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新生儿脑损伤专栏·实验研究

钙及钙调蛋白依赖性激酶在神经元缺氧损伤中的作用

周晖，孙小妹，罗小丽，毛萌

（四川大学华西第二医院儿科，四川 成都　６１００４１）

　　［摘　要］　目的　探讨钙及钙调蛋白依赖性激酶（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，ＣａＭＫ）在神经元缺氧损伤中的
作用及机制。方法　体外培养大鼠胚脑皮质神经元，随机分为单纯缺氧组及钙阻滞剂干预组，其中钙阻滞剂干预
组采用尼莫地平（ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ）、ＭＫ８０１分别阻断ＬＶＳＣＣ受体、ＮＭＤＡ受体的传导，采用ＭＴＴ法测定各组神经元缺
氧前后细胞活性，用Ｆｌｕｏ４ＡＭ荧光探针测定各组细胞内钙离子浓度的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣａＭＫⅡ及 ＣａＭＫⅣ
的表达。结果　尼莫地平及ＭＫ８０１组细胞活性较单纯缺氧的对照组高；尼莫地平可迅速降低缺氧神经元的细胞
内钙，ＭＫ８０１可长时间降低缺氧神经元的细胞内钙。尼莫地平可抑制ＣａＭＫⅡ的表达，ＭＫ８０１对ＣａＭＫⅡ的表达
无明显影响，但可抑制ＣａＭＫⅣ的表达。结论　 尼莫地平和ＭＫ８０１可分别通过抑制ＣａＭＫⅡ和ＣａＭＫⅣ表达实现
对缺氧神经元的保护作用。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（４）：３２４－３２６］
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　　缺氧性神经元损伤中，钙信号系统的参与是造
成神经元损伤的重要因素。钙信号的参与过程包括

钙信号的启动，传递以及钙信号的终止等步骤。其

中细胞内游离钙水平的增高是启动神经元损伤的关

键步骤。细胞质膜上存在两种性质完全不同的钙离

子通道，电压敏感钙离子通道（ｖｏｌｔａｇｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｃａｌ
ｃｉｕｍｃｈａｎｎｅｌ，ＶＳＣＣｓ）和配体门控钙离子通道。通
过开放这两类受体将引起细胞内钙离子浓度增高从

而激活钙信号系统［１，２］。ＬＶＳＣＣｓ是 ＶＳＣＣｓ重要的

亚型，在神经元功能调控上具有重要作用［３］。配体

门控钙离子通道主要为谷氨酸受体，Ｎ甲基Ｄ天冬
氨酸（ＮＭＤＡ）受体是其中一种重要的谷氨酸受体，
既往研究表明，ＮＭＤＡ受体在神经元缺氧缺血损伤
中占有重要地位［４，５］。ＣａＭＫⅡ和ＣａＭＫⅣ属依赖于
钙及钙调蛋白的多功能蛋白激酶，在脑组织中具有

高表达。其显著的特点是不依赖于钙离子而发挥其

对底物的催化及对转录的调控［６］。

我们采用两类不同类型的钙通道（ＬＶＳＣＣ，ＮＭ
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ＤＡ）阻滞剂阻断不同类型的钙离子内流，测定钙离子
的动态变化，用 ＭＴＴ法测定细胞的活性，免疫印记技
术检测ＣａＭＫⅡ和ＣａＭＫⅣ的表达，以期阐明钙调蛋
白依赖性激酶在神经元缺氧损伤中的作用。

１　材料与方法

１．１　胚鼠皮质神经元的原代培养
按照作者前期方法作部分改进［７］。用０．０５％

胰酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）及１０μｇ／ｍＬＤＮａｓｅⅠ（Ｒｏｃｈｅ）消化
分离的大脑皮质７～９ｍｉｎ，洗涤后接种，接种培养
基为 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养基加入 ２％Ｂ２７，５％胎牛血
清，４８ｈ后加入 １０μｍｏｌ／ｍＬ的 ＡｒａＣ以抑制胶
质细胞生长。

