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摘 要
: 【目的】研究特异性 c 一

uJ
n
氨基末端激酶 (J N )K 抑制剂 sP 60 01 25 对低钾诱导的小脑颗粒神经元凋亡

的保护作用
。

【方法】把体外培养的小脑颗粒神经元从含去极化浓度钾离子 ( K CI 25 m m ol / )L 的培养基中转移至

低钾培养基 ( K cl 5 m m ol / )L 中诱导神经元凋亡
。

以 w es et m bl ot 法检测 NJ K 和
C 一

uJ
n
的磷酸化水平

。

【结果】低钾

(KC
I 5 m mo l/ L )磷酸化并激活 JN K

,

诱导
c j un 磷酸化和小脑颗粒神经元凋亡

。
S P 60 01 25 通过抑制 c 一 Jun 磷酸化

而浓度依赖性地促进低钾环境中培养的小脑颗粒神经元的存活
。

其保护作用 的半数有效量 ( E D动 为 1
.

01

卜m ol / L
。

【结论】s P 60 0 1 2 5 通过特异性地抑制 JN K 活性而对低钾培养的小脑颗粒神经元具有保护作用 ; 提示

JN K 是介导低钾诱导的小脑颗粒神经元凋亡的关键激酶
,

它可能可以作为干扰神经元凋亡的药物的作用靶点
。
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去极化浓度的 K
十

( 25 m m ol / L ) 抑制体外培养

的小脑颗粒神经元的凋亡
,

而低钾 ( 5 m m ol / L ) 则

诱导神经元凋亡
,

其具 有典型 的形态学和生化特

征
,

包括细胞核 明显固缩
、

凝聚和断裂
l ’

·
2 〕。

许多资

料表明
, c 一

Jun 持续性表达和磷酸化是神经元凋亡

所必需的
〔3 ]

,

只有
c 一

J un 持续表达并同时被磷酸化

才足以诱导神经元凋亡
。

已知
c 一

uJ n 氨基末端激酶

(
e 一

J
u n N H Z一 t e mr i n a l p or t e i n k i n a s e ,

JN K )是 e 一 J u n 磷

酸化调节的一个重要 因素
,

是有丝分裂原激活的蛋

白激酶 (m i t o g e n 一 a e t i v a te d p or t e i n k i n a s e ,

M A p K )家

族中唯一能够有效磷酸化
C 一

Jun 的 S er
一

63 和 eS 卜73

位点的蛋 白激酶
。

JN K / c 一

uJ n
信号转导通路介导 了

神经元的凋亡
14 一 6 ]。 此外

,

我们先前的研究发现特

异性 p 38 抑制剂 S B Zo 3 5 8o 通过抑制 JN K 活性
,

降

低
c 一

uJ n
磷酸化水平而保护了低钾培养的小脑颗粒

神经元 `2 ’ 。

那么
,

JN K 在小脑颗粒神经元的低钾凋

亡模型中究竟有多重要呢 ?它是否可以作为一个抑

制神经元凋亡 的作用靶点呢 ? 我们选用 了 J NK 的

特异性小分子抑制剂 S P 6 0 0 12 51
7 ] ,

观察其对低钾诱

导的小脑颗粒神经元凋亡的作用
。

m i n
。

取出 Pv D F 膜
,

用含 5 0 9 / L 脱脂奶的 TB S T (封

闭液 )室温封闭 l h
。

然后与含 50 9 / L 牛血清白蛋

白的一抗稀 释液 (抗 p h o s p h o 一 e 一

J
u n ,

p h o s p h o 一

JN K

抗体
,

稀释度为 1 : 1 0 00
,

C S )T 4 ℃孵育过夜
。

T B ST

漂洗 P v D F 膜后
,

与 H R P
一

结合的二抗 (用封闭液

l : 2 0 0 0 稀释
,

Am e r s h a m B io s e i e n e e s u K l im i t e d )室

温下孵育 l h
。

T B S T 漂洗后
,

与 10 m L 发光 剂

(A m e r s h a m B io s e i e n e e s U K l im i te d ) 室温 下作用 l

m in
。

曝光
、

显影
、

定影
、

拍照
,

并进行计算机图象分

析
。

1
.

6 统计学处理

实验结果以 见 土 、 表示
,

采用 S t ud
e nt

` s t 检验

分析两组间差异
。

2 结 果

l 材料与方法

一ó止一ù .ǐ

1
.

