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　　摘要:目的　观察鱼藤酮对星形胶质细胞缝隙连接耦联功能的影响。方法　建立星形胶质细胞与常用的神经细
胞株 PC12细胞共培养鱼藤酮染毒模型 , 应用划痕染料标记示踪技术观察染毒星形胶质细胞缝隙连接耦联功能的变化 ,

采用 RT-PCR法检测 CX43mRNA的表达 , WesternBlot技术观察 CX43蛋白活性变化。结果　随着染毒剂量的增加 ,

鱼藤酮对星形胶质细胞缝隙连接耦联功能的抑制作用愈发明显;与正常对照组比较 , 0.5、 1.0 μmol/L鱼藤酮染毒组

CX43mRNA和蛋白表达均显著降低 (P<0.01)。结论　鱼藤酮可引起星形胶质细胞 CX43表达水平降低 , 显著抑制

细胞缝隙连接耦联功能 , 这可能是其诱导神经细胞损伤的原因之一。
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Effectofrotenoneonintercellulargapjunctionfunctionofastrocytes
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Abstract:ObjectiveTostudytheeffectsofrotenoneonintercellulargapjunctionfunctionofastrocytes.MethodsAstro-

cytesisolatedfromnewbornratswerecoculturedwithrotenoneandacommoncellstrain-PC12 cells;theintercellulargapjunc-

tionfunctionofrotenone-exposedastrocyteswasobservedbyscrape-loadinganddyetransfertechnique(SLDT), andtheexpres-

sionofCX43mRNAandproteinweredetectedbyRT-PCRandWesternBlot.ResultsTheresultsshowedthatthetheintercellu-

largapjunctionfunctionofastrocytesgotobviouslyinhibitedbyrotenonewithadose-dependentmanner;andtheexpressionsof

CX43mRNAandproteinwerealsodecreasedsignificantlyin0.5 and1.0 μmol/Lrotenoneexposedgroup(P<0.01).Con-

clusionsTheresultssuggestedthatrotenonecouldreducetheexpressofCX43andinhibitetheintercellulargapjunctionfunction

ofastrocytes, whichmightbeoneoftheimportantmechanismsoftheneurotoxicityofrotenone.
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　　星形胶质细胞含有异常丰富的细胞缝隙连接 , 形

成一个功能上耦联的合胞体 , 将细胞外转运进来的神

经递质 (如谷氨酸)和代谢产物 (如钾离子 、 过氧

化阴离子等)迅速稀释到这个巨大的缓冲池中
[ 1]
,

从而及时清除神经元周围聚集的有毒代谢产物 。缝隙

连接蛋白 43 (connexin43, CX43)是星形胶质细胞

缝隙连接的结构基础 , 其表达亦受神经元的调控 , 进

而影响缝隙连接耦联功能
[ 2]
。本实验建立了星形胶

质细胞与神经元 PC12细胞共同孵育体系 , 模拟脑内

微环境 , 观察鱼藤酮对星形胶质细胞缝隙连接耦联功

能的影响 , 为探讨农药鱼藤酮的神经损伤机制提供实

验依据 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

鱼藤酮 、 荧光黄 (luciferyellow)购自 Sigma公

司 , Tripure购自 Roche公司 , CX43抗体购自 Santa

Cruz公

司 ,

DMEM/

F12培养基购自 Gibco公司 , Millicell插入式培养皿

(millicellculturecellinsert)为 Millipore公司产品;

MastercyclerPCR仪购自 Eppendorf公司 , UFX-Ⅱ荧光

显微镜购自 Nikon公司 。

1.2　星形胶质细胞与 PC12细胞共培养染毒模型的

建立

取生后 3 dSD新生大鼠 , 断头取中脑组织 , 按

照 McCarthy
[ 3]
所述方法分离和纯化星形胶质细胞;

用含 20%胎牛血清的 DMEM/F12培养基培养 , 经 3

次传代后免疫组化 GFAP染色鉴定 。将高分化的

PC12细胞按 1.0×10
5
/ml密度接种于 6孔板中 , 将

星形胶质细胞按 1.0×10
5
/ml密度接种于 Millicell插

入式培养皿 (PET膜 , 3.0 μm/24 mm), 并与 PC12

细胞建立共孵育体系 。待细胞基本长满孔壁后 , 换成

含 0.0、 0.1、 0.5和 1.0 μmol/L鱼藤酮的培养液 ,

培养 24 h后用于实验。

1.3　星形胶质细胞缝隙连接耦联功能的测定

采用划痕染料标记示踪技术 (scrape-loading

dyetransfer, SLDT)测定
[ 4]
。孵育细胞染毒 24 h
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后弃去培养液 , 漂洗后加入适量 0.05%荧光黄染

