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摘要　 目的　 研究纤维母细胞生长因子 ３（ＦＧＦ３）对前丘脑

γ⁃氨基丁酸能 （ＧＡＢＡ）抑制性神经元轴突的导向作用，探讨

ＦＧＦ３ 对丘脑神经网络形成的影响。 方法　 采用免疫荧光法

检测 ＦＧＦ３ 及前丘脑 ＧＡＢＡ 标志基因在鸡胚间脑的表达及

定位。 采用 ＤｉＩ 示踪法检测早期前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制性神经

元轴突走向。 三维凝胶共培养实验证明 ＦＧＦ３ 是否对早期

前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制性神经纤维具有导向作用。 结果　 前丘

脑 ＧＡＢＡ 细胞与 ＦＧＦ３ ＋ 的下丘脑相邻，位于下丘脑上方。
ＤｉＩ 示踪实验显示，在鸡胚发育的第 ６ 天（Ｅ６），前丘脑 ＧＡＢＡ
抑制性神经纤维已伸展进入背侧丘脑。 与空白对照组比较，
ＦＧＦ３ 不仅能显著促进前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制性神经纤维的生长

（Ｐ ＜ ０. ０１），并且排斥新生前丘脑轴突向背侧丘脑方向延

伸，前丘脑轴突的数量在 ＦＧＦ３ 一侧的数量明显少于对侧（Ｐ
＜ ０. ０１）。 并且，ＦＧＦ３ 对前丘脑轴突的导向功能可被 ＦＧＦ
信号通路抑制剂 ＳＵ５４０２ 所阻滞。 结论　 表达在下丘脑的轴

突化学导向分子 ＦＧＦ３ 对相邻前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制性神经纤

维的路径选择具有导向作用。
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　 　 丘脑是机体重要的感觉传导接替站，来自全身

的感觉传导通路（除嗅觉外），均在丘脑内更换神经

元，并通过丘脑皮质轴突投射到大脑皮质［１］。 丘脑

含有两类主要的神经元群：抑制性的 γ⁃氨基丁酸能

（γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ， ＧＡＢＡ）神经元和位于后丘脑

的兴奋性谷氨酸能神经元［２］。 其中，前丘脑 ＧＡＢＡ
抑制性神经元伸出的轴突对兴奋性谷氨酸能神经元

起着重要的调节作用。 例如，精神分裂症、阿尔茨海

默病的发生，均与前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制中间神经元的

功能缺陷有关［３ － ５］。 然而，与大量关于大脑皮层抑

制作用发展的研究相比，丘脑抑制作用的形成与成

熟机制尚不清楚。
纤维母细胞生长因子（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｓ，

ＦＧＦｓ）构成了一个多肽生长因子的大家族。 在脊椎

动物中， ＦＧＦｓ 被化分为 ７ 大亚族［６］。 研究［７］ 表明，
在早期发育中 ＦＧＦ７ 亚族的 ＦＧＦ３ 和 ＦＧＦ１０ 调节下

丘脑正中隆起基底细胞的分化，但在下丘脑发育后

期， ＦＧＦ３ 和 ＦＧＦ１０ 能作为化学趋化因子指导下丘

脑轴突抵达正中隆起［８］。 这提示表达在下丘脑

ＦＧＦ３ 也许是另一类对丘脑具有化学导向作用的分

子，引导着邻近前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制性神经元轴突的

生长。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂 　 ＦＧＦ３（美国 Ｒ＆Ｄ 公司）；ＳＵ５４０２
（德国 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公司）；鼠尾胶原蛋白 Ｉ 型（美国

Ｒ＆Ｄ 公司）；Ａｆｆｉｇｅｌ ｂｅａｄｓ （美国 Ｐｈａｒｍａｃｉａ Ｂｉｏｔｅｃｈ
公司）；ＤＭＥＭ、Ｍ１９９、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；
中性蛋白酶（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；ａｎｔｉ⁃ＦＧＦ３
（美国 Ａｂｌｏｎａｌ 公司，１ ∶ ２００）； ａｎｔｉ⁃ＴＵＪ１（英国 Ａｂｃａｍ
公司，１ ∶ ８００）、ａｎｔｉ⁃ＰＶ（北京博奥森公司，１ ∶ ４００）；二
抗 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８、５６８ （美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司，
１ ∶ ８００）；亲脂性羰花青染料（ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅ
ｄｙｅ，ＤｉＩ）（南京凯基生物科技发展有限公司）。
１． ２　 三维组织培养 　 将受精种鸡蛋（江西省种鸡

