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甲状旁腺素通过磷脂酶C非依赖途径
激活蛋白激酶C
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摘要：目的利用基于荧光共振能量转移(Fluorescence resonance energy transfer，FRET)技术的检测

PKC激活或PKC-delta激活的报告分子来确定P．rH是否可以通过PLC非依赖途径激活PKC和PKC—

delta。方法将表达PKC激活报告分子(CKAR)的质粒和表达PKG．delta激活报告分子的质粒转染

HEK293细胞，培养72h后通过共聚焦显微镜检测FRET的改变，并以此判断佛波酯(TPA)是否激活

PKC和PKC．delta。将表达甲状旁腺素l型受体(PTHRl)的质粒与CKAR质粒或PKC-delta质粒共转

染HEK293细胞，培养72h后通过共聚焦显微镜检测FRET的改变。并判断PTH(1·34)、GIRl9(1-34)

和0．1％的三氟乙酸(TFA)对PKC和PKC-delta的作用。络景在转染CKAR质粒或PKC-delta质粒

的HEK293细胞，TPA均使青色荧光与黄色荧光的强度之比(C／Y)增加。在共转染PTHlR质粒与

CKAR质粒或PKC-delta质粒的HEK293细胞，PTH(1-34)和G1R19(104)均增加了C／Y的值，而

0．1％TFA未引起C／Y的改变。结论PTH与PTHRl结合后通过PLC非依赖途径激活PKC／PKC—

deltao
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Abstract：0bjecfive To determine whether盯H activates PKC／PKC-delta via PLC—independent pathway

using the reporter of PKC or PKC—delta activation based on fluorescence resonance energy transfer(FRET)．

Methods HEK293 cells were transfected with C kinase activity reporter(CKAR)or C-delta kinaae activity

reporter(PKC·delta)．After incubation for 72h，FRET was measured with or without stimulation of phorbol

esters(TPA)．The activation of PKC or PKC-delta could be judged by the change in FRET．HEK293 cells

were co—transfected with either CKAR or PKC—delta plasmid or PTHRI plaamid．Stimulation of PKC or PKC-

delta byPTH(1·34)or G1R19(1-34)or0．1％trifluoroacetic acid(TFA)were demonstrated by monitoring

the change in FRET after 72 h．Results TPA increased the CFP／YFP emission ratio(C／Y)in HEK293

cells transfeeted with CKAR or PKC·delta plasmid．P11{(1·34)and GIRl9(1·34)．bat not 0．1％TFA，

increased C／Y in HEK293 cells CO．transfeeted with either CKAR or PKC—delta plasmid or PTHRl plasmid．

Conclusion PTH binding tO PTHRl can activate PKC and PKC-delta via PLC·independent signaling

pathway．
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甲状旁腺素(PTH)是由84个氨基酸组成的多

