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摘要  目的 }研究咖啡因对 �≠u|wssu诱导的小脑颗粒神经元凋亡的保护作用 ∀方法 }⁄�� 断裂分析采用琼脂

糖凝胶电泳法 o≈≤¤u n  ¬测定采用 ƒ∏µ¤2u荧光技术 o磷酸化¦2�∏±分析采用免疫荧光法 o¦2�∏±含量和 ���活性分析采

用 • ¶̈·̈µ± ¥̄²·法 ∀结果 }咖啡因对 �≠u|wssu诱导小脑颗粒神经元凋亡具浓度依赖性的保护作用 o这种保护作用不

依赖≈≤¤u n  ¬的升高或 ¦� � °的生物效应 ∀咖啡因可抑制 ¦2�∏±氨基末端激酶k���l的活性 o降低细胞内磷酸化 ¦2

�∏±的含量和 ¦2�∏±的表达 ∀结论 }咖啡因可抑制 ���活性 o阻断 ¦2�∏±磷酸化及其介导的细胞凋亡信号转导系统 o

从而对 �≠u|wssu诱导小脑颗粒神经元凋亡具有保护作用 ∀

关键词  咖啡因 ~凋亡 ~小脑颗粒神经元 ~磷酸肌醇2v2激酶 ~¦2�∏±氨基末端激酶

  凋亡k¤³²³·²¶¬¶l是一种受基因调节的细胞自主

控制过程 o细胞凋亡对多细胞生物个体发育 !存活和

各组织保持正常结构与功能有积极而重要的意

义≈t ou  ∀有资料表明 }在生理浓度 �n的培养基中生

长的小脑颗粒神经元中有 {s h以上会发生凋亡 o而

去极化浓度的 �n k ux °°²̄#�p tl则可抑制神经元

的凋亡≈v  ∀高 �n的这种保护作用依赖于细胞内钙

离子浓度k≈≤¤u n  ¬l的持续升高≈w ox  o并可被 °�2v2�

的特异性抑制剂 �≠u|wssu≈u2kw2吗啉基l2{2苯基2w

氢2t2苯并吡喃2w2酮 所抑制 ∀这就表明 °�2v2�是

神经元存活所必须的≈y  ∀咖啡是世界上销量最大

的饮料之一 o其主要成分是咖啡因 o但咖啡因对中枢

神经系统的作用尚未得到彻底阐明 ∀因此 o本文以

�≠u|wssu诱导小脑颗粒神经元凋亡 o研究咖啡因

对神经元的保护作用 o并探讨其作用机制 ∀

材 料 与 方 法

  动物  出生 { §的 ≥³µ¤ª∏̈2⁄¤º¯̈ ¼k≥⁄l乳鼠 o

体重 ty ∗ t| ªoα ⎯ 兼用 o由中山医科大学动物中心

提供 ∀

药品  �≠u|wssu 购自 ≤¤̄¥¬²¦«̈ ° 公司 o�¤¶¤̄

收稿日期 }t|||2sw2s|

基金项目 }国家杰出青年科学基金kv|yuxsuul ~国家自然科学

基金kv|zzs{xt ov|{zsuyxl ~广东省自然科学基金k|zss|w o

|zsuz{l和美国中华医学会 ≤ � �基金k|{2yzzl
3联系人  ×¨̄ }ksusl{zvvsxz{ oƒ¤¬}ksusl{zvvtyz| o

∞2°¤¬̄}ª°¼¤± � ª½¶∏°¶q̈ §∏q¦±

� §̈¬∏° ∞¤ª̄¨培养基k�� ∞l和胎牛血清kƒ�≥l均为

�¬¥¦² �� �产品 o胰酶k×µ¼³¶¬±l o脱氧核糖核酸酶

k⁄�¤¶̈l o胰酶抑制剂 o阿糖胞苷k�µ¤2≤l o多聚赖氨

酸 oƒ ∏̄²µ̈¶¦̈¬± §¬¤¦̈·¤·̈ k ƒ⁄� l荧光素 o �²̈ ¦«¶·

vvux{ o咖啡因 o琼脂糖等均为 ≥¬ª°¤公司产品 ∀

≥·µ̈¶¶ ¤¦·¬√¤·̈§ ³µ²·̈¬± ®¬±¤¶̈r¦2�∏± ��u2·̈µ°¬±¤̄

®¬±¤¶̈ k≥�°�r���l分析试剂盒购自 �̈ º ∞±ª̄¤±§

�¬²�¤¥¶o特异性的磷酸化 ¦2�∏±的单克隆抗体及二

抗购自 ≥¤±·¤ ≤µ∏½公司 ∀

仪器  ≤ �u 培养箱k�¤³¦² �²§̈¯ ytssl o相差

显微镜 k �̈¬¦¤ °²·∏ª¤̄ l o荧光显微镜 k � ¼̄°³∏¶

�÷ysl o电泳仪k��� �� � � � �l ∀

小脑颗粒细胞培养  用出生 { §的 ≥⁄乳鼠 o小

心分离出小脑 o经胰酶 !⁄��酶消化后 o按 t1x ≅ tsy

细胞#°�p t的密度接种在多聚赖氨酸包被的细胞培

养板或细胞培养皿中 o于 vz ε !含 |x h空气和 x h

≤ �u的培养箱中培养 ∀ §ukus ∗ uw «l加 �µ¤2≤k终

浓度为 ts Λ°²̄#�ptl以抑制胶质细胞的生长 ∀§z

加葡萄糖k终浓度为 x °°²̄#�ptl o以后每 w §加 t

次 ∀§{后细胞基本分化成熟 o吸去原培养液 ot °¬±

内用含 ux °°²̄#�pt �≤¯的培养液洗 t ∗ u次 o然后

换成无血清培养液 o同时加入 �≠u|wssu培养 uw «o

观察 �≠u|wssu 诱导的小脑颗粒神经元的凋亡现

象 ~或同时加入不同浓度的咖啡因 !一定浓度的各实

验药物和 xs Λ°²̄#�p t �≠u|wssu o共同培养 uw «o

观察咖啡因对小脑颗粒神经元的保护作用 ∀

细胞存活率检测  按 ≠¤±等的方法≈{  o去培养

基 o用含 ≤¤u n o � ª
u n °�≥ 洗一次 o加 x Λª# °�p t
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ƒ⁄�k©̄∏²µ̈¶¦̈¬± §¬¤¦̈·¤·̈l染色 x °¬±o用含 ≤¤u n o

