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突触黏附分子 ＮＥＣＬ４
对大脑皮质 Ｃａ２＋ ￣ＣａＭＫＩＩ￣ＣＤＣ４２ 信号通路的影响
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摘要:目的 探究突触黏附分子 ＮＥＣＬ４ 对 Ｃａ２＋ ￣ＣａＭＫＩＩ￣ＣＤＣ４２ 信号通路和树突棘数量的影响ꎮ 方法 以 Ｎｅｃｌ４ 全

身性敲除小鼠为研究对象ꎬ对 ８ 周龄的 Ｎｅｃｌ４ 野生(ＷＴ)及敲除(ＫＯ)小鼠脑组织进行高尔基染色ꎬ对大脑皮质第

Ⅱ/ Ⅲ层椎体神经元二级树突上树突棘密度进行统计ꎮ 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 实验对 Ｃａ２＋ ￣ＣａＭＫＩＩ 信号通

路及其下游信号分子的蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水平进行检测ꎬ包括 ＣＤＣ４２、Ｒａｃ１、ＲｈｏＡ、Ｈ￣Ｒａｓ、ＥＲＫ 等信号蛋白ꎮ 结

果 高尔基染色结果显示ꎬＮｅｃｌ４ 敲除小鼠大脑皮质第Ⅱ/Ⅲ层椎体神经元二级树突上树突棘数量与野生型小鼠

相比减少(Ｐ<０ ０１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示 ＣａＭＫＩＩα (Ｐ<０ ０５)及 ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＣａＭＫＩＩα(Ｔｈｒ２８６) (Ｐ<０ ０５)在
Ｎｅｃｌ４ 敲除小鼠中表达降低ꎬＣａＭＫＩＩα 的下游信号分子 ＣＤＣ４２ 的 ｍＲＮＡ 水平(Ｐ<０ ０５)和蛋白水平(Ｐ<０ ０５)在
Ｎｅｃｌ４ 敲除小鼠中均表达降低ꎮ 结论 ＮＥＣＬ４ 通过 Ｃａ２＋ ￣ＣａＭＫＩＩ￣ＣＤＣ４２ 信号通路对小鼠大脑皮质树突棘数量进

行调控ꎮ
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　 　 突触结构是神经元之间在功能上发生联系的最

小功能单位ꎬ是中枢神经系统信息传递的关键部位ꎮ
突触的结构和功能会随着自身活动的加强与减弱发

生较为持久的改变ꎬ该过程被称为突触的可塑性ꎮ
神经元树突棘被认为是突触可塑性所必需的细胞亚

结构ꎮ 树突棘的结构和功能由多种分子组成的复杂

信号网络进行调控[１]ꎬ其中处于中心地位的是钙离

子(Ｃａ２＋)及其下游大量信号分子介导的生化反应ꎮ
树突棘接受信号输入时会产生大量 Ｃａ２＋内流[２]ꎬ随
后 ＣａＭＫＩＩ 作为继电器将信号传递到 ＲｈｏＡ、Ｒａｃ１、
Ｈ￣Ｒａｓ、ＣＤＣ４２ 等小 ＧＴＰ 酶ꎬ小 ＧＴＰ 酶激活可导致

肌动蛋白结合蛋白的激活ꎬ从而发生新棘突的聚合

和旧肌动蛋白的解聚ꎬ 致使树突棘形态及数量发生

动态改变[３]ꎮ
在影响突触形成的诸多蛋白中ꎬ 有一类为

ｎｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ(ＮＥＣＬｓ)ꎬ它们是免疫球蛋白样

结构域的免疫球蛋白超家族成员ꎮ ＮＥＣＬｓ 蛋白家

族中的 ＮＥＣＬ２(ｎｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣２)可以调节突

触数量和可塑性ꎬ并影响神经元网络[４]ꎮ ＮＥＣＬ４ 在

脑组织中表达广泛ꎬ在外周神经系统中ꎬ表达在施万

细胞 ( Ｓｃｈｗａｎｎｓ ｃｅｌｌ ) 上 的 ＮＥＣＬ４ 与 在 背 根 节

(ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎꎬ ＤＲＧ)神经元表达的 Ｎｅｃｌ１ 之

间的相互作用有助于髓鞘的形成[５]ꎮ 但在中枢神

经系统中 ＮＥＣＬ４ 的功能尚不明确ꎬ本文将通过一系

列实验对 ＮＥＣＬ４ 在树突棘形态和数量中的作用进

行研究ꎬ进而探讨 ＮＥＣＬ４ 在中枢神经系统中的

作用ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验动物:高尔基染色实验小鼠分为两组ꎬ
实验组为 Ｎｅｃｌ４ 全身性敲除(ＫＯ)小鼠[６](３)ꎬ对照

