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急性染铅对大鼠海马ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ蛋白表达的影响
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　　摘　要：目的　研究急性染铅对大鼠海马钙钙调蛋白钙调蛋白依赖的蛋白激酶Ⅱ（Ｃａ２＋／ＣａＭＣａＭＫⅡ）信号转导通路下游

因子ｃＡＭＰ反应元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）、ｃＦＯＳ蛋白表达的影响。方法　取生后３０ｄ大鼠海马，将其切成３５０μｍ脑片，置于人

工脑脊液（ＡＣＳＦ）液内稳定培养２ｈ后，将其分为４组，对照组（ＡＣＳＦ液）、激活剂组（含谷氨酸的ＡＣＳＦ液）、抑制剂组（含ＫＮ９３

的ＡＣＳＦ液）、染铅组（含谷氨酸及醋酸铅的 ＡＣＳＦ液）。３０ｍｉｎ后收集脑片，采用免疫印迹法检测谷氨酸、ＫＮ９３及染铅对

ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ的表达的影响。结果　大鼠海马脑片培养时，各组总量的ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）；与对照

组相比，激活剂组活化的ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ表达显著增强，而抑制剂组及染铅组活化的ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ的表达显著降低。结论　急性

铅中毒对Ｃａ２＋／ＣａＭＣａＭＫⅡ信号转导通路的影响可能通过抑制ＣａＭＫⅡ下游因子ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ的活性从而导致学习记忆功能

的受损。
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　　重金属铅具有较强的神经亲和性，研究表明，铅暴露可导

致儿童学习记忆认知能力改变及智力障碍。钙钙调蛋白依赖

的蛋白激酶Ⅱ（Ｃａ２＋／ＣａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ，

ＣａＭＫⅡ）信号通路在学习记忆方面发挥着重要作用，急性铅

中毒可能通过抑制该通路中ＣａＭＫⅡ活性从而影响下游信号

分子，造成对学习记忆功能的损伤，但是其机制目前还不完全

清楚［１４］。本实验通过使用ＣａＭＫⅡ的激活剂、抑制剂及铅对

大鼠海马脑片进行处理，通过检测其下游信号分子ｃＡＭＰ反

应元件结合蛋白质（ＣＲＥｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）、ｃＦＯＳ的表

达来探明急性染铅对Ｃａ２＋／ＣａＭＣａＭＫⅡ 信号转导通路的影

响，进一步探讨ＣａＭＫⅡ是否在大鼠海马急性铅中毒中的信号

转导具有开关作用，以阐明铅对学习记忆影响的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料　健康ＳＤ大鼠，生后３０ｄ，雌雄各半（由辽宁医学

院实验动物中心提供），动物合格证号：ＳＹＸＫ（辽）２００３００１１；

兔抗大鼠ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ多克隆抗体，购于ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；

辣根过氧化酶标记的山羊抗兔二抗，购于北京中山金桥公司；

醋酸铅购于沈阳化学试剂厂；ＰｏｗｅｒＰａｃ３０００电泳仪（美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司）；ＴｒａｎｓｂｌｏｔＳＤ半干转膜仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；其

余试剂由辽宁医学院科学实验中心提供。

１．２　方法

１．２．１　培养脑片样品制备　取生后３０ｄ大鼠，颈脱臼处死后

迅速取出大脑海马，放入４℃的人工脑脊液（ＡＣＳＦ）内，将其横

切为３５０μｍ左右的脑片，于六孔培养板中培养。培养过程中

连续通入流速１ｍＬ／ｍｉｎ的混合气体（９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２），温

度３２．５～３３．５℃
［５］。

１．２．２　急性染铅样品制备　上述样品稳定培养２ｈ后，分为

对照组（狀＝５）和染铅组（狀＝３５）：染铅组加入２０μｍｏｌ／Ｌ醋酸

铅，分别于注入０、３、７．５、１５、３０、６０、１２０ｍｉｎ收集脑片，对照组

继续采用ＡＣＳＦ培养并与染铅组同时收集脑片
［５６］。

１．２．３　ＣａＭＫⅡ的激活剂、抑制剂及铅处理样品制备　上述

样品稳定培养２ｈ后，更换培养液，按培养液的种类分为４组
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表１　　改变ＣａＭＫⅡ活性对ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ活性及表达的影响（狓±狊，狀＝３）

