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柯冰冰１ꎬ陈铭１ꎬ王洪阳２ꎬ李春燕１ꎬ殷善开１

１.上海交通大学医学院附属第六人民医院 耳鼻咽喉头颈外科 /上海交通大学耳鼻咽喉研究所ꎬ上海 ２００２３３
２.解放军总医院耳鼻咽喉头颈外科医学部 耳鼻咽喉内科 /国家耳鼻咽喉疾病临床医学研究中心 /教育部聋病重点实验室 /聋
病防治北京市重点实验室ꎬ北京 １００８５３

摘要:目的　 探讨钙 / 钙调蛋白依赖性蛋白激酶 ４(ｃａｌｃｉｕｍ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩＶꎬ ＣＡＭＫ４)在胆红素介导的

听觉中枢神经毒性中的作用ꎮ 方法　 通过分子对接和微量热泳动技术(ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ ｔｈｅｒｍｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＭＳＴ)评估 ＣＡＭＫ４ 与胆红

素的结合能力ꎮ 采用石蜡切片免疫荧光染色法检测 ＣＡＭＫ４ 在耳蜗核中的表达ꎮ 在体外培养的耳蜗核原代神经元中ꎬ分别给

予胆红素(２５ μｍｏｌ / Ｌ)或胆红素联合 ＣＡＭＫ４ 抑制剂 ＫＮ￣９３(１ μｍｏｌ / Ｌ)处理ꎬ随后评估神经元的 ＲＯＳ 水平、线粒体膜电位变

化ꎬ进行 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 染色及活 / 死细胞染色ꎮ 结果 　 分子对接分析显示ꎬ胆红素与 ＣＡＭＫ４ 的结合能为－９.７１ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ
ＭＳＴ 检测得到平衡解离常数值为(１.２９４ ４±１.０８０ ３) μｍｏｌ / Ｌꎬ提示二者具有较强的结合潜力ꎮ 在耳蜗核中ꎬＣＡＭＫ４ 主要表达

于神经元ꎮ 体外实验结果表明ꎬＣＡＭＫ４ 抑制剂 ＫＮ￣９３ 能够显著抑制高浓度胆红素诱导的耳蜗核神经元 ＲＯＳ 蓄积、线粒体膜

电位下降ꎬ以及细胞晚期凋亡和存活率下降ꎮ 结论　 ＣＡＭＫ４ 在胆红素介导的听觉中枢氧化应激损伤中发挥重要作用ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ４ (ＣＡＭＫ４)
ｉｎ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＡＭＫ４ ａｎｄ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｍｉｃｒｏ￣ｓｃａｌｅ ｔｈｅｒｍｏｐｈｏｒｅｓｉｓ (ＭＳＴ) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＡＭＫ４ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍ￣
ｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｎ ｐａｒａｆｆｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ. Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ
(２５ μｍｏｌ / Ｌ) ｏｒ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＡＭＫ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＫＮ￣９３ (１ μｍｏｌ / Ｌ) . Ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍ￣
ｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｈａｎｇｅｓꎬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｌｉｖｅ / ｄｅａｄ ｃｅｌｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｅｖａｌｕａｔｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ａｎｄ ＣＡＭＫ４ ｗａｓ －９.７１ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＭＳＴ ａｎａｌｙｓｉｓ ｇａｖｅ ａ ｄｉｓｓｏｃｉａ￣
ｔｉｏｎ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｏｆ (１.２９４ ４±１.０８０ ３)μｍｏｌ / Ｌꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ. Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓꎬ ＣＡＭＫ４
ｗａｓ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＣＡＭＫ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＫＮ￣９３ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ
ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＯＳ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｅｃｌｉｎｅꎬ ｌａｔｅ￣ｓｔａｇｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ
ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ ｎｅｕｒｏｎｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＣＡＭＫ４ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｏ ｐｌａｙ ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃａｌｃｉｕｍ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩＶꎻｂｉｌｉｒｕｂｉｎꎻｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙꎻｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
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　 　 根据世界卫生组织的世界听力报告ꎬ新生儿高

胆红素血症(即新生儿黄疸)是导致听觉中枢功能

损伤的常见原因[１]ꎮ 在溶血、感染等病理因素作用
下ꎬ新生儿血清胆红素水平升高ꎬ过高的游离胆红素

通过血—脑屏障ꎬ沉积于耳蜗核、上外橄榄核、海马

等脑区ꎬ引起急慢性听觉和认知损伤ꎬ形成核黄疸谱
系障碍[２￣３]ꎮ

胆红素能抑制神经元的氧化呼吸链ꎬ从而引发
氧化应激和炎症损伤[２ꎬ４]ꎮ 先前研究[５￣９] 发现ꎬ胆红

素通过激活钙离子通道、酸敏感通道及钾离子通道ꎬ
增加谷氨酸能突触传递ꎬ引起钙离子超载和兴奋毒

性ꎮ 钙超载激活酶系统产生氧自由基( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙ￣
ｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)ꎬ引发氧化应激ꎬ损伤线粒体并诱

导神经元凋亡[６]ꎮ 尽管这些研究揭示了胆红素下
游的损伤机制ꎬ但其上游分子靶点仍需进一步探索ꎮ
胆红素可以广泛抑制蛋白质磷酸化[１０]ꎮ 蛋白质磷
酸化是由蛋白激酶介导的细胞内最重要的翻译后修

饰之一ꎬ在信号转导、基因表达调控以及细胞生存等
多个生物学过程中发挥着关键作用ꎮ 在前期研究

中[１１]ꎬ我们通过磷酸化组学分析发现ꎬ胆红素对听
觉中枢神经元具有广泛的蛋白磷酸化调控作用ꎮ 结

合热蛋白结合组学分析ꎬ我们筛选出 ３８ 个与胆红素

具有结合潜力的差异磷酸化蛋白ꎮ 根据这些蛋白的

已知功能ꎬ我们选定钙 /钙调蛋白依赖性蛋白激酶 ４
( ｃａｌｃｉｕｍ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩＶꎬ
ＣＡＭＫ４)作为候选靶点ꎬ并进行后续验证ꎮ 作为丝

氨酸 /苏氨酸激酶家族的成员ꎬＣＡＭＫ４ 在海马、小
脑颗粒细胞等中枢神经系统区域富集[１２￣１３]ꎬ参与转

录因子调控、线粒体功能损伤以及细胞凋亡等多个
生物学过程[１４￣１５]ꎮ 已有研究[１６] 表明ꎬＣＡＭＫ４ 的异

常活化与多种中枢神经系统损伤的病理过程密切相

关ꎮ 例如ꎬＣＡＭＫ４ 过度激活可促进 ｔａｕ 蛋白磷酸化
并诱导神经元凋亡[１７]ꎻＣＡＭＫ４ 异常激活还可干扰

轴突内囊泡的正常运输ꎬ破坏活动依赖的突触生成ꎬ
进而影响神经元之间的正常连接和信号传递[１８]ꎮ
本研究采用结构生物学等技术ꎬ探讨 ＣＡＭＫ４ 与胆
红素的结合能力及其在胆红素诱导的中枢神经毒性

中的作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料
１.１.１　 实验动物

出生后 １ ~ ３ ｄ(Ｐ１ ~ ３)以及出生后 ７ ｄ(Ｐ７)的
Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠由上海昇敞生物科技有