� ª
u n °�≥洗一次 o在荧光显微镜下观察并拍照 o每

皿拍 v个不同视野 o在照片上对神经元的存活率进

行统计学分析 ∀

神经元凋亡的细胞核形态学检测  加药后继续

培养 uw «o去培养基 o用含 ≤¤u n o � ª
u n磷酸缓冲液

k°�≥l洗 t 次 o用 w h 的多聚甲醛固定 ts °¬±o用

°�≥ 洗 t 次 o自然晾干后加 x Λª# °�p t �²̈ ¦«¶·

vvux{染色 ts °¬±o双蒸水冲洗 u次 o晾干 o荧光显

微镜下观察并拍照≈{  ∀

∆ΝΑ提取与电泳分析  加药后继续培养 uw «o

去培养基 o用含 ≤¤u n o � ª
u n °�≥ 洗 t次 os1tux h

胰酶消化 ts °¬±o收集 x ≅ tsy 细胞 o用裂解液k含

s1u h ×µ¬·²±o xs °°²̄ # �p t ×µ¬¶o ts °°²̄ # �pt

∞⁄× �l裂解后 o酚 !氯仿抽提 o样品在 t h琼脂糖凝

胶上电泳 o溴化乙锭染色 o紫外灯下观察拍照≈|  ∀

Φυρα22 荧光法测定[ Χα2 + ] ι  按以前的方法≈{  o

用 ≤¤u n敏感性指示剂 ƒ∏µ¤2u测定胞内钙离子浓度 ∀

按照文献≈ts 公式计算≈≤¤u n  ¬∀实验用试剂均经证

实无荧光干扰 ∀

免疫荧光法分析 χ2ϑυν磷酸化  细胞用 v h多

聚甲醛在 w ε 固定 us °¬±后 °�≥洗 v次 o然后用溶

解在磷酸缓冲液2吐温溶液k°�≥×l中的 x h羊血清

w ε 下封闭 t «∀ °�≥× 洗 v次 o用 tΒtsss的特异性

的磷酸化¦2�∏±的单克隆抗体k��2t o鼠 ¦2�∏± �ª�l

w ε 下过夜 ∀ °�≥× 洗 v次后再用 tΒuss的带有荧

光素 ƒ�× ≤ 的羊抗鼠的二抗k�ª�2ƒ�× ≤l室温下孵育

t «∀在 ��≠ � °�≥ 荧光显微镜下观察 o并拍照 ∀

其一抗和二抗均用 u h牛血清白蛋白稀释 ∀

Ωεστερν Βλοτ法分析 χ2ϑυν含量和 ϑΝΚ活性  

使用 ≥�°�r���分析试剂盒 o具体操作按试剂盒所

附说明书进行 ∀ �≥×2¦2�∏±融合蛋白与谷胱甘肽2琼

脂糖珠结合用于提纯 ���o以 �≥×2¦2�∏±作为酶底

物测定 ���活性 ∀培养后的细胞用冰冷的 °�≥轻

洗 t次 o加入 s1x °�冰冷的细胞清洗液 os ε 孵育 x

°¬±o从培养皿中刮下细胞 o并转移到离心管中 ow ε

tw sss µ#°¬±p t离心 ts °¬±o其上清液即细胞溶解

产物 ∀在 uxs Λ�细胞溶解产物中加¦2�∏±融合蛋白

珠 u Λª∀在 w ε 下轻轻摇动过夜 ∀w ε 离心 vs ¶o用

xss Λ�清洗液洗 u次 o并用激酶缓冲液 xss Λ�洗 u

次 ∀用含 tss Λ°²̄#�p t �×°的激酶缓冲液 xs Λ�

悬浮 ovs ε 孵育 vs °¬±后加 v ≅ ≥⁄≥k十二烷基硫酸

钠l样本缓冲液 ux Λ�煮沸 x °¬±以终止反应 o再离

心 u °¬±∀蛋白样本结合在 ≥⁄≥2°��∞上 o并转移

到硝化纤维素膜上 ∀在室温下用 ×�≥ ux °�洗 x

°¬±o然后把膜浸入阻断缓冲液 ux °�中 o室温下孵

育 t ∗ v «∀在 ts °�一抗稀释液中使膜和一抗共

同轻轻振荡孵育 ow ε 下过夜 ∀x °¬±内用 ×�≥× tx

°�各洗 x次 o将膜与溶解在阻断缓冲液 ts °�中

的 � � °2结合的抗兔的二抗ktΒusssl和 � � °2结合

的抗生物素抗体ktΒtsssl室温下共同孵育 t «ox

°¬±内用 ×�≥× tx °�各洗 v次 o与 t ≅ �∏°¬���

ts °�室温下轻轻振荡孵育 t °¬±∀取出膜与 ÷ 光

片接触并曝光 t ∗ v °¬±∀

统计学处理  实验结果以 hξ ? σ表示 o采用

≥·∏§̈ ±·χ¶τ检验 ∀

结 果

1  ΛΨ294002 诱导小脑颗粒神经元凋亡的浓度

将培养 { §的小脑颗粒神经元转移到含 ux

°²̄#�pt �n的去血清培养基中 o同时加入不同浓度

的 �≠u|wssu ouw «后在荧光显微镜下观察 o发现

�≠u|wssu浓度依赖性地诱发神经元的凋亡k图 tl o

其 ∞≤xs为 us Λ°²̄#�p t ∀

ƒ¬ª t  ∞©©̈ ¦·²© �≠u|wssu ²± ·«̈ ¶∏µ√¬√¤̄ ²©

¦̈µ̈¥̈¯̄¤µ ªµ¤±∏̄¨ ±̈ ∏µ²±¶q �≠u|wssu o ¤ ¶³̈¦¬©¬¦

¬±«¬¥¬·²µ²© °�2v2�o ¦¤∏¶̈§ ¤ §²¶̈2§̈ ³̈ ±§̈ ±·¦̈¯̄

§̈¤·«q � ¶̈∏̄·¶ ³µ̈¶̈±· ° ¤̈± ? µ¤±ª̈ ©µ²° ·«µ̈¨

¬±§̈ ³̈ ±§̈ ±· ¬̈³̈µ¬° ±̈·¶q 3 3 Π � s1st ¦²°³¤µ̈§

º¬·«·«̈ ¶¬¬·«√¤̄∏̈ ktss Λ°²̄#�p t �≠u|wssul q

2  咖啡因对 ΛΨ294002 诱导的神经元凋亡的保护

作用

�≠u|wssu诱导小脑颗粒神经元凋亡 o而咖啡

因却能浓度依赖性地保护颗粒神经元 ∀这种保护作

用在咖啡因浓度 ∴ x °°²̄ # �p t 时出现 ous

°°²̄#�pt浓度时达最大k表 tl ∀
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3  神经元凋亡的细胞核形态学检测

