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　　摘要:目的　探讨蛋白激酶 C (PKC)在高温诱导的海马神经细胞凋亡中的作用 , 为防治高温致脑损伤提供实验

依据 。方法　通过建立体外高温诱导海马神经细胞原代培养的凋亡模型 , 应用 PKC 特异性抑制剂 chelerythrine chloride

(CTC), 观察其对细胞凋亡率及对 HSP70 表达的影响。结果　高温处理后 , 海马神经细胞凋亡率显著升高 , 37 ℃培养

加 CTC 组与正常培养组相比 , 凋亡率差异具有显著性;免疫组织化学结果显示 , 高温作用后海马神经细胞内HSP70 表

达明显升高 , 而应用CTC 后 , 其表达则明显下降。结论　高温和 CTC 均能够诱导海马神经细胞凋亡 , PKC 激活在高温

诱导的海马神经细胞凋亡中具有重要的保护作用。
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The protective effect of protein kinase C on apoptosis of hippocampal neurons induced by hyperthermia in rats
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Abstract:Objective To investigate the effects of protein kinase C (PKC) on the apoptosis of hippocampal neurons induced by

hyperthermia in neonate rat , thereby to collect information on effective prevention of brain injury.Method To observe the effects of

chelerythrine chloride (CTC), a special inhibitor of PKC , on the apoptosis rate and the expression of HSP70 , using the hippocampal

neurons primary culture apoptosis model induced by hyperthermia in neonate rats.Result After hyperthermia treatment , the apoptosis

rate markedly increased , the apoptosis rate of 37 ℃ culture plus CTC treated group was significantly higher than that of 37 ℃ culture

group.The immunohistochemistry examination showed that the HSP70 expression was also elevated after hyperthermia, while after appli-

cation of CTC , the expression decreased obviously.Conclusion 　Hyperthermia and CTC may all induce the apoptosis of hippocampal

neurons in vitro , and PKC activation may play an important protective role in the apoptosis of neurons.
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　　研究高温因素与中枢神经系统的相互作用 , 探讨

提高机体热适应能力的有效途径 , 对提高热区作业人

员和部队指战员的工作效率和战斗力 , 减少中暑引起

的非战斗减员具有重要的意义 。关于蛋白激酶 C

(PKC)促进和抑制细胞凋亡的文献均见报道 , 但其

在高温诱导海马神经细胞凋亡信号通路上的分子作用

机制尚未见研究 。为此 , 我们建立了体外高温诱导海

马神经细胞原代培养的凋亡模型 , 观察 PKC 在这一

过程中的作用 , 为热环境医学中高温致脑损伤的防治

提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　主要材料和设备

DMEM/F12 培养基 (Gibco , USA), 胎牛血清

(杭州四季青公司), 流式细胞仪 (Elite , Coulter Cor-

poration), 即用型 SABC 试剂盒 (武汉博士德公司),

HSP70单克隆抗体 、碘化丙碇和蛋白激酶 C特异性抑

制剂 ———氯化白屈菜红碱 (chelerythrine chloride ,

CTC)均为 Sigma公司产品 。

1.2　海马神经细胞的原代培养

采用参考文献 [ 1] 的方法 。

1.3　实验设计和分组

实验分为 37 ℃正常培养组 、 37 ℃+CTC 组 、

42 ℃高温处理组 、 42 ℃+CTC 组 , 于接种后 6 d进

行温度处理 , 处理时间为 1 h , 并在处理后 8 h检测

Bcl-2的表达情况 , 于12 h时进行流式细胞仪 (FCM)

检测 , 实验重复 3次 。CTC加药时机:在 42 ℃处理

前30 min加入蛋白激酶 C (protein kinase C , PKC)特

异性抑制剂CTC 。

1.4　流式细胞仪检测细胞凋亡百分率
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以不同温度处理后 12 h 去除培养液 , PBS (pH

7.4)洗 2次后以 0.125%的胰蛋白酶消化 3 min , 收

集1×106 个细胞 , 500 r/min离心 , 以 PBS 洗 1次并

离心 , 用预冷至-20 ℃的 70%乙醇固定细胞 , 4 ℃

过夜 , 500 r/min离心5 min后收集细胞 , 弃乙醇 , 将

细胞悬浮于含有 50 mg/L 碘化丙碇 、 50 mg/L RNase

的染液中 , 4 ℃避光 30 min后上机测定 DNA凋亡峰 。

1.5　HSP70 免疫组织化学检测

采用纯丙酮室温固定 30 min , 纯甲醇加 H2O2 至

0.5%, 室温浸泡 30 min , 以灭活内源性过氧化物酶;

