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　　［摘要］　目的　探究 ＧｌｕＮ３Ａ基因缺失参与抑郁样行为的潜在分子机制。方法　纳入成年雄性
ＧｌｕＮ３Ａ基因敲除（ｋｎｏｃｋｏｕｔ，ＫＯ）小鼠１４只和同窝出生野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠１５只，糖水偏好实
验和强迫游泳实验后收集小鼠（每组５只）内侧前额叶皮质（ｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ，ｍＰＦＣ）和海马组织
进行ｍＲＮＡ转录组测序，以ＤＥＳｅｑ２软件筛选差异表达基因并选取部分基因以 ｑＰＣＲ进行验证，应用
ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ软件对差异基因进行基因本体（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）富集分析，应用 ｓｔｒｉｎｇ在线数据库和
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件进行蛋白互作网络分析。结果　与 ＷＴ小鼠相比，ＧｌｕＮ３ＡＫＯ小鼠糖水偏好（Ｐ＜０．０５）
和糖水消耗量（Ｐ＜０．０５）显著下降，强迫游泳不动时间显著增加（Ｐ＜０．０１）；在 ＧｌｕＮ３ＡＫＯ小鼠 ｍＰＦＣ
和海马组织中分别筛选出７４０个和６６６个差异基因；ＧＯ分析显示，ｍＰＦＣ中下调差异基因显著富集在
血管生成、神经前体细胞的增殖等条目，海马中下调差异基因主要富集在突触组装、轴突发育、树突发

育、轴突引导、突触膜等条目，ｍＰＦＣ和海马中上调差异基因均主要与胞质核糖体和核糖体亚基有关；蛋
白互作网络分析显示ｍＰＦＣ和海马中核心基因大部分为核糖体蛋白基因。结论　ＧｌｕＮ３Ａ基因缺失可
能通过调控血管生成、神经前体细胞增殖、突触形成及蛋白合成等途径参与抑郁样行为的发生。

　　［关键词］　 ＧｌｕＮ３Ａ；抑郁；转录组学；内侧前额叶皮质；海马
　　［中图法分类号］　Ｒ３３８．２６；Ｒ３９４．１；Ｒ７４９．４ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金青年科学基金（８１３０１１４９）

［通信作者］　修　芸，Ｅｍａｉｌ：ｘｉｕｙｕｎ１２３＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２３，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＧｌｕＮ３Ａ ａｆｆｅｃｔｓ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ａｎｄ ｍＲＮＡ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｉｎｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎｍｉｃｅ
ＺＨＡＮＧＭｅｎｇｍｅｎｇ１，ＬＩＵＷｅｎｑｉｎ１，ＣＨＥＮＪｉｎｇ１，ＫＯＮＧＸｉａｎｇｒｕ２，ＬＩＵＣａｎ１，ＣＡＯＪｉａｎｉｎｇ１，ＭＩＡＯＰｅｎｇ１，ＳＯＮＧ
Ｍｉｎｇｒｕｉ１，ＸＩＵＹｕｎ１　　１ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃＳｕｒｇｉｃａｌＯｎｃｏｌｏｇｙ，Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，
ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＧｌｕＮ３Ａｇｅｎｅｄｅｌｅｔｉｏｎ
ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＦｏｕｒｔｅｅｎｍａｌｅａｄｕｌｔＧｌｕＮ３Ａｋｎｏｃｋｏｕｔ（ＫＯ）ｍｉｃｅａｎｄ１５
ｍａｌｅｗｉｌｄｔｙｐｅ（ＷＴ）ｍｉｃｅｗｅｒｅｒｅｃｒｕｉｔｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．Ｓｕｃｒｏｓｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔ（ＳＰＴ）ａｎｄｆｏｒｃｅｄｓｗｉｍｔｅｓｔ
（ＦＳＴ）ｗｅｒｅｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｓ．Ｔｈｅｎｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ
（ｍＰＦＣ）ａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（ＨＰ）ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ５ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｆｏｒｍＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ（ＤＥＧｓ）ｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｕｓｉｎｇＤＥＳｅｑ２ｓｏｆｔｗａｒｅ，ａｎｄｓｏｍｅＤＥＧｓ
ｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｖａｌｉｄａｔｅｄｂｙｑＰＣＲ．ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇ
ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒｓｏｆｔｗａｒｅ．Ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇｓｔｒｉｎｇｏｎｌｉｎｅｄａｔａｂａｓｅ
ｔｏｇｅｔｈｅｒｗｉｔｈＣｙｔｏｓｃａｐｅｓｏｆｔｗａｒｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＧｌｕＮ３ＡＫＯｍｉｃｅｅｘｈｉｂｉｔｅｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｕｃｒｏｓｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜
０．０５）ａｎｄｓｕｃｒｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）ｉｎＦＳＴａｎｄｐｒｏｌｏｎｇｅｄｉｍｍｏｂｉｌｅｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０１）ｉｎＦＳＴ．Ｔｈｅｒｅ

