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ＶＰＡ诱导的自闭症青年小鼠海马中ＰＬＣγ１／ＩＰ３Ｒ／ＣａＭＫⅡ蛋白表达和树突棘密度
的变化
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　　［摘要］　目的　探讨丙戊酸钠（ＶＰＡ）诱导的自闭症模型小鼠大脑海马区磷脂酶Ｃγ１（ＰＬＣγ１）／肌
醇三磷酸受体（ＩＰ３Ｒ）／钙调蛋白依赖性激酶Ⅱ（ＣａＭＫⅡ）表达的改变和树突棘密度的异常。方法　
Ｃ５７孕小鼠于孕１０、１２ｄ分别腹腔注射丙戊酸钠３００ｍｇ／ｋｇ或生理盐水，其仔鼠分别为自闭症谱系障碍
模型鼠（ＶＰＡ组）或正常对照鼠（ＣＯＮ组）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组仔鼠大脑海马区ＰＬＣγ１、ＩＰ３Ｒ、ＣａＭＫⅡ
和突触后致密物９５（ＰＳＤ９５）的表达水平。高尔基染色法检测 ２组仔鼠大脑海马区树突棘的变化。
结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与正常对照组相比，ＶＰＡ组小鼠大脑海马区ＰＬＣγ１，ＩＰ３Ｒ，ＣａＭＫⅡ和
ＰＳＤ９５的表达均下降（Ｐ＜０．０１）。高尔基染色结果显示：与正常对照组相比，ＶＰＡ组小鼠大脑海马区树
突棘密度减少（Ｐ＜０．０１）。结论　ＶＰＡ诱导的自闭症模型小鼠大脑海马区的 ＰＬＣγ１／ＩＰ３Ｒ／ＣａＭＫⅡ表
达下降，同时伴随着海马ＣＡ１区锥体神经元树突棘密度降低，ＰＳＤ９５的表达减少。
　　［关键词］　 自闭症；丙戊酸钠；海马；磷脂酶Ｃγ１；肌醇三磷酸受体；钙调蛋白依赖性激酶Ⅱ；树突
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　　自闭症谱系障碍（ａｕｔｉｓｍｓｐｅｃｔｒｕｍｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤ）
是一组以社交障碍、语言障碍、重复性／限制性行为等
为核心症状的广泛性发育障碍性疾病［１］。ＡＳＤ致病
原因和机制尚不清楚，目前公认的观点为ＡＳＤ发生与
脑发育异常密切相关，ＡＳＤ患者脑发育异常的３条关
键途径是：①染色质重塑；②基因转录与剪接；③突触
功能异常［２］。本研究拟对与突触发育相关的信号通

路进行探讨。

　　磷脂酶 Ｃγ１（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣｇａｍｍａ１，ＰＬＣγ１）是
跨膜信号通路中重要的中介分子，在大脑中高度表

达［３］。ＰＬＣγ１被激活后可分解磷脂酰肌醇 ４，５双磷
酸，产生二酰甘油和肌醇三磷酸（ｉｎｏｓｉｔｏｌ１，４，５ｔｒｉ
ｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＩＰ３），ＩＰ３与其细胞内受体（ＩＰ３ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＩＰ３Ｒ）结合，并诱导内质网配体门控的 Ｃａ２＋通道开放，
增加细胞内Ｃａ２＋浓度［４］，从而激活钙调蛋白依赖性激

酶Ⅱ （ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ，ＣａＭＫ
Ⅱ），参与脑发育、突触可塑性、轴突生长［５］等调控，但

关于 ＰＬＣγ１／ＩＰ３Ｒ／ＣａＭＫⅡ通路在 ＶＰＡ诱导 ＡＳＤ小
鼠模型中的研究鲜有报道。另外，在对于 ＰＬＣγ１／
ＩＰ３Ｒ／ＣａＭＫⅡ通路的研究中，已知该通路中的蛋白均
与突触可塑性关系密切［５－７］，所以，本研究通过改良

法［８］建立ＶＰＡ诱导ＡＳＤ小鼠模型，在检测 ＶＰＡ诱导
的ＡＳＤ小鼠模型大脑海马区ＰＬＣγ１／ＩＰ３Ｒ／ＣａＭＫⅡ通
路蛋白表达改变后，并检测了其锥体神经元突触蛋白

