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易于被初学者掌握，所得细胞耐钙且有正常的电

生理特性可供膜片钳实验使用。 
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反复重度低血糖对糖尿病大鼠海马 PKA/PKC/CaMKⅡ磷酸化信号通

路的影响 
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摘要：目的  观察 2 型糖尿病大鼠在诱发反复重度低血糖时海马组织中蛋白激酶 A(PKA)、蛋白激酶 C(PKC)、钙调素依

赖蛋白激酶Ⅱ(CaMKⅡ)磷酸化信号通路相关蛋白水平变化，探讨其在认知功能损害中的作用。方法  将大鼠随机分为 4

组：对照组、糖尿病组、反复重度低血糖组和糖尿病反复重度低血糖组。采用链脲佐菌素(STZ)建立 2 型糖尿病大鼠模型；

对照组、糖尿病组给予生理盐水，反复重度低血糖组和糖尿病反复重度低血糖组给予普通胰岛素连续注射 4 d 使呈反复

重度低血糖状态(<2.0 mmol·L1)。Western blot 法检测各组大鼠海马组织 PKA/PKC/CaMKⅡ磷酸化信号通路相关蛋白翻译

后磷酸化的表达水平。结果  与正常组相比，糖尿病反复重度低血糖组大鼠海马区磷酸化 PKA 蛋白表达水平增高

(P<0.05)，其上游 ERK 磷酸化水平也增高(P<0.05)；而 PKC、CaMKⅡ信号通路的相关蛋白表达，差异无统计学意义
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(P>0.05)；与糖尿病组、反复重度低血糖组相比，糖尿病反复重度低血糖组大鼠海马区 PKA、PKC、CaMKⅡ相关蛋白表

达差异无统计学意义(P>0.05)。结论  糖尿病诱发反复重度低血糖的情况下，PKA 磷酸化水平发生明显改变，提示可能

与重度低血糖致脑损伤和认知功能障碍相关联。PKA 磷酸化表达变化可能可以作为敏感生化指标。 

关键词：2 型糖尿病；低血糖；蛋白激酶 A；蛋白激酶 C；钙调素依赖蛋白激酶Ⅱ；认知功能  
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Recurrent Severe Hypoglycemia Induced Disturbance of Hippocampal PKA/PKC/CaMK Ⅱ 

Phosphorylation Signaling in Diabetic Rats 
 
XIANG Yingchun1, LIAO Meihua2, TIAN Yun2, HUANG Jiyun2, TAO Rongrong2(1.Department of Pharmacy, 

Zhejiang Hospital, Hangzhou 310013, China; 2.Institute of Pharmacology, Toxicology and Biochemical Pharmaceutics, Zhejiang 
University, Hangzhou 310058, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the change of protein expression on PKA/PKC/CaMK Ⅱ phosphorylation signal 

pathway in the hippocampal tissue of type 2 diabetic rats induced by recurrent severe hypoglycemia and explore the effect of 
cognitive impairment on the brain. METHODS  Forty adult SD rats were randomly divided into 4 groups: control group, 
diabetes group, recurrent severe hypoglycemia group and diabetes recurrent severe hypoglycemia group. By using STZ method 
to establish model of type 2 diabetes. The rats in control group and diabetes group were injected with normal saline. The rats in 
recurrent severe hypoglycemia group and diabetes recurrent severe hypoglycemia group were treated with ordinary insulin 

continuously for 4 days to present the state of recurrent severe hypoglycemia (<2.0 mmol·L1). Western blot method was used to 

detect the protein phosphorylation expression of PKA/PKC/CaMKⅡ related phosphorylation protein. RESULTS  In the rat 

hippocampus, the protein phosphorylation level of PKA was significant higher in diabetes recurrent severe hypoglycemia group 
than that in control group(P<0.05). Similarly, the upstream ERK phosphorylation level was also significant higher. PKC, CaMK 

Ⅱ related protein phosphorylation level showed no significant different between control group and diabetes recurrent severe 

hypoglycemia group(P>0.05). Compare with diabetes group and recurrent severe hypoglycemia group, PKA, PKC, CaMK Ⅱ 

related protein phosphorylation level in diabetes recurrent severe hypoglycemia group showed no significant difference(P>0.05). 
CONCLUSION  PKA phosphorylation level was dramatically increased in the hippocampal tissue of type 2 diabetic rats 
induced recurrent severe hypoglycemia. The change of PKA phosphorylation expression could be used as sensitive biochemical 
indicators. 