1 动 物

出生 s d 的 s D 乳 鼠
,

体质量 16 ~ 19 9
,

雌雄兼

用
,

由中山大学药学院动物 中心提供
。

1
.

2 药品与试剂
S P 6 0 0 12 5 ( 特 异 性 JN K 抑 制 剂 ) 购 于 C a l

-

b io e h e m
。

特异性抗磷酸化
C一u n ( S e r7 3 )的单克隆抗

体和特异性 磷酸化 JN K 抗体均购 自 C e l l S i g n a l i n g

T e e h n o l o部 ( e s T )
。

1
.

3 小脑颗粒神经元离体培养

按照以前的方法制备小脑颗粒神经元标本
`, ,2]

。

1
.

4 细胞凋亡的定性分析

按我们 已建立的方法
[ 2 ]

,

用 H o e e h s r 3 3 2 5 8 荧

光核染色分析细胞凋亡
。

1
.

5 采用 W
e s et r n b lo t 法检测 J N K 和 e 一

J u n 磷

酸化的水平

收集细胞
,

超声波处理后
,

10 000 r/ m in (
: = 6

e m
,

E p p e n d o fr 5 4 1 5 D
,

G e

mr
a n

) 离心 3 0 5 。

取上清 2 0

卜L
,

100 9 / L 聚丙烯酞胺凝胶 电泳
。

凝胶取下后
,

于转移缓冲液 ( 2 5 m m o l / L T r i s b a s e ,

0
.

2 m o l / L 甘

氨酸
,

20 0 9 / L 甲醇
,

p H 8
.

5 ) 中 l o o V 转移 6 0

2
.

1 低钾诱导 -c uJ n 和 NJ K 磷酸化

利用特异性磷酸化 JN K 抗体测定低钾处理的

小脑颗粒神经元内 JN K 的活性
,

发现低钾激活 了

JN K
,

使它们的磷酸化水平增高 (图 1 )
。

生长在高钾

培养基 中的神经元 显示微量 的 J N K 发生磷酸化 ;

当转移到低钾培养 基中时
,

细胞内磷酸化 JN K 水

平升高
。

低钾处理后 l h
,

细胞内磷酸化 J N K 的水平

就有明显的提高 ; 在 4 h 时
,

JN K 的磷酸化水平达

到最高
,

以后逐渐降低
。

t / h

c Ke (/ 二0 2七 ` )

p一 e 一 Ju n

p一 JNK

1 2

2 5 5 2 5 5

~ . .

一 ~
侧口口

《 户

明.

图 1 经低钾处理的小脑颗粒神经元中 c 一 J u n 和 NJ K

磷酸化

F ig
.

1 P h o s P h o yr la ti o n l e v e l o f e 一J u n a n d J N K a ft e r

ce r e b e lla r g r a n ul e n e u or sn w e r e t r e a te d by lo w op st ss i u m

A ft e r m a rur a t i o n fo r 7 d a y s
,

t he l y s a t e s w e re p r e p a re d fro m CG N s

e u l t u re d fo r l
,

2
,

3
,

a n d 4 h i n s e ru m
一

fre
e lo w 因 r a s s i u m

一
o r h i g h oP t a s

-

s i u m
一

BM E u s i n g S D S ly s i s bu

ffe
.r T h e ly s a t e s w e re im m u n o bl o r t e d w i t h

a n t i一 p h o sp h o
一
e 一 J u n a n t i肠d y o r a n t i

一

p h o s p h o 一
JN K a n l ibo d y

利用特异性的磷酸化
一 c 一uJ n

抗体分析小脑颗

粒神经元中
。 一

Jun 的磷酸化程度
,

结果显示
: 生长在

高钾培养基中的神经元显示微量的
C 一

Jun 发生磷酸

化 ; 当转移到低钾培养基中时
,

细胞内磷酸化
c 一

Jun

水平升高
。

低钾处理后 Z h
,

细胞内磷酸化
C 一

Jun 的

水平就有 明显 的提高 ;在 4 h 时
,

磷酸化
C 一 Jun 的水
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图 2 S P 6 00 1 2 5 抑制低钾诱导的小脑颗粒神经元凋亡的核染色图
F i g

.

