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摘 要
:

【目的】探讨钙
一

钙调蛋白依赖性蛋白激酶 n ( c a M K n) 在脊髓背角 c
一

纤维诱发电位长时程增强

( L Tp )的诱导和维持中的作用
。

【方法】用钨丝微电极在脊髓腰膨大部背角浅层神经元细胞外记录 c
一

纤维诱发

电位
,

强直刺激坐骨神经诱导背角 C
一

纤维诱发电位的 LT oP 在 LT P 诱导前后
,

在暴露的脊髓表面局部给予 C a M K

11的选择性抑制剂 K N
一

93
,

观察 c
一

纤维诱发电位的变化
。

【结果」50 卜m ol / L 的 K -N 93 不影响脊髓背角 c
一

纤维

诱发电位的幅度
,

但 可完全阻断脊髓背角 LT P 的诱导 (
n = 6 )

。
K N

一

93 呈时间依赖性翻转脊髓背角 LT p
。

在 LT P

诱导后 3 0 m i n ,

5 0 卜m o
l / L 的 K N

一

9 3 对 口 P 的早期表达无影响 (
。 二 4 )

,

而 10 0 卜m o
l / L 的 K N

一
9 3 在用药后

,

L Tp

逐渐降低
,

于 3 h 降至对照水平 (
n 二

6) ;在 LT p 诱导后 l h 脊髓局部给予 10 0 卜m ol / L 的 K N
一

93
,

7 例动物中有 5

例 LT P 被抑制 ; 但同样浓度的 K N
一

93
,

在 LT P 诱导后 3 h
,

不能翻转业 已建立 的 LT (P
n 二 5 )

,

且增加 K N
一

93 的浓

度至 2 00 阿 o1 / L 也不能抑制脊髓背角姗
。

【结论 j c aM
K ll 参与脊髓背角 c 纤维诱发电位姗 的诱导和早期

维持
,

但 K N
一

93 对晚期 L T P 无抑制作用
。
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脊 髓背 角 C
一

纤 维诱发 电位 的 长 时 程增 强

( l o n g
一

t e

mr p o t e nt i a t i o n
,

份 P ) 是初级传人 C
一

纤维与

脊髓背角 11板层神经元 的一种活动依赖性兴奋性

突触传递效率增强的表现
`’

,
2 , 。 电刺激及 自然伤害

性刺激 C
一

纤 维或急性神经损伤 可使脊髓背角 C
-

纤维诱发电位产生 LT P 【’
·

3 ]
。

因此
,

脊髓背角 C
一

纤

维诱发电位 LT P 很可能与 中枢敏感化有关
「4 〕 ,

在痛

觉过敏中可能起重要作用
。

迄今为止
,

对海马 L T P

的研 究 发 现
,

钙
一

钙 调 蛋 白依 赖 性 蛋 白激 酶

(
C a l e i u m

一 e a l m o d u l i n 一 d e p e n d e n t p or t e i n ki n a s e
ll

,

C a M K ll )在 L TP 的诱导中起关键作用
` 5’ ,

强直刺激

引起的 LT P 可被 C a M K ll 抑制剂所阻断 6[]
。

目前对

C a M K ll 持续激活是否是 L T P 维持的原因尚存在争

议 16,
7 1。 因此

,

C a M K n 在海马和脊髓 LT P 维持中的

作用尚不清楚
。

为阐明 C a M K n 在脊髓背角 C 纤维

诱发电位 LT P 的诱导和 维持中的作用
,

我们应用

C a M K n 的选择性抑制剂 K N
一

9 3
,

在 L T P 诱导前
、

后
,

直接局部作用于脊髓节段表面
,

观察 K N
一

93 对

LT P 的影响
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物及准备

实验采用 s n 雄性大鼠 ( 2 5 0 一 2 50 9 ) 5 1只
,

将

其分为 4 组
。

第 1 组 为 7
.