限公司提供ꎬ动物许可证号:ＳＣＸＫ(沪)２０２１￣０００２ꎮ
动物实验已通过上海市第六人民医院动物福利伦理

委员会审核(２０２３￣０３４８)ꎮ

１.１.２　 主要实验试剂

ＤＭＥＭ 高糖培养液、４％(ｗ / ｖ)多聚甲醛固定

液(ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＰＦＡ)、多聚￣Ｌ￣赖氨酸、胎牛

血清购于中国生工生物ꎮ Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ￣Ａ 培养基、
Ｂ２７、Ｎ２、Ｌ￣谷氨酰胺购于美国 Ｇｉｂｃｏꎮ Ｃａｌｃｅｉｎ￣ＡＭ /
ＰＩ 细胞活性与细胞毒性检测试剂盒、增强型线粒体

膜电位 Ｊｃ￣１ 检测试剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 细胞凋亡

检测试剂盒、活性氧检测试剂盒购于中国碧云天ꎮ
木瓜蛋白酶购于美国 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎꎮ ＤＮａｓｅＩ 购于美

国 Ｓｔｅｍｃｅｌｌꎮ ＴｒａｎｓＩｎｔｒｏ 􀅺 ＥＬ 转染试剂购于中国全
式金ꎮ Ｍ￣ＰＥＲＴＭ哺乳动物蛋白抽提试剂购于美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒꎮ 磷酸酶抑制剂购于美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａ￣
ｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎮ ＣＡＭＫ４ 抗体、ＭＡＰ２ 抗体购于中
国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎮ ＧＦＡＰ 直接标记抗体(Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ

６４７)、 Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ ５５５ 购 于 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎮ
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀅺 ４８８购于英国 Ａｂｃａｍꎮ ＫＮ￣９３ 购于中

国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 分子对接
分子对接可模拟分子相互作用ꎬ预测蛋白质和

小分子之间的结合模式和亲和力ꎮ 从 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ
Ｂａｎｋ(ＰＤＢ)数据库( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｒｃｓｂ. ｏｒｇ / )下载

已被解析的 ＣＡＭＫ４＿ＨＵＭＡＮ 的晶体结构ꎬＰＤＢ 代
码为 ２Ｗ４Ｏꎬ去除无序结构ꎬ对蛋白结构进行优化ꎬ
包括添加氢原子、优化侧链位置等ꎮ 胆红素化合物

结构通过 ＰｕｂＣｈｅｍ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｕｂｃｈｅｍ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / )下载ꎬ使用 ＭＯＥ 软件(２０２２)进行分析ꎬ利用

ＧＢＶＩ / ＷＡＳ 打分函数进行评估ꎬ对筛选构象进行聚
类以挑选最佳对接构象ꎮ
１.２.２　 微量热泳动(ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ ｔｈｅｒｍｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＭＳＴ)

构建 ＣＡＭＫ４ 过表达质粒 ＰＧＭＬＶ￣ＣＭＶ￣Ｈ ＿
ＣＡＭＫ４￣ｅＧＦＰ￣ＰＧＫ￣ＰｕｒｏꎬＤＮＡ 测序确认构建成功ꎮ
用 ＴｒａｎｓＩｎｔｒｏ 􀅺 ＥＬ 转染试剂对 ２９３Ｔ 细胞进行
ＣＡＭＫ４ 过表达质粒转染ꎬ对照组则进行 ＰＧＭＬＶ￣
ＣＭＶ￣ＭＣＳ￣ｅＧＦＰ￣ＰＫＧ￣Ｐｕｒｏ 空载质粒转染ꎮ ４８ ｈ
后ꎬ将磷酸酶抑制剂 １ ∶１００ 稀释加入裂解液中ꎬ在预

冷的条件下裂解细胞以提取蛋白ꎮ 含 ０.０５％(ｖ / ｖ)
Ｔｗｅｅｎ２０ 的磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ
ｗｉｔｈ Ｔｗｅｅｎ ２０ꎬ ＰＢＳＴ)作为胆红素和蛋白质的稀释

缓冲液ꎬ通过 Ｍｏｎｏｌｉｔｈ ＮＴ.１１５ 仪器(ＮａｎｏＴｅｍｐｅｒꎬ
德国)检测胆红素和蛋白质混合物ꎮ 用 Ｍｏ.Ａｆｆｉｎｉｔｙ
Ａｎａｌｙｓｉｓ 软件进行分析ꎬ取 ３ 次重复实验数据绘制
平衡解离常数 ( ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｃｏｎｓｔａｎｔꎬ
Ｋｄ)拟合曲线图ꎬ亲和力以 Ｋｄ 值表示ꎮ
１.２.３　 耳蜗核脑组织石蜡切片、ＨＥ 染色以及免疫

荧光检测

取 Ｐ７ 健康 ＳＤ 大鼠ꎬ心脏灌注后浸泡于 ４％

􀅰２􀅰
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ＰＦＡ 中 ４ ℃固定 ２４ ｈꎬ石蜡包埋后以 ３ μｍ 厚度进行

连续切片ꎮ 切片脱蜡进行苏木精－伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙ￣
ｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬ ＨＥ)染色ꎬ通过显微镜(Ｌｅｉｃａꎬ德国)观察

耳蜗核定位并拍照ꎮ 组织免疫荧光染色用二甲苯

Ⅰ、Ⅱ依次脱蜡 １５ ｍｉｎꎬ无水乙醇Ⅰ和Ⅱ、９５％和
７５％乙醇依次浸泡 ５ ｍｉｎꎬ磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)洗涤 ５ ｍｉｎ 后加入柠檬酸抗原

修复液ꎬ微波炉煮沸后置于 ９５ ℃中 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗

涤 ５ ｍｉｎꎮ 用 ５％ 牛血清白蛋白 ( ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍꎬ ＢＳＡ)于室温封闭 ４５ ｍｉｎꎬ加 ＣＡＭＫ４、ＭＡＰ２
抗体、ＧＡＦＰ 抗体于 ４ ℃孵育过夜ꎮ 复温后 ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ加入稀释好的二抗于室温避光

孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ用含 ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲

哚(４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬ ＤＡＰＩ)的抗荧光
淬灭封片剂进行封片ꎬ激光扫描共聚焦显微镜

(Ｎｉｋｏｎ Ａ１ꎬ日本)观察并拍照ꎮ
１.２.４　 原代耳蜗核神经元培养及药物处理

取 Ｐ１~３ ＳＤ 大鼠断头处死ꎬ剥除颅骨取脑ꎬ显
微镜(Ｌｅｉｃａꎬ德国)下取出耳蜗核置于 ４ ℃预冷的

ＤＭＥＭ 高糖培养基中ꎬ整个过程冰上操作ꎮ 静置吸

取上清ꎬ弃液ꎬ加入预先用 ＤＭＥＭ 高糖培养基、木
瓜蛋白酶(４０ Ｕ / ｍＬ)、ＤＮａｓｅ Ｉ(１２５ Ｕ / ｍＬ)配置好
的消化液ꎬ３７ ℃消化 １０ ｍｉｎꎬ每 ５ ｍｉｎ 摇晃一次ꎮ 用

