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促肾上腺皮质激素释放激素对下丘脑神经元CREB的调控 

张云东，顾小红，朱佩芳，王正国，周继红，许民辉 

(第三军医大学大坪医院野战外科研究所 ，重庆 400042) 

【摘 要】目的：研究促肾上腺皮质激素释放激素(Corticotropin—releasing hormone，CRH)对下丘脑神经元内CREB(CAMP-responsive 

element-binding protein)含量变化的调节作用。方法：取孕 17d胎鼠下丘脑分散培养下丘脑神经元，采用 PTI(Photon technology 

international，阿 )荧光成像系统测量下丘脑神经元胞浆内游离钙浓度([Ca“li)变化；测量和分析外源性 CRH对培养下丘脑神经 

元内钙信号变化的影响，用Western blot方法测定神经元内P—CREB的含量变化，分别与用细胞膜L．型钙通道拮抗剂尼莫地 

平或 CRH1受体(CRH R)特异性拮抗剂 CP一154526处理下丘脑神经元后[Ca 1i和P～CREB的变化作比较。结果：正常对照组的 

下丘脑神经元[CaU]i含量较低，外源性CRH刺激后，【Ca 】i立即升高；预先应用尼莫地平或CP一154526处理再用CRH刺激的神 

经元[Ca2+]i含量的增加明显被抑制，同时也可明显抑制神经元内P—CREB含量的增加。结论：在急性应激反应中，CRH可直接与 

下丘脑神经元CRH R结合，开放膜L一型钙离子通道促使钙离子内流使[Ca2~]i明显增加，从而进一步激活神经元内P—CREB信 

号通路。说明在调节下丘脑神经元激活过程中 CRH可能起了重要的作用。 
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Regulation of P-CREB signals in rat hypothalamic neurons by 

exogeneous corticotropin--releasing hormone【CRH) 

ZHANG Yun—dong，et al 

(Department of Neurosurgery，Daping Hospital Research Institut of Field Surgery， 

the Third Military Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the function and regulation of CREB signaling in rat hypothalamic neurons by exogeneous 

corticotropin-releasing hormone(CRH)．Methods：Perifused primary cultures of rat hypothalamic neurons Intracelluar free Ca2+concentr 

ation([Ca2+]i)Was assayed at 32℃ by fluorescence analysis，the coverslip was mounted in a Delta Scan spectrofluorimeter(Photon 

Technology Internationa1)；and phospho-CREB by western blot．Results：The basal lower intracellular Ca2+level of perifused 

primary cultures of rat hypothalamic neurons cultured on coverslipy Was markedly increased by CRH，and significantly attenuated 

by application of nifedipine(Nif)or CP-154526．CRH may cause the increase of phospho-CREB in the neuron of hypothalamus， 

while CP：154526，Nif Can significantly inhibit the production of phospho—CREB．Conclusion：CRH may excite hypo thalamic 

neurons directly suggest that phospho-and [Ca2~]i，suggesting a role of CRH type 1 receptor in the activation of CRH gene 

expression． 

【Key words】Calcium signaling；Phosphorylated cAMP—responsive element-binding protein；Hypothalamic；Corticotropin-releasing 

horm one 

Imaki等【q曾提出在急性应激反应中，下丘脑合 

成和分泌的CRH对在急性应激反应中起着核心作 

用的下丘脑神经元的神经内分泌功能可能存在超短 

正反馈调节机制，但有关CRH通过何种信号途径调 

控下丘脑神经元的神经内分泌活性，至4"／3不十分清 

楚。笔者通过CRH刺激培养下丘脑神经元，探讨CRH 

引走培养下丘月茵神经元内[Ca 变化及其细胞内CREB 

磷酸化的机制。 

1 材料与方法 

作者介绍： 张云东(1968一 )，男，副教授，副主任医师，博士后， 

研究方向：创伤后下丘脑一垂体一肾上腺应激反应调控机理。 1．1 下丘脑细胞的分散培养 

基金项目： 国家重点基础研究发展规划专项经费资助项目“973” 实验参照 Wilkinson等 的方法 ，选孕 17d Wistar胎 鼠 

(G1999054201) (第三军医大学大坪医院野战外科研究所动物室提供)，在解 
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图 l C R H 刺激 下 丘 脑 神经 元胞 浆 内游 离钙／结合

