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胰岛素样生长因子１对缺血缺氧神经元的保护
及其与 ＰＩ３Ｋ信号转导通路的关系

汤轶波，张玮，唐卉凌，李澎涛

（北京中医药大学基础医学院病理系，北京 １０００２９）

［摘要］　目的：观察胰岛素样生长因子１（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）对缺氧缺糖神经元的

保护作用并探讨其可能的作用机制。方法：构建体外培养的神经元氧糖剥夺模型（ｏｘｙｇｅｎａｎｄｇｌｕｃｏｓｅ

ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ），第 ７天将培养的神经元分为 ８组（４组暴露于氧糖剥夺，另 ４组非暴露），分别施加纯

化的 ＩＧＦ１单体，并观察加入 ＰＩ３Ｋ和 ＭＡＰＫ信号通路的特异性阻断剂 ＬＹ２９４００２和 ＰＤ９８０５９的效应，

利用 ＭＴＴ法分别观察各组神经元的细胞活性；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹观测不同干预因素下 Ａｋｔ和 ｐＡｋｔ蛋白的表

达情况。结果：神经元正常组和缺血缺氧模型组，加入 ＩＧＦ１后细胞增殖活性均显著升高 （Ｐ＜０．０５）；

而同时加入 ＩＧＦ１和 ＬＹ２９４００２后，ＩＧＦ１促神经元活性的作用被明显抑制 （Ｐ＜０．０５），反之同时加入
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ＩＧＦ１与 ＰＤ９８０５９后，ＩＧＦ１发挥促神经元存活的作用未被明显阻滞 （Ｐ＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果示

ＩＧＦ１可显著上调 ｐＡｋｔ的表达，这种上调作用可以被 ＬＹ２９４００２阻滞。结论：ＩＧＦ１有明确的神经保护

作用，其可能是通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路来发挥作用的。

［关键词］　胰岛素样生长因子１；　神经元；　信号通路；　氧糖剥夺模型
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ＬＹ２９４００２， ＭＡＰＫ ｃｈａｎｎｅｌｂｌｏｃｋｅｒＰＤ９８０５９，
ＡｋｔａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄｐｈｏｓｐｈｏＡｋｔ（ｐＡｋｔ）ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｗｅｒｅｆｒｏｍＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＣｏｍｐａｎｙｉｎｔｈｅＵＳＡ；ｆｅｔａｌ
ｃａｌｆｓｅｒｕｍ ｗａｓｆｒｏｍ ＢｅｉｊｉｎｇＹｕａｎｈｅｎｇＪｉｎｍａＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＣｏ．Ｌｔｄ．；ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌ
ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ（ＭＴＴ）ｗａｓｆｒｏｍ ＡｍｒｅｓｃｏＣｏｍｐａｎｙｉｎ
ｔｈｅＵＳＡ；２４ｗｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｐｌａｔｅ，９６ｗｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ

ｐｌａｔｅａｎｄ７５ｃｍ２ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｆｌａｓｋｗｅｒｅｆｒｏｍＣｏｓｔａｒ

ＣｏｍｐａｎｙｉｎｔｈｅＵＳＡ；０．２２μｍｆｉｌｔｅｒｗａｓｆｒｏｍＭｉｌ
ｌｉｐｏｒｅＣｏｍｐａｎｙｉｎｔｈｅＵＳＡ；ｔｈｅｒｍｏｓｔａｔｉｃｉｎｃｕｂａｔｏｒ
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ｔｈｅｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ５７０ｎｍ，ａｎｄｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｗａｖｅ
ｌｅｎｇｔｈｗａｓ６２０ｎｍ．
１．５　ＤｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｏｔａｌＡｋｔａｎｄ
ｐＡｋｔｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

Ａｆｔｅｒｔｈｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄ
ｐｌａｃｅｄｏｎ ｉｃｅ． Ａ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆＲＩＰＡ ａｎｄ ＰＭＳＦ

