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CCK-8通过上调 Bcl-2／Bax的比率和下调 Caspase-3的表 

达降低谷氨酸诱导的皮层神经元凋亡 

张会春，周江堡 

(重庆医科大学附属儿童医院神经内科 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究八肽胆囊收缩素(Cholecystokinin octapeptide，CCK一8)抗谷氨酸诱导皮层神经元凋亡的相关机制。方法：体外 

培养皮层神经元至第 8 d，随机分为对照组 、谷氨酸组和 CCK组。对照组不予任何处理；谷氨酸组用 5O mol／L谷氨酸处理 3O 

min后，换用正常培养基继续培养；CCK组在谷氨酸处理前先用CCK～8处理24 h；各组细胞在谷氨酸损伤后用原培养基继续培 

养 0、6、12、24、48 h后分别获取标本待检。用噻唑蓝(MrrI1)染色法检测神经元活力 ，免疫细胞化学技术检测神经元 Bcl一2、Bax和 

Caspase一3的表达。结果：CCK组神经元活力、Bc1—2表达较谷氨酸组增高，Bax、Caspase一3较谷氨酸组降低 ，差异均具有统计学 

意义(P<O．O5)。结论 ：CCK一8抗谷氨酸诱导的皮层神经元凋亡的作用机制可能与上调 Bcl一2／Bax比率、抑制 Caspase一3的激活 

有关。 
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CCK-8 prevents glutamate-induced apoptosis in cultured cortical neurons via 

LIp—regulation of bcl一2／bax ratio and down-regulation of caspase-3 

ZHA NG Hui—chun，et al 

(Department ofNeurology，the Children’5 Hospital，ChongqingMedicaI University) 

【Abstract】Objective：To investigate the mechanisms responsible for the neuroprotection by cholecystokinin octapeptide against 

glutamate-induced apoptosis in vitro cultured cortical neurons．Methods：Pfimau cultured eorticaI neurons from SD rats of 0-24 hold 

were incubated for 8 days．The cultured cells were divided randomly into three groups：control group，glutamate group and CCK group．In 

the controI group，cells were not treated with glutamate or CCK；Neurons in glutamate group were incubated with 50 tx mol／L glutamate for 

30 min；In CCK group，CCK-8 was added to the Neurons 24 h prior to incubation with glutamate．After injuried by glutamate，ceils in all 

the groups were incubated with normal medium for 0，6，12，24 h and 48 h．At the five time points，cells were fixed respectively for 

experiment．Cell viability were determ ined by the colorimetric M1Tr assay；The protein expression of Bcl一2，Bax and Caspase一3 were 

determ ined by immunocytochemistry techniques．Results：Pretreatment with CCK for 24 h significantly improved glutamate—induced 

suppression of cell viability．Pretreatment with CCK also completely reversed the suppression of Bel-2 expression，and significantly 

inhibited Bax overexpression and Caspase一3 activition induced by glutamate．Conclusion：Theneuroprotective mechanisms of CCK 

against glutamate—induced apoptosis in cultured cortical neurons may be associated with up—regulation of Bcl-2／Bax ratio and 

down-regulation of Caspase-3． 
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胆囊收缩素(Choleeystokinin oetapeptide，CCK)是脑组织 

中含量最丰富的神经肽之一，在脑中以神经递质和(或)调质 

的形式参与多种生理及病理过程。CCK具有多种分子形式， 

其中硫酸化的 CCK一8是脑中的主要存在形式。既往研究证 

明 CCK在进食、疼痛、焦虑、学习记忆等方面发挥重要作用I11日， 
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目前 ，越来越多的研究表明它还是一种内源性神经保护因 

子 J。Akaike等发现 CCK一8能降低谷氨酸诱导的神经毒性 

作用[51，对于涉及到的相关机制，我们和其他研究者发现这与 

CCK一8能抑制钙离子内流161、减少 NO的生成 、促进 NGF的 

合成等l}1有关 。CCK是否通过其他途径拈抗谷氨酸的神经 

毒性，国内外报道甚少。最近有研究提示 CCK减少胰腺细胞 

和神经胶质瘤凋亡的机制可能与上调 Bcl一2／Bax的比率及抑 

制Caspase一3的激活有关I91 ，CCK抗谷氨酸诱导的神经元凋 
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亡的作用机制是否同样与这三者有关尚未见报道。本研究在 

