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蛋白激酶C 激活调控 FOS表达参与缺血诱导神经元凋亡的研究

陈康宁 ,李云峰 ,郑彩梅　(第三军医大学附属西南医院神经内科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨蛋白激酶 C(PKC)与神经元凋亡的可能机制。方法　采用大鼠全脑缺血模型 ,观察脑缺血 再灌流后 PKC 活

性、FOS 表达及神经元凋亡的变化。结果　脑缺血 再灌流可以导致 PKC 的移位激活伴 FOS 表达及神经元凋亡的增加;用蛋白激酶 C

抑制剂灯盏花可以阻止上述变化。结论　蛋白激酶 C的激活可能通过促进 FOS 表达参与了脑缺血 再灌流诱导的神经元凋亡。

　　关键词:神经元凋亡;蛋白激酶 C;FOS;脑缺血 再灌流
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PKC involves in neuronal apoptosis induced by cerebral ischemia by regulating FOS ac-
tivation in rats
CHEN Kang-ning , LI Yun-feng , ZHENG Cai-mei　(Department of Neurology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , Chi-
na)

　　Abstract:Objective　To explore the possible mechanism by which protein kinase C(PKC)involves in the neuronal apoptosis induced by ce-

rebral ischemia reperfusion.Methods　After the model of ischemia reperfusion was established in male Wistar rats , PKC activity , FOS protein ex-

pression and neuronal apoptosis in their brains were observed.The effect of PKC inhibitor , Dengzhanghua , on above indexes were studied at the same

time.Results　Cerebral ischemia reperfusion resulted in transloactional activation of PKC , accompanied with the increase of FOS expression and

neuronal apoptosis.Dengzhanghua prevented against the above changes.Conclusion　Activated PKC is involved in ischemia reperfusion induced

neuronal apoptosis by regulating FOS expression.

　　Key words:neuronal apoptosis;protein kinase C;FOS;cerebral ischemia reperfusion

　　蛋白激酶 C(Protein Kinase C ,PKC),作为一种存在
于许多组织中 、被水解而激活的酶 1977年首先被 Ta-

kai发现
[ 1]
。其后的研究发现该酶在细胞信号传导中

起重要的作用。近年来研究表明的 PKC 激活参与了

神经元的缺血损伤
[ 2]
,尤其是神经元的凋亡 。但是 ,

PKC 的激活参与脑缺血 再灌流诱导的神经元凋亡的
机制尚不清楚。有人推测可能与其诱导第三信使的过

度表达有关 。为此 ,本研究以大鼠脑全脑缺血 _再灌
流模型 ,观察脑缺血 再灌流 PKC 活性 、神经元凋亡及

FOS表达的变化 ,旨在探讨 PKC的激活参与脑缺血 再
灌流诱导的神经元凋亡的可能机制 ,为临床缺血性脑

血管病的防治提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料
　　健康Wistar 大鼠36只 , 随机分成缺血前 、缺血 20 min 、缺血

20 min再灌流 1 、6 h 、1 d 及 4 d组 ,每组动物 6 只。实验动物由

我校实验动物中心提供。主要试剂:细胞凋亡测定试剂盒从德

国 Boehringer Mannheim , GMbH 购得 , PKC 活性测定试剂盒从中
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国协和医科大学购得 , c-fos 单克隆抗体从中山公司购得。其他