以及树突棘密度的变化，以进一步探讨ＶＰＡ诱导的青
年小鼠出现自闭症样行为是否与该通路蛋白表达改变

以及树突棘密度变化相关。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器
　　ＶＰＡ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；７５％乙醇和无水乙醇
购自重庆川东化工有限公司；兔抗小鼠βａｃｔｉｎ单克隆
抗体购自中国武汉ＡＢｃｌｏｎａｌ公司；兔抗小鼠ＰＬＣγ１和
兔抗小鼠 ＰＳＤ９５单克隆抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；兔抗小鼠 ＩＰ３Ｒ和兔抗小鼠 ＣａＭＫⅡ
单克隆抗体购自美国Ａｂｃａｍ公司；辣根过氧化酶标记
二抗（山羊抗兔ＩｇＧ）和ＰＢＳ缓冲液购自武汉博士德生

物公司；ＲＩＰＡ裂解液和 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自碧
云天公司；超敏 ＥＣＬ化学发光试剂盒和ＰＶＤＦ膜购自
美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；蛋白质印迹凝胶制备试剂盒购自
北京康为世纪科技有限公司；高尔基染色试剂盒购自

美国Ｈｉｔｏｂｉｏｔｅｃ公司。
　　旷场箱（４０ｃｍ×４０ｃｍ×３０ｃｍ，箱底划分为１６格，
中间４格为中央格，周围１２格为周围格），三箱社交实
验箱（１２０ｃｍ×２０ｃｍ×２２ｃｍ），亚克力玻璃，定制于重
庆昊然实业有限公司；摄像头购自深圳市奥尼电子工

业有限公司；ＢＸ５０光学显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司。

１．２　模型制备与分组
　　育龄期健康 Ｃ５７小鼠，体质量：雌性２０～３０ｇ、雄
性２０～３０ｇ，购自重庆医科大学实验动物中心，合格证
号ＳＹＸＫ（渝）２０１８０００３，饲养于该中心 ＳＰＦ级环境
中。自由饮水进食，恒定温度２３℃，相对湿度５０％～
６０％，１２ｈ／１２ｈ日／夜交替光照。小鼠适应１周后，于
下午１７：００将其按 １雄和 ２雌合笼过夜，次日上午
９点分笼时检查雌鼠阴道，如有阴道栓存在则视为受
精成功，并记为孕０．５ｄ。将孕鼠随机分为２组，分别
于孕１０、１２ｄ腹腔注射给予ＶＰＡ３００ｍｇ／ｋｇ或等体积
无菌生理盐水，并分别命名为ＶＰＡ组和正常对照组。
１．３　行为学检测
　　雄性仔鼠出生后２８ｄ进行为期 １周的自闭症样
行为学检测，与对照组相比，筛选出具有明显自闭症样

行为的小鼠为ＶＰＡ组。ＶＰＡ组和正常对照组每组小
鼠各８只。
１．３．１　三箱社交实验（ｔｈｒｅｅｃｈａｍｂｅｒｓｏｃｉａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ）
　　主要检测实验小鼠社交行为以及其对新鲜事物的
偏好程度。雄性仔鼠出生后２８ｄ，将受试小鼠放入三
箱社交实验箱中，任其在 ３个连通的箱室（Ａ、Ｂ和
Ｃ箱）中自由活动１０ｍｉｎ，以适应环境。第一阶段，在
Ａ箱中放入带有陌生小鼠 １（与受试小鼠同龄雄性不
同窝的同品系小鼠）的笼子，在 Ｃ箱中放入空笼子，观
察１０ｍｉｎ内受试鼠的活动情况。第二阶段，在Ｃ箱中
放入带有陌生小鼠２（与受试小鼠同龄雄性不同窝的
同品系小鼠）的笼子，观察１０ｍｉｎ内受试鼠的活动情

７６２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１３）



况。主要记录受试小鼠与陌生鼠嗅触交流时间。

１．３．２　青年玩耍实验（ｙｏｕｔｈｐｌａｙｔｅｓｔ）　　主要检测
实验小鼠的社会交往能力以及刻板重复行为。雄性仔

鼠出生后 ３０ｄ，在旷场箱中放入约 ３ｃｍ厚的清洁垫
料，将受试小鼠放入旷场箱中自由活动１０ｍｉｎ，以适应
箱内环境。取出适应好的受试小鼠，同时放入受试小

鼠和互动小鼠（与受试小鼠同龄雄性不同窝的同品系

小鼠），记录接下来１０ｍｉｎ内受试小鼠与互动小鼠发
生社交互动行为（受试小鼠主动追随、靠近互动小鼠，

并发生密切的身体接触与嗅触等行为）的时间，以及

受试小鼠的自我捋毛行为和挖掘行为的时间。

１．３．３　旷场实验（ｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔ）　　主要检测实验
小鼠的自主行为和对新环境的探究能力。雄性仔鼠出

