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基于蛋白质组学探讨Ｐｐｐ３ｃｂ和Ｐｐｍ１ｇ在ＮＨＥ１基因敲除模型鼠海马组织中的表达
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　　［摘要］　目的　通过ＮＨＥ１基因敲除模型鼠的海马组织差异蛋白质组学分析，发现并明确Ｐｐｐ３ｃｂ
和Ｐｐｍ１ｇ的表达特征。方法　①选取６只２周龄ＮＨＥ１基因敲除模型鼠作为模型组，同周龄野生型小
鼠６只作为对照组，采用琼脂糖凝胶电泳检测其基因型；应用旷场实验和强迫游泳实验对模型组和对照
组小鼠进行行为学评估，并按照Ｒａｃｉｎｅ评分标准对模型鼠进行癫痫发作分级；②通过串联质谱分析技
术对模型组和对照组的海马组织进行差异蛋白筛选，基因本体论（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙＡｎａｌｙｓｉｓ，ＧＯ）分析差
异蛋白并进行注释和富集，蛋白网络数据库（ｓｅａｒｃｈｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅｒｅｔｒｉｅｖａｌｏｆｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｇｅｎｅｓ，ＳＴＲＩＮＧ）分
析差异蛋白之间的蛋白相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）；③应用 ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
Ｐｐｐ３ｃｂ和Ｐｐｍ１ｇ的转录和翻译水平，应用免疫组织化学技术分别观察其在组织中的表达量。结果　
①模型组小鼠ＮＨＥ１基因未见表达，旷场实验中模型鼠的运动总距离较对照组减少（Ｐ＝０．００７３），跨越
的格子数比对照组显著减少（Ｐ＜０．０００１）。强迫游泳实验结果显示，模型鼠不动的时间明显延长
（Ｐ＜０．０００１）；②以表达倍数（ＦＣ）≥１．２倍且Ｐ＜０．０５为筛选标准，检测到海马组织中８４５个差异表达
的蛋白质点，其中有９个蛋白表达上调，７个蛋白表达下调。其中 Ｐｐｐ３ｃｂ下调，Ｐｐｍ１ｇ上调。ＧＯ功能
注释结果表明，ＮＨＥ１敲除后，分子功能（ＭＦ）富集在蛋白丝氨酸／苏氨酸磷酸酶活性的差异最显著，细
胞成分（ＣＣ）富集在质膜部分的差异蛋白数量最多，生物过程（ＢＰ）富集在负向调节生物过程、免疫系统
过程的差异蛋白数量最多。ＳＴＲＩＮＧ分析显示差异蛋白Ｐｐｐ３ｃｂ和Ｓｌｃ９ａ１直接作用，Ｐｐｍ１ｇ通过Ｐｐｐ３ｃｂ
和Ｓｌｃ９ａ１间接作用，Ｐｐｐ３ｃｂ和Ｐｐｍ１ｇ之间相互作用。③Ｐｐｐ３ｃｂ的转录和翻译水平减少，在组织中的表
达量下降，而 Ｐｐｍ１ｇ转录和翻译水平增加，在组织中的表达量上升（Ｐ＜０．０５）。结论　本研究确定了
ＮＨＥ１基因敲除小鼠海马组织中差异蛋白Ｐｐｐ３ｃｂ表达下调，而Ｐｐｍ１ｇ表达上调，为进一步研究Ｐｐｐ３ｃｂ
和Ｐｐｍ１ｇ参与癫痫发病机制提供了依据。
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Ｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ｄａｔａｂａｓｅ．Ｓｅａｒｃｈｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅｒｅｔｒｉｅｖａｌｏｆｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｇｅｎｅｓ（ＳＴＲＩＮＧ）ｄａｔａｂａｓｅｗａｓｕｓｅｄｔｏ
ａｎａｌｙｚｅｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ（ＰＰＩ）ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ．③ Ｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｎｄｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＰｐｐ３ｃｂａｎｄＰｐｍ１ｇｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　① ＮＨＥ１ｗａｓｎｏｔｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｍｉｃｅｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｈａｄｓｈｏｒｔｅｒｔｏｔａｌｍｏｖｅｍｅｎｔｄｉｓｔａｎｃｅ（Ｐ＝０．００７３）ａｎｄｌｅｓｓ
ｃｒｏｓｓｉｎｇｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０００１）ｉｎｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔ，ａｎｄｌｏｎｇｅｒｐｅｒｉｏｄｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｉｎｆｏｒｃｅｄｓｗｉｍｍｉｎｇｔｅｓｔ（Ｐ＜
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ｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈ９ｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＰｐｍ１ｇ）ｗｅｒｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄ７ｏｎｅｓ
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＮＨＥ１ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ；ｅｐｉｌｅｐｓｙ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ；Ｐｐｐ３ｃｂ；Ｐｐｍ１ｇ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８６０５０１９９，８２３６０５０２８３）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＦＥＮＧＺｈａｎｈｕｉ，
Ｅｍａｉｌ：ｈ９４５０２０３＠１２６．ｃｏｍ