�²̈ ¦«¶·vvux{是特异性荧光染料 o它以非嵌入

式结合在 ⁄��的碱基区 ∀ �²̈ ¦«¶·vvux{荧光染色

结果显示 o�≠u|wssukxs Λ°²̄ #�ptl可诱导神经元

凋亡 o表现为细胞核明显固缩 !凝聚和断裂k图 u�l ∀

而 us °°²̄#�p t咖啡因 n xs Λ°²̄ #�p t �≠u|wssu

组神经元的细胞核k图 u≤l与 ux °°²̄#�pt �≤¯正

常对照组神经元的细胞核k图 u�l形态接近 o说明咖

啡因对 �≠u|wssu诱导的小脑颗粒神经元凋亡有明

显的保护作用 ∀

Ταβ 1  Χαφφεινε προτεχτσ χερεβελλαρ γρανυλε νευρονσ

δοσε2δεπενδεντλψ φροµ αποπτοσισ ινδυχεδ βψ 50

Λµ ολ#Λ
− 1 ΛΨ294002

�µ²∏³
≤²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©¦¤©©̈¬±̈

r °°²̄#�p t

�̈ ∏µ²±¤̄ ¶∏µ√¬√¤̄ µ¤·̈

r h

� ²§̈¯¦²±·µ²̄      s   vw qx ? w qz

� t v{ qu ? w q|

�� v wt q{ ? x qw

��� x wx qv ? y qv 3

�∂ ts {t qz ? { qx 3 3

∂ tx |u qt ? | qu 3 3

∂� us |{ qy ? z q{ 3 3

3 Π � s1sx o 3 3 Π � s1st o¦²°³¤µ̈§ º¬·« ¦²±·µ²̄ q × «̈ §¤·¤

¶«²º± ¤µ̈ ° ¤̈± √¤̄∏̈¶? σo º«¬¦« º¤¶µ̈³̈ ¤·̈§·«µ̈¨·¬° ¶̈

º¬·«¶¬°¬̄¤µµ̈¶∏̄·¶q

ƒ¬ªu  �²µ³«²̄²ª¬¦¤̄ ©̈ ¤·∏µ̈¶¦«¤µ¤¦·̈µ¬¶·¬¦²©¤³²³·²¶¬¶¤µ̈ ¬±§∏¦̈§¬±¦∏̄·∏µ̈§¦̈µ̈¥̈¯̄¤µªµ¤±∏̄¨±̈ ∏µ²±¶¥¼ xs

Λ°²̄#�pt �≠u|wssu q� q°«¤¶̈¦²±·µ¤¶·³«²·²°¬¦µ²ªµ¤³«²©¦̈µ̈¥̈¯̄¤µ±̈ ∏µ²±¶¬±¦²°³̄ ·̈̈ ° §̈¬∏° q≤¨̄ ¶̄º µ̈̈

«̈ ¤̄·«¼o º¬·« ¤̄µª̈ ¶¬½̈ ¤±§³«¤¶̈¥µ¬ª«·±̈ ¶¶~ �q �©·̈µuw « ²©·µ̈¤·° ±̈·º¬·« xs Λ°²̄ #�p t �≠u|wssu ~ ≤ q

�©·̈µuw «²©·µ̈¤·° ±̈·º¬·«us °°²̄#�p t ¦¤©©̈¬±̈ ¤±§xs Λ°²̄#�p t �≠u|wssu q �̈ ∏µ²±¶º µ̈̈ ¶·¤¬±̈ § º¬·«

·«̈ ©̄∏²µ̈¶¦̈±· §¼¨ �²̈ ¦«¶· vvux{ q �²·̈ ·«̈ ·¼³¬¦¤̄ ¤³²³·²·¬¦ °²µ³«²̄²ª¼ ±∏¦̄ ¤̈µ ¦²±§̈ ±¶¤·¬²± ¤±§

«̈ ·̈µ²¦«µ²°¤·¬± ¦̄∏°³¬±ª¬± ±̈ ∏µ²±¶¬± �o¥∏·±²·¬± � ¤±§≤ q �µµ²º o¤³²³·²·¬¦±̈ ∏µ²±¶q

4  ∆ΝΑ断裂的凝胶电泳分析

⁄��凝胶电泳图谱呈现/梯子状0断裂现象是

细胞凋亡的一个重要标志 ∀ �≠u|wssukxs Λ°²̄ #

�ptl组细胞 ⁄�� 电泳显示清晰的 ⁄�� ¤̄§§̈µk图

v ō¤±̈ vl o说明 �≠u|wssu诱导小脑颗粒神经元发

生凋亡 ∀ us °°²̄ # �p t咖啡因 n xs Λ°²̄ # �pt

�≠u|wssu组k图 v ō¤±̈ wl细胞 ⁄��与空白对照组

k图 v ō¤±̈ ul细胞 ⁄��一样 o在琼脂糖凝胶上电泳

显示分子量很大的一条带 o说明细胞没有发生凋亡 ∀

5  咖啡因对细胞内钙释放的影响

咖啡因可触发细胞内钙释放 o其特点是 } us

°°²̄#�pt咖啡因引起的≈≤¤u n  ¬升高可达kuvs ?

