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AKAP5在电刺激大鼠三叉神经核尾侧复合体的表达 *
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摘要 目的：利用电刺激大鼠的偏头痛动物模型，研究与偏头痛病理生理关系密切的 AKAP5基因在动物模型中的表达。方法：体

重为 250克左右 SD大鼠 27只，随机分为 a对照组（n=4）、b电刺激 30分钟组(n=6)、c电刺激 60分钟组(n=6)、d电刺激 120分钟

组(n=5)和 e吗啡干预 +电刺激 120分钟组(n=6),共 5组。对照组不予刺激，其余各组电刺激不同时间，各组结束后立即断头取脑，

取出延髓及上颈段（至颈 2），利用 western-blot技术对 AKAP5在三叉神经核尾侧复合体中的表达进行研究。结果：AKAP5在大鼠

三叉神经核尾侧复合体中有表达，各组 AKAP5积分密度比值分别为 2.804，0.913，1.383，0.634，1.030，组间表达无显著差异（P=0.

9921＞ 0.05）。结论：AKAP5在电刺激与对照组中的表达无显著差异，吗啡对 AKAP5的表达无显著影响。
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Expression of AKAP5 in the Trigeminal Nucleus Caudalis after Electrical
Stimulation of the Adult Rats*

To investigate the molecular mechanism of migraine by studying the gene expression of AKAP5 in animal

model. 27 rats were randomly divided into five groups including control group (n=4), groups of electrical stimulation for 30

minutes(n=6), 60 minutes(n=6), 120 minutes(n=5) and group of morphine plus electrical stimulation for 120 minutes(n=6). Rats were
rapidly decapitated, and the medulla and high-level cervical cord (to C2) were removed from the skull after electrical stimulation. AKAP5

was detected in the medulla and high-level cervical cord by western blot technique. AKAP5 expressed in the bulb and high cer-

vical cord. The integral optical density ratios of AKAP5 were 2.804 0.913 1.383 0.634 and 1.030 respectively. There were no significant

deviation for AKAP5 expression among the five groups（P=0.9921＞ 0.05）. There was no significant deviation for AKAP5

expression between control and electrical stimulation groups. Morphine had no effect on AKAP5 gene expression.
Animal model; Migraine; AKAP5; Trigeminal nucleus caudalis
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前言

偏头痛是一种常见的原发性头痛，全球平均年平均患病率

11%，1999年美国偏头痛研究Ⅱ调查显示美国男性偏头痛的患

病率为 6.5 %，女性为 18.2 % [1]。国内最新的流行病学调查研究

结果为年患病率 9.3 %[2]。按我国现有 13亿人口计算，每年有
1.21亿人患病。然而，其病因和发病机制尚不清楚，现有三叉神

经血管反射学说、皮层扩布性抑制学说、血管源性学说等不同

机制。本实验室经过多年研究、探索，在原有大鼠硬脑膜神经源

性炎症模型的基础上实现了清醒状态大鼠的硬脑膜电刺激，并

通过这一模型进行了多项相关研究[3-5]。AKAP5是一种突触后

支架蛋白，在全脑中均有表达，其在谷氨酸能突触后位点含量

丰富，可易化依赖 PKA的 AMPA和 NMDA受体的磷酸化，可

能与偏头痛的疼痛机制有关，为进一步研究偏头痛的发病机

制，我们利用电刺激大鼠的偏头痛动物模型，观察三叉神经核

尾侧复合体 AKAP5表达情况。

1 材料和方法

1.1 实验动物分组

实验用 SD大鼠由解放军总医院实验动物中心提供。选取

体重为 250克左右的 SD大鼠 27只，随机分为 5组：甲电刺激
30分钟组(n=6)、乙电刺激 60分钟组(n=6)、丙电刺激 120分钟
组 (n=5)、丁吗啡干预 + 电刺激 120 分钟组（n=6）、戊对照组

（n=4）。其中每组饲养于 1 个大鼠笼当中，房间温度恒定为
22± 2℃，光照及黑夜时间各为 12小时。
1.2 手术方法

以 10 %水合氯醛（0.4 mL/100 g）将实验用 SD大鼠腹腔麻

醉成功后，固定于立体定位仪上，然后用手术剪刀剪掉头正中
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表 1 各组 AKAP5表达的积分密度比值

Table 1 Integral optical density ratio of AKAP5 among groups

组别

Group

AKAP5积分密度比值

Integral optical density ratio of AKAP5(中位数 median;四分位数 quartile)

