
第38卷第3期
2015年9月

南京师大学报（自然科学版）

JOURNAL OF NANJING NORMAL UNIVERSITY(Natural Science Edition)
Vol. 38 No. 3
Sept，2015

NRAGE基因对小鼠海马神经元细胞分化的影响
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［摘要］ NRAGE基因作为MAGE家族的一员，在细胞周期、细胞增殖和细胞凋亡过程中均发挥着重要的作用 .
关于NRAGE对神经元细胞分化的影响目前虽有两篇文献报道，但结论相反，且两篇文章均是以大鼠肾上腺髓质

嗜铬瘤PC12细胞为模型进行的实验 . 在本文中，我们分离了NRAGE基因敲除小鼠的海马，以新生大鼠神经胶质

细胞为饲养层，通过原代培养得到了NRAGE完全敲除的神经元细胞，通过统计神经元细胞的轴突/胞体直径比

例和树突数目，分析了NRAGE基因敲除对神经元细胞分化的影响 . 实验结果表明，野生型和敲除型神经元细胞

的分化没有发现明显的统计学差异，提示NRAGE基因对小鼠神经元细胞分化没有影响 .
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Influence of NRAGE Gene on Mouse Hippocampus
Nerve Cell Differentiation
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Abstract：NRAGE，which belongs to MAGE family，plays an important role in the cell cycle，proliferation and apopto⁃
sis. The influence of NRAGE on differentiation of neurons had been reported in two papers which indicated two opposite
conclusions. These two articles based on PC12 cells，which derived from a pheochromocytoma of the rat adrenal medul⁃
la. Our experiment isolated hippocampals of NRAGE knockout mice and took neonatal rat glial cells as feeder layer to
obtain fetal mice primary neurons. Detected the influence of NRAGE gene on neurons differentiation by counting neu⁃
rite/diameter of soma and the numbers of dendrites. The results showed that primary neuronal differentiations of wild-

type and knockout fetal mice had no significant difference，indicating NRAGE gene has no effect on the neurons of mice.
Key words：NRAGE，primary neuron，differentiation，low-density cultures

NRAGE（Neurotrophin receptor-interacting MAGE homolog），也称为MAGE-D1或Dlxin-1，是一条伴X染

色体的基因，被归为Ⅱ型黑色素瘤相关抗原（MAGE）家族的一员［1］. NRAGE基因编码一段约为 87 kDa的
蛋白序列，含有775个氨基酸［2］，包括约200个氨基酸的MAGE家族同源区域（MHD）和WQXPXX六肽重复

区域 . NRAGE在胚胎不同阶段和成体不同组织中均有表达［3，4］，其生理作用非常广泛 .
关于NRAGE的前期研究主要集中在其对细胞周期和细胞凋亡的影响方面 . NRAGE已经被证明可通

过 p53依赖性的和非依赖性的信号通路抑制细胞增殖［5］. 作为一种有效的凋亡诱导蛋白，NRAGE可通过

多种信号通路促进细胞凋亡 . 文献表明，NRAGE与 p75NTR结合后能激活 JNK依赖的线粒体死亡通路，包

括细胞色素C的释放和Caspase 3、7、9的激活，引起PC12细胞的凋亡［6，7］. Jordan等［8］在 IL-3依赖的早幼粒

白血病细胞系 32D中发现，NRAGE可以通过结合内源性XIAP，形成NRAGE-XIAP复合体并促使XIAP快

速裂解、降解而失活，促进细胞凋亡 . 进一步研究表明，在BMP介导的非经典的信号转导途径中，NRAGE
能够与TAK1-TAB1-XIAP形成复合物从而促进 p38的活性，导致细胞凋亡发生［9］. 另外，NRAGE还可与轴

突导向受体UNC-5和内源性的朊病毒蛋白PrPc等蛋白结合，促进神经元细胞凋亡［10，11］. 随着NRAGE基因
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敲除小鼠的产生，NRAGE的功能研究得以扩展 . 在体实验表明，NRAGE基因敲除后可导致发育中的神经

