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新型镇静催眠化合物YZG-331对谷氨酸及其受体的调节及机制研究

方金玉, 刘 伟, 于凤婷, 石建功, 张建军*

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 新药作用机制研究和药效评价北京市重点实验室, 北京 100050)

摘要: 本研究主要探究了新型腺苷类衍生物YZG-331对小鼠额叶皮层谷氨酸 (glutamate, Glu) 含量及对其受体

N-甲基-D-天冬氨酸受体 (N-methyl-D-aspartate receptor, NMDAR) 的影响。动物实验均获得中国医学科学院药物研

究所伦理委员会批准。采用脑微透析取样技术和高效液相色谱 (high performance liquid chromatography, HPLC) 检

测小鼠额叶皮层组织匀浆和细胞外液中的Glu含量; Western blot和蛋白质免疫共沉淀技术检测小鼠额叶皮层中

NMDAR在细胞膜上和内体中的表达量, 以及引起NMDAR内吞相关蛋白的表达量及相互作用。研究结果显示, 在

灌胃给予YZG-331 (40 mg·kg-1) 后小鼠额叶皮层组织匀浆中Glu含量与溶剂对照组相比无统计学差异, 在 0～0.5 h

和 0.5～1 h两个时间段的小鼠额叶皮层透析液中Glu含量也无明显变化。给予YZG-331 15 min后小鼠额叶皮层细

胞膜上NMDAR亚基NR1与NR2B的表达量均下调, 额叶皮层细胞内体的NR1和NR2B蛋白表达量显著增加, 额叶

皮层组织中NMDAR亚基NR2B磷酸化水平显著上升; 同时用NR2B作为诱饵蛋白的免疫共沉淀结果显示小鼠额

叶皮层组织的NR2B和突触后致密蛋白 95 (postsynaptic density-95, PSD95) 免疫沉淀复合物中PSD95表达量显著降

低。以上研究结果表明, 化合物YZG-331对额叶皮层组织和细胞外液中Glu含量均无影响, 但通过上调额叶皮层组

织NR2B的磷酸化水平, 减弱了NR2B与突触后致密蛋白 PSD95的相互作用, 降低了NMDAR的膜稳定性, 促进了

NMDAR的内吞, 导致兴奋信号传导减少。这可能是其发挥其镇静催眠作用的机制之一。

关键词: YZG-331; 谷氨酸; N-甲基-D-天冬氨酸受体; 前额叶皮层; 微透析; 镇静催眠

中图分类号: R965 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2020)05-0877-07

Regulatory effect and mechanism of novel sedative hypnotic

compound YZG-331 on glutamate and its receptor
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Abstract: This study investigated the effect of a novel adenosine derivative YZG-331 on the glutamate (Glu)

content and its receptor N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) in mouse frontal cortex. All procedures in this

research were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the Institute of Materia Medica,

Chinese Academy of Medical Sciences. High performance liquid chromatography (HPLC) was used to detect the

Glu contents in the mouse frontal cortex tissue homogenate and extracellular fluid which were collected by brain

microdialysis method. Western blot and co-immunoprecipitation methods were used to detect the expressions of

NMDAR in cell membranes and endosomes, as well as the expression levels of endocytosis-related proteins and

their interaction. The results showed that there was no significant change in Glu content in the dialysates from

mouse frontal cortex within 0-0.5 h period and 0.5-1 h period after intragastric administration of YZG-331

(40 mg·kg-1). Compare to the control group, the Glu content in mouse frontal cortex homogenates has no significant
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statistical differences after 15 minutes of administration of compound YZG-331. YZG-331 significantly decreased

the expressions of NMDAR subunits NR1 and NR2B in the mouse frontal cortex cell membrane, meanwhile signif‐

icantly increased the expressions of NR1 and NR2B proteins in the frontal cortex endosomes. It also increased the

phosphorylation levels of NMDAR subunit NR2B in the frontal cortex. In addition, the result of co-immunoprecipi‐

tation which used NR2B as bait protein showed that the expression of postsynaptic density-95 (PSD95) in NR2B

and PSD95 immunoprecipitation complexes in mouse frontal cortex tissues was significantly reduced. These results

indicate that YZG-331 does not affect the Glu content in mouse frontal cortex, but it weakens the interaction between

NR2B and PSD95 by increasing the phosphorylation level of NR2B in the mouse frontal cortex. Therefore, it

reduces the membrane stability of NMDAR and promotes NMDAR's endocytosis, which leading to the decrease of

excitotary transmission. It may be one of the mechanisms of YZG-331 to exert sedative and hypnotic effects.