组别 ｐＣＲＥＢ ＣＲＥＢ ｐｃＦＯＳ ｃＦＯＳ

对照组 ０．２９２５±０．００３６ ０．５３２５±０．０２５２ ０．２５４６±０．０２６７ ０．４０７０±０．０２５５

激活剂组 ０．４３１１±０．００８７ ０．５１４０±０．０３７８ ０．３９５５±０．０３３２ ０．４１３２±０．０２８０

抑制剂组 ０．３４２３±０．０１５５ ０．５５８４±０．０３８６ ０．１０４８±０．０１０６ ０．４０５０±０．０２４５

染铅组 ０．２３５１±０．０２８６ ０．５６１９±０．０２９７ ０．１３６６±０．０１２１ ０．４１１５±０．０２６４

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

（狀＝５），（１）对照组：ＡＣＳＦ液；（２）激活剂组：含谷氨酸的ＡＣＳＦ

液（谷氨酸终浓度为５μｍｏｌ／Ｌ）；（３）抑制剂组：含 ＫＮ９３的

ＡＣＳＦ液（ＫＮ９３终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ）；（４）染铅组：含谷氨酸

及醋酸铅的 ＡＣＳＦ液（谷氨酸、醋酸铅终浓度分别为５、２０

μｍｏｌ／Ｌ）。继续培养３０ｍｉｎ后收集脑片
［５］。

１．２．４　免疫印迹法测定ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ的活性　将收集的海

马脑片样品立即放入４℃裂解缓冲液中，静止０．５ｈ后超声粉

碎组织，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心２０ｍｉｎ，取上清液。采用二喹

啉甲酸法测定蛋白含量；按所测浓度稀释样品。取适量稀释后

样品加入电泳槽进行电泳，转膜，半干转印，５％脱脂奶粉封闭

后。分别加入一抗（兔抗大鼠磷酸化及非磷酸化ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ

抗体，稀释度为１∶１０００）４℃过夜；ＴＢＳＴ缓冲液洗脱后加入

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ抗体孵育１ｈ，ＴＢＳＴ缓冲

液洗脱；ＥＣＬ发光显色。采用βａｃｔｉｎ作为内参。扫描电泳条

带，采用ＵＶＰ软件测定蛋白目的条带的灰度值。待测蛋白质

含量＝目的条带灰度／内参条带灰度。

１．２．５　统计学处理　以ＳＰＳＳ１３．０软件统计对实验数据经内

参校正后进行方差分析。所有数据均以狓±狊表示，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　急性染铅对大鼠海马脑片ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ活性的影响　

免疫印迹结果显示，采用内参校正后，对照组ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ活

性随时间延长无显著性变化；而染铅组ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ活性随

时间延长呈显著性降低趋势，见图１。

图１　　急性染铅对大鼠海马ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ活性的影响

　　（１）对照组；（２）激活剂组；（３）抑制剂组；（４）染铅组。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ活性及表达