钙 ( R a t i o )的变化

氧化物酶标记 二 抗 ( 稀 释 l ： l 0 0 0 ) ， 化学 发光试 剂增强 反 应 ，

x 线胶 片压 片曝光 ， 凝 胶 成像系统分 析结果 ， 设 对 照 并 重 复 3

次 。

1 -4 统 计 学处 理

实验 数据 以
“

；t 。

”

表示 ， 分 别进行 ￡检验 和 方差 分 析 。

2 结 果

基 础 状 态 下 下 丘 脑 神 经 元 【c a
z +

]i 含 量 较 低 ， 为

( 1 5 6 ± 8 )n m o l／L 。 外 源性 C R H 刺激后 ， 下 丘 脑神经 元

R a t i o 明 显 增 加 ， 持续 在 较 高水平 (P < 0 ． 0 1 ) ( 图 1 ) ， 在

用 1 0
。 2m o l ／L 的 C R H 刺 激 时 ， 各 刺 激 组 【C a z+]i 的 变

化与对 照组 相 比较无 显 著差异 ；分别用 1 0 圳
， 1 0 —s

， 10 巧

m o l ／L 刺 激 时 ， 各 刺激 组 [C a 2+】i 的变化 与对 照 组 相 比

较均显 著增加 。 而 预 先应 用 膜 L 一 型 钙通 道 拮抗 剂尼

莫地平处理 后，R a t i 0 的增加明显 被抑制(K 0 _0 5 )( 图2 ) ；

应 用 C P 一 1 5 4 5 2 6 处 理 后 ， R a t i 0 的增 加 也 明显 被抑制

( P < 0 ． 0 5 ) 。 但 在 应 用 尼 莫 地 平 或 C P 一 1 5 4 5 2 6 处 理

后 ， R a t i 0 仍 明显 高 于 对 照 组 (P < 0 ． 0 1 ) 。

C R H 刺 激 下 丘 脑 神 经 元 后 ， P — c R E B 含量 于 刺

激 后 1 5 m i n 开 始增 加 ， 持续 在 较 高水 平 ， 于 刺 激 后

1 2 h 开 始 回 落 ， 各刺激 组 与对 照 组 相 比 较 差 异 非 常

显 著 (尸 < 0 ． 0 1 ) ；C P 一 1 5 4 5 2 6 、 N i f 可抑制 C R H 刺激 下

丘 脑 神经 元 P — C R E B 含 量 增 加 ( 图 3 、 表 1 ) 。

3 讨 论

c R H 是 1 9 8 1 年 V a k 等 从 山 羊 下 丘 脑 中分 离

出 的 一 种 含 4 1 个 氨基 酸 的肽 ， 与机 体 内分 泌 、 生 理

机 能 、 神经 化 学 和 行 为 反 应 密 切 相 关 ， 尽 管 C R H 广

图 2 尼 莫 地 平 + c R H 刺激 下 丘 脑 神 经 元 胞 浆

内游 离钙／结 合钙 ( R a t i o )的变化

剖 脑 × 小 配 散 加 含 细 片 养 K 忭 ∞ ¨ 阶 弃 将 耻 钙 光 光 升 分 用 的 ¨ 甄 瞄 鞯
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表 1 CRH刺激下丘脑神经元磷酸化 CREB含量变化(x± 。 =3) 

