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缩略语表 
 

 

缩略词 英文全称 中文全称 

AAV Adeno-associated virus 腺相关病毒 

AD Alzheimer disease 阿尔茨海默症 

ADHD Attention deficit hyperactivity disorders 注意力缺陷多动障碍 

AKT RAC-alpha serine/threonine-protein kinase RAC-alpha丝氨酸/ 苏

氨酸-蛋白激酶 

ASFMR Antisense FMR1 transcripts FMR1 基因转录本反

义序列 

CB1 Cannabinoid receptor 1 大麻素受体 1 

ChIP Chromatin Immunoprecipitation 染色质免疫共沉淀 

CREB AMP-response element binding protein 环磷腺苷效应元件结

合蛋白 

CTCF CCCTC binding factor CCCTC 结合因子 

DHPG (R,S)-3,5-Dihydroxyphenylglycine (R,S)-3,5-二羟基苯基

甘氨酸 

Dlk Delta-likehomologue Delta 样同源蛋白 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 改良 Eagle 培养基 

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay 酶联免疫吸附测定 

EphA2 Ephrin Type-A Receptor 2 Ephrin A 型受体 2 

EPSP Excitatory postsynaptic potential 兴奋性突触后电位 

ERK Extracellular regulated protein kinases 胞外信号调节蛋白激
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酶 

ESC Embryonic stem cell 胚胎干细胞 

FAK Focal  adhesion  kinase 粘附斑激酶 

fMRI Functional magnetic resonance imaging 功能性核磁共振成像 

FTD Frontotemporal dementia 额颞叶痴呆 

FTLD Frontotemporal lobar degeneration 额颞叶变性 

FMR1 Fragile X mental retardation gene 1 脆性 X 智力低下基因

1 

FMRP Fragile X mental retardation protein 脆性 X 智力低下蛋白 

FADD Fas-associated death domain Fas 相关死亡域 

FXS Fragile X syndrome 脆性 X 综合征 

GluA1 Ionotropic Glutamate receptor AMPA-selective 

subunit 1 

离子型谷氨酸受体

AMPA 选择性亚基 1 

GPCR G protein coupled receptors G 蛋白偶联受体 

GIRK G protein-coupled inwardly-rectifying 

potassium channels 

G 蛋白偶联内向整流

型钾离子通道 

GSK3β Glycogen synthase kinase-3β 糖原合酶激酶-3β 

HDAC Histone deacetylase 组蛋白去乙酰化酶 

hESC Human embryonic stem cells 人类胚胎干细胞 

HFS High frequency stimulation 高频刺激 

HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A 3-羟基-3-甲基戊二酰

辅酶 A 

ICM Inner cell mass 内细胞团 

iPSC Induced pluripotent stem cell 诱导的多能干细胞 

-2- 
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IKBα NFκB inhibitor α NFκB 抑制因子 α 

IQ Inteligence Quotient 智力商数 

ITI Intertrial interval 试验间期 

JNK c-Jun N-terminal kinase c-Jun 氨基末端激酶 

KO Knock-out 敲除 

LFS Low frequency stmulation 低频刺激 

L-LTP Late phase of LTP 晚时相 LTP 

LncRNA Long non-coding RNA 长链非编码 RNA 

MCP Middle cerebellar peduncle 小脑中脚 

MMP-9 Matrix metalloprotein-9 金属蛋白激酶-9 

mPFC Midial Prefrontal cortex 前额叶皮层 

MPTP 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-

四氢吡啶 

NIH National Institutes of Health 美国国立卫生研究院 

NFκB Nuclear factor κ-light-chain-enhancer of 

activated B cells 

激活 B 细胞核因子 κ

轻链增强子 

PAK p21-activated kinase p21 激活激酶 

PARP Poly ADP-ribose polymerase 聚 ADP 核糖聚合酶 1 

PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 

PD Parkinson’s disease 帕金森病 

PGRN Progranulin 颗粒体蛋白前体 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 磷酸肌醇激酶-3 

PPI Pre-pulse inhibition 前脉冲抑制 

-3- 
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PSC Pluripotent stem cells 多能干细胞 

PSD Post synaptic density 突触后致密物 

PTX Picrotoxin 印防己毒素 

PTK2B Protein tyrosine kinase 2B 蛋白酪氨酸激酶 2B 

RAC1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 Ras 相关的 C3 肉毒素

底物 1 

RELA V-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene 

homolog A 

v-rel 鸟类网状内皮病

病毒肿瘤基因同系物

A 

RELB V-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene 

homolog B 

v-rel 鸟类网状内皮病

病毒肿瘤基因同系物

B 

RISC RNA-induced silencing complex RNA 诱导沉默复合物 

RVG Rabies virus glycoprotein 狂犬病毒糖蛋白 

SAPs Sphingolipid activator proteins 鞘磷脂激活蛋白 

S-DEP Sleep deprivation 睡眠剥夺 

shRNA Short hairpin RNA 短发卡 RNA 

siRNA Small interfering RNA 小干扰 RNA 

SGZ Subgranular zone of the dentate gyrus 海马齿状回颗粒下区 

SLPI Secretory leucocyte protease inhibitor 分泌型白细胞蛋白酶

抑制剂 

STEP Striatal-enriched protein-tyrosine phosphatase 纹状体富集蛋白-酪氨

酸磷酸酶 

SVZ Subventricular zone of the lateral ventricles 侧脑室的室管膜下区 

TACE TNFα converting enzyme TNFα 转化酶 

-4- 



空军军医大学博士学位论文 

TBS Theta-burst stimulation Theta 波刺激 

TDP-43 Transactive response DNA binding protein 43 

kDa 

反式激活反应DNA结

合蛋白 43kDa 

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine N,N,N',N'-四甲基乙二

胺 

TNFα Tumor necrosis factor α 肿瘤坏死因子 α 

TNFR1 TNFα receptor 1 肿瘤坏死因子受体 1 

TNFR2 TNFα receptor 2 肿瘤坏死因子受体 2 

TRADD TNFR1-associated death domain TNFR1 相关死亡域 

TTX Tetrodotoxin 河豚毒素 

UTR Untranslated region 非翻译区 

WT Wild-type 野生型 
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中文摘要 
 

【目的】 

脆性 X 综合征（Fragile X syndrome, FXS）是 X 染色体连锁遗传性疾病，会导致

一系列发育问题，包括学习和认知障碍，是临床上发病率仅次于唐氏综合征的遗传

性智力障碍疾病。FXS 发生率男性约 1/4,000，女性 1/8,000，并且男性通常情况下比

女性患者严重。经过 DNA 分析诊断大约有 2.8%的智力障碍患者为 FXS[1]。FXS 患

者往往生活无法自理，给家庭和社会带来沉重负担。早期的优生优育诊断是降低患

儿出生率的有效途径。同时，探索其发病机制对已经出生患者的治疗具有重要意义。

大约三分之一的 FXS 患者具有孤独症的症状，是良好的孤独症模型，所以研究该疾

病有利于了解自闭症的发病机制。FXS是由于脆性X智力低下基因1(Fragile X mental 

retardation 1 gene，FMR1)的突变或其他原因导致的启动子区过度甲基化引起其编码

蛋白 FMRP 缺失所导致。FMRP 是一种 mRNA 结合蛋白，参与 mRNA 的转运、翻译，

通过抑制突触调控蛋白的表达，在数分钟内就可以调节神经元突触可塑性[2]。 

神经营养因子可以调控神经元发育和突触传递，是治疗神经损伤等疾病的潜在

药物靶点。颗粒体蛋白前体（progranulin，PGRN），是由 GRN 基因编码的一种分泌

型糖蛋白，同时也是一种重要的神经营养因子。PGRN 最早在小鼠畸胎瘤细胞系 PC
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的培养液中发现。PGRN 参与伤口修复、炎症反应及生长发育等多项重要的生理活

动[3]。近来研究发现，PGRN 基因突变与额颞叶变性(frontotemporal lobar degeneration, 

FTLD)的发生密切相关。已有研究发现孤独症患者血浆中颗粒体蛋白前体显著增加。

但是关于 PGRN 是否参与脆性 X 综合征发病仍未见文献报道。 

本研究拟分别从 PGRN 对神经元发育和突触传递的影响入手，探讨 PGRN 水平

与 FXS 突触结构可塑性异常的关系。 

【方法】 

1. 利用转录组高通量测序确定WT和KO小鼠脑内差异表达的基因； 

2. Western blot检测成年WT和KO小鼠内侧前额叶皮层（medial prefrontal cortex，

mPFC）和海马PGRN的表达差异； 

3. Western blot检测出生3，7，14，28，56天时WT和KO小鼠mPFC区PGRN水平； 

4. 利用酶联免疫吸附测定（enzyme-linked immuno sorbent assay，ELISA）法检

测WT和KO小鼠脑内PGRN水平； 

5. 建立睡眠剥夺（Sleep deprivation, S-DEP）模型研究PGRN和肿瘤坏死因子α

（tumor necrosis factor α, TNFα）在中枢神经系统中的作用； 

6. 利用水迷宫和新物体（位置）识别实验观察脑室注射PGRN后S-DEP小鼠空

间记忆能力的变化； 

7. 利用高尔基染色观察脑室注射PGRN后S-DEP小鼠海马CA1区神经元树突棘

的数目变化； 

8. 利用EdU染色观察脑室注射PGRN后S-DEP小鼠海马齿状回颗粒下区

(subgranular zone of the dentate gyrus, SGZ)新生神经元的数目变化； 

9. 采用免疫荧光技术，检测不同浓度外源性PGRN对体外培养的WT和KO皮层

神经元树突棘数目和形态的影响； 

10.  应用膜片钳和MED64电生理技术，观察外源性PGRN对WT和KO小鼠mPFC

脑片mEPSC和LTP的影响； 

11.  通过慢病毒表达PGRN小发卡RNA（short hairpin RNA, shRNA）降低WT和

KO小鼠脑内PGRN水平，观察其对LTP的影响； 

12.  降低WT和KO小鼠脑内PGRN水平后，利用高尔基染色技术观察mPFC脑区
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树突棘密度和形态变化； 

13.  降低WT和KO小鼠脑内PGRN水平后，利用行为学技术观察小鼠自发活动和

恐惧记忆变化； 

14.  采用免疫共沉淀技术，检测WT和KO小鼠脑内PGRN和肿瘤坏死因子受体1

和2（Tumor Necrosis Factor Receptor 1 and 2，TNFR1 and TNFR2）的结合情况； 

15.  应用Med64电生理技术检测PGRN、TNFR1、TNFR2对突触可塑性的影响。 

16.  应用甘氨酸诱导化学性LTP，观察PGRN、TNFR1、TNFR2对突触可塑性的

影响； 

17.  采用Western Blot和免疫荧光技术，检测PGRN对于TNFR1和TNFR2下游信

号通路的影响； 

18.  通过腹腔注射调节TNFR1和TNFR2下游信号通路的小分子化合物，观察对

WT和KO小鼠自发活动和恐惧记忆行为的影响； 

【结果】 

1. 转录组高通量测序结果显示：KO小鼠mPFC区PGRN的mRNA显著高于WT小

鼠，Western blot和ELISA在蛋白水平得到相同的结果。此外，脑内PGRN含量在出生

后8周内发生明显的波动，两周时水平最高。 

2. 在S-DEP小鼠模型中，海马区PGRN水平降低，TNFα水平升高； 

3. 脑室注射PGRN保护S-DEP小鼠的空间记忆能力； 

4. 脑室注射PGRN增加S-DEP小鼠海马CA1区神经元的树突棘密度； 

5. 脑室注射PGRN增加S-DEP小鼠海马SVZ区新生神经元的数目； 

6. 低剂量外源性 PGRN(低于 50ng/ml)可以增加 WT 神经元树突棘的密度和成

熟度，促进树突棘发育；高剂量 PGRN（大于 100ng/ml）可引起神经元树突棘密度

增加但是成熟树突棘比例降低，出现类似于 KO 小鼠神经元树突棘发育缺陷的现象，

这提示过量的 PGRN 可能阻碍神经元的成熟。 

7. 小干扰 RNA（small interfering RNA, siRNA）降低 KO 小鼠神经元 PGRN 含

量后可以降低神经元树突棘密度并增加成熟度，提示降低 PGRN 水平可以纠正 KO

小鼠神经元树突棘发育的异常。 

8. 高浓度 PGRN 可以促进谷氨酸受体 A1（glutamate receptor A1, GluA1）和环
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磷腺苷效应元件结合蛋白（cAMP-response element binding protein, CREB）的磷酸化

并增强突触传递，但是会阻碍进一步 LTP 的诱导，提示过量 PGRN 可能对 LTP 存在

饱和性抑制。 

9. 降低KO小鼠脑内PGRN后，可以挽救mPFC的LTP、树突棘发育障碍、过度活

动和恐惧记忆的损害。 

10.  在脑内PGRN主要与TNFR2结合，并特异性激活TNFR2下游活化B细胞的核

因子κ-轻链增强子（nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells，NFκB）

亚基p52和RELB，从而促进下游基因的转录。 

11.  为了抑制 KO 小鼠中 TNFR2 的功能，我们分别使用了 TNFα 合成抑制剂

（Thalidomine）、释放抑制剂（TAPI-0）和 NFκB 核转移抑制剂（JSH-23），发现 JSH-23

腹腔注射一周后可以显著改善 KO 小鼠的活动过度和恐惧记忆障碍。 

【结论】 

1. PGRN 通过增加神经元树突棘密度、促进神经元发生改善 S-DEP 小鼠的空间

学习和记忆； 

2. 证实 PGRN 在 FXS 中的重要作用，过量 PGRN 促进 GluA1 和 CREB磷酸化，

引起 LTP 的饱和性抑制； 

3. 过量 PGRN 通过激活 TNFR2 促进 NFκB 入核，激活下游基因转录，增加蛋

白合成，引起神经元树突生长发育障碍； 

4. 小分子化合物 JSH-23 通过抑制 NFκB 的核转录可以显著改善 KO 小鼠的学

习记忆障碍。 

 

关键词：脆性 X 综合症；突触可塑性；颗粒体蛋白前体；突触发育；学习与记忆；

肿瘤坏死因子受体 1；肿瘤坏死因子受体 2；长时程增强 
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Abstract 
AIM 

Fragile X syndrome (FXS) is an X chromosome related inheritable disease, causing a 

series of developmental problems, including learning and cognitive impairment.  It is the 

most common hereditable mental retardation disease which only comes after Down's 

syndrome. The incidence of FXS is about 1 in 4,000 male and 1 in 8,000 female, and male 

patients are more serious than women patients. About 2.8% of Chinese mental retardation 

patients screened by DNA analysis wereFXS[1].The patients usually can't take care of 

themselves, which bring heavy burden to their family and society.Early eugenic diagnosis 

is an effective way to reduce the birth rate of FXS baby. Meanwhile, it is urgently 

necessary to explore the mechanismof FXS for treating FXS children. At the same time, 

FXS are good model for autism research, asone third of FXS patients have symptoms of 

autism. Therefore, the study on FXS is helpful for understanding the pathogenesis of 

-10- 



空军军医大学博士学位论文 

autism.FXS is caused by mutation or excessive methylation of FMR1 gene, which caused 

loss of its encoded proteinFMRP. FMRP is a kind of mRNA binding protein, which is 

involved in mRNA transportation and translation.FMRP mainly inhibites protein 

expression, regulating the development of neurons and synaptic plasticity within 

minutes[2]. 

Neurotrophic factors plays roles in neuron growth, synaptic transmission and neuron 

survial. These proteins are potential drug targets for treating central nerverous system 

diseases.Progranulin (PGRN) is known for firstly discovered in a mouse teratoma cell line 

PC,encoded by gene GRN.PGRN is a kind of glycoprotein and an important neurotrophic 

factor. PGRN participates in many important physiological activities such as wound repair, 

inflammatory response, and neuron growth and development. Recent studies showthat 

mutation of GRN is closely related to occurrence of frontotemporal lobar degeneration 

(FTLD)[3]. Previous studies have found PGRN level in patients with autism are 

significantly higher than those in the control group. However, it has not been reported 

whether PGRN is involved in FXS. 

 In this study we started from the study of PGRN function on neuron development and 

synaptic transmission, tryingto elucidate the connection between PGRN and impaired 

synaptic plasticity in FXS mice.  

METHODS  

1. Different genes expression level inWT and KO mice brainwere determined by high 

throughput transcriptome sequencing, and then the differently expressed gene was 

verified by RT-PCR. 

2. PGRN in medial prefrontal cortex (mPFC) and hippocampus from WT and KO mice 

were detected by western blot. 

3. PGRN in mPFCfrom WT and KO mice were detected by western blot at 7, 14, 28 and 

56 days after birth. 

4. PGRN levels in WT and KO mice brain homogenate were detected by ELISA. 

5. Sleep deprivation (S-DEP) mice were used to study PGRN and TNFαfunctionin 
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central nervous system. 

6. Morris water maze and novel object (location) were used to study changes of learning 

and memory in S-DEP mice after intraventricular injection of PGRN. 

7. Golgi staining was used to study changes of dendritic spine density in S-DEP mice 

after intraventricular injection of PGRN. 

8. EdU staining was used to study number of neurogenesis in SGZ of S-DEP mice after 

intraventricular injection of PGRN. 

9. Immunofluorescence staining was used to detect effects of exogenous PGRN on spine 

density and morphology in vitro cultured WT and KO cortical neurons. 

10. Patch clamp and Med64 electrophysiological technology were used to observe the 

effects of exogenous PGRN on synaptic transmission and plasticity in WT and KO 

mPFC slices. 

11. Lentivirus expressingPGRN shRNAwas injected in mPFC to study effect of PGRN on 

LTP in FMR1KO mice. 

12. Golgi staining was used to evaluatedendritic spinedensity and morphology inWT and 

KOmiceafter down regulatingmPFCPGRN level. 

13. Behavioral techniques were used to observe spontaneous activity and fear memory in 

WT and KO miceafter down regulating mPFC PGRN level. 

14. Binding of PGRN to TNFR1 and TNFR2 was detected byimmunoprecipitationin 

brain. 

15. Effects of PGRN on synaptic plasticity through TNFR1 or TNFR2 were dected by 

Med64 electrophysiological technology. 

16. Effects of PGRN, TNFR1 and TNFR2 on synaptic plasticity were evaluated by 

glycine induced chemical LTP. 

17. Western Blot and immunofluorescence satining were used to detect effect of PGRN 

on downstream signaling pathway of TNFR1 and TNFR2. 
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18. Spontaneous activity and fear memory were observed after intraperitoneal injection of 

small molecular compounds regulating TNFR1 and TNFR2 downstream signaling 

pathways. 

RESULTS 

1. Digital gene expression profiling showed that PGRN mRNA in mPFC from KO mice 

was significantly higher than that in WT mice. PGRN protein levels were verified by 

Western Blot and ELISA. It was also found that PGRN levels in the brain fluctuated 

significantly in 8 weeks after birth, with the highest level at 2 weeks. This result 

suggests that PGRN may be related to synapse elimination in early neuronal 

development. 

2. Decreased PGRN level while increased tumor necrosis factor α (TNFα) level in 

hippcampus S-DEP mice. 

3. Intraventricular injection of PGRN protected spatial memoey in S-DEP mice. 

4. Intraventricular injection of PGRN increased dendritic spine density in S-DEP mice. 

5. Intraventricular injection of PGRN promoted neurogenesis in S-DEP mice. 

6. Low-dose exogenous PGRN (below 50 ng/ml) increased the density and maturation 

of dendritic spine in WT neurons. However, high doses of PGRN (exceed 100 ng/ml) 

increased dendritic spines density but decreased proportion of mature spine in WT 

cultured neurons, which was smiliar to the KO neurons, suggesting that excessive 

PGRN may impair neuron maturation.  

7. Dendritic spines density was decreased and the maturity was increased through 

reducing PGRN in KO neuron by siRNA, suggesting that lowering PGRN can rescue 

the abnormal development of dendritic spine in KO neurons. 

8. Higher concentration of PGRN promoted the phosphorylation of GluA1 and CREB, 

producing a saturated inhibition on LTP, enhancing synaptic transmission, which will 

hinder the further induction of LTP, suggesting a saturated inhibition of LTP. 

9. Reducing the PGRN in brain of KO mice restored mPFC LTP, dysplasia of dendritic 

spine, hyperactivity and the damage of fear memory. 
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10. In brain, PGRN mainly binded with TNFR2 but not TNFR1, and specifically activated 

TNFR2 downstream pathway NFκB subunit p52 and RELB, promoting the 

transcription of down-stream genes. 

11. TNFα synthesis inhibitor (Thalidomine), TNFα release inhibitor (TAPI-0), and NFκB 

translocation inhibitor (JSH-23) were used to downregulate TNFR2 function in KO 

mice. Intraperitoneal injection of JSH-23 for one week significantly ameliorated the 

hyperactivity ofKO mice and fear memory disorders. 

CONCLUSION  

1. PGRN ameliorated spatial memory through increasing dendritic spine density and 

promoting neurogenesis in S-DEP mice. 

2. We confirm the important role of PGRN in FXS. Higher concentration of PGRN 

promoted the phosphorylation of GluA1 and CREB, producing a saturated inhibition 

on LTP in FXS mice. 

3. Excessive PGRN promotes the transcription of downstream genes by activating 

TNFR2, and increases protein synthesis, causing dendritic spine development 

retardation in FXS mice. 