１４６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１５）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｗｅｒｅ７４０ａｎｄ６６６ＤＥＧｓｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｍＰＦＣａｎｄｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＧｌｕＮ３ＡＫＯｍｉｃｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＧＯ
ａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＤＥＧｓｉｎｔｈｅｍＰＦＣｗｅｒｅｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｎｅｕｒａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｗｈｉｌｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＤＥＧｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗｅｒｅｍａｉｎｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｓｙｎａｐｓｅａｓｓｅｍｂｌｙ，
ａｘｏｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｄｅｎｄｒｉｔｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ａｘｏｎｇｕｉｄａｎｃｅａｎｄｓｙｎａｐｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ．ＡｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＤＥＧｓｉｎ
ｂｏｔｈｍＰＦＣａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗｅｒｅｍａｉｎｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｙｔｏｓｏｌｉｃｒｉｂｏｓｏｍｅａｎｄｒｉｂｏｓｏｍａｌｓｕｂｕｎｉｔ．Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｍｏｓｔｏｆｔｈｅｃｏｒｅｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｍＰＦＣａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗｅｒｅｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＧｌｕＮ３Ａｄｅｌｅｔｉｏｎｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｓ
ｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｎｅｕｒａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｓｙｎａｐｓｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＧｌｕＮ３Ａ；ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ；ｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（８１３０１１４９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸＩＵＹｕｎ，Ｅｍａｉｌ：ｘｉｕｙｕｎ１２３＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　抑郁症是一种病因未明的常见精神疾病，具有高患
病率、高自杀率的特点，是全世界范围内导致残疾的主

要原因之一，给全球公共卫生带来了巨大的挑战。传统

抗抑郁药物如三环类抗抑郁药、单胺氧化酶抑制剂和选

择性５ＨＴ再摄取抑制剂等具有起效慢、疗效差、应答率
低、副作用多等缺点［１－３］。因此，亟需明确抑郁症的发病

机制并开发更为安全、有效、起效快的抗抑郁药。

　　近年来，研究发现具有 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体
（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＭＤＡＲ）拮抗特性的药
物如氯胺酮、ＭＫ８０１、美金刚均表现出良好的抗抑郁
效果［４－６］。然而，ＮＭＤＡＲ在突触可塑性、学习记忆方
面发挥重要作用［７］，较完全阻断ＮＭＤＡＲ功能不同，亚
基选择性拮抗剂可仅抑制部分区域或环路或某种细胞

类型上的ＮＭＤＡＲ功能，具有更强的“靶向性”，是潜
在的抗抑郁药物候选分子。目前已发现ＧｌｕＮ１，ＧｌｕＮ２
（ＧｌｕＮ２Ａ、ＧｌｕＮ２Ｂ、ＧｌｕＮ２Ｃ和 ＧｌｕＮ２Ｄ）和 ＧｌｕＮ３
（ＧｌｕＮ３Ａ和ＧｌｕＮ３Ｂ）共７种ＮＭＤＡＲ亚基［８］。以往研

究发现：ＧｌｕＮ２Ａ选择性拮抗剂 ＮＶＰＡＡＭ０７７可在不
引发其他精神症状的情况下发挥良好的抗抑郁效

用［９］；给予大鼠 ＧｌｕＮ２Ｂ选择性拮抗剂 Ｒｏ２５６９８１可
产生抗抑郁作用；敲除皮层神经的 ＧｌｕＮ２Ｂ亚基后，敲
除小鼠表现出抵抗抑郁的行为，氯胺酮介导的抗抑郁

