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摘要 目的  研究 丝裂原激活蛋白激酶  °选择性抑制剂 ≥对乳鼠小脑颗粒神经元凋亡的保

护作用 ∀方法  ≥⁄乳鼠小脑颗粒神经元培养 琼脂糖凝胶电泳 ≥°分析试剂盒作激酶分析 ∀结果  °22

的特异性抑制剂 ≠诱导小脑颗粒神经元凋亡 但 ≥通过抑制细胞凋亡而促进小脑颗粒神经元的存

活 且有浓度依赖性 ∀ ≠诱导凋亡的颗粒神经元中 2∏的表达量和磷酸化水平均升高 被激活 ∀但

是 当小脑颗粒神经元生长在含 ≥的高钾培养基中 2∏的表达量 !磷酸化水平和 的活性都明显的降

低 ∀结论  ≥通过抑制 的活性 降低 2∏的表达和磷酸化水平 对小脑颗粒神经元产生保护作用 ∀

关键词 特异性   °抑制剂 ≥ 凋亡 小脑颗粒神经元 蛋白激酶 磷脂酰肌醇22激酶
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  研究表明 去极化浓度的   #  

 可抑制体外培养的小脑颗粒神经元的凋

亡≈ ∗  而低钾 # 则诱导神经元

凋亡 并有典型的形态学和生化特征 包括细胞核明

显固缩 !凝聚和断裂≈  ∀但高 的促生存效应可

被特异性的磷脂酰肌醇22激酶 °22抑制剂

≠所抑制 表明 °22是体外 甚至体内神

经元存活所必须的≈ ∀由于有相对均一性的特点 

小脑颗粒神经元的原代培养已成为研究哺乳类动物

神经元凋亡的细胞和分子活动的理想模型 ∀

已证实 哺乳类动物的丝裂原激活蛋白激酶

  °包括细胞外信号调控蛋白激酶 2∏氨基

末端激酶 持续激活的蛋白激酶和 均参与因营

养因子的撤消而触发的 嗜铬细胞瘤细胞的凋

亡 ∀吡啶咪唑类化合物 ≥ 选择性的 抑

制剂 可促进体外撤消营养因子的  细胞的存

活 提示 抑制剂敏感通路可能介导了撤消营养

因子诱导的原代神经元的凋亡≈ ∀但是 ≥

是否介导 ≠诱导的小脑颗粒神经元凋亡 

收稿日期 22
基金项目 国家自然科学基金  广东省自

然科学基金 和国家杰出青年科学基金

共同资助项目
3联系人现址 中国人民解放军第一军医大学分校原广州医学

高等专科学校药理教研室 广州 

× ƒ¬ 

∞2 ∏∏

及通过什么机制影响神经元的存活仍属未知 ∀因

此 本文在用 ≠ 诱导体外培养的乳鼠小脑

颗粒神经元发生凋亡后 观察 ≥ 对神经元

凋亡是否具有保护作用 并探讨其作用机制 ∀

材 料 与 方 法

  动物  出生  体重  ∗  的 ≥∏2

⁄≥⁄乳鼠 由中山医科大学动物中心提供 

α ⎯ 兼用 ∀

药品  ≠ 购自 ≤ 公司 

∏ ∞培养基 ∞和胎牛血清ƒ≥均为

  产品 ≥ 胰酶 脱氧核

糖核酸酶⁄ 胰酶抑制剂 阿糖胞苷2 

多聚赖氨酸 ∏ ƒ⁄荧光素 

 琼脂糖凝胶等均为 ≥公司产品 ∀

≥°分析试剂盒购自  ∞

特异性的磷酸化 2∏的单克隆抗体及二抗购自

≥ ≤∏公司 ∀

仪器  ≤  培养箱   相差

显微镜  °∏ 荧光显微镜  ∏

÷ 电泳仪 等 ∀

小脑颗粒神经元离体培养  参照 ≠2 

