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亨廷顿相关蛋白 １ 在丙戊酸钠诱导神经干细胞
分化过程中的表达和作用
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　 　 [摘要] 　 目的　 探讨丙戊酸钠(ＶＰＡ)诱导神经干细胞(ＮＳＣｓ)向神经元分化过程中亨廷顿相关蛋白 １ (ＨＡＰ￣１)
的表达及其作用ꎮ 方法　 分离培养 ＳＤ 大鼠海马 ＮＳＣｓꎬ应用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＶＰＡ 诱导 ＮＳＣｓ 向
神经元分化过程中 ０、１、３ 和 ５ｄ 时ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达变化ꎻ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测成年 ＳＤ 大鼠多组织及ＮＳＣｓ、
神经元和星形胶质细胞中 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 的表达ꎻ应用小干扰 ＲＮＡ 技术下调 ＮＳＣｓ 中 ＨＡＰ￣１ 的表达后ꎬ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分别检测神经元特异分子微管解聚蛋白 ２(Ｓｔｍｎ￣２)、神经元分化因子 １(Ｎｅｕｒｏｄ￣１)、微管相关蛋白 ２
(Ｍａｐ￣２)和突触蛋白 １(Ｓｙｎ￣１)基因和神经元特异性标志物 β￣微管蛋白Ⅲ(Ｔｕｊ￣１)的表达水平ꎬ应用免疫荧光检测 ＮＳＣｓ
向 Ｔｕｊ￣１ 阳性神经元分化的比例ꎬ并观察神经元发育情况ꎮ 结果　 与对照组相比ꎬＶＰＡ 组 ＮＳＣｓ 向神经元分化过程中

ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 和蛋白在 ＶＰＡ 处理后 １ ｄ 和 ３ ｄ 表达明显上调ꎻＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 在中枢神经系统的海马中呈优势表达ꎬ在
神经元中表达较高ꎬＮＳＣｓ 中表达较低ꎬ星形胶质细胞中表达最低ꎻ干扰 ＨＡＰ￣１ 表达后ꎬＶＰＡ 诱导 ＮＳＣｓ 向神经元分化

的比例减少ꎬ神经元发育变差ꎮ 结论　 ＶＰＡ 可能通过上调 ＨＡＰ￣１ 的表达促进 ＮＳＣｓ 向神经元分化ꎮ
[关键词] 　 亨廷顿相关蛋白 １ꎻ丙戊酸钠ꎻ神经干细胞ꎻ神经元ꎻ分化ꎻ实时定量聚合酶链反应ꎻ大鼠

[中图分类号] 　 Ｒ３３２􀆰 ８　 [文献标志码] 　 Ａ　 [ＤＯＩ]　 １０􀆰 １６０９８ / ｊ.ｉｓｓｎ.０５２９￣１３５６􀆰 ２０２１􀆰 ０２􀆰 ００４

[收稿日期] 　 ２０２０￣０９￣０８　 [修回日期]　 ２０２０￣１０￣２３
[基金项目] 　 江苏省自然科学基金青年基金(ＢＫ２０１７０４４７)
[作者简介] 　 王珊珊(１９９４—)ꎬ女(汉族)ꎬ江苏省徐州市人ꎬ在读硕士研究生ꎮ
∗通讯作者(Ｔｏ ｗｈｏｍ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ａｄｄｒｅｓｓｅｄ)
Ｅ￣ｍａｉｌ: ｊｇｕｏｈｕａ＠ ｎｔｕ.ｅｄｕ.ｃｎ　 Ｔｅｌ:(０５１３)８５０５１７１８

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｄｕｒｉｎｇ
ｖａｌｐｒｏａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ＷＡＮＧ Ｓｈａｎ￣ｓｈａｎꎬ ＬＩ Ｗｅｎꎬ ＨＥ Ｈｕｉꎬ ＱＩＮ Ｊｉａｎ￣ｂｉｎｇꎬ ＴＩＡＮ Ｍｅｉ￣ｌｉｎｇꎬ ＺＨＡＯ Ｈｅ￣ｙａｎꎬ ＣＨＥＮＧ Ｘｉａｎｇꎬ ＪＩＮ Ｇｕｏ￣ｈｕａ∗
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｕｍａｎ Ａｎａｔｏｍｙꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｎｅｒｖｅ Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ

Ｎｅｒｖｅ Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｎａｎｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ　 Ｎａｎｔｏｎｇ　 ２２６００１ꎬＣｈｉｎａ)

