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·基础实验研究论著·

高糖培养对神经膜细胞株ＥＧＲ２蛋白表达的影响及其意义

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　　摘　要：目的　研究不同浓度葡萄糖对神经膜细胞早期生长反应蛋白２（ＥＧＲ２）表达产生的影响。方法　将神经膜细胞株用

两种不同浓度的葡萄糖培养后，分组为正常葡萄糖浓度组（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｎ组）和高糖组（２５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｈ组），用免疫细胞化学法

和蛋白质印迹法研究ＥＧＲ２蛋白表达情况。结果　Ｈ组ＥＧＲ２蛋白表达比Ｎ组高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　高糖

导致神经膜细胞株ＥＧＲ２蛋白表达升高，ＥＧＲ２可能在糖尿病导致的神经病变中发挥作用。
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　　糖尿病神经病变是糖尿病最常见的并发症之一，占糖尿病

并发症的６０％～７０％
［１］。神经膜细胞（ＳＣｓ）是周围神经系统

中的神经胶质细胞，起源于胚胎的神经嵴细胞，神经嵴细胞发

育为神经膜细胞前体，然后继续发育为未成熟的神经膜细胞，

最后形成成熟的神经膜细胞，成熟的神经膜细胞包绕周围神经

的轴突形成有髓或无髓神经纤维。神经膜细胞的外表面有基

膜，能分泌神经营养因子，促进受损神经元轴突的再生。体内

高血糖状态会引起神经元损伤，神经元损伤后，神经膜细胞会

去分化，退回到干细胞样状态以促使神经元修复。已有许多研

究将神经膜细胞作为体外研究模型，探索糖尿病神经病变发病

机制，然而国内外并未见高糖状态下早期生长反应蛋白２

（ＥＧＲ２）表达情况的研究。ＥＧＲ２属于锌指家系的转录因子，

可激活神经膜细胞内大量与成髓相关的基因和合成脂质所需

要的酶来调控神经膜细胞成髓，是神经膜细胞形成髓鞘的关键

因子。ＥＧＲ２的病理生理功能未能完全了解，本文研究高糖状

态下ＥＧＲ２的表达情况，以进一步研究ＥＧＲ２在体内高血糖状

态下的表达及其在神经病变中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　神经膜细胞株（ＲＳＣ９６细胞株，中科院上海细胞

库），ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公

司），青链霉素双抗（Ｇｉｂｃｏ公司），６孔培养板（Ｎｅｓｔ公司），超净

工作台（Ａｉｒｔｅｃｈ公司），ＥＧＲ２抗体（Ａｂｃａｍ公司）。

１．２　细胞培养及鉴定　ＲＳＣ９６细胞株培养到适当密度后传

代，用 Ｓ１００鉴定细胞株，并分别用５．５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｎ 组），

２５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｈ组）葡萄糖浓度的培养基培养３ｄ。

１．３　免疫细胞化学　用０．２５％胰蛋白酶将神经膜细胞制成

悬液，血球计数板计数后以５×１０４／ｍＬ接种到预先包被有多

聚赖氨酸的玻片上，于５％ＣＯ２、３７℃条件下培养２４ｈ。取出

盖玻片，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，

４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，用３％

Ｈ２Ｏ２ 封闭内源性过氧化物（３０ｍｉｎ）；ＰＢＳ漂洗３次，每次１０

ｍｉｎ，用５％羊血清３７℃条件下封闭３０ｍｉｎ。加入２％羊血清

稀释的兔抗鼠一抗，４℃过夜，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳＴ漂洗５次，每

次５ｍｉｎ，通用ＰＶ９０００１在３７℃下孵育３０ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳＴ漂洗５次，每次５ｍｉｎ，用ＤＡＢ显色，显微镜下观察颜色

深浅，合适的时候用单蒸水终止显色。显微镜下观察并拍照。

１．４　蛋白质印迹　细胞生长到一定密度后，每瓶细胞加

４００μＬ细胞裂解液，裂解３０ｍｉｎ后，收集裂解液保存备用。制

作电泳所需的分离胶和浓缩胶，根据蛋白浓度测定结果，在每

孔加６０μｇ蛋白，电泳，封闭，孵育一抗，二抗，显色，照相。应

用ＩｍａｇｅＪ软件测量ＥＧＲ２相对于βｔｕｂｌｉｎ的灰度值。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０进行统计学分析，组间比