KEY WORDS: type 2 diabetes; hypoglycemia; PKA; PKC; CaMKⅡ; cognitive function 

 

低血糖是糖尿病患者在降糖治疗过程中最易

引发的不良反应。严重低血糖导致神经信号传导

障碍、大脑神经元损伤，引起学习和记忆障碍甚

至死亡。但是，关于严重低血糖引发神经功能障

碍的机制尚不清楚。 

本实验以糖尿病大鼠为模型，考察其诱发重

度低血糖时，与认知功能关联的蛋白激酶 A 

(PKA)、蛋白激酶 C(PKC)、钙调素依赖蛋白激酶

Ⅱ (CaMKⅡ )磷酸化信号通路相关蛋白翻译后

P-PKA、P-PKC、P-CaMKⅡ等表达水平的变化，

以期探讨糖尿病诱发反复重度低血糖致认知功能

损伤的可能发生机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  动物  健康 Sprague Dawley 大鼠，体质量

220~250 g，♂，普通级，购自浙江省医学科学院

实验动物中心，实验动物合格证号：SCXK(浙) 

20080033。按照清洁级别饲养管理，自由饮用消

毒自来水，饲料为标准颗粒饲料，黑白光照各 12 h，

自由活动。 

1.1.2  仪器与试剂  Surestep Life scan 血糖仪及

试纸 (美国强生公司 )；DTX880 多功能检测仪

(Beckman Coulter)。链脲佐菌素(STZ，美国 Sigma

公司，批号：S0130)；总胆固醇试剂盒、高密度

脂蛋白胆固醇试剂盒、甘油三脂试剂盒均购于北

京中生生物技术股份有限公司。0.9%注射用生理

盐水(国药准字：H33021037)；普通胰岛素[江苏

万邦制药有限公司，批号：20110305，规格：

400 IU·(10 mL)1]。葡萄糖检测试剂盒(南京建成

生物工程研究所，批号：20100901)。Rat Insulin 

Elisa Kit(批号：I093-9)，Groundwork Biotechnolog 

Diagnostic。 
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1.2  方法 

1.2.1  动物分组  采用随机数字表将健康 Sprague 

Dawley 大鼠随机分为 4 组：对照组、糖尿病组、

反复重度低血糖组和糖尿病反复重度低血糖组，

每组动物 10 只。 

1.2.2  糖尿病大鼠模型的建立   高脂饲料喂养

60 d 后，实验大鼠禁食 12 h，葡萄糖氧化酶法测

定空腹血糖(fasting blood glucose，FBG)，Elisa 法

检测空腹血清胰岛素(fasting serum insulin，FSI)，

并用下列公式计算胰岛素敏感指数 (ISI)， ISI= 

ln(1/FBG×FSI)。胰岛素抵抗的标准是：模型组动

物胰岛素敏感指数与正常组相比差异有统计学意

义。对出现胰岛素抵抗的大鼠腹腔注射 STZ(30 

mg·kg1)，每周 1 次，连续 4 周，FBG>7.8 mmol·L1，

并伴随胰岛素抵抗为实验性 2 型糖尿病诊断标准。 

1.2.3  反复重度低血糖状态  反复重度低血糖组

和糖尿病反复重度低血糖组大鼠禁食 1 h 后测初

始血糖值，给予皮下注射普通胰岛素(8 IU·kg1)后，

每 30 min 测血糖值并记录，之后给予皮下注射葡

萄糖或喂食。连续 4 d，使呈反复低血糖(<2.0 

mmol·L1)状态。 

1.2.4  标本采集  用 10%水合氯醛麻醉大鼠，断

头取新鲜大脑置于冰上，迅速分离出双侧海马放

入冻存管并迅速置于液氮中保存。待所有大鼠海

马组织取出后，将液氮中样本转入80 ℃冰箱。 

1.2.5  Western blot 法检测  将冻存于80 ℃冰箱

中的脑组织取出，匀浆，蛋白定量。电泳，转膜，