0 m m ol / L 的二 甲亚枫

( D M S O )实验对照组 (
n = 8 ) ;第 2 组为 K N

一

9 3 加强

直刺激 组 (
n =

6) ;第 3 组 为 K N
一

92 加强直刺激组

( n = 6 ) ;第 4 组为强直刺激加 K N
一

9 3 组 (
n 二 2 5 ) ;第

5 组为强直刺激加 K N
一

9 2 组 ( n = 6 )
。

乌拉坦 ( 1
.

4 9

/ k g )腹腔注射麻醉
,

行常规气管插管和颈静脉插

管
。

在胸
1 3 一
腰

,

( 1T 3 一 L
,

) 行椎板切除术
,

暴露脊髓

腰膨大
。

游离左侧坐骨神经
,

使用双极氯化银 电极

刺激坐骨神经
。

除用于 记录的脊髓节段外
,

暴露的

神经组织均用石蜡油覆盖
。

颈外动脉插管持续监测

动脉血 压 1 0
.

6 7 一 1 3
.

3 3 k P a
( 50 一 10 0 m m H g )

。

用

热反馈系统使大 鼠肛温维持在 37
.

0 一
37

.

5 ℃
。

1
.

2 药 物

在 暴 露 的脊 髓 表 面 局 部 单 独 给 予 K N
一

93

( s i g m a
)与 K N

一

9 2 ( s i g m a
)
。

K N
一

9 3 或 K N
一

9 2 溶解于

少 量二 甲亚矾 ( d i m e t h y l s u lfo x i d e ,

D M s o
,

5 1脚
a

)

后
,

均配制成 1 m m ol / L 的储存液
。

根据需要
,

取储

存液用人工脑脊液 (
a rt i if e i a l e e r e b ar l s p i n a l n u i d

,

A e s F ) 将 K N
一

9 3 分 别 稀 释 成 5 0 林m o l / L
、

1 0 0

林 m o l / L 和 2 0 0 林m o l / L 的工作液 ; 临用前取 K N
一

9 2

的储存液用 A C S F 稀释为 1 0 0 林m ol / L 的工作液
。

工作液 中的 D M S O 的终浓度不超过 7
.

0 m m ol / L
。

1
.

3 电生理记录和神经刺激

脊髓背角 C
一

纤维诱发电位的记录方法如文献

l[
,

2] 所述
。

用钨丝微 电极 (电阻 0
.

5 一 I M几 )进行

细胞外记录
,

电极深度在脊髓表面下 1 0 0 一 5 0 0

林m
。

用数 / 模转换器 ( D T Z s Z I
一

r
一

16 s E )以 10 k H z 速

度处理和储存数据
。

以 C
一

纤维诱发电位 的幅度作

为参数
。

单方波 ( r o 一 Z o v
,

0
.

5 m s ,

1 m i n
一

,

)刺激分

离的左侧坐骨神经诱发脊髓背角电位
,

强直刺激

( 4 O V
,

0
.

5 m s ,

10 0 H z ,

持续 1 5 ,

间隔 10 5 ,

4 次 ) 诱

导 C
一

纤维诱发电位 L r P
。

坐骨神经的刺 激点到脊

髓背角记录点的距离约 1 1 C m 。

1
.

4 统计学处理

所有数据 以 C
一

纤维诱发电位幅度的 无 士 :
表

示
,

均数间差异显著性检验采用组内配对 t 检验
,

检验水准 a 二 0
.

05
。

2 结 果

2
.

1 K N
一

9 3 阻断 C
·

纤维诱发电位 L T P 的诱导

在脊髓背角 11 板 层引导 出 C
一

纤维诱发电位

后
,

记录 30 m in 作为对照
。

在坐骨神经上施加强直

刺激
,

可诱导出 C
一

纤维 LT P
,

30 m in 后 C
一

纤维诱发

电位幅值增加到 ( 1 7 5
.

0 土 1 0
.

2 ) % (
n = 2 1 )

,

并可

持续 4 一 s h
。

设立实验对照组
,

即在诱导 L T P 之前

或之后加人 7
.

