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ＡｐｏＥ亚型蛋白对神经元轴突生长的影响
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　　［摘要］　目的　观察不同亚型ＡｐｏＥ蛋白（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，ＡｐｏＥ）对神经元轴突生长的影响，探讨其可能机制。方法
　取新生Ｃ５７野生鼠和ＡＰＯＥ基因敲除鼠大脑皮质，进行神经元原代培养；在培养第１天，在ＡＰＯＥ基因敲除鼠神经元培
养基中加入重组人类ＡｐｏＥ２、３、４蛋白，将所培养细胞分为ＡｐｏＥ（－）组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组、ＡｐｏＥ４组和野生组５组。倒
置相差显微镜观察神经元生长情况，测量其轴突长度和突起数量。免疫荧光对神经元轴突进行染色，并对神经元轴突荧

光强度进行测定；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同亚型ＡｐｏＥ对细胞分裂周期蛋白４２（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅ４２，ｃｄｃ４２）表达的影响。结果
　培养第１、３、５天，野生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组神经元平均轴突长度较 ＡｐｏＥ（－）组及 ＡｐｏＥ４组长（Ｐ＜０．０５）；培养第
５天，ＡｐｏＥ（－）组、ＡｐｏＥ４组神经元突起数量分别为（１．８０±０．４５）个和（１．９０±０．８４）个，较野生组（３．８０±０．８４）个、
ＡｐｏＥ２组（３．６０±０．５５）个、ＡｐｏＥ３组（３．４０±１．１４）个少（Ｐ＜０．０５）；野生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组神经元轴突荧光强度分别
为（５４１０±７．３２）、（５２．４０±６．３３）、（５０．５０±８．２１），较 ＡｐｏＥ（－）组（３７．２０±９．３０）和 ＡｐｏＥ４组（３９．００±８．３２）强（Ｐ＜
００５）；野生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组 ｃｄｃ４２蛋白表达高于 ＡｐｏＥ（－）组、ＡｐｏＥ４组（Ｐ＜０．０５）。而在所有实验结果中野生
组、ＡｐｏＥ２组与ＡｐｏＥ３组组间以及ＡｐｏＥ（－）组与ＡｐｏＥ４组组间比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论 　不同亚型
ＡｐｏＥ蛋白对神经元轴突生长的影响不同，对ｔｕｂｕｌｉｎⅢ及ｃｄｃ４２表达的影响也各不相同，后者可能是其影响神经元轴突生
长的机制之一。

　　［关键词］　 神经元；轴突；载脂蛋白Ｅ；微管蛋白；细胞分裂周期蛋白
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　　神经元是构成神经系统结构和功能的基本单位，
其形成的各种生理连接是维持正常脑功能的基础，而

轴突是神经元与神经元以及其他细胞之间形成连接的

最重要结构之一，其形态和功能的完整是保证神经元

正常生理活动的重要条件［１］。载脂蛋白 Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏ
ｐｒｏｔｅｉｎＥ，ＡｐｏＥ表示蛋白，ＡＰＯＥ表示基因），作为中枢
神经系统中最主要的载脂蛋白，参与了神经元脂质的

代谢、钙的转运、信号的转导等［２－３］，与脑外伤和脑出

血性疾病的预后都有密切的关系［４－５］。人类 ＡｐｏＥ存
在ＡｐｏＥ２、ＡｐｏＥ３、ＡｐｏＥ４三种亚型，在疾病的发生和
预后等方面，不同亚型的携带者表现出不同的效应，其

中，ＡｐｏＥ４可能影响脑外伤功能的恢复［６］。但 ＡｐｏＥ
影响病情转归的机制尚未完全阐明。在本研究中，我

们观察了不同亚型 ＡｐｏＥ对神经元轴突生长的影响，
并进一步观察其对轴突生长过程中的重要因子———细

胞分裂周期蛋白４２（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅ４２，ｃｄｃ４２）的影
响，探讨ＡｐｏＥ对神经元轴突生长情况的影响及可能
机制。

