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培养大鼠皮层神经元缺氧损伤与蛋白激酶活化关系的研究

黄河清 ,陈康宁 ,邵淑琴　　(第三军医大学西南医院神经内科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　检测神经元缺氧后膜性 PKA(蛋白激酶 A)和 PKC(蛋白激酶 C)活性变化 ,以及它们的特异性抑制剂对

神经元凋亡率的影响。方法　建立培养的神经元“缺血”模型 , 然后用不同浓度的特异性 PKA 抑制剂 Rp-cAMP 和特异性

PKC 抑制剂 Calphostin C预孵育培养神经元再进行“缺血”实验 ,用放射酶分析法测定神经元缺氧后的膜性蛋白激酶活性 ,

各组缺氧神经元的凋亡百分率由 TUNEL荧光试剂盒测定。结果　随着神经元缺氧时间的延长 , 神经元膜性 PKA 和 PKC

活性均增加;随着 Calphostin C 浓度的增加 ,细胞凋亡率显著增加;相反随着 Rp-cAMP浓度的增加 , 细胞凋亡百分率显著减

少。结论　①PKA和 PKC 信号转导通路均参与了缺氧神经元损伤;②缺氧后培养神经元 PKA 和 PKC 对凋亡的调控功能

相反 ,提示在培养的缺氧神经元中 PKA和 PKC 信号转导属于单相控制系统 , 可能二者在细胞中的比例决定着缺氧神经元

的存亡。
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Roles of PKA and PKC in the process of anoxic apoptosis of cultured rat cortical

neurons
HUANG He-qing , CHEN Kang-ning , SHAO Shu-qin (Department of Neurology , Southwest Hospital , Third Military Medical University ,
Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To detect the percentage of cultured neuron apoptosis after the neurons were treated with

anoxia and specific inhibitors of protein kinase A(PKA)and protein kinase C (PKC).Methods　After establish-

ment of the model of neurons cultured under hypoxic condition , the neurons were cocultured with different concentra-

tions of Rp-cAMP and Calphostin C , specific inhibitors of protein kinase A and C , respectively.Then neurons were

cultured under an ischemic condition until the number of survived neurons , the activity of mPKA , and mPKC , and the

apoptotic neurons stained by TUNEL in each group were observed.Results　The activity of mPKA and mPKC signif-

icantly increased after the onset of hypoxia.With the increases in concentrations of Rp-cAMP or Calphostin C , the

percentage of apoptotic neurons obviously decreased or increased , respectively.Conclusion　The pathways of PKA

and PKC signal transduction may participate in the hypoxic neuron injury.The functions of these two kinases are op-

posite for apoptotic regulation.It suggests that the signal transduction of PKA and PKC in hypoxic neurons belongs to

a monophasic controlling system and the ratio of PKA to PKC in cells may determine the survival of hypoxic neurons.
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　　在中枢神经系统神经元中 PKA 、PKC 均有比较高

的表达 ,它们的信号传递系统明显地影响着脑缺血的

病理过程
[ 1]
。目前国内外对二者在凋亡中作用机制的

研究尚显不足 ,且结论也不一致
[ 2]
。我科以往大量的

研究表明 , PKC 的移位激活与缺血神经元凋亡的
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发生有关 ,并且在缺血再灌注早期这种现象与凋亡的

发生更具有相关性 。鉴于 PKA和 PKC 信号转导系统

的特点 ,推测它们在缺血凋亡中可能存在不同作用(协

同或拮抗)
[ 3]
,为探讨这种作用是否参与了缺血神经元

凋亡的过程 ,我们通过观察 PKA 、PKC 特异性抑制剂

Rp-cAMP 和Calphostin C对体外培养神经元凋亡的影

响 , 来进一步了解缺血神经元凋亡中蛋白激酶的

作用机制 。

1　材料与方法

1.1　实验动物
　　取健康孕 16 ～ 18 d 的第三军医大学实验动物中心 Wistar
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胎鼠大脑皮层神经元作原代细胞培养。

