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CaM/CaMK-Ⅱ信号通路在小鼠炎性痛中的作用

王丹 王爱桃 姚尚龙 杜晓冰 董海云

  【摘要】 目的 探讨钙调蛋白/钙调素依赖蛋白激酶Ⅱ(CaM/CaMK-Ⅱ)信号通路在C57BL6
小鼠炎性痛中的作用。方法 选取体重25~27g的雄性C57BL6小鼠60只,随机分为对照组(C
组)、完全弗氏佐剂(CFA)组(F组)和KN-93+CFA组(KF组),每组20只。C组小鼠右侧后爪趾底

注射生理盐水50μl,F组注射50μlCFA制备炎性痛模型,KF组注射CFA前30min鞘内注射

DMSO稀释的终浓度为10mmol/L的KN-93。分别于右侧后爪趾底注射前30min、注射后1h和4
h测定小鼠热刺激缩足潜伏期(TWL);取小鼠脊髓组织,采用 Westernblot法检测p-CaMK-Ⅱ、p-
CREB、c-fos蛋白含量;RT-PCR法检测CaMK-Ⅱ、CREB、c-fos基因表达。结果 注射后1h和4
h,F和KF组TWL明显短于C组,但KF组明显长于F组(P<0.05);F组和 KF组脊髓组织p-
CaMK-Ⅱ、p-CREB及c-fos蛋白含量和基因表达量均明显高于C组,但 KF组明显低于F组(P<
0.05)。结论 CaM/CaMK-Ⅱ信号通路参与小鼠炎性痛的发生与发展。
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【Abstract】 Objective ToinvestigatetheroleofCaM/CaMK-Ⅱsignalingpathwaysininflam-

matorypaininmice.Methods SixtymaleC57BL6mice,weighing25-27g,wererandomlydivided
into3groups(n=20):controlgroup(groupC),completefreundsadjuvant(CFA)group(groupF)
andKN-93+CFAgroup(groupKF).Saline50μlwereinjectedintotherightsideoftheclawin
groupC.CFA50μlwereinjectedintotherightclawfootforthepreparationofinflammatorypain
modelsingroupF.KN-9345nmolwasinjectedi.c.v.30minbeforeCFAinjectioningroupKF.The
thermalwithdrawallatency (TWL)weremeasured30 minbeforeinjection,1hand4hafter
injection.TheproteinexpressionsofCaMK-Ⅱ,c-fosandCREBinthespinalcordweremeasuredat
abovetimebyWesternblot.Results ComparedwithgroupC,TWLwereloweringroupsFandKF
1hand4hafterinjection(P<0.05).ComparedwithgroupsF,TWLingroupKFwerehigher1h
and4hafterinjection(P<0.05).ComparedwithgroupC,theproteinexpressionsofp-CaMK-Ⅱ,
p-CREB,c-fosandmRNAexpressionofCaMK-Ⅱ,CREB,c-foswerehigheringroupFandKF1h
and4hafterinjection(P<0.05).ComparedwithgroupF,theproteinexpressionofp-CaMK-Ⅱ,p-
CREB,c-fosandmRNAexpressionsofCaMK-Ⅱ,CREB,c-fosingroupKFwerelower1hand4h
afterinjection(P<0.05).Conclusion CaM/CaMK-Ⅱsignalingpathwaysinvolvedininflammatory
paininmice.

【Keywords】  CaM/CaMK-Ⅱ;CREB;c-fos;Inflammationpain

  炎性痛是临床上常见的一种慢性痛,机体发生

损伤或炎症时,组织释放出炎性介质作用于初级疼

痛感受器及C纤维,启动一系列的信号通路,引起

脊髓伤害性神经元的兴奋性增强,产生痛觉过

敏[1]。临床表现主要包括痛阈下降、痛反应增强及

自发性疼痛[2]。目前的观点认为:炎性痛主要由外

周和中枢敏感化共同作用引起[3]。研究表明,炎性

痛时细胞内Ca2+ 相关级联反应所引起的伤害性感

受器敏感化促进炎性痛的发生[4],而钙调蛋白/钙

调素依赖蛋白激酶II(CaM/CaMK-Ⅱ)在Ca2+敏感

的信号通路中起主导作用[5]。且炎症发生时,脊髓

背角的兴奋性氨基酸释放增多,增加细胞内Ca2+

浓度,可激活CaMK-Ⅱ,提示其可能参与炎性痛的
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形成。因此,本研究应用CaMK-Ⅱ的选择性抑制