2 N u e le a r · s ta in e d fi g u r es o f SP 6 00 1 2 5
’ 5 i n 址b it o

r y a e ti o n o n e e r e b e l la r gr an u l e n e u r o ns a P o P t o s is

in d u c e d b y Io w P o ta s s i
um

T h e t y p ie a l a p o p t o t i e m o甲 ho l o群 n u e l e ar c o n de n s a t io n a n d he t e ro e h ra m a t i n e l u m p i n g i n n e ur o n s i n B
,

b u t n o t i n A a n d C ( H o e e h s t 3 3 2 5 8 fl u o
-

re s c e n t s之a i n e d
,

x 4 0 0 )

平达到最高
,

以后逐渐降低 (图 1 )
。

2
.

2 S P 60 0 1 2 5 抑制低钾诱导的小脑颗粒神经元

凋亡

对于低钾触发的神经元凋亡
,

S6P 0 01 25 具有

抑制作用 (图 Z B )
。

这种抑制作用在 S P 6 0 0 125 浓度

) 1
.

0 林m al / L 时出现
,

10 协m ol / L 浓度时达最大

(表 l )
,

表现 出浓度依赖性 (图 3 )
。

s P 6 0 0 x2 5 对小

脑颗粒神经元保护作用的半数有效量 E D S。 = 1
.

01

林m o l / L 。

图 3

O 一 7
.

0 一 .6’ 5 一 6
.

0 一 .5’ 5 一 5
,

O 一
.4 5

19 口s 、 。。 : 2 5 / (助 l
·

L
一 ,

)

s 6P 0 0 1 2 5 保护小脑颗粒神经元的量效曲线

ǎ%à10扫尸口。。Jol记卜叫卜ón的工目uoón。N

表 1

T a
b l

e l

SP 60 0 125 对低钾诱导的小脑颗粒神经元凋亡 的保护

作用

SP6 0 0 12 5 p or t e e t s e e r e b e
l l

a r g ar
n u le

a p o P t o s i s i n d
u e e d b y l

o w p o t a s s i u m

n e u r o n s fr o m

(
n = 3 )

e s , 。 。 1 25 / ( 林m o
l / L ) N e u or n s u

vr iv a l (勇
+ : ,

% )

0 1 8
.

4 士 3
.

6

0
.

1 2 0
.

5 士 4
.

9
1 )

1
.

0 4 6
.

8 士 6
.

4 2 )

5
.

0 6 7
.

6 士 7
.

3
2 )

1 0
.

0 8 5
.

1 士 8 3
2 )

2 0
.

0 8 7
.

1 士 8
.

5 2 )

ftA
e r 8 d a y s

,
e己 t u化 5 w e r e s w i t e he d t o d iffe

r e n t e o n e e n t r a 几i o n s o f

S P6 0 0 1 2 5 i n 5 m m o l / L K CI m e d i u m fo
r 12 h

.

C o n t ro l n e u ro n s w e re

m a i n t a i n e d i n 2 5 m m o l / L K C I m e d i u m a n
d t he n u n l b e r s o f s u vr i v a l e e l l s

w e r e t a ke n a s 1 0 0 % [ ( 1
.

2 5 士 0
.

0 1 ) x l o
g
/ L ]

.

C
o m p a r e d w i th o

协m o l / L S p 6 o o l 2 5
,

l ) 尸 > 0
.

0 5
,

2 ) 尸 < 0
.

0 -

iF g
.

3 hT
e d o s e 一 e

ffe
e t e u r v e o f S6P 0 0 12 5 o n n e u r o n al

s u r vi v
al

A ft e r 8 d a y s
,

e u
l艺u re s w e re

s

戒 t e h e d t o dj fl ’e ren 定 e o n e e n tra 定i o n s of

S P 6 0 0 12 5 i n 5 m m o l / L KC I m e d iu m fo r 12 h
.

C o n t ro l n e u ro
n s w e re

m a i n t a i n e
d i n 25 m m o l / L K CI m e

d i u m an d t h
e n u m be rs o f s l l n

r

l v al

e e l l s w e re t a ke n as 10 0 % [ ( 1
.

25 土 0
.

0 1 ) 欠 20
9
/ L ] hT

e re g re s s i o n

八
e q u a t i o n i s y = 2 4 0

.

2 1 + 3 1
.

7 3 X
, r 二 0

.

9 9
, E D , o 二 1

.

0 1 卜m o l / L

小脑颗粒神经元 内磷酸化
C 一

Jun 水平
,

发现低钾激

活了 JN K
,

升高了磷酸化
c 一

J u n 的水平 (图 4
,

条带

2 )
。

将神经元与不同浓度的 S P 6 0 0 125 相互作用
,

则

磷酸化
C 一

J
u n
水平被 S P 6 0O 1 2 5 明显降低 (图 4

,

条

带 3 一 5 )
,

5 卜m o l / L 的 S p 6 0 0 1 2 5 就可以完全抑制
c 一

uJ n 的磷酸化
。

3 讨 论

2
.

