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p75NTR在谷氨酸诱导海马神经元兴奋毒性损伤中的表达 

吴兰香，滕永真，李春莉，吴明军 

(重庆医科大学生命科学研究院，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察谷氨酸诱导海马神经元兴奋毒性损伤中神经营养因子受体 p75(p75 neurotrnphin receptor，p75NTR)表达水 

平的变化。方法：建立谷氨酸诱导的新生大鼠海马神经元兴奋毒性损伤模型，RT—PCR和 Westem blot方法检测 p75NTR在mRNA 

和蛋白质水平的表达变化。结果：谷氨酸刺激后 ，p75NTR在 mRNA(P<0．01)和蛋白质(P<0．05)水平的表达较对照组明显增高； 

N一甲基 一D一门冬氨酸受体(N—methyl—D—aspartate receptor，NMDAR)的特异性拮抗剂 MK一801可明显减弱 p75NTR在 mRNA 

和蛋白质水平的表达上调(P<0．05)。结论：p75NTR的活化与谷氨酸兴奋毒性神经损伤过程密切相关。 
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p75NTR expression in cultured hippocampal neurons during glutamate-induced 
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【Abstract】Objective：To observe the change in expression level of p75NTR(p75 neurotrophin receptor)in cultured hippocampal neurons 

during utamate—induced excitotoxicity．Methods：Excitotoxicity was induced by glutamate in rat cultured hippocampal neurons； 

RT—PCR and western blot were used to detect the change in expression level of p75NTR．Resu／ts：After glutamate exposure，p75NTR 

mRNA (P<O．O1)and protein (P<O．05)levels had evaluated markedly compared with control group；MK-801．a specific antagonist of 

N—methyl-D-aspartate receptor(NMDAR)could decrease p75NTR mRNA and protein levels dramatically compared with glutamate group 

(P<O．05)．Conclusion：p75NTR plays an important role in neuronal damage during glutamate—induced excitotoxicity． 

【Key words】Glutamate；Excitotoxicity；p75NTR 

p75NTR属于肿瘤坏死因子受体(Tumor necrosis factor re— 

ceptor，TNFR)超家族。以往研究认为，p75NTR作为神经营养 

因子的普遍受体可以促进神经元的存活和分化，但近年来发 

现，在许多中枢神经系统(Central nervous system，CNS)疾病如 

阿尔茨海默病 、脑缺血、癫痫等的发病过程中，p75NTR表达 

水平明显增高 ，其作用是促进神经元凋亡，而这些疾病的病 

理过程均与兴奋毒性神经损伤密切相关 。本研究利用体外 

海马神经元培养体系，观察了谷氨酸诱导兴奋毒性神经损伤 

与 p75NTR表达变化之间的相关性，对神经元兴奋毒性损伤 

的干预具有重要意义。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物 新生(0～1 d)SD大鼠 l8只，购 自重庆医科大 
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学实验动物中心。 

1．1．2 试剂 多聚赖氨酸、阿糖胞苷、L一谷氨酸 、碘化丙啶 

(Propidium Iodide，PI)、小鼠抗大鼠 13一actin单克隆抗体、碱f生磷 

酸酶标记兔抗小鼠二抗及显色底物为Sigma公司产品；DMEM 

干粉、胎牛血清、马血清、N：、B27为Gibco公司产品；小鼠抗大鼠 

p75NTR单克隆抗体为 Chemicon公司产品；DeadEndTM．Fluo— 

rometric TUNEL System凋亡检测试剂盒为Promega公司产品； 

TRIzol为 Invitrogen公司产品；一步法RT—PCR试剂盒为天更公 

司产品；引物由上海生工生物工程有限公司合成；其余试剂均为 

国产分析纯。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 新生大鼠原代海马神经元培养13】 新生 SD大鼠断头 

后快速分离双侧海马，0．125％胰酶于 37~C消化 30min，置于 

37 oC、5％ CO 的培养箱内培养。种植液(体积比)由 78％ 

DMEM、10％胎牛血清、10％马血清、1％青链霉素、1％谷氨酰胺 

组成。第 2 d，更换为维持液。维持液(体积比)由90％DMEM、 

5％马血清、1％青链霉素、1％谷氨酰胺 、l％N 、2％B27组成。 

以后每周换液2次，每次更换50％新鲜培养液。第5 d，加人 
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4 m 阿糖胞苷，抑制非神经细胞过度增殖。 

