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]Y>W+P#+@;?W$

组
"%)')i"%",! #%#(*i"%"!' #%#'$i"%",' #%#!'i"%",$

!!

注(与
X

]Y>W+P#+@;?W$

组相比!

"

M

&

"%"*

+与空白对照组相比!

*

M

&

"%"#

%%&

!

双重免疫荧光检测
!+RDU4

诱导的
VD+VK*K

细胞 中 的
@;?W$

"

LD

表 达 情 况
!X

]Y>W+P#+

@;?W$

组
!+RDU4

&

*"%"

!

FC:

*

N

'诱 导
$2 G

!

@;?W$

和
LD

蛋白表达均未下降!与空白对照组比

较!差异无统计学意义&

M

'

"%"*

'+模型对照组细胞经

!+RDU4

&

*"%"

!

FC:

*

N

'诱导
$2G

!

@;?W$

和
LD

蛋

白表达水平显著下降!见图
#

#

图
#

!!

双重免疫荧光检测
!+RDU4

诱导的
VD+VK*K

细胞中的
@;?W$

'

LD

表达情况$

c$""

&

表
$

!!

!+RDU4

诱导的
VD+VK*K

细胞
@;?W$

'

!!!

LD

蛋白表达情况$

7iF

&

指标 空白对照组 模型对照组
X

]Y>W+P#+@;?W$

组

@;?W$ "%)!$i"%",$ "%(#2i"%"($

"*

"%)"$i"%",!

LD "%*#$i"%"!$ "%$"(i"%"*2

"*

"%*$'i"%"2)

!!

注(检测数据为灰度值与内参之比+与
X

]Y>W+P#+@;?W$

组相

比!

"

M

&

"%"#

+与空白对照组相比!

*

M

&

"%"#

%%'

!

Q;07;61H:C7

检测上调
@;?W$

表达后!

!+RD+

U4

诱导的
VD+VK*K

细胞中的
@;?W$

"

LD

表达情

况
!

VD+VK*K

细 胞 转 染 上 调 质 粒
X

]Y>W+P#+

@;?W$

!然后用
!+RDU4

诱导
$2G

!

@;?W$

和
LD

蛋白表达水平均未下降!

X

]Y>W+P#+@;?W$

组和空

白对照组中
@;?W$

"

LD

蛋白表达水平与模型对照组

相比!差异具有统计学意义&

M

&

"%"#

'+

X

]Y>W+P#+

@;?W$

组中
@;?W$

"

LD

蛋白表达与空白对照组相

比差异均无统计学意义&

M

'

"%"*

'!见表
$

"图
$

#

图
$

!!

!+RDU4

诱导的
VD+VK*K

细胞

@;?W$

'

LD

表达情况

&

!

讨
!!

论

!!

@;?W$

在调控神经元退变"凋亡方面发挥着重

要作用#随着年龄的增长!

@;?W$

在脑组织中的表

达大幅减少$

#+(

%

!神经元的功能逐渐下降!但机制不

明#在低氧和兴奋性毒性诱导干预的小脑颗粒神经

元中!

@;?W$

功能下降#完全
@;?W$

基因敲除小脑

颗粒神经元早于野生型发生死亡+在缺少
@;?W$

蛋

白表达的
?Y?

细胞与野生型相比!神经元死亡明显

较多!其过程是缺少
@;?W$

蛋白引起线粒体功能紊

乱!线粒体释放
?50

X

50;

和
4=>

!从而启动神经元凋

亡#无
@;?W$

表达的小鼠脑组织中
\

[

969#

过表达!

\

[

969#

可以显著增加线粒体呼吸容量!减少呼吸效

率!过表达的
\

[

969#

可导致
P$4

细胞&小鼠神经元

细胞'线粒体呼吸功能的异常#体内实验显示!

@;?W$

与
\

[

969#

的启动子区结合!无
@;?W$

表达

的小鼠!

\

[

969#

表达增高并导致神经学上的症状#

本研究采用流式细胞仪通过
411;̂/1+O

*

W=

双染

法观察了
VD+VK*K

细胞转染上调质粒
X

]Y>W+P#+

@;?W$

抑制
VD+VK*K

细胞凋亡#

411;̂/1+O

是检

测细胞凋亡的敏感探针!它与带负电荷的磷脂表面!

尤其是与磷脂酰丝氨酸有较高的结合特异性!而很少

与其他的磷脂结合#通过流式细胞仪!用
411;̂/1+

O

*

W=

双染法可鉴别发生在凋亡早期的细胞表面的变

化#本研究发现!转染
X

]Y>W+P#+@;?W$

后的
VD+

VK*K

细胞再经
!+RDU4

诱导!经流式细胞仪检测!

