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哮喘气道重塑中钙调神经磷酸酶与蛋白激酶

活性的相互调节

陈亚红!"，姚婉贞!，赵鸣武!，庞永政"，唐朝枢"

（!# 北京大学第三医院呼吸科，北京$ !%%%&’；" 北京大学第一医院心血管研究所）

［摘$ 要］目的：研究钙调神经磷酸酶（()*）信号途径与蛋白激酶 (（+,(）、丝裂素活化蛋白激酶（-.+,）和蛋白
激酶 .（+,.）的相互调节在哮喘气道重塑发病中的作用。方法：建立卵蛋白诱导的哮喘豚鼠模型，实验分为：哮喘
组、()*抑制剂环孢霉素 .（(/.）组和对照组，采用磷酸化和去磷酸化方法测定肺组织 ()*活性、-.+,活性、+,(
活性、+,.活性。在离体培养的大鼠气道平滑肌细胞（.0-(）中，以尾加压素!（1!）为刺激因素，测定 ()*，+,(
和 -.+, 活性以及它们之间的相互调节。结果：（!）哮喘组 ()* 活性、-.+, 活性和 +,( 活性分别较对照组高
!23（! 4 %5 %!）、"&3（! 4 %5 %!）和 ’63（! 4 %5 %6），+,. 活性较对照组低 6’3（! 4 %5 %!）。(/. 组 ()* 活性、
-.+,活性和 +,(活性分别较哮喘组低 6"3（! 4 %5 %!）、!&3（! 4 %5 %6）和 6"3（! 4 %5 %!），+,.活性较哮喘组高
"5 76 倍（! 4 %5 %!）。（"）1! !% 89 :;< = > 孵育 "% :?@ 引起 .0-( +,( 和 -.+, 活性分别较对照组增加 AA3和
"A3（! 4 %5 %!），并呈时间依赖性引起 .0-( 中 ()* 活性增加，"A B 为对照组的 !5 79 倍（! 4 %5 %!）。（’）与单用
1! !% 89 :;< = >组比，()* 抑制剂 (/. !% 87 :;< = > 使 ()* 活性降低了 A63（! 4 %5 %!），-.+, 抑制剂 +C2&%62 6%
":;< = >对 ()*活性无明显影响（! D %5 %6），+,(抑制剂 E9 6% ":;< = >使 ()*活性下降 "!3（! 4 %5 %6）。（A）(/.

!% 87 :;< = > 作用使 1! !% 89 :;< = >刺激的 .0-( +,(活性下降了 !A3（! 4 %5 %6），对 -.+,活性无明显影响（! D
%5 %6）。结论：在哮喘气道重塑的发生过程中，()*与 -.+,、+,(和 +,.之间存在相互调节。
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!"#，$%!" &’( !"% )&*+ ,-.//01&23 4’ &4-5&6 -+7.(+24’8 4’ &/1)7&9
!"# $%&’( : %/1)7&；#&2,4’+;-4’；!-.1+4’ 34’&/+/

: : 哮喘反复发作可伴有气道重塑（&4-5&6 -+7.(+0
24’8），引起不可逆性气流阻塞及持续性非特异性支
气管高反应性。后者是导致哮喘患者对常规治疗手

段效果不好的重要原因之一［<］。目前关于气道重

塑的分子机制尚未完全阐明。

近年发现，体内唯一的 #&= > ?钙调素依赖的蛋
白磷酸酶钙调神经磷酸酶（ ,&2,4’+;-4’，#&@）参与
多种细胞功能的调节，除引起免疫细胞活化、调节神

经递质释放和突触可塑性外，还能介导心肌肥大、成

纤维细胞增殖等［=］。我们以前的工作发现，肺组织

表达 #&@，并具有磷酸酶活性；而 #&@ 信号途径参
与哮喘豚鼠气道重塑［A，B］。#&@ 信号途径与其他调
节气道平滑肌细胞（%C$#）增殖的蛋白激酶如蛋白
激酶 #（!"#）、丝裂素活化蛋白激酶（$%!"）和蛋
白激酶 %（!"%）之间的交联目前尚未阐明。本工作
在卵蛋白诱导的哮喘豚鼠模型和离体培养的大鼠