4. Small chemical compound JSH-23 can significantly ameliorate the learning and 

memory disorders of KO mice by inhibiting the nuclear transcription of NFκB. 

 

Key words: Fragile X syndrome; synaptic plasticity; progranulin; synapse development; 

learning and memory, TNFα, TNFR1, TNFR2, LTP 
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前言 
 孤独症谱系障碍（Autism Spectrum Disorder, ASD），又称自闭症。但它并不是一

种心理疾病，而是由于大脑发育障碍导致的疾病。自闭症最重要的两个致病因素是

遗 传 和 环 境 [4, 5] 。 已 发 现 的 自 闭 症 相 关 基 因 已 达 到 881 个

（https://gene.sfari.org/database/human-gene/）。FXS 是遗传性智力障碍和自闭症最常

见的发病原因，两者之间有许多重叠的表型[6]。尽管 FXS 在所有 ASD 病例中只占 2%

到 6%，但是大约 60%的 FXS 患者也符合 ASD 的标准[7, 8]。FXS 会导致各种认知、

行为和生理问题，这些问题往往只能通过支持疗法进行治疗，包括行为疗法和药物

的对症治疗[9]。最近关于 FXS 的基础神经生物学研究取得了重大进展，发现了在 FXS

模型小鼠中可以恢复部分表型的药物，并开展了药物治疗的临床试验。但是目前临

床试验结果显示多种 FXS 的治疗药物并不理想，因此对 FXS 患者发生的突触可塑性

障碍的机制需要进一步深入研究。本文发现了 FXS 中一个过表达的神经营养因子—

—PGRN 既影响未成熟神经元的发育又影响成熟神经元的突触传递。我们的研究结

果提示 PGRN 是一个从多方面调节突触可塑性的分子，可以作为 FXS 治疗的潜在药

物靶点。 
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文献回顾 
一、 脆性 X 综合征(FXS) 

FXS因为其患者细胞的X染色体上存在容易发生断裂的脆性位点而得名，这是区

别于其他X染色体连锁智力障碍疾病的标志。FXS是智力障碍和ASD相关的最常见的

单基因遗传性疾病，尽管不同人群的患病率有所不同，但FXS影响了世界的所有种族。

FXS是一种脆性X相关疾病(Fragile X-associated disorders, FXDs)，它是由FMR1启动

子区域的三核苷酸重复序列CGG的过度重复引起的。这些CGG序列被转录到FMR1 

mRNA中，但是由于他们位于FMR1 mRNA的5'非翻译区域，所以CGG重复单元的数

量不会影响其编码的脆性X智力低下蛋白（Fragile X mental retardation protein, FMRP）

的序列[10]。正常人FMR1启动子区域CGG重复为5-44个，CGG重复为55-200个被称为

“前突变”（pre-mutation），当CGG重复序列大于200个被称为“全突变”

（full-mutation）（Figure 1）。 

在美国人群中，女性前突变的患病率大约是1:151至1:209，男性为1:430到

1:468[11, 12]。这种突变与两种成年发病的疾病有关：脆性X相关震颤/共济失调(fragile 

X-associated tremor/ataxia syndrome, FXTAS)和脆性X相关的原发性卵巢功能不全

(fragile X-associated primary ovarian insufficiency, FXPOI)。在前突变范围内，FMRP

水平随CGG重复数增加而下降[13, 14]，这表明轻度到中度FMRP不足是导致FXTAS携

带者成年前认知障碍的原因之一[15-17]。然而，目前尚无证据表明FMRP水平的降低是

FXTAS发病原因，因为几乎所有FXS患者(几乎没有FMRP)都没有发展成为FXTAS。

现在认为前突变引起的疾病与FMR1 mRNA水平升高后高CGG重复的序列产生的毒

性有关。在前突变患者体内也发现了含CGG重复序列的FMR1转录本反义序列

（Antisense FMR1 transcripts, ASFMR）[18]，同时CGG重复序列在经过核糖体翻译时

产生的聚甘氨酸序列[19]，这些说明前突变患者的发病原因是多样的。实际上，严重

前突变患者(> 150重复)由于CGG重复介导的翻译停滞导致FMRP表达水平降低，会

出现和FXS患者相同的症状，但是程度轻微一些。 

FMR1全突变时(> 200重复)导致FMR1启动子区的甲基化和转录沉默，从而使
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FMRP减少。FMR1前突变携带者的CGG重复序列会随着后代的繁衍一代代增加。

45-54个CGG重复被称为“灰色区域”，是轻度不稳定的状态，至少要经过两代才能

变为全突变[20]。

 
Figure 1.Model of pathogenesis of FXS (full mutation) and FXTAS (premutation). 
Top: In individuals with a normal allele, mGluR5 stimulates translation of a pool of FMR1 mRNA, 
FMRP synthesis is stimulated and serves as a negative feedback by repressing mRNA translation and 
therefore repressing the mGluR5-dependent long-term depression (LTD). In the presence of a full 
mutation, the absence of FMRP results in the loss of translational repression. Translational dependent 
activities are increased (such as mGluR5-dependent LTD). Bottom: premutation alleles result in RNA 
gain-of-function. Overexpression of abnormal FMR1 mRNA (increased CGG repeats) in the 
premutation range may lead to excess binding of CGG mRNA-binding proteins. This excess binding is 
postulated to deplete those proteins from the cellular pool, resulting in the loss of their functions in 
other regulatory processes. (Lancet Neurol. 2007 Jan; 6(1):45-55.) 
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1. 临床表现 

FXTA 患者通常在成年时发病，伴有震颤和/或共济失调，可能有执行功能障碍、

神经病变、帕金森病、前庭功能障碍和精神症状如焦虑等，在某些情况下会有自主

功能障碍和痴呆[21]。在临床上，病人通常伴有许多神经症状，这使对他们很难进行

分类诊断，并且疾病进展多变，通常迁延多年。患者会有脑萎缩、脑深层白质信号

增强、核磁共振结果显示小脑中脚信号增强（middle cerebellar peduncle hyperintensity, 

MCP sign）等症状，而标志性的病理特征是在神经元内发现核内包涵体，确诊通常

是通过 DNA PCR 检测 CGG 重复数来进行。前突变携带者中 20%的女性患者被诊断

为 FXPOI[2]。60 岁之前前突变患者往往智力正常、生育能力正常、生活正常，然而

60 岁之后 40%的男性和 16%的女性发展为 FXTAS[22, 23]。男性发病率为 1:813，女性

发病率为 1:259[12, 24]。 

FXS 在幼儿时发病。患有 FXS 的儿童通常表现出语言发育迟缓，虽然经常也会

出现轻微的运动迟缓，但是受影响的男性通常是因为语言迟缓而去医院就诊。肌张

力减退通常在发育的早期就存在，会随着生长发育而改善，进入学龄期就会发展为

协调障碍。女性和症状较轻的男性 FXS 患者早期语言习得可能正常，但表现出焦虑、

注意力缺陷多动障碍(Attention Deficit Hyperactivity Disorder, ADHD)或在学校学习

困难等其它问题[7]。约 85%的男性患者和约 30%的女患者会显示出从轻微到严重的

智力障碍（IQ < 70）。童年时期他们的智商往往随着年龄的增长而下降，这并不是由

于智力退化导致的，而是智力发展速度较其他正常儿童迟缓的结果。成年男性患者

的平均智商为 40 到 50，心理年龄约为 5 至 6 岁[25]。成年女性患者由于另一条 X 染

色体上等位基因的代偿作用，临床表现更加多变，平均 IQ 在 80 左右。 

患儿可能有焦虑、注意力缺失、多动、冲动、自残、攻击行为、感觉过敏、感觉

迟钝、自言自语、不由自主拍手等。约 50%的男性患者和约 20%的女性患者满足孤

独症的诊断标准[26]。约 13％-18％的男性和 4％的女性患者会发生癫痫。约 70％-80％

的患者会出现脑电图谱的异常。随着年龄增长，多数男性和约一半的女性患者会出

现明显的身体特征。这些特征包括：脸部狭长、大耳朵、下巴和前额突出、手指关

节活动幅度过大、扁平足、耳朵外凸、高腭弓、嘴大唇厚、皮肤过软等[27]。 
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2. FXS 与共情障碍 

 共情(empathy)一词最早属于认知科学和心理学的范畴，直到近年来才受到神经

科学界的重视和应用。简单的定义是指“分享别人感受的能力”[28]，Decety 把共情

定义为“因能够理解别人的情绪状态、分享别人的感受和想象别人的期望而产生的

情绪反应”[29-31]。 

 目前研究最广泛的共情是疼痛共情。疼痛共情可以反映社会族群的偏好性，如中

国被试者在分别看到中国人和高加索人接受针扎刺激图片时，被试者对本族人产生

的疼痛共情评分显著高于外族人，且 ACC、辅助运动区、前岛叶等情绪脑区激活的

强度也更高，提示人类疼痛共情具有文化和民族特异性[32, 33]。此外共情水平异常和

损伤与精神性疾病发生密切相关，如自闭症、自恋症、焦虑症、抑郁症、人格障碍、

精神分裂症等[34]。人类 fMRI 结果已明确，疼痛共情的脑中枢主要在前额叶，如前扣

带回(anterior cingulate cortex, ACC)、前腹侧岛叶(anterior ventral insula)。 

 正常小鼠与足底皮下注射蜜蜂毒液的小鼠相处 30 分钟后机械痛阈降低，热痛阈

不变，这一现象需要 mPFC 的参与[35]，提示小鼠存在痛共情的现象。一只小鼠观测

同笼饲养的另一只小鼠腹腔注射醋酸，结果观察组动物出现双足热痛敏；分别通

过化学损毁小鼠双侧嗅球导致嗅觉障碍、破坏听骨链导致听觉障碍、用不透明屏障

阻断视觉后，只有阻断视觉时小鼠疼痛共情反应消失，提示视觉在共情产生中至关

重要[36]。大鼠看到另一只同伴被困在束缚器中，会试图找到打开束缚器门的方法而

解救同伴[37]。雌性大鼠更易产生共情，对受困同伴施救速度更快；面对同种属雌雄

两性，对受困雌性同伴的救援速度更快；同种属大鼠同笼或不同笼(熟悉程度不同)

都会施加救援行为；不同种属大鼠必须在同笼饲养 2 周后才会施加救援行为[38]。同

时在一个非常有创新意义的双 T 迷宫实验中，一只大鼠可以自由进入 T 迷宫的两臂

（actor），且两臂内均有食物；而对面迷宫的大鼠只能根据对方的选择进入一个臂

（parter），但只有一个臂中有食物，即这只大鼠是否能获得食物会受到 actor 大鼠选

择的影响。实验结果显示 actor 大鼠更倾向于做出让双方都获得食物的选择，提示大

鼠存在利他行为[39, 40]。这些实验结果说明大鼠和小鼠均存在共情行为，但研究共情

行为的动物模型还很少，共情的神经生物学基础也有待于进一步研究。 

 推测他人的情绪和观点作为认知的重要组成部分，ASD 患者此功能往往发生障
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碍，这被认为与 ASD 患者的社会交往障碍密切相关[41]。推断别人的情感和观点可以

在即使没有诸如面部表情或韵律这样的直接情感线索来实现。由于在没有情感线索

的情况下推断他人的情绪在良好社会关系中发挥着重要的作用[42]，一旦此功能受损，

将严重影响个人的社交行为，这也是 ASD 患者社交障碍的潜在原因[43]。催产素可以

改善 ASD 患者或动物模型的社交障碍[44-46]，同时催产素也可以显著增加共情行为

[47-49]，这提示催产素改善 ASD 的社交障碍可能与提高共情水平有关。 

 一般认为发生孤独症时共情行为受损，但也有观点指出孤独症患者对周围人的愤

怒、焦虑等情绪更加敏感。所以孤独症时共情水平的高低还有待于进一步研究。同

时 FXS 小鼠作为一个良好的孤独症模型，其共情的评估也未见报道。 

3. 动物模型 

 要研究疾病的发生机制和治疗手段，良好的疾病模型必不可少。研究人员建立了

不同的 FXS 动物模型用来研究缺乏 FMRP 对行为、mRNA 翻译和药理干预的影响。

但是几乎所有动物模型都不相同于人类的基因型，因为目前研究 FXS 动物模型通常

采用 FMR1 基因敲除的方法使 FMR1 转录丧失，从而导致 FMRP 缺失，而人类 FXS

患者 FMR1 沉默是由于 CGG 过度重复导致甲基化引起[10]。FMR1CGG 敲入（knock in, 

KI）小鼠更贴近于人的发病机制，通过向 FMR1 启动子区敲入 CGG 重复序列，并且

控制敲入 CGG 重复数目，可以分别得到“前突变”和“全突变”的小鼠。令人惊讶

的是，CGG 重复超过 200-300 时仍然没有发生 FMR1 启动子区甲基化，这可能与全

突变患者身上仍有部分细胞 FMR1 启动子区未甲基化的现象存在某种联系[50]。KI 小

鼠 FMR1mRNA 水平升高，但是 FMRP 降低，出现与 FXTAS 相似的特异性神经病理

学特征——神经元和星形胶质细胞内核内涵体的出现和 Purkinje 细胞数量的减少。

在行为学方面，Morris 水迷宫记忆损伤、转棒运动能力受损、活动过度、焦虑减少、

被动回避受损[10]。就目前的研究结果看，FMR1CGG KI 小鼠兼具 FXS 和 FXTAS 的

部分表型，可以同时作为这两种疾病的研究模型。除此之外，这种小鼠 FMR1 基因

CGG 重复数超过 200 后仍未发生甲基化的现象也有待进一步研究。 

 另一种在研究中广泛应用的动物模型是 FMR1 KO 小鼠。对 FMR1 KO 小鼠的行

为缺陷进行了大量的行为测试。FMR1KO 小鼠在空间学习上表现出明显缺陷，在声
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音诱导惊吓反射的前脉冲抑制(pre-pulse inhibition, PPI)发生障碍，活动明显增多，并

且更容易诱导癫痫发作。在神经元发育方面，FXS 患者大脑皮层神经元树突棘密度

增加，不成熟树突棘比例增加。同样的现象在 FXS 的小鼠模型上也可以观察到[51]。

在正常情况下，从婴幼儿到成年大脑神经元树突棘会发生修剪（pruning），数目减少，

成熟树突棘比例增加[52, 53]；而成年 FXS 小鼠相较于 WT 小鼠的树突棘形态和密度更

类似于一种未成熟状态，这表明 FXS 小鼠神经元树突棘发育存在障碍。 

 突触可塑性方面，在 FXS 模型小鼠海马区，Theta-burst stimulation（TBS）诱导

的突触传递长时程增强（long term potentiation，LTP）正常，低频刺激（low frequency 

stimulation，LFS）诱导的长时程抑制（long term depression，LTD）显著降低，而

DHPG（(RS)-3,5-Dihydroxyphenylglycine）诱导的 LTD 则显著增强[54]，高频刺激（high 

frequency stimulation，HFS）诱导的 LTP 正常。在皮层 LFS 诱导的 LTD 正常而 HFS

诱导的 LTP 受损[55]。 

 在果蝇的 FMR1 同源基因 dFMR 鉴定出来后，建立了果蝇的 FXS 模型[56]。dFMR

敲除果蝇在解剖结构上是正常的，但表现出行为异常。结果表明，dFMRP 缺乏导致

生理节律异常、运动缺陷、求偶行为改变。转基因果蝇中枢神经系统出现神经元形

态异常。dFMRP 缺失导致蘑菇体缺损，并引起轴突分支的改变。 

 为了研究 FMRP 在发育过程中的作用，在斑马鱼中采用吗啉代反义寡核苷酸敲

低技术减少 FMRP；在受精卵中注入反义的寡核苷酸，将短时降低目的基因。采用

这种方法，观察到一些 FXS 的表型，包括轴突分支、导向的异常[57]。然而，这些结

果仍然有争议，因为 FMR1 KO 斑马鱼并没有明显的表型。这表明，吗啉代反义寡核

苷酸注射敲低 FMR1 斑马鱼的表型可能是由于人工引起的电位变化导致的。 

 小鼠与人类大脑在形成和结构方面的差异对利用小鼠模型研究 FXS 患者的异常

大脑发育和功能带来了挑战。人类大脑的形成时间更长，小鼠只要数周而人类则需

要数月。更重要的是，人类的大脑更依赖于神经元和星形胶质细胞的共同作用，因

此 FXS 小鼠模型可能无法充分揭示 FXS 患者的发病机制。但是所有动物模型对于阐

明 FXS 临床症状的分子机制仍有重要价值。 
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4. 细胞模型 

 人类多能干细胞(pluripotent stem cells, PSCs)，包括人类胚胎干细胞(embryonic 

stem cells, ESCs)和特别诱导的 PSCs (induced PSCs, iPSCs)，提供了 FXS 研究的细胞

模型，可以用来揭示 FXS 患者神经元发育和功能障碍的分子机制。人类 FXSPSCs

细胞模型的建立拓展了研究人员对 FMR1 表观遗传沉默机制和神经元发育方面的认

识[58]。为什么使用人体细胞来研究导致 FXS 的潜在机制，特别是那些影响神经系统

的机制？有一个重要的原因：CGG 过度重复导致 FXS 的 FMR1 基因表观遗传沉默的

现象只发生在人类身上：CGG 重复序列超过 200 的小鼠 FMR1 启动子区没有发生甲

基化和沉默[59]，表明人类和小鼠的表观遗传机制是不同的。 

 在 2005 年 Verlinsky 最先将携带 FXS 突变的 hESCs 从胚胎中分离出来[60]。由于

FXS 的可遗传性，体外受精后的胚胎经过遗传诊断筛选患有 FXS，就可以从中分离

出干细胞建立 FXS 细胞模型。出于研究目的，可以从这些胚胎的内胚层细胞群(inner 

cell mass, ICM)中分离出它们[61-64]。自最初报道以来，已有多种 FXS hESCs 被开发

出来[65]。然而，只有极少数的 FXS hESC 细胞系被美国国立卫生研究院（National 

Institutes of Health, NIH）批准在人类胚胎干细胞注册中心上市，这制约了研究人员

对这些细胞的使用。Eiges 等第一次详细描述了人类 FXS 胚胎干细胞（human 

embryonic stem cells, hESC）。数据证实，从 FXS 胚胎中提取的细胞符合 hESCs 的标

准，并且细胞保留了 FMR1 的全长突变。然而令人惊讶的是，FMR1 在这些细胞中没

有甲基化并可以正常表达，这些细胞分化后才出现表观遗传沉默，这提供了研究

FMR1 沉默机制的新范式(Figure 2)。最近来自多个 FXS hESCs 细胞系的研究结果表

明：最初胚胎的 ICM 细胞在干细胞时期可能出现不同程度的 FMR1 甲基化[66]。因此，

未分化的细胞可以发生表观遗传沉默。随着更多的人类 FXS hESCs 被报道和研究，

我们将发现更多的现象。 
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Figure 2.Neuronal differentiation-dependent FMR1 gene inactivation 
Graph depicts the FMR1 gene expression in hPSCs during neuronal differentiation. The FMR1 gene is 
expressed in normal hESCs and its expression levels increase during neuronal differentiation (blue line). 
FMR1 is expressed in FXS hESCs but at lower levels than normal due to partial inactivation and is 
gradually silenced during differentiation (red line). The FMR1 gene is silenced in FXS hiPSCs and 
throughout neural differentiation. (PSC=pluripotent stem cells, NPC=neural progenitor cells). (Mol 
Cell Neurosci. 2016 Jun;73:43-51. doi: 10.1016/j.mcn.2015.11.011. Epub 2015 Nov 27.) 

