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联合检测结直肠癌中 ＧＬＵＴ⁃１、ＨＩＦ⁃１α
表达的临床意义
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察结直肠癌组织中葡萄糖转运蛋白⁃１（ＧＬＵＴ⁃１）和缺氧诱导因子⁃１α（ＨＩＦ⁃１α）的表达变

化，并探讨其临床意义。 方法　 选取结直肠癌组织 ５０ 例（癌组）和 ５０ 例癌旁正常组织（癌旁正常组），采用免疫组

化半定量检测两组结直肠组织的 ＧＬＵＴ⁃１、ＨＩＦ⁃１α 的表达量，分析 ＧＬＵＴ⁃１、ＨＩＦ⁃１α 表达量与结直肠癌临床病理参

数的关系，并初步探讨其致癌机制。 结果　 癌组和癌旁正常组中 ＧＬＵＴ⁃１ 表达量分别为（２􀆰 ２８５ ± ０􀆰 ４５９）和（１􀆰 ０８６
± ０􀆰 １４８），差异有显著性（ ｔ ＝ ８􀆰 ９１９，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；癌组和癌旁正常组中 ＨＩＦ⁃１α 表达量分别为（２􀆰 ２０３ ± ０􀆰 ４０１）和

（１􀆰 ０５５ ± ０􀆰 １２７），差异有显著性（ ｔ ＝ ７􀆰 １４４，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α 在结直肠癌中的表达量呈正相关（ ｒ ＝
０􀆰 ９５８，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；ＧＬＵＴ⁃１、ＨＩＦ⁃１α 的表达量均与结直肠癌 ＴＮＭ 分期、浆膜浸润、分化程度、淋巴转移、肝转移及脉

管浸润有关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 在结直肠癌组织中，ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α 表达量均增高，提示二者可作为评估结直

肠癌发生、发展、转移及预后参考指标。
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　 　 据 ２０１２ 年全球肿瘤流行病数据统计：中国人群

的结直肠癌目前排位死因顺位从第 ７ 位上升到第 ５
位，男女死亡率分别为 ９􀆰 ０ ／ １０ 万和 ６􀆰 １ ／ １０ 万，严重

威胁国民健康［１］。 尽管近年来结直肠癌的普查力

度不断加强，手术方式不断改进，靶向药物大力推

广，并取得了一系列的成就和提高，但结直肠癌的 ５
年生存率不足 ６０％ ，仍是公共卫生的关键问题，每
年造成约 ６０８ ０００ 例患者死亡［２］。 因此，对结肠直