１　材料与方法

１．１　体外培养皮质神经元
　　将新生１ｄ内的Ｃ５７野生小鼠和ＡＰＯＥ基因敲除鼠（重庆
医科大学实验动物中心）断头取脑，眼科镊仔细剥离脑膜，分离

出皮质部分，剪碎至１ｍｍ３左右大小，３７℃消化３０ｍｉｎ。加入
含１０％胎牛血清的培养基终止消化（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公司，美国）。
用巴氏管将组织碎块轻柔吹打成细胞悬液，共吹打３次，每次
３ｍｉｎ。收集细胞悬液，过滤后，８００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清
液，加入培养基重悬细胞。以细胞数１×１０６／ｍＬ接种至预先处
理过的铺有玻片的６孔板，然后置于３７℃含有５％ ＣＯ２孵箱孵
育，４～６ｈ后全部更换为 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ／２％ Ｂ２７培养基（Ｇｉｂｃｏ公
司，美国），其后每天半量更换培养基。

１．２　神经元分组
　　分别取４组 ＡＰＯＥ基因敲除鼠神经元，在种板４～６ｈ后，
将其培养基全量更换为 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ／２％ Ｂ２７；分别在其中３组
ＡＰＯＥ基因敲除鼠神经元中加入重组人类 ＡｐｏＥ２、３、４蛋白
（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，美国），依次分为 ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组、ＡｐｏＥ４
组，余下１组未加入任何 ＡｐｏＥ蛋白的 ＡＰＯＥ基因敲除鼠神经
元则定为ＡｐｏＥ（－）组，每种亚型蛋白在培养基中的终浓度为
２０μｇ／ｍＬ［７］；将Ｃ５７野生小鼠的神经元作为对照，定为野生组。
由此，将所有神经元共分为 ５组，即 ＡｐｏＥ（－）组、ＡｐｏＥ２组、
ＡｐｏＥ３组、ＡｐｏＥ４组和野生组。
１．３　免疫荧光染色轴突
　　取１、３、５ｄ载有神经元的玻片，ＰＢＳ轻柔清洗３遍，室温下

４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３遍后，加入０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００破膜１０ｍｉｎ。纯山羊封闭血清于恒温水箱封闭３０ｍｉｎ。
１０％山羊封闭血清稀释一抗：兔多克隆抗微管蛋白Ⅲ抗体
（ａｎｔｉｔｕｂｕｌｉｎⅢ，Ｓｉｇｍａ公司，美国），１∶１０００稀释，滴加至玻片
表面，４℃孵育过夜。ＰＢＳ稀释山羊抗兔荧光二抗（１∶１００稀
释，博士德公司，中国），３７℃水浴箱中避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
去多余二抗，５０％甘油封片。用荧光显微镜观察并拍照。每组
各孔随机取５个视野，每个视野随机选取５个神经元，且每个
视野不重叠，运用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件分析轴突荧光强度［８］，并

计算其平均值。

１．４　神经元观察及轴突测量
　　分别在神经元培养的第 １、３、５天，用倒置相差显微镜
（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ５１）观察并采集图像。每组各孔随机取５个视野，
每个视野随机选５个神经元，且每个视野不重叠，所测细胞必
须有光晕和突起。应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件测量轴突长度和突
起数目［８］，并计算其平均值。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃｄｃ４２蛋白的表达
　　ＰＢＳ冲洗载有神经元的各组孔板３遍后，加入含有１％ ＰＭＳＦ
的ＷｅｓｔｅｒｎＩＰ细胞裂解液（碧云天，中国），冰上裂解 ３０ｍｉｎ，
４℃ 下１５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液，ＢＣＡ蛋白检测试
剂盒（碧云天，中国）检测蛋白浓度。按４∶１的体积比加入蛋白
样品和上样缓冲液（碧云天，中国），混匀后沸水煮 ５ｍｉｎ，
－８０℃ 分装保存。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白样品。分离后切
胶，在２５０ｍＡ、５０ｍｉｎ的转膜条件下将蛋白转至ＰＶＤＦ上。５％
脱脂奶粉室温摇床封闭膜１ｈ，封闭液用于稀释一抗，兔多抗
ａｎｔｉｃｄｃ４２（１∶１０００稀释，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，美国）４℃过夜孵育。
洗膜后，对应的山羊抗兔二抗（１∶２０００稀释，中杉金桥，中国）
３７℃孵育１ｈ，ＥＣＬ化学发光法用于条带显影，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软
件用于条带分析。

