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以nNOS和PSD-95相互作用为靶标的解耦联剂筛选模型的建立

张 蕾, 周鹤鸣, 李晓芸, 张 楚, 张雅卓, 周 苗, 陈立娜, 张 宇*

(南京医科大学药学院, 江苏 南京 211166)

摘要: 复合物神经元型一氧化氮合酶 (neuronal nitric oxide synthase, nNOS)-突触后密度蛋白-95 (postsynaptic

density protein-95, PSD-95) 形成的增加在缺血性脑卒中引发的神经损伤中起着重要作用 , 本研究以 nNOS 和

PSD-95相互作用为靶点, 建立 nNOS-PSD-95解耦联剂筛选模型。模型采用转染的方式将质粒 pCDH-Flag-nNOS和

pcDNA3.1-PSD-95分别转染入人胚胎肾-293T (human embryonic kidney-293T, HEK-293T) 细胞, 通过真核表达的方

式富集Flag-nNOS和PSD-95。随后, 通过 nNOS和PSD-95体外共孵育获得 nNOS-PSD-95复合物, 以ZL006为阳性

药干预 nNOS-PSD-95的结合, 考察ZL006在该系统的解耦联效率, 并对解耦联模型进行优化。结果表明, 在该模型

中, ZL006显示出较明显的解耦联效果, 并通过戊二醛法获得抗体耦联磁珠, 从而优化筛选模型, 提高了筛选效率,

降低了成本。最后运用该模型对另一个已知的 nNOS-PSD-95解耦联化合物 IC87201及候选ZL006结构类似物进行

了解耦联活性评价, 发现 IC87201在该模型中同样具有解耦联活性, 并且在候选化合物中也筛选出了潜在的解耦联

化合物。
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Establishment of a screening model for compounds uncoupling the

interaction of nNOS with PSD-95
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Abstract: In ischemic stroke, increased level of neuronal complex of nitric oxide synthase (nNOS)-postsynaptic

density protein-95 (PSD-95) plays an important role in neuronal damage. We aimed to establish a screening model

to identify compounds capable of uncoupling nNOS interaction with PSD-95. In this model, human embryonic

kidney-293T (HEK-293T) cells were transfected with either pCDH-Flag-nNOS or pcDNA3.1-PSD-95 plasmid

to obtain the protein of Flag-nNOS or PSD-95. Incubating Flag-nNOS with PSD-95 causes formation of the

nNOS-PSD-95 complex. ZL006, a known uncoupler of nNOS-PSD-95 interaction, can disturb the interaction

between Flag-nNOS and PSD-95, serving as a positive control. The method coupling antibodies to magnetic beads

with glutaraldehyde was used to decrease the cost and increase the efficiency. To establish that our model is

suitable for selecting nNOS-PSD-95 uncouplers, we evaluated the ability of IC87201, another reported uncoupler

of nNOS-PSD-95 interaction, and structural analogs of ZL006. IC87201 and one structure analog of ZL006

showed uncoupling effect, supporting that our model can be used to select different types uncoupler blocking

nNOS-PSD-95 interaction.
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脑卒中是临床上危害中老年健康与生命的常见脑

