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病毒载体介导 6789基因表达在大鼠神经元 :7模型中的作用

刘朝晖!马东亮!靳 辉!马延兵!胡海涛"西安交通大学医学院解剖与组织胚胎学系;!环境与基因相关疾病教育
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摘要! 目的 探讨重组腺伴随病毒!=::>"载体介导表达人脑源性神经营养因子!(6789"基因以及表达的 (6789 对 !
淀粉样蛋白!:!"诱导的 :7 模型神经元保护效应的机制# 方法 使用分子克隆技术克隆了 (6789 基因$并且构建了携

带 (6789 基因的 =::> 病毒载体"::>?(67890$使用病毒载体转染 :! 诱导损伤的海马神经元# 使用 )@@ 检测和流

式细胞仪分析观察细胞凋亡变化$同时使用免疫细胞化学技术检测了 6789 蛋白以及 6AB?1 抗凋亡蛋白的表达$使用

激光共聚焦显微镜观察细胞内游离钙离子浓度"CDE1FG.0的变化# 结果 结果显示重组病毒对培养的海马神经元进行了有

效的转染$6789 蛋白表达水平明显增高$表达的 6789 对 :! 诱导的神经元损伤有显著的保护效应$在 6789 治疗组

表现出抗凋亡蛋白 6AB?1 的表达增高和有效地维持了CDE1FG. 平衡# 结论 表达的 6789 通过抑制 :! 依赖的细胞内钙超

载和增加抗凋亡蛋白 6AB?1 的表达$有效地保护神经元抵抗 :! 神经毒性引起的凋亡#
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阿尔茨海默病!:7"又称为早老性痴呆$是一种

慢性神经退行性疾病#神经营养因子在维持神经系统

的功能中具有重要的作用$其家族的成员主要包括神

经生长因子 "8^90’脑源性神经营养因子"67890’神

经营养素 ?M"-*&=%’=%W(.-?M;!8@?M0’神经 营 养 素 ?NeI!
"8@?NeI0等#6789 作为其中的一个重要成员$在中枢

神经系统!D8$"广泛地表达$保护神经元对抗神经毒

性物质’局部缺血和氧化等各种损伤$防止内源或外

源因素导致的细胞凋亡# 在体内$6789 与神经元存

活’增殖’轴突生长’突触可塑性以及学习和记忆等有

密切的关系(5;1)#在体外$6789 可保护培养的神经元$
防止损伤’血清剥夺等引起的细胞凋亡(M)# 有研究表

明在 许 多 神 经 退 行 性 疾 病 患 者 6789 的 水 平 是 降

低的 (N)# 资料显示$ 外源性给予 6789 可明显改善

:7 患者的症状$对神经元的退行性改变表现出明显

的保护效应(I)# 但是$外周给予 6789 仅仅能部分地

通过血脑屏障 "6660$ 很难达到有效的脑内血药浓

度# 为了探讨 6789 在治疗慢性 D8$ 疾病有效的给

药途径$我们选择腺伴随病毒!::>"(3;<)作为基因转

移的载体$ 研究在体外进行 6789 表达的生物学效
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应!在此基础上进一步寻找能有效进入中枢的给药途

径!为临床应用提供新的手段"

!#材料和方法

!$! 材料

!$!$! 试剂 !% 淀粉样肽 &!’()*+,-./0102-.13/4!567’87
片段购自北京肽合成中心!9:: 四唑盐#多聚赖氨酸

购自 ;-<)(!=9>9 培养基# 胰蛋白酶购自 ?@ABC
公司!0?>9’:#>(D*#质粒购自 EF,)1<(! 胎牛血清#
AG+’6 抗体#A=HI 抗体及免疫组化染色试剂盒购自

