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摘要: 目的  直接证明 PC12 细胞能够合成和分泌组胺 ( hist am ine, H A ) , 为将其应用于交感神经共存递质囊泡循环

动力学研究提供实验依据。方法  常规培养 PC12 细胞, 用嵌套 RT- PCR( nRT-PCR)和 Western blot 技术检测其合

成 HA 的关键酶组氨酸脱羧酶( histidine decarboxy lase, HDC)的 mRNA 和蛋白表达, 利用免疫荧光技术观测 HA、

HDC 以及 HA 囊泡在细胞中的定位。结果  从基因和蛋白水平均证实了该细胞中表达 HDC,并利用形态学方法在

细胞中检测到 HA、HDC 以及 HA 囊泡的存在。结论  PC12 细胞确实含有 HA,结合分化型 PC12 细胞与交感神经

元相似的特征, 可将其作为交感神经共存递质囊泡循环动力学研究的理想细胞模型。
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Establishment of cell model used by researching cycle kinetics of
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ABSTRACT: Objective  To prove dir ectly that PC12 cells can synthesize and secr ete histamine ( HA ) and to

pro v ide exper imental e vidence fo r rese arch ing vesicle recycle kinetics o f sympathet ic co tr ansmitter . Methods  
PC12 cells wer e cultur ed in the conventional w ay. RT-PCR and Western blo t techniques w ere used to dete ct histidine

decarboxylase ( H DC) , the key enzym e, in H A synthesis pro cess. Imm uno fluo rescence technique was used to dete ct

HA , H DC and HA vesicles in the diffe rentiated PC12 cells. Results  HDC expression could be detected in PC12

cells at both the m RNA and pro tein le vels. Fur thermo re, immunof luor escece data show ed that detectable levels of

HA , H DC and HA vesicles w er e found in PC12 cells. Conclusion  Since PC12 cells have HA expression and the

char acter istic similar to that o f the sympathe tic neuron, the y can be used a s an idea l cell model f or r esear ching

ve sicle r ecycling kinetics o f sympathetic cotr ansm itter .
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tr anscr iption-po lym era se chain reaction ( nRT-PCR ) ; sym pa thetic neur on
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  多种神经递质在神经元内共存是神经系统的普

遍现象,神经递质释放的本质是囊泡与突触前膜融

合,进而递质释放。然而不同的共存递质释放时是否

会相互影响及如何影响等机制还有待阐明,故对于共

存递质囊泡释放调控的分子机理尚须详细研究。

1991年我们实验室首先发现了豚鼠心脏交感神

经末梢突触前膜存在组胺 ( histam ine, HA) H 3 受

体, 并证实该受体被激动后可抑制心脏交感神经释放
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去甲肾上腺素 ( nor epinephrine, NE ) [ 1-2] , 随后相继

被不同国家多个实验室的研究结果证实[ 3-6]。在此基

础上,我们又发现 HA 和 NE 在豚鼠颈上神经节( su-

perior cerv ical ganglion, SCG)共存, 在心脏交感神

经末梢共释放 [ 7-8] ,而且 HA 具有一定的突触效应功

能[ 9] ,并首次提出 HA 可能是一种新的交感神经递

质。进而通过激光共聚焦显微镜技术和免疫荧光双

标技术,我们在小鼠 SCG、狗 SCG 和腹腔神经节也

发现有 HA 和 NE共存[ 10] 。但是还需要深入研究有

关交感神经 HA 和 NE 共释放的规律以及 HA 囊泡

和 NE 囊泡释放循环动力学等问题, 以阐明共存递质

释放的调控机理。

前期, 我们研究主要以豚鼠 SCG 为对象, 研究

HA 和 NE在交感神经中共存问题。但是由于豚鼠

SCG个体差异大、取材不便、步骤繁琐、污染几率大、

失败率高,通常会影响实验进程和结果的准确度,故

本试验试图寻找能够替代豚鼠 SCG作为研究交感神

经 HA/ N E共存相关问题的理想细胞模型。大多数

体外进行的囊泡分泌研究都是通过肾上腺嗜铬细胞

建立模型 [ 11] , 大鼠嗜铬细胞瘤 ( PC12) 细胞便于培

养
[ 12]