１．６　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　培养神经元的形态学观察及纯度鉴定
　　神经元种板后４ｈ即可贴壁，１２～２４ｈ后绝大多数细胞贴
壁，周边光晕明显，并可见突起。５ｄ左右，突起明显延长，折光
性强，细胞间交织成网状（图１）。用神经元轴突标志性蛋白
ｔｕｂｕｌｉｎⅢ的抗体作为一抗，ＴＲＩＴＣ标记抗体作为二抗，在荧光显
微镜下观察，可见轴突被染成红色，证实培养细胞为神经元（图

２）。用ｔｕｂｕｌｉｎⅢ抗体和胶质细胞特异性表达蛋白 ＧＦＡＰ抗体
进行细胞免疫荧光显色，用 ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔作为荧光二
抗，可见大量的神经元轴突被染成绿色，而很少量的胶质细胞

的胞体被染成红色。将观察的同一视野神经元和胶质细胞进
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行叠加后，可见胶质细胞在神经元中所占比例很低。切换多个

视野进行观察和计数，证实本实验培养出的小鼠皮质原代神经

元纯度在９０％以上。

!"" !#

图１　倒置相差显微镜观察小鼠神经元变化

!"" !#

图２　ＴＲＩＴＣ标记的荧光二抗染色观察神经元轴突

２．２　培养神经元的轴突测量
　　培养第１、３、５天，在倒置相差显微镜下观察细胞并拍照
（图３），对各组细胞轴突长度进行测量，野生组、ＡｐｏＥ２组、
ＡｐｏＥ３组神经元平均轴突长度较 ＡｐｏＥ（－）组及 ＡｐｏＥ４组长
（Ｐ＜０．０５）；野生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组间以及 ＡｐｏＥ（－）组、
ＡｐｏＥ４组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图４）。培养第５天，

对神经元突起数量进行观察，ＡｐｏＥ（－）组和 ＡｐｏＥ４组突起数
明显少于野生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组（Ｐ＜０．０５）；而野生组、
ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组组间以及 ＡｐｏＥ（－）组和 ＡｐｏＥ４组组间比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与野生组、ＡｐｏＥ２、ＡｐｏＥ３组比较
图４　不同时间点各组小鼠神经元轴突长度比较
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１：野生组；２：ＡｐｏＥ（－）组；３：ＡｐｏＥ２组；４：ＡｐｏＥ３组；５：ＡｐｏＥ４组
ａ：Ｐ＜０．０５，与野生组、ＡｐｏＥ２、ＡｐｏＥ３组比较

图５　各组小鼠培养第５天神经元突起数量比较
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图３　不同时间点不同亚型小鼠ＡｐｏＥ蛋白对神经元轴突生长的影响　（倒置相差显微镜）
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Ａ：野生组；Ｂ：ＡｐｏＥ（－）组；Ｃ：ＡｐｏＥ２组；Ｄ：ＡｐｏＥ３组；Ｅ：ＡｐｏＥ４组
图６　培养５ｄ后各组小鼠神经元轴突荧光强度变化　（荧光显微镜）

２．３　培养神经元轴突免疫荧光
　　各组神经元培养５ｄ后进行荧光染色，野生组神经元轴突
被染成亮绿色，而ＡｐｏＥ（－）组神经元轴突被染成绿色，荧光强
度相对较低，并进一步进行荧光强度测量，野生组、ＡｐｏＥ２组、
ＡｐｏＥ３组神经元轴突荧光强度强于 ＡｐｏＥ（－）组、ＡｐｏＥ４组
（Ｐ＜０．０５），而野生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组组间以及ＡｐｏＥ（－）
组和ＡｐｏＥ４组组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图６、７）。
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１：野生组；２：ＡｐｏＥ（－）组；３：ＡｐｏＥ２组；４：ＡｐｏＥ３组；５：ＡｐｏＥ４组
ａ：Ｐ＜０．０５，与野生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组比较

