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摘要      经典的Wnt/β-catenin信号通路在中枢神经系统突触形成和功能中发挥重要的调节作

用。作为兴奋性神经递质的谷氨酸, 与其受体结合, 参与许多信号调节活动。为了探讨NMDA受体

活化对Wnt/β-catenin信号通路的作用, 该文利用18 d的C57小鼠胚胎培养皮层神经元(离体10 d), 用
10 μmol/L谷氨酸钠(monosodium glutamate, MSG)和50 μmol/L N-甲基-D-天冬氨酸(NMDA)处理细

胞, 通过蛋白免疫印迹技术或者细胞免疫荧光染色分析Wnt/β-catenin信号通路关键成员。结果发现, 
NMDA受体的活化能使GSK-3β的Ser9位磷酸化水平增加, 活性被抑制, 胞浆内β-catenin蛋白降解减

少, 入核增加, 激活下游基因表达。这些结果提示, NMDA受体激活能够上调Wnt/β-catenin信号通路。
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Wnts是一类分泌型的糖蛋白 , 与相应的受体

结合后激活细胞内信号的传导。根据是否依赖于

β-catenin, Wnt信号通路分为依赖于β-catenin的经典

通路和不依赖于β-catenin的非经典通路 [1-2]。在经典

通路中 , Wnts配体与Frizzed(Fz)受体和低密度脂蛋白

相关性蛋白-5/6(low-density lipoprotein receptor-related 
protein-5/6, LRP-5/6)结合, 激活DVL(dishevelled, DVL)
蛋白。活化的DVL抑制糖原合成激酶3β(GSK-3β)的活

性, 破坏包含GSK-3β、Axin、β-catenin和结肠瘤息肉

抑制蛋白(adenomatous polyposis coli, APC)的复合物。

当Wnt没有与Frizzed受体结合时, β-catenin被GSK-3β磷
酸化 , 随后迅速被蛋白酶体降解。Wnt抑制GSK-3β的
活性后 , β-catenin在胞质中稳定并累积到一定程度后 , 
转移进入细胞核, 与T细胞因子/淋巴增强因子(Tcf/Lef)
结合, 启动Wnt靶基因的转录[3-5]。

在中枢神经系统 , Wnt信号通路能够促进神经元

的轴突导向, 树突生长, 突触的形成和大脑的发育 [1,5-6]。

Wnt经典信号通路的蛋白 ,  包括 Wnt蛋白、Fz受
体、GSK-3β和β-catenin在内的主要成分 , 都能影响

Aβ(Amyloid-β)的神经毒性的产生和阿尔茨海默氏

病 (Alzheimer’s disease, AD)的病理过程。AD动物

模型的神经元中Wnt信号失常 , 过度活化GSK-3β的
活性 , 改变细胞内β-catenin稳定化水平 , 影响细胞周

期和凋亡 [7-8]。Wnt3a是最常见的Wnt配体 , 结合Fz
受体 , 抑制GSK-3β活性 , 累积细胞内的β-catenin, 激

活Wnt经典信号通路 [9]。最近有文献报道 , 突触活动

释放的Wnt3a信号通路通过N-甲基 -D-天冬氨酸受体

(N-methyl-D-aspartic acid receptor, NMDAR)可以调节

海马神经元的LTP[10]。谷氨酸作为中枢神经系统的

兴奋性递质 , 激活谷氨酸受体 (glutamic acid receptor, 
GluR), 特别是NMDA受体 , 介导神经突触活动 , 调
节两类主要的突触可塑性 : 长时程增强效应(LTP)和
长时程抑制效应 (LTD)[11-13], 控制许多重要的信号调

节和生理功能 [14-15]。但是对于谷氨酸受体引起的神经

突触活性如何调节Wnt经典信号通路 , 具体机制还不

清楚。本课题我们用谷氨酸钠(monosodium glutamate, 
MSG)及NMDA激活原代培养皮层神经元的谷氨酸

受体 , 观察Wnt信号通路的组成蛋白的变化进而探

讨Wnt经典通路的活化的机制。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　实验动物　　孕18 d C57 BL/6J小鼠, SPF级, 
由中山大学实验动物中心提供, 实验动物生产合格

证号: SCXK(粤)2009-0011。
1.1.2　主要试剂　　NMDA、MSG、多聚赖氨酸
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(poly-D-lysine, PLL)和D-2-Amino-5-Phospho-nopen-
tanoic acid(D-APV)均为Sigma公司产品 ; 细胞培养试