0 m m d / L 的 D M S O
,

观察其对 C
一

纤

维诱发电位的影响
。

结果发现
,

D M S O 并不影响 C
-

纤维诱发电位 (资料未显示 )
。

另取 6 只动物
,

记录 30 m in 对照后
,

在记录节
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,

等
.

K N
一

93 抑制脊髓背角 C
一

纤维诱发电位 LT P 的诱导和早期维持
3 2 3

段脊髓表面加人 K N
一

9 3 ( 5 0 林m o l / L )
,

作用 3 0 m i n ,

其对 C
一

纤维诱发 电位幅值无 明显影响 ( 1 05
.

4 士

10
.

5) % ( n 二 6)
。

随后 在坐骨神经上施加强直刺

激
,

可见 C
一

纤维诱发电位 LTP 被完全抑制
,

强直刺

激后 l h 的 C
一

反应幅值为 ( 1 0 7
.

0 士 9
.

5 ) % (
n = 6

,

p > 0
.

05
,

图 l a
)
。

为排除 K N
一

93 抑制脊髓 LT P 是

通过药物的非特异性效应而不是直 接抑 制 C a M K

n这种可能性
,

我们观察了 K N
一

93 的非活性类似物

K N
一

92 ( 5 0 林m ol / )L 对脊髓 L T p 诱导的影响
,

发现

强直刺激前 30 m in 给与 K N
一

92 对脊髓 LT P 的诱导

不起作用 (
n 二 6

,

P < 0
.

0 5
,

图 l b )
。

( 14 6
.

4 士 1 1
.

5 ) % ( 尸 < 0
.

0 1
, n = 6 )

,

并使 C
一

纤维

诱发电位逐渐下降至对照水平 (图 Z d )
。

但是
,

同样

浓度 的 K N
一

9 2 对脊髓 L T P 的维持 并没有 抑制作

用
。

LT P 3 0 m i n
给予 K N

一

9 2 时的幅值为 ( 19 3
.

5 土

1 4
.

2) %
,

在 K N
一

9 2 用药后 4 h
,

其幅值没有显著性

改变 (
n = 6

,

P > 0
.

0 5
,

图 Z e
)
。
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价
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iF g
.
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·
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hT
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if be
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.

hT
e
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aer
e x p er s s de as

Pe r e e n t a g e o f e o n t角 1
.

Eac h d a t a er P er s e n t s t h e m e an a m P l i t u d e s
Of if v e

e o n se e u t i v el y
一

er e o dr e d C
一

if be r e v o ke d if el d 即 t e n t ial s
.

S u m m娜 d a at
,

e x Pre s s e d a s m e a n 士 S E M
,

are Pl o t te d v e rs u s t im e
.

hT
e d ow

n w a r d a

前w

i n d i e a t e s t h e t im e 印i n t i n w h i e h K N
一

9 3 ( F ig
.

l a ) 。 : K N
一

9 2 ( F ig
.

l b )

15 a p p li e d a n d t h e u p w a司 i n d i e at e s t he t im e p o i n t w h e n t e t a n i e s t i m u -

l a t i o n ( 0
.

5
一 m s d u r at i o n ,

5 0 V
,

10 0 H z ,

g i v e n i n 4 atr i n s o f l 一 5 d u
-

ar t i o n a t 10
一

5 i n t e vr al ) t o t h e cs i a t i e n e vr e 15 d e l i v e re d

1 2 0

t / . i n

1 8 0 2 4 0 3 0 0

l
一60

2
.

2 K N
.

9 3 时间依赖性翻转 C
·

纤维诱 发电位

L T P

诱导出 LT P 30 m in 后
,

记录节段脊髓表面加人
K N

一

9 3 ( 5 0 卜m o l / L ) 对 LT p 无明显影响
,

C
一

反应对

照值为 ( 2 2 0
.

3 土 19
.