武汉博士德生物工程公司!!"# J@#$%& K@ 限制性内

切酶# 耐热性 =H4 聚合酶#:L=H4 连接酶购自华美

生物工程公司!B(6M 荧光探针 N+O,’849#双标凋亡检

测试剂 4PP1Q-P/R’I@:B 和 E@ 购自宝泰克生物工程

公司"
!S!S6 实验动物 新生 !’8/./;= 大鼠!由西安交通大学

医学院实验动物中心提供"
!S6/方法

!S6S!/构建重组 44R 穿梭质粒 0;;K?TUA=HI///由于

UA=HI 编码序列位于单一外显子上! 故可直接以正

常 人 血 白 细 胞 =H4 作 为 模 板 $V%! 根 据 ?1PA(PW/
X9Y!!V!5/提供的序列设计引物!使用 EBJ 技术克隆

UA=HI 基 因 !EBJ 产 物 用 :L=H4 连 接 酶 连 接 到

0?>9’: 载 体 ! 进 行 序 列 测 定 和 分 析 " 将 质 粒

0;;K?TH1, 与 0?>9’:T/UA=HI 分别用限制性内切

酶 !"# J@ 和 $%& K@ 双酶切!分离获得 UA=HI 基因

片段及线性化的 0;;K?!:L=H4 连接酶连接X图 !5!
将连接产物转化 =K7" 大肠杆菌#筛选阳性转化菌扩

大培养!提取质粒 =H4 进行酶切鉴定!测序鉴定克

隆的目的基因"

!S6S6/F44RTUA=HI 病毒载体的收获 复 苏 人 胚 肾

6Z8 包装细胞系!至细胞生长至 V"[成片时!使用磷

酸钙沉淀法将重组质粒 0;;K?/TUA=HI# 包装质粒

044RT4. 及腺病毒辅助质粒 0I?!L" 三质粒共转染

6Z8 细胞!8/. 后收获病毒并使用蔗糖梯度离心法进

行纯化"
!S6S8/EBJ 鉴定重组病毒 取 7"/#+ 纯化好的病毒液

加 入 蛋 白 酶 \ 溶 液 降 解 病 毒 衣 壳 蛋 白! 提 取 病 毒

=H4 溶于 7"/#+:> 中备用"以提取的病毒 =H4 作模

板 ! 使 用 在 !S6S! 中 合 成 的 引 物 进 行 EBJ! 鉴 定

UA=HI 目的基因是否成功重组入病毒基因组"
!S6SL/斑点杂交法确定病毒滴度 以标准浓度 0;;K?/
TUA=HI 质粒&!/#<T#+5按 !" 倍比稀释点样于 HB 膜

上! 将 !S6S8 中提取的病毒 =H4 按 6 倍比稀释点样

于 HB 膜上!与 A=HI 基因的地高辛标记 =H4 探针

进行杂交!YV!!作用 6"/U 后!与地高辛 ’ 辣根过氧化

物酶复合物作用!8]/!作用 8"/)-P! 显色液显色!确

定病毒 =H4 样品所对应的标准质粒浓度范围" 病毒

=H4 由 0;;K?TUA=HI 质粒包装获得! 其碱基数目

为 ]SV6/W^!核酸相对分子质量为 ]V6""Y87_7S""!"Y!
根据获得的病毒样品 =H4 浓度! 确定其摩尔质量!
计算病毒 =H4 分子数目以确定病毒数量"
!S6S7 神经元培养 取新生 !’8/./;= 大鼠! 取脑并分

