1?

&

[1A!%

及
FXD!

.

%

表达水平检测!结果见图
M

'

0N

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.及
0'N

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多

肽的混合多肽诱导
Vd!0

小胶质细胞
.<

内的
1?

&

A?

及表达
[1A!%

&

FXD!

.

%

水平明显高于单因子诱

导时的参数值!但是低于两种多肽单因子单独诱导

时参数值之和!这与混合多肽作为直接趋化因子诱

导的
1?

结果一致"见
0'M

#(超过
.<

诱导时间之后

至
0)<

!

Vd!0

细胞的诱导后各项参数除
FXD!

.

%

表

达水平仍保持持续上升之外均进入明显的平台期!

这一变化趋势与单一多肽诱导的三个参数进入平台

期的变化趋势一致!但是出现的处理时间更短'

纤维化表示用
%'%

的方法处理多肽!非纤维化表示购买的多肽粉末直接溶解于溶剂中不处理'.

j

/表示两种多肽

按照一定的浓度比例混合溶解于
U[K[!D%0

完全培养基
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#"&J#!&及
@

"

#J$!

毒性多肽同步诱导
[cJ!*,

'

.,

'

9*.J#

和
H=FJ

"

#

表达水平

F;

7

E'

!

H52.3.

#"&J#!&

63@

"

#J$!

G

2

G

<;:2046J;8:K4;8

7

;8:;324<M

C

[cJ!*,

%

.,

%

9*.J#/8:H=FJ

"

#

)

!

讨
!

论

)E#

!

.3.

#"&J#!&和
@

"

#J$!

毒性多肽

F@K,

及
IU

均属于神经退行性疾病!两者之

间拥有很多共同的显著发病特征及相似的发病机

制!其中包括这两种疾病都会在神经组织中形成异

常蛋白的聚集!造成神经组织的机能障碍'通过试

验发现$

0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.及
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽诱导小胶质细胞趋化指

数&

A?

值及表达
[1A!%

&

FXD!

.

%

浓度差异不显著

"

@

#

&'&N

#'因此!可以预测在相同的诱导浓度及

诱导时间下!

I

.

%!)0

比
A6A

%&.!%0.更能诱导小胶质细胞

激发强烈的免疫反应!毒性更强!这预示着在
F@K,

和
IU

两种神经退行性疾病的病程中!

IU

可以引

发神经组织更为强烈的炎症反应!但这一结果还有

待体内试验证明'

在最近几年有许多研究发现
A6A

1 同
IU

病的

重要前体蛋白淀粉样蛋白质
%

"

8=

9

2#$"

:

65;36,#6!

2$H5

:

6#45$-%

!

IAJA%

#以及淀粉样前体蛋白"

8=

9

!

2#$"

:

65;36,#6

:

6#45$-

!

IAA

#存在相互作用并对疾

M&M%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)N

卷
!

病产生影响!但是具体是通过什么途径目前还不清

楚'作者发现
A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

在蛋白水平诱导小

胶质细胞活性上存在拮抗作用!因此!推测
A6A

1 可

能是
I

.

异常蛋白积聚的重要因子!但是当其异构

化成
A6A

@1

!这种促进作用消失!说明两者可能存在

共同的细胞调节信号通路'

)E!

!

.3.

#"&J#!&和
@

"

#J$!

毒性多肽与小胶质细胞

小胶质细胞存在于中枢神经系统!是脑内主要

的免疫效应细胞!发挥免疫保护&结构支持&神经营

养作用!对感染&受伤等因素很敏感!受到刺激后活

化!获得一些特殊功能$增殖&迁移&吞噬&分泌促炎

性介质等等!在
F@K,

及
IU

发病过程中!小胶质细

胞会聚集在具有病理特征的异常蛋白周围!而这种

小胶质细胞募集的现象对机体来说是有益的的还是

有害的!目前还存在很多争议'

本试验中!

0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.及

0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽直接诱导
Vd!0

小胶质细胞迁移!在与
Vd!0

共培养
.

&

%0

&

0)<

后!

其间接指数有明显升高!而其对
Vd!0

细胞也有明

显的促增殖作用!因此推断$在
F@K,

及
IU

病程

中!聚集在
A6A

@;或
I

.

异常蛋白周围的小胶质细胞

可能既来源于异常蛋白周围的小胶质细胞增殖也来

源于异常蛋白对外周小胶质细胞的趋化!但这一推

论还需要体内试验证明'

本试 验 还 发 现$低 浓 度 的
A6A

%&.!%0.

"

$

N&

*

=#2

0

J

h%

#或
I

.

%!)0

"

$

N

*

=#2

0

J

h%

#诱导小胶质

细胞较短时间内"

$

%0<

#!其趋化指数&

A?

值&

[1A!%

及
FXD!

.

%

都符合浓度依赖性及处理时间

依赖性!即随着毒性多肽的浓度增加或者同一浓度

多肽处理
Vd!0

小胶质细胞的时间延长!其趋化指

数及
A?

均呈现上调趋势!因此可以推断在
F@K,

及

IU

的发病早期!随着异常蛋白的浓度提高!会诱导

小胶质细胞大量聚集!引发级联炎症反应'但是在

高浓度的
A6A

%&.!%0.毒性多肽"

#

N&

*

=#2

0

J

h%

#或

I

.