肠癌的深入研究尤对其分子生物学研究具有很高

的临床价值。
葡萄糖转运蛋白⁃１（ＧＬＵＴ⁃１）是葡萄糖转运蛋

白家族中最重要的成员，广泛存在于真核生物和原

核生物中，在癌症发展阶段，包括早期肿瘤生长，癌
症转移和侵袭等方面均具有重要作用。 相关报道

证实，在乳腺癌、食管癌、胃癌、肝癌等肿瘤细胞内

均发现 ＧＬＵＴ⁃ｌ 的高表达，ＧＬＵＴ⁃ｌ 的活性和表达水

平与肿瘤的恶性生物学行为密切相关［３ － ５］， 而

ＧＬＵＴ⁃１ 在结直肠癌方面的研究鲜有报道。 缺氧诱

导因子⁃１α（ＨＩＦ⁃１α）是细胞在低氧条件下产生的一

种核转录因子，在恶性肿瘤的发生发展过程中，扮
演着重要的角色，能增强其侵袭性，是近年研究较

多的致癌因子。 本研究通过对结直肠癌和癌旁正

常结直肠组织中 ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α 行免疫组织化

学染色分析半定量检测， 旨在探讨 ＧＬＵＴ⁃１ 和

ＨＩＦ⁃１α在结直肠癌中的表达情况及与相关临床病

理因素间的关系，为结直肠癌的靶向诊疗提供科学

参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

收集河北北方学院附属第一医院普通外科

２０１６ 年 ９ 月至 ２０１７ 年 １ 月手术切除的结直肠癌组

织 ５０ 例和同期同例癌旁正常结直肠组织 ５０ 例，结
直肠的癌组织自癌灶中心处取得，另外取经病理证

实为正常肠组织的标本切缘。 本研究经本院伦理

委员会批准，患者知情同意参加本研究。 所有病例

均为原发性肿瘤，术前没有行针对性治疗，如新辅

助放化疗等，术后标本均在 １ ｈ 内获得，并存于液

氮中。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

兔抗 ＧＬＵＴ⁃ｌ 多克隆抗体、鼠抗 ＨＩＦ⁃１α 单克隆

抗体购于美国 Ａｂｃａｍ 公司；免疫组化试剂盒、ＤＡＢ
显色剂购于上海 Ｇｅｎｅ Ｔｅｃｈ 公司。 光学显微镜：
Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ ５０；台式高速离心机：德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司；冰冻切片机：北京格美胜达医疗设备有限公

司；低温冰柜：青岛海尔公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 免疫组织化学染色及半定量测定［６］

１０％的甲醛溶液固定，石蜡包埋，切片厚度 ４
μｍ，应用苏木精⁃伊红染色，行病理诊断。 用 ８０℃烤

箱对切片进行烘烤 ３０ ｍｉｎ，再用乙醇进行脱水，并使

内源性过氧化物酶灭活，应用枸橼酸缓冲液行高温

高压水化修复过程；之后 ＰＢＳ 洗 ３ 次，加入一抗

（１∶ １００）５０ μＬ，温度控制于 ４℃一夜；再用 ＰＢＳ 洗 ３
次，加入二抗 ５０ μＬ。 室温下 ＤＡＢ 显色，ＰＢＳ 洗 ３
次，苏木精轻度复染，盐酸乙醇分化后流动清水冲

洗 １０ ｍｉｎ，梯度乙醇脱水，松节油透明和树胶行封片

处理，ＰＢＳ 代替一抗作为阴性对照，光镜下观察。 采

用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像分析系统进行半定量测

定，计算单位面积阳性染色积分光密度值，取均值。
１􀆰 ４　 统计学方法

应用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件，计量资料用平均数

±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α 的表达与

临床病理参数的关系应用 ｔ 检验或方差分析，采用

散点图法进行相关性分析，检验水准设 α ＝０􀆰 ０５。

２　 结果

２􀆰 １　 结直肠癌、癌旁正常组织中 ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃
１α表达情况

癌组和癌旁正常组织中 ＧＬＵＴ⁃１ 表达量分别为
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（２􀆰 ２８５ ± ０􀆰 ４５９）和（１􀆰 ０８６ ± ０􀆰 １４８），组间差异有显

著性（ ｔ ＝ ８􀆰 ９１９，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；癌组和癌旁正常组织

中 ＨＩＦ⁃１α 表达量分别为（２􀆰 ２０３ ± ０􀆰 ４０１）和（１􀆰 ０５５
± ０􀆰 １２７），差异有显著性（ ｔ ＝ ７􀆰 １４４，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），见
图 １、２。
２􀆰 ２　 ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α表达与结直肠癌临床病理

特征的关系

ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α 的表达量都和肿瘤的浸润深

度、分化程度、ＴＮＭ 分期、淋巴转移、肝转移和脉管

浸润有关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＴＮＭ 分期高、分化程度低、
伴淋巴结转移、肝转移和脉管浸润的患者 ＧＬＵＴ⁃１
和 ＨＩＦ⁃１α 的表达量均升高，而 ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α
的表达量与患者肿瘤大小无相关性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），见
表 １。

注：Ａ１：癌旁正常组织中 ＧＬＵＴ⁃１ 表达（ × ２００）；Ａ２：结直肠癌组织中 ＧＬＵＴ⁃１ 表达（ × ２００）；Ｂ１：癌
旁正常组织中 ＨＩＦ⁃１α 表达（ × ２００）；Ｂ２：结直肠癌组织中 ＨＩＦ⁃１α 表达（ × ４００）。

