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目的
!

探讨雌二醇"

R

1

$在神经组织中的作用机制!分析
R

1

对神经细胞增殖及神经元分化的影响!以及其是否由脑

源性神经营养因子"

Q3de

$介导&方法
!

离体条件下培养动物端脑神经组织!设置各实验组!分别以
R

1

'

R

1

受体抑制剂'

Q3de

'

Q3de

抗体或以上试剂联合处理!之后进行相关免疫组织化学染色分析不同处理条件下神经细胞的增殖'神经元分化情况%在此

基础上通过实时荧光定量
[T6

检测
R

1

能否调节
Q3de

基因的表达&结果
!

R

1

和
Q3de

均能促进新生神经细胞的产生!增加

2C

X神经元数目!

R

1

受体抑制剂及
Q3de

抗体则有相反作用%并且
R

1

的作用效果能被
Q3de

抗体消减!而
R

1

受体抑制剂不能

影响
Q3de

正常发挥作用%实时荧光定量
[T6

实验结果显示!

R

1

能显著上调
Q3deF6d7

的表达!而
R

1

受体抑制剂能抑制
Q3.

deF6d7

表达&结论
!

体外培养条件下!

R

1

对神经组织内细胞增殖'神经元分化的促进作用可由
Q3de

介导&
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1

%是动物体内最普遍和生物活性最强

的一种雌激素#在脑发育及其功能行使过程中扮演着重要角

色)大量研究表明
R

1

能改善多种神经系统疾病病况#例如#在

以黑质纹状体多巴胺神经元功能障碍为病因的帕金森病中#

R

1

表现出明显的神经保护功能&

$

'

(中风后#

R

1

能抑制神经细

胞的凋亡#促进新生细胞的产生与迁移#以及下调小胶质细胞

及星形胶质细胞中前炎症因子的表达以控制炎性反应&

1

'

(多发

性硬化和其他脱髓鞘病中#

R

1

能抑制细胞凋亡*加快髓磷脂膜

组成#与孕酮相互配合#有效促进髓鞘再生&

'

'

(此外#在阿尔茨

海默病*认知与情绪障碍等其他疾病中#雌激素亦有着举足轻

重的地位)

然而神经组织中
R

1

对神经细胞增殖*分化*凋亡等的调控

机制尚不明确#

R

1

有可能直接作用于靶细胞影响其上述活动#

或通过其他因子间接调节)如
R

1

已经被证实能调节多种基因

的表达&

0.4

'

#其中包括中枢神经系统中极为重要的脑源性神经

营养因子$

G9;#,.!:9#I:!,:C9">9"
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Q3de

%)为了验

证
Q3de

是否与
R

1

的调控通路相关#本文以离体培养的鸟类

端脑神经组织为实验对象#在确认了
R

1

*

Q3de

对神经细胞增

殖*分化作用的基础上#进一步分析了
R

1

对神经细胞增殖*分

化的促进作用是否由
Q3de

介导#现报道如下)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

神经组织体外培养方法与此前一致&

)

'

#基本流程

如下!实验幼鸟经麻醉后#用无菌冰冷的
2;,PD+

缓冲液$含青

霉素*链霉素*葡萄糖#

B

2-&1

%从心脏灌流#将脑组织中血液

冲洗干净(将全脑拨出于
2;,PD+

缓冲液中浸泡
$F#,

左右#从

正中线分开左右端脑(用振动切片机于缓冲液中将端脑切成

0%%

)

F

厚的组织片#用于培养)向
)

孔板中加入
$&/F\

培养

基$

3YRYUe.$1̂ $U$

#神经细胞培养基添加因子
d1

#

Q1-

#

加上
$%%

)

A

"

F\

的维生素
T

#

1FF"?

"

\

谷氨酰胺#

$%%i

"

F\

青霉素和链霉素%#放入培养专用的聚碳酸酯膜插件$孔径为

%&0

)

F

%#之后将待培养组织置于插件膜上#培养皿放入
'-

g

*

45TM

1

培养箱中)根据实验需要#分别培养
$!