[Ａｂｓｔｒａｃｔ]　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ (ＨＡＰ￣１) ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｖａｌｐｒｏａｔｅ ａｃｉｄ (ＶＰＡ) ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＮＳＣｓ) ｉｎｔｏ ｎｅｕｒｏｎｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＮＳＣｓ ｏｆ
ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄꎬ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｄａｙ ０ꎬ ｄａｙ １ꎬ ｄａｙ ３ ａｎｄ ｄａｙ ５ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＰＡ ｏｎ ＮＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｎｅｕｒｏｎｓꎻ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ａｄｕｌｔ ＳＤ ｒａｔｓꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ＮＳＣｓꎬ ｎｅｕｒｏｎｓ
ａｎｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ. Ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｙｉｎｇ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ ｉｎ ＮＳＣｓꎬ
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｓｔａｔｈｍｉｎ￣２ (Ｓｔｍｎ￣２)ꎬ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ￣１ (Ｎｅｕｒｏｄ￣１)ꎬ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣２ (Ｍａｐ￣２) ａｎｄ ｓｙｎａｐｓｉｎ￣１ ( Ｓｙｎ￣１)ꎬ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒ β￣ｔｕｂｕｌｉｎⅢ(Ｔｕｊ￣１). Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｔｕｊ￣１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｅｕｒｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｔ ｄａｙ １ ａｎｄ ｄａｙ ３ ａｆｔｅｒ ＶＰＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ＶＰＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎻ ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ
ｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ＮＳＣｓꎬ ａｎｄ ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ. Ａｆｔｅｒ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＨＡＰ￣１ ｗｉｔｈ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｔｕｊ￣１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｂｅｃａｍｅ
ｗｏｒｓｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＶＰＡ ｍａｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓ ｉｎｔｏ ｎｅｕｒｏｎｓ ｂｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＨＡＰ￣１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

[Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ] 　 Ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎻＶａｌｐｒｏａｔｅ ａｃｉｄꎻＮｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎻＮｅｕｒｏｎꎻＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲꎻＲａｔ



Ｖｏｌ.５２ꎬＮｏ.２ 王珊珊等. 亨廷顿相关蛋白 １ 在丙戊酸钠诱导神经干细胞分化过程中的表达和作用 􀅰１８３　　 􀅰

　 　 神经干细胞(ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＮＳＣｓ)是神经系

统中具有自我更新和多向分化潜能的细胞ꎬ可分化

为神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞ꎮ 在成年

哺乳动物的脑中ꎬ大多数 ＮＳＣｓ 处于静止状态或者

休眠状态ꎬ很少分裂ꎬ当它们受到环境或病理因素刺

激后可进入有丝分裂期ꎬ进行增殖并具有多向分化

的潜能[１]ꎮ 因此ꎬ促进内源性 ＮＳＣｓ 增殖或通过外

源性手段补充 ＮＳＣｓꎬ使之分化成神经元或特异表型

的神经元及所需的胶质细胞等ꎬ已成为修复中枢神

经系统损伤和治疗神经系统退行性疾病的主要策略

之一ꎮ 丙戊酸钠( ｖａｌｐｒｏａｔｅ ａｃｉｄꎬＶＰＡ)是最常用的

抗癫痫药物之一ꎬ同时也是一种组蛋白去乙酰化酶

抑制剂ꎬ可上调组蛋白乙酰化水平ꎬ从而调控基因的

表达[２]ꎮ 有研究表明ꎬＶＰＡ 具有神经保护和神经营

养作用[３ꎬ ４]ꎬ不仅能促进 ＮＳＣｓ 向神经元分化以及促

进神经元轴突的生长ꎬ还能抑制 ＮＳＣｓ 向星形胶质

细胞分化[５]ꎮ 本课题组前期研究也表明ꎬＶＰＡ 可促

进海马 ＮＳＣｓ 向神经元分化[６]ꎬ并通过基因芯片检

测发现ꎬＮＳＣｓ 经 ＶＰＡ 处理后亨廷顿相关蛋白 １
(Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬＨＡＰ￣１)ｍＲＮＡ 的表

达明显上调ꎮ 本文应用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ、免疫荧光等检测手段ꎬ观察 ＶＰＡ 在诱导

ＮＳＣｓ 分化过程中 ＨＡＰ￣１ 的表达变化ꎬ并通过基因

沉默技术ꎬ探讨 ＨＡＰ￣１ 在 ＶＰＡ 诱导 ＮＳＣｓ 向神经元

分化过程中的作用ꎬ从而为临床应用 ＮＳＣｓ 治疗中

枢神经系统疾病提供新思路和新方法ꎮ

材料和方法

１. 实验动物

实验用孕 １５ ｄ ＳＤ 大鼠和 ２２０ ~ ２５０ ｇ 成年 ＳＤ
大鼠(雌雄不拘)均由南通大学实验动物中心提供

[动物许可证号:ＳＹＸＫ(苏)２０１２￣００３１]ꎮ 动物实验

获南通大学实验动物伦理委员会批准ꎬ并按实验动

物饲养管理和使用指南进行ꎮ 实验中尽量减少动物

使用数量ꎬ并减轻实验动物痛苦ꎮ
２. 胚脑 ＮＳＣｓ 的分离培养及 ＶＰＡ 诱导分化

孕 １５ ｄ ＳＤ 大 鼠ꎬ 腹 腔 注 射 复 合 麻 醉 剂

(ｃｈｌｏｒｐｅｎｔꎬ ２ ｍｌ / ｋｇ 体重)ꎮ 无菌条件下取出胚胎ꎬ
置于基础培养液(无血清 ＤＭＥＭ)中ꎬ分离胚胎海马

原基ꎬ机械解离成单细胞悬液ꎬ离心后弃上清液ꎬ用
增殖培养液[１ ∶１ ＤＭＥＭ / Ｆ１２、２％ Ｂ２７、２０ μｇ / Ｌ 碱

性成纤维细胞生长因子 ( ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒꎬ ｂＦＧＦ )、 ２０μｇ / Ｌ 表 皮 细 胞 生 长 因 子

(ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＥＧＦ)]悬细胞ꎬ以密度(４ ~
５)×１０５ 细胞 / Ｔ２５ 培养瓶种植ꎮ ６ ~ ７ ｄ 后将形成的

神经球[生后 ０ ｄ(ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｄａｙ ０ꎬ Ｐ０)代]消化传

代ꎬ待 ６~７ ｄ 形成 Ｐ１ 代神经球ꎮ 随机取少量神经

球经巢蛋白(Ｎｅｓｔｉｎ)免疫荧光检测ꎬ并证实其可向

神经元和星形胶质细胞分化ꎬ被确证为 ＮＳＣｓ 后用

于后续实验ꎮ 取 Ｐ１ 代神经球种植于 ６ 孔板ꎬ用分化

培养液(１ ∶１ ＤＭＥＭ / Ｆ１２、２％ Ｂ２７、 ２％ ＦＢＳ)诱导分

化ꎬ 浓度为 ５×１０７ 细胞 / Ｌꎬ贴壁过夜后换液ꎮ 实验

分为 ＶＰＡ 组和对照组:ＶＰＡ 组用含 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＶＰＡ
(Ｓｉｇｍａ 公司) 的分化培养液培养ꎻ对照组用不含

ＶＰＡ 的分化培养液培养ꎮ 分别在 ０、１、３ 和 ５ ｄ 时提

取 ＲＮＡ 和蛋白质ꎬ通过 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 和蛋白的动态表达变化ꎬ
每组 ３ 孔重复ꎬ重复 ３ 次ꎮ
３. 神经干细胞、胚脑神经元和星形胶质细胞的培养

为检测神经元和星形胶质细胞中 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ
的表达水平ꎬ取孕 １５ ｄ ＳＤ 大鼠ꎬ腹腔注射复合麻醉

剂( ｃｈｌｏｒｐｅｎｔꎬ ２ ｍｌ / ｋｇ 体重)ꎬ无菌条件下取出胚

胎ꎬ置于基础培养液中ꎬ分离出胚大脑皮质ꎬ机械解

离为单细胞悬液ꎬ离心后弃上清液ꎮ 将培养的 Ｐ１
代神经球消化为单细胞悬液ꎬ 贴壁培养 ２４ ｈ 后收集

细胞提取 ＲＮＡꎮ 为检测神经元和星形胶质细胞中

ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎬ神经元培养用神经元培

养液(ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ、２ ｍｍｏｌ / Ｌ 赖氨酸、２％ Ｂ２７)ꎬ以密

度 ３×１０６ 细胞 / １０ ｃｍ 培养皿种植后培养ꎬ６ ~ ７ ｄ 后

收集细胞提取 ＲＮＡꎻ 星形胶质细胞培养用星形胶质

细胞培养液(１ ∶ １ ＤＭＥＭ / Ｆ１２、１０％ ＦＢＳ)ꎬ以密度

１􀆰 ５×１０６ 细胞 / Ｔ７５ 培养瓶种植后培养ꎬ３ ~ ４ ｄ 传代

１ 次ꎬ传至 Ｐ４ 胶质细胞纯度达到近 １００％时收集细

胞ꎬ提取 ＲＮＡꎮ
４. 小干扰 ＲＮＡ 转染

为检测 ＨＡＰ１ 在 ＶＰＡ 诱导 ＮＳＣｓ 向神经元分化

中的作用ꎬ由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司设计并合成小干扰阴性

对照 ( ｓｉ￣ＮＣ) 和 ３ 条针对 ＨＡＰ￣１ 的小干扰 ＲＮＡ
(ｓｉ￣ＨＡＰ￣１)ꎬ 分别为 ｓｉ￣ＨＡＰ￣１￣１ꎬ ｓｉ￣ＨＡＰ￣１￣２ 和 ｓｉ￣
ＨＡＰ￣１￣３ꎮ 引物序列如下:ｓｉ￣ＨＡＰ￣１￣１:正向:５’￣ＣＣＵ
ＧＣＡＧＧＵＵＣＵＧＵＣＡＣＣＣＡＣＵＡＧＧ￣３’ꎬ反向 ５’￣ＣＡＵ
ＡＧＵＧＧＧＵＧＡＣＡＧＡＡＣＣＵＧＣＡＧＧ￣３’ꎻｓｉ￣ＨＡＰ￣１￣２:正
向:５’￣ＣＡＧＵＧＵＧＣＣＵＣＵＧＧＡＵＧＣＡＣＵＵＣＣＡ￣３’ꎬ反
向 ５’￣ＵＧＧＡＡＧＵＧＣＡＵＣＣＡＧＡＧＧＣＡＣＡＣＵＧ￣３ｖꎻｓｉ￣
ＨＡＰ￣１￣３:正向:５’￣ＧＡＣＧＣＡＣＣＡＵＧＧＡＣＣＣＧＣＵＡＣＡ
ＵＡＵ￣３’ꎬ反向 ５’￣ＡＵＡＵＧＵＡＧＣＧＧＧＵＣＣＡＵＧＧＵＧＣ
ＧＵＣ￣３’ꎮ 经预实验ꎬｓｉ￣ＨＡＰ￣１￣１ 的抑制效率最好ꎬ
故实 验 均 用 ｓｉ￣ＨＡＰ￣１￣１ 转 染ꎮ 转 染 试 剂 为

