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蛋白激酶信号级联Ａｋｔ在大鼠脊髓损伤后的诱导表达
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　　摘　要：目的　研究蛋白激酶信号级联蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）在大鼠脊髓损伤（ＳＣＩ）后的表达变化，以及对ＳＣＩ后运动功能恢复的

影响，从而为ＳＣＩ的修复提供分子学机制依据。方法　采用改良 Ａｌｌｅｎ′ｓ打击器制成大鼠ＳＣＩ模型。大鼠分为３组：假手术组

（Ｓｈａｍ组）、干预组（Ｉｎｔ组）、对照组（Ｃｏｎ组）。分别于术后１、７、１４ｄ采用免疫组织化学、蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）和实时荧

光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ＡｋｔｍＲＮＡ和蛋白的表达，并采用ＢａｓｓｏＢｅａｔｔｉｅＢｒｅｓｎａｈａｎ（ＢＢＢ）运动功能评分评价大鼠

ＳＣＩ后运动恢复情况。结果　Ｓｈａｍ组在Ａｋｔ蛋白和ｍＲＮＡ水平上呈低水平表达，ＳＣＩ后Ａｋｔ的表达水平明显提高；Ａｋｔ上游磷

脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）的抑制剂ＬＹ２９４００２可明显抑制Ａｋｔ的表达，并阻止ＳＣＩ后自发性运动功能恢复。结论　ＳＣＩ后激活的

蛋白激酶信号Ａｋｔ可能是参与ＳＣＩ后神经保护和修复的重要干预环节。
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　　作为在细胞外信号、生长因子、细胞能量状态和应急等条

件下参与细胞生长、增殖、存活和分化的一个主要控制器，蛋白

激酶Ｂ（Ａｋｔ）在很多关键细胞生物学功能中起重要作用
［１］。

Ａｋｔ最近在神经科学领域受到了极大的关注，有报道称Ａｋｔ或

磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ通路参与神经元的发育与分

化、抑制神经凋亡、促进轴突生长以及介导突触的可塑性等众

多细胞过程，在神经生理及病理过程中起重要作用［２４］。但对

Ａｋｔ在脊髓损伤（ＳＣＩ）后的表达状况及神经生理、病理机制还

知之甚少。本实验分析蛋白激酶信号 Ａｋｔ在大鼠ＳＣＩ后的表

达变化及对ＳＣＩ后运动功能恢复的影响，从而为ＳＣＩ后神经保

护和修复过程提供可能的分子学机制依据，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　５４只成年健康雌性ＳＤ大鼠，体质量２５０～３００ｇ

（川北医学院实验动物中心提供）。兔多克隆抗体Ａｋｔ、磷酸化

的Ａｋｔ（ｐＡｋｔ）（Ｓｅｒ４７３）、ＬＹ２９４００２（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

公司，ＵＳＡ）；聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜、蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ）检测试剂 ＡＢ液（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＵＳＡ）；小鼠多克隆

抗体βａｃｔｉｎ（北京中杉金桥生物技术公司）；ＢＣＡ蛋白定量测

４４６ 重庆医学２０１４年２月第４３卷第６期
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能重建的研究。



试盒（北京博奥森生物技术公司）；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标

记的二抗、ＳＡＢＣ免疫组织化学试剂盒和ＤＡＢ显色试剂盒（武

汉博士德生物技术公司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ 试剂盒、ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ试剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ（Ｔａｋａｒａ，大连宝生物公司）；引

物（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ＵＳＡ）。ＤＰ７１光学显微镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｊａｐａｎ）；ＡＢＩＰｒｉｓｍ７３００Ｓｙｓｔｅｍ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ

ｔｅｍｓ，ＵＳＡ）；ＩｍａｇｅＰｒｏＰＬＵＳ图像分析软件（ＭｅｙｅｒＩｎｓｔｒｕ

ｍｅｎｔｓ公司，ＵＳＡ）。

１．２　方法

１．２．１　大鼠ＳＣＩ模型制备　戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射

麻醉，常规备皮消毒。取后正中切口约５ｃｍ逐层切开，分离肌

肉，暴露椎骨，去除Ｔ８～１０棘突及相应椎板，在Ｔ８～１０平面打开椎

管，充分暴露脊髓背面及两侧。采用改良 Ａｌｌｅｎ′ｓ打击器

（４ｇ×１２．５ｃｍ）造成Ｔ８～１０节段脊髓损伤（３６只），以动物身体

抖动、双后肢回缩样扑动、鼠尾痉挛性摆动并下垂、双下肢软瘫

为打击成功标志，缝合肌肉和皮肤。在１～２周的生存期中，对

ＳＣＩ大鼠每天排空膀胱２次直至恢复正常的膀胱功能。对另

外１８只大鼠施行假手术，即仅行椎板切除术而不造成ＳＣＩ。

１．２．２　动物分组、运动功能测试及组织样品准备　５４只分为

３组：假手术组（Ｓｈａｍ组），生理盐水（４０ｍｇ／ｋｇ）经腹腔注射后

仅行椎板切除术（１８只）；干预组（Ｉｎｔ组），等量生理盐水联合

ＬＹ２９４００２（１００ｍｇ／ｋｇ）
［５］经腹腔注射后造成 ＳＣＩ模型（１８

只）；对照组（Ｃｏｎ组），等量生理盐水经腹腔注射后造成ＳＣＩ模

型（１８只）。分别于术后１、７、１４ｄ，对每组大鼠根据ＢａｓｓｏＢｅ

ａｔｔｉｅＢｒｅｓｎａｈａｎ（ＢＢＢ）运动评分法评估后肢运动情况后处死，

以损伤为中心快速取出由３个受损脊髓节段组成的约１．５ｃｍ

长的组织块。将所取组织块横断成两等分，把头侧的脊髓节段

固定在４％多聚甲醛中，４℃过夜，进一步作免疫组织化学研

究；把尾侧的脊髓节段矢状切成两等分，并保存在液氮中，分别

作蛋白质以及ｍＲＮＡ检测。

１．２．３　免疫组织化学检测　固定后，石蜡包埋，然后以损伤为

中心切成一系列连续的５μｍ厚的旁矢状面切片，置于附有多

聚赖氨酸的载玻片上。常规脱蜡至水后，３％ Ｈ２Ｏ２ 室温孵育

１０ｍｉｎ，蒸馏水洗后放入１０ｍｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐（ｐＨ６．０）中行

微波抗原修复。冷却磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤后，５％ 牛血清

清蛋白（ＢＳＡ）室温封闭１ｈ，使用一抗 Ａｋｔ（１∶４００）作免疫组

织化学染色，４℃孵育过夜。ＰＢＳ洗３次（５次／分钟）后，滴加

生物素化羊抗兔／鼠二抗，室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次后，滴

加ＡＢＣ试剂室温孵育３０ｍｉｎ，经ＰＢＳ洗涤后用二氨基联苯胺

（ＤＡＢ）显色、复染、脱水、封片。Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜下观察并

拍照。阴性对照用ＰＢＳ代替一抗。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　采用细胞组织快速裂解液（ＲＩＰＡ）

缓冲液，加入蛋白酶和磷酸酶抑制剂裂解脊髓组织，裂解液在

４℃离心１５ｍｉｎ（１２０００ｒ／ｍｉｎ），收集上清液并用ＢＳＡ定量测

试盒检测总蛋白浓度。每孔８μｇ的总蛋白样品经浓度为

５％～１７％ 聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）后，转入ＰＶＤＦ

膜（０．４５μｍ），将膜用２％的封闭蛋白干粉室温封闭２ｈ后，用

一抗Ａｋｔ、ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）（１∶１０００）４℃孵育过夜，经ＰＢＳ洗

３次后用 ＨＲＰ标记的二抗（１∶５０００）３７℃孵育２ｈ。经ＰＢＳ

充分漂洗后，目的蛋白由增强化学发光法检测并曝光于Ｘ线

上。对Ａｋｔ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ定量分析采用相对光密度法，表达

为每条带的累积光密度比相应的βａｃｔｉｎ。

１．２．５　实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测　Ｔｒｉｚｏｌ

试剂提取总ＲＮＡ后，用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒在１０μＬ反应

体系（５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ 缓冲液 ２μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ

ＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅠ０．５μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ０．５μＬ，Ｒａｎｄｏｍ６

ｍｅｒｓ０．５μＬ，总ＲＮＡ＋ＲｎａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ６．５μＬ）中合成ｃＤ

ＮＡ。每４μＬ的ｃＤＮＡ模板在含有２５μＬ的ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

ＴａｑⅡ和２μＬ引物的５０μＬ反应体系中进行扩增。ＲＴＰＣＲ

采用ＡＢＩＰｒｉｓｍ７３００Ｓｙｓｔｅｍ在如下条件下执行：９５℃预变性

１０ｓ；９５℃变性５ｓ，６０℃退火延伸３１ｓ，循环４０次。Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司合成的 Ａｋｔ目的基因引物序列为：５′