组为 Ｎｅｃｌ４ 野生型(ＷＴ)小鼠(３)ꎬ对照组与实验组

的小鼠为同窝小鼠ꎮ 所有小鼠饲养在以 １２ ｈ 黑暗 /
照明为循环的无特定病原体环境中ꎮ 所有动物护理

和实验均已获得中国医学科学院 /北京协和医学院

动物保护与利用委员会的批准ꎬ所有程序均在符合

实验动物法规(中国科学技术技术委员会第 ２ 号

令)下进行ꎮ
１ １ ２　 主要试剂: 高尔基染色试剂盒( ＦＤ Ｎｅｕｒｏ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公 司 )ꎻ ＣＤＣ４２ 抗 体 ( Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司)ꎻ ＣａＭＫＩＩα、 Ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＣａＭＫＩＩα 抗 体、 ＥＲＫ１ / ２、
Ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＥＲＫ１ / ２(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻ辣
根过氧化物酶交联的兔源 ＩｇＧ、辣根过氧化物酶交

联的小鼠来源 ＩｇＧ(北京中杉金桥生物公司)ꎻ反转

录试剂盒(北京全式金生物技术公司)ꎻ荧光定量

ＰＣＲ 试剂盒(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻ引物合成(北京擎科

生物技术公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 Ｇｏｌｇｉ￣Ｃｏｘ 染色及树突棘密度的数量统计:
使用美国 ＦＤ Ｎｅｕｒｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司 ＦＤ Ｒａｐｉｄ Ｇｏｌ￣
ｇｉＳｔａｉｎＴＭ Ｋｉｔ 对 Ｎｅｃｌ４ 野生型及敲除型小鼠全脑进行

Ｇｏｌｇｉ 染色ꎮ ８ 周龄小鼠用 ０ ７ ％戊巴比妥钠(０ １ ｍＬ /
１０ ｇ 体质量)腹腔麻醉后ꎬ打开胸腔ꎬ剪开右心耳ꎬ
经左心室用 ０ １ ｍｏｌ / Ｌ(ｐＨ ７ ４)ＰＢＳ 冲洗至流出液

为无色ꎮ 随后小心分离端脑及小脑ꎬ确保组织完整ꎮ
组织放入 ０ １ ｍｏｌ / Ｌ(ｐＨ ７ ４)的 ＰＢＳ 洗去表面血污

后ꎬ放入等体积混匀的试剂 Ａ＋试剂 Ｂ 中ꎬ浸泡 ６ ｈ
后更换等体积混匀的新鲜试剂 Ａ＋试剂 Ｂꎮ 浸泡

１４ ｄ后ꎬ将组织转移入试剂 Ｃ 中ꎬ４ ℃ 避光放置且

第 ２ 天更换新鲜试剂 Ｃꎮ ４ ℃ 避光放置 ３ ｄ 后取出

处理好的脑组织ꎬ使用振动切片机进行切片ꎬ厚度

２００ μｍꎬ切好的脑片黏贴在载玻片上备用ꎮ 向脑片

上滴加 ｄｄＨ２Ｏꎬ５ ｍｉｎ /次ꎬ共 ２ 次ꎻ随后向脑片上滴

加体积比为 １ ∶ １ ∶ ２ 的试剂 Ｄ ＋试剂 Ｅ ＋ｄｄＨ２Ｏ 的

混合液ꎬ反应 １０ ｍｉｎꎮ 向脑片滴加新鲜 ｄｄＨ２Ｏ 以洗

０３９



胡耕　 突触黏附分子 ＮＥＣＬ４ 对大脑皮质 Ｃａ２＋ ￣ＣａＭＫＩＩ￣ＣＤＣ４２ 信号通路的影响

去反应液ꎬ５ ｍｉｎ /次ꎬ共 ２ 次ꎮ 清洗后将切片进行梯

度乙醇脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ中性树脂封片风干并

保存ꎮ
使用 Ｎｉｋｏｎ 光学显微镜对脑片大脑皮质第

Ⅱ/Ⅲ层椎体神经元二级树突上树突棘进行 Ｚ 轴扫

描呈像ꎬ放大倍数 １ ０００ 倍ꎮ 使用 Ｉｍａｒｉｓ ７ ２ ３ 对二

级树突进行三维重构ꎬ并对树突棘密度进行统计ꎮ
１ ２ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达:提取 ８ 周龄小