１．２　神经元缺氧模型的建立
采用国产厌氧培养箱（义乌冷冻箱厂），缺氧前

用真空泵抽出厌氧培养箱的空气，缺氧条件为８５％
Ｎ２，５％ ＣＯ２，１０％ Ｈ２。
１．３　体外培养皮质神经元分组

对照组：不做缺氧培养，亦不加入钙阻滞剂；单

纯缺氧对照组：只做缺氧培养，不加入钙阻滞剂；钙

阻滞剂组：分为尼莫地平干预组和 ＭＫ８０１干预组：
分别于缺氧培养前半小时加入尼莫地平和ＭＫ８０１，
终浓度均为１０μｍｏｌ／Ｌ；
１．４　ＭＴＴ测定

缺氧培养前分别加入尼莫地平与 ＭＫ８０１。孵
育３０ｍｉｎ后进行缺氧培养，缺氧后立即加入 ＭＴＴ
（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ），３７℃ ＣＯ２孵箱中孵育４ｈ，离心后
加入 ＤＭＳＯ，３７℃恒温空气摇床振摇 １５ｍｉｎ后
５７０ｎｍ酶标仪比色。计算各组细胞生存率：细胞生
存率 ＝各实验组 ＯＤ值／基线对照组 ＯＤ值 ×
１００％。
１．５　细胞内游离钙离子浓度测定

参照Ｇｅｅ的方法［８］进行。负载 Ｆｌｕｏ４ＡＭ（Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ）的终浓度为４μｍｏｌ／Ｌ。
１．６　免疫印记技术检测ＣａＭＫⅡ及 ＣａＭＫⅣ表达
水平

用蛋白提取试剂盒（上海康成）提取细胞总蛋

白，ＢＣＡ试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ）进行蛋白定量，ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳后转至０．４５μＭＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），封闭后加
入一抗，ＣａＭＫⅡ单克隆抗体（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）１∶１００００，
ＣａＭＫⅣ多克隆抗体（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）１∶２００００，４℃
过夜，洗涤后分别加入ＨＲＰ标记二抗（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）１∶２０００，孵育１ｈ，采用化学发光底物
（Ｐｉｅｒｃｅ）显影，暗室中曝光Ｘ胶片检测蛋白表达。
１．７　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行统计学分析，结果
以均数±标准差表示，采用单因素方差分析，Ｐ＜
０．０５为有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＴＴ测定
尼莫地平干预组神经元活性在缺氧后２，４，８ｈ

均显著高于缺氧对照组（Ｐ＜０．０５）；ＭＫ８０１干预组
细胞活性在缺氧后４，６，８ｈ显著高于缺氧对照组
（Ｐ＜０．０５）。见图１。
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　　图１　钙阻滞剂干预组与缺氧对照组 ＭＴＴ测定细胞
活性比较

２．２　细胞内钙离子浓度测定
缺氧对照组细胞内钙离子浓度随缺氧时间延长

而逐渐升高、缺氧４ｈ达高峰，缺氧６～８ｈ后细胞内
钙离子浓度逐渐降低。尼莫地平干预组与 ＭＫ８０１
干预组细胞内钙离子浓度在缺氧２～６ｈ出现明显
振荡，尼莫地平干预组及 ＭＫ８０１干预组钙离子浓
度在缺氧前、缺氧 ２，４ｈ均显著低于缺氧对照组
（Ｐ＜０．０５）。
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　图２　阻滞剂干预组与单纯缺氧组胞内钙荧光强度的比
较

２．３　ＣａＭＫⅡ和ＣａＭＫⅣ表达
尼莫地平可抑制 ＣａＭＫⅡ的表达，但对 ＣａＭＫ

Ⅳ的表达似无影响；ＭＫ８０１可抑制 ＣａＭＫⅣ的表
达，但对ＣａＭＫⅡ的表达影响不大。见图３，４。

!"#$%

&'()*+%

!"#$%&*+%

%'( &'( )'( *'( +'(

%'( ,'( )'( *'( +'(

%'( ,'( )'( *'( +'(

　　图３　ＣａＭＫⅡ在各组的表达
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　　图４　　ＣａＭＫⅣ在各组的表达