含 １０％(ｖ / ｖ)ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液终止消化ꎬ轻柔

吹打ꎬ 静置取上清ꎬ 重复一次ꎮ １ ０００ ｒｐｍ 离心

５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加入含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ
吹打重悬细胞ꎬ７０ μｍ 细胞滤网过滤ꎮ 以 ５×１０５ / ｍＬ
密度接种于预先经多聚￣Ｌ￣赖氨酸包被的 ４８ 孔板或

３５ ｍｍ 玻底皿中ꎬ４ ~ ６ ｈ 后换成无血清神经元维持
培养液ꎬ 培养液包括 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ￣Ａ 培养基、 Ｂ２７
(１×)、Ｎ２(１×)、Ｌ￣谷氨酰胺(２ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ每 ２ 天半

量换液一次ꎮ
原代耳蜗核神经元接种于 ４８ 孔板或 ３５ ｍｍ 玻

底皿中培养 ４ ｄ 后进行药物处理ꎮ 所有药物均以二
甲基亚砜(ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬ ＤＭＳＯ)配制ꎬ并用培

养基稀释至所需的最终浓度ꎬ确保 ＤＭＳＯ 的浓度不

超过 １‰ ｖ/ ｖꎮ 实验分为 ４ 组:对照组(１‰ ＤＭＳＯ)、胆
红素组(２５ μｍｏｌ / Ｌ)、ＫＮ￣９３ 抑制剂组(１ μｍｏｌ / Ｌ)、
ＫＮ￣９３ 抑制剂联合胆红素处理组ꎮ 在线粒体膜电位

检测、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 细胞凋亡检测、活 /死细胞检测

实验中ꎬ对照组、胆红素组和 ＫＮ￣９３ 抑制剂组的药

物处理时间为 １２ ｈꎻ而 ＫＮ￣９３ 抑制剂联合胆红素处
理组则以 １ μｍｏｌ / Ｌ ＫＮ￣９３ 抑制剂预处理 ２ ｈꎬ随后加

入最终浓度为 ２５ μｍｏｌ / Ｌ 的胆红素ꎬ继续处理 １２ ｈꎮ
１.２.５　 活性氧 ＲＯＳ 检测

原代耳蜗核神经元分别于胆红素(２５ μｍｏｌ / Ｌ)
处理 ６、１２、２４ ｈ 后进行 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 荧光探针染色与

检测ꎮ 吸弃旧培养基ꎬ加入按照 １ ∶ １ ０００ 稀释的

ＤＣＦＨ￣ＤＡ 荧光染料ꎬ３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ使用倒

置荧光显微镜(Ｎｉｋｏｎꎬ日本)观察 ＲＯＳ 生成情况ꎮ
ＲＯＳ 可以氧化无荧光的 ＤＣＦＨ 生成有荧光的 ＤＣＦ
(绿色)ꎬ代表 ＲＯＳ 水平ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行荧
光平均强度(荧光强度与区域面积的比值)分析ꎮ
根据统计分析结果ꎬ该检测采用 ２４ ｈ 处理时间以更充

分反映 ＲＯＳ 水平的积累过程ꎮ ＫＮ￣９３ 抑制剂联合胆

红素处理组中ꎬ以 １ μｍｏｌ / Ｌ ＫＮ￣９３ 抑制剂预处理 ２ ｈ
后加入胆红素ꎬ继续处理 ２４ ｈꎬ再进行上述检测ꎮ
１.２.６　 线粒体膜电位检测

Ｊｃ￣１ 是常用的线粒体膜电位染料探针ꎬ能扩散

到线粒体基质中特异性与线粒体内膜结合ꎬ在细胞
内以聚合体和单体两种不同的形式存在ꎬ可反映细

胞 ΔΨｍ 的变化ꎬ提示线粒体去极化作用的强弱ꎮ
当线粒体膜电位水平较高时ꎬＪｃ￣１ 形成聚合物发出

红色荧光ꎬ当线粒体膜电位水平较低时ꎬＪｃ￣１ 以单体
形式存在发出绿色荧光ꎮ 原代耳蜗核神经元处理结

束后ꎬ吸弃旧培养基ꎬ加入 １ ∶２００ 稀释的 Ｊｃ￣１ 工作

液ꎬ３７ ℃避光孵育 ２０ ｍｉｎꎮ 孵育完成后使用激光扫

描共聚焦显微镜(Ｎｉｋｏｎ Ａ１ꎬ日本)观察并拍照ꎮ 图

像使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行荧光强度定量分析ꎬ计算
红 /绿荧光强度比值以反映膜电位变化ꎮ
１.２.７　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 细胞凋亡检测

细胞凋亡水平通过 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染法

进行检测ꎮ 原代耳蜗核神经元处理结束后ꎬ吸弃旧
培养基ꎬ按照每孔 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ、 ５ μＬ ＰＩ 和

１９５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ结合缓冲液的比例配制染液ꎬ加
入染液室温避光孵育 １０ ｍｉｎ 后ꎬ滴加 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２
(终浓度 １０ μｇ / ｍＬ)ꎬ继续室温避光孵育 １０ ｍｉｎꎬ倒
置荧光显微镜(Ｎｉｋｏｎꎬ日本)观察并拍照ꎮ ＦＩＴＣ 通

道用于检测早期凋亡细胞(绿色)ꎬＰＩ 通道用于检测

晚期凋亡或坏死细胞(红色)ꎬＨｏｅｃｈｓｔ 用于标记细

胞核ꎮ 图像分析通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计数不同类型细
胞的比例ꎮ
１.２.８　 活 /死细胞荧光染色

细胞活性通过 Ｃａｌｃｅｉｎ￣ＡＭ / ＰＩ 双染法检测ꎮ 原

代耳蜗核神经元处理结束后ꎬ吸弃旧培养基ꎬ加入
１ ∶１ ０００稀释的 Ｃａｌｃｅｉｎ￣ＡＭ / ＰＩ 工作液ꎬ３７ ℃避光孵

育 ３０ ｍｉｎꎮ 通过倒置荧光显微镜(Ｎｉｋｏｎꎬ日本)观

察并拍照计数ꎮ Ｃａｌｃｅｉｎ￣ＡＭ 在活细胞中被胞内酯

酶水解后发出绿色荧光ꎻＰＩ 则穿透死亡细胞膜并结

合 ＤＮＡꎬ发出红色荧光ꎮ 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软
件计数绿色(活细胞)和红色(死细胞)荧光细胞数ꎬ
计算活细胞占总细胞的百分比作为细胞存活率ꎮ
１.３　 统计学处理

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０.０ 软件ꎮ 计量资料以

􀅰３􀅰



山东大学耳鼻喉眼学报 ２０２５ 年 ５ 月 第 ３９ 卷 第 ３ 期
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｖｏｌ.３９ꎬ Ｎｏ.３ꎬ ２０２５

􀭰ｘ±ｓ表示ꎬ组间差异比较采用单因素方差分析ꎬ
Ｔｕｒｋｅｙ检验进行两两比较ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＣＡＭＫ４ 和胆红素的亲和力

根据 ＣＡＭＫ４ ＿Ｈｕｍａｎ 的晶体结构 ( ＰＤＢ ＩＤ:
２Ｗ４Ｏ)ꎬ研究通过 ＭＯＥ 软件(２０２２) 将 ＣＡＭＫ４ ＿
Ｈｕｍａｎ 以及胆红素分别作为对应的受体和配体进

