
体细胞分化率为 75 % , 较未进行基因转染的

MESPU13 的分化率 86 %明显降低。MES/ EGFP 无血

清培养基诱导 5 d 后的 NPCs 中只有约 20 %表达明

显的绿色荧光 ,其余神经前体细胞 nestin 免疫组织

化学染色呈阳性而不发明显的绿色荧光。

通过无血清诱导的途径可将 ES 细胞定向分化

为高纯度的神经前体细胞。NPCs 脑内移植后能发

生广泛迁移[2 ]
,如何追踪移植的 NPCs 并观察其分化

状态成为细胞移植中急需解决的问题。常规采用的

方法是对移植细胞进行标记 ,包括[3 ,4 ] :11 细胞核标

记 ,如 BrdU 标记 ,但 BrdU 随着细胞的分裂信号会减

弱 ;21 胞浆标记 ,其潜在问题可能是染色受体细胞

被标记而造成假象 ,随时间推移染色信号减弱 ; 31
细胞膜相关标记 ,其缺点是必须使用免疫抑制剂 ,否

则跨种系的移植不容易存活。

采用基因转染将 EGFP 整合入 ES 细胞系的染

色体使其表达绿色荧光 ,而后将其诱导为发绿色荧

光的 NPCs 进行移植 ,利用绿色荧光标记及神经元

和胶质细胞特异性细胞标记 (如β2tubulin 和 GFAP)

的免疫双荧光染色可以较为方便地追踪和分析移植

细胞的迁移和分化[5 ,6 , ] 。本实验发现 ,表达绿色荧

光蛋白的 ES 细胞诱导为神经前体细胞后 ,虽然

75 %的细胞仍然为 nestin 阳性的神经前体细胞 ,但

其中只有 20 %左右的神经前体细胞发出绿色荧光 ,

提示细胞的分化可能会导致绿色荧光蛋白的表达下

降。如果进一步采用流式细胞仪或免疫磁珠筛选表

达绿色荧光的 NPCs ,可望解决这一问题。
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　　性类固醇激素在甲壳动物的分布已有报道 ,迄今已从对

虾、沼虾、龙虾、蟹类的卵巢、肝胰腺和血淋巴中检测出雌二

醇、孕酮和睾酮 ,但有关性类固醇激素的受体分布及其反馈

调节尚未见诸报道。本研究对锯缘青蟹视神经节做石蜡切

片 ,微波抗原修复后进行免疫组织化学显色 (SABC 法 ,一抗

为鼠抗雄激素受体 1∶100 ,中山公司 ;二抗、三抗均为 1∶100 ,

博士德公司) 。光镜下观察 ,在视神经节发现雄激素受体阳

性神经元 ,棕色的阳性反应颗粒多数定位于胞质 ,少数定位

于胞核。阳性神经元在视外髓、视内髓的细胞体群和视端髓

的 X器官内均有发现 ,视外髓的纤维网也呈强阳性反应。视

神经节内的 X 器官合成甲壳动物高血糖素家族激素 ,参与

蜕皮、生殖、血糖浓度调节等生理过程 ,是一个重要的神经分

泌中心。本实验首次发现了视神经节存在雄激素受体 ,这一

结果提示 ,视神经节是雄激素作用的靶器官 ,为甲壳动物体

内存在性类固醇激素受体和可能具备生殖内分泌反馈调节

作用提供了形态学证据。至于雄激素对其视神经节内受体

的介导机制还有待进一步研究。
(编辑　郭崇洁)
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