对照组 Control 2.804（0.593，6.228）

电刺激 30分钟 Stimulation for 30 min 0.913（0.485，4.922）

电刺激 60分钟 Stimulation for 60 min 1.383（0.514，3.961）

电刺激 120分钟 Stimulation for 120 min 0.634（0.618，3.624）

吗啡 +电刺激 120分钟 Morphine+stimulation for 120 min 1.030（0.718，1.130）

部毛发，再以碘氟棉签消毒皮肤，然后用手术刀在头正中部由

嘴侧向尾侧纵向切开皮肤 2 cm，钝性分离骨膜后彻底暴露颅
骨，以颅中线冠状缝交叉点前 4 mm为前点,交叉点后 6 mm为

后点，用台式牙科钻以中等转速钻开两个直径约 1 mm 的圆
孔，两点相距 1 cm，钻孔过程中间断使用 4℃无菌生理盐水喷

洒钻头及钻孔部位以降低钻头及孔的温度，防止灼伤硬膜。暴

露上矢状窦上硬脑膜后，将与线线接口连接好的单极电极放置

于钻好的圆孔中，轻柔接触硬膜；然后将整个电极以齿科粉加

义齿基托树脂固定于骨面，完全干燥后缝合头皮皮肤，仅留线

线接口于皮肤外；术后即刻以青霉素钠腹腔注射 (4万 IU/100

g)预防感染，所有操作均在无菌条件下进行。
1.3 实验过程

为防止电极脱落，术后单笼饲养每只大鼠，术后三天每天

均以青霉素钠腹腔注射(4 万 IU/100 g)预防感染，术后第四天

将大鼠放入自主行为观察箱，将其头部皮肤外的线线接口与电

刺激器线线接口相连后适应 30分钟；甲、乙、丙组大鼠分别电

刺激 30分钟、60分钟、120分钟，丁组大鼠电刺激前 30分钟给

予盐酸吗啡(4 mg/kg)腹腔注射，然后电刺激 120分钟。刺激参

数为强度 2～ 6 mA、频率 20 Hz、脉宽 250 滋s。实验结束后将大

鼠以 10 %水合氯醛腹腔注射过深麻醉后（0.8 mL/100 g）快速

断头取出延髓及上颈段（至颈 2），迅速投入液氮中冷冻并储存

在 -80℃冰箱中。
1.4 Western blot及图象分析

冻存组织总蛋白被提取后行 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶

（PAGE）电泳，而后经转移电泳、转膜、封闭、抗体孵育及曝光等

各步骤后进行结果判定。首先将 X光片置于读片灯，然后固定

数码相机拍片，将图片拷贝入计算机后应用 Image Tool 3.0图
像分析系统对 AKAP5蛋白和内参照蛋白（茁-actin）显影条带的

积分密度进行分析，计算出各样本 AKAP5蛋白和 茁-actin的积
分密度比值，从而得到 AKAP5蛋白在各样本中的相对表达水

平。Western blot结果见图 1。
1.5 统计学处理

所有资料以 SPSS 11. 0统计软件进行分析，采用非参数秩

和检验，P < 0.05为有统计学意义。

2 结果

各组中 AKAP5蛋白均有表达，组间表达情况无显著差异

（P=0.9921＞ 0.05）。各组 western blot结果如图 1 所示，各组
AKAP5表达的积分密度比值如表 1。

图 1 各组 AKAP5表达情况

Fig.1 The expression of AKAP5 among groups

3 讨论

AKAP5是一种突触后支架蛋白，在全脑中均有表达，包括

杏仁核、海马、纹状体，以及皮层区域如前扣带回、前额叶背外

侧和眶额皮质等部位[6]，主要功能是绑定环腺苷酸依赖的蛋白

激酶 A（PKA）和钙神经素。能将蛋白激酶 A锚定在通道或受体

附近，从而特定的调节这些通道或受体的磷酸化状态。其作为

构成细胞内 茁肾上腺素能、多巴胺能及 5-羟色胺能信号级联

系统的一部分，将 G蛋白偶联受体与细胞内的效应分子及突

触后的谷氨酸能神经递质成分相连[7-9]。AKAP5在谷氨酸能突
触后位点含量丰富，可易化依赖 PKA的 AMPA和 NMDA受

体的磷酸化，从而在突触可塑性发挥作用[10-12]。

长时程增强效应(LTP)及长时程减弱效应(LTD)组成了典

型的突触可塑性。LTP及 LTD由钙离子经过突触后 NMDA受

体的内流介导，在 AMPA受体功能上分别表现为持久的增强

或减弱。LTP可活化包括 PKA及 PKC的激酶，促进棘突扩展、
AMPA受体磷酸化、胞吐作用及增强突触力量的侧方运动[13]。

LTD激活包括蛋白激酶 1、2A、钙神经素在内的磷酸酶，触发棘

突收缩、AMPA受体的去磷酸化、突触内移除和细胞吞噬从而

