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磷脂酰肌醇 一3激酶／Akt在体外神经干细胞存活和 

分化中作用的实验研究 

王 爽1，贾延士力 ，谢 鹏 ，牟 君 ，赵裕光 ，王运良 ，董为伟 

(重庆医科大学附属第一医院 1．神经内科 ；2．普外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨磷脂酰肌醇一3激酶／Akt信号途径在体外培养神经干细胞存活、分化中的作用。方法：分为对照组、 

wortrnannin组和 LY294002组；免疫组化检测 Nestin、NSE和 S100的表达；TUNEL评价细胞凋亡率；Westem Blotting检测磷 

酸化 Akt、Caspase一9的表达。结果：随着 wortmannin和 LY294002浓度增大，细胞凋亡率逐渐增加。随着 wortmannin和 

LY294002浓度增大，磷酸化 Akt的表达逐渐减弱。高浓度时磷酸化的 Caspase一9表达减弱。结论：神经干细胞存活依赖于 

PI3K／Akt途径的活化，其机制可能是 PI3K／Akt活化后 ，促进了Caspase一9等蛋白的磷酸化，抑制了细胞凋亡事件的发生。 
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The experimental study on phOsphatidyIinOsitOI 3一kinase／Akt 

in neuraI stem celIs in vitro 

W ANG Shuang，et al 

(Department ofNeurology，The rst蛳 liated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To di~us．s the function of PI3K(phosphatidylinositol一3 kinase)／Akt signal pathway in proliferation and dif— 

ferentiation of neural stem cells(NSCs)．Methods：Control group，wortmannin group and LY294002 group were randomly assigned． 

The expression of Nestin，NSE and S100 were detected by immunohistochemistry．The ratio of cell apoptosis was estimated by 

TUNEL staining and the expressions of phosphorylated Akt and Caspase一9 were detected by Westem blotting．Results：W ith the in— 

cre&se in concentration of wortmannin and LY294002．the ratio of N9Cs apoptosis increased．The results of W estem blotting indicated 

that the expression of phosphorylated Akt decreased when the concentration of wortmannin an d LY294002 incremsed．High concentra— 

tion of wortrnannin an d LY294002 inhitited Akt phosphorylated．At the same time，the expression of phosphorylated Caspase一9 de— 

creased．Conclusion：The survival of NS( depends on the activation of PI3K／Akt pathway．but PI3K／Akt pathway may have little 

function in the differentiation of N9 ． 

【Key words】Phosphatidylinositol 3一kinase(PI3K)；Akt；Neural stem cells；Apoptosis 

PI3K／Akt信号转导通路是近年来发的 1条参 

与细胞增殖调控的重要信号通路，PI3K和 Akt是该 

通路的中心环节。磷脂酰肌醇 一3激 酶 (Phos— 

phatidylinositol 3一kinase，PI3K)通过催化底物磷脂 

酰肌醇(PI)发生磷酸化而将活化信号传人细胞内。 

PI3K与多种不同的生物细胞活动有关，如增殖分 
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化、细胞凋亡等【 ．2j。近年研究发现，PI3K信号途 

径也参与了神经系统的发育、保护、记忆等多种生理 

功能_3j，但是，对于该信号途径在神经干细胞的作 

用知之甚少。本研究在体外培养神经干细胞的基础 

上，利用 PI3K的活化物质 Akt及 PI3K特异性抑制 

剂 wortmannin、LY294002作为研究指标，初步探讨 

PI3K／Akt信号途径在神经干细胞增殖分化中的作 

用。 

1 材料和方法 
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2 结 果 

2 1 神经干细胞形态学 变化 

细胞侄无lnl消培养毖- 悬浮 L k． 胞最初形 

成由两_二个 胞,21【成的小圳胞l州，随培养时问的增 

7Ju，细胞Ⅲ逐渐增大 增多．7大M．qi长为数 r个细 
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无论&&X)F[IIISFHlill 『l辽姓 LY294002组，随着浓 

度增大．神经1 细胞的形态变化逐渐叫显 低浓度 

叫(WOrtnl；Itlllitl浓度为 5nmol／L LY294002浓度为 

2t,．molZL)．神经下_细胞形态变化与空白对 组柚比 

变化不明 似是高浓度叫(wortmannin浓度 为 

10nmol／l 、l Y294002浓度为 5nmol／L)，细胞团lJf 

始分散+折光。 ，。 现日』J显的退化状态 

2 2 神经千 细胞分化 

细胞贴甓后，JI：蛄从到抛团边缘伸jIj突起，随时 

问的推移，突起越来越【乏 ．原有的细胞⋯遂渐消失。 

免疫组化染色发观，神经 训 标l 抗体 Nestin阳 

细胞(罔 2)，NSE干̈ S100 细胞(圈3．圈 4)， 

说明神经 f细胞j 有多种分化潜能 

无 沧 wortmannin组还 址 I Y294002纰 ，随着浓 

度增大，对神经下 胞形惑学影响明 ，细胞核 棕 

黄色的捌亡细胞较对照纰增多(I划5)，但是将存活 

的各组细胞接种后，分化方成基巾相同．而且分化后 

细胞 NSE、SI()0的表达无显苦性差异(P>0 05，图 

6)． 
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随着PI3K特异性抑制刺浓度增大，神经T．细 
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圉6 神经干细胞分化结果 
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随着 PI3K特异性抑制l剌浓度增大．磷酸化 Akt 