　　癫痫是一种常见的慢性神经系统疾病［１］。全球

约有６５００万人患有癫痫［２］。有研究表明基因突变是

癫痫发病的重要因素之一［３］。目前已经确定了多个

与癫痫发生相关的基因突变，其中一些基因编码的蛋

白与神经元兴奋性调节、离子通道的功能、突触可塑性

等神经生物学机制密切相关。

　　Ｎａ＋／Ｈ＋交换体（Ｎａ＋／Ｈ＋ｅｘｃｈａｎｇｅｒｓ，ＮＨＥｓ）是一
类膜转运蛋白家族，通过排出 Ｈ＋来交换 Ｎａ＋内流，积
极参与调节细胞内和细胞器ｐＨ值，ＮＨＥ１功能的改变
显著影响神经元兴奋性，并在癫痫发病中发挥作用［４］。

有研究表明ＮＨＥ１突变的小鼠具有运动性共济失调和
癫痫发作的表型，同时生长和繁殖能力也会下降［５］。

一项全外显子组测序显示 ＬｉｃｈｔｅｎｓｔｅｉｎＫｎｏｒｒ综合征是
由于人类 ＮＨＥ１基因（Ｓｌｃ９ａ１）突变引起的，可导致耳
聋、发育受损、共济失调和癫痫［６］。然而ＮＨＥ１突变或
者敲除后造成众多表型潜在的机制仍旧不清楚。

　　Ｐｐｐ３ｃｂ是一种钙调蛋白磷酸酶，具有丝氨酸／苏
氨酸活性位点，可以结合钙、铁和锌等多种离子发挥作

用，Ｐｐｐ３ｃｂ和神经退行性疾病［７］、神经元星形胶质细

胞［８］、精神疾病［９］高度相关。Ｐｐｍ１ｇ也同属于磷酸酶

家族，且 Ｐｐｍ１ｇ和精神［１０］、行为表型［１１］以及运动神经

元［１２］高度相关，因此探究 Ｐｐｐ３ｃｂ和 Ｐｐｍ１ｇ在 ＮＨＥ１
基因敲除模型鼠海马组织中的表达水平至关重要。

　　蛋白质组学技术可以揭示不同个体在生理或病理
的状态下，其蛋白质表达的异同，从而帮助我们更加全

面地了解疾病的病理生理过程，为确定新的药物治疗

靶点，以及改善新的疗法提供信息［１３－１４］。因此，本研

究拟采用蛋白质组学技术，结合课题组前期研究结

果［１５－１７］，分析ＮＨＥ１基因敲除小鼠和正常小鼠海马组
织的蛋白质表达差异，并从分子水平探索差异蛋白

Ｐｐｐ３ｃｂ和 Ｐｐｍ１ｇ的表达变化，试图为探索癫痫发病
机制提供新的线索。

１　材料与方法

１．１　构建ＮＨＥ１基因敲除模型
　　使用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术对 Ｓｌｃ９ａ１基因外显子 ２
进行敲除，将 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统微注射到 Ｃ５７ＢＬ／
６ＪＧｐｔ小鼠受精卵中，移植受精卵获得Ｆ０代阳性小鼠，
经ＰＣＲ和测序鉴定其基因型，接着将Ｆ０代阳性小鼠与
Ｃ５７ＢＬ／６ＪＧｐｔ小鼠交配，获得稳定的Ｆ１代小鼠模型。

