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抑制细胞周期素依赖性蛋白激酶５对小鼠足细胞凋亡的影响
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　　摘　要：目的　探讨细胞周期素依赖性蛋白激酶５（Ｃｄｋ５）在高糖刺激体外培养小鼠足细胞中的表达及抑制Ｃｄｋ５表达对高糖

诱导足细胞凋亡的影响。方法　（１）体外培养条件性小鼠足细胞，分为正常糖组、甘露醇组、高糖组，高糖组按不同刺激时间分为

０、６、１２、２４、４８ｈ５组，应用蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测足细胞中Ｃｄｋ５蛋白表达水平。（２）应用Ｃｄｋ５ｍｉＲＮＡ干扰质粒抑制

足细胞中Ｃｄｋ５基因的表达水平。分别设立：ＮＧ组（正常糖）；ＨＧ组（高糖）；ＨＧ＋Ｓ组（高糖＋Ｓｃｒａｍｂｌｅｄ阴性质粒）；ＨＧ＋Ｃ组

（高糖＋Ｃｄｋ５ｍｉＲＮＡ质粒）。以上各组细胞培养４８ｈ后，应用流式细胞术和末端脱氧核苷酰基转移酶介导性ｄＵＴＰ切口末端标

记（ＴＵＮＥＬ）法检测足细胞凋亡水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测凋亡相关蛋白Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２基因（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白

（Ｂａｘ）和分裂型半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）的蛋白表达水平。结果　与正常糖组相比，高糖刺激后，足细胞中

Ｃｄｋ５的蛋白表达水平明显增加（犘＜０．０５）。Ｃｄｋ５ｍｉＲＮＡ干扰质粒能显著抑制足细胞中Ｃｄｋ５的表达水平。与ＨＧ组和ＨＧ＋Ｓ

组相比，ＨＧ＋Ｃ组足细胞凋亡率显著降低（犘＜０．０５），凋亡相关蛋白ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平和Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白表达比率

也有明显降低（犘＜０．０５）。结论　高糖刺激可以增加足细胞中Ｃｄｋ５蛋白的表达水平；抑制Ｃｄｋ５表达可以降低高糖刺激诱导的

足细胞凋亡。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿病患者最

常见的微血管并发症，也是糖尿病患者致残与死亡的重要因素

之一。大量蛋白尿的发生是糖尿病肾组织损伤的典型标志。

研究表明，足细胞数目减少与ＤＮ密切相关，可以引起肾小球

硬化并加重蛋白尿。凋亡是足细胞数目减少的重要原因之一。

细胞周期素依赖性蛋白激酶５（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ５，

Ｃｄｋ５）是脯氨酸限定性丝氨酸／苏氨酸（Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）蛋白激酶，属

于细胞周期素依赖性蛋白激酶家族。研究表明，在中枢神经系

２６１４ 重庆医学２０１３年１２月第４２卷第３４期
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统中，Ｃｄｋ５过度激活可引起Ｔａｕ蛋白异常磷酸化，导致细胞骨

架破坏，诱发细胞凋亡。在肾组织中，Ｃｄｋ５表达于肾小球足细

胞，对调节足细胞的增殖、分化和形态结构具有重要作用。然

而，Ｃｄｋ５是否参与了 ＤＮ中足细胞的凋亡过程，目前尚无报

道。本研究旨在通过体外培养小鼠足细胞，探讨高糖刺激后

Ｃｄｋ５的表达情况；并通过转染特异性Ｃｄｋ５ｍｉＲＮＡ，研究抑制

Ｃｄｋ５表达对高糖刺激足细胞凋亡的影响，以期为ＤＮ的临床

治疗提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　条件性永生化小鼠足细胞购自中国医学科

学院基础医学研究所细胞中心。ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ｍｉＲＮＡ

Ｃｄｋ５干扰质粒和Ｓｃｒａｍｂｌｅｄ阴性质粒由英潍捷基（上海）贸易

有限公司设计合成。ＦｕＧＥＮＥ? ＨＤ转染试剂购自美国Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司。鼠抗Ｃｄｋ５单克隆抗体购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆ

ｉｃ公司，鼠抗分裂型半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ３）单克隆抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ公司，兔抗Ｂ细胞