作用也同时消失［１０－１１］。最近，本课题组研究发现抑郁

模型 ＣＵＭＳ大鼠大脑内 ＧｌｕＮ２Ｂ、ＧｌｕＮ３（ＧｌｕＮ３Ａ和
ＧｌｕＮ３Ｂ）表达下调，提示除 ＧｌｕＮ２Ｂ外，ＧｌｕＮ３可能也
参与抑郁的发生［１２］；应用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技
术，发现ＧｌｕＮ３Ａ基因敲除小鼠表现出糖水偏好下降
等抑郁样行为［１３］，进一步提示 ＧｌｕＮ３Ａ可能参与抑郁
样行为的发生。此外，以往双相情感障碍患者大脑中

ＧｌｕＮ３Ａ基因 ｍＲＮＡ水平低于健康对照组的研究发
现［１４］也支持“ＧｌｕＮ３Ａ下调可能参与抑郁样行为发生”
的研究假设。然而，ＧｌｕＮ３Ａ通过什么途径和机制参与

抑郁样行为的发生呢？ＧｌｕＮ３Ａ异常还被证实与自闭
症［１５］、亨廷顿综合症［１６］、精神分裂症［１７］、阿尔茨海默

症［１８］等多种精神类疾病的发生相关，其是否通过共同

的作用途径和机制参与抑郁等精神类疾病的发生？本

研究将通过转录组测序、生物信息学分析方法等对

ＧｌｕＮ３Ａ敲除后大脑内侧前额叶皮质（ｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ
ｃｏｒｔｅｘ，ｍＰＦＣ）和海马区域的ｍＲＮＡ表达变化进行分析，
以探究其参与抑郁样行为的潜在分子机制，期望可为

ＮＭＤＡＲ亚基选择性抗抑郁药物的开发提供新思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＧｌｕＮ３ＡＫＯ小鼠的获得按文献［１３］的方法，利用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术获得ＧｌｕＮ３Ａ基因第２个外显子敲
除的Ｆ０代Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ小鼠（购自赛业公司）；将 Ｆ０代
与正常野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠（由重庆医科大学实
验动物中心提供）交配，获得Ｆ１代杂合子小鼠；再将Ｆ１
代杂合子小鼠杂交，获得 Ｆ２代纯合子 ＧｌｕＮ３Ａ基因敲
除小鼠（ＧｌｕＮ３ＡＫＯ）。本实验共纳入７～８周龄，体质
量为２０～２３ｇ的雄性ＧｌｕＮ３ＡＫＯ小鼠（ＧｌｕＮ３ＡＫＯ组）
１４只和雄性同窝出生ＷＴ小鼠（ＷＴ组）１５只。饲养条
件：１２ｈ／１２ｈ光暗循环，室温（２４±１）℃，每笼４～５只小
鼠，提供充足的食物及饮水，每周固定时间更换垫料。

１．２　糖水偏好实验
　　２组小鼠单笼饲养适应 １周后，进行糖水偏好测
试。实验分预适应阶段和正式实验２个阶段。在预适
应阶段（４８ｈ），每个笼中各放置１瓶１％蔗糖溶液（质
量体积分数）和１瓶纯水，２４ｈ后交换糖水纯水位置。
正式实验阶段，所有小鼠禁饮２４ｈ，随后每个笼中放置
１瓶１％蔗糖溶液和１瓶纯水，记录每只小鼠２４ｈ内的
蔗糖溶液消耗量和白水消耗量。

　　糖水偏好＝蔗糖摄入量／总液体摄入量×１００％
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１．３　强迫游泳实验
　　实验前将所有动物放入测试房间适应至少 １ｈ。
实验时将小鼠放置在１个直径为２０ｃｍ、高为３５ｃｍ的
玻璃圆柱体中，圆柱体中装有２０ｃｍ深的（２４±１）℃温
水。每只小鼠测试６ｍｉｎ，测试结束，以干毛巾擦拭小
鼠后将其放回笼盒中。实验由固定的摄像机录像，分

析录像后４ｍｉｎ内小鼠的不动时间。
１．４　文库构建及转录组测序
　　采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取 ｍＰＦＣ和海马组织的总
ＲＮＡ。使用Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ检测 ＲＮＡ完整性
和总量。ＲＮＡ样本质量检测合格后，通过 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
磁珠富集带有 ｐｏｌｙＡ尾的 ｍＲＮＡ，将得到的 ｍＲＮＡ随
机打断，以片段化的 ｍＲＮＡ为模板合成 ｃＤＮＡ。采用
ＡＭＰｕｒｅＸＰ系统纯化ｃＤＮＡ，经末端修复、加Ａ尾后将
其连接测序接头，筛选３７０～４２０ｂｐ的ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ
扩增，使用ＡＭＰｕｒｅＸＰ珠纯化ＰＣＲ产物，最终获得文
库。库检合格后，用 ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００进行测序，
并产生１５０ｂｐ配对末端读数数据。
１．５　差异基因表达分析及富集分析
　　采用Ｓｕｂｒｅａｄ软件中的 ＦｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ（１．５．０ｐ３）
工具计算映射到每个基因的读数，根据基因的长度计