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ꎬ具体转染过程如下:(１) Ｐ１ 代

ＮＳＣｓ 被消化成单细胞悬液后分别以 ５×１０５ 或 １×
１０５ 种植到 ６ 孔或 ２４ 孔板中ꎬ培养过夜ꎻ(２)第 ２ 天

更换新鲜分化液ꎻ ( ３) 预混 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 和

Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 摇匀ꎬ离心ꎬ室温静置 ５ ｍｉｎꎻ ( ４) 预混

ｓｉＲＮＡ 和 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭꎬ摇匀ꎬ离心ꎬ室温静置 ５ ｍｉｎꎻ
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(５)将 ｓｉＲＮＡ 预混液逐滴加入 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 预

混液中ꎬ摇匀ꎬ离心ꎬ室温静置 ５ ｍｉｎꎻ(６)将混合液

逐滴加入相应的 ６ 孔或 ２４ 孔板中ꎬ继续培养 ２４ ｈ
或 ４ ｄ 后提取细胞 ＲＮＡ、蛋白质或者取得细胞爬片ꎮ
实验设计了 ４ 个组:小干扰阴性对照组(ｓｉ￣ＮＣ 组)ꎬ
ＶＰＡ 组ꎬ ＨＡＰ￣１ 小干扰 ＲＮＡ 组 ( ｓｉ￣ＨＡＰ￣１ 组)ꎬ
ＶＰＡ＋ ｓｉ￣ＨＡＰ￣１ 组ꎮ ６ 孔板中的细胞用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 检测神经元特异性分子 ｍＲＮＡ 的表达ꎬ用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测神经元特异性标志物 β￣微管蛋

白Ⅲ(β￣ｔｕｂｕｌｉｎ ⅢꎬＴｕｊ￣１)蛋白的表达ꎬ每组 ３ 孔ꎬ重
复 ３ 次ꎻ２４ 孔板中的细胞用于免疫荧光检测 Ｔｕｊ￣１
阳性神经元情况ꎬ每组 ６ 孔ꎬ重复 ３ 次ꎮ
５. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测

取成年 ＳＤ 大鼠 ３ 只ꎬ前述复合麻醉剂腹腔注

射麻醉后开颅ꎬ取端脑、小脑、脑干和海马组织ꎬ另取

大鼠心脏、肝脏和肌肉组织ꎬ分别用 Ｔｒｉｚｏｌ 在研磨器

中研磨提取 ＲＮＡꎻＴ２５ 培养瓶、１０ ｃｍ 培养皿及 Ｔ７５
培养瓶中的 ＮＳＣｓ、神经元细胞和星形胶质细胞则用

Ｔｒｉｚｏｌ 直接裂解提取总 ＲＮＡꎬ提取后用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００ 检测样品的浓度和纯度ꎮ 按照 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＱＲＴ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ (＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ)第 １ 链 ｃＤＮＡ 合

成试剂盒(Ｖａｚｙｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司)说明书ꎬ将 １ μｇ 总

ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ 按照 Ｆａｓｔ Ｓｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ ( Ｒｏｃｈｅ ) 说 明 书ꎬ 在

ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＴＭ ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公
司)中进行 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ反应结束后将给出的 Ｃｔ
值按照 ２－△△Ｃｔ法计算基因的相对表达量ꎬ所得数据

用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 统计学软件进行分析ꎮ 实验

所用引物(Ｓａｎｇｏｎ 公司)如下:ＨＡＰ￣１:正向 ５’￣ＴＣＡ
ＣＣＡＡＧＣＴＡＣＡＡＣＡＧＣＧＴ￣３’ꎬ 反向 ５’￣ＣＡＣＧＡＧ
ＧＣＣＴＧＣＴＴＣＣＡＴＡＡ￣３’ꎻ微管解聚蛋白 ２(ｓｔａｔｈｍｉｎ￣２ꎬ
Ｓｔｍｎ￣２): 正向 ５’￣ＣＡＣＴＴＧＧＡＧＡＣＴＧＴＧＡＧＣＴＧ
ＧＴＴ￣３’ꎬ 反向 ５’￣ＡＴＴＧＣＣＣＴＡＴＧＧＧＡＡＴＧＡＡＡ￣
３’ꎻ 神经元分化因子 １ ( ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ￣１ꎬ
Ｎｅｕｒｏｄ￣１):正向 ５’￣ＣＡＧＧＧＴＴＡＴＧＡＧＡＴＣＧＴＣＡ
ＣＴＡＴＴＣ￣３’ꎬ 反向 ５’￣ＣＣＴＴＣＴＴＧＴＣＴＧＣＣＴＣＧＴ
ＧＴＴＣＣ￣３’ꎻ 微管相关蛋白 ２(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ￣２ꎬＭａｐ￣２):正向 ５’￣ＣＴＴＧＡＴＴＣＴＡＴＴＧＣＣＣ
ＴＴＧＧＧＴＴＴＡ￣３’ꎬ 反向 ５’￣ＣＡＴＣＣＡＴＣＧＴＴＣＣＧＣ
ＴＡＧＴＧＴＴＧ￣３’ꎻ 突触蛋白 １(ｓｙｎａｐｓｉｎ￣１ꎬＳｙｎ￣１):正
向 ５’￣ＣＣＴＣＡＴＴＣＧＴＧＣＴＧＣＣＴＧＴＧＧＴＡ￣３’ꎬ 反向