Key words: YZG-331; glutamate; N-methyl-D-aspartate receptor; frontal cortex; microdialysis; sedation and

hypnosis

传统的镇静催眠药物作用在 γ -氨基丁酸 A 型

(GABAA) 受体上, 通过增加氯离子通道开放频率或延

长开放时间, 进而增加氯离子内流, 导致皮层神经元超

极化从而发挥镇静催眠作用, 但临床上常见停药反跳、

耐受和依赖成瘾等不良反应[1]。YZG-331是中国医学

科学院药物研究所以临床疗效确切的安神中药天麻为

起点, 通过药物化学和药理学紧密结合研究, 深入追踪

发掘天麻中的微量有效成分, 经过进一步结构修饰得

到的新型腺苷类衍生物, 结构见图 1。前期本实验室

研究发现, 灌胃给予YZG-331 (1.25～40 mg·kg-1) 可剂

量依赖性地抑制小鼠的自主活动, 显著延长阈上剂量

戊巴比妥钠诱导的小鼠睡眠时间、缩短入睡潜伏期及

增加阈下剂量戊巴比妥诱导的小鼠入睡率, 且GABAA

受体拮抗剂氟马西尼和荷包牡丹碱均不能拮抗YZG-

331的镇静催眠作用[2], 提示YZG-331有较强的镇静催

眠作用和有别于传统镇静催眠药物的作用靶点。因

此, 阐明其作用机制对研发新型镇静催眠药物具有重

大意义。

基于YZG-331是腺苷类衍生物, 本实验室前期探

究了 YZG-331是否通过腺苷受体发挥作用。开场实

验结果表明腺苷A2a受体拮抗剂 SCH-58261不能拮抗

YZG-331的镇静催眠作用, 腺苷A1受体拮抗剂 8-环戊

基 -1,3-二丙基黄嘌呤 (8-cyclopentyl-1,3-dipropylxan‐

thine, DPCPX) 可以部分拮抗YZG-331对小鼠自主活

动的抑制作用。体外受体配体结合实验表明 , YZG-

331与腺苷A1受体的Ki值为 2.15 μmol·L-1。以上结果

提示, YZG-331可能是多靶点镇静催眠类化合物, 可以

通过腺苷A1受体发挥一定作用, 但其作用靶点不仅仅

是腺苷A1受体。谷氨酸 (glutamate, Glu) 作为脑内含

量最高、分布最广、作用最重要的兴奋性神经递质, 在

睡眠觉醒中的核心作用是在清醒和快动眼睡眠时维持

皮层的兴奋状态[3,4]。N-甲基 -D-天冬氨酸受体 (N-

methyl-D-aspartate receptor, NMDAR) 是一种重要的离

子型Glu受体, 当Glu与膜上的NMDAR结合时会兴奋

神经元, 已有研究表明某些NMDAR拮抗剂具有镇静

麻醉作用 , 如 Ketamine[5]。故本研究探究了 YZG-331

对小鼠额叶皮层 Glu 含量及对其受体 NMDAR 的

影响。

材料与方法

动物 SPF 级 ICR 小鼠 , 雄性 , 体重 18～22 g, 购

于北京斯贝福实验动物技术有限公司, 动物许可证号:

SCXK (京) 2016-0002。动物在实验环境中适应3天, 环

境温度 25 ℃, 相对湿度 40%～70%, 自由饮水和进食。

动物实验均获得中国医学科学院药物研究所伦理委员

会批准。

仪器 微透析套管和探针 (MD-2211, 美国 BASi

公司); 高效液相色谱泵 (LC-10A, 日本岛津公司); 电

化学检测器 (LC-4C, BSA 公司); 色谱柱 (Diamonsil

C18, 150 mm×4.6 mm, 5 μm, 北京迪马科技有限公司);