场）孵育在温度为 ３９℃、湿度为 ６０％ 的培养箱中 ５
～ ６ ｄ。 中性蛋白酶（２０ ｍｉｎ， １ ｍｇ ／ ｍｌ）消化分离神

经外胚层与中胚层。 分离的神经外胚层组织块将依

据已发表的技术和方法［８］ 培养在胶原蛋白凝胶中，
４８ ｈ 后检测观察。
１． ３　 免疫荧光　 胚胎（ｎ≥６）和组织块（ｎ≥６）的免

疫组织化学分析是依据已发表技术在冰冻切片或整

体组织块上进行［７］。 样本滴加Ⅰ抗（封闭液中）后，
室温静置 １ ｈ 或者 ４ ℃ 过夜。 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，加Ⅱ
抗室温孵育 ２ ｈ，ＰＢＳＴ（ＰＢＳ ＋ ０. １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００）洗
涤 ３ 次，封片，Ｏｌｙｍｐｕｓ ｉｘ７０ 倒置荧光显微镜下观

察。
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１． ４　 ＤｉＩ　 示踪亲脂性羰花青染料 ＤｉＩ 是神经生物

实验中常用的荧光示踪剂。 分离 Ｅ６ 鸡胚大脑，将
ＤｉＩ（５ ｍｇ ／ ｍｌ 无水乙醇）注入后丘脑，固定于 ４％ 多

聚甲醛中 １ 个月。 ＰＢＳ 充分清洗后，显微追踪前丘

脑 ＧＡＢＡ 抑制性神经纤维的生长。
１． ５　 统计学处理　 运用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统计软件包进

行数据处理，组间比较采用独立样本 ｔ 检验，实验数

据以 �ｘ ± ｓ 表示。 Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＦＧＦ３ 与 ＰＶ 在间脑的表达及定位首先使用免

疫荧光法确定　 ＦＧＦ３ 在鸡胚间脑（丘脑和下丘脑）
的表达。 在 Ｅ５， ＦＧＦ３ 的表达扩展到下丘脑的背侧

区域（图 １Ｂ）。 ＰＶ 是前丘脑成熟 ＧＡＢＡ 神经元标志

性基因。 Ｅ５ 前丘脑横切面（图 １Ａ）的免疫荧光结果

显示，ＰＶ 在前丘脑有着广泛的表达（图 １Ｃ）。
２． ２　 下丘脑源 ＦＧＦ３ 对前丘脑 ＧＡＢＡ 轴突的导向

作用　 为检测 ＧＡＢＡ 神经纤维进入丘脑的时期，本
研究将 ＤｉＩ 注入 Ｅ６ 鸡胚后丘脑，并置于 ４％ ＰＦＡ 固

定四周。 荧光显示：已有少量前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制性

神经纤维平行延伸并在丘脑背侧汇合（图 ２Ａ），说
明在 Ｅ６ 时期前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制性神经纤维已进入

丘脑。
为了验证下丘脑源的 ＦＧＦ３ 的轴突导向功能，

本研究进行了三维组织共同培养实验。 间脑不同区

域组织块被解剖出来，并放入三维胶原蛋白凝胶中

培养 ４８ ｈ（图 １Ｄ）。 将 Ｅ５ 前丘脑组织块单独培养

或与 ＰＢＳ 珠子共培养时，在胶原蛋白凝胶中几乎没

有观察到神经纤维长出组织块（图 ２Ｂ、２Ｃ）。 当前

丘脑组织块与下丘脑组织块共培养时，研究结果显

示，下丘脑组织块排斥前丘脑神经轴突：轴突伸出凝

胶并向远离下丘脑组织块的方向生长（图 ２Ｄ、２Ｇ）。
免疫荧光结果显示，ＦＧＦ３ 和 ＰＶ 分别在下丘脑和前

丘脑组织块表达，表明组织块解剖的正确性（图 ２Ｅ、

２Ｆ）。 ＴＵＪ１ 抗体可识别 ｃｌａｓｓ ＩＩＩ⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 微管蛋白，
因此能标记正在发育的前体神经细胞及纤维。 使用