离出双侧海马组织! 剪碎后用 "S67[胰蛋白酶液消

化!8]/!!6")-P" 收集分离的海马神经元并重悬于添

加了 !"[X’T’5胎牛血清的 =9>9 培养基中"细胞以

!"!"YT)+ 的密度接种于 ZY 孔板和铺有玻片的 6L 孔

板" 6L/U 添加终浓度为 !"/#),+T‘ 的阿糖胞苷以抑制

非神经元生长"
!S6SY//实验分组 将 细 胞 分 为 正 常 对 照 组!4= 模 型

组!空病毒对照组和 A=HI 治疗组" 其中正常对照组

为普通培养的神经元&4= 模型组为从第 6 天起在培

养液中添加终浓度 6"/#),+T‘ 的 4!67’87 ’4! 全长

的 67’87 位氨基酸片段!具有与 4! 全长相似的神经

毒性作用 $Z%(& A=HI 治疗组又分为单转 A=HI 基因

组 ’仅在培养的第 6 天以滴度为 !"V 个病毒 T/)+ 的

44R’UA=HI转染(!A=HI 预防 4! 损伤实验组 ’培

养的第 6 天进 行 44R’UA=HI 转 染!6L/U 后 换 用 含

6"/#),+T‘/4!67’87 的 培 养 液 培 养( 和 A=HI 治 疗

4! 损 伤 实 验 组 ’从 培 养 的 第 6 天 起 使 用 含 6"/
#),+T‘/4!67’87 的 培 养 液 培 养!6L/U 后 进 行 44R’/
UA=HI 转染(&空病毒对照组为未重组外源基因的空

44R病毒颗粒转染正常神经元作为对照"
!S6S]/9:: 检测细胞活力 各组以每孔 6"/#+/9:: 四

唑盐添加到各复孔中!8]!!孵育 L/U" !7"/#+ 的二甲

基亚砜加入各孔溶解蓝色结晶!振荡!使用多孔扫描

图 ! 构建 ""# 重组质粒 $%%&’ ()*+,-
-./0! %1)2345.1 1)465 78 5)2 179:56;15.79 78 5)2

$%%&’ ()*+,- 62173<.945 ""# $=4:3.>

!68L!68L

!68L
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图 ! 病毒滴度的 "#$% 斑点杂交结果
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分光光度计在 RSD8’; 波长测定光密度! 根据 5<"P值
计算细胞存活率! 计算公式"细胞存活率#T$U 实验

组 5<"P#B#对照组 5<"P#!>DDV%
>WKWX 流式细胞术检测细胞凋亡 收集各组细胞&用冷

Y4$ 洗涤 K 次& 以 >!>DZB;9 的浓度在结合缓冲液中

重悬% 室温下取 >DD8!9 的细胞&每组做 Q 个复管&加

入 @8!98!’’,J-’8[?7\]L 和 @8!98Y\ 荧光染料&轻轻振

荡’混匀&避光室温下孵育 >@8;-’! 加入 RDD8!9 染色

缓冲液&立即上流式细胞仪分析!
>WKWS84567 及 4*9?K 的免疫细胞化学检测 从 KR 孔

板中取 出 被 覆 细 胞 的 盖 玻 片& 用 丙 酮 室 温 固 定 >D8
;-’&细胞片用 Y4$ 洗 Q 次&每次 @8;-’&正常山羊血

清室温孵育 QD8;-’&用 4567 及 4*9?K 一抗 R^孵育

过夜&Y4$ 洗 Q 次&0_Y 酶标二抗 Q‘!"孵育 >O3&Y4$
洗 Q 次&5!4 显色! 莱卡 ab-’ 图像分析系统分析!
>WKW>DO激光共聚焦显微镜测量 cL&Kde- 变化 将 KR 孔

板 中 取 出 的 细 胞 片 放 入 特 制 的 槽 内 & 用 无 色 的

5?0&’fg: 液洗 K 遍& 在含有 L&Kd 荧光探针 .9M+?Q!h
(终浓度 >D!!;+9B=$ 的 5?0&’fg: 液中 Q‘!"孵育 RDO
;-’&使 .9M+?Q!h 解离出的 .9M+?Q 与 L&Kd 发生结合&
用 5?0&’fg: 液洗 K 遍除去未反应的探针&h_L?>DKR
激光共聚焦显微镜测量 .9M+?Q 荧光& 激发波长 RXXO
’;&发射波长 @KZO’;% 以 I1]! 螯合钙离子后测量