5. 发病机制 

 FMRP 是一种 RNA 结合蛋白，与特定的 mRNA 结合以控制其定位和翻译。这一

功能意味着 FMRP 在神经元发育、功能和突触可塑性方面发挥着重要的作用[67-69]。

FMRP 缺失导致蛋白质合成增加，激活许多细胞内信号通路转导，包括 mTOR、

mGluR5、GSK3β、ERK1/2、MMP-9、endocannabinoid、BDNF、PI3K 和胰岛素通路。

动物模型的研究表明，FMRP 在神经元发育过程中也起着至关重要的作用。FMRP

缺乏导致神经前体细胞更多地向神经胶质细胞分化，向神经元分化减少，并增加未

成熟神经元的死亡，减少新生神经元的数目[70-72]。FMRP 缺失的神经元也表现出神

经元树突和棘突的形态异常。来自 FXS 小鼠模型的实验结果拓展了我们对 FXS 的理

解，在 FXS 患者中已经进行了一些药物试验。FMRP 对于活动依赖的突触消除和稳

定具有重要作用[73, 74]。 

 FXS 的 mGluR 理论认为，FXS 中异常的突触功能和某些方面的异常行为是

mGluR 依赖的蛋白合成过度的结果。这个理论是基于三方面的研究结果：首先，

mGluR 激活引发了新的蛋白质合成；第二，FMRP 作为一种 RNA 结合蛋白，是蛋白

质生物合成的“刹车片”；第三，FMR1 KO 小鼠表现出 mGluR 依赖的海马长期突触

可塑性增强，这是一种 FXS 发病机制中的兴奋性传递增强[75]。 
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 另一种大脑中主要的抑制性神经递质-GABA，介导的是抑制性信号的传递。

GABA 通过 GABA 受体发挥作用。GABAA 受体是一种配体门控性氯离子通道，激

活后引起神经元超极化。而 GABAB 受体主要表达在突触前，是一种 G 蛋白偶联受

体(G Protein-Coupled Receptor, GPCR)。GABAB受体激活抑制突触前谷氨酸的释放，

通过开放 G 蛋白激活的内向整流钾离子通道(G protein-coupled inwardly-rectifying 

potassium channels, GIRK)，引起突触后神经元的超极化，从而降低兴奋性突触的谷

氨酸传递。在 FMR1KO 小鼠中，GABAB 受体拮抗剂如巴氯芬或阿巴氯芬能使蛋白

合成和多种行为表型恶化；阿坎酸可以激活 GABAB 和 GABAA 受体，却可以改善

FMR1KO 小鼠的多种表型。与 WT 小鼠相比，FMR1 KO 小鼠脑中促进 GABA 合成

的受体和酶的表达水平显著降低。临床前的研究已经揭示了抗癫痫药甘索酮是一种

神经类固醇和 GABA 受体正向调节剂，它具有镇静、抗焦虑和抗惊厥作用，它改善

FMR1 KO 小鼠的几种表型[76]。 

6. FMR1 基因沉默的机制 

 FMR1 基因甲基化嵌合体的存在证明 FMR1 甲基化对基因沉默十分重要。有些

FXS 患者是甲基化嵌合体，尽管他们的 CGG 重复序列超过 200，但是他们身体的一

些细胞亚群没有发生甲基化，一些细胞中甲基化水平较低，或在女性患者的一个等

位基因中没有发生甲基化[50]。极少数全突变的男性患者由于他们的 CGG 未甲基化，

在临床上他们仅表现出轻微的症状[77-80]。 

 研究人员广泛使用了遗传和表观遗传的方法研究激活或抑制 FMR1 表达的分子

机制[58]（Figure 3）。DNA 足迹的方法确定了结合在 FMR1 基因启动子区的 4 个转录

因子，它们分别为 α-PAL/nuclear respiratory factor(NRF1)、specificity protein 1 (Sp1)、

(histone H4 transcription factor 1) H4TF1/Sp1-like、myelocytomatosis viral 

oncogene-c(c-myc)。在多种正常细胞 FMR1 中均检测到这四种转录因子的结合，但

在 FXS 患者的细胞中它们与 FMR1 的结合减少[81]。ChIP 的研究结果表明，正常细胞

的 FMR15’非翻译区与乙酰化 H3 和 H4 结合，从而激活转录。组蛋白 H3K9、H3K27、

H4K20 甲基化会抑制基因转录；H3K4、H3K36、H3K79 甲基化会激活基因转录。在

FXS 细胞中，FMR1 基因的乙酰化 H3 和 H4 水平显著降低，并且乙酰化 H3 的水平
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与 CGG 重复数成反比。此外，FXS 细胞中 H3K4 的甲基化减少，而 H3K9 甲基化增

加，与 FXS 细胞中 FMR1 的沉默状态一致。组蛋白修饰的这些变化仅限于 FMR1 启

动子区。此外，人类胚胎干细胞中 FMR1 沉默与包括 H3K4me2 在内的染色质激活状

态的标志物减少和包括 H3K9me3 在内的染色质抑制状态的标志物增加有关[66]。然而，

对 FMR1 启动子未甲基化的全突变男性患者的研究发现，其启动子区去乙酰化 H3、

H4 和甲基化 H3K9 仍然增加，这说明 FMR1 基因沉默时组蛋白修饰可能与 DNA 甲

基化无关[82]。这些看似矛盾的研究结果表明，调控 FMR1 表达的机制十分复杂。另

一方面，FMRP 已被证明可以与 miRNAs 结合[83]，人类 FMR1 基因座可以编码多个

长链非编码 RNA(long non-coding RNA, LncRNA)[82, 84]。FXS 患者基因组中除 FMR1

外还有多个基因也发生甲基化沉默，如 FAM 11A[85]和一些长链非编码 RNA，如

ASFMR1[18]和 FMR6[84]。 

 
Figure 3.The FMR1 gene promoter in normal cells is unmethylated and is enriched with active 
chromatin markers such as acetylated Histone H3 (Ac-H3), acetylated Histone H4 (Ac-H4), 
trimethylated H3 at lysine4 (H3K4-me3) but low in inhibitory chromatin markers such as trimethylated 
histone H3 at lysine 9 (H3K9-me3). The FMR1 gene promoter in cells from FXS patients is methylated 
and is enriched with inactive chromatin marker such as H3K9-me3 but low in active chromatin markers. 
Treatment with DNA methyltransferase inhibitors such as 5azaC or HDAC inhibitors such as 
trichostatin A, butyrate or splitomicin can partially change the histone signature and reactivate the 
FMR1 gene.(Mol Cell Neurosci. 2016 Jun;73:43-51. doi: 10.1016/j.mcn.2015.11.011. Epub 2015 
Nov 27.) 

 FMR1 基因上游约 685 到 800 个核苷酸的位置发现了甲基化边界，以及与该区域

相结合的几种核蛋白质，包括绝缘蛋白 CCCTC binding factor（CTCF）。FXS 细胞中

CTCF 与 FMR1 该区域的结合缺失[18]。CTCF 结合可以阻止 FMR1 基因沉默，但不能
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阻止 DNA 甲基化[86]。研究人员推测 CTCF 可以通过调节染色体构象发挥作用。另一

项使用人类胚胎干细胞的研究表明，组蛋白标志物的变化先于 DNA 甲基化发生[87]。

用 5-氮杂胞苷将 FMR1 启动子区去甲基化后，CGG 重复的突变型 mRNA 会介导

H3K27 甲基化，抑制基因的转录[88]。最近研究证实过多 CGG 重复的 FMR1 mRNA

会和 DNA 结合形成 R-loop 介导 FMR1 沉默[89, 90]。因此，可能有多种机制发挥沉默

FMR1 基因的作用。 

7. FXS 的治疗 

7.1. 对症治疗 

 在对症治疗方面，叶酸有一定的预防作用。非典型抗精神病药利培酮[91]、阿片受

体拮抗剂纳洛酮、促肾上腺皮质激素释放激素(adrenocorticotropichormone, ATCH)都

可用于缓解 FXS 的症状[92]。舍曲林也已被为数不多的开放性研究证明可改善自闭症

患者的焦虑、激越、易激惹、愤怒、刻板等，患者对药物耐受较好[93, 94]。双丙戊酸

钠可有效改善自闭症患儿的情绪不稳、易激惹、冲动行为、攻击行为，减轻脑电图

异常，患者药物耐受良好[95, 96]。 

7.2. 特异性药物治疗 

 随着对 FMRP 在突触水平上的功能了解越来越多，研究人员期望通过调节特定

受损神经元受体的功能而治疗 FXS[97]，所以在这类药物的研究方面开展了大量工作，

发现了一些药物，但是临床实验的结果显示他们或者改善症状的效果不明显或者毒

性太大，所以目前为止并没有上市的针对 FXS 的特效药，然而所有的这些研究对下

一步的药物研发提供了良好的借鉴。 

 洛伐他汀：通常用于治疗高胆固醇血症。他汀类药物可以抑制 RAS 蛋白的活性，

这是 FXS 中引起蛋白过度合成的上游分子。洛伐他汀作为一种弱效的 RAS 抑制剂，

通过干扰 RAS 法尼基化，将其募集在细胞膜上，从而抑制了 ERK 信号通路的激活，

减少 FMRP 调控的蛋白质合成。洛伐他汀已经进行了临床前试验，下一步临床试验

即将开始[98]。 
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 二甲双胍：是一种广泛用于治疗 2 型糖尿病的药物，它也可以减少 ERK 通路的

激活。洛伐他汀和二甲双胍治疗 FMR1KO 小鼠纠正了包括蛋白质过度合成在内的多

种表型[99]。 

 基质金属蛋白酶 9 (matrix metalloprotein-9,MMP9)：是一种细胞外 MMP，可以

降解促进突触成熟和稳定所需的蛋白质，在 FMR1 KO 小鼠的脑组织中表达过多，

MMP9 基因敲除或使用抑制剂米诺环素可纠正 FMR1 KO 小鼠的多种表型[100]。 

 锂：可以抑制 GSK3 参与的蛋白合成。慢性锂治疗可以纠正 FMR1 KO 小鼠的多

个表型[101]。 

 纹状体富集蛋白-酪氨酸磷酸酶（Striatal-enriched protein-tyrosine phosphatase, 

STEP）：表达在一些脑区的神经元中，可以作用于包括 AMPA 受体、NMDA 受体、

ERK、酪氨酸激酶 Fyn、酪氨酸蛋白激酶 2β(Protein tyrosine kinase 2B,PTK2B)、丝

裂原活化蛋白激酶 p38 在内的多个靶点。FMRP 可以调控 STEPmRNA 的翻译，

FMR1KO 小鼠中敲除 STEP 可改善突触功能障碍和多种异常行为表型[102]。 

 核糖体蛋白 S6 激酶(ribosomal protein S6 kinase beta-1,p70-S6K)：对调节细胞蛋

白的合成和代谢至关重要，并可以调节 FMRP 的磷酸化，与 FMRP 缺失时蛋白质合

成增加有关。在 FMR1KO 小鼠中基因敲除或药物抑制 p70-S6K，可纠正多种表型。

但是目前没有发现适合人类应用的 S6K 抑制剂[103]。 

 CB1 抑制剂：mGluR5 激活可以产生内源性大麻素，激活大麻素受体 1 

(cannabinoid receptor 1, CB1)能够引起 LTD。给予 FMR1KO 小鼠 CB1 抑制剂利莫那

班和 NESS0327 可以抑制过度激活的 CB1 信号通路，并纠正多种行为表型[104]。 

 p21 激活激酶家族(p21-activated kinase,PAKs)是 Ras 相关的 C3 肉毒素底物 1

（Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, RAC1）和细胞分裂控制蛋白 42(CDC42)

的效应蛋白。它们都是 RHO 小 GTPases，参与调节细胞骨架功能、细胞分裂、运动

和存活。据报道，在 FMR1KO 小鼠中，PAK 信号通路增强，而敲除 PAK 基因或使

用 PAK 抑制剂 FRAX486 可以纠正 FMR1KO 小鼠的表型。但目前没有发现适合人类

应用的抑制剂[105]。 

 AMPA 激酶：AMPA 受体家族是突触后离子型谷氨酸受体，介导快速谷氨酸能神

经传递。AMPA 激酶，如 CX516，是 AMPA 受体的正向变构调节剂。在 FXS 中，
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mGluR 依赖的 LTD 过度增强，导致 AMPA 受体中 GluA1 的减少，这表明增强 AMPA

受体功能可能具有治疗效用。在 FMR1KO 小鼠中没有进行临床前研究。CX516 在 1

例临床试验中未见疗效[106]。 

7.3. 表观遗传治疗 

 考虑到 FMRP 调节大量 mRNA 和各种已知的通路，所以 FXS 患者细胞中异常的

信号通路有许多，很难找到可以同时调节这些信号通路的药物。所以研究人员期望

使用表观遗传的方法重新恢复 FXS 患者 FMRP 的表达，这就促进了表观遗传治疗的

出现。罕见的未甲基化全突变个体的存在，说明使用药理学的方法恢复 FMR1 转录

是可行的。DNA 去甲基化可以用 5-氮杂胞苷。5-氮杂胞苷在细胞复制过程中与脱氧

胞苷类似，并不可逆转地抑制 DNA 甲基转移酶[107]。1998 年，研究人员用 5-氮杂胞

苷处理脆性 X 淋巴细胞样细胞，通过 RT-PCR 检测 mRNA 和 Western blot 检测蛋白

后发现，小部分(5-10%)处理细胞中发现了 FMR1 的表达[108]。由于 CGG 重复数的增

加，mRNA 翻译效率较低，这可能是 FMR1mRNA 和蛋白质水平之间明显差异的原

因。将 5-氮杂胞苷与各种组蛋白去乙酰化酶(histone deacetylase,HDAC)抑制剂丁酸、

苯丁酸或曲古抑菌素 A 联合应用，通过 RT-PCR 检测发现它们对 FMR1 的激活具有

协同作用[107]。然而，单纯使用 HDAC 抑制剂本身并不能诱导 FMR1 的再活化，这表

明 DNA 甲基化对 FMR1 的沉默起主导作用。进一步研究证实 5-氮杂胞苷治疗后，

FMR1 启动子区发生去甲基化[109]。但反对使用 5-氮杂胞苷或 HDAC 抑制剂的主要是

因为它们的靶点是针对全部基因组的。然而，通过基因芯片筛选给药后 10814 个基

因的表达，结果表明治疗后只有很少基因的转录受到影响：5-氮杂胞苷 51 个，曲古

抑菌素 A 23 个。 

7.4. 基因疗法 

 新生的 FMR1KO 小鼠双侧脑室内注射单链腺相关病毒(AAV9)表达 FMRP。

Western blot 和免疫荧光结果显示纹状体、海马、扣带皮层出现 FMRP 的表达。在海

马和皮层，注射后 56 天达到 WT 小鼠大约 50%的水平，并且重复行为和社交损害也

得到明显改善。这些结果首次证明了基因治疗可以纠正 FXS 小鼠模型的行为异常[110]。

通过 CRISPR/Cas9 介导的基因编辑技术将 FXS 胚胎干细胞过度重复的 CGG 序列剪
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切掉以后也可以恢复 FMRP 表达，从而纠正甲基化[111-113]。 

7.5. 治疗方法总结 

 目前尚没有针对自闭症的特效药物。最近的FXS临床试验研究了多个药物靶点。

虽然许多药物可以抑制谷氨酸能神经元和增强 GABA 能神经传递，但研究的化合物

并不局限于此。作为一种单基因疾病，研究人员认为可以通过药物治疗显著改善患

者的症状。不幸地是，尽管这些药物在 FXS 动物模型的研究结果很有前景，但是在

临床治疗过程中几乎都是失败的[114]。关于 FXS 的临床研究有力推动了迄今为止对一

种遗传性神经发育障碍疾病最全面的药物开发，在这一过程中所获得的经验也将促

进对这一大类疾病的研究。FXS 处在神经发育障碍药物研发最前沿的位置，未来在

这一领域的成功将取决于从过去的挑战中吸取经验，改进临床试验设计，选择适当

的结果评价标准。 

二、 颗粒体蛋白前体 

1. PGRN 的结构 

 
Figure 4.Diagrammatic representation of the human GRN gene, progranulin protein and its proteolytic 
digestion pathway to granulin peptides. 
(Top) The exonic structure of the GRN gene (dark blue for UTRs). (Middle) The protein structure with 
lettered boxes thatrepresent individual granulin modules. The thin lines descending from the gene 
structure indicate which exons contribute to which proteinmodules. Secretory leucocyte protease 
inhibitor (SLPI) binds at sequences between granulin modules to protect full length progranulin from 
proteolysis byelastase and other proteases. Intact progranulin blunts the inflammatory reaction and has 
growth factor-like activity. SLPI therefore promotes theanti-inflammatory and growth factor properties 
of progranulin. The bottom panel illustrates the cleavage of progranulin into granulinpeptidessome of 
which have proinflammatory and anti-proliferative activities. (Brain. 2017 Dec 1;140(12):3081-3104. 
doi: 10.1093/brain/awx198.) 
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 由 GRN 基因编码的 PGRN 是一种分泌型糖蛋白，包括 7.5 个串联重复且不同的

颗粒体蛋白结构域，每个结构域里有 12 个半胱氨酸。PGRN 这种独特的多效性与许

多生理和病理调节有关，包括但不限于胚胎发生、肿瘤发生、炎症、伤口修复、神

经退化和溶酶体功能等。GRN 的显性突变导致 PGRN 不足引起额颞叶变性

（frontotemporal lobar degeneration, FLTD），这是一种进行性神经元萎缩，表现为额

颞叶痴呆（frontotemporal dementia, FTD）[115]。与老年痴呆症不同，FTD 是一种早期

发作的痴呆症，发病年龄在 28 到 55 岁之间，平均发病年龄为 38 岁[116]。FTD 是 GRN

相关的一种病，其特征是神经元内含物包括泛素化和碎片式 TDP-43(TAR DNA 

binding protein, encoding TDP-43，由 TARDBP 编码)的出现。近年来，PGRN 的神经

营养和神经免疫调节功能已被报道，但仍未充分了解。在阿尔茨海默病（Alzheimer 

disease, AD）和帕金森病（Parkinson’s disease, PD）的实验模型中，增加 GRN 的表达

可以抑制疾病的发展[117]。 

 PGRN 由 593 个氨基酸残基组成，非糖基化的 PGRN 分子量约为 68 kD，而糖基

化的 PGRN 分子量为 88 kD 左右。在外周主要由血管内皮细胞、外周血中性粒细胞

分泌，在中枢系统主要由成熟神经元和小胶质细胞分泌。可被蛋白酶降解，以 6kD

的多肽形式释放单个颗粒体蛋白（granulin），也被称为 epithelins。虽然 PGRN 和颗

粒体蛋白都具有生物活性，但通常作用相反[118]。例如，PGRN 发挥抗炎作用，而颗

粒体蛋白具有促炎功能。在细胞生长方面，完整 PGRN 促进有丝分裂，而不同的颗

粒体蛋白可能有的促进生长，有的抑制生长。PGRN 与颗粒体蛋白之间的平衡由分

泌型白细胞蛋白酶抑制剂(secretory leucocyte protease inhibitor, SLPI)调节，它通过与

PGRN 结合抑制弹性蛋白酶和其他中性蛋白酶对 PGRN 的水解(Figure4)。 

2. PGRN 在脑内的表达 

 在早期发育过程中，脑内 PGRN 表达较低，随着年龄的增长而增加[119]。它主要

表达在成熟的神经元和小胶质细胞上，也可能在星形胶质细胞和室管膜细胞有低水

平的表达[29]。 

 许多研究表明：伤害性反应刺激如脊髓损伤，坐骨神经手术和外伤性脑损伤后，

活化的小胶质细胞或巨噬细胞中 PGRN 表达增加。在发生肌萎缩性侧索硬化症、路
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易体痴呆、AD 及多发性硬化等疾病时，小胶质细胞中 PGRN 表达也增加[117]。 

 鉴于 GRN 突变会导致 FTLD，研究人员推测突变携带者 PGRN 表达水平降低。

对健康人群及 GRN 突变携带人群的 GRNmRNA 水平进行分析，结果显示 GRN 突变

携带者没有病变或仅有轻微病变的脑区如小脑和枕叶皮质，PGRN 会减少，和预测

的一样。然而，有趣的是在严重病变区域，随着小胶质细胞数量的增加和激活，患

者 GRN mRNA 水平显著升高[120]。在所有形式的急性和慢性损伤后，特别是 GRN 功

能缺失的突变患者，活化的小胶质细胞中 PGRN 明显增加，表明 PGRN 参与了神经

免疫过程调节[121]。 

 神经元是否会参与损伤后 PGRN 水平调节尚不清楚。在 AD 小鼠中随着致密斑块

的产生，PGRN 阳性的神经元数量也会随之增加。但另一些人则认为，神经元在损

伤后 PGRN 表达不会改变[122, 123]甚至减少[124]。这种结果的差异可能是由于包括生物

种类、神经元亚群或神经元损伤的形式等多种因素造成的。 

 星形胶质细胞可以调控 PGRN 的表达也有两方面报道：第一，在星形胶质肿瘤

细胞内和相关脉管中出现了强的 PGRN 表达[125]；第二，体外培养的人类胚胎来源的

星形胶质细胞检测到低水平 PGRN 的分泌，炎性刺激后显著增加[126]。 

3. PGRN 在神经元中的功能 

3.1. PGRN 与神经树突的生长 

 在斑马鱼中，PGRN 对正常运动神经元的发育和神经元树突的生长、分支有重要

作用[127]。在原代培养的小鼠神经元中，PGRN 通过调控 GSK3β 促进神经元树突的生

长。GRNKO 小鼠海马区 CA1 锥体神经元树突长度减少[128]。 

3.2. 分选蛋白（sortilin）与 PGRN 

 分选蛋白（sortilin）是一种神经元上的跨膜蛋白，有几个确定的配体，包括神经

肽、神经紧张素和神经营养因子前体(pro-nerve growth factor, pro-NGF)[129]。在神经

元中，sortilin 被证明可以与 PGRN 结合，并促进其内吞作用和快速向溶酶体转运，

因此被认为是神经元特异的PGRN受体。Sortilin介导的内吞作用可以调节胞外PGRN

水平[130]。但是一个真正的 PGRN 受体应该激活一个下游的信号通路，事实上有证据

表明，至少有一部分的 PGRN 功能与 sortilin 无关[131, 132]。也许 sortilin 对 PGRN 的作
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用仅限于胞外水平的调控。 