淋巴瘤／白血病２基因（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ２，Ｂｃｌ２）、

Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＸＰｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）多克隆抗

体购自美国ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ公司。ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ细胞凋亡检测

试剂盒购自杭州联科生物公司。末端脱氧核苷酰基转移酶介

导性ｄＵＴＰ切口末端标记（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒ

ａｓｅｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）凋亡检测试剂盒购自瑞

士Ｒｏｃｈｅ公司。重组小鼠γ干扰素（γｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，γＩＦＮ）、Ⅰ型

胶原蛋白购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　小鼠足细胞培养方法参照文献［１］。培养

时，培养瓶及培养板底部均预先铺被０．１ｍｇ／ｍＬ的Ⅰ型胶原

蛋白。未分化足细胞在３３℃，５％ＣＯ２ 培养箱中，用含有１０％

胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、２０Ｕ／ｍＬ重组小鼠γ

ＩＦＮ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ 培养

基培养，促进细胞增殖并传代（许可条件）。许可条件下培养的

足细胞按１∶１０传代后，在３７℃，用不添加重组小鼠γＩＦＮ、

含有１０％ＦＢＳ及１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的

ＤＭＥＭ培养基培养１０～１５ｄ（非许可条件），诱导足细胞分化

成熟。

１．２．２　实验分组　Ｃｄｋ５蛋白表达检测：足细胞在无血清培养

基培养２４ｈ后分为３组：（１）ＮＧ组（５．５ｍＭ 正常糖，ｎｏｒｍａｌ

ｇｌｕｃｏｓｅ，ＮＧ）；（２）ＮＧ＋Ｍ 组（２４．５ｍＭ 甘露醇，ｍａｎｎｉｔｏｌＮＧ

＋Ｍ）；（３）ＨＧ组（３０ｍＭ 高糖，ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）。高糖组按

不同刺激时间分为０、６、１２、２４、４８ｈ组。

　　干扰质粒转染和足细胞凋亡检测：将足细胞分为３组：（１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ组（正常对照）；（２）Ｓ组（转染Ｓｃｒａｍｂｌｅｄ阴性质粒）；

（３）Ｃｄｋ５ｍｉＲ组（转染Ｃｄｋ５ｍｉＲＮＡ质粒）。应用ＦｕＧＥＮＥ?