等≈ 介绍的方法制备小脑颗粒神经元标本 ∀

细胞凋亡的定性分析  按以前的方法≈ 用

## 药学学报  °∏≥    



荧光染色 ⁄ 断裂凝胶电泳分析

细胞凋亡 ∀

免疫荧光法  细胞用  多聚甲醛在  ε 固定

 后 2∏°≥洗  次 

然后用溶解在 °≥× 中的  羊血清  ε 下封闭 

∀°≥× 洗 次 用 Β的特异性的磷酸化 2

∏的单克隆抗体2 鼠 2∏   ε 下过

夜 °≥× 洗 次后再用 Β的带有荧光素 ƒ× ≤

的羊抗鼠的二抗2ƒ× ≤室温下孵育  ∀在

∏荧光显微镜下观察 同时用 ∏相机

拍摄彩照 ∀其一抗和二抗均用  牛血清白蛋白稀

释 ∀

蛋白激酶分析  按文献≈描述的方法 使用

≥°分析试剂盒测定 的活性 ∀

统计学处理  实验结果以 ξ ? σ表示 采用

/ ≥∏0 τ检验 ∀

结 果

1  抑制 ΠΙ232Κ诱导小脑颗粒神经元凋亡

将培养  的乳鼠小脑颗粒神经元转移到高

 无血清的培养基中 同时加入不同浓度的

≠  后在荧光显微镜下观察 发现

≠浓度依赖性地诱发神经元的凋亡表  ∀

结果显示 由 ≠诱导的细胞死亡与低钾

#诱导的细胞死亡类似 均表现为细胞核

明显固缩 !凝聚和断裂图  ∀

Ταβ 1  ΛΨ294002 χαυσεδ δοσε2δεπενδεντ
χελλ δεατη ιν χερεβελλαρ γρανυλε νευρονσοφ

ρατ πυπσ

≠Λ#
  ∏∏√√ 

     ?  

  ?   3

  ?   3 3

  ?   3 3

  ?   3 3

  ?   3 3

3 Π  1  3 3 Π  1  

 ∏  ∏

∏≠  ≤∏ ∏

 22∏ ∞2
∏∏∏   ∏

  ∏   

≠  ∏ ∏√√   

   ∏ ƒ⁄2 ∏ 

∏∏  ∏

 ξ ? σ ¬

ƒ   ∏ ∏  ≠  Λ#    

≥  ∏∏∏ ∏ ≤∏ ∏   22
≥∏2⁄  ∏ ∞2 ∏ ∏∏     ∏   

° ∏  ∏      ≠ 

Λ#
   ∏  ≤    ≥  Λ#   ≠ 

Λ#
  ∏  ∏ 

∏ ∏  ∏   ≤    ∏   

≅ 

2  ΣΒ203580 对 ΛΨ294002 诱导的神经元凋亡的保

护作用

对于 ≠触发的小脑颗粒神经元凋亡 

≥有浓度依赖性的抑制作用 ∀这种保护作

用在 ≥浓度 ∴ Λ#
时出现  Λ#

浓度时作用最强表  ∀

3  ΣΒ203580抑制 ΛΨ294002触发的χ2ϑυν的过度表达

结果表明 当小脑颗粒神经元生长在含

≠的高钾培养基中时 与细胞死亡相关的

核转录因子 2∏过度表达 ∀ ≥ 可抑制由

≠触发的体外培养的小脑颗粒神经元的 2

∏的过度表达 ∀

##药学学报  °∏≥    



Ταβ 2  ΣΒ203580 προτεχτσ χερεβελλαρ γρανυλε

νευρονσ οφ ρατ πυπσ φροµ αποπτοσισ ινδυχεδ

βψ ΛΨ294002

≥ Λ#
  ∏∏√√  

       ?  