酶标仪 (MQX200 型 , 美国 Bio-Tek 公司); DYY-7C 型

电泳仪 (北京六一厂); ECL发光仪 (Image Quant LAS

4000型, 美国GE公司); 磁力架 (自制)。

药品和试剂 化合物 YZG-331 [N6- (4-hydroxy‐

benzyl) adenosine riboside] 由中国医学科学院药物研

究所植化室提供 (批号 : 201110718); 邻苯二甲醛

(OPA, Sigma公司); Minute™质膜蛋白和细胞组分分离

Figure 1 Chemical structure of YZG-331
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试剂盒 SM005、Minute™内体和细胞组分分离试剂盒

ED-028和Minute™变性蛋白溶解液WA-009 [英文特生

物技术 (北京) 有限公司]; Protein A Magnetic Beads

(Millipore Sigma公司); RIPA裂解液 (强) (碧云天生物

技术研究所); BCA蛋白浓度检测试剂盒 (康为世纪生

物技术有限公司); 5×蛋白上样缓冲液、蛋白磷酸酶抑

制剂混合物、四甲基乙二胺 (TEMED) (北京普利莱基

因技术有限公司); 三羟甲基氨基甲烷、甘氨酸、过硫酸

铵、蛋白酶抑制剂、十二烷基苯磺酸钠 (SDS) (美国

Amresco公司); 苯甲基磺酰氟 (PMSF, 德国默克公司);

30%丙烯酰胺 (北京兰博利德商贸有限公司); 化学发

光 ECL液 (上海天能科技有限公司); 抗 N-甲基-D-天

冬氨酸受体 (NMDAR) (GluN1) 抗体 (D65B7) (Cell

Signaling Technology 公司); 抗 NMDAR2B (phospho

S1303) 抗体 (ab81271)、抗 NMDAR2B 抗体 (ab65783)

(Abcam 公司); 抗 PSD95 抗体 (48638)、抗 EEA1 抗体

(21601) (Signalway Antibody公司); 兔 IgG (A7061) (碧

云天试剂公司); 抗 β-tubulin抗体 (ab1017t) [博奥瑞京

(北京) 科技发展有限公司]; 抗 Na/K ATPase 抗体

(14418-1-AP) (Proteintech 公司)。其他试剂均为国产

分析纯, 购于北京化工试剂公司。

高效液相-电化学法检测脑组织中Glu含量 ICR

小鼠随机分为2组, 溶剂对照组和YZG-331 (40 mg·kg-1)