ＴＵＪ１ 与 ＰＶ 抗体共同标记前丘脑轴突显示，被下丘

脑排斥的 ＴＵＪ１ 轴突中含有大量前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制

性轴突（图 ２Ｈ、２Ｉ）。
为检测下丘脑源的 ＦＧＦ３ 是否参与了前丘脑

ＧＡＢＡ 神经元轴突的路径选择，采用 ＦＧＦ３ 的珠子

与前丘脑组织块共培养实验。 与单独培养的前丘脑

组织块相比（图 ２Ｂ），ＦＧＦ３ 珠子（３００ ｎｇ ／ ｍｌ）能显著

促进前丘脑 ＴＵＪ１ ＋ 轴突在凝胶中的生长［ ｎ ＝ ６，
（４. ３３ ± １. ２１）ｖｓ（３８. ００ ± ６. ７２）轴突束，ｔ ＝ １２. ０７２，
Ｐ ＜ ０. ０１］（图 ３Ａ）；并且，前丘脑轴突的数量在近侧

（ＦＧＦ３ 侧）明显少于远侧（远离 ＦＧＦ３ 侧） ［ ｎ ＝ ６，
（５. ５０ ± １. ０５）ｖｓ（３２. ５０ ± ７. ３１）轴突束，ｔ ＝ ８. ９５０，Ｐ
＜０. ０１］。 并且，在这些被排斥的轴突中，含有大量

ＰＶ ＋ ＧＡＢＡ 神经纤维（图 ３Ｂ）。 为了确定 ＦＧＦ 信

号是否参与前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制性神经纤维的引导

作用，前丘脑组织块暴露于 ＦＧＦＲ 抑制剂 ＳＵ５４０２
（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）之中。 培养基中含有 ＳＵ５４０２ 时，ＦＧＦ３
珠子无法引导前丘脑 ＧＡＢＡ 神经纤维的生长方向；
胶原凝胶中只有少量前丘脑轴突（图 ３Ｃ）。

３　 讨论

　 　 中枢神经系统是由许多神经细胞组成的，这些

神经细胞通过神经纤维形成的功能回路对建立正

常、有序的中枢系统是极为重要的。 在轴突生长过

程中，轴突顶端的生长锥能检测到周围环境中的导

向因子；导向因子通过吸引或排斥轴突的方式帮助

轴突找到通往目标的正确路途［９］。 研究［１０］表明，几
类组织形态发生分子，如 Ｈｈｓ、骨形态发生因子

（ＢＭＰｓ）、Ｗｎｔｓ 和 ＦＧＦｓ 被报道是远程轴突导向因

子。 组织形态发生分子是一种可扩散的蛋白质，通
过产生长程浓度梯度来提供模式信息。 这些形态发

生的模式化功能始于发育的早期阶段，因此有理由

图 １　 ＦＧＦ３、ＰＶ 在间脑的表达与组织块分离示意图

Ａ：鸡胚间脑结构示意图；虚线：纵切线；Ｂ：ＦＧＦ３ 在下丘脑的表达；Ｃ：ＰＶ 在 Ｅ５ 鸡胚前丘脑的表达；Ｄ：鸡胚间脑组织块分离示意图；Ｔｅｌ：端
脑；Ｔ：丘脑；ＰＴ：前丘脑；ＨＴ：下丘脑；Ｂ、Ｃ： × ２００
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图 ２　 下丘脑组织块对前丘脑 ＧＡＢＡ 抑制性轴突生长具有导向作用