vul ±°²̄#�pt o但这种反应是一过性的 o在 tus ¶内

消减 ous °°²̄ #�p t咖啡因作用后 ts °¬±o≈≤¤u n  ¬

达kts{ ? uxl ±°²̄#�p t o与基础水平接近k图 wl ∀

6  细胞内钙释放与外钙内流对咖啡因的保护效应

的影响

咖啡 因 的 保 护 作 用 不 受 us Λ°²̄ # �p t

§¤±·µ²̄ ±̈̈ 或 vs Λ°²̄#�ptµ¼¤±²§¬±̈ 的影响 ~v种 �2

型钙离子通道阻断剂k尼莫地平 !维拉帕米和硝苯地

平l o�� ⁄�受体阻断剂 � �{st均不能抑制咖啡因

的保护效应k表 ul ∀这说明咖啡因对颗粒神经元的

保护作用不依赖于内钙的释放或通过 �2型钙通道

及 �� ⁄�受体介导的钙内流 ∀

7  胞内环磷酸腺苷对咖啡因的保护作用的影响

咖啡因的保护作用不受 ¦� � °的竞争性抑制

剂 � °2¦� � ° !蛋白激酶 �k°��l的抑制剂 �{| 的

影响k表 u o� o�l o上述两种化合物的联合应用也不

影响咖啡因的作用k结果未显示l ∀提示咖啡因对于

小脑颗粒神经元的保护作用不依赖 ¦� � °的生物

效应 ∀
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ƒ¬ªv  �ª¤µ²¶̈ ª̈¯ ¨̄ ·̈µ²³«²µ̈¶¬¶©²µ§̈·̈¦·¬±ª ⁄��

©µ¤ª° ±̈·¤·¬²± ¬±§∏¦̈§ ¥¼ �≠u|wssu ¤±§¬±«¬¥¬·²µ¼

©̈©̈ ¦·¶ ²© ¦¤©©̈¬±̈ ²± ¤³²³·²¶¬¶ ¬±§∏¦̈§ ¥¼

�≠u|wssu q�¤±̈ t } ⁄�� ¶¬½̈ °¤µ®̈ µ ¤̄§§̈µ~�¤±̈

u }≤²±·µ²̄ ~ �¤±̈ v }xs Λ°²̄ # �pt �≠u|wssu n ux

°°²̄#�pt �≤¯~�¤±̈ w }us °°²̄#�pt ¦¤©©̈¬±̈ n ux

°°²̄#�p t �≤¯n xs Λ°²̄#�pt �≠u|wssu q�²·̈·«¤·

t{x2¥¤¶̈ ³¤¬µ ¤̄§§̈µ ¦«¤µ¤¦·̈µ¬¶·¬¦ ²© ·«̈ ⁄��

§̈ªµ¤§¤·¬²±·«¤·²¦¦∏µ¶¬±¤³²³·²·¬¦¦̈¯̄¶¬¶§̈·̈¦·̈§¬±

�≠u|wssu2·µ̈¤·̈§ ±̈ ∏µ²±¶¥∏·±²·¬± ²·«̈µ·µ̈¤·̈§

±̈ ∏µ²±¶q

Ταβ 2  Εφφεχτσ οφ χαφφεινε ανδ σεϖεραλ δρυγσ ον τηε

συρϖιϖαλ οφ χερεβελλαρ γρανυλε νευρονσ

�µ²∏³ �̈ ∏µ²±¤̄ ¶∏µ√¬√¤̄ µ¤·̈r h

�      tss ? | q{

� vw ? w qz 3 3

≤ |{ ? z q{

⁄ |z ? y q{

∞ || ? { qx

ƒ |{ ? { qu

� |y ? { q|

� || ? | qy

� |{ ? y qz

hξ ? σo ν � w q 3 3 Π � s1sst o¦²°³¤µ̈§ º¬·« k�l q k�l ux

°°²̄# �p t �≤¯~ k�l ux °°²̄ # �p t �≤¯ n xs Λ°²̄ # �p t

�≠u|wssu ~k≤l ux °°²̄#�p t �≤¯n xs Λ°²̄#�p t �≠u|wssu

n us °°²̄#�p t ¦¤©©̈¬±̈ ~k⁄l ux °°²̄#�p t �≤¯n xs Λ°²̄#

�p t �≠u|wssu n us °°²̄ # �p t ¦¤©©̈¬±̈ n vs Λ°²̄ # �p t

µ¼¤±²§¬±̈ ~k∞l ux °°²̄ #�p t �≤¯n xs Λ°²̄ #�p t �≠u|wssu

n us °°²̄#�p t ¦¤©©̈¬±̈ n ts Λ°²̄ # �p t ±¬©̈ §¬³¬±̈ ~ kƒl ux

°°²̄#�p t �≤¯ n xs Λ°²̄ # �p t �≠u|wssu n us °°²̄ # �p t

¦¤©©̈¬±̈ n ts Λ°²̄#�p t � �{st ~k�l ux °°²̄#�p t �≤¯n xs

Λ°²̄#�p t �≠u|wssu n us °°²̄ #�p t ¦¤©©̈¬±̈ n t °°²̄ #�p t

� ³2¦� � ° ~k�l ux °°²̄#�p t �≤¯n xs Λ°²̄#�p t �≠u|wssu

n us °°²̄#�p t ¦¤©©̈¬±̈ n ts Λ°²̄ # �p t �{| ~ k�l ux

°°²̄#�p t �≤¯ n xs Λ°²̄ # �p t �≠u|wssu n us °°²̄ # �p t

¦¤©©̈¬±̈ n us Λ°²̄#�p t §¤±·µ²̄ ±̈̈ q

ƒ¬ª w  ∞©©̈ ¦·²© ¦¤©©̈¬±̈ ²± ¬±·µ¤¦̈¯̄∏̄¤µ¦¤̄¦¬∏°

¦²±¦̈±·µ¤·¬²±q ≤¤©©̈¬±̈ kus °°²̄ # �ptl ¬±§∏¦̈§ ¤

µ¤³¬§ µ̈§∏¦·¬²± ²© ≈ ≤¤u n  ¬¬± ¦̈µ̈¥̈¯̄¤µ ªµ¤±∏̄¨