组, 每组8只。灌胃给予0.5%羧甲基纤维素钠溶液或化

合物YZG-331。将其置于安静环境中, 给药 15 min后

脱颈取脑, 冰上分离前额叶皮层, 称重。组织样品称重

后按 1∶10 (w/v) 比例向组织中加入预冷的 0.6 mol·L-1

高氯酸溶液, 利用超声破碎, 功率 250 W, 3 s/次, 间隔

10 s, 反复2～3次, 在4 ℃条件下10 000 ×g离心20 min。

取上清液与其1/2体积的缓冲溶液 (柠檬酸钾20 mmol·L-1、

EDTA•2Na 2 mmol·L-1、磷酸氢二钾 300 mmol·L-1) 混

合均匀, 4 ℃条件下 10 000 ×g离心 20 min。取上清液,

按 1∶2比例加入OPA衍生化试剂, 冰上反应 2 min后进

样检测。根据标准品计算组织内Glu含量, 得到YZG-

331相对于溶剂对照组引起的Glu含量变化。检测条

件: 流速 1.2 mL·min-1、检测灵敏度 500 nA和电化学检

测器工作电压0.6 V。

微透析法测皮层细胞外液 Glu 含量 腹腔注射

5%水合氯醛 (0.07 mL·g-1) 麻醉动物, 放在立体定向仪

上, 准备手术。头顶局部剃毛后, 用75%酒精消毒颅骨

上方皮肤, 切开颅骨上方皮肤, 暴露颅骨顶部。用含3%

H2O2棉花棒从颅骨上刮下结缔组织, 以前囟为零点按

坐标钻一个小孔下套管 : 前囟+2.4 mm, 中缝+1 mm,

颅骨平面-2 mm (图 2A)。恢复饲养 1周后,下探针以

1 μL·min-1速度进行微量透析。每 30分钟收集 1管透

析液, 2 h后给予YZG-331, 此时作为 0点, 此前 30 min

内收集的透析液作为基准。收集灌胃给予溶剂的连续

2管透析液作为对照, 然后给予 YZG-331 (40 mg·kg-1,

ig), 连续收集 2管透析液, 将透析液按照 1∶1比例加入

OPA衍生化试剂, 冰上反应 2 min后进样检测。根据

标准品计算透析液中Glu含量, 得到YZG-331引起组

织间隙Glu含量变化率。检测条件: 流速 1 mL·min-1、

检测灵敏度10 nA和电化学检测器工作站电压0.6 V。

总匀浆蛋白提取 ICR小鼠随机分为两组: 溶剂

对照组和 YZG-331 组 , 每组 4 只 , 灌胃给予溶剂或化

合物 YZG-331 (40 mg·kg-1) 后将其置于安静环境中 ,

15 min后脱颈取脑, 冰上分离前额叶皮层, 称重。RIPA

裂解液中加入 1×蛋白酶抑制剂、1×磷酸酶抑制剂混合

物和 1×PMSF混合放入冰中备用, 样品称重后按 1∶10

(w/v) 比例向组织中加入相应体积的RIPA裂解液, 在

冰浴条件下超声破碎, 功率 250 W, 3 s/次, 间隔 10 s, 反

复 2～3次, 之后置于冰上 10 min使蛋白充分裂解, 在

4℃条件下12 000 ×g离心20 min, 离心后取蛋白上清液。

膜蛋白提取 将适量冷冻的组织放置于预冷的离

心管柱上。加入 200 μL 缓冲液 A (含 1×蛋白酶抑制

剂、1×磷酸酶抑制剂混合物、1 mmol·L-1 PMSF), 于冰

上用塑料棒反复扭转研磨组织 1 min, 再加入 300 μL

缓冲液 A, 用吸头吹打几次后 , 开盖冰上孵育 5 min。

盖上盖子, 16 000 ×g离心 1 min (使用 10 s内达到离心

力的台式离心机), 弃去离心管柱, 涡旋大力震荡10 s重

悬细胞, 700 ×g离心 1 min (沉淀是完整的细胞核)。将

上清转移到新的 1.5 mL离心管中, 在 4 ℃下 16 000 ×g

离心 30 min, 弃去上清 (胞浆组分), 保存沉淀 (总膜蛋

白组分包括细胞器和质膜)。加入 200 μL缓冲液B, 用

吸头反复吹打并涡旋震荡重悬总膜蛋白组分 , 4 ℃、

7 800 ×g离心 5 min, 沉淀部分为细胞器。将上清液小

心转移到 2 mL离心管中, 加入 1.6 mL预冷的 PBS混

匀几次, 16 000 ×g离心30 min。弃去上清液, 保存沉淀

(质膜蛋白), 沉淀加入Minute™变性蛋白溶解液 50 μL,

使样品充分溶解。

内体蛋白提取 将 10～30 mg冰冻组织样品放置

于离心管柱上, 加200 μL缓冲液A, 用塑料棒反复挤压

扭转研磨 1 min。再加入 300 μL缓冲液A到离心柱里,

用移液器上下吹打几次, 开盖冰上孵育 5 min。盖上盖

子, 16 000 ×g离心30 s, 弃去离心管柱, 将收集管的液体

涡旋振荡混匀 10 s, 700 ×g离心 2 min (沉淀为完整的

细胞核和一些未破裂的细胞)。将上清转移至 1.5 mL

离心管中, 4 ℃、16 000 ×g离心 60 min。离心后, 再次

将上清转移至离心管中 (沉淀为大的细胞器和质膜)。

估算管中溶液体积, 加入一半体积的缓冲液B, 振荡混
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匀, 4 ℃孵育过夜。4 ℃、10 000 ×g离心 30 min, 弃掉

