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基因重组神经营养蛋白 − 3的生物学活性 3
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摘要  目的 测定 × ⁄ ≤ 细胞表达的基因重组 × 的生物学活性 ∀方法 体外培养 日龄鸡胚背根

神经节 ⁄ 加入条件培养基 测量背根节神经突起生长的长度 ∀结果 × ⁄ ≤ 细胞培养 后的无

血清条件培养基 Β 稀释后即能促进 ⁄ 神经突起的生长 随着其中 × 浓度增加 神经突起长度也逐渐延

长 有明显的量效关系 ⁄ 培养 长出的神经突起与 相比 明显长而致密 × 生物活性的 ∞≤ 值为

× 浓度为 时 神经突起的长度达到最大值 × ⁄ ≤ 细胞培养 的条件培养

基中 × 的活性高于培养 的条件培养基 × 单克隆抗体 • 的浓度为 Λ 即能抑制 × 的生

物活性 抗体浓度为 Λ 时 × 的生物活性降低一半 ∀结论 基因重组 × 有较高的生物活性 ∀
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  神经营养因子类为结构与功能相关的多肽因子家

族 控制着中枢神经系统 ≤ ≥ 和外周神经系统 ° ≥

神经元的发育 生存及功能维持≈ ∀其家族成员包括

神经生长因子 √ 简称 ƒ 脑源性

神经营养因子 √ ∏ 简称

⁄ ƒ 神经营养蛋白 ∏ 简称 ×

神经营养蛋白 ∏ 简称 ×

神经营养蛋白 ∏ 简称 ×

等≈ ∀ × 几乎表达于大鼠中枢神经系统所

有区域 在外周组织如心脏 !肺 !肌肉 !皮肤 !肠 !肾 !脾

及胸腺中均有高水平表达 ∀在外周神经系统 × 能

促进背根神经节 结状神经节及交感神经节神经元及

中枢神经系统中胆碱能神经元 多巴胺神经元的生存

及突起生长 ∀初步的临床研究结果表明 × 可 ≠

逆转老年间隙性记忆损伤≈ 治疗运动神经元疾

病≈ ≈ 治疗中枢神经系统创伤引起的神经元损
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伤≈ ∀

为了获得大量基因重组 × 研究其广泛深入的

生物功能 克服原核表达系统和低等真核生物酵母表

达系统不能进行翻译后的正确修饰 得不到近天然生

物活性目的蛋白的缺点 我们建立了能稳定表达基因

重组 × 的中国仓鼠卵巢细胞系 × ⁄

≤ 对该工程细胞的表达产物进行了鉴定 证明基

因重组 × 获得了表达 另文述 ∀为了研究表达产

物的生物活性 本文收集了不同时间 × ⁄ ≤

细胞的无血清培养液 为条件培养基 体外培养鸡胚背

根神经节 从神经节神经突起的长度来评判基因重组

× 的生物学活性 ∀

1  材料和方法

1 1  条件培养基的准备

× ⁄ ≤ 单克隆细胞 本实验室建立 每

瓶接种 ≅ 细胞 加入含 小牛血清 ƒ≤≥ 杭州

市四季青生物工程材料研究所 的 ⁄ ∞ 培养基

≥ 产品 后细胞贴壁 倒掉培养液 用无钙 镁

离子的 液洗涤数次 换成 ⁄ ∞ ƒ ≥ 产

品 无血清基础培养液 收集 及 后的培养液 分

别用基础培养液 无 ƒ≤≥ 按 Β Β Β Β Β

Β 稀释 ∀

用无血清基础培养液稀释 × 对照品 ≤ 细

胞表达 日本 × 博士赠 × ≤

∏ 公司 使浓度为 和 其它对照品

有 脑活素注射液 ≤ ≤ 市售 奥地利

产 及 的基因重组碱性成纤维细胞生长