图 １　 癌旁正常结直肠组织和癌组织中 ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α 蛋白的表达（ＳＰ 法）
Ｎｏｔｅ． Ａ１： ＧＬＵＴ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ （ × ２００ ）； Ａ２： ＧＬＵＴ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ（ × ２００）； Ｂ１： ＨＩＦ⁃１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ（ × ２００）； Ｂ２：
ＨＩＦ⁃１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ（ × ４００）．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＬＵＴ⁃１ ａｎｄ ＨＩＦ⁃１α ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ
ｎｏｒｍａｌ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ （ＳＰ） ｍｅｔｈｏｄ

注：与癌旁正常组织比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ２　 免疫组化半定量表达检测分析

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ
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表 １　 ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α 在结直肠癌组织中的表达及与临床病理因素的关系
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＧＬＵＴ⁃１ ａｎｄ ＨＩＦ⁃１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

病理参数
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｎ ＧＬＵＴ⁃１ 表达量

ＧＬＵＴ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ
ＨＩＦ⁃１α 表达量

ＨＩＦ⁃１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ
肿瘤大小（ｃｍ） Ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ

≥ ５ ３２ ２􀆰 ２８９ ± ０􀆰 ４０３ ２􀆰 １７７ ± ０􀆰 ３９５
＜ ５ １８ ２􀆰 ０８０ ± ０􀆰 ４２４ ２􀆰 ０３９ ± ０􀆰 ２７１

分化程度 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ
高 Ｈｉｇｈ １２ ２􀆰 ０６１ ± ０􀆰 １０７ １􀆰 ９５０ ± ０􀆰 １０１

中 Ｍｏｄｅｒａｔｅ ２１ ２􀆰 ３３０ ± ０􀆰 １７２ ２􀆰 １９９ ± ０􀆰 １１７
低 Ｌｏｗ １７ ２􀆰 ５１０ ± ０􀆰 １０３ ２􀆰 ４０７ ± ０􀆰 ０９５

浆膜浸润 Ｓｅｒｏｓａｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ
有 Ｙｅｓ ３９ ２􀆰 ４５２ ± ０􀆰 ３７０ ２􀆰 ３４３ ± ０􀆰 ２６１
无 Ｎｏ １１ ２􀆰 ０７４ ± ０􀆰 ２５１ ２􀆰 ０１５ ± ０􀆰 ２３９

ＴＮＭ 分期　 ＴＮＭ ｓｔａｇｅ
Ⅰ ＋ Ⅱ ８ １􀆰 ８３０ ± ０􀆰 ４０２ １􀆰 ８０１ ± ０􀆰 ３９９
Ⅲ ＋ Ⅳ ４２ ２􀆰 ３６６ ± ０􀆰 ４５７ ２􀆰 ２５４ ± ０􀆰 ３４６

淋巴结转移 Ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
有 Ｙｅｓ ３３ ２􀆰 ４３１ ± ０􀆰 ３８６ ２􀆰 ３２０ ± ０􀆰 ２９７
无 Ｎｏ １７ ２􀆰 ０８０ ± ０􀆰 ２７２ １􀆰 ９７１ ± ０􀆰 ２５４

肝转移 Ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
有 Ｙｅｓ ７ ２􀆰 ４７７ ± ０􀆰 ４６０ ２􀆰 ３６６ ± ０􀆰 ４５１
无 Ｎｏ ４３ １􀆰 ８４５ ± ０􀆰 ４１１ １􀆰 ８３１ ± ０􀆰 ４０２

脉管浸润 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
有 Ｙｅｓ １６ ２􀆰 ３５８ ± ０􀆰 ４１１ ２􀆰 ２４７ ± ０􀆰 ４０５
无 Ｎｏ ３４ １􀆰 ９９６ ± ０􀆰 ２８５ １􀆰 ９６１ ± ０􀆰 ２７４

注：除肿瘤大小外，其他各病理参数不同程度间比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

２􀆰 ３　 ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α在结直肠癌中表达的相互

关系

相关性分析散点图表明，ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α 在

结直肠癌中的表达呈正相关 （ ｒ ＝ ０􀆰 ９５８， Ｐ ＜
０􀆰 ００１），见图 ３。

图 ３　 ＧＬＵＴ⁃１ 和 ＨＩＦ⁃１α 相关性分析散点图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ＧＬＵＴ⁃１ ａｎｄ ＨＩＦ⁃１α