ＨＤ转染试剂分别转染ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ｍｉＲＣｄｋ５干扰质粒

和Ｓｃｒａｍｂｌｅｄ阴性质粒。采用杀稻瘟菌素５μｇ／ｍＬ筛选阳性

克隆。

　　将选出的阳性克隆细胞进行传代培养。待细胞达到

６０％～８０％融合后在无血清培养基培养２４ｈ后分为４组：（１）

ＮＧ组（与前分组相同）；（２）ＨＧ组（与前分组相同）；（３）ＨＧ＋

Ｓ组（高糖＋Ｓｃｒａｍｂｌｅｄ阴性质粒）；（４）ＨＧ＋Ｃ组（高糖＋Ｃｄｋ５

ｍｉＲＮＡ质粒）。３孔／组，４８ｈ后收集细胞，进行以下观察。

１．２．３　流式细胞术（ＦＭＣ）检测足细胞凋亡　各组实验细胞

刺激结束后，加入胰酶乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔ

ｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）消化液消化收集细胞。生理盐水洗涤细

胞２次（１０００ｒ／ｍｉｎ，离心４ｍｉｎ）；向沉淀的细胞中加入已稀释

好的结合缓冲液（ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ），每管５００μＬ（按１∶４用灭菌

蒸馏水稀释），反复吹打均匀；分别加入１０μＬ异氰酸荧光素

（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和５μＬ碘化

丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ），混匀后避光室温孵育１０ｍｉｎ，ＦＣＭ

检测，ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析数据。

１．２．４　ＴＵＮＥＬ法检测足细胞凋亡　各组细胞接种于铺有盖

玻片的６孔板中，于刺激４８ｈ后收集细胞。４％多聚甲醛（ｐＨ

７．４）室温固定１ｈ，磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕ

ｔｉｏｎ，ＰＢＳ）冲洗；３％过氧化氢甲醇室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗

３次；０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（０．１％柠檬酸钠溶解）冰上孵育２

ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；每张盖玻片加５０μＬＴＵＮＥＬ反应混合物，放

入湿盒中，避光，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗；每张玻片加５０μＬ

Ｈｏｅｃｈｓｔ（１μｇ／ｍＬ），湿盒中３７℃孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗。荧

光显微镜下观察结果。ＴＵＮＥＬ阳性信号呈绿色，Ｈｏｅｃｈｓｔ呈

蓝色。每张切片随机选取５个视野（×４００），观察阳性细胞核

（绿色）和阴性细胞核（蓝色），计算细胞凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎ

ｄｅｘ，ＡＩ）：阳性细胞核／总细胞核×１００％，结果用每视野细胞凋

亡指数平均值表示。

１．２．５　蛋白质印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测足细胞中Ｃｄｋ５、Ｂｃｌ２、

Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达　收集各组细胞提取总蛋白，

每组样品取５０μｇ总蛋白，加６×上样缓冲液，１００℃变性５

ｍｉｎ，经１０％ 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍ

ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）

后电转移至聚偏二氟乙烯膜（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）。

５％脱脂奶粉３７℃封闭２ｈ，加入一抗Ｃｄｋ５（１∶５００）、Ｂｃｌ２

（１∶２００）、Ｂａｘ（１∶１０００）、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）和βａｃ

ｔｉｎ（１∶１０００），４℃孵育过夜。吐温三羟甲基氨基甲烷缓冲盐

溶液（ｔｗｅｅｎｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＴＴＢＳ）洗膜后加辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔／鼠ＩｇＧ（１∶５０００），３７℃孵育２ｈ，ＴＴＢＳ

洗膜，滴加增强型化学发光剂（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，

ＥＣＬ），于ＯｄｙｓｓｅｙＦＣ成像系统中显影，并对条带进行定量分

析。以目的条带和βａｃｔｉｎ条带积分光密度值比值作为蛋白相

对表达量。

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行数据分

析，计量资料用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，两

组间均数比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　小鼠肾小球足细胞形态　在３３℃，γＩＦＮ存在的许可条

件下，培养的未分化足细胞呈梭形或三角形，细胞接触融合后，

呈椭圆形或“鹅卵石”样。传代后，足细胞转入３７℃无γＩＦＮ

存在的非许可条件下培养１０～１４ｄ，细胞停止增殖，逐渐分化

成熟，胞质向周边展开，胞体变得比较宽大，从胞体伸出主突和

次级足突，细胞呈“树枝状”形态，见图１。

２．２　高糖刺激对足细胞Ｃｄｋ５蛋白表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测结果显示，高糖刺激４８ｈ后，足细胞Ｃｄｋ５蛋白表达水平
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明显增高，并呈时间依赖性（犘＜０．０５），见图２。而 ＮＧ组和