５４２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）



１．２　动物及分组
　　采用的实验动物有：３～４周龄 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／
６ＪＧｐｔＳｌｃ９ａ１雄鼠１只及雌鼠３只，购自江苏集萃药康生
物科技股份有限公司，体质量１０～１４ｇ；６周龄Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊ雄鼠２只及雌鼠３只，来自贵州医科大学动物实验
中心。小鼠均饲养于 ＳＰＦ级环境，室内的温度保持在
２２～２８℃，相对湿度维持在４０％～６０％，昼夜明暗交替
时间为１２ｈ／１２ｈ。基因型鉴定后选取 ２周龄野生型
雄鼠６只作为对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组，纯合型雄鼠６只作为
模型（Ｍｏｄｅｌ）组。所有实验经过贵州医科大学伦理委
员会批准（Ｎｏ．２３０３４１４），通过戊巴比妥钠腹腔麻醉处
理后取材，符合动物实验相关的伦理和福利原则。

１．３　基因型鉴定
　　提取鼠尾ＤＮＡ后经ＰＣＲ扩增鉴定。ＰＣＲ反应体
系包括２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＤｙｅＰｌｕｓ）（南京诺唯赞生
物科技股份有限公司）１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ，Ｐ１和
Ｐ２引物各 １μＬ。ＰＣＲ方案按如下进行：９５℃启动
５ｍｉｎ，９８℃扩增３０ｓ，６５℃进行３０ｓ，７２℃进行４５ｓ，
２０个循环后继续在９８℃下扩增３０ｓ，５５℃进行３０ｓ，
在７２℃进行４５ｓ，重复２０个循环，接着在７２℃下扩
增５ｍｉｎ，１０℃保持。最后通过琼脂糖凝胶电泳，在凝
胶成像仪中观察拍照（图１Ａ）。琼脂糖凝胶电泳基因
分型引物序列信息为：Ｐ１正向 ５′ＧＧＡＣＡＧＴＴＧＧＣＧ
ＡＡＴＡＣＴＣＴＧＴＧ３′和反向 ５′ＧＣＣＴＣＣＴＣＡＧＡＧＡＴＴＡ
ＡＡＴＧＧＧＣ３，Ｐ２正向 ５′ＡＡＣＣＴＴＣＴＧＴＴＣＴＴＣＴＧＧＣＴ
ＣＣＣ３′和反向５′ＧＣＡＧＡＧＡＴＧＡＴＧＣＴＧＣＣＡＡＡＧＡＧ３′。
１．４　癫痫发作分级
　　采用Ｒａｃｉｎｅ标准对小鼠的发作进行分级：０级无
抽搐发作，Ⅰ级面部阵挛（眼、鼻、嘴唇），Ⅱ级面部阵
挛＋咀嚼、节律性点头，Ⅲ级单只前肢阵挛伴节律性点
头，Ⅳ级双侧前肢持续性痉挛伴站立，Ⅴ级全身强直阵
挛发作或跌倒。

１．５　蛋白质组学
１．５．１　蛋白提取、酶解与肽段标记　　通过研磨、裂
解、超声、离心相结合的方法对样品蛋白进行高效提

取，接着用ＴＣＡ／丙酮沉淀蛋白，经丙酮清洗后溶解蛋
白沉淀，进行蛋白质控。质控合格后，各组取等量（通

常１００μｇ）蛋白进行酶解消化。为提高酶解效率，通
常在酶解前进行还原、烷基化处理，并进行二次酶解。

酶解产生的肽段经脱盐处理即可进行 ｉＴＲＡＱ／ＴＭＴ标
记反应。标记反应目的在于通过在不同样品肽段的末

端分别加上异质同位素标记的报告基团，来对各组样

品的肽段进行精确定量。

１．５．２　组分分离与质谱上机　　为了减低单次上机
的肽段复杂度，提高整体蛋白鉴定的通量，需要对标记

肽段进一步组分分离。这里通过高 ｐＨ反向 Ｃ１８色谱

柱对混合后的标记肽段进行ＨＰＬＣ组分分离，根据样品
蛋白的复杂程度，通常分为８～２０个组分。接着每一个
肽段组分分别进行 ＬＣＭＳ／ＭＳ鉴定，使用 ｎａｎｏＬＣ１０００
对肽段梯度洗脱，然后进入 ＯｒｂｉｔｒａｐＥｌｉｔｅ组合式质谱
仪／ＱＥｘａｃｔｉｖｅ组合式质谱仪质谱鉴定，挑选２０个高强
度母离子进行二级质谱鉴定与定量。