鼠的大脑皮质蛋白ꎬ ＢＣＡ 法测定总蛋白浓度ꎬ
ＣａＭＫＩＩα、 ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＣａＭＫＩＩα、 ＥＲＫ１ / ２、 ｐｈｏｓｐｈｏ￣
ＥＲＫ１ / ２ 稀释倍数均为 １ ∶ １ ０００ꎬＣＤＣ４２ 抗体稀释

倍数为 １ ∶ ２００ꎬ辣根过氧化物酶交联的兔源 ＩｇＧ、
辣根过氧化物酶交联的鼠源 ＩｇＧ 的稀释倍数为

１ ∶ ５ ０００ꎮ 使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件进行灰度值分析ꎮ
以目的蛋白与内参蛋白 β￣ａｃｔｉｎ 灰度值比值为各蛋

白的相对表达量ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１ ２ ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 水平:采用

Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ８ 周龄小鼠的大脑皮质总 ＲＮＡꎬ按照

说明书使用反转录试剂盒进行反转录反应ꎮ 通过荧

光定量 ＰＣＲ 进行实验ꎬ实验步骤如下ꎬＰＣＲ 反应条

件: ９４ ℃条件下ꎬ预变性 ５ ｍｉｎꎬ后进行 ４０ 次循环

(循环条件为 ９４ ℃ / ３０ ｓꎬ６０ ℃ / ３０ ｓꎬ７２ ℃ / ３０ ｓ)ꎬ
后在 ７２ ℃的条件下延伸 １０ ｍｉｎꎬ最后 ４ ℃冷却ꎮ 所

用 ＰＣＲ 引物序列如表 １ꎮ
１ ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ７ 统计软件对本研究取得

的数据进行分析ꎬ所有数据以平均值±标准差(ｘ±ｓ)
的形式呈现ꎬ两组间比较使用 ｔ 检验ꎮ

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

Ｃｄｃ４２ Ｆ:ＡＡＡＡＧＴＧＧＧＴＧＣＣＴＧＡＧＡＴＡＡＣ
Ｒ:ＧＧＣＴＣＴＴＣＴＴＣＧＧＴＴＣＴＧＧＡＧ

Ｒａｃ１ Ｆ:ＧＡＧＡＣＧＧＡＧＣＴＧＴＴＧＧＴＡＡＡＡ
Ｒ:ＡＴＡＧＧＣＣＣＡＧＡＴＴＣＡＣＴＧＧＴＴ

Ｈ￣Ｒａｓ Ｆ:ＴＴＴＧＴＧＧＡＣＧＡＧＴＡＴＧＡＴＣＣＣＡ
Ｒ:ＴＧＣＴＣＣＣＴＧＴＡＣＴＧＡＴＧＧＡＴＧ

ＲｈｏＡ Ｆ:ＡＧＣＴＴＧＴＧＧＴＡＡＧＡＣＡＴＧＣＴＴＧ

Ｒ:ＧＴＧＴＣＣＣＡＴＡＡＡＧＣＣＡＡＣＴＣＴＡ

２　 结果

２ １　 高尔基染色显示 Ｎｅｃｌ４ 敲除后二级树突上树

突棘数量减少

对 Ｎｅｃｌ４ 敲除小鼠及野生小鼠脑组织进行高

尔基染色ꎮ 结果显示ꎬ在 ４ 倍光镜下ꎬＮｅｃｌ４ ＫＯ 小

鼠的大脑皮质切片与 Ｎｅｃｌ４ ＷＴ 小鼠的大脑皮质切

片相比无明显变化(图 １Ａ)ꎻ在 １ ０００ 倍油镜下可

以看到 Ｎｅｃｌ４ 敲除后小鼠大脑皮质第Ⅱ/Ⅲ层锥体

神经元的二级树突的树突棘的数量(ＷＴ:ｎ＝ ７、
ＫＯ:ｎ ＝ ７)与野生型相比明显减少(Ｐ<０ ０１) (图

１ＢꎬＣ)ꎮ
２ ２　 Ｎｅｃｌ４ 敲除后 ＣａＭＫＩＩα 及 ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＣａＭＫＩＩα
蛋白在大脑皮质表达下降