%C$#上，研究 #&@信号途径与 !"#、$%!"和 !"%
之间的相互调节，以阐明哮喘气道重塑的分子机制。

)* 材料与方法

)9 )* 材料
雄性健康豚鼠和D4/1&-大鼠购自北京大学医学

部实验动物中心。所有动物实验均遵循中华人民共

和国动物实验管理规定。卵蛋白、钙调素（,&27.(;0
24’，#&$）、!"%、%E!0@&=、!"# 底物肽等为美国
C487&公司产品，#&@抑制剂环孢霉素 %（#/%）为瑞
士 C&’(.F产品，［!0A=!］%E! 购自 @G@ H;I.’1 公司
（比放射活性为 A9 J K <LM 3NO ? 7P），其他试剂为市
售分析纯产品。

)9 +* 哮喘豚鼠模型的制备［M］

雄性健康豚鼠，体重 ALL Q BLL 8，随机分为 A
组。（<）哮喘组：腹腔注射 <LR（体积分数）卵蛋白
生理盐水 < 7P，<B 天后每日 S Q T 时给予 <R（体积
分数）卵蛋白生理盐水超声雾化吸入诱发哮喘，共 =
周。（=）#/%组：按哮喘组法制作动物模型，每日激
发前给予 #/% M 78 ? 38腹腔注射。（A）对照组：操作
同哮喘组，但将卵蛋白生理盐水换为生理盐水。末

次激发结束后 =B )断头处死动物，取材进行实验。
)9 ,* 大鼠 %C$#培养
采用贴块法。实验用第 = Q U 代细胞。经形态

学及 "0&,14’免疫组化染色证实为平滑肌细胞。
)9 -* A=!标记底物的制备［U］

V4/1.’+ TL 78溶于 <M 7P 缓冲液中［羟乙基哌
嗪乙磺酸（VG!GC）ML 77.2 ? P IV J9 B，乙酸镁 <L
77.2 ? P，二硫苏糖醇（HEE）< 77.2 ? P］，加入猪
!"%催化亚单位（AL #8 溶于 L9 U 7P 反应液：HEE
BL 77.2 ? P，%E! M #7.2 ? P，［ !0A= !］%E! <9 << K
<LUNO），反应混合物在 =M W振荡水浴孵育 < )，加
入三氯乙酸（E#%）至其最终体积分数为 <MR，终止
反应，<L LLL - ? 74’ 离心 M 74’，弃上清液，沉淀以
<MR冷 E#%洗 A 次，并溶于 L9 < 7.2 ? P的 @&XV J9 M
7P中，先经过 A P 磷酸盐缓冲液（!NC）透析 B )，然
后经过等体积的 VG!GC 缓冲液（ IV J9 B，含 =9 S
77.2 ? P $巯基乙醇）透析过夜。A= ! 标记底物置于 B
W保存。
)9 .* #&@活性测定［U］

向取出的肺组织加入组织匀浆液，在匀浆器上

匀浆并反复冻融，离心，上清液即为组织提取液。收

集细胞用冷 !NC 洗涤，加入预冷的细胞裂解液。反
复冻融，超声破碎，离心，上清液即为细胞提取液，考

马斯亮蓝法进行蛋白定量。将组织和细胞提取液用

缓冲液稀释，取 =M #8 蛋白（ML #P）加入 =M #P 含
A=!标记的 )4/1.’+ YY0C［U 8 ? P，U LLL Q T LLL ?（74’
·I7.P）］的反应液中（VG!GC ML 77.2 ? P，IV J9 B，
$07+-,&I1.+1)&’.2 =9 S 77.2 ? P，#&26,;24’ % AL ’7.2 ?
P），AL W孵育 AL 74’，用预冷 <LLR（体积分数）
E#% <M #P终止反应，冰浴 <M 74’，离心 M 74’，将上
清液（BM #P ?样本）点于 D)&17&’ !S< 滤纸上，干燥
<M 74’，加入闪烁液，在 $液闪仪上进行液闪计数。
)9 /* $%!"活性测定
取组织和细胞提取液 ML #P，加入 ML #P 激酶