１．５．３　生物信息学分析　　质谱数据下机后使用
Ｍａｓｃｏｔ、Ｒｅｑｕｅｓｔ等数据库进行检索并对蛋白进行鉴定和
定量分析，最后对鉴定到的差异蛋白做基因本体论

（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙＡｎａｌｙｓｉｓ，ＧＯ）分析。使用蛋白网络数
据库（ｓｅａｒｃｈｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅｒｅｔｒｉｅｖａｌｏｆｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｇｅｎｅｓ，
ＳＴＲＩＮＧ）对所有差异蛋白进行蛋白相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）分析。
１．６　行为学评估
　　旷场实验（ｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔ，ＯＦＴ）在透明箱（长
３６ｃｍ×宽３６ｃｍ×高４０ｃｍ）内进行，观察小鼠１０ｍｉｎ
内运动总距离和跨越的格子数，使用视频分析系统

（美国Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司）记录。结束时用 ７５％乙醇清除
老鼠的排泄物。强迫游泳（ｆｏｒｃｅｄｓｗｉｍｍｉｎｇｔｅｓｔ，ＦＳＴ）
实验在一长３０ｃｍ×宽２０ｃｍ×高１０ｃｍ桶内进行，水温
２３～２５℃，观察并记录１ｍｉｎ内小鼠在水面漂浮不动
的时间。对小鼠不动状态的评估是指主动放弃挣扎，

躯体呈漂浮状态，无扭动、重心稳定的时间。

１．７　ＨＥ染色
　　４％多聚甲醛（ＰＦＡ）固定海马组织，常规石蜡切片
脱蜡至水。接着按照试剂盒标准步骤进行染色。ＨＥ
染色试剂盒购自于北京索莱宝科技有限公司。最后使

用光学显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）观察并捕捉图像。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　用 ＲＩＰＡ裂解缓冲液裂解海马组织。使用 ＢＣＡ
蛋白分析试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）测定总

蛋白浓度。使用 ＳＤＳＰＡＧＥ来分离蛋白的提取物，然
后转移到ＰＶＤＦ膜上。接着使用高效封闭液（上海积
福生命科学有限公司）３０ｍｉｎ，一抗在４℃下孵育过夜
［ＮＨＥ１（１∶２００，Ａｂｃａｍ，ＡＢ２１６５７３），Ｐｐｐ３ｃｂ（１∶１０００，
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，１３３４０１ＡＰ），Ｐｐｍ１ｇ（１∶１００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，
１５５３２１ＡＰ），βａｃｔｉｎ（１∶１０００，Ａｆｆｉｎｉｔｙ，ＢＳ６００７Ｍ）］。
ＰＢＳ洗涤后二抗在３７℃下孵育２ｈ。通过增强化学发
光试剂盒（杭州弗德生物科技有限公司）蛋白质条带

可视化。使用化学曝光仪（上海天能科技有限公司）

观察和拍照。最后使用ＩｍａｇｅＪ软件对结果进行量化。
１．９　实时荧光定量ＰＣＲ
　　所有试剂由北京宝日医生物技术有限公司提供。
使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂从速冻的海马组织或收集的细胞中
分离总ＲＮＡ，最终获得的 ｃＤＮＡ是从使用随机引物逆
转录的１μｇ总ＲＮＡ中获得的。使用由ｃＤＮＡ、特异性

６４２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



引物和ＴＢＧｒｅｅｎ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）
组成的混合物进行 ｑＰＣＲ。简而言之，ＰＣＲ方案在
９５℃下启动３０ｓ，然后使用预扩增系统在 ９５℃下进
行４０个循环的扩增阶段５ｓ，在６０℃下进行３０ｓ。为
了鉴定扩增特异性，使用熔解曲线分析 Ｐｐｐ３ｃｂ和
Ｐｐｍ１ｇ基因的ＰＣＲ产物，同时使用 βａｃｔｉｎ作为内参。
ｍＲＮＡ水平的相对定量通过２－ΔΔＣｔ测量。使用到的引
物从５′到３′如下所示：Ｐｐｐ３ｃｂ正向５′ＧＴＡＡＡＡＧＡＡ
ＧＧＧＣＧＧＧＴＧＧＡ３′和反向 ５′ＴＧＧＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＣＡ
ＣＴＧＴＡ３，Ｐｐｍ１ｇ正向５′ＦＡＧＡＡＴＧＣＴＧＧＴＧＧＣＡＡＧ
ＧＴＣ３′和反向５′ＧＴＡＧＡＡＧＴＧＧＴＣＴＣＣＡＡＴＧＧＣ３′。
１．１０　免疫组化检测
　　４％多聚甲醛（ＰＦＡ）固定海马组织，常规石蜡切片
脱蜡至水。使用 ３％Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化物酶
１０ｍｉｎ，用ＴｒｉｓＥＤＴＡ缓冲液修复抗原，５％ＢＳＡ缓冲液
阻断３０ｍｉｎ，一抗在４℃下孵育过夜。使用的一抗分
别为：Ｐｐｐ３ｃｂ（１∶１０００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，１３３４０１ＡＰ），
Ｐｐｍ１ｇ（１∶１００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，１５５３２１ＡＰ）。接着使用免

