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NDRG2与 GFAP在不同脑区星形胶质细胞的表达与分布 *
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摘要目的：观察 NDRG2（N-myc下游调节基因 2）与 GFAP(胶质纤维酸性蛋白)在不同脑区星形胶质细胞的表达与分布。方法：利

用免疫荧光 NDRG2与 GFAP双标技术以及Western Blot技术观察皮层、海马及纹状体等不同脑区星形胶质细胞 NDRG2和

GFAP的表达与分布。结果：免疫荧光结果显示 NDRG2阳性细胞广泛而均匀地分布于不同脑区，并与 GFAP存在较好的共定位；

NDRG2与 GFAP标记的星形胶质细胞形态不尽相同。Western Blot结果显示 NDRG2在皮层中表达比海马和纹状体多，而 GFAP

在海马中表达比皮层和纹状体多。结论：NDRG2广泛表达于不同脑区星形胶质细胞，并于 GFAP存在较好的共定位。
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The Expression and Distribution of NDRG2 and GFAP in Astrocytes of
Different Brain Regions*

To detect the expression and distribution of NDRG2(N-myc downstream regulated gene 2) and GFAP(glial

fibrillary acidic protein) in astrocytes of different brain regions. Immunofluorescence staining and western blot were used to

detect the expression and distribution of NDRG2 and GFAP in astrocytes of different brain regions, such as cortex, hippocampus,

striatum and so on. Double immunofluorescent staining results show that NDRG2 positive cells are widely and evenly distributed

in different brain regions, and NDRG2 displays a strong colocalization with GFAP. The morphology of astrocytes labeled by NDRG2 and

GFAP are not completely the same. Western Blot results show that the expression of NDRG2 protein in the cortex is higher than that in

the hippocampus and striatum, while the expression of GFAP protein in hippocampus is the highest. NDRG2 is widely

distributed in different brain regions and displays a strong colocalization with GFAP in astrocytes.
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前言

神经胶质细胞作为脑组织中最庞大的细胞群，其发现距今

已有 100多年，而在所有的胶质细胞中星形胶质细胞数量最

多，在丘脑中其占整个胶质细胞的 30 %～40 %，在视皮层占

61.5 %[1]。以往大量研究表明星形胶质细胞在神经系统生理活

动中发挥着至关重要的作用，主要包括引导胚脑神经元迁移、

缓冲细胞外离子浓度、作为谷氨酸和 酌-氨基丁酸(GABA)代谢

的关键部位、与神经元形成突触联系进而参与信号通路转导并

调节神经突触可塑性以及摄取并合成多种神经递质等[2,3]。星形

胶质细胞数量之大与功能众多使得其成为脑组织损伤及神经

退行性改变发生发展机制和治疗策略研究中不可或缺的组成

部分。

近年来，随着神经生物学的发展以及对星形胶质细胞功能

的深入研究，人们对于胶质细胞在大脑病理过程尤其精神性疾

病中所起作用的关注与日俱增[4]。当中枢神经系统出现创伤或

神经退行性改变等各种病损时，神经胶质细胞在形态、数量和

分子生物学上发生明显变化以完成代偿、再生和修复等一系列

功能。研究小鼠在重症抑郁症患者的海马中，胶质细胞和神经

元在数量上较健康对照组更为密集[5]。以往大量研究证实胶质

纤维酸性蛋白 GFAP特异性表达于星形胶质细胞并可作为其

标记物。在重症抑郁症患者的海马 CA1/CA2区以及眶额叶皮

层区 GFAP免疫阳性的胶质细胞数量显著减少[6]。然而此标记

蛋白不能常规而直接地反映各个脑区的星形胶质细胞数量与

形态，因为 GFAP作为中间丝结构蛋白仅占星形胶质细胞总体

积的 15 %[7]。另外，伴有胶质细胞增生的病理条件下 GFAP的

表达显著增强，这可能导致伴有胶质细胞增生的精神疾病中也

可检测高水平的 GFAP表达，但胶质细胞增生并不是所有精神
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疾病所必需。因此，找出新的星形胶质细胞标记蛋白作为观察