肽激素，是骨代谢和钙稳态的重要调节者¨’21。目

前，PTH(1—84)和PTH(1-34)在欧美国家已经用于

有骨折风险的老年男性和绝经后妇女的骨质疏松症

的临床治疗旧J。尽管如此，但它们的疗效仍未达到

理想的效果。原因在于PTH对骨代谢具有双重作

用，既促进骨合成作用又促进骨吸收作用Ho。PTH

的双重作用首先与其注射模式有关，低剂量间断注

射促进骨形成，连续大剂量注射促进骨吸收¨⋯。还

与其调节成骨细胞分化、增殖和凋亡以及促进破骨

细胞功能有关№J1。而与所有这些作用相关的更深

层次的原因是胛H所引起的多个信号通路。PTH

在成骨细胞主要与1型PTH受体(PTHlR)结合，这

个G蛋白偶联受体又与多个G蛋白结合进而激活

多个信号通路，主要是Gs／cAMP／PKA信号转导系

统和Gq／PLC／PKC信号系统¨‘1“。但有研究表明，

不激活PLC的hPTH(3-34)却激活了PKC，并认为

PTH可以经PLC非依赖通路激活PKC一1。而一种

新的只激活eAMP／PKA和non-PLC／PKC通路的

FrH类似肽G1R19(1．34)，可以模拟PTH(1．34)激

活PKC．delta。1⋯。综合表明，PTH可以经PLC非依

赖途径激活PKC和PKC-delta，但以往检测PKC激

活的方法主要有PKC分子在细胞内转位【1 0’”1，PKC

分子丝、苏氨酸残基的磷酸化¨⋯，特殊底物磷酸化

时32P的掺入¨0’¨’等，上述方法要么不能直接反应

PKC的活性，要么需要高剂量的同位素，且灵敏

度差。

本研究运用新的直接而灵敏的检测方法——以

荧光能量共振转移(FRET)为基础的检测PKC激活

的报告分子(CKAR)和PKC—delta激活的报告分子

来研究PTH的PLC非依赖信号通路。CKAR分子

首先由Newton等【14o报道，在CFP和YFP之间插入

了特异性PKC作用底物和FHA2磷酸化肽段的结

合域；PKC—delta激活报告分子与其类似，插入了特

异性PKC．delta作用底物和FHA2磷酸化肽段的结

合域。当转染了两种质粒的细胞表达出CKAR分

子和PKC—delta报告分子时，在共聚焦显微镜下根

据荧光强度的相对改变(青色荧光与黄色荧光的强

度比值(C／Y))就可以判断刺激物是否激活了PKC

或PKC—delta。本研究还使用了两种PTH肽：PTH

(1·34)和GIRl9(1-34)。前者具有与天然PTH相

同的信号通路激活活性¨¨；后者则激活cAMP／PKA

和BOIl—PLC／PKC信号通路¨⋯。通过两种肽对表达

PTHRl的HEK293细胞内CKAR分子和PKC．delta

激活报告分子的作用来判断PTH是否经PLC非依

赖途径激活PKC或PKC-delta，这将为此信号通路

提供更直接并有说服力的证据。

1 材料方法

1．1材料

HEK293细胞株购自武汉博士德公司，胎牛血

清和DMEM培养基购自GIBCO公司，Fugene6购自

Roche公司，TPA购自北京四正柏公司，PTH(1．34)

和G1R19(1-34)由上海波泰生物公司合成，PKC．

delta质粒、CKAR质粒由Newton教授赠送．PTHRl

质粒由哈佛大学Jun Guo教授提供，细胞培养箱购

自RS Bioteeh公司，共聚焦培养皿购自NEST公司，

激光共聚焦显微镜(Leica TCS SP2 AOBS)购自德国

Leica仪器公司。

1．2细胞培养

转染前后的HEK293细胞均培养于含10％胎

牛血清的DMEM培养基中，置于37℃、含5％CO：

的培养箱中生长。

1．3质粒转染

将HEK293细胞悬液(104／150斗1)接种于共聚

焦培养皿的中心，细胞贴壁后加入1ml含10％胎牛

血清的DMEM培养基。24h后进行转染，吸出培养

基，PBS洗涤细胞2次。然后向培养皿中心加入

100td无血清DMEM。根据Fugene6转染试剂操作

指南，将0．91xl Fugene6加入10斗l无血清DMEM，室

温放置5min，然后再加入0．3仙g CKAR质粒或PKC．

deha质粒，并补充无血清DMEM致总体积达201xl。

室温放置15min后，将上述混合物加入培养皿中心

的培养基中，5h后再向培养皿中加入1ml含10％胎

牛血清的DMEM培养基，培养72h后进行FRET比

值分析。

在PTHRl质粒与CKAR质粒或PKC．delta质粒

共转染的试验中，PTHRI和CKAR质粒(或PKC．

delta质粒)的质量比为9：l，即0．4¨g CKAR质粒

(或PKC—delta质粒)和3．61．tg PTHRI质粒加入到含

6．Owl Fugene6的无血清DMEM后转染，细胞转染

前后的培养方法与单独转染CKAR质粒或PKC．

delta质粒相同。

1．4 FRET比值分析

用PBS冲洗细胞，加入1001山1 Hanks液后在室

温暗室下进行细胞成像和FRET分析。Leica共聚

焦显微镜设置：Mode·xyt，Speed-400Hz，Zoom．1，

Objective-HCX PL APO CS 40．0x0．85 UV。以
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405rim入射光激发CFP，选择CFP和YFP两通道，