疫组织化学检测试剂盒（美国 Ｂｏｓｔｅｒ公司）孵育 １ｈ，
苏木精重新复染，最后使用ＤＡＢ染色液显色后在光学
显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）下观察并捕捉图像。
１．１１　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ（６．０）进行统计分析并作图，
数据以 珋ｘ±ｓ表示，２组间比较采用 ｔ检验，多组间比较
采用单因素方差分析，２组间差异比较采用 Ｔｕｋｅｙ多
重比较检验。Ｐ＜０．０５被认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠基因型鉴定
　　通过琼脂糖凝胶电泳的方法鉴定小鼠的基因型，
在第１个ＰＣＲ反应（Ｐ１）中，１２６０ｂｐ条带是对照组，
４８９ｂｐ条带是模型组。而在第 ２个 ＰＣＲ反应（Ｐ２）
中，４１８ｂｐ条带是对照组，０ｂｐ条带是模型组。如图
１Ａ所示，从左到右分别为对照组、模型组。另外，模型
组Ｖ级发作后会立即死亡，并且使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证
实了ＮＨＥ１的敲除（图１Ｂ）。
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Ａ：基因型鉴定和琼脂糖凝胶电泳；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＨＥ１的蛋白表达；Ｃ：小鼠海马区域 ＨＥ染色；Ｄ：旷场实
验代表性轨迹图；Ｅ：分别为２组运动总路程、强迫游泳不动时间和跨越的格子数（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

图１　小鼠基因型鉴定、行为学和ＨＥ染色

７４２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）



２．２　小鼠行为学和病理学的表现
　　为了进一步确定 ＮＨＥ１敲除对小鼠的影响，通过
旷场实验和强迫游泳实验对 ２组小鼠进行行为学评
估。结果显示，模型鼠的运动总距离相比较对照组减

少（Ｐ＝０．００７３），跨越的格子数比对照组显著减少（Ｐ＜
０．０００１），模型鼠不动的时间明显延长（Ｐ＜０．０００１，
图１Ｄ、Ｅ）。另外，ＨＥ染色发现，对照组细胞核正常，
色均一，胞质淡染，而模型组海马区细胞胞质融合，轮

廓模糊，细胞核固缩变圆，染色加深（图１Ｃ）。
２．３　蛋白质组学分析
２．３．１　海马组织中的差异蛋白　　以表达倍数（ＦＣ）≥
１．２倍且Ｐ＜０．０５为筛选标准，检测到海马组织中８４５个
差异表达的蛋白质点，其中有９个蛋白表达上调，７个蛋
白表达下调。其中Ｐｐｐ３ｃｂ下调，Ｐｐｍ１ｇ上调（表１）。
２．３．２　差异蛋白ＧＯ、ＰＰＩ分析　　ＧＯ功能注释结果
表明，ＮＨＥ１敲除后，在分子功能（ＭＦ）富集中（图
２Ａ），对照组和模型组显著富集在蛋白丝氨酸／苏氨酸
磷酸酶活性、ＧＴＰ酶结合、蛋白磷酸酶结合、磷酸酶活
性以及磷酸酶结合等，其中富集在蛋白丝氨酸／苏氨酸
磷酸酶活性的差异最显著。在细胞成分（ＣＣ）富集中
（图２Ｂ），对照组和模型组显著富集在质膜部分、细胞
外空间、肌纤维膜以及收缩纤维等，其中富集在质膜部