因子 ƒ ƒ 市售 国产 转染空白表达载体的 ≤ 单

克隆细胞的无血清条件培养液为阴性对照 ∀

× ⁄ ≤ 细胞培养 后收集的无血清

培养液 用基础培养液按 Β 稀释后 再稀释基因重组

× 的单克隆抗体 • 日本 × 博士赠

× ≤ ∏ 公司 抗体浓度分别为

和 Λ ∀

1 2  双位 ∞ 法测定条件培养基中 × 的浓度

建立标准曲线 用 碳酸钠缓冲液 稀

释 • 单克隆抗体 其浓度为 Λ 孔酶联板

每孔中加入 Λ 该溶液包被 ε 过夜孵育 用 ° ≥洗

板 次 加入含 脱脂奶粉的 ° ≥ 封闭 室温放置

洗板 次 用 ° ≥ 脱脂奶粉稀释 × 标准

品 使成系列浓度为 和

酶联板每孔中加入 Λ 样品 ε 孵化 ° ≥ 洗

板 次 加入用 ° ≥稀释的 Λ 的 • Λ 室温

孵化过夜 洗板后 加入用 ° ≥ 按 Β 稀释的羊抗鼠

° 华美生物工程公司 Λ 室温孵化 洗涤后

加入 Λ 含邻苯二胺的反应底物 处测定吸收

度 ∀

测定样品中 × 含量 单克隆细胞株的无血清

培养液 经充分透析后进行测定 步骤同标准曲线 ∀

1 3  × 的生物学活性测定

参考 ∞ 等人≈ 的方法 取 日龄鸡胚腰段

⁄ 用手术刀和镊子去除背根节外膜及其

残根 立即放入正常培养基中 用吸管吸取一枚鸡胚

⁄ 种植于一张预先涂有鼠尾胶的生长基质盖片上

每张盖片加样品 放进 ε 孵箱培养 和 观

察拍摄各个 ⁄ 神经突起生长情况 ∀参考薛庆善的方

法≈ 从底片上直接测量每个 ⁄ 突起生长的长度 计

算平均值 ∀具体测法是 将刻有八等份放射线的透明

胶片迭加在所摄 ⁄ 底片上 八等份线的中点与 ⁄

的中心重合 分别沿八等份线自 ⁄ 植块边缘测量神

经突起的长度 求出平均值并除以放大倍数 得出各

⁄ 神经突起的实际平均长度 然后求出同组各 ⁄

之均值 ∀

2  结  果

2 1  稀释的 × 系列浓度经 次重复测定 结果呈

典型的 × 剂量反应曲线 线性方程 Α . χ

. , ρ . , Π ∀收集 × ⁄ ≤

细胞培养 后的无血清培养液 经测定其中 ×

的含量为 培养 后无血清培养液中 ×

的含量为 ∀

2 2  不同稀释度培养液中 × 的生物活性 样品

组 阳性对照组及阴性对照组各培养存活 个背根神

经节 ⁄ 培养 及 后 观察神经突起生长状况

拍摄各个 ⁄ 神经突起的照片 ∀

经测量计算发现 阴性对照组无神经突起生长 阳

性对照组神经元突起生长良好 样品组中各稀释度培

养液都能促进 ⁄ 神经突起的生长 明确表明神经细

胞神经突起的生长是在神经生长因子作用下进行的

培养液 Β 稀释后即有神经突起生长 随着其中 ×

浓度增加 神经突起长度也逐渐增加 有明显的量效

关系 ⁄ 培养 长出的神经突起与 相比 明显

长而致密 可见神经组织有足够神经营养因子营养时

其突起长度随时间延长而增加 结果见表 和图 ∀

2 3  × ⁄ ≤ 细胞培养不同时间后 × 的

活性变化 × ⁄ ≤ 细胞用无血清基础培养液

培养 和 后 收集培养液 再用基础培养液按

Β Β Β Β Β Β 稀释后 每个鸡胚背根神

经节中加入 空白载体 ≤ 细胞相同培养时间的
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表 1  × 促进 ⁄ 神经突起生长的平均长度 Ξ

? σ ,Λ

×

? ? ? ? ? ?

? ? ? ? ? ?

