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钙调素及其依赖性激酶对即早基因C—fos表达的影响 

羊明智 ，吴 叶 ，章亚东 。候树勋 ，贾连顺 

(1．南华大学 第一附属医院 脊柱外科，湖南 衡阳421001； 

2．北京304医院；3．上海长征医院) 

摘 要：目的 探讨钙调素及其依赖性激酶对脊髓灰质 C—fos基因表达的影响。方法 用原位杂 

交方法分别观察高钙环境下离体培养脊髓组织在应用钙调素及其依赖性激酶拮抗剂(三氟啦嗪及 KN一 

62)环境下30 min至 12 h不同时间点 C—fos基 因的表达变化。结果 高钙浓度组信号明显较对照组、 

三氟啦嗪组及 KN一62组强。高钙浓度组 C—fos mRNA杂交信号在 4～6 h时间点达高峰。三氟啦嗪组 

及 KN一62组杂交信号在 6 h时间点较对照组增高，但比高钙离子浓度组弱。结论 钙离子介导 C—fos 

表达可能是与钙调素形成复合物激活 CAM—PK实现的。 
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The Effect of the CAM  and CAM ——Dependent Kinase on the 

Expression of C——fos Gene in the Spinal Cord Matter 

YANG Ming—zhi，WU Ye，ZHANG Ya—dong，et al 

(Department of Orthopaedics，the First Affiliated 

Hospital ofNanhua University，Hengyang，Hunan 421001，China) 

Abstract：Objective To study the effect of CAM and CAM-·dependent kinase on the the expression of C-· 

fos gene in the spinal cord matter． Methods After the cultured spinal cord slices in high calcium ions situation 

treated with CAM and CAM —dependent kinase at the time from 30 minuts to 12 hour，the hybrid in situ was stud— 

ied to reveal the expression of C—fos gene． Results The strongest expression was found in the hi gh calcium  ions 

group，an d the expression reached the maxium  at4～6 h after treatment．Th e enhanced expression happened in the 

TFP group and the KN一62 group at the 6h after treatment． Conclusions Th e action of calcium ions inducing 

the expression of C—fos may be realized by compounding with CAM，then musing CAM —PK． 

Key words： CAM； CAM —PK； spinal cord slice culture； C—fos 

钙调素(calmodulin，CaM)是细胞内一种重要 

的调节蛋白，参与钙离子的多种生理、生化过程。 

有研究证实在损伤脊髓组织中钙调素的含量显著 

增加。CaM在镁离子存在下与钙离子结合，形成 

钙离子一钙调素复合体，进而活化一系列在细胞 
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生物过程中起关键性作用的酶⋯，其重要靶酶即 

钙调素依赖性激酶(CaM ～PK)，钙离子、钙调素最 

终通过活化钙调素依赖性激酶发挥生理功能。细 

胞钙离子超载可引起即早基因 C—fos快速、一过 

性表达，但钙调素及其依赖性激酶在 C—fos基因 
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表达过程中的作用，尚无明确结论。本实验试图 