图７　培养５ｄ后各组小鼠神经元轴突荧光强度定量分析

２．４　神经元ｃｄｃ４２蛋白的表达
　　在神经元培养第５天，取各组培养细胞提取蛋白。如图８
所示，野生组 ｃｄｃ４２蛋白表达比 ＡｐｏＥ（－）组及 ＡｐｏＥ４组高
（Ｐ＜０．０５）。而加入重组人类ＡｐｏＥ２、３、４蛋白组ｃｄｃ４２表达各
不同，ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组ｃｄｃ４２表达高于ＡｐｏＥ（－）组、ＡｐｏＥ４
组（Ｐ＜０．０５），野生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组组间以及ＡｐｏＥ（－）
组和ＡｐｏＥ４组组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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１：ＡｐｏＥ２组；２：ＡｐｏＥ３组；３：ＡｐｏＥ４组；４：野生组；５：ＡｐｏＥ（－）组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与野生组、ＡｐｏＥ２
组、ＡｐｏＥ３组比较

图８　培养５ｄ后各组小鼠神经元ｃｄｃ４２蛋白表达

３　讨论

　　ＡｐｏＥ由ＡＰＯＥ基因编码，是中枢神经系统中主要
的载脂蛋白，其重要功能就是调节神经组织的修复、塑

形和保护［９－１０］，并参与神经元脂质的代谢、钙的转运、

信号的转导等。人类 ＡＰＯＥ基因存在 ＡＰＯＥε２、
ＡＰＯＥε３和ＡＰＯＥε４三个等位基因，分别编码 ＡｐｏＥ２、
ＡｐｏＥ３、ＡｐｏＥ４三种亚型的 ＡｐｏＥ蛋白。研究已经证
实，ＡＰＯＥ基因多态性与多种中枢神经系统疾病的发
生和预后都有关［６］。ＡＰＯＥε４基因携带患者对脑损伤
的耐受性明显降低，且更易出现不良预后［１１－１４］；同时，

我们前期研究也证实，ＡＰＯＥε４与外伤性脑损伤
（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）急性期伤情恶化及不良预
后有关［５］。由ＡＰＯＥε４编码的 ＡｐｏＥ４蛋白，可能发挥
负性调控作用，加重脑外伤后的神经功能障碍［６］。但

ＡＰＯＥ基因及其编码的蛋白影响 ＴＢＩ预后的机制尚未
完全阐明。因此，在前期研究的基础上，我们通过培养

原代神经元，观察不同亚型 ＡｐｏＥ对神经元轴突生长
情况的影响，进一步探讨不同亚型 ＡｐｏＥ影响神经功
能的可能机制。结果发现，培养第５天，ＡｐｏＥ（－）组
和ＡｐｏＥ４组神经元的突起数明显少于野生组、ＡｐｏＥ２
组和 ＡｐｏＥ３组（Ｐ＜０．０５）；而野生组、ＡｐｏＥ２组、
ＡｐｏＥ３组组间及ＡｐｏＥ（－）组和 ＡｐｏＥ４组组间差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。说明 ＡｐｏＥ能够影响神经元
突起的生长，且各个亚型表现出不同的作用：其中，

ＡｐｏＥ２和ＡｐｏＥ３能促进神经元突起的生长，使神经元
突起数量更快增加，而 ＡｐｏＥ４的作用则明显弱于
ＡｐｏＥ２和ＡｐｏＥ３。
　　微管蛋白（ｔｕｂｕｌｉｎ）是组成微管的主要蛋白，而微
管又是神经元突起或轴突生长最重要的细胞骨架，其