试剂均为国产分析纯。

1.2　方法
1.2.1　Wistar大鼠全脑缺血模型制作　　采用改良的 Pulsinelli

法[ 3] 。

1.2.2　PKC 活性测定采用磷基转移法　　参照 Crumrine 等的

方法[ 4] , 从脑组织中提取膜性 PKC 和胞浆 PKC。 用中国协和医

科大学的 PKC 活性测定试剂盒测定 PKC 活性。 PKC 活性用

pmol·min-1·mg-1 protein 表示。

1.2.3　神经元凋亡的原位观察　　用荧光标记的终末去氧核

糖核酸转移酶介导的 dUTP缺口末端标记法(TDT-Mediated dUTP

nick end labelling , TUNEL)[ 5] 。 切片用荧光显微镜观察 , 并记数

每个切面的凋亡小体的数目。

1.2.4　c-fos的检测　　常规制的石蜡切片。切片 , 脱蜡。 蒸

馏水冲洗 4×5 min , 0.1%过氧化氢甲醇液作用 20 min , 蒸馏水

冲洗 4×5 min。 0.1%胰蛋白酶 37℃消化20 min。蒸馏水冲洗 ,

PBS冲洗 3×5 min。滴加 1∶75(c-fos)单抗 50μl 37℃孵育 2 h ,

PBS 冲洗3×5 min , 滴加 1∶75 二抗 37℃孵育 30 min。滴加 ABC

复合物 , 37℃孵育30 min , PBS 冲洗3×5 min。 DAB 显色 , 镜下控

制反应。脱水 、透明 、封固。切片用显微镜观察 ,并记数每个切

面的阳性染色的数目。

1.2.5　药物干预　　用灯盏花按每次 4 mg kg , 腹腔内注射。

缺血前 15 min 及缺血后 20 min 各给药 1次。

1.3　统计学处理
　　采用(Oxstat-Ⅱ)t检验进行统计学处理。
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2　结果

2.1　实验大鼠脑缺血 再灌流脑组织 PKC 活性的变

化 ,见表 1

表 1　大鼠脑缺血 再灌流脑组织 PKC 活性的变化

(λB pmol·min -1 mg-1 , n=6 , x±s)

Tab 1　PKC activity in the rat brain after cerebral ischemia 

reperfusion(λB pmol·min-1 mg-1 , n=6 , x±s)

120 min with reperfusion
Pre 120min

1h 6h 4d

PKCc 6.61±0.39 4.50±0.40☆★ 2.61±0.30☆★ 1.67±0.60☆★ 0.82±0.35☆★

PKCm 2.83±0.61 7.68±0.61☆ 7.81±1.47 12.39±0.77☆★ 12.66±1.48☆★

D-PKCc 6.65±0.42 5.55±0.55 4.77±0.78■ 3.73±0.41■ 4.17±0.20■

D-PKCm 2.82±0.58 3.64±1.09■ 4.21±0.65■ 5.51±0.47■ 6.03±0.71■

Pre:Preischemia guoup;I:ischemic , PKCc:Cytosolic PKC activity;

PKCm:PKC activity of membrane;D:Treated with Dengzhanghua injec-

tion;☆:P<0.001 vs Pre;★:P<0.001 vs 120 min ;■:P<0.001

vs untreated group

2.2　实验大鼠脑缺血 再灌流脑组织FOS表的变化 ,见表2

表 2　大鼠脑缺血 再灌流脑组织 FOS表达的变化( x±s)

Tab 2　FOS expression in the rat brain after cerebral ischemia 

reperfusion( x±s)

120 min with reperfusion
Pre 120 min

1h 6h 4d

FOS 1.24±0.16 24.36±2.11☆52.50±3.21☆★61.32±6.66☆★ 25.32±3.55☆

D-FOS 1.31±0.18 20.22±2.15■40.54±6.17■ 42.11±5.78■ 15.32±4.21■

Pre:Preischemia guoup;I:ischemic , D:Treated with Dengzhanghua injection;☆:P<

0.001 vs Pre;★:P<0.001 vs 120 min;■:P<0.001 vs untreated group

2.3　实验大鼠脑缺血 再灌流脑组织神经元凋亡的变
化 ,见表 3

表 3　大鼠脑缺血 再灌流脑神经元凋亡的变化( x±s)

Tab 3　Neuronal apoptosis in the rat brain tissue with cerebral

ischemia reperfusion( x±s)