缓冲液，其成分参见文献［J］。AL W反应 <M 74’ 后
冰浴终止反应。取 SL #P 反应液点于 IS< I)./I).0
,+22;./+滤纸（D)&17&’）上，晾干后以 L9 MR（体积
分数）!NC冲洗 M 次，烘干后置于液闪瓶中，加闪烁
液过夜，在液闪仪上测定A= ! 参入量，以实验管和空
白管中A=!参入量的差值表示 $%!"活性。
)9 0* !"#活性测定
取组织和细胞提取液 ML #P 加入酶反应液 ML

#P，酶反应液成分参见文献［S］。AJ W振荡孵育 <M
74’后冰浴终止反应。测定方法同 $%!"活性。
)9 1* !"%活性测定
取组织提取液 ML #P加入酶反应液 <LL #P，其

成分参见文献［T］。AJ W振荡孵育 <M 74’ 后冰浴
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终止反应。测定方法同 !"#$活性。
!% "# 统计学分析
所有数据均以均数 &标准差（#! & "）表示。多组

间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用成组 #
检验。$ ’ (% () 为差异有统计学意义。

$# 结果

$% !# *+,对 #$*、!"#$和 #$"的调节（表 -）
与对照组比，哮喘组 *+, 活性增加 -./（$ ’

(% (-），!"#$ 活性增加 01/（$ ’ (% (-），#$* 活性
增加 2)/（$ ’ (% ()）。与哮喘组比，*3" 组 *+, 活
性下降 )0/（$ ’ (% (-），!"#$活性下降 -1/（$ ’
(% ()），#$* 活性下降 )0/（$ ’ (% (-）。哮喘组肺
组织 #$"活性较对照组下降 )2/（$ ’ (% (-），而

*3"组 #$"活性较哮喘组增加 0% 4) 倍（$ ’ (% (-）。
$% $# 5! 对 "6!* *+,、#$*和 !"#$活性的影响
（表 0）

5! -( 789:; < = 作用 0 > 可引起 "6!* *+, 活
性增加 4(/，作用 4 > 增加 - 倍，作用 0? > 增加
-% 48倍（$均 ’ (% (-）。5! -( 78 9:; < = 孵育0( 9@A
可引起 "6!* #$* 活性增加，较对照组增加
??/（$ ’ (% (-），孵育 - >后 #$* 活性较 0( 9@A 略
有下降，但差异无统计学意义（$ B (% ()），仍比对照
组高 22/（$ ’ (% (-）。5! -( 78 9:; < =孵育 0( 9@A
可引起 "6!* !"#$ 活性比对照组增加 0?/（$ ’
(% (-），孵育 - >后较对照组增加 -?/（$ ’ (% ()），
孵育 - >较孵育 0( 9@A !"#$ 活性有所下降，但差
异无统计学意义（$ B (% ()）。

表 !# 哮喘豚鼠肺组织 *+,对 #$*，!"#$和 #$"活性的调节（#! & "）

%&’() !# *C:33DE+;F +9:AG *+,，#$*，!"#$ +AH #$" @A IJ;9:A+CK E@33JL @A +3E>9+（#! & "）

MC:JI *+, N N #$*N N !"#$N N #$"N N N N
*:AEC:; 8% 24 & (% ?.（% O 4） )4% (1 & .% --（% O 4） 2)% 04 & (% 4-（% O 4） 2.. & 44（% O 8）
"3E>9+ 1% 84 & -% 20P（% O 4） 8)% 11 & -.% -0!（% O 1） ?)% -1 & 1% ?2P（% O -(） -14 & 20P（% O -(）
*3" ?% 0( & (% 84%（% O 8） 24% ?? & -?% 00%（% O 4） 28% () & 0% 0)"（% O 8） 48. & -00%（% O 8）