零 钙 值 &])-%+’?i?>DD 作 用 后 测 量 饱 和 钙 值 & 计 算

cL&Kde-O%
cL&Kde-OUOj(O! c7k7;-’OBO<7;&J?7Pe

OOOOOOOOj(" 79M+?QO和 L&Kd 的解离系数 <RDDO’;+9B=P)
7"细胞内的荧光强度测量值)7;&J"饱和钙时细胞内的

荧光强度)7;-’"零钙时细胞内的荧光强度%
>WKW>>O统计方法 使用 $Y$$>DWD 数理统计软件处理&
运用组间单因素方差分析检验& 数据用 !!" 表示)
>WKWS 中获得的结果使用图像分析统计软件 4-+?\\OaO
!’&9Fl,OY)+A)&; 处理%

KO结果

KW> 重组 /$$01B34567 质粒鉴定

重 组 质 粒 /$$01B34567 的 大 小 为 ‘WXKOfN&经

限制性内切酶 #$% _\ 和 &’( 0\ 酶切后&理论上应该

产生 ‘WDZOfN 及 ‘ZDON/ 两个片段&结果显示&重组质

粒大小’酶解片段大小和理论值一致(图 K$&测序结

果与 1,’4&’f 提供的已知序列(hZ>>X>$一致%
KWKO!![ 病毒的 YL_ 鉴定

YL_ 结果显示在提取的病毒 56! 中扩增出了

‘ZDON/ 大小的基因片段(图 Q$&表明 34567 外源基

因成功重组入病毒基因组中%
KWQO!![ 病毒滴度测定 (图 R$

如图 R 所示&! 组为标准浓度的 /$$01BO34567
质粒& 浓度由分别为 >!!ABm9&>DDO’AB!9&>DO’AB!9&>O
’AB!9&>DDO/AB!9% 提取的病毒 56! 斑点杂交显色结

果显示病毒 56! 的浓度在(>D?>DD$ ’AOB!9&即每 ;9
病毒液中 /$$01B34567 含量为(>D?>DD$ !A&/$$01BO
34567 相对分子质量为 @WD!>DZ&计算其摩尔质量为

K!>D?>K?K!>D?>>O;+9& 确定每 ;9 病毒液中分子数目为

>WK!>D>K?>WK!>D>Q 个 分 子 & 重 组 病 毒 的 滴 度 为 >WK!
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图 : 重组病毒 #$; 的 <=> 鉴定结果
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图 E 重组质粒 566789-"#$% 的酶切鉴定
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!"!#$!%#!!"!& 个病毒颗粒 ’()!
#%*++,-- 检测 ./012 表达对海马神经元的保护作

用

,-- 检测结果显示表达的 /012 对正常神经元

表现出营养效应"图 3#! 在神经元正常生长期内培养

的 第 4+天 时$ 正 常 对 照 组% 空 病 毒 对 照 组 和 单 转

/012 基因组5667$./012 组8之间细胞活力相比无

显著性差异"!!"%"3#! 随培养时间增长$正常的原代

培养神经元开始出现自然死亡$667$./012 组神经

元在培养的第 !#9天和 !3+天细胞活力显著性高于对

照组"!""%"3#$降低了正常神经元的死亡率:+延长神

经元的生存时间!空病毒对照组与正常对照组之间相

比差异无显著性"!!"%"3#$显示 667 载体本身对神

经元无明显影响!