ＴＣＡＣＣＴＣＴＧＡＧＡＣＣＧＡＣＡＣＣ３′（上游），５′ＡＣＴＧＧＣ

ＴＧＡＧＴＡＧＧＡＧＡＡＣＴＧＧ３′（下游）。ｍＲＮＡ的相对表达

水平表示为每个ｍＲＮＡ的平均定量值与相应看家基因ＧＡＰ

ＤＨ的平均值的比值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较行单因素方差分析，两两比较采用

ＬＳＤ法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＴＰＣＲ分析结果　Ｓｈａｍ组中的 ＡｋｔｍＲＮＡ在整个实

验过程中均呈低水平稳定表达。在ＳＣＩ后的头１周内，Ｃｏｎ组

的ＡｋｔｍＲＮＡ表达明显高于Ｓｈａｍ 组，在第７天达高峰，而

ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２抑制了ＳＣＩ所诱导的 ＡｋｔｍＲＮＡ表

达。之后，Ｃｏｎ组的表达水平随时间延长逐渐下降，到第１４天

以后基本回落至其他两组的水平，见图１。

　　：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；＃：犘＜０．０５，＃＃：犘＜

０．０１，与Ｉｎｔ组比较。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测ＳＣＩ后ＡｋｔｍＲＮＡ表达水平

　　Ａ：ｐＡｋｔ，Ａｋｔ蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析图；Ｂ：ｐＡｋｔ蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析图；Ｃ：Ａｋｔ蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析图。：犘＜０．０５，：犘＜

０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；＃：犘＜０．０５，＃＃：犘＜０．０１，与Ｉｎｔ组比较。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＣＩ后Ａｋｔ、ｐＡｋｔ蛋白表达水平

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　Ｃｏｎ组Ａｋｔ蛋白表达在ＳＣＩ后１、７ｄ
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明显高于Ｓｈａｍ组与Ｉｎｔ组，在术后第７天达到高峰，以后随着