N N *3"，QKQ;:3I:C@A "；*+,，Q+;Q@ALJC@A；#$*，IC:EL@A F@A+3L *；!"#$，9@E:GLAD+QE@R+ELH IC:EL@A F@A+3L；#$"，IC:EL@A F@A+3L "；!$ ’ (% ()，P$
’ (% (-，Q:9I+CLH S@E> Q:AEC:;；"$ ’ (% ()，%$ ’ (% (-，Q:9I+CLH S@E> +3E>9+ GC:JIT

$% *# *+,、!"#$ 和 #$* 的抑制剂对 5!刺激的
*+,活性的影响（图 -）
与单用 5! -( 78 9:; < = 组比，*+, 抑制剂 *3"

-( 74 9:; < = 使 *+, 活性下降 ?)/（$ ’ (% (-）。而
!"#$抑制剂 #U.1(). )( "9:; < = 使 5!刺激的 *+,
活性略有下降趋势，但差异无统计学意义（ $ B
(% ()）。#$* 抑制剂 V8 )( "9:; < = 使 5!刺激的
*+,活性下降 0-/（$ ’ (% ()）。

表 $# 5!对 "6!* *+,、#$*和 !"#$活性的影响（#! & "）

%&’() $# WXXLQE :X 5! :A +QE@R@EK :X *+,，#$* +AH
!"#$（#! & "）

#$* +QE@R@EK

（% O 4）

!"#$ +QE@R@EK

（% O 4）

*+, +QE@R@EK

（% O ?）
*:AEC:; .% -) & -% ). 2% 4( & (% ?( -% -2 & (% -4
0( 9@A -2% -1 & (% .?! ?% ?? & (% ?(!

- > -0% 04 & -% ()! ?% (. & (% 0)P

0 > -% 1- & (% 0-!

4 > 0% 01 & (% 0(!

0? > 2% (0 & (% 02!

N N P$ ’ (% ()，!$ ’ (% (-，Q:9I+CLH S@E> Q:AEC:;%

$% +# *3"对 5!刺激的 #$* 和 !"#$ 活性的影响
（表 2）

*+,抑制剂 *3" -( 74 9:; < = 作用使 5! -( 78

9:; < =刺激的细胞 #$* 活性下降 -?/（$ ’ (% ()），
但对 !"#$活性无明显影响（$ B (% ()）。

*# 讨论

*+,是迄今发现的唯一受 *+0 Y <钙调素（*+!）
调节的丝 <苏氨酸蛋白磷酸酶是广泛分布的、参与多
种细胞功能调节的多功能信号酶。*+,介导的信号
通路在心肌肥大和成纤维细胞增殖中可能起重要作

用［0，-(］。在肺组织中，*+, 有多种生理和病理生理
作用。如肺上皮细胞通过 *+, 而调节表面活性物
质 U的表达；气管内滴注 *+,抑制剂能减轻肺缺血
7再灌注损伤［--，-0］。我们以前的工作发现，哮喘豚
鼠存在明显的气道重塑，表现在大气道平滑肌细胞

U,"合成增加，外周肺组织气道壁和气道平滑肌增
厚，同时气管和肺组织 *+, 活性增加，而 *3" 能减
轻哮喘豚鼠气道重塑，并抑制 5!刺激的大鼠
"6!*增殖和碱性成纤维细胞生长因子（Z[M[）诱
导的肺成纤维细胞增殖、胶原合成和分泌，提示 *+,
信号途径参与哮喘豚鼠气道重塑［2，?，-2，-?］。体内蛋