５’￣ＣＴＧＧＣＣＣＴＴＴＧＣＴＴＧＴＴＴＡＴＴＴＴ￣３’ꎻＧＡＰＤＨ:
正向 ５’￣ＣＣＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧ￣３’ꎬ
反向 ５’￣ＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴ￣３’ꎮ
６. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

用蛋白提取试剂盒(Ｐｉｅｒｃｅ 公司)提取细胞总蛋

白ꎬ测定浓度后进行凝胶电泳ꎬＢｉｏ￣Ｒａｄ 半干转印系

统转至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂奶粉将 ＰＶＤＦ 膜室温封闭

２ ｈꎬ一抗孵育过夜(４ ℃)ꎮ 第 ２ 天二抗室温孵育

２ ｈꎬ 通过增强化学发光试剂盒(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)进行

显像ꎮ 用 Ｓｈｉｎｅ￣ｔｅｃｈ Ｉｍａｇｅ Ｓｙｓｔｅｍ 扫描并量化每个

条带的吸光度值ꎮ 实验所用一抗:鼠抗 ＨＡＰ￣１ 单克

隆抗体(１ ∶１０００ꎬＡｂｃａｍ 公司)ꎬ鼠抗 Ｔｕｊ￣１ 单克隆抗

体(１ ∶１０００ꎬＭｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎬ鼠抗 β￣ａｃｔｉｎ 单克隆抗

体(１ ∶１５００ꎬＡｂｃａｍ 公司)ꎻ二抗:ＨＲＰ 缀合的山羊抗

小鼠 ＩｇＧ(１ ∶５０００ꎬＰｉｅｒｃｅ 公司)ꎮ
７. 免疫荧光检测

小干扰 ＲＮＡ 转染后 ４ ｄꎬ２４ 孔培养板中的细胞

爬片用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ(ｐＨ ７􀆰 ２)洗 ３ 遍ꎬ４％多聚甲

醛室温固定 ３０ ｍｉｎꎬ再用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ用含 ０􀆰 １％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 的 ＰＢＳ 室温孵育 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３ 遍

后用含 ０􀆰 ５％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 室温封闭 ２ ｈꎬ吸去封闭

液ꎬ加入一抗ꎬ４ ℃过夜ꎮ 吸去一抗ꎬＰＢＳ 洗 ３ 遍后

二抗室温避光孵育 ２ ｈꎮ 吸去二抗ꎬＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ用
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２(Ｐｉｅｒｃｅ 公司)将细胞在室温下避光染

色 １０ ｍｉｎꎬ吸去 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ꎬＰＢＳ 清洗后用甘油明

胶封片ꎮ 实验所用一抗:鼠抗 Ｔｕｊ￣１ 单克隆抗体

(１ ∶１０００ꎬ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎻ二抗:Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 缀

合的(绿色)山羊抗鼠 ＩｇＧ(１ ∶１０００)ꎬ均购自 Ａｂｃａｍ
公司ꎮ
８. 数据分析

数据以均值±标准差(􀭰ｘ± ｓ)表示ꎬ用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ６ 统计学软件分析数据ꎬ两组间比较采用双尾

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎮ
Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

１. ＶＰＡ 处理后 ＨＡＰ￣１表达水平上调

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测了 ＶＰＡ
组和对照组中海马 ＮＳＣｓ 在 ０、１、３ 和 ５ ｄ 时 ＨＡＰ￣１
ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平ꎬ结果如图 １Ａ 和 １Ｂ 所

示ꎬ与对照组相比ꎬＶＰＡ 组 ＨＡＰ￣１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白

表达水平在 １ ｄ 和 ３ ｄ 时均呈现明显升高(Ｐ<０􀆰 ０１
或 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ与芯片结果趋势一致ꎮ
２. ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 在大鼠多组织和神经组织细胞中

的表达

为了推测 ＨＡＰ￣１ 在 ＶＰＡ 诱导 ＮＳＣｓ 向神经元

分化过程中的可能作用ꎬ我们通过 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检

测了 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 在成年大鼠 ３ 个胚层来源组织

端脑、小脑、脑干、海马、心脏、肝脏和肌肉中的表达ꎬ
结果显示ꎬＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 在脑干和海马中的表达显

著高于其他组织ꎬ且在海马中表达最高(图 ２Ａ)ꎮ
通过 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 还检测了 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 在

ＮＳＣｓ、神经元和星形胶质细胞中的表达ꎬ结果如图
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图 １　 海马 ＮＳＣｓ 经 ＶＰＡ 处理后 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平上调

Ａ.Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ在 １ ｄ 和 ３ ｄ 时 ＶＰＡ 组 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 的表达明显高于对照组(∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ
∗∗Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ Ｂ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＨＡＰ￣１ 蛋白的表达ꎬ１、３ 和 ５ 为对照组ꎬ２、４ 和 ６ 为 ＶＰＡ 组ꎻ在 １ ｄ 和 ３ ｄ 时 ＶＰＡ 组