%!)0

毒性多肽"

#

N

*

=#2

0

J

h%

#处理时间超过一定

时限后"

#

%0<

#!其对小胶质细胞的指标数!除

FXD!

.

%

持续升高外!趋化指数&

A?

及
[1A!%

水平

均呈现平台期变化趋势!因此!可以推断小胶质细胞

在受毒性多肽激活的过程中不会一直活跃!在高浓

度毒性多肽持续刺激下可能会启动自我保护!并出

现类似免疫耐受反应!结合其他报道!如随着

A6A

%&.!%0.或
I

.

%!)0

多肽浓度上升及处理时间的延长!

其对神经组织的损伤会加剧+

0.!*&

,

!当小胶质细胞被

药物抑制后!毒性多肽刺激神经细胞的凋亡率会增

加+

*%

,的结果!本试验为在
F@K,

及
IU

病程中小胶

质细胞聚集对机体有益的观点提供了又一支撑'

)E)

!

.3.

#"&J#!&和
@

"

#J$!

毒性多肽与
9*.J#

及
H=FJ

"

#

在
F@K,

及
IU

发病过程中!

A6A

@;或
I

.

异常

蛋白能诱导小胶质细胞聚集!并启动炎症反应!其特

征之一就是会释放一系列前炎症介质及抗炎症介

质!其中就包括很多类型的具有修复神经组织损伤

的细胞因子!在这些因子中!

[1A!%

及
FXD!

.

%

已

证明与
F@K,

及
IU

的发病机制有非常重要的关

系'本试验发现$

%

#

0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.及

0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽具有明显上调

Vd!0

细胞表达
[1A!%

水平的作用!其与
%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

,;6及
%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

)0!%

多肽的蛋白

对照及与
U[K[!D%0

培养基的阴性对照组相比!

差异显著 "

@

$

&'&%

或
@

$

&'&N

#(

0

#

0N

#

N&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.及
0'N

#

N

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒

性多肽诱导
Vd!0

小胶质细胞
.

#

%0<

内!其诱导

Vd!0

小胶质细胞表达
[1A!%

水平同样具有明显的

浓度依赖性及处理时间依赖性(

*

#

[1A!%

表达水平

与相同浓度
A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

毒性多肽诱导
Vd!0

小胶质细胞相同时间后的趋化指数及
A?

呈现显著

的正相关关系'根据这些试验结果!可以推测!在

F@K,

及
IU

异常蛋白聚集过程中!

[1A!%

可能发

挥前炎症因子的潜在功能!激活小胶质细胞的迁移

及增殖活性!因此通过对脑组织中
[1A!%

水平的监

测!有望预判这两种神经性退行性疾病异常蛋白的

聚集'当然!小胶质细胞的迁移受到趋化因子及细

胞表面受体的双重调节!因此在
A6A

%&.!%0.和
I

.

%!)0

毒

性多肽及其混合物与
Vd!0

小胶质细胞共培养过程

中!对其细胞表面受体的调节还需要更深入的研究'

FXD!

.

%

"转化生长因子
!

.

%

#作为
F@K,

及
IU

病理过程中的重要细胞因子!可能在发病机制上发

挥多重功能'本试验表明$

%

#

N&

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.

"除
N&

*

=#2

0

J

h%培养
.<

#及
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽具有明显上调
Vd!0

细胞

表达
FXD!

.

%

水平的作用!其细胞上清液中的
FXD!

.

%

浓度与
A6A

,;6及
I

.

)0!%

多肽的蛋白对照及与

U[K[!D%0

培养基的阴性对照组相比差异显著

"

@

$

&'&%

或
@

$

&'&N

#(

0

#

0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%

A6A

%&.!%0.及
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%

I

.

%!)0

毒性多肽诱导

Vd!0

小胶质细胞
.

#

%0<

内!其诱导
Vd!0

小胶质

细胞表达
FXD!

.

%

水平同样具有明显的浓度依赖性

(&M%



!

%&

期 涂
!

健等$

A6A

%&.!%0.及
I

.

%!)0

同步诱导
Vd!0

小胶质细胞趋化及增殖活性的研究

及处理时间依赖性'因此可以推测在
F@K,

及
IU

发病过程中!

FXD!

.

%

可能发挥抗炎功能!即发病早

期上调!在异常蛋白浓度增加并持续刺激时承担下

调炎症反应的作用!但是
FXD!

.

%

表达水平不进入

平台期也可能是由于两种毒性多肽的浓度还没有达

到诱导
FXD!

.

%

进入平台期的浓度!或
FXD!

.

%

有

其他变化规律!这还有待进一步的试验阐明'

$

!

结
!

论

F@K,

病 的 毒 性 多 肽
A6A

%&.!%0. 在
0N

#

%&&

*

=#2

0

J

h%及
IU

病的毒性多肽
I

.

%!)0

在
0'N

#

%&

*

=#2

0

J

h%可以上调
Vd!0

小胶质细胞的趋化指数

"

1?

#和增殖指数"

A?

#以及表达
[1A!%

&

FXD!

.

%

水

平!并引起这些参数有规律的变化(

A6A

%&.!%0.及

I

.

%!)0

这两种多肽在蛋白水平同步诱导
Vd!0

上述

指标方面存在明显的拮抗作用'
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