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　 　 【摘要】 　 目的　 研究蛋白磷酸酶 １γ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ＰＰ１γ）和 ＤＮＡ 甲基化在学习记忆中

的作用。 方法　 通过 ＤＮＡ 甲基化转移酶（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＤＮＭＴｓ）抑制剂 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 处理小鼠，观察小鼠学

习记忆情况及其 ＰＰ１γ 表达变化，通过水迷宫测定小鼠的学习记忆能力，Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测小鼠海马区 ＤＮＭＴｓ 和
ＰＰ１γ ｍＲＮＡ 转录水平以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃Ｂｌｏｔ 测定 ＰＰ１γ 的蛋白质表达水平。 为了进一步探讨 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对小鼠学习记

忆的影响是否与细胞增殖和凋亡有关，用 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 处理 ＮＧ１０８⁃１５ 神经细胞，流式细胞仪、ｘＣｅｌｌｉｇｅｎｃｅ 系统和荧光

素酶报告基因分别检测 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对细胞增殖、凋亡和 ＰＰ１γ 的转录活性的影响。 结果　 侧脑室注射了 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ
的小鼠空间学习记忆能力增加，同时小鼠海马区的 ＤＮＭＴｓ 和 ＰＰ１γ 的表达降低；１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 抑制细胞增

殖，降低 ＰＰ１γ 的转录活性，但是没有诱导细胞凋亡。 结论　 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对 ＰＰ１γ 的表达抑制与小鼠学习记忆有关。
【关键词】 　 蛋白磷酸酶 １γ；５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ；海马；学习记忆
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１γ （ＰＰ１γ） ａｎｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｉｎ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ， ａ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ （ＤＮＭＴ） ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒ， ａｎｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＰ１γ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｍｏｒｒｉｓ Ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＤＮＭＴｓ ａｎｄ ＰＰ１γ ｉｎ
ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＰ１γ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｏ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅｉｒ ｒｏｌｅ， ＮＧ１０８⁃１５ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ｘＣｅｌｌｉｇｅｎｃｅ ａｎｄ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＰＰ１γ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＮＧ１０８⁃１５ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 Ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
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ＤＮＭＴｓ ａｎｄ ＰＰ１γ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ． Ｏｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｓｉｄｅ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ５⁃
ａｚａ⁃ｃｄＲ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＰＰ１γ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｏｕｒ ｄａｔａ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ｔｈａｔ ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰ１γ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ＰＰ１γ； ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ； Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ； Ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＳＨＡＯ Ｇｕｏ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｈａｏ＿ｇｕｏ＿ｃｈｉｎａ＠１６３． ｃｏｍ；ＨＵＡＮＧ Ｌｉ⁃ｈｕａ，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｕａｎｇｌｉｈｕａ８５８＠１６３． ｃｏｍ

　 　 神经元的基因转录在学习和记忆的形成中是必

须的［１］。 而控制该转录的分子机制非常复杂，其中

包括蛋白激酶和蛋白磷酸酶的转录调控［２］。 蛋白

磷酸 酶 １γ （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，
ＰＰ１）在调节染色体重塑过程中控制转录依赖性记

忆调节行为发挥着至关重要的作用［３］。 它是大脑

中的第二丰富的酶，包含 ４ 个表达不同的亚基（α，
β， γ 和 δ）。 其中 ＰＰ１α 主要表达在细胞质中，ＰＰ１β
和 ＰＰ１δ 在胞质和胞核中均有表达，ＰＰ１γ 显著表达

于细胞核中［４］。 这 ４ 种亚基依赖它们的亚细胞定位

和相互作用基团，而定位作用于不同底物。 ＰＰ１γ 的

研究最为广泛，不仅在大脑中对神经元信号和突触强

度发挥负向调节作用［５ － ７］，同时被认为是学习和记忆

抑制性分子［８］。 但是，ＰＰ１γ 在调节学习记忆中的表

达调控的分子机制到目前为止还没有完全明确。
学习记忆的形成涉及一系列细胞和分子的改

变［９］，包括基因转录、蛋白质合成和突触可塑性。
ＤＮＡ 甲基化是表观遗传学中主要形式之一，在基因

转录中发挥重要调节作用。 Ｄａｙ 等［１０］ 的研究发现

ＤＮＡ 甲基化显著促进学习记忆的形成。 催化 ＤＮＡ
甲基化的形成的酶称为 ＤＮＡ 甲基转移酶 （ ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＤＮＭＴ），主要包括 ＤＮＭＴ１、 ＤＮ⁃
ＭＴ３Ａ、ＤＮＭＴ３Ｂ，与非催化亚基 ＤＮＭＴ３Ｌ 在配子、胚
胎和体细胞组织的形成与发展中建立特定的 ＤＮＡ
甲基化模型。 同时，富含 ＧＣ 的 ＰＰ１γ 启动子区的甲