算每个基因的 ＦＰＫＭ，并计算映射到该基因的读数。
ＦＰＫＭ指每百万个碱基对测序的转录本序列片段的每
千个碱基片段的预期数量，是当前最常用于估计基因

表达水平的指标。应用 ＤＥＳｅｑ２软件（１．２０．０）进行
ＷＴ组和ＧｌｕＮ３ＡＫＯ组之间的差异表达分析（每组５个
生物学重复），Ｐ＜０．０５且｜ｌｏｇ２（差异倍数）｜＞０．２被设定
为显著差异表达的阈值。ＧＯ（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ）是描述基
因功能的综合性数据库，可分为生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）和分子
功 能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）３个 部 分。通 过
ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ（３．８．１）软件实现差异表达基因的ＧＯ功
能富集分析，以Ｐ＜０．０５作为显著性富集的阈值。
１．６　差异基因的蛋白互作网络分析
　　Ｓｔｒｉｎｇ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／）用于在线分
析蛋白质蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，
ＰＰＩ）信息，将所有差异基因导入ｓｔｒｉｎｇ数据库，隐藏网
络中断开连接的节点，得到蛋白质相互作用网络图。

蛋白互作网络图中的每个节点代表１个蛋白质，节点
的边是连接２个节点的线，代表蛋白质与蛋白质之间
的相互作用。将蛋白互作网络文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软
件中，使用Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ插件对网络进行解析，利用ＭＣＣ
算法获得了网络中得分最高的前２０个基因。

１．７　实时荧光定量ＰＣＲ分析（ｑＰＣＲ）
　　使用 ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ试剂盒将总 ＲＮＡ去除基
因组ＤＮＡ后逆转录成ｃＤＮＡ。ｑＰＣＲ反应体系为１０μＬ：
ｃＤＮＡ模板（１μＬ），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲｍｉｘ（５μＬ），上下
游引物（各 ０．５μＬ，终浓度为 １μｍｏｌ／Ｌ），ＤＥＰＣ水
（３μＬ）。反应条件为：９５℃ ２ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，５６℃
３０ｓ，第２、３步重复３９个循环。以管家基因 Ａｃｔｉｎ作
为内参基因，使用 ２－ΔΔＣｔ方法计算目的基因相对表达
量。本研究中使用的引物序列见表１。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５′→３′） 产物大小／ｂｐ