剂DMEM、B27、谷氨酰胺、Neurobasal Medium、

HBSS均为Gibco公司产品 ; 胎牛血清FBS购自PAA公

司; PVDF膜为Millipore公司产品; ECL试剂盒为Pierce
公司产品, DAPI购自碧云天公司; Trizol试剂、Prime-
Script RT试剂盒、Real-time PCR试剂盒和引物均为

TaKaRa产品。

1.1.3　抗体　　神经元特异性相关微管蛋白(MAP-2, Mil-
lipore公司), β-catenin单克隆抗体(CST公司), p-GSK -3(Ser9
磷酸化)单克隆抗体(Santa Cruz公司), GAPDH单克隆抗

体(Santa Cruz公司), HRP标记的山羊抗小鼠(Pierce公司), 
FITC标记的山羊抗小鼠(Millipore公司), Rhodamine标记

的山羊抗兔(Millipore公司)。
1.1.4　主要仪器　　CO2培养箱(美国Thermo公司), 
荧光倒置相差显微镜(日本Olympus公司), 激光共聚

焦显微镜(德国Carl Zeiss公司), 低温高速离心机(德
国Eppendorf公司), 蛋白质电泳和转印系统(美国Bio 
Rad公司), 荧光定量PCR仪(美国Bio Rad公司)。
1.2  方法

1.2.1　原代培养皮层神经元的分离与培养[16]　　取

SPF级孕18 d C57 BL/6J小鼠, 乙醚麻醉后断颈处死, 
酒精消毒, 快速取出胚胎放于无菌培养皿中。在超净

台中分开胎鼠, 取出大脑, 分离大脑皮层, 剥离血管膜, 
将组织置于预先装好HBSS的培养皿中, 剪碎约1 mm3, 
0.25%胰酶37 ºC消化8 min, FBS终止消化1 min, 弃上

清。加入约10倍组织体积的HBSS吹打制成细胞悬

液, 取上清, 800 r/min离心5 min。用含有10% FBS的
DMEM重悬细胞, 计数, 以5×105/孔的密度接种于12
孔板。接种前, 12孔板预先用20 μg/mL的PLL包被过

夜, 无菌水清洗后吹干。细胞接种2 h后, 更换神经元

培养基Neurobasal Medium, 其中含有2% B27, 1%谷

氨酰胺。此后, 每3 d更换1/2培养基, 培养到10 d。
1.2.2　MSG和NMDA处理原代培养皮层神经元　

培养10 d的皮层神经元用10 μmol/L MSG分别处理0, 2, 5, 
10, 20, 40, 60, 90 min或50 μmol/L NMDA分别处理0, 
5, 15, 30, 60 min以激活谷氨酸受体。为了阻断NMDA受
体, 使用NMDA受体抑制剂100 μmol/L D-APV预处

理皮层神经元30 min, 再用10 μmol/L MSG处理细胞

20 min。
1.2.3　细胞免疫荧光染色　　细胞接种于PLL包被

的细胞爬片, 置于24孔板培养到10 d。细胞处理后, 4%

多聚甲醛固定30 min, PBS洗5 min×3次。0.1% Triton
透化5 min, PBS洗5 min×3次。1% BSA/PBS室温封

闭1 h, 一抗(MAP-2, 1:200; β-catenin, 1:200)室温孵育

2 h或者4 ºC过夜, PBS洗5 min×3次。Rhodamine标记

的山羊抗兔 (1:500)和FITC标记的山羊抗小鼠 (1:500)
抗体室温孵育1 h, PBS洗5 min×3次。用5 μg/mL DAPI
染色标记细胞核, PBS洗5 min×3次, 激光共聚焦显微

镜观察并拍照。

1.2.4　蛋白免疫印迹(Western blot)　　细胞处理完之后 , 
用2×SDS上样缓冲液裂解细胞30 min, 收集到1.5 mL离
心管100 ºC变性10 min, 4 ºC高速12 000 r/min离心5 min, 
–20 ºC保存或者电泳。取40 μg蛋白样品进行SDS-
PAGE凝胶电泳 , 将蛋白湿转到PVDF膜 , 用5%脱脂

牛奶室温封闭2 h, 然后分别使用相应抗体(β-catenin, 
1:1 000; p-GSK-3, 1:1 000; GAPDH, 1:1 000) 4 ºC孵育过

夜, TBST(20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5; 0.15 mmol/L NaCl; 
0.1% Tween 20)漂洗3次 , 每次10 min。将PVDF膜与