120 min with reperfusion
Pre 120 min

1h 6h 4d

AB 7.51±1.51 13.57±2.15☆24.57±2.44☆★ 37.71±2.60☆★ 105.14±6.07☆★

D-AB 5.86±1.21 12.29±0.76 24.14±1.95 25.29±1.89■ 38.66±6.23■

Pre:Preischemia guoup;I:ischemic , D:Treated with Dengzhanghua injec-

tion;AB:Apoptoticbody;☆:P <0.001 vs Pre;★:P <0.001 vs 120

min;■:P<0.001 vs untreated group

3　讨论

3.1　实验大鼠脑缺血 再灌流脑组织 PKC活性的变化

　　本研究发现 ,脑缺血时胞浆 PKC 活性明显下降 ,

而胞膜 PKC 活性则明显的增加 ,提示脑缺血诱导了
PKC的移位激活 。再灌流以后 , PKC移位激活持续存

在 ,到再灌流 4 d ,膜PKC活性仍然高于缺血前及缺血

20 min的水平。这和一些学者报告的脑缺血 再灌流

脑组织 PKC 活性的变化规律一致
[ 5]
。PKC 是由日本

学者 Takai(1977)首先发现的 ,它是一种钙 磷依赖的蛋
白激酶 。正常情况下 ,几乎以无活性的形式存在于胞
浆中。当受到外界刺激发生移位(Translocation)激活。

PKC可以被第二信使二酰基甘油(Diacylglycerol ,DG)激
活。DG是多磷酸肌醇在磷脂酶 C(PLC)的作用下的降

解产物。DG对 PKC的激活是短暂的 ,因为 DG生成以

后很快被 DG水解酶所水解。然而 ,由磷脂酶 D(PLD)
和磷脂酶A2(PLA2)可引 PKC的持续的激活

[ 6]
。脑缺

血 再灌流脑组织 PKC 激活的可能机制
[ 7]
:①脑缺血 

再灌流时 ,导致谷氨酸 、乙酰胆碱释放 ,从而激活 PLC ,
使DG增加;②脑缺血 再灌流时 ,细胞内钙增加可以
激活 PLA2和 PLD。PLA2可以水解磷脂生成不饱和脂

肪酸 ,这些顺式不饱和脂肪酸可以在钙浓度很低的条
件下激活 PKC。此外 ,PLA2水解磷脂生成的溶血性磷

脂酰胆碱也参与了 PKC 的激活 。PLD可以水解磷脂
酰胆碱生成磷脂酸 ,磷脂酸在磷脂酸水解酶的作用下
生成 DG。此外 PLD水解磷脂酰胆碱还可以生成磷脂

酰肌醇也参与 PKC的激活。值得一提的是 ,缺血条件
下 ,激活的 PKC 可以激活 PLA2 和 PLD ,激活 PLA2 、
PLD的又可以激活 PKC ,形成一恶性循环 ,从而导致