Ａｃｔｉｎ
正向：ＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＡＧＣＧＣＡＡＧＴＡＣＴＣ

反向：ＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣ
１０７

Ｒｐｌ１７
正向：ＡＴＣＡＡＧＡＧＧＧＴＣＡＡＡＣＣＴＴＣＧＴ

反向：ＣＣＡＣＣＡＴＴＡＴＡＣＣＧＣＣＧＧＡＡ
１５０

Ｒｐｓ２１
正向：ＧＴＣＣＡＴＣＣＡＧＡＴＧＡＡＣＧＴＧＧ

反向：ＣＣＡＴＣＡＧＣＣＴＴＡＧＣＣＡＡＴＣＧＧ
１４１

Ｒｐｓ１４
正向：ＴＧＣＣＡＣＡＴＣＴＴＴＧＣＡＴＣＣＴＴＣ

反向：ＡＣＴＣＡＴＣＴＣＧＧＴＣＡＧＣＣＴＴＣＡ
１１５

Ｒｐｓ５
正向：ＴＧＧＣＡＧＡＧＡＣＣＣＣＴＧＡＣＡＴ

反向：ＧＧＧＣＡＧＧＴＡＣＴＴＧＧＣＡＴＡＣＴ
１１９

Ａｄｇｒｌ１
正向：ＡＣＣＣＴＴＴＣＣＡＧＡＴＧＧＡＧＡＡＴＧＴ

反向：ＧＧＧＡＣＡＣＡＧＴＣＧＴＡＣＴＧＣＡＣ
１６９

Ｐｃｌｏ
正向：ＡＡＧＡＧＴＴＧＧＡＴＡＧＴＡＧＴＣＡＧＧＣＴ

反向：ＡＣＣＴＡＡＡＣＧＴＧＴＣＣＧＴＡＧＴＴＣＴ
１０８

Ｓｈａｎｋ２
正向：ＡＧＡＧＧＣＣＣＣＡＧＣＴＴＡＴＴＣＣＡＡ

反向：ＣＡＧＧＧＧＴＡＴＡＧＣＴＴＣＣＡＡＧＧＣ
２２４

Ｌｒｒｔｍ３
正向：ＴＡＧＧＣＴＡＣＴＧＣＧＡＧＧＡＴＣＡＧ

反向：ＣＡＣＣＴＡＣＡＡＣＣＣＴＴＡＧＧＧＣＡＴ
１０２

Ｇｒｉｋ３
正向：ＡＧＧＴＣＣＴＡＡＴＧＴＣＡＣＴＧＡＣＴＣＴＣ

反向：ＴＧＣＣＡＴＡＡＡＧＧＧＴＣＣＴＡＴＣＡＧＡＣ
１０７

Ｂｓｎ
正向：ＧＧＡＡＣＡＧＣＴＴＧＡＣＡＧＴＧＣＡＧ

反向：ＧＧＡＣＧＣＣＧＴＴＴＣＴＧＧＴＣＴＴ
１７７

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２５．０和Ｐｒｉｓｍ８．０软件进行分析，数据
以珋ｘ±ｓ表示。若 ２组数据符合正态分布且方差齐，则
采用独立样本ｔ检验，否则采用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＧｌｕＮ３Ａ基因敲除小鼠表现出抑郁样行为
　　与 ＷＴ组相比，ＧｌｕＮ３ＡＫＯ组小鼠的糖水偏好
（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）和糖水消耗量（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）显著
下降；强迫游泳实验中，ＧｌｕＮ３ＡＫＯ组小鼠的不动时
间显著增加（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。
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图１　ＧｌｕＮ３Ａ基因敲除小鼠表现出抑郁样行为 （珋ｘ±ｓ，ｎＷＴ＝１５，ｎＫＯ＝１４）

２．２　差异基因表达分析
　　通过 ＤＥＳｅｑ２软件在 ｍＰＦＣ组织中共筛选出 ７４０
个差异基因，其中３８４个基因表达上调，３５６个基因表
达下调；在海马组织中共筛选出６６６个差异基因，其中
３５０个基因表达上调，３１６个基因表达下调。差异基因
分布的火山图如图 ２Ａ、Ｃ所示。ＧｌｕＮ３Ａ基因敲除对

ｍＰＦＣ和海马中 ＮＭＤＡＲ其他亚基和 α氨基３羟基
５甲基４异 恶 唑 丙 酸 受 体 （αａｍｉｎｏ３ｈｙｄｒｏｘｙ５
ｍｅｔｈｙｌ４ｉｓｏｘａｚｏｌｅｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＭＰＡＲ）亚
基的ｍＲＮＡ表达水平未产生显著影响（图 ２Ｂ、Ｄ）。
ｍＰＦＣ和海马中上调／下调的前１０个差异表达基因见
表２。
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图２　敲除ＧｌｕＮ３Ａ后对基因ｍＲＮＡ表达的影响
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表２　ｍＰＦＣ和海马中上调／下调的前１０差异表达基因