胶质细胞的工具非常必要。

NDRG2基因是我校生化教研室于 1999年利用基于 PCR

的削减杂交技术进行神经胶质瘤与正常脑组织的基因表达差

异研究时发现并克隆的一个新基因。我们进一步研究发现其参

与细胞的增殖、分化和凋亡、应激反应与激素代谢等[8,9]。此外，

NDRG2属于癌基因 N-myc下调基因家族中的一员，参与肿瘤

的发生及转归，将 NDRG2 cDNA转入人胶质母细胞瘤细胞中

能够使其增殖能力降低然而在结肠癌中检测到的 NDRG2表

达量较少[10]。虽然 NDRG2的功能仍然有待进一步阐明，但是由

于大量研究证实 NDRG2蛋白为肿瘤抑制物[11]，而使得此基因

引起了广泛关注并一度成为研究热点。我们前期研究发现

NDRG2基因广泛表达于中枢神经系统，免疫荧光发现 NDRG2

与星形胶质细胞标志物 GFAP存在共定位，证实了 NDRG2特

异性表达于星形胶质细胞[12]。本研究的目的在于通过比较不同

脑区星形胶质细胞 NDRG2与 GFAP的表达与分布特点，为星

形胶质细胞研究过程中标记物的选择奠定基础。

1 材料和方法

1.1 实验动物

8周龄 C57BL/6成年雄性小鼠 (22± 2 g)12只购自第四军

医大学实验动物中心，于西京医院麻醉科实验室动物房的独立

通气笼系统中饲养，自由进食和饮水，室温保持 25 ℃，灯光控

制动物昼夜节律，待其适应环境一周后进行实验。所有实验操

作严格遵循伦理委员会批准的动物实验协议以及第四军医大

学动物实验指南。

1.2 实验方法

1.2.1 免疫荧光双标 小鼠称重后用 10 %水合氯醛 (0.03

mL/10 g)腹腔内注射麻醉(n=6),多聚甲醛常规灌注取脑后行冰

冻切片(10 mm)。脑片画圈并用 PBS洗涤 3遍后孵育一抗：抗

兔 NDRG2 抗体(1:100，美国, Cell signaling)、抗鼠 GFAP抗体

(1:500，美国, Cell signaling)。抗体溶于免疫荧光一抗稀释液并

取 30 滋L加于每个脑片后 4℃过夜。第二天用 PBS洗涤脑片

并用抗兔 FITC标记的二抗(1:200; CWBIO，北京，中国)和抗小

鼠 CY3标记二抗(1:200，CWBIO，北京，中国)孵育脑片，室温 2

h。DAPI(1 ng/滋L)用于染色细胞核，室温 10 min。抗荧光淬灭甘

油封片，荧光显微镜下观察并拍片。

1.2.2 Western Blot分析 小鼠称重后用 10 %水合氯醛(0.03

mL/10 g)腹腔注射麻醉(n=6)，取皮层、海马、纹状体组织蛋白并

裂解、定量、制备蛋白样品。将蛋白样品通过十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶 (sodium dodecyl sulfonate-polyac-rylam ide gel,

SDS,PAGE )电泳分离(凝胶浓度为 10 %)，电转移至聚偏氟乙

烯膜(polyvinylidene fluoride,PVDF)，于 5 %脱脂奶粉中室温封

闭 1 h，后经 1× 洗膜缓冲液(tris buffered saline tween,TBST)漂

洗后封入抗兔 NDRG2 抗体(1:100,美国 , Cell signaling)、抗鼠

GFAP 抗体(1:500,美国 ,Cell signaling)、抗兔 GAPDH 抗体 (1:

1000,美国，Cell signaling)，室温下孵育 1 h，4℃孵育过夜。将膜

用 1× TBST漂洗后再加入辣根酶标记山羊抗兔二抗(1:10000,

北京，康为世纪)，室温孵育 1 h，经 1× TBST漂洗，最后加入显

色底物硝基蓝四唑(nitro blue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-in-

dolyl-phosphate,NBT/BCIP) 并运用 LI-COR Odyssey System

(LI-COR Biotechnology, USA)发光仪发光成像。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 18.0统计学软件进行统计分析，计量资料以均

数± 标准差表示，采用 Student's t test进行差异性分析，以 P<0.