３　讨论

钙通道的激活是造成神经元缺氧损伤的重要机

制之一。我们发现，尼莫地平干预组与缺氧对照组

比较，神经元存活率在缺氧的大多数时点上存在差

异，缺氧时间越短，差异越明显，尼莫地平干预组在

缺氧后２～４ｈ，细胞活性较单纯缺氧组高，说明Ｌ型
电压依赖型钙离子通道是参与神经元缺氧性损伤的

重要钙信号通道，该通道具有快速反应的特点，推测

这与缺氧刺激可激活该通道，并进一步激活及刻早

期基因（ＩＥＧ）表达有关［９］。

ＭＫ８０１是选择性ＮＭＤＡ受体的非竞争性拮抗
剂，可强有力阻滞钙通过 ＮＭＤＡ受体的内流。阻断
ＮＭＤＡ受体后，神经元活性在缺氧的各时间点几乎
均较单纯缺氧的对照组为高，两组细胞活性差异有

显著性（Ｐ＜０．０５），以上结果说明 ＮＭＤＡ受体的活
化是介导神经元缺氧性损伤的主要通路。

我们还发现，单纯缺氧２ｈ，细胞内钙离子浓度
出现明显增加，并在缺氧４ｈ达到顶峰；但缺氧４ｈ
后，随缺氧时间的继续延长，细胞内钙离子浓度开始

逐渐降低接近正常水平。我们推测：缺氧２ｈ，钙信
号系统已被充分激活，缺氧２～４ｈ，可能是钙启动神
经元损伤的关键时期；缺氧６ｈ后，细胞内钙离子浓
度已接近正常水平，但细胞的缺氧性损伤仍在继续，

可能与缺氧启动钙信号系统，使细胞内钙在短期内

迅速增高，导致ＣａＭＫⅡ及ＣａＭＫⅣ的活化，而ＣａＭＫ
Ⅱ及ＣａＭＫⅣ一旦激活，即使胞内钙离子浓度已经
降到正常水平，其信号转导的瀑布效应已不可逆转，

下游靶酶及有关转录调节因子被继续激活，直至导

致神经元损伤／抗损伤平衡的失调而引起细胞死亡。
所以，我们认为，钙信号的激活虽然只是一个短暂的

过程，而由此引发的生物学效应却是持久的，即钙信

号激活可能参与缺氧所致的神经元延迟性损伤［１０］。

在分别加入ＬＶＳＣＣ、ＮＭＤＡ受体阻滞剂尼莫地
平及ＭＫ８０１后，未缺氧时两组细胞内钙离子浓度
明显低于正常基线对照组，但缺氧２ｈ后，两组细胞
内钙离子浓度迅速增高，但仍低于单纯缺氧组；继续

缺氧达４ｈ后，以上两组细胞内钙离子浓度又出现
迅速下降；缺氧６ｈ后，钙离子浓度再次增高。产生
这种钙振荡现象的原因推测与线粒体及各种钙结合

蛋白对细胞内钙的调控有关，这种钙振荡可能参与

一系列细胞内转录因子的调控［１１］；与单纯缺氧组比

较，尼莫地平组对早期钙内流的阻滞非常明显，但不

能阻滞缺氧晚期细胞内钙离子浓度的增高；ＭＫ８０１
可较长时间减少钙内流，但对短期钙内流的阻滞效

率不如尼莫地平。说明缺氧刺激激发的钙内流早期

主要是通过 ＬＶＳＣＣ介导，而后期持续的钙内流主
要由ＮＭＤＡ受体介导。结合ＭＴＴ结果，我们推测阻
滞胞外钙过度内流，避免细胞内钙超载可能是尼莫

地平、ＭＫ８０１对缺氧神经元产生保护作用的一个重
要原因。

为进一步探讨尼莫地平及 ＭＫ８０１在神经元缺
氧损伤中的机制，我们进一步采用了尼莫地平和

ＭＫ８０１分别阻滞 ＬＶＳＣＣ及 ＮＭＤＡＲ，观察两组细
胞表达ＣａＭＫⅡ及ＣａＭＫⅣ的改变，发现尼莫地平可
使ＣａＭＫⅡ的表达明显减弱，ＭＫ８０１使 ＣａＭＫⅣ的
表达明显减弱。因此推测，抑制 ＣａＭＫⅡ可能是尼
莫地平发挥神经元保护作用的主要机制，而抑制

ＣａＭＫⅣ的表达可能是 ＭＫ８０１发挥神经元保护作
用的主要机制。
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