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水平的初步研究

兰　 婧１，刘　 福１，高　 扬２，李志强２，刘　 雅２，赵明伟２，袁海霞２，李夏青１∗

（１． 山西医科大学病理生理教研室，太原　 ０３０００１； ２． 山西医科大学第一临床医学院，太原　 ０３０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过对离体神经细胞培养及大鼠在体脊髓损伤模型施予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链，观察损伤局部组蛋

白乙酰化水平的变化，为探讨 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链干预神经细胞再生的分子机制提供实验依据。 方法　 将 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链

加入细胞培养液或在脊髓损伤模型基础上局部给予小剂量 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链；收集细胞及损伤局部脊髓组织，采用免

疫荧光、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等方法对细胞和脊髓组织内选择性组蛋白亚类的乙酰化水平进行检测。 结果

不论是体内应用还是培养液内加入 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链，细胞和组织内组蛋白 ３ 的乙酰化水平皆明显增多； ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链

所致的 Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ 细胞组蛋白 ３ 乙酰化水平的增高与神经突起的增长相匹配，即同一时间点组蛋白乙酰化水平显著

增高的同时，神经突起的生长也呈显著增长；脊髓损伤基础上给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链所显示的组蛋白 ３ 乙酰化的表达量

增高呈现双时相高峰（２ ｈ 和 ４８ ｈ）。 结论　 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链可促进组蛋白 ３ 的乙酰化；在同一时间点，组蛋白 ３ 的乙

酰化水平与神经突起增长的长度相一致；组蛋白 ３ 乙酰化可能是 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链促神经突起生长的相关机制之一。
【关键词】 　 Ａ 型肉毒素；Ａ 型肉毒素重链；组蛋白乙酰化；乙酰化 ／去乙酰化；神经突起再生；脊髓损伤
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ａ
（ＢｏＮＴ ／ Ａ） ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｏｎ ｎｅｕｒｏｎ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ， ｒａｔｓ， ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎｄ
ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｅｔｃ． ｗｅｒｅ ａｄｏｐｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ⁃３ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ （ ａｃｅｔｙｌ⁃Ｈ３） ｂｙ ｌｏｃａｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＢｏＮＴ ／ Ａ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｔｏ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ （ＳＣＩ） ｉｎ ｒａｔｓ （ ｉｎ ｖｉｖｏ） ｏｒ ｂｙ ａｄｄｉｎｇ ｉｔ ｉｎｔｏ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ （ ｉｎ ｖｉｔｒｏ）．
Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｏｆ ａｃｅｔｙｌ⁃Ｈ３ ｔｏ ｎｅｕｒｉｔｅ ｏｕｔ⁃ｇｒｏｗｔｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＣＩ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ＢｏＮＴ ／ Ａ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｐｐｒｏａｃｈｅｄ ａｓ ｗｅｌｌ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｏＮＴ ／ Ａ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｔｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｈ３ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ｈ３ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐａｒａｌｌｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｎｅｕｒｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ． Ａｌｓｏ， ｔｈｅ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＢｏＮＴ ／ Ａ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｔｏ ＳＣＩ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅ⁃ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｌｅｓｉｏｎｓ．
Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｈ３ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ． Ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｅｒｉｏｄｓ ｏｆ ＢｏＮＴ ／ Ａ



ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｖｉｖｏ ｏｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ， ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ｈ３ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｗｏ ｐｅａｋｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ ＢｏＮＴ ／ Ａ ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ Ｈ３ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｏｎｅ ｏｆ ｉｔｓ ｎｅｕｒｉｔｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ａ， ＢｏＮＴ ／ Ａ； ＢｏＮＴ ／ Ａ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ； ｈｉｓｔｏｎｅ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ； ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ／
ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ； ｎｅｕｒｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ； ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ， ＳＣＩ

　 　 Ａ 型肉毒素（ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ａ，
ＢｏＮＴ ／ Ａ）是目前研究较为广泛、也是临床作为药物

