
3 一3乎 
BIBLID：ISSN 0253．9756 Acta P}㈣ 。。l。gm Sinica 中国药理学报 1997 Jul；18(4)：380—384 

精氨加压素(4—8)刺激大鼠脑内促细胞分裂素活化的蛋白激酶活性增高 
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AIM ：To study the d珀 of mitogen-acfivated 

protein kinase (MAPK) activity in rat brain 

stimulated by a press (4—8)(AVP(4—8)) 

(sc)． METHODS：Wistar rat was treated wi出 

AⅦ (4—8)， MAPK aetivity in rat brain was 

assayed by phosphorylation  of its specific团lbs白 “ 

myelin basic protein (MBP)after the 吨0 

extracts fractionated by M0NoQ anioa-exchange 

d~ phy RESULTS：T1le activity of 44 

kDaM APK in rat hraln WBS significandy enhanced 

bv AⅦ (4—8)， e enhancement of MAPI( 

activity in hippocampus was Stl~ d 80 ％ by 

ZDC(C)CPR．∞ anta~nist of AVP(4—8)． T11e 

level of 44 kDa MAPK pmtein had no detectable 

differmces between the administratic~a groups and 

m~trd． In rat rappo~~ l sli∞s．Sinli~ results 

were obtained． c0NaLUS10N：11 jnc瑚 8锄 ent 

of 44kDaMAPKaetivity stimulatedbyAVP(4—8] 
w娼 mediated by its sDecifie receptor，and was a 

short-perkxi p]呻嘲  activated by protein 

phosphorylatkm ， but not by protein expression． 

MAPK was involved in the 叫 tran 8dIlcti帆 

pathwayinduced byAVP(4—8)． 
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R 72．ĵ 
髓脂质碱性蛋白；蛋白激酶类 

目的：研究精氨加压素(4—8)(AVP(4—8))对大 

鼠脑内促细胞分裂素活化的蛋 白激酶(MAPK)活 

性变化的影响， 方法：大鼠皮下注射AVP(4—8) 

后，通过柱分离后测定脑组织匀浆藏中 MAPK对 

其特异性底物髓脂质碱性蛋白(MaP)的磷酸化活 

性． 结果：AVP(4—8)刺激的大鼠海马和大脑皮 

层中的44 kDaMAPK活性显著增高． 这种活性 

增高被 AVP(4—8)的拮抗剂 ZDC(C)PR降低 

80％． MAPK蛋白量变化不受 AVP(4—8)刺激 

的影响． 在海马切 片实验 中，也得到 一致的结 

果． 结论：A、 (4—8)引起的44 l MAPK活性 

增高是一种由受体介导的细胞内短时期的酶激活过 

程，与蛋白质表达量的变化无关．MAPK参与了 

AVP(4—8)诱导的皮层和海马内信号转导途径． 

我们已经报道过精氨酸加压素(AVP)的天然 

酶解产物 AvP(4—8)在大鼠脑内有着独特的专一 

性受体 1 J，此受体在大鼠脑 内主要分布在与学习 

记忆密切相关的海马、杏仁核和大脑皮层等核区． 

受体结合 实验 表 明 AvP(4—8)的结 构类 似物 

殂)c(C)PR能够竞争性地与 AVP(4—8)的受体结 

合 J． 我们从前 的工作阐明了 AvP(4—8)与大 

鼠脑内受体结合后，能引起 海马内第二信使 I 

水平的增高及一些基因如 c—los和 NGF的转 录和 

表达增强 3]．鉴于促细胞分裂素活化的蛋 白激酶 

(简写为 MAPK或 ERK．)在一般细胞 内的信息传 

递和整台过程中处于关键位置 ，我们推测 MAPK 

在 AvP(4—8)引起的大鼠脑内的信息传递途径中 

也可能起着中介作用 这类激酶是细胞内的一族 

丝氨酸 氨 酸蛋 白激 酶 的 总称，它 们 主要 靠 

Thr183和 Tyr185位上磷酸化 和去磷酸化 4 改变 

其活性形式． 脊椎动物中MAPK的亚型很多，分 

子量大约在4O一44kin 和54—64kin 之间【5j．其 

中分子量为 42 kin 的激酶和 44 kin 的激酶在信 

号转导中最为活跃． MAPI(接受上游信号被激活 

后 ，磷酸化下游底物，其中主要有转 录因子 c— ， 
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c—m3,c，p62TCF等等 J，从而将信号传至桉 内 

