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　　提　要　目的: 探讨脑缺血 /再灌流致蛋白激酶 C( PKC)活性变化的规律及其参与神经元损伤的机制。

方法: 采用 Wistar大鼠 4血管闭塞模型 ,观察脑缺血 /再灌流致 PKC活性 (用磷基转移法测得 PKC活性 )变

化的规律 ,结合既往的研究讨论 PKC活性改变参与神经元损伤的机制。结果: 脑缺血 /再灌流可以致膜性

PKC活性明显增加 ,同时胞浆 PKC活性明显下降。结论:脑缺血 /再灌流可以致 PKC移位激活。PKC移位激

活参与脑损伤的机制可能与其促进钙超载有关。

　　关键词　蛋白激酶 C活性 ;钙超载 ;脑缺血 /再灌流
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　　蛋白激酶 C( Pro tein kinase C, PKC)的移位激活

在缺血性神经元损伤中起着重要的作用 [1 ]。但是 ,脑缺

血 /再灌流中 PKC活性的变化规律各个学者的研究分

歧很大 ,有的学者发现脑缺血 /再灌流可以激活 PKC,

而有的学者的结果正相反。为此 ,我们应用 Wistar大

鼠全脑缺血 /再灌流模型 ,用磷基转移法测定 PKC活

性 ,观察脑缺血 /再灌流中 PKC活性的变化 ,初步探讨

PKC活性的变化规律及其机制。

1　材料与方法

1. 1　材料
　　健康雄性 Wista r大鼠随机分成缺血前、缺血 20 min、缺血

20 min再灌流 1、 6 h、 1、 4、 7 d组 ,每组 6只。实验动物由我校实

验中心提供。

　 　主要试剂: Leupeptin、 EGTA、 PMS F、 T ritonX-100由美国

Sigma /Aldrich化学公司购得。PKC活性测定试剂盒由中国协

和医科大学病理学教研室购得。

　　主要仪器: γ-闪烁仪 ( LK8-1217, Finland ) ,低温超速离心

机 ( 55P-72, Japan ) , 荧光分光光度计 ( RF-540 Shimadzu,

Japan)。

1. 2　方法
1. 2. 1　 Wista r大鼠全脑缺血模型制作　 　采用改良的

Pulsinelli法。

1. 2. 2　 PKC活性的测定　　 PKC的提取及活性测定参照

Grumrine等 [2]的方法。

1. 2. 2. 1　动物达到缺血 /再灌流时 ,迅速断头取脑 ,加入 1 ml

匀 浆液 ( 20 mmo l / L HCI-T ris, 0. 25 mo l /L Sucr ose, 10. 0

mmo l /L EGT A, 2. 0 mmo l /L EDTA, 20 μg /ml Leupeptin,

1 mmol /L PM SF, p H7. 5 )制作匀浆。匀浆超速低温离心

( 100 000g , 4℃ , 60 min) ,上清液即为粗提的胞浆提取物 ,用于

胞浆 PKC活性 ( PKCc )测定。沉淀加匀浆液 (含 1% Triton

X100) 4℃搅拌 30 min,超速低温离心 ( 100 000g, 4℃ ) 60 min,上

清液即为粗提胞膜成份 ,用于胞膜 PKC活性 ( PKCm)的测定。

1. 2. 2. 2　 PKC活性测定　　用中国协和医科大学制的 PKC

活性测定试剂盒 ,具体步骤如下:

　　反应成份: 　　　　　　　　　　　　对照成份:

Tris 2. 5μl, HistoneⅢ -S 1. 0μl　 Tris 2. 5μl, HistoneⅢ -S2. 5μl
ATP 1. 0μl, CaCl2 1. 0μl　　　　 EGTA 2. 0μl　　
PS & DG 1. 0μl　　　　　　　　 ( r-32 P) -ATP 1. 0μl　　
( r-32P) -AT P 1. 0μl　　　　　　　　　 /　　