5% BSA 封闭，TTBS 洗 10 min×3，加适当稀释

的一抗 4 ℃过夜，第 2 天取出，TTBS 洗 10 min×3，

使用抗一抗的二抗室温孵育 1 h，TTBS 洗 10 min×

3，暗室曝光。检测 PKA/PKC/CaMKⅡ磷酸化信

号通路中 p-PKA、p-GluR1(S845)、p-MARCKS、

p-ERK、p-PKC、p-NMDAR1、p-CaMKII、p-GluR1 

(S831)、p-Synapsin 等蛋白表达水平。用-action

作为内参。 

1.3  统计学方法   

应用 SPSS 10.0 进行数据分析，实验结果以

sx  表示，平均数之间的比较采用 t 检验和方差

分析，P<0.05 为有统计学意义。 

2  结果 

2.1  模型血糖值检测   

对照组大鼠连续给予生理盐水 4 d 所测得的

平均血糖值在 5.05~5.15 mmol·L1；糖尿病组大鼠

给予生理盐水 4 d 的平均血糖值在 21.00~25.00 

mmol·L1；反复重度低血糖组和糖尿病反复重度低

血糖组大鼠给予普通胰岛素(8 IU·kg1)连续 4 d 皮

下注射的平均血糖值分别为 0.80~1.50 mmol·L1、

1.05~2.00 mmol·L1。提示本实验动物模型建立

成功。 

2.2  Western blot 法考察大鼠海马组织 PKA/PKC/ 

CaMKⅡ相关信号通路变化规律  

模型建立后，取大鼠海马组织，进行匀浆、

提取蛋白，采用 Western blot 对对照组、糖尿病组、

反复重度低血糖组和糖尿病反复重度低血糖组的

PKA/PKC/CaMKⅡ磷酸化信号通路的相关蛋白进

行检测。分析显示：与对照组比较，糖尿病反复

重度低血糖组大鼠海马区磷酸化 PKC、CaMKⅡ信

号通路相关蛋白表达差异无统计学意义(P>0.05)，

而磷酸化 PKA 蛋白表达水平明显增高(P<0.05)。

为此，对 PKA 信号传导开展进一步探索，发现其

下游 ERK 磷酸化水平也呈增高趋势(P<0.05)，结

果见图 1。磷酸化蛋白的原型均未发生明显的表达

变化。相关蛋白表达变化的定量分析结果见图 2。

以上结果提示 PKA/ERK 信号通路的异常激活与

糖尿病反复重度低血糖病理过程密切相关。同时，

本实验发现，与糖尿病组、反复重度低血糖组相

比，糖尿病反复重度低血糖组大鼠海马区

PKA/PKC/CaMKⅡ相关磷酸化蛋白表达差异并无

统计学意义(P>0.05)。 

 
图 1  PKA/PKC/CaMKⅡ相关信号通路的蛋白表达变化 

Fig 1  Protein expression of PKA/PKC/CaMKⅡ  phos- 

phorylation signal pathway
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图 2  PKA/PKC/CaMKⅡ磷酸化信号通路相关蛋白表达定量图 
与对照组比较，1)P<0.05 

Fig 2  Quantitative diagram of the protein expression on PKA/PKC/CaMKⅡ phosphorylation signal pathway 
Compared with control group, 1)P<0.05 

3  讨论 

随着糖尿病发病率的不断增加，糖尿病治疗

尤其是强化治疗造成低血糖的发生是临床治疗的

难题。低血糖导致患者易激怒、注意力受损、局

灶性神经功能损害、癫痫、昏迷，重者导致死亡[1-2]。

严重反复的低血糖可以造成神经元的丧失，尤其

在发育阶段，可导致智能损害和其他长期损害[3-5]。 

近年来分子生物学研究认为，谷氨酸系统参

与了学习、记忆的微观模式，即长时程增强(long- 

term potentiation，LTP)的形成。环磷酸腺苷(cAMP)