基化水平影响其表达［１１］。
５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 是一种核苷酸类的甲基化抑制剂，它

主要通过抑制 ＤＮＡ 甲基化的转录表达而影响 ＤＮＡ
的表达水平，而被广泛的应用于研究 ＤＮＡ 甲基

化［１２ － １４］。 ＤＮＡ 甲基化在神经发育和分化、学习记

忆中的突触可塑性都扮演重要角色［１５ － １８］，因此本研

究通过 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 处理小鼠和细胞来探讨 ＰＰ１γ 的

甲基化和学习记忆之间的关系。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＩＣＲ 小鼠，体重（１８ ～ ２２）
ｇ，８６ 只，购自北京维通利华实验动物技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０１１ － ００１２］。 无菌手术在包头医学院

低氧转化医学内蒙古重点实验室进行［１９］ ［ ＳＹＸＫ
（蒙） ２０１６ － １０１７］。
１􀆰 ２　 试剂仪器

５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司），牛血清

白蛋白（中国上海晨达医药科技有限公司），巴比妥

钠（中国重庆化学试剂厂），Ｔｒｉｚｏｌ （日本 Ｔａｋａｒａ 公

司），Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ＩＩＩ 试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），
ＲＩＰＡ（中国上海碧云天生物技术有限公司），ＢＣＡ 试

剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司），ＤＭＥＭ 完全培养基

（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司），胎牛血清（浙江天杭生物科技

有限公司），青链霉素（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司），ＦＩＴＣ ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ ＩＩ（美国 ＢＤ 公司），
ｐＧＬ⁃３ 载体（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司），Ｄｕａｌ⁃Ｇｌｏ 荧光素

酶报告基因检测系统（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司），大脑立

体定位注射仪（中国瑞沃德生命科学技术有限公

司），水迷宫装置（中国北京众实迪创科技发展有限

责任公司），核酸蛋白分析仪 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００（美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司），实时荧光定量 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司），酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司），凝胶成像系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司），
荧光倒置显微镜 ＴＥ２０００⁃Ｕ（日本 Ｎｉｋｏｎ 公司），细胞

培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司），ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ 系

统（中国杭州艾森生物公司），流式细胞仪 ＢＤ ＦＡ
ＣＳＣａｎｔｏＴＭ ＩＩ（美国 ＢＤ 公司）
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠侧脑室注射

小鼠侧脑室注射方法改进于 Ｈａｌｅｙ 和 ＭｃＣｏｒ⁃
ｍｉｃｋ 的方法［２０］。 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 溶解在无菌的磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）中，使用前稀释至 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 １％ 戊巴

比妥钠麻醉小鼠，固定于大脑立体定位注射仪上，头
顶部去毛，消毒皮肤，在头顶部正中切口，暴露前囟。
依据小鼠立位解剖图谱，于前囟后 ０􀆰 ５ ｍｍ，中线右

侧 １ ｍｍ，垂直进针，深度 ２􀆰 ５ ｍｍ。 实验组向右侧脑

室缓慢注入 ５ μＬ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ，每次注射时

间为 ５ ｍｉｎ，留针 ２ ｍｉｎ，保证药物充分被吸收，缓慢

退针。 对照组注射等体积的 ０􀆰 １％ 的牛血清白蛋

白［２１］。 皮肤切口处用青霉素抗菌，缝合伤口。
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１􀆰 ３􀆰 ２　 水迷宫测试

水迷宫实验方法模仿其他课题组的操作［２２］，连
续训练 ５ ｄ。 训练完成后，小鼠随机分成 ２ 组，每组

４３ 只，分别侧脑室注射 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 和 ＢＳＡ，休息 １ ｄ
后，再次进行水迷宫测试，水下平台移至前一阶段放

置位置的对面象限，连续训练 ５ ｄ，每天 ４ 个象限，记
录每只小鼠找到平台的时间，检测小鼠的学习记忆

能力。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测小鼠海马中 ＤＮＭＴｓ 和

ＰＰ１γ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

Ｔｒｉｚｏｌ 法分离小鼠海马中的总 ＲＮＡ 并利用逆转

录试剂盒逆转录成为 ｃＤＮＡ，于 － ２０ ℃保存。 引物

由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成，引物序列参见 Ｚｈａｎｇ［２３］的文

章。 Ｑ⁃ＰＣＲ 结果利用 ΔΔＣＴ 法进行分析， ΔＣＴ ＝
ＣＴ目标基因 ⁃ ＣＴｂｅｔａ⁃ａｃｔｉｎ，ｍＲＮＡ 相对丰度值 Ｆ ＝ ΔΔＣＴ
＝２ － ΔＣＴ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 蛋白印迹

ＲＩＰＡ 法提取小鼠海马中的总蛋白。 ＢＣＡ 试剂

盒检测总蛋白质的浓度，上样量为 ２０ μｇ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃
ｂｌｏｔ 检测 ＰＰ１γ 和 ｂｅｔａ⁃ａｃｔｉｎ 在小鼠海马中的含量，
方法如同本课题组 Ｚｈａｎｇ［２３］等。 最后通过蛋白质凝

胶成像系统扫描图像并分析其灰度值。
１􀆰 ３􀆰 ５　 细胞培养和 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 处理

０􀆰 ６％青链霉素和 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 完全

培养基培养小鼠神经细胞 ＮＧ１０８⁃１５，培养箱培养条

件为 ３７℃、９５％湿度和 ５％ ＣＯ２。 细胞融合度达到

６０％左右时，去掉旧培养基，重新补加含有 ５⁃ａｚａ⁃
ｃｄＲ 或 ＢＳＡ 的新培养基，孵育 ２４ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ 系统（ＲＴＣＡ）实时监测细胞增殖

ＮＧ１０８⁃１５ 细胞株在进行细胞增殖实验前一天

进行细胞传代，当细胞融合度在 ６０％ ～ ８０％ 之间，
从培养箱中取出细胞，悬浮细胞，调整细胞浓度达每

孔 ８０００ 个，接种在 １６ 孔板中。 Ｅ⁃ｐｌａｔｅ 置于仪器检

测台上测试培养基的基线。 上室孔中加入细胞悬

液，室温放置 ３０ ｍｉｎ。 测定 ２４ ｈ 内细胞贴壁生长情

况。 ０、５、１０、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ５⁃ａｚａ⁃ＣｄＲ 药物分别处理

细胞，每 １５ ｍｉｎ 记录一次细胞的增殖指数（ＣＩ），连
续监测 ５ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ７　 流式细胞仪监测细胞凋亡

收集 ６ 孔板中的细胞，冰冷的 ＰＢＳ 洗 ２ 遍，１
ｍＬ 的 １ × ｂｉｎｄｉｎｇ 缓冲液悬浮细胞，转移 １００ μＬ 细

胞悬液至 ＢＤ 管中，然后每个 ＢＤ 管中加入 ２ μＬ 的

ＦＩＴＣ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ２ μＬ ＰＩ 严格按照说明书的方法

进行操作，最后使用流式细胞仪监测细胞的凋亡变

化情况。
１􀆰 ３􀆰 ８　 荧光素酶报告基因检测

ＰＰ１γ 启动子区（ － １ ｂｐ 至 － ４２０ ｂｐ）插入 ｐＧＬ⁃
３ 载体，然后转染细胞。 通过 Ｄｕａｌ⁃Ｇｌｏ 荧光素酶报

告基因检测系统检测其活性表达，Ｒｅｎｉｌｌａ 标准化其

活性。
１􀆰 ３􀆰 ９　 统计学处理

所有数据结果以均值 ± 标准差表示，用 ＳＰＳＳ
１０􀆰 ０ 数据统计软件 ＡＮＯＶＡ 和 Ｔｕｋｅｙ 对组间数据进

行处理和分析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 增加小鼠空间学习记忆能力

通过水迷宫方法检测 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对小鼠学习记

忆能力的影响。 记录小鼠在 ２ ｍｉｎ 内找到水下 １ ｃｍ
隐藏平台的时间，我们发现：与对照组相比，大脑立

体定位注射了 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 的小鼠找到平台的时间明

显缩短，尤其是在第 ２、３、４ 天，差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（如图 １），而其游泳的速度没有变化，表明 ５⁃
ａｚａ⁃ｃｄＲ 明显提高了小鼠学习记忆能力。

注：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｎ ＝ ４３。

图 １　 水迷宫测定小鼠空间学习记忆能力

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｎ ＝ ４３ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ
５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｆｏｒ ｍｉｃｅ，

ａｓ ａ ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ ｆｏｒ ｓｐａｔｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ

２􀆰 ２　 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 下调小鼠海马中 ＤＮＭＴｓ 的 ｍＲＮＡ
转录水平

ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＤＮＭＴ３Ｂ 的 ｍＲＮＡ 转录水平

变现情况如图 ２ 所示。 与对照组相比，５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 处

理的小鼠海马中 ＤＮＭＴｓ 的转录水平明显降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。
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注：Ａ：ＤＮＭＴ１（∗Ｐ ＝ ８􀆰 ０Ｅ － ４ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｂ：ＤＮＭＴ３Ａ（∗Ｐ ＝ １􀆰 ５Ｅ － ２ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｃ：ＤＮＭＴ３Ｃ （∗Ｐ ＝ ２􀆰 ９Ｅ － ２ ＜ ０􀆰 ０５）；ｎ ＝ ４。

图 ２　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析小鼠海马中 ＤＮＭＴｓ 的表达变化情况

Ｎｏｔｅ． Ａ： ＤＮＭＴ１； Ｂ： ＤＮＭＴ３Ａ； Ｃ： ＤＮＭＴ３Ｃ； ｎ ＝ ４．

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＮＭＴｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

２􀆰 ３　 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 下调小鼠海马中 ＰＰ１γ的转录和表

达水平

注：Ａ：∗Ｐ ＝ ５􀆰 ０Ｅ － ４ ＜ ０􀆰 ０５，ｎ ＝ ３；Ｂ：∗Ｐ ＝ ３􀆰 １Ｅ － ２ ＜ ０􀆰 ０５，ｎ ＝ ３。

图 ３　 ＰＰ１γ ｍＲＮＡ 表达变化情况和小鼠海马区 ＰＰ１γ 蛋白质表达变化

Ｎｏｔｅ． Ａ： ∗Ｐ ＝ ５􀆰 ０Ｅ － ４ ＜ ０􀆰 ０５， ｎ ＝ ３； Ｂ： ∗Ｐ ＝ ３􀆰 １Ｅ － ２ ＜ ０􀆰 ０５， ｎ ＝ ３．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰ１γ ｍＲＮＡ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＰ１γ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

小鼠大脑立体定位注射了 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 后，检测海

马中 ＰＰ１γ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平，结果如图

３ 所示。 图 ３Ａ 显示：５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 明显下调 ＰＰ１γ 的

ｍＲＮＡ 转录水平，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；图 ３Ｂ
显示：５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 明显降低 ＰＰ１γ 的蛋白质表达水

平，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 ＲＴＣＡ 检测细胞增殖

ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ ＲＴＣＡ 检测 ５、１０ 和 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓

度的 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对 ＮＧ１０８⁃１５ 细胞增殖的抑制作用。

我们发现 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对细胞增殖有明显的抑制作用，
且表现为浓度依赖性，如图 ４Ａ 所示。 当 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ
的浓度达到 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，ＮＧ１０８⁃１５ 细胞增殖基本

完全被抑制，因此此浓度作为该实验的最佳选择浓

度。 与对照组相比，５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 明显抑制 ＮＧ１０８⁃１５
细胞增殖，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），如图 ４Ｂ 所示。
２􀆰 ５　 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 促进 ＮＧ１０８⁃１５ 细胞的凋亡

为了进一步验证 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对细胞增殖的影响，
我们通过流式细胞仪检测 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对细胞凋亡影

响，结果显示 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对早期和晚期

凋亡的影响没有显著性（图 ５， Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
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图 ４　 ＲＴＣＡ 分析 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对神经细胞 ＮＧ１０８⁃１５ 细胞增殖的抑制作用

Ｆｉｇ． ４　 ＲＴＣＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＧ１０８⁃１５ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ

注：Ａ：表示对照组细胞的凋亡变化情况；Ｂ：表示的 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 处理后细胞的凋亡变化情况；
Ｃ：表示的是两组处理情况下细胞的早期和晚期凋亡的柱状图。

图 ５　 流式细胞仪检测细胞的凋亡变化情况

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｐａｎｅｌｓ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＮＧ１０８⁃１５ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ａ）
ａｎｄ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ （Ｂ）； Ｃ： Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＮＧ１０８⁃１５ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇ． ５　 ＦＣＭ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ＮＧ１０８⁃１５ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ６　 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 抑制 ＮＧ０１８⁃１５ 细胞中 ＰＰ１γ的转

录活性

研究 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对 ＰＰ１γ 启动子区（ － １ ｂｐ 到 －
４２０ ｂｐ）转录活性的影响，ＰＰ１γ 启动子区和 ｐＧＬ⁃３
质粒转入到 ｐＲＬ⁃ＴＫ。 海肾荧光素酶活性作