白磷酸化与去磷酸化是动态的平衡，且多条信号系

统存在相互影响（ QC:33DE+;F）。但哮喘气道重塑中
*+,与蛋白激酶之间的相互影响目前尚未阐明。

·-(4·陈亚红，等N 哮喘气道重塑中钙调神经磷酸酶与蛋白激酶活性的相互调节
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图 !" .>K、L06M和 6M.抑制剂对 !!刺激的 .>K

活性的影响（#" N #，$ O 5）

#$%&’( !" PQQ@<D (Q CFECRCD(?/ (Q .>K，L06M >FA 6M. (F
.>K ><DCSCDT /DC’I)>D@A RT !!（#" N #，$ O 5）

表 )" ./0对 !!刺激的 0UL. 6M.和 L06M

活性的影响（#" N #，$ O 5）

*+,-( )" PQQ@<D (Q ./0 (F 0UL. 6M. >FA L06M ><DCSCDT
CFAI<@A RT !!（#" N #，$ O 5）

.(FD?()V !! !! - ./0V
6M. ><DCSCDT &; ,4 N $; &, #2; &, N #; 14! ##; 95 N $; 15G

L06M ><DCSCDT 2; $5 N $; 2, 5; #9 N $; 58! 2; 88 N $; 4$

V V !! : $; $#，<(’=>?@A BCDE <(FD?()；G! : $; $4，<(’=>?@A BCDE !!
H?(I=;

在目前已知的与 0UL.增殖有关的信号转导通
路中，已发现蛋白激酶如 6M.、L06M、磷酸肌醇 2
激酶（6W2M）、6M0等多条信号通路参与细胞增殖的
调节［#,］。本结果表明，哮喘豚鼠肺组织 .>K，L06M
及 6M.同时被激活，而 6M0活性明显下降。./0治
疗后 .>K，L06M 及 6M. 活性不再继续增加，而
6M0 活性不再继续下降，进一步证明 .>K 与
L06M，6M.和 6M0之间存在相互调控，共同参与哮
喘豚鼠肺组织蛋白质的磷酸化与去磷酸化。

!!被证实是迄今发现的最强的缩血管活性
肽，对主动脉的缩血管效应为内皮素的 #$ 倍以上。
!!亦是灵长类动物气道平滑肌的强烈收缩剂，并
能促进肺动脉收缩。我们的研究发现 !!是 0UL.
的强丝裂素原。本结果表明，!!呈时间依赖性刺
激 .>K活性的增加，在 ,5 E活性最高。!!能在 ,$
’CF迅速激活 0UL. 的 6M. 和 L06M 活性，表明
6M.和 L06M一旦活化，迅速将信号向下传递，引
起核反应，而自身则较快失活。.>K 抑制剂 ./0 使
!! 刺激的 0UL. 6M. 活性下降，而 6M. 抑制剂
3& 使 !! 刺激的 .>K 活性下降，表明在 !!刺激
的信号途径中，.>K 与 6M. 之间相互调节。./0 不
影响 !!刺激的 L06M 活性，而 L06M 抑制剂
6789$48亦不影响 !!刺激的 .>K 活性，表明 .>K 与

L06M在 !!刺激的信号途径中相互独立。研究发
现［#4，#1］，.>K抑制剂 ./0在预防心肌肥大发生的过
程中，能阻断 0FH!诱导的心肌细胞和高血压小鼠
心肌的 L06M活化，亦能抑制特异性 6M. 同功酶的
活化，表明 .>K，6M. 和 L06M 之间的相互交联在
介导心肌肥大的发生中发挥重要作用。阻断 .>K
活化后通过抑制 =29L06M 的活化而抑制 WHP 依赖
的嗜碱细胞脱颗粒和细胞因子的合成［#&］。因细胞

类型不同，.>K 与 6M0 可产生协同作用，也可产生
拮抗作用。

哮喘是一种多因素参与的疾病，.>K 与多种蛋
白激酶之间的相互调控在其中发挥重要的作用。进

一步深入研究它们之间的相互作用将有助于阐明哮

喘的发病机制。
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