元凋亡能力降低［12］，受损肌肉的再生能力下降［13］，生物钟紊乱［14］，社交能力降低［15］，出现抑郁行为［16］，学习

和记忆形成能力下降［17］.
关于NRAGE对神经元细胞分化的影响方面目前已有两篇文献报道，但是结论相反，而且两篇文献采

用的均是 PC12细胞分化模型 . PC12细胞虽然在神经生长因子NGF的诱导下可模拟神经分化过程，但其

并不是真正意义上的神经元细胞 . 因此，本文通过低密度培养的方法分离并培养了NRAGE敲除胎鼠海马

神经元，并以新生大鼠的神经胶质细胞作为饲养层，真正模拟了神经元细胞分化的环境和过程，以此来研

究NRAGE基因对神经元细胞分化的影响，从而使实验数据更具有说服力 .
1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物

实验所用 SPF级 Sprague-Dawley大鼠购自上海实验动物研究中心，NRAGE基因敲除小鼠由南京大学

模式动物所构建，引入本实验室后在 IVC鼠笼系统中饲养，光照时间为12 h，8：00~20：00，温度20 ℃~25 ℃，

湿度40%~70%，动物照度：15 lx~20 lx，换气次数：10~20 次/h，风速0.1 m/s~0.2 m/s，小鼠自由饮水和取食 .
1.1.2 试剂

NRAGE抗体购自 Santa Cruz公司，GAPDH抗体购自上海康成生物工程有限公司，HRP标记羊抗兔

二抗和HRP标记羊抗小鼠二抗均购自联科生物技术有限公司，高糖DMEM培养基、F12培养基、0.25%
胰酶和胎牛血清均购自Gibco生物公司，Taq 2×Master PCR Mix与DL2000 DNA marker购自 TAKARA公

司，4S Red Plus Nucleic购自上海生工生物工程技术公司，ECL显色液购自诺唯赞生物科技有限公司 .
1.2 方法

1.2.1 NRAGE基因敲除小鼠的构建

NRAGE基因敲除小鼠由南京大学模式动物研究所构建 .利用同源重组敲除的基因序列为NRAGE基因的

第3~8个外显子，包括WQXPXX重复序列和MHD保守结构域的一部分，碱基数共为2.4 kb.由于缺失的WQX⁃
PXX重复序列及MHD结构域被认为可以与其他蛋白（如p75NTR）相结合而发挥重要生理功能，因此，此种方法

得到的基因敲除小鼠被认为是NRAGE基因功能缺失 . NRAGE基因敲除需至少回交7代方可应用于实验 .
1.2.2 小鼠基因型的鉴定

根据Wang等［18］文献报道对 NRAGE基因敲除小鼠进行基因型鉴定 . 剪下胎鼠的一部分胚体（约

1 mm~2 mm），作为基因型鉴定的样本，放入 1.5 mL EP管中 . 在此 EP管中加入 150 μL 50 mM的 NaOH
溶液，放入干浴锅内，98 ℃，煮样 30 min. 煮样后将 EP管放入 4 ℃冰箱或放于冰上冷却，加入 15 μL 1 M
的 Tris-HCl（pH=8.0）并混匀 . 将混合液于室温离心，9 000 rpm离心 3 min，上清即为待测样本DNA. 按照

Taq 2×Master PCR Mix（TAKARA）说明书配制 PCR反应体系，并按照 PCR扩增反应的条件扩增 cDNA.
扩增野生型小鼠基因所需的引物序列：

P1：5’-AGATCCTCCTCCAACTCTCG-3’；
P2：5’-GAAAAACCCCACAAGCTTACC-3’.
扩增敲除型小鼠基因所需的引物序列：

P4-2：5’-CCAATTTAGACTCCCCCAAGACC-3’；
tj-Neo-rs：5’-AAACCACACTGCTCGACCTGC-3’.
1%琼脂糖电泳检测，野生型小鼠的目的基因片段长度为 750 bp~1 000 bp，敲除型小鼠的目的基因片