血管疾病, 具有高致病率、高死亡率的特点, 严重危害

公共健康, 其中缺血性脑卒中占据了很大比例[1-4]。研究

表明, 在脑缺血发生时脑内释放大量谷氨酸, 导致神经

元N-甲基-D-天门冬氨酸受体 (N-methyl-D-aspartic acid

receptor, NMDAR) 持续激活, 进而促进 nNOS-PSD-95

复合物的形成。复合物形成及其介导的异常下游信号

是造成神经元损伤甚至死亡的重要因素之一[5-10]。

nNOS和 PSD-95相互作用是通过非经典的 PDZ-

PDZ结构域所介导, 即 nNOS的 PDZ结构域延伸出的

β-折叠被 PSD-95的 PDZ1或 PDZ2结构域的多肽结合

口袋所识别, 其中位于 nNOS β-折叠区域的 62位天冬

氨酸 (aspartic acid, Asp) 与位于 nNOS-PDZ区域的 121

位精氨酸 (arginine, Arg) 构成的盐桥是 nNOS-PSD-95

形成的重要因素; ZL006的设计思路正是通过 ZL006

上的羧基与Arg121结合, 破坏Arg121-Asp62盐桥, 进

而阻断 nNOS 和 PSD-95 相互作用[11]。由于 ZL006 亲

脂性较差, 不易透过血脑屏障, 开发成药较为困难[12],

而天然植物中化合物含量丰富, 所以从中筛选 ZL006

类似物用于缺血性脑卒中治疗具有一定的研究意义。

目前常用的以 nNOS 和 PSD-95 相互作用为靶点

的抗脑卒中药物筛选模型主要有神经元模型和动脉

栓塞模型[13-15], 但是这两种模型的操作过程复杂, 在高

通量筛选过程中不具有优势 , 并且荧光能量共振转

移[16]、等温滴定量热法[17]等测定蛋白相互作用的方法

对仪器有较高的依赖。谷胱甘肽巯基转移酶 (glutathione

S-transferase, GST) pulldown和免疫共沉淀 (co-immuno‐

precipitation, Co-IP) 实验同样是研究蛋白质相互作用

行之有效的检测方法 , 本研究结合 GST-pulldown 和

Co-IP的基本原理, 利用真核蛋白质表达体系, 通过共

孵育方式获取 nNOS-PSD-95复合物, 再给予解耦联剂

ZL006或候选化合物, 构建无细胞体外筛选模型, 用于

nNOS-PSD-95解耦联化合物的筛选。

材料与方法

材料 Lipo6000转染试剂、RIPA中效裂解液购自

碧云天生物技术有限公司; UNlQ-500柱式质粒 DNA

大量抽提试剂盒、考马斯亮蓝 G-250、小鼠抗 Flag

抗体购自上海生工生物工程有限公司 ; GST 亲和层

析介质、高亲和 Ni-NTA 纯化介质购自南京金斯瑞生

物科技有限公司 ; Protein A/G 免疫沉淀磁珠购自南

京福麦斯生物技术有限公司; 含有 pCDH-Flag-nNOS、

pcDNA3.1-PSD-95、pcDNA3.1-(His)6-nNOS1-133 质粒、

pGEX-4T-1-nNOS1-133质粒和 PSD-95-PDZ2-GFP 质粒

的大肠杆菌菌种为本实验室保存; HEK-293T细胞株

购自上海中国科学院细胞所; 兔抗 PSD-95 (D27E11)

XP®、鼠抗 His-Tag (27E8) 抗体购自美国 Cell Signal

Technology 公司; 双抗、高糖 DMEM 培养基购自上海

源培生物技术有限公司; ECL发光液购自上海天能科

技有限公司; HRP标记山羊抗小鼠、兔抗体购自杭州

联科生物。0.22 μm硝酸纤维素膜购自颇尔公司。戊

二醛购自美国 Sigma-Aldrich公司。其他试剂分别为

国产及进口分析纯或以上级别试剂。

乳糖诱导 GST-nNOS1-133、PSD-95-PDZ2-GFP 重

组蛋白的表达及提取 含有 pGEX-4T-1-nNOS1-133质

粒和含有 PSD-95-PDZ2-GFP 质粒的大肠杆菌甘油

菌按 1∶1 000 加入到 5 mL 含有 50 μg · mL-1 氨苄青

霉素的 LB液体培养基中, 于 37 ℃摇床中 180 r · min-1

摇菌过夜。次日将菌液按 1∶100加入到 300 mL 含有

50 μg · mL-1 氨苄青霉素的 LB 液体培养基中继续培

养 2.5 h, 加入乳糖诱导剂 (终浓度为 5 mmol · L-1), 进

行蛋白诱导表达。5 h 后 GST-nNOS1-133 重组蛋白表

达进入平台期 , 1 500 r · min-1 离心收集细菌 , 每 10 g

菌体重悬于 100 mL 菌体裂解缓冲液 [(50 mmol · L-1

Tris-HCl, pH 8.0, 60 μg · mL-1 溶菌酶 , 0.5% Triton

X-100, 10 U · mL-1 DNA 酶Ⅰ, 1 mmol · L-1 苯甲基磺酰

氟 (PMSF)] 中, 反复冻融 2 次。4 ℃下 12 000 r · min-1

离心10 min, 收集上清用于后续实验。

真核细胞培养、质粒转染及Flag-nNOS、PSD-95、

(His)6-nNOS1-133蛋白的提取 HEK-293T 细胞常规培

养采用含有 1% 青霉素和链霉素及 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基, 置于 37 ℃恒温孵箱中, 通入含有 5%