3.3. TDP-43 与 PGRN 

 在 FTLD 患者中，TDP-43 被过度磷酸化、泛素化，并裂解生成 C 端片段。在 GRN

敲除小鼠模型中，免疫组织化学结果显示老龄鼠脑内 TDP-43 过度磷酸化并定位错误。

从机制上讲，TDP-43 是一种 RNA 结合蛋白，能够结合细胞质 GRN mRNA 并使其降

解，使 PGRN 水平降低[133]。这可能是一个正反馈循环，PGRN 的减少引起胞内应激，

最终导致 TDP-43 在细胞质的错误定位，从而引起 TDP-43/GRN mRNA 的结合，进一

步降低 PGRN 水平。在神经元中，可能存在着一个对 PGRN 不足的耐受性阈值，一

旦超过这个阈值，就会导致 PGRN 缺失和 TDP-43 的错误定位，联合损伤导致神经

退行性病变的发生[134]。 

3.4. PGRN 在突触可塑性中的作用 

 越来越多的证据证实 PGRN 在突触可塑性中有重要作用。用 siRNA 敲低海马神

经元 PGRN 后，观察到突触小泡数量和囊泡释放频率的改变[135]。在携带 GRN 突变

的 FTLD 患者发现脑内囊泡数目发生变化也证实了这一点[136]。随后的研究表明，

PGRN 以活动依赖的方式分泌，调控突触结构和功能[137]。此外，最近还采用筛查 GRN

突变的 FTLD 患者脑内功能障碍基因的方法，研究 PGRN 在突触可塑性中的作用[138]。 

3.5. PGRN 和应激反应 

 有几项研究已经证明了在外源性应激下 PGRN 的作用。PGRN 不足会使小鼠原代

培养神经元对 H2O2 和 NMDA 介导的兴奋毒性更加敏感。同时 PGRN 也可以减轻淀

粉样蛋白 1-42(Aβ1-42)对大鼠原代培养皮层和海马神经元的毒性[139]。GRN 突变后

iPSCs诱导分化的神经元对激酶抑制剂的敏感性也增加，特别是那些抑制PI3K、Akt、

MEK、MAPK 信号通路的抑制剂[140]。在体内实验中，采用慢病毒在脑内过表达 PGRN

能够保护大脑中动脉闭塞引起的损伤[141]。应用 MPTP（一种神经毒素，能够破坏黑

质中多巴胺能神经元用来制备帕金森动物模型），GRN 突变小鼠神经元死亡增多。

相反的，PGRN 对其他多种引起纹状体或海马损伤的药物并没有保护作用[142]。综上

所述，从 GRN 突变患者的 iPSCs 分化的神经元的结果支持 PGRN 对应激诱导的神经

元细胞死亡具有保护作用；来自 GRN 突变小鼠的结果模棱两可：在体实验显示了
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PGRN 对部分神经毒素引起的损伤有保护作用。 

3.6. PGRN 与溶酶体 

 蛋白质降解在患 FTLD 时受损[143]。PGRN 参与溶酶体的正常功能，GRN 突变相

关的 FTD 可能与此有关。人类和小鼠的 GRN 纯合子突变会导致溶酶体功能的严重

破坏[144, 145]。在与 GRN 相关的 FTD 中，泛素化的 TDP-43 增加，这意味着蛋白质清

除途径受阻。此外，与 GRN 相关的蛋白 Sortilin、TMEM106B 和鞘脂激活蛋白原蛋

白（prosaposin）都与溶酶体功能有关[30-34, 37, 145, 146]。除了与 PGRN 结合，Sortilin 还

与溶酶体转运酸性鞘磷脂酶和鞘磷脂激活蛋白(sphingolipid activator proteins, SAPs)

结合，这是溶酶体降解鞘糖脂所必需的途径[147]。鞘脂激活蛋白原作为 SAPs 的前体，

可以与 PGRN 结合，说明 PGRN 可能参与了这一信号通路。在老年小鼠的大脑中，

PGRN 不足会使 TMEM106B 增加，而基因敲除神经元 TMEM106B 会增加脂褐素的

的沉积[148]。有趣的是，人类中 TMEM106B 和 GRN 的基因突变都与人类大脑加速衰

老有关[149]。这表明不仅在 FTD 中，在健康大脑的老化中，PGRN/TMEM106B 信号

通路也发挥一定作用。此外，PGRN 敲除的神经元自噬受损，研究表明 PGRN 可能

与溶酶体、自噬和内吞相关蛋白有关[150]。 

3.7. PGRN 调节的信号通路 

 在许多细胞类型中，PGRN 可以激活 ERK1/2 和 Akt 信号通路。PGRN 使神经元

内 Akt 和 GSK-3β 磷酸化，Akt 通路激活，GSK-3β 失活[151]。敲除 GSK-3β 则会完全

阻断 PGRN 的神经营养作用[151]。这些结果表明，在 PGRN 介导的神经树突生长和神

经元存活中，Akt/GSK-3β 通路有重要作用。在非神经元细胞中，PGRN 与粘附斑激

酶（focal adhesion kinase, FAK）的激活有关[152]。但是在神经元中是否有类似的 PGRN

调控 FAK 通路还不清楚。 

 有越来越多的证据表明，PGRN 与 Wnt 信号相互作用。因此，一项功能基因组

学研究结果表明，在一个人类神经前体细胞 PGRN 缺失和 FTD 的大脑中，发现由于

PGRN 的缺乏，Wnt 信号通路明显激活[153]。Wnt1 和 PGRN 的表达是一种负性调控

关系[153]。在携带有 GRN 突变的淋巴细胞中，检测到非经典的 Wnt5a 信号的激活[154]。

利用携带 GRN 突变的 FTLD 患者的 iPSCs 诱导为神经元后，也观察到 Wnt 信号通路
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的异常激活[155]。在 SH-SY5Y 神经肿瘤细胞敲除 GRN 后，经典和非经典的 Wnt 级联

信号都被激活[156]。由于 Wnt 信号可以提高神经元的存活，它的增强可能是 FTD 中

PGRN 不足产生的一种保护作用[153, 156]。 

4. PGRN 和小胶质细胞 

 关于小胶质细胞中 PGRN 作用的研究相对较少，但是有足够证据支持 PGRN 的

抗炎作用。刺激不同的 Toll-like receptor（TLR）受体，GRN KO 的巨噬细胞和小胶

质细胞分泌产生更多的细胞因子，对原代神经元产生毒性[126, 157]。在体实验中也可以

观察到类似的结果，CD11b-Cre 条件性敲除小胶质细胞中 GRN 后，MPTP 导致的小

鼠黑质神经元死亡数量增加[157]。在人类胚胎来源的小胶质细胞中，采用 siRNA 敲低

PGRN 后，LPS 诱导产生的细胞因子明显减少[126]。这一相反的证据说明，人类与小

鼠的小胶质细胞中 PGRN 可能有不同的作用，也可能是急性敲低 PGRN 和基因敲除

PGRN 作用的差异。 

 在特定条件下，PGRN 对小胶质细胞有趋化作用。小鼠皮层内注射表达 PGRN 的

慢病毒载体增加了注射部位周围活化状态的小胶质细胞的数量[158]。由于慢病毒表达

PGRN 蛋白或培养细胞给予 PGRN 都可以促进小胶质细胞的激活，这些数据与 PGRN

促进小胶质细胞趋化的作用完全一致。此外 GRN KO 小鼠活化的小胶质细胞没有显

示出迁移的缺陷，从而进一步说明 PGRN 可以促进小胶质细胞的趋化过程，但并不

是不可或缺。 

 PGRN 可以调控巨噬细胞和小胶质细胞的内吞作用。GRN KO 小鼠腹膜巨噬细胞

吞噬非生理和生理底物的速度比 WT 巨噬细胞明显增快。重组 PGRN 可以增强小胶

质细胞对 Aβ1-42 的内吞作用[158]。尽管小胶质细胞和巨噬细胞的吞噬活性受到了

PGRN 水平的影响，但在 GRN KO 细胞实验和添加外源性 PGRN 的实验中却再一次

观察到了 PGRN 的不同作用。 

5. PGRN 的受体 

 在机体中没有孤立的有生物活性的配体，它们都要通过与受体结合而发挥作用。

在中枢神经系统中，除了 sortilin 外，PGRN 可以结合 SLPI、几种基质金属蛋白酶

MMP2、MMP9、MMP13、MMP14、MMP17 [126, 159]、ADAMPTS-7(一个有血小板反
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应蛋白结构域 7 的解聚蛋白和金属蛋白酶)[160]、细胞外基质蛋白-基质膜聚糖[161]和软

骨寡聚基质蛋白[162]。这些细胞外基质蛋白与 PGRN 结合可以调节其功能。 

 可以与 PGRN 结合的膜蛋白包括 sortilin[146]、TNFR[163]、TLR9、Dlk[164]、

EphA2(Ephrin Type-A Receptor 2)[165]和 Notch 受体[166]。如上所述，PGRN 通过羧基

末端尾部与 sortilin 的螺旋桨区域结合，sortilin 可以调节细胞外 PGRN 水平[167]。据

报道, PGRN 可以竞争性拮抗 TNFα 与 TNFR1 和 TNFR2 的结合[163]。虽然这与 PGRN

在神经炎症方面的作用相一致，但也有研究发现 PGRN 不与 TNFR 结合[168, 169]。此

外，PGRN 作为 TLR9 信号的可溶性辅助因子，可以与 CpG ODNs 和 TLR9 结合[170]，

揭示了 PGRN 调节炎症和神经免疫的新途径[171, 172]。 

 蛋白质组学分析神经元过表达 PGRN 的小鼠 PFC，结果提示 PGRN 可以调控

Notch 信号通路[166]。PGRN 通过 Notch 受体胞外结构域可以与所有四个 Notch 受体

结合[166]。在上皮细胞和内皮细胞的研究发现，酪氨酸受体激酶EphA2可以识别PGRN，

可能是 PGRN 信号的转导分子[173]。值得注意的是，Ephrin 和 Notch 都参与细胞之间

信号交流，一个细胞膜表达的配体可以与另一个细胞膜上的受体结合。但是 PGRN

是作为辅助因子与 Notch 配体或 Ephrin 一起分别与 Notch 受体和 EphA2 受体结合，

还是单独与 Notch 受体和 EphA2 受体结合还不清楚[165]。

 

-35- 



空军军医大学博士学位论文 

 
Figure 5. Progranulin binds to multiple cell surface receptors.  
(A) Progranulin (PGRN) may influence inflammatory signalling byinterfering with TNF binding to 
TNF-receptors[163]. The arrow indicates activation and the blunt-ended line indicates inhibition. 
Thequestion mark indicates that not all research groups detect progranulin binding to the TNFR[168, 169]. 
Progranulinis, in addition, a cofactor for CpG binding to TLR9 either on cell membranes or in 
endocytotic vesicles[170]. (B)Progranulin may influence non-inflammatory cell signalling through EphA 
receptors[173] or by notch signalling[166]. It is not yet clear whether progranulin forms a complex with 
the receptor and its typical ligand (ephrin or notch-ligand) or acts alone withthese receptors. The bent 
red arrow indicates gene expression. CpG: unmethylated CpG; EphA2: Ephrin typeA receptor 2; Hes1: 
hairy andenhancer of SPLIT-1; Hey1: hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein 1; IRFs: 
interferon-regulatory factors; MAPK: mitogen-activated protein kinase; MyD88: myeloid 
differentiation primary response gene 88; NF-κB: nuclear factor κ-lightchain enhancer ofactivated B 
cells; NICD: notchintracellular domain; TLR9: Toll-like receptor 9; TNF: tumour necrosis factor; 
TNFR: TNF receptors.(Brain. 2017 Dec 1;140(12):3081-3104. doi: 10.1093/brain/awx198.) 

三、 TNFα与学习记忆 
 在本文中，我们发现 PGRN 降低 S-DEP 小鼠脑内 TNFα 水平，并通过 TNFR2 受

体发挥调节突触发育和可塑性的功能，所以 TNFα 水平同样也会影响 PGRN 的功能。

TNFα 作为免疫激活的产物发现于大约 40 年前。TNFα 合成后作为一个 26 kD 的 II

型跨膜蛋白锚定在细胞膜上，称为 membrane TNFα（mTNFα）。免疫激活后 mTNFα

被金属蛋白酶——TNFα 转化酶（TNF-αconverting enzyme, TACE）水解成 17 kD 的

TNFα，进一步成为 51 kD 的可溶性同质-三聚体分子，称为 soluble TNFα（sTNFα）, 

发挥炎性介质的作用[174, 175]。TNFα 除了调控免疫系统外，近年来发现对中枢神经系

统具有调控作用。研究表明，神经元或胶质细胞中过度表达 TNFα 会损害被动回避

记忆[176]、突触可塑性[177]和小脑学习能力。TNFα 参与了慢性 LPS 处理后小鼠记忆受
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损[178]，这提示 TNFα 是损害学习记忆的。但同时也有研究发现，学习后大鼠脑内 TNFα

水平升高[179]，敲除 TNFα 和它的受体后小鼠出现广泛的学习能力受损[180]，TNFα 可

以调节体外培养神经元的突触缩放（synaptic scaling）[181]，但不影响海马区的 LTP

和 LTD[181]。这些结果说明 TNFα 过度激活或功能不足都会引起学习记忆的损害。 

 TNFα 通过它的两个受体 TNFR1 和 TNFR2 发挥作用。TNFR1 可以被 mTNFα 和

sTNFα 激活，而 TNFR2 则更倾向于与 mTNFα 结合[182]。TNFR1 和 TNFR2 激活后的

胞内信号通路也不同，但有一些重叠和串扰[181]。例如两者激活后都可以促进 NFκB

入核，但 TNFR2 对于 NFκB 的影响相较于 TNFR1 更持久，激活的 NFκB 亚基也不

同[183]。TNFα结合TNFR1后激活两种连接蛋白TNFR1相关死亡域(TNFR1-associated 

death domain, TRADD)和 Fas 相关死亡域(Fas-associated death domain, FADD)，发挥

促凋亡作用[184]。与之相反，TNFα 结合 TNFR2 后激活 TNFα 受体相关因子 2（TNF 

receptor-associated factor 2,TRAF2），促进 NFκB 入核，启动下游的基因转录，发挥促

存活作用[185]（如 Figure 6 所示）。 

 
Figure 6.TNFα and TNFRs. Complex interplay between soluble and membrane boundTNFα and their 
cognate receptors. Membrane TNFα is cleaved byTACE to produce soluble trimeric TNF that binds 
TNFR1 and TNFR2. Membrane TNFαalso binds both TNFR1 and TNFR2 molecules. (Nat Rev Drug 
Discov. 2010 Jun;9(6):482-93. doi: 10.1038/nrd3030.) 
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正文 
 

 

第一部分 颗粒体蛋白和 TNFα平衡调节突触

可塑性 
 

1. 材料 

1.1. 实验动物 

 FMR1 基因敲除（KO）和野生型正常对照小鼠（WT），雄性，8-12 周龄，购自

Jackson Laboratory。C57BL/6J 小鼠，雄性，8-12 周龄，购自第四军医大学实验动物

中心。饲养于恒温、恒湿，12 h 照明的环境中，自由进食、饮水。 

1.2. 试剂和抗体 

1.2.1. 试剂 

 增强型化学发光液（ECL）购自 ZETA life；BCA 蛋白定量试剂盒购自美国 Pierce

公司；蛋白酶抑制剂、PVDF 膜购自美国 Roche 公司；免疫共沉淀磁珠购自 Cell 

Signaling Technology 公司；Hoechst33342、RIPA 裂解液和 5×上样缓冲液购自碧云天

生物技术有限公司；小鼠 PGRN ELISA 试剂盒（货号 ab213473）、TNFαELISA 试剂

盒（货号 ab100747）购自 Abcam 公司；小鼠 PGRN ELISA 试剂盒购自 Enzo Life 

Sciences 公司（货号 ADI-900-047）；重组小鼠 PGRN（货号 50396-M08H）和 TNFα

蛋白（货号 50349-MNAE）购自义翘神州；EdU 染色试剂盒（货号 C10371-1）购自

广州市锐博生物科技有限公司。 

1.2.2. 抗体 

 PGRN 抗体购自 R＆D systems；β-actin 抗体购自 Sigma 公司；p-CREB、TNFα、

IKBα、p-IKBα 抗体购自 Cell Signaling Technology 公司；辣根过氧化物酶标记的兔抗

绵羊 IgG 购自 Millipore 公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠、山羊抗兔 IgG 抗体
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购自 Abbkine 公司。 

1.3. 溶液配制方法 

1.3.1. 4%多聚甲醛固定液 

 称取 20g 多聚甲醛粉末加入盛有 400 ml PBS 溶液的烧杯中，于 60℃水浴中不断

搅拌至完全溶解，滴加数滴氢氧化钠加速多聚甲醛的分解，继续搅拌数分钟后调 pH

至 7.4，继续添加 PBS 定容至 500ml 过滤后 4℃储存备用。 

1.3.2. 50%甘油封片剂 

 取 5ml 甘油溶于 10ml PBS 即得。 

1.3.3. 高尔基染色工作液 

 HgCl22 g、K2Cr2O72 g 和 KCrO41.5 g，溶于 200 ml 去离子水中，室温避光保存，

备用。 

1.3.4. 分离胶缓冲液 

 36.34g Tris 置于 200ml 烧杯中，加入约 160ml 去离子水，充分搅拌溶解，用盐

酸调节 pH 值至 8.8，定容至 200ml，于 4℃保存。 

1.3.5. 浓缩胶缓冲液 

 12.12g Tris 置于 200ml 烧杯中，加入约 160 ml 去离子水，充分搅拌溶解，用盐

酸调节 pH 值至 6.8，定容至 200ml，于 4℃保存。 

1.3.6. 30％丙烯酰胺 

 称取丙烯酰胺 29g 和甲叉基双丙烯酰胺 1g 置于 100ml 烧杯中，加入约 60 ml 去

离子水，充分搅拌溶解，定容至 100 ml。 

1.3.7. 10％十二烷基硫酸钠 

 10gSDS 溶于 80ml 去离子水中，定容至 100ml，室温保存。 

1.3.8. 10％过硫酸铵 

 称取 2g 过硫酸铵，加入约 20ml 去离子水后搅拌溶解，分装保存于-20℃。 
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1.3.9. 10mM 苯甲基磺酰氟(PMSF) 

 称取 0.174g PMSF，用 l0ml 异丙醇溶解后，分装于 l.5ml 离心管中，-20℃保存。 

1.3.10. 组织裂解液 

 称取0.078g NaH2PO4，0.071g Na2HPO4，0.439gNaCl，0.5g脱氧胆酸钠，0.05gSDS，

0.105gNaF，0.5mlNP-40 置于 100ml 烧杯中，加入 40ml 去离子水，定容至 50ml。 

1.3.11. 5×电泳液缓冲液 

 称取 7.55 g Tris，37g Glycine，2.5g SDS(电泳级)，加入约 450 ml 去离子水搅拌

溶解。定容至 500 ml，4℃保存。使用前 5 倍稀释。 

1.3.12. 10×丽春红储存液 

 称取 2 g 丽春红，30 g 三氯乙酸，30 g 磺基水杨酸，溶于 100 ml。 

1.3.13. 转膜缓冲液 

 称取 3.03 g Tris，14.4g 甘氨酸溶于 800ml 的去离子水中，加入甲醇至 1000ml。

现用现配。 

1.3.14. Apollo 染色反应液 

混合顺序依次为去离子水 469 μl、Apollo 反应缓冲液（试剂 B）25 μl、Apollo 催化溶

液（试剂 C）5 μl、Apollo 荧光染料溶液（试剂 D）15 μl、Apollo 缓冲添加剂（试剂

E）5 mg。 

1.4. 主要仪器 

激光共聚焦显微镜 日本 Olympus 公司 FV-1000 

恒温摇床 上海予腾生物科技有限公司 

Eppendorf research plus 移液器 德国 Eppendorf 公司 

电泳仪 上海天能科技有限公司 EPS300 型 

全自动化学发光成像分析系统 上海天能科技有限公司 Tanon5200 

冰冻切片机 德国 Leica 公司 

高倍明场显微镜 日本 Olympus 公司 BX51 

微量电动组织匀浆器 美国 Kimble 公司 
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2. 方法 

2.1 总 RNA 的提取 

1) 小鼠断头后迅速于冰上切取 mPFC 脑区； 

2) 每 50-100 mg 组织加入 1 ml TRIzol，用电动匀浆器进行匀浆处理； 

3) 4℃12, 000rmp 离心 10 min，取上清。  

4) 加入 0.2 ml 氯仿，剧烈振荡 15 s，室温放置 3 min。 

5) 4℃12, 000rmp 离心 15 min，取上层水相。 

6) 加入 0.5 ml 异丙醇，室温静置 12 min。 

7) 4℃12, 000rmp 离心 10 min，吸弃上清。 

8) 用 75%乙醇洗涤 RNA 沉淀两次。每次 1 ml 75%乙醇。 

9) 室温放置干燥 RNA 沉淀，加入 100 μlDEPC 水，用枪头吸打几次，55℃放置 10 min

使 RNA 溶解，-80℃保存。 

2.2 转录组测序 

1.2.1. 样本质检 

样本质量达到二代测序文库构建要求，包括无降解，无凋亡，无污染，无杂带，无

残留等；RNA 样本的 RIN（RNA Integrity Number）值≥ 7.0。 

1.2.2. 样品检测 

样品的检测由生工生物工程（上海）股份有限公司使用 IlluminaHiSeq 2500 平台完成；

主要实验参数如下： 

1) 使用 TruSeq RNA 样本准备试剂盒(Illumina)给 mPFC 样品的 1μg 总 RNA 加

poly-A 尾； 

2) 将包含 7 个核苷酸接头连接到双链 cDNA； 

3) 使用酶促反应纯化 DNA 并使用 AMPureXP(Beckman Coulter Genomics)免疫磁珠

分离大小合适的 DNA 片段用以构建文库； 

4) 文库浓度和片段大小的评价分别使用DNA高灵敏度试剂盒在LabChipGX(Perkin 

Elmer)平台和 qPCR KAPA 文库定量试剂盒(KAPA Biosystems)平台上进行； 
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5) 文库使用 Illuminahiseq2500 平台进行测序； 