料 , 用外科手术刀将培养的星形胶质细胞划线 2 ～

3条 , 让细胞在 37 ℃接触荧光染料 10 min, 然后

弃去染液 , 再用 PBS漂洗 3次后加入 4%甲醛磷酸

缓冲液固定 。细胞间荧光染料的扩散情况用荧光

显微镜观察并拍照 (加标尺)。各剂量组设 3个平

行样 , 实验重复 2次 。用 LeicaQwin软件分析图

像 , 用标尺换算距离 , 统计划痕两侧荧光染料扩

散的面积 , 两侧取平均值作为该剂量组荧光扩散

面积 , 进行半定量分析 。

1.4　WesternBlot检测星形胶质细胞 CX43蛋白活性

提取各实验组星形胶质细胞膜蛋白 , 采用考马斯

亮蓝试剂盒进行蛋白定量。经 11%SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳后 , 采用半干电转移法转移蛋白至 PVDF

膜;PVDF膜用含 5%脱脂奶粉的 PBST封闭 , 4℃过

夜;而后加入 1∶500稀释的兔抗 CX43抗体 , 37℃孵

育 1h, 再与 1∶1 500稀释的辣根过氧化物酶标记的二

抗室温孵育 3 h, 同时加入 1∶5 000稀释的内参照

GAPDH;最后 DAB溶液显色并用图像分析软件进行

分析。

1.5　RT-PCR检测星形胶质细胞 CX43mRNA的表达

CX43和内参照 GAPDH引物序列如下:CX43上

游片段 5′-TACCACGCCACCACTGGCCCA-3′和下

游片段 5′-CATTCTGGTTGTCGTCGGGGAA-3′;

GAPDH上游片段 5′-GACCTGACTGACTACCTC

AT-3′和下游片段 5′-TCGTCATACTCCTGCTTGCT-

3′。PCR循环参数为:95 ℃预变性 5 min后进入循

环 , 95 ℃变性 30s, 60℃复性 30s, 72℃延伸 45s,

循环 28次 , 最后 72 ℃额外延伸 10min。各实验组采

用 3管平行扩增 , 并且重复 1次 。

1.6　统计学分析

实验数据用 x±s表示 , 采用 SPSS11.0软件进行

方差分析和 t检验。

2　结果

2.1　鱼藤酮对星形胶质细胞缝隙连接耦联的影响

荧光显微镜观察发现 , 鱼藤酮处理 PC12细胞

共培养的星形胶质细胞 24 h后 , 随着染毒剂量的增

加 , 细胞划痕两侧荧光扩散逐渐减少 , 见图 1 (封

三)。对荧光扩散面积进行半定量分析的结果表明 ,

0.5、 1.0 μmol/L鱼藤酮染毒组划痕两侧荧光扩散

面积与对照组比较 , 差异有统计学意义 (P<0.01)

(见表 1)。

2.2　鱼藤酮对星形胶质细胞 CX43蛋白的影响

表 1　鱼藤酮对星形胶质细胞缝隙连接耦联的影响 (x±s)

组别 样本数 荧光扩散面积 (μm2)