以正常山羊血清封闭液室温封闭;滴加适当 1∶500稀

释的HSP70抗体 , 4 ℃过夜;滴加生物素化山羊抗小

鼠 IgG , 0.1 mol/L PBS 洗 2 min ×3 次;滴加试剂

SABC , DAB显色 , 镜下控制显色时间;梯度乙醇脱

水 , 二甲苯透明 , 树脂封片 , 显微镜观察并照相 。

1.6　统计学处理

实验数据采用Mean±SD表示。应用 SPSS10.0软件

包 ,One-way ANOVA 分析 ,组间比较采用Dunnet检验。

2　结果

2.1　高温及 CTC对海马神经细胞凋亡率的影响

实验结果表明 , 42 ℃高温处理组 、 37 ℃+CTC

组 、 42 ℃+CTC 组与 37 ℃正常培养组比较 , 海马神

经细胞凋亡率均显著升高 (P <0.01), 37 ℃+CTC

组与 42 ℃+CTC组相比差异具有显著性 (P<0.01),

42 ℃+CTC组凋亡率最高 。见图 1。

＊与 37 ℃组比 P<0.01, ■与 37 ℃+CTC组比 P<0.01

图 1　CTC 对高温诱导大鼠海马神经细胞凋亡率的影响

2.2　CTC对高温诱导海马神经细胞 HSP70 表达的影

响

免疫组织化学结果显示 , 在正常培养的海马神经

细胞中 , HSP70仅见微量表达;而高温处理后 , 海马

神经细胞 HSP70表达明显增加 , CTC则能够明显降低

细胞 HSP70的表达 , 结果见图 2 ～ 4 。

图 2　37 ℃正常培养组细胞 HSP70 表达 ×10

图 3　42 ℃处理后 12 h 细胞 HSP70表达 ×40

图 4　42 ℃+CTC 处理后 12 h 细胞 HSP70表达 ×40

3　讨论

PKC的分子实质是一组广泛分布且具有单一肽链

结构的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶[ 2] 。研究表明 ,PKC不

仅在细胞水平 ,还可以在多器官水平 、整体水平提高机

体对抗热致疾病的作用。当受到预热应激的作用后 ,

磷脂酶水解膜磷脂生成二酰基甘油(DAG),胞内 DAG

浓度升高 ,DAG与Ca2+协同作用 ,促使 PKC 从胞浆移

位到细胞膜上而被激活。另有不少研究表明高温等应

激作用后 ,局部细胞或组织中 HSP70 表达增加的部

分 ,其受损较轻微;而不表达或未诱导其表达的组织损

伤则较为严重 ,提示 HSP70在热应激诱导的组织 、细

胞损伤中具有一定的保护作用[ 3] 。本实验通过应用

PKC特异性抑制剂 CTC ,旨在探讨 PKC 激活在离体培

养的海马神经细胞高温损伤中的作用及其对 HSP70

蛋白表达的影响 。结果表明 ,在正常培养条件下 ,部分

海马神经细胞发生自然凋亡 ,而高温处理后 ,细胞凋亡

率增加 ,PKC 被抑制能够诱导正常培养的海马神经细

胞发生凋亡 ,说明PKC的正常激活在高温诱导的海马
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神经细胞凋亡中具有重要的保护作用;而 HSP70作为