３　 讨论

结直肠癌的发生、发展是多个基因调控的多步

骤、多因素、多阶段的复杂过程，其中失控性生长和

不断侵袭增殖是恶性肿瘤细胞的最主要特征，这种

特征的维系主要靠葡萄糖的无氧酵解为其提供能

量，该过程即使在氧充足的环境下仍可持续进

行［７］。 由于肿瘤的高消耗、高代谢，需要较普通细

胞成倍的能量。 而正常情况下，葡萄糖无法独立通

过细胞膜的双分子层结构，必须依赖跨膜分布的葡

萄糖转运蛋白作为载体，因而这类载体的活性及表

达量对肿瘤细胞的恶性增殖具有极其重要的

意义［８］。
ＧＬＵＴ⁃１ 是葡萄糖转运蛋白家族最重要的成员，

ＧＬＵＴ⁃ｌ 内含 ４９２ 个氨基酸，由 １２ 个疏水性的跨膜 α
螺旋结构域、两个电荷的膜内区及膜外区构成［９］。
Ｄｅｎｇ 等［１０］ 解析的人源 ＧＬＵＴ⁃ｌ 的晶体结构显示其

经典的协助转运超家族的折叠方式：１２ 个跨膜螺旋

组成 ＮＨ２ －端和 － ＣＯＯＨ 端 ２ 个结构域，其中的腔

孔呈向胞内区展开，这即是其转运的基础框架。
肿瘤细胞膜上的 ＧＬＵＴ⁃ｌ 的表达受多种途径调

节，目前研究较多的有 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ（磷脂酰肌
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醇⁃３ 激酶 ／蛋白激酶 Ｂ ／雷帕霉素靶蛋白）途径、ＨＩＦ⁃
１α（缺氧诱导因子⁃１α） 和 ｐ５３ 途径， ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／
ｍＴＯＲ 与癌细胞的增殖、微血管形成和转移蛋白的

合成关系密切，且需要大量能量供应，在肝癌、胃
癌、子宫癌等肿瘤细胞中均证实能上调 ＧＬＵＴ⁃ｌ 的表

达［１１］。
本研究显示 ＧＬＵＴ⁃ｌ 和 ＨＩＦ⁃１α 在结直肠癌中的

表达量明显高于在癌旁正常组织，表明在肠黏膜癌

变的过程中，细胞膜上的 ＧＬＵＴ⁃ｌ 和 ＨＩＦ⁃１α 表达水

平不断上调，从而确保肿瘤对能量的摄取。 进一步

研究显示，ＧＬＵＴ⁃ｌ 和 ＨＩＦ⁃１α 表达量与结直肠癌的

病理分期、浸润深度、分化程度、淋巴结转移、肝转

移和脉管浸润均明显相关，且散点图分析显示二者

呈明显正相关。 ＨＩＦ⁃１α 是调控癌细胞对缺氧耐受

的关键蛋白，研究表明：在肝癌细胞内，ＨＩＦ⁃１α 能直

接激活 ＧＬＵＴ⁃ｌ 等糖酵解相关因子活性，从而满足肝

癌细胞的能量摄取，增强其对缺氧的耐受力［１２］；在
胃肿瘤体外培养的细胞内，缺氧条件下应用 ＨＩＦ⁃１α
抑制剂处理后，癌细胞内活性氧比例更高，凋亡更

显著［１３］。 国内杨通印等［１４］ 对 １４２ 结直肠癌组织性

免疫组化检测发现 ＧＬＵＴ⁃ｌ 和 ＨＩＦ⁃１α 表达明显高于

正常肠黏膜，且二者存在协同作用，在低氧环境下，
ＨＩＦ⁃１α 表达上调能诱导 ＧＬＵＴ⁃ｌ 高表达，加速癌细

胞糖酵解，促进癌细胞浸润和转移。
综上，ＧＬＵＴ⁃ｌ 异常表达对结直肠癌的发生和进

展有重要作用，深入探究 ＧＬＵＴ⁃ｌ 和 ＨＩＦ⁃１α 的作用

机制有望为结直肠癌精确治疗提供重要的理论

依据。
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新生树鼩多巴胺神经元的体外培养

李　 娟１，曾晓锋２，杨根梦２，仝品芬１，代解杰１∗

（１． 中国医学科学院 ／北京协和医学院医学生物学研究所，云南省重大传染病疫苗研发重点实验室，昆明　 ６５０１１８；
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　 　 【摘要】 　 目的　 分离培养鉴定树鼩多巴胺神经元，为进一步建立多巴胺神经元功能异常疾病研究的细胞模