1．2．2 海马神经元谷氨酸兴奋毒性模型的建立[41本实验分 

为3组，分别为对照组 、谷氨酸组和 MK一801保护组。具体实 

验操作如下：海马神经元体外培养第 18 d，向培养液中加入 

100 mol／L谷氨酸，在 37~C、5％CO2培养箱中孵育 10 min， 

更换新鲜培养液后，于培养箱中继续培养 ，此为谷氨酸组 ；加 

入谷氨酸前 2min加入 l0 mol／L的 MK一801，即离子型谷氨 

酸受体——N一甲基 一D一门冬氨酸受体(N—methyl—D—aspar 

tate receptor，NMDAR)的竞争性拮抗剂 ，此为 MK一801保护 

组；正常对照组即以0．9％生理盐水代替谷氨酸。 

1．2．3 神经元损伤程度的评价 谷氨酸刺激后 18 h，通过检 

测神经元存活率及凋亡率来定量评价神经元兴奋毒性损伤 

程度。将培养细胞在室温下用 0．12 g／L台盼蓝染色 10 min， 

4％多聚甲醛 4~C固定 30 rain，倒置显微镜下计数 5O个相邻 

视野中不蓝染的细胞 ，即存活细胞。凋亡率检测按 Dead— 

EndTM．FluorometricTUNELSystem试剂盒说明书进行：PI使 

所有细胞红染，凋亡细胞则被标记为绿色，从而计算凋亡率。 

1．2．4 海马神经元总 RNA提取和 RT—PCR TRIzol试剂提 

取细胞总 RNA，取样用紫外分光光度计测 A 吸收值。 

p75NTR弓l物 ：5’一GCAGCCAACCAGACCGTCTG一3’，5’一CG 

CCTFGrr】[TA唧 G1TrTGC一3’，片段长度 682 bp；13一actin引 

物 ：5’一TGATCTFCATGGTGCTAGGAGCC-3’，5 GGTATGG 

GTcAGAAGGAcTcc一3’，片段长度 843 bp。PCR扩增反应 

条件 ：p75NTR一94'E、2 min，1循 环 ；94oC、30 S，58oC、30 s， 

72oC、4min，30循环；13一actin一94℃、2rain，1循环；94oC、30 s， 

55℃、30 s，72qE、4 min，30循环。产物进行 2％琼脂糖凝胶电 

泳，紫外光下凝胶成像，图像分析软件(Quentity One，Bio—Rad 

公司，2006年)进行灰度定量分析。 

1．2．5 海马神经元总蛋白的提取及 Western blot分析 培养 

皿中加入 4oC预冷的细胞裂解液(50 mmol／L Tris—buffer，150 

mmol／L NaCI，1％ Triton X一100，1 mmo1]L EDTA，0．1％ SDS，1 

mmol／L PMsF)于冰上静置 30 rain，收集蛋白裂解液，于 4~C、 

12000 g离心 15min，收集上清，BCA法测定蛋白浓度。蛋白 

质样品经 12％SDS一聚丙烯凝胶电泳后，电转至 PVDF膜上， 

5％脱脂奶粉于室温下封闭 1 h。将膜置于 1：500小鼠抗大鼠 

p75NTR单克隆抗体或 1：4 000小鼠抗大 鼠 B—actin单克隆 

抗体稀释液中，4~C孵育过夜 ；加入 1：4 000碱性磷酸酶标记 

兔抗小鼠二抗室温孵育 2 h，加入显色底物显色 l～2 rain，图 

像分析软件进行灰度定量分析。 

1-3 统计 学处理 

采用 SPSS13．0软件进行统计学处理，实验资料均以互± 

S表示。组间比较采用单因素方差分析，P<0．05认为差异有 

统计学意义。 

2 结 果 

2．1 谷氨酸诱导的海马神经元兴奋毒性损伤及 MK一801的 

保护作 用 

100 mol／L谷氨酸刺激 10 rain对原代培养的海马神经 

元有明显毒性：谷氨酸组的神经元存活率约为65％，凋亡率 