±̈ ∏µ²±¶q

8  咖啡因对 χ2ϑυν 的表达 !χ2ϑυν 磷酸化程度及

ϑΝΚ活性的影响

�≠u|wssu使细胞内 ¦2�∏±大量表达 o磷酸化 ¦2

�∏±的含量升高 o而咖啡因可降低细胞内 ¦2�∏±的表

达k图 xl o同时直接抑制 ���的活性k图 yl o且降低

细胞内磷酸化 ¦2�∏±的含量k图 zl ∀提示咖啡因可

能由于抑制���活性而降低¦2�∏±的表达及磷酸化

程度 o从而阻断 ¦2�∏±介导的细胞凋亡的信号转导

系统 ∀

ƒ¬ªx  �±©̄∏̈ ±¦̈ ²© ¦¤©©̈¬±̈ ²± ·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²©¦2
�∏±q�¤±̈ t }ux °°²̄#�pt �≤¯~�¤±̈ u }ux °°²̄#
�pt �≤¯ n xs Λ°²̄ # �p t �≠u|wssu ~ �¤±̈ v } ux

°°²̄#�pt �≤¯n xs Λ°²̄#�pt �≠u|wssu n t °°²̄#
�pt ¦¤©©̈¬±̈ ~�¤±̈ w }ux °°²̄#�pt �≤¯n xs Λ°²̄#
�pt �≠u|wssu n x °°²̄ #�pt ¦¤©©̈¬±̈ ~ �¤±̈ x }ux

°°²̄ # �p t �≤¯ n xs Λ°²̄ # �p t �≠u|wssu n ts

°°²̄#�pt ¦¤©©̈¬±̈ ~�¤±̈ y }ux °°²̄#�pt �≤¯n xs

Λ°²̄#�p t �≠u|wssu n us °°²̄#�pt ¦¤©©̈¬±̈ q

ƒ¬ª y  ∞©©̈¦·²© ¦¤©©̈¬±̈ ²± ·«̈ ¤¦·¬√¬·¼ ²© ¦2�∏±
��u2·̈µ°¬±¤̄ ®¬±¤¶̈k���l q�¤±̈ t }ux °°²̄ #�p t

�≤¯n xs Λ°²̄ #�p t �≠u|wssu ~�¤±̈ u }ux °°²̄ #
�pt �≤¯n xs Λ°²̄ #�pt �≠u|wssu n t °°²̄ #�p t

¦¤©©̈¬±̈ ~�¤±̈ v }ux °°²̄#�pt �≤¯n xs Λ°²̄#�p t

�≠u|wssu n x °°²̄ # �pt ¦¤©©̈¬±̈ ~ �¤±̈ w } ux

°°²̄#�pt �≤¯ n xs Λ°²̄ # �p t �≠u|wssu n ts

°°²̄#�pt ¦¤©©̈¬±̈ ~�¤±̈ x }ux °°²̄#�pt �≤¯n xs

Λ°²̄#�p t �≠u|wssu n us °°²̄#�pt ¦¤©©̈¬±̈ q
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ƒ¬ªz  ¦2�∏± ¥̈¦¤°¨³«²¶³«²µ¼̄ ¤·̈§¤©·̈µ¦̈µ̈¥̈¯̄¤µªµ¤±∏̄¨ ±̈ ∏µ²±¶º µ̈̈ ·µ̈¤·̈§ º¬·« �≠u|wssu q ≤ µ̈̈¥̈¯̄¤µ

ªµ¤±∏̄¨ ±̈ ∏µ²±¶¦∏̄·∏µ̈§ ²± ª̄¤¶¶¦²√ µ̈¶̄¬³¶ º µ̈̈ °¤¬±·¤¬±̈ § ¬± �ux ° §̈¬∏° k¶̈µ∏°2©µ̈ l̈ ¦²±·¤¬±¬±ª xs

Λ°²̄#�pt �≠u|wssu q �·uw «o·«̈ ¦̈¯̄¶ º µ̈̈ ©¬¬̈ §¤±§¶·¤¬±̈ § º¬·« ¤ ³«²¶³«²2¦2�∏±2¶³̈¦¬©¬¦¤±·¬¥²§¼ ¤±§

ƒ�× ≤ q �∏¦̄ ¤̈µ ³«²¶³«²2¦2�∏± ¶·¤¬±¬±ª º¤¶ ¦̄ ¤̈µ̄¼ √¬¶¬¥̄¨ w « ¤©·̈µ ·µ̈¤·° ±̈· º¬·« �≠u|wssu k �l q

