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◇基础医学研究◇

ＰＤＫ１在衰老小鼠小脑中的功能研究
彭文婕１，齐　翠１，刘　睿１，高　隽１，２
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摘要　目的　研究３-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶１（ＰＤＫ１）在衰老小鼠小脑浦肯野细胞（ＰＣｓ）中的功能。方法　采用足迹印记
实验、高架平衡木实验和转棒实验来检测小鼠步态特征、运动平衡能力和运动协调能力。应用免疫荧光观察小鼠小脑结构和

细胞形态学改变。免疫印迹法检测小鼠小脑组织中ＰＤＫ１、γ型蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣγ）和蛋白激酶Ｂ（ＡＫＴ）蛋白表达水平及核糖
体蛋白Ｓ６（ｒｐＳ６）磷酸化水平变化。结果　随着年龄的增加，小鼠出现前后足重合程度、运动平衡和运动协调能力降低，小脑
体积和ＰＣｓ胞体体积减少，但ＰＣｓ密度并未随着小鼠年龄增加而改变；此外，随着年龄的增加，小脑组织中 ＰＤＫ１蛋白表达水
平下调，ｒｐＳ６磷酸化水平、ＰＫＣγ和ＡＫＴ蛋白表达水平也下调。结论　随着年龄的增加，小鼠小脑体积及ＰＣｓ胞体体积减少，
这可能与小脑中ＰＤＫ１表达下降以及ｒｐＳ６磷酸化、ＰＫＣγ和ＡＫＴ表达水平降低有关，最终影响小脑相关运动调控功能。
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　　衰老是一个复杂的过程，由细胞衰老、基因组不
稳定和表观遗传改变等驱动［１］。衰老在很大程度

上受遗传因素影响，随着衰老进程，小脑的基因表达

也会发生改变［２］。衰老进程中运动能力缺陷往往

与神经肌肉接头功能衰退、多巴胺能神经元丢失和

小脑浦肯野细胞树突形态改变等因素相关［３－４］。衰

老进程中受到蛋白质磷酸化的多方调控，其中蛋白

激酶Ａ、Ｇ和Ｃ（ＡＧＣ）家族中众多蛋白激酶参与到
衰老进程调控中［５－７］。

　　３-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶１（３-ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔ-
ｉｄｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ-１，ＰＤＫ１）属于 ＡＧＣ蛋
白激酶家族，是由 ５５６个氨基酸组成的多肽酶。
ＰＤＫ１参与多种 ＡＧＣ激酶家族蛋白质的磷酸化调
控，并且ＰＤＫ１许多下游分子都参与到衰老进程调
控中，如哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合体１（ｍｅｃｈａ-
ｎｉｓｔｉｃｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｃｏｍｐｌｅｘ１，ｍＴＯＲＣ１）、γ型

蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｇａｍｍａ，ＰＫＣγ）和蛋白
激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，也称 ＡＫＴ）等［８－９］。此外，

研究［１０］显示，用ＰＤＫ１的抑制剂预处理人脐静脉内
皮细胞后，促进了细胞衰老和凋亡。课题组前期研

究［１１］也表明小脑浦肯野细胞特异性缺失 ＰＤＫ１，小
脑体积以及浦肯野细胞的数量和体积均出现年龄依

赖性降低，并出现相关运动功能障碍。因此，该研究

通过比较不同年龄段 Ｃ５７／ＢＬ６小鼠的行为学和小
脑形态学表型，并探究其中分子机制，为 ＰＤＫ１在小
鼠小脑衰老中的作用提供新证据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级Ｃ５７／ＢＬ６健康雄性小鼠２４
只，２～１５月龄，体质量２１～３５ｇ。实验小鼠按年龄
分为年轻小鼠（＜５月龄小鼠）和正在衰老的小鼠
（１０月龄和１５月龄小鼠）。饲养在南京医科大学实
验动物中心ＳＰＦ级动物房，严格按照南京医科大学
实验动物伦理委员会基本要求开展实验（编号：

ＩＡＣＵＣ-１８０９０３１、ＩＡＣＵＣ-２４０４０７０、ＩＡＣＵＣ-２３０１００３、
ＩＡＣＵＣ-２３０１０１５）。小鼠出生当天计为出生后第 ０
天。

１．２　主要试剂和仪器
１．２．１　主要试剂　ＢＣＡ测定试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液
（货号：Ｐ００１１、Ｐ００１３Ｅ）均购于上海碧云天生物技术
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有限公司；蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合物、胎牛血清