CO2和 95% O2的混合气。待细胞于 10 cm 大皿中汇

合度达到 70%～80% 时 , 利用 Lipo6000 转染试剂将

pCDH-Flag-nNOS、pcDNA3.1-PSD-95、(His)6-nNOS1-133

质粒分别转染到HEK-293T细胞中, 6 h后更换新鲜培

养基。24 h后取出培养皿, 弃尽培养基, 用预冷的PBS

清洗 3 次 , 细胞刮刮下细胞 , 加入 3 mL RIPA 裂解液

重悬细胞沉淀 , 置冰上裂解 30 min, 12 000 r · min-1、

4 ℃离心 10 min后收集富含重组蛋白的上清, 用于后

续实验。

GST-pulldown 取 120 μL谷胱甘肽树脂混悬液,

用预冷 PBS 清洗 3 遍 , 与 6 mL GST-nNOS1-133细菌裂

解液于 4 ℃颠倒混合孵育 6 h, 弃上清 , 加入 3 mL

PSD-95-PDZ2-GFP 细菌裂解液于 4 ℃颠倒混合孵育

过夜。次日, 弃上清, 用预冷 PBS清洗 3遍树脂后, 均

分至 4个 1.5 mL EP管中, 弃尽上清, 200 μL预冷 PBS

重悬树脂, 分别加入ZL006, 使之终浓度分别为 30、60、

90 μmol·L-1, 4 ℃颠倒混合孵育8 h。

考马斯亮蓝染色 上述孵育 8 h的树脂, 于 4 ℃下
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4 000 r ·min-1离心 3 min, 小心移取 190 μL上清至干净