内侧前额叶皮质 海马
上调／下调基因

基因名称 ｌｏｇ２（差异倍数） Ｐ值 基因名称 ｌｏｇ２（差异倍数） Ｐ值

下调基因 Ｃｃｌ２１ｂ －７．３８４８ ＜０．０００１ Ｃｃｌ２１ｂ －６．９４７９ ＜０．０００１

Ｇｍ１０５９１ －７．０６２９ ＜０．０００１ Ｇｍ１０５９１ －６．９１４０ ＜０．０００１

Ｃｃｌ２１ｃ －５．５６８７ ＜０．０００１ Ｇｍ１０６００ －４．１２４５ ０．００４７

Ｂｈｍｔ －５．０５３９ ０．０００７ Ｓａａ３ －３．８２３８ ０．０２６２

Ｇｍ１０６００ －４．５８９６ ０．０００２ Ｉｌ６ －３．７４４０ ０．０１８６

Ｌｒｒｃ３４ －４．３７７３ ０．００９０ Ｃｒｙｇｓ －３．６０１９ ０．０２５３

Ｇｂｘ２ －４．２６８８ ０．００２８ Ｇｍ１７６６０ －３．４７４０ ０．０１７９

Ｓｐａｔａ１８ －４．１１９３ ０．０２２１ Ａｔｐ６ｖ１ｅ２ －３．４３６２ ０．０３７９

Ｇｍ３８２５５ －３．９２５９ ０．００４６ Ｃｘｃｌ１ －３．３８５４ ０．００２２

Ｇｍ３７６７２ －３．８７４６ ０．０１４１ Ｓｐｐ２ －３．３３２６ ０．００９９

上调基因 Ｇｓｘ２ ３．８９５７ ０．０１３７ Ｃａｌｃｒ ４．５９７ ０．０４６９

Ｒｅｔｎｌａ ３．８９２９ ０．０１３０ Ａｌｂ ４．０３４６ ０．０４７３

４９２１５３４Ａ０９Ｒｉｋ ３．８０９４ ０．００７３ Ｅｎｔｐｄ４ｂ ３．９４５５ ＜０．０００１

Ｓｅｒｐｉｎｂ５ ３．５４６８ ０．０３９５ Ｇｍ３７４０７ ３．９０６８ ０．００５５

Ｇｍ１３３０６ ３．２１７８ ０．０２６６ Ｔｍｅｍ３０ｃ ３．６８７８ ０．０２３１

Ｉｌ５ ３．１３４９ ０．０３４７ Ｇｍ４５０４１ ３．６８５７ ０．０２７３

Ｇｍ４４２４２ ３．０５０１ ０．００８７ Ｇｍ１１５４１ ３．３６５５ ０．０３８３

Ｇｍ３６２９ ３．０４５８ ０．０１０３ Ｐｐｐ１ｒ１７ ３．３５５９ ０．０００７

Ｆｏｘｉ１ ３．０４２６ ０．０１８８ Ｏｔｐ ３．１６６８ ０．００１９

Ｎｌｒｐ４ｆ ２．９７９９ ０．０４１５ Ｃｙｐ２ｅ１ ３．１４５９ ０．０３４６

２．３　差异表达基因的ＧＯ富集分析
　　对筛选出的差异基因进行 ＧＯ富集分析，从生物
过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞组成 （ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）类
别中分别选取了富集显著性最高的前１０个条目。结
果显示：ｍＰＦＣ中下调基因显著富集在 ＢＰ的血管生
成、神经前体细胞的增殖等条目，ＣＣ的黏附连接、锚定
连接、细胞外基质等条目，ＭＦ的丝裂原活化蛋白激酶
的结合、细胞黏附分子结合等条目（图３Ａ），海马中下
调差异基因主要富集在ＢＰ的突触组装、轴突发育、树
突发育、轴突引导等条目，ＣＣ的突触膜、突触前、突触
后致密区等条目，ＭＦ的 Ｎｏｔｃｈ结合条目（图 ３Ｂ）；
ｍＰＦＣ和海马中上调差异表达基因均主要与 ＣＣ的胞
质核糖体和核糖体亚基有关（图３Ｃ、Ｄ）。
２．４　差异表达基因的ＰＰＩ分析
　　基于ｓｔｒｉｎｇ数据库，对差异基因的蛋白互作网络
进行了分析。结果显示，ｍＰＦＣ中 ＰＰＩ网络由 ５６８个
节点和 １１３９条边组成（图 ４Ａ）；海马中 ＰＰＩ网络由

５３１个节点和 ９１１条边组成（图 ４Ｂ）。将得到的 ＰＰＩ
网络图分别导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件中，利用 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ插
件进行核心基因的筛选，选取前２０个核心基因。结果
显示，ｍＰＦＣ和海马中的核心基因均大部分为核糖体
蛋白基因（图 ４Ｃ、Ｄ）：核糖体蛋白 Ｌ１７（Ｒｐｌ１７）、核糖
体蛋白Ｓ１４（Ｒｐｓ１４）、核糖体蛋白Ｓ５（Ｒｐｓ５）、核糖体蛋
白Ｓ２１（Ｒｐｓ２１）、核糖体蛋白Ｓ２６（Ｒｐｓ２６）、核糖体蛋白
Ｓ７（Ｒｐｓ７）。
２．５　ｑＰＣＲ验证
　　选取ｍＰＦＣ中与核糖体相关的部分差异表达基因
（图５Ａ、Ｂ）和海马中与突触相关的部分差异表达基因
（图５Ｃ、Ｄ）进行ｑＰＣＲ验证，与核糖体相关的差异基因
如 Ｒｐｌ１７、Ｒｐｓ２１、Ｒｐｓ１４、Ｒｐｓ５等 ｍＲＮＡ表达上调，与
突触相关的差异基因如 Ａｄｇｒｌ１、Ｐｃｌｏ、Ｓｈａｎｋ２、Ｌｒｒｔｍ３、
Ｇｒｉｋ３、Ｂｓｎ等ｍＲＮＡ表达下调，这些基因的ｑＰＣＲ结果
（图５Ｂ、Ｄ）和 ＲＮＡＳｅｑ结果（图 ５Ａ、Ｃ）趋势一致，证
明了ＲＮＡＳｅｑ结果的可靠性。