ƒ∏µ·«̈µ°²µ̈ oªµ¤±∏̄¨±̈ ∏µ²±¶¦∏̄·∏µ̈§¬± �� ∞ ³̄∏¶ts h ¶̈µ¬∏° ³̄∏¶ux °°²̄#�p t �≤¯§¬§±²·¶·¤¬± º¬·«·«̈

³«²¶³«²2¦2�∏± ¤±·¬¥²§¼ k�l q �¶·«̈ ¶¤°¨o±̈ ∏µ²±¶¦∏̄·∏µ̈§¬± �ux2° §̈¬∏° ³̄∏¶xs Λ°²̄#�pt �≠u|wssu ¤±§

us °°²̄#�p t ¦¤©©̈¬±̈ «¤µ§̄¼ ¶·¤¬±̈ § º¬·«·«̈ ³«²¶³«²2¦2�∏± ¤±·¬¥²§¼ k≤l q

讨 论

  凋亡是一种独特的细胞死亡类型 o从其形态学 !

生物化学过程及分子生物学的改变都与经典的坏死

有着本质的区别 ∀激活的核酸内切酶催化染色质

⁄��的裂解是发生细胞凋亡的关键步骤 o细胞凋亡

以核质浓缩 !核碎裂 !⁄�� 片段化及凋亡小体形成

作为主要的判别标准≈tt  ∀越来越多的证据表明神

经元凋亡在帕金森病和早老性痴呆等神经退行性疾

病的发病机理中起关键作用 o与脑缺血及脑损伤等

中枢神经损害的病理过程也有关 ∀因此 o研究开发

抗神经元凋亡药物及探讨神经元凋亡的调控机制对

神经退行性疾病的防治有着极其重要的意义 ∀

去极化浓度的 �n kux °°²̄#�pt �≤¯o高钾l促

进许多种神经元 o包括小脑颗粒神经元的存活 o高钾

的这种/促生存0效应依赖于磷酸肌醇2v2激酶k°�2v2

�l的活性≈y  ∀我们的研究表明 o°�2v2�的特异性抑

制剂 �≠u|wssu可以浓度依赖性地诱导高钾培养条

件下的神经元发生凋亡 o这与 ⁄∏§̈ ®等的实验结果

不同 o他们认为 �≠u|wssu对在含血清和高钾的培

养基中生长的神经元无影响≈tu  ∀实验中又发现 o

�≠u|wssu诱导的神经元 细胞凋亡能够被咖啡因浓

度依赖性地抑制 ∀

咖啡因通过触发细胞内 µ¼¤±²§¬±̈ 2敏感性钙池

的钙释放而升高≈≤¤u n  ¬∀既然≈≤¤u n  ¬的升高是细

胞存活所必须的 o那么咖啡因对神经元的保护作用

是否与其短暂的钙释放有关 �本实验结果显示 }当

阻断咖啡因触发的内钙释放后 o咖啡因对神经元的

保护作用并未消失 o提示咖啡因触发的钙释放是不

足以维持神经元生存的 ∀在某些情况下 o钙池内钙

的耗竭触发了经 �2型电压依赖性钙离子通道的钙

内流 ∀用咖啡因和各种 �2型钙通道阻断剂同时处

理小脑颗粒神经元 o发现 v种 �2型钙通道阻断剂均

不能抑制咖啡因的/促生存0效应 ∀此外 o≤¤u n也可

通过 �� ⁄� 受体而进入小脑颗粒神经元内 o引起

≈≤¤u n  ¬升高 ∀实验结果显示 } �� ⁄� 受体阻断剂

� �{st不能抑制咖啡因对神经元的保护作用 ∀因

此 o咖啡因的/促生存0效应与内钙释放或经 Λ2型钙

通道和 �� ⁄� 受体的钙内流无关 o也就是说 o

≈≤¤u n  ¬的升高并不是咖啡因保护神经元所必须

的 ∀

咖啡因的另一个重要生物效应是通过抑制

¦� � °磷酸化酶活性而升高 ¦� � °水平 o高水平的

¦� � °促进神经元的生存 ∀本实验显示 o咖啡因的

保护作用不受¦� � °的竞争性抑制剂 � °2¦� � ° !蛋

白激酶 �k°��l的抑制剂 �{|的影响 o上述两种化

合物的联合应用也不影响咖啡因的作用 ∀这就提示

了咖啡因对于小脑颗粒神经元的保护作用不完全依

赖¦� � °的生物效应 ∀这与 ×¤±¤®¤等报道的结果

刚好相反≈tv  ∀表明咖啡因对神经元的保护作用是

细胞类型依赖性的 o对不同的细胞其作用机制有所

不同 ∀

细胞凋亡为高度精密调节的复杂过程 o除涉及

不同基因的表达及调控外 o还需要信号转导系统的

