
蛋白激酶 C激动剂 PMA对培养神经元胞内游离钙的影响
 

陈康宁
  

　董为伟　 张　帆　　 (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)激活参与神经元损伤的机理。方法:采用新生 Wista r大鼠神经元

分散培养 ,观察 PKC激动剂 PM A对培养神经元的毒性率及神经元内游离钠的影响。结果: PM A可以明显

地增加细胞内游离钙和神经元的毒性率。结论: PKC激活引起神经元损伤可能是通过引起钙聚积来实现的。

　　关键词　蛋白激酶 C,神经元内游离钠 ;神经元损伤

　　中图法分类号　 R745

　　 PKC通过对蛋白质的磷酸化 ,在神经元兴奋性调

节、信号传递、突触塑形、细胞增殖中起着关键的作

用
[1 ]

。近年来 , PKC在神经元缺血损伤中的作用倍受

人们的重视 ,但是 PKC激活参与神经缺血损伤的机理

尚不清楚 [2 ] ,有人推测与 PKC激活参与了细胞内钙的

调节有关。为提供 PKC激活参与细胞内钙调节的直接

依据 ,我们采用新生 Wista r大鼠大脑神经元分散培养

模型 ,用 PKC激动剂—— PMA处理培养神经元 ,观

察神经元胞内游离钙和 PM A的毒性率 ,旨在探讨

PKC参与神经元损伤的机理。

1　材料和方法

1. 1　神经元分散培养的试剂
　　从 GIBCO /BRL生命技术有限公司及 Sigma /Aldrich公司

购得。Fura-2 / AM由中国医学科学院提供。

1. 2　二氧化碳培养箱
　　为 Sheldon-M2300型。

1. 3　神经元的分离
　　取一窝新生鼠 (出生 24 h以内 , 6～ 10只 ) ,用 70%乙醇浸泡

消毒 3～ 5 min,迅速断头取脑 ,置于 4℃孵化液中 ,体视显微镜

下去除脑膜 ,分离出皮层和基底节 ,将其切成碎片 ,转移入离心

液中 ,加入 10～ 15 ml胰蛋白酶 ( 0. 25% ) , 200μl DNase I ( 0.

2% ) , 37℃消化 10 min,以吸液轻轻吹打分散细胞。加入 200μl

DNase I, 1 000 r /min离心 5 min,去除上清液。加入 15 ml含

20%小牛血清的培养基 ,吹打混匀。1 000 r /min离心 5 min,去

除上清液。加 15 ml含 10%小牛血清的培养基 ,吹打混匀。取 50

μl细胞悬液 ,以 0. 08%台盼蓝染色 ,光镜下观察细胞存活率 ,达

95%以上 ,可以用于细胞培养。另取 50μl细胞悬液 ,光镜下以

血球计数板计数。

1. 4　细胞培养
　　将制备的细胞悬液按 1× 105 /ml种植于 96孔板内 ,用于细

胞毒性率的观察。用 1× 103种植于 6孔板内 ,用于细胞内钙浓度

的测定。种植后次日更换培养基 (更换 2 /3) ,以后每 3 d更换 1次

培养基。种植后第 3、 5、 7 d加入阿糖胞苷 (终浓度为 30μmol /

L) ,以抑制胶质细胞生长。

1. 5　 PM A的干预

　 　于种植后第 8天 ,按 5ng /ml、 10ng /ml加入 PM A。观察

PMA对神经元毒性作用及对细胞内游离钙的影响。每一处理

方式包括 3～ 6复孔。48 h以后进行以下的测定。

1. 6　 MT T法测定细胞毒性率

　　参照孙绩耀等人 M TT过夜检测法 ,略加改变。即助溶剂

10% Tri ton-50%异丙醇中加入稀盐酸酸化 ,以避免酚红干扰测

定。按 Green等 [3]的方法计算 PM A对神经元的毒性率:

