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　　摘要:目的　研究鱼藤酮对原代培养星形胶质细胞谷氨酸转运功能的影响。方法　应用 HPLC荧光法检测鱼藤
酮染毒星形胶质细胞胞外 Glu浓度 , 同位素标记法检测 Glu摄取能力 , 采用 RT-PCR与 Westernblot技术观察谷氨酸转

运体基因及蛋白表达。结果　鱼藤酮染毒星形胶质细胞胞外 Glu浓度明显升高 , Glu摄取能力显著降低 , 谷氨酸 /天冬

氨酸转运体 (glutamate/aspartatetransporter, GLAST)基因和蛋白表达均明显降低 , 而谷氨酸转运体-1 (glutamate

transporter-1, GLT-1)蛋白表达升高。结论　鱼藤酮可显著降低星形胶质细胞谷氨酸摄取功能 , 引起胞外 Glu浓度升

高;GLAST表达下调可能是鱼藤酮诱导胞外谷氨酸含量增加的主要原因之一 , 而 GLT-1上调可能为神经细胞自我保护

机制 , 以限制谷氨酸的神经毒作用。
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Abstract:Objective　Tostudytheeffectsofrotenoneonglutamateuptakinginprimaryculturedastrocytes.Methods　

Theextracellularglutamatewasdetectedbyhighperformanceliquidchromatography(HPLC), theuptakingabilityofglutamate

wasdetectedwithisotopelebelingmethodandthemRNAandproteinexpressionofglutamatetransporterweredetectedusingRT-

PCRandWesternblot, respectively.Results　Itwasshowedthattheextracellularrotenonelevelwasobviouslyrisen, shown

theuptakingfunctionofastrocytetoglutamatewasdecreased, Meanwhile, theexpressionofGLAST(glutamate/aspartate

transporter)mRNAandproteinalsodecreasedsignificantlyin1.0and2.0μmol/Lrotenoneexposedgroups, buttheexpression

ofglutamatetransporter-1 (GLT-1)enhancedobviously.Conclusions　Itwassuggestedthatrotenonemightreducethe

uptakingabilityofastrocytetoglutamate, inducetheextracellularlevelofGlurisen, thedown-regulationofGLASTmaybethe

mainreasonofelevatedextracellularGlulevelinducedbyrotenone, whiletheincreasedexpressionofGLT-1 mightrepresenta

self-protectivemechanismbynervecellsforlimitingtheneurotoxicitybyGlu.
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　　大量研究表明 , 长期接触鱼藤酮等线粒体抑制类农

药可能是帕金森病 (Parkinson'sdisease, PD)发病的诱

因之一
[ 1]
。谷氨酸 (glutamate, Glu)介导的兴奋毒性

已被证实在 PD的发生和发展过程中发挥了重要作用
[ 2]
,

而分布在星形胶质细胞上的谷氨酸 /天冬氨酸转运体

(glutamate/aspartatetransporter, GLAST)与谷氨酸转运

体-1 (glutamatetransporter-1, GLT-1), 对维持脑内 Glu

代谢平衡至关重要
[ 3]
。本研究拟通过观察鱼藤酮对谷氨

酸转运体表达及活性的影响 , 探讨兴奋性毒性是否参与

鱼藤酮所致多巴胺神经元的变性损伤。

1　材料与方法

1.1　主要试剂

鱼藤酮 (纯度 97.6%), L- [
3
H] -glutamicacid

购自 Sigma公司;Tripure购自 Roche公司;DMEM/

F12培养基购自 Gibco公司;类标准胎牛血清购自民

海生物公司;GLAST抗体购自博士德公司;GLT-1抗

体购自 SantaCruz公司。 MastercyclerPCR仪购自 Ep-

pendorf公司 , 半干转印槽购自 Bio-Rad公司。

1.2　星形胶质细胞鱼藤酮染毒模型

原代星形胶质细胞的培养 、纯化和鉴定参照文献

[ 4] 。培养的星形胶质细胞于对数生长期加入鱼藤酮工

作液处理 , 使其终浓度分别为 0.0、 0.1、 0.5、 1.0和

2.0μmol/L;对照组加入等体积的无血清培养基。

1.3　HPLC荧光法检测胞外 Glu浓度

应用 HPLC与荧光检测器联用检测样品中 Glu含

量 , 具体操作参照文献 [ 5] 。收集正常对照组与各实验

组星形胶质细胞培养液 100μl, 按 3∶2 (V/V)加 1mol/

LHClO4 , 10 000r/min离心 5min, 取上清液按 4∶3 (V/

V)加入 2mol/LKHCO3 1ml;4℃, 10 000r/min离心 5

min, 收集上清液;取上清液 30μl加入等体积邻苯二甲

醛衍生液 , 充分混匀 , 室温反应 2min进样。
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1.4　同位素标记法检测星形胶质细胞 Glu摄取能力