HRP标记的山羊抗小鼠抗体(1:10 000)室温孵育1.5 h, 
TBST漂洗3次, 每次10 min。ECL试剂显色, X-光片

放射自显影。

1.2.5　荧光定量PCR　　采用Trizol法按照操作程

序提取细胞总RNA。用PrimeScript RT试剂盒反转

录合成cDNA。用于合成CyclinD1和GAPDH mRNA
的引物均由TaKaRa公司设计(CyclinD1: 5’-AAT CGT 

GGC CAC CTG GAT G-3’和5’-CTT CAA GGG CTC 

CAG GGA CA-3’; GAPDH: 5’-TGT GTC CGT CGT 

GGA TCT GA-3’和5’-TTG CTG TTG AAG TCG CAG 

GAG-3’)。用SYBR Premix Ex TaqTM PCR试剂盒进

行PCR反应。反应结束后确认Real-time PCR的扩增

曲线和融解曲线。以GAPDH为看家基因, 利用相对

定量的DCT 法分析目的基因CyclinD1的表达量。

1.2.6　统计学分析　　用Quantity One分析软件进行

条带光密度的灰度分析。所有数据均用means±SED
表示, 用SPSS16.0软件进行统计学处理, 采用单因素

方差分析(One-way ANOVA)及LSD检验。每个实验

重复3次以上, P<0.05认为差异有统计学意义。

2   结果
2.1  C57 BL/6J小鼠原代培养皮层神经元的观察

和鉴定

MAP-2为神经元特异性微管相关蛋白, 特异表

达于神经元胞体和树突[16], 可用于鉴定神经元细胞。
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C57 BL/6J小鼠原代培养皮层神经元分离后接种于

24孔板细胞培养至10 d, 在荧光显微镜下, 可以观察

到视野中90%的细胞能够被MAP-2染色, 胞体成椎

体或者椭圆形, 有明显的光晕, 折光性较强, 树突数

量较多且粗, 伸展到细胞体10倍距离之外, 交织呈网

络(图1), 表明分离培养的神经元细胞符合实验要求。

A: 自然光(20×); B: 用MAP-2染色鉴别神经元(红色, 20×)。
A: natural light (20×); B: neurons were identified with MAP-2 (red, 20×).

图1　培养10 d的原代皮层神经元

Fig.1　Primary cultured cortical neurons for 10 days

2.2  MSG上调神经元β-catenin蛋白的表达

在中枢神经系统中, 谷氨酸是主要的兴奋性神

经递质, 通过谷氨酸受体的作用调节突触的可塑性

和功能以及细胞信号的传递[15,17]。Chen等[10]发现,
强直刺激海马组织切片, 能够通过离子型谷氨酸受

体而促进神经元释放Wnt3a, 增强长时程增强效应

LTP。我们使用10 μmol/L MSG刺激体外培养10 d
的原代皮层神经元, 作用时间0~90 min, 利用West-
ern blot检测β-catenin, 结果发现, MSG能迅速上调

β-catenin水平, 在10, 20, 40 min时间点β-catenin的增

加具有显著性意义(1.6倍)(图2, n=3, **P<0.01), 随后

缓慢降低, 到90 min时基本恢复到基础水平。

2.3  MSG通过激活NMDA受体影响细胞内β-catenin
蛋白的累积

由于谷氨酸受体功能和类型很复杂, 而在神经

元的快速反应和突触活动中, 以NMDA受体的作用

最强[14]。为了探讨上述MSG对β-catenin蛋白的上

调是否是由NMDA受体的介导, 我们用NMDA受体

特异性抑制剂100 μmol/L D-APV预处理神经元细

胞30 min, 再用10 μmol/L MSG处理细胞20 min。结

果发现升高的β-catenin蛋白水平明显下降了, 表明

D-APV阻断了MSG引起的β-catenin上调(图3, n=3, 
**P<0.01, ##P<0.01)。

用10 μmol/L MSG分别处理培养10 d的皮层神经元0, 2, 5, 10, 20, 40, 
60, 90 min, 利用Western blot检测β-catenin蛋白表达量的变化。所有

数据均表示为means±SEM, n=3, **P<0.01与对照组相比。

Western blot analysis of β-catenin protein in cortical neurons (DIV 10 
days) treated with 10 μmol/L MSG for 0, 2, 5, 10, 2, 40, 60, 90 min, 
respectively. Data were expressed as means±SEM, n=3, **P<0.01 vs 
control (0 min).

图2　MSG上调皮层神经元β-catenin蛋白的表达

Fig.2　MSG up-regulated β-catenin protein in cortical neurons



彭彦茜等: NMDA受体的活化调节原代皮层神经元的Wnt/β-catenin信号通路 253

用100 μmol/L D-APV处理皮层神经元30 min, 再用10 μmol/L MSG 20 min, 

利用Western blot检测β-catenin蛋白表达量的变化。所有数据均表示

为means±SEM, n=3, **P<0.01与对照组相比, ##P<0.01与MSG相比。

Western blot analysis of β-catenin protein in cortical neurons pretreated 
with 100μmol/L D-APV for 30min before 10 μmol/L MSG 20 min ad-
ministration. Data were expressed as means±SEM, n=3, **P<0.01 vs 
control, ##P<0.01 vs MSG.