分的差异蛋白数量最多。在生物过程（ＢＰ）富集中（图
２Ｃ），对照组和模型组显著富集在负向调节生物过程、
免疫系统过程、对其他生物的反应、对外界生物刺激的

反应、对生物刺激的反应、免疫效应过程的调控、调节

胞外分泌、蛋白去磷酸化、免疫反应、免疫效应过程、去

磷酸化、调节分泌途径、白细胞介导的免疫调节、白细

胞介导的免疫负调控、免疫系统过程的负调节、免疫应

答负向调节、免疫效应过程的负向调控、白细胞介导的

免疫、钙离子调节、胞吐作用等，其中富集在白细胞介

导的免疫负调控、免疫应答负向调节、免疫效应过程的

负向调控的差异最显著，而富集在负向调节生物过程、

免疫系统过程的差异蛋白数量最多。

　　另外，通过ＳＴＲＩＮＧ数据库，分析了全部差异蛋白
之间的蛋白质相互作用关系（图３Ａ），其中 Ｐｐｐ３ｃｂ和
Ｓｌｃ９ａ１有直接作用关系（图 ３Ｂ），另外，Ｐｐｍ１ｇ通过
Ｐｐｐ３ｃｂ和 Ｓｌｃ９ａ１有间接作用关系，Ｐｐｐ３ｃｂ和 Ｐｐｍ１ｇ
之间相互作用（图３Ｃ）。
２．３．３　差异蛋白 Ｐｐｐ３ｃｂ和 Ｐｐｍ１ｇ在 ＮＨＥ１基因敲
除小鼠模型中的表达　　为了进一步确定 Ｐｐｐ３ｃｂ和
Ｐｐｍ１ｇ的表达是否异常，采用ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测海马组织中差异蛋白Ｐｐｐ３ｃｂ和Ｐｐｍ１ｇ的ｍＲＮＡ和
蛋白的表达。与对照组相比，模型组Ｐｐｐ３ｃｂ的ｍＲＮＡ
和蛋白的表达量下降（Ｐ＜０．０５），而 Ｐｐｍ１ｇ的表达相
反（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ）。此外，免疫组织化学显示
Ｐｐｐ３ｃｂ在ＮＨＥ１基因敲除模型鼠海马组织中的 ＣＡ１、
ＣＡ３、ＤＧ区表达减少（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ），而 Ｐｐｍ１ｇ在
ＮＨＥ１基因敲除模型鼠海马组织中的 ＣＡ１、ＣＡ３、ＤＧ
区的表达量上升（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｃ）。这些结果表明
Ｐｐｐ３ｃｂ和Ｐｐｍ１ｇ可能参与了 ＮＨＥ１基因敲除模型小
鼠癫痫发病的机制。

表１　２组小鼠海马组织中１６个差异表达蛋白质

蛋白质编号 蛋白名称 基因名 调节 模型／对照 Ｐ值

Ｑ３ＵＩＤ０ ＳＷＩ／ＳＮＦｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔＳＭＡＲＣＣ２ Ｓｍａｒｃｃ２ 下调 １．７３４３６５ ０．０１９

Ｇ３Ｘ８Ｕ７ Ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ Ｐｐｐ３ｃｂ 下调 １．２２００１８ ０．０３４

Ｑ９９ＰＴ１ ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１ Ａｒｈｇｄｉａ 下调 １．３７７６１９ ０．０３１

Ｐ６２９９６ Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ２ｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｏｌｏｇｂｅｔａ Ｔｒａ２ｂ 下调 ２．９０９７６８ ０．０３３

Ｑ０３５１７ Ｓｅｃｒｅｔｏｇｒａｎｉｎ２ Ｓｃｇ２ 下调 ２．０６３８９８ ０．０１８

Ｐ０９５２８ Ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ Ｆｔｈ１ 下调 ２．２０１２３７ ０．０１３

Ｑ６ＰＡＪ１ Ｂｒｅａｋｐｏｉｎｔｃｌｕｓｔｅｒｒｅｇｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｃｒ 下调 １．８５７２５２ ０．０１６

Ｇ５Ｅ８Ｒ４ ＳＡＰＳｄｏｍａｉｎｆａｍｉｌｙ，ｍｅｍｂｅｒ３ Ｐｐｐ６ｒ３ 上调 ０．５９４７００ ０．０２９

Ｑ９ＣＴ１０ Ｒａｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３ Ｒａｎｂｐ３ 上调 ０．６６４９２９ ０．０１７

Ａ２ＡＲＰ８ Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１Ａ Ｍａｐ１ａ 上调 ０．７２４６３２ ０．０２９

Ｑ９ＷＶ９２ Ｂａｎｄ４．１ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ３ Ｅｐｂ４１ｌ３ 上调 ０．８０２５５５ ０．０１４

