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脑源性神经营养因子对皮层神经细胞的保护作用及其机制

乔平云，周江堡，徐晓晓，吴’ 鹏，张会春’ ’ （%"""!% 重庆，重庆医科大学附属儿童医院神经内科）

’ ’［摘要］’ 目的’ 探讨脑源性神经营养因子（()*+,#-.)+/.- ,.0)12)134+5 6*521)，789:）对高浓度谷氨酸损伤皮层神经元
的保护作用及机制。方法’ 原代培养皮层神经元细胞，通过建立谷氨酸组、789:组、对照组进行对照研究。;< = >7荧光
染色法观察细胞凋亡形态，?@@法观察细胞凋亡率，A.B2.), (C12观察 3D$9@E、F9G、>EG等蛋白的表达量。结果’ 与空白
对照组（!H &I J "H "I）相比，谷氨酸组细胞活力（"H D& J "H !"）显著降低（! K "L "$）；而与谷氨酸组比较，789: 组（!H !% J
"L "I）细胞活力显著提高（! K "L "!）。谷氨酸组细胞凋亡比 789: 组明显增多（! K "L "$）。荧光染色谷氨酸组细胞膜破
坏增多。A.B2.), (C12检测结果示：3D$9@E 表达在 789: 组（"H DM J "H "N）和谷氨酸组（"H N" J "H !M）均高于对照组
（"H !$ J "H !&）（! K "L "$）；F9G在 789:组（"H $I J "H !I）比谷氨酸组（"H N$ J "H "I）表达显著降低（! K "L "$）；而 >EG在
789:组（"H MO J "H !I）比谷氨酸组（"H $D J "H "M）表达显著升高（! K "L "$），>EG 在谷氨酸组中显著降低。结论’ 789:
对皮层神经元细胞具有保护作用，主要通过调节 3D$9@E和 @)P7受体之间的比例，上调 >EG，下调 F9G 蛋白的表达来抑
制凋亡，增加细胞的存活。
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! ! 脑源性神经因子（ "#$%&’()#%*)( &)+#,-#,./%0 1$0’
-,#，2345）是一种在中枢神经系统内合成并广泛存在
于大脑皮层、海马、基底前脑、下丘脑的最具活性的神

经营养因子之一。其通过特异性受体酪氨酸激酶参与

细胞的增殖分化、粘着与成熟，进而促进中枢神经元的

发育、存活、神经突起的生长和分支及损伤后的再生修

复［6］。高浓度谷氨酸在神经系统内大量释放和堆积

可引起兴奋性神经毒性，多种神经系统疾病，如脑卒

中、脑外伤、癫痫、789/)%:)#’; 病等的发生、发展都与
谷氨酸神经毒性有关，从而提示谷氨酸的神经毒性可

能是急性和慢性神经系统疾病神经元损伤的共同途径

之一［<］。2345能够阻止神经细胞的凋亡，它主要通
过高亲和力受体 =#>2 及低亲和力受体 .?@4=A 发挥
作用，但对这两个受体之间的相互作用尤其是

.?@4=A的正向作用报道较少。本实验在原代培养的
基础上，探讨 2345 对神经元皮层细胞的保护作用及
其相关机制，为 2345的临床应用提供实验依据。

!" 材料与方法

6B 6! 材料
! ! 出生 6 ( 的 C.#$D+) 3$E8$F 大鼠 G H @ 只，雌雄不拘，体质
量 @ H ? D（重庆医科大学实验动物中心提供），多聚赖氨酸
（C%D:$公司），3IJI K 56<（L%"0,公司），2<?（ M&*%-#,D)&公司），
&)+#,"$;$8（L%"0, 公司），胰蛋白酶（ C%D:$ 公司），胎牛血清
（N77公司），抗 N?@4=A多克隆抗体（北京博奥森生物公司），
神经元特异性烯醇化酶抗体（4CJ，武汉博士德技术有限公
司），O4P抗体（Q)88 ;%D&$8公司），JAP（Q)88 ;%D&$8 公司）。