,增殖和分化的背景知识也被人们熟知, 而且,

PC12细胞与嗜铬细胞相比, 有着更小的囊泡和量子

的大小,与神经元更为相似。因此, 我们选用 PC12

细胞作为研究对象。

1  材料与方法

1. 1  主要试剂  兔抗 HA 多克隆抗体购于美国 Sig-

ma公司,兔抗B-act in多克隆抗体、山羊抗组氨酸脱羧

酶( hist idine decarboxylase, HDC)多克隆抗体、HRP-山

羊抗兔 IgG、HRP-驴抗山羊 IgG、FITC-驴抗山羊 IgG

和 Texas Red-驴抗兔 IgG 购于美国 Santa Cruz公司,

FM1-43购于美国 Molecular Probes公司, ECL 发光试

剂盒购于美国 Pierce公司, Trizol 购于美国 Invit rogen

公司,逆转录试剂盒购于美国 Fermentas公司。

1. 2  PC12细胞培养  PC12细胞购于第四军医大学

神经生物学系。PC12细胞株置于含 100 mL/ L 胎牛

血清、100 U/ mL 青霉素及 100 U/ mL 链霉素的高糖

DMEM 培养基中,于 37 e 、饱和湿度、50 mL/ L CO 2

环境中培养。细胞 1~ 2 d更换培养液 1次,细胞丰度

达约 70%~ 80%时传代,实验均取对数生长期细胞。

1. 3  HDC基因mRNA的测定  采用 Tr izol一步法

提取 PC12细胞总 RNA, 用逆转录试剂盒进行逆转

录反应,随后行 PCR反应。为增加检测灵敏度, 参考

T IPPENS 等[ 13] 的方法, 使用嵌套 RT-PCR( nested

reverse transcript ion-polymer ase chain react ion,

nRT-PCR)法测定HDC基因的mRNA。PCR反应条

件为: 94 e 1min, 55 e 2 min, 72 e 3 min,循环 30次。

引物如下: HDC( M 29591. 1) , 产物长度 440 bp, First

step ) ) ) Forw ard: 5c-AGAGAT GGT GGAT TACA-
TCT-3c, Reverse: 5c-TA CT T GT CCT T GACCCAG-

AA-3c; Second step ) ) ) Forw ard: 5c-ATT GCCCT-

GCT GGCAGCAAG-3c, Reverse: 5c-T TA AAGGT-
GAAGGAGTCGGC-3c。B-act in( NM_031144) ,产物

长度 445 bp, Forw ard: 5c-GAGGGAAATCGTGCG-

TGAC-3c, Reverse: 5c-CT GGAAGGTGGA CAGT-

GAG-3c。产物经 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳, 紫外凝胶

成像系统摄影。

1. 4  Western blot测定HDC基因的蛋白表达  提取

PC12细胞总蛋白后, 50 Lg 蛋白经 SDS-PAGE凝胶电

泳分离后转移至醋酸纤维膜, 50 g/ L 脱脂奶室温封闭

1 h后1B 1 000一抗 4 e 孵育过夜,然后 1B 500二抗室

温孵育 4 h, ECL 显影,凝胶成像分析系统摄影。

1. 5  免疫荧光技术检测 PC12细胞内 HDC和 HA的

定位与表达  40 g/ L 多聚甲醛室温固定培养的 PC12

细胞10 min, 20 g/ L BSA室温封闭30min, 1B1 000兔抗

HA抗体, 1B1 000山羊抗 HDC 抗体, 4 e 孵育 24 h;

1B100 FITC-驴抗山羊 IgG, 1 B100 Texas Red-驴抗兔
IgG,室温孵育 3 h; 500mL/ L 缓冲甘油封片,荧光显微镜

观察并摄片。各步骤间(除封闭后)均用 0. 01 mol/ L

PBS洗 5min @ 5次。阴性对照用 0. 01 mol/ L PBS 分别

取代一抗进行孵育,其余步骤、条件均相同。

1. 6  PC12细胞内 HA和 FM1-43 荧光测定  培养

的 PC12 细胞在高 K
+
( 50 mmol/ L ) + FM 1-43( 10

Lmo l/ L ) 室温 90 s, 不含 FM1-43 的 HEPES 液洗

5min @ 3次, 40 g/ L 多聚甲醛室温固定 10 min, 20 g/ L

BSA室温封闭 30min;兔抗 HA 抗体( 1B 1 000) , 4 e

孵育24 h; T exas Red-驴抗兔 IgG( 1B 100) , 室温孵育
4 h, 500 mL/ L 缓冲甘油封片,激光共聚焦显微镜观

察并摄片。各步骤间(除封闭后) 均用 0. 01 mo l/ L

PBS洗 5 m in @ 5次。

2  结   果

2. 1  PC12细胞内 HDC基因 mRNA的测定结果  

nRT-PCR检测发现 PC12细胞中有 HDC mRNA 表

达, 440 bp处有条带产生(图 1)。

2. 2  HDC基因蛋白产物的测定结果  Wester n blot

检测发现 PC12细胞中有 HDC 蛋白表达, 55 ku处有

条带产生(图 2)。

2. 3  PC12细胞中 HA和 HDC的分布情况  PC12

细胞,突起已形成, 细胞内有 HA(红)和 HDC(绿)阳
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性信号, M ERGE 图像显示 PC12 细胞中 HA 和