图 1  × 可促进 ⁄ 神经突起的生长

阴性对照组 ≅ × ⁄ ≤ 细胞培养

后的条件培养基 ≅ ≤ × ⁄ ≤ 细胞培养

后的条件培养基 ≅

无血清培养液为阴性对照 背根神经节培养 后 阴

性对照组神经节无明显突起生长 而样品组各神经节

有明显神经突起生长 测定各突起的长度 求出平均

值 结果见图 说明 × ⁄ ≤ 细胞培养

的培养液中 × 的活性明显高于培养 培养液中

× 的活性 ∀

图 2  × ⁄ ≤ 细胞培养不同时间后 ×

的生物活性

2 4  比较 × ⁄ ≤ 细胞培养液中 × 的

活性 进一步观察不同实验组间 ⁄ 培养 和 神

经突起生长情况 发现 ƒ ƒ 组及阴性对照组无突起生

长 × 对照品组及 脑活素组与样品组一样

⁄ 神经突起生长较为一致 × ⁄ ≤ 细胞

培养 后的培养液 Β 稀释为样品组的神经突起 平

均长度略长于 的 × 对照品组 长于

脑活素组 具体结果见图 ∀由此可见我们得到的基因

重组 × 的生物活性与 × 对照品基本相同 而

高于 脑活素 ∀

图 3  不同样品促进 ⁄ 神经突起生长

≤ 脑活素

2 5  × 单克降抗体可中和 × 的生物活性 各

样品培养液中加入 • 单克隆抗体后 ⁄ 培养

测定神经突起的长度 见图 ∀结果可知 • 可明显

降低 × 的生物活性 • 抗体浓度为 Λ

时即可抑制 × 的生物活性 抗体浓度为 Λ
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时 × 的生物活性降低约一半 ∀