Ｐ１７１８２ Ａｌｐｈａｅｎｏｌａｓｅ Ｅｎｏ１ 上调 ０．８１１４５１ ０．０３７

Ａ０Ａ３Ｂ２Ｗ７Ｊ８ Ｐｌｅｃｔｉｎ Ｐｌｅｃ 上调 ０．４７００１３ ０．０２８

Ｑ８ＢＨＥ３ Ｃａｙｔａｘｉｎ Ａｔｃａｙ 上调 ０．８２１３２２ ０．０３２

Ｅ９ＰＷＰ６ Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｓｙｎａｐｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｅｘｏｃｙｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ１ Ｒｉｍｓ１ 上调 ０．５１４９３３ ０．０４７

Ｑ６１０７４ Ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１Ｇ Ｐｐｍ１ｇ 上调 ０．６４９４９０ ０．０１１

８４２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：分子功能（ＭＦ）；Ｂ：细胞成分（ＣＣ）；Ｃ：生物过程（ＢＰ）
图２　差异表达蛋白质ＧＯ分析

!

Ａ：全部差异蛋白的蛋白互作关系
图３　蛋白互作关系分析

（图３Ｂ、Ｃ续下页）

９４２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）
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Ｂ、Ｃ：Ｐｐｐ３ｃｂ、Ｐｐｍ１ｇ和Ｓｌｃ９ａ１的蛋白互作关系
续图３　蛋白互作关系分析
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Ａ：Ｐｐｐ３ｃｂ和Ｐｐｍ１ｇ的蛋白和ｍＲＮＡ水平及分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）；Ｂ：免疫组化检测小鼠 ＣＡ１、ＣＡ３、ＤＧ区的 Ｐｐｐ３ｃｂ
的表达量及分析；Ｃ免疫组化检测小鼠ＣＡ１、ＣＡ３、ＤＧ区的Ｐｐｍ１ｇ的表达量及分析

图４　２组小鼠海马组织中差异蛋白Ｐｐｐ３ｃｂ和Ｐｐｍ１ｇｍＲＮＡ和蛋白的表达

０５２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



３　讨论

　　Ｎａ＋／Ｈ＋交换体 １是一类膜转运蛋白家族之一。
其活性受到钙离子的调控，细胞内的钙离子通过与钙

调蛋白形成复合物来调节细胞的功能［１８］。然而

ＮＨＥ１突变或者敲除后造成众多表型潜在的机制仍旧
不清楚。本研究基于海马蛋白质组学的研究发现，

Ｐｐｐ３ｃｂ表达下调和Ｐｐｍ１ｇ表达上调。
　　Ｐｐｐ３ｃｂ具有４个结构域：催化结构域、螺旋钙调
蛋白 ｂ结合段、钙调蛋白结合段和自身抑制肽段。
Ｐｐｐ３ｃｂ被激活后与靶蛋白结合，使底物蛋白去磷酸
化，进而促进信号转导［１９］。Ｐｐｐ３ｃｂ在人类胚胎早期
的多个组织中都有表达，该基因与神经发育密切相关，

与Ｐｐｐ３ｃｂ相关的疾病有精神分裂症［２０］。一项回顾性

队列研究显示［２１］，入院的精神分裂症患者癫痫发作的

风险增加，癫痫患者合并精神分裂症的风险也增加。

除此之外，严重的难治性癫痫患者合并精神分裂症的

风险更高。越来越多的研究表明，Ｐｐｐ３ｃｂ在癫痫和精
神分裂症中都起着关键作用，它们之间存在双向关系

和共享机制［２２］。本研究发现，ＮＨＥ１基因敲除小鼠海
马ＣＡ１、ＣＡ３、ＤＧ区 Ｐｐｐ３ｃｂ的表达量下降，其在转录
和翻译水平也如此。这些结果表明，Ｐｐｐ３ｃｂ很可能参
与了ＮＨＥ１基因敲除鼠癫痫的发病机制。
　　Ｐｐｍ１ｇ也同属于磷酸酶家族。Ｐｐｍ１ｇ和镁、锰等
离子结合形成蛋白磷酸酶全酶复合体，参与 ｍＲＮＡ剪
接、染色质重塑、ＤＮＡ损伤应答、蛋白质翻译以及细胞
凋亡等过程［１２，２３］。本研究蛋白质组学结果显示，蛋白

