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帕金森病炎症 7 免疫异常细胞模型的建立
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摘要" 目的 观察小胶质细胞激活后形态和功能的变化!以探讨活化的小胶质细胞对多巴胺能神经元产生损伤作用的

可能机制!阐明帕金森病发病的免疫机制" 方法 建立原代小胶质细胞培养#筛选和鉴定的方法!以细菌细胞壁脂多糖

为工具药激活小胶质细胞!通过免疫组化#:;;#<=>?@ 等方法观察小胶质细胞形态#数量和功能的变化" 结果 =A? 激

活的小胶质细胞体积增大!BC!D! 表达上调!释放一氧化氮$+’E.’FGBH’1,!+B%#合成超氧阴离子IB!
!J及分泌细胞因子 ;+K!!

量显著增多!而细胞数量无明显改变" 结论 激活的小胶质细胞对多巴胺能神经元的损伤作用!可能与释放 +B#B!
!及细胞

因子 ;+K!! 等细胞毒性物质有关"
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帕金森病$A4.‘’(_/(’_P1’_,4_,! A[%是一种多发

于中老年期的中枢神经系统退变性疾病!其主要病理

特征是黑质致密部多巴胺$[/e40’(,![@%能神经元

进行性死亡!导致纹状体 [@ 含量下降" A[ 的发病

机制至今不清! 其中免疫异常学说日益受到关注)8*"
在 A[ 患者脑中!小胶质细胞异常激活!主要分布于

死亡的 [@ 能神经元周围"小胶质细胞的持续异常激

活可能对黑质致密部的 [@ 能神经元具有损伤作用
)!*!但损伤作用的具体机制不明"

本研究通过培养乳鼠原代小胶质细胞!用细菌细

胞 壁 脂 多 糖 k3’e/e/3b_4FF&4.’1,!=A?J为 工 具 药 激 活

小胶质细胞!建立炎症 p 免疫异常细胞模型!观察细

胞形态和功能的变化!探讨激活的小胶质细胞对 [@
能神经元产生损伤作用的可能机理!阐明 A[ 发病的

免疫机制"

$PP材料与方法

$N$PP材料

#M!" 恒 温 摇 床 为 德 国 T,’1/3e& 公 司 产 品 &
<=>?@ 酶标仪及微孔板清洗器为美国 Y>B!L@[ 公

司产品&[:<:pK$!P$$#$%培养基#胰酶和胎牛血清为

^>Y%B= 公司产品& =A?#D!甲基偶氮唑蓝 k:;;J#
$$!!%十四酸佛波酯$!$#!%乙酸盐$A:@%#细胞色素

% 及超氧化物歧化酶 $?B[% 为 ?>^:@ 公司产品!
BC!D! 单克隆抗体为 %T<:>%B+ 公司产品!氨基苯

磺酸和 +!k$!萘基J 乙二胺为 K=Uq@ 公司产品!?A
免 疫 组 化 试 剂 盒 购 自 北 京 中 山 公 司! 大 鼠 ;+K!!
<=>?@ 试剂盒为 <+[B^<+ 公司产品&出生 !DP& 之

内的 ?e.4W-,![4f3,b$?[%乳鼠由北京大学医学部实

验动物科学部提供"
$N!PP方法

$N!N$PP乳鼠原代小胶质细胞的培养$ 筛选和鉴定 取

出生 !DP& 之内的 ?[ 乳鼠!无菌条件下取全脑!剥除

脑膜!切成直径约 $P00 的小块&加 6N$!OPr)胰酶!#M)"
消化 !O)0’(& !66 目 细 胞 筛 过 滤 后!接 种 在 用 多 聚

赖 氨 酸 k$!NO)"Wp03J处 理 过 的 细 胞 培 养 瓶 内!密 度
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为 !"#!$%&’()*!+,’""#-’./! 条 件 下 培 养# ! 周 后

将 原 代 培 养 物 置 于 +,’"恒 温 摇 床 上 $!%%’01)23 震

摇 4’5$ 收集脱落到上清液中的细胞$ 以 !!$%#1)*
的密度种于 & 孔板$+’5’后换液去除不贴壁的细胞$
细 胞 稳 定 !4’5 后 进 行 小 胶 质 细 胞 特 异 性 标 志 物