6) 测序结果使用 Ensemble TopHat 1.4.1 版本进行比对。每 25bp 片段可以最多允许

2bp 的错配，并将其与 20 个不同的基因组进行比对； 

7) 转录丰度和可变剪切的分析使用 Cufflinks 1.3 版本，并使用从 TopHat 中获得的

BAM 校准文件校准； 

8) 使用生物信息学数据库(DAVID, https://david.ncifcrf.gov/)对检测到的基因进行功

能注释。 

1.2.3. 结果分析 

采用 cufflinks 中的 cuffdiff 进行差异基因检验。筛选条件设为 p ≤0.05。 

2.3 小鼠睡眠剥夺 

 小鼠被放置在一个有 12 个平台(直径 2.5 cm，距离水面 1 cm)的充满水的水箱中。

这些平台的间距为 5 cm，这样小鼠就可以自由地从一个平台移动到另一个平台。小

鼠可以自由地获得水和食物。当动物进入快速眼动睡眠阶段时，由于肌肉张力降低

但平台的大小又不足够让小鼠卧下，它就会掉入水中，然后醒来。快速动眼睡眠剥

夺的持续时间为 72 h，这是在先前的研究基础上确定的。这种方法剥夺了 95%的快

速动眼睡眠，有效地减少 31%慢波睡眠时间。对照组小鼠不经历 S-DEP，而是被饲

养在同样但是没有水的装置中。 

2.4 新物体识别和新位置识别实验 

 本测试中使用的是蓝色的圆柱体和立方体，体积相同。实验在一个 25 cm 长，25 

cm 宽，20cm 高的聚氯乙烯制成的盒子内进行，测试时这个盒子被放入一个装有数

码相机的隔音箱里。第 1 天，每只小鼠在没有物体的情况下适应 10 min。第二天，

两个相同的圆柱体被对称地放置在盒子内(训练试验)。第 3 天，一个圆柱体被立方

体所取代(测试试验)。在训练和测试试验中，允许小鼠自由探索 10 min，并记录对

每一个物体的探索时间。在新位置位置识别测试中，两个圆柱体中一个位置不变，

另一个改变位置。每组实验结束后，盒子的地板都用湿布擦拭，然后用 70%的乙醇

擦拭。每组视频由一台与电脑相连的摄像机记录。每个物体的探索时间由软件(上海

吉量)分析。TN/(TF + TN)定义为“偏好指数”（TF：用于探索熟悉的对象的时间；
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TN：用于探索新对象的时间）。 

2.5 Morris 水迷宫 

 Morris 水迷宫在白色圆形罐中进行（直径 120 cm，高 50 cm），里面盛有 20 cm

深的白色不透明的液态奶，水温保持在 24℃。平台通常在水面以下 0.5 cm。在空间

学习期间，小鼠每天接受 4 次训练，连续三天。每次试验采用不同的象限作为起始

点。每次间隔时间为 3 h。在每一次试验中，小鼠被允许最多搜索 60 s。如果它们在

这段时间内没有找到隐藏的平台位置，他们会被小心地引导至平台，并允许在上面

停留 30 s。第四天撤掉平台。老鼠的位置通过视频跟踪系统进行识别(Any-Maze，

Stoelting, IL)。 

2.6 旷场实验 

 所用实验设备购自上海吉量软件有限公司，型号 JLBehv-LAM-4。摄像记录动物

15min 的行为。最后根据软件统计小鼠总的运动距离。 

2.7 高架十字迷宫实验 

 实验设备采用的是上海吉量公司的装置(DigBehv-EPMG)，由两个开放臂

(25×8×0.5 cm)和两个闭臂(25×8×12 cm)，一个共同的中央平台(8×8 cm)组成。该仪

器离地面 50 cm 高。在测试前，小鼠被允许在试验室进行 2 天的适应训练，并通过

每天两次的抚触来消除他们的紧张情绪。每一次测试中，小鼠都被放置在中心平台

处，面对一个开放臂，自由活动 5 min，用固定在迷宫上方的摄像机拍摄小鼠的行为，

并通过视频跟踪系统进行分析。记录了小鼠进入开放臂和闭臂的次数和时间。 

2.8 EdU 染色 

1) 0.1mg EdU 溶于 100 μl 生理盐水后，小鼠腹腔注射，开始睡眠剥夺实验； 

2) 试验结束后，小鼠用乙醚麻醉后，经左心室分别灌入 0.9%生理盐水和 4%多聚甲

醛； 

3) 小心取出完整全脑后至 4%多聚甲醛后固定过夜； 

4) 20%蔗糖、30%蔗糖依次脱水，包埋剂包埋后行冰冻切片，厚度为 10 μm；将脑

片贴于阳离子包被的载玻片上，-80℃保存； 

5) 室温放置 30 min 后，4℃丙酮固定 10 min，PBS 清洗 3 次，每次 5 min； 
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6) 2 mg/mL 甘氨酸清洗 10 min； 

7) 加入 100 μl 渗透剂(0.5% Triton X-100 的 PBS)脱色摇床孵育 10 min，PBS 清洗； 

8) 加入 100 μl 的 Apollo 染色反应液，避光、室温孵育 30 min 后，弃染色反应液； 

9) 加入渗透剂(含 0.5% TritonX-100 的 PBS)清洗 2~3 次，每次 10 min，弃渗透剂； 

10) 加入甲醇清洗 1~2 次，每次 5 min，弃甲醇。PBS 清洗一次； 

11) 加入 100 μl1× Hoechst33342 染色反应液，避光，室温孵育 30 min 后，弃染色反

应液； 

12)  PBS 清洗 1~3 次，洗脱 Hoechst33342 反应液； 

13) 50%甘油封片，激光共聚焦显微镜下观察结果。 

2.9 高尔基染色 

1) 小鼠处死后快速取出全脑，浸于高尔基染色工作液中，室温浸染12天； 

2) 全脑漂洗5min，70%、96%和100%乙醇梯度脱水； 

3) 乙醇和乙醚1:1混合液中脱水； 

4) 振动切片机切取含有mPFC区脑片，厚度120μm； 

5) 去离子水漂洗5min，16%氨水浸泡30 min； 

6) 去离子水漂洗2min，1%硫代硫酸钠浸泡7min； 

7) 去离子水漂洗10min，梯度乙醇脱水，二甲苯透明30s； 

8) 中性树胶封片，显微镜明场下观察树突棘形态和数量。 

9) 随机选择基树突进行成像。拍照和统计依照盲法进行。树突棘密度的计算方法是

从细胞体开始每10μm树突一段，计数树突棘。树突棘的形态学根据之前描述的

标准分类:“瘦长”形有长颈和小脑袋；“矮胖形”的有一个大脑袋，但没有脖子；

“蘑菇”型有一个大脑袋，粗脖子。来自同一基因型小鼠的神经元的值被合并在

一起，计算平均值。 

2.10 Western Blot 

1) 每 1mg 组织样本中加入 30μl 组织裂解液，每 105 个细胞加入 50μl 组织裂解液，

超声波细胞粉碎仪匀浆 4 次(15%功率，3s/次)，超声过程中组织保持在冰上，避

免超声产生的热量破坏样品； 
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2) 4℃，12,000rpm离心 20min，收集上清液置于冰上。样本中加入 5×loading buffer，

混匀后于沸水中煮沸 10min； 

3) 按下表中所需的液体体积配制 9％分离胶； 

试剂名称 9%分离胶 3%浓缩胶 

H2O 4.3ml 2.6ml 

分离（浓缩）胶缓冲液 2.5ml 1ml 

30%丙烯酰胺 3.0ml 0.4ml 

10%十二烷基磺酸钠 90μl 40μl 

10%过硫酸铵 90μl 40μl 

TEMED 10μl 6μl 

4) 分离胶凝固后，按上表中所需的液体体积配 3％的浓缩胶； 

5) 将胶板安放于电泳槽中，注满电泳缓冲液后，垂直地拔出梳子，向泳道内加入蛋

白样品。 

6) 开始电泳，分离不同分子量的蛋白； 

7) 将裁剪好的PVDF膜加入甲醇中活化，以“黑胶白膜”的朝向放置凝胶和PVDF膜； 

8) 冰浴中转膜，100V 恒压 100min； 

9) 转膜结束后，丽春红染色并剪下目的条带，用 PBST 洗去丽春红，5%的脱脂奶

粉中室温封闭 1h； 

10) 向膜加入用 PBST 稀释好的一抗，4℃孵育过夜； 

11) 漂洗未结合的一抗； 

12) 加入用 TBST 稀释好的二抗，室温孵育 1h； 

13) 漂洗未结合的二抗； 

14) 将发光液试剂盒中试剂 A 和试剂 B 避光等量混匀，均匀浇于膜上，在 Tanon5200

全自动化学发光成像分析系统上检测，并保存图像。 

2.11 ELISA 

1) 用 50000pg/ml 的标准品配制浓度依次为 6000,3000,1500,750,375,187.5,93.75，

0pg/ml 的标准品； 

2) 将 10×的捕获抗体和 10×的检测抗体用抗体稀释液稀释 10 倍成为抗体工作液； 
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3) 每孔加入样品或标准品 50μl，加入抗体工作液 50μl，室温 400 rpm 孵育 1h； 

4) 倒置、轻磕 96 孔板，用洗涤液清洗 3 次，每次使用 200μl； 

5) 每孔加入 100μlTMB 底物，室温避光 400 rpm 孵育 10 min； 

6) 每孔加入 100μl 终止液，450nm 波长检测吸光度，绘制标准曲线； 

7) 根据标准曲线计算 PGRN 浓度。 

检测 TNFα 水平参照此方法。 

2.12 脑室给药 

1) 0.2%戊巴比妥钠麻醉小鼠； 

2) 脑立体定位仪定位到脑室（bregma 后 0.5mm，左右 2mm，深 2.2mm）； 

3) 用牙科水泥固定套管和覆盖去除皮肤后暴露的头骨表面； 

4) 手术后小鼠单笼饲养，恢复 3 天； 

5) 在 S-DEP 实验开始前，小鼠通过套管以 1 μl/min 的速度向脑室注射重组 PGRN(5 

ng 溶于 5 μl 0.9%生理盐水)或 TNFα(10 ng 溶于 5 μl 0.9%生理盐水)，对照组注

射 5 μl 0.9%生理盐水。 

3. 结果 

3.1. FMR1 KO 小鼠脑内 PGRN 水平明显增加 

3.1.1. 高通量结果显示 FMR1 KO 小鼠脑内 PGRN 水平明显升高 

 FMRP 可以结合的 mRNA 多达数千种，这其中包括很多转录因子，同时 FMRP

也可以和 miRNA 结合参与转录后调控。为了研究 FMR1 KO 小鼠脑内究竟哪些基因

表达发生了变化，采用了高通量测序的方法检测了 FMR1 KO 与 WT 小鼠 mPFC 脑区

的转录组。结果显示 GRN 的 mRNA 在 FMR1 KO 小鼠 mPFC 脑区显著升高，并通过

ELISA 测定 PGRN 含量验证，发现 PGRN 在 mPFC 升高而在海马区没有差异（Figure 

1-1A-E）。
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Figure 1-1.Increased PGRN level according to high throughput sequencing. 
(A)Heatmap comparing mRNA of mPFC from KO and WT mice according to the RNA sequencing 
results. (B) Levels of mRNAs in KO mice compared with WT mice according to the RNA sequencing 
results. (C) Levels of PGRN were higher in mPFC, but not in hippocampus, detected by ELISA. n = 6 
mice per genotype. (D) Volcano plot displaying differential expression of mRNAs in WT and KO mice. 
X-axis displays fold change while the Y-axis displays the significance (p-value).(E) Changes of mRNA 
levels in the mPFC between WT and KO mice. 

3.1.2. FMR1 KO 小鼠 mPFC 脑区 PGRN 蛋白水平增加 

 PGRN 是一种分泌糖蛋白生长因子，可以在 N 端发生糖基化。根据糖基化状态

可以将 PGRN 分为未成熟亚型(58-68 kD)和完全糖基化成熟分泌亚型(90 kD)[186]。为

了验证 FMR1 KO 小鼠 mPFC 脑区是否也有不同程度糖基化的 PGRN，我们检测了

15 kD 至 250 kD 范围内的 PGRN。和文献报道的一样[187]，WT 与 KO 小鼠脑内均有

未成熟亚型(58-68 kD)和完全糖基化成熟分泌亚型(90 kD)的 PGRN（Figure 1-2）。

由于分泌到细胞外的 PGRN 是完全糖基化的，通常认为这是成熟状态的 PGRN(90 

kD)，所以在后续的研究中我们检测的是此分子量(90 kD)的 PGRN。同时 KO 小鼠
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mPFC 中未成熟型和成熟型的 PGRN 水平均高于 WT 小鼠，这与高通量测序和 ELISA

的结果一致。 

 
Figure 1-2. Sample showing different molecular weights of PGRN in mPFC. 

 免疫荧光染色显示小鼠 mPFC 脑区神经元 PGRN 广泛表达在胞浆中（Figure 

1-3A）。为了进一步确定 WT 和 KO 小鼠 PGRN 水平是否存在差异，用 Western blot

检测了 mPFC、ACC 和海马区 PGRN 的表达，发现与 WT 小鼠相比，KO 小鼠 mPFC

和 ACC 脑区中 PGRN 表达显著增加，而在海马区却没有明显差别（Figure 1-3B）。

为了研究 PGRN 水平在不同发育阶段的变化，分别取了出生后 3、7、14、28、56 天

小鼠的 mPFC，采用 Western blot 检测 PGRN 水平。结果显示 PGRN 水平在第 14 天

达到峰值，随后开始下降。KO 小鼠 mPFC 的 PGRN 水平明显高于出生相同天数的

WT 小鼠（Figure 1-3C）。体外培养神经元，发现培养 7 天和 14 天的 KO 小鼠神经元

PGRN 水平与 WT 神经元相比显著升高，与整体动物实验结果类似（Figure 1-3D）。

但是体外培养神经元的 PGRN 水平没有像小鼠脑内那样有一个明显的先增加后减少

的波动，而是从 3 到 14 天持续增加，这可能因为体外培养的神经元相较于脑内神经

元是一种 naive 的状态，需要大量的 PGRN 促进自身发育。 
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Figure 1-3. Increased PGRN level according to Western blot. 
(A) Representative images of mPFC sections stained for β-tubullinⅢ (green) and PGRN (red) in WT 
mice. Nuclei were showed by Hoechst 33342 (blue). Upper: scale bar = 150 μM; Lower: scale bar = 50 
μM.(B) Westernblot showed that levels of PGRN were higher inmPFCandanterior cingulate cortex 
(ACC) of KO mice compared to WT mice. No significant difference of PGRN expression was found in 
hippocampus between WT and KO mice. n = 6 mice per genotype. (C) Developmental changes of 
PGRN levels in WT and KO mice. n = 5 mice per genotype. (D) Changes of PGRN levels with culture 
time in WT and KO neurons. n = 5 dishes per genotype. Unpaired Student’sttest;*p< 0.05, **p< 0.01 
versus WT mice or neurons. 

 GSK3β 是 KO 小鼠脑内一个标志性的过表达蛋白[188]。实验结果显示，与 WT 小

鼠相比，KO 小鼠 mPFC 中 GSK3β 表达明显升高（Figure 1-4A, B），与文献报道的结

果一致[71, 189]，这提示小鼠模型是成立的。同时 PGRN 与 TNFα 可能共用受体[163, 190]，

所以 TNFα 水平也有可能影响 PGRN 的功能，所以又检测了 WT 和 KO 小鼠 mPFC

的TNFα水平。结果显示TNFα水平在KO 和 WT小鼠之间没有区别（Figure 1-4A, C）。 

 
Figure 1-4. (A) Respensitive images showing the levels GSK3β and PGRN. (B)The levels of GSK3β 
were higher in the KO mPFC than that in the WT mice between postnatal Day 14 and Day 28. (C)The 
levels of TNFα increased during the postnatal 8 weeks, but had no difference between the WT and KO 
mice.Unpaired Student’s ttest;*p< 0.05, **p< 0.01 versus WT mice or neurons. 
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 除了 Western blot，又使用 ELISA 分别对组织和血浆中的 PGRN 和 TNFα 水平进

行了测定。结果显示 WT 和 KO 小鼠海马区 PGRN 水平没有差异（Figure 1-5A），这

与 Western blot 结果一致；KO 小鼠血浆中 PGRN 水平低于 WT 小鼠（Figure 1-5B），

这与 mPFC 的结果相反，提示脑组织和血浆中 PGRN 水平的调控可能存在不同的机

制；WT 和 KO 小鼠 mPFC 和血浆中 TNFα 水平均没有差异（Figure 1-5C, D），这说

明 PGRN 和 TNFα 水平的调控可能是两个独立的过程，一个水平升高并不一定会引

起另一个水平变化。 

 

Figure 1-5. PGRN levels in hippocampus(A)and plasma(B) were detected by ELISA. TNFα levels 
in mPFC (C)and plasma(D) were detected by ELISA. n = 6 mice per genotype.Unpaired Student’s 
ttest;*p< 0.05, **p< 0.01 versus WT mice or neurons. 

 由于神经元和小胶质细胞是 PGRN 的主要来源[191]，为了探究 KO 小鼠脑内过高

的 PGRN 是来自神经元还是小胶质细胞，分别在体外培养了神经元和小胶质细胞。

实验结果提示 KO 神经元和小胶质细胞产生的 PGRN 均分别高于 WT 神经元和小胶

质细胞（Figure 1-6A）。体外实验得到了类似的结果。检测它们向培养基中分泌的

PGRN 水平后发现了相同的情况（Figure 1-6B）。有意思的是在小胶质细胞的培养液

中我们检测到了两种分子量的 PGRN（50kD 和 90kD），但是在神经元的培养液中我

们仅检测到了分子量为 90kD 的 PGRN，这提示在小胶质细胞和神经元分泌的 PGRN

中可能存在不同的信号途径。 
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Figure 1-6. (A) Sample showing PGRN was increased in both microglia and neuron lysate from KO 
mice. (B) Sample showing PGRN in conditioned culture medium was increased both microglia and 
neuron from KO mice. n = 5 dishes in each group. UnpairedStudent’s ttest; **p< 0.01 versus WT. 

 为了研究 PGRN 的功能，需要调节神经元内 PGRN 的水平。外源性的重组小鼠

PGRN（义翘神州，货号 50396-M08H，表达自 HEK293 细胞）和 PGRN siRNA 分别

被用来观察升高和降低 PGRN 水平后神经元发育的变化。为了验证重组 PGRN 的活

性检测了它的分子量，实验结果显示其分子量在 90 kD 附近，并可以激活 ERK1/2 和

AKT 信号通路（Figure 1-7）。这说明购买的 PGRN 是成熟的且具有活性。 

 
Figure 1-7. Left: sample showing molecular weight of purchased recombinant PGRN. Right: sample 
showing recombinant PGRN activated ERK and AKT pathways when treated cultured neurons. n = 5 
dishes in each group. Unpaired Student’s ttest; **p< 0.01 versus IgG treated group. 
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3.2. PGRN 通过阻断 TNFα通路缓解 S-DEP 引起的学习记忆障碍和焦虑样行为 

3.2.1. 睡眠剥夺(sleep deprivation, S-DEP)引起学习记忆障碍 

 已经证明了在 FMR1 KO 小鼠中 PGRN 水平升高并不影响 TNFα 水平，同时也有

研究结果表明两者的信号通路有密切联系[163]，推测两者可能存在一个平衡，这个平

衡的失调可能就是导致学习记忆障碍的原因。为了验证这个平衡系统的存在，使用

了小鼠的 S-DEP 模型，因为 FXS 患者同样也有睡眠障碍[192]。如果 PGRN 和 TNFα

参与调节 S-DEP 引起的学习记忆损害，PGRN 和 TNFα 可能也参与调控 FMR1 KO 小

鼠学习记忆的损害。有文献报道，S-DEP 时 TNFα 水平升高，学习记忆受损[193]。水

平台 S-DEP 72 h，用新物体识别、新位置识别和 Morris 水迷宫检测小鼠行为学表现，

发现动物学习记忆受损，提示我们模型建立成功（Figure 2-1A-D）。 

 

-52- 



空军军医大学博士学位论文 

 
Figure2-1. Sleep deprivation induced memory impairment. 
(A) Schematic of the novel object recognition test. (B) Left: sample traces of locomotor activity in the 
novel object recognition test for Control (Con) and S-DEP mice respectively, preference index toward a 
novel object, and total distance travelledwere summarized.Right:sample traces of locomotor activity in 
the object location test for Control (Con) and S-DEP mice respectively, preference index toward a 
novel location and total distance travelledwere summarized. (C) Left:Representative swimming paths 
in the water mazeduring the probe trial on day 3. Right: Percentage of time spent in the target quadrant 
of the water maze.(D) Latency to located platform position, velocity, and travelled distance during 
thelearning phase of the water maze task.n = 10 per group; unpaired Student's ttest or repeated 
measures ANOVA, *p < 0.05 versus control mice. 