正常对照组 3 3 980.85±850.74

0.1 μmol/L鱼藤酮组 3 3 205.89±945.12

0.5 μmol/L鱼藤酮组 3 2 180.56±780.45＊＊

1.0 μmol/L鱼藤酮组 3 1 534.00±458.80＊＊

　　与正常对照组比较 , ＊＊P<0.01

蛋白表达量以各组蛋白的灰度值与内参照 GAP-

DH的灰度值比值 (Rv=ODx/ODGAPDH)表示。与

正常对照组比较 , 0.1 μmol/L鱼藤酮染毒组 CX43蛋

白表达未见明显变化 , 0.5、 1.0 μmol/L鱼藤酮染毒

组 CX43蛋白表达却明显降低 (P<0.01), 见图 2

(封三)。

2.3　鱼藤酮对星形胶质细胞 CX43 mRNA表达的

影响

由图 3可见 (封三), 与正常对照组比较 , 0.1

μmol/L鱼藤酮染毒组 CX43 mRNA表达未见显著改

变 , 但随着染毒剂量的增加 , 0.5、 1.0 μmol/L鱼藤

酮染毒组 CX43 mRNA表达明显下调 (P<0.05)。

3　讨论

帕金森病 (parkinsonsdisease, PD)是一种多发

于中老年人的进展缓慢的神经退行性疾病 , 发病机制

与多种因素有关 , 具体病因目前并不十分清楚 。但近

年研究发现 , 环境因素在 PD发病中可能起着十分重

要的作用
[ 5]
;流行病学调查显示 , 农药厂或化工厂

的暴露人群 PD发病率明显增加
[ 6]
。鱼藤酮是从豆属

植物毛鱼藤中提取的一种天然杀虫剂 , 是细胞线粒体

复合酶 I高亲和力的抑制剂 , 曾被认为是 “安全可

靠 ” 的农药而广泛使用 。但新近的研究证实 , 鱼藤

酮能诱导黑质 DA神经元退行性变和胞体内出现 Lewy

小体等 PD病理变化 。研究表明 , 神经退行性疾病的

病理过程不仅包括神经元的退变 , 而且包括神经胶质

细胞增生 、 病变或萎缩 , 功能发生改变的星形胶质细

胞可能在神经元变性过程中发挥重要作用
[ 7]
。星形

胶质细胞是脑内含量最为丰富的神经细胞 。因此 , 有

关星形胶质细胞在神经元退变过程中的作用研究成为

热点之一。

脑内神经细胞与神经胶质细胞之间 、 胶质细胞与

胶质细胞之间存在大量的缝隙连接 , 主要由缝隙连接

蛋白组成 , 其数量直接影响细胞间缝隙连接耦联功

能 。相邻细胞间通过缝隙连接耦联进行信息和物质传

递 , 包括参与细胞间物质交换的代谢耦联和电信号传

递的电耦联 。星形胶质细胞间存在的丰富细胞缝隙连

接 , 使部分细胞群形成功能的合胞体形式 , 而使胶质

细胞代谢和信号转导具有统一性 , 实现调节细胞内外
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的离子平衡 、向神经元运送能量底物 、 缓冲神经递

质 、调控胶质细胞增殖生长 、 传播细胞间钙波等功

能
[ 8]
。CX43是构成星形胶质细胞缝隙连接的基本结

构和功能蛋白 , 其表达强度也受神经元的调控 。因

此 , 本实验在体外建立星形胶质细胞与 PC12细胞共

培养染毒模型 , 旨在模拟脑内微环境 , 观察鱼藤酮对

星形胶质细胞缝隙连接的毒性作用。

在本实验中 , 采用划痕染料示踪技术检测细胞间缝

隙连接耦联功能 , 其工作原理是利用划痕造成两侧的细

胞损伤 , 将染料荧光黄 (一种不能通过细胞膜但很易通

过细胞缝隙连接的小分子强荧光物质)导入两侧的受伤

细胞内 , 荧光黄由标记细胞通过缝隙连接向邻近细胞扩

散 , 以扩散面积作为评价细胞缝隙连接耦联功能的指

标。本实验发现 , 鱼藤酮可使染料扩散面积随染毒剂量

的增加而减小 , 提示鱼藤酮对星形胶质细胞缝隙连接耦

联功能具有抑制作用。缝隙连接耦联功能的破坏 , 细胞

间即无法形成合胞体协同代谢有害物质 , 同时亦阻碍有

益物质在细胞间传递 , 从而引起神经细胞损伤。进一步

检测 CX43基因和蛋白表达发现 , 随着鱼藤酮染毒剂量

的增大 , CX43 mRNA和蛋白表达均显著降低 , 提示鱼

藤酮染毒剂量的逐渐增加 , 也导致神经元和胶质细胞结

构进一步破坏 , 细胞之间的缝隙连接数量明显减少 , 从

而造成脑组织微环境和细胞通讯失调 , 最终可能导致神

经细胞大量死亡。

曾有研究发现 , 细胞缝隙连接耦联功能在环境毒

物致神经损伤机制中可能发挥双重作用:缝隙连接的

失耦联虽然在一定程度上破坏了细胞通讯 , 但可能会

避免将产生的有害代谢产物和伤害信息传递给与其耦

联的正常细胞 , 从而起到保护作用
[ 9]
。因此 , 缝隙

连接耦联功能在染毒星形胶质细胞间的动态变化 , 以

及所发挥的确切作用仍有待深入探索 。
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