Ａ：ＤｉＩ 示踪结果；Ｂ：前丘脑组织块单独培养；Ｃ：前丘脑组织块与 ＰＢＳ 珠子共培养；Ｄ：前丘脑与下丘脑组织块共培养；Ｅ：ＦＧＦ３ 在下丘脑组

织块的表达；Ｆ：ＰＶ 在前丘脑组织块的表达；Ｇ：前丘脑与下丘脑组织块共培养； Ｈ：共培养中前丘脑 ＧＡＢＡ 轴突被 ＰＶ 标记；Ｉ：共培养中前丘脑

ＧＡＢＡ 轴突被 ＴＵＪ１ 标记；Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｇ： × ４０

图 ３　 ＦＧＦ３ 对前丘脑 ＧＡＢＡ 轴突生长的影响

Ａ：ＦＧＦ３ 珠子与前丘脑组织块共培养；Ｂ：ＰＶ ＋ 的前丘脑 ＧＡＢＡ 轴突标记；Ｃ： ＦＧＦ３ 珠子、前丘脑组织块、ＳＵ５４０２ 的共培养；Ａ、Ｃ： × ４０

推测，在胚胎发育后期，形态发生分子的残存梯度可

为后期神经元轴突的导向提供方向信息［１０］。 在间

脑内，ＦＧＦ３ 与 ＦＧＦ８ 协同作用，指导前丘脑的结构

雏形的形成；然而，对 ＦＧＦ３ 和 ＦＧＦ８ 在丘脑发育后

期的轴突导向作用却不包括在这些研究中［１１ － １２］。
本研究结果显示，在 Ｅ５ 前丘脑的新生轴突延

伸过程中，ＦＧＦ３ 的表达广泛存在于下丘脑中。 在下

丘脑，ＦＧＦ１０ 也有表达，但 ＦＧＦ１０ 只表达在腹侧的

正中隆起，离丘脑有较远的距离［８］；而 ＦＧＦ３ 在发育

后期，在下丘脑背侧有着较为广泛的表达，距离丘脑

较近。 这些都提示 ＦＧＦ３ 也可能是下丘脑中的一种

长程扩散性轴突趋化信号，指引着邻近前丘脑 ＧＡ⁃
ＢＡ 纤维的路径选择。 为了进一步了解 ＧＡＢＡ 抑制

性神经纤维的走向，使用 ＤｉＩ 体外跟踪 ＧＡＢＡ 抑制

性神经纤维的生长。 ＤｉＩ 是一种红色晶体，荧光强而

稳定，可沿脂质膜扩散，有良好的轴突特异性。 实验

结果显示，在 Ｅ６，已有少量前丘脑纤维进入了（后）
丘脑。 因此，选择 Ｅ５ 鸡胚间脑组织块，进行三维凝
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胶共培养实验。 三维凝胶神经组织培养能最大程度