的表达逐渐减弱，但是 AKT的表达却 著 变 

化，说叫 wI_HInannin和 LY294002都可以抑制 Akt 

n勺磷帔 化( 7、8) 

{ 撒 度 的 w_】T【n~annin(IÜm jl／l )和 

LY294002(5⋯iii I／L)，抑制 r Akt磷酸化 与此同 
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AKT 

浓度 ( ) 0 2 5 

图 8 LY294002抑制 AKT的磷酸化量效关系 

对 照组 wortrnannin组 LY294【)(】2组 

x,tN组 wor[1llanllin组 【 Y294002组 

3 讨 论 

图 9 Western Blotting结果 

PI3K是催化肌醇磷脂肌醇环上 3位羟基磷酸 

化，生成各种 3一磷酸脂肌醇磷脂，包括 PI一3一P、 

PI一3，4一P2和 PI一3，4，5一P3。Akt是一种 PKC 

相关的丝氨酸 氨酸激酶，也称蛋白激酶 B(pro— 

tein kinase B，PKB)，有连接酪氨酸磷酸化和丝 

氨酸激酶磷酸化的作用，是 PI3K的主要下游靶 目 

标，其激酶结构域与 PI 和 PKC都有约 70％的同 

源性。它可以被许多生长因子激活，参与多条信号 

转导途径 ’2 J。其中，生长因子与受体结合后，可通 

过 Scr同源性(SH)结构域与 PI3K的 P85位点结 

合，PI3K进而激活 3一磷酸肌醇依赖性蛋白激酶一 

1(PDK一1，即PKB激酶 一1)，PDK一1能使 Akt丝 

氨酸(Ser473／474)磷酸化，引起下游靶基因的变化， 

后者使 Akt磷酸化全部激活。Akt激活后可激活核 

糖体 S6激酶(fy70S6K)，促进蛋 白质合成及细胞增 

殖，Akt也可促进 Bcl一2表达，阻止细胞凋亡。因 

此，Akt磷 酸化 可 以作 为衡 量 PI3K 活性 的指 

标[5,6]。 

wortmannin和 LY294()(】02都是 PI3K特异性 

抑制 剂。其 中 wortmannin最 初 由 Penicillium— 

wortmannii分离得到的，抑制 PI3K活性的 IC50为 

4．2nmol／L；LY294()(】2是一种人工合成的更特异的 

PI3K抑制剂，虽然 IC50高达 1．4b~mol／L，但是比 

wortmannin稳定[ 。本研究根据这 两种药物 的 

IC50设计的不同浓度对 PI3K的影响，呈剂量依赖 

性。从 Western Blotting结果可知，低浓度的wort— 

mannin(5nmol／L)和 LY2940002(2／~mol／L)对 PI3K 

活性，即 Akt磷酸化影响较小 ，而高浓度的 wort— 

mannin和 LY294()(】02可以显著抑制 Akt磷酸化。 

与此同时，随着浓度增大，神经干细胞的形态变化逐 

渐明显，凋亡率也呈剂量依赖性的增加，提示 PI3K／ 

Akt途径的活化程度与体外神经干细胞的存活可能 

有一定联系。 

本研究进一步发现，阻断 Akt磷酸化后，下游 

的Caspase一9等蛋白的磷酸化显著减少。众所周 

知，神经干细胞体外培养多采用添加生长因子(如 

EGF、bFGF等)的方法维持细胞生长、增殖和分 

化 J。这些生长因子与受体结合后，使 Akt磷酸 

化，活化后的Akt能够促进 Caspase一9磷酸化，导 

致 Caspase一9失活，最终使细胞存活。这是体内主 

要的抗凋亡信号转导途径之一 加J。因此，本研究 

提示神经干细胞存活依赖于 PI3K／Akt途径的活 

化，其机制可能是 PI3K／Akt活化后，促进 了 Cas— 

pase一9等蛋白的磷酸化，从而抑制了细胞的凋亡。 

Bamab6一Heider等研究认为，神经营养因子通 

过自分泌或旁分泌调节 PI3K／Akt途径，维持神经 

前体细胞的存活，另一条激酶通路 MEK—ERK途 

径也参与这一调控过程，同时还参与了神经前体细 

胞的诱导分化l11]。这一结果与本研究类似。 

通过 wortmannin、LY294002等阻断 PI3K活化 

后，对于神经干细胞诱导分化为神经细胞和神经胶 

质细胞并没有显著影响。因此，本研究提示 PI3K／ 

Akt途径可能在神经干细胞的诱导分化中的作用甚 

微。 
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膜细胞，可见 COX一2表达被显著抑制。表明亚硒 

酸钠可能通过抑制 CO X一2而有效地防治糖尿病肾 

病的发生发展。 
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