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摘要 为研究坍塌反应调节蛋白 -1(collapsin response mediator protein-1，CRMP-1)对神经元突起生长的作用，构建了 CRMP-1
真核表达载体，以神经生长因子(NGF)诱导的 PC12细胞为模型，采用基因转染、突起生长时差成像、突起提取和免疫印迹
技术进行观察．结果显示，NGF诱导的 PC12细胞具有典型的神经元形态特征，脂质体转染技术可成功地把 CRMP-1基因导
入细胞．过表达 CRMP-1可明显抑制突起生长，促进突起坍塌，首先是细小突起缩短，然后是长突起，细胞突起的长度随
CRMP-1蛋白表达时间延长呈逐渐缩短的趋势．突起提取液的测定显示，CRMP-1过表达的细胞较 NGF诱导的和转染空载体
的细胞突起明显减少(P < 0.01)．说明 CRMP-1具有明显的突起生长抑制作用．
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坍塌反应调节蛋白(collapsin response mediator
proteins，CRMPs)在神经系统中丰富表达，尤其是
发育阶段的神经组织，并作为 Rho GTPases的下游
信号和作用底物，介导突起生长和坍塌，其靶向结

构是细胞骨架蛋白，如微管、肌动蛋白，通过细胞

骨架的聚合和解聚参与突起生长的调控，以调控神

经元的生长行为[1～3]．CRMP-1是 CRMPs家族成员
之一， 1996 年被克隆并鉴定， CRMP-1 可与
Sema 3A的受体 Plexin A1 组成复合体改变 COS7
细胞的形态[4]，其突变体减弱 Sema 3A诱导的背根
神经节细胞轴突的排斥作用[5]．CRMP-1沿着细胞
内微管进行分布，参与突起生长、细胞变形和肿瘤

侵袭迁移过程[6, 7]．突起生长是神经元发育过程中

的重要事件，也是神经网络形成和建立的必需结

构，突起的坍塌以及由此造成神经元之间突触联系

的减少是神经退行性疾病发生和神经再生修复的关

键环节，而作为神经元发育过程中表达丰富的蛋白

质，CRMP-1在脑组织发育的早期表达较多 [2, 5, 8]，

我们的研究显示 [9]，在大鼠海马的发育过程中，

CRMP-1在老年阶段又出现高水平的表达，而且超
过胚胎、新生和幼年阶段．提示其可能通过调控突

起生长参与神经元的发育和神经退行性疾病的发

生．为了进一步探讨 CRMP-1在突起生长中的作

用，本实验构建 CRMP-1的真核表达载体，并用
神经生长因子(NGF)诱导 PC12细胞分化为神经元
样细胞，脂质体转染后通过绿色荧光蛋白示踪观察

CRMP-1的突起生长抑制作用．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 菌株和质粒．E援 coli Competent cells DH5琢
购自 TaKaRa 公司；PGEM-T Easy 克隆载体购自
Invitrogen 公司； phrGFP 域 -N 表达载体购自
Stratagene公司．
1援1援2 试剂．250 DNA ladder marker，EcoR玉限制
性内切酶，MiniBEST Plasmid Purification Kit 2.0，
Taq DNA聚合酶，RNA PCR Kit (AMV) Ver3.0购
自 TaKaRa 公司；T4 DNA 连接酶购自 Invitrogen
公 司 ； EndoFree Plasmid Maxi kit， SuperFect
Transfection Reagent 购 自 Qiagen 公 司 ；
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LB/Amp/X-Gal/IPTG 购自 Sigma 公司； Neurite
Outgrowth Quantification Assay 试剂盒，NGF-2.5s
购自 Chemicon公司；DMEM培养基购自 Gibco公
司；PCR产物纯化试剂盒购自赛百盛公司．
1援1援3 实验动物．SPF级新生 6天的 SD大鼠，由
南方医科大学实验动物中心提供．

1援2 方法

1援2援1 CRMP-1-PGEM-T Easy 克隆载体构建．从
CRMP-1(GenBank 序列号 NM012932)基因的完整
阅读框架序列的两端设计引物，上游引物(5忆～3忆),
ggggccatgtctcatcaggggaag, 24 bp，下游引物(5忆～3忆),
ctcatctgaggtcaaccgaggctg, 24 bp，方框内序列分别示
起始和终止密码子，扩增目的基因片段的长度为