行分子对接的预处理和对接模拟ꎬ最终得出两者之

间的对接分数为－９.７１ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎮ ＣＡＭＫ４＿Ｈｕｍａｎ
和胆红素对接如图 １Ａ 所示ꎬ结合模式如图 １Ｂ、１Ｃ

所示ꎬ胆红素可与 ＣＡＭＫ４ 激酶结构域中的氨基酸

位点 Ｇ１２４(Ｇｌｙ)、Ｄ１８５(Ａｓｐ)形成氢键相互作用ꎬ
和 Ｇ５３(Ｇｌｙ)、Ｖ６０(Ｖａｌ)、Ｅ１６８(Ｇｌｕ)形成芳香环－
氢堆积效应ꎮ

通过 ＭＳＴ 实验进一步验证胆红素和 ＣＡＭＫ４
的结合亲和力ꎮ 对照质粒转染 ２９３Ｔ 细胞后提取蛋

白质ꎬ检测发现蛋白质与胆红素之间并不能形成 Ｋｄ
拟合曲线 ( 图 ２Ａ )ꎬ 而 在 ２９３Ｔ 细 胞 中 过 表 达

ＣＡＭＫ４ 后ꎬ提取的蛋白质和胆红素之间形成拟合

曲线ꎬＫｄ 值为(１.２９４ ４±１.０８０ ３) μｍｏｌ / Ｌ(图 ２Ｂ)ꎮ

图 １　 分子对接模拟胆红素与 ＣＡＭＫ４＿ＨＵＭＡＮ 蛋白结合模式
Ａ:ＣＡＭＫ４ 和胆红素复合物的整体结构ꎻＢ:３Ｄ 结合模式局部放大图(氨基酸结构碳原子以绿色 Ｓｔｉｃｋｓ 显示ꎬ配体碳原
子以紫色 Ｓｔｉｃｋｓ 显示ꎬ氧原子红色ꎬ氮原子为蓝色ꎬ红色虚线为氢键相互作用ꎬ绿色虚线为芳香环－氢堆积效应)ꎻＣ:２Ｄ
结合模式图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＣＡＭＫ４＿ＨＵＭＡＮ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ: Ｏｖｅｒａｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＣＡＭＫ４￣ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘꎻ Ｂ: Ｅｎｌａｒｇｅｄ ３Ｄ ｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅ. Ｃａｒｂｏｎ ａｔｏｍｓ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｓ ｇｒｅｅｎ ｓｔｉｃｋｓꎬ ｃａｒｂｏｎ ａｔｏｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｇａｎｄ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｐｕｒｐｌｅꎬ ｏｘｙｇｅｎ ａｔｏｍｓ ｉｎ ｒｅｄꎬ ａｎｄ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｔｏｍｓ ｉｎ ｂｌｕｅ. Ｒｅｄ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓꎬ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ π￣Ｈ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓꎻ
Ｃ: ２Ｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ

图 ２　 ＭＳＴ 检测胆红素和 ＣＡＭＫ４ 的结合能力(右上角为归一化的 ＭＳＴ 时间轨迹图ꎬ时间选择 １.５~２.５ ｓ)
Ａ:对照质粒转染细胞后蛋白质和胆红素之间的 Ｋｄ 拟合曲线ꎻＢ:ＣＡＭＫ４ 过表达质粒转染细胞后蛋白质和胆红素之间
的 Ｋｄ 拟合曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＭＳＴ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ａｎｄ ＣＡＭＫ４ (Ｔｏｐ ｒｉｇｈｔ: ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ＭＳＴ ｔｉｍｅ ｔｒａｃｅｓꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｎｄｏｗ ｓｅｔ ｔｏ １.５￣２.５ ｓ)
Ａ: Ｋｄ ｆｉｔｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｓｍｉｄ. Ｂ: Ｋｄ ｆｉｔｔｉｎｇ
ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＡＭＫ４￣ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄ
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２.２　 ＣＡＭＫ４ 在耳蜗核神经元中的表达

研究采用 Ｂｒａｉｎ ＲＮＡ￣ｓｅｑ 数据库对不同细胞类

型中的 Ｃａｍｋ４ 表达进行了分析ꎬ结果显示 ＣＡＭＫ４
主要表达于神经元(图 ３Ａ)ꎮ 耳蜗核解剖位置如图

３Ｂ 所示ꎮ 通过耳蜗核的脑组织石蜡切片免疫荧光

染色ꎬ我们进一步证实了 ＣＡＭＫ４ 在耳蜗核中的表

达ꎬ并与 ＭＡＰ２ 阳性的神经元表达共定位(图 ３Ｃ)ꎬ
提示 ＣＡＭＫ４ 主要在耳蜗核神经元中发挥作用ꎮ

图 ３　 耳蜗核团解剖位置及 ＣＡＭＫ４ 的表达
Ａ:不同细胞类型中 Ｃａｍｋ４ 的表达水平ꎻＢ:耳蜗核石蜡切片 ＨＥ 染色图(黑色虚线圆圈为耳蜗核部位)ꎻＣ:耳蜗核石蜡
切片免疫荧光染色图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ＣＡＭＫ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ａ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃａｍｋ４ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓꎻ Ｂ: ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｐａｒａｆｆｉｎ￣ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ ｓｅｃｔｉｏｎｓ
( ｔｈｅ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ ｒｅｇｉｏｎ ｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ａ ｂｌａｃｋ ｄａｓｈｅｄ ｃｉｒｃｌｅ)ꎻ Ｃ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ
ｓｅｃｔｉｏｎｓ

２.３ 　 ＣＡＭＫ４ 抑制剂抑制胆红素诱导的神经元

ＲＯＳ 蓄积

通过 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 探针对原代耳蜗核神经元的

ＲＯＳ 水平进行检测ꎮ 结果如图 ４Ａ、Ｂ 所示ꎬ对照组

绿色荧光的平均强度为 ２４.８６±２.３５ꎮ 胆红素(２５ μＭ)
处理 ６ ｈ 后未见明显荧光强度变化(２５.３６±１.５３９ꎬＰ＝
０.９９６)ꎻ处理 １２ ｈ 后ꎬ平均荧光强度升至 ３５.４７±４.０４
(Ｐ＝ ０.００７)ꎻ２４ ｈ 后ꎬＲＯＳ 水平进一步上升ꎬ绿色荧