２．２　谷氨酸、ＫＮ９３、铅对ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ表达的影响　谷氨酸

通过活化ＣａＭＫⅡ蛋白使磷酸化ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ的活性分别增

强了４７％、５４％，而对非磷酸化ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ的表达无显著性

影响；采用 ＫＮ９３抑制ＣａＭＫⅡ的活性使ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ活性

分别降低了２０％～５９％，而对总量ＣＲＥＢ的表达无显著性影

响；铅能够拮抗谷氨酸的作用，使谷氨酸诱导的ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ

活性升高分别降低了４５％～４７％，而对总量ＣＲＥＢ表达无显

著性影响，见表１、图２。

３　讨　　论

环境中的铅是影响婴幼儿智力发育、儿童学习记忆功能的

神经毒性物质之一，铅中毒的作用机制研究一直是防治铅中毒

领域的热点问题。目前研究表明，突触传递在学习记忆过程中

发挥着重要的作用，而某些蛋白激酶参与了突触传递过程。其

中Ｃａ２＋／ＣａＭＣａＭＫⅡ是突触后传递的主要通路之一。当大

脑海马ＣＡ１区受到强烈刺激后，立即传导至神经使树突的谷

氨酸受体激活，进而使与谷氨酸受体偶联的Ｃａ２＋通道开放，引

发Ｃａ２＋内流及谷氨酸的释放，导致胞内 Ｃａ２＋ 浓度升高，使

ＣａＭＫⅡ的Ｔｈｒ２８６磷酸化导致其被激活。这种磷酸化能够

使其在细胞内Ｃａ２＋浓度下降的情况下仍然保持活性，此活化

过程被认为是学习记忆的分子基础［７８］。本研究采用体外应

用激活剂（谷氨酸）和抑制剂（ＫＮ９３）以改变培养脑片中

ＣａＭＫⅡ活性，同时采用醋酸铅处理脑片，以观察其对下游信

号分子活性的影响［９］。

研究表明，ＣＲＥＢ和ｃＦＯＳ是Ｃａ２＋／ＣａＭＣａＭＫⅡ下游通

路的重要因子。当突触活化产生的Ｃａ２＋内流激活腺苷酸环化

酶，催化ＡＴＰ合成ｃＡＭＰ，进一步激活蛋白激酶 Ａ，使其催化

亚基进入核内促使ＣＲＥＢ磷酸化，形成二聚体与ｃＡＭＰ反应

元件结合，活化下游分子。而ｃＦＯＳ作为第三信使，通过激活

异源二聚体激活蛋白１的结合位点从而完成ＣＲＥＢ下游因子

的信号转导［１０１３］。本研究结果显示，大鼠海马脑片培养时，激

活剂组活化的ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ表达量与对照组比较显著增强，

而抑制剂组及染铅组活化的ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ的表达则显著降

低，此结果提示急性铅中毒对Ｃａ２＋／ＣａＭＣａＭＫⅡ信号转导通

路的影响可能通过抑制ＣａＭＫⅡ的活性，影响某些蛋白激酶的

激活状态，从而降低下游信号分子ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ的磷酸化水

平，改变ＣＲＥＢ、ｃＦＯＳ调节基因转录的能力，干扰基因表达和

蛋白质的合成，导致学习记忆功能障碍［１４］。研究表明，Ｃａ２＋／

ＣａＭＣａＭＫⅡ通路在铅中毒导致学习记忆损伤中发挥着重要

的作用，可能作为开启和关闭下游信号转导通路的靶点，对该

通路的深入研究可能为揭示铅神经毒机制提出新的思路，为防

治铅中毒提供新的理论依据和线索。
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ｌｉｆｅｉｎｕｎｒｅｓｅｃｔａｂｌｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＮｕｔｒ，２００４，

２３（２）：２３９２４７．

［９］ＦｅｒｒｕｃｃｉＬＭ，ＢｅｌｌＤ，ＴｈｏｒｎｔｏｎＪ，ｅｔａｌ．Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｓｔａｔｕｓ

ｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｌｏｃａｌｌｙａｄｖａｎｃｅｄｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ：ａｐｉｌｏｔ

ｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＳｕｐｐｏｒｔＣａｒｅＣａｎｃｅｒ，２０１１，１９（１１）：１７２９１７３４．

［１０］ＢｅｎｎａｎｉＢａｉｔｉＮ，ＷａｌｓｈＤ．Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓｏｆｔｈｅｃａｎｃｅｒ

ａｎｏｒｅｘｉａｃａｃｈｅｘｉａｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＳｕｐｐｏｒｔＣａｒｅＣａｎｃｅｒ，

２０１１，１９（９）：１４５１１４６３．

［１１］周毅，何捷，刘旭荣．康莱特注射液配合胃肠外营养治疗

癌症恶病质［Ｊ］．中国肿瘤，２００６，１５（９）：６３５６３６．

［１２］ＨｉｇａｓｈｉｇｕｃｈｉＴ．Ｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｔｈｅｒａｐｙａｎｄｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ

ｓｕｐｐｏｒｔ［Ｊ］．ＧａｎＴｏＫａｇａｋｕＲｙｏｈｏ，２０１１，３８（８）：１２３５

１２４０．

［１３］ＵｏｍｏＧ，ＧａｌｌｕｃｃｉＦ，ＲａｂｉｔｔｉＰＧ．Ａｎｏｒｅｘｉａｃａｃｈｅｘｉａｓｙｎ

ｄｒｏｍｅｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ：ｒｅｃｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｒｅ

ｓｅａｒｃｈａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪＯＰ，２００６，７（２）：１５７１６２．

［１４］周伟，江志伟，姜军，等．一种癌性恶病质动物模型的建

立［Ｊ］．中国实验外科杂志，２００４，２１（４）：４９０４９１．

［１５］ＤａｓＳＫ，ＥｄｅｒＳ，ＳｃｈａｕｅｒＳ，ｅｔａｌ．Ａｄｉｐｏｓｅｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｌｉ

ｐａｓｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃａｃｈｅｘｉａ［Ｊ］．Ｓｃｉ

ｅｎｃｅ，２０１１，３３３（６０３９）：２３３２３８．

［１６］ＸｕＨ，ＣａｒｗｆｏｒｄＤ，ＨｕｔｃｈｉｎｓｏｎＫＲ，ｅｔａｌ．Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｄｙｓ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎａｎａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｏｆｃａｎｃｅｒｃａｃｈｅｘｉａ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，

２０１１，８８（９／１０）：４０６４１０．

（收稿日期：２０１２０４１２　修回日期：２０１２０８０３）

００４３ 重庆医学２０１２年１１月第４１卷第３２期