依赖性 PKA、PKC 和 CaMKⅡ是 cAMP 和 Ca2+第

二信使系统的重要调控激酶，在细胞网络中具有

广泛的作用，参与调节各种细胞的结构和功能，

并与记忆形成密切相关[6-7]。 

本实验针对 2 型糖尿病大鼠海马的 PKA、

PKC、CaMKⅡ信号通路进行了相关研究，发现 2

型糖尿病病理过程中 PKA/PKC/CaMKⅡ信号通路

紊乱，导致其脑组织神经元损伤。而对于临床发

生率低但致死率高的反复重度低血糖疾病引起的

脑损伤，目前相关的研究较少。本研究首次以 2

型糖尿病大鼠诱发反复重度低血糖为模型(对映临

床糖尿病患者降糖治疗期间因强化治疗、不慎误

服、多服降糖药等造成短时间内多次严重低血糖

发作)探讨了 PKA/PKC/CaMKⅡ磷酸化信号通路

上下游相关蛋白表达的变化。结果显示，糖尿病

诱发反复重度低血糖组较正常对照组 PKC、CaMK

Ⅱ相关磷酸化信号通路的相关蛋白表达变化不明

显，而 PKA信号通路中的 p-PKA表达呈增强趋势，

因此进一步考察 PKA 信号通路传导过程中下游激

酶 ERK 的激活情况，结果发现 p-ERK 的蛋白表达

呈现明显上调，提示糖尿病诱发反复重度低血糖

病理过程中 PKA/ERK 信号通路被激活。将糖尿病

诱发反复重度低血糖组与糖尿病组、低血糖组比

较，结果显示 PKA/PKC/CaMKⅡ磷酸化信号通路

的相关蛋白表达变化不明显，具体机制有待进一

步探讨。 

已知 PKA 信号转导过程中，信号分子作用于

膜受体后，通过 G 蛋白激活腺苷酸环化酶，产生

第二信使腺苷酸环化酶 cAMP，从而激活 PKA 导

致信号放大产生效应。cAMP 依赖性蛋白激酶途径

是研究最早的学习记忆相关通路，即神经递质促

进 cAMP 在突触后膜合成增加，活化 PKA，激活

下游 CREB 而调控学习记忆功能[8-9]。作为 CREB

的上游信号分子，细胞外调节蛋白激酶 ERK 可以

直接磷酸化转录因子 CREB[10-11]。近年来已有对

ERK 通路与学习记忆功能的关系的研究，证明

ERK 信号通路参与海马空间记忆功能的调控。

p-ERK 的过多表达是促进神经元损伤的一个重要
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因素。本实验显示 PKA 信号通路中 p-PKA 及其下

游分子 p-ERK 表达均增强，提示反复严重低糖对

此信号转导系统可能具有激活作用。笔者推测，

糖尿病诱发反复重度低血糖时，PKA/PKC/CaMK

Ⅱ磷酸化信号通路之间可能存在非常复杂的生化

调控作用，并对学习记忆认知功能产生影响。更

为精确的分子水平调控机制以及各信号通路的相

互作用，尚有待于进一步深入研究。 
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摘要：目的  探讨粘着斑激酶(FAK)、尿激酶型纤溶酶原激活物(uPA)在腺样囊性癌(ACC)中的表达和相关性, 及两者与腺

样囊性癌的临床病理类型的关系。方法  应用免疫组织化学方法检测 40 例唾液腺腺样囊性癌、30 例多形性腺瘤和 30 例

正常唾液腺组织中 FAK、uPA 的表达。结果  FAK、uPA 的阳性表达率计数在正常唾液腺组织、多形性腺瘤、ACC 中依

次增加，组间差异具有统计学意义(P<0.05)；转移组高于非转移组，神经侵犯组高于非侵犯组(P<0.05)。结论  FAK、uPA

在 ACC 中的表达有相关性，并与 ACC 的临床类型密切相关，可以作为判断 ACC 侵袭、转移及预后的重要指标。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the focal adhesion kinase (FAK) and urokinase-type plasminogen activator(uPA) 
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