图3　D-APV 阻断了MSG引起的β-catenin上调

Fig.3　D-APV blocking-up the β-catenin up-regulation 
caused by MSG

用50 μmol/L NMDA分别处理原代培养10 d的皮层神经元0, 5, 15, 30, 60 min, Western blot检测蛋白β-catenin(A)和p-GSK-3β(Ser9)(B)。所有数据

均表示为means±SEM, n=3, **P<0.01, 与对照组相比。

Western blot analysis of the proteins β-catenin (A) and p-GSK-3β (Ser9) (B) in primary cortical neurons (DIV 10 days) treated with 50 μmol/L NMDA 
for 0, 5, 15, 30, 60 min, respectively. Data were expressed as means±SEM, n=3, **P<0.01 vs control (0 min).

图4　NMDA上调p-GSK-3β(Ser9)和β-catenin蛋白的表达

Fig.4　NMDA up-regulated p-GSK-3β(Ser9) and β-catenin proteins

2.4  NMDA调节Wnt经典通路的 p-GSK-3β和
β-catenin

上述结果表明, MSG上调β-catenin的作用是通过

激活NMDA受体。为进一步证实这一结果, 我们直接

使用NMDA处理神经元, 观察是否可以得到同样的结

果。用50 μmol/L NMDA处理神经元细胞0~60 min, 可
见NMDA能够增加细胞的β-catenin蛋白 , 在30 min时
与对照相比增加到1.4倍(图4A, n=3, **P<0.01)。

GSK-3β为调节β-catenin降解的上游蛋白, 其上

Ser9位的磷酸化水平体现GSK-3β的失活与否。在

上述相同处理条件下, 发现NMDA在5, 15 min时均

可以增加GSK-3β的Ser9位磷酸化水平(图4B, n=3, 
**P<0.01), 表明NMDA的作用使GSK-3β失去活性, 
从而失去结合β-catenin的能力。

2.5  NMDA受体激活促进β-catenin进入细胞核

Wnt经典信号通路起作用 , 需要β-catenin进入细

胞核内启动基因的转录[4]。为了研究NMDA受体激

活对β-catenin核转位的影响 , 我们通过激光共聚焦

显微镜进行了细胞免疫荧光实验。如图5所示 , 未经

NMDA处理的神经元细胞 , 胞质中β-catenin表达较多

(图5c和图5d, 箭头所指), 而经50 μmol/L NMDA处理

神经元15 min后, 可见细胞质中β-catenin减少, 而细胞

核内β-catenin明显增加(图5g和图5h, 箭头所指)。
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用激光共聚焦显微镜对离体培养10 d的皮层神经元进行了免疫荧光实验。a~d: 没有处理的神经元; e~h: 50 μmol/L NMDA处理15 min。a,e: 
MAP-2, 红色; b,f: DAPI, 蓝色; c,g:  β-catenin, 绿色; d,h: 合并。标尺=20 μm。

Immunofluorescence of MAP-2 and β-catenin in cortical neurons using laser confocal microscope. a~d: untreated cells; e~h: treated cells with 50 μmol/L 
NMDA for 15 min. a,e: MAP2, red; b,f: DAPI, blue; c,g: β-catenin, green; d,h: merge. Bar=20 μm.

图5　NMDA受体激活促进β-catenin进入细胞核

Fig.5　NMDA receptor activation caused an increase of intracellular β-catenin

2.6  NMDA受体激活促进Wnt信号通路下游基因

CyclinD1的表达

上述结果表明 , NMDA受体激活促进β-catenin

荧光定量RT-PCR检测CyclinD1的mRNA表达水平, 用50 μmol/L NMDA
分别处理皮层神经元15, 30, 60 min后, CyclinD1 mRNA迅速并持续增加。

所有数据均表示为means±SEM, n=3, 与对照组比较**P<0.01,*P<0.05。
The mRNA levels of CyclinD1 detected by quantitative real-time RT-PCR. 
The results showed a rapid and sustained increased in CyclinD1 mRNA 
in primary cortical neurons (DIV 10 days) after treated with 50 μmol/L 
NMDA for 15, 30, 60 min in time dependent manner. Data were expressed 
as means±SEM, n=3, *P<0.05, **P<0.01 vs control (0 min).