约为 37．2％。MK一801对谷氨酸诱导的兴奋毒性损伤有明显 

保护作用：MK一801组的神经元存活率约为 88．7％，凋亡率约 

为 11 8％(表 1，图 1、2)。 

表 1 谷氨酸和 MK801预处理对海马神经元存活率 

和凋亡率的影响( ±S) 
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O 存活率 凋亡率 

-P<O．05，”P<0．01与对照组比较； P<O．05， P<0．0l与谷氨 

酸组比较；A．神经元存活率；B．神经元凋亡率．1．对照组； 

2．谷氨酸组；3．MK一801保护组 

图 1 谷氨酸诱导神经元损伤及 MK一801的保护作用 

2．2 谷氨 酸诱 导海 马神 经元 兴奋毒 性损 伤 中 p75NTR 

mRNA的表达变化 

实验结果显示 ，正常神经元中 p75NTR mRNA的基础表 

达水平较低，而在谷氨酸刺激后 6 h，p75NTR mRNA的表达水 

平较对照组明显增高(P<O．叭)。与谷氨酸组相比，MK一801保 

护组的p75NTRmRNA的表达明显下调(P<0．O5)(表 2，图 3)。 

表 2 谷氨酸诱导海马神经元兴奋毒性损伤 p75NTR 

mRNA与蛋白质表达水平变化( ±s) 

2．3 谷氨酸诱导海马神经元兴奋毒性损伤中p75NTR蛋 白 

质的表达变化 

Western blot检测结果显示 。p75NTR蛋白在正常神经元 

中表达水平较低。谷氨酸刺激后 l8 h，p75NTR表达显著增 

高(P<0．01 o MK一801保护组 p75NTR表达水平较谷氨酸组 

明显下调(P<0．05)(表 2，图4)。 

3 讨 论 

谷氨酸是脊椎动物中枢神经系统内主要的兴奋性神经 

递质，主要存在于谷氨酸能神经末梢囊泡内。正常情况下，神 

经元去极化，突触前膜释放谷氨酸入突触间隙 ，作用于突触 

后膜的谷氨酸受体，对神经元发育 、突触可塑性的维持 、神经 

元回路的形成及学习过程起关键作用。然而，在脑卒中、癫 

痫、脑外伤等各种原因引起的脑缺氧缺血性改变时，突触前 

大量释放谷氨酸，过度激活突触后膜的谷氨酸受体，最终导 
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图4 谷氨酸诱导海马神经元兴奋毒性损伤中 p75NTR蛋白质的表达变化 

致神经元凋亡或坏死。由于谷氨酸的这种神经毒性与它对中 

枢神经元的兴奋性有关，故称其为“兴奋毒性”，其中离子型 

谷氨酸受体——NMDAR被过度激活后产生的钙内流在其中 

起关键作用 。 

p75NTR是已知最早分离出来的神经营养因子受体，在 

发育过程中呈现高表达，随着发育过程的结束，其表达量逐 

渐降低。p75NTR在神经系统中广泛分布，以往认为，p75NTR 

与神经营养因子的功能一致，二者结合后，能促进神经元的 

存活和分化。近年来发现，在许多CNS疾病如阿尔茨海默 

病、脑缺血 、癫痫等的发病过程中，都出现 p75NTR的表达增 

高，敲除或阻断 p75NTR信号可以延缓病情发生和促进细胞 

存活。目前多数研究认为p75NTR可能通过促进神经元凋亡 

来参与这些疾病的病理过程，然而其活化机制以及下游信号 

途径尚不明确l1I 6_ 。由于以上 CNS疾病的发病机制中都存在 

兴奋毒性神经损伤这一共同途径 ，又有实验表明 p75NTR的 

表达上渊很可能与 NMDAR的活化有关181，因此 ，明确兴奋毒 

性过程与p75NTR表达变化之间的关系便成为丞待解决的 

问题。 

本研究结果显示，100 mol／L符氨酸刺激 l0 min可以成 

功诱导体外培养海马神经元的兴奋毒性损伤。谷氨酸刺激后6 



 