3.2.2. S-DEP 引起小鼠焦虑样行为 

 开放场和高架十字迷宫实验是两种检测小鼠焦虑样行为的方法[194]。结果显示

S-DEP 小鼠相较于对照组小鼠表现出中央活动时间减少（Figure 2-2A, B），开放臂进

入次数减少（Figure 5C, D），出现明显的焦虑样行为。 
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Figure 2-2.Sleep deprivation induced anxiety-like behaviors. 
(A) Sample traces of locomotor activity in the open field test. (B) S-DEP significantly reduced the total 
distance traveled and time spent in the center area. n = 10 mice per group. (C)Sample traces of 
locomotors activity in the elevated plus maze test. (D) S-DEP significantly reduced the entrance to 
open arms and time spent in the open arms. n = 10 mice per group; unpaired student ttest, **p < 0.01 
versus control group. 

3.2.3. PGRN 和 TNFα参与了 S-DEP 引起的学习记忆障碍和焦虑样行为 

 接下来使用了Western blot对S-DEP小鼠海马区PGRN和TNFα水平进行了检测，

结果显示睡眠剥夺后 PGRN 水平降低，TNFα 水平升高，二者之比显著降低（Figure 

2-3A, B）。IKBα 是 TNFα 的下游信号通路，TNFα 促进 IKBα 磷酸化，对 NFκB 去抑

制，激活炎症反应。睡眠剥夺后此信号通路激活（Figure 2-3C, D）。当睡眠剥夺小鼠

再进行恢复性睡眠后 PGRN 水平升高和 TNFα 水平降低（Figure 2-3E, F），和睡眠剥

夺时相反。这提示 PGRN 和 TNFα 水平与 S-DEP 引起的学习记忆障碍密切相关。 
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Figure 2-3. Effects of sleep deprivation on the levels of TNFα and PGRN. 
(A) Western-blot samples of PGRN, p-CREB, and TNFα. (B) Band intensities were quantified as 
percentage of values from Con mice hippocampus. (C) Westernblot samples of p-IκBα and IκBα. (D) 
Band intensities were quantified as percentage of values from control mice hippocampus. n = 6 mice 
per group; unpaired student ttest, *p < 0.05, **p < 0.01 versus control mice. (E) Westernblot samples of 
PGRN and TNFα after recovery sleep. (F) Band intensities were quantified as percentage of values 
from 0 hour recovery sleep mice. n = 4 mice per group; unpaired Student’s ttest, *p < 0.05, **p < 0.01 
versus 0 hour recovery sleep mice. 

3.2.4. 调节 PGRN 和 TNFα水平可以纠正 S-DEP 引起的学习记忆障碍和焦虑样行

为 

 为了纠正 S-DEP 小鼠 PGRN 和 TNFα 水平的失衡，采用了脑室注射 PGRN 重组

蛋白和/或腹腔注射 TNFα 合成抑制剂 Thalidomide 的方法（Figure 2-4A, B）。结果显

示 Thalidomide 可以显著降低 S-DEP 小鼠的 TNFα 水平而不影响 PGRN 水平（Figure 

2-4C），改善 S-DEP 小鼠的学习记忆并缓解小鼠的焦虑样行为，这种作用可以被外源

性 TNFα 取消（Figure 2-4D, E），这说明 S-DEP 小鼠学习记忆的损害和焦虑样行为是

由于 TNFα 升高引起的。PGRN 可以纠正 S-DEP 小鼠的学习记忆障碍（Figure 2-4D）

和焦虑样行为（Figure 2-4E），外源性 TNFα 同样也可以取消 PGRN 对 S-DEP 小鼠的
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保护作用。PGRN 通过拮抗 TNFα 功能发挥作用，可能是通过抑制 TNFα 的产生也可

能是直接拮抗 TNFα 下游的信号通路。PGRN 和 Thalidomide 两者联合使用时效果没

有叠加效应（Figure 2-4D, E）。 

 
Figure 2-4. Blocking TNFα pathway attenuated memory impairment and anxiety-like behaviors. 
(A) Schematic of experimental procedures. (B) Sample of PGRN intraventricular injection (ICV) site. 
(C) Westernblot samples of PGRN and TNFα and band intensities after thalidomide (Tha) treatment in 
S-DEP mice. (D) Preference index of control, S-DEP, PGRN (ICV, 5 ng), and Tha (ip, 25 mg/kg) 
treated mice in novel object recognition test. (E) Locomotors activities and time spent in the center area 
of control, S-DEP, PGRN (ICV, 5 ng), and Tha (ip, 25 mg/kg) treated mice in open field test. n = 6 
mice per group; one-way ANOVA with LSD test, *p < 0.05, **p < 0.01 versus control mice, #p < 0.05 
versus saline treated S-DEP mice.  

3.2.5. PGRN 抑制 S-DEP 小鼠 TNFα的产生 

 PGRN 究竟是通过抑制 TNFα产生还是直接拮抗 TNFα功能对 S-DEP 小鼠产生保
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护作用呢？为了研究 PGRN 和 TNFα 两者之间的关系，对照小鼠和 S-DEP 小鼠分别

给与 PGRN 后发现：在 S-DEP 小鼠，PGRN 可以抑制 TNFα 下游的信号通路 IKBα

磷酸化，却并不影响对照小鼠 p-IKBα 水平（Figure 2-5A, B）。同时，PGRN 抑制 S-DEP

小鼠 TNFα 水平，在对照小鼠却没有此现象。而 TNFα 无论在 S-DEP 小鼠还是对照

小鼠均不影响 PGRN水平（Figure 2-5C, D）。说明 PGRN通过抑制TNFα产生对 S-DEP

小鼠产生保护作用，但是不能排除 PGRN 也参与 TNFα 下游信号通路的调节。 

Figure 2-5. PGRN decreased TNFα production in S-DEP mice. 
(A) Mice were sacrificed after behavior tests. The levels of p-IκBα, IκBα, PGRN, TNFα, and p-CREB 
in hippocampus were detected by Western blot. (B) Band intensities were quantified as percentage of 
values from control mice. n = 6 mice per group, Two-way ANOVA with Bonferroni’s Multiple 
Comparison Test; *p < 0.05, **p < 0.01 versus control mice, #p < 0.05, ##p < 0.01 versus saline treated 
S-DEP mice. Levels of PGRN and TNFα in hippocampus were detected after exogenous PGRN and 
TNFα treatment in control mice (C) and S-DEP (D) mice. n = 6 mice per group; one-way ANOVA with 
LSD test, *p < 0.05, **p < 0.01 versus control mice, #p < 0.05, ##p < 0.01 versus saline treated S-DEP 
mice.  
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3.2.6. PGRN 调节树突棘密度 

 S-DEP 时会发生树突棘的丢失[195]。高尔基染色是最常用的观察脑内神经元树突

棘形态的方法。因为它的染色效率很低（仅有 5%作用），可以在复杂的神经网络中

显示出单个完整神经元的结构，在高倍明场显微镜下可以清晰显示树突棘的数目和

形态[196]。为了进一步证明 PGRN 和 TNFα 水平对树突棘密度的影响，S-DEP 小鼠脑

室注射重组 PGRN 或 TNFα，取大脑进行了高尔基染色，结果显示 PGRN 可以显著

纠正 S-DEP 小鼠树突棘的丢失，提高神经元树突棘的密度（Figure 2-6A, B）。 

 
Figure 2-6. PGRN treatment reversed the spine density in CA1 area. 
(A) Golgi-Cox-staining of CA1 pyramidal neurons for spine counting. (B) Left: Representative images 
of basilar dendrites from control, saline (ICV, 5 μl) treated S-DEP, TNFα treated (ICV, 10 ng/5 μl) 
S-DEP, and PGRN treated (ICV, 5 ng/5 μl) S-DEP mice. Right: Summary of spine counts from basilar 
dendrites. n = 40 neurons/4 mice per group; two-way ANOVA with LSD test, **p < 0.01 versus control 
mice, ##p < 0.01 versus saline treated S-DEP mice. 

3.2.7. PGRN 促进神经元发生 

 小鼠产生新生神经元的两个区域是侧脑室的室管膜下区(subventricular zone of 

the lateral ventricles, SVZ)和海马齿状回颗粒下区(subgranular zone of the dentate 

gyrus, SGZ)。SGZ 新生神经元对记忆的形成和抑郁状态有至关重要的作用[197]。FXS

和 S-DEP 小鼠都存在新生神经元减少的现象[198, 199]。PGRN 和 TNFα 水平对新生神

经元有什么影响呢？EdU 作为一种核苷酸类似物，在 DNA 合成时被利用进入分裂期
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的神经元，可以完成对神经干细胞的标记。再利用 EdU 的抗体进行免疫荧光染色，

并可以指示出新生神经元的数目。结果显示脑室注射 PGRN 可以显著增加 S-DEP 小

鼠 SGZ 新生神经元的数目（Figure 2-7A, B）。 

 

Figure 2-7. PGRN increased neurogenesis in S-DEP mice. 
(A) Representative micrograph of double staining to identify newborn neurons (EdU/red) in the dentate 
gyrus of the hippocampus. Left: scale bar = 100 μm; Right: scale bar = 50 μm. (B) Number of EdU 
positive neurons in the dentate gyrussubgranular zone from control, saline (ICV, 5 μl) treated, TNFα 
treated (ICV, 10 ng/5 μl), and PGRN treated (ICV, 5 ng/5 μl) S-DEP mice. n = 3 mice per group; 
one-way ANOVA with LSD test, **p< 0.01 versus saline treated control mice, ##p < 0.01 versus saline 
treated S-DEP mice. 

4. 讨论 

 PGRN 作为一种有抗炎作用的细胞因子，除了可以结合 TNFR1 和 TNFR2 受体外

[163]，它还可以抑制 TNFα 的产生[190]。在本研究中，通过高通量测序我们发现 PGRN

可能参与了 FMR1 KO 小鼠的突触可塑性异常，进一步实验证实了 FMR1KO 小鼠

mPFC 中 PGRN 的水平升高。但 PGRN 在中枢神经系统中的作用机制并不明确，同

时它与 TNFα 相互作用，可能存在一个复杂的平衡调节。为了研究 PGRN 的功能以

及它和 TNFα 的关系，我们使用了 S-DEP 模型。在这个模型中 PGRN 表达水平降低，
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TNFα 水平升高。ICV 注入 PGRN 缓解 S-DEP 引起的学习记忆障碍和焦虑样行为，

并抑制 TNFα 信号通路的激活。此外，PGRN 治疗逆转了 S-DEP 诱导的 SGZ 区神经

发生障碍和 CA1 区树突棘缺失。在 S-DEP 小鼠中 PGRN 降低 TNFα 表达水平，但在

正常小鼠中 PGRN 本身并不影响 TNFα 表达水平。TNFα 无论在正常小鼠还是 S-DEP

小鼠中均不影响 PGRN 表达水平。这提示两者在表达调控上存在一定独立性，但也

有相关性。与 TNFα 相比，PGRN 对 TNFR2 显示了更高的亲和力[163]。然而，PGRN

的下游信号通路仍然需要进一步研究。 

 PGRN除了调控TNFα表达水平外，是否参与TNFα下游信号通路的调控？此外，

PGRN 的升高与 FXS 的突触可塑性障碍又有什么联系？这些内容我们在第二部分进

行了进一步研究。 
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小结 
 通过以上实验我们证明了 FMR1 KO 小鼠的 PGRN 水平高于 WT 小鼠。PGRN 可

以通过调节TNFα信号通路增加 S-DEP小鼠神经元树突棘的密度，促进神经元再生。

PGRN和TNFα之间关系密切，不仅因为他们存在相同的受体——TNFR1和TNFR2，

而且 PGRN 还能调控 TNFα 表达水平。 
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第二部分 过量颗粒体蛋白通过 TNFR2 导致

脆性 X 综合征突触可塑性异常 
 

1. 材料 

1.1. 实验动物 

 同第一部分。 

1.2. 试剂和抗体 

1.2.1.  试剂 

 NeurobasalTM 培养基、B-27TM 添加物、胎牛血清（FBS）和胰蛋白酶购自美国

Gibco 公司；DMEM 高糖培养基购自 Hyclone；DMEM-F-12 培养基购自 Invitrogen

公司；青链霉素购自 Millipore；四甲基罗丹明（TRITC）标记的鬼笔环肽、多聚 L-

赖氨酸（PLL）购自美国 Sigma 公司；RNA 反转录试剂盒购自 Thermo Fisher；ChIP 

Assay Kit 购自碧云天（货号：P2078）。其他试剂参见第一部分。 

1.2.2.  抗体 

 β-tubullin Ⅲ抗体购自 sigma 公司；GluA1、FMRP、p-GluA1ser845、p-GluA1ser831

抗体购自 Abcam 公司；ERK1/2、p-ERK1/2、JNK、p-JNK、RELB、RELA、mTor、

p-mTor、p50、p52、p100、p105、pro-Caspase8、PARP、p-CREB、β-catenin、p-β-catenin、

AKT、p-AKT、MAP2 购自 Cell Signaling Technology 公司；免疫印迹用 TNFR1、TNFR2

抗体购自美国 Santa Cruz公司；中和抗体试验用TNFR1、TNFR2抗体购自BioLegend；

荧光二抗购自康为世纪公司；其他抗体参见第一部分 

1.3. 溶液配制方法 

1.3.1. 神经元接种培养基 

 含有 20% 胎牛血清的 DMEM 高糖培养基。 
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1.3.2. 100×谷氨酰胺储备液 

 称取 0.3 g 谷氨酰胺溶解于 20mlPBS 缓冲液中，过滤除菌后分装在 1.5 ml 的 EP

管中，-20℃储存。 

1.3.3. Neurobasal 培养基 

 含有 2% B-27TM 添加物和 5 mM 谷氨酰胺的 NeurobasalTM Medium。 

1.3.4. 小胶质细胞培养基 

 DMEM- F-12 培养基，添加 2mM L-谷氨酸，1mM 丙酮酸钠，10%胎牛血清和

0.5%双抗溶液。 

1.3.5. 多聚赖氨酸包被液 

 含有 25μg/ml 多聚赖氨酸的去离子水，过滤除菌。 

1.3.6. 2.5%胰蛋白酶 

 取 0.25 g 胰蛋白酶溶于 10mlPBS 中，过滤除菌后分装于-20℃保存备用。 

1.3.7. 切片液 

 0.37g KCl、0.11g CaCl2、4.2g NaHCO3、1.44g MgSO4、3.6g Glucose、0.29g NaH2PO4

和 172.52g Sucrose，溶于去离子水中，调 PH 至 7.4，最后定容至 2L。 

1.3.8. 电极内液 

 4.6g Cs-gluconate、0.0432g NaCl、0.952g BAPTA、0.0314g Na3-GTP、0.0152g 

Na4-EGTA、0.9532g HEPES、0.0304g Mg-ATP、0.1716g OX-314-Br 和 0.1656g TEA-Cl，

溶解 160 ml 去离子水中，调节 pH 至 7.2， Glucose 调渗透压为 290 mOsmol，定容

至 200ml，-20°C 保存。 

1.4. 主要仪器 

Med 恐惧制约系统 美国 Med Associates 公司 

高倍明场显微镜 日本 Olympus 公司 BX51 

微量电动组织匀浆器 美国 Kimble 公司 

MED64 平面微电极矩阵记录系统 日本 Alpha MED Scientific 公司 

玻璃微电极 美国 Axon 公司 
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振动切片机 美国 Vibratome 公司 1000 Plus 

微电极拉制仪 美国 Sutter 公司 

Real-Time PCR 仪 美国 Applied Biosystems 公司 PRISM 

7500 

64 通道微阵列 日本 Alpha Med Scientific 公司 P515A 

Qubit® 2.0 荧光计  美国 Invitrogen 公司 

2. 方法 

2.1 脑片免疫荧光染色 

1) WT或KO小鼠用乙醚麻醉后，经左心室分别灌入0.9%生理盐水和4%多聚甲醛； 

2) 小心取出完整全脑后至 4%多聚甲醛后固定过夜； 

3) 20%蔗糖、30%蔗糖依次脱水，包埋剂包埋后行冰冻切片，厚度为 15 μm；将脑

片贴于阳离子包被的载玻片上，-80℃保存； 

4) 含有 0.3% Triton X-100 的 5%山羊血清室温封闭 0.5h； 

5) 一抗（anti-PGRN, 10 μg/ml; anti-β-tubullin III, 1:500）稀释于 0.1% Triton X-100

的 10%山羊血清，滴加到脑片上，4°C 孵育过夜； 

6) PBS 漂洗 3 次后； 

7) 荧光二抗和 Hoechst33342 稀释于 0.1% Triton X-100 的 10%山羊血清，滴加到脑

片上，室温避光孵育 3 h； 

8) PBS 漂洗 3 次； 

9) 50%甘油封片，共聚焦显微镜观察。Hoechst激发波长为 350nm，发射波长为461nm。 

2.2 细胞免疫荧光染色 

1) 种植于玻片上的细胞培养至第14天时，吸弃培养液，适量冰冷PBS漂洗3次； 

2) 4%的多聚甲醛固定20min； 

3) PBS漂洗3次； 

4) 0.1% TritonX-100的10%山羊血清室温封闭0.5 h； 

5) 一抗（β-tubullin III, 1:1000）稀释于0.1% Triton X-100的10%山羊血清，滴加到细

胞爬片上，置于湿盒内4°C孵育过夜； 
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6) 用PBS漂洗3次； 

7) TRITC-phalloidin 1μg/m，FITC标记的山羊抗小鼠荧光二抗和终浓度为10μg/ml的

Hoechst33342（衬染胞核）稀释于0.1% Triton X-100的10%山羊血清，滴加到细

胞爬片上，室温避光孵育2 h； 

8) PBS漂洗3次稍晾干； 

9) 50%甘油封片，激光共聚焦显微镜下观察结果。 

 在三次独立的实验中，对免疫荧光染色的图像进行分析。每个实验使用三个以上

的玻片来获得神经元的样本进行分析。分析树突棘的方法参见高尔基染色。 

2.3 原代皮层神经元培养 

1) 加入适量多聚赖氨酸包被液于培养皿，至少盖住底面，置孵箱中静置 4h 后，回

收包被液，培养板用无菌水清洗两遍，备用；取孕 15 天孕鼠，脱颈处死，取出

胎鼠置于盛有 D-Hank's 缓冲液的培养皿中，显微镜下分离出皮层； 

3) 组织块于 0.25%胰蛋白酶中消化 20 min； 

4) 终止消化后用滴管在神经元种植培养基中轻轻吹打组织块 5 min，过 200 目筛网，

滤掉未消化的组织块； 

5) 细胞计数后接种于多聚赖氨酸包被过的培养板中，接种密度为 6 孔板每孔 2×106

个细胞，24 孔板每孔 3×105 个细胞； 

6) 第二天全量换液为 Neurobasal 培养基，之后每 3 天换液一次。 

2.4 原代小胶质细胞培养 

1) 将 3-5 只新生小鼠用上述同样方法分离大脑皮层，0.2%木瓜蛋白酶 37°C 消化 15 

min； 

2) 用含 10% FBS 的 DMEM-F12 培养基终止消化，洗掉木瓜蛋白酶，胶头滴管吹打

成单细胞悬液，200 目滤网过滤； 

3) 细胞用 10% FBS 的 DMEM-F12 培养基接种于 PLL 包被过的培养板中； 

4) 12-14 天后，细胞长满培养瓶，在 37°C 摇床中以 200rpm 振荡 4 h。收集培养液，

离心后将沉淀的细胞团块重新用小胶质细胞培养基接种于培养板中； 

5) 细胞使用前经过小胶质细胞标志物 Iba-1 免疫荧光染色鉴定其纯度在 99%以上。 
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2.5 蛋白免疫共沉淀 

1) 依照 Western Blot 中的方法使用 NP-40 裂解液裂液 mPFC 组织； 

2) BCA 蛋白定量后取出 20 μl 作为 Input 组，剩余样品加入 NP-40 裂解液稀释，使

蛋白浓度为 1 mg/ml，体积为 1 ml； 

3) 每份样品中加入 1% BSA、10 μl 抗体（阴性对照组加入等量的 IgG），4℃摇床孵

育过夜，使抗原抗体充分结合； 

4) 每份样本使用 50 μl 磁珠，加 500μl NP40 裂解液洗涤，简单振荡后吸弃上清； 

5) 将磁珠加入到上述过夜的样本中室温缓慢摇动孵育 2 h； 

6) 沉淀磁珠，弃上清，用 1 mlNP40 裂解液漂洗 3 次； 

7) 加入 100 μl NP-40 裂解液重悬磁珠，加入 5×loading buffer，混匀后于沸水中煮沸

10 min； 

8) Western Blot 检测蛋白含量。 

2.6 染色质免疫共沉淀（Chromatin Immunoprecipitation，ChIP） 

1) 取小鼠 mPFC 组织加入冰冷 PBS 研磨获得单细胞悬液； 

2) 加入 37%甲醛，使得甲醛的终浓度为 1%，37℃孵育 10min 交联蛋白质与 DNA； 

3) 加甘氨酸至终浓度为 2 mM 混匀后，在室温下静置 5min，终止交联； 

4) 4 ℃2000rpm离心5min，去上清，收集细胞； 

5) 加入 1 ml RIPA Lysis Buffer（含蛋白酶抑制剂），超声破碎细胞，调整超声仪的

参数和时间，使产生的 DNA 片段为 100-400 bp； 

6) 4 ℃12000g 离心 10min，去除不溶物质； 

7) 取 10 μl 裂解液用 TE Buffer 稀释至 500 μl，加入 8 μl 5M NaCl，65℃加热 4 h 解

交联； 

8) Qubit 2.0 定量样本中的 DNA 浓度，加入适量裂解液稀释样本至 DNA 浓度相同； 

9) 取 100μl 超声裂解液，加入900μl ChIPDilution Buffer、1% BSA、100 μg/ml 鱼精

DNA、50 μl 免疫磁珠，5 μl 抗体 4 ℃颠转混匀过夜； 

10) 磁珠 Low Salt Immune Complex Wash Buffer、High Salt Immune Complex Wash 

Buffer、LiCl Immune Complex Wash Buffer 和 TE Buffer 依次各洗涤一次； 

11) 在 500 μl TE Buffer 重悬沉淀，加入 20 μl 5M NaCl，混匀，65℃加热 4 h，解交
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联； 