结果显示 Ｎｅｃｌ４ 敲除后ꎬＣａＭＫＩＩα 及 ｐｈｏｓｐｈｏ￣
ＣａＭＫＩＩα( Ｔｈｒ２８６) 在小鼠大脑皮质的蛋白表达

量与野生型相比明显下降(ＷＴ:ｎ ＝ ３、ＫＯ:ｎ ＝ ３)
(Ｐ<０ ０５) (图 ２) ꎮ

Ａ Ｇｏｌｇｉ￣Ｃｏｘ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｆｏｒｅｂｒａｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｆｒｏｍ Ｎｅｃｌ４ ＷＴ ａｎｄ ＫＯ ｍｉｃｅ ｂｒａｉｎｓ ( × ４０)ꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ５００ μｍꎻ
Ｂ Ｇｏｌｇｉ￣Ｃｏｘ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｓｐｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ Ⅱ / Ⅲ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ( × １ ０００)ꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝
５０ μｍꎻ Ｃ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｉｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙꎻ ∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ

图 １　 Ｎｅｃｌ４ 野生及敲除小鼠高尔基显色结果

Ｆｉｇ １　 Ｇｏｌｇｉ ｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｎｅｃｌ４ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ(ＷＴ:ｎ＝７ꎬＫＯ:ｎ＝７)
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０ ４０(７)

２ ３　 Ｎｅｃｌ４敲除后 ＣＤＣ４２在大脑皮质的表达下降

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和荧光定量 ＰＣＲ 实验分别在蛋白

(ＷＴ:ｎ ＝ ３、ＫＯ:ｎ ＝ ３)及 ｍＲＮＡ(ＷＴ:ｎ ＝ ９、ＫＯ:ｎ ＝
９)水平显示 Ｎｅｃｌ４ 敲除后 ＣＤＣ４２ 在小鼠大脑皮质

的表达水平显著下降(Ｐ<０ ０５)(图 ３)ꎮ
２ ４　 Ｒａｃ１、Ｈ￣Ｒａｓ、ＲｈｏＡ ３ 种小 ＧＴＰａｓｅ 蛋白的

ｍＲＮＡ 水平在 Ｎｅｃｌ４ 敲除后有下降的趋势

荧光定量 ＰＣＲ 实验结果表明ꎬＮｅｃｌ４ 敲除后ꎬ

Ｒａｃ１、Ｈ￣Ｒａｓ、ＲｈｏＡ ３ 种小 ＧＴＰａｓｅ 蛋白的 ｍＲＮＡ 表

达水平虽然有下降的趋势ꎬ但差异没有统计学意义

(ＷＴ:ｎ＝ ５、ＫＯ:ｎ＝ ５)(图 ４)ꎮ
２ ５　 ＥＲＫ 及 ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＥＲＫ 在 Ｎｅｃｌ４ 敲除后有升

高的趋势

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实 验 结 果 显 示 Ｎｅｃｌ４ 敲 除 后ꎬ
ＥＲＫ１ / ２ 及 ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＥＲＫ１ / ２ 有升高的趋势ꎬ但其差

异无统计学意义(ＷＴ:ｎ＝ ３、ＫＯ:ｎ＝ ３)(图 ５)ꎮ

Ａ~Ｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣａＭＫＩＩα ａｎｄ Ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＣａＭＫＩＩα ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ
图 ２　 Ｎｅｃｌ４ 野生及敲除小鼠 ＣａＭＫＩＩα和 ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＣａＭＫＩＩα蛋白表达水平

Ｆｉｇ ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣａＭＫＩＩα ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＣａＭＫＩＩα ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ(ＷＴ:ｎ＝３ꎬ ＫＯ:ｎ＝３)

Ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤＣ４２ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘꎻ Ｂ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＤＣ４２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(ＷＴ:ｎ ＝ ３ꎬＫＯ:ｎ ＝ ３)ꎬ
∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＤＣ４２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 Ｎｅｃｌ４ 野生及敲除小鼠 ＣＤＣ４２ 的蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平

Ｆｉｇ ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤＣ４２ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ(ＷＴ:ｎ＝９ꎬＫＯ:ｎ＝９)

Ａ~Ｃ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｒａｃ１ꎬ Ｈ￣Ｒａｓ ａｎｄ ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
图 ４　 Ｎｅｃｌ４ 野生及敲除小鼠 Ｒａｃ１、Ｈ￣Ｒａｓ、ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ 表达水平