PKC的持续激活 。
3.2　实验大鼠脑缺血 再灌流神经元凋亡的变化及灯

盏花的影响

　　我们的研究发现 ,在脑缺血前脑组织有一定的凋
亡神经元 ,散布在皮层 。这与 Heron等

[ 8]
的观察是一

致的 ,可能是一种生理性的细胞死亡 ,或者是由于取
材 、紫外线的照射有关。缺血以后 ,凋亡神经元明显的
增加 。再灌流以后 ,随着再灌流的进行 ,凋亡神经元不

断的增加 ,这些增加的神经元主要分布在纹状体 ,这与
Li
[ 4]
的实验结果一致。

　　自Goto
[ 9]
1990年发现脑缺血可以引起神经元凋亡

以来 ,很多学者都致力于这方面的研究 。结合我们的
观察 ,可以肯定脑缺血 再灌流可以引起神经元的凋
亡 ,传统认为脑缺血 再灌流引起神经元坏死的观念是

不全面的 。很多学者的研究表明凋亡的神经元主要存
在于梗死的内边缘 ,也就是说主要存在于缺血半影区。
凋亡的程度决定了缺血梗塞范围的大小

[ 4]
。我们的研

究发现 ,脑缺血 再灌流诱导了 PKC 的持续激活 ,同时
伴有神经元凋亡的持续增加 ,用 PKC 的抑制剂灯盏花

可以防止脑缺血 再灌流诱导的PKC的激活 ,同时防止

了神经元的凋亡 。这提示 PKC 的激活参与了脑缺血 
再灌流诱导的神经元的凋亡。

3.3　实验大鼠脑缺血 再灌流脑组织 FOS表达的变化

　　及灯盏花的影响

　　我们发现脑缺血后脑组织 FOS 表达明显的增加。
再灌流以后 ,随着再灌流的进行 , FOS 表达不断的增
加 ,到再灌流 4 d FOS 表达仍高于缺血前的水平。提
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示脑缺血 再灌流诱导了 FOS 表达 。FOS 表达的变化

与PKC激活的变化规律是一致的 。经 PKC 抑制剂灯

盏花治疗以后 ,可以阻止 FOS 表达的增加。这提示

PKC激活参与了 FOS 表达 。
3.4　PKC激活参与脑缺血 再灌流诱导神经元凋亡的

　　可能机制

　　PKC激活参与脑缺血 再灌流诱导神经元凋亡的

机制尚不清楚。我们的研究 PKC 激活伴有 FOS 表达

的增加及神经元凋亡的增加 ,用 PKC 抑制剂灯盏花治

疗不仅可以防止 PKC激活 ,同时FOS表达及神经元的

凋亡明显的减少。这提示 PKC 激活诱导 FOS 表达参

与了神经元的凋亡。
　　1994年 ,Yolanda

[ 10]
发现 PKC 可以促进 c-fos的表

达。1996年 ,Gillardon等
[ 11]
发现脑缺血 再灌流可以诱

导FOS 表达 , FOS 表达可以促进神经元的凋亡 。PKC
激活可以通过多种途径促进 FOS 的表达:①PKC作为

第二信使和第三信使之间的桥梁 ,可以通过核因子κ-
B(Nuclear factorκ-B ,NFκ-B),将胞浆的信号传入核内 ,

从而促进 FOS 的表达;②我们以往的研究发现 PKC激

活可以促进钙超载
[ 12]
,钙超载促进 FOS的表达 。FOS

蛋白可以促进蛋白酶 、核酸内切酶活化或 和合成 ,从
而促进神经元的凋亡

[ 13]
。

　　用 PKC抑制剂灯盏花可以防止脑缺血 再灌流诱
导的 PKC 激活 ,减少 FOS的表达 ,从而防止脑缺血 再

灌流诱导的神经元的凋亡 。
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关于医学符号的使用

　　统计学符号中有拉丁字母和希腊字母 ,不论哪种字母 ,也不论大写或小写一律都用斜体。要注意区分拉丁字
母和希腊字母。例如均数的符号是拉丁字母  x ±s ,卡方的符号是希腊字母χ

2
,自由度的符号是希腊文“υ” ,不是

拉丁文“V” 。样本的相关系数是英文“r” ,不能误为希腊文“γ” 。
　　化学元素及核素在医学写作时一般多采用符号 ,都是拉丁字母正体大写 。在书刊上除校对疏漏外很少发生

错误。离子态的是在右上角用“ -”或“ +”加数字表示。例如“Na
+
、Ca

2+
、P

3-
等 ,不采用 Ca

++
及 P

---
表示。核

素的核子素(质量数)应写在元素符号的左上角 ,例如:
131
I、

32
P。表示激发状态的 m 也写在左上角 ,例如:

99m
Tc、

133m

In。在科技论文和专著中不应写核素的中文名称 。不能写成
131
碘 、铟

133m
、P

32
、Tc

99m
。

　　近几年分子生物学发展很快 ,并已渗透到许多学科 ,大多数分子生物学名词术语的符号已有统一的确定形
式 ,要对符号的来源及其内涵有深刻的了解 ,使用时不致发生错误 ,例如:RNA 有 rRNA(ribosomal RNA)、tRNA

(transfer RNA)、mRNA(messenger RNA)三类。 r、t 、m是表示类型的符号应小写 ,RNA应大写。

(本刊编辑部)
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