通过应用钙调素及其依赖性激酶拮抗剂(三氟啦 

嗪及 KN一62)来研究钙调素及其依赖性激酶是否 

在脊髓继发性损伤中 C—fos的表达中起介导作 

用。 

1 材料与方法 

1．1 标本制备 选择健康、封闭群 Sprague— 

Dawley大鼠，鼠龄 7～l4天，共 20只，雌雄不限， 

自然光照周期，进食、饮水不限。试验当天配置新 

鲜人工脑脊液及解剖液并存人冰箱中冰冻至0~C 
～ 4~C待用。参考成熟脑片培养技术及文献 Cam— 

line等介绍的脊髓组织片培养技术稍加改良。 

大鼠用戊巴比妥钠 75 mg／kg，i．P进行麻醉 

后，消毒、刮毛后切除大鼠胸脊柱椎板。迅速断头 

取胸 5一胸 9脊柱 2 cm，并立即投人冰冻解剖溶 

液中，在 0℃～4~C解剖液中分离脊髓周围软组织 

及骨性组织，保持脊髓的完整性。取出大鼠脊髓 

组织后放人装有人工冰冻脑脊液灌流槽中，并往 

浴槽内连续以95％o2和5％c0’混合氧气供氧， 

流量为 4．0～5．0 mIJmin，保持灌流槽内人工脑脊 

液流量为 2 mIJmin，使灌流槽内脑脊液保持新鲜， 

定时更新。对每个脊髓标本在铺有 3％琼脂的活 

组织深低温(一2O。C)切片机上进行切片，切片厚 

度为 300／an。获得的脊髓片投入含冰冻 ACSF培 

养皿中，并用无菌刷分离脊髓片。将分离脊髓片 

移人 6~L(35 rfllTl直径)培养板培养液内的插人式 

微孔滤膜上(每孔 8张脑片)培养。培养基(pH7．3 
～ 7．4)每 3～5天更新一次，但保留至少 50％基本 

的培养基(Eagle’s MEM，25％ HBSS、25％马血清、 

1％青 链 霉 素、6．5 g／L葡 萄糖 和 25 mmol／L 

HEPES)；脊髓 片在 5％co2 37℃潮湿 的保温箱 

(Heraeus BB6060)内培养。所有组织片均选择在 

培养 l4天时进行试验。 

1．2 分组及处理 脊髓组织片分为对照组、高钙 

浓度组、高钙浓度添加钙调素(CaM)阻滞剂三氟 

啦嗪(1FP)组和高钙浓度添加钙调素依赖性激酶 

抑制剂 KN一62组。各组均随机选取培养脊髓组 

织片20片进行试验。试验前预先配置高钙离子、 

TFP和 KN一62培养液(4．0 retool／L)，对照组脊髓 

组织片仅添加人工脑脊液。高钙浓度组、TFP组 

和 KN一62组在吸尽培养液后添加相应处理因 
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素，继续培养，分别在 1 h、2 h,4 h,6 h、8 h、12 h和 