３２



中南大学学报（医学版），２０１１，３６（１）　　ｈｔｔｐ：／／ｘｂｙｘ．ｘｙｓｍ．ｎｅｔ

（９∶１） ｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄ，ａｎｄ１００μＬｍｉｘｔｕｒｅｗａｓ
ａｄｄｅｄｉｎｔｏｅａｃｈｗｅｌｌ．Ｔｈｅｎｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｅｘ
ｔｒａｃｔｅｄ，ａｎｄｉｔｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｕ
ｓｉｎｇｏｆＢＣＡｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙｋｉｔ．Ａｆｔｅｒｔｈａｔ，５０μｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｔａｋｅｎｆｒｏｍｅａｃｈｇｒｏｕｐｆｏｒＳＤＳＰＡＧＥ，
ａｎｄｔｈｅｎｉｔｗａｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ，ｂｌｏｃｋｅｄｗｉｔｈ５％ ＢＳＡ
ｆｏｒ１ｈ，ａｄｄｅｄｐｒｉｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ａｋｔａｎｔｉｂｏｄｙｏｒ
ｐＡｋｔａｎｔｉｂｏｄｙ），ａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ４℃ ｉｎｓｗｉｎｇ
ｂｅｄｆｏｒｔｈｅｎｉｇｈｔ．Ａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｗａｓｈｅｄ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｗａｓａｄｄｅｄｗｉｔｈｓｅｃｏｎｄａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙｔｈａｔｗａｓｍａｒｋｅｄ
ｂｙＨＲＰａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｓｗｉｎｇ
ｂｅｄｆｏｒ１ｈ．ＴｈｅｎｔｈｅＰＶＤＦｍｅｍｂｒａｎｅｗａｓｐｒｏ
ｃｅｓｓｅｄｗｉｔｈＳｕｐｅｒＥＣＬＰｌｕｓｃｈｅｍｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｒｅａ
ｇｅｎｔ，ａｎｄｅｘｐｏｓｅｄｉｎｄａｒｋｒｏｏｍ．Ａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｄｅｖｅｌ
ｏｐｅｄａｎｄｆｉｘｅｄ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｂａｎｄｓａｐｐｅａｒｅｄ．
１．６　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ

Ａｌｌｔｈｅｄａｔａｗｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｗｉｔｈｍｅａｎ±ｓｔａｎｄ
ａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ（ｘ±ｓ）ａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｅｄｖｉａｓｏｆｔｗａｒｅ
ＳＰＳＳ１４．０．ＡＮＯＶＡ ａｎｄＬＳＤｔｗｅｒｅａｄｏｐｔｅｄａ
ｍｏｎｇｍｕｌｔｉｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ．Ｐ＜０．０５ｗａｓｃｏｎ
ｓｉｄｅｒｅｄａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．

２　ＲＥＳＵＬＴＳ

２．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
Ｎｅｕｒｏｎｓｔｈａｔｈａｄｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７ｄａｙｗｅｒｅｐｌｕｍｐ

ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｅ，ｏｖｕｍｏｒｆｕｓｉｆｏｒｍｓｈａｐｅ．Ｔｈｅｉｒｎｅｕ
ｒｉｔｅｇｒｅｗｓｍｏｏｔｈ，ｔｈｉｎ，ａｎｄｌｏｎｇ．Ｏｂｖｉｏｕｓｈａｌａｔｉｏｎ
ｗａｓｆｏｕｎｄａｒｏｕｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓ，ａｎｄｓｏｍｅｎｕｃｌｅｏｌｕｓｗｅｒｅ
ｓｅｅｎ．Ｎｅｕｒｏｎｓｉｎ ｔｈｅｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｉｒｂｏｄｉｅｓｓｗｅｌｌｅｄｔｏｂａｌｌｓ，ｓｙｎ
ａｐｓｅｓｂｅｃａｍｅｓｈｏｒｔａｎｄｔｈｉｃｋ，ａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｆｒａｃｔｉｖｉｔｙ
ｗｅａｋｅｎｅｄ．
２．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙａｍｏｎｇ
ｇｒｏｕｐｓ

ＴｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐａｎｄ
ＰＤ９８０５９ｇｒｏｕｐｄｉｄｎｏｔｃｈａｎｇｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅＩＧＦ１ｇｒｏｕｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ （Ｐ ＝
０．００７）．

ＴｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅＯＧＤｇｒｏｕｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
０．０１），ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｍｏｄｅｌｉｎｇｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ．
ＴｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｎｅｕｒｏｎｓｔｈａｔｗｅｒｅａｄｄｅｄｗｉｔｈＩＧＦ１
ｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＯＧＤ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．００１）．ＩｎｔｈｅＯＧＤ＋ＩＧＦ１＋
ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ，ＩＧＦ１’ｓｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｎｅｕｒｏｎｓｗａｓｅｖｉｄｅｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ，ａｎｄ
ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｏｓｅｇｒｏｕｐｓｗａｓｏｆｎｏｏｂｖｉｏｕｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｆｒｏｍ ｔｈａｔｏｆｔｈｅ ＯＧＤ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＝
０．６６７）．ＩｎｔｈｅＯＧＤ＋ＩＧＦ１＋ＰＤ９８０５９ｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅＯＧＤｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．００１），ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔ
ＰＤ９８０５９ｄｉｄｎｏｔｉｎｆｌｕｅｎｃｅＩＧＦ１’ｓｅｆｆｅｃｔｏｎｅｎ
ｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｎｅｕｒｏｎｓ（Ｔａｂ．１）．

Ｔａｂ．１　Ｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｎｅｕｒｏｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ，ｎ＝１６）