（货号：７８４４０、Ａ５６６９７０１）均购于美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司）；ＰＶＤＦ膜（货号：ＩＰＶＨ０００１０）购于美国 Ｍｉｌｌｉ-
ｐｏｒｅ公司；多聚甲醛（货号：Ａ５００６８４）购于上海生工
生物工程股份有限公司；抗浦肯野细胞特异性标记

蛋白Ｃａｌｂｉｎｄｉｎ抗体、抗 ＰＤＫ１抗体（货号：ａｂ４９８９９、
ａｂ５２８９３）均购于英国Ａｂｃａｍ公司；抗三磷酸肌醇受
体 １（ｉｎｏｓｉｔｏｌ１，４，５-ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｔｙｐｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＩＰ３Ｒ１）抗体（货号：ｓｃ-２７１１９７）购于美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司；山羊抗兔ＩｇＧ二抗、山羊抗鼠 ＩｇＧ二抗、抗 β-
Ａｃｔｉｎ抗体（货号：ＢＳ１０２５０、ＢＳ５０９５０、ＡＰ００６０）均购
于美国 ＢｉｏｗｏｒｌｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；抗 ＰＫＣγ抗体、抗
核糖体蛋白Ｓ６（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ６，ｒｐＳ６）抗体，抗
磷酸化核糖体蛋白 Ｓ６（ｐｈｏｓｐｈｏ-Ｓ６ｐｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏ-
ｔｅｉｎ，ｐ-ｒｐＳ６）（Ｓｅｒ２３５／２３６）抗体、抗 ＡＫＴ抗体、ＨＲＰ
标记的山羊抗兔（货号：５９０９０、２２１７、２２１１、９２７２、
７０７４）均购于美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１．２．２　主要仪器　离心机（型号：５４１７Ｒ，德国 Ｅｐ-
ｐｅｎｄｏｒｆ公司）；凝胶成像系统（型号：Ｔａｎｏｎ２５００，上
海天能科技有限公司）；冰冻切片机 （型号：

ＣＭ１９５０，德国 ＬｅｉｃａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；激光共聚
焦显微镜（型号：ＦＶ１２００，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．３　方法
１．３．１　小鼠行为学实验
１．３．１．１　足迹印记实验　用彩色墨水分别将小鼠
前肢和后肢染成红色和蓝色，引导小鼠在白色纸张

上留下足印，并测量小鼠同侧前／后肢足心距离、步
幅长度、前肢步宽和后肢步宽，以检测小鼠基本步态

特征。

１．３．１．２　高架平衡木实验　记录小鼠在不同宽度
（１０、１６、３０ｍｍ）的高架横杆上通过８０ｃｍ路程的时
间，以及小鼠在通过该路程的时间段内后肢脱离横

杆的次数，以检测小鼠运动平衡能力。

１．３．１．３　转棒实验　设置转棒仪的基线速度为４
ｒ／ｍｉｎ，终止速度为４０ｒ／ｍｉｎ，实验时间为５ｍｉｎ，以
匀加速方式运行。记录小鼠在棒时间，反映小鼠运

动协调能力。

１．３．２　小鼠脑组织冰冻切片制备　２％戊巴比妥钠
生理盐水溶液（４０ｍｇ／ｋｇ体质量）腹腔注射麻醉小
鼠，４％ＰＦＡ溶液心脏灌流固定小鼠组织。分离脑组
织并置于４％ ＰＦＡ溶液中４℃固定过夜，后将脑组
织移入３０％蔗糖（ＰＢＳ缓冲液配制）溶液中４℃浸
泡。待脑组织沉底后用 ＯＣＴ包埋，－８０℃冰箱保
存备用。使用时，冰冻切片机上制备厚度２５μｍ冰

冻组织切片，－８０℃冰箱保存备用。
１．３．３　免疫荧光染色　冰冻切片从－８０℃冰箱取
出复温后，进行抗原修复。修复后切片先用 ＰＢＳ清
洗３次，每次 ５ｍｉｎ，后用 ０.３％Ｔｒｉｔｏｎ-１００的 ＰＢＳ
（ＰＢＳＴ）穿透 ３０ｍｉｎ，随后于 ０.３％ＰＢＳＴ配置的
１０％牛血清溶液中常温封闭２ｈ，于４℃冰箱中一抗
（抗 Ｃａｌｂｉｎｄｉｎ抗体，１∶１０００；抗 ＩＰ３Ｒ１抗体：
１∶１００）孵育过夜。次日 ＰＢＳＴ清洗 ５次，每次 １０
ｍｉｎ，加入二抗（山羊抗兔 ＩｇＧ二抗，１∶５００；山羊抗
鼠ＩｇＧ二抗，１∶５００）室温孵育４ｈ。随后 ＰＢＳ清洗
５次，每次１０ｍｉｎ，甘油封片剂封片。利用激光共聚
焦显微镜进行观察和拍摄，并使用Ｉｍａｇｅ-ＰｒｏＰｌｕｓ软
件进行分析处理，统计小脑截面积大小、浦肯野细胞