在 /012 保护神经元抵抗 6! 损伤的实验中$正

常对照组细胞存活率记为 !"";$60 模型组受到 6!
的神经毒性作用$显示胞体皱缩和退变$细胞存活率

降低至 3*%!;&在 ./012<6! 实验组$预先在神经元

内表达的 /012 显示了对 6! 损伤的预防性保护作

用$ 细胞存活率达到 =4%=;$ 较损伤模型组提高了

#3%>;&在 6!<./012 实 验 组$
表 达 的 /012 也 具 有 抑 制 6!
损伤的作用$ 细胞存活率达到

=?%*;$ 较 损 伤 模 型 组 提 高 了

#*%&;: 两实验组之间相比差异

无 显 著 性$ 提 示 表 达 的 /012
对 6! 的 损 伤 具 有 预 防 和 治 疗

的双重作用!
#%3 流式细胞术判断细胞凋亡情

况!图 >"
如 图 显 示 右 下 象 限

6@@ABC@7$2D-E 染色阳性%FD 阴性细胞为早期凋亡细

胞&右上象限 6@@ABC@7$92D-E%FD 染色双阳性细胞为

晚期凋亡及坏死细胞&左下象限 6@@ABC@$2D-E%FD 染

色双阴性细胞为活细胞& 左上象限仅 FD 染色阳性为

处理时损伤的细胞!显示损伤模型组早期凋亡细胞数

量显著增多$坏死细胞数量少量增多$主要以凋亡为

主"图 >/#& /012 实验组早期凋亡细胞数量较 60
模型组显著降低5!""%"38$坏死细胞数量未见显著差

异"图 >E#$表明 /012 抑制了以凋亡为主要形式的

细胞死亡!
#%>9/012 免疫细胞化学染色结果

使用抗 /012 抗体进行免疫细胞化学染色检测

/012 免疫反应水平$在 /012 实验组神经元的胞体

和突起可见高水平的 /012 免疫着色5图 =/:9!""!8!
莱卡 GHC@ 图像分析软件分析显示 /012 免疫阳性

神经元的数目和着色强度明显增强$与对照组相比有

显著性差异!
#%=9/I)$# 免疫细胞化学染色结果

莱卡 GHC@ 图像分析结果"图 ?#显示正常对照

组 /I)$# 免疫反应阳性细胞平均数量为 3=%?*"3%&=$
阳性细胞平均灰度值为 >?%!&"*%4#&60 模型组阳性

细胞平均数量为 #&%#3"&%*4$ 平均灰度值为 =4%*4"
=%3&$与对照组相比 60 模型组阳性细胞的数量和着

色强度显著降低"!""%"3:9图像分析中着色强度越高

其灰度值越低#! 6!</012 实验组阳性细胞平均数

量为 *3%!>"*%>#$平均灰度值为 >!%&""3%3>$与 60 模

型组相比阳性神经元的数量增多和着色增强$经统计

学分析差异有显著性"!""%"3#! 与正常对照组相比$
由于 6!</012 实验组细胞整体数量低$所以阳性细

胞数量稍低$ 但单个细胞的平均灰度值显示实验组

/I)$# 蛋白表达水平高于正常!
#%?9JKE, 观察结果

图 ? 显示$对照组正常海马细胞内平均LEM#<NC 位

于基线水平$为 !=*%3>"*&%##+@(O)’J$仅见一些无规

律的小的钙波! 损伤模型组显示出明显的钙振荡$在
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图 ! 延长培养时间 "#$%& 对神经细胞的作用
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!! 作用 "#!$%!%&’( 后细胞内钙荧光强度逐渐增强!
显 示 )*+$,-. 分 别 达 到 "/&01%2 !/3130#! "2&413& !
421%5$!%55%41/$!&2125$ 6789:;!随后维持在较高的

水平& (<=>?,!! 实验组细胞内钙荧光强度显示了

相似地钙振荡! 但 )*+$,-. 的峰值低于损伤模型组!
)*+$,-. 分 别 达 到 "%/01$ !@$1"2$! "/4%124 !3"123$!
"4@01%$!$$1/4$ 6789:;& 经统计学检验!在 <=>? 实