磷酸酶 Ｐｐｍ１ｇ上调。ＰＰＩ分析表明 Ｐｐｍ１ｇ通过
Ｐｐｐ３ｃｂ和 Ｓｌｃ９ａ１有间接作用关系，Ｐｐｐ３ｃｂ和 Ｐｐｍ１ｇ
之间相互作用。进一步验证结果提示 Ｐｐｍ１ｇ的蛋白
和ｍＲＮＡ表达量增加，在 ＮＨＥ１基因敲除小鼠海马
ＣＡ１、ＣＡ３、ＤＧ区表达量也增加。研究表明，Ｐｐｍ１ｇ可
以通过磷酸化、乙酰化和泛素化等许多种方式进行调

节，Ｐｐｍ１ｇ的表达量和基因突变、激酶的调控以及启动
子的甲基化相关，与 Ｐｐｍ１ｇ相关的疾病包括肿瘤［２４］

与品行障碍［１１］。一项遗传分析证实，一名男性中年癫

痫患者，因基因突变导致脊髓肿瘤发生［２５］，并且较高

水平的Ｐｐｍ１ｇ与不良预后密切相关［２６］。Ｐｐｍ１ｇ甲基
化的改变是品行障碍患者冒险倾向、冲动增加的原因

之一，而品行障碍病史是一种和癫痫高度相关的危险

因素［２７］。Ｐｐｍ１ｇ与神经元细胞凋亡增加以及应激信
号升高有关，其具有显著的胚胎致死性，Ｐｐｍ１ｇ在调节
细胞的周期进程和应激反应中都在发挥着至关重要的

作用［１０］。Ｐｐｍ１ｇ的过表达促进去磷酸化，从而改变细

胞周期、转录和调控［２８］。因此，Ｐｐｍ１ｇ可能在参与癫
痫发病机制中起着非常关键的作用。

　　蛋白质的磷酸化是一种普遍存在的可逆翻译后修
饰，参与各种各样的生物活动过程。在人类中，９８％的
磷酸化存在于丝氨酸／苏氨酸，且受到蛋白激酶和蛋白
磷酸酶的调节［２９］。此外，丝氨酸／苏氨酸的去磷酸化
由３种不同的磷酸酶调节，分别是钙调蛋白磷酸酶、磷
酸蛋白磷酸酶，以及基于天冬氨酸的 ＲＮＡ聚合酶，其
中钙调蛋白磷酸酶的作用最重要［３０］。

　　有研究表明，缺乏钙调蛋白磷酸酶的小鼠，表现为
运动能力减弱，其骨骼肌的过度磷酸化与线粒体结构

异常有关［３１］。本研究结果显示，ＮＨＥ１基因敲除小鼠
运动能力明显下降，其海马神经元细胞胞质融合，轮廓

模糊，核固缩变圆，染色加深。一项基于生物本体的分

析表明，钙调蛋白磷酸酶在对环境变化的适应性代谢

反应中起着高度保守的枢纽作用，介导和细胞过程相

关的基因表达［３２］，因此，钙调蛋白磷酸酶也间接反映

了神经毒性。钙调蛋白磷酸酶在控制全身能量和体重

稳态中起关键作用，因此，和钙调蛋白磷酸酶相关的信

号是许多生理过程的核心［３３］。

　　本研究中ＧＯＭＦ显著富集在蛋白丝氨酸／苏氨酸
磷酸酶活性、ＧＴＰ酶结合、蛋白磷酸酶结合、磷酸酶活
性以及磷酸酶结合等，并且蛋白质组学结果显示钙调

蛋白磷酸酶家族成员 Ｐｐｐ３ｃｂ下调，ＰＰＩ结果表明，
Ｐｐｐ３ｃｂ和 Ｓｌｃ９ａ１有直接作用关系。另外，ＧＯＣＣ显
著富集在质膜部分、细胞外空间、肌纤维膜以及收缩纤

维等，其中质膜部分数量最多，提示缺失 ＮＨＥ１，胞外
区域最先受到影响，导致胞内和胞外失去联系，胞内会

启动其他的结构和连接进行代偿，从而维持细胞稳态。

ＧＯＢＰ富集在负向调节生物过程、蛋白质的去磷酸
化、免疫应答、钙离子调节以及胞吐作用等过程，说明

ＮＨＥ１会影响蛋白质的磷酸化水平，这一机制可能和
钙离子相关的调控有关。

　　综上所述，本研究确定了 ＮＨＥ１基因敲除小鼠海
马组织中差异蛋白 Ｐｐｐ３ｃｂ和 Ｐｐｍ１ｇ的表达变化，为
进一步研究Ｐｐｐ３ｃｂ和Ｐｐｍ１ｇ参与癫痫发病机制提供
了依据，但具体的机制还需要深入研究。
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