Ｇｒｏｕｐｓ ＯＤｖａｌｕｅｓ Ｐ

Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ ０．２１８±０．０１７０

ＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ ０．２４５±０．０３４８＃＃ ０．００７

ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ ０．２０１±０．０２７９ ０．０８０

ＰＤ９８０５９ｇｒｏｕｐ ０．２０２±０．０２７１ ０．０９８

ＯＧＤｇｒｏｕｐ ０．１５９±０．０２３７＃＃ ＜０．００１

ＯＧＤ＋ＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ ０．１９４±０．０２６５ ＜０．００１

ＯＧＤ＋ＩＧＦ１＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ ０．１５５±０．０１６８ ０．６６７

ＯＧＤ＋ＩＧＦ１＋ＰＤ９８０５９ｇｒｏｕｐ ０．１８７±０．０２０７ ＜０．００１

　　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ＯＧＤｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１．

２．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａｋｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｎｏｅｖｉｄｅｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．ＩＧＦ１ａｃｔｉｖａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡｋｔ，
ｗｈｉｌｅＬＹ２９００２ｒｅｄｕｃｅｄｉｔ（Ｆｉｇ．１）．
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Ｆｉｇ．１　 ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｋｔａｎｄｐＡｋｔｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
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４２



ＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＩＧＦ１ｏｎｎｅｕｒｏｎｓｕｎｄｅｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｈｙｐｏｘｉａａｎｄｔｈｅｒｏｌｅｏｆＰＩ３Ｋｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ　ＴＡＮＧＹｉｂｏ，ｅｔａｌ．

３　ＤＩＳＣＵＳＳＩＯＮ

Ｉｎｐａｓｔｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ，ｐｅｏｐｌｅａｌｗａｙｓｆｏｃｕｓｅｄｏｎ
ＩＧＦ１’ｓｅｆｆｅｃｔｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［４５］．Ａｓ
ｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｅｓｐｒｏｇｒｅｓｓ，ＩＧＦ１’ｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎＣＮＳｉｓ
ａｌｓｏｋｎｏｗｎｔｏｍｏｒｅａｎｄｍｏｒｅｐｅｏｐｌｅ［６８］．Ｉｔｈａｓｂｅｅｎ
ｐｒｏｖｅｄｉｎｒｅｃｅｎｔｒｅｓｅａｒｃｈｅｓｔｈａｔＩＧＦ ｈａｓｄｅｆｉｎｉｔｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｎｂｌｏｏｄ／ｏｘｙｇｅｎｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅｄｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｊｕｒｙ．Ｌｉｕ，ｅｔａｌ．［９］ｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅ
ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ（ＭＣＡＯ）ｍｏｄｅｌｒａｔｓ
ｗｅｒｅｇｉｖｅｎ７５ｍｇＩＧＦ１１０ｍｉｎ，２４ｈａｎｄ４８ｈａｆ
ｔｅｒｔｈｅｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔ
ｖｏｌｕｍｅｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｂｙ６０％ ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎ
ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｎｅｒｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｐｒｉｏｃｅｐｔｉｖｅ
ｒｅｆｌｅｘｇｒｅａｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄ．ＢｙｇｉｖｉｎｇＩＧＦＩｔｏｔｈｅｎｏｓｅｓ
ｏｆｆｅｔａｌｒａｔｓｗｉｔｈｂｌｏｏｄ／ｏｘｙｇｅｎｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｊｕｒｙ，Ｌｉｎ，ｅｔａｌ．［１０］ ｆｏｕｎｄｔｈａｔＩＧＦＩ
ｃｏｕｌｄｄｅｃｒｅａｓｅｎｅｕｒｏｅｔｈｏｌｏｇｉｃｉｎｊｕｒｙ，ｒｅｄｕｃｅｔｈｅａｐ
ｏｐｔｏｓｉｓｏｆｎｅｒｖｅｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ
ｎｅｕｒｏｎｓａｎｄｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒｔｈｅｂｌｏｏｄ／ｏｘｙｇｅｎ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ．

ＳｉｎｃｅＩＧＦ１ｉｓｆｏｕｎｄｔｏｈａｖｅｄｅｆｉｎｉｔｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｎｂｌｏｏｄ／ｏｘｙｇｅｎｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｊｕｒｙ，ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍａｒｅｃａｒｒｉｅｄ
ｏｕｔｉｎｒｅｃｅｎｔｙｅａｒｓ．Ｉｎｓｏｍｅｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ，ｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓ
ｏｆＰＩ３ＫａｃｔｉｖａｔｉｎｇＡｋｔｉｓｔｈｏｕｇｈｔｔｏｂｅｔｈｅｍｏｓｔｉｍ
ｐｏｒｔａｎｔｗａｙｏｆＩＧＦ１ｓｙｓｔｅｍａｃｃｏｍｐｌｉｓｈｉｎｇｔｈｅｆｕｎｃ
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［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｐａｔｈｏｌＥｘｐＮｅｕｒｏｌ，２０１０，６９（９）：９３０

９４４．

［７］　ＰéｒｅｚＭａｒｔíｎＭ，ＣｉｆｕｅｎｔｅｓＭ，ＧｒｏｎｄｏｎａＪＭ，ｅｔａｌ．ＩＧＦＩ
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