Ｆｉｇ ４　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｒａｃ１ꎬ Ｈ￣Ｒａｓ ａｎｄ ＲｈｏＡ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ(ＷＴ:ｎ＝５ꎬ ＫＯ:ｎ＝５)
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胡耕　 突触黏附分子 ＮＥＣＬ４ 对大脑皮质 Ｃａ２＋ ￣ＣａＭＫＩＩ￣ＣＤＣ４２ 信号通路的影响

Ａ~Ｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲＫ１ / ２ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｐ￣ＥＲＫ１ / ２ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
图 ５　 Ｎｅｃｌ４ 野生及敲除小鼠 ＥＲＫ１ / ２ 及 ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＥＲＫ１ / ２ 蛋白表达水平

Ｆｉｇ ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲＫ１ / ２ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＥＲＫ１ / ２ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ(ＷＴ:ｎ＝３ꎬ ＫＯ:ｎ＝３)

３　 讨论

突触的形成是神经系统发育所必需的ꎬ成熟大

脑中突触的动态变化与学习记忆等认知功能有关ꎮ
树突棘数量的改变也与突触的动态变化息息相关ꎬ
树突棘的结构和功能受钙离子和大量信号分子介导

的生化反应的调节ꎮ 本研究证明 Ｎｅｃｌ４ 敲除后小鼠

大脑皮质第Ⅱ/Ⅲ层锥体神经元二级树突的树突棘

数量与野生型相比明显减少ꎬ这说明 ＮＥＣＬ４ 可以调

节树突棘的密度ꎮ 树突棘受到刺激后发生 Ｃａ２＋ 内

流ꎬＣａ２＋通过 ＮＭＤＡｓ 进入树突棘后与钙调素(ＣａＭ)
结合ꎬ激活 ＣａＭＫＩＩꎮ Ｃａ２＋ ￣ＣａＭＫＩＩ 信号级联是 ＬＴＰ
诱导所必需的第一反应ꎮ Ｈ￣Ｒａｓ、ＲｈｏＡ、ＣＤＣ４２ 和

Ｒａｃ１ 是 ＣａＭＫＩＩ 的下游信号分子ꎬ它们都是参与肌

动蛋白聚合和解聚相关信号通路的小 ＧＴＰａｓｅ 蛋白ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬＮｅｃｌ４
敲除后ꎬ与 Ｃａ 信号通路相关的 ＣａＭＫＩＩα、ｐｈｏｓｐｈｏ￣
ＣａＭＫＩＩα、ＣＤＣ４２ 的表达降低ꎬ提示 ＮＥＣＬ４ 可能通

过 Ｃａ２＋ ￣ＣａＭＫＩＩ￣ＣＤＣ４２ 信号通路影响信号在树突棘

中的传播ꎬ进而影响突触的可塑性ꎬ并对突触形态产

生影响ꎮ ＲｈｏＡ、Ｈ￣Ｒａｓ 作为传播信号分子ꎬ可以将

树突棘接收的信号向细胞核传递ꎬ以激活核内的信

号ꎬ这一信号传递是由 ＥＲＫ 信号通路完成的[７]ꎮ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示 Ｎｅｃｌ４ 敲除后 ＲｈｏＡ、Ｈ￣Ｒａｓ 出现

降低的趋势ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ＥＲＫ１ / ２ 及 ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏ￣ＥＲＫ１ / ２ 出现增高的趋势ꎬ这些结果说明 Ｎｅｃｌ４
敲除可能导致树突棘的接收信号向下传播紊乱ꎬ或
许对突触间的信号传递造成影响ꎮ

综上所述ꎬ细胞黏附分子 Ｎｅｃｌ４ 敲除后ꎬＣａ２＋ ￣
ＣａＭＫＩＩ￣ＣＤＣ４２ 信号通路表达紊乱进而影响树突棘

的数量ꎮ 本研究主要聚焦在 ＮＥＣＬ４ 对树突棘形态

的影响ꎬ但是神经元二级树突上树突棘的数量减少

是否会对突触功能可塑性乃至个体行为产生影响尚

不明确ꎮ 此外ꎬＮＥＣＬ４ 对神经元或胶质细胞胞内

Ｃａ２＋浓度的影响ꎬ及 ＮＥＣＬ４ 影响 Ｃａ２＋内流因素的调

控机制也尚不知晓ꎮ 因此ꎬ通过电生理、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
及免疫组化等技术检测这些关键指标将进一步揭示

ＮＥＣＬ４ 在中枢神经系统中对钙信号的调控作用ꎮ
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