6B <! 方法
6B <B 6! 大鼠皮层神经元的培养 ! ! 取新生 C3 大鼠消毒、断
头，分离大脑皮层，剪碎，胰酶消化 6R :%&，加入含 6RS胎牛血
清的 3IJI K 56< 培养基终止消化，吹打并滤过细胞筛，
6 RRR # K :%& 离心 @ :%&，弃上清，加入含 6RS 胎牛血清的
3IJI K 56< 培养基，吹打均匀，接种于预先以多聚赖氨酸包被
的培养板或培养瓶中，G? T、@S QU<培养箱中培养，培养 6< /
后，换用含 <S 2<? 的 3IJI K 56< 培养基，G ( 换 6 次液，将培
养 V (的细胞用于实验。
6B <B <! 皮层神经元的鉴定及纯度测定 ! ! 取细胞爬片，N2C
洗 < 次，丙酮固定 6@ :%&，N2C洗 G 次，之后用正常山羊血清封
闭 GR :%&，滴加兔抗大鼠 4CJ 单克隆抗体（6W <RR），X T过夜，
N2C洗 G 次，滴加生物素化山羊抗兔 MDL（6 W 6RR），G? T孵育
GR :%&，N2C洗 G次，滴加 C72Q’QF（6W 6RR），G? T避光孵育GR :%&，
N2C洗 G 次，加入 6 !D K :8 的 37NM 室温避光孵育 6R :%&，N2C
洗 G 次，晾干后，@RS缓冲甘油封片，荧光显微镜下观察 4CJ阳
性表达的神经元。

6B <B G! 细胞模型的建立! ! 培养 Y ( 的神经元细胞，换为含
@R &D K :8 2345、<S 2<? 的 3IJI K 56< 培养基作用 <X /，弃培

养基，加入含 @R !:,8 K Z的谷氨酸的 3IJI56< 培养基中作用
GR :%&，弃培养基，N2C液洗 < 次，原培养基培养 <X / 后用于实
验。空白对照组：不加任何试剂原培养基培养至第 V 天；谷氨
酸组：在第 Y 天不加 2345，直接在第 ? 天加谷氨酸作用 6 K < /
后原培养基继续培养 <X /；2345组：第 Y 天加 2345，第 ? 天加
谷氨酸作用 6 K < /，原培养基继续培养 <X /。
6B <B X! I==细胞活力检测! ! 加入含 I==（终浓度为@ :D K :8）
的培养液至培养 V (的皮层神经元细胞中，G? T、@S QU<饱和

湿度条件下孵育 X /后弃上清，加入 3ICU，<R :%&后置酶标仪
于 @YR &:处测定光密度值［!（@YR）］。
6B <B @ ! 吖啶橙 K嗅乙啶染色（7U K J2 染色）! ! < :8 7U 和
< :8 J2混匀至 JN管备用，取细胞爬片在 N2C 中清洗 G 遍，滴
加 7U K J2 至载玻片上，将细胞爬片置于载玻片上立即在荧光
显微镜下观察细胞凋亡形态。

6B <B Y! [);-)#& "8,-检测! ! 蛋白提取：将细胞加入裂解液，在
匀浆器中反复研磨，G RRR # K :%& 离心 @ :%&，弃沉淀，上清继续
6X RRR # K :%&离心 GR :%&，取沉淀，加入抽提 2\55JA，G RRR # K :%&
离心@ :%& 取上清，G? T水浴，6G RRR # K :%& 离心 @ :%&，反复 G
次，提取膜蛋白。2Q7 法测蛋白浓度。将蛋白浓度调整至
@ !D K :8，C3C’N7LJ：蛋白的上样量为 6RR !D，6RR T 变性
@ :%&，浓缩胶浓度 VS，分离胶浓度是 6@S；电泳、切胶、转膜：
采用半干法，恒压，将蛋白条带转到 N]35 膜，用 @S脱脂乳封
闭 6 /，加一抗封闭过夜，=2C=洗 G 遍，每次 @ :%&，封闭二抗摇
床 6 /，=2C=洗 G 遍，每次 @ :%&。荧光分析仪检测信号。目的
条带采用图像分析软件进行光密度积分值分析，以 "’$0-%&为内
参，各蛋白与"’$0-%& 光密度积分值的比值作为蛋白表达含量。

