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Rho激酶影响大鼠海马神经元突起生长的实时成像

刘南暖， 郭国庆， 陈 静， 沈伟哉
(暨南大学医学院人体解剖学教研室，广东广州510632)

[摘要】 目的：观察Rho激酶对大鼠海马神经元突起生长的影响。方法：体外培养新生大鼠海马神经元5 d后，

连续动态观察溶血性磷脂酸(1ysophosphatidie acid，LPA)及Rho激酶抑制剂Y-27632对神经元突起生长的影响。结

果：对照组神经元一级突起迅速生长、延伸，不断发分支，形成丰富的二级、三级突起；用LPA处理后，神经元大部分

突起进行性塌陷，一级突起逐渐缩短并且变细，二级、三级突起数量减少，且较细小；而预先用Y-27632处理后再加

u'A，细胞突起塌陷的现象减少，神经元的突起不断分支、延伸，一级、二级、三级突起数量较LPA组增多且长度也

增加。结论：Rho激酶参与LPA诱导海马神经元突起回缩的过程，抑制Rho激酶的活性可抑制LPA诱导的突起回

缩。
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The real—time imaging of neurites outgrowth of hippocampal

neurons affected by Rho—kinase in rats

LIU Nan—nuan， GUO Guo-qing， CHEN Jing，SHEN Wei-zai

(Department of Anatomy，Medical College，Jinan University，Guanszhou 510632，China)

[Abstract] Aim：To observe the effects of Rho—kinase on neurites outgrowth of hippocampal neurons in

Rats．Methods：Neurons from the hippocampus of neonatal rats were cultured for 5 days in vitro．The

effects of lysophosphatidie acid(LPA)and Rho—kinase inhibitor Y-27632 on neurites outgrowth of neu·

roils were investigated by Time—lapse microscopy．Results：Primary neurites in control neurons growed

quickly and branched，subsequently more secondary and third neuritis were formed．Stimulation of neu-

roils with U)A induced neurites collapse progressively，accompanied by which the primary neurites re—

tracted，and became thin gradually，also the secondary and third neurites decreased in number and

length．whereas pretreatment of neurons with Rho—kinase inhibitor，Y-27632，before IJPA reduced neu·

rites collapse，compared with LPA group，neurons became more and longer branchs．Conclusion：Neu·

rites retraction induced by LPA can be regulated by Rho—kinase．
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作为神经系统的功能和结构单位，神经元极化

状态的确立及其相互之间建立起精确的突触联系是

其发挥功能的基本条件‘11。Rho GTP酶家族及其相

关分子包括Rac、Cdc42、RhoA等，参与神经元发育

包括突起生长、细胞分化、树突棘形成等过程‘2。3】，

在神经元极化和突触形成的过程中发挥关键作用。
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有研究显示H J RhoA与其下游分子Rho激酶相互作

用可以诱导细胞骨架重排，促使生长锥塌陷而导致

突起的回缩，但由于技术条件的限制，人们对Rho．A／

Rho激酶调节突起生长的过程了解尚显匮乏。本文

通过延时显微成像的方法动态连续的观察改变Rho

激酶的活性后海马神经元突起的变化过程，探讨

Rho激酶对神经元突起生长的影响。

1材料与方法

I．1材料

ROCK的特异性抑制剂Y-27632(Sigma公司，

美国)；RhoA的激动剂溶血性磷脂酸(1ysophospha-

tidic acid，LPA)(Sigma公司，美国)；DMEM／F12培

养基(Gibco公司，美国)；胎牛血清(杭州四季青公

司)；细胞有丝分裂抑制剂阿糖胞苷(Sigma公司，美

国)；电控倒置研究显微镜(型号DMIRE2，LEICA公

司，德国)