为了研究 AVP(4—8)引起的核内基 因的变化是否 

能通过 MAPK活化途径，本工作在验证 了MAPK 

的检测方法的可靠性以后 ，测定 了 AvP(4—8)处 

理后的大鼠海马和大脑皮层内 MAPK被激活的时 

间过程 ． 

MATERIAIN  AND 瑾 lⅡm S 

药品与材料 AVP(4—8)，这五肽的氨基酸顺序为： 

焦谷氨 酰一天冬酰氨 酰一胱 氨酰 脯 氨 酰 精氨 酸 (pyrogluta 

)(由本实验室合成经过 

HPLC纯化后的产品【 ，新鲜配制于生理盐 水中，终浓度 

为 1嘲 。L_。 ZDC(C)PR，这五肽的氨基酸顺序为：焦谷 

氨 酰一天 冬 氨 酰一胱 氨 酰一脯 氨 酰一精 氨 酸 (py-~．．1utamy[一 

~spartylcystinylprolylarginine)(由本实验室合成经过 FIPLC 

纯化后 的产 品【 ，新鲜 配制于生理盐 水中，终浓度为 50 

nag‘LI1) Wistar大鼠(150± 15 g，0，由中国科学院 

上海实验动物中心提供，清洁级) 化学试剂皆为AR，其 

它采 购 商 品 有：[ 一北P]ATP (Amersham，111 PBq 

·mol )，蛋白酶抑制剂 leupeptin和 aprotinin(S4gm~)．蛋 

白激酶A(Pg,a)的肽抑制剂PKI(Gib∞BRL)，髓脂质碱 

性蛋白(MBP)(SigH1a)，SDS-PAGE低分子量标准蛋白质 

(上海丽珠东风生物技术有限公司)，HR5／5 MONO-Q阴 

离子交换层折柱 (Pharmada)，P81磷酸纤维素膜(Gibeo 

BRL)，硝酸纤维 素膜 (Schleicher＆ Schuel1)，蛋 白质半干 

转移仪(Bio-Rad)，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔第二抗体 

(华美 公 司)，Anti—ERK I和 An ti-ERK1I兔 多克 隆 抗体 

(Santa CruzBiotechnology Inc产品) 