密度及胞体大小。

１．３．４　免疫印迹实验　为检测小鼠小脑组织中
ＰＤＫ１、ＰＫＣγ和 ＡＫＴ蛋白表达水平及 ｒｐＳ６磷酸化
水平变化，将小鼠小脑组织放置在含有蛋白酶和磷

酸酶抑制剂的裂解液中进行超声裂解，放于冰上静

置３０ｍｉｎ。４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清
液；再次４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，同样取上
清液。随后使用 ＢＣＡ测定试剂盒测定蛋白含量。
将等量蛋白样品用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

进行电泳分离，然后将蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上，常温
封闭１ｈ，于４℃冰箱中一抗（抗 ＰＤＫ１抗体，１∶
１０００；抗 β-Ａｃｔｉｎ抗体，１∶２０００；抗 ＰＫＣγ抗体，
１∶１０００；抗ｒｐＳ６抗体，１∶１０００；抗 ｐ-ｒｐＳ６抗体，１
∶１０００；抗ＡＫＴ抗体，１∶１０００）孵育过夜。次日用
含０.１％Ｔｗｅｅｎ-２０的 ＴＢＳ缓冲溶液（ＴＢＳＴ）洗涤后
用二抗（ＨＲＰ标记的山羊抗兔，１∶１００００）在常温
下孵育１ｈ，再用 ＴＢＳＴ洗涤，然后进行显影。使用
ＩｍａｇｅＪ软件分析结果。
１．４　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件对
实验数据进行统计分析，数据以 �ｘ±ｓ表示。两组间
数据比较分析应用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔ-ｔｅｓｔ方法，多组间数据
比较分析应用单因素方差分析（ｏｎｅ-ｗａｙＡＮＯＶＡ）或
双因素方差分析（ｔｗｏ-ｗａｙＡＮＯＶＡ），并应用 Ｔｕｋｅｙ
法进行事后组间两两比较。Ｐ＜０.０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　小鼠前后足重合程度、运动平衡与运动协调能
力与年龄的关系　足迹印记实验结果表明，１５月龄
小鼠的同侧前／后肢足迹足心距离要大于年轻小鼠
（Ｐ＝０.０２８）（图１Ａ－１Ｃ），而１０月龄小鼠与年轻小
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鼠相比，在同侧前／后肢足迹足心距离（图１Ｃ）、步幅
长度（图１Ｄ）、前肢步宽（图１Ｅ）和后肢步宽（图１Ｆ）
这４项参数上均没有显著差异（均Ｐ＞０.０５）。进一
步高架平衡木实验结果表明，１０月龄小鼠与年轻小
鼠在通过横杆的时间上没有显著差异（Ｐ＞０.０５）
（图１Ｇ），但１５月龄小鼠通过宽度分别为３０、１６、１０
ｍｍ的固定长度横杆所需的时间长于年轻小鼠（Ｐ＝
０.０１０、０.００３，Ｐ＜０.００１），且在通过１０ｍｍ横杆时
也明显长于１０月龄小鼠（Ｐ＜０.００１）（图１Ｇ）；同时

这３个年龄段的小鼠在通过横杆时的后肢打滑次数
上没有显著差异（均Ｐ＞０.０５）（图１Ｈ）。上述行为
学结果提示，１０月龄小鼠与 ＜５月龄的年轻小鼠在
活动能力上无显著差异，为了节约小鼠用量，所以在

转棒实验和随后的形态学实验中仅观察了１０月龄
和１５月龄小鼠。转棒实验结果显示，１５月龄小鼠
在训练和测试时，从转棒上跌落的时间均低于１０月
龄小鼠（ｔ＝２.６８７，Ｐ＝０.０３１）（图１Ｉ、１Ｊ）。上述结
果表明，随着年龄的增加小鼠同侧前后肢足迹重合