剂KN-93[6],探讨CaM/CaMK-Ⅱ信号通路在小鼠

炎性痛发生发展中的作用。

材料与方法

实验动物与分组 本实验小鼠均由内蒙古医

科大学微生物免疫学实验室提供,并通过动物保护

协会批准,在本院伦理委员会监督下进行。选择

C57BL6小鼠60只,体重25~27g,室温22~
24℃,昼夜交替,自由进食水,适应环境3d,并随

机分为对照组(C组)、完全弗氏佐剂(CFA)组(F
组)和KN-93+CFA组(KF组),每组20只。

炎性痛模型的制备和鞘内给药 C组小鼠右侧

后爪趾底注射生理盐水50μl。F组小鼠于右侧后

爪趾底注射CFA(批号:F5881)50μl制备炎性痛

模型[7]。KF组小鼠右侧后爪趾底注射CFA前30
min鞘内注射45nmolKN-93(批号:sc-202199)。
鞘内给药:以双侧骶骨前缘连线中点(L5 棘突)为
穿刺点,局部剪毛并消毒。使用10μl微量加样器

与脊柱上方成20°进针,针尖进入一侧棘突、横突间

组织后10°继续缓慢进针,进针深度约为4mm,鼠

尾突然出现侧向运动,提示穿刺成功,30s内注完

KN-9345nmol,停留30s后缓慢退针[8]。
热 刺 激 缩 足 潜 伏 期 (thermal withdrawal

latency,TWL) 小鼠均处于20~25℃安静环境

下,分别于注射前30min、注射后1h和4h测定小

鼠TWL。采用热痛测试仪照射足跖部中后1/3处,
从照射到发生缩爪反应的时间即为TWL,连续测

定3次,每次间隔5min,取其平均值。
标本取材 各组分别于注射前30min、注射后

1h各处死5只小鼠,注射后4h处死10只小鼠,
在冰上取L5 脊髓组织,-80℃冰箱冻存,用于蛋白

和基因的测定。
脊髓组织p-CaMK-Ⅱ、p-CREB及c-fos蛋白含

量的测定 将脊髓组织研磨匀浆,取上清,测定蛋

白含量。采用图像分析软件分析目的条带灰度值,
以各蛋白灰度值与β-actin条带灰度值的比值反映

各蛋白含量。
脊髓组织CaMK-Ⅱ、CREB及c-fos基因表达

的测定 采用 TRIZOL法提取总 RNA,检测总

RNA的浓度和纯度。并以总 RNA为模板,使用

RevertAid1stcDNASynthesisKit逆转录试剂盒

(ThermoK1622)合成cDNA。以cDNA 为模板,
使用Palmer5.0引物设计软件设计引物。使用

MaximaSYBR Green/ROX QpcrMasterMix(:

K0221)试剂,于ABI7500中按程序进行RT-RCR。
循环40次。CaMK-Ⅱ的引物序列:正义5'-CACC-
CGCTTCACCGACGACTA-3',反 义 5'-TGTTT-
GGATGTTTCAGAAGTCGG-3'。CREB 引 物 序

列:正 义 5'-GCACCATTGCCCCTGGAGTT-3',
反 义 5'-GGTGAAGACCGTGTCAGGAG-3'。c-
fos的引物序列:正义5'-GTGCCCGAGTTAGT-
GCCTGTT-3',反义5'-CATTCATCTTCTTCTG-
GGGTCTGA-3'。基 因 表 达 用 倍 数 变 化 来 表 示

(2-(ΔΔCt)法)。
统计分析 采用SPSS13.0统计软件包处理

数据。正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)
表示,组间比较采用单因素方差分析,多重比较采

用LSD法。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

与注射前30min比较,注射后1h和4h,F组

和KF组TWL明显缩短,且明显短于C组,但KF
组TWL明显长于F组(P<0.05)(表1)。

表1 三组小鼠不同时点TWL的比较(s,x±s)

组别 只数
注射前

30min
注射后1h 注射后4h

C组 5 11.2±0.3 11.5±0.3 11.7±0.2

F组 5 12.1±0.2 6.7±0.3ab 5.2±0.1ab

KF组 5 11.5±0.4 8.1±0.2abc 7.5±0.3abc

  注:与注射前30min比较,aP<0.05;与C组比较,bP
<0.05;与F组比较,cP<0.05

与注射前30min比较,注射后1h和4h,F组

和KF组脊髓组织p-CaMK-Ⅱ、p-CREB及c-fos蛋

白含量明显升高,且明显高于C组,但KF组明显低

于F组(P<0.05)(表2)。
与注射前30min比较,注射后1h和4h,F组

和KF组脊髓组织CaMK-Ⅱ、CREB及c-fos基因表

达量明显升高且明显高于C组,但KF组明显低于

F组(P<0.05)(表3)。

讨  论

CFA注射是常用的炎性痛模型,CFA 注入后

2~4h,小鼠便出现局部红肿等炎症反应,并逐渐

出现痛行为学的改变,表现为热刺激痛觉过敏和行

为的异常,其痛行为改变可持续28d[9]。研究疼痛
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表2 三组小鼠脊髓组织CaMK-Ⅱ、CREB、c-fos蛋白含量的

比较(x±s)