聚集能明显促进神经元突起的延伸［１５－１７］。因此本研

究选择ｔｕｂｕｌｉｎ作为神经元轴突的检测指标，通过免疫
荧光，进一步测量轴突的长度和荧光强度，研究不同亚

型ＡｐｏＥ影响神经元轴突生长的方式。发现在培养第
１、３、５天，野生组、ＡｐｏＥ２组和ＡｐｏＥ３组神经元平均轴
突长度较 ＡｐｏＥ（－）组及 ＡｐｏＥ４组长（Ｐ＜０．０５）；野
生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组间及ＡｐｏＥ（－）组、ＡｐｏＥ４组
组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。而且，在培养第
５天，野生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组神经元轴突荧光强
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度强于ＡｐｏＥ（－）组、ＡｐｏＥ４组（Ｐ＜０．０５），野生组、
ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组组间及 ＡｐｏＥ（－）组、ＡｐｏＥ４组组
间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。说明 ＡｐｏＥ能够影
响神经元轴突的生长，且 ＡｐｏＥ２、３对轴突的生长和
ｔｕｂｕｌｉｎ的表达具有促进作用，ＡｐｏＥ４的作用明显弱于
ＡｐｏＥ２、３。推测不同亚型的 ＡｐｏＥ可能通过影响
ｔｕｂｕｌｉｎ的表达，进而影响神经元轴突的生长。
　　ｃｄｃ４２是 Ｒｈｏ家族蛋白（ＲｈｏＧＴＰａｓｅ）中的一种。
研究发现ｃｄｃ４２能广泛地影响神经细胞迁移及轴突树
突的生长，并且能促进神经元轴突生长锥中丝状伪足

的形成，并显著促进肌动蛋白的形成，从而促进神经元

的存活并促进其再生。ＡｐｏＥ的重要受体———ＡｐｏＥＲ２
能够通过其下游通路，引起 ＰＩ３Ｋ活化，进而激活
ｃｄｃ４２ＷＡＳＰＡｒｐ２／３通路，提高肌动蛋白聚合能力，影
响生长锥运动性，促进轴突的生长［１８］。本研究发现，

野生组、ＡｐｏＥ２组、ＡｐｏＥ３组中 ｃｄｃ４２表达高于 ＡｐｏＥ
（－）组、ＡｐｏＥ４组（Ｐ＜０．０５），野生组、ＡｐｏＥ２组、
ＡｐｏＥ３组组间以及ＡｐｏＥ（－）组、ＡｐｏＥ４组组间差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。说明不同亚型 ＡｐｏＥ对神经
元的ｃｄｃ４２表达的影响各不相同，ＡｐｏＥ２和 ＡｐｏＥ３对
ｃｄｃ４２表达的促进作用明显比ＡｐｏＥ４更强。推测其机
制之一可能是不同亚型ＡｐｏＥ通过与ＡｐｏＥＲ２结合，不
同程度地影响其下游通路，最终导致 ｃｄｃ４２蛋白的表
达出现差异，从而影响神经元轴突的生长。

　　本研究从神经元轴突方面探讨 ＡｐｏＥ各个亚型对
神经元轴突延伸的影响，为了更好地模拟人体情况并

避免野生鼠自身 ＡｐｏＥ的影响，选择 ＡＰＯＥ基因敲除
鼠进行神经元培养，并加入不同亚型重组人类 ＡｐｏＥ，
通过倒置显微镜观察拍照、免疫荧光和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等
技术，发现ＡｐｏＥ对神经元轴突生长具有重要作用，并
具有亚型特异性，ＡｐｏＥ２、ＡｐｏＥ３促进轴突生长的作用
明显强于 ＡｐｏＥ４，且 ＡｐｏＥ２和 ＡｐｏＥ３对神经元中
ｃｄｃ４２和轴突中 ｔｕｂｕｌｉｎ的表达具有明显影响。由此，
我们推测不同亚型的 ＡｐｏＥ可能通过影响 ｔｕｂｕｌｉｎ和
ｃｄｃ４２的表达，使神经元轴突的生长情况发生不同，并
由此影响整个神经网络的功能。

　　本研究为体外实验，存在着自身的局限性，需要进
一步的在体实验验证和阐明。近年来随着分子生物学

技术的不断提高，人类对基因的研究已相当深入，很多

疾病都和基因多态性有密切关系，随着对 ＡｐｏＥ及其
亚型研究的不断深入，ＡｐｏＥ与各种中枢神经系统疾病
的关系将得到更加科学的解释，以期能够在神经系统

疾病的预防、诊断及治疗中发挥重要作用。
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