减弱突触力量。这些激酶和磷酸酶位于由支架蛋白网络组成的

突触后致密物上的谷氨酸受体上[14,15]。棘树突结构和突触后支

架的改变可调节 LTP及 LTD，因此涉及包括阿尔茨海默病、精

神分裂症及自闭症等脑功能障碍[16]。突触传递的可塑性现象不

但与学习和记忆的分子机制有关，在痛觉系统也存在，而且在

痛觉感受和调节中扮演重要的角色。LTP可能是痛觉过敏和痛

觉超敏现象的神经生物学基础，而 LTD可能在机体镇痛和痛

觉调控过程发挥一定作用[17]。谷氨酸是中枢神经系统主要的神

经递质。人体和动物的研究提示谷氨酸可能在偏头痛发病机制

中起重要作用[18]。
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酒精刺激初级感觉神经元上的辣椒辣素受体（TRPV1）
(transient receptor potential vanilloid subfamily member 1) 受体，

可促进神经源性炎症反应，包括降钙素基因相关肽（CGRP）介

导的血管扩张。TRPV1受体与周围感觉神经联系在一起，其在

脊髓、脑及广泛的非神经元细胞（包括硬脑膜）都有分布。酒精

可在健康人中引起头痛，偏头痛患者则对酒精更为敏感，饮用

红酒或啤酒可诱发头痛。最近利用豚鼠的一项研究证明 TR-

PV1受体激活引起的脑膜血管扩张可能是酒精摄入诱发偏头

痛发作的机制[19]。研究证实 AKAP5在 91.1 % ± 1.7 % TRPV1

阳性的脊髓背根神经节神经元中有共表达 [20]。AKAP5介导
TRPV1 受体向胞膜的易位，并可促进 TRPV1 受体的活化。
AKAP5能汇集多种酶的作用直接定位于 TRPV1受体，从而有

效调节其磷酸化。AKAP5 将 PKA 锚定在相应位置是通过
PGE2/PKA信号通路提高 TRPV1受体功能所必需的[21]。通过

PKA和 PKC信号通路产生的 TRPV1受体敏化必须有 AKAP5

的参与，类似的研究在三叉神经节细胞也经过验证。

滋型阿片受体 MOP（滋 opioid receptor）是一种 G蛋白偶联

受体，在培养的脊髓背根神经节细胞中，88.4 %的神经元有
MOP和 TRPV1的共表达。研究吗啡作为 MOP激动剂对 TR-

PV1受体的调节作用，发现其通过抑制环腺苷酸引起的 TR-

PV1受体敏化，从而在炎症痛病理过程中发挥镇痛作用[22]。疼

痛可引起恐惧及焦虑、抑郁，近年来的研究发现杏仁核表达的

AKAP5与情感处理有关。AKAP5基因拷贝数的变化涉及精神

分裂症及双向情感障碍的风险。动物研究发现依赖 AKAP5的

信号系统与恐惧记忆有关。这些均提示 AKAP5可能与头痛有
密切关系。

本研究利用电刺激模型，对 AKAP5在三叉神经核尾侧复

合体的表达进行了研究，发现模型组与对照组之间 AKAP5表

达无显著差异，吗啡对 AKAP5 的表达也无显著影响，我们根

据 AKAP5的功能预想模型组 AKAP5表达应较对照组增加，

而吗啡会对这种增减起抑制作用，实际结果与预想不同，这可

能与我们的样本量偏小有关。AKAP5可能在偏头痛痛觉机制

中发挥作用，它与突触可塑性、众多离子通道等痛觉相关因素

有着复杂的联系，可能在中枢敏化方面起促进作用。AKAP5阻

滞剂 Peptide Ht 31，可作为偏头痛的治疗药物进行研究，其抑

制头痛的机制包括：1、抑制 NMDA受体的激活引起的 LTP，从

而消除偏头痛中的中枢敏化；2、抑制通过 PKA和 PKC信号通

路产生的 TRPV1受体敏化。今后可利用基因敲除技术对其在

头痛方面进行更深入的研究，可能开发出新型的头痛治疗药

物。
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本实验我们得到如下的结论：Let-7a在肾癌细胞株中表达

显著下调，将 let-7a mimics瞬时转染肾癌细胞株后，获得了
let-7a 的过表达。 Let-7a 通过与靶癌基因 c-Myc、k-Kas 的
3'UTR区域结合，在转录后水平调控 c-Myc、k-Kas基因，及蛋

白表达水平明显下调，进而影响肾癌细胞的增殖。Let-7a在肾

癌组织中 Let-7表达的高低与肾癌患者预后的关系，let-7a对肾

癌的早期诊断是否有帮助？这是我们需要进一步探究的内容。

所以我们认为 Let-7a抑制肾癌细胞增殖，增进人们对肾癌发生

机制的了解，并为攻克肾癌打下坚实的基础，有望成为治疗肾

癌的一种新策略。
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