段长度为250 bp~500 bp，杂合敲除型小鼠则具有两种目的基因片段 .
1.2.3 蛋白质提取与免疫印迹实验

1.2.3.1 组织蛋白的提取

因该基因敲除小鼠为全身性敲除，所以随机取小鼠组织进行进一步鉴定 . 本实验中取的小鼠脑组织，

蛋白裂解后，使用超微量分光光度计检测蛋白浓度，加入5×sample buffer，99/100 ℃煮样5 min，分装后存放

于-80 ℃.
-- 57



南京师大学报（自然科学版） 第38卷第3期（2015年）

1.2.3.2 免疫印迹实验（Western blot）
以聚丙烯酰胺凝胶电泳使蛋白条带分离后，将蛋白转移至 PVDF膜上，以 5%脱脂奶粉封闭 1 h，以

1∶1 000比例稀释NRAGE抗体和GAPDH抗体，4 ℃孵育过夜，再置于以 1：5 000比例稀释的二抗中，于

37 ℃的烘箱孵育 1 h，使用ECL显色液避光孵育 3 min，于凝胶成像仪中曝光并拍照 .
1.2.4 原代神经元细胞培养

1.2.4.1 神经胶质细胞饲养层的培养

分离新生 SD大鼠（1 d）的大脑半球，小心剥离脑膜，分离大鼠大脑皮质，用小剪刀将大脑皮质剪至

1 mm3~2 mm3，加入 2 mL~4 mL 2.5%胰酶和 1%DNA酶消化组织，将消化后的细胞和组织碎块过滤网后，

加入 T25培养瓶中，用MHM（1×DMEM/F12（1∶1），0.55%wt/vol 葡萄糖，2 mM谷氨酰胺，14.6 mM NaHCO3，

5 mM HEPES，23 μg/mL 胰岛素，93 μg/mL 转铁蛋白，19 nM 黄体酮，56 nM 腐胺，21 nM 亚硒酸钠，2%
B27）培养，至细胞聚合度为 85%左右 . 消化细胞，按照 105个细胞/cm2的密度种于 10 cm培养皿中，放于

细胞培养箱中培养，待细胞生长至细胞聚合度为 40%~70%时，作为神经元细胞的饲养层使用 .
1.2.4.2 盖玻片的预处理

在干净的进口盖玻片四周滴加液体石蜡 3~4滴，待石蜡冷却之后吸附于盖玻片上，形成 3~4个支撑

点，可以支撑盖玻片于饲养层细胞之上，使饲养层细胞和神经元细胞不致混合 . 将盖玻片有支撑点的一面

向上放于 60 mm皿中，加入多聚赖氨酸孵育以增加细胞的粘附能力 . 孵育后用 PBS洗去残余的多聚赖氨

酸，盖玻片预处理即完成 .
1.2.4.3 胎鼠海马区神经元细胞的培养

取出孕鼠子宫放入超净工作台内，小心打开子宫角，用弯镊将胚胎转移至一个新的盛有PBS的 10 cm
皿中，沿颈脊髓部位将胚胎的头剪下，用长弯镊将其迅速转移至一个新的盛有PBS的 10 cm皿中，小心剥

离出胎鼠的海马组织，用 2.5%的胰酶消化后，用移液器吹散成单细胞悬液，接种约 1.5×105个细胞于含有

预处理盖玻片的 60 mm皿中，使用MHM培养基于 37 ℃培养箱中培养 3 h~4 h至细胞贴壁 . 小心取出附着

有细胞的盖玻片，将盖玻片翻转，使有支撑点的一面朝向饲养层细胞，放置于饲养层之上，使神经胶质细

胞和神经元细胞不会粘连在一起 . 将细胞置于细胞培养箱中培养，37 ℃，5%CO2.
培养 3 d后加入阿糖胞苷（Cytosine arabinoside）从而抑制神经胶质细胞的增长，随后，每 3 d更换 1/3的

培养基以维持细胞生长 . 并且选取不同的时间段（0 h、24 h、48 h、72 h、96 h、120 h、144 h、168 h、240 h）进

行拍照，统计NRAGE基因敲除小鼠和野生小鼠的海马神经元细胞的轴突/胞体的直径比例和每个神经元

细胞树突的数目，并进行统计学分析，从而指示两种小鼠神经元细胞的分化情况 .
1.2.5 统计学处理分析

所有数据均用（均数±标准差）（mean±SD）表示，用 orign 6.0进行统计分析 . 使用 t检验做两两比较，
*p <0.05为差异显著，**p <0.01为差异极显著 .
2 结果