CFP和YFP的发射光范围分别设为460—500nm和

520—560nm。为减少荧光漂白，扫描速度为400Hz，

每15s扫描一次。首先定5rain的基线，然后根据实

验在不同的时间点加入刺激物。扫描完成后选择

ROI区域，并计算C／Y=(channel 1ROI 1-channel 1

ROI 2)／(channel 2 ROI 1一channel 2ROI 2)。ROI 1

为荧光区域，ROI 2为背景区域，也可不选择背景区

域。软件可得到时间序列的C／Y的值和曲线。

2 结果

2．1 CKAR分子和PKC·delta分子在活细胞内有活性

在只转染CKAR质粒或PKC—delta质粒的

HEK293细胞，当给予终浓度为200nmol／L的TPA

时，青色荧光与黄色荧光的强度比值(C／Y)明显升

高(图1)。CKAR分子和PKC-delta分子是将CFP

和YFP连接在PKC或PKC—delta特异性底物分子的

两端，当激活后的PKC或PKC-delta磷酸化特异性

底物时，整个报告分子的构象将发生改变，进而引起

CFP和YFP空间距离的改变，这直接表现为青色荧

光强度和黄色荧光强度的改变(C／Y的改变)。因

此，C／Y的升高表明PKC和PKC—delta被激活。这

表明CKAR分子或PKC—delta分子在活细胞内具有

报告PKC或PKC—delta激活的功能。

2．2 PTH通过与PTH受体结合而发挥作用

TPA是特异性PKC激活剂，不需要与受体结合

便可直接激活PKC和PKC．delta，那么PTH是否能
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直接激活PKC或PKC．delta。在只转染CKAR质粒

而没有转染PTHRl质粒的HEK293细胞，即使PTH

(1-34)的终浓度达到109mol／L，也未能改变C／Y

的值，即没有激活PKC(图2)。在只转染PKC．delta

质粒的HEK293细胞，10iLLmol／L的PTH(1．34)同样

不能引起C／Y的改变，不能激活PKC—delta(图2)。

然而，在共转染了PTHRI质粒的HEK293细胞。

100nmol／L的PTH(1—34)或G1R19(1-34)就可使

C／Y升高(图3和4)。这些表明，PTH是通过与

PTHRl结合而间接发挥作用。
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圈1 CKAR分子和PKC-delta分子在活细胞内有活性

A：在转染CKAR质粒的HEK293细胞，终浓度200nmol／L的

TPA使C／Y明显增加；B：在转染PKC—delta报告分子质粒的

HEK293细胞。TPA增加了C／Y的值。
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围2 A&B，在未转染PTHRI而只转染CKAR或PKC·

delta的HEK293细胞，胛H(1-34)未能引起C／Y的改变。
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圈3 PTH可激活PKC。A&B，在共转染PTHRI和CKAR的HEK293细胞，100nmol／L的PTH(I一34)和

GIRl9(1-34)均可使C／Y增加；C，在共转染PTHRl和CKAR的HEK293细胞，0．I％TFA未增加C／Y。

田4 PTH可激活PKC·delta。A&B，在共转染PTHRI和PKC--delta的HEK293细胞，lOOnmoyL的PTH(1-34)和

GIRl9(1．34)均可使C／Y增加；C。在共转染PTHRI和PKC-delta的HEK293细胞。0．1％TFA未增加C／Y。
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2．3 PTH经PLC非依赖途径激活PKC和PKC．