12) Qubit 2.0 定量 DNA，2%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 含量。 

2.7 脑片电生理实验 

2.7.1. mPFC脑片的制备 

1) 8-12 周雄性小鼠乙醚麻醉后断头取脑，置于氧饱和的冰冷切片液（cutting solution）

中； 

2) 用刀片修平端脑与小脑连接处，粘于振动切片机的切片底座上； 

3) 在氧饱和的冰冷切片液中行冠状切取 300μm厚的mPFC脑片； 

4) 滴管吸取脑片置于室温O2 饱和的ACSF孵育 1 h。 

2.7.2. 全细胞膜片钳记录 

1) 将孵育后的脑片放置于记录液槽中，氧饱和的ACSF循环灌流； 

2) 玻璃电极贴附细胞，形成千兆欧姆封接； 

3) 向ACSF中加入 100μM印防己毒素（picrotoxin, PTX），在具有红外线DIC系统的

显微镜下钳制mPFC锥体神经元，钳制电压为-70 mV，刺激强度分别为 15 V、20 

V、25 V、30 V、35 V，开始记录兴奋性突触后电流（EPSC）； 

4) 记录mEPSC时向ACSF中加入 1 μM河豚毒素（tetrodotoxin, TTX）和 100 μM印防

己毒素（picrotoxin, PTX）。 

2.7.3. MED64 平面微电极矩阵记录系统 

1) 将孵育后的mPFC脑片转移到MED64 探针MED-P515A内，95% O2 和 5% CO2 混

合气饱和的ACSF持续灌流； 

2) 给予电刺激后记录各个通道的场兴奋性突触后电位（field excitatory postsynaptic 

potentials, fEPSPs），持续记录至电流斜率和幅度至少平稳 30 min； 

3) 诱导LTP 时使用TBS (theta burst stimulation)；诱导mGluR依赖的LTD时，提前半

小时向ACSF中加入NMDA受体拮抗剂 50 μM AP-5[200]，采用 900 个 1Hz的双脉

冲低频刺激，单个脉冲刺激持续 0.2 ms，两个脉冲间隔 50 ms[201]； 

4) 给予电刺激后LTP持续记录 3 h，LTD持续记录 2 h，最后 30min的fEPSP斜率的平

均值相对于基线的变化用来衡量LTP或LTD的幅度。每张脑片要平均多个通道的
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结果，每次试验至少统计来自四只小鼠的 7 张脑片。 

2.8 脑立体定位病毒注射实验 

1) 慢病毒介导的基因敲低靶序列如下： 

PGRN (5'-GACAGAGTGCATTGCTGTC-3'),  

TNFR2 (5'-GCTATTCCCGGAAATGCAAGC-3')  

对照序列(5'-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3')，由上海吉玛（GenePharm）公司

包装进带绿色荧光蛋白 GFP 的 pSUPER 慢病毒质粒中，扩增，纯化后-80℃保存

备用； 

2) 0.2%戊巴比妥钠麻醉小鼠； 

3) 脑立体定位仪定位到 mPFC 区（bregma 前 2.43 mm，左右 0.28 mm，深 1.81 mm）； 

4) 双侧以 0.1μl/min 的速度注射滴度为 3×108TU/ml 的慢病毒 1μl； 

5) 手术结束 14 天后，进行行为学或电生理实验。 

2.9 恐惧制约实验 

1) 第一天，小鼠置于 Med 红外视频恐惧制约箱中 60s，给予小鼠 15s80 分贝的白噪

音作为条件性刺激，风扇提供背景噪音，照明灯打开，最后 0.5s 给予 0.7mA 电

刺激，间隔 210s 后重复上述过程，共十次，完成训练将小鼠放回笼内，统计小

鼠的不动时间；每组实验结束后，75%乙醇清洁箱体； 

2) 第二天，将小鼠置于一个新的环境（在试验箱内加装屋顶形挡板，风扇关闭，照

明灯关闭），只给予声音的条件刺激，而不给予电击，统计小鼠在各试验间期内

的不动时间；每组实验结束后，3%乙酸清洁试验箱。 

2.10 转棒实验 

转棒实验使用的是上海吉量公司的转棒。 

1) 第一天训练小鼠在转棒上以 4 rpm 的速度至少坚持 3 min； 

2) 第二天小鼠放在 5min内从 4 rpm加速到 42 rpm的转棒上，记录跌落时间。每隔

30 min测一次，共测 4 次，统计每只小鼠的最长跌落时间。 

2.11 强迫游泳实验 

 强迫游泳测试是由一个预实验和 24 h 后的正式试验组成，实验在 15 W 灯泡提供
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的低照度条件下进行。动物被放置在一个塑料圆柱形透明罐中(直径 15 cm，高 35 cm)，

装满 24°C±1°C 水，25 cm 的深度，保证后肢骨骼不能接触到水箱底部。在所有实验

中，同一只小鼠在同一罐中进行 15 min 的预试验和 5min 的正式试验，但正式试验中

仅对最后 4 min 进行分析。在进行预实验或正式试验后，小鼠用毛巾擦干，并放回到

笼子里保温 30 min。在强迫游泳试验期间，一个摄像头与电脑上记录动物行为的软

件相结合。每只小鼠的静止时间由软件进行分析。 

2.12 siRNA 转染 

 PGRN 和 TNFR2 siRNA 有吉玛公司合成，并连接上 Alexa Fluor488 荧光素。其

序列根据以往的文献报道确定[135, 202, 203]： 

PGRN siRNA 5'-GACAGAGTGCATTGCTGTC-3'; 

PGRN siRNA-2 5'-CACUGUAGUGCAGAUGGGAAAUCCU-3'; 

对照序列 5' -TTCTCCGAACGTGTCACGT-3'。 

TNFR2 干扰序列根据互补原则设计三条，验证后使用效率较高的一条： 

TNFR2-siRNA-1: 5'-GCTGCAGTTCTTCCTGTACCA-3'; 

TNFR2-siRNA-2: 5'-GCCAAACTCCAAGCATCCTTA-3'; 

TNFR2-siRNA-3: 5'-GCTATTCCCGGAAATGCAAGC-3'。 

 使用转染试剂 DOTAP（罗氏，货号 11201375001）依照操作说明在细胞培养的

第一天进行转染。 

3. 结果 

3.1. 适量 PGRN 促进神经元树突棘的发生，高浓度的 PGRN 抑制神经元树突棘的

成熟 

 突触结构是功能的基础，所以为了研究 PGRN 对 FXS 突触可塑性的影响，首先

从神经元树突棘发育状态入手。先前的研究已经证实 FMR1 KO 小鼠 mPFC PGRN 水

平升高，TNFα 水平不变，提示 FMR1 KO 小鼠中 PGRN 并不是通过调节 TNFα 水平

发挥作用。采用 siRNA 干扰技术选择性敲低 PGRN 水平，为了保证 PGRN 敲低效率，

我们合成了两条 PGRN siRNAs：PGRN siRNA 和 PGRN siRNA-2，通过阳离子脂质

体（DOTAP）转染进入体外培养一天的神经元。一周后 Western blot 检测神经元 PGRN
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表达水平，从中挑选了效率比较高的 PGRN siRNA（Figure 1-1）。 

 
Figure 1-1.The selected PGRN target siRNA sequence showed better efficiency than PGRN siRNA-2. 
And it did not affect the expression of NT-3 and BDNF in WT cultured neuron. n = 5 dishes in each 
group. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test; **p< 0.01. 

 神经元树突棘是突触形成部位膨大形成的特殊结构，接受突触前释放的神经递质

形成电活动，完成突触传递[204]。正常的树突棘是突触可塑性的结构基础。有文献报

道，KO 小鼠神经元树突棘密度过大，且多为不成熟的细丝状树突棘[205]。PGRN 是

调节神经发育的营养因子，可以增加神经元树突棘的密度[206]。研究 PGRN 对 FXS

树突棘发育的影响，发现体外培养 WT 小鼠神经元中加入 100ng/ml 的 PGRN 使树突

棘密度增大但是成熟的树突棘减少，出现类似于KO神经元的形态（Figure 1-2A, B）。

进一步研究发现，在体外培养的 WT 小鼠神经元中加入 0-50ng/ml 的 PGRN 可以增

加总树突棘的密度和成熟树突棘的比例，但是高浓度的 PGRN（75-200ng/ml）使增

加总树突棘密度的效果达到饱和，同时会降低成熟树突棘所占的比例，但 PGRN 对

KO 小鼠神经元没有影响（Figure 1-2C）。使用 PGRN siRNA 敲低培养神经元 PGRN

水平，siRNA 在一定范围内可以增加 KO 和 WT 小鼠神经元成熟树突棘的比例，同

时降低总树突棘的比例，提示适量 siRNA 可以纠正 KO 小鼠神经元树突棘的发育异

常。KO 小鼠神经元对于 PGRN siRNA 的调节作用相较于 WT 小鼠神经元更加敏感

（Figure 1-2D）。 
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Figure 1-2. Exogenous PGRN impairs spine morphology. 
(A) Phalloidin staining of cultured neurons in DIV (day in vitro) 21. Scale bar = 20 μm.(B) Spine 
morphology studies showing fraction of mushroom, stubby and filopodia spines fromIgG and PGRN 
(100 ng/ml) treated WT and KO neurons.Scale bar = 50 μm. n = 10neurons from 3 dishes per treatment 
group.Two-way ANOVA followed by Bonferroni’spost hoctest; **p< 0.01 versus IgG treated WT 
neurons. (C) Curves showing effects of different PGRN concentrations (0, 10, 20, 50, 75, 100, 200 
ng/ml) on dendritic spine developments of WT and KO neurons.(D) Curves showing effects of 
different PGRN siRNA concentrations (0, 15, 30, 60,100, 200 nM) on dendritic spine developments of 
WT and KO neurons.n = 10 neurons from 3 dishes per treatment group. Two-way ANOVA followed by 
Bonferroni’spost hoc test; **p < 0.01 versusKO neurons treated by the same concentration of PGRN. 

3.2. PGRN 对突触传递的影响 

 细胞的离体实验证明：降低 KO 小鼠神经元的 PGRN 水平可以纠正树突棘发育障

碍。急性分离脑片的电生理实验是一种半离体的实验，可以用来研究 PGRN 对突触

功能的影响。MED64 是一种新的神经元电生理记录方法，采用贴附式记录方法，可

以稳定记录神经元的电活动长达 10h 以上。MED64 实验结果提示：在 ACSF 中添加

100ng/ml 的重组 PGRN，可以增加 WT 小鼠脑片的 fEPSPs 斜率（Figure 2-1A），提

示此微环路的突触传递增强。全细胞膜片钳结果显示：在相同刺激下，100ng/ml 的

PGRN 可以增加 WT 小鼠脑片的 EPSC 幅度，但对于 KO 小鼠脑片没有作用（Figure 

2-1B）。这两个实验结果说明外源性 PGRN 可以增加 WT 小鼠神经元的突触传递。但

PGRN 对 KO 小鼠神经元没有影响，推测这可能与 KO 小鼠脑内 PGRN 水平本身已

经很高，PGRN 的作用已经达到饱和有关。 
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Figure 2-1. Exogenous PGRN impairs spine morphology and synaptic transmission. 
(A) Curves showing effects of different PGRN concentrations (0, 10, 20, 50, 75, 100, 200 ng/ml) on 
dendritic spine developments of WT and KO neurons. (B) Curves showing effects of different PGRN 
siRNA concentrations (0, 15, 30, 60,100, 200 nM) on dendritic spine developments of WT and KO 
neurons. n = 10 neurons from 3 dishes per treatment group. Two-way ANOVA followed by 
Tukey’sBonferroni’s post hoc test; **p< 0.01 versus KO IgG treated WT neurons treated by the same 
concentration of PGRN. 

 LTD 是一种突触可塑性现象，被认为是学习记忆的电生理机制[207]。在 KO 小鼠

海马中 mGluR 依赖的 LTD 相较于 WT 小鼠增大[208]，mPFC 中 mGluR 依赖的 LTD

是否发生变化尚不清楚，对此我们也进行了研究。结果显示 KO 小鼠 mPFC 中 mGluR

依赖的 LTD 相较于 WT 小鼠没有变化（Figure 2-2），提示在海马和 mPFC 可能存在

不同的突触可塑性机制。 

 

Figure 2-2.Normal mGluR dependent LTD in mPFC of FMR1 KO mice. 
Accumulative fEPSPs recorded at mPFC from WT slices bath application of IgG (100 ng/ml, black 
circles), KO slices bath application of IgG (100 ng/ml, red circles), and KO slices bath application of 
PGRN (100 ng/ml, green circles). 25μM DL-AP5, a NMDA receptors blocker, was added throughout 
this recording to exclude the NMDA receptors dependent LTD. Mean values of the depression of 
fEPSPs averaged from 50 to 60 min following PP-LFS.n = 4-5 slices/4-5 animals. Error bars, SEM. 
*p< 0.05, **p< 0.01 versus IgG treated WT group with a one-way ANOVAtest.  
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3.3. 减少 KO 小鼠脑内 PGRN 可以纠正 LTP 的缺失和异常蛋白表达 

 为了排除外源性重组 PGRN 中杂质对脑片电生理功能的影响，同时为了可以在

更长时间内降低 PGRN 的水平，我们使用了慢病毒表达 GRN shRNA 敲低 KO 小鼠脑

内 PGRN 的水平，表达杂乱序列 shRNA 的病毒作为对照。ShRNA 与化学合成的 siRNA

不同，是一种双链 RNA，通常被克隆进表达载体中，可以稳定在细胞内表达。

GRNshRNA 序列来自于以往文献的报道[202]，并经过我们的实验验证。脑立体定位注

射技术可以将病毒注射进入特定脑区，从而调节注射区域的基因表达水平，对其他

脑区没有影响。Figure 3-1A 结果显示表达 GRNshRNA 的病毒被准确注射到 mPFC 区

域。慢病毒注射两周后，取小鼠 mPFC 脑区检测 PGRN 水平，发现 GRN shRNA 注射

WT 和 KO 小鼠脑内 PGRN 的水平相对于对照组显著下调（Figure 3-1B）。同时我们

用 GRN shRNA 慢病毒注射小鼠 mPFC 脑片进行电生理实验，发现 GRNshRNA 并不影

响 WT小鼠LTP的诱导和表达（Figure 3-1C），但可以纠正KO小鼠LTP的缺失（Figure 

3-1D）。这在整体动物水平证明了降低 KO 小鼠脑内的 PGRN 水平可以纠正突触可塑

性异常。降低 WT 小鼠 PGRN 水平不影响 LTP 的表达，这可能是因为其他营养因子

的代偿作用，或者成年后仅需较低水平 PGRN 就可以维持正常生理功能。 
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Figure 3-1.Knock-down of PGRN rescuesL-LTP in the mPFC of FMR1KO mice. 
(A) Sample image to show the lentivirus (LV-PGRN shRNA-GFP) injection sites and the location of 
MED64 probe. The green fluorescence dots were GFP, showing successful lentivirus infection. (B) 
Decreased PGRN in mPFCfrom WT and KO mice 10 days after shRNAinjection. n = 5 mice per 
genotype.Two-way ANOVA followed by Bonferroni’spost hoc test; **p <0.01 versus negative shRNA 
injected WT mice; ##p < 0.01 versus negative shRNA injected KO mice.(C) Left: accumulative fEPSPs 
recordings at mPFC from WT animals. Right: averaged fEPSPs slope during the last 1 h. Arrow 
indicates the point of TBS application. n = 8 slices/4 mice with negative shRNA injection; n = 7 slices/4 
mice with PGEN shRNAinjection. (D) Left: accumulative fEPSPs recordings at mPFC from KO 
animals. Right: averaged fEPSPs slope during the last 1 h Arrow indicates the point of TBS application. 
n = 7 slices/4 mice with negative shRNA injection; n = 7 slices/4 mice with PGRN shRNA. 
UnpairedStudent’s ttest;##p < 0.01 versus KO negative shRNA injection. 

 注射 GRNshRNA 后，检测 mPFC 细胞内各种信号通路的激活状态，因为神经元

内多种信号通路的协调对神经元正常生理功能具有重要作用。以往文献报道 KO 小

鼠脑内 Akt[98]、ERK[209]、mTor[210]信号通路过度激活；GSK3β 会引起 β-catenin 磷酸

化，使其更容易被降解[189, 211]，因此 β-catenin 信号通路受到抑制；Akt 信号通路的激
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活会引起下游 mTor 信号通路的激活[212]。小鼠脑定位注射病毒2周后，取慢病毒注射

部位的组织进行 Western blot 检测，结果显示 KO 小鼠上述异常的信号通路得到纠正

（Figure 3-2 A-E）。 

 

 
Figure 3-2. Excessive PGRN alters mTor signaling in FMR1 KO mice. 
(A) Samples of Westernblot to show the protein levels in the mPFC of WT and KO mice. The ratio of 
p-Akt/Akt (B), p-mTor/mTor (C), p-ERK/ERK (D), and p-β-catenin/β-catenin (E) in the mice treated 
with PGRN shRNA. n = 6 mice per genotype. Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc 
test; **p<0.01 versus negative shRNA injected WT mice; ##p< 0.01 versus negative shRNA injected 
KO mice. (F) schematic diagram showing the connection of different proteins in FXS pathology. 
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3.4. 减少 KO 小鼠脑内 PGRN 可以纠正突触形态的异常 

 采用高尔基染色法研究 KO 小鼠 mPFC 脑区树突棘形态和数目的变化，结果显示

GRN shRNA 降低 PGRN 的水平可以减少 KO 小鼠的树突棘密度（Figure 4A, B），同

时增加成熟树突棘所占的比例（Figure 4C）。 

 
Figure 4. Knock-down of PGRN rescues spines morphology of FMR1KO mouse. 
(A) Left: sample of lentivirus infection site in mPFC. Scale bar = 200μm. Right: sample of Golgi-Cox 
staining of layer II/III pyramidal neuron. Scale bar = 4μm. (B) Representative images of 
Golgi-Cox-staining basilar dendrites. The total spine density was increased in KO mice. Number of 
spines was countedfrom basilar dendrites per 10μm. n = 20 neurons from 4 mice in each group. 
Two-way ANOVA followed by Bonferroni’spost hoc test; * p<0.05 versus WT mice. (C) Upper: sample 
spines from 41-50μm segment in WT mice. Scale bar = 5μm.Lower: fraction of mushroom, stubby and 
filopodia spines from negative shRNA injected WT mice (1682 spines), PGRN shRNA injected WT 
mice (1621 spines), negative shRNA injected KO mice (1431 spines), and PGRN shRNA injected KO 
mice(1821 spines). n = 20 neurons from 4 mice in each group.Two-way ANOVA followed by 
Bonferroni’spost hoc test; *p< 0.05, **p< 0.01 versus negative shRNA injected WT mice; ##p < 0.01 
versus negative shRNA injected KO mice. (D) Histograms representing the spines density distribution 
of each 10 μm segment. n = 20 neurons from 4 mice in each group; Two-wayANOVA followed by 
Bonferroni’spost hoc test; *p< 0.05 versus negative shRNA injected WT mice; #p < 0.05 versus 
negative shRNA injected KO mice. 
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3.5. 减少 KO 小鼠脑内 PGRN 可以纠正活动过度和学习记忆的障碍 

 体外培养神经元、半离体脑片、整体动物研究检测了降低 KO 小鼠 PGRN 后对突

触发育和可塑性的影响，但对 KO 小鼠行为的影响尚不清楚。GRNshRNA 病毒注射

后，检测小鼠行为学变化。开放场实验结果显示，减少 KO 小鼠 PGRN 可以纠正活

动过度的行为表型（Figure 7-1A）。恐惧制约试验结果显示减少 KO 小鼠 PGRN 水平

可以改善学习（Figure 5-1C）和记忆能力（Figure 5-1D）。 

 

 
Figure 5-1. Knock-downof PGRN rescues abnormal behaviors ofFMR1 KO mice 
(A) Left: sample traces of open field test. Right: locomotor activity in WT or KO mice treated with 
PGRN shRNAor negative shRNA. n = 6 mice per genotype.Two-way ANOVA followed by 
Bonferroni’spost hoc test; **p <0.01 versus negative shRNA injected WT mice; ##p < 0.01 versus 
negative shRNA injected KO mice. (B) Schematic of Trace fear conditioning. (C) The percentage of 
freezing time in training phase.Univariate ANOVA followed by Lower-bound correction;**p <0.01 
versus negative shRNA injected WT mice.(D) The freezing time in testing course.n = 6 mice per 
genotype. Two-way ANOVA followed by Bonferroni’spost hoc test; **p <0.01 versus negative shRNA 
injected WT mice; ##p < 0.01 versus negative shRNA injected KO mice. 