或
4!

#培

养期间每
1

天换
$

次培养基)培养结束后将组织块移入
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多聚甲醛溶液&$

%&$F"?
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的磷酸缓冲液$

[QO

%配制'中
0g

固定过夜(

'%5

蔗糖溶液脱水)之后用恒冷切片机进一步切成

$%

)

F

厚切片#以备后续免疫组织化学染色)

?&@

!

方法

?&@&?

!

实验分组及处理
!

用于分析神经细胞增殖情况的组织

块离体培养时间为
$!

#期间培养基中加入终浓度为
$%

)

F"?

"

\

的
4.

溴脱氧尿嘧啶核苷$

Q9!i

%以标记培养期间的新

生细胞)除对照组$培养基内不添加下列任何试剂%外#根据实

验需要设置有
R

1

组*雌激素受体阻断剂$

8;F"N#@:,

%组*

Q3.

de

组*

Q3de

抗体组)此外#本文还增加了以下两组实验#即

8XQ

组$培养基里同时添加
8;F"N#@:,

*

Q3de

%与
R

1

X

抗
Q

组$培养基内同时添加
R

1

*

Q3de

抗体%#用以分析在阻断了
R

1

通路的情况下#

Q3de

能否继续产生作用(或者在阻断了
Q3.

de

通路的情况下#

R

1

能否继续发挥其效用)各组往培养基中

添加的其他各种实验试剂最终浓度分别如下!

R
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$
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Q3de

抗 体 $

T=:F#<",

#

7Q$4$'[
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1

)

A

"

F\

)用于分析神经元分化的组织块离体培

养时间为
4!

#分组情况同上)

?&@&@

!

免疫组织化学
!

Q9!i

免疫组织化学流程如下!

[QO

清

洗#

']4F#,

(

1d 2T?

"

[QO

孵育#室温
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(

[QO

清洗#

']4

F#,

(

%&$FF"?

"

\

硼酸
.

硼砂缓冲液$

B

2/&0

%孵育#

'%F#,

(

[QO

清洗#

']4F#,

(

45

正常驴血清"
%&4589#>",_.$%%[QO

#室温

'%F#,

(大鼠抗
Q9!i

抗体$

$U1%%%

%#室温
1=

(

[QO

清洗#

']

4F#,

(荧光素
8:N;+9:!

标记的驴抗大鼠免疫球蛋白
Z

$

S

A

Z

#

$U$%%

%#室温
1=

(

[QO

清洗#

']4F#,

(荧光封片剂封片#镜检

观察)

2C

免疫组织化学染色流程如下!

[QO

清洗#

']4F#,

(

45

正常羊血清"
%&4589#>",_.$%%[QO

#室温
'%F#,

(小鼠抗

2CT

"

3

单克隆抗体$

$U/%%

%#室温
1=

(

[QO

清洗#

']4F#,

(

7?:N;e?C"90//

荧光素标记的山羊抗小鼠$

$U$%%

%#室温孵育

1=

(

[QO

清洗#

']4F#,

(荧光封片剂封片#镜检观察)
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!

实时荧光定量
[T6

!

接下来#为了验证
R

1

是否参与

了
Q3de

基因的表达调控#在离体培养
0/=

后通过实时荧光

定量
[T6

检测
R

1

及
8;F"N#@:,

组内
Q3deF6d7

水平)组

织块按上文流程离体培养
1!

以后$对照组#

R

1

组#

8;F"N#@:,

组%将其放入
89#W"?

$

S,I#>9"

A

:,

%中#反复冻融以破碎细胞后提

取
6d7

#反转录成
<3d7

)之后通过
7QS-4%%O:

H

C:,<:3:.