５４６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１５）
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横坐标为ＧＯ富集分析排名前１０的条目，红框表示主要关注的条目；纵坐标为ＧＯ富集条目的差异的显著性；柱
状图上方数字代表该条目所包含的差异基因数目，数值越高越显著

Ａ：ｍＰＦＣ中下调差异基因；Ｂ：海马中下调差异基因；Ｃ：ｍＰＦＣ中上调差异基因；Ｄ：海马中上调差异基因

图３　敲除ＧｌｕＮ３Ａ后差异表达基因的ＧＯ富集分析

６４６１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ｍＰＦＣ中蛋白互作网络图；Ｂ：海马中蛋白互作网络图；Ｃ：ｍＰＦＣ中 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ基因图；Ｄ：海马中 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ基因
图；红色表示该基因得分较高，在蛋白互作网络中发挥更重要的作用；黄色表示该基因得分较低，重要性相对减弱

图４　敲除ＧｌｕＮ３Ａ后蛋白互作分析

３　讨论

　　本研究在前期研究发现———ＣＵＭＳ抑郁模型大鼠
大脑ＧｌｕＮ３Ａ下调［１２］和ＧｌｕＮ３Ａ敲除小鼠表现出抑郁
样行为［１３］的基础上展开，结果表明 ＧｌｕＮ３Ａ敲除可引
发Ｃ５７小鼠出现糖水偏好下降、强迫游泳不动时间增
加等抑郁样行为，再次证实 ＧｌｕＮ３Ａ功能障碍参与抑
郁的发生；并进一步对 ＧｌｕＮ３Ａ参与抑郁的可能分子
机制进行了探讨。

　　ｍＰＦＣ和海马被认为是最易受应激影响的大脑区
域，其体积减小、结构畸变与抑郁症的病理生理改变密

切相关［１９－２０］。故本研究中选取这２个区域进行ｍＲＮＡ
转录组生物信息学分析。结果显示，全身敲除ＧｌｕＮ３Ａ
未显著改变 ｍＰＦＣ和海马区域内 ＮＭＤＡＲ其他亚基
ＧｌｕＮ１、ＧｌｕＮ２ＡＤ、ＧｌｕＮ３Ｂ的表达，但导致 ｍＰＦＣ区域
７４０个基因、海马内６６６个基因的表达出现差异。ＧＯ
分析显示，ｍＰＦＣ和海马区域下调差异基因富集条目
有所差异：ｍＰＦＣ中下调基因主要富集在血管生成、神
经前体细胞增殖等条目，而海马中下调基因主要富集

在突触组装、轴突发育、树突发育、轴突引导、突触膜等

条目，提示二者参与 ＧｌｕＮ３Ａ敲除诱发抑郁样行为的
机制有所不同。

７４６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１５）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与对照组相比
Ａ、Ｂ：ｍＰＦＣ中部分差异基因（主要上调核糖体相关基因Ｒｐｌ１７、Ｒｐｓ２１、Ｒｐｓ１４、Ｒｐｓ５）的ｑＰＣＲ验证；Ｃ、Ｄ：海马中部
分差异基因（主要是下调突触相关基因 Ａｄｇｒｌ１、Ｐｃｌｏ、Ｓｈａｎｋ２、Ｌｒｒｔｍ３、Ｇｒｉｋ３、Ｂｓｎ）的 ｑＰＣＲ验证（Ａ、Ｃ中 ｎＷＴ＝５，
ｎＫＯ＝５；Ｂ、Ｄ中ｎＷＴ＝８，ｎＫＯ＝８）

