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利拉鲁肽对神经母细胞瘤细胞牵张损伤的
神经保护作用
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［摘要］　目的　探讨胰高血糖素样肽１类似物利拉鲁肽对神经母细胞瘤细胞（ＳＨＳＹ５Ｙ）牵张损伤的神经
保护作用。方法　本实验以ＳＨＳＹ５Ｙ细胞作为研究对象，首先采用 ＭＴＴ实验筛选最适宜的利拉鲁肽处理浓
度，然后利用可控性细胞损伤装置（ＣＩＣＩＩ）建立细胞牵张损伤模型。将实验分为３组，即对照组、细胞牵张损伤
组、利拉鲁肽治疗组（１μＭ利拉鲁肽处理ＳＨＳＹ５Ｙ细胞２４ｈ）。乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）法检测各组细胞毒性；蛋白
免疫印迹实验检测凋亡相关蛋白Ｂａｘ、抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达和 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平。结果　ＭＴＴ实验显
示，利拉鲁肽处理 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞适宜的保护性浓度为１μＭ。ＬＤＨ实验显示，与对照组相比，牵张损伤组 ＬＤＨ
漏出量显著增多；与细胞损伤组相比，利拉鲁肽治疗组细胞 ＬＤＨ漏出量明显降低（Ｐ＜０．０５）；蛋白免疫印迹实
验显示：与对照组相比，细胞损伤组Ｂａｘ表达水平显著增强，Ｂｃｌ２表达显著减少，Ｃａｓｐａｓｅ３表达明显增高，细胞
凋亡百分比显著增高；与细胞损伤组相比，利拉鲁肽治疗组 Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０５），
Ｂｃｌ２表达显著增多（Ｐ＜０．０１），细胞凋亡百分比显著降低。结论　利拉鲁肽可以减轻细胞损伤引起的 ＬＤＨ释
放水平，利拉鲁肽能显著降低损伤细胞的凋亡。利拉鲁肽通过抑制细胞凋亡进而发挥其神经保护作用。

［关键词］　神经母细胞瘤；神经保护药；细胞凋亡；细胞增殖
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　　颅脑创伤（ＴＢＩ）具有发病急骤，高致死率和高
致残率的特点。为更好研究ＴＢＩ的发病机制及治疗
方案，涌现出了许多体外损伤模型［１］。神经牵张损

伤体外模型可以准确的模拟 ＴＢＩ后的细胞改变，为
我们更精确的研究神经损伤的机制以及并探索可能

的治疗方案。近年来，有研究［２］显示，某些肽类激

素，在大量的基础研究中表现出神经保护性潜能。

因此，外源性的给予这些天然肽类激素作为治疗性

药物治疗神经损伤可能是潜在的治疗新策略。胰高

血糖素已被证实具备神经营养和神经保护特性。胰

高血糖素样肽１（ＧＬＰ１）及受体在人体分布广泛且
疗效多样。除治疗糖尿病外，ＧＬＰ１受体激动剂在
神经系统均能发挥良好的神经保护作用［３］。利拉

鲁肽是天然 ＧＬＰ１的长效类似物，它对多种中枢神
经系统疾病如神经退行性疾病具有神经保护作

用［４］，但对ＴＢＩ的作用尚不清楚。本实验通过可控
的气体冲击制备 ＴＢＩ牵张损伤模型，然后给予利拉
鲁肽处理，通过检测细胞活力、细胞毒性和细胞凋亡

相关蛋白的表达，研究利拉鲁肽对细胞牵张损伤神

经保护作用。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞株购自上海然泰
生物科技有限公司；Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及 Ｃａｓｐａｓｅ３多克隆
抗体均购自美国 ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司；内参抗体
βａｃｔｉｎ和辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗购自碧
云天生物技术研究所；Ｉ型胶原蛋白购自 Ｓｉｇｍａ公
司；ＢｉｏＦｌｅｘ细胞培养板购于世联博研科技有限公