应用的主要生物毒素制剂之一，例如：利用 ＢｏＮＴ ／ Ａ
阻止神经突触前膜神经递质释放的毒性机制将其

用于缓解或治疗某些与肌肉收缩过度有关的临床

疾患（斜颈、面肌痉挛、尿失禁、偏头痛、簇集性头

痛、多汗症、皮肤除皱等）。 ＢｏＮＴ ／ Ａ 分子由一条重

链（ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ⁃ＨＣ， 分子量为 １００ × １０３）和一条轻

链（ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ⁃ＬＣ，分子量为 ５０ × １０３）构成，由二硫

键相互连接。 重链的羧基端含有与突触前膜蛋白

受体结合的位点，可与膜受体结合形成毒素⁃受体复

合物，轻链随重链内吞进入细胞发挥毒性作用［１］。
本研究团队的前期研究结果显示人工重组的 ＢｏＮＴ ／
Ａ 重链可促进体外培养的神经细胞突起生长；在体

实验也进一步证实 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链可干预脊髓损伤后

局部多种分子量水平的蛋白表达［２ － ３］。 然而，就目

前而言，ＢｏＮＴ ／ Ａ 的很多功能并不能单独用毒素的

致毒机理解释。 毒素分子中的重链与宿主细胞膜

受体结合所引起的细胞内信号系统的改变及其影

响已受到重视。
经典遗传学信息提供了各种蛋白（包括表观遗

传学修饰蛋白在内）、ＲＮＡ 的结构信息，而表观遗传

学信息则提供何时、何处合成何种蛋白及 ＲＮＡ 的

指令，从而严密地控制着蛋白及 ＲＮＡ 的功能［４］。 组

蛋白乙酰化属于组蛋白表观修饰的表现之一，组蛋

白的乙酰化 ／去乙酰化相互作用可形成特殊的密码

而影响其他蛋白因子的活动［５］。 在所有的组蛋白

中，组蛋白 ３（Ｈ３）和组蛋白 ４（Ｈ４）的乙酰化对基因

表达调控及随后的蛋白合成表达的影响已有较为

广泛的研究［４］。
神经损伤后的再生修复依赖于蛋白合成、尤其

是生长相关蛋白的合成。 有文献报道［６］，ＢｏＮＴ ／ Ａ
重链可以促进体外培养的运动神经细胞突起增长，
本研究团队的前期实验也观察到在体应用 ＢｏＮＴ ／ Ａ
重链可以使脊髓损伤局部蛋白表达出现多种变化。
这些研究结提示：ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链可干预蛋白合成相

关的细胞内各种信号途径。 基于组蛋白乙酰化对

蛋白合成及表达的重要作用，本研究拟通过离体和

在体两种方法观察 ＢｏＮＴ ／ Ａ 对组蛋白亚型 ３ 的乙酰

化水平的影响，旨在对 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链的生物学作用

有更进一步的认识。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ４８ 只，雄性，体重 ２００ ～ ２２０ ｇ，６
周龄，来源于北京海淀兴旺实验动物养殖场［ＳＣＸＫ
（京）２０１４ － ００１３］，饲养于本实验室独立动物房

［ＳＹＸＫ（晋）２０１５ － ０００１］。 动物模型的手术操作按

照山西医科大学动物使用伦理委员会的规定执行

（ＩＡＣＵＣ２０１７ － ００１）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ 细胞购自中国科学院上海细胞库；
ＢｏＮＴ ／ Ａ 重 链、 Ａ 型 肉 毒 素 重 链 购 自 美 国 Ｌｉｓｔ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｉｎｃ； Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法蛋白浓度测

定试 剂 盒 （ Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ， Ｃ５０３０３１， Ｃｈｉｎａ ）；
ＥａｓｙＳｅｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｋｉｔ （ ＴＲＡＮ， ＤＷ１０１， Ｃｈｉｎａ）；
１０％胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）；兔抗乙酰化⁃Ｈ３
抗体 （１ ∶ １０００，ｍｏｎｏｃｌｏｎｅ，ＣＳＴ，ＵＳＡ）；ＨＲＰ 标记的

ｇｏａｔ ａｎｔｉ ｒａｂｂｉｔ 二抗（１∶ ５００，上海生工）；凝胶成像系

统 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＵＳＡ ）； 多 功 能 酶 标 仪 （ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ， ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ＠ １９０， ＵＳＡ）； 多功能电泳仪