．P< 0．05．̈P< 0．01 

A 一 ■■I ． 一 枷 一  

1、2、3、4、5、6、7泳道分别为正常对照组、刺激后 15 min、30 

min、1 h、2 h、6 h、12 h P—CREB变化。A．CRH刺激组；B．尼 

莫地平 +CRH刺激组；C．CP一154526+CRH刺激组。 

图 3 CRH刺激下丘脑神经元 P—CREB蛋白含量变化 

泛分布于中枢神经系统(Control neurol sgsbem，CNS) 

内，但以下丘脑中含量最高。CRH是下丘脑释放的对 

HPA轴调节的最主要的神经分泌物。CRH受体属于 

G蛋白偶联受体，在大鼠，其存在 3种亚型，CRH。R、 

CRH2 R和CRH2 R，CRH1R主要分布于CNS，CRH2 R 

和CRH： R则主要分布于外周组织。 

CRH引起下丘脑神经元细胞内第二信使[Ca2+]i 

的变化使细胞外信息经过转导、放大 ，转变为细胞 

内信息。细胞内很多基因受[Ca2+]i的调节，如：c—f0s、 

c—myc等早期反应基因f3】。因此，无论引起[Ca2+]i变 

化的 Ca2+是来 自于细胞外内流的或内贮 Ca2+释放 

的，都可激活这些早期反应基因表达 。但在海马神 

经元，受体门控的 ca2+通道(N—mithyl—D—aspartate， 

NMDA通道)和电压门控的 Ca2+通道(如 L型通道) 

介导 Ca2+进入含不同 Ca2+反应元件的不同的胞质 

区域，虽然不同空间分布的 Ca2+信号均能有效地启 

动血清反应元件(SRE)介导的 c—f0s基因转录，但在 

激活 cAMP反应元件(CRE)介导的 c—fos基因转录 

中，通过 L-型通道进入的 Ca2+比从 NMDA通道进 

入的 Ca 更有效I51。 

调节 CREB活性的一关键机制是 Ser133位点 

的磷酸化。本研究显示，CRH刺激后P—CREB含量增 

多，刺激后各组与对照组相比差异显著；而用 CRH 

受体拮抗剂CP一154526，可显著减少CREB的表达， 

说明 CRH与 CRH R的结合可使 P—CREB含量增 

加，从而调控基因转录。CREB磷酸化主要是通过PKA 

信号途径活化调节转录因子I6]。PKA活化后，使得异 

四聚体的PKA解离，催化亚基由细胞质进入核内，然 

后使转录因子 CREB在 N端转录活性区附近 的 

Ser133磷酸化活化，从而调控基因转录 。 

本实验表明，用 Nif处理后，P—CREB含量的增 

加可被明显阻滞 ，说明从 L型 Ca2+通道内流的 Ca2+ 

可激活胞质内Ca2+信号，刺激 CREB磷酸化。CREB 

除受 PKA影响外，胞内钙离子浓度变化也可使CREB 

磷酸化而激活CREB~。很多基因受[Ca2+]i变化的调节， 

基因对 Ca2+敏感是因为启动子的上游存在专一的 

DNA序列，而转录因子是这些基因的启动子反应元件 

结合蛋白I91。Ca2+激活 CRE依赖的转录需要多步过 

程，CREB Ser133的磷酸化是很多信号通路的共同 

途径㈣。且[Ca2+]i变化和 PKA途径激活所引起的磷酸 

化修饰都发生在 CREB分子的同一位点上 (第 133 

位Ser残基)。说明两种信号途径所传递的信号可汇 

集在转录调节因子的同一氨基酸残基上，发挥调节 

作用⋯]。 

下丘脑神经细胞受外源性 CRH刺激后，通过开 

放膜钙离子通道启动细胞外 Ca2+内流及内贮 Ca 

释放，增JJ[1[Ca2+]i，而致一系列转录因子的活化而实 

现对基因转录的调节，使下丘脑神经元表型发生相 

应的改变，从而调节下丘脑 一垂体 一肾上腺轴的功 

一 一 

一 

～ 
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能，在应激反应中，下丘脑分泌的CRH在调节下丘 

脑神经元的激活过程中可能起了重要的作用： 
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