1 734 bp．依照 55℃ 8 min, 42℃ 60 min, 99℃ 5 min
程序反转录 cDNA．之后按照 94℃ 5 min, 94℃
1 min, 55℃ 1 min, 72℃ 2.5 min 共 30 个循环进行
PCR反应．PCR产物用 DNA回收试剂盒回收、纯
化．利用 TaqDNA聚合酶在每条 PCR产物的 3忆端
自动添加 3忆-A突出端，T4DNA连接酶封闭 DNA
链上的缺口，使目的基因片段与 PGEM-T Easy载
体连接，反应条件 16℃ 10 h，4℃冰箱过夜．转化
感受态大肠杆菌 DH5琢，制备含 X-gal 和 IPTG 筛
选平板，涂布菌液，蓝白斑实验筛选阳性菌落，取

白色菌落，接种于含氨苄青霉素 50 mg/L的 LB培
养基过夜振荡培养，小量提取质粒，利用 T载体
的 EcoR玉酶切位点进行单酶切，酶切正确的质粒
双向测序鉴定．

1援2援2 CRMP-1-phrGFP域-N 真核表达载体构建．
EcoR玉单酶切 CRMP-1-PGEM-T Easy 克隆载体，
纯化回收目的基因产物，与酶切和去磷酸化后

phrGFP域-N表达载体连接，反应条件 16℃ 10 h，
之后入 4℃冰箱连接，过夜．转化感受态大肠杆菌
DH5琢，制备含卡那霉素 10 g/L的 LB 琼脂平板，
涂布菌液，随机挑取白色菌落，振荡培养 6～8 h
后小量提取质粒，EcoR玉单酶切初步鉴定．
1援2援3 正接和反接的判断．用载体的上游引物和基

因的下游引物以及载体的下游引物和基因的上游引

物通过 PCR的方法扩增目的基因，扩增出来则表
示正接．反应条件：94℃ 5 min, 94℃ 1 min, 55℃
1 min, 72℃ 2.5 min，共 30个循环，72℃ 10 min后
终止反应．经 PCR反应鉴定为正接的重组体经小
量提取重组质粒进行双向测序，并大量提取质粒，

紫外分光光度仪测定提取质粒的浓度．

1援2援4 PC12细胞的培养和诱导分化．把 PC12 细

胞(购自广州中山大学中山医学院实验动物中心)按
照 1伊105/ml的密度接种于 6孔板，DMEM/F12培
养基(含 10%胎牛血清)，37℃，饱和湿度，5% CO2

细胞培养箱中培养，24 h贴壁后用终浓度 50 滋g/L
的 NGF-2.5s 诱导细胞分化，2 天后用含 50 滋g/L
NGF的培养基半量换液 1次．当细胞突起生长明
显，等于和大于胞体直径后用于转染．

1援2援5 PC12细胞转染．分别取重组质粒 2.0, 4.0,
6.0, 8.0 滋g与 10 滋l脂质体，脂质体 5, 10, 15, 20 滋l
与 4 滋g重组质粒按照转染试剂盒说明书转染细胞，
判断重组质粒和脂质体合适的比例，连续观察 7
天，判断合适的转染时间．细胞共设 3组，分别为
空白对照组(不对细胞进行任何处理)，转染空载体
组和转染组，采用报告基因表达最强的脂质体

10 滋l和重组质粒 4 滋g的比例转染细胞，每组设 3
个复孔．脂质体转染步骤：按照 1伊105的密度接种

细胞，37℃，5% CO2孵箱内孵育 1天，使细胞融
合度达到 80%左右；稀释重组 DNA，加入 SF混
匀，室温孵育 5～10 min，使形成转染复合物；用
PBS漂洗细胞后加入反应物，在孵箱内孵育细胞 2
～3 h后吸去含有残留复合物的培养基，用 PBS漂
洗细胞，加入新鲜的含血清培养基进行观察．