纯化的星形胶质细胞接种于 6孔培养板 , 接种密

度为 5×10
4
个 , 待细胞长成连续单层之后 , 分别给

予不同浓度鱼藤酮培养 24 h;倒去培养液 , D-Hanks

液漂洗 3次 , 每孔加入含 L- [
3
H] -glutamicacid

lμCi的孵育液 1 ml;37 ℃孵育 15 min后用预冷的

0.9%NaCl溶液终止反应并洗涤 3次 , 再用 1 mol/L

HClO4裂解细胞;4 ℃, 10 000 r/min离心 20 min,

取上清液置入闪烁瓶中 , 加入适量闪烁液 , 过夜 , 次

日于液闪记数仪上检测。

1.5　RT-PCR检测 GLAST和 GLT-1 mRNA表达

按 Tripure试剂说明书提取各实验组细胞总

RNA, PCR引物参照文献 [ 6]设计 , 由上海英骏生物

技术公司合成。设 β -actin(211bp)与 GAPDH(542

bp)阳性产物为对照 , GLAST和 GLT-1扩增片段长

度分别为 572 bp和 328 bp, GLAST:上游引物 5′-

GGGTTTTCATTGGAGGGTTGC-3′和下游引物 5′-

CCACGGGTTTCTCTGGTTCAT-3′;GLT-1:上游

引物 5′-GGGTCATCCTGGATGGAGGT-3′和下游引

物 5′-CGTGTCGTCATAAACGGACTG-3′。

1.6　Westernblot检测 GLAST和 GLT-1蛋白表达

提取各实验组细胞膜蛋白 , 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;而后分别加入

1∶400稀释的兔抗 GLAST抗体和山羊抗 GLT-1抗体 ,

37℃孵育 1h, 再分别与 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。

1.7　统计学分析

实验数据用x±s表示 , 采用 SPSS10.0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胞外 Glu浓度的影响

以浓度为 0.625、 1.25、 2.5、 5.0、 10.0μmol/L

谷氨酸标准品作标准曲线 , Chromatogram软件对样品

峰面积积分 , 结合标准曲线计算各实验组样品浓度。

实验结果显示 , 随着鱼藤酮染毒剂量的增大 , 胞外

Glu浓度逐渐升高。与正常对照组比较 , 1.0 μmol/L

和 2.0μmol/L鱼藤酮组细胞胞外 Glu浓度明显升高

(P<0.05), 见表 1。

2.2　鱼藤酮对星形胶质细胞 Glu摄取的影响

0.1μmol/L鱼藤酮染毒的星形胶质细胞 Glu转

运能力与正常对照组比较略有降低 , 但差异无统计学

意义 (P>0.05);随着染毒剂量的增大 , 鱼藤酮可

明显降低大鼠星形胶质细胞 Glu转运功能 , 0.5

μmol/L鱼藤酮组大鼠纹状体 Glu转运功能与正常对

照组比较显著降低 (P<0.05);1.0 μmol/L和 2.0

μmol/L鱼藤酮组降低更为明显 (P<0.01), 见表 1。
表 1　鱼藤酮对星形胶质细胞胞外 Glu浓度和

摄取功能的影响 (x±s)

组　别
Glu浓度

(μmol/L)

Glu摄取

[ pmol/(ml· min)]
正常对照组 21.15±2.46 1.847±0.398
0.1μmol/L鱼藤酮组 22.38±1.98 1.756±0.451
0.5μmol/L鱼藤酮组 24.75±2.06 1.350±0.277＊