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＵＳＡ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

将 Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ 细胞悬浮含有 １０％胎牛血清和 １％
青链霉素的 ＤＭＥＭ⁃ＨＧ 培养液后、接种于用 ０􀆰 ０１％
多聚赖氨酸铺被的培养板内， 置于 ３７℃ ５％ ＣＯ２的

孵箱内进行培养。 用于蛋白表达测定的细胞接种

密度为 １ × １０６ ／ ｍＬ，置于 ２４ 孔培养板内，每 ６ 孔为

一组，分为 ４ 组：（１）正常对照组；（２）ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链

处理 ２４ ｈ 组；（３） ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链处理 ４８ ｈ 组；（４）
ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链处理 ７２ ｈ 组。 根据前期实验结果，
ＢｏＮＴ ／ Ａ 给予剂量为： １ ｎｇ ／ Ｌ （终浓度）。 待细胞完

全贴壁生长后（４ ｈ 左右）加入 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链，用于

神经突起测定的细胞接种密度为每孔 １ × １０５，置于

９６ 孔培养板内，分组和 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链剂量同上。
１􀆰 ３􀆰 ２　 神经突起测定

ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链作用后 Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ 细胞突起测定：
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细胞接种后随机分为对照组和实验组（０􀆰 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
组和 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 组）每组 ８ 个孔，于细胞贴壁生长后 ４
ｈ 时，实验组加入不同浓度的 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链，阴性对

照组加入等剂量的 ＤＭＥＭ 基础培养液，分别于给药

后 ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 将细胞置于相差倒置显微镜摄

影，每孔随机视野拍摄 ２ ～ ３ 张图片，每组共 ２０ 张图

片，用于细胞突起的测定，包括：（１）具有突起的细

胞占细胞总数的比例（％ ），细胞计数采用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ
ＣＳ 软件；（２）测量神经突起长度，采用 ＩｍａｇｅＪ 软件

进行。
１􀆰 ３􀆰 ３　 脊髓损伤及 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链给药

采用鞘内注射给药：６ μｇ ／ ２０ μＬ，ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链

＋生理盐水，收取不同时间点脊髓组织。 经皮腰骶

部鞘内给药的方法参照文献［３］ 略作改动，具体方法

如下：１％的戊巴比妥钠腹注射麻醉，０􀆰 ４ ｍＬ ／ １００ ｇ。
将全身麻醉后的脊髓损伤模型大鼠后背位固定于

鼠台，大鼠腰骶部下方放置直径约为 ３ ～ ５ ｃｍ 圆柱

状筒物体，使 Ｌ６ ～ Ｓ１ 间隙充分张开便于实验操作。
剪毛，碘伏消毒穿刺中心皮肤，拇指和中指触摸大

鼠双侧髂嵴并向两侧绷紧皮肤，食指于两侧髂嵴连

线同一水平触摸大鼠脊椎，触及最高点即为 Ｌ６ 棘

突，在 Ｌ６ ～ Ｓ１ 间隙采用 ２０ Ｇ 穿刺针垂直刺入皮

肤、皮下肌层，当出现落空感、同时看到大鼠甩尾，
证明针尖已经进入蛛网膜下腔，此时将针头旋转

１８０°，同时刺针向尾侧倾斜约 ３０°，继续向前推进

１ ｍｍ 左右。 随后将充满生理盐水的经改造的 ＰＥ⁃
１０ 聚乙烯导管从穿刺针内部缓慢插入约 １ ｃｍ，导管

插入过程中可出现脑脊液流出、动物甩尾等显著特

征以充分证明导管置入成功。 此时用微量注射器

将 ６ μｇ ／ ２０ μＬ，ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链 ＋ 生理盐水沿 ＰＥ⁃１０
管缓慢注射到鞘内，注射完成后停留片刻再将 ２０
μＬ 的生理盐水沿 ＰＥ⁃１０ 管注入鞘内，以保证 ＢｏＮＴ ／
Ａ 重链制剂全部进入鞘内。 单独脊髓损伤动物注射