　　细胞毒性率= ( 1- D处理
D对照

)× 100%

　　 D为 550 nm的吸光度值。

1. 7　培养神经元内游离钙测定
　　参照 Daily等 [4]的方法。培养细胞用 0. 125%胰蛋白酶消化

20 min ( 37℃ ) ,用 10% 小牛血清中止消化。 1000 r /min离心 5

min。于沉淀中加入完全培养基 ,然后加入 Fura-2 / AM (终浓度

为 5μmo l /L ) , 37℃恒温振荡负载 30 min。用荧光分光光度计测

定光值。从而测定游离钙浓度 ( nmo l /L )。

1. 8　统计处理
　　采用 Oxstal-Ⅱ程序进行统计处理。

2　结果

2. 1　 PM A神经元毒性率

　　正常对照组神经元的毒性率为 3. 71%± 3. 07% ,加入 5ng
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PMA后 ,细胞毒性率明显增加达 30. 71%± 6. 10% (与对照组

相比 , P < 0. 001) ,加入 10ng PM A后 ,细胞毒性率进一步的增

加 ,不但明显高于对照组 ,而且明显高于加入 PM A5ng组 ( P

值均 < 0. 001) ,见表 1。

表 1　 PMA对神经元毒性率及细胞内钙的影响 ( n= 8,x-± s )

Tab 1　 Ef fect of PMA on neuronal toxic rate and Ca2+

content (n= 8, x-± s)

Cont rol PM A( 5ng) PM A( 10ng)

Activit y (% ) 　3. 71± 3. 07 30. 71± 6. 10* 44. 68±4. 60*△

Calcium
(CB /nmol L- 1 )

115. 7± 18. 1 251. 89± 8. 84* 422. 91±10. 87* △

* : P < 0. 001 vs cont ro l;△: P < 0. 001 vs PM A( 5ng )

2. 2　 PKC激动剂

　　 PM A对培养神经元细胞内钙的影响 ,本组培养神经元胞

内游离钙浓度为 115. 7± 18. 1 nmol /L,加入 5ng PM A后 ,细胞

内钙明显增加 (与对照组相比 , P < 0. 001)。加入 10ng PM A

后 ,神经元内钙达对照组的 3. 7倍 ,明显高于对照组及加入 5ng

PMA组 ( P均 < 0. 001) ,见表 1。

2. 3　细胞内钙增加与神经元毒性的关系
　　经相关性检验 , r = 0. 98, P < 0. 001,说明细胞内钙增高

与神经元毒性率密切相关。

3　讨论

　　自 PKC被发现以来 ,其生理作用受到了人们的极

大重视。近年来 ,人们又发现 PKC在许多病理条件下

起着重要的作用。

　 　 1993年 , Domanska等
[ 5]发现脑缺血可以诱导

PKC的移位激活 ,推测 PKC的确参与了神经元的缺

血损伤。以后 ,许多作者的研究都证明了这一点。然而 ,

对 PKC激活参与神经元缺血损伤的机理尚不清楚。

　　我们的研究发现 , PKC的激动剂 PM A可以引起

培养神经元内游离钙浓度增加。当加入 5 ng PM A时 ,

神经元内游离钙增加更为明显地高于对照组 ,随 PMA

量的增大——当加入 10 ng PMA时 ,神经元内游离钙

增加更为明显 ,不仅明显地高于对照组 ,而且明显地高

于 5 ng PMA组。经相关性检验证明细胞内钙增高与

神经元毒性率密切相关。结果提示 , PKC的激活 ,可以

促进神经元内钙积聚。由此我们推测 ,缺血条件下

PKC激活参与神经元损伤 ,可能与 PKC激活促进细

胞内钙积聚有关。细胞内钙积聚可以激活一系列蛋白

酶、蛋白激酶、磷脂酶 ,从而导致神经元的损伤。我们的

研究也发现 ,随着 PMA剂量的增大 ,细胞内钙积聚越

明显 ,细胞损伤也越明显 (细胞毒性率明显的升高 )。

PM A致 PKC激活 ,从而导致细胞内钙聚积的可能与

以下几点有关: ① PKC磷酸化底物消耗了 A TP(由

A TP提供磷基 ) ,从而干扰依赖于 A TP的细胞内钙的

泵出
[ 6]
;② PKC可以使 NMDA受体磷酸化 ,磷酸化以

后的 NMDA受体 ,其开启更容易 ,而且 Mg
2+
对其阻

滞的作用明显降低 ,从而介导钙内流
[ 6]
;③ PKC激活 ,

可以降低 G蛋白依赖的钙通道阻滞作用 ,从而导致钙

从这些通道大量的内流 [ 7] ;④ PKC激活 ,抑制了神经

元对兴奋性氨基酸谷氨酸的摄取 ,加重了细胞外谷氨

酸的堆积 ,通过激活 NMDA受体 ,增加钙内流 [ 8] ;⑤

PKC激活 ,磷酸化电压依赖的钙通道 ,直接促进钙内

流
[9 ]