型打下基础。 方法　 应用神经元专用培养基添加 Ｂ２７ 和 Ｇｌｕｔａｍａｘ 的培养液对新生树鼩多巴胺神经元进行体外培

养。 采用免疫荧光法对培养细胞进行鉴定。 结果　 成功培养出树鼩原代多巴胺神经元，免疫荧光法检测酪氨酸羟

化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）免疫阳性神经元达到（８８􀆰 ４９ ± ２􀆰 ４）％ 。 结论　 使用本方法可以培养出高纯度的树

鼩多巴胺神经元。
【关键词】 　 多巴胺神经元；原代培养；树鼩
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　 　 树鼩（Ｔｕｐａｉａ ｂｅｌａｎｇｅｒｉ）是生活在热带和亚热带

地区的一种哺乳动物，在分类上它比啮齿类动物更

接近于灵长类，且其体积小、易繁殖，因此是一种很

有前途的动物模型［１］。 目前，树鼩主要用于病毒感

染如丙肝、甲型流感 Ｈ１Ｎ１、肠道病毒 ＥＶ７１ 等［２］，神

经疾病障碍［３ － ５］，癌症［６］ 及代谢疾病［７］ 等方面的研

究。 有研究发现帕金森疾病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＰＤ）的发生与 α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ 蛋白（一种广泛存在的突

触前蛋白）密切相关，而树鼩的基因组测序结果显

示，其 α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ 蛋白序列与人类的序列同源性为



９７􀆰 １％ ，因此推测树鼩是研究 ＰＤ 的合适动物模

型［４］。 多巴胺作为一种单胺类神经递质，在哺乳动

物中枢神经系统中起着非常重要的生理功能，包括

情感认识、思维认知、记忆力以及运动等，多巴胺神

经元不仅在帕金森病的发病过程中起着关键作用，
还与很多精神性疾病，如多动症和药物性神经毒性

如甲基苯丙胺的大脑损害等高度相关［８ － ９］。 因此寻

找一种高效、高纯度且简单易行的树鼩多巴胺神经

元原代培养方法，是研究 ＰＤ 及其他多巴胺神经功

能异常疾病的基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

新生 ３ ｄ 内中缅树鼩 ４ 只，普通级，雌雄各半，
体重 ９􀆰 ４ ～ １７􀆰 ５ ｇ，平均（１３􀆰 ２ ± ３􀆰 ７） ｇ，由中国医

学科学院 ／北京协和医学院医学生物学研究所树鼩

种质资源中心提供［ＳＣＸＫ （滇） Ｋ２０１３ － ０００１］，实
验在中国医学科学院医学生物学研究所开展

［ＳＹＸＫ （滇） Ｋ２０１３ － ０００１］。 实验过程中做到实验

动物使用的 ３Ｒ 原则，实验程序遵循福利伦理要求

（福利伦理审查号：ＤＷＳＰ２０１７０５３）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２、胎牛血清、双抗、０􀆰 ２５％ 胰酶消化

液、 ＰＢＳ 以 及 Ｄ⁃Ｈａｎｋ’ ｓ 液 购 自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司；
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ⁃Ａ 培 养 基、 无 血 清 培 养 添 加 剂 Ｂ２７、
Ｇｌｕｔａｍａｘ 购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；鼠抗酪氨酸羟化酶（ＴＨ）
购自 Ｓｃａｔａ 公司；鼠抗 β⁃ｔｕｂｌｉｎ⁃Ⅲ、兔抗 ｎｅｓｔｉｎ 以及

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ ） 购自

Ａｂｃａｍ 公司，Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５ 标记山羊抗兔荧光 ＩｇＧ
购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。 Ｔｉ 荧光显微镜购