2.1 NRAGE基因敲除小鼠的鉴定

2.1.1 基因型鉴定

取胎鼠一部分胚体为样本，检测小鼠的基因型，结果如图 1A所示 . 由图可知，1、3、5、6、9号为野生型

小鼠，2、4号为纯合敲除型小鼠，7、8号为杂合敲除型小鼠 .
2.1.2 NRAGE在脑组织中的表达

通过免疫印迹实验检测NRAGE在脑组织中的表达，实验结果表明，NRAGE在敲除小鼠的脑组织中

没有表达（图1B），进一步表明NRAGE已经被敲除 .
2.2 原代海马神经元细胞的培养

2.2.1 原代海马神经元细胞培养实验方案

参考Chojnacki等［19］的方法并加以改进，建立低密度原代海马神经元细胞培养实验方案 . 如图 2所示，

首先分离并培养大鼠神经胶质细胞作为饲养层，其所分泌的EGF、FGF2等细胞因子，可以促使神经元细

胞的分化 . 随后，分离并培养胎鼠海马神经元，种植于滴有石蜡作为支撑的盖玻片上，形成“饲养层-神经
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元”夹心结构 .

图1 NRAGE基因敲除小鼠的鉴定

A.PCR扩增法鉴定小鼠基因型 . 左图：P4-2和 tj-Neo-rs引物PCR扩增结果；右图：P1和P2引物PCR扩增结果 . 1~9：小鼠的基因型；

M：2 000 bp DNA Marker. B.Western blot 鉴定NRAGE基因敲除 . NRAGE在脑组织中没有表达，

表明KO型小鼠中NRAGE基因已被敲除（WT：野生型；KO：敲除型）

Fig.1 The identification of NRAGE gene knockout mice
A.Mice genotype identification by PCR amplification. Left：PCR results by P4-2 and tj-Neo-rs primer sequences；right：PCR results by P1

and P2 primer sequences. 1-9：genotype of mice No. 1-9；M：2 000 bp DNA Marker. B.NRAGE expression in brain tissue. NRAGE was not
expressed in brain tissue of KO mice，suggesting that the NRAGE genes had been knocked out（WT：wild type；KO：knock out type）

图2 原代神经细胞低密度培养方法

以新生大鼠神经胶质细胞为饲养层，分离并培养胎鼠海马区神经细胞

Fig.2 The culture method of primary neurons
Experiment took neonatal rat glial cells as feeder layer to obtain fetal mice primary neurons

-- 59



南京师大学报（自然科学版） 第38卷第3期（2015年）

2.2.2 大鼠神经胶质细胞的培养

按照上述实验方案，首先分离新生 SD大鼠大脑皮质，原代培养大鼠神经胶质细胞，待细胞密度达到

40%~70%时可以作为饲养层使用（图3）.

图3 SD大鼠神经胶质细胞

图中为分离得到的神经胶质细胞 . 实验采用新生大鼠大脑皮质，分离出神经胶质细胞，待细胞长至40%~70%时，作为神经细胞的饲养层

Fig.3 Cultured glial cells of SD rats
Glial cells of SD rats were isolated. Experiments used neonatal rats cerebral cortex to isolate glial cells. The glial cells

could be used as a feeder layer of neuron till they grown to 40%-70% confluent in flasks
2.2.3 小鼠海马神经元细胞的培养体系的建立

本实验使用新生 SD大鼠神经胶质细胞作为饲养层，成功培养了小鼠原代神经元细胞 . 神经元细胞

的分化主要分为 5个阶段：0 h，没有突出形成；24 h，有许多短的突出形成，但是树突和轴突不能够区分；

48 h，轴突可以与树突区分；96 h，树突开始形成，并产生分支，形成突触；168 h，形成大量突触（图 4）.