正负调节 o并通过一系列级联反应步骤实现 ∀细胞

质内 ≤¤u n离子浓度增加 !¦� � °累积 !蛋白激酶激

活 !酪氨酸蛋白激酶激活和神经酰胺产生一系列信

号 o在多种模型中调节细胞凋亡 ∀在撤消细胞的/存

活信号0后 o¦2�∏± °� �� 和蛋白水平迅速升高 o而

#s|{# 药学学报 �¦·¤ °«¤µ°¤¦̈∏·¬¦¤≥¬±¬¦¤t||| ovwktulΒ{{y ∗ {|u



给神经元转染 ¦2�∏±的负显性基因的突变型后神经

元不再发生凋亡 ∀神经元凋亡后 o细胞内 ���活性

增高 o°v{激酶活性降低 o提示细胞内 ¦2�∏±水平及

¦2�∏±磷酸化介导了小脑颗粒神经元的凋亡机

制≈tw  ∀本实验发现 �≠u|wssu使细胞内磷酸化 ¦2

�∏±含量升高而诱发颗粒神经元凋亡 o但咖啡因可

降低细胞内 ¦2�∏±水平和磷酸化 ¦2�∏±含量 ∀提示

咖啡因保护神经元的作用点在 ¦2�∏±信号转导通路

的上游 ∀���可使与谷胱甘肽转移酶结合的谷胱

甘肽2¦2�∏±聚合蛋白氨基末端磷酸化 o从而启动 ¦2

�∏±介导的细胞凋亡信号转导系统 ∀改变���的结

构或 ���活性改变均可影响 ¦2�∏±的磷酸化程度 o

咖啡因是否直接作用于 ���呢 �实验发现 o先用咖

啡因处理神经元 o再提取 ���o其活性无变化k结果

未显示l ~而先提取 ���o再用咖啡因处理此酶 o发

现 ���的活性降低 o提示咖啡因是直接作用于 ���

的 ∀

综上所述 o本文证实了 °�2v2�的特异性抑制剂

�≠u|wssu可诱发小脑颗粒神经元的凋亡 o并发现

咖啡因可保护性地干预 �≠u|wssu 介导的细胞凋

亡 ∀咖啡因的 / 促生存0效应不依赖于≈ ≤¤u n  ¬升

高 o也不完全依赖 ¦� � °的生物效应 o而是直接抑

制 ���o使其活性降低 o导致细胞内 ¦2�∏±磷酸化水

平降低 o从而阻断了 ¦2�∏±介导的细胞凋亡信号转

导系统 o发挥其对神经元的/促生存0效应 ∀因此 o本

研究对于阐明咖啡的药理作用有一定的参考意义 ∀
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tt  ∂¤∏¬ ⁄�o ≥·µ¤¶¶̈µ � q ×«̈ °²̄ ¦̈∏̄¤µ ¥¬²̄²ª¼ ²©

¤³²³·²¶¬¶q Προχ Νατλ Αχαδ Σχι ΥΣΑ ot||y o93Βuuv|

tu  ⁄∏§̈ ® � o ⁄¤··¤ ≥� o ƒµ¤±®̈ × ƒ o ετ αλq � ª̈∏̄¤·¬²± ²©

±̈ ∏µ²±¤̄ ¶∏µ√¬√¤̄ ¥¼ ·«̈ ¶̈µ¬±̈ 2·«µ̈²±¬±̈ ³µ²·̈¬± ®¬±¤¶̈

�®·q Σχιενχε ot||z o275Βyyt

tv  ×¤±¤®¤ ≥ o �²¬®̈ × q ≤¤©©̈¬±̈ ³µ²°²·̈¶ ¶∏µ√¬√¤̄ ²©

¦∏̄·∏µ̈§¶¼°³¤·«̈·¬¦ ±̈ ∏µ²±¶ §̈ ³µ¬√ §̈ ²© ±̈ µ√¨ ªµ²º·«

©¤¦·²µ·«µ²∏ª« ¤¦� � °2§̈ ³̈ ±§̈ ±·° ¦̈«¤±¬¶° q Βιοχηι µ

Βιοπηψσ Αχταot||u o1175Βtxw

tw  • ¤·¶²± � o∞¬̄̈ µ¶� o�¤̄¯̈ °¤±§ ⁄o ετ αλq °«²¶³«²µ¼̄¤2
·¬²± ²©¦2�∏±¬¶±̈ ¦̈¶¶¤µ¼©²µ¤³²³·²¶¬¶¬±§∏¦̈§¥¼¶∏µ√¬√¤̄

¶¬ª±¤̄ º¬·«§µ¤º¤̄ ¬± ¦̈µ̈¥̈¯̄¤µ ªµ¤±∏̄¨ ±̈ ∏µ²±¶q

ϑ Νευροσχι ot||{ o18Βzxt
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