。

　　我们的研究发现 , PM A激活 PKC,可以导致神经

元的损伤。在加入 5 ng PM A时 ,毒性率为 30. 71%±

3. 07% ,明显地高于对照组 ,当加入 10 ng PM A,毒性

率较对照组增加了 3倍多。在离体实验 ,证实了 PKC激

活可以导致神经元的损伤。PKC激活导致神经元损

伤 ,这是通过促进细胞内钙聚积而实现的。细胞内钙聚

积 ,可以通过影响线粒体结构与功能、激活蛋白酶、蛋

白激酶、促进兴奋性氨基酸释放、促进自由基生成等途

径导致神经元损伤。

　　我们的结果提示 , PKC激活可以促进钙积聚 ,从

而导致神经元损伤。
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Effects of PMN, an activator of protein kinase C, on free calcium in cul-

tured rat neurons
*

Chen Kangning , Dong Weiw ei , Zhang fan ( Depa rtment of Neurolog y , South west Hospital, Third M ilitary M edical Univ er-

sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o explo re the mechanism o f pa rticipation o f ac tiv a ted pro tein kinase C ( PKC) in

damaging the neurons. Methods: The neurons dissected from the neona tal Wista r rats wer e cultur ed to ob-

serv e the effects of PMN , an activ ato r o f PKC, on changes of intraneurona l f ree calcium and neuronal tox ic

ra te. Results: PMN could ma rkedly incr ea se the content o f intraneurona l fr ee calcium and the neuronal tox ic

ra te. Conclusion: The activ ation o f PKC causes the damage o f the neurons th rough mediating accumula tion of

intr aneuronal fr ee calcium.

　　 Key words　 protein kinase; intraneuronal free calcium; neuronal injur y; ra t

　* 　 This pr ojec t was suppo rted by the National Natur al Science Foundation of China　 No. 39670269

唇裂术后 5天呼吸道梗阻一例

Report case of respiratory tract obstruction 5 days af ter repairment of

the clefe lip

肖朝林
 

　　 (第三军医大学附属新桥医院口腔科 ) 重庆 , 400037

1　临床资料

　　患儿 ,男性 , 1岁。因上唇裂开要求整复入院 ,诊断为双侧先

天性唇腭裂 (Ⅲ °)。入院后查体无阳性征、无哮喘病史 ;常规实

验室检查未见异常。于 1996年 8月 28日在气管插管全麻下行双

侧唇裂整复术。麻醉复苏缓慢 ,体温 38℃～ 40℃左右 ,生命体征

平稳 , 10 h后清醒。术中及术后检查无误吸血凝块。术后第 5天

早晨 8时 20分 ,患儿突然出现呼吸困难 ,面唇部紫绀、窒息。经迅

速吸痰、采取头侧卧位后 ,患儿出现呕吐 ,内容物似蛋花样。经

吸痰、给氧后症状缓解。手术后 10 d痊愈出院。

2　讨论

　　呼吸道意外是唇裂整复术后的严重并发症 ,但术后 5 d出

现呼吸道意外却罕见 [1]。本例患儿在突发性呼吸困难前有一明

显地后仰动作。由于患儿术后一直食用牛奶制品 ,且食用次数

多、浓度高 ,而胃蛋白酶对蛋白质的消化不完全 ,从而使未消化

蛋白质凝结沉积于胃 ,当发生体位变化时 ,使胃内容物倒流于

食管 ,误吸后致上呼吸道梗阻。术后第 5天出现并发症往往给诊

断带来一定困难。因此要求护理人员及其家属 ,应对唇裂术后

患儿的活动幅度严格控制 ,密切加以观察 ,并在饮食方面加以

调配 ,不宜食用单一高蛋白食物 ,这样的严重并发症是可以预

防的。

　　关键词　唇裂 ;呼吸道梗阻

　　中图法分类号　 R782
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