05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NDRG2与 GFAP在不同脑区星形胶质细胞的表达与分布

低倍镜下免疫荧光双标结果显示：NDRG2阳性的星形胶

质细胞在皮层、胼胝体、海马、纹状体以及大脑脚中排列整齐、

分布广泛，且主要存在于皮层与纹状体，海马次之，胼胝体与大

脑脚中较少；而 GFAP阳性的星形胶质细胞主要分布于海马组

织，胼胝体与大脑脚中次之，皮层与纹状体中分布较少(见图

1)。

各脑区免疫荧光结果显示：皮层(靠近背侧区域)和纹状体

中的星形胶质细胞 NDRG2免疫反应呈阳性，而 GFAP免疫反

应呈弱阳性或阴性，靠近腹侧的皮层、胼胝体、海马、大脑脚中

星形胶质细胞 NDRG2 与 GFAP 免疫反应均呈阳性；同时

NDRG2与 GFAP在星形胶质细胞中并非完全共定位，NDRG2

标记的细胞胞体体积明显大于 GFAP标记的胞体，NDRG2标

记的细胞突起长度明显短于 GFAP标记的突起(见图 2)。

2.2 不同脑区中 NDRG2与 GFAP标记的星形胶质细胞形态

高倍镜下免疫荧光结果显示：皮层、胼胝体、海马、纹状体

以及大脑脚中 NDRG2阳性的星形胶质细胞形态均呈星形状，

细胞胞体较大，突起短粗，分支较少，胼胝体与大脑脚中 GFAP

阳性的星形胶质细胞形态同 NDRG2 阳性细胞，而海马中

GFAP阳性细胞胞体较小，突起细长，分支较多(见图 3)。

2.3 NDRG2与 GFAP在不同脑区的表达水平

进一步采用Western Blot检测脑组织皮层、海马和纹状体

中 NDRG2与 GFAP的表达，结果显示 NDRG2在皮层中表达

显著高于海马，而 GFAP在皮层中表达显著低于海马，纹状体

中 NDRG2与 GFAP表达均较低(见图 4，P<0.05)。

3 讨论

作为中间丝结构蛋白，GFAP对星形胶质细胞迁移中中间

丝的重排起着重要作用[13]。在小鼠阿尔茨海默病模型中过表达

NDRG2可诱发产生肥厚性星形胶质细胞，其特点是远端细小

突起消失[14]。反应性星形胶质细胞的 GFAP与细胞增殖相关，

能够诱导其向脑组织再生区迁移。NDRG2则与之相反，其能够

抑制细胞增殖并维持细胞形态稳定性[15]。此外，骨骼肌组织研

究中发现提高 NDRG2的水平并不能促使其增殖，而是与细胞

稳态相关的肌小管功能有关[16]。由此可以推测，NDRG2表达水

平正常的脑星形胶质细胞处于非活化状态，因此 NDRG2用来

标记非活化状态星形胶质细胞是合适的。然而，NDRG2抑制细

胞增殖是否是使星形胶质细胞处于 "非活化状态 " 的机制尚

有待证明。

以往研究已明确狨猴的视网膜结构，在其视网膜所有层面

包括有 Mü ller细胞胞体存在的内核层中可观察到 GFAP及

波形蛋白大量表达，而 NDRG2抗体未能标记Mü ller细胞，仅
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图 1 NDRG2与 GFAP在不同脑区星形胶质细胞的表达与分布

Fig. 1 The expression and distribution of NDRG2 and GFAP in astrocytes of different brain regions

Note: 1, cortex(dorsal); 2, cortex(ventral); 3, corpus callosum; 4, hippocampus; 5, striatum;

6, pedunculus cerebri. Bar=500 滋m.