脑组纲匀浆液的镧备 将大鼠断头，于干诛上冷却 

后 ，取出海 马和皮层组织，迅速放入冰砖却 的缓 冲液 中， 

充分匀浆． 匀浆缓冲液各成分 配 比如 下：pH 7 4．Tri} 

HC1 10，蔗糖 250，Na4Pz07 10，NaF 100．edetic acid二钠 

盐 5， c acid二钠盐 5，N％X~4 4，DTT 1，PMSF 0．5 

rrar~l。L 和 leupeptin 10，aprotinin 100嘲 -L～ 将该脑 

组织匀浆掖于 4℃经113 000×g离心 30min，所得上 清液 

再于4℃，100 000 g离心 45min，收得 的上 清部分 (酶 

的粗提液)经蛋白浓度测定后分装保存于一70℃，待以后 

的柱层析和免疫分析使用． 

诲马切片的镧备及药物处理 襁大鼠海马组织矢状方 

向切片 ，厚度为 3130grn，放入95％O2／5％CO2饱和的冰 

辟 缓 冲 液 A：NaCl 124，KCI 3，M碍 2，CaCI，2， 

NaH2PO4’2H2O 1．25，NaHCO3 26，葡萄糖 10mmol-L一， 

pH7 2． 新鲜配糊． 切 片在药物处理前 ，甩瓶鲜的缓冲 

液 A于37℃ 温育 20mitl，反复 3次 药物处理结束后 ， 

加入球辟的匀浆 缓冲液．置液氮 中终止反应 样 品的匀 

浆采用超声波破碎法 

醯粗 提 液 的 MONO-Q 阴 离 子 交 换 柱 层 析 分 离 殛 

MAPK的活性测定方法 匀浆粗提液 内激酶活性部分的 

分离及活性 测定_HJ：经 MONC~Q层析拄分离后分部收集 

的各管洗脱液依 Bradford法测定蛋 白浓度 ，MAPK的 比活 

性通过对其特异性底物 MBP的磷酸化来测定 。mJ． 测活 

反应体系为：30“L一30℃ 一5min系统． 含 1／xg蛋白的 

溶液加入酶反应缓冲液 (pH 7 0，HEPGS-NaOH 10，蔗糖 

30，MgO2 10，egtazlc acid二钠 盐 3，Nab"12．5， 硝基苯 

磷 酸 3 75，Na4 P’07 1．25 rr~ol·L ，Leupeptin 2．5， 

Aprotinin12 5mg·L ．PK1 0．25tmaol-L。 和 MBP0．5 g 

-LI1)及[ 一 P]ATP(7．4 kBq)，5 rain后用 7．5“L冰冷 

的25％ (wt̂ 。1)三氯乙酸终止反应． 将全部反应液加到 

P81磷酸纤维索膜上 ，以1％磷酸洗膜 3次 ，液 闲计数法 

测定 MBP中 P的参入量 ，作为衡量 MAPK活性的指标 

MAPK的免疫印迹法cI删 un0bl0tti雌)测定 待涮样 

品通过10％ SDS_PAGE凝胶电泳分离后，转移至硝酸纤 

维 素 膜 上，用 A力 ERK I (1：150)或 Ant ERK Ⅱ 

(1：2OOO)多克隆抗体测定 MAPK的蛋白古量 

实验设计与统计 将大鼠随机分为若干组，每组u4 

只，每只实验动物皮下注射 0．2 InL药或生理盐水 AVP 

(4—8)的注射量为 1．3 ‘kg 体重；ZDC(c)PR的量为 

65txg-kg 体 重【 ·“】． 海马切 片采 甩随机平均 分组 法． 

MAPK活力的测定结果采取平均方差法进行统计和 比较． 

结果表示为 i± ，实验各组与对照组数据采取 检验法 

进行显著性比较 

RESULTS 

大鼠脑组织提取液中 MAPK活性的鉴定 大 

鼠海马组织的酶粗提液在 M0 oQ 阴离子交换 

层析柱上以 NaCl直线浓 度梯度洗脱 ，分部 收集 

0．1—0．4 tool-LI1盐浓度区问的洗脱液，以 MBP 

为底物测定洗脱液 中激酶的活性 一组实验的检 

测结果(Fig 1)显 示了激酶活性 在 0．1—0．4 mol 
-L0盐浓度范围洗脱液中的分布，竖框的高度代 

表了 MBP被磷酸化的程度． 在盐浓度接近 0．2 

tool·L 时呈现一个主要 的活性回收高峰(峰 P)． 

因峰 P不能被 PKA的抑制剂 PKI所抑制，所以峰 

P就是 MAPK的活性峰 

为了进一步鉴定激酶活性峰的蛋 白性质，我 

们采用 10％ SDS-PAGE凝胶电泳法测定峰 P中 

主要蛋白成分的分子量，银染的结果(Fig 2 Upper 

pane1)显示在与标准蛋白质 43 k 相 当的位置 上 

出现一蛋 白条带 ． 此蛋白较集中地分布在峰 P 
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(1ane b)中 用抗不同分子量 MAPK的二种兔多 

克隆抗体 Anti ERKI和 Ant ERKⅡ进行免疫 印 

迹法检测，该蛋白质条带只能与 Anti—ERK I多克 

隆抗体特异反应而不与 Anti—ERK1I多克隆抗体反 

应(F 2 Lower pane1)． 峰 P中所含激酶主要是 

分子量为44 k 的 MAPK． 可见 MBP主要被 44 

)a MAPK所磷酸化，因而 ，峰 P的高度可以用 

来表示脑组织中 M P̂K 的相对活性． 

AVP(4—8 J引起大鼠脑组织中 MAPK活性的 

增高 上述对 MAPK活性峰的鉴定为检测大 鼠脑 

组织内MAPK活性随 AVP(4—8)处理时间而变 

化的过程提供了一个可靠 的方法． Fig 1就是一 

个 M P̂K活性随处理时间而变化的例子：以 1．3 

·kgI1体重的 AVP(4～8)处理 2 h后的大鼠海 

马组织 中，MAJPK 的活性较对照组有 明显增高． 

皮层中MAPK活性的变化情况与海马中的相同． 

重复实验的统计结果(Rg 3)表明，在给药后， 

大 鼠海马和大脑皮层中M P̂K活性 随时间有一明 

显的变化过程． 在给药后 1 h，海马内 M P̂K活 

性 比对照组增高踟 ％ (P<0．05)，到 2 h活性达 

最高峰 ，约为 对照组 的 3倍(P<0．01)，此后 

MAPK活性逐步下降，至 5 h接近对照水平． 

大脑皮层中 MAPK的激 活情况 与海马中的相近， 

但 比海马内的变化稍快 ，此变化在给药后 1 h已达 
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最高峰，约为对照组 的 2倍 (P< 0．01) 此后， 