图6　NMDA受体激活上调CyclinD1基因的表达

Fig.6　NMDA receptor activation up-regulated CyclinD1

进入细胞核 , 为了进一步研究β-catenin进入细胞核之

后对Wnt经典信号通路靶基因表达的影响 , 我们通过

Real-time RT-PCR的实验检测了靶基因CyclinD1。如

图6所示, 用50 μmol/L NMDA处理神经元细胞15, 30, 
60 min, CyclinD1的mRNA的表达水平都明显增加, 进
一步说明了NMDA受体激活了Wnt经典信号通路。

3   讨论
已有研究表明, 强直刺激可以促进海马神经元

释放Wnt3a, 累积细胞内的β-catenin[18], 阻断NMDA
受体可以抑制强直刺激介导的Wnt3a释放[10]。本研

究结果提示, 使用MSG直接激活神经元的NMDA受

体, 可以增加细胞内β-catenin的水平, D-APV特异性

阻断NMDA受体之后, 上升的β-catenin也被抑制。

直接使用NMDA激活其受体也具有同样的效果, 能
增加细胞内β-catenin的累积。

有报道指出, 在突触活动引起的NMDA受体依

赖的LTP中[10,12], GSK-3β的活性是被抑制的, 而在LTD
中, GSK-3β的活性是增强的, 也就表明NMDA受体激

活引发的GSK-3β活性被抑制可能激活Wnt信号通路。

我们的研究证实, 经NMDA处理的小鼠皮层神经元
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细胞的GSK-3β的活性被抑制, 失去了结合β-catenin的
能力, 阻断了β-catenin被GSK-3β磷酸化的蛋白酶体降

解, 从而使β-catenin在细胞内稳定并累积。

Wnt经典信号通路的最终环节是β-catenin进入

细胞核, 与Tcf/Lef结合启动目的基因的转录[2,4]。在

进一步的研究中, 我们观察到原代培养的皮层神经

元中活化的NMDA受体导致细胞内的β-catenin累积

后, 发生核转位现象进入细胞核, 并进一步激活其

下游基因CyclinD1的表达 , 从而激活Wnt/β-catenin经
典信号通路。理论上由于转录出CyclinD1的mRNA
积累到一定的量 , 被检测到需要一定的时间 , 因此

CyclinD1的mRNA的增加应当比β-catenin入核晚一些, 
而上述结果表现出来的时间几乎一致, 可能是因为两

者的时间差在50 μmol/L NMDA处理后不到15 min已
经出现了, 而本实验结果中没有体现出来, 其具体的

时间关系还需要进一步探讨。

谷氨酸是中枢神经系统的主要兴奋性递质, 通
过与突触受体的结合调节突触的活动, 包括突触的

形成和可塑性[20-21]。NMDA受体是谷氨酸受体中的

一种离子型受体, 广泛分布于海马和皮层等部位, 是
学习记忆等行为相关的重要调控因素[22-23]。NMDA
受体引起的突触活动能够通过调节Wnt而影响神

经元树突的分支和突触可塑性[10,24]。本研究揭示了

NMDA受体的活化能够调节Wnt/β-catenin信号通路, 
为加深理解Wnt/β-catenin信号调控、深入探讨阿尔茨

海默氏症等神经系统疾病调控机制提供理论依据。
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NMDA Receptor Activation Regulates Wnt/β-catenin Signaling Pathway in 
Primary Cortical Neurons

Peng Yanxi1, Wan Xianzi1, Li Yichen1, Li Shasha1, Zhang Wei2, Tang Shaojun3, Zhong Ling1*
(1School of Pharmaceutical Sciences, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510006, China;

2Center of Experiment Animal, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510080, China; 3Department of Neuroscience and Cell Biology, 
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Abstract     Wnt signaling has a key role in regulation of synaptic formation and function in the brain. Gluta-
mate, which is the mainly excitatory transmitter, binds the glutamic acid receptor to regulate the activity of many 
signaling pathways. To determine the effect of NMDA receptor activation on Wnt/β-catenin signaling, primary 
cortical C57 mouse neurons were treated with 10 μmol/L MSG and 50 μmol/L NMDA and the components of Wnt/
β-catenin signaling were analyzed by Western blot or immunofluorescent experiments. We found that NMDA recep-
tor activation not only increased the p-Ser9-GSK-3β to inhibit its activity but also caused an increase of intracellu-
lar β-catenin and induced its translocation into nuclei, thereby up-regulated the downstream gene expression. These 
results suggest that NMDA receptors activation up-regulates Wnt/β-catenin signaling in primary cortical cultured 
neurons.
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