上清 (胞浆组分), 沉淀即是内体。加入 Minute™变性

蛋白溶解液50 μL, 震荡, 使样品充分溶解。

蛋白质免疫印迹 使用BCA法测定待检测蛋白浓

度 , 加入 SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液后沸水浴 5 min,

采用等量上样进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分离, 转膜, 用

5% 脱脂牛奶在室温下封闭膜 1 h后, TBST洗涤 2次,

每次 5 min; 将膜放于TBST稀释的一抗中, 4 ℃孵育过

夜 ; 回收一抗 , TBST 洗涤 3 次 , 每次 5 min; 将膜放于

TBST稀释的二抗中 (二抗按 1∶5 000稀释), 室温震荡

孵育 2 h, TBST洗 3次, 每次 5 min; 在 PVDF膜中滴加

配好的ECL发光液, 利用化学发光成像系统采集化学

发光图像。用Quantity One软件处理目的蛋白条带。

蛋白质免疫共沉淀 将分离好的脑皮质组织加入

适量预冷的细胞裂解缓冲液, 并加入蛋白酶抑制剂, 冰

上裂解 30 min, 12 000 ×g 离心 10 min, 取上清。留取

少量上清液作为 Input对照, 再取上清液 500 μL, 加入

2 μg一抗进行免疫沉淀, 4 ℃缓慢摇晃, 孵育过夜。取

Protein A Magnetic Beads 50 μL, 用裂解液洗 3次, 每次

摇晃混匀 5 min, 用磁力架收集磁珠, 将与抗体孵育过

夜的组织上清裂解液加入, 4 ℃缓慢摇晃 5 h, 使磁珠

与抗体充分结合, 进行免疫沉淀反应。反应后弃磁珠,

免疫沉淀复合物存留, 待Western blot检测。

数据统计和分析 结果以
-
x ± s表示, 使用Graph‐

Pad Prism 6.01统计分析软件进行数据统计学差异分

析, 使用软件中 Student's t-test方法进行统计处理, 显

著性结果分别以 P<0.05、P<0.01或 P<0.001表示有差

异、差异显著和非常显著。

结果

1 YZG-331对小鼠额叶皮层谷氨酸含量无影响

采用在体微透析技术结合高效液相色谱检测技

术对小鼠额叶皮层组织中 Glu 含量进行检测。如图

2B、C 所示 , 相比于溶剂对照组 , 灌胃给予 YZG-331

(40 mg·kg-1) 后的 0～0.5 h和 0.5～1 h两个时间段的透

析液中Glu含量变化均无统计学差异。灌胃给予YZG-

331 (40 mg·kg-1) 15 min 后小鼠额叶皮层组织匀浆中

Glu含量也无明显变化。

2 YZG-331下调小鼠额叶皮层细胞膜上NMDAR表

达量

采 用 Western blot 法 对 灌 胃 给 予 YZG-331

(40 mg·kg-1) 15 min后小鼠额叶皮层细胞膜上NR1和

NR2B的表达量进行检测。如图 3所示, 与溶剂对照组

相比 , YZG-331 组小鼠额叶皮层细胞膜上 NR1 和

NR2B的表达量均下调, 且NR2B的表达量降低具有统

计学意义 (P<0.05)。

3 YZG-331上调小鼠额叶皮层细胞内体中NMDAR

表达量

采 用 Western blot 法 对 灌 胃 给 予 YZG-331

(40 mg·kg-1) 15 min 后小鼠额叶皮层内体中 NR1 和

NR2B的表达量进行检测。如图 4所示, YZG-331使小

鼠额叶皮层内体中NR1和NR2B蛋白表达量均显著增

Figure 3 Effect of YZG-331 (40 mg·kg-1, ig) on the expressions

of the N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) subunit NR1 and

NR2B in mouse frontal cortex cytomembrane. A: Expressions of

NR1 and NR2B in mouse frontal cortex cytomembrane were de‐

tected by Western blot; B: Quantification of the NMDAR subunits

NR1 and NR2B expression levels in mouse frontal cortex cyto‐

membrane. n = 4,
-
x ± s. *P<0.05 vs control group

Figure 2 Effect of YZG-331 (40 mg·kg-1, ig) on the content of glutamate (Glu) in mouse frontal cortex. A: The location of the probe; B:

Glu content in extracellular fluid; C: Glu content in frontal cortex homogenate. n = 8,
-
x ± s
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加 (P<0.05, P<0.01)。

4 YZG-331干扰小鼠额叶皮层中PSD95与NR2B复

合物形成

使用NR2B作为诱饵蛋白, 采用蛋白质免疫共沉

淀法对小鼠额叶皮层中NR2B和PSD95沉淀复合物中

PSD95的表达量进行检测。如图 5所示, 与溶剂对照

组相比, 给予YZG-331 (40 mg·kg-1) 15 min后免疫沉淀

复合物中PSD95蛋白含量显著降低 (P<0.01)。

5 YZG-331上调小鼠额叶皮层中NR2B蛋白磷酸化

水平

采 用 Western blot 法 对 灌 胃 给 予 YZG-331

(40 mg·kg-1) 15 min 后小鼠额叶皮层组织中 NR2B

磷酸化水平进行检测。如图 6 所示 , YZG-331 组小

鼠额叶皮层 p-NR2B 的表达量显著高于溶剂对照组

(P<0.05)。

讨论

失眠是人体睡眠-觉醒节律失常所致, 失眠患者常

存在着不同程度的中枢神经递质传递紊乱情况。大脑

皮层不但是睡眠觉醒系统的最终作用靶点, 它本身也

参与睡眠觉醒的调节。目前有研究表明, 大脑皮层神

经元主要接受来自基底前脑和丘脑的神经传入, 来自

基底前脑的胆碱能神经元、GABA能神经元和谷氨酸

能神经元都可以投射到前额叶皮层的谷氨酸能神经

元, 以一种弥散的方式影响皮层神经元兴奋性[6,7]。在

体微透析是一种在活体动物中利用透析原理对微透析

探针所在部位的细胞外液中的目的物质进行动态微量

取样的技术[8]。故本研究除用高效液相色谱检测技术

对小鼠额叶皮层组织匀浆中Glu含量进行检测外, 还

结合在体微透析取样技术对小鼠额叶皮层细胞外液中

的Glu含量进行了检测。在实验过程中, 为保证分析

结果的准确性, 每30分钟收集1管样品, 利用高效液相

进行检测。药代动力学研究表明小鼠灌胃给予YZG-

331 (10 mg·kg-1) 的Tmax为 18 min[9], 故其余组织样品均

在给予YZG-331 15 min后进行取材和后续检测。本实

验室前期自主活动实验表明化合物YZG-331在1.25～

40 mg·kg-1内剂量依赖性地抑制小鼠自主活动, 故本次

药理机制研究选取了药效最为明显剂量 40 mg·kg-1。

检测结果发现, 给予YZG-331 15 min后额叶皮层匀浆

中Glu含量未发生明显变化, 给予YZG-331后0～0.5 h

Figure 5 Effect of YZG-331(40 mg·kg-1, ig) on the expression of

PSD95 in the immunoprecipitation complex. A: The interaction

between PSD95 and NR2B in mouse frontal cortex was detected

by co-immunoprecipitation; B: Quantification of the PSD95 level

in the immunoprecipitation complex. n = 6,
-
x ± s. **P<0.01 vs control

group

Figure 6 Effect of YZG-331 (40 mg·kg-1, ig) on the phosphoryla‐

tion of NR2B in mouse frontal cortex. A: Expressions of NR2B

and phosphorylated NR2B (p-NR2B) at Ser-1303 site in mouse

frontal cortex were detected by Western blot; B: Quantification of

p-NR2B and NR2B levels in mouse frontal cortex. n = 6,
-
x ± s. *P<

0.05 vs control group

Figure 4 Effect of YZG-331(40 mg·kg-1, ig) on the expressions

of NR1 and NR2B in mouse frontal cortex endosome. A: Expres‐

sions of NR1 and NR2B in mouse frontal cortex endosome were

detected by Western blot; B: Quantification of the NMDAR sub‐

units NR1 and NR2B levels in mouse frontal cortex endosome.

n = 4,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control group
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和 0.5～1 h两个时间段的透析液中的Glu含量与给药