EP管中, 加入 50 μL 5×蛋白上样缓冲液, 涡旋仪上涡

旋 30 s后 100 ℃煮沸 10 min, 使蛋白质充分变性, 然后

进行 SDS-PAGE电泳, 电泳结束后用考马斯亮蓝染液

染色过夜, 次日脱色液脱色后, 拍照。

(His)6-nNOS1-133蛋白的镍柱纯化及体外解耦联实

验 取 (His)6-nNOS1-133蛋白 1 mL 与清洗后的 120 μL

高亲和Ni-NTA纯化介质共孵育6 h后, 4 000 r·min-1离

心, 弃上清, 预冷 PBS清洗树脂 3遍, 1 mL PBS重悬树

脂, 均分至 4个 1.5 mL EP管中, 4 000 r · min-1离心, 弃

尽上清, 200 μL 预冷 PBS 重悬树脂, 分别加入 ZL006,

使之终浓度分别为 30、60、90 μmol · L-1, 4 ℃颠倒混合

孵育过夜。次日, 4 000 r·min-1离心, 弃上清, 耦联树脂

用预冷PBS清洗 3遍, 用 1×蛋白上样缓冲液洗脱蛋白,

用于蛋白分子免疫印迹实验。

基于 Co-IP 原理的体外解耦联实验 按 1∶50 将

Flag抗体与Flag-nNOS蛋白溶液混合 (总体积 200 μL),

4 ℃颠倒混合 1 h, 加入 200 μL免疫磁珠共孵, 4 ℃颠

倒混合孵育过夜。预冷PBS清洗磁珠3遍, 加入 200 μL

PSD-95 蛋白溶液 , 4 ℃颠倒混合孵育 8 h, 弃上清 , 预

冷 PBS清洗磁珠 3遍, 然后将免疫磁珠复合物均分到

4个 1.5 mL低吸附离心管中, 200 μL PBS重悬磁珠, 加

入ZL006, 使之终浓度分别为 30、60、90 μmol·L-1, 4 ℃

颠倒混合孵育过夜。

蛋白质免疫印迹 孵育过夜的磁珠, 弃去上清, 预

冷 PBS清洗 3遍, 加入 40 μL甘氨酸溶液 (100 mmol-1,

pH=2.3) 洗脱, 立即加入 4 μL Tris溶液 (1 mol·L-1, pH=

8.0) 中和, 移取上清, 加入 10 μL 5×蛋白上样缓冲液,

涡旋仪上涡旋 30 s后 100 ℃煮沸 10 min, 使蛋白质充

分变性, 进行SDS-PAGE分离后, 转膜, 5%脱脂奶粉室

温封闭 2 h, 抗 nNOS 抗体 (1∶500) 和抗 PSD-95 抗体

(1∶500) 4 ℃孵育过夜 , PBST 缓冲液洗膜 5 次 , 加入

HRP 标记山羊抗小鼠抗体 (1∶500) 37 ℃孵育 2 h,

PBST缓冲液洗膜5次, ECL化学发光法显影。

Flag标签纯化磁珠的制备与保存 戊二醛是一种

常用的同型双功能交联剂, 它的两个醛基可通过形成

Schiff碱将HRP与抗体以五碳桥连接起来[18]。本研究

将 Flag 抗体与 10% 磁珠混悬液按照 1∶50 的比例于

4 ℃孵育 8 h, 使 Flag 抗体饱和磁珠上抗体结合位点,

随后将 2.5%戊二醛分 10次加入饱和了 Flag抗体的磁

珠混悬液中, 每次 10 μL, 整个过程持续 2 h, 之后将磁

珠转移至 pH=8.0的Tris-HCl缓冲盐中中和 30 min, 预

冷 PBS洗涤 3次, 每次 5 min, 短期保存在 PBS溶液中,

长期保存置于20%乙醇溶液中。

数据处理 所有实验重复3次以上, 蛋白质免疫印

迹采用 Image J进行数据收集, 数据分析采用 Student's

t test。

结果

1 以nNOS和PSD-95结构域相互作用为靶标的筛选

模型

研究表明 , nNOS 的 N 端 133 个氨基酸和 PSD-95

的 PDZ2 被认为是 nNOS 与 PSD-95 结合的位点[19-21]

(图 1A), 由于 nNOS 和 PSD-95 均为较长的真核蛋白 ,

因此在本研究初始阶段拟采用原核表达的 GST-

nNOS1-133和 PSD-95 结构域片段蛋白 PDZ2-GFP 作为

研究对象, 利用GST-pulldown技术建立解耦联剂筛选

模型。图 1B和C表明已成功表达了GST-nNOS1-133和

PDZ2-GFP重组蛋白, 因为重组蛋白GST-nNOS1-133 (约

43 kDa) 与 GFP -PDZ2 (约 45 kDa) 分子质量接近 ,

SDS-PAGE电泳很难将两者分开, 所以本研究通过考

察解耦联后上清中游离PDZ2-GFP蛋白的量来评价解

耦联效率 , 图 1D 为在 ZL006 干扰下 , 不能与 GST-

nNOS1-133结合的上清中游离的PDZ2-GFP蛋白量。结

果显示GST-nNOS1-133和PDZ2-GFP间存在蛋白质相互

作用, 但是加入不同浓度的ZL006并不能有效地阻断

GST-nNOS1-133和PDZ2-GFP的耦联。

在排除实验操作可能造成的偏差后, 考虑是否因

为GST标签 (26 kDa) 较大, 导致 nNOS1-133结构域的形

成发生差异, 失去ZL006结合位点, 使得ZL006不能发

挥解耦联效果。而组氨酸 (His) 标签仅有 6个氨基酸

组成, 影响较小, 因此本研究尝试使用组氨酸标签来作

为融合蛋白。

2 HEK-293T共表达 (His)6-nNOS1-133和PSD-95的体

外细胞筛选模型

在后续实验中, 将 GST标签更换为较小的 His标

签, 同时为了避免原核表达蛋白折叠方式与真核表达

蛋白可能存在的差异 , 利用真核细胞表达的 (His)6-

nNOS1-133进行模型建立。由于HEK-293T中基本没有

nNOS的表达而存在 PSD-95的表达, 因此本研究利用

转染方式将 (His)6-nNOS1-133质粒转入HEK-293T细胞

中过表达 , 并提取总蛋白 , 采用镍柱纯化 (His)6 -

nNOS1-133的同时将 PSD-95捕捉到镍柱上。随后给予

不同浓度的 ZL006处理转染细胞 12 h, 但是仍然无法

阻断 (His)6-nNOS1-133和PSD-95的相互作用 (图2A)。

猜测是否为细胞代谢等过程影响了ZL006的解耦

联作用, 因此本研究在细胞裂解液中直接加入不同浓

度的 ZL006 体外处理 8 h, 随后用镍柱分离 (His)6 -

nNOS1-133, 结果显示各组中 (His)6-nNOS1-133和 PSD-95

的耦联率仍没有显著性差异 (图2B)。
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3 基于全长nNOS和全长PSD-95相互作用的体外筛