/6!4! 免疫组化染色$对细胞进行鉴定# 免疫组化

染 色 步 骤 按 试 剂 盒 说 明 书 进 行# /6!4! 阳 性 率 计

数方法为% 在相差显微镜下计数 # 个高倍视野$计

算 /6!4! 阳性细胞数占总细胞数的百分比$ 每次

计数 + 孔$本实验重复 + 次#
7"!"!’’899 法检测 :;< 对小胶质细胞数量的影响 基

本原理% 899 在活细胞线粒体琥珀酸脱氢酶的作用

下$被还原成蓝色甲瓒颗粒$形成量与活细胞数和琥

珀酸脱氢酶活性呈正相关# 将小胶质细胞接种于 =&
孔 板 $ 接 种 密 度 为 ! !7>#1)*$ 分 别 加 入 >?>+7&
>?>&!&>?7!#&>?!#&>?#&7’!@()*’:;<$作 用 !4’5 后 $
加 入 >?#’)@()*’899$反应 4A&’5$加入助溶剂$+,!"
过夜# 在波长 #,>’3) 处测定吸光度#
7?!?+’’B02CDD 反应检测一氧化氮!32E02F’GH2ICJ’K/"生

成量 基本原理%生物系统中的 K/ 释放后很快转变

为 K/!
!和 K/+

!$后两者性质稳定$因而可以通过测定

K/!
!或 K/+

!来间接反应 K/ 生成量#K/!
!在酸性环境

下与对氨基苯磺酸起加成反应$ 其产物与 K!’7!萘

基(!乙二胺发生反应$反应产物在 #4L’3) 处有吸收

峰# 将小胶质细胞接种于 =& 孔板$接种密度为 !!7>#’
1)*$分别加入 >?>+7&>?7!#&>?!#&>?# 及 7’!@1)*’:;<$
作用 !4’5$取上清 7>>’!* 立刻测定样品中 K/!

!含量#
将 KMK/! 溶于 N8O81P7! 作为标准品$样品或标准

品中加入 #%’!*’7’-’氨基苯磺酸和 #%’!*’7-’K!Q7!萘

基R乙二胺$避光反应 7%’)23$在波长 #,%’3) 处测吸

光度# 另外用 %?!#’!@1)*’:;<$ 分别处理 +&&&7!&!4
和 4L’5$取上清按上述方法测定 K/!

!含量#
7?!?4’’高铁细胞色素 . 还原法检测超氧阴离子的形

成 基本原理%/!
#可将高铁细胞色素 . 还原为亚铁细

胞色素 .$后者在 ##%’3) 处有吸收峰# 原代小胶质细

胞以 7%&’1)* 的密度种植于 =& 孔板$分别用 %?%7&%?7 和

7!!@1)*’:;<’处理 !4’5 后$ 用无酚红的 SM3T)D’液洗 +
次$ 然后加入 7%%’3)G*1:’;8U 和 &%’!)G*1:’细 胞 色

素 .$ 部分孔加入 +%%’V1)*’</N$+,’"&#-’./! 孵

育 =>’)23$#,>’3) 波长下测定吸光度# 含 </N 孔和

不含 </N 孔吸光度的差值乘以系数 7#?L, 后$ 即为

/!
#的含量Q3)G*R# 用 >?>7’!@1)*’:;< 分别处理小胶质

细胞 &$7!$!4’5 后$用上述方法测定 /!
#含量#

7?!?#’’细胞培养上清液中 9KP!" 含量检测 O:W<U
基本原理% 用特异性单抗包被的酶标板吸附待测抗

原$再顺次将生物素标记的单抗&结合辣根过氧化物

酶的链酶卵白素连接于待测抗原$ 加底物 98X 显

色$波长 4#>’3) 处测吸光度# 将小胶质细胞种于 =&
孔板$ 加入 >?!#’@1)*’:;<$ 分别作用 +$&$7! 和 !4’5
后$取细胞上清液$!L>’"保存$用于 9KP!" 含量测定#
7?+’’统计方法