前相比也没有明显变化, 表明YZG-331不是通过影响

额叶皮层Glu含量发挥作用的。

NMDAR是中枢神经系统最重要的兴奋性神经递

质受体之一, 功能性的NMDAR是由NR1和NR2 (A～

D) 组成的一种异四聚体, 其中的NR1亚基是构成离子

通道的基本亚单位, NR2 (A～D) 是调节亚单位, 不同

的 NR2 亚基决定 NMDAR 的突触定位和功能[10]。含

有 NR2B 的 NMDAR (NR2B-NMDAR) 主要分布在海

马和皮层组织中, 与其他类型的NMDAR相比, NR2B-

NMDAR的表达和调节更易受外界的影响, 对脑功能

的调节作用也更强[11]。NMDAR在细胞膜上的表达并

不是固定不变的, 而是在神经元活动时在细胞膜和胞

质间快速往返, 从而维持细胞膜表面受体的动态平衡,

这是通过受体内吞途径实现的。当NMDAR内吞进细

胞后降低了膜表面 NMDAR 的表达 , 不能发挥介导

Glu兴奋神经元的作用[12,13]。本实验采用 MinuteTM质

膜蛋白和细胞组分分离试剂盒提取了小鼠额叶皮层细

胞膜上和内体中的蛋白, 探究YZG-331对额叶皮层细

胞膜上及内体中 NMDAR 含量的影响。Western blot

实验结果表明 , YZG-331 显著降低了 NMDAR 亚基

NR1和NR2B在额叶皮质神经元细胞表面的表达, 增

加了内体中NR1和NR2B的表达量。以上结果提示,

YZG-331促进了额叶皮层细胞膜上的兴奋性神经递质

Glu的离子型受体 NMDAR 内吞, 导致细胞兴奋性信

号传导活性下调, 进而降低了大脑皮层神经元的兴奋

性, 发挥其镇静催眠作用。

蛋白质的结构域是研究蛋白质相互作用的重要位

点 , PSD95 是一种支架蛋白 , 可在突触后膜通过 PDZ

结构域与 NMDAR 的 NR2B 亚基结合形成 NMDAR/

PSD95复合物, 从而起到稳定NMDAR在细胞膜表面

表达的作用[14,15]。在 NR2B亚基中存在一个 Ser-1303

磷酸化位点, 当它被蛋白激酶 CaMKII磷酸化后可以

减弱 PDZ 结构域中 NR2B 与 PSD95 的结合进而驱动

NMDAR 发生内吞 , 降低细胞膜表面 NMDAR 的表

达[16-18]。网格蛋白调控的受体内吞已经被证明是受体

从细胞膜进入细胞质的主要形式 , 已有研究表明

NR2B-NMDAR内吞依赖于网格蛋白的调控。在受体

发生内吞时, 其胞质面附着的网格蛋白提供拖拽力使

受体脱离细胞膜形成内体进入细胞内, 从而导致相关

的细胞信号传导活性降低[19]。为了探究YZG-331引起

的额叶皮层NMDAR内吞的具体驱动机制, 本实验采

用Western blot方法检测了灌胃给予YZG-331 15 min后

小鼠额叶皮层中NR2B Ser-1303磷酸化水平以及通过

蛋白质免疫共沉淀法检测了NR2B与PSD95的相互作

用强度, 考察化合物YZG-331是否通过干扰NMDAR/

PSD95复合物的形成促进了NMDAR的内吞作用。实

验结果显示, YZG-331可使额叶皮层中NR2B Ser-1303

磷酸化水平显著增加, 使NR2B与 PSD95的相互作用

减弱。以上结果表明 , YZG-331 通过阻断 NR2B 与

PSD95复合物的形成, 介导NMDAR的内吞增加。

综上所述 , 化合物 YZG-331 上调了 NMDAR 的

NR2B Ser-1303 磷酸化水平 , 导致 NR2B 与 PSD95 的

相互作用减弱 , 从而降低了 NMDAR 的膜稳定性 , 使

NMDAR内吞增多, 减少其膜表面数量, 降低NMDAR

介导的皮层神经元兴奋性, 可能是其发挥镇静催眠作

用的机制之一。
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