3 S P 6 0 0 12 5 降低 因低 钾 而 升 高的磷酸 化
e .

J u n 水平

利用特异性磷酸化
C 一

Jun 抗体测定低钾处理的

越来越多的证据表明
,

神经元凋亡在帕金森

氏病和早老性痴呆 ( A l
z
h e im e r ’ 5 d i s e a s e

)等神经退

行性疾病的发病机理中起着关键的作用
,

与脑缺血
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,

等
.

JN K 抑制剂 S 6P 0 0 12 5 对低钾诱导的小脑颗粒神经元凋亡 的保护作用 3 19

p 一 e 一
J

u n

图 4

F i g
.

4

~ 闷协司卜 .

S P 6 00 1 2 5 抑制低钾诱导的 e ·

J u n 的磷酸化

S P 6 00 12 5 ihn i b i te d e 一J u n Ph o s P h o ry la t io n

i n d u e e d b y l o w P o at iSS u m

C G N S w e re o bt a i n e d ofr m s
一

d a y
一
o ld ar t s a n d e ul t u re d i n B ME

m e d i u m s u p p le m e n t e d w i t h 1 00 m L / L F B S a n d 2 5 m m o l / L K C I
.

A ft e r

7 d a y s i n 刀众or
,

s o m e n e u ro n s w e re m a i n t a i n e d fo r 4 h i
n t h e p re s e n e e o f

h ig h p o t a s s i u m ( l a n e l
,

e o n t ro l )
,

s o m e w e r e s w i t e h e d t o l o w 即 t a s s i u m

( l a n e Z ) m e di u m w i t h o r w i t h o u t S p 6 0 0 12 5 ( l
,

0
,

5
.

0
, 10

.

0 协m o l / L
,

I a n e 3
一

5 ) fu r 4 h
.

A t 4 h
, rh e e e l l s w e re e o l l e e t e d u s i n g S DS ly s i s

b u ffe
r

.