酶活性逐渐回落 

AVP(4—8)引起海马切片中 MAPK活性的增 

高 以 10 nmol·LI1浓度的 AVP(4—8)温育海马 

切片，MAPK的活性随给药时间而变化 ，37℃ 条 

件下温育 5 min MAPK活性达最高值(Tab 1)． 

Tab 1- MAPK activities in h_叩p∞aT口J，al slices ineulmted in 

仕 pT鲫 ∞ofAVP(4—8)0．01|Im0I·LI】( =3)．j a-s． 
Ip>0．05．bp<0．05． P<0．01 啊 驯 tI蝴

．  

Time／min M APK activity 

0 

2 

5 

20 

1．o0±O．18 

1．85±0 16 

2．92±0．22 

1 O5±0．15 

多次实验的统计结果表明，AvP(4—8)作用 5 

rain后所引起的 MAPK 活性 的增 高 达对 照组 的 

1．96±0．19倍 ，P<0．01 通过对温育后海 

马切片中MAPK活性的分析 ，我们还看到温育液 

中AVP(4—8)的浓度在 100和 l0 nmol·LI1时分 

别可使 MAPK活性增高 1．5倍 (P<0．05)和 1．9 

倍 (P<0．01)；若肽浓度降低到 1．0 nmol·LI1时， 

MAPK 活性 几 乎不 受影 响 (1．08±0 03，P< 

0．05)． 可见 l0 nmol·LI1是该肽作用的最低有效 

剂量． 为便于比较 ，本文离体实验 中皆按此剂量 

进行，如以循环体液量为基准来估算，则体 内实 

验所用剂量(1．3旭 ·kgI1)亦与此接近． 

AVP(4—8)引起 的 MAPK活 性增 高被 Z[3C 

(C)PR所拮抗 将实验大 鼠随机分为 4组 ，分别 

注射生理盐水(对照组)、AVE'(4—8)、ZDC(c) 

PR或 AvP(4—8)和 ZDC(C)PR的混合物． 在给 

药 2 h后 断头取脑组织并检测不 同处理对脑 内 

MAPK活性 的影 响． 结 果 表明，给药 2 h后， 

AVP(4—8)引起海马中MAPK活性增高达对照组 

3倍(P<0．05)；50倍 于 AvP(4—8)给药剂量的 

ZDC(C)PR不能引起 MAPK活性 的显著性变化； 

而此剂量的 ZDC(C)PR的拮抗作用达踟 ％． 离 

体海 马切片实验 中结果 也与此类 似． 50倍 的 

Z眦 (C)PR浓 度能 够降低 AVP(4—8)作用 的 

78％，与 AVP(4—8)单独作用组相比，P<0．05 

(_rab 2)． 

Tab 2． Ine]re~e(fold)of MAPK a Hvj竹in hlplmeamlmS 

enhanced by AVE(4—8)． 月=3． ±s． >0．05， 

bp<O．05．哼Saline 

AVP(4—8)不引起 MAPK蛋白表达量的变化 

分别用 Anti—ERK I和 Anti—ERKⅡ的多克隆抗体 

作免疫印迹法分析以检测大鼠海马组织中 MAPK 

蛋白量是否囡AvP(4—8)处理而变化． 将超离心 

所得的各组酶粗提液分别取 30旭 蛋 白进行电泳 ， 

然后作免疫 印迹检测． 结果显示 ，给药 2 h组与 

对照 组 比较，海 马 内 MAPK 的蛋 白量 无 明显 

差异 

D巧CUSSION 

精氨加压素(AVP)是一个由垂体后叶分泌的 

九肽 它除了具有抗利尿和升高血压的作用外 ， 

还可影响动物的短期和长期学习记忆过程 l ’”j． 

AVP(4—8)是 AVP在脑内的天然酶解产物 ，具有 

比AVP更强的中枢效应． 本文通过对 AVP(4— 

8)在大 鼠脑内引起 的生化反应 的初 步研究讨 论 

AvP(4—8)促动物学习记忆的可能分子机制． 

大鼠皮下注射 AvP(4—8)后 ，海马和大脑皮 

层组织中 MAPK 的活性都受 AvP(4—8)的刺激 

而增 高．并 在 一 定 时 间后 出现 一 个 峰值 ，但 

MAPK的蛋白表达量投有明显变化，表明由AVP 

(4—8)引起的 MAPK的活性变化是一种磷酸化调 

节的短时期的酶激活过程，并不涉及基因的转录 

和表达． AVP(4—8)的作用可被 AVP(4—8)的 

竞争性拮抗剂 ZDC(C)PR所阻断． 海马切片的离 

体实验进一步说明 AVP(4—8)对海马切片的直接 

温育可以诱导海马中 MAPK的活性增高，这种增 

高同样可被 ZDC(C)PR所拮抗． ZDC(C)PR竞争 

结合 AvP(4—8)的特异受体从而导致 AvP(4—8) 

引起的胞内信号传递途径的阻断． 这与大 鼠脑 内 

的受体结合实验相吻合 ． 

MAPK对底物尤其是一些转 录因子的磷酸化 

是信息由胞浆传向核内的必要环节． 本工作从这 
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环节上为 AVP(4—8)诱导的大鼠脑内与学习记 7 

忆相关的信息传递途径提供了一个有力支持． 
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