较采用秩和检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　免疫细胞化学染色结果　阴性对照组不染色，Ｈ组和 Ｎ

组细胞形态均一，细胞生长状态良好，细胞染色均一，ＥＧＲ２蛋

白在细胞质表达，两组显色时间相同的情况下，Ｈ组显色相较

Ｎ组稍深。见图１。
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图１　　免疫细胞化学染色结果（×４００）

２．２　蛋白质印迹结果　βｔｕｂｌｉｎ条带清晰，显色状况良好，Ｈ

组的ＥＧＲ２表达量大于Ｎ组，统计灰度值后二者比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。

图２　　蛋白质印迹结果

３　讨　　论

神经膜细胞及其分泌的各种因子是构成神经再生微环境

的主要成分，不仅在支持保护轴突，维持周围神经的正常功能

与良好微环境等方面起到重要作用，而且在糖尿病神经病变病

理变化的形成和代偿等方面起也起到重要作用［２］。动物实验

和临床研究都观察到糖尿病周围神经组织损伤后神经膜细胞

可出现增殖反应［３４］，以促进轴突的修复和再生。

Ｍｙｅｒｓ
［５］于１９９８年已发现慢性糖尿病会导致少突胶质细

胞包裹的中枢神经髓鞘异常。Ｗａｎｇ等
［６］在研究高糖培养的

星形胶质细胞时发现，高糖能上调白细胞介素６（ＩＬ６）、肿瘤坏

死因子α（ＴＮＦα），白细胞介素１β（ＩＬ１β），白细胞介素４（ＩＬ４）

等炎症因子，高糖培养能够导致星形胶质细胞产生活性氧簇

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的水平增加，同时激活 ＮＦκＢ

和ＳＴＡＴ３。ＲＯＳ清除剂，ＮＦκＢ和ＳＴＡＴ３特异性抑制剂能

够阻断这些炎症因子的上调。星形胶质细胞和少突胶质细胞

是中枢神经系统中的两种神经胶质细胞，其生物学性状与神经

膜细胞多有相似。

ＥＧＲ２不仅在周围神经系统形成髓鞘时起关键作用，也可

能在糖尿病导致的神经病变中起作用。Ｚａｍａｎ等
［７］研究发现

ＥＧＲ２参与了多个信号通路，并在多个生物活动中发挥功能，

且在体内培养诱导胫骨形成中发现ＥＧＲ２表达增加；在体外实

验中，损伤培养的胫骨源性骨形成细胞系 ＵＭＲ１０６细胞中

ＥＧＲ２ｍＲＮＡ的表达也会升高。Ｊｅｓｓｅｎ等
［８］对孕１４ｄ大鼠的

胚胎背根神经节中的神经膜细胞进行培养，发现ＩＬ６使ＥＧＲ２

ｍＲＮＡ和蛋白表达量显著增加。Ｚｈａｎｇ等
［９］用ＩＬ６受体和

ＩＬ６配体形成复合物，刺激ｇｐ１３０的生成，导致神经膜细胞成

熟细胞增多，并导致神经膜细胞表达ＥＧＲ２增多。ｇｐ１３０的条

件减少能导致周围神经脱髓鞘和退化［１０］。ＩＬ６能够在神经膜

细胞中激活ＳＴＡＴ３，这已经得到证实
［１１］。Ｚｕｌｉａｎｉ等

［１２］也研

究证实在高糖环境中，ＩＬ６、ＩＬ６受体和ｇｐ１３０均会升高。

本研究中免疫组化和蛋白质印迹均显示，神经膜细胞在高

糖环境中培养３ｄ后，ＥＧＲ２蛋白表达增加，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），提示在高糖对神经膜细胞的刺激作用下，ＥＧＲ２蛋