ＨＡＰ￣１ 蛋白的表达明显高于对照组(∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１)
Ｆｉｇ.１　 ＶＰＡ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１
Ａꎬ Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ ａｔ ｄａｙ ０ꎬ ｄａｙ １ꎬ ｄａｙ ３ ａｎｄ ｄａｙ ５ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ ｉｎ ＶＰＡ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄａｙ １ ａｎｄ ３(∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ Ｂꎬ Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ ｄａｙ ０ꎬ ｄａｙ １ꎬ ｄａｙ ３ ａｎｄ ｄａｙ ５ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ(∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻ １ꎬ ３
ａｎｄ ５ ｒｅｆｅｒｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ２ꎬ ４ ａｎｄ ６ ｒｅｆｅｒｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＶＰＡ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ＶＰＡ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄａｙ １ ａｎｄ ｄａｙ ３

图 ２　 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 在大鼠多组织和神经组织细胞中的表达

Ａ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 在成年大鼠的端脑、小脑、脑干、海马、心脏、肝脏和肌肉组织中的表达ꎻ
Ｂ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 在神经干细胞、神经元和星形胶质细胞中的表达

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｎｅｒｖｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ
Ａꎬ Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｉｎ ｔｅｌｅｎｃｅｐｈａｌｏｎꎬ ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍꎬ ｂｒａｉｎ ｓｔｅｍꎬ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓꎬ ｈｅａｒｔꎬ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎻ ＢꎬＴｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

２Ｂ 所示ꎬ ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 在神经元中表达最高ꎬ在
ＮＳＣｓ 中次之ꎬ在星形胶质细胞中表达最低ꎮ
３. ＨＡＰ￣１小干扰 ＲＮＡ 的转染及其干扰效率

为研究 ＨＡＰ￣１ 在 ＶＰＡ 诱导 ＮＳＣｓ 向神经元分

化过程中的作用ꎬ应用 ＲＮＡ 干扰抑制 ＨＡＰ￣１ 的表

达ꎮ 在将小干扰 ＲＮＡ 转染 ＮＳＣｓ 后ꎬ 通过观察

ＢＬＯＣＫ￣ＩＴＴＭ 荧光确定转染效果ꎬ在小干扰 ＲＮＡ 浓

度为 ２０ ｎｍｏｌ / Ｌ 时几乎所有细胞都呈红色荧光ꎬ说
明小干扰 ＲＮＡ 转染的效率接近 １００％ꎬ因此后续实

验均使用浓度为 ２０ ｎｍｏｌ / Ｌ 小干扰 ＲＮＡ 进行转染ꎮ
为检测小干扰 ＲＮＡ 的干扰效率ꎬ本实验通过 Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分别检测 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ

和蛋白的表达情况ꎬ结果显示ꎬＨＡＰ￣１ 的 ｍＲＮＡ 和

蛋白 表 达 均 受 到 显 著 抑 制 (图 ３Ａ 和 ３Ｂ)ꎬ 而

ｓｉ￣ＨＡＰ￣１￣１ 的干扰效率最好ꎬ后续的实验均使用

ｓｉ￣ＨＡＰ￣１￣１ 转染 ＮＳＣｓꎮ
４. ＨＡＰ￣１对 ＶＰＡ 诱导 ＮＳＣｓ 向神经元分化的影响

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的检测结果显示ꎬ ＶＰＡ 促进

Ｓｔｍｎ￣２、Ｎｅｕｒｏｄ￣１、Ｍａｐ￣２ 和 Ｓｙｎ￣１ 的表达ꎬ而干扰了

ＨＡＰ１ 的表达后则下调 Ｓｔｍｎ￣２、Ｎｅｕｒｏｄ￣１、Ｍａｐ￣２ 和

Ｓｙｎ￣１ 表达ꎻ在干扰 ＨＡＰ￣１ 表达的同时ꎬ加入 ＶＰＡ
可部分抵消由于 ＨＡＰ￣１ 下调导致的神经元特异性

分子的表达变化(图 ４Ａ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 的检测

结果显示ꎬＶＰＡ 处理后神经元特异性标记物 Ｔｕｊ￣１
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图 ３　 ＨＡＰ￣１ 小干扰 ＲＮＡ 的转染及干扰效率检测

Ａ.Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 的表达量(与 ｓｉ￣ＮＣ 组比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻＢ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＨＡＰ￣１
蛋白表达量(与 ｓｉ￣ＮＣ 组比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１)
Ｆｉｇ.３　 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉ￣ＨＡＰ￣１
Ａꎬ Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ( ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ￣ＮＣ
ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ Ｂꎬ Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｓｉＲＮＡ (ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１)

蛋白表达上调ꎻ而干扰 ＨＡＰ￣１ 后 Ｔｕｊ￣１ 蛋白表达下

调ꎻ在干扰 ＨＡＰ￣１ 的同时加入 ＶＰＡꎬ可部分抵消干

扰 ＨＡＰ￣１ 的作用ꎬＴｕｊ￣１ 蛋白的表达水平达到对照

组水平(图 ４Ｂꎬ４Ｃ)ꎮ 免疫荧光结果显示ꎬＶＰＡ 组

Ｔｕｊ￣１ 阳性神经元的比例增多ꎬ神经元突起较多较长

较粗ꎻ干扰 ＨＡＰ￣１ 后 Ｔｕｊ￣１ 阳性神经元比例下降ꎬ突
起较少较短较细ꎻ在 ＶＰＡ 诱导时加入小干扰 ＨＡＰ￣１
后ꎬＴｕｊ￣１ 阳性神经元比例下降至对照组水平ꎬ突起