选模型的建立

以上两种体外模型的失败使得课题组猜测, 仅仅

表达 nNOS与 PSD-95相互作用相关的结构域虽然保

留了相互作用的能力, 但可能会影响ZL006的结合位

点。Bach等[22]也提出 nNOS与 PSD-95的相互作用虽

然基于 nNOS 的 N 端片段及 PSD-95 的 PDZ2 结构域 ,

但是可能需要两个蛋白完整结构的共同参与, 因此本

研究尝试采用真核表达的全长 nNOS 和全长 PSD-95

进行模型的建立。

Co-IP 结果表明, 在 HEK-293T 细胞中 Flag-nNOS

能与内源性PSD-95发生蛋白质相互作用, 且 ZL006能

够浓度依赖地解开两者的耦联 (图3), 说明ZL006能阻

断全长 nNOS和全长 PSD-95间的相互作用, 也进一步

佐证了结果1、2中两种体外模型失败的原因。

由于在对候选化合物进行筛选过程中细胞持续培

养和过表达较为繁琐, 并且存在扩大培养需要与候选

化合物检测相配合的问题, 因此本研究尝试建立不直

Figure 2 Uncoupling efficiency of ZL006 targeting interaction of (His)6-nNOS1-133 and PSD-95. A: Uncoupling efficiency of ZL006 in

HEK-293T which co-expresses (His)6-nNOS1-133 and PSD-95; B: Uncoupling efficiency of ZL006 in protein interaction model of eukaryotic

expressed (His)6-nNOS1-133 and PSD-95. n = 3,
-
x ± s

Figure 1 Establishment of screen model targeting the domain interaction between nNOS and PSD-95. A: Mechanism of the interaction

between nNOS and PSD-95; B: Induced expression of GST-nNOS1-133 in BL21(DE3) containing pGEX-4T-1-nNOS1-133; C: Induced expres‐

sion of PSD-95-PDZ2-GFP in BL21(DE3) containing pET-28a-PSD-95-PDZ2-GFP; D: Uncoupling efficiency of ZL006 in the protein inter‐

action model of GST-nNOS1-133-PDZ2-GFP. n = 3,
-
x ± s. nNOS: Neuronal nitric oxide synthase; PSD-95: Postsynaptic density protein-95
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接依赖于真核细胞的筛选体系。通过转染, 在 HEK-

293T细胞中分别过表达Flag-nNOS和PSD-95, 将细胞

裂解后分别获得富含 Flag-nNOS和 PSD-95的蛋白质

溶液, 通过体外共孵育方式, 获得耦联复合物。采用戊

二醛化学耦联法将 Flag 抗体耦联在 Protein A/G 磁珠

上, 进而实现磁珠的重复使用。

结果表明, 戊二醛耦联 Flag抗体后的磁珠能够很

好地识别Flag-nNOS-PSD-95复合物, 并且ZL006在一

定浓度范围内能够浓度依赖地阻断 nNOS 和 PSD-95

相互作用 (图 4A)。Flag 标签纯化磁珠在经过 pH 8.0

Tris-HCl中和、PBS 清洗后, 再次用于实验, 仍然能结

合Flag-nNOS, 并且过饱和结合量与回收前相近, 经过

四次使用后仍具有较高的结合率 (图4B)。

4 IC87201的解耦联验证及候选 nNOS-PSD-95解耦

联剂的活性评价

IC87201 为 ZL006 的结构类似物 , 已有文献[23,24]