1.0μmol/L鱼藤酮组 　27.33±2.89＊ 1.075±0.180＊＊

2.0μmol/L鱼藤酮组 　28.14±3.08＊ 1.049±0.157＊＊

　　与正常对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01

2.3　鱼藤酮对星形胶质细胞 GLAST和 GLT-1 mRNA

表达的影响

统计结果显示 , 与正常对照组比较 , 1.0μmol/L鱼

藤酮组星形胶质细胞 GLAST表达显著降低 (P<0.05),

鱼藤酮为 2.0 μmol/L时表达进一步降低 (P<0.01),

见图 1。而鱼藤酮中毒可引起星形胶质细胞 GLT-1 mR-

NA表达上调 , 1.0 μmol/L鱼藤酮组 GLT-1mRNA表达

增强的最为显著 (P<0.01), 见图 2。

2.4　鱼藤酮对 GLAST和 GLT-1蛋白表达的影响

实验组 GLAST蛋白的表达随着鱼藤酮浓度的增加而

降低 (图 3)。鱼藤酮浓度为 1.0 μmol/L和 2.0 μmol/L

时 , 与对照组比较差异非常显著 (P<0.01)。而 GLT-1

蛋白的表达随着鱼藤酮浓度的增加而增强 (图 4), 鱼藤

酮浓度为 1.0μmol/L和 2.0μmol/L时 , 与正常对照组比

较差异具有非常显著的统计学意义 (P<0.01)。
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3　讨论

星形胶质细胞是脑内神经元主要的支持和营养细

胞 , 它不仅提供了神经元正常活动所需要的氧 、能量

和原料 , 而且能及时清除神经元释放的神经递质与产

生的代谢产物 , 维持神经元局部微环境的相对稳定 ,

保证神经元的生存和正常的功能活动。研究表明 ,

PD的病理生理过程不仅包括神经元的退变 , 而且包

括神经胶质细胞的退变或增生 , 功能发生改变的星形

胶质细胞可能是神经退变的促进因素
[ 7]
。

近年研究发现 , 纹状体内 DA的缺失并不是 PD的

唯一病理基础 , 脑内其他神经递质也可能参与 PD的发

病过程 , 其中 , 兴奋性氨基酸 (如 Glu)与 PD发生 、

发展的相关性已经成为研究热点之一
[ 8]
。在脑内谷氨酸

代谢过程中 , 星形胶质细胞发挥重要作用。Jeffrey等研

究证实
[ 9]
, 分布在星形胶质细胞膜上的 GLAST和 GLT-1

是脑内最重要的兴奋性氨基酸转运体 , 大部分胞外 Glu

通过两者的摄取作用进入胞内。因此 , 只有对这些转运

体获得更多的认识 , 才能更确切地理解 Glu能突触的正

常功能 , 以及它们在神经系统疾病 (如肌萎缩性侧束硬

化症 、帕金森病 、癫痫 、脑缺血 、外伤性脑损伤等)发

病机制中的作用。

本实验结果显示 , 1.0 μmol/L鱼藤酮染毒大鼠星

形胶质细胞胞外 Glu含量显著高于正常对照组 , Glu大

量蓄积可能是导致神经元损伤的重要因素之一。同位

素标记实验发现 , 1.0 μmol/L和2.0μmol/L鱼藤酮染

毒可明显降低谷氨酸摄取能力 , 从而导致胞外 Glu浓

度迅速升高。孟长虹
[ 10]
和张芸

[ 2]
等通过同位素实验也

发现 , 与鱼藤酮相类似的化合物6-OHDA, 能显著抑制

纹状体突触小体和原代星形胶质细胞摄取 Glu的能力。

提示 Glu摄取能力的降低 , 可能是鱼藤酮等化合物干

扰了星形胶质细胞谷氨酸转运体的表达 , 导致转运体

功能活性的降低 。目前 , 有关该类化合物对 GLAST和

GLT-1等谷氨酸转运体基因和蛋白表达的影响 , 国内

外未见报道。本实验发现 , 鱼藤酮可诱导大鼠星形胶

质细胞 GLASTmRNA表达下调 , 蛋白含量显著降低 ,

其原因可能是鱼藤酮引发的神经细胞能量代谢障碍 ,

导致胞膜上转运蛋白合成能力下降。由此推测 , 鱼藤

酮所致 GLAST表达下调 , 可能是引起星形胶质细胞摄

取能力降低 , 导致胞外 Glu含量显著增加的主要原因

之一;而分布在星形胶质细胞另一种谷氨酸转运体

GLT-1基因及蛋白表达均明显增强 , 则提示谷氨酸转

运体各亚型的功能可能受不同机制调控 , 其具体调控

机制有待深入研究。

综上所述 , 鱼藤酮通过破坏谷氨酸转运体的正常功

能 , 引起星形胶质细胞摄取 Glu的能力显著降低 , 再摄

取功能障碍无疑加重谷氨酸及其受体介导的兴奋性神经

毒作用 , 导致神经退行性病变的发生与发展。提示能够

调节 Glu摄取的工具药可能具有重要的临床应用价值 ,

其中 , 谷氨酸转运体将是未来的治疗靶标之一。
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