图１　不同年龄段小鼠足迹印记实验、高架平衡木实验和转棒实验结果

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｏｔｐｒｉｎｔｔｅｓｔ，ｅｌｅｖａｔｅｄｂｅａｍ-ｗａｌｋｔｅｓｔａｎｄｒｏｔａｒｏｄｔｅｓｔｉｎｍｉｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ
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ｔｗｅｅｎｆｏｒｅｌｉｍｂａｎｄｈｉｎｄｌｉｍｂ，ｌｅｎｇｔｈｓｏｆｓｔｒｉｄｅ，ｆｏｒｅｌｉｍｂｓｗａｙｌｅｎｇｔｈａｎｄｈｉｎｄｌｉｍｂｓｗａｙｌｅｎｇｔｈｉｎｍｉｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ；Ｇ－Ｈ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅａｖｅｒ-

ａｇｅｔｉｍｅｏｆｔｒａｖｅｒｓｅｔｈｅｒｏｕｎｄｂｅａｍｓａｎｄｔｈｅａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｓｓｔｅｐｓｆｏｒｈｉｎｄｌｉｍｂｓｉｎｍｉｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ；Ｉ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌａｔｅｎｃｙｔｏｆａｌｌｍｅａｓｕｒｅ-
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程度、运动平衡和运动协调能力出现缺陷。

２．２　随着年龄的增加，小鼠小脑截面积及浦肯野细
胞胞体体积减少　小鼠小脑组织切片组织免疫荧光
染色，１０月龄和１５月龄小鼠小脑正中矢状切横截
面积的测量结果显示，与１０月龄小鼠相比，１５月龄
小鼠的小脑横截面积减小（ｔ＝２.８９９，Ｐ＝０.０３４）
（图２Ａ、２Ｂ）。对小鼠小脑的第Ｖ和第ＶＩ小叶浦肯
野细胞的密度和胞体体积进一步测量结果显示，与

１０月龄小鼠相比，１５月龄小鼠的浦肯野细胞胞体体
积减少（ｔ＝６.２６９、３.９２７，均 Ｐ＜０.０１），但细胞密度
没有显著性差异（均Ｐ＞０.０５）（图２Ｃ－２Ｈ）。上述
结果显示随着年龄的增加，小鼠小脑体积和浦肯野

细胞胞体体积减少，但浦肯野细胞密度不受影响。

２．３　随着年龄的增加，小鼠小脑中 ＰＤＫ１蛋白表
达量下调，且 ｒｐＳ６磷酸化和 ＰＫＣγ蛋白表达量下
调　免疫印迹分析结果显示，随着年龄的增加，

图２　不同年龄段小鼠小脑组织切片免疫荧光染色结果

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｍｉｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ

　　Ａ：Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｅｒｅｂｅｌｌａｒｖｅｒｍｉｓｍｅｄｉａｎｓａｇｉｔｔａｌｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｉｎ１０-ｍｏｎｔｈ-ｏｌｄａｎｄ１５-ｍｏｎｔｈ-ｏｌｄｍｉｃｅ；ＰＣｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎｓｗｅｒｅｌａ-

ｂｅｌｅｄｗｉｔｈＣａｌｂｉｎｄｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ，ａｎｄｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｗａｓｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈＤＡＰＩ×１００；Ｂ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｓａｇｉｔｔａｌｃｒｏｓｓ-ｓｅｃｔｉｏｎａｌａｒｅａｏｆｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌａｒｖｅｒｍｉｓ

ｉｎｍｉｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ；Ｃ：Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｅｒｅｂｅｌｌａｒｖｅｒｍｉｓｍｅｄｉａｎｓａｇｉｔｔａｌｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｉｎ１０-ｍｏｎｔｈ-ｏｌｄａｎｄ１５-ｍｏｎｔｈ-ｏｌｄｍｉｃｅ×２００；Ｄ，Ｅ：

ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＰＣｓｐｅｒ１００μｍｌｅｎｇｔｈｉｎｔｈｅⅤ ａｎｄⅥ ｌｏｂｅｓｏｆｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍｉｎｍｉｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ；Ｆ：Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ

ｖｅｒｍｉｓｍｅｄｉａｎｓａｇｉｔｔａｌｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｉｎ１０-ｍｏｎｔｈ-ｏｌｄａｎｄ１５-ｍｏｎｔｈ-ｏｌｄｍｉｃｅ；ＰＣｓｗｉｔｈａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔＩＰ３Ｒ１×８００；Ｇ，Ｈ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌ
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ＰＤＫ１蛋白表达量降低（ｔ＝３.２５５，Ｐ＝０.０１７）（图
３Ａ）。此外，１５月龄小鼠小脑中 ＰＫＣγ蛋白表达水
平低于年轻小鼠（ｔ＝２.６７１，Ｐ＝０.０３７）（图３Ｂ），并
且１５月龄小鼠小脑中ｒｐＳ６磷酸化水平低于年轻小
鼠（ｔ＝３.３９８，Ｐ＝０.０１５）（图３Ｃ）。结果表明随着
年龄的增加，小鼠小脑中ＰＤＫ１表达下调，并且ｒｐＳ６
磷酸化水平和ＰＫＣγ表达水平也下调。
２．４　随着年龄的增加，小鼠小脑中 ＡＫＴ蛋白表达
量下调　免疫印迹分析检测结果显示，１５月龄小鼠
小脑中ＡＫＴ蛋白表达水平低于 ＜５月龄小鼠（ｔ＝
２.９５６，Ｐ＝０.０２５）（图４），证明随着年龄增加，小脑

组织中ＡＫＴ蛋白表达量下调。

３　讨论

　　小脑功能衰退会导致衰老进程中运动缺陷。本
研究结果表明，与年轻小鼠（＜５月龄）相比，１５月
龄小鼠表现出运动平衡和运动协调能力缺陷，而１０
月龄小鼠运动平衡和运动协调能力未受影响。上述

结果证明，衰老进程伴随着运动调控功能缺陷的发

生。同时，既往研究［１２］也证明小脑中细胞衰老的遗

传标志物比大脑其他区域积累得更慢，进而导致小

脑相较于其他脑区，其衰老进程发展较慢。这也有

图３　不同年龄段小鼠小脑组织中ＰＤＫ１、ＰＫＣγ、ｒｐＳ６、ｐ-ｒｐＳ６蛋白表达水平的比较（ｎ＝４）

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅＰＤＫ１，ＰＫＣγ
ａｎｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｒｐＳ６ｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍｏｆｍｉｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ（ｎ＝４）

　　Ａ－Ｃ：ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰＤＫ１（Ａ），ＰＫＣγ（Ｂ），ｒｐＳ６，ｐ-ｒｐＳ６（Ｃ）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌａｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；*Ｐ＜

０.０５ｖｓ＜５-ｍｏｎｔｈ-ｏｌｄｍｉｃｅ．

图４　不同年龄段小鼠小脑组织中ＡＫＴ蛋白表达水平的比较（ｎ＝４）

Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅＡＫＴｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍｏｆｍｉｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ（ｎ＝４）
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助于解释本研究结果中，小鼠直到１５月龄才表现出
运动平衡和运动协调能力缺陷。此外，本课题组之

前的研究［１１］证明与对照小鼠相比，浦肯野细胞特异

性缺失ＰＤＫ１的小鼠表现出运动平衡与协调能力缺
陷。上述结果提示，衰老与浦肯野细胞特异性缺失

ＰＤＫ１导致的小鼠出现运动能力障碍相似，因此研
究小鼠衰老过程中的 ＰＤＫ１功能，有助于更好地理
解衰老的发生发展。

　　蛋白激酶ＰＤＫ１能够磷酸化并激活大部分ＡＧＣ
家族蛋白激酶。本课题组之前的研究［１１］证明浦肯

野细胞中特异性缺失ＰＤＫ１导致小鼠浦肯野细胞胞
体体积降低和小脑体积减少。而本研究证明随着年

龄的增加，小鼠小脑体积和浦肯野细胞胞体体积减

小，但是小脑浦肯野细胞密度无显著改变。综上所

述，浦肯野细胞中特异性缺失 ＰＤＫ１与年龄增加导
致的小脑形态改变具有高度相似性。尽管进行了数

十年的研究，但是 ＰＤＫ１在衰老进程中的调控机制
在很大程度上仍然未知。既往研究［１０］发现抑制

ＰＤＫ１的表达促进了内皮细胞衰老和凋亡。但是有
研究［１３］显示，抑制 ＰＤＫ１的表达能够通过降低
ＰＤＫ１、ＡＫＴ、核因子κＢ激酶亚基β抑制因子和同源
性磷酸酶张力蛋白的活性，抑制核糖核酸组成的正