生后３２ｄ，将受试小鼠放入旷场箱中任其自由活动
１０ｍｉｎ以适应箱内环境。记录接下来的 １０ｍｉｎ内受
试小鼠跨中央格数的次数、跨周围格数的次数、站立数

和攀墙数。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 βａｃｔｉｎ，ＰＬＣγ１，ＩＰ３Ｒ，ＣａＭＫⅡ
和ＰＳＤ９５蛋白表达水平

　　雄性仔鼠出生后３５ｄ，腹腔注射给予３．５％水合氯
醛１０ｍＬ·ｋｇ－１麻醉，开胸暴露心脏予以０．９％生理盐
水心尖灌注，待全身血液被冲洗完后立即断头取脑。

在冰上分离出海马组织，加 ＲＩＰＡ裂解液（１０ｍＬ／ｇ组
织）提取总蛋白。ＢＣＡ法测蛋白浓度，并调整浓度为
５ｇ／Ｌ。在８％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）上样２５μｇ总蛋白电泳，将蛋白质电转至 ＰＶＤＦ
膜，加入一抗βａｃｔｉｎ单克隆抗体（１∶１０００００），ＰＬＣγ１，
ＩＰ３Ｒ，ＣａＭＫⅡ和 ＰＳＤ９５单克隆抗体（均 １∶１０００），
４℃ 孵育过夜。次日ＴＢＳＴ洗膜 ３次，１０ｍｉｎ／次。二
抗（１∶５０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次。
ＥＣＬ法发光，Ｘ光胶片曝光后显影并定影，使用ＩｍａｇｅＪ
系统对条带进行定量分析，以目标蛋白与内参蛋白灰

度值比值表示蛋白的相对表达水平。ＶＰＡ组和正常
对照组每组小鼠各６只。
１．５　高尔基染色检测海马锥体神经元树突棘变化
　　按照高尔基染色试剂盒说明书要求，提前２４ｈ等
体积混合溶液１、２。小鼠出生后３５ｄ，给予适量３．５％
水合氯醛将其致死。断头取脑，每１立方厘米大脑组
织至少加入混合液５ｍＬ，室温避光保存１２～２４ｈ，次日
更换同等体积混合液室温避光保存１４ｄ后转至溶液３
中，４℃保存１２ｈ后更换同等体积溶液３继续４℃保

存４８～７２ｈ。从溶液 ３中取出组织，置于－８０℃速冻
３０ｍｉｎ，再于－２７℃冰冻切片机上切片，厚度为
１００μｍ。切片于室温避光风干后避光染色，于显微镜
下拍摄海马ＣＡ１区的锥体神经元的底树突，ＶＰＡ组和
正常对照组每组小鼠各８只。每只小鼠拍摄６个神经
元，每个神经元选取３０～５０μｍ树突进行分析。使用
ＩｍａｇｅＪ系统对树突进行树突长度测量和树突棘数量
统计。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据分析，实验结
果数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间数据比较采用独立样本
ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　自闭症样行为学鉴定
２．１．１　ＶＰＡ致自闭症模型小鼠社交能力与兴趣偏好
能力障碍　　青年玩耍实验中（图 １Ａ），ＶＰＡ组社交
互动时间明显低于正常对照组（Ｐ＜０．０１），表明 ＶＰＡ
暴露导致仔鼠社交能力障碍。三箱实验中，与正常对

照组相比，第一阶段 ＶＰＡ组与陌生鼠 １嗅触交流时
间缩短（Ｐ＜０．０５），且在 Ｂ箱（中间箱）停留时间明显
延长（Ｐ＜０．０１）（图１Ｂ）；第二阶段 ＶＰＡ组与陌生鼠２
嗅触交流时间缩短（Ｐ＜０．０５），而与陌生鼠 １（即熟悉
鼠）嗅触交流时间明显延长（Ｐ＜０．０１，图 １Ｃ）。提示
ＶＰＡ暴露导致Ｃ５７小鼠雄性仔鼠社交能力障碍，以及
对新鲜事物偏好障碍。

２．１．２　ＶＰＡ致自闭症模型小鼠刻板重复行为增多　
　青年玩耍实验中（图 １Ａ），ＶＰＡ组自我捋毛时间明
显多于正常对照组（Ｐ＜０．０１），挖掘行为与正常对照组
无明显差异，提示ＶＰＡ暴露导致Ｃ５７小鼠雄性仔鼠出
现刻板重复活动。