细胞应激反应蛋白 ,在蛋白损伤的修复和正确折叠中

发挥分子伴侣的作用 ,由免疫组织化学结果显示正常

培养的海马神经细胞中HSP70仅见微量表达 ,高温应

激能够诱导海马神经细胞高表达 HSP70 ,而 PKC被抑

制后 ,HSP70表达明显下降 ,说明PKC激活后上调表达

HSP70是其发挥抑制细胞凋亡的作用途径之一。另

外 ,Bai XC 等人的研究认为在热应激过程中磷脂酶

Cγ1激活能够通过 PKC 依赖的 Bcl-2的磷酸化作用来

提高细胞的生存[ 4] ,也说明 PKC 激活在热应激中的重

要作用 。也有人认为在海马神经细胞高温应激后 ,细

胞内HSP70并未见高表达[ 5] ,我们分析其原因可能与

凋亡模型的制备 、温度的处理及处理后的时间观察点

不同等因素有关 。

而对于 PKC在细胞凋亡中的作用也有一些相反

的观点 , 认为 PKC 激活能够促进细胞的凋亡[ 6] 。存

在这种矛盾的原因可能有以下几点:(1)PKC 在不同

实验模型中表现出的作用与实验所用的细胞类型 、致

凋亡的因子或条件 、 细胞周期和细胞内信号通道有

关;(2)PKC 抑制剂的特异性也是一个重要影响因

素;(3)出现矛盾结果的一个重要原因是不同研究方

法的局限性 , 可以用具有 PKC 同工酶特异性的生化

方法 , 同时结合免疫印迹技术解决这一问题[ 7] 。对

PKC这一在细胞凋亡信号通路中具有广泛生物学效应

的蛋白激酶进行深入研究 , 无疑会推进对高温致中枢

神经系统的损伤机制研究 , 对更好地防治高温致脑损

伤具有重要的意义。
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1　病例介绍
【例 1】女 , 42 岁 , 有哮喘病史 10 余年。在家清洁环境卫

生时 , 配制 1∶24 次氯酸钠稀释液 (有效氯浓度 2 000 mg/ L)

进行空气喷洒消毒 , 因未戴口罩等防护面具而出现眼痛 、 流
泪 、 咳嗽 、 鼻咽部烧灼感 、 胸闷 、 呼吸困难等中毒症状 , 于

2003年 5 月 8 日急诊入院。 体检:口唇轻度发绀 、 鼻咽部黏

膜及睑结膜充血。听诊两肺可闻及干性 音。入院后即刻给
予高流量 (4 L/min)氧气吸入;应用地塞米松 5 mg 、 糜蛋白

酶4 000 U+0.9%生理盐水 20 ml 雾化吸入 , 每 30 min 一次 ,

每次20 min , 连续 3次 , 喉头水肿及支气管痉挛缓解后 , 每日
2 次;给予 10%GS 500 ml+氢化可的松 200 mg 静滴 , 氨茶碱

0.5g+50%GS 40 ml缓慢静脉推注;用 0.9%生理盐水和 2%碳
酸氢钠溶液冲洗眼部 , 并涂以红霉素软膏;同时 , 静脉滴注

青霉素防治感染。 入院后 48 h , 患者胸闷 、 呼吸困难减轻 ,

但仍有咳嗽及鼻咽部烧灼感 , 给予 2%碳酸氢钠溶液蒸气吸

入 , 每日 2 次。入院第 4 ～ 6 天 , 患者口唇发绀及呼吸困难 、
眼痛 、 流泪及鼻咽部烧灼感先后消失 , 停止吸氧 、 雾化吸入

及蒸气吸入治疗。因患者有哮喘病史 , 故继续应用止咳 、 平
喘药物治疗 , 并注意观察。住院治疗 10 d 痊愈出院。

【例 2】男 , 45 岁 , 在配制次氯酸钠溶液 (有效氯含量
5.0%～ 6.5%)时 , 不慎将药液溅入眼内及面部 , 出现眼部灼

痛感 、 流泪 , 于 2003 年 5 月 16 入院。 体检:面部皮肤发红 、
眼睑结膜充血 、 水肿。入院后即刻用 50 ml注射器抽吸2%碳

酸氢钠溶液反复冲洗眼部 15 min 以上 , 后涂以抗生素眼膏 ,
每 2 h一次 , 嘱其闭眼休息。面部用清水彻底清洗后 , 发红处

涂以考的松软膏。住院观察治疗 5 d , 眼部症状明显减轻 , 基
本痊愈出院。

2　讨论
次氯酸钠为高效广谱消毒剂 ,能迅速杀灭细菌 、芽胞 、病毒,

用于空气 、物体表面及地面消毒时 ,取 1∶200 稀释液进行空气喷
洒及擦拭 ,每日 1～ 2 次 ,一般不会对人体造成危害。本文例 1 因

有哮喘病史 ,呼吸道黏膜抵抗力降低 ,又由于其在使用消毒剂时

未戴口罩 ,并不断加大浓度 ,致使呼吸道黏膜充血、水肿及灼伤,
导致严重的通气障碍 ,引起一系列呼吸道症状。

一旦发生次氯酸钠中毒 , 患者应迅速脱离现场 , 移至空气
新鲜处 ,即刻给予对症治疗:(1)呼吸困难者 , 立即给予高流量

吸氧 ,保持呼吸道通畅 , 必要时给予加压吸氧;(2)应用解痉 、止
咳 、平喘药物治疗 , 严格控制输液速度及用量 ,注意观察有无肺

水肿发生;(3)对于眼部 、鼻咽部症状 , 用2%碳酸氢钠溶液冲洗
及蒸气吸入 ,及时应用抗生素防治感染。
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