相同剂量生理盐水。 在注射后保持头低足高位约 ５
ｍｉｎ。 给药后每只单独饲养，分别于给药后 ２ ｈ、１２
ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、４ ｄ、８ ｄ 收取大鼠脊髓标本，每组 ６ 只。

模型动物术后的大体解剖及组织学观察皆显

示明显的脊髓单侧损伤（图 １）。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

组织和细胞样本经 Ｂｒａｄｆｏｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓａｙ 确定

蛋白含量后，每个样本上量样为 ３０ μｇ。 进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 后转至 ＰＤＶＦ 膜，将膜浸于 ５％脱脂奶粉溶液

内封闭 １ ｈ，加入兔抗乙酰化⁃Ｈ３ 抗体 （１ ∶ １０００，

注：箭头：损伤部位。

图 １　 脊髓损伤的大体及组织学观察（Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｈｅａｄｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙ ｓｉｔｅｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｇｒｏｓｓ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａ ｒａｔ

ｍｏｎｏｃｌｏｎｅ，ＣＳＴ，ＵＳＡ），４℃ 摇床过夜，次日用 ＴＢＳＴ
液充分洗涤（５ 次 × ５ ｍｉｎ），ＨＲＰ 标记的 ｇｏａｔ ａｎｔｉ
ｒａｂｂｉｔ 二抗（１ ∶ ５００）孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜（５ 次 × ５
ｍｉｎ），发光液作用 ３ ｍｉｎ，暗室曝光，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 图像

处理。
１􀆰 ４　 统计学方法

实验数据用平均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 蛋

白条带的量化采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行，多组间均数差

异采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０，ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 进行分

析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链的促神经突起生长与细胞内 Ｈ３
乙酰化水平相匹配

将不同浓度的 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链加入 Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ 细胞

培养不同时间可见细胞突起生长明显增长，尤以浓

度为 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 时作用最为显著。 ２４，４８，７２ ｈ 三个

时间点的突起测定结果显示，１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 浓度时神经

突起增长的长度约是对照组细胞突起长度的 ２ 倍以

上（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 但是，１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 浓度各时间点所

测得的神经突起长度之间的差异无显著性。 除此

外，在重链作用下，具有突起的细胞占所计数细胞

的百分比较对照组明显增加，以浓度为 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、作
用 ２４ ｈ 最为明显，其百分比约为对照组的 ２􀆰 ５ 倍（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）。 （图 ２）

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结 果 显 示： 给 予

ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链后，在不同时间段（短时程 １～ ８ ｈ；长
时程 ４８ ～ ７２ ｈ），Ｈ３ 的乙酰化呈现双时相增多现象

（图 ３）。 第一个 Ｈ３ 乙酰化水平增高的时间出现于

重链作用后的 １ ｈ 和 ２ ｈ，此时 Ｈ３ 乙酰化水平是对
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注：与同一时间段对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ２　 不同浓度 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链对 Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ 细胞生长的影响及 β⁃ｔｕｂｌｉｎ 免疫荧光染色（Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢｏＮＴ ／ Ａ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ

照组的 ２ 倍（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；第二个 Ｈ３ 乙酰化高峰时

间点为 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链作用后 ４８ ｈ，Ｎｅｕｒｏ⁃２ 细胞的组

蛋白 Ｈ３ 乙酰化水平也达到对照组的 ２ 倍 （Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。

从神经突起的增长及 Ｈ３ 乙酰化水平的变化趋

势及程度可以推测，ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链引起的 Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ
细胞乙酰化水平增高似乎与细胞突起生长之间有

一定的内在联系。
２􀆰 ２　 在体应用 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链促进脊髓损伤局部