２．１．３　ＶＰＡ致自闭症模型小鼠空间探索能力障碍　
　旷场实验中（图 １Ｄ），ＶＰＡ组跨格总数与正常对照
组无明显差异，提示ＶＰＡ暴露不影响其运动功能。而
ＶＰＡ组中央跨格数和直立总数低于正常对照组（Ｐ＜
０．０１），提示 ＶＰＡ暴露导致 Ｃ５７小鼠雄性仔鼠对陌生
环境空间探索能力障碍。

２．２　孕期ＶＰＡ暴露对仔鼠大脑海马中ＰＬＣγ１／ＩＰ３Ｒ／
ＣａＭＫⅡ信号通路蛋白表达水平的影响

　　与正常对照组相比，ＶＰＡ组海马组织中的ＰＬＣγ１、
ＩＰ３Ｒ和ＣａＭＫⅡ表达均明显降低（Ｐ＜０．０１，图２）。
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图２　孕期ＶＰＡ暴露对仔鼠大脑海马中ＰＬＣγ１／ＩＰ３Ｒ／ＣａＭＫⅡ信号通路蛋白表达水平的影响

２．３　孕期 ＶＰＡ暴露对仔鼠大脑海马中 ＰＳＤ９５蛋白
表达水平的影响

　　与正常对照组相比，ＶＰＡ组海马组织中的 ＰＳＤ９５
的表达明显降低（Ｐ＜０．０１，图３）。

２．４　孕期ＶＰＡ暴露对仔鼠大脑海马中锥体神经元树
突棘密度的影响

　　与正常对照组相比，ＶＰＡ组树突棘密度较正常组
明显降低（Ｐ＜０．０１，图４）。
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半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＣＯＮ组比较

图３　孕期ＶＰＡ暴露对仔鼠大脑海马中ＰＳＤ９５蛋白表达水平的影响
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图４　孕期ＶＰＡ暴露对仔鼠大脑海马中锥体神经元树突棘密度的影响

３　讨论

　　ＡＳＤ的发生与脑发育过程中突触发育异常密切
相关。在对ＡＳＤ患者尸检中发现突触结构异常和可
塑性改变［９］。对多种自闭症谱系障碍模型鼠的研究

也证实，ＡＳＤ鼠的不同脑区神经元改变不同，可出现
不同的突触可塑性改变和多种行为表型，甚至出现超

敏感的神经信息处理加工能力［１０－１２］，但对其发生机制

的研究知之甚少。胞外信号对靶细胞的调控，一直是

神经科学研究的焦点。随着Ｃａ２＋／钙调素（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，
ＣａＭ）第二信使重要性的确定，ＰＬＣγ１／ＩＰ３Ｒ信号分子
对其的调控，在ＡＳＤ发生中的作用也成为我们研究的
焦点。

　　ＰＬＣ表达于细胞膜，是信号转导关键酶。根据氨
基酸序列同源性和相对分子质量大小，有 １６个同工
酶／亚型，其中，ＰＬＣγ１是多种细胞生长因子信号转导
的效应分子，在细胞信号转导中起关键作用［４］。

ＰＬＣγ１不仅能催化分解磷脂酰肌醇４，５双磷酸产生二
酰甘油和ＩＰ３，激活 Ｃａ２＋／ＣａＭ／ＣａＭＫⅡ等多条信号通
路，还具蛋白质相互结合的 ＳＨ区，通过这些结构域与
其他蛋白质相互作用，参与更多的神经元事件，如神经

元突起的生长、神经元细胞的迁移和突触可塑性

等［１３］。ＳＨＩＭＯＨＡＭＡ等［１４］研究证实，ＰＬＣγ１在大鼠
孕１９ｄ的胎鼠脑组织中表达达高峰，随个体的生长和
老化而表达降低。在阿尔茨海默病患者大脑皮质中，

ＰＬＣγ１呈低表达［３］；在亨廷顿病模型小鼠海马组织

中，ＰＬＣγ１活性降低、磷酸化 ＰＬＣγ１表达降低［１５］。我

们的实验也证实，ＡＳＤ模型小鼠海马组织中 ＰＬＣγ１显
著降低，提示ＶＰＡ所致胎鼠生长发育环境的改变，可
能与海马组织中 ＰＬＣγ１表达降低而参与了 ＡＳＤ发生
有关。

　　ＩＰ３Ｒ是介导内质网钙释放的通道，其激活受
ＰＬＣ／ＩＰ３信号通路调节。ＩＰ３Ｒ在神经元中高度表
达［１６］，除了表达于海马 ＣＡ１锥体神经元的胞体和树
突轴外，在突触后树突棘和突触后膜也高表达，并通过