自 Ｎｉｋｏｎ 公司；ＳＰ５ 共聚焦荧光显微镜购自 Ｌｅｉｃａ 公

司；ＰＤＬ 包被的细胞瓶、６ 孔板及共聚焦专用培养皿

购自 Ｎｅｓｔ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 原代细胞培养

根据廖慧丹等［１０］实验方法进行改良，取新生 ３
ｄ 内树鼩，皮下注射戊巴比妥钠麻醉，取离体头部放

入 ７５％ 酒精的培养皿浸泡 ５ ｍｉｎ；将头部取出放入

干净培养皿中，在无菌超净台内，用无菌手术剪及

镊子 取 出 脑， 放 入 ４℃ 预 冷 的 含 ２％ 双 抗 的

Ｄ⁃Ｈａｎｋ’ｓ液中，去除软膜血管，剥离出中脑组织；用
Ｄ⁃Ｈａｎｋ’ｓ 液清洗后，将组织剪碎至 １ ｍｍ 大小，转
入 ５０ ｍＬ 离心管，２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，按

照体积 １∶ ３比例加入 ０􀆰 ２５％胰酶消化液（即离心管

中剩余物与 ０􀆰 ２５％胰酶消化液的体积比为 １∶ ３），反
复吹打后放入 ３７℃、５％ ＣＯ２ 温箱消化 １０ ～ １５
ｍｉｎ；消化结束后，向离心管中加入含 ５％ 胎牛血清

的细胞培养液（ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２，１％双抗，５％ ＦＢＳ）终止

消化，反复吹打消化后的细胞直至无肉眼可见的组

织块，之后采用 ７０ 目细胞筛过滤，滤液 ２０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ；弃上清，用上述培养基重悬细胞，调整

细胞密度为 １ × １０６ ／ ｍＬ，并转入 ＰＤＬ 包被的细胞

瓶上培养，培养 ３ ｄ 后换液，更换为神经元专用培养

基（Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ⁃Ａ 培养基含 ２％ Ｂ２７，１％ Ｇｌｕｔａｍａｘ，
１％双抗），以后每 ３ ｄ 换一次液。
１􀆰 ３􀆰 ２　 免疫荧光染色

接种在共聚焦显微镜专用培养皿的细胞，培养

１４ ｄ 时，吸出培养液，ＰＢＳ 洗 ２ 遍，每次 ５ ｍｉｎ；加入

４℃预冷的 ４％多聚甲醛，覆盖即可，放入 ４℃冰箱固

定 ３０ ｍｉｎ；室温下，吸出 ４％多聚甲醛，ＰＢＳ 洗 ３ 遍，
每次 ５ ｍｉｎ；加入 ０􀆰 １％ ＴｒｉｔｏｎＴＭＸ⁃１００（ＰＢＳ 配制），
覆盖即可，２０ ｍｉｎ 后吸出，然后 ＰＢＳ 洗 ３ 遍，每次 ５
ｍｉｎ；用体积浓度为 ５％山羊血清（ＰＢＳ 配制）封闭 １
ｈ。 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；加入一抗稀释液稀释

的 ｎｅｓｔｉｎ（１∶ １００）、ＴＨ（１∶ １００）、β⁃ｔｕｂｌｉｎ⁃Ⅲ（１∶ １００），
覆盖即可，放入 ４℃冰箱孵育过夜；在室温下，吸取

上述液体，ＰＢＳ 洗 ３ 遍，每次 ５ ｍｉｎ；加入 ＰＢＳ 稀释的

二抗，稀释比例为 １∶ ２００，３７℃孵育 １ ｈ；ＰＢＳ 清洗 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ；吸出二抗，ＰＢＳ 洗 ３ 遍，每次 ５ ｍｉｎ。
加入核染色剂 ＤＡＰＩ（１∶ ５００），室温染色 ３ ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗 ３ 遍，每次 ５ ｍｉｎ，然后用荧光倒置显微镜观察结