我们前期研究的基础上 ，主要 观察谷氨酸处理后神经元 

Bcl一2、Bax、Caspase一3的动态变化，和 CCK一8对它们表达的 

影响，以探讨 CCK一8抗谷氨酸诱导皮层神经元凋亡的相关 

机制。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

新生 24 h内的清洁级 Sprague—Dawle(SD)大鼠 250只 

(雌雄不限)由第三军医大学大坪医院实验动物中心提供(许 

可证号码：SCXK渝 20020002)；硫酸化八胆囊收缩素(CCK一8)、 

谷氨酸 、多聚赖氨酸 、胰酶、四甲基偶氮唑盐(M1Tr)均购 自 

Sigma公司；Neurobasal medium、DMEM／F12 medium、B27 sup— 

plement购 自Gibco公司；胎牛血清购自PAA公司；神经元型 

烯醇化酶(NSE)抗体购自武汉博士德生物技术有限公司；小 

鼠抗大鼠Bcl一2单克隆抗体、小鼠抗大鼠 Bax单克隆抗体 、 

兔抗大鼠 Caspase一3单克隆抗体均购 自Santa Cruz公 司 ； 

SABC免疫组化试剂盒、DAB显色试剂盒购 自北京中山生物 

技术有限公司。 

1．2 方法 

1．2．1 皮层神经元的培养 培养方法按照文献中所用并加 

以改良⋯】。将新生 24 h内的 SD大鼠处死，在无菌条件下暴露 

大脑半球，剔除脑膜，取适量皮层组织放人预冷的DMEM／F12 

培养基中，将组织块充分剪碎，用终浓度 0．125％胰酶 37℃消 

化 l0～15min，10％胎牛血清终止消化，过 200目不锈钢筛网， 

收集滤液于 l 000 r／min离心 10 min，弃上清收获细胞 ，用含 

15％胎牛血清的 DMEM／F12培养基重悬 ，吹打成单细胞悬 

液，调整细胞密度为 2 x 1 o5个／ml，接种于预先包被多聚赖氨 

酸的 96孔和 24孔板中，置 37 oC，5％CO 培养箱培养。接种 

后 12 h换用含 2％B27添加剂的 Neurobasal培养基继续培 

养 ，以后每周半量换液 2次。每天于倒置显微镜下观察细胞 

生长情况。培养至第 8 d，用兔抗大鼠 NSE抗体，进行免疫荧 

光染色鉴定神经元，神经元纯度达 95％以上。 

1．2．2 实验分组 神经元培养至第 8 d，随机分为对照组、谷 

氨酸组和 CCK组。对照组：用正常培养基培养 ，不予任何处 

理；谷氨酸组 ：用 50 mol／L谷氨酸作用 30 min诱导凋亡 ； 

CCK组：在谷氨酸损伤前给予不同浓度的 CCK一8预处理 24 h。 

各组细胞在损伤后用原培养基继续培养0、6、12、24、48 h后 

获取标本待检。每组设 5个平行孑L，实验独立重复 3次。 

1．2-3 M1Tr比色法检测细胞活力 根据 CCK一8浓度的不同 

CCK组又分为 3个组 ：CCK(1 mol／L)组 、CCK(O．1 mol／L) 

组和 CCK(0．01 mol／L)组。各组在谷氨酸作用后 24 h，每孔 

加 0．5 的MTF液20 l，稍摇匀后继续培养4 h，弃培养 

液 ，各孔加 150 l DMSO，震荡器上震荡 10 rain，然后置于酶 

标仪中测 570 nm波长的吸光度，结果以 OD值表示，结果见 

表 1。 

表 1 谷氨酸作用后24 h神经元的活力比较(oD值) 