3 )%
,

而 K N
一

9 3 作用 s h 后为

( 2 4 3
.

5 土 2 2
.

0 ) % ( 尸 > 0
.

0 5
, n = 4 )

。

但较大剂量

的 K N
一

93 ( 10 0 卜m ol / L )则显著抑制 LTP
,

药物作用

90 m in 后 C
一

反应幅值由 ( 176
.

7 士 13
.

4) % 降至

图 2 强直刺激后 3 0 m in 给予 K N
一

93 或 K N
.

92 对脊

髓 L T P 维持的影响

iF g
.

2 E ffe e tS Of K N
·

9 3 o r K N
·

92
, a P lP i ed a t 3 0

而 n a ft e r t e at in
, o n t h e m ia n t e an n ce o f s P in al L T P

a ,

b a n d e : t h e o ir g i n a l re e o dr i n g s t a ke n a t 1 5 m i n be of re t e ta n i
,

3 0 m i n a n d 1 80 m i n
aft

e r t e t a n i
,

er s P e e t i v e ly
.

T h e a m P l i t u d e o f C
一

6 be r

e v o k e d if e ld pe t e n t i a l
,

i n d i e a t e d b y v e rt i e a l da s h e d l i n e ,

15 d e t e
rm i n e d

a u t o m a t i e a ll y b y p a扭 m e t e r e x t r
ac t i o n

.

d : K N
一

9 3 ; e :
K N

一

9 2

诱导 出 LT P l h 后
,

记录节段脊髓表面加人

K N
一

9 3 ( 10 0 卜m o l / L )
,

发现 2 只动物 LT p 未见明显

的变化
,

但另外 5 只动物 LT P 被显著抑制
,

药物作

用 9 0 m in 后 C
一

纤 维诱发 电位 幅值由 ( 18 1
.

6 士

1 3
.

7 ) % 降低至 ( 14 5
.

4 士 13
.

7 ) % ( 尸 < 0
.

0 5
, n 二

5)
,

随后 C
一

反应幅值逐渐恢复到对照水平并维持

至少 4 h (图 3 )
。

诱导 出 LT P 3 h 后
,

记录节段脊髓表面加人

K N
一

93 ( 100 卜m ol / L ) 对晚期 LT P 的维持无 明显抑
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制作用 (尸 > 0
.

0 5
, n = 5 )

,

结果见 图 ;4 大剂量的

K N
一

93 ( 20 0 林m ol / L ) 也不能降低 C
一

纤维诱发电位

幅值 (
n = 3 )

。

ǎ味à。Pnù叫它月
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t /
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图 3 诱导 L T P l h 后给予 K N
.

93 对脊髓 L T P 维持的影响

F i g
.
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图 4 诱导 L T P 3 h 后给予 K N
一