6B G! 统计学处理
! ! 数据以 !" ^ #表示，采用 CNCC 6YB R 统计软件行方差分析。

#" 结果

<B 6! 原代培养的大鼠大脑皮层神经元形态学观察
! ! 在倒置相差显微镜下观察，刚接种的细胞胞体比较小，呈
圆形，立体感强，周围有明显的光晕，密度均匀，单个分布。X /
后大部分细胞已贴壁生长，呈圆形或椭圆形，细胞体发亮，一半

以上开始伸出轴突，此时轴突还比较短。6 (后细胞完全贴壁，
生长旺盛，更多的细胞伸出轴突，轴突也进一步延长，但细胞间

的连接尚少（图 67）。G ( 后，细胞体变大，细胞突起延长并增
粗，可见双极或多极突起，以双极为主，突起一大部分出现相互

连接，形成稀疏的网络（图 62）。培养 Y ( 后，神经元细胞体进
一步增大，细胞体丰满立体感强，折光性好且光晕明显，多呈锥

体形。突起增多伸长且分支很多，形成致密网络（图 6Q）。

<B <! 鉴定及纯度测定
! ! 取培养 V (的细胞爬片，用免疫荧光化学法检测 4CJ标记
的神经元。在荧光显微镜下，用 [L系统检测 QFG 标记的细胞
质为明亮的红色丝状或粒状沉积物（图 <7）；用 [\ 系统检测
37NM标记的细胞核呈明亮的蓝色（图 <2）；同一视野下，既有
蓝色细胞核又有红色沉积物的细胞占 _@S以上（图 <Q）。
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!! !" !#
!：第 " 天；#：第 $ 天；%：第 & 天

图 !" 倒置显微镜观察皮层神经元培养"（ ’ ())）

!! !" !#
!：%*$ 标记；#：+!,-标记；%：!与 #重叠合成

图 #" 免疫荧光染色观察皮层神经元"（ ’ ())）

!! !" !#
!：对照组（ ’ ())）；#：#+./组（ ’ 0))）；%：谷氨酸组（ ’ ())）

图 $" %& ’ ()免疫荧光染色观察神经细胞损伤形态变化

(1 $2 神经元损伤形态学观察
2 2 对照组：细胞核呈绿色荧光，细胞核大而圆，细胞核膜完整
光滑，突起粗长，细胞间连接呈网状（图 $!）。#+./组：破坏的
细胞相对较少（图 $#）。谷氨酸组：可见细胞突起皱缩、断裂，
并可见凋亡细胞产生，由于细胞膜的通透性被破坏，被 3#染成
红色可见细胞核固缩状或呈片段状（图 $%）。
(1 02 #+./对谷氨酸损伤神经元细胞活力的影响
2 2 与空白对照组（"1 (& 4 )1 )&）相比，谷氨酸组细胞活力
（)5 6( 4 )1 ")）显著降低（! 7 )5 )8）；而与谷氨酸组比较，#+./
组（"1 "0 4 )1 )&）可显著提高细胞活力（! 7 )5 )"）。
(1 82 9:;<:=> ?@A<检测结果
2 2 从对照组到到 #+./ 组和谷氨酸组，B68.CD 和 E.F 蛋白
表达逐渐增强，而 3DF蛋白表达在谷氨酸组减弱（表 "，图 0）。
各蛋白表达在 #+./ 组和谷氨酸组之间有明显差异（! 7
)5 )8）。

表 !" *+,-./、0-1和 (/1蛋白在 $ 组中的表达（" G H，!# 4 $）

组别 B68.CD E.F 3DF

对照组 )1 "8 4 )1 "( )1 (" 4 )1 )6 )1 IH 4 )1 "H

#+./组 )1 6I 4 )1 )HJ )1 8& 4 )1 "&J )1 I$ 4 )1 "&

谷氨酸组 )1 H) 4 )1 "IJ )1 H8 4 )1 )&J? )1 86 4 )1 )I?