24 h不同时间点取脊髓组织片进行固定。 

1．3 组织切片制备 取试验处理后脊髓组织片 

以4％多聚甲醛、0．1 mol／L PBS(pH 7．2～7．4)及 

0．1％DEPC混合液室温下固定 20～30 min，蒸馏 

水充分洗涤，修整 、石蜡包埋后 10胛 连续切片。 

1．4 原位分子杂交 将对照组、高钙浓度组、1FP 

组和 KN一62组的切片贴在玻片上，以新鲜配制 

0．5％u2o2和甲醇混合液处理 30 min，灭活内源 

性过氧化物酶。蒸馏水洗涤 3次。切片上滴加用 

新鲜配制的3％柠檬酸稀释 胃蛋白酶(1 mL柠檬 

酸加 2滴浓缩胃蛋白酶液混匀)，37。c消化 lO 

min。0．5 mol／L PBS液洗涤 3次，每次5 min，然后 

再以蒸馏水洗涤 1次，暴露 mRNA核酸片段。在 

干燥杂交盒底部加 20％甘油 20 保持杂交盒湿 

润。按每张切片 20 uL加预杂交液进行预杂交。 

37~C～40℃恒温水浴箱孵育 2～4 h，并吸尽多余 

液体。按每张切片20 滴加杂交液。将原位分 

子杂交专用盖玻片保护膜揭开后盖在切片上封 

片。37~C 4o℃恒温水浴箱孵育杂交过夜。经杂 

交后洗涤、滴加封闭液、生物素化鼠抗地高辛、 

SABC液、生物素化过氧化物酶及常规洗涤后行 

DAB显色30 min。最后进行酒精脱水，二甲苯透 

明、封片。 

1．5 图像分析 光镜下将切片上神经细胞 C— 

fos mRNA的杂交信号投射到图像分析仪荧光屏 

上，经假彩色和灰度调节后，原位杂交染色均以细 

胞浆呈明显的棕黄色为阳性染色，每张切片在光 

镜下观察阳性细胞的标记数 ，测定阳性染色的标 

记数，在密度最大区域分别测出每张切片每平方 

毫米阳性细胞数，并算出其百分比值。 

1．6 统计学处理 数据均以 4-s表示，并应用 

SPSS10．0统计软件包进行单因素方差分析。P< 

0．05为有统计学意义。 

2 结 果 

对照组、高钙浓度组、1FP组及 KN一62组脊 

髓组织片灰质中 C—fos mRNA均有不同程度表 

达，光镜下均可发现神经元细胞核呈明显的显棕 

褐色，为阳性染色神经元细胞。光镜下高钙浓度 

组脊髓灰质神经元细胞中 C—fos mRNA杂交信号 

明显较对照组及 1FP组及 KN一62组强，进行单 
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因素方差分析显示，在 30 min一6 h各个时间点的 

差异均有统计学意义 (P<0．05)。高钙浓度组脊 

髓灰质前角神经元 c—fos mRNA杂交信号在 3O 

min时间点时即有明显增加，4～6 h时间点达高 

峰。c—fos mRNA杂交信号 唧 组及 KN一62组 

在6 h时间点比对照组有一过性增高，但杂交信 

号明显比高钙浓度组弱(P<0．o5)，各组 c—fos 

mRNA杂交信号表达均在 8 h左右开始恢复至对 

照组水平。各组 c—fos mRNA杂交信号表达增强 

以高钙浓度组增高幅度最大，尤其在其表达高峰 

时间点。在实验时间内未观察到c—fos mRNA表 

达的再次增强(表 1，表 2)。 

表 1 各组脊髓组织片 c—fos mR_NA杂交信号的比较(n=20) 

a：P<O．05，与对照组比较；b：P<O．05，与高钙组比较 

表2 各组脊髓组织片损伤后 c—los mR_NA杂交信号阳性细胞百分率的比较(n=20，％) 