delta

在共转染了PTHRl质粒和CKAR质粒的

HEK293细胞，100nmol／L的PTH(1—34)和G1R19

(1-34)均增加了C／Y的值(图3A和3B)，而0．1％

的TFA却不能引起C／Y的改变(图3c)。PTH(1．

34)具有天然PTH的信号通路激活功能。GlRl9(1．

34)则只激活cAMP／PKA和lion-PLC／PKC信号通

路，而0．1％的三氟乙酸(TFA)是两种肽的溶剂。

因此，G1R19(1—34)与PTHlR结合后经PLC非依赖

途径激活了PKC。同样，在共转染了PTHRl质粒和

PKC—delta质粒的HEK293细胞，100nmol／L的PTH

(1—34)和G1R19(1—34)均使C／Y升高(图4A和

4B)，而0．1％的TFA却未能改变C／Y的值(图

4C)。这表明，G1R19(1．34)与PTHRl结合后经

PLC非依赖途径激活了PKC-delta。

3讨论

PTH对骨代谢具有双重作用，既促进骨形成又

促进骨吸收。这主要是由于PTH通过与PTHRl结

合而激活了多重信号通路，主要包括Gs／cAMP／

PKA信号途径、Gq／PLC／PKC信号途径和non—PLC／

PKC信号途径。PTH(1·34)由PTH的N端的前34

个氨基酸组成，并且具有全长PTH的信号通路激活

活性。G1R19(1-34)是在P，l'H(1—34)的基础上，改

变了第1位和第19位氨基酸而人工合成，已经证明

其只激活PKA和non—PLC／PKC信号途径而不激活

PLC／PKC途径。但在以往信号通路研究中，检测

PKC激活的方法主要是PKC分子在细胞内转

位¨虬”]，PKC分子丝、苏氨酸残基的磷酸化【1⋯，特

殊底物磷酸化时”P的掺入[1毗“1等，上述方法要么

不能直接反应PKC的活性，要么需要高剂量的同位

素，且灵敏度差。本研究运用了更直接灵敏且不具

有放射性的新的检测PKC和PKC—delta激活的方

法——基于荧光能量转移技术的检测PKC和PKC．

delta激活的报告分子，并且更直接的证明了PTH与

PTHRl结合后可通过PLC非依赖途径激活PKC和

PKC．delta。与前人的研究结果一致。

研究中，PKC激活报告分子和PKC．delta激活

报告分子是在CFP和YFP之间插入了FHA2磷酸

化肽段的结合域与特异性PKC作用底物或特异性

PKC—delta作用底物。由于CFP的发射光谱和YFP

的激发光谱有重叠，所以当CFP和YFP的空间距离

足够近时，CFP受激所发射的光将激发YFP发光，

这一过程就是荧光共振能量转移(FRET)。CFP和

YFP空间距离的改变将直接改变CFP和YFP的荧

光强度，二者的比值C／Y也随之改变。因此，当激

活的PKC或PKC．delta磷酸化其特异性底物时，报

告分子的空间构象发生改变，CFP和YFP的空间距

离也随之改变。那么C／Y也将改变。因此，C／Y的

改变指示PKC或PKC．delta的激活。

TPA诱导的C／Y的改变表明了两个报告分子

在活细胞内具有报告PKC或PKC—delta激活的功

能。而在只转染CKAR质粒和PKC．delta质粒的

HEK293细胞，高浓度的PTH(1-34)也未能引起C／

Y的改变，但在共转染PRHRl质粒的HEK293细

胞，低浓度的PTH(1．34)既可以使C／Y升高。这些

表明，PrH(1-34)与PTHlR结合而发挥作用。在共

转染PTHRI质粒与CKAR质粒或PKC．delta质粒的

HEK293细胞，激活cAMP／PKA和non—PLC／PKC却

不激活PLC／PKC信号途径的G1R19(1．34)同样增

加了C／Y的值，这表明G1R19(1—34)可通过PLC非

依赖途径激活PKC和PKC—delta。这些结果与前人

的研究结果一致。hPTH(3-34)没有在表达足够多

PTH受体的细胞内直接激活PLC—J，但在多种细胞

内证明了PTH(3．34)可以激活PKC‘ts-ls]。而且，只

激活cAMP／PKA和non—PLC／PKC通路的PTH类似

肽GIRl9(1—34)，同PTH(1—34)一样，可以激活

PKC．delta【1⋯。在动物体内，也证实了G1R19(1—34)

经PLC非依赖途径加速了松质骨反应和增加部分

骨的骨量¨⋯。

本研究中，笔者采用了瞬时转染。PTH受体的

表达数量有限而且相对不稳定，并且受转染效率和

细胞状态的影响，但较低剂量的PrrH类似肽依然引

起了C／Y的改变。而且PTHRI质粒和报告分子质

粒的转染比例为9：1，这也一定程度上保证了细胞

表达受体的数量。再者，虽然CFP的常用激发光波

长为434nm，而研究中以405nm的入射光激发CFP，

这可能对实验也有影响，但405nm还是在CFP激发

光谱范围之内，实验中也能很好的触发YFP并完成

FRET检测。

总之，我们的结果更直接地证明了PTH与

PTHRI结合并通过PLC非依赖途径激活PKC和

PKC．delta，较传统的方法更有说服力。但有关这条

信号通路的详细机制和功能仍需进一步的研究。

致谢加州大学圣地亚哥分校Alexandra c Newton教授为本研

究提供CKAR质粒，暗佛大学Jma Guo教授提供PTHRI质粒，哈佛

大学Richtu'd Bringhurs!教授提供技术指导，特此致澍。
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