光的平均强度达到 ５３. ２５ ± ２. ５２ (Ｐ < ０. ００１)ꎬ表明

ＲＯＳ 水平随着处理时间延长而逐步积累ꎬ多组间差

异具有统计学意义(Ｆ ＝ ６９.３３ꎬＰ<０.００１)ꎮ 因此ꎬ我

们后续选择 ２４ ｈ 作为胆红素处理时间点ꎬ以更充分

反映其诱导的氧化应激损伤进程ꎮ
为探讨 ＣＡＭＫ４ 在胆红素诱导 ＲＯＳ 蓄积中的

作用ꎬ我们采用 ＫＮ￣９３ 抑制剂(１ μＭ)对耳蜗核神

经元进行 ２ ｈ 预处理后ꎬ再进行胆红素处理 ２４ ｈꎮ
统计分析结果如图 ４Ｃ、Ｄ 所示ꎬＫＮ￣９３ 预处理能够

有效抑制胆红素诱导的 ＲＯＳ 蓄积ꎬ绿色荧光平均强

度从胆红素单独处理组的 ５２. ５２ ± １. ９３ 下降至

２５.０５±１.６３(Ｐ<０.００１)ꎬ各组之间差异具有统计学意

义(Ｆ＝ １９８.５ꎬＰ<０.００１)ꎮ
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图 ４　 ＣＡＭＫ４ 抑制剂抑制胆红素所致耳蜗核神经元的 ＲＯＳ 蓄积(∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ:对照组及不同胆红素处理时间的 ＤＣＦ 荧光检测ꎻＢ:各组间 ＲＯＳ 平均荧光强度的统计分析ꎻＣ:不同药物处理 ２４ ｈ 的
ＤＣＦ 荧光检测ꎻＤ:各组间 ＲＯＳ 平均荧光强度的统计分析

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＣＡＭＫ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＯＳ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ ｎｅｕｒｏｎｓ(∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: ＤＣＦ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｂ: Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｖｅｒａｇｅ ＲＯＳ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｃｒｏｓｓ ｇｒｏｕｐｓꎻ Ｃ: ＤＣＦ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻ
Ｄ: Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｖｅｒａｇｅ ＲＯＳ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｃｒｏｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

２.４　 ＣＡＭＫ４ 抑制剂抑制胆红素诱导的线粒体膜

电位下降

不同处理组的原代耳蜗核神经元 Ｊｃ￣１ 染色结

果如图 ５Ａ、Ｂ 所示ꎬ对照组红绿荧光比值百分比为

(１９６.９０±１３.４８)％ꎮ 胆红素(２５ μｍꎬ１２ ｈ)可诱导线

粒体膜电位下降ꎬ红绿荧光比值百分下降至(１１７.９０±

１３.０３)％ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ 而 ＣＡＭＫ４
抑制剂 ＫＮ￣９３ 的预处理可抑制胆红素所致的线粒

体膜电位变化ꎬ红绿荧光比值百分比为(１７０.００ ±
１７.４５)％ꎬ和对照组相比差异无统计学意义 (Ｐ ＝
０.０８２)ꎬ各组之间差异具有统计学意义(Ｆ ＝ ２２.０９ꎬ
Ｐ<０.００１)(图 ５Ｂ)ꎮ

图 ５　 ＣＡＭＫ４ 抑制剂减轻胆红素诱导的线粒体膜电位下降积(∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ:不同处理组神经元的线粒体膜电位(Δψｍ)变化ꎻＢ:Ｊｃ￣１ 聚集体和单体的比值统计

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＣＡＭＫ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｌｏｓｓ(∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ (Δψｍ) ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓꎻ Ｂ: Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｊｃ￣１ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ ｔｏ ｍｏｎｏｍｅｒｓ
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２.５　 ＣＡＭＫ４ 抑制剂对胆红素诱导的神经元凋亡

的保护作用

我们通过 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 染色评估神经元的凋

亡情况(图 ６Ａ)ꎮ 统计结果如图 ６Ｂ 所示ꎬ胆红素

(２５ μｍꎬ１２ ｈ) 处理后ꎬ早期凋亡细胞从 ( ４. ４１ ±
０.４７)％增加至(１１.００±１.３０)％(Ｐ<０.００１)ꎬ晚期凋

亡细胞从(２.９９±０.５９)％增加至(１７.３２±１.２４)％(Ｐ<
０.００１)ꎮ 单独使用 ＣＡＭＫ４ 抑制剂 ＫＮ￣９３ 处理的神

经元ꎬ其早期、晚期凋亡细胞比例均与对照组相比差

异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.１６６ꎻＰ ＝ ０.９７７)ꎮ 在 ＫＮ￣９３
预处理 ２ ｈ 后再加入胆红素处理ꎬ晚期凋亡细胞比

例降至(３.９８５±０.８０)％ꎬ与胆红素组相比差异无统

计学意义(Ｐ＝ ０.５５９)ꎬ但其早期凋亡细胞比例与胆

红素处理组相比ꎬ差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.８５８)ꎬ早
期、晚期凋亡细胞各组之间的差异具有统计学意义

(Ｆ＝ ５１.９９ꎬＰ<０.００１)ꎮ

图 ６　 ＣＡＭＫ４ 抑制剂对胆红素诱导神经元凋亡的影响(∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ:不同处理下耳蜗核神经元的凋亡检测ꎻＢ:各组的早期和晚期凋亡细胞的比例及统计差异

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＡＭＫ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ(∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ ｎｅｕｒｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｒｌｙ ａｎｄ ｌａｔｅ ａｐｏｐ￣
ｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ. Ｂｌｕｅ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬ ｒｅｄ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｌａｔｅ ａｐｏｐ￣
ｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ
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２.６　 ＣＡＭＫ４ 抑制剂抑制胆红素所致的耳蜗核神

经元死亡

我们通过 Ｃａｌｃｅｉｎ￣ＡＭ / ＰＩ 染色检测细胞活性

(图 ７Ａ)ꎮ 结果显示ꎬ原代耳蜗核神经元的细胞存

活率为(９１.３１±１.６８)％ꎮ ＫＮ￣９３ 处理组(１ μｍｏｌ / Ｌ)
的细胞存活率为(８９.２６±０.０４)％ꎬ与对照组相比差

异无统计学意义(Ｐ＝ ０.７２１)ꎻ而胆红素处理后ꎬ细胞

存活率下降至(７７.０９±０.０３)％ꎬ表明胆红素对耳蜗

核神 经 元 具 有 显 著 的 毒 性 作 用 ( Ｐ < ０. ００１ )ꎮ
在 ＫＮ￣９３预处理 ２ ｈ 后ꎬ再加胆红素处理ꎬ耳蜗核神

经元的存活率显著提高至(８７.７４±０.５１)％ꎬ与胆红

素组相比差异具有统计学意义 (Ｐ ＝ ０. ００ ３) (图

７Ｂ)ꎬ各组之间差异具有统计学意义(Ｆ ＝ ２１.７１ꎬＰ<
０.００１)ꎮ

图 ７　 ＣＡＭＫ４ 抑制剂对胆红素处理的耳蜗核神经元活性影响
Ａ:不同药物处理下的活 /死细胞染色ꎻＢ:各组细胞存活率

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＡＭＫ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ ｎｅｕｒｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｆｔｅｒ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ａ: Ｌｉｖｅ / ｄｅａｄ ｃｅｌｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻ Ｂ: Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨　 论

新生儿高胆红素血症所致听觉功能障碍目前尚
无有效防治措施ꎬ因此ꎬ揭示胆红素的作用机制并探
索高效防治靶点至关重要ꎮ 本研究基于前期磷酸化
组学富集分析ꎬ探讨了 ＣＡＭＫ４ 在胆红素诱导的耳
蜗核神经元毒性中的作用ꎮ 已有研究[１９] 表明ꎬ神经
元对胆红素的敏感性显著高于胶质细胞ꎮ 我们发
现ꎬＣＡＭＫ４ 主要表达于耳蜗核神经元ꎬ并且与胆红
素之间存在直接结合能力ꎮ ＣＡＭＫ４ 抑制剂能够显
著抑制高浓度胆红素诱导的耳蜗核神经元 ＲＯＳ 蓄
积和线粒体去极化ꎬ进而减少神经元的凋亡和活性
下降ꎮ 这些研究结果表明ꎬＣＡＭＫ４ 在胆红素所致
听觉中枢神经毒性中发挥着重要作用ꎬ并有望成为
拮抗胆红素所致听觉中枢功能损伤的新靶点ꎮ

