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基金项目! 北京市优秀人才培养资助项目 "编号!

!%#:%%%%!#;<$=

!#>

#$首都医科大学校自然基金%编号!

?@A!"B:"C!

&$北京天坛医院

青年科研基金%编号!

!"B<D@E9D#;

&

F3*G 1.0H.+4

!

IJ)K)*H LM5J88J*/ 2+8J*/N 2.+)*)*H ?.0KJ5/

%

906 !%B:%%%%

!B;<$=!B>

&

通讯作者!贺西京
L 4+)8

!

M)K)*HO(PQ)16/046504

'0..JN10*G)*H +3/(0.

!

RL S) K)*H L 4+)8

!

M)K)*HO(PQ)16/046504

随着社会进步'中枢神经系统损伤逐年增多'其

发病较急'常造成功能障碍'甚至危及生命'目前缺

乏行之有效的治疗手段(

B

)

* 锂剂是较强的神经保护

剂'可以通过多种机制阻止神经元凋亡(

!D&

)

* 然而'锂

剂发挥神经保护作用的机制仍不完全清楚* 有研究

发现'锂剂与细胞自噬通路可能存在一定联系(

;

)

* 本

实验以
R

!

-

!

处理
TRDT@>@

细胞建立神经细胞损伤

模型'观察神经细胞存活及自噬水平变化'探讨自噬

与锂剂发挥神经保护作用的关系*

!

材料与方法

!" !

实验材料

TRDT@>@

细胞' 购自中国科学院上海细胞库*

UVLV W FB!

培养基%

RX'80*J

公司#'胎牛血清%浙江

锂剂促进自噬保护受损神经细胞的研究

张舵 B

!寨旭 !

!王放 &

!李晓会 ;

!贺西京 &

%

B6

首都医科大学附属北京天坛医院骨科 '北京
B%%%>%

$

!6

西安交通大学第二附属医院急诊科 '陕西 西安

:B%%%;

$

&6

西安交通大学第二附属医院骨二科'陕西 西安
:B%%%;

$

;6

西安交通大学第二附属医院影像科'陕西 西

安
:B%%%;

#

!摘要" 目的!研究锂剂能否通过促进细胞自噬发挥神经细胞保护作用" 方法!将
TRDT@>@

神经细胞分为
;

组#

包括对照组$正常换液 %&模型组 $培养液含有
!%% !408 W Y R

!

-

!

的培养液 %&锂剂组 $培养液含
!%% !408 W Y R

!

-

!

及

B6% 4408 W Y Y)'8

的培养液%&

&DVZ

干预组$培养液含
!%% !408 W Y R

!

-

!

'

B6% 4408 W Y Y)'8

及
> 4408 W Y &DVZ

的培养液%(

培养
< (

后进行
V22

检测及
IJ58)* B

'

Y'&[

免疫组化染色&评估细胞存活情况及自噬水平) 结果!

&DVZ

干预组细胞存

活率较模型组降低$

!\%6%>

%&锂剂组细胞存活率较模型组提高$

!\%6%>

%" 经过
&DVZ

干预后&细胞存活率较对照组'模

型组及锂剂组均有所降低$

!\%6%>

%"经过
R

!

-

!

处理后&细胞
IJ58)* B

'

Y'&[

染色面积增大&染色加深"经锂剂处理后细

胞
IJ58)* B

'

Y'&[

染色面积进一步增大&染色更深"

&DVZ

干预组细胞
IJ58)* B

'

Y'&[

染色面积较对照组大'染色深&但

细胞染色面积较模型组和锂剂组均小&且染色更为浅淡"结论!锂剂能够促进受损神经细胞存活&促进自噬作用是锂剂

发挥神经保护作用的机制之一"

!关键词" 神经损伤* 锂剂* 神经细胞* 自噬*

TRDT@>@

细胞

中图分类号!
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%

(+*G8JG ^)/( !%% !408 W Y R

!

-

!

+*G B6% 4408 W Y Y)'8 4JG)34

&'

&DVZ
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天杭生物科技有限公司!" 青链霉素双抗#

:;'80*<

公司!"

=22

#碧云天生物技术公司!"

>)'8

#天津市科

密欧化学试剂有限公司!"

&?=@

#

A)B4+?@8C.)5(

公

司!"小鼠抗大鼠
D<58)* #

抗体#

A+*/+ '.3E

公司!"小

鼠抗大鼠
>'&F

抗体#

A+*/+ '.3E

公司!"辣根过氧化

物酶标记二抗 #碧云天生物技术公司!"