司；细胞损伤控制器Ⅱ（ＣＩＣⅡ）购于弗吉尼亚大
学；利拉鲁肽购自吉尔生化（上海）有限公司；细胞

毒性检测试剂盒均购自碧云天生物技术研究所。

１．２　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞系的培养　将ＳＨＳＹ５Ｙ贴壁生
长的细胞株常规培养于３７℃，５％ＣＯ２孵育箱中，培
养基为ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）完全培养基，内含１０％胎
牛血清、１００ｕ／ｍＬ青霉素和１００ｕ／ｍＬ硫酸链霉素。
细胞密度达到７０％～８０％时，传代或用于实验。
１．３　ＭＴＴ法检测细胞活力　ＭＴＴ法观察利拉鲁肽
对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞活力的影响。将培养的 ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞胰酶消化后以２×１０４／ｍＬ密度接种于９６孔板，
培养４８ｈ后，无血清诱导细胞分化１２ｈ后，对照组
给予等量的利拉鲁肽药物溶剂；利拉鲁肽组给予１
μＭ利拉鲁肽预处理２４ｈ。每孔加入 ＭＴＴ溶液１００
μＬ，３７℃孵育４ｈ后每孔加入三联溶解液。温箱孵
育１２ｈ，用酶标仪检测５６０ｎｍ波长处各孔吸光度值
（ＯＤ值）。
１．４　ＬＤＨ法检测细胞毒性　取第 ２代培养的
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，胰酶消化后以 ３×１０５／ｍＬ接种于
Ｂｉｏｆｌｅｘ细胞培养板（Ｉ型胶原包被）中，培养４８ｈ，待
细胞汇合度达８０％时，实验分为３组，对照组、细胞
损伤组以及利拉鲁肽治疗组。对照组给予等量的利

拉鲁肽药物溶剂；细胞损伤组将 Ｂｉｏｆｌｅｘ细胞培养板
与ＣＩＣⅡ细胞损伤控制器相连接，控制器将气体脉
冲传送至与密闭的系统紧密连接的 ＢｉｏＦｌｅｘ细胞培
养板。装置上的阀门和计时器可精确控制阀门开放

和气体脉冲时间。通过调节装置的压力调节器可调
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节控制阀门的气体脉冲压力大小。当气体触发后会

引起培养板上的硅胶膜快速变形和回弹，从而造成

粘附于硅胶膜上的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤，该实验设定
计量阀门压力为１８ＰＳＩ（磅每平方英寸），此时气体
脉冲压力１．８～２．０ＰＳＩ，制备轻度损伤细胞模型；利
拉鲁肽治疗组是将轻度损伤的细胞加入１μＭ利拉
鲁肽处理２４ｈ。分别取对照组，损伤组和利拉鲁肽
治疗组培养上清液１００μＬ，严格按照 ＬＤＨ检测试
剂盒说明进行实验操作，采用酶标仪４４０ｎｍ波长处
测定样品吸光度。

１．５　蛋白免疫印迹检测利拉鲁肽对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
的神经保护作用　取第２代培养的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，
胰酶消化后以３×１０５／ｍＬ接种于 Ｂｉｏｆｌｅｘ细胞培养
板（Ｉ型胶原包被）培养４８ｈ，待细胞汇合度达８０％
时，实验分为３组，对照组、细胞损伤组以及利拉鲁
肽治疗组。２４ｈ后取对数生长期的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，
加入ＲＩＰＡ裂解液，离心收集上清，ＢＣＡ法测蛋白浓
度，加入上样缓冲液（Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ）后变性。于
１０％的聚丙烯酰胺凝胶电泳，每组上样量为１８μｇ，
将蛋白转印于硝酸纤维素膜上，２％脱脂奶粉封闭
６０ｍｉｎ，Ｂａｘ（１∶８００稀释）、Ｂｃｌ２（１∶１０００稀释）和
Ｃａｓｐａｓｅ３（１∶６００稀释）于 ４℃孵育过夜。次日，
ＨＲＰ标记的二抗室温摇床孵育 ２ｈ，滴加 ＥＣＬ发光
液在凝胶成像系统中显影。以βａｃｔｉｎ作为内参。
１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计量
资料数据以ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分
析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　利拉鲁肽能促进ＳＨＳＹ５Ｙ细胞增殖　为了摸
索利拉鲁肽适宜的保护性作用浓度，本研究采用改

良型ＭＴＴ法检测并分析细胞的生长和存活情况。
本实验分别给予 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞不同浓度利拉鲁肽
处理（０．１μＭ、１μＭ和１０μＭ）。检测结果显示，利
拉鲁肽组比对照组细胞活力显著提升，适宜保护性

浓度为１μＭ（Ｆ＝５．９３１，Ｐ＜０．０５）（见表１）。

表１　不同浓度的利拉鲁肽对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
存活率（ｘ±ｓ，％）

组别 存活率

对照组 １００．５０±１０．５３
０．１μＭ组 １１８．７５±１６．３９
１μＭ组 １４１．７５±８．５０ａ

１０μＭ组 １３４．５０±２１．２５ａ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５

２．２　利拉鲁肽能够减轻细胞损伤引起的ＬＤＨ的释
放水平　采用ＬＤＨ试剂盒检测不同处理组中 ＬＤＨ
漏出率，进而了解各处理组的细胞毒性。实验结果

显示，与对照组相比，细胞损伤组 ＬＤＨ释放水平明
显提升，而利拉鲁肽治疗组 ＬＤＨ释放水平降低
（Ｆ＝１０．４１，Ｐ＜０．０５），提示利拉鲁肽减轻了机械牵
张诱导的细胞损伤（见表２）。