 高架十字实验检测小鼠的焦虑样行为，结果显示 KO 和 WT 小鼠进入开放臂的次

数没有差异，降低 PGRN 水平后也没有影响（Figure 5-2A）。转棒实验检测小鼠的运
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动学习能力[213]，结果显示 KO 小鼠跌落时间短于 WT 小鼠，表明 KO 小鼠运动学习

能力受损，降低 PGRN 水平后没有得到改善（Figure 5-2B）。强迫游泳实验检测小鼠

的抑郁状态[214]，结果显示 KO 小鼠的不动时间少于 WT 小鼠，说明 KO 小鼠没有出

现抑郁，降低 PGRN 后没有变化。以上研究结果可以说明 PGRN 并不影响 WT 和 KO

小鼠的焦虑和抑郁样行为（Figure 5-2C）。 

 
Figure 5-2. Knock-down of PGRN on the anxiety- and depression-like behaviors 
(A) In the elevated plus maze test, knocking down PGRN in mPFC did not alter the innate anxiety-like 
behavior in the WT and KO mice. (B) In rotarod test, motor function was decreased in KO mice; 
however, knockingdown PGRN in mPFC did not improve the performance of KO mice. (C) In forced 
swimming test, KO mice showed more depression-like behaviors compared with the WT mice. 
However, knockingdown PGRN in mPFC did not improve the performance of KO mice. A-C: n = 6 
mice in each group. Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test; **p < 0.01 versus 
negative shRNA injected WT mice. 

3.6. PGRN 在脑内主要与 TNFR2 结合 

 前面的结果证明了 KO 小鼠脑内 PGRN 水平显著高于 WT 小鼠，降低 PGRN 水

平可以纠正 KO 小鼠的突触可塑性异常、行为和信号通路异常。但是 PGRN 如何调

节突触可塑性的机制尚未阐明。TNFR1 和 TNFR2 是 PGRN 的受体，我们通过蛋白
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免疫共沉淀检测了 PGRN 与 TNFR1 和 TNFR2 的结合。实验结果显示 PGRN 主要与

TNFR2 结合而与 TNFR1 结合很少（Figure 6A, B）。TNFRs 的另一个配体 TNFα 与

TNFR1 和 TNFR2 的结合水平相当（Figure 6A, B）。 

 
Figure 6.Co-immunoprecipitation sample showing binding of PGRN and TNFR2. Two-way ANOVA 
followed by Bonferroni’s post hoc test; n = 5 mice in each group.**p< 0.01. 

3.7. TNFR2 参与 LTP 的诱导 

 为了研究 PGRN 调控 LTP 的具体机制，需要探明其受体 TNFR2 在 LTP 诱导和表

达方面的功能。我们分别使用了高浓度氯化钾（60mM），诱导化学性 LTP 和 TBS 诱

导的电学 LTP[215]，并评价 TNFR2 在这两种 LTP 中的作用。在这一过程中我们分别

使用了TNFR1和TNFR2的封闭抗体[216]。CREB磷酸化后启动下游基因的转录对LTP

的维持有重要作用[217]，因此将 CREB 磷酸化作为评价 LTP 的指标。研究结果发现阻

断 TNFR2 的功能后氯化钾诱导的 CREB 磷酸化被阻断（Figure 7A），MED64 结果显

示阻断 TNFR2 后 LTP 受损，阻断 TNFR1 对 LTP 却没有影响（Figure 7B）。这提示

氯化钾诱导的化学性 LTP 需要 TNFR2 的激活。 

 
Figure 7. (A) In cultured neurons, TNFR2 but not TNFR1 antibody suppressed KClinduced elevation 
of p-CREB. n = 5 dishes in each group.Two-way ANOVA followed by Bonferroni’spost hoc test; **p< 
0.01. (B) Left: accumulative fEPSPs recordings at mPFC from WT animals. Right: averaged fEPSPs 
slope during the last 1 h.Arrow indicates the point of TBS application. TNFR2 antibody (100 
ng/ml)inhibited the L-LTP in mPFC slices. n = 8 slices/4 mice in each group. One-way ANOVA 
followed by Bonferroni’spost hoc test; **p< 0.01. 
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3.8. TNFR2 参与甘氨酸诱导的突触可塑性增强 

 200μM 甘氨酸也可以有效地诱导化学性 LTP，并促进 GluA1 磷酸化[218]。此外

PGRN 也可以促进 GluA1 磷酸化。阻断 TNFR2 受体的功能可以抑制甘氨酸或 PGRN

诱导的 GluA1 磷酸化，提示 TNFR2 激活对 LTP 诱导过程中 GluA1 磷酸化和 PGRN

引起的 GluA1 磷酸化是不可或缺的（Figure 8A, B）。MED64 结果进一步证实：阻断

TNFR2 可以有效阻断 PGRN 增强突触传递的作用（Figure 8C）。 

 
Figure 8 (A) Westernblot samples showing the protein levels in culture WT neurons. (B) TNFR2 
antibody blocked the phosphorylation of GluA1 (p-GluA1-ser845/831) induced by PGRN (100 ng/ml) 
or glycine (200 μM) in WT cultured neurons. n = 5 dishes in each group. Two-way ANOVA followed 
by Bonferroni’spost hoc test; **p< 0.01. (C) Left: accumulative fEPSPs recordings at mPFC from WT 
animals. Right: averaged fEPSPs slope during the last 5 min. Arrow indicates the point of PGRN (100 
ng/ml) application. n = 8 slices/4 mice in each group. One-way ANOVA followed by Bonferroni’spost 
hoc test; **p< 0.01. 

3.9. FMR1 KO 小鼠脑内 NFκB亚基-RELB 过度激活 

 TNFR2 参与了 PGRN 对突触可塑性的调节，KO 小鼠脑内 PGRN 水平过高是否

影响了 TNFR2 和它下游的 NFκB 信号通路未见文献报道。RELB 是 TNFR2 下游信号

通路，作为 NFκB 的亚基之一同时也是一个转录因子。TNFR2 激活后 RELB 入核并

启动下游的基因转录。免疫荧光染色结果显示 KO 小鼠 mPFC 细胞核内的 RELB 水

平相较于 WT 小鼠更高（Figure 9A）。 

-80- 



空军军医大学博士学位论文 

Figure 9.Left:Representative images of mPFC sections staining forβ-tubullin Ⅲ (green) and RE   

in WT mice. Nuclei were showed by Hoechst 33258 (blue).Scale bar = 10 μm. Right:Fluorescence 
intensity of RELB signal measured across 100 neurons (10 neurons per slice, two slices per mouse, n = 
5 mice in each group) for each genotype. Unpaired Student’s ttest; **p< 0.01 versus WT mice. 

3.10. FMR1 KO 小鼠脑内过量的 PGRN 引起 TNFR2/NFκB信号通路过度激活 

 为了进一步证明上面的假设，我们阻断 TNFR2 并观察 PGRN 对 NFκB 活性的影

响。TNFR2 siRNA-3 可以有效降低体外培养神经元的 TNFR2 水平（Figure 10-1）。 

 
Figure 10-1.The selected TNFR2 target siRNA-3 sequence showed better efficiency than the other two 
designed siRNA sequences. n = 5 dishes in each group. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s 
post hoc test; **p< 0.01. 

 PGRN 可以激活神经元 NFκB 亚基 p50、p52 和 RELB，用 siRNA 敲低 TNFR2

后，这一现象消失（Figure 10-2A），提示 PGRN 可以激活 TNFR2/NFκB 信号通路。

KO 小鼠 mPFC 区细胞质和细胞核中 NFκB 亚基 p52、RELA 和 RELB 表达量升高

（Figure 10-2B, C），这提示 RELB 是 KO 神经元和组织过度激活的一个 NFκB 亚基。

RELB 激活后进入细胞核，作为一个转录因子结合到靶基因的启动子区，调节下游基

因的转录。ChIP 可以检测蛋白和 DNA 的结合，结果显示 RELB 结合的 DNA 量升高

-81- 



空军军医大学博士学位论文 

（Figure 10-2D）。结果提示 KO 小鼠脑内过量 PGRN 引起 TNFR2/NFκB 信号通路过

度激活，促进 NFκB 进入细胞核，启动下游基因转录。 

 

 
Figure 10-2.(A) Left: westernblot samples of proteins from cultures. Right: The PGRN induced 
activation of NFκB subunits (p50, p52, and RELB) and phosphorylation of JNK could be blocked by 
siRNA mediated TNFR2 knocking down in WT neurons. n = 5 dishes in each group. Two-way ANOVA 
followed by Bonferroni’spost hoc test; **p < 0.01. (B-C) Western-blot samples from mPFC tissues. 
Higher levels of cytoplastic (B) and nuclear (C) p52, RELA, and RELB inmPFC of KO mice compared 
to WT mice. n = 5 mice in each group.Unpaired Student’s ttest;**p< 0.01 versus WT mice.(D) Upper: 
Electrophoretogram of binding between RELB and DNA after ChIP analysis from mPFC tissues. 
Lower: Higher level of RELB binding DNA was found in mPFC of KO mice compared to WT mice 
according to Qubit 2.0 quantification. n = 8 mice in each group. Unpaired Student’s ttest; **p < 0.01 
versus WT mice. 
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3.11. 抑制 NFκB信号通路可以纠正 FMR1 KO 小鼠学习记忆障碍 

 Thalidomide 可以有效抑制 TNFα 的合成[219]；TAPI-0 是 TACE 的抑制剂，可以有

效阻断 TNFα 的释放[220]；JSH-23 是 NFκB 核转移抑制剂[221]。分别给与小鼠腹腔注

射这三种药物，每日一次，一周后进行行为学检测。实验结果显示 Thalidomide 和

TAPI-0 均不能改善 KO 小鼠的行为异常（Figure 11A, B）。Thalidomide 和 TAPI-0 可

以抑制 p50 和 RELA 的核内转移，但是 Thalidomide 不能纠正 p52 和 RELB 的核内转

移，而 TAPI-0 会引起细胞核内 p52 和 RELB 的升高（Figure 11C）。这可能是因为阻

断 TACE 后导致 mTNFα 升高，而 mTNFα 对 TNFR2 的作用更强，引起下游 p52 和

RELB 的核内转移[222]。JSH-23 不论给药一周或是给药一次均可以纠正 KO 小鼠的行

为异常（Figure 11D, E）。与此结果一致，JSH-23 可以有效抑制 p50、p52、RELA 和

RELB 的核转移（Figure 14F）。 
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Figure 11. Partially blocking the TNFR2/NFκB pathway rescues the abnormal behaviors of FMR1KO 
mouse.Drugs were administered intraperitoneally for 1 week before testing trace fear memory. Effects 
of Thalidomide (10 mg/kg) and TAPI-0 (1 mg/kg) on fear conditioning (A) and locomotor activity(B). 
n = 8 mice in each group. Univariate ANOVA followed by Lower-bound correction or Two-way 
ANOVA followed by Bonferroni’spost hoc test; *p < 0.05, **p < 0.01 versus saline injected WT mice; 
##p < 0.01 versus saline injected KO mice.Westernblot samples showed nuclear NFκBsubunits 
translocation inmPFC after Thalidomide or TAPI-0 treatments (C). n = 6 mice in each group. Two-way 
ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test; *p< 0.05, **p< 0.01.Effects of JSH-23 (2 mg/kg) on 
fear conditioning (D) and locomotor activity (E). n = 8 mice in each group. Univariate ANOVA 
followed by Lower-bound correction or Two-way ANOVA followed by Bonferroni’spost hoc test; *p< 
0.05, **p< 0.01 versus saline injected WT mice; ##p< 0.01 versus saline injected KO mice. Westernblot 
samples showed nuclear NFκBsubunits translocation in mPFC after JSH-23 treatment (F). n = 6 mice 
in each group. Two-way ANOVA followed by Bonferroni’spost hoc test; *p< 0.05, **p< 0.01.Trace 
fear memory teat was performed 1 h after intraperitoneal injection of JSH-23 (2 mg/kg). (G) JSH-23 
improved the learning and memory of KO mice as shown by the increased freezing time in training and 
testing phase. n = 6 mice in each group. Univariate ANOVA followed by Lower-bound correction or 
Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test; **p< 0.01 versus WT saline control; ##p< 
0.01 versus KO saline control. 

3.12. PGRN 通过 TNFR2 受体参与 FMR1 KO 小鼠学习记忆障碍 

 为了研究 KO 小鼠敲除 PGRN 后得到的行为学改善是否是因为 TNFR2 的激活受

到抑制引起的，我们使用两种慢病毒分别和同时下调脑内的 PGRN 和 TNFR2。结果

显示分别下调脑内的 PGRN 和 TNFR2 均可以纠正 KO 小鼠的行为异常，但是同时下

调脑内的 PGRN 和 TNFR2 却没有叠加效应，这说明这两者可能是通过同一条信号通

路发挥作用（Figure 12A, B）。 
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Figure 12.Effects of knockingdown PGRN and TNFR2 inmPFC by shRNAson trace fear memory (A) 
and locomotor activity (B).n = 8 mice in each group. Univariate ANOVA followed by Lower-bound 
correction orTwo-way ANOVA followed by Bonferroni’spost hoc test; **p< 0.01 versus negative 
shRNA injected WT mice; ##p< 0.01 versus negative shRNA injected KO mice. 

4. 讨论 

 在本研究中，我们发现过量的 PGRN 引起 TNFR2/NFκB 信号通路过度激活，导

致了异常的树突棘发育和 LTP 受损。在 KO 小鼠中，降低 PGRN 水平可以恢复树突

棘发育、突触可塑性，改善小鼠行为活动过度及学习和记忆。PGRN 诱导了 NFκB

的核转位和 GluA1 的磷酸化，这对 LTP 的表达是不可或缺的。然而，在 KO 小鼠皮

层中，过多的 PGRN 使 NFκB 的活性维持在较高水平，阻断了活动依赖的突触可塑

性。JSH-23 是 NFκB 核转位阻断剂，可以改善 KO 小鼠的学习和记忆，降低活动过

度等异常行为。这些研究结果为 PGRN/TNFR2/NFκB 信号通路在学习和记忆中的作

用提供了新的理论基础，并揭示了治疗 FXS 认知缺陷的潜在靶点。有趣的是，PGRN

表达的增加是在 mPFC 脑区中观察到的，而不是在海马区，这是一个对学习和记忆

至关重要的大脑区域。PGRN 在不同脑区表达不一致可能是由于 KO 小鼠中 mPFC

和海马突触可塑性调节的机制不同。例如，在海马中 LTD 增大，LTP 正常[223]，而在

PFC 中 LTP 受损[224]。 

 FMRP 是 mRNA 翻译的抑制因子。在 KO 小鼠中，FMRP 的缺失导致了数百个

基因的失调。mGluR 理论是解释 FXS 认知障碍的一种有前景的理论[225]。特异性的
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mGluR 拮抗剂被认为是 FXS 的有效治疗靶点。然而，副作用限制了它们在临床中的

应用。mTOR 和 ERK 信号级联由 mGluRs 控制，并在 KO 小鼠中过度激活。在 KO

小鼠 mPFC 中，PGRN shRNA 抑制 Akt、mTOR、ERK 和 β-catenin 磷酸化。因此，

在 FXS 中抑制过度激活的 PGRN 也可以拮抗 mGluR 级联信号通路。 

 PGRN 调控神经元树突生长并增强其存活。在发育的大脑中有突触强度活动依赖

性降低的发生，因此这一过程是神经回路的突触修剪和后天发育的必要步骤[52]。正

如之前有文献报道：PGRN 在突触传递和可塑性方面扮演着重要的角色。然而，在

本研究中，我们发现过度表达的 PGRN 损害了突触功能，并增加了树突棘密度和未

成熟树突棘的比例。正常的 PGRN 水平对树突棘发育和基础突触传递至关重要。过

度 PGRN 可能延迟树突棘的成熟，并保持它们的幼稚（naive）状态。改善学习和记

忆可以通过提高成熟树突棘的比率来实现。由于神经元的突触传递效率较低，且树

突棘不成熟，因此有更多的神经营养因子释放；这些因素可以进一步阻碍树突棘的

发育。大鼠出生后的第一个星期，树突丝状体出现并与轴突相互作用形成新生的突

触，在出生第二周中出现了细长的和蘑菇状的树突棘[226]。我们注意到 PGRN 水平是

随着发育过程而变化的，mPFC 的 PGRN 水平从出生后的第一个星期逐渐增加，在

第二周达到高峰。KO 小鼠 PGRN 的水平随着发育也有相似变化，但与野生型小鼠相

比，在出生后所有的时间点上 PGRN 的水平都明显升高。小鼠 PGRN 水平的改变提

示了 PGRN 在早期出生后树突棘的成熟过程中发挥关键作用。 

 树突棘的形态可以分为三种类型，即细长形、蘑菇状和粗短形。细长形树突棘缺

乏一个球头，通常出现在发育中的神经元树突上。树突棘形态学变化与信息输入密

切相关，信息输入参与许多基本过程，如学习和记忆[227]。树突棘的形态可塑性与功

能可塑性密切相关，即突触可塑性。LTP 是突触传递的一种现象，被认为是学习和

记忆的电生理基础。LTP 与突触后密度的增加和重构有关，原有的树突棘增大了，

并与转录和翻译相关。局部敲低 PGRN 的水平恢复 KO 小鼠大脑中蘑菇状树突棘的

比例。因此，可以观察到 PGRN shRNA 慢病毒注射小鼠脑中神经元功能的恢复。局

部敲低 PGRN 还纠正了 LTP 的缺失，并逆转了恐惧记忆的损害。外源性 PGRN 促进

了野生型小鼠的突触传递和 GluA1 磷酸化，但在 KO 小鼠中却没有。可能在 KO 小

鼠中，PGRN 的高基础水平阻止了外源性 PGRN 进一步促进突触可塑性。事实证明，
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在 KO 小鼠中，PGRN 的局部敲除或 TNFR2/NFκB 信号下调改善了突触可塑性和记

忆缺失。这一发现证实了 KO 小鼠脑中过量 PGRN 破坏树突棘形态和功能可塑性的

假设。 

 TNFR 在 PGRN 作用中扮演的角色存在着很大的争议。例如，有报道称 PGRN

直接与 TNFRs 结合，防止多发性关节炎小鼠模型的炎症和抑制 TNFα 激活[163]。与

TNFα 相比，PGRN 对 TNFR2 具有显著的亲和力。在另一项研究中报道：PGRN 促

进而不是抑制 TNF-TNFR2 相互作用从而调控 T 细胞的功能[228]。此外，还有人说

PGRN 不与 TNFR 结合，并不是免疫或神经元细胞中 TNFα 依赖性信号或生物活性

的直接调节者[168]。然而，在本研究中，我们指出 PGRN 直接与 TNFRs 结合，在 mPFC

中更倾向于与 TNFR2 结合。TNFα 的功能依赖于激活 TNFR 的类型。激活 TNFR1

会引起细胞损伤，而激活 TNFR2 可以保护神经元存活[229]。TNFR1 可与 sTNFα 或

mTNFα 结合，但优先与 sTNFα 结合。相反，mTNFα 优先激活 TNFR2[230]。因此，

我们推测 PGRN 是具有竞争性的 TNFR 配体，而不是 TNFα 的拮抗剂。在本研究中，

PGRN 被认为是 TNFR2 的激活剂，通过 TNFR2/NFκB 通路促进突触传递，如阻断

TNFR2 可以抑制 PGRN 介导的突触传递促进作用。这些结果揭示了我们对 PGRN 和

TNFα 在突触结构和 L-LTP 诱导中的作用。 

 药理学家可以在不同水平上区分 TNFR2/NFκB 信号通路。在 FMR1KO 小鼠中，

通过抑制 TNFα 合成或将跨膜 TNFα 转化为可溶 TNFα，对小鼠的追踪恐惧记忆没有

改善。然而，抑制 NFκB 核易位改善了 FMR1 KO 小鼠的追踪恐惧记忆，提示 NFκB

的激活，而不是 TNFα 的合成，对提高学习和记忆能力至关重要。抑制 TNFα 合成不

能改善学习记忆可能是由于其他细胞因子或生长因子产生代偿作用。 

 为了进一步证实 TNFR2/NFκB 信号通路在 PGRN 介导的学习记忆中的作用，我

们在 mPFC 中进行了 PGRN 和 TNFR2 的双重敲低。单个敲低 PGRN 或 TNFR2 提高

了 KO 小鼠的学习记忆能力。然而，PGRN 和 TNFR2 的双重敲除并没有明显的协同

效应，这表明 PGRN 和 TNFR2 有相同的信号通路。 
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小结 

 
Figure 13.Schematic of PGRN/TNFR mediated signalling. Left: Normally, PGRN binds to TNFR2 and 
activates downstream effector molecules. It leads to activation and nuclear translation of NFκB, which 
are critical for the spine development and synaptic plasticity. Right: Excessive PGRN induces 
overactivating TNFR2/NFκB signalling pathway, leading to abnormal spine development and impaired 
synaptic plasticity in mPFC of FMR1KO mice. 
 
 综上所述，与野生型小鼠相比，过量 PGRN 通过过度激活 TNFR2/ NFκB 信号通

路(Figure 13)导致了异常的树突棘发育并损害 LTP 的诱导。这项工作提供了在突触

发生的关键时期，过量的 PGRN 诱导树突棘发育异常并导致与 FXS 相关的突触可塑

性障碍的直接证据。 
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