多 组 间 的 比 较 用 /3C!YMZ’UK/[U$ 继 之 以

KCY)M3’\C]*D 后检验$;02D)+?> 软件进行统计分析#

!’’结果

!?7’’/6!4! 免疫组化染色结果

/6!4! 阳性信号位于细胞膜表面Q图 7R$统计结

果显示%用恒温摇床分离后$/6!4! 阳性率 ^=#-# 静

止小胶质细胞$细胞体积较小$/6!4! 表达水平较低

Q图 7UR!%?!#’!@1)*’:;< 处 理 !4’5 后$ 细 胞 体 积 增

大$/6!4! 表达水平上调Q图 7XR#

!?!’’899 法检测 :;< 对小胶质细胞数量的影响

:;< 浓度为 7’!@1)* 时$/N#,% 与对照组比较差

异有显著性’!_%?%#($表明 :;< 在此浓度可使小胶质

细胞数量减少$而 %?%+7&%?%&!&%?7!#&%?!#&%?#’!@1)*
的 :;< 处理 !4’5 不影响小胶质细胞的活力Q图 !R#

图 7’小胶质细胞特异性标志 /6!4! 免疫组化染色结果 Q!7%%R
!"#$% &’()(*+,-’ (. /0!12 "3345(67)(6’83"9)+7 :!%;;<
U‘’aCDE23@’)2F0G@*2M?’’’X‘’82F0G@*2M’E0CMECI’Y2E5’%?!#’!@1)*’:;<’bG0’!4’5
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!7#))8.’,99 反应检测 +: 生成量

;<= 浓度小于 6>!?@!AB03 时!随 ;<= 浓度增大!
+: 释放量很快增加!达 #>C!)!0/3B;" ;<= 浓度大于

">!?)!AB03 时!曲线趋于平缓D图 #E"随后以 6>!?)!AB03)
;<= 处理小胶质细胞!可见 +: 释放量随时间延长而增

加!;<= 作用 #FG@&!+: 释放量变化不大! 以后随时间

延长 +: 释放量迅速增加!;<= 作用 HC@&!+: 释放量达

到 $?@!0/3B; 左右D图 HE"

!>H@@高铁细胞色素 % 还原法检测超氧阴离子的形成

6>6$#6>$#$@!AB03@;<= 均可刺激小胶质细胞释放

:!
!!三个剂量之间的差异无显著性D图 ?E" 随后我们观

察了 6>6$@!AB03@;<= 作用不同时间 :!
!释放量的变化!

可见随时间延长 :!
!释放量明显增加D图 GE"