1．2方法

1．2．1 海马神经细胞的分离和培养

新生l d SD乳鼠(SPF级，雌雄不拘，购自南方

医科大学实验动物中心)，用体积分数75％乙醇消

毒，分层剪开头皮和颅骨，暴露两侧大脑半球，用弯

头眼科无齿镊去除大脑皮质后部，暴露并取出双侧

海马；置解剖液(4 oC，0．01 mol／L PBS)中，将海马

组织块用解剖液清洗并用直头虹膜镊去除血管等结

缔组织后，转入含6 mL培养液(体积分数90％

DMEM／F12+10％胎牛血清)的10 mL离心管中，

用经火抛光的细口吸管轻轻吹打数次后静置2—3

min，吸取上清液，用200目不锈钢筛网过滤入10

mL离心管中，再静置2～3 min，吸出上清液，用300

目不锈钢筛网过滤人10 mL离心管中。计数按照

l×106／mL的细胞密度将细胞种植在用多聚一L一赖

氨酸(0．1 g／L)包被过35 mn'l细胞培养皿中，每皿

加2 mL细胞悬液，置37℃，5％CO：，饱和湿度二

氧化碳培养箱内培养，24 h后用培养液换全液1

次，接种后第3天，在培养皿中加入细胞分裂抑制

剂阿糖胞苷10 p』nol／L以抑制非神经细胞的增殖，

作用48 h后更换新鲜培养液，以后每周换液2次，

每次半量换液。

I．2．2细胞分组

细胞随机分3组：①对照组：用含体积分数

10％胎牛血清的DMEM／F12培养基在37℃、体积

分数5％CO：条件下培养；②LPA组：培养基中加入

LPA使其终浓度为lⅢnol／L；(耋)Y-27632+LPA组：

培养基中加入Y-27632使其终浓度为10川mol／L，

预处理细胞l h，再加入LPA(1 p．mol／L)。

1．2．3延时显微成像

用配置有微培养系统的LEICA DMIRE2型电控

倒置研究显微镜对细胞延时成像。取体外培养5 d

细胞按上述分组原则进行加药处理，然后将培养板

放置于显微镜的载物台上，用LEICA DFC300照相

机采集连续的细胞照片。用LEICA．Qwin图象分析

软件中的Time—lapse程序设置相应参数。20倍物

镜下恒定视野，连续摄片拍摄，每祯照片间隔30

raino

1．2．4突起分级标准

依照Ohara和Havton的方法”】：从胞体直接发

出的突起为一级突起，从一级突起发出的为二级突

起，依次类推。

2结果

2．I大鼠海马神经元的一般生长状态

新生大鼠海马神经元接种后12 h，大部分细胞

可贴壁，呈圆形，周围有光晕，细胞活性好，少数神经

元开始伸出l一2个突起。培养24 h后，伸出突起

的神经元数量逐渐增多，细胞透亮、有光泽，生长旺

盛。培养3 d后，神经元突起增多并延长，少数突

起开始建立起联系，胶质细胞迅速分裂增殖，此时应

用阿糖胞苷抑制胶质细胞生长。培养4—5 d，神经

元生长状态良好，胞体增大，呈锥体形或不规则形，

胞突主干和分支进一步延长并增粗，形成稀疏的网

络，胶质细胞的生长得到控制，数量减少，此时适合

对单个神经元做追踪观察。培养6—8 d后神经元

突起之间神经网络变的稠密。培养9 d后神经胶质

细胞又迅速分裂增殖。

2．2 Rho激酶对大鼠海马神经元突起生长的影响

LPA处理后海马神经元胞体无明显的变化，但

是与对照组相比大部分一级突起缩短并且变细，二

级、三级突起数量减少，且较细小。用Y27632预处

理后再加入IJPA，胞体产生明显位移，一级、二级、三

级突起数量较LPA组增多且长度也增加，但各级突

起的数量及长度的改变较对照组无明显差异。

2．3 RhoA激酶影响大鼠海马神经元突起生长过

程的实时成像

电控倒置研究显微镜下，对照组在开始记录时，

神经元胞体发出4个一级突起，未见明显的二级突

起，除一突起很长，其余突起均短小，30 min后一级

突起发出几个细小二级、三级突起，一级突起延长，

  



574 暨南大学学报(医学版) 第28卷

在胞体一侧有一小突起发出，60 rain后二级、三级

突起生长迅速，有四级分支形成，90 rain后，细胞未

见明显的再分支现象，但是各级分支与开始时相比

大部分有明显的延长和增粗(图1)。m～组在加药
处理后30 rain，可见神经元一个一级突起迅速缩

短，末端变细，60 rain后二级突起开始缩短，部分三

级突起基本消失，120 min后退缩的一级突起变的

细小(短箭头示)，二级突起缩短，部分三级突起完

全消失(图2)，但是用Y-27632预处理后再加LPA，

30 rain后胞体变的稍圆并有轻度的下移，位于胞体

近端的一个细小的二级突起消失，而稍远侧的二级

突起却迅速生长延长，60 rain后胞体明显下移，一侧

发出一个新的细长的一级突起，原有一级、二级突起

继续生长，三级突起开始出现，90 rain后胞体变为

多边形，位移减慢，四级突起出现，120 rain后，胞体

与部分一级突起融合，一级突起的数量增加，一级、

二级、三级、四级突起仍在生长延伸，神经元具有良

好的极性(图3)。

3讨论 票萋鬻僦二嚣墨孺翼柔萎曩昙
LPA是一种胞外磷酸脂信号，可以刺激RhoA 果显示，LPA激活Rho激酶后，海马神经元的各级
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突起变细，并且进行性缩短，部分突起甚至消失最终

导致神经元分支减少。RhoA是Ras家族中的一个

小分子鸟苷三磷酸酶，RhoA的构像有两种形式，一

种有活性与GTP偶联，另一种无活性与GDP偶

联¨J。Rho激酶又称为Rho相关激酶(Rho—associat·

ed kinase，ROCK)，是RhoA下游最主要、最具特色

的信号分子口’8】，它们共同参与体内多种细胞生理

反应，尤其是对细胞骨架的调节∽】。研究显示H’10。，

RhoA激活后通过Rho激酶使微管、微丝等细胞内

骨架发生重排而导致神经突起的回缩，这其中涉及

到LIM激酶磷酸化¨1I，肌球蛋白轻链磷酸酶的抑

制，以及inDia蛋白的激活等下游信号分子的改

变[12棚】。

Y-27632是Rho激酶活性的特异性抑制剂【l 41，

它通过竞争Rho激酶的ATP结合位点而抑制其活

性。本实验预先用Y-27632抑制Rho激酶活性后，

神经细胞突起塌陷的现象减少，细胞的形态包括突

起和分支与对照组细胞接近。虽然已有资料表明，

激活Rho激酶可诱导突起回缩，而抑制其活性可促

使突起生长延伸【6 J，但是目前尚无资料实时显示这

一过程。本实验进一步用延时显微成像技术对突起

的回缩和生长过程进行了观察，结果显示，LPA处理

后，首先是一些细小的一级突起回缩、变细，之后较

长一级突起的二级突起缩短，并逐渐波及一级突起。

用Y．27632预处理后再用IJPA干预，首先是近端的

细小的二级突起回缩消失，远侧的二级突起不受影

响，之后神经元的突起不断分支、延伸，出现与对照

组神经相似的较丰富的突起及分支。虽然本实验的

结果并不能阐明突起回缩或生长的原因，但通过延

时显微成像技术发现Rho激酶参与了LPA诱导神

经突起回缩这一过程，而且在用Y-27632阻断Rho

激酶信号通路后，LPA诱导突起回缩的作用受到抑

制。
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