　↘　　 　　　　　　 　　↙　　
加入 PKC提取物 10μl, 25℃震荡 30 min

↓
转移到反应纸片上 , 7. 5μmo l /L磷酸冲洗二次

↓
80℃ 烘烤 20 min

↓
放入闪烁瓶 ,加闪烁液 5 ml,暗室内平衡 6 h

↓
r-闪烁计测得 Bq值

1. 2. 2. 3　 PKC提取物蛋白含量测定　　取 PKC提取物 0. 5

ml,紫外分光光度计用 280和 260 nm波长测光密度值 (Dλ) ,根

据公式 ( 1. 45× D 280 nm- 0. 74× D260nm)×稀释倍数 ,可测

得蛋白含量 ( mg)。

1. 2. 2. 4　 PKC活性的计算　　用 1μl的 ( r-32 P) -ATP作总计

数 ( Bq) ,用以下公式计算 PKC的活性:

PKC活性 =
(反应管 Bq-对照管 Bq)× 100
总计数 Bq×样品蛋白含量 ( mg )

1. 3　统计学处理
　　采用 Oxstat-Ⅲ进行统计处理。
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2　结果

2. 1　实验鼠脑缺血 /再灌注期脑组织 PKC活性的变化 ,见表 1

表 1　大鼠脑缺血 /再灌流蛋白激酶 C活性变化 (λB /pmol min- 1 mg- 1 ,n= 6,x-± s)

Tab 1　 Chnages of PKC activity in ischemic /reperfusion rat brain (λB /pmol min- 1 mg- 1 ,n= 6,x-± s)

I 20 min wi th reperfusion
Pre I 20 min

1 h 6 h 1 d 4 d 7 d

PKCc 6. 61± 0. 30 4. 50± 0. 40a 2. 61± 0. 30a, b 1. 67± 0. 60a , b 0. 94± 0. 18a , b 0. 82± 0. 35a, b 1. 37± 0. 44a , b

PKCm 2. 83± 0. 61 7. 68± 0. 61a 7. 81± 1. 47a 12. 39± 0. 77a , b 12. 39± 1. 39a , b 12. 66± 1. 48a, b 8. 29± 0. 32a , b

Pre: Preischemia g r oup; I: isch emic; PKCc: Cy toso lic PKC activ ity; PKCm: PKC activity of membrane;

a: P < 0. 001 vs pre; b: P < 0. 001 vs I 20 min

3　讨论

3. 1　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活性明显增加 ,提示脑缺血诱导了 PKC

的移位激活。再灌流以后 , PKC移位激活持续的存在 ,

到再灌流第 7 d,膜 PKC活性仍然明显高于缺血前的

水平。这和一些学者报告的脑缺血 /再灌流时 PKC活

性变化规律一致 [ 3]。PKC是由日本学者 Takai ( 1997)

首先发现的 [4 ] ,它是一种钙 /磷依赖的蛋白激酶。正常

情况下 , PKC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 ( T ranslo cation)激活。PKC可

以被第二信使二酰基甘油 ( Diacy lgly cerol , DG)激活。

DG是多磷酸肌醇在磷脂酶 C( PLC)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 )参与的 PKC的激活 ,可使 PKC持

续的激活
[1 ]

。脑缺血 /再灌流时 PKC激活的可能机制:

①脑缺血 /再灌流时 ,由于生物膜去极化等原因 ,导致

多种神经递质如谷氨酸、乙酰胆碱等的释放。这些递质

与其相应的受体作用 ,通过 G蛋白介导机制 ,激活

PLC,从而使 DG增加 [1 ] ;②脑缺血 /再灌流时 ,细胞内

钙增加直接参与了 PKC的激活
[1 ] ;③脑缺血 /再灌流

时 ,细胞内钙增加可以激活 PLA2和 PLD。PLA2可以

水解磷脂生成顺式不饱和脂肪酸 (如亚麻酸、油酸、花

生四烯酸、二十碳六烯酸 ) ,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
[1 ]

。此外 , PLD水解磷脂酰

胆碱还可以生成磷脂酰胆碱也参与了 PKC的激活。

PLD可以水解磷脂酰胆碱还可以生成磷脂酰肌醇 ,后

者在 PLC的作用下生成 DG激活 PKC。值得一提的

是 ,缺血条件下 ,激活的 PKC又可以激活 PLA2和

PLD,激活的 PLA2、 PLD又可以激活 PKC,形成一恶

性循环 ,从而导致 PKC的持续激活
[ 1, 5]