果后用激光共聚焦显微镜拍照。
１􀆰 ４　 统计学方法

ＴＨ 阳性率计算：随机选取 ５ 个视野，以 ＤＡＰＩ
进行核染色为细胞总数，ＴＨ 染色阳性为阳性多巴

胺神经元，计算 ＴＨ 阳性率，结果以平均数 ± 标准差

（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示。

２　 结果

２􀆰 １　 树鼩原代多巴胺神经元体外形态学观察

原代分离的单个细胞多呈圆形且具有折光性，
细胞计数台盼蓝染色显示，细胞存活率为 ９０％ ～
９５％ 。 培养 ３ ｄ 后部分细胞贴壁，呈圆状凸起，周围

边界清晰（图 １Ａ）；培养 ７ ｄ 时贴壁的神经元逐渐长

出轴突（图 １Ｂ），随着时间增长细胞的轴突突起之

间发生联系并交织成网状（图 １Ｃ）。
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２􀆰 ２　 树鼩原代多巴胺神经元体外分化能力的鉴定

分别在细胞培养 ７ ｄ 和 １４ ｄ 时进行 ａｎｔｉ⁃ｎｅｓｔｉｎ
和 ａｎｔｉ⁃β⁃ｔｕｂｌｉｎ⁃Ⅲ双免疫荧光鉴定（图 ２）。 当细胞培

养 ７ ｄ 时，红色荧光的 ｎｅｓｔｉｎ 的数量明显多于绿色荧

光的 β⁃ｔｕｂｌｉｎ⁃Ⅲ（图 ２Ａ），随着时间增长，细胞逐渐分

化当培养至第 １４ 天时，绿色荧光的 β⁃ｔｕｂｌｉｎ⁃Ⅲ开始增

多，与红色荧光的 ｎｅｓｔｉｎ 的数量相当（图 ２Ｂ）。

２􀆰 ３　 树鼩原代多巴胺神经元鉴定

当细胞培养至 １４ ｄ 时，进行 ａｎｔｉ⁃ＴＨ 和 ａｎｔｉ⁃
ｎｅｓｔｉｎ 双免疫荧光鉴定（图 ３）。 在高倍视野下随机

选取 ５ 个视野，以 ＤＡＰＩ 进行细胞核染色代表细胞

总数，ＴＨ 染色阳性代表阳性多巴胺神经元，计算 ＴＨ
阳性率，结果显示 ＴＨ 阳性占细胞总数的（８８􀆰 ４９ ±
２􀆰 ４）％ （表 １）。

注：Ａ：细胞培养 ３ ｄ，神经元贴壁，呈圆状凸起，周围边界清晰；Ｂ：细胞培养 ７ ｄ 神经元逐渐长出轴突；Ｃ：细胞培养

１４ ｄ 时，神经元的轴突突起之间发生联系并交织成网状。

图 １　 树鼩原代神经元不同培养时间的形态（ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｏｎ ｄａｙ ３ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ， ｎｅｕｒｏｎｓ ａｄｈｅｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｖｅｓｓｅｌ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｒｏｕｎｄｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｃｌｅａｒ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ
ｂｏｕｎｄａｒｙ． Ｂ： Ｎｅｕｒｏｎｓ ｈａｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｇｒｏｗｎ ａｘｏｎｓ ｂｙ ｄａｙ ７． Ｃ： Ａｔ ｄａｙ １４， ｔｈｅ ａｘｏｎｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｗｏｖｅｎ ｉｎｔｏ ａ ｎｅｔｗｏｒｋ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ

注：Ａ：细胞培养 ７ ｄ；Ｂ：细胞培养１４ ｄ。 蓝色荧光为 ＤＡＰＩ 染细胞核；红色荧光为神经元特异标记蛋白 ｎｅｓｔｉｎ 抗体；
绿色荧光为 β⁃ｔｕｂｌｉｎ⁃Ⅲ抗体。

图 ２　 树鼩原代神经元不同培养时间的免疫荧光鉴定（ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ； Ｂ： Ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ． Ｂｌｕｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｕｃｌｅｉ； Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｅｓｔｉｎ； Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ⁃Ⅲ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ
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注：蓝色荧光为 ＤＡＰＩ 染细胞核；红色荧光为神经元特异标记蛋白 ｎｅｓｔｉｎ 抗体；绿色荧光为多巴胺神经元特异标记

蛋白酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）抗体。

图 ３　 树鼩原代多巴胺神经元免疫学鉴定

Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｕｃｌｅｉ； Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｅｓｔｉｎ； Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ （ＴＨ）．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ

表 １　 树鼩多巴胺神经元原代培养阳性率
Ｔａｂｌｅ １　 ＴＨ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ

视野
Ｖｉｅｗｓ

细胞总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

ＴＨ 阳性细胞数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＴＨ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ

比例（％ ）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

１ ７０ ６４ ９１􀆰 ４２８６
２ ８８ ７８ ８８􀆰 ６３６４
３ １１５ ９９ ８６􀆰 ０８７０
４ １０３ ９３ ９０􀆰 ２９１３
５ １４３ １２３ ８６􀆰 ０１４０

平均值
Ｍｅａｎ １０３􀆰 ８ ９１􀆰 ４ ８８􀆰 ４９１５

３　 讨论

神经干细胞是一种具有自我更新和分化潜能

的细胞，可以分化为神经元和神经细胞如星形胶质

细胞及少突胶质细胞等，而神经元对机体的神经发

育以及修复受损的神经组织起到重要作用。 神经

干细胞的原代培养受到各种因素影响如培养细胞

的质量，包括取样时间、位置、细胞密度、培养时间、
细胞因子和血清浓度等［１１ － １２］。 Ｘｉｏｎｇ 等［１２］ 在神经

干细胞的原代培养中加入神经生长因子 （ ｎｅｒｖｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）可以显著促进神经干细胞的成

活率，但是 ＮＧＦ 价格昂贵，在现代节约型社会中寻

找另外一种廉价高效、经济实惠的培养方法显得更

为重要，因此本实验旨在寻找一种更加经济实惠的

多巴胺神经元培养方法，为研究多巴胺神经元相关

的功能障碍疾病提供细胞模型。
巢氏蛋白（ｎｅｓｔｉｎ）是一种中间丝蛋白，在中枢

神经系统发育过程中，巢氏蛋白最先在神经前体细

胞中表达，当神经前体细胞朝向终末方向分化时便

停止表达，因此巢氏蛋白是神经干细胞早期的标

志［１３］。 微管蛋白是构成细胞骨架的一种蛋白，而
β⁃微管蛋白⁃Ⅲ（β⁃ｔｕｂｌｉｎ⁃Ⅲ）则表达在分化的轴突

和触突上，是神经元特有的标志物［１４］。 在本试验中

培养 ７ ｄ 后细胞表达多以 ｎｅｓｔｉｎ 蛋白为主，而 １４ ｄ
之后则多以 β⁃ｔｕｂｌｉｎ⁃Ⅲ蛋白为主，显示了神经干细

胞逐渐向多巴胺神经元分化的时间发育过程。
目前诱导神经干细胞向神经元分化的方法较

多，如添加生长因子 ｂＥＧＦ、ＥＧＦ、ＧＤＮＦ 等，中药诱

导如三七总皂苷［１５］，或者用骨髓间充质干细胞分化

为神经元样细胞［１６］，但这些方法诱导神经干细胞分

化成神经元的比例却不高。 陈梅玲等［１７］ 用 ＧＤＮＦ
诱导神经干细胞向多巴胺神经元分化，其 ＴＨ 阳性

率仅为 ６􀆰 ６％ ，而韩姝等［１８］ 使用重组腺病毒加抗坏

血酸共同诱导神经干细胞向多巴胺神经元分化，ＴＨ
阳性率达到 ７４％ 。 本试验对神经干细胞使用低浓

度血清进行贴壁培养，然后使用无血清培养基即神

经元专用培养基以抑制胶质细胞生长。 神经元专

用培养基（Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ⁃Ａ）本身含有神经元生长所需

的生长因子，非常有利于神经元的生长、增殖，且价

格适中，培养 １４ ｄ 之后 ＴＨ 阳性率达到 ８８􀆰 ４９％ 。
多巴胺神经元是一类具有分泌并释放多巴胺

作为神经递质的神经元，在维持正常脑功能中起着

重要作用。 而多巴胺神经元功能异常则会引起帕

金森综合征或一些精神类疾病的发生，因此多巴胺
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神经元的体外培养是研究这些疾病的基础。 本文

培养多巴胺神经元的方法具有简单经济，容易操

作，通过本方法能够得到较高纯度的多巴胺神经

元，对于研究相关疾病的发病、治疗等提供一个实

验基础。
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