反馈通路，进而抑制核因子 κＢ和 ｍＴＯＲ信号通路，
最终逆转人真皮成纤维细胞的细胞衰老。上述研究

对于ＰＤＫ１在衰老进程中的调控方向持相反观点，
但是依旧提示ＰＤＫ１在衰老进程中可能起到一定作
用。本研究结果表明随着年龄的增加，小脑中

ＰＤＫ１表达量降低，提示ＰＤＫ１在小脑衰老进程中可
能起着负调控作用，即 ＰＤＫ１可能具有延缓小脑衰
老进程的作用。

　　小脑浦肯野细胞中高表达 ＰＫＣγ，其编码基因
Ｐｒｋｃｇ发生点突变，会导致浦肯野细胞退行，进而导
致１４型脊髓小脑共济失调［１４］。本课题组前期研

究［１１］表明特异性浦肯野细胞 ＰＤＫ１的缺失能导致
磷酸化ｒｐＳ６水平和 ＰＫＣγ蛋白表达水平下调，进而
调控浦肯野细胞出生后的发育。本研究中也观察到

随着年龄的增加，ＰＤＫ１蛋白质水平下降，并伴有
ｒｐＳ６磷酸化水平和 ＰＫＣγ蛋白质表达水平的下降。
此外，研究［１５］证明，骨骼肌中缺失 ＡＫＴ功能导致小
鼠运动功能受损，进而导致其寿命缩短，提示 ＡＫＴ
可能发挥延缓衰老的功能。并且 ＰＤＫ１能够通过磷
酸化调控ＡＫＴ活性进而抑制神经元凋亡［１１］。本研

究观察到随着年龄的增加，ＡＫＴ蛋白水平下降。上
述结果提示 ＰＤＫ１可能通过调控 ｒｐＳ６磷酸化以及

ＰＫＣγ和ＡＫＴ表达，调控生命进程中小脑体积和浦
肯野细胞胞体体积，进而影响小脑相关的运动功能。

　　综上所述，ＰＤＫ１在衰老小鼠的浦肯野细胞形
态维持和小脑运动功能调控中发挥重要作用，更详

尽的分子机制有待进一步深入研究。
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［１］ ＷａｎｇＸＬ，ＣｈｕＺＰ，ＷａｎｇＨＭ，ｅｔａｌ．ＫＡＴ７ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅａｇｉｎｇ

ｏｆｃａｒｔｉｌａｇｅｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．ＡｃｔａＵｎｉｖＭｅｄＡｎｈｕｉ，２０２４，

５９（２）：２９３－７．ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．

０２．０１８．

［２］ ＨａｄｕｃｈＡ，ＤａｎｅｋＰＪ，ＫｕｂａｎＷ，ｅｔａｌ．ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０２Ｄ

（ＣＹＰ２Ｄ）ｅｎｚｙｍｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｇｉｎｇａｎｄｓｅｒｏｔｏｎｉｎ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎｔｈｅｂｒａｉｎａｎｄｌｉｖｅｒｏｆｆｅｍａｌｅＤａｒｋＡｇｏｕｔｉｒａｔｓ［Ｊ］．

ＮｅｕｒｏｃｈｅｍＩｎｔ，２０２２，１５２：１０５２２３．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｉｎｔ．２０２１．

１０５２２３．

［３］ ＮｏｄａＳ，ＳａｔｏＳ，ＦｕｋｕｄａＴ，ｅｔａｌ．ＬｏｓｓｏｆＰａｒｋｉｎｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｕｒｎｏｖｅｒａｎｄｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎａｌｌｏｓｓｉｎａｇｅｄ

ｍｉｃｅ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｂｉｏｌＤｉｓ，２０２０，１３６：１０４７１７．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．

ｎｂｄ．２０１９．１０４７１７．

［４］ ＨｕＺ，ＬｕｏＹ，ＬｉｕＹ，ｅｔａｌ．ＰａｒｔｉａｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｌａｓｓＩＩＩＰＩ３Ｋ

ｖｐｓ-３４ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｍｏｔｏｒａｇｉｎｇａｎｄｐｒｏｌｏｎｇｓｈｅａｌｔｈｓｐａｎ［Ｊ］．

ＰＬｏＳＢｉｏｌ，２０２３，２１（７）：ｅ３００２１６５．ｄｏｉ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｂｉｏ．

３００２１６５．

［５］ ＳｈｉｎＭＧ，ＬｅｅＪＷ，ＨａｎＪＳ，ｅｔａｌ．Ｂａｃｔｅｒｉａ-ｄｅｒｉｖｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ，