   ?   3

   ?   3 3

   ?   3 3

   ?   3 3

   ?   3 3

   ?   3 3

3 Π  1  3 3 Π  1   

 ∏     ∏

 Λ#
  ≠  ≤∏

∏ 22∏ 

∏∏  

 ≥   ∏   Λ #  

≠  ∏∏√√  

∏ ƒ⁄2 ∏  

∏∏ ×     ξ ? σ ×

¬∏

4  ΣΒ203580 抑制 ΛΨ294002 诱导的 χ2ϑυν 的磷酸

化

利用特异性的磷酸化 2∏抗体和免疫荧光实

验分析小脑颗粒神经元中 2∏的磷酸化程度 ∀结

果发现 生长在高钾培养基中的神经元显示微量的

2∏发生磷酸化 ∀当在培养基中加入 ≠

时 磷酸化 2∏含量增加 而 ≥则明显降

低 ≠诱导的磷酸化2∏的含量 ∀

5  ΣΒ203580 抑制 ΛΨ294002 升高的 ϑΝΚ活性

利用特异性磷酸化22∏抗体和免疫荧光实验

测定 ≠处理的小脑颗粒神经元的 活

性 发现 ≠激活了 使其活性明显升高

图   ∀将神经元与不同浓度的 ≥

接触时 活性被 ≥浓度依赖性地降低

图    ∀

ƒ      √  ≠

≥∏

∏ •  ∏22∏≥
 ≤∏ ∏  

 22∏ ∏∏

 ∏  ≤

Λ#
 ≠  ∏  °∏

≥  Λ#
  °∏≥ 

Λ#


讨 论

  越来越多的证据表明神经元凋亡在帕金森病和

早老性痴呆等神经退行性疾病的发病机理中起着关

键的作用 与脑缺血及脑损伤等中枢神经损害的病

理过程也有关 ∀因此 研究开发抗神经元凋亡的药

物及探讨神经元凋亡的调控机制对神经退行性疾病

的防治有着极其重要的意义 ∀

研究表明 去极化浓度的 促进多种神经元

包括小脑颗粒神经元的存活 而高钾的这种/ 促生

存0效应依赖于磷脂酰肌醇22激酶°22的活

性≈ ∀特异性的 °22抑制剂 ≠ 和

可逆转高钾对神经元的保护作用 ∀本

实验室亦证实 ≠ 作为一种特异性的 °22

抑制剂 浓度依赖性地诱导小脑颗粒神经元发生

凋亡 这与认为 ≠对生长在含血清和高钾

的培养基中的神经元无影响的实验结果是不同≈ ∀

实验中又发现 ≠诱导的细胞死亡 包括核

固缩 能够被   °选择性抑制剂 ≥

浓度依赖性地抑制 ∀

已知细胞凋亡为高度精密调节 除涉及不同基

因的表达及调控外 还需要信号转导系统的正负调

节 并通过一系列级联反应步骤实现 ∀信号转

导系统是一个介导细胞死亡的重要模型 而 的

直接底物是核转录因子 2∏∀2∏的磷酸化是去

除存活信号而诱导小脑颗粒神经元凋亡所必需

的≈ ∀同样 抑制 或 上游的激酶均可保

护各种刺激如热休克 !顺铂和神经酰胺等诱导的

不同种类细胞的死亡 提示 介导了神经元的凋

亡机制≈  ∀本实验亦发现 ≠ 通过增加

细胞内 2∏表达量及磷酸化 2∏含量 而诱发颗

粒神经元凋亡 但 ≥可降低细胞内 2∏的

水平和磷酸化 2∏的含量 提示 ≥保护神

经元的作用点在 2∏信号转导通路的上游 ∀

可使与谷胱甘肽转移酶结合的谷胱甘肽22∏聚合

蛋白氨基末端磷酸化 从而启动 2∏介导的细胞

凋亡信号转导系统 ∀改变 的结构或 活性

改变均可影响 2∏的磷酸化程度 ∀实验发现 先

提取 再用 ≥处理此酶 的活性降

低 提示 ≥是直接作用于 并抑制其活

性 ∀

综上 所 述 本 文 证 实 了 °22 抑 制 剂

≠可诱发小脑颗粒神经元的凋亡 且发现

≥可保护性地干预 ≠介导的细胞

## 药学学报  °∏≥    



凋亡 而且 ≥可能是由于直接抑制 !降

低其活性 !降低细胞内 2∏磷酸化水平及表达量

而阻断 2∏介导的细胞凋亡信号转导系统 发挥

其对神经元的/促生存0效应的 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈ ≤  ∏   ≥   ετ αλ 