T h e ly s a t e s w e re i m m u n o b l
o t t e d w i zh a n t i

一

P h o s P ho
一
e
一

J
u n a n t ib o d y

及脑损伤等中枢神经损害的病理过程也有关
。

尽管

有些诱导或抑制凋亡的基因已被克隆和鉴定
,

但调

控神经元凋亡的信号传递通路仍不清楚
。

无疑
,

对

该 问题的阐明将为揭示神经元凋亡的发生机制提

供理论依据 ; 而且
,

在此基础上研究开发选择性地

干预凋亡信号传递通路关键靶点的抗神经元凋亡

药物
,

我们就可能有效地防治神经退行性疾病
。

因

而
,

神经元凋亡及其信号转导的研究已成为神经科

学领域的前沿课题
。

本实验发现低钾激活了 JN K
,

使细胞 内磷酸化
。 一

uJ n
水平升高

,

诱发体外培养的小脑颗粒神经元

凋亡
。

有资料表明
, c 一

uJ n 的持续性表达和磷酸化

是神经元凋亡所必需的
【, ]。 文献报道

,

p
一

淀粉样蛋

白诱导大 鼠大脑皮质神经 8[] 或多巴胺诱导纹状体

神经元 l9] 凋亡的同时
, c 一uJ n 的表达及蛋白磷酸化

水平均持续性增高
。

以低钾复极化诱导的小脑颗粒

神经元凋亡为模型
,

W at s
on 等

〔3 ’ 的实验结果显示
,

转染负显性的 c

一
n 突变基因

、

使用转录或蛋白质

合成抑制剂均 可阻 断低钾复极化诱导的小脑颗粒

神经元 凋亡 的发生 ; 相 反
,

转 染组成性 激活 的

(
e o n s ti tu t i v e l y a e ti v e ) 。

一
n 突变基因则可诱导神经

元凋亡
。

由此可见
,

只有 C一 J un 的持续表达并同时

被磷酸化才足以诱导神经元凋亡
。

我们在实验中也

发现低钾诱导 了
c 一

Jun 磷酸化和 体外培养的小脑

颗粒神经元的凋亡 l2]
。

已知 c 一

uJ n 有 5 个主要的磷

酸化位点
,

其 中位于氨基端激活结构域的两个磷酸

化位点
,

即 S e r 一6 3 和 S e r 一 7 3 的磷酸化是
c 一

J u n 反式

激活的重要条件
,

分别突变 S er
一

63 或 S er
一

73 可导致
c 一

J u n 活性的部分丧失
,

故二位点的同时磷酸化是

c 一uJ n 最大活性所必须的
。

JN K 是
C一un 磷酸化调节

的一个重要 因素
,

是 M A P K 家族 中唯一能够有效

磷 酸 化
c 一uJ n 的 eS

r 一

63 和 eS r 一

73 位 点 的蛋 白激

酶
。

JN K 使与 谷胧 甘肤 转移酶 结合 的谷胧 甘肤
一 c 一

J u n 聚合蛋 白氨基末端磷酸化
,

从而启动
C一uJ n

介导的细胞凋亡信号转导系统
。

在撤神经生长因子

(N GF )诱导交感神经元凋亡模型中
,

NJ K 的活性增

加
,

利用 S B 2 0 3 5 8 0 抑制 JN K 活性可抑制凋亡的发

生 〔5 ’ ; 而 JN K 通路的抑制剂 C E P
一

1 34 7 对撤神经生

长 因子诱导的运动神经元凋亡具有保护作用
[’ ” ] 。

氧化的低密度脂蛋白激活 JN K
,

促使
C 一

Jun 磷酸化

而诱导纹状体神经元凋亡 ; 但黄酮类化合物却通

过抑制 JN K 活性
,

减少 e 一

Jun 磷酸化而保护神经

元
`4 〕。

这些研究结果提示
,

JN K 的激活也是神经元

凋亡所必需的
。

既然如此
,

那么 JN K 就可以作为一

个保护神经元
、

抑制神经元凋亡的药物作用靶点
。

当有效地抑制了 JN K 的活性时
,

由其所介导的神

经元凋亡通路就被阻断
,

由此可以有效地预防或治

疗由于神经元病理性凋亡所致的疾病
,

如神经退行

性疾病
。

为了验证我们的设想
,

我们选择了一个特

异性 的 JN K 抑制剂

—
S P 60 01 25

,

观察其对低钾

诱导的小脑颗粒神经元凋亡的作用
。

如果 JN K 是

一个药物作用靶点
,

那么
,

S P 6 0 0 125 就能够通过抑

制 JN K 活性
、

抑制
c 一uJ n 磷酸化而对小脑颗粒神经

元发挥保护作用
。

我们的实验证实了我们的假设
,

发现特异性 JN K 抑制剂 S P 6 0 0 1 2 5 可 以 通过抑制
c 一

uJ n
磷酸化而保护小脑颗粒神经元 ; 并且这种保

护作用具有浓度依赖性
,

其 E D
S。
为 1

.

01 林m d / L
。

上述实验结果说明直接抑制 JN K 活性
、

降低

细胞 内
c 一

uJ n
磷酸化水平可阻断

c 一 Jun 介导的细胞

凋亡信号转导系统
,

从而发挥对神经元的
“

促生存
”

效应
。

我们的研究工作
,

不仅肯定了 JN K 在神经元

凋亡信号转导 中的重要作用 ; 而且提示 NJ K 可能

可以作为干扰神经元凋亡 的药物作用靶点
,

这就为

临床 防治与神经元凋亡相关的神经退行性疾病提

供了新思路
、

新方法
。

我们计划继续研究 S P6 0 0 1 25

对 M PT P / M P P 十
毒性的抑制作用

,

争取为临床利用

JN K 抑制剂防治帕金森病提供实验证据
。
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·

简 讯
·

邓练贤烈士像揭幕

20 03 年 7 月 l 日上午
,

由雕塑大师曹崇恩创作的邓练贤烈士塑像在中山大学附属第三 医院揭幕
。

校党委书记李延保
、

陈玉川副书记副校长
、

李萍副书记副校长
、

陈汝筑副校长
、

汪建平副校长等校领导出席了揭幕仪式
。

上午 9 时
,

广东省委常委
、

宣传部长蔡东士特地来到揭幕仪式现场
,

向邓练贤烈士的妻子朱秀娟
、

儿子邓健平转达 了

中共中央政治局委员
、

省委书记张德江对邓练贤烈士的悼念以及对其家人的慰问与关心
。

邓练贤烈士塑像由汉 白玉雕成
,

高约 2
.

s m
,

基座正面镶嵌着一块纯白色汉白玉
,

上面为任仲夷同志题词
: “

邓练贤烈

士永垂不朽
” 。

(新闻中心 )