较少较短较细(图 ４Ｄꎬ４Ｅ)ꎬ提示 ＶＰＡ 可能通过上

调 ＨＡＰ￣１ 的表达促进 ＮＳＣｓ 向神经元分化ꎮ

讨　 　 论

阿尔茨海默病(Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬＡＤ)、帕金森

病 ( Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＰＤ )、 亨 廷 顿 舞 蹈 病

((Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＨＤ)、 肌 萎 缩 侧 索 硬 化 症

(ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ ＡＬＳ) 和朊病毒疾病

等[７] 神经退行性疾病 ( ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＮＤ)已成为全球严重的医学和社会问题[８]ꎮ 鉴于

ＮＳＣｓ 的增殖和分化特性ꎬＮＳＣｓ 最有望成为治疗

ＡＤ、ＰＤ 等神经系统退行性疾病的备选细胞ꎮ
ＶＰＡ 作为一种短链脂肪酸ꎬ多年来一直作为广

泛使用的抗癫痫药物ꎬ并已有报道显示其具有明显

的神经保护作用[９ꎬ１０]ꎮ 此外ꎬＶＰＡ 也是一种组蛋白

去乙酰化酶(ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓꎬ ＨＤＡＣｓ)抑制剂ꎬ
通过促进组蛋白乙酰化对染色质结构进行表观遗传

修饰和调节基因表达[１１]ꎬ以影响神经元分化ꎮ 有研

究表明ꎬＶＰＡ 减少神经元前体细胞(ｎｅｕｒａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
ｃｅｌｌｓꎬＮＰＣｓ)增殖ꎬ促进其向神经元、抑制其向胶质

细胞分化[１２]ꎮ Ｄｕａｎ 等[１３] 研究发现ꎬＶＰＡ 提高小鼠

成纤维细胞诱导为神经干细胞的重编程效率和神经

元分化与 ｍＴＯＲ 信号通路激活有关ꎮ 我们前期研

究发现ꎬ在 ＮＳＣｓ 分化过程中ꎬ加入 ＶＰＡ 处理 ２４ ｈ

后ꎬＭａｐ￣２ 和 Ｓｙｎ￣１ 等神经元标志分子明显上调[６]ꎬ
提示 ＶＰＡ 在促进 ＮＳＣｓ 向神经元分化过程中发挥作

用ꎬ但具体的分子机制及靶标尚不清楚ꎮ 因此ꎬ探索

ＶＰＡ 促进 ＮＳＣｓ 向神经元分化的分子机制ꎬ可更好

地调控 ＮＳＣｓ 分化ꎬ并可为临床治疗神经系统退行

性疾病的药物筛选提供依据ꎮ
本课题组构建的大鼠海马 ＮＳＣｓ 差异表达基因

芯片结果中ꎬ与对照组比较ꎬＶＰＡ 处理组有 １１３２ 个

ｍＲＮＡ 的表达呈现明显差异(差异倍数> ２ 且 Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ其中上调的 ｍＲＮＡ 有 ８７４ 个ꎬ下调的有 ２５８
个ꎮ ＧＯ(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)分析结果显示ꎬ上调的差异

ｍＲＮＡ 主要集中在神经元发育ꎬ突触传递和神经元

活力等生物学功能方面ꎮ 在上调的基因中ꎬＨＡＰ￣１
的差异倍数较大ꎬ为 ２􀆰 ２０３ 倍ꎮ 本研究通过 Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 证实ꎬ在 ＶＰＡ 处理 １ ｄ
和 ３ ｄ 时ꎬ与对照组相比ꎬＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 和蛋白水平

均明显上调ꎬ进一步验证了基因芯片结果ꎮ ＨＡＰ￣１
是第 １ 个被发现与亨廷顿蛋白 (Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
Ｈｔｔ)相作用的蛋白质ꎬ在大脑中尤其在下丘脑中高

表达[１４]ꎮ ＨＡＰ￣１ 突变后可引起细胞内外 Ｃａ２＋ 稳态

失衡ꎬ从而导致 ＨＤ 的发生[１５]ꎮ 研究还表明ꎬＨＡＰ￣１
在其他神经系统退行性疾病中也能与相关蛋白结合

而发挥作用ꎮ 有文献表明ꎬＨＡＰ￣１ 参与微管依赖性

转运ꎬ在神经细胞发育和分化过程的物质运输中起

着关键作用[１６~１８]ꎮ Ｈｕａｎｇ 等[１７] 对来自 ＨＡＰ￣１ 半抗

原缺失和野生型小鼠大脑的紫杉醇沉淀微管进行了

蛋白质组学分析ꎬ发现 ＨＡＰ￣１ 能够通过与微管上的

断点簇区蛋白(ｂｒｅａｋｐｏｉｎｔ ｃｌｕｓｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＢｃｒ)
结合ꎬ继而进一步激活 Ｂｃｒ 的下游效应子———细胞