模拟神经组织在体内生长的立体三维环境，但又能

避免体内复杂因素的制约，是目前神经生物学常用

实验方法。 有研究［１３ － １４］表明，当环境中没有轴突导

向因子时，大部分轴突不会向组织块外生长，而是围

绕着组织块边缘生长；但是，当环境中存在导向因子

时，轴突才会向组织块外生长，表现为被吸引或被排

斥。 本研究结果显示下丘脑组织块对前丘脑神经纤

维有着化学排斥作用；而来自下丘脑的 ＦＧＦ３ 能模

拟下丘脑组织块的功能，可刺激前丘脑轴突在三维

凝胶中的生长，并指导相邻的前丘脑 ＧＡＢＡ 轴突向

后丘脑的方向延伸，构成有效的大脑抑制环路的一

部分。 在所有被排斥的轴突中，有部分轴突并不是

前丘脑 ＰＶ ＋的神经纤维，这说明 ＦＧＦ３ 也许对丘脑

的另外一种重要神经纤维（丘脑皮质轴突，ＴＣＡｓ）也
具有导向作用：排斥 ＴＣＡｓ 进入下丘脑，帮助 ＴＣＡｓ
转弯进入内囊，从而投射大脑皮层。 同时，通过抑制

ＦＧＦ 通路的分析，揭示了 ＦＧＦ３ 对前丘脑 ＧＡＢＡ 轴

突发育的直接作用。 这些结果说明，来源于下丘脑

的 ＦＧＦ３ 在前丘脑 ＧＡＢＡ 轴突导向中不可或缺的作

用；下丘脑源的 ＦＧＦ３ 排斥前丘脑轴突向后丘脑延

伸以调节兴奋性谷氨酸能神经元的功能。 前丘脑

ＧＡＢＡ 神经元功能的失调已证实与阿尔茨海默病、
癫痫、精神分裂及失眠等疾病相关，因此，ＦＧＦ３ 对前

丘脑 ＧＡＢＡ 抑制性轴突的导向作用是理解丘脑内

抑制性神经网络形成机制的基础，并将可能进一步

解决此区域神经损伤与再生等重要临床问题，具有

潜在的应用价值。
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长链非编码 ＲＮＡ ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 对食管鳞癌
细胞增殖及凋亡的影响

邵生辉１，张　 健１，彭雅琼１，向　 辉２，赵　 敏２，谢元茂２，郑　 勇２，陈卫刚２

摘要　 目的　 探讨长链非编码 ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）钙离子激活

氯离子通道蛋白 １ 反义 ＲＮＡ１（ＡＮＯ１ ⁃ＡＳ１）对食管鳞癌（ＥＳ⁃
ＣＣ）细胞增殖和凋亡的影响及其可能的机制。 方法　 在 ＥＳ⁃
ＣＣ 细胞 ＴＥ⁃１ 和 ＥＣ１０９ 中转染沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 慢病毒，ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测其和钙离子激活氯离子通道蛋白 １（ＡＮＯ１）表达情

况。 ＣＣＫ⁃８ 实验和平板克隆形成实验检测增殖能力；通过

ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ 数据库获取 ＡＮＯ１ 正相关表达基因集并进行通

路富集及可能通路的验证；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测增殖细胞核抗

原（ＰＣＮＡ）、抑癌基因 Ｐ５３ 蛋白、促凋亡蛋白（Ｂａｘ）、抑凋亡

蛋白（Ｂｃｌ⁃２）、ＡＮＯ１ 蛋白和磷脂酰肌醇⁃３⁃激酶 ／蛋白激酶 Ｂ
（ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ）通路相关蛋白的表达情况。 结果　 转染沉默慢

病毒后，ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 的表达减低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与阴性对照组相

比，下调 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后 ＥＳＣＣ 细胞增殖能力降低（Ｐ ＜ ０. ０５），
克隆形成率下降（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，实验组

ＰＣＮＡ 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｐ５３ 和 Ｂａｘ 蛋白表

达升高（Ｐ ＜ ０. ０５），通路蛋白 ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ 的磷酸化水平降
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低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 可能通过影响 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ 通路活性从而降低 ＥＳＣＣ 细胞的增殖能力并促使其发生

凋亡。
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　 　 目前，我国仍是食管癌发病率最高的国家［１］。
食管鳞癌（ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＥＳ⁃
ＣＣ）是食管癌最常见的组织学亚型［２］。 由于 ＥＳＣＣ
起病晚，缺乏早期疾病标志物，通常被诊断已为晚

期，其总的 ５ 年生存率仅有 ２０％左右［３］。 研究［４ － ５］

显示，食管癌的发生发展与基因的表达失衡密切相

关，因此，探寻与其相关的分子标志物，对食管癌的

防治具有一定意义。 长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃
ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）因其转录本长度超过 ２００ 个

核苷酸且不编码蛋白质而得名［６］。 近年来，大量

ＬｎｃＲＮＡ 被发现并证实参与肿瘤的多项生理和病理

过程［７］。 课题组前期通过基因芯片技术，发现食管

鳞癌组织中有大量 ＬｎｃＲＮＡｓ 存在异常表达，其中钙

离子激活氯离子通道蛋白 １ 反义 ＲＮＡ１ （ａｎｏｃｔａｍｉｎ
１ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＲＮＡ⁃１，ＡＮＯ１⁃ＡＳ１）在 ＥＳＣＣ 组织中表达

上调［８］。 目前 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 在食管癌中的作用鲜有报

道，为探究该基因在食管癌中所发挥的功能，该研究

通过转染沉默慢病毒下调食管癌细胞 ＴＥ⁃１ 和
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