验组和损伤模型组间有显著性差异&

3’讨论

在神经系统的发育时期!<=>? 通过结合于酪氨

酸激酶受体活化细胞内的信号通路!显示了明显的促

进神经元存活作用!调节在不同的效应器官建立适当

的神经分布密度&资料显示部分的 != 患者在海马结

构’ 颞叶以及其它的皮质区有 <=>? 的 7A>! 水平

和蛋白质含量的减少! 给予 != 患者外源性 <=>?
将减少胆碱能神经元的退行性改变比率并改善其功

能("0)& 因此!<=>? 成为一个良好的用于维持 *>B 神

经元的功能来治疗 != 的药物& <=>? 作用的发挥有

赖于其有效的中枢血药浓度!外周静脉内给药是一种

简便’无损伤的给药途径!但由于存在于血液循环中

的降解和 <<< 的通透性两个主要问题! 很难完成中

枢神经的保护效应(55)& 为了解决这些问题!一些研究

聚 焦 于 对 <=>? 蛋 白 的 化 学 修 饰 "如 嵌 合 肽 技 术

等$!这些技术被证明是有效的但是复杂且昂贵!不适

于慢性疾病的长期治疗&<=>? 的中枢给药同样被证

明是有效的(5$)!但是!中枢多次给药以及持久的输注

设备的存在会引起对神经组织的额外损伤& 因此!我

们尝试使用 !!C 载体携带目的基因!通过较小损伤

的方式使之进入中枢并长期表达& !!C 载体本身是

一种缺陷病毒! 资料显示在人群中 &0D的个体呈现

!!C 血清阳性!无致病性!而且它能有效感染神经元

这种分化终末细胞! 显示出在 *>B 疾病基因治疗中

的巨大潜力(4!"3)& 在这个研究中!我们使用 !!C 转染

神经细胞进行 <=>? 的表达!评估其抑制 !! 的神经

毒作用的现象和机制&
实验结果显示成功构建了 != 细胞模型! 通过

EFF 分析 != 模型组细胞存活率降低至 @%15G!较

正常对照组降低了 %@12G* 流式细胞学分析表现为

!66HI.6CJ?KF* 染色阳性细胞增多!反应出发生早期

凋亡的特征*通过 <L9J$ 蛋白的免疫细胞化学染色显

示与正常对照组相比 <L9J$ 阳性细胞的数量减少!细

胞的 <L9J$ 蛋白表达量降低*激光共聚焦检测显示在

!! 作 用 后 )*+$,-. 进 行 性 增 高 ! 在 %&’ ( 时 达 到

""%41/$!&212"’6789:; 的 高 峰 随 后 维 持 在 较 高 的 水

平& 根据实验结果分析 !! 有效诱导了神经元的凋

亡!在 !! 的神经毒性作用下!通过影响细胞信号传

递途径!启动细胞的凋亡通路!表现为降低 !"#J$ 抗

凋亡基因的表达!与邵梅等("%) 的研究结果相似!推测

其同时与上调表达的凋亡基因相互作用!进而引起细

胞内钙超载&*+$, 的内环境稳定被破坏又会引起核酸

内切酶的活化’ 自由基的产生或磷脂酶的过度活化

等!最终导致神经元的凋亡("@)& 有文献资料报道在损

伤后的脑组织可观察到 <L9J$ 反应阳性细胞的增多!
判断这种上调是在损伤后数小时出现的代偿性保护

反应!当时间延长!细胞的凋亡途径被启动后!即开始

显示出凋亡蛋白的上调和抗凋亡蛋白的下调*另一方

面!脑组织是一个有机的整体!在损伤区周围的各种

细胞也会发生代偿性保护反应!表现为此区细胞抗凋

亡蛋白的持续增多!从而限制损伤的反应进一步向周

围扩展&
另外实验结果显示 !!C 对培养的神经元进行

了有效的转染! 在 !!CJ(<=>? 组 <=>? 蛋白表达

较对照组显著增高& 表达的 <=>? 表现出良好的生

图 ! "#$% 免疫细胞化学染色结果& 核用苏木素复染’
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图 9 激光共聚焦显微镜检测钙荧光的改变
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物学效应! 在普通培养的神经元显示出营养作用!可