∏  ≤

ƒ2 ∏    

√√∏∏    

≈  ϑ Νευροσχι  15    

≈ ƒ  ≥2 ∏   ∏   ≤

 √

∏ ιν ϖιτρο ∏   ∏ 

∏≤  ∏¬∏×√≈  ϑ

Νευροσχι  15    

≈ •  • ≠ ⁄  × ×

 √      √ 

∏∏≈  ϑ Γυανγζηου ϑυνιορ Μεδ Χολλ

 ≤  22    

≈ ≠      •    ετ αλ ⁄ 

∏√ 

∏∏  ∏ ∏≈  Βραιν Ρεσ

 656    

≈ ⁄χ  ≥   ≤  ≤ ×  ετ αλ ∏ 

 ∏∏  ∏ 

 ∏2   °≈ 

Προχ Νατλ Αχαδ Σχι ≥   90   

 

≈ ×   ×    ∞  ετ αλ

  2 √ 

2 ∏2  2
∏√√   ∏ ≈  ϑ Βιολ Χηε µ 

 272    

≈  ≥   °  ⁄ 

2√    ∏

∏√√ ιν ϖιτρο≈  ϑ Νευροσχι Ρεσ  52  

 

≈ ≠     ≥    °  ετ αλ √ 

∏     

∏∏∏∏≈  Μολε Πηαρµχολ

 47    

≈   ×  ≥∏ ÷ •  ≥∏  ετ αλ °  2
  2∏  

≤  √ ≈  Χηιν ϑ Πηαρµ αχολ

Τοξιχολ ≤  12    

≈ ⁄∏   ⁄ ≥  ƒ × ƒ  ετ αλ  ∏ 

∏ ∏√√  2  

≈  Σχιενχε  275    

≈     ∞   ετ αλ ∏ 

  ≥     ° 

√≥°   ≈ 

Σχιενχε  275    

≈ •    ∞    ⁄ ετ αλ

°  2∏    

∏∏√√ ∏

∏≈  ϑ Νευροσχι  18    

≈  ∏∏    ∞ ∏ ≠  ετ αλ

• ∏√√∏ √ 

  ∏    ƒ 

∏   ≈  Μολ Χελλ Βιολ  19

    

ΠΡΟΤΕΧΤΙς Ε ΑΧΤΙΟΝ ΟΦΤΗΕ ΣΠΕΧΙΦΙΧ Π38 ΜΑΠΚΙΝΗΙΒΙΤΟΡ

ΣΒ203580 ΙΝ ΧΕΡΕΒΕΛΛΑΡ ΓΡΑΝΥΛΕ ΝΕΥΡΟΝΣ ΟΦ ΡΑΤ ΠΥΠΣ

 2× •  • 2≠≥∏2≠∏2

( ∆επαρτµεντ οφ Πηαρµ αχολογψ, Συν Ψατ2Σεν Υνιϖερσιτψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ , Γυανγζηου 510089 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ : ΑΙΜ ×∏  °≥∏

 °22≠   ∏ ∏ΜΕΤΗΟ∆Σ  ≤

∏∏∏∏≥° ∏ ∏≥°

√ΡΕΣΥΛΤΣ  ≤∏∏∏∏2

≠°22∏  °≥

∏√√∏∏ ×√ 

 2 ×¬    2∏ 

√2∏ Ν2  √∏∏∏∏

≠  Λ#     ∏ ∏ ∏ ∏ 

≠  Λ#
  ¬≥  Λ#

  ¬2
∏√√ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ≥√

¬2∏∏∏ ∏
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