1援2援6 时差显微成像．用配置有微培养系统的

LEICA DMIRE2 型电控倒置研究显微镜对细胞进
行时差成像．在 20 倍物镜下定位细胞，用 Leica
QWin 软件中的 Time-lapse 程序设置拍摄间隔为
12 h，用 Leica DFC300相机于转染后 4 h采集连续
的细胞照片．所获图片用 Leica QWin Plus图形分
析软件测量突起长度，共 15～23个细胞，测量所
有从胞体长出的突起，小于胞体直径的突起不计入.
1援2援7 蛋白质印迹检测 PC12 细胞 CRMP-1 的表
达．用 Bradford法检测样品的总蛋白质含量，制
备电泳凝胶，取 25 滋l样品分别进行 SDS-PAGE，
转 PVDF 膜，封闭液室温 1 h 后，1∶1000 兔抗
CRMP-1多克隆抗体 4℃过夜，生物素标记二抗孵
育后，DAB染色，以 茁-actin作内参照．
1援2援8 突起的提取和测定．依照 Neurite Outgrowth
Quantification Assay试剂盒说明书的步骤，用多聚
赖氨酸包被漏斗状上室的微孔滤膜(孔径 3 滋m)．
把上室放于 24 孔板上的下室，调整细胞密度为
1伊105，接种于上室，每组细胞设 4个复孔．待细
胞 24 h贴壁后，继续孵育 96 h后取出上室．4℃的
100%甲醇固定 15 min 后，预先在 24 孔板内加
500 滋l试剂盒提供的细胞染液．把漏斗状上室放于
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Fig. 2 Segmental sequencing results of CRMP鄄1鄄PGEM鄄T Easy recombinant
Underlines: ATG is initiation codon. TGA is termination codon.

Fig. 1 Identification results of CRMP鄄1鄄PGEM鄄T
Easy recombinant after restriction enzyme cutting

M: 250 bp DNA ladder marker; 1: CRMP-1-PGEM-T Easy recombinant;

2: After restriction enzyme cutting with EcoR玉.

孔内染色 15 min后，用棉拭子小心刮去漏斗状上
室底部微孔滤膜上面的细胞胞体．预先在 24孔板
内加 200 滋l的神经纤维提取液，把去掉细胞胞体
的上室放于孔内，室温下抽提微孔滤膜下面的神经

纤维 5 min．分光光度计 562 nm 波长下测定神经
纤维提取液的吸光度值，每个样品重复测定 3次．
1援2援9 统计学分析．实验所得数据用 x 依 s 表示，
SPSS 11.0软件作单因素方差分析，以 0.01为显著
性检验水平．

2 结 果

2援1 CRMP鄄1鄄PGEM鄄T Easy重组体的鉴定
选取单克隆白色菌落扩大培养，酶切后鉴定，

未经酶切的重组体为 4 800 bp大小，EcoR玉酶切
后的重组体出现 1 800 bp大小的目的基因片段和
3 000 bp大小的克隆载体片段(图 1)．双向测序结

果显示，CRMP-1目的基因片段约为 1 800 bp (图
2)，与 GenBank的序列比对同源性为 99.8%．

M 1 2
bp

4 500

1 000

500

130 140 150 160 170 180

240 250 260 270 280 290

2援2 CRMP鄄1鄄phrGFP域鄄N真核表达载体的鉴定
EcoR玉酶切 CRMP-1-PGEM-T Easy重组体后，

把目的基因与表达载体连接，经酶切鉴定正确的

质粒分别用载体上游引物和 CRMP-1 上游引物
(图 3-1)、载体上游引物和 CRMP-1 下游引物
(图 3-2)、载体下游引物和 CRMP-1 下游引物
(图 3-3)、载体下游引物和 CRMP-1上游引物(图 3-4)

进行 PCR 扩增，2 和 4 泳道出现目的基因条带，
约 2 000 bp，说明该质粒上的外源基因属于正向连
接(图 3)．小量提取 CRMP-1-phrGFP域-N重组体，
电泳显示约 6 700 bp大小，酶切后出现 4 900 bp和
1 800 bp两个目的片段(图 4)．双向测序显示目的
基因序列与克隆载体阳性克隆的测序结果一致．大

量提取 CRMP-1-phrGFP域-N重组体用于转染，质

AA GC T T C GA AT T C G GG G C CAT GT C T C AT C A G GG GAA GA AG AGC AT C C C GC A C AT C AC C A GT

GC T C AG T C C G C G C T C A T C T G A GGT C AA C C GA GG C T GG T GA T G T T G G A G C G G C C A C C A G G G
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Fig. 5 Differentiated PC12 cells induced
by nerve growth factor

(a) Uninduced by nerve growth factor, 伊100. (b) 24 h after induced by

nerve growth factor, 伊100.

Fig. 4 Identification of CRMP鄄1鄄phrGFP 域鄄N
recombinant after a small quantity extraction

M: 250bp DNA ladder marker; 1: CRMP-1-phrGFP域-N recombinant; 2:

After restriction enzyme cutting with EcoR玉.