已知胆红素可以直接与线粒体膜相互作用ꎬ导
致线粒体受损ꎬ同时引起神经元钙超载ꎬ钙超载进一

步增加线粒体 ＲＯＳ 的生成ꎬＲＯＳ 过度积累则可破坏

线粒体ꎬ释放细胞色素 Ｃ 等促凋亡分子到胞浆中ꎬ激
活细胞凋亡通路ꎬ最终导致神经元凋亡[４ꎬ２０￣２２]ꎮ 本研

究发现ꎬＣＡＭＫ４ 抑制剂对胆红素诱导的耳蜗核 ＲＯＳ
蓄积、线粒体膜电位下降及神经元凋亡这三个关键

损伤环节具有显著抑制作用ꎬ提示 ＣＡＭＫ４ 抑制剂

ＫＮ￣９３ 可能通过线粒体膜依赖性的细胞凋亡途径ꎬ
发挥神经保护作用ꎮ ＣＡＭＫ４ 可能通过放大或维持

胆红素引发的损伤信号ꎬ例如调控下游信号通路及

细胞抗氧化防御系统[１５ꎬ１６]ꎬ从而间接增强神经元对

胆红素毒性损伤的敏感性ꎮ 既往的研究表明ꎬ胆红

素能够损伤神经元的多种蛋白功能ꎮ 胆红素可能通

过靶向不同的蛋白介导不同的生物学效应ꎮ 例如ꎬ
Ｍｅｉｘｉｏｎｇ 等[２３] 报道ꎬ高浓度胆红素通过激活 Ｍａｓ
相关 Ｇ 蛋白偶联受体 ４ 引发皮肤瘙痒ꎮ 此外ꎬ胆红

素还可通过与 ＴＲＰＭ２ 受体结合加剧脑卒中的损

伤[９]ꎬ并通过结合 ＰＰＡＲα 受体调控代谢通路[２４]ꎮ
前期我们通过联合磷酸化组学与热蛋白结合组学筛

选出 ３８ 个潜在与胆红素结合并发生磷酸化修饰变

化的蛋白ꎬ本研究证实 ＣＡＭＫ４ 在胆红素诱导的神

经毒性中发挥关键作用ꎬ然而对其他潜在靶点的研

究有望深度揭示胆红素的生理及病理作用机制ꎮ
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ＫＮ￣９３ 是一种常用的 ＣＡＭＫ４ 抑制剂[２５￣２８]ꎬ其
主要通过竞争性结合钙调蛋白抑制激酶活性[２９]ꎮ
我们的研究发现ꎬＫＮ￣９３ 能够显著减轻胆红素引发

的氧化应激和神经元损伤ꎬ然而其在临床应用中仍

面临若干挑战ꎮ 首先ꎬ由于物种间药代动力学差异ꎬ
ＫＮ￣９３ 在人体内的有效剂量窗口可能与大鼠模型不

一致ꎮ 其次ꎬＫＮ￣９３ 的临床应用还需要克服中枢药

物递送的应用问题ꎮ ＫＮ￣９３ 对 ＣＡＭＫＩＩ 也具有抑

制作 用[２９￣３１]ꎬ 这 可 能 增 加 临 床 干 预 脱 靶 风 险ꎮ
ＣＡＭＫＩＩ 广泛参与心脏和免疫系统功能ꎬ可能导致

ＫＮ￣９３ 的心脏毒性(如 ＱＴ 间期延长)和免疫抑制等

副作用[２６ꎬ３２￣３４]ꎮ 因此ꎬ研发能够高效穿透血—脑屏

障、靶向胆红素损伤脑区且具有高生物安全性的

ＣＡＭＫ４ 特异性抑制剂具有重要意义ꎮ 近年来ꎬ随
着纳米技术的迅速发展ꎬ利用纳米载体的特殊性能ꎬ
可以有效克服中枢给药面临的水溶性差、靶向性不

足和血脑屏障通透性低等挑战[３５￣３６]ꎮ 基于本研究

中揭示的 ＣＡＭＫ４￣胆红素复合物结构ꎬ筛选或设计

具有高选择性的变构抑制剂ꎬ并结合纳米递送系统ꎬ
可能为胆红素所致听觉中枢损伤提供更精准的治疗

策略ꎮ
本研究通过一系列结构生物学及细胞实验ꎬ揭

示了 ＣＡＭＫ４ 在胆红素诱导的听觉毒性中的作用ꎬ
为研发胆红素神经毒性的干预策略提供了理论依

据ꎮ 未来ꎬ我们将进一步探索 ＫＮ￣９３ 在动物体内模

型中的疗效和安全性ꎬ评估其临床应用潜力ꎬ并结合

纳米技术改善其血—脑屏障通透性及靶向性ꎬ以期

实现更加精准和有效的治疗ꎮ
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ｏｆ ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｉｎｔｅｒｎｅｕｒｏｎｓ ｔｏ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｎｅｕｒｏ￣
ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｂｒａｉｎ[ Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０２４ꎬ ４４
(４５ ): ｅ０４４２２４２０２４. ｄｏｉ: １０. １５２３ / ｊｎｅｕｒｏｓｃｉ. ０４４２￣２４.
２０２４

[８] 张玲ꎬ叶海波ꎬ时海波. 胆红素所致听觉系统神经损害的

新机制[Ｊ] . 山东大学耳鼻喉眼学报ꎬ ２０１９ꎬ ３３(３): ３１￣
３５. ｄｏｉ: １０.６０４０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７３￣３７７０.１.２０１８.０４４
ＺＨＡＮＧ Ｌｉｎｇꎬ ＹＥ Ｈａｉｂｏꎬ ＳＨＩ Ｈａｉｂｏ. Ａ ｎｅｗ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｊｕｒｙ [ Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎ￣
ｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０１９ꎬ ３３(３): ３１￣３５. ｄｏｉ: １０.６０４０ / ｊ.
ｉｓｓｎ.１６７３￣３７７０.１.２０１８.０４４

[９] Ｌｉｕ ＨＷꎬ Ｇｏｎｇ ＬＮꎬ Ｌａｉ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｇａｔｅｓ ｔｈｅ ＴＲ￣
ＰＭ２ ｃｈａｎｎｅｌ ａｓ ａ ｄｉｒｅｃｔ ａｇｏｎｉｓｔ ｔｏ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ[ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｎꎬ ２０２３ꎬ １１１(１０): １６０９￣１６２５.
ｅ６. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｎｅｕｒｏｎ.２０２３.０２.０２２

[１０] Ｈａｎｓｅｎ ＴＷꎬ Ｍａｔｈｉｅｓｅｎ ＳＢꎬ Ｗａｌａａｓ ＳＩ. Ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｈａｓ
ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｐｅｄｉａｔｒ Ｒｅｓꎬ １９９６ꎬ ３９(６): １０７２￣１０７７. ｄｏｉ:１０.
１２０３ / ００００６４５０￣１９９６０６０００￣０００２３

[１１] Ｍａｏ Ｌꎬ Ｌｕ Ｊꎬ Ｙａｎｇ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＷＮＫ１
ｔｏ Ａｌｌｅｖｉａｔｅ ＮＬＲＰ３￣Ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ [ Ｊ] .
Ａｄｖ Ｓｃｉ (Ｗｅｉｎｈ)ꎬ ２０２５. ｄｏｉ:１０.１００２ / ａｄｖｓ.２０２４０７３４９.