ｍｅｔｈｙｌｇｌｙｏｘａｌ，ｍｏｄｕｌａｔｅｓｔｈｅｌｏｎｇｅｖｉｔｙｏｆＣ．ｅｌｅｇａｎｓｔｈｒｏｕｇｈ

ＴＯＲＣ２／ＳＧＫ-１／ＤＡＦ-１６ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳ

Ａ，２０２０，１１７（２９）：１７１４２－５０．ｄｏｉ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．１９１５７１９１１７．

［６］ ＰｅｔｅｒｓｏｎＰＰ，ＬｉｕＺ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒａｐｉｄｌｙ

ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇｓｃｈ９ΔｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉ-

ｓｉａｅ［Ｊ］．Ｇ３，２０２１，１１（７）：ｊｋａｂ１３４．ｄｏｉ：１０．１０９３／ｇ３ｊｏｕｒｎａｌ／ｊｋ-

ａｂ１３４．

［７］ ＯｇｕｒａＭ，ＫａｍｉｎｉｓｈｉＴ，ＳｈｉｍａＴ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｂｙＳＴＫ３８ａｎｄＧＡＢＡＲＡＰｓｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｔｏｒｅｐａｉｒｌｙｓｏｓｏｍｅｓａｎｄｐｒｅ-

ｖｅｎｔａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＥＭＢＯＲｅｐ，２０２３，２４（１２）：ｅ５７３００．ｄｏｉ：１０．

１５２５２／ｅｍｂｒ．２０２３５７３００．

［８］ ＹｉｎＺ，ＧｕｏＸ，ＱｉＹ，ｅｔａｌ．Ｄｉｅｔａｒｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎｄｒａｐａｍｙｃｉｎａｆ-

ｆｅｃｔｂｒａｉｎａｇｉｎｇｉｎｍｉｃｅｂｙａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇａｇｅ-ｒｅｌａｔｅｄＤＮＡｍｅｔｈｙｌａ-

ｔｉｏｎｃｈａｎｇｅｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ，２０２２，１３（４）：６９９．ｄｏｉ：１０．３３９０／

ｇｅｎｅｓ１３０４０６９９．

［９］ ＣｈｅｎＹＲ，ＬｉＹＨ，ＨｓｉｅｈＴＣ，ｅｔａｌ．Ａｇｉｎｇ-ｉｎｄｕｃｅｄＡｋｔａｃｔｉｖａ-

ｔｉｏｎｉｎｖｏｌｖｅｓｉｎａｇｉｎｇ-ｒｅｌａｔｅｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｅｓａｎｄＡβ-ｉｎｄｕｃｅｄｔｏｘｉｃｉｔｙ

［Ｊ］．ＡｇｉｎｇＣｅｌｌ，２０１９，１８（４）：ｅ１２９８９．ｄｏｉ：１０．１１１１／ａｃｅｌ．

１２９８９．

［１０］ＳｈａｎＨ，ＨｅＹ，ＨａｏＳ，ｅｔａｌ．Ｖｐｓ１５ｉｓｃｒｉｔｉｃａｌｔｏｍｅｄｉａｔｅａｕｔｏｐｈ-

ａｇｙｉｎＡｎｇＩＩｔｒｅａｔｅｄＨＵＶＥＣｓｐｒｏｂａｂｌｙｂｙＰＤＫ１／ＰＫＣｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２０１９，２３３：１１６７０１．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｌｆｓ．

２０１９．１１６７０１．

·０７０２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



［１１］ＬｉｕＲ，ＸｕＭ，ＺｈａｎｇＸＹ，ｅｔａｌ．ＰＤＫ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ

ｏｆｃｅｌｌｂｏｄｙａｎｄｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｄｅｎｄｒｉｔｅｓｏｆＰｕｒｋｉｎｊｅｃｅｌｌｓｂｙ

ｐＳ６ａｎｄＰＫＣγ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０２０，４０（２９）：５５３１－４８．ｄｏｉ：

１０．１５２３／ＪＮＥＵＲＯＳＣＩ．２４９６－１９．２０２０．

［１２］ＬｉａｎｇＫＪ，ＣａｒｌｓｏｎＥＳ．Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ｖｕｌｎｅｒａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ：

ａｒｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍｉｎａｇｉｎｇａｎｄｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ

ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｂｉｏｌＬｅａｒｎＭｅｍ，２０２０，１７０：１０６９８１．ｄｏｉ：１０．