ＮＧ＋Ｍ组未检测到Ｃｄｋ５蛋白表达变化。

　　Ａ：３３℃；Ｂ：３７℃。

图１　　小鼠肾小球足细胞形态

图２　　高糖刺激后不同时间点Ｃｄｋ５蛋白表达水平

２．３　抑制 Ｃｄｋ５表达对高糖诱导足细胞凋亡率的影响　

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组和Ｓ组相比，Ｃｄｋ５

ｍｉＲＮＡ干扰质粒转染后，Ｃｄｋ５ｍｉＲ组足细胞中Ｃｄｋ５蛋白表

达水平显著降低，说明足细胞中Ｃｄｋ５的表达水平被有效抑

制，见图３。

图３　　干扰质粒转染后各组细胞Ｃｄｋ５蛋白的表达水平

２．４　ＦＭＣ和ＴＵＮＥＬ检测结果　与 ＮＧ组和 ＮＧ＋Ｍ 相比，

高糖刺激４８ｈ后，足细胞凋亡率显著增高（犘＜０．０５），见表１。

与 ＨＧ组和 ＨＧ＋Ｓ组相比，Ｃｄｋ５ｍｉＲＮＡ干扰质粒转染后，

ＨＧ＋Ｃ组足细胞凋亡率显著降低（犘＜０．０５），说明抑制Ｃｄｋ５

的表达可以降低足细胞凋亡率，见表１。

表１　　各组细胞调亡率的比较（狓±狊，％）

组别 ＦＭＣ ＴＵＮＥＬ

ＮＧ组 ３．６９±０．６４ ２．９６±０．５２

ＮＧ＋Ｍ组 ３．５６±０．５５ ２．８５±０．４４

ＨＧ组 １７．１５±０．４５ａ １３．７１±０．３６ａ

ＨＧ＋Ｓ组 １６．９５±０．５７ａ １２．９６±０．４５ａ

ＨＧ＋Ｃ组 １０．３４±０．８４ａｂｃ ８．２７±０．６７ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与ＮＧ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与 ＨＧ比较；ｃ：犘＜０．０５，

与 ＨＧ＋Ｓ组比较。

２．４　抑制Ｃｄｋ５表达对凋亡相关蛋白表达的影响　与 ＮＧ组

相比，高糖刺激４８ｈ后，ＨＧ组足细胞中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的

表达水平明显增高，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白表达比率也明显升高（犘＜

０．０５）；而加用Ｃｄｋ５ｍｉＲＮＡ干扰质粒转染后，与 ＨＧ组和 ＨＧ

＋Ｓ组相比，ＨＧ＋Ｃ组足细胞中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达水平

及Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白表达比率明显降低（犘＜０．０５），说明抑制

Ｃｄｋ５表达降低了凋亡相关蛋白的表达水平，见图４、５。

图４　　各组细胞Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平

图５　　各组细胞Ｂａｘ和Ｂｃｌ２蛋白表达水平

３　讨　　论

足细胞是附着于肾小球基底膜外侧高度分化的细胞，它与

肾小球毛细血管内皮细胞、基底膜共同构成肾小球滤过屏障。

当ＤＮ病情进展时，足细胞除了出现足突增宽，还会发生细胞

密度和数目的减少，而且足细胞数目减少的越多，其ＤＮ的进

展越快［２５］。足细胞数目的减少与ＤＮ患者的蛋白尿、肾功能

损害和肾小球硬化等密切相关；同时参与诱导肾小管萎缩和肾

小球间质纤维化。目前，足细胞数目减少的具体机制并不清

楚，凋亡是其发生的重要原因之一。

Ｃｄｋ５并不直接参与细胞周期的调节。Ｃｄｋ５主要通过对

其众多底物的磷酸化来发挥其生理作用［６８］。中枢神经系统

中，Ｃｄｋ５主要存在与大脑皮层，参与神经细胞迁移、轴突导向、

胞膜转运、微管稳定性的调节等，在神经系统发育和维持神经

元正常功能中起重要作用。许多研究显示，Ｃｄｋ５的过度激活

具有明显的神经毒性，可导致神经元中 Ｔａｕ蛋白的异常磷酸

化，导致细胞骨架破坏，诱发细胞凋亡，而引起神经退行性疾

病，如阿尔茨海默病［９１０］。

在肾组织中，Ｃｄｋ５表达于成熟肾小球的足细胞中，对维持

足细胞的分化、增殖和细胞形态具有重要作用［１１］。在实验性

抗基底膜肾小球肾炎和ＨＩＶ肾病模型中，足细胞中Ｃｄｋ５的表

达有不同程度的减低［１１］。而在糖尿病肾病大鼠模型中，Ｃｄｋ５

抑制剂Ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ能显著减轻肾脏足细胞的损伤
［１２］。以上结

果提示，在肾小球疾病中，Ｃｄｋ５表达的异常与足细胞的损伤密

切相关。在ＤＮ中，Ｃｄｋ５与足细胞凋亡的关系目前未见报道。

本研究采用高糖处理条件性永生化小鼠足细胞，观察Ｃｄｋ５的

表达情况及其与足细胞凋亡的关系。实验结果显示，在正常糖

和甘露醇中培养的足细胞中，Ｃｄｋ５蛋白水平呈低表达，而经高
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糖处理后，足细胞中Ｃｄｋ５蛋白表达水平显著增高，并且呈时