白表达水平升高。ＥＧＲ２在高糖培养的神经膜细胞中表达升

高，可能是高糖导致ＩＬ６表达升高，从而导致ｇｐ１３０升高，激

活ＳＴＡＴ３途径，进而导致神经膜细胞成熟增加，并最终导致

神经膜细胞表达ＥＧＲ２增多。
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（１）：４７５６．

［４］ 屈岭，梁晓春，张宏．高糖对体外培养神经膜细胞影响的研究进展

［Ｊ］．基础医学与临床，２００８，２８（１２）：１３２４１３２８．

［５］ ＭｙｅｒｓＳＦ．Ｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｖｅｓｔｉｂｕｌａｒｎｅｒｖｅｓｏｆ

ｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｙｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．ＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌＨｅａｄＮｅｃｋＳｕｒｇ，１９９８，

１１９（５）：４３２４３８．

［６］ ＷａｎｇＪ，ＬｉＧ，ＷａｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｎｄｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄａｓ

ｔｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，２０１２，２０２：５８６８．

［７］ＺａｍａｎＧ，ＳｕｎｔｅｒｓＡ，ＧａｌｅａＧＬ，ｅｔａｌ．Ｌｏａｄｉｎｇｒｅｌａｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＥＧＲ２／Ｋｒｏｘ２０ｉｎｂｏｎｅｃｅｌｌｓｉｓＥＲＫ１／２

ｐｒｏｔｅｉｎｍｅｄｉａｔｅｄａｎｄｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ，Ｗｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄ

ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＩａｘｉｓｄｅｐｅｎｄｅｎｔ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１２，

２８７（６）：３９４６３４６２．

［８］ＪｅｓｓｅｎＫＲ，ＭｉｒｓｋｙＲ．ＯｒｉｇｉｎａｎｄｅａｒｌｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＳｃｈｗａｎｎ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｓｃＲｅｓＴｅｃｈ，１９９８，４１（５）：３９３４０２．

［９］ＺｈａｎｇＰＬ，ＬｅｖｙＡＭ，ＢｅｎＳｉｍｃｈｏｎＬ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｎａｌ

ａｎｄｍｙｅｌｉｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＩＬ６ｒｅｃｅｐｔｏｒ／ＩＬ６：ａｓｔｕｄｙ

ｏｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉａｃｅｌｌｓａｎｄｉｓｏｌａｔｅｄＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＥｘｐＮｅｕｒｏｌ，２００７，２０８（２）：２８５２９６．

［１０］ＰｉｚｚｉＭ，ＳａｒｎｉｃｏＩ，ＢｏｒｏｎｉＦ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｎａｎｄｏｌｉｇｏ

ｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｂｙｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６（ＩＬ６）ａｎｄＩＬ６ｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ／ＩＬ６ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｏｒｇａｎｏｔｙｐｉｃｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｓｌｉｃｅｓ［Ｊ］．Ｍｏｌ

ＣｅｌｌＮｅｕｒｏｓｃｉ，２００４，２５（２）：３０１３１１．

［１１］ＷａｎｇＬ，ＬｅｅＨＫ，ＳｅｏＩＡ，ｅｔａｌ．ＣｅｌｌｔｙｐｅｓｐｅｃｉｆｉｃＳＴＡＴ３ａｃｔｉｖａ

ｔｉｏｎｂｙｇｐ１３０ｒｅｌａｔｅｄｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｒｖｅｓ［Ｊ］．Ｎｅｕ

ｒｏｒｅｐｏｒｔ，２００９，２０（７）：６６３６６８．

［１２］ＺｕｌｉａｎｉＧ，ＧａｌｖａｎｉＭ，ＭａｇｇｉｏＭ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｓｍａｓｏｌｕｂｌｅｇｐ１３０ｌｅｖｅｌｓａｒｅ

ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｏｌｄｅｒｓｕｂｊｅｃｔｓｗｉｔｈｍｅｔａｂｏｌｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｉｎｓｕ

ｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，２０１０，２１３（１）：３１９３２４．

（收稿日期：２０１４０１０８）
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