[１２] Ｗｕ Ｈꎬ Ｓｕｏ ＧＨꎬ Ｌｉ ＴＣꎬ ｅｔ ａｌ. ＣａＭＫＩＶ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｓｐｉｎｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ＥＧＲ３ / ＢＤＮＦ ｓｉｇｎａｌ ａｘｉｓ ｉｎ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｈｙｐｏｔｈｙｒｏｉｄ￣
ｉｓｍ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓｃｏｖꎬ ２０２２ꎬ ８(１): ４８２. ｄｏｉ:１０.
１０３８ / ｓ４１４２０￣０２２￣０１２７０￣４

[１３] Ｔａｎｇ ＱＹꎬ Ｃｈｅｎ ＳＸꎬ Ｗｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｈｙｐｏｔｈｙ￣
ｒｏｉｄｉｓｍ ｉｍｐａｉｒｓ ｓｐｉｎｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｄｅｎｔａｔｅ ｇｒａｎｕｌｅ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣａＭＫＩＶ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓｃｏｖꎬ
２０２１ꎬ ７(１): １４３. ｄｏｉ:１０.１０３８ / ｓ４１４２０￣０２１￣００５３０￣ｚ.

[１４] Ｌｉ ＺＺꎬ Ｌｕ ＪＹꎬ Ｚｅｎｇ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ￣１２９￣５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｌｉｖｅｒ
ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃａｌｃｉｕｍ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄ￣
ｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩＶ (ＣＡＭＫ４) [ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓꎬ
２０１９ꎬ １０: ７８９. ｄｏｉ:１０.１０３８ / ｓ４１４１９￣０１９￣１９２３￣４

[１５] Ｚｈａｎｇ ＸＨꎬ Ｇｒｉｅｐｅｎｔｒｏｇ ＪＥꎬ Ｚｏｕ ＢＢꎬ ｅｔ ａｌ. ＣａＭＫＩＶ ｒｅｇｕ￣
ｌａｔｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｅｐｓｉｓ [ Ｊ ]. Ｃｅｌｌ
Ｃａｌｃｉｕｍꎬ ２０２０ꎬ ９２: １０２２８６. ｄｏｉ: １０. １０１６ / ｊ. ｃｅｃａ. ２０２０.
１０２２８６

[１６] Ｓａłａｃｉａｋ Ｋꎬ Ｋｏｓｚａłｋａ Ａꎬ Ｚ̇ｍｕｄｚｋａ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ /
ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓ ＩＩ ａｎｄ ＩＶ ａｓ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒ￣
ｇｅｔｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｖｏｌ.３９ꎬ Ｎｏ.３ꎬ ２０２５

[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２１ꎬ ２２(９): ４３０７. ｄｏｉ:１０.３３９０ /
ｉｊｍｓ２２０９４３０７

[１７] Ｙｉｎ Ｙꎬ Ｇａｏ Ｄꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｕ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｓ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔ ｂｙ ｃａｌｃｉ￣
ｎｅｕｒｉｎ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ＣａＭＫＩＶ / ＣＲＥＢ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ ２０１６ꎬ １１３
(２６): Ｅ３７７３￣Ｅ３７８１. ｄｏｉ: １０.１０７３ / ｐｎａｓ.１６０４５１９１１３

[１８] Ｐａｒｋ Ｄꎬ Ｎａ Ｍꎬ Ｋｉｍ ＪＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＣａＭＫＩＶ
ｂｙ ｓｏｌｕｂｌｅ ａｍｙｌｏｉｄ￣β１￣４２ ｉｍｐｅｄｅｓ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｏｆ ａｘｏｎａｌ
ｖｅｓｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｉｍｐａｉｒｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｙｎａｐｔｏｇｅｎｅｓｉｓ
[Ｊ] . Ｓｃｉ Ｓｉｇｎａｌꎬ ２０１７ꎬ １０(４８７): ｅａａｍ８６６１. ｄｏｉ:１０.
１１２６ / ｓｃｉｓｉｇｎａｌ.ａａｍ８６６１

[１９] Ｂｒｉｔｏ ＭＡꎬ Ｒｏｓａ ＡＩꎬ Ｆａｌｃãｏ ＡＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｎｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ｂｉｌ￣
ｉｒｕｂｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｒｅｄｏｘ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ａｎｄ ａｓｔｒｏｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ[ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ Ｄｉｓꎬ ２００８ꎬ ２９(１):
３０￣４０. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｎｂｄ.２００７.０７.０２３

[２０] Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓ ＣＭＰꎬ Ｓｏｌá Ｓꎬ Ｂｒｉｔｏ ＭＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ
ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｄｉｓｒｕｐｔｓ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｌｉｐｉｄ ｐｏｌａｒｉｔｙ ａｎｄ ｆｌｕｉｄｉｔｙꎬ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｒｄｅｒꎬ ａｎｄ ｒｅｄｏｘ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ｒａｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ[ Ｊ] .
Ｊ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２００２ꎬ ３６(３): ３３５￣３４１. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｓ０１６８￣
８２７８(０１)００２７９￣３

[２１] Ｂｉａｎｃｏ Ａꎬ Ｄｖｏｒ̌áｋ Ａꎬ Ｃａｐｋｏｖá Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｔ ｏｆ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓ ｉｔｓ ａｎｔｉ￣
ｏｒ ｐｒｏ￣ｏｘｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２０ꎬ ２１(２１):
８１０１. ｄｏｉ:１０.３３９０ / ｉｊｍｓ２１２１８１０１

[２２] Ｖａｓａｖｄａ Ｃꎬ Ｋｏｔｈａｒｉ Ｒꎬ Ｍａｌｌａ ＡＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｌｉｎｋｓ
ｈｅｍｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｔｏ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌꎬ ２０１９ꎬ ２６(１０): １４５０￣
１４６０.ｅ７. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｃｈｅｍｂｉｏｌ.２０１９.０７.００６

[２３] Ｍｅｉｘｉｏｎｇ Ｊꎬ Ｖａｓａｖｄａ Ｃꎬ Ｇｒｅｅｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ａ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｈａｔ ｍａｙ ｍｅｄｉａｔｅ ａ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ
ｃｈｏｌｅｓｔａｔｉｃ ｉｔｃｈ [ Ｊ] . ｅＬｉｆｅꎬ ２０１９ꎬ ８: ｅ４４１１６. ｄｏｉ:１０.
７５５４ / ｅｌｉｆｅ.４４１１６