间依赖性。这表明Ｃｄｋ５蛋白的高表达不受渗透压的影响，而

是高糖刺激的结果。继而本研究应用ＲＮＡ干扰技术，将Ｃｄｋ５

ｍｉＲＮＡ干扰质粒成功转染至足细胞中抑制 Ｃｄｋ５基因的表

达，ＦＭＣ和 ＴＵＮＥＬ检测结果显示，给予高糖刺激后，Ｃｄｋ５

ｍｉＲＮＡ干扰质粒组足细胞凋亡率显著低于单纯高糖刺激组和

阴性质粒对照组，说明高糖刺激引起的Ｃｄｋ５表达增高可能与

足细胞凋亡有关。

Ｂｃｌ２蛋白家族在细胞凋亡中发挥重要作用，是线粒体凋

亡途径的中心［１３］。此家族中主要包含两类蛋白：促凋亡蛋白

（Ｂａｘ等）；抗凋亡蛋白（Ｂｃｌ２等）。本研究选择Ｂｃｌ２和Ｂａｘ作

为代表观察抑制Ｃｄｋ５蛋白表达对高糖诱导足细胞凋亡的影

响。结果显示，与 ＨＧ组和 ＨＧ＋Ｓ组相比，ＨＧ＋Ｃ组Ｂａｘ蛋

白表达降低，而 Ｂｃｌ２表达增高，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比率显著降低。

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平在 ＨＧ＋Ｃ组也明显低于 ＨＧ

组和 ＨＧ＋Ｓ组，说明Ｃｄｋ５可能是通过线粒体途径参与了高

糖诱导的足细胞凋亡。
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ｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＷｏｒｌｄＪｏｕｒｎａｌ，

２００９（９）：１１２７１１３９．

［５］ ＷｅｉｌＥＪ，ＬｅｍｌｅｙＫＶ，ＭａｓｏｎＣＣ，ｅｔａｌ．Ｐｏｄｏｃｙｔｅｄｅｔａｃｈ

ｍｅｎｔａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｃａｐｉｌｌａｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｆｅｎｅｓ

ｔｒａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅｉｎｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐ

ａｔｈｙ［Ｊ］．ＫｉｄｎｅｙＩｎｔ，２０１２，８２（９）：１０１０１０１７．

［６］ＣｈｅｕｎｇＺＨ，ＩｐＮＹ．Ｃｄｋ５：ａｍｕｌｔｉｆａｃｅｔｅｄｋｉｎａｓｅｉｎｎｅｕｒｏ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１２，２２（３）：

１６９１７５．

［７］ＢａｒｎｅｔｔＤＧ，ＢｉｂｂＪＡ．ＴｈｅｒｏｌｅｏｆＣｄｋ５ｉｎｃｏｇｎｉｔｉｏｎａｎｄ

ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃａｎｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓ

Ｂｕｌｌ，２０１１，８５（１／２）：９１３．

［８］ＬａｌｉｏｔｉＶ，ＰｕｌｉｄｏＤ，ＳａｎｄｏｖａｌＩＶ．Ｃｄｋ５，ｔｈｅｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎ

ａｌｓｕｒｖｅｙｏｒ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，２０１０，９（２）：２８４３１１．

［９］ＬóｐｅｚＴｏｂóｎＡ，Ｃａｓｔｒｏ?ｌｖａｒｅｚＪＦ，ＰｉｅｄｒａｈｉｔａＤ，ｅｔａｌ．Ｓｉ

ｌｅｎｃｉｎｇｏｆＣＤＫ５ａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｙｆｏｒＡｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓ

ｅａｓｅ［Ｊ］．ＲｅｖＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１１，２２（２）：１４３１５２．

［１０］ＺｈｕＪ，ＬｉＷ，ＭａｏＺ．Ｃｄｋ５：ｍｅｄｉａｔｏｒｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｄｅｖｅｌｏｐ

ｍｅｎｔ，ｄｅａｔｈａｎｄｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏＤＮＡｄａｍａｇｅ［Ｊ］．Ｍｅｃｈ

ＡｇｅｉｎｇＤｅｖ，２０１１，１３２（８９）：３８９３９４．

［１１］ＧｒｉｆｆｉｎＳＶ，ＨｉｒｏｍｕｒａＫ，ＰｉｐｐｉｎＪ，ｅｔａｌ．Ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｋｉｎａｓｅ５ｉｓａｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｐｏｄｏｃｙｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ｐｒｏｌｉｆ

ｅｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２００４，１６５（４）：

１１７５１１８５．

［１２］ＬｉｕＷ，ＺｈａｎｇＹ，ＬｉｕＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒｍｅ

ｄｉａｔｅｆｉｌａｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｎｅｓｔｉｎａｎｄｉｔｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｃｙｃ

ｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ５ｉｎｔｈｅｇｌｏｍｅｒｕｌｉｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｄｉａ

ｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＳｃｉ，２０１３，３４５（６）：４７０

４７７．

［１３］ＧａｒｃíａＳáｅｚＡＪ．ＴｈｅｓｅｃｒｅｔｓｏｆｔｈｅＢｃｌ２ｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ

ＤｅａｔｈＤｉｆｆｅｒ，２０１２，１９（１１）：１７３３１７４０．

（收稿日期：２０１３０８０４　修回日期：２０１３０９０３）

（上接第４１６１页）

［１０］ＴｒｕｍｍＣＧ，ＪａｋｏｂｓＴＦ，ＳｔａｈｌＲ，ｅｔａｌ．ＣＴｆｌｕｏｒｏｓｃｏｐｙ

ｇｕｉｄｅｄｖｅｒｔｅｂｒａｌａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｗｉｔｈａｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎ

ｄｕｃｅｄ，ｈｉｇｈｖｉｓｃｏｓｉｔｙｂｏｎｅｃｅｍｅｎｔ（ＳｔａｂｉｌｉＴ（?））：ｔｅｃｈｎｉ

ｃａｌｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅｌｅａｋａｇｅｓｉｎ２５ｐａ

ｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＳｋｅｌｅｔａｌＲａｄｉｏｌ，２０１３，４２（１）：１１３１２０．

［１１］ＡｌｈａｗａｇｒｉＭ，ＹａｍａｎａｋａＹ，ＢａｌｌａｒｄＤ，ｅｔａｌ．Ｌｙｓｉｎｅ３９２，ａ

Ｋ６３ｌｉｎｋｅｄｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎｓｉｔｅｉｎＮＥＭＯ，ｍｅｄｉａｔｅｓｉｎｆｌａｍ

ｍａｔｏｒｙｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｏｓｔｅｏｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐ

Ｒｅｓ，２０１２，３０（４）：５５４５６０．

［１２］ＬｏｃｈｎｅｒＫ，ＦｒｉｔｓｃｈｅＡ，ＪｏｎｉｔｚＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅ

ｏｆｈｕｍａｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｆｏｒｐｅｒｉｐｒｏｓｔｈｅｔｉｃｏｓｔｅｏｌｙｓｉｓｆｏｌｌｏｗ

ｉｎｇｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｗｅａｒｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２０１１，

２８（６）：１０５５１０６３．

［１３］ＹａｍａｎａｋａＹ，ＫａｒｕｐｐａｉａｈＫ，ＡｂｕＡｍｅｒＹ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｕ

ｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｅｖｅｎｔｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ

（ＰＭＭＡ）ｐａｒｔｉｃｌｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦｋａｐｐａＢｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｊ

ＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１１，２８６（２７）：２３７３５２３７４１．

［１４］ＦａｎｇＱ，ＷａｎｇＨ，ＺｈｕＳ，ｅｔａｌ．ＮａｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅｉｎｈｉｂ

ｉｔｓｗｅａｒｐａｒｔｉｃｌｅｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｓｔｈｅｓｉｓｌｏｏｓｅｎｉｎｇ［Ｊ］．ＪＳｕｒｇ

Ｒｅｓ，２０１１，１６８（２）：１６３１７２．

［１５］ＢｕｒｔｏｎＬ，ＰａｇｅｔＤ，ＢｉｎｄｅｒＮＢ，ｅｔａｌ．Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｗｅａｒｄｅｂ

ｒｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｏｓｔｅｏｌｙｓｉｓｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｐａｒｔ

ｂｙＮＡＬＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，

２０１３，３１（１）：７３８０．

（收稿日期：２０１３０９１０　修回日期：２０１３１０３０）
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