外 信 号 调 节 激 酶 ( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅꎬＥＲＫ) 和 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶 ( ｐ３８
ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬｐ３８ＭＡＰＫ)ꎬ促进神



Ｖｏｌ.５２ꎬＮｏ.２ 王珊珊等. 亨廷顿相关蛋白 １ 在丙戊酸钠诱导神经干细胞分化过程中的表达和作用 􀅰１８７　　 􀅰

图 ４　 ＨＡＰ￣１ 对 ＶＰＡ 诱导 ＮＳＣｓ 向神经元分化的影响

Ａ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测神经元特异分子 Ｓｔｍｎ￣２、Ｎｅｕｒｏｄ￣１、Ｍａｐ￣２ 和 Ｓｙｎ￣１ 的表达(∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻＢ、Ｃ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
检测神经元标记物 Ｔｕｊ￣１ 蛋白的表达量(∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻＤ、Ｅ.免疫荧光检测 Ｔｕｊ￣１ 阳性神经元比例ꎬＨｏｅｃｈｓｔ 染核ꎬ标
尺示 １００ μｍ(∗∗Ｐ<０􀆰 ０１)
Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＡＰ￣１ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓ ｉｎｔｏ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＶＰＡ
Ａꎬ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｔｍｎ￣２ꎬ Ｎｅｕｒｏｄ￣１ꎬ Ｍａｐ￣２ ａｎｄ Ｓｙｎ￣１(∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ ＢꎬＣꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔｕｊ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ Ｄꎬ Ｅꎬ Ｔｕｊ￣１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙꎬ ｎｕｃｌｅｉ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔꎬ Ｂａｒ＝ １００ μｍ (∗∗Ｐ<０􀆰 ０１)



􀅰１８８　　 􀅰 　 　 解　 　 剖　 　 学　 　 报 ５２ 卷ꎬ２ 期

经元发育和分化以及神经突起的生长ꎮ Ｌｉｍ 等[１９]

研究表明ꎬ ＨＡＰ￣１ 是参与脑源性神经营养因子

(ｂｒａｉｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ) /酪氨酸激

酶受体 Ｂ(ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｂꎬ ＴｒｋＢ)信号转导

的关键分子ꎬＢＤＮＦ / ＴｒｋＢ 复合物在神经元发育和神

经系统功能的维持中起关键作用ꎬＨＡＰ￣１ 基因敲除

小鼠具有很多 ＢＮＤＦ 基因敲除小鼠的表型特征ꎮ 基

于上述报道ꎬ我们推测 ＶＰＡ 可能通过上调 ＨＡＰ￣１
的表达促进 ＮＳＣｓ 向神经元分化ꎮ

本研究检测了 ＨＡＰ￣１ 在大鼠 ３ 个胚层来源的

多组织中的表达ꎬ发现其高表达于来自外胚层的神

经系统ꎬ特别在有神经发生区的海马结构中高表达ꎮ
而与 ＮＳＣｓ 和星形胶质细胞相比ꎬＨＡＰ￣１ 在神经元

中表达更高ꎬ我们认为ꎬ高表达基因更有可能在神经

生物学过程中起着至关重要的作用ꎬ 这进一步说明

了 ＨＡＰ￣１ 可能与神经元的分化有关ꎮ 为了验证

ＨＡＰ￣１ 在 ＶＰＡ 诱导 ＮＳＣｓ 向神经元分化中的作用ꎬ
我们通过在 ＮＳＣｓ 中干扰 ＨＡＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达的方

法ꎬ 应用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和细胞免

疫荧光等手段ꎬ检测了神经元特异性分子 Ｓｔｍｎ￣２、
Ｎｅｕｒｏｄ￣１、Ｍａｐ￣２ 和 Ｓｙｎ￣１ 基因以及神经元特异性标

志物 Ｔｕｊ￣１ 蛋白的表达ꎬ并观察了分化为 Ｔｕｊ￣１ 阳性

神经元的比例和神经元的发育情况ꎬ进一步证实了

ＮＳＣｓ 经 ＶＰＡ 诱导后ꎬ神经元的标志分子和标志物

的表达明显上调ꎬ向神经元分化比例明显增加ꎬ神经

元发育良好ꎮ 如果在干扰 ＨＡＰ￣１ 表达的同时加入

ＶＰＡ 处理ꎬ 神经元特异性标志分子和标志物的表

达、神经元的分化数量及发育情况可得到部分逆转ꎬ
这与 ＶＰＡ 还可能通过其他信号途径促进 ＮＳＣｓ 向神

经元的分化有关ꎬ本课题组曾证实 ＶＰＡ 促进 ＮＳＣｓ
向神经元分化的过程中肝配蛋白 Ａ３( ｅｐｈｒｉｎ Ａ３ꎬ
Ｅｆｎａ￣３)表达上调[２０]ꎮ 本研究探讨了 ＶＰＡ 诱导海马

ＮＳＣｓ 向神经元分化过程中 ＨＡＰ￣１ 的表达变化及可

能的作用机制ꎬ其研究结果可为临床应用 ＮＳＣｓ 治

疗神经系统退行性疾病的研究和药物筛选提供参
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