>:<>#",O

J

+>:F

$

7

BB

?#:!Q#"+

J

+>:F+

%及
OcQ6

实时荧光定量试

剂盒$全式金%#利用
%

.;<>#,

为内参进行相对定量#检测组织样

本中
Q3deF6d7

的表达水平#每个样本做
0

个重复)实时

定量
[T6

所得数据使用
1

V

''

T8统计方法分析)

?&A

!

统计学处理
!

采用
O[OO11&%

统计软件进行统计分析#

计量资料用
Oh:

#组间比较采用独立样本
/

检验#以
G

$

%&%4

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

R

1

*

Q3de

对神经细胞增殖与分化的影响
!

本文用
Q9!i

标记神经组织内的新生细胞#组织经培养
$!

后固定*切片#进

行
Q9!i

免疫组织化学染色以显示出培养期间产生的新生细

胞)如图
$7

所示#新生细胞此时主要呈线性分布于室带区#

与对照组&$

1-&4h$&0

%个"
FF

'相比#

R

1

组&$

'1&4h$&-

%

个"
FF

'*

Q3de

组&$

''&)h1&/

%个"
FF

'

Q9!i

X细胞数量显著

升高(相应地#

8;F"N#@:,

组&$

1$&)h$&$

%个"
FF

'#以及
Q3de

抗体组&$

1%&(h$&$

%个"
FF

'的处理能明显降低新生细胞数

目)培养
4!

后的组织经固定*切片后#通过神经元标记物
2C

的免疫组织化学染色以显示组织中的神经元#见图
$

)如图所

示#

2C

X神经元均匀分布于组织中#本文比较了各实验组经离

体培养后的神经元密度#发现
R

1

组&$

)1-&%h00&%

%个"
FF

1

'*

Q3de

组&$

404&0h$(&4

%个"
FF

1

'

2C

X神经元数量明显高于

对照 组 &$

014&%h'$&$

%个"
FF

1

'(同 样#

8;F"N#@:,

组

&$

'$%&/h10&)

%个"
FF

1

'及
Q3de

抗体组&$

'$-&4h1)&)

%

个"
FF

1

'的处理使离体培养组织内神经元数目明显低于对照

组#见图
$

)

!!

7

!

Q9!i

标记的新生细胞(

Q

!

2C

标记的神经元(

T

!

R

1

#

>;F"N#@:,

#

Q3de

#

Q3de

抗体对新生细胞数目的影响(

3

!

R

1

#

>;F"N#@:,

#

Q3de

#

Q3de

抗体对神经元数目的影响(

R

!

R

1

与
Q3de

抗体*

>;F"N#@:,

与
Q3de

联合对新生细胞数目的影响(

e

!

R

1

与
Q3de

抗体*

>;F"N#@:,

与
Q3de

联合对

神经元数目的影响)

Q;9̂ 4%

)

F

(

"

!

G

$

%&%4

#

""

!

G

$

%&%$

#与对照组比较)

图
$

!!

R

1

及
Q3de

对神经细胞增殖及神经元分化的影响

01'

重庆医学
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年
$

月第
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卷第
'
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Q3de

与
R

1

作用的联系
!

结果显示#与对照组相比#

8XQ

组在
10=

内
Q9!i

X 新生细胞数目显著增加&$

'1&-h

$&/

%个"
FF

'#培养
4!

后
2C

X 神经元密度也高于对照组

&$

4%4&0h1$&%

%个"
FF

1

'(而
R

1

X

抗
Q

组无论新增殖细胞数

&$

1'&)h$&-

%个"
FF

'#还是神经元密度&$

'-0&4h1(&'

%

个"
FF

1

'与对照组相比均差异无统计学意义$

G

%

%&%4

%#见

图
$R

*

e

)

@&A

!

R

1

调节
Q3de

的表达
!

在
0/=

内
R

1

明显提高了端脑

神经组织
Q3deF6d7

表达水平$

$&/--h%&1-%

%#而
8;F"N.

#@:,
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