图 4  • 可中和 × 的生物活性

3  讨  论

基因工程获得重组蛋白的目的是为了得到有生物

学活性的产物 因此仅仅得到基因重组 × 是不够

的 还必须研究其对神经细胞的生物活性作用 ∀

我们在以前的工作中构建了含 × ⁄ ≤

的真核表达载体 转染 ≤ 细胞后获得了能稳定表达

× 的细胞株 对表达产物进行了鉴定 但产物是否

具有生物活性尚不清楚 ∀体外神经细胞的培养是一种

应用广泛的实验室技术 它具有容易控制 对处理因素

干扰小 实验结果稳定 观察指标易于选择和敏感等优

点 使该方法成为研究神经营养因子生物活性和功能

的最常用的手段之一≈ ∀因此本文分离了 日龄鸡胚

背根神经节进行了体外培养 加入 × ⁄ ≤

阳性细胞株的培养液 用背根神经节神经突起生长的

程度来衡量表达产物的生物活性 既是对所表达蛋白

有效性的验证 也是为进一步的研究表达产物的其它

生物功能摸索和建立实验方法 ∀

本文以鸡胚背根神经节在体外培养环境中的神经

突起生长变化 测定并计算神经突起长度的平均值 研

究 × ⁄ ≤ 细胞表达的 × 的生物学活

性 ∀研究结果表明 × ⁄ ≤ 细胞表达的基因

重组 × 生物活性的 ∞≤ 值约为 ∀

等人≈ 报导的结果为 这可能是我们采用了

类似的表达宿主细胞 表达产物有相同的翻译后修饰

因而生物活性相近 ∀ 等人≈ 及 等人≈

报导的 ∞≤ 值分别为 及 这些差异可能

是由于与我们所分离的神经节的时间不同及一些实验

技术上的差别引起的 ∀当 等人取 日龄鸡

胚 ⁄ 时 ∞≤ 值在 ∗ 间 而 等人的实

验结果为何如此低 则不很清楚 ∀

× ⁄ ≤ 表达的基因重组 × 在

时 神经突起的长度达到最大值 与文献报导

结果相近 ∀但与同浓度 ƒ 促进 ⁄ 神经突起值相

比 约为其一半 可能是由于二者作用的主要靶神经元

不同 或二者作用于神经元发育的不同阶段 ∀ × 的

∞≤ 值约为 ƒ 值的 倍 可能是此阶段 ƒ 效应

神经元比 × 的效应神经元更多≈ ∀

本研究得出的结论是 我们获得的基因重组 ×

与 × 标准品及脑活素一样 具有促进背根神经

节神经突起生长的作用 这种作用可被其特异性抗体

中和 说明所得到的基因重组 × 具有明显的生物

活性 达到了在哺乳动物细胞中表达高生物活性 ×

的目的 为进一步研究其生物功能提供了理论依据 经

验方法和实验材料 ∀

致谢 日本 × ≤ ∏ ≤ 的 ⁄

× 提供基因重组 × 对照品及其单克隆

抗体 ∀
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复方黄连素片中盐酸小檗碱的含量测定

陈国强  吴  俊  冯群英  王  群 义乌 浙江义乌市药品监督检验所 义乌 义乌市医药公司

  复方黄连素片由盐酸小檗碱 !木香 !白芍 !吴茱萸

等组成 ∀卫生部药品标准采用索氏提取器提取后 经

柱色谱分离 显色后再用分光光度法测定盐酸小檗碱

的含量 较繁琐 ∀本文以酸性染料比色法对复方黄连

素片进行含量测定 方法简便可靠 ∀

1  仪器 !试药及实验条件

紫外分光光度计 上海分析仪器厂 !色谱用

氧化铝 中性 上海五四化学试剂厂 !盐酸小檗碱对

照品 中国药品生物制品检定所 !复方黄连素片 市

售 实验用其他试剂均为分析纯 ∀

2  实验方法及结果

2 1  标准曲线的制备

2 1 1  对照品溶液的制备 精密称取盐酸小檗碱对照

品 于 量瓶内 加甲醇至刻度 充分振摇

即得每 含盐酸小檗碱 的溶液 ∀

2 1 2  标准曲线的制备 精密量取对照品溶液

和 置具塞锥形瓶中 水浴

蒸去甲醇 加入 的磷酸盐缓冲液 再加

的溴麝香草酚蓝溶液 摇匀 精密加入氯

仿 分取氯仿层 用干燥滤纸滤过 置具塞试管中

以 号为空白 在 波长处测定吸收度 ∀以吸收

度 Α对浓度 χ 进行线性回归处理 结果在 ∗

Λ 内呈现良好的线性关系 回归方程为 χ .

Α . , ρ . ∀

2 2  样品测定

2 2 1  供试品溶液的制备 取复方黄连素片 片 剥

去糖衣后 精密称定 研细过 目筛 混匀 ∀取细粉约

精密称定 置 量瓶中 加甲醇约 于

ε 水浴中振摇 取出放置室温 加甲醇至刻度

摇匀 过滤 弃去初滤液 精密量取续滤液 置具塞

锥形瓶中 以下照标准曲线的制备方法 自 / 水浴蒸去

甲醇0起 依法操作 即得 ∀

2 2 2  样品的测定 取供试品溶液 以相应试剂为空

白 在 波长处测定吸收度 根据标准曲线回归方

程计算盐酸小檗碱的含量 ∀ 批样品的含量 每片 分

别为 和 ∀

3  方法考察

3 1  吸收波长的选择

按处方 !工艺制备复方黄连素片空白片 不含盐酸

小檗碱 并按供试品溶液的制备方法制备空白品溶

液 ∀量取对照品溶液 !供试品溶液 !空白品溶液各适

量 按标准曲线的制备方法 自 / 置具塞锥形瓶中0起

依法操作 在 ∗ 间扫描 得出各吸收曲线 根

据吸收曲线确定波长为 ∀

3 2  加样回收率试验

精密称取盐酸小檗碱对照品适量 加入精密称定

已知含量的复方黄连素片细粉 中 按样品测定的

方法 自/置 量瓶中0起 依法操作 计算回收率

结果见表 ∀

3 3  重复性试验

表 1  加样回收率试验结果

样品号
样品量 含盐

酸小檗碱

对照品 实测值 回收率

ξ ? σ ? ΡΣ∆

  精密称取同一批样品 份 分别按样品测定方法

操作 计算含量 每片 分别为

和 ξ ΡΣ∆ ∀

3 4  本法与部颁标准方法的对比

本法 次的平均值为 ΡΣ∆ 卫生

部药品标准法 次的平均值为 ΡΣ∆

两者无显著性差异 Α ∀

收稿日期
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