AG

试剂盒

#北京中杉金桥生物技术有限公司!"

H@D

显色试剂

盒#北京中杉金桥生物技术有限公司!$

!" #

实验方法

!" #" !

细胞培养液配制 含
I"J

胎牛血清的

H=K= L MI!

培养液"双抗#青霉素%链霉素!浓度为

IJ

$ 细胞培养箱的条件&培养箱
'-

!

浓度为
NJ

"温

度
&OP

" 培养箱底部及时添加无菌蒸馏水保持合适

湿度$定时在显微镜下观察细胞生长情况"当细胞在

培养瓶中长成致密的单层后" 需要对其进行传代培

养$ 胰酶处理后"获得细胞悬液"每个
!N 54

!细胞培

养瓶加入细胞悬液
N 48

"放入细胞培养箱内培养$

!" #" #

建立细胞损伤模型 按上述方法将
A:?

AQNQ

细胞接种于
$R

孔板中"分为
O

组"每组设
R

个

复孔$ 其中
I

组为调零组"即不含细胞"仅含有等体

积
H=K= L MI!

培养液"其余
R

组加入
I%% !8

细胞液

后放入培养箱中培养
I! (

"吸弃上清液"用
IS GDA

将细胞洗
I

遍$ 分别加入
I"" !8

的
:

!

-

!

终浓度为

"

%

N"

%

I""

%

!""

%

&""

%

T"" !408 L >

的不含胎牛血清的

H=K= L MI!

培养液" 继续培养
R (

后"

=22

测定检

测$ 取
R

孔吸光度的平均值与对照组的比值作为细

胞存活率$选用使存活率下降
N"J

左右的
:

!

-

!

浓度

作为本实验建立细胞损伤模型的工作浓度$

!" #" $

细胞分组及干预 以上述结果中使细胞存

活率下降
N"J

的
:

!

-

!

浓度建立细胞损伤模型后"将

细胞分为
T

组$ 正常对照组&含有细胞"不做其他处

理'模型组&仅建立
:

!

-

!

损伤模型 '锂剂组 &建立

:

!

-

!

损伤模型" 并使用锂剂干预'

&?=@

干预组&处

理同锂剂组"同时加入
&?=@

使终浓度为
N 4408 L >

$

干预处理后细胞继续培养
R (

后进行
=22

检测$

!" #" % =22

检测 每孔加入
!" !8 =22

溶液"继续

培养
T (

$ 吸弃孔内培养液后"每孔加入
IN" !8

二甲

基亚砜"在摇床上低速震荡
I" 4)*

"用酶标仪检测各

孔
T$" *4

处的
-H

值$计算合适的
:

!

-

!

浓度值$调

零孔含培养液%

=22

和二甲基亚砜' 对照孔含细胞%

培养液%

=22

和二甲基亚砜$

!" #" &

免疫组化染色 将细胞用圆形盖玻片放入

酸缸清洁液中浸泡
!T (

$ 取出后用蒸馏水洗
I"

遍"

放入无水乙醇中浸泡
R (

$ 取出后自然晾干"用纱布

轻轻包裹后放入铝盒中高压灭菌$ 铝盒放入烘箱
!U

& (

后"盖玻片即可用于细胞爬片$ 细胞接种于放有

玻片的
!T

孔板中"分为
T

组"

&O P

培养箱中培养

#! (

$ 正常对照组 &正常换液 '模型组 &换为含有

!%% !408 L > :

!

-

!

的 培 养 液 ' 锂 剂 组 & 换 为 含

!%% !408 L > :

!

-

!

及
#6% 4408 L > >)'8

的培养液 '

&?

=@

干预组& 换为含
!%% !408 L > :

!

-

!

%

#6% 4408 L >

>)'8

及
N 4408 L > &?=@

的培养液$ 培养
R (

后"弃去

上清液" 进行免疫组化染色$ 加入
# 48 TJ GM@

固

定 "

GDA

清洗
&

遍 "

%6&J 2.)/0* V ?I""

室温作用

IN 4)*

"

GDA

清洗
&

遍 "

&J :

!

-

!

室温孵育
IN 4)*

"

GDA

清洗
&

遍$滴加正常山羊血清进行封闭"弃去血

清后"分别滴加山羊抗小鼠
D<58)* I

抗体#

IW!N%

!和

山羊抗小鼠
>'&F

抗体 #

#W!N%

!"