图 2 NDRG2与 GFAP在不同脑区星形胶质细胞的表达与分布

Fig. 2 The expression and distribution of NDRG2 and GFAP in astrocytes

of different brain regions

Note: 1, cortex (dorsal); 2, cortex (ventral); 3, corpus callosum; 4,

hippocampus; 5, striatum;

6, pedunculus cerebri. Bar=20 um.

图 3不同脑区中 NDRG2与 GFAP标记的星形胶质细胞形态

Fig.3 The morphology of astrocytes labeled by NDRG2 and GFAP in

different brain regions

Note: 1, cortex(dorsal); 2, cortex(ventral); 3, corpus callosum; 4,

hippocampus; 5, striatum;

6, pedunculus cerebri. Bar=10 滋m.
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在神经纤维层及神经节层可见微弱的免疫反应性，这可能与星

形胶质细胞相关[17]。NDRG2作为细胞增殖的抑制物，在具有高

度再生潜能的视网膜内表现出如此低的表达水平，此结果进一

步证明 NDRG2不表达于增殖的胶质细胞内。

NDRG2 高表达于与浦肯野神经元有相互作用的

Bergmann胶质细胞内。研究发现，星形胶质细胞中 NDRG2与

谷氨酸能和 GABA能神经末梢的标记物相互临近，这表明高

倍镜下 NDRG2也存在于星形胶质细胞远端结构 [18]。相反，

GFAP仅占星形胶质细胞总体积的 15%且不表达于与突触接

触的星形胶质细胞远端突起[19]。在上皮细胞内 NDRG2与钠 -

钾 ATP酶的亚基存在相互作用[20]，而在星形胶质细胞内，ATP

酶可使驱动谷氨酸转运所必须的离子浓度梯度恢复而对神经

传递的调节发挥重要作用。众所周知，神经元与胶质细胞间联

系众多，不仅仅局限于突触结构，星形胶质细胞胞质可自由参

与神经纤维网活动。以上表明在观察神经元与星形胶质细胞相

互作用结构时，NDRG2作为标记物更为合适。

我们最新研究表明在脑组织中 NDRG2表达于多数星形

胶质细胞，相较于 GFAP阳性细胞，NDRG2阳性的星形胶质细

胞在整个灰质层中的分布更广泛、更均匀；同时，表达 GFAP的

细胞同时也表达 NDRG2，但是在脑组织如皮质层和纹状体表

达 NDRG2的细胞并不全部同时表达 GFAP，这表明 NDRG2

阳性细胞群与 GFAP阳性细胞群有所不同。白质中纤维性星形

胶质细胞内 GFAP表达量较 NDRG2多且其在细胞中的定位

并不完全相同。

综上所述，本研究结果证实 NDRG2可作为成熟脑组织星

形胶质细胞的标记蛋白，尤其是对于非活化状态、非增殖性星

形胶质细胞，NDRG2作为标记蛋白似乎更合适。同时，NDRG2

适合各种星形胶质细胞亚群的形态学分析以及高分辨显微镜

下星形胶质细胞远端突起的研究。
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图 4 NDRG2与 GFAP在不同脑区的表达

Fig. 4 The expression of NDRG2 and GFAP in different brain regions
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坦疗法较给予机械通气联合小剂量疗法在改善肺通气、降低机

体炎症反应方面具有更明显的疗效，其原因与大剂量沐舒坦具

有祛痰、保护肺功能相关，与既往研究一致[19，20]。此外，本研究显

示观察组患者机械通气时间、抗生素使用时间、症状缓解时间

及 ICU住院时间均低于对照组，差异均有统计学意义（P<0.

05），进一步说明有创通气联合大剂量沐舒坦能够缓解患者症

状、抑制病情进展，缩短治疗时间及住院时间等优势。

综上所述，有创通气联合大剂量沐舒坦治疗脑卒中后重症

肺炎疗效确切，能够提高患者脑神经功能及肺功能，值得在临

床应用推广。
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