Fig. 3 Identification of connective direction by
PCR in CRMP鄄1鄄phrGFP 域鄄N recombinant

M: 250 bp DNA ladder marker; 1: Upprimer of vector and gene; 2:

Upprimer of vector and downprimer of gene; 3: Upprimer of vector and

gene; 4: Downprimer of vector and upprimer of gene.

bp

4 500

1 000

500

M 1 2 3 4

bp

4 500

1 000

500

M 1 2

(b)(a)粒浓度为 1.95 g/L．

2援3 NGF对 PC12细胞分化的诱导
未加 NGF诱导分化的 PC12细胞较均质，细

胞呈三角形，多边形或梭形，突起短小，末端有短

小的分支，突起的长度不超过胞体的直径或者小于

胞体 2倍直径的长度，细胞增殖明显，可见较多的
分裂相细胞，培养 3～5天后细胞数量增加，融合
达 80%即可传代(图 5a)．在培养基中加 50 滋g/L
NGF诱导后，6 h即可见细胞长出较长的突起，2
天达胞体长度的 5～10倍，多数细胞有 2～4个突
起，与诱导分化前相比，突起的长度增加明显，3
天后突起的生长速度基本停滞，但细胞仍保持较好

的状态．突起生长的同时，未见细胞数量明显增

加，细胞基本失去增殖能力(图 5b)．

2援4 PC12细胞转染条件的优化及转染结果
当 DNA为 4.0 滋g时转染效率较高，当脂质体

小于 10 滋l时细胞状态良好．4 滋g重组质粒 DNA
和 10 滋l脂质体转染 PC12细胞，以 3天时阳性细
胞数量较多，而且荧光较强，4 天时细胞活力下
降，荧光减弱．空载体转染组的细胞在转染后 4 h
即有表达，显示较强的绿色荧光，荧光均匀地分布

于细胞内，胞体和突起均有分布，其中在胞体和突

起末端表达较强，细胞具有多个突起，但往往有一

个较长的轴突和多个短小的树突，随着培养时间延

长，突起不断生长延伸，4天时仍可见较多且长的
突起(图 6a)．CRMP-1-phrGFP域-N转染组 EGF荧
光蛋白的表达部位与空载体组细胞相似，CRMP-1
蛋白在胞体、突起均有表达，尤其是胞体和突起末

端表达较强， 4天时多数突起退缩，长度不超过胞
体的直径，少量细胞虽然突起较长，但数量少，而

且突起上缺乏对照组细胞丰富的细小突起(图 6b)．
针对单个细胞突起间隔 12 h摄像显示，随着空载
体转染组细胞的不断分化，突起不断延长分支，而

且可见从胞体上发出较多的细小突起，胞体的形态

和位置也发生轻微的变化和移动，形成典型的神经

元样细胞，其突起的长度超过胞体直径长度的数十

倍(图 7a1～4)；CRMP-1-phrGFP域-N 转染组细胞
呈现相反的变化趋势，随着 CRMP-1蛋白表达时
间的延长，细胞突起不断缩短，表达 12 h后可见
细胞突起有明显缩短，首先是细小突起的坍塌缩

短，然后出现长突起的缩短，但是蛋白质表达的部

位和分布形式未见变化，仍然集中在胞体、突起以

及突起末端．随着时间延长，细胞仅呈现较短小的

突起，最后细胞仅见 2个短小的突起(图 7b1～4)．
进一步分析细胞突起长度的变化，空载体转染的细

胞突起长度呈逐渐缩短的趋势，从开始 0 h 的
(28.14依2.86) 滋m 到 36 h 的 (89.51依2.96) 滋m，而
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2援5 免疫印迹检测 CRMP鄄1蛋白表达的结果
各组细胞裂解液用抗 CRMP-1和抗 茁-actin抗

体可检测到分子质量分别为 43 ku和 62 ku的目标
蛋白，其中各组细胞均检测到 茁-actin蛋白的表达，
且较均一．CRMP-1蛋白的表达不均一，未诱导分
化的 PC12细胞只有痕量的 CRMP-1蛋白表达，用
NGF诱导分化后的 PC12细胞 CRMP-1表达较多，
空载体组细胞 CRMP-1的表达与分化后的 PC12细
胞相似， CRMP-1 载体转染组细胞有较多的
CRMP-1蛋白表达(图 9)．

Fig. 9 Detection of CRMP鄄1 protein
in transfected PC12 cells

1: Uninduced by nerve growth factor; 2: Induced by nerve growth factor;
3: Transfected by expression vector without CRMP-1; 4: Transfected by
expression vector with CRMP-1.