指标 组别 只数
注射前

30min

注射后

1h

注射后

4h

C组 5 0.15±0.02 0.16±0.02 0.20±0.01

p-CaMK-Ⅱ F组 5 0.14±0.02 0.62±0.03ab 0.73±0.04ab

KF组 5 0.11±0.02 0.31±0.02abc 0.45±0.02abc

C组 5 0.11±0.01 0.11±0.01 0.18±0.01

p-CREB F组 5 0.15±0.01 0.40±0.02ab 0.75±0.04ab

KF组 5 0.10±0.01 0.25±0.01abc 0.25±0.02abc

C组 5 0.21±0.01 0.24±0.01 0.25±0.01

c-fos F组 5 0.24±0.01 0.72±0.03ab 0.95±0.10ab

KF组 5 0.22±0.01 0.41±0.02abc 0.50±0.01abc

  注:与注射前30min比较,aP<0.05;与C组比较,bP

<0.05;与F组比较,cP<0.05

表3 三组小鼠脊髓组织CaMK-Ⅱ、CREB、c-fos基因表达的比较(x±s)

指标 组别 只数 注射前30min 注射后1h 注射后4h

C组 5 1.00±0.01 1.22±0.08 1.16±0.04

CaMK-Ⅱ F组 5 1.00±0.01 28.42±4.21ab 8.77±1.58ab

KF组 5 1.00±0.01 6.74±0.62abc 4.72±0.43abc

C组 5 1.00±0.01 1.18±0.09 1.22±0.05

CREB F组 5 1.00±0.01 16.63±1.61ab 7.95±0.82ab

KF组 5 1.00±0.01 5.78±0.52abc 3.72±0.34abc

C组 5 1.00±0.01 1.26±0.16 1.28±0.11

c-fos F组 5 1.00±0.01 18.54±1.62ab 8.88±0.81ab

KF组 5 1.00±0.01 4.86±0.36abc 2.01±0.23abc

  注:与注射前30min比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与F组比较,cP<0.05

发病初期的信号通路,可以从源头上抑制疼痛的发

生及发展,所以本研究的观察时点为注射前30
min、注射后1h及4h[10]。

T型Ca2+离子通道是钙通道家族中重要的一

员,又名低电压激活钙通道,在静息电位下就可以

激活,阈下电位时Ca2+就可以进入细胞内,进而增

加细胞的兴奋性。在多种病理性疼痛情况下,例如

炎症或神经损伤,T型Ca2+离子通道表达增多,参

与痛觉的信号传递[4]。而CaMK-Ⅱ在Ca2+敏感的

信号通路中起主导作用[6]。CaMK-Ⅱ是一种多功

能丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶,主要表达于外周的背

根神经节及中枢的脊髓,在外周和中枢水平都参与

了伤 害 性 刺 激 的 感 觉 处 理 过 程[11]。研 究 显 示,

Ca2+/CaM 结合到 CaMK-Ⅱ亚单位上,首先触发

CaMK-Ⅱ的磷酸化反应,同时促进CaMK-Ⅱ分子

内第286位苏氨酸(Thr)的自身磷酸化,其磷酸化

及自 身 磷 酸 化 在 疼 痛 信 号 转 导 中 起 了 重 要 作

用[12,13]。另 有 研 究 显 示,神 经 病 理 性 疼 痛 时,

CaMK-Ⅱ活化后会激活CREB/c-fos信号通路[14],
能够提高CREB转录的活性,调节靶基因的转录,
参与形成痛觉的持续状态及痛觉过敏,而 KN-93
为CaMK-Ⅱ的选择性抑制剂[6]。所以本实验检测

了CaM/CaMK-Ⅱ/CREB/c-fos信号通路在促进炎

性痛发生和发展中的作用。
本实验结果显示,CFA注射可引起炎性痛及

促进脊髓组织CaMK-Ⅱ、CREB及c-fos基因和p-
CaMK-Ⅱ、p-CREB及c-fos蛋白表达上调,说明经

典的致炎佐剂可以引起炎性痛及激活钙敏感的信

号通路。有研究显示,抑制钙通道能够减轻炎性痛

敏的状态[15],减少胞内的Ca2+ 释放可以缓解炎性

痛[16],这些研究说明钙通道相关的信号通路参与

炎性痛的发生发展。而预先30min给予KN-93阻

断钙敏感的CaMK-Ⅱ信号通路,可降低CFA注射

导致的炎性痛和脊髓组织CaMK-Ⅱ、CREB及c-fos
基因和p-CaMK-Ⅱ、p-CREB及c-fos蛋白表达,提

示CFA可通过CaM/CaMK-Ⅱ信号通路导致小鼠

炎性痛。但是给予CaMK-Ⅱ的拮抗剂并没有完全
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逆转炎性痛和CaMK-Ⅱ、CREB及c-fos基因和p-
CaMK-Ⅱ、p-CREB及c-fos蛋白表达,说明CaM/

CaMK-Ⅱ信号通路是CFA致炎性痛的机制之一。
其他信号通路可能也会对炎性痛产生影响,其详细

机制有待于进一步研究。
综上所述,CaM/CaMK-Ⅱ信号通路参与了氟

氏佐剂所致炎性痛的发生发展。
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