!>?@@I;J=K 法检测 L+M!" 分泌量

在 N!@& 内 L+M!" 释放量随 ;<= 作用时间延长

明显增加! N!@& 时细胞培养上清液中 L+M!" 的浓度

?6O O



约为 !"#$!%&’()*! #+,+-%."曲线渐趋平缓"/01!! 释

放量增加速度降低#图 2$%

3%%%讨论

本实验的基础是建立稳定&高效的小胶质细胞分

离纯化方法!目前所用的小胶质细胞分离纯化方法主

要有三种’机械吹打&化学消化以及恒温摇床震摇分

离! 其中恒温摇床震摇分离因效果稳定"可重复性好

而得以广泛应用! 其主要原理’原代培养物在体外培

养 4-%5 后"神经元存活极少"星形胶质细胞和小胶质

细胞分层生长"星形胶质细胞构成完整的底层"小胶

质细胞在其上生长! 小胶质细胞贴壁牢固性较差"在

恒温摇床震摇处理时首先脱落"从而达到与星形胶质

细胞分离的目的!与分离效果密切相关的是摇床的转

速和震摇时间"国外各实验室所用的转速和时间不尽

相同 (3"-)"我们经过摸索发现 +""%6()78%震摇处理 -%.
可以达到较好的分离效果"免疫组化结果显示"小胶

质细胞的纯度在 9:%;以上"且可重复性好"为进一步

研究 <=> 对小胶质细胞的激活奠定了基础%
中枢神经系统中的小胶质细胞来源于胚胎期的

骨髓单核细胞"是脑内免疫反应的抗原递呈细胞和主

要的免疫效应细胞"在中枢神经系统免疫反应过程中

发挥着非常关键的作用% 正常情况下"脑内的小胶质

细胞处于静止状态%在帕金森病&阿尔茨海默病&多发

性硬化等神经退变性疾病过程中"小胶质细胞异常激

活" 它的作用除了吞噬清除变性死亡的神经元外"还

分泌促炎因子和神经营养因子"可能参与炎症反应和

神经元的修复与再生(:)% 但小胶质细胞在 =? 发病过

程中的作用及作用机制尚有争议%所以我们选取小胶

质细胞作为研究对象" 以 <=> 为工具药激活小胶质

细胞"模拟 =? 发病过程中小胶质细胞的改变"以研

究小胶质细胞在 =? 发病过程中所起的作用" 阐明

=? 发病的免疫机制%
小胶质细胞的形态具有可塑性"在静止状态为分

支状"接受损伤信号刺激后细胞体积增大"突起伸长&
增多"成为高度分支化的小胶质细胞"这是介于静止

和激活之间的一种中间状态"它们很快演变为激活的

小胶质细胞和脑巨噬细胞(@)"所以可以根据形态的改

变协助判断小胶质细胞是否处于激活状态%本实验显

示 "$+:%"’()*%<=> 作用 +-%."可使小胶质细胞的形态

发生改变"细胞体积增大"小胶质细胞特异性标志物

AB!-+ 表达上调"类似于脑巨噬细胞"提示小胶质细

胞处于激活状态%
本文结果显示在 <=> 作用下"0A 形成和释放量

明显增加% 0A 可抑制线粒体复合体#的活性"使线

粒体合成 C/= 减少"细胞由于能量耗竭而死亡% 0A

还可以与超氧阴离子发生反应形成毒性更大的亚硝

酸盐自由基"直接攻击细胞的核酸&蛋白质&脂质等生

物大分子"引起细胞死亡(2)%
除 0A 和 A+

!外" 激活的小胶质细胞可分泌多种

细胞因子如 /01!!&D<!4!&D<!4$&D10!%&D<!@&表皮

生长因子等"而细胞因子与炎症反应的发生和神经元

的损伤修复&再生密切相关%其中 /01!! 在炎症反应

过程中具有非常重要的作用" 故我们选取它来进行研

究%实验结果证实 <=> 能刺激小胶质细胞分泌 /01!!"
/01!!可促进星形胶质细胞和小胶质细胞合成集落

刺激因子#EF*F8G%HI7)J*KI78’%LKEIF6H"M>1$% M>1 可以

作为白细胞趋化因子吸引血液循环中的粒细胞和巨

噬细胞到达中枢神经系统的炎症部位" 参与炎症反

应"从而放大了炎症反应(!)% /01!! 还可诱导神经元

NOM#表达上调"使它们易受 NOM#限制性细胞毒

性 / 细胞攻击(9)% 此外"/01!! 可干扰神经元和星形

胶质细胞的电生理特性" 体外研究发现 /01!! 可影

响细胞膜电位&细胞内 MK+P 平衡和长时程增强"因此

与炎症过程中的细胞功能异常有关(#Q)%
作用时间为 +-%."浓度为 4$Q%"’()* 以下时"<=>

对 小 胶 质 细 胞 的 数 量 没 有 明 显 的 影 响% 可 见 Q$+:%
"’()*%<=> 作用 +-%."细胞释放 0A&A+

!和 /01!! 增

加是由于细胞活化所致"而不是由于细胞数量增加%
本实验摸索了原代小胶质细胞的培养过程"建立

了成熟的小胶质细胞的培养"筛选和鉴定方法*证实

了 <=> 激活的小胶质细胞体积增大"释放 0A&超氧

阴离子和细胞因子 /01!! 等细胞毒性物质的量增

加"这些毒性物质可能参与了 =? 发病过程中 ?C 能

神经元的退变% 本研究结果为深入探讨帕金森病&阿

尔茨海默病&多发性硬化等神经系统退变性疾病的发

病机理及药物筛选奠定了基础%
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