表２　不同处理组ＬＤＨ释放水平（ｘ±ｓ，％）

组别 ＬＤＨ释放水平
对照组 １００．３３±１８．５０ａ

细胞损伤组 １６７．３３±１７．２１
利拉鲁肽组 １２１．００±１９．４７ａ

　　注：与细胞损伤组比较，ａＰ＜０．０５

２．３　利拉鲁肽可以减轻细胞损伤诱导的 ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞凋亡

２．３．１　利拉鲁肽可减少促调亡蛋白 Ｂａｘ的表达并
#

加凋亡抑制蛋白Ｂｃｌ２的表达　Ｂａｘ是Ｂｃｌ２家族
中研究最广泛的促调亡蛋白，当细胞内 Ｂｃｌ２较多
时，调亡趋势减弱；当细胞内 Ｂａｘ增多时，则 Ｂａｘ形
成的同源二聚体占主导则易发生凋亡。Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
比值对决定细胞是否进入调亡状态有重要意义。本

实验采用蛋白免疫印迹法检测各处理组 Ｂａｘ以及
Ｂｃｌ２的表达。结果显示细胞牵张损伤组 Ｂａｘ蛋白
的表达较对照组明显增多，Ｂｃｌ２蛋白表达减少；利
拉鲁肽处理组Ｂａｘ蛋白表达较牵张损伤组明显降低
（Ｆ＝１０．４９，Ｐ＜０．０５），而 Ｂｃｌ２蛋白表达明显增高
（Ｆ＝１９．５８，Ｐ＜０．０１）（见图１，表３）。

图１　三组的Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和βａｃｔｉｎ蛋白的表达

表３　三组Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的定量分析（ｘ±ｓ）

组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ２ Ｃａｓｐａｓｅ３（ＯＤ）
对照组 ０．２５±０．０８ ０．４３±０．０６ ０．６７±０．０８
细胞损伤组 ０．５２±０．０９ ０．１７±０．０３ １．２１±０．６３
利拉鲁肽组 ０．２４±０．０９ａ ０．３１±０．０６ｂ ０．９７±０．０９ａ

　　注：利拉鲁肽组与细胞损伤组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１
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２．３．２　利拉鲁肽可减少 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达　
Ｃａｓｐａｓｅ家族在细胞调亡过程中起非常重要的作用，
其中Ｃａｓｐａｓｅ３为关键执行分子。为检测利拉鲁肽
在细胞牵张损伤中的抗调亡作用，采用蛋白免疫印

迹检测各组中 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达（见图２）。如图所
示细胞牵张损伤组Ｃａｓｐａｓｅ３表达明显增多，而利拉
鲁肽组Ｃａｓｐａｓｅ３的表达显著降低（Ｆ＝１０．０５，Ｐ＜
０．０５）。

图２　三组的Ｃａｓｐａｓｅ３和βａｃｔｉｎ蛋白的表达

３　讨论
ＴＢＩ是临床上常见的高致残性损伤，因 ＴＢＩ给

家庭和社会每年都造成巨大的经济负担［５］。为更

好研究ＴＢＩ的发病机制及药物干预治疗，相继出现
了许多 ＴＢＩ体外模型（如压迫损伤模型、气压损伤
模型），然而这些模型均无法准确、真实的模拟临床

机械损伤作用力，无法满足实验检测的需求。细胞

牵张损伤模型可以更加准确的模拟ＴＢＩ的致伤作用
力［６］，减少影响实验结果的混淆因素，简单可行。

本实验我们利用细胞损伤装置Ⅱ建立了 ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞培养牵张损伤模型。此模型可以同时对细胞造