J：! 7 )5 )8，与对照组比较；?：! 7 )5 )8，与 #+./组比较

" ( $
!!KJL<M>（0(’")$）

!B68.CD（68’")$）

!E.F（8&’")$）

!3DF（00’")$）

"：对照组；(：#+./组；$：谷氨酸组
图 2" 3456478 9:;6检测 $ 组 *+,-./、0-1、(/1蛋白表达
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!" 讨论

! ! 谷氨酸是脑内重要的兴奋性神经递质，对神经元的
发育有重要的作用，但是高浓度谷氨酸通过介导 "#甲
基#$#天（门）冬氨酸受体（"%$&受体）的配体门控钙离
子通道，引起钙离子内流，导致细胞内“钙超载”，钙超载

导致一系列酶的激活和基因表达的改变，损伤神经元，

可引起神经元坏死和凋亡。谷氨酸也可能为多种神经

损伤的最后通路之一［’，(］。本实验通过 &)* +, 荧光染
色从形态上观察到细胞的损伤，%--亦验证了优先增加
,$".可以明显减轻谷氨酸引起的皮层神经元的凋亡，
提示 ,$".对谷氨酸引起的凋亡有抑制作用。
! ! 神经营养因子主要有 / 种受体。一种为高亲和力
受体（-012），分为 &、,、3 ’ 个亚型：-01& 和神经生长
因子（"4.）特异性结合；-01,和 ,$".、神经生长因子
(，5（"-#( * 5）特异结合；-013 和神经营养因子 ’（"-#
’）特异结合［5］；另一种为低亲和力受体（675"-8），可
以和每个神经营养因子结合。本研究结果显示：

675"-8在 ,$".组和谷氨酸组中比正常组表达有明
显的增高，但是在 ,$". 组中和谷氨酸组中表达差别
无统计学意义。提示在谷氨酸诱导的神经细胞凋亡

中，,$". 能保护神经元并非通过降低 675"-8 的数
目［9］。-012受体主要通过 / 个信号传导途径来介导
神经元存活：:;’< * :<, 信号途径与 %+< * %&:<#+8<
信号途径。其中 -01, 与 ,$". 结合后主要通过
%+< * %&:<#+8<刺激抗凋亡蛋白的表达而促进神经
元存活［7］。本实验结果显示 +8< 在 ,$". 组中比谷
氨酸组表达有明显的增高，提示在 675"-8 表达在
,$".组和谷氨酸组无明显差别的基础上神经生长信
号表达量增加，其机制可能是通过协调受体之间的比

例。:75"-8 主要通过转录因子 ".#!, 通路、="<#
65’#,>?凋亡通路、神经酰胺通路诱导以神经细胞为
主的细胞增值、迁移、分化、生存、凋亡、轴突的建立和

神经的形成，发挥多重生物学效应［@，A］。本实验结果

显示 ,$". 组比谷氨酸组 ="< 表达明显减少，提示
675"-8在 ,$".组和谷氨酸组表达无明显差别的基
础上所诱导的神经凋亡信号表达减少，调节神经生长

和神经营养因子的反应，其机制可能主要通过协调

675"-8和 -8<,受体之间的比例。675"-8与 -01受
体常在同一个细胞表达并形成复合物，675"-8 促进
神经营养因子与 -01 受体的结合，-01 受体也影响
675"-8的生物学作用和信号转导：如抑制 675"-8介
导的 ="<#65’ 凋亡通路，而不抑制 675"-8诱导的 ".#
!,的激活，提示 675"-8可与 -01受体共同促进神经元
的存活，神经的生长还是抑制关键在于 675"-8 和 -01
受体之间的比例，而非单纯由 675"-8 的个数来决

定［BC D B(］。,$".主要通过 -01, 受体和 675"-8 受体
起作用，与 -01, 受体相比，对 675"-8 的正向作用研
究甚少，转变 675"-8 的作用方向对受体的表达激活
模式及与神经损伤关系的研究有重要价值。但是目前

尚不清楚的是 675"-8和 -8<,受体之间是如何协调
的，究竟是什么比例等，有待于进一步研究。

! ! 综上所述，预先加入 ,$". 时可降低谷氨酸诱导
的神经毒性，其机制可能是因提前加入 ,$".，协调
675"-8和 -01, 之间的比例，使生长信号表达占优
势，而凋亡信号表达下降，最终促进细胞的生长。
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