。脑缺血 /再灌

流时 PKC激活的可能机制见图 1。

Cerebral Ischemia /Reperfusion
↙　　　　　　　↘

Calcium Overlo ad　　　　　　 Ach and Glu Release
|　　　　　　　　　　　　↓

　 　|　　　　　　　　　 PLC Activa ted
↓　　　　　　　　　　　　↓

PLD and PLA2 Activ ated　
　　

　 DG Produced
↘　　　　　　↙

PKC Activ ated

图 1　脑缺血 /再灌流 PKC激活的机制

Fig 1　 Mechanism of PKC act ivat ion in cerebral

ischemia /reperfusion

3. 2　 PKC参与脑缺血 /再灌流损伤的作用及机制

　　本研究发现 ,脑缺血 /再灌流可导致 PKC的移位

激活 ,这种移位激活在 20 min时就非常明显 ,且可以

持续到再灌流第 7天 ,与许多学者的报道一致。结合我

们既往的研究 ,发现 PKC的移位激活伴随细胞内钙的

增加、皮层局部脑血流的减少及脑组织缺血改变而加

重
[6 ]
,这揭示脑缺血 /再灌流时 PKC的移位激活与神

经元的缺血损伤有关 ,这与很多学者的结论一致。

　　脑缺血 /再灌流致 PKC移位激活从而参与神经元

缺血损伤的机制尚不清楚。结合我们既往的研究推测

PKC移位激活参与神经元缺血损伤的可能机制如下:
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① PKC移位激活促进了细胞内钙积聚。我们的研究发

现 PKC的移位激活伴有细胞内钙浓度的增加。另外 ,

我们采用新生鼠脑神经元原代培养模型 ,用 PKC的激

动剂 PM A处理培养的神经元 ,结果发现 PMA可以致

培养神经元内钙浓度的增加 ,且钙浓度的增加与 PMA

有剂量依赖关系 [7 ]。这说明 PKC的移位激活促进了细

胞内钙积聚。PKC移位激活可以通过消耗 ATP
[8 ]

、磷

酸化 NMDA受体
[9 ]

、降低 G蛋白依赖的钙通道阻滞

作用 [10 ]及直接修饰钙通道作用 [11 ]来促进钙积聚。值得

一提的是钙积聚又可以引起 PKC的移位激活 ,从而形

成恶性循环。② PKC的激活可以引起血管收缩从而加

重缺血缺氧。PKC的激活引起血管收缩可以通过钙依

赖的机制和钙非依赖的机制。③ PKC的移位激活可以

降解细胞骨架成份。

3. 3　展望

　　脑缺血 /再灌流时 PKC移位激活 , PKC的移位激

活参与了神经元的缺血损伤。因而 , PKC的抑制剂对

神经元的保护作用已开始被人们重视。选择合适的

PKC抑制剂将有助于缺血性神经元损伤的保护。
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Changes of activity of protein kinase C during cerebral ischemia /reperfu-

sion in rats
 

Chen Kangning , Dong Weiw ei ( Depar tment of Neuro log y , Southwest Hospital, Third M ilitary Medical Univ er sity ,

Chongqing , 400038)

　 　 Abstract　Objective: To explo r e the changes o f activ ity of pro tein kinase C ( PKC) during ischemia /

r eper fusion and the ro le of this enzyme in neurona l ischemic injury. Methods: Afte r the model of ischemia /

r eper fusion was establish ed in male W ista r r ats, the changes o f ac tiv ity o f PKC we re observ ed. Resul ts:

Cerebra l ischemia /r eper fusion significantly increased the activity of membrane PKC and dec reased that o f cy-

toso lic PKC. Conclusion: Cerebra l ischemia /r epe rfusion results in translo cationa l ac tiv a tion o f PKC and the

activ ation migh t damage the neurons thr ough promo ting calcium overload.

　　 Key words　 protein kinase C activity; calcium overload; cer ebral isch emia /reperfusion; ra t

400　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 20卷

 This pro ject wa s suppo rted by the National Na tural Science Founda tion o f China , No. 39670269