Fig. 6 Differentiated PC12 cells transfected by eukaryotic expression vector
(a) Transfected by phrGFP域-N eukaryotic expression vector, 伊200. (b) Transfected by CRMP-1-phrGFP域-N eukaryotic expression vector, 伊200.

Fig. 7 Neurite outgrowth of transfected cells by time鄄lapse imaging
(a) Transfected by phrGFP域-N eukaryotic expression vector, 伊200. (b) Transfected by CRMP-1-phrGFP域-N eukaryotic expression vector, 伊200.

1 2 3 4
CRMP-1

茁-Actin

Fig. 8 Length curve of neurite outgrowth of cells
transfected by phrGFP 域N eukaryotic expression

vector ( ) and CRMP鄄1鄄phrGFP 域鄄N
eukaryotic expression vector ( )

Data are reported as the form x 依 s; * P < 0.01, compared with cells
transfected by phrGFP 域-N eukaryotic expression vector.
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CRMP-1-phrGFP 域 -N 转染组细胞的突起则从
(32.41依3.15) 滋m减少至(4.06依2.11) 滋m，突起逐渐

缩短(图 8)，突起长度 0 h与空载体转染组细胞无
差异，12、24、36 h减少显著 (P < 0.01)．
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Fig. 10 Neurite outgrowth quantification
of transfected PC12 cells

1: Uninduced by NGF; 2: Induced by NGF; 3: Transfected without

CRMP-1; 4: Transfected with CRMP-1. Data are reported as the form

x 依 s; *P < 0.01, compared with uninduced cells; **P < 0.01, compared

with induced cells and transfected cells without CRMP-1; #P < 0.01,

compared with transfected cells with CRMP-1.
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2援6 突起生长的定量分析结果

从微孔滤膜表面提取的突起用分光光度仪测

定，未用 NGF 诱导细胞的突起提取液吸光度为
0.010依0.007，NGF 诱导后吸光度增高(P < 0.01)，
为 1.638依0.097，空载体转染组细胞维持于 NGF诱
导组水平，而 CRMP-1 载体转染细胞的突起提取
液 A 值明显降低(P < 0.01)，但高于未诱导的细胞
(P < 0.01)(图 10)．

3 讨 论

CRMPs家族(又称 TODA/Ulip/DRP家族)与线
虫 UNC-33有明显的相似性，在中枢神经系统的发
育过程中高度表达，尤其是脑组织发育的早期表达

较多，该家族包括 CRMP 1～5共 5个成员，它们
作为突起生长的信号分子参与神经元的发育过程，

被认为参与 Sema 3A介导的突起坍塌过程[1]．实验

首先构建 CRMP-1 的 T 克隆载体，然后构建其
phrGFP域-N表达载体，采用阳离子脂质体转染的
办法把 CRMP-1 基因导入 NGF 诱导的 PC12 细
胞．T载体构建不用设计酶切位点，可直接利用载
体上的酶切位点．phrGFP域-N真核表达载体携带
的报告基因 GFP为人源化的 GFP，其 cDNA可随
机诱变产生较强荧光变体 hrGFP域，在人和啮齿类
动物等细胞系可表达较传统 EGFP强的荧光，其细
胞毒性较低，表达效率较高[10]．实验采用非定向克

隆的方法把外源性 CRMP-1基因片段插入到表达
载体中，片段的大小与重组质粒预期的序列长度相

吻合．对其连接方向以及测序的结果显示成功构建

了 CRMP-1的真核表达载体．本实验采用阳离子
脂质体吸附 CRMP-1重组质粒导入细胞，在优化
条件下阳离子脂质体可形成微小的(平均大小约
100～400 nm)单层脂质体，可以靠静电作用结合到
DNA的磷酸骨架上以及带负电的细胞膜表面，形
成 DNA-阳离子脂质体复合物[11]．阳离子脂质体可