&O P

孵育
# (

后移

入
T P

冰箱过夜$ 弃去一抗"

GDA

清洗
&

遍$ 滴加生

物素标记的二抗 "

&O P

孵育
&%UT% 4)*

"

GDA

清洗

&

遍 $ 滴加辣根酶标记的链霉卵白素 "

&O P

孵育

T% 4)*

"

GDA

清洗
&

遍"

H@D

显色液显色"镜下观察"

适时终止反应$ 自来水充分冲洗后" 滴加苏木素复

染"乙醇脱水后"用中性树胶封片$

!" $

观察项目与方法

!" $" !

细胞损伤模型建立与干预 显微镜下观察

A:?AQNQ

细胞生长情况$ 以各组与对照组的吸光度

比值作为细胞存活率" 记录使细胞存活率下降至

N%J

左右时
:

!

-

!

的浓度" 并以此作为工作浓度"记

录经过锂剂和
&?=@

处理后细胞存活率$

!" $" #

自噬标志蛋白免疫组化染色 分别在
T

%

!%

%

T%

倍镜下观察细胞爬片
>'&F

和
D<58)*?#

免疫组化

染色$

!" %

统计学处理

采用
AGAA !%6%

统计软件进行数据分析"各组与

对照组吸光度比值以均数
X

标准差#!

!

!"

!表示"组间

比较采用单因素方差分析#

-*< Y+; @9-7@

!$以
#Z

%6%N

为差异有统计学意义$

#

结果

#" ! A:?AQNQ

细胞损伤模型建立

A:?AQNQ

细胞经过传代培养"生长良好"细胞

形态统一#图
#

!$

A:?AQNQ

细胞有较小的细胞核和

较大的胞体"与正常神经元细胞形态相近$

使用
==2

法检测经过不同浓度
:

!

-

!

处理后细

胞的存活数量结果显示& 随着
:

!

-

!

浓度的增加"细

胞的存活数量在逐渐下降#

$Z%6%N

!见图
!

$

:

!

-

!

浓

度为
%

"

N%

"

#%%

"

!%%

"

&%%

"

T%% !408 L >

的细胞存活率

分别为
#%%J

"#

[#6NXO6RR

!

J

"#

R[6#OXN6TT

!

J

"#

N&6#!X

T6!&

!

J

"#

TN6&[X T6&O

!

J

"#

&O6[%X&6&[

!

J

$ 笔者选用

使存活率下降
N%J

左右的
:

!

-

!

浓度作为本实验建

立细胞损伤模型的工作浓度 "此时
:

!

-

!

浓度为

!%% !408 L >

"细胞存活率为#

N&6#!XT6!&

!

J

$

$N&

" "
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图
!

显微镜下
:;<:=>=

细胞 !苏木素染色
?!%%

" 图
"

不同浓度

;

!

-

!

对细胞存活率的影响#随着
;

!

-

!

浓度的增加$细胞存活率逐渐下

降% 注#与
;

!

-

!

浓度
% !408 @ A

比较$

!

!B%6%>

图
# &<CD

对细胞存

活率的影响 注#与模型组比较$

!

!B%6%>

&与锂剂组比较$

E

!B%6%>

$%&'! 2(F 4)5.0G501F G(0HFI /(F :;<:=>= 5F88

!

;F4+/0JK8)* G/+)*)*L?

!""

"

$%&'" MNNF5/G 0N I)NNF.F*/ ;

!

-

!

50*5F*/.+/)0* 0* 5F88 G3.O)O+86 P)/(

/(F )*5.F+GF 0N ;

!

-

!

50*5F*/.+/)0*

$

/(F 5F88 G3.O)O+8 .+/F H+G IF5.F+GFI

L.+I3+88K 90/F

#

'041+.FI H)/( /(F ;

!

-

!

50*5F*/.+/)0* 0N % !408 @ A

$

!

!B

%6%> $%&'# MNNF5/G 0N A)'8 +*I &<CD 0* 5F88 G3.O)O+8 90/F

#

'041+.FI

H)/( 40IF8 L.031

$

!

!B%6%>

&

5041+.FI H)/( A)'8 L.031

$

E

!B%6%>

"' "

锂剂及
&<CD

干预后细胞存活情况

结果显示 $锂剂组细胞存活率为 !