图５　转录组测序中部分差异基因的ｑＰＣＲ验证

　　突触功能障碍的抑郁症病因假说已被广泛研究和
接受：以往研究者发现抑郁症动物模型大脑中突触相

关蛋白减少，而抗抑郁药物可以通过逆转突触蛋白的

缺失来改善其抑郁样行为［２１－２５］。本研究结果表明，全

身敲除ＧｌｕＮ３Ａ后引发海马区域内突触相关蛋白表达
下调，可能是ＧｌｕＮ３ＡＫＯ小鼠出现抑郁表型的原因之
一。不过，ＧｌｕＮ３Ａ敲除通过下调海马内突触相关蛋白
诱发抑郁样行为的具体途径和机制尚需进一步探讨，

因为以往研究表明上调ＧｌｕＮ３Ａ表达同样会造成海马
突触功能障碍，表现为树突棘密度降低、树突棘消融增

加［１６－１７］。ｍＰＦＣ可能通过血管生成基因下调和神经前
体细胞增殖减弱等机制参与 ＧｌｕＮ３ＡＫＯ诱发的抑郁
表征，与以往抑郁与血管生成障碍相关的研究发现相

一致：抑郁症患者或抑郁模型动物血管生成相关基因

或蛋白表达异常、血管密度降低、血管生成障碍［２６－２８］；

重度抑郁症患者海马齿状回细胞的转录组分析也显示

抗血管生成基因上调［２９］；抗抑郁药能够促进慢性应激

小鼠的血管生成和神经再生［３０］，表明促进血管生成与

抗抑郁作用的良好反应有关。

　　ＧｌｕＮ３ＡＫＯ小鼠大脑内上调差异基因ＧＯ分析显

示，ｍＰＦＣ和海马上调差异基因均主要富集在胞质核
糖体和核糖体亚基等条目；蛋白互作分析筛出的前２０
个核心基因大多是核糖体蛋白基因，如 Ｒｐｌ１７、Ｒｐｓ１４、
Ｒｐｓ５、Ｒｐｓ２６、Ｒｐｓ７、Ｒｐｓ２１等。核糖体基因在蛋白质合
成中起主要作用，上述结果提示敲除 ＧｌｕＮ３Ａ基因后
存在大脑内蛋白合成增加的现象。尽管这种核糖体基

因表达上调究竟是参与抑郁发生还是长期抑郁之后的

代偿机制尚无定论，但本研究与以往研究发现相一致：

在一项２１ｄ的社会失败应激研究［３１］中，研究者利用

ＲＮＡｓｅｑ分析慢性应激对小鼠大脑核糖体基因表达的
影响，结果显示慢性应激小鼠下丘脑中核糖体的主要

成分———读取 ＲＮＡ的核糖体小亚基（Ｒｐｓ）和连接氨
基酸形成多肽链的大亚基（Ｒｐｌ）表达异常，具体来说，
有３３个核糖体基因表达上调，仅有３个表达下调，可
以推测慢性应激导致小鼠的抑郁表型与核糖体基因的

激活之间存在很强的联系；另一项通过微阵列进行血

液基因表达谱分析的研究［３２］显示，核糖体基因在抑郁

症患者的表达水平显著高于健康对照者，核糖体基因

特别是Ｒｐｌ１７和Ｒｐｌ３４的上调与应激易感性和抑郁症
有关，并且抑郁程度与 Ｒｐｌ１７的表达水平呈显著正相

８４６１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



关。本研究发现核糖体相关基因表达上调与 ＧｌｕＮ３Ａ
ＫＯ小鼠抑郁表型共存，ＧｌｕＮ３Ａ如何调控核糖体基因表
达？其在抑郁中的作用又是什么？尚需进一步研究。

　　综上所述，本研究通过转录组测序分析揭示
ＧｌｕＮ３Ａ基因敲除小鼠 ｍＰＦＣ和海马组织 ｍＲＮＡ表达
的变化，结果提示 ＧｌｕＮ３Ａ敲除在 ｍＰＦＣ可能通过血
管生成障碍、神经前体细胞增殖减少参与抑郁样行为

的发生，在海马可能通过突触形成障碍参与抑郁样行

为的发生；ｍＰＦＣ和海马内核糖体相关基因增加可能
是相关蛋白下调后的补偿机制。这些结果为 ＧｌｕＮ３Ａ
基因敲除而导致的抑郁样行为提供了解释，为研究

ＧｌｕＮ３Ａ调控的生物学功能提供了新思路。
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