报道 , 其通过阻断 nNOS 和 PSD-95 的相互作用发挥

神经保护作用。结果如图5A所示, 在本研究建立的模

型中 , IC87201 也能发挥类似 ZL006 的解耦联作用 ,

进一步佐证了模型的相对专一性。并且本实验室采用

分子印迹法从中药中筛选出了 4 个与 ZL006 结构相

似的化合物 , 分别为巴马亭 (palmatine)、脱氢紫堇碱

(dehydrocorydaline)、橙皮苷 (hesperidin)、白屈菜红碱

(chelerythrine)。根据ZL006解耦联的浓度依赖性, 将4

个化合物的工作浓度设为 90 μmol · L-1进行解耦联活

性评价, 结果显示白屈菜红碱具有较好的解耦联效率

(图5B)。

以上结果表明, 该模型能用于 nNOS-PSD-95解耦

联剂的筛选。

讨论

nNOS和PSD-95的相互作用在脑卒中的发生发展

中扮演着重要角色, 自发现以来, 就受到科研工作者的

重视。研究表明, 干扰nNOS和PSD-95的相互作用能够

很好地改善脑卒中引起的神经损伤, 并且不会因为影响

两蛋白的正常生理功能而产生不良反应[25], 因此研究者

将目光转向新型小分子解耦联化合物, 如 IC87201[23,24]、

ZL006[11,26]。但两种药物具有亲水性较大, 不易透过血

脑屏障的缺点, 需要通过结构改造或寻找其他化合物

等方法获得具有临床意义的解耦联化合物。

蛋白质的结构域是研究蛋白质相互作用的重要位

点, 并且全长蛋白质不同结构域之间存在着相互影响,

Figure 3 Uncoupling efficiency of ZL006 in HEK-293T which

co-expresses nNOS and PSD-95. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05 vs control

Figure 4 Improvement of screen model. A: Uncoupling efficiency of ZL006 targeting interaction of full-length nNOS and full-length PSD-

95 in vitro; B: The binding efficiency of antibody magnetic beads during recycling. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05 vs control
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而片段化后的结构域则缺少这种影响。因此, 结果 1

和 2中模型的失败可能由于ZL006的结合位点虽然位

于 nNOS的 PDZ结构域, 但是在缺少其他结构域的情

况下不能很好地暴露或形成; 也有可能ZL006的结合

位点在PDZ结构域以外, 通过变构效应影响PDZ结构

域的构象, 从而影响了 nNOS和 PSD-95的相互作用。

由于现阶段缺少完整 nNOS的晶体结构数据或核磁的

结构数据, 难以确定ZL006的结合模式, 还需要结合更

多的结构生物学结果才能更好地解释ZL006的作用机

制及研究候选化合物的干预机制。

本研究基于 nNOS 和 PSD-95 相互作用建立解耦

联剂筛选体系 (图 6), 初始设计思路是以经典的GST-

pulldown实验为基础, 希望通过GST-nNOS1-133与固相

介质结合, 考察解耦联剂对GST-nNOS1-133-PDZ2-GFP

复合物的解耦联效率 , 但后续由于蛋白结构域完整

性、大蛋白原核表达构象改变等原因, 本研究采用了与

Co-IP相似的实验方案, 即通过结合在免疫磁珠上的抗

体识别Flag-nNOS, 进而识别PSD-95, 获得体外耦联复

合物, 再检测耦联剂共孵育后的解耦联效率。最后采

用化学耦联的方法将抗体固化在磁珠上, 因此实验原

理更接近于pulldown。

在实验中, 为了减少批次间的差异, 应在实验开始

前大批量过表达 nNOS和 PSD-95蛋白, 对每一批次蛋

白溶液进行蛋白定量; 通过控制 nNOS与PSD-95比例

以及免疫磁珠的使用量, 使 nNOS-PSD-95的结合量接

近于生理条件或病理条件, 从而更好地评价解耦联效

果; 在每次筛选过程中, 应加入ZL006作为阳性解耦联

剂, 有利于评价解耦联体系的稳定性。另外, 采用戊二

Figure 5 Uncoupling ability of IC87201 and candidate compounds. A: Uncoupling efficiency assay of IC87201. B: Uncoupling efficiency

assay of candidate analogs of ZL006. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05 vs control

Figure 6 Schematic representation of the screening model. The nNOS-PSD-95 complex were formed by co-incubation in vivo, then ZL006

candidate uncouplers were added to disturb the interaction, and Western blotting technology was used to evaluate the uncoupling efficiency
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醛耦联法获得的抗体耦联免疫磁珠重复利用率较高,

相较于传统的免疫共沉淀、神经元细胞模型和MACO

模型, 具有省时、经济的特点。

本研究建立了 nNOS-PSD-95解耦联剂筛选模型,

有助于从天然植物中初步筛选 nNOS-PSD-95潜在解

耦联剂, 也有助于降低成本、增加候选化合物的检出,

为后续动物实验的再次验证提供了理论和实验基础。
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