100%地与 DNA形成复合物，这种温和的基因转移
方法对细胞损伤小，转染效率可达 20%以上[12]，对

细胞生长的影响亦较小，细胞仍能保持良好的生长

状态，高表达的报告基因也很好地显示了外源基因

在细胞内的分布．

神经元是一种极化的细胞，具有长短和数目不

一的树突和轴突，依靠其膨大的末端与相邻细胞建

立突触联系，完成信息传递和整合．突起的生长是

神经元发育的必需过程，由于突起坍塌及其随之而

来的神经元之间突触联系减少是神经退行性疾病发

生的结构基础，而且对于神经元损伤后的修复过

程，突起的再生长亦是其发育过程的重现．突起生

长受到大量信号分子的控制，然而其本质过程是生

长锥在接受内在和外来信号后，通过微丝不断地聚

合和解聚，向某一方向伸出伪足，之后微管伸入其

中对生长方向进行固定，这一过程的重复使突起得

以生长延伸[13]．NGF诱导分化后的 PC12细胞基本
停止增殖，具有神经元的膜电位特征，氨基酸转

运、蛋白质的磷酸化和细胞膜上离子泵的改变，已

被广泛地应用于神经生物学方面的研究[14～16]．本实

验用 NGF诱导后的 PC12细胞突起生长明显，具
有多个细小和一个长的突起，长度可超过胞体的数

倍，末端膨大，具有典型的神经元特征．转染空载

体的 PC12细胞突起不断生长，首先是胞体上发出
多个细胞突起，同时长突起不断生长，随着时间延

长，突起分支增多，长突起可达到胞体的数十倍．

而过表达 CRMP-1的细胞突起逐渐缩短，首先是
细胞的细小突起缩短，然后是长的突起缩短，突起

分支减少，突起的长度随着 CRMP-1蛋白表达时
间的延长逐渐缩短，可缩短到约为胞体直径的长

度．免疫印迹实验检测到，未诱导的细胞 CRMP-1
弱表达，NGF诱导后表达强度较高，与 Leung等[17]

的结果吻合，转染空载体的细胞和 NGF诱导的细
胞水平相当，转染组细胞 CRMP-1呈高表达状态，
结合突起生长的追踪结果，说明 CRMP-1过表达
可抑制突起的生长．通过立体培养分离突起进行检

测，未诱导分化的细胞仅有很少量的突起，NGF
诱导的细胞可提取到大量的突起，CRMP-1过表达
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的细胞突起明显较 NGF诱导的细胞减少，转染空
载体的细胞与 NGF 诱导组相似．进一步说明
CRMP-1过表达可明显抑制突起的生长．

CRMP-1沿着细胞内微管进行分布[6, 7]，被认为

与突起的生长和细胞骨架的运动有关[2, 5, 8]．磷酸化

的 CRMP-1表现出较强的抑制背根节神经元突起
的生长并诱导其坍塌的作用[5]．目前认识比较充分

的是 CRMP-2，它被认为主要参与微管的聚合和帮
助突起生长和延伸，CRMP-2在海马神经元处于生
长状态的神经元轴突中高度表达，过表达 CRMP-2
诱导多个轴突形成，并使树突轴突化，内源性

CRMP-2缺失抑制轴突的形成 [18, 19]．CRMP-2与微
管蛋白二聚体结合但不与已装配好的微管结合，与

传统的微管结合蛋白如 Tau等主要结合于微管增加
微管的稳定性不同[20]，CRMP-2与微管二聚体结合
作为微管蛋白二聚体的耦联体促进微管聚合[21, 22]．

由于 CRMPs家族成员并不形成五聚体，而只形成
四聚体[23]，而且在 CRMPs家族中 CRMP-2, 3, 4, 5
均具有促进突起生长的作用 [24]，推测 CRMP-1 和
CRMP-5分别与其他亚基形成的四聚体可能介导不
同的作用．当 CRMP-1 表达增多的时候，可能
CRMP-1 与 CRMP- 2, 3, 4 亚基形成的四聚体较
CRMP-2, 3, 4, 5形成的四聚体增多，而 CRMP-1, 2,
3, 4形成的四聚体可能主要介导突起的坍塌过程．
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Abstract To investigate function of collapsin response mediator protein-1(CRMP-1) on neurite outgrowth, the
CRMP-1-phrGFP域-N eukaryotic expression vector was constructed and transfected into PC12 cells induced by
nerve growth factor. The lapse-time imaging and neurite extraction, as well as immunoblotting were utilized. The
results demonstrated that PC12 cells were induced to be typical neurons by nerve growth factor. Lipofectamine
could effectually transfect CRMP-1 into PC12 cells induced by nerve growth factor. Overexpression of CRMP-1
inhibited neurite outgrowth and collapsined the tiny neurite, then the longer neurite. Length of neurites
demonstrated a tendency to be gradually shorten accompanying expression of CRMP-1 protein. Neurite extraction
showed that cells overexpressing CRMP-1 possesed more and longer neurite(P < 0.01), compared with cells only
induced by nerve growth factor and transfected by expression vector without CRMP-1. These data suggested that
CRMP-1 play an important role in inhibiting neurite outgrowth.
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