图4 不同分化阶段的小鼠海马神经元细胞

A-F：分化时间分别为0 h、24 h、48 h、72 h、96 h、120 h的小鼠海马神经元细胞（红色箭头：树突；黑色箭头：轴突；白色箭头：突触）

Fig.4 Differentiated mouse hippocampal neurons of different times

A-F：Differentiated mouse hippocampal neurons at 0 h、24 h、48 h、72 h、96 h、120 h respectively（red arrow：dendrites；
black arrow：axon；white arrow：synaptic）

2.3 NRAGE敲除对神经元细胞分化的影响

原代海马神经元细胞体系成功建立后，我们比较了野生型和敲除型小鼠的原代神经元细胞的轴突/胞
体直径比例以及树突数目，以此反映两种小鼠神经元细胞的分化情况 . 实验结果表明，在不同时间段

（0 h、24 h、48 h、72 h、96 h、120 h、144 h、168 h、240 h）敲除型和野生型原代神经元细胞，无论是轴突/胞体

直径比例还是树突的数目，均无显著性差异（图 5）. 提示离体情况下，NRAGE基因敲除对小鼠神经元细胞
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的分化并没有影响 .

图5 NRAGE基因敲除对神经元分化没有明显影响

A：原代培养的神经细胞在0 h、24 h、48 h、72 h、96 h、120 h、144 h、168 h、240 h的分化结果 . 24 h，有许多短的突出形成，

但是树突和轴突不能够区分；48 h，轴突可以与树突区分；96 h，树突开始形成，并产生分支，形成突触；168 h，
形成大量突触 .（红色箭头：树突；黑色箭头：轴突；白色箭头：突触）. B，C：不同时间段（12 h、24 h、

48 h、72 h、96 h、120 h、144 h、168 h、240 h）轴突/胞体直径以及树突数目统计结果

Fig.5 NRAGE gene knockout had no significant effect on neuronal differentiation
A：Differentiated neurons captured at 0 h，24 h，48 h，72 h，96 h，120 h，144 h，168 h，240 h. There were many neurites，but they were not able

to distinguish between dendrites and axons at 12 h；axons and dendrites could be distinguished at 48h；dendrites began to form and
produced branches to form synapses at 96 h；large numbers of synapses formed at 168 h.（red arrow：dendrites；black arrow：
axon；white arrow：synaptic）. B，C：Results of axon/diameter of soma and dendrites number of differentiated nerve cells at

different periods（12 h，24 h，48 h，72 h，96 h，120 h，144 h，168 h，240 h）
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3 讨论

NRAGE基因作为MAGE家族的一员，在细胞周期、细胞增殖和细胞凋亡过程中均发挥着重要的作

用 . 有关NRAGE基因对神经元细胞分化的影响已经有两篇文献报道，但是两篇文献得出了完全相反的结

论 . Feng等［20］指出，在PC12细胞中，NRAGE通过调节Trk-Erk信号通路，下调NGF-依赖的神经突形成 . 而
E. Maheswara Reddy等［21］提出，在PC12细胞中，NRAGE可以通过激活MEK和Akt信号通路，上调神经突形

成 . PC12细胞虽然是常用的研究神经元细胞分化的模型，但其属于永生型细胞系，在模拟神经元细胞的

分化过程中有一定的局限性 . 比如 PC12细胞在分化过程中不易区分其轴突和树突，并且不能形成突触，

从而形成神经网络 .
本实验中通过低密度培养的方法建立了海马神经元的原代培养体系 . 海马区细胞种类相对单一，其

中绝大多数为椎体细胞 . 锥体细胞在培养过程中会表达一些重要的神经元表型特征，而且它们会长出轴

突和树突，形成大面积的神经网络 . 除此之外，海马神经元细胞不同分化阶段特征明显，容易区分和鉴定 .
因此，本实验使用了新生鼠神经胶质细胞作为饲养层，培养胎鼠海马体中分离出的原代神经元细胞，模拟

了神经元细胞分化的微环境，使之更符合神经元细胞在体内的分化过程，并能恰当地反映出NRAGE对神

经元细胞分化的作用 . 实验结果表明，NRAGE基因敲除后，在神经元细胞中，无论是轴突/胞体直径比例还

是树突数目的统计均没有显著性差异，这与Bertrand等［12］的报道一致 . Bertrand等利用NRAGE基因敲除

小鼠研究神经元凋亡时发现，其三叉神经节神经元生长和分化没有差异 . 我们的体外原代培养结果也同

样证明，NRAGE基因敲除对海马椎体神经元的分化没有明显影响 .
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