调节突触前的钙稳态而参与突触的发育与神经递质释

放的调节，影响突触传递的效能［７］。ＣａＭＫⅡ是钙信
号转导的关键激酶，也是 ＰＬＣγ１／ＩＰ３Ｒ信号通路的关
键位点，ＣａＭＫⅡ主要定位细胞膜、线粒体和突触后致
密物（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙ，ＰＳＤ）［１７］。当细胞内 Ｃａ２＋浓
度增高时，启动ＣａＭＫⅡ的磷酸化、自磷酸化和膜转位
功能，并形成 ＣａＭＫⅡＰＳＤ９５ＧｌｕＲ６复合物［１８］，从而

调控神经递质合成与释放、突触传递的效能、细胞骨架

结构、长时程增强（ｌｏｎｇｔｅｒｍｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＬＴＰ）以及基
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因的表达［１９］。为此我们进一步采用Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检
测了ＰＬＣγ１调控的 ＩＰ３Ｒ和 ＣａＭＫⅡ在海马组织中的
表达，与对照组相比，ＶＰＡ组小鼠的 ＩＰ３Ｒ和 ＣａＭＫⅡ
明显下调。ＳＣＨＭＵＮＫ等［２０］研究发现，脆性 Ｘ（ｆｒａｇｉｌｅ
Ｘ，ＦＸＳ）和结节性硬化症（ｔｕｂｅｒｏｕｓｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＴＳ）患者
ＩＰ３介导的 Ｃａ２＋信号明显低表达；在智力障碍（ｉｎｔｅｌ
ｌｅｃｔｕａｌｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ，ＩＤ）患者中发现了 １９个极其罕见的
ＣａＭＫⅡＡ或ＣａＭＫⅡＢ突变［２１］，这些研究不但为ＡＳＤ
疾病中存在 ＩＰ３Ｒ通道、ＣａＭＫⅡ活性缺陷提供了证
据，也佐证了我们的实验结果。

　　神经元突触的发育是脑发育的关键指标。目前，
ＰＳＤ的分子组分表达改变被认为是导致神经发育障碍
（如精神分裂症和自闭症）的主要病因之一［２２］。

ＰＳＤ９５是ＰＳＤ的重要组分之一，也是神经发育过程中
谷氨酸能传递、突触可塑性和树突棘形态形成的重要

组成部分［２３］。外显子组测序研究表明，ＰＳＤ９５是自闭
症谱系障碍的高危基因［２４］。ＰＳＤ９５敲除小鼠表现出
与自闭症谱系障碍一致的表型［２５］。Ｃｎｔｎａｐ４敲除的
ＡＳＤ小鼠模型在电子显微镜下观察到其 ＰＳＤ厚度明
显小于正常对照组，这些研究都暗示着 ＡＳＤ可能与
ＰＳＤ减少高度关联［２６］。ＰＳＤ９５在发育过程中的功能
障碍也可能会导致突触数量和密度的改变。树突棘是

兴奋性突触的主要部位。在自闭症研究中观察到树突

棘的分布和形态的异常改变［２７］。对两位 ＡＳＤ患者的
大脑尸检结果显示海马区的神经元的树突状明显减

少［２８］。Ｌｒｆｎ２基因敲除自闭症模型小鼠大脑海马区
ＰＳＤ９５表达下降，并伴树突棘密度降低［２９］。与自闭症

相关的Ｔｏｍｏｓｙｎ基因在小鼠海马神经元体外培养中被
敲除后，表现出海马神经元树突棘密度下降［３０］。本研

究中ＶＰＡ诱导的ＡＳＤ模型小鼠海马的 ＰＬＣγ１／ＩＰ３Ｒ／
ＣａＭＫⅡ通路蛋白均明显低表达，我们考虑其突触关键
蛋白和树突棘密度也会出现变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和高
尔基染色实验结果表明，ＶＰＡ模型小鼠海马组织中
ＰＳＤ９５蛋白的表达降低，锥体神经元树突棘密度也明
显低于对照组。

　　综上所述，ＰＬＣγ１／ＩＰ３Ｒ／ＣａＭＫⅡ信号通路蛋白表
达水平的下降，可能导致锥体神经元突触发育障碍，从

而诱导了小鼠出现自闭症样行为。这也可能是 ＶＰＡ
诱导的ＡＳＤ模型小鼠出现核心症状的机制之一。
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