成相对一致的损伤。本实验细胞损伤模型，更接近

于人体颅脑损伤的状态，可在细胞和分子水平为我

们提供损伤病理过程中的一系列重要信息，对了解

ＴＢＩ的病理生理机制具有重要作用。
虽然对于ＴＢＩ的神经保护方面的研究已取得巨

大进展，但目前临床上仍缺乏一种切实有效的药物。

这可能与ＴＢＩ复杂的病理生理机制有关，这也成为
影响患者治疗与预后的主要难题。因此，寻找一种

对中枢神经系统具有保护作用，达到治疗或延缓疾

病进展的药物尤为重要。

２型糖尿病已经被认为是神经退行性性疾病的
危险因素。大脑中已经发现胰岛素信号受损及胰岛

素受体脱敏现象。基于两者具有共同发病机制，已

有部分糖尿病治疗药物用于中枢神经系统方面的研

究。ＧＬＰ１是一种促胰岛素激素肽，被用于治疗 ２
型糖尿病［７８］。近年来研究显示，除胰腺外，在中枢

神经系统存在大量的 ＧＬＰ１受体。其受体分布的

广泛性决定了其生物学作用的多样性。ＧＬＰ１受体
激动剂对神经系统的保护及治疗作用已被越来越多

的研究所证实。Ｋｉｍｕｒａ等研究显示 ＧＬＰ１受体激
动剂可以刺激神经生长因子的 ＰＣ１２细胞神经突的
生长、增强神经细胞的分化并改善细胞生存率［９］；

ＧＬＰ１类似物的艾塞那肽在大鼠短暂大脑中动脉闭
塞模型中显示出良好神经保护作用［１０］。有研究成

果表明，ＧＬＰ１可以保护神经元突触可塑性［１１］。另

外，因ＧＬＰ１受体激动剂能通过血 －脑脊液屏障直
接与其受体结合，发挥神经保护作用被应用于治疗

中枢神经系统疾病如阿尔茨海默病［１２］、帕金森

病［１３］等神经退行性疾病。

利拉鲁肽是天然 ＧＬＰ１的长效类似物，药理活
性与ＧＬＰ１相似，主要用于治疗２型糖尿病［１４］。利

拉鲁肽与ＧＬＰ１有９７％的同源性，既具有相似的生
理作用，又不易被降解。由于利拉鲁肽的特异性受

体在大脑中广泛分布，近年来，利拉鲁肽的神经保护

作用被越来越多的学者重视［１５］。２０１４年，ＧＬＰ１类
似物利拉鲁肽首次被用于神经退行性疾病的相关临

床试验研究。它作为一种人源性的 ＧＬＰ１受体激
动剂，较天然的ＧＬＰ１更稳定，可以通过血脑屏障，
可促进神经元增殖，对阿尔茨海默病具有神经保护

作用［１６］。还有研究表明利拉鲁肽通过靶定自噬在

β细胞凋亡中起重要作用［１７］。因此，我们认为利拉

鲁肽在细胞损伤中的保护作用与抑制细胞凋亡有密

切的关系。

ＴＢＩ导致的氧化应激、炎性反应可引起多种促
凋亡因子的释放，激活下游凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３，
最终导致细胞凋亡［１８］。目前大体上讲，凋亡的通路

分为Ｃａｓｐａｓｅｓ依赖型和Ｃａｓｐａｓｅｓ非依赖型两种。本
研究通过蛋白免疫印迹法检测各组凋亡蛋白

Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，结果发现细胞牵张损伤后，细胞
凋亡明显增加，Ｃａｓｐａｓｅ３表达也增高，而利拉鲁肽
处理后，Ｃａｓｐａｓｅ３表达明显降低。

Ｃａｓｐａｓｅｓ依赖型和Ｃａｓｐａｓｅｓ非依赖型凋亡均由
Ｂ细胞淋巴瘤２家族蛋白（Ｂｃｌ２）调控。Ｂｃｌ２基因
家族在细胞凋亡的发生中构成一个相互作用、相互

制约的调节网络。抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２和促凋亡蛋白
Ｂａｘ的平衡在凋亡发生过程中发挥着极其重要的作
用［１９］。Ｂｃｌ２具有抑制细胞凋亡的作用，且基因表
达量与细胞凋亡程度成正比，而 Ｂａｘ则作为 Ｂｃｌ２
家族中最重要的促凋亡基因。因此，Ｂｃｌ２过量表达
可降低细胞凋亡，Ｂａｘ过量表达则可增强细胞凋亡。
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所以，药物可通过干预 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的表达达到抑
制或者促进细胞凋亡的目的。本研究以细胞损伤控

制器牵张损伤 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞来模拟颅脑创伤的体
外模型，探讨利拉鲁肽是否对 ＴＢＩ细胞模型具有神
经保护作用。结果发现，利拉鲁肽处理组，Ｂｃｌ２表
达明显增高，而Ｂａｘ表达下调，提示利拉鲁肽可以抑
制细胞牵张损伤后细胞凋亡。

ＬＤＨ是存在于机体各组织细胞内的一种糖酵
解酶。当细胞凋亡或坏死后，细胞膜结构被破坏导

致细胞内的ＬＤＨ释放出来。因此测定ＬＤＨ释放率
可以反映细胞损伤的情况。本实验结果表明，细胞

牵张损伤后 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞 ＬＤＨ大量释放，而利拉
鲁肽处理后，细胞ＬＤＨ的释放率明显降低。

综上所述，利拉鲁肽具有抑制神经细胞凋亡的

作用，其可能机制还需进一步探索。本研究肯定了

利拉鲁肽对ＴＢＩ细胞牵张损伤模型的神经保护作用
并为其向临床转化奠定了基础，并提示利拉鲁肽干

预可能成为未来治疗ＴＢＩ的新方法。
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