１０１６／ｊ．ｎｌｍ．２０１９．０１．００４．

［１３］ＡｎＳ，ＣｈｏＳＹ，ＫａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ３-ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ-

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１（ＰＤＫ１）ｃａｎｒｅｖｅｒｔｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，

２０２０，１１７（４９）：３１５３５－４６．ｄｏｉ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．１９２０３３８１１７．

［１４］ＰｉｌｏＣＡ，ＢａｆｆｉＴＲ，ＫｏｒｎｅｖＡＰ，ｅｔａｌ．Ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎｋｉ-

ｎａｓｅＣγｐｒｏｍｏｔｅｓｐｉｎｏｃｅｒｅｂｅｌｌａｒａｔａｘｉａｔｙｐｅ１４ｂｙｉｍｐａｉｒｉｎｇｋｉｎａｓｅ

ａｕｔｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＳｃｉＳｉｇｎａｌ，２０２２，１５（７５３）：ｅａｂｋ１１４７．ｄｏｉ：

１０．１１２６／ｓｃｉｓｉｇｎａｌ．ａｂｋ１１４７．

［１５］ＳａｓａｋｏＴ，ＵｍｅｈａｒａＴ，ＳｏｅｄａＫ，ｅｔａｌ．Ｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ

Ａｋｔ１／２ｃａｕｓｅｓｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｐｅｎｉａａｎｄｒｅｄｕｃｅｓｌｉｆｅｓｐａｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．

ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０２２，１３（１）：５６５５．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１４６７－０２２－

３３００８－２．

ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙｏｆＰＤＫ１ｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍｏｆａｇｉｎｇｍｉｃｅ
ＰｅｎｇＷｅｎｊｉｅ１，ＱｉＣｕｉ１，ＬｉｕＲｕｉ１，ＧａｏＪｕｎ１，２

（１ＤｅｐｔｏｆＮｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＮａｎｊｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｎａｎｊｉｎｇ　２１１１６６；２ＳｈａｎｇｈａｉＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＣｒａｎｉｏｍａｘｉｌｌｏｆａｃｉａｌＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄＤｉｓｅａｓｅｓ，
ＳｈａｎｇｈａｉＳｔｏｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌＨｏｓｐｉｔａｌ＆ＳｃｈｏｏｌｏｆＳｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ，ＦｕｄａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２００００１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３-ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ-ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ-１（ＰＤＫ１）ｏｎｔｈｅ
ｐｕｒｋｉｎｊｅｃｅｌｌｓ（ＰＣｓ）ｉｎａｇｉｎｇｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｆｏｏｔｐｒｉｎｔｔｅｓｔ，ｅｌｅｖａｔｅｄｂｅａｍ-ｗａｌｋｔｅｓｔａｎｄｒｏｔａｒｏｄｔｅｓｔｗｅｒｅ
ｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｇａｉｔｔｒａｉｔｓ，ｍｏｔｏｒｂａｌａｎｃｅａｎｄｍｏｔｏｒｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｅ．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｏｕｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅ-
ｔｅｃｔｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍａｎｄｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＤＫ１，
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｇａｍｍａ（ＰＫＣγ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（ａｌｓｏｋｎｏｗｎａｓＡＫＴ）ａｎｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎＳ６（ｒｐＳ６）ｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｍｉｃｅｓｈｏｗｅｄｍｏｔｏｒｄｅｆｅｃｔｓｉｎ
ｔｈｅｏｖｅｒｌａｐｂｅｔｗｅｅｎｆｏｒｅｌｉｍｂａｎｄｈｉｎｄｌｉｍｂ，ｍｏｔｏｒｂａｌａｎｃｅａｎｄｍｏｔｏｒｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｉｎａｎａｇｅ-ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎ-
ｎｅｒ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍａｎｄｔｈｅｓｏｍａｓｉｚｅｏｆｔｈｅＰＣｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎａｎａｇｅ-ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，
ｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅＰＣｓｗａｓｎｏｔａｆｆｅｃｔｅｄｂｙａｇｅ．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅＰＤＫ１，ＰＫＣγ，ＡＫＴａｎｄ
ｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｒｐＳ６ｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍｗｅｒｅｒｅｄｕｃｅｄｗｉｔｈａｇｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｃｅｒｅｂｅｌｌａｒｓｉｚｅａｎｄｔｈｅｃｅｌｌ
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