[２４] Ｇｏｒｄｏｎ ＤＭꎬ Ｈｏｎｇ ＳＨꎬ Ｋｉｐｐ ＺＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｇａｎｄ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｏｃｋｅｔ
ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣Ａ
(ＰＰＡＲａｌｐｈａ) [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０２１ꎬ ２６ ( １０): ２９７５.
ｄｏｉ:１０.３３９０ / ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ２６１０２９７５

[２５] Ｋｏｇａ Ｔꎬ Ｏｔｏｍｏ Ｋꎬ Ｍｉｚｕｉ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｌｃｉｕｍ / ｃａｌｍｏｄｕ￣
ｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ＩＶ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｔａｒｇｅｔ ｏｒｇａｎｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｈｅ ＣＣＲ６ / ＣＣＬ２０ ａｘｉｓ ｉｎ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌ￣ｄｒｉｖｅｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅｓ[Ｊ] . Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌꎬ ２０１６ꎬ ６８(８): １９８１￣
１９８８. ｄｏｉ:１０.１００２ / ａｒｔ.３９６６５

[２６] Ｋｏｇａ Ｔꎬ Ｓａｔｏ Ｔꎬ Ｆｕｒｕｋａｗａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉ￣
ｕｍ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ４ ｂｙ ＧＬＵＴ１￣
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｉｎ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ
[Ｊ] . Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌꎬ ２０１９ꎬ ７１(５): ７６６￣７７２. ｄｏｉ:

１０.１００２ / ａｒｔ.４０７８５
[２７] Ｐｅｚｈｏｕｍａｎ Ａꎬ Ｓｉｎｇｈ Ｎꎬ Ｓｏｎｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ

ｏｆ ｈｙｐｏｋａｌｅｍｉａ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ [ Ｊ ] .
Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ２０１５ꎬ １３２(１６): １５２８￣１５３７. ｄｏｉ:１０.１１６１ /
ＣＩＲＣＵＬＡＴＩＯＮＡＨＡ.１１５.０１６２１７

[２８] Ｓａｎｔｕｌｌｉ Ｇꎬ Ｃｉｐｏｌｌｅｔｔａ Ｅꎬ Ｓｏｒｒｉｅｎｔｏ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＣａＭＫ４
ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ [ Ｊ] . Ｊ Ａｍ Ｈｅａｒｔ
Ａｓｓｏｃꎬ ２０１２ꎬ １ ( ４): ｅ００１０８１. ｄｏｉ: １０. １１６１ / ＪＡＨＡ.
１１２.００１０８１

[２９] Ｗｏｎｇ ＭＨꎬ Ｓａｍａｌ ＡＢꎬ Ｌｅｅ ＭＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＫＮ￣９３ ｍｏｌ￣
ｅｃｕｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃａｌｃｉｕｍ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ ＩＩ (ＣａＭＫＩＩ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ Ｃａ２＋ / ＣａＭ
[Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１９ꎬ ４３１(７): １４４０￣１４５９. ｄｏｉ:１０.
１０１６ / ｊ.ｊｍｂ.２０１９.０２.００１

[３０] Ｌｉｎ ＺＤꎬ Ｘｕ ＧＹꎬ Ｌｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｉｅｚｏ１ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ ｉｎ￣
ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｔｉｌａｇｉｎｏｕｓ ｅｎｄｐｌａｔｅ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｔｈｅ Ｃａ２＋ /
ＣａＭＫＩＩ / Ｄｒｐ１ ａｘｉｓ[Ｊ] . Ａｇｉｎｇ Ｃｅｌｌꎬ ２０２４: ｅ１４４４０. ｄｏｉ:
１０.１１１１ / ａｃｅｌ.１４４４０

[３１] Ｌｕ Ｓꎬ Ｌｉａｏ ＺＤꎬ Ｌｕ ＸＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ ａｃｕｔｅｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｖｉａ Ｏ￣ｌｉｎｋｅｄ
ＧｌｃＮＡｃｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ＣａＭＫＩＩ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｖｅｎｔｒｉｃ￣
ｕｌａｒ ｍｙｏｃｙｔｅｓ[ Ｊ] . Ｃｉｒｃ Ｒｅｓꎬ ２０２０ꎬ １２６(１０): ８０￣９６.
ｄｏｉ:１０.１１６１ / ＣＩＲＣＲＥＳＡＨＡ.１１９.３１６２８８

[３２] Ｚｈａｏ ＹＬꎬ Ｊａｍｅｓ ＮＡꎬ Ｂｅｓｈａｙ ＡＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｕｌｔ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ ａｓ ｔｉｓｓｕｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ＥＣＧ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｕｎｄｅｒ ｂａｓｅｌｉｎｅ ｖｓ. ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ [ Ｊ] .
Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｒｅｓꎬ ２０２１ꎬ １１７ ( ８): １８９１￣１９０７. ｄｏｉ: １０.
１０９３ / ｃｖｒ / ｃｖａａ２３８

[３３] Ｎｉ ＹＪꎬ Ｄｅｎｇ Ｊꎬ Ｂａｉ ＨＹꎬ ｅｔ ａｌ. ＣａＭＫＩＩ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＫＮ￣９３
ｉｍｐａｉｒｅｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ａｇｇｒａｖａｔｅｄ ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｍｏｄｅｌ￣
ｌｉｎｇ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＮＯＸ２ / ｍｔＲＯＳ /
ｐ￣ＶＥＧＦＲ２ ａｎｄ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙｓ[ Ｊ] . Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ
２０２２ꎬ ２６(２): ３１２￣３２５. ｄｏｉ:１０.１１１１ / ｊｃｍｍ.１７０８１

[３４] Ｄａｉ ＸＭꎬ Ｍｅｎｇ ＪＳꎬ Ｄｅｎｇ ＳＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＣＡＭＫＩＩ
ｔｏ ｒｅｐｒｏｇｒａｍ ｔｕｍｏｒ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ
ｈｙｂｒｉｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ [ Ｊ] . Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓꎬ ２０２０ꎬ １０
(７): ３０４９￣３０６３. ｄｏｉ:１０.７１５０ / ｔｈｎｏ.４２３８５

[３５] Ｆｕ ＬＹꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｆａｒｏｋｈｚａｄ ＲＡꎬ ｅｔ ａｌ. ‘Ｐａｓｓｉｖｅ’ ｎａｎ￣
ｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ｏｒｇａｎ￣ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｄｅｌｉｖｅｒｙ: ｄｅｓｉｇｎꎬ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ[ Ｊ] . Ｃｈｅｍ Ｓｏｃ Ｒｅｖꎬ ２０２３ꎬ
５２(２１): ７５７９￣７６０１. ｄｏｉ:１０.１０３９ / ｄ２ｃｓ００９９８ｆ

[３６] Ｍｉｔｃｈｅｌｌ ＭＪꎬ Ｂｉｌｌｉｎｇｓｌｅｙ ＭＭꎬ Ｈａｌｅｙ ＲＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｇｉ￣
ｎｅｅｒｉｎｇ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ[Ｊ] . Ｎａｔ
Ｒｅｖ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖꎬ ２０２１ꎬ ２０ ( ２): １０１￣１２４. ｄｏｉ: １０.
１０３８ / ｓ４１５７３￣０２０￣００９０￣８
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