93 对脊髓 L T P 维持的影响
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3 讨 论

C a M K n 是神经元突触后致密质 ( P S D ) 中的

主要蛋白质
,

在海马和脊髓中含量丰富
。

当细胞内

C a Z 十

浓度升高后
,

钙 / 钙调素可激活 C a M K ll
。

活化

的 C a M K n 可发生 自身磷酸化反应
。

即使细胞 内

C a Z 十

浓度恢复正常水平
,

C a M K n 仍能够持久地保

持活性状态
。

海马研究结果表 明
,

使用 C a M K n 抑

制剂或敲除 C a M K ll 基因 16, 7 ] ,

可完全抑制海马 L T P

的诱导 ; 而且突触后神经元内给予 C a M K n 或其激

活物钙 / 钙调素能够增强突触传递
`6 〕 ,

说明 C a M K

11 在海马突触可塑性变化中发挥重要作用
。

已经有

研 究 表 明
,

预 先 给 予 K N
一

93 可 抑 制 辣 椒 素

( ca sP al c in ) 诱发的中枢敏感化
〔8 ’ 。

本文研究结果进

一步显示
,

K N
一

9 3 能够完全阻断脊髓背角 C
一

纤维

诱发 电位 L T P 的诱导
,

说 明 C a M K ll 活性增 强在

L TP 的诱导中发挥重要作用
。

磷酸化的 C a M K n 可

通过多种途径增强突触传递
,

包括增加细胞膜表面

A M P A 受体数 目
,

增强 A M P A 受体电导等
。

已 经有实 验 表 明 .15 6 】,

诱导 出海 马 L T P 后
,

C a M K ll 活性显著升高
,

并可维持至少 l h
。

这一现

象也存在于脊髓背角神经元中
。

C a M K n 被认为是

一种记忆分子
,

可 能参与海马 LT P 的表达
,

但是突

触后神经元 内给予 C a M K ll 抑制剂并不 能抑制海

马 L T P 的维持 l5]
。

与此相反
,

脊髓背角 L T P 诱导后

3 0 m i n
或 6 0 m i n 给予 K N

一

9 3 可显著抑制 LT P 的表

达
。

由于 K N
一

9 3 能够阻断 C a Z + 一

依赖性 Ca M K ll 活

性
,

提示 自身磷酸化后 C a M K n 的持久激活参与脊

髓 L T P 的早期表达
。

迄今为止
,

C a M K n 是否参与

晚期 LT P 尚存 在 较 大 的 争 论
。

在 海 马 中 研究

C a M K ll 对 LT P 的作用
,

一般是在离体条件下应用

脑片观察
。

C a M K n 在 L T P 诱导后 l h 仍然保持其

活性
,

这是到 目前为止对其活性研究的己知的最长

时间 `5 ’ 。 而我们的痛觉过敏实验模 型
,

应用脊髓背

角 C
一

纤维诱发场 电位 的记录技术可 以较长时间地

研究 C a M K ll 抑制剂在晚期 LT P 中的作用
。

本文结

果显示
,

在诱导出 LT P 后 3 h 再给予 K N
一

93
,

对 LTP

的维持无影响
,

提示晚期 LT P 的维持可能不同于

早期 LT P
,

C a M K ll 不再对 L T P 的维持发挥关键作

用
。

大量实验提示
,

晚期 LT P 的维持需要新蛋白质

的合成
,

表现出翻译依赖特性 l9]
。

我们 的前期研究

结果也证明
,

记录节段脊髓表面给予蛋 白合成抑制

剂茵香霉素或放线菌酮可选择性地抑制晚期 L T P

的维持
。

脊髓背角 C 纤维诱发电位 LT P 很可能与中枢

敏感化有关
`4 ] ,

翻转 LT P 可缓解病理性疼痛
。

本文

结果表明
,

C a M K ll 的抑制剂不仅能阻断 C
一

纤维诱

发电位 L T P 的诱导
,

而且可时间依赖性地抑制脊髓

L TP
。

但如何抑制或者翻转脊髓背角的晚期 L T P 从

而缓解中枢病理性疼痛
,

还有待于进一步的研究
。
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白酶
,

不易分散
。

我们在实验 中尝试过机械分离
、

胰

蛋白酶
、

胶原酶及木瓜酶消化传代
,

但无 明显效

果
。

寻找有效的消化传代和扩增方法
,

有待进一步

研究
。

从人流组织 中寻找
、

分离 h P G C s 是 实验 中要

特别注意的问题之一
。

在孕 5 一 7 周
,

胚体尚未成人

形
,

而 9 周
,

h P G C s 开始性分化
。

通常
,

由蜕膜
、

绒毛

膜及胚体组成的人流组织中的胚体已碎
,

极其不容

易寻找 到完 整的 胚体
,

特别是 腰骼部 组织 (含

hP G C s 的生殖峙 )
。

此外
,

取人流标本时
,

要注意在

胚胎发育过程 中会出现胚胎停止发育或空孕囊妊

娠
,

因此
,

最好有 B 超检查结果
。

取到材料后
,

需尽

快分离培养
,

在 3 h 内完成为好
。
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