HDC 分布一致(图 3)。

2. 4  PC12细胞中 HA和囊泡的分布情况  PC12细
胞突起已形成,细胞内有 HA(红)和囊泡(绿)阳性信

号, MERGE 图像显示黄色为 PC12细胞中的 HA 囊

泡(图 4)。

3  讨   论

大多数体外进行的囊泡分泌研究都是通过肾上

腺嗜铬细胞建立模型的。利用肾上腺嗜铬细胞进行

的神经生物学方面的研究,包括神经分泌研究, 涉及

范围非常广泛。嗜铬细胞的一项重要特点就是来源

图 4 PC12 细胞 HA和囊泡荧光染色图像

F ig . 4 Images of fluo rescent microscopy show ing double

staining s for histam ine and synaptic v esicle in PC12 cell

A:阴性对照; B: H A; C: FM1-43; D: MERGE; Bar= 20Lm。

于实验动物,主要是大鼠和小鼠, 或者是从屠宰场所

获取的牛的嗜铬细胞 [ 11]。大鼠 PC12 细胞就是其中

之一,其普及主要是因为它对各种药理学的操作处理

极具通用性,而且非常容易进行细胞培养,其增殖和分

化的背景知识也被人们熟知。而且, PC12细胞与嗜铬

细胞相比,有着更小的囊泡和量子的大小,这一点上与

神经元更为相似,因此比较适合作为研究对象。

PC12细胞系最初于1976从大鼠的肾上腺髓质肿

瘤中分离获得[ 12] 。与肾上腺嗜铬细胞类似, PC12细

胞能够合成并储存多巴胺和 NE,这两种递质都可在以

钙离子依赖性的去极化时进行释放
[ 14]
。PC12细胞的

表型与交感神经节的神经元类似, 其内的酪氨酸羟化

酶( tyrosine hydroxylase, TH)的活性可通过神经生长

因子( nerve growth factor, NGF)、胰岛素、糖皮质激

素、霍乱菌毒素和高平板接种密度的刺激而增强[ 15-16]。

作为一个常用的研究神经细胞发育和功能的模型,该

细胞株克隆己经使用了 30多年。当培养基中有动物

血清存在时, PC12细胞呈圆形、胞体明亮,迅速增殖。

在此条件下, PC12细胞表现出许多不成熟神经细胞特

性,可以转变成肾上腺嗜铬细胞,也可以变成交感样神

经细胞, 称为未分化型 PC12细胞; 在 NGF 诱导下,

PC12细胞能分化成交感神经样细胞,具有交感神经元

的形态、生化和生理特征,称为分化型 PC12细胞。后

者多作为神经细胞发育和功能的研究模型。本实验就

是使用分化型PC12细胞,培养后可形成分化成交感神

经样细胞,并形成突起。

PC12细胞能够合成并储存多巴胺和 NE,且其多

种生物性状与交感神经元类似,故已广泛应用于神经

生物学方面的研究,包括神经分泌研究
[ 11]
。为了能将
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其用于 HA和 NE 共释放规律的研究,就需要直接证

明 PC12细胞能够合成和分泌 HA。PC12细胞是否能

够合成和分泌 HA还未见报道。有些文献提示该细胞

上含有 HA受体:氧糖缺乏会伤害 PC12细胞, 肥大细

胞缺血培养上清液可以对抗这种伤害并保护细胞, H 1

受体阻滞剂或抗组胺血清能逆转这种作用[ 17] , 提示这

种保护作用是组胺依赖性的并通过 H1 受体实现; 肌

肽可以对抗 NMDA对 PC12细胞的伤害作用, 该作用

也可被H1 或H 3受体阻滞剂逆转[ 18] ,其保护机制可能

是肌肽直接激动 H 受体或代谢成组胺激动 H 受体来

实现[ 19] ; 肌 肽还可 以对 抗 B-淀 粉样 多肽 1-42

( AmyloidB1-42, AB42)对 PC12细胞伤害作用, 该作用

可被 H 3受体阻滞剂逆转 [20] ;组胺也可以对抗AB42对

PC12细胞的伤害作用,该作用可被 H 2 或 H 3 受体阻

滞剂逆转[ 21] 。以上说明组胺受体可以介导对 PC12细

胞的保护作用,即该细胞上含有 HA 受体。但 PC12

细胞是否含有 HA 呢? 目前只有间接报道
[ 18-19]

,还没

有直接证据。本实验从基因( RT-PCR)和蛋白( West-

ern blot )水平证实了该细胞中含有合成 HA的关键酶

HDC,并利用形态学方法在细胞中观测到 HA和 HDC

以及 HA囊泡,结果证明PC12细胞确实含有 HA。结

合分化型 PC12细胞的形态、生化和生理特征, 即可将

其作为 HA和 NE 共释放规律研究的细胞模型,也就

可以替代豚鼠 SCG 作为研究交感神经 HA/ NE 共存

相关问题的理想细胞模型。
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