分组 光密度值 

对照组 

谷氨酸组 

CCK(1“mol／L)组 

CCK(O．1 LL mol／L)组 

CCK(O．Ol LLmol／L)组 

0．664±0．028 

0．625 4-0．014 

O．67O±0．023· 

0．657 4-0．0l8 

0．647±O．0l0 

注：与谷氨酸组比较。 P<0．05 

1．2．4 Bcl～2、Bax的免疫组化检测 采用免疫细胞化学染色 

一 SABC法。按照试剂盒说明书进行 ，封片后，镜检 ，计算机软 

件进行图像分析。 

1．2．5 Caspase一3蛋白表达 的检测 用免疫荧光化学法检 

测。按照试剂盒说明书进行，封片后，镜检，计算机软件进行 

图像分析。 

1．3 统计学分析 

统计分析采用 SAS8．2统计软件进行，数据以 ±s表示， 

采用多因素方差分析比较同一时间点下不同处理间的差异 

及同一处理下不同时间点问的差异；P<0．05表示差异具有统 

计学意义。 

2 结 果 

2．1 胆囊收缩素对细胞活力的影响 

经谷氨酸损伤后细胞活力较正常对照组明显降低( 0．05)； 

3个不同浓度的CCK组神经元活力与谷氨酸组相比均具有 

统计学意义(P<0．05)，且 CCK一8浓度越高，细胞活力越高。 

据此结果 ，下面的 CCK组 CCK一8浓度均采用 1 mol／L。 

2．2 Bc1—2、Bax检测结果 

CCK组 0 h Bcl一2表达与谷氨酸组无差别 ，余时间点均 

高于谷氨酸组，6 h达高峰；CCK组 0 h Bax表达低于谷氨酸 

组，以后逐渐升高 ，24 h达高峰，48 h回降 ，均低于同一时间 

点谷氨酸组(P<0．05)；CCK组 0 h Bcl一2／Bax比率高于谷氨 

酸组 ，6 h比率最大，以后逐渐下降 ，48 h回升，均高于同一时 

间点谷氨酸组(尸<0．05)。结果以平均光密度(AOD)值表示， 

分别见表 2、3。 

2．3 Caspase-3检 测结果 

谷氨酸组 Caspase一3表达 6h开始增高，24h达高峰，48 h 

回降；CCK组 Caspase一3表达 12 h明显升高，24h达高峰，48 h 

回降；CCK组0 h Caspase一3表达与谷氨酸组无差别，余时间 

点均低于谷氨酸组(P<O．05)。平均光密度值结果见表 5。 

3 讨 论 

当一些病理因素导致细胞外谷氨酸浓度异常升高时，可 

过度激活离子型谷氨酸受体 ，引起细胞内钙离子浓度持续升 

高，导致“钙超载”现象。钙离子引发一系列事件包括酶激活 

和基因表达改变，造成神经元凋亡和坏死。前期研究中我们 
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注：与对照组比较，·P<0．05；与谷氨酸组比较，tP<O．05 

用 50 mol／L谷氨酸作用 30min成功的建立了皮层神经元 

凋亡模型，此模型神经元凋亡率约为 17．5％，台盼兰标示的 

神经元死亡率不到 3％。研究发现 1 mol／L CCK一8预处理能 

把谷氨酸引起的皮层神经元凋亡率降低至 3．9％ 。本研究用 

M1丫r法进一步证实 了 CCK一8能降低谷氨酸的神经毒性作 

用。 

凋亡是一个基因调控的程序性细胞死亡过程，在这个过 

程中大量的基因被激活，蛋白质表达增加，其中 Bcl一2家族 

蛋 白及 Caspase家族蛋白酶在细胞凋亡中发挥着重要的作 

用旧。Bcl一2家族蛋白是细胞凋亡过程中的一类调节因子，Bcl一2 

和 Bax分别是 Bcl一2家族中最具代表性的抑制凋亡蛋白和 

促进凋亡蛋 白。两者的比值决定线粒体通透孔的开放与关 

闭 ，通透孑L开放时促进细胞色素 c从线粒体膜释放入胞浆l13】。 

细胞色素 C作为一种促凋亡因子被释放后 ，与胞浆中的凋亡 

激活因子 一1(Apaf_1)的c末端及 ATP结合 ，促使 Caspase蛋 

白酶家族呈“瀑布式”层层激活 ，弓I起细胞形态学上的改变使 

细胞最终发生凋亡㈣。Casp&~e一3是 Caspase家族中重要的一 

员，被证实处于该级联反应的下游，是各种凋亡通路的共同 

下游效应部分，它直接或间接酶解一系列细胞存活所必需的 

蛋白，促进细胞凋亡旧。研究发现谷氨酸的神经毒性机制与 

下调Bcl一2／Bax的比率、激活 Caspase一3这一信号通路有关 

I=l，本实验也证实了这一点，6～48 h，谷氨酸组 Bcl一2／Bax的 

比率均低于对照组 ，Caspase一3的表达则高于对照组。 

本实验中，CCK组 Bcl一2的表达在 0 h与谷氨酸组无差 

别 ，余时间点均高于谷氨酸组，Bax的表达在 5个时间点均低 

于谷氨酸组。在 48 h，CCK组的 Bcl一2表达高于同组 0 h，低 

于 6、12、24 h，但始终高于谷氨酸组 Bcl一2在任一时间点的 

表达 ，说明CCK组相对于谷氨酸组来说，Bcl一2在 48 h时仍 

保持较高的水平。从 Bcl～2／Bax比值来看，在任一时间点ccK 

组均高于谷氨酸组。从 Caspase一3的表达来看 ，谷氨酸组在 

6 h开始上调其表达，12 h的表达高于 6、24 h达高峰。CCK 

组 12 h才明显上调，且在各个时间点 Caspase一3的表达均低 

于谷氨酸组。以上提示 CCK预处理能促进抑制凋亡蛋 白 

Bcl一2在谷氨酸损伤后早期的表达，抑制细胞凋亡 ；降低促进 

凋亡蛋 白Bax的表达 ，并抑制 caspase～3的激活减少谷氨酸 

的神经毒性作用。 

CCK通过与特异性受体结合而发挥作用 ，CCK受体主 

要分为两个亚型，即 CCK—A型和 CCK—B型㈣。有研究显示 

CCK一8的神经保护作用是通过 CCK—B型受体介导的l 71 ，因 

此，我们推测本研究中CCK一8抗谷氨酸诱导的神经元凋亡 

的机制可能也是通过 CCK—B型受体起作用的。CCK的生物 

学功能复杂多样 ，它与特异性受体结合后的信号转导途径也 

很复杂 ，CCK通过何种细胞内信号转导途径影响谷氨酸功能 

的尚待研究。 

许多神经系统疾病如脑中风、脑外伤 、癫痫 、A1zheimer’s 

病 、Huntington’s病等的发生发展都与谷氨酸的兴奋性毒性 
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有关，谷氨酸的兴奋性毒性可能是大量急性和慢性神经系统 

疾病神经元损伤的共同途径I删。CCK有效拈抗谷氨酸兴奋性 

神经毒性作用的发现为我们治疗这类疾病提供了新的思路。 
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