证明
X

]Y>W+P#+@;?W$

上调
@;?W$

在
VD+VK*K

细胞中的表达!确实能抑制
!+RDU4

诱导的
VD+

)

'$*
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VK*K

细胞凋亡#

既然证实了
X

]Y>W+P#+@;?W$

上调
@;?W$

在

VD+VK*K

细胞中的表达能抑制
!+RDU4

诱导的

VD+VK*K

细胞凋亡!随后的实验进一步通过双重免

疫荧光和
Q;07;61H:C7

检测了
VD+VK*K

细胞中

@;?W$

"

LD

蛋白表达水平的变化#在帕金森病细胞

模型中发现!

!+RDU4

诱导的
VD+VK*K

细胞中!双

重免疫荧光和
Q;07;61H:C7

检测均显示!

@;?W$

"

LD

蛋白表达水平均降低+上调
@;?W$

表达!

LD

表达亦

增加!且
VD+VK*K

细胞凋亡减少#有研究显示!

LD

基因启动子上有一个
@;?W$

结合位点!

LD

基因可

能被
@;?W$

调节$

2

%

+

@;?W$

可以作为一些基因的激

活剂!也是其他一些基因的转录抑制剂!是目前发现

的第一个与
LD

基因启动子结合并调控
LD

的基

因$

*

%

#

TUP>

基因也是一个被
@;?W$

调节的基因!

在脑干中调节
LD

阳性神经元的生存$

!

%

#

TUP>

蛋

白是一种生长因子!在维持
?5

$-稳态!突触可塑性!神

经再生!神经元的成熟和生存中扮演着重要的角色!

在神经功能方面!如学习"记忆和一些神经系统疾病

中也发挥着重要作用$

!

%

#有研究报道!在肾上腺髓质

和交感神经元中!缺乏
@;?W$

导致
TUP>

的转录调

节失常!最终结果是导致
LD

的减少$

,+'

%

#在培养的

神经元中!

@;?W$

与
TUP>

启动子
&

相结合!抑制脑

源性神经营养因子的转录#

@;?W$

突变小鼠的大脑

与野生型小鼠相比!

TUP>

蛋白的表达下降了
,"S

#

本研究显示!上调
@;?W$

在
VD+VK*K

中的表达明显

抑制
!+RDU4

对
VD+VK*K

细胞的毒性作用!并提高

LD

蛋白在
VD+VK*K

细胞中的表达#

本研究结果显示!

!+RDU4

处理后!

@;?W$

蛋白

表达显著下降!

LD

蛋白在
VD+VK*K

细胞中的表达

亦下降#

LD

蛋白减少的机制可能是因为
@;?W$

与

LD

和
LWD$

启动子结合从而调节其表达$

)

%

#以往

研究结果$

)

%结合本研究实验数据表明!

@;?W$

调节某

些基因的表达!参与多巴胺的合成#此外!预处理上

调
@;?W$

蛋白在
VD+VK*K

细胞中的表达!几乎可以

抑制
!+RDU4

诱导的
VD+VK*K

细胞凋亡!保护
VD+

VK*K

细胞#本研究结果表明了一种新的理论!

@;?W$

在
VD+VK*K

细胞中发挥保护作用#这些结

果表明!在
!+RDU4

诱导的
VD+VK*K

细胞凋亡中!

通过上调
@;?W$

蛋白在
VD+VK*K

细胞中的表达!

@;?W$

可能通过抑制
?50

X

50;

和凋亡诱导因子

&

4=>

'依赖的细胞凋亡机制$

#"

%

#近年来!

@;?W$

中

V;6'"

"

V;6$$)

和
V;62$#

的磷酸化!导致大脑中

@;?W$

蛋白的功能沉默$

##+#2

%

#亦有研究证实!同源

结构域相互作用蛋白激酶
$

&

D=We$

'与
@;?W$

结

合!导致
V;6'"

磷酸化!在体外"体内调节细胞的增殖

和凋亡!

D=We$

基因敲除的小鼠大脑中存在神经功

能缺损$

#2

%

#

@;?W$

在
VD+VK*K

细胞中的作用!在

!+RDU4

诱导的
VD+VK*K

细胞凋亡!如何发挥调节

作用尚需要进一步研究证实#

总之!本实验表明!

!+RDU4

诱导的多巴胺能神

经元中!

@;?W$

的表达下降!细胞凋亡增加+上调

@;?W$

在多巴胺能神经元中的表达!可显著抑制
!+

RDU4

诱导的多巴胺神经元凋亡!发挥保护作用#

@;?W$

蛋白可保护多巴胺能神经元!抑制其凋亡并

提高
LD

在多巴胺能神经元中的表达!

@;?W$

有可

能成为治疗帕金森病的新靶点#
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