Ｈ３ 乙酰化

结果显示：脊髓损伤同时给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链的

动物其损伤局部 Ｈ３ 乙酰化水平较单纯损伤组明显

升高。 同细胞培养结果相似，脊髓组织的乙酰化水

平也呈现两个时相的高峰，第一个处于给药后的 ２
ｈ，第二个处于给药后 ２ ｄ（４８ ｈ），其升高水平为对照

组的 １􀆰 ５ ～ ２ 倍（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （图 ４）

３　 讨论

组蛋白是真核生物染色体的基本结构蛋白，是
一类小分子碱性蛋白质，有 ６ 种类型：Ｈ１、Ｈ２Ａ、
Ｈ２Ｂ、Ｈ３、Ｈ４ 及古细菌组蛋白，由于其结构中多为

碱性氨基酸，因此可以同 ＤＮＡ 中带负电荷的磷酸基

团相互作用。 Ｈ３、Ｈ４ 的乙酰化可打开一个开放的

染色质结构，增加基因的表达。 更重要的是组蛋白
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注：ＢｏＮＴ ／ Ａ ＨＣ 为 Ａ 型肉毒素重链；ＡｃＨ３ 为乙酰化的组蛋白 ３； 与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ３　 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链对 Ｎｅｕｒｏ⁃２ 细胞组蛋白 Ｈ３ 乙酰化水平的影响（Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ）
Ｎｏｔｅ． ＢｏＮＴ ／ Ａ ＨＣ： Ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ａ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ． ＡｃＨ３： Ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｈｉｓｔｏｎｅ ３． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢｏＮＴ ／ Ａ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ３ ｉｎ ｔｈｅ Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅｓ

注：ＢｏＮＴ ／ Ａ ＨＣ 为 Ａ 型肉毒素重链；与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 脊髓损伤基础上给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链后不同时间脊髓组织 Ｈ３ 乙酰化变化

Ｎｏｔｅ． ＢｏＮＴ ／ Ａ ＨＣ： Ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ａ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ４　 Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ３ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＢｏＮＴ ／ Ａ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ

的乙酰化 ／去乙酰化可形成一种特殊的密码，被其

他蛋白质识别，故可影响多种蛋白因子的功能活

动［５］。 研究表明［７ － ８］，组蛋白通过乙酰化 ／去乙酰化

相互作用参与神经系统蛋白功能的调节，组蛋白乙

酰化的增强可促进某些胞内蛋白质的合成。 还有

研究者认为，细胞内组蛋白乙酰化，尤其是 Ｈ３ 的乙
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酰化过程增强有助于神经再生［９］。
神经突起生长或损伤后的轴突再生是以胞浆

内生长相关蛋白合成增加为基础的。 本实验的结

果表明：ＢｏＮＴ ／ Ａ 促神经轴突增长的同时，神经细胞

及其组织内组蛋白 ３ 乙酰化水平同时增高，因此可

以推测，组蛋白的乙酰化增强可能是 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链

促进神经突起再生的核内机制之一，通过组蛋白 ３
的乙酰化增强机制或间接干预胞浆内多种蛋白质

的合成，从而促使神经突起延长再生。 然而，由于

组蛋白本身在核酸序列的分布及种类不同，发生乙

酰化后所涉及的表观遗传改变复杂多样，Ｈ３ 乙酰化

与去乙酰化密切相关，因此，ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链干预组蛋

白乙酰化的途径还需通过探讨其他组蛋白的亚类

（Ｈ４， Ｈ９ 等）进一步证实。 不同组蛋白乙酰化与神

经突起再生之间的确切内在联系还需进一步澄清。
根据本实验的结果，可以推论：ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链可

促进组蛋白 ３ 的乙酰化；在同一时间点，组蛋白 ３ 的

乙酰化水平与神经突起增长的长度相一致；组蛋白

３ 乙酰化可能是 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链促神经突起生长的相

关机制之一。
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􀦋􀦋专家问答

问：胚胎干细胞在培养过程中操作注意事项

答：（１）定期将未分化的细胞集落从已分化的细胞中分离出来并接种到新的培养基上。
（２）转移细胞时尽量快，以免细胞发生解离和死亡。
（３）分离细胞集落时使每个部分含 ５ ～ １０ 个细胞，否则细胞过多将导致分化，细胞过少则克隆的效

率低。
（４）由于 ＥＳＣｓ 是对各种内毒素最为敏感的细胞，故要重视培养液和血清的质量。
（５）重视原始饲养层细胞的质量，没有原始饲养层细胞所在的胚胎干细胞将在 ７ ～ １０ ｄ 内分化或死亡，

若原始饲养层细胞质量差，则不能有效地抑制 ＥＳＣｓ 的分化而导致培养增殖失败。
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