时间延长逐渐下降至接近另外两组的水平（图２Ａ、Ｃ）。为进

一步证实蛋白激酶 Ａｋｔ是否在ＳＣＩ后被激活，检测了ｐＡｋｔ。

Ｃｏｎ组的ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）表达在ＳＣＩ后１、７、１４ｄ明显高于

Ｓｈａｍ组，ＬＹ２９４００２则显著抑制了ＳＣＩ后所诱导的 Ａｋｔ活化，

见图２。

２．３　免疫组织化学分析　Ｃｏｎ组Ａｋｔ在术后第１、７天的阳性

表达明显强于Ｓｈａｍ组和Ｉｎｔ组。增强表达的Ａｋｔ主要位于受

损脊髓周围的神经元细胞质内，见图３。

２．４　ＢＢＢ功能测试　Ｃｏｎ组的ＢＢＢ评分在整个过程中逐渐

升高，而ＬＹ２９４００２则明显阻碍了ＢＢＢ评分升高的水平，差异

均有统计学意义（犘＜０．０５），见图４。

图３　　大鼠脊髓免疫组织化学检测（×２００）

图４　　ＢＢＢ运动功能评分

３　讨　　论

传统认为成体中枢神经系统（ＣＮＳ）处于静止状态、缺乏再

生和重组能力、在损伤后不能再生或修复的观点目前已受到诸

多挑战，比如在ＳＣＩ后产生的自发性神经功能恢复、自发性神

经轴突芽生与轴突联系的重组以及自发性神经元形成均表明

ＣＮＳ并非处于完全静止，无疑令ＳＣＩ的治疗前景更加广阔
［６］。

但是产生这些自发性修复的分子机制仍不很清楚，且这种自我

修复的能力非常有限，因此如何发现并控制这些关键的分子信

号以引领利于ＳＣＩ修复的方向发展，无疑对ＳＣＩ的治疗具有里

程碑式的意义。

细胞外信号激活蛋白激酶级联，导致一些可调节与细胞生

长和凋亡有关基因表达的转录因子的诱导与激活，借此影响细

胞与组织损伤后的修复与可塑性。一些蛋白激酶在损伤后的

持久激活特性为治疗机体损伤提供了一个重要的时间窗［７］。

伴随对蛋白激酶信号在机体生理条件下所起作用了解的深入，

他们在很多疾病发病机制以及病理中的作用受到越来越多的

关注。蛋白激酶信号已在ＣＮＳ损伤包括ＳＣＩ的治疗中引起了

研究者极大兴趣。

Ａｋｔ是所有高等真核生物细胞的一个关键信号枢纽，在人

体生理和病理的核心过程中，它是最重要、最万能的蛋白激酶

之一［１］。本实验证实，在大鼠ＳＣＩ后 Ａｋｔ信号的表达显著增

强，其与先前的体外［８］及体内［９１０］相关研究结果相符合。

Ｎａｍｉｋａｗａ等
［８］发现在舌下神经轴突切断术后 Ａｋｔ的表达水

平显著增高，Ｎｏｓｈｉｔａ等
［９］及Ｓｈｉｏｄａ等

［１０］发现在小鼠的创伤性

脑损伤和缺血性脑损伤后，Ａｋｔ或ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的表达水平

亦是显著增高的。并且笔者证实在ＳＣＩ后运动功能的恢复依

赖于Ａｋｔ，但其增高的Ａｋｔ表达在ＳＣＩ的病理与修复中到底发

挥怎样的作用，目前还不得而知。基于已有的相关研究，笔者

认为Ａｋｔ或ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号可能具备如下的作用与潜能：抗神

经元凋亡的作用、促进脊髓内源性神经前体细胞（ＮＰＣｓ）增殖

并向神经元分化的作用、促进神经轴突再生的作用以及介导突

触的可塑性等作用。

Ａｋｔ作为一个细胞生存信号的介质，可以受生长因子和离

子电流的刺激而被激活［８］。Ａｋｔ或ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号被认为是

调节神经元生存的中枢性控制因子，与神经元的存活密切相

关［３，１１］。营养因子如神经生长因子（ＮＧＦ）、胰岛素样生长因子

（ＩＧＦＩ）与脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）等可以通过激活 Ａｋｔ

而介导或促进神经细胞的存活［３］。Ｎａｍｉｋａｗａ等
［８］和 Ｋｒｅｔｚ

等［１２］证实在啮齿动物视神经和舌下神经损伤后，Ａｋｔ表达的

增加具有抗神经元凋亡的作用。在老鼠创伤性脑损伤以及缺

血性脑损伤后，其神经元中的Ａｋｔ活性显著增强，抑制神经元

凋亡、起神经保护作用［９１０］。通常认为 Ａｋｔ或ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路

是通 过 磷 酸 化 抑 制 促 凋 亡 分 子 ＢＡＤ、ＧＳＫ３、ＦＫＨＲ 和

ｃａｓｐａｓｅ等而发挥其抗凋亡作用的
［３，８１０］。

通常将ＣＮＳ损伤后发生的自发性神经形成归因于存在于

ＣＮＳ的内源性ＮＰＣｓ增殖与分化
［６］。因此，如何增加ＮＰＣｓ的

增殖及向神经元系分化无疑对ＳＣＩ的修复非常关键。Ａｋｔ与

神经元的发育与分化有关。有研究报道，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路可以

通过激活蛋白质依赖合成的效应因子而参与神经元树突和棘

突的形成，从而在神经元的发育过程中起重要作用［２］。体外已

证实激活Ａｋｔ促进ＮＰＣｓ向神经元方向分化，在体外促进神经

形成［１３］，并且体内已发现ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路可以增强大脑缺血

诱导的神经形成，在改善缺血损伤后的记忆和认知功能上起着

重要作用［１４］。

研究表明，轴突的导向性生长依赖于蛋白质的合成［１５］。

Ａｋｔ可以通过激活蛋白质合成的途径促进轴突的再生，在啮齿

动物视神经和舌下神经损伤后具有抗神经元凋亡与促进轴突

再生的双重作用［８，１２］。上调Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号可增强皮质神经

元［１６］及小脑颗粒神经元［１７］的轴突生长。Ａｋｔ可通过 ｍＴＯＲ／

ｐ７０Ｓ６Ｋ通路调节ＣＮＳ的髓鞘形成
［１８］。最近的研究证实，启

动并激活此通路可通过持续合成轴突相关蛋白而诱导轴突离

断的视神经节细胞和背根神经节细胞广泛的轴突再生［１５，１９］。

本研究发现，ＳＣＩ后蛋白激酶 Ａｋｔ被激活，并且ＳＣＩ后运

动恢复依赖于Ａｋｔ，激活的Ａｋｔ信号可在ＳＣＩ后抑制神经元的

凋亡、诱导新神经元的产生、促进轴突的生长等方面发挥重要

作用，从而有利于促进ＳＣＩ修复及神经功能改善。但是鉴于体

内蛋白激酶信号级联的复杂性，Ａｋｔ或ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路发

挥相应作用的机制以及所产生的这些具体生物效应尚需进一
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步研究。
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