延长体外培养神经元的存活时间"对 !! 的神经毒性

起到了预防和治疗的作用!提高了损伤神经元的抗凋

亡能力!表现为发生凋亡的细胞数量减少!细胞存活

率较 !" 模型组显著提高#免疫细胞化学染色结果显

示 #"$% 实 验 组 #&’() 阳 性 细 胞 的 数 量 和 细 胞 的

#&’(* 蛋白表达量较 +" 模型组显著增多# 激光共聚

焦检测显示与损伤模型组相比 ,"$% 实验组-./*012
的峰值显著降低!有效维持了-./)012 平衡# 分析表达

的 ,"$% 在 +" 模型神经元中的抗凋亡效应主要是

通过上调抗凋亡蛋白 ,&’3* 的表达!#&’4* 蛋白定位

于线粒体内膜$核膜和内质网膜上!这些部位有丰富

的细胞内钙储备!推测 #&’(* 通过直接或间接的影响

钙储备的释放!抑制细胞内钙超载是其抗凋亡作用的

重要环节之一!其机制有待于进一步探讨#
综上所述!通过 ++5 有效地转染神经元并表达

了目的基因! 表达的 #"$% 通过上调抗凋亡蛋白和

维持细胞内钙浓度的相对稳定有效抑制了 +! 诱导

的神经元凋亡#以上实验结果将为下一步的动物模型

给药方式的研究提供可靠的依据#
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%kk& [/l/B<9W_ 9 7/>F>2FY<9m:; 9./>V8aD’4F2><&?<F9@<YD’/?28B 98X9V>/2B49
F<>2I<F9 B<=>8?>8@A2&9 X/&?8>9 E/>l<F’D9 ><F=&<C9 CDC?<E2&9 &’</>/B&<9
b2?A9E2B2E/’9’8CC98X9V28’8Y2&9/&?2I2?D%G&;97A/>E9H<C_9kee]_9kQMfNO9
k\f^4ek;

%k*& [&A/V2?U9mH_9[&Ab/V9[_9[@>/BY<>9:_9<?9/’; 9pB?>/I<B?>2&=’/>9V>/2B49
F<>2I<F9B<=>8?>8@A2&9 X/&?8>9 ><F=&<C9 2BX/>&?9 C2U<9/X?<>9 X8&/’9&<><V>/’9
2C&A<E2/92B9>/?C%G&;9G9.<><V9#’88F9%’8b9:<?/V_9kee]_9k]M^NO9^\\4g;

%kR& :8B/A/B97‘_9G88CC9T_9[/BFC9:[;9[/X<?D98X9/F<B84/CC8&2/?<F9I2>=C9
Y<B<9?A<>/@D9I<&?8>CO 9/9&=>><B?9<I/’=/?28B %G&; 9‘a@<>?9h@2B9">=Y9
[/X_9*\\*_9kMkNO9]e4ek;

%kQ& 邵 梅_9陈生弟_9刘振国_9等;9#&’4* 家族参与 ! 淀粉样蛋白对 7.k*
细胞的致凋亡作用%G&;9中国神经科学杂志!*\\R!keMRNO9kgk4g;

%k^& ib/Y9#G_9./BU8B2<>89Z:_9[<BC29[Z_9<?9/’;9./’&2=E928B8@A8><C9&/B9
2BF=&<9<2?A<>9/@8@?8C2C98>9B<&>8C2C92B9&=’?=><F9&8>?2&/’9B<=>8BC %G&;9
$<=>8C&2<B&<_9keee_9e\MQNO9kRRe4Qf;

第 k\ 期 刘朝晖_等;病毒载体介导 #"$% 基因表达在大鼠 +" 神经元模型中的作用 kReR’ ’