a：P<O．05，与对照组比较；b：P<O．05。与高钙组比较 

3 讨 论 

3．1 钙调素(CaM)的结构及其作用机制 钙调 

素系一种钙依赖性调节蛋 白，作为胞内 C 的多 

功能传感器或受体介导很多 ca2 调节的生理过 

程。钙调素在钙离子存在下，形成 Ca2 一CaM复 

合物，通过活化多种重要的酶而调节众多的生物 

反应 2]，其活化形式为 ca2 一CaM复合体b J，可通 

过直接与靶酶结合及激活 Ca2 一CaM复合体依 

赖性激酶(C IK)两种机制发挥生理作用。钙调 

素作为细胞中多功能的钙离子受体在细胞信号转 

导过程中发挥着非常重要的功能。作为最重要的 

钙结合蛋白，CaM不只是与钙离子结合发挥缓冲 

蛋白的作用而使细胞内钙离子不致于升高太高， 

更重要的是它与另一族蛋白结合成为钙离子发挥 

第二信使作用的传递物，并且是钙离子发挥信使 

作用的最主要途径。CaM的活性形式是钙离子钙 

调素复合物，但其本身并无酶促活性，只能通过结 

合于其他蛋白而起作用。 

3．2 CaMKⅡ(CaM依赖性蛋白激酶 )及其抑制 

剂的生理功能 CaMK Ⅱ又称多功能 CaM依赖 

性蛋白激酶，已经有研究表明 CaMKⅡ及其抑制 

剂广泛参与调节神经元活动、肌肉收缩、细胞周期 

控制、细胞分泌、DNA损伤修复、碳水化合物代 

谢、基因表达等多种生理功能，是神经系统内最重 

要的CaM依赖性蛋白激酶，是 c 一CaM复合体 

发挥生理功能最重要的途径。CaMK Ⅱ在受到 

C ／CaM激活后，即可进行 自身磷酸化 ，这种 自 

身磷酸化可使部分激酶转变为 ca2 ／CaM非依赖 

的形式，C ／CaM非依赖性的激酶比 C ／CaM 

依赖性的激酶具有更长久的活性。CaMK Ⅱ有调 

节离子通道开放和关闭的作用。CaMKⅡ的磷酸 

化可导致 CaM活化的氯通道失活，蛋白质的去磷 

酸化可导致氯通道从失活状态转为关闭状态。 

Ca2 活化的钾通道(SK)的 自发性开放可以认为 

是 Charybdotoxin—insensitive自发性瞬间外向电流 

的结果，KN一93会降低 Charybdotoxin—insensitive 

自发性瞬间外向电流的强度，从而影响离子通道 

的开放 ] 

3．3 脊髓损伤中 c—fos表达的机理及 CaM、CaM 

依赖性蛋白激酶的作用 目前认为至少存在 3种 
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能激活C—fos表达的调节成份，即甘油二酯依赖 

的蛋白激酶 C(PKC)、cAMP和 Ca= 一CaM。进一 

步研究发现，在 C—fos 5’端上游存在几个调节元 

件，控制着第二信使和其它信号通路对 C—fos表 

达的诱导，包括 cAMP反应元件(CRE)又称钙反应 

元件(CARE)、血清反应元件(sRE)、TPA反应元件 

(TRE)。正常情况下 CRE结合蛋白(CREB)可与 

CRE结合 ，诱导 C—los基因的表达。CREB二聚 

体与 CRE的亲和力比 CREB单体高 l0倍，CREB 

形成二聚体的能力决定于其磷酸化的状态，提示 

CREB磷酸化对于基础型和诱导型的转录调节是 

非常重要的。研究表明，细胞内 Ca2 增多可诱导 

C—fos的转录，这一过程也涉及 CRE，所以，CRE 

又称钙反应元件(CaRE)。细胞内 Ca= 增加，Ca2 

与钙调素结合，激活 Ca2 ／钙调素依赖的蛋白激酶 

Ⅱ(CaMK 11)，CaMK 1I进入核内，磷酸化并激活 

CREB的转录活性 ，促进 CREB与 CRE结合，从而 

诱导 C—fos基因的表达。有实验结果表明钙离子 

的内流可诱导 C—fos和 C—iun的表达。细胞内 

钙离子与钙调素结合形成 Ca= 一CaM复合体可 

通过激活蛋 白激酶，特别是 Cä 一CaM 激酶，对 

转录因子进行磷酸化修饰等途径诱导神经细胞 C 

一  表达 -引。 

3．4 钙信号在脊髓损伤后 C—fos基因表达中的 

作用 虽然钙离子参与SCI病理过程的分子机制 

目前还不是特别清楚，但是，已经证实细胞内钙离 

子超载对细胞的毒性主要是由钙调素(CaM)介导 

的。许多研究曾经试图探讨钙离子的通道阻断剂 

对脊髓损伤的治疗效果，但多数没有显示其保护 

作用，主要原因是没有特异的阻断剂可以阻断钙 

离子通过非特异性通道进入细胞，在组织创伤和 

胞膜损害条件下这一缺陷更为明显，而对细胞钙 

离子受体拮抗相对较容易实现。在本实验中分别 

应用钙调素及钙调素依赖性激酶拮抗剂三氟啦嗪 

及 KN一62后，脊髓灰质中C—fos mRNA杂交信号 

在三氟啦嗪组及 KN一62组 6 h时间点比对照组 

有一过性增高，但杂交信号明显比高钙离子浓度 

组弱，在实验时间内未观察到 C—fos mRNA表达 
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的再次增强。提示钙离子在脊髓继发性损伤的作 

用是通过与钙调素结合形成复合物，激活钙调素 

依赖性激酶实现的，激活的钙调素依赖性激酶是 

钙离子最后最关键的活性形式。那么通过拮抗 

CaM及 CaM 依赖性蛋白激酶的效应完全就可以 

弥补钙离子通道阻断剂的不足，为 SCI的研究提 

供新的途径。 
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