Q%6RQ S

>6"Q

"

T

$显著高于模型组!

!B%6%%#

"% 经过
&<CD

干

预后$细胞存活率为!

UQ6U&S!6Q#

"

T

$显著低于锂剂

组!

!B%6%%#

"和模型组!

!V"6"&W

"$见图
&

%

"' # XF58)* Y

免疫组化染色

细胞免疫组化染色良好$ 细胞核与细胞质分界

清晰$细胞与背景清晰可辨% 正常对照组
XF58)* Y

染

色浅淡% 经过
;

!

-

!

处理后$细胞
XF58)* Y

染色面积

增大$染色加深% 锂剂组细胞
XF58)* Y

染色面积进一

步增大$染色更深%

&<CD

干预组细胞
XF58)* Y

染色

面积较正常对照组大'染色深$但细胞染色面积较模

型组和锂剂组均小$且染色更为浅淡!图
U

"%

"' ( A'&Z

免疫组化染色

细胞免疫组化染色良好$ 细胞核与细胞质分界

清晰$细胞与背景清晰可辨% 正常对照组
A'&Z

染色

浅淡% 经过
;

!

-

!

处理后$细胞
A'&Z

染色面积增大$

染色加深% 锂剂组细胞
A'&Z

染色面积进一步增大$

染色更深%

&<CD

干预组细胞
A'&Z

染色面积较正常

对照组大'染色深$但细胞染色面积较模型组和锂剂

组均小$且染色更为浅淡!图
>

"%

#

讨论

:;<:=>=

细胞具有与正常神经细胞相似的形

态与生理生化功能$ 已经在多个领域的研究中得到

应用(

><$

)

% 我们的实验结果表明$锂剂能够提高神经

细胞损伤后的存活率%近年来$研究认为锂剂对脊髓

损伤!

G1)*+8 50.I )*[3.K

$

:'\

"'脑损伤等中枢神经系

统损伤性疾病有一定治疗作用(

Y%<Y!

)

% 然而$目前锂剂

对神经损伤的保护与修复机制仍不清楚$ 可能通过

多种信号通路发挥作用(

Y!<Y&

)

% 细胞自噬是近年来发

现的一种细胞代谢活动$ 是机体一种重要的防御和

保护机制$ 自噬能够调节细胞死亡发挥神经保护作

用(

YU<YR

)

% 有研究发现锂剂对慢性脊髓损伤也有一定

治疗作用$可能与促进自噬有关(

YQ<!!

)

% 然而锂剂治疗

急性神经损伤$是否涉及自噬调节的研究仍较少%

&<CD

是选择性
]\&^

抑制剂$是最常用的自噬

抑制剂% 本研究利用
&<CD

观察锂剂促进神经修复

的效果$发现抑制自噬后$损伤细胞的存活率明显下

降% 进一步免疫组化染色结果发现$锂剂干预后$细

胞自噬水平明显升高$而
&<CD

与锂剂同时干预$自

噬水平仅有微弱升高$相较于锂剂干预明显减弱%

&<

CD

干预后的细胞存活率较模型组高$ 说明锂剂的

神经保护作用被
&<CD

抑制$ 即抑制自噬会加重神

经细胞损伤$ 但锂剂的神经保护作用并非仅仅通过

促进自噬发挥作用$ 可能还存在其他作用途径% 同

时$锂剂促进细胞自噬作用可能存在除了
]\&^

之外

的信号通路%

本研究仅对锂剂促进神经细胞保护作用进行了

体外的初步半定量研究$ 相关体内动物实验仍需进

一步开展%同时$有研究认为自噬除了对损伤细胞具

"

#

$

$>U

" "
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图
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各处理组细胞
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免疫组化染色!
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对照组
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锂剂组
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有保护作用!自噬作用过强也会导致细胞死亡!即使

干预药物相同也存在相反的现象"

!&:!;

#

$ 笔者认为可

能与药物的浓度及自噬的动态变化有关$ 以上均需

要更进一步的研究"

!<

#

$

本研究证实了锂剂对神经细胞损伤具有保护作

用!能够促进神经细胞损伤后存活!为应用锂剂治疗

中枢神经损伤的有效性提供了一定依据! 进一步扩

展了锂剂的应用范围! 也为探索锂剂的作用机制提

供了理论基础$

锂剂能够通过提高受损神经细胞的自噬水平发

挥神经细胞保护作用!可能是治疗神经创伤的新方法$
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