1.2　分组
　　实验分组培养细胞每孔(瓶)为一个样本 ,所有样本分为不

缺氧和缺氧 1、6、12 h 4 个时间组 , 每个时间组内按是否加蛋白

激酶抑制剂分为:不加抑制剂(对照)组 、加 Calphostin C 或加

Rp-cAMP各 50、100 、200 nmol L 7 个浓度组 ,每组均含 3 个样本。

1.3　实验方法
1.3.1　原代神经元培养 、缺氧模型建立及神经元的鉴定

1.3.1.1　皮层神经元分离培养　　按 Eric的方法[ 4]改良进行。

取孕 16～ 18 d的Wistar 胎鼠双侧皮层 , 制成密度为 5×105 ml的

单细胞悬液 ,接种于涂有多聚赖氨酸的培养板和培养瓶中并放

入37 ℃、含5%CO2 的孵箱内培养。于培养第 2天每样本加入 20

μmol L的阿糖胞苷作用24 h 抑制胶质细胞的过度增殖。

1.3.1.2　神经元缺氧模型　　用 Calphostin C 或 Rp-cAMP各自

不同浓度预孵育细胞2 h ,用“缺血” 培养基(低糖 、无血清)置换

完全培养基后移至 37 ℃恒温自制密闭缺氧小室内 , 反复抽去

空气并充入无氧混合气体(95%N2 、5%CO2), 使缺氧小室内氧

浓度<1%,继续培养 1 、6、12 h。

1.3.1.3　神经元的鉴定和保存　　取培养 10 d 的神经元用台

盼蓝染色 , 计数神经细胞存活率达 95%以上用于神经元鉴定。

用特异性神经元 NF-200 单克隆抗体进行常规免疫荧光染色 ,

计数阳性神经元达 85%～ 90%以上的样本可用于实验。在倒

置相差显微镜下(相差×20)分别随机观察并计数 5 个相邻视

野的存活神经元数以备细胞凋亡百分率计算用。按常规细胞

冻存方法收集 100 ml培养瓶的细胞放入冻存管中液氮冻存以

备测定蛋白激酶活性用。

1.3.2　培养神经元凋亡率的测定　　4%多聚甲醛固定样本

15 min , 0.1%TritonX-100孵育 4 ℃ 2 min ,加 25 μl TUNEL混合反

应液于湿盒中避光 、37 ℃孵育 60 min(对照用 25 μl标记溶液而

非混合反应液), 50%缓冲甘油封片。在荧光显微镜(10×20)视

野下 ,随机观察并计数 5 个相邻视野的 TUNEL反应阳性神经元

数 ,并计算其所占存活细胞的百分率。

1.3.3　mPKC 活性的测定　　参考文献[ 5] 的方法 ,首先分离提

取细胞中 mPKC 成分:复苏不同处理因素的细胞 , 加入 5 ml酶提

取液 A(含 20 mmol L Tris-HCl , pH 7.5 , 0.25 mol L蔗糖 , 2 mmol L

EDTA , 0.5 mmol L EGTA , 1 mmol L PMSF , 10 mg L 亮肽素 , 50

mmol Lβ-巯基乙醇), 超声破碎 15 s ,低温高速离心机 700×g 、4

℃离心 15 min去核 , 取上清继续低温超速离心机 100 000×g 、4

℃离心 1 h , 弃上清并向沉淀中加 5 ml酶提取液 B(酶提取液 A

中再加 5%TritonX-100), 4 ℃搅拌 1 h ,低温超速离心机100 000×

g 、4 ℃离心 1 h ,取上清即为 mPKC酶提取物。取部分酶样本用

紫外分光光度计测定并计算单位体积酶样中的蛋白含量 , 然后

用放射酶分析法测定 PKC 活性(pmol·min-1·mg-1)=[(反应管

cpm-对照管 cpm)×100] (总计数 cpm×样品蛋白量)。

1.3.4　mPKA活性测定　　细胞中 mPKA 成分的分离提取按

照文献[ 6]方法 , 向复苏的细胞中加入 5 ml 酶提取液 C(含 10

mmol L Tris-HCl , pH 7.4 , 0.25 mol L 蔗糖 , 2 mmol L MgCl2 , 1

mmol L CaCl2 , 10 mol L KCl , 1 mmol L PMSF , 10 mg L亮肽素), 以

下步骤除了仍用酶提取液 C 外 , 与 mPKC 提取方法相同。然后

参考GibcoBRL的 PKA活性测定试剂盒提供的方法测定并计算

出 PKA 激活的百分率。

1.4　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 采用Microsoft的 Excel 2000 进行单因素

方差分析。

2　结果

　　随着缺氧时间的延长 , mPKA 活性增加 , 其中缺氧 6 h 及

12 h 组与常氧组比较差异显著;不同 Rp-cAMP 浓度组间 PKA

活性差异显著:100 nmol L 组较对照组 PKA 活性约下降了

55%,而 200 nmol L组较对照组约下降了 97%, 见表 1。

表 1　缺氧及 Rp-cAMP对培养神经元 mPKA活性的影响

[ ( x±s)pmol-1·min-1·mg-1)]

Tab 1　Effects of hypoxia and Rp-cAMP on the membrane PKA activity

of cultured neurons[ ( x±s)pmol -1·min-1·mg-1)]

Anoxic time(h)
Group

0 1 6 12

Control 77.85±6.87 85.36±7.11 93.08±8.23☆ 98.64±9.04☆☆

Rp-cAMP
100 nmol L group

34.62±3.21＊ 37.59±3.63＊ 42.07±4.15＊☆ 45.12±4.73＊☆☆

Rp-cAMP
200 nmol L group 2.07±0.18＊ 2.52±0.23＊ 3.04±0.29＊☆ 3.34±0.31＊☆☆

＊:P<0.01 , vs control;☆:P<0.05 , ☆☆:P<0.01, vs 0 h

　　随着缺氧时间的延长 , mPKC 的活性显著升高 , 缺氧 1 、6 h

和12 h 的 mPKC 活性分别约为缺氧前的 2.5 倍 、5 倍和 8 倍。

而在各缺氧时间组内随着 Calphostin C 浓度的增大 ,mPKC 的活

性被明显抑制:其中 Calphostin C 100 nmol L 组为对照组的

30%, 200 nmol L组为 100 nmol L组的 50%, 见表 2。

表 2　缺氧及 Calphostin C对培养神经元 mPKC活性的影响

[ ( x±s)pmol-1·min-1·mg-1)]

Tab 2　Effects of hypoxia and Calphostin C on the membrane PKC

activity of cultured neurons [ ( x±s)pmol-1·min -1·mg-1)]

Anoxic time(h)
Group

0 1 6 12

Control 1.25±0.04 2.99±0.15☆ 6.29±0.23 9.60±0.59 

Calphostin C
100 nmol L group

0.37±0.03＊ 0.91±0.05＊☆ 1.87±0.06＊ 2.89±0.12＊ 

Calphostin C
200 nmol L group

0.18±0.02# 0.46±0.03#☆ 0.93±0.04# 1.46±0.06# 

＊:P<0.01 , vs control;#:P<0.01, vs 100 nmol L group;☆:P

<0.01 , vs 0 h; :P<0.01 vs 1 h; :P<0.01 , vs 6 h

　　在各时相点 ,随着 Rp-cAMP 浓度的增加 , 神经元凋亡阳性

率逐渐降低 , 100 及200 nmol L组较对照有显著差异;而对于用

不同浓度 Rp-cAMP处理的神经元 , 随着缺氧时间的延长 , 凋亡

阳性率逐渐增高 ,见表 3。

　　在各时相点 , 随着 Calphostin C 浓度的增加 ,神经元凋亡阳

性率逐渐升高 , 100 及 200 nmol L组较对照有显著差异;而对于

用不同浓度 Calphostin C 处理的神经元 ,随着缺氧时间的延长 ,

神经元凋亡阳性率逐渐增高 ,见表 4。
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表 3　缺氧及 Rp-cAMP对培养神经元 TUNEL反应阳性率的影响

[ ( x±s)%]

Tab 3　Effects of Rp-cAMP and hypoxia on the TUNEL positive

staining rate of cultured cortex neurons [ ( x±s)%]

Anoxic time(h)
Group

0 1 6 12

Control 0.00 3.74±0.11☆ 8.78±0.38☆☆ 19.19±0.49☆☆

Rp-cAMP
50 nmol L group

0.00 3.63±0.09☆ 7.85±0.29☆☆ 18.25±0.59☆☆

Rp-cAMP
100 nmol L group

0.00 3.39±0.09☆ 5.72±0.20＊☆☆ 13.36±0.35＊☆☆

Rp-cAMP
200 nmol L group

0.00 2.85±0.17☆＊ 4.48±0.14＊☆☆#8.26±0.23＊☆☆#

＊:P<0.01, vs control;☆:P <0.05 , ☆☆:P<0.01 , vs 0 h;

#:P<0.05 , vs Rp-CAMP 100 nmol L

表 4　缺氧及 Calphostin C对培养神经元凋亡阳性率的影响[ ( x±s)%]

Tab 4　Effects of Calphostin C and hypoxia on the TUNEL positive

staining rate of cultured cortex neurons [ ( x±s)%]

Anoxic time(h)
Group

0 1 6 12

Control 0.00 3.70±0.09☆　8.63±0.15 　　21.68±0.52  　　

Calphostin C
50 nmol L group

0.00 4.94±0.07☆ 11.53±0.51  50.12±1.90  

Calphostin C
100 nmol L group

0.00 8.70±0.18＊☆ 18.50±0.20＊ 64.13±1.66＊＊  

Calphostin C
200 nmol L group

4.61±0.25＊＊ 18.06±0.11＊＊☆52.23±1.61＊＊  4.86±2.90＊＊  

＊:P<0.05 , ＊＊:P <0.01 , vs control;☆:P <0.01 , vs 0 h;

 :P<0.05 ,   :P<0.01 , vs 1 h;  :P<0.01, vs 6 h

3　讨论

　　人们普遍认为 ,蛋白的磷酸化和脱磷酸化在所有
细胞重要功能的调节中起关键作用 ,各种不同的信号

转导通路互相连接成网 ,调节细胞的内稳态 、分裂 、增
殖及存活等 ,而在所有这些信号分子中最关键的莫过

于丝 苏氨酸蛋白激酶类的 PKA 、PKC和 Akt(PKB)了 ,
并且这些蛋白激酶很可能成为今后反义寡核苷酸治疗

疾病的重要目标
[ 7]
。

　　已知许多组织都至少含有 PKA和 PKC 两种跨膜

信号转导系统 ,它们都是细胞信号调节的关键通路 ,它
们常常对相同的磷酸化蛋白受体表达起反应 ,并对单

个蛋白受体分子的相同丝 苏氨酸位点磷酸化。在双
相控制系统中 ,PKA和 PKC 系统相互抑制;而在单相

控制系统中 ,则 PKA或 PKC强化另一系统
[ 8]
。

　　目前对两种蛋白激酶和缺血神经元凋亡关系的研
究仍存在争论。我们的实验表明:在培养神经元“缺
血”过程中 mPKA和 mPKC 的活性增加的同时细胞凋

亡百分率显著增加 ,证明 PKA和 PKC信号转导通路参

与了“缺血”神经元损伤 ,且二者的相互关系属于单相
控制系统 ,但至此二者对于“缺血” 神经元凋亡的意义
仍不明 。随着我们实验的深入 ,发现随着 Calphostin C

浓度的增高 ,mPKC 活性显著抑制 ,同时培养神经元刁
亡百分率显著增加 ,而另一方面 ,随着 Rp-cAMP 浓度
的增高 ,mPKA活性显著降低 ,但出现培养神经元凋亡

百分率显著减少的结果。由此我们认为:培养神经元
“缺血”后 PKC 的激活对神经元是有益的 ,而 PKA的激

活对神经元则是有害的 ,很可能二者在细胞中的比例
决定着缺氧神经元的存亡 。也有很多实验证实 PKA 、
PKC的激活参与了缺血的病理过程(如兴奋性毒性 、
NO毒性 、Ca

2+
超载等)。有人对海马神经元的研究表

明 ,PKA 的激活可以增加神经元在缺氧和 NO毒性中

的生存率 ,而 PKC活性的下调产生相似结果 ,表明二
者对缺血细胞凋亡的作用相反

[ 9]
;另有研究认为 PKC

的激活通过Ca
2+
超载的途径增加缺血神经元凋亡 ,还

有的研究发现 PKC 激活可加重凋亡而激活 PKA则可

减少凋亡或无明显影响。之所以造成这些矛盾的结果
考虑与实验对象不同以及处理因素不同等多种原因有

关。另外 PKA和 PKC除了可通过抑制和促进 Bcl-2的
表达来调节培养神经元的凋亡外 ,对它们在“缺血”神
经元凋亡中的调节机制我们还做了更进一步的研究。
　　通过我们的研究可以认为 ,导致脑缺血后神经细
胞损伤的信号转导系统 ,是一个复杂的相互作用网络 ,
所以我们在临床工作中对脑缺血的处理必须考虑多途

径 、多方面的治疗方案 ,以期达到理想的效果 ,而 PKA

和PKC不同亚型在脑缺血中的激活机制以及信号转

导机制的探讨 ,也是今后国内外深入研究脑缺血后急
性和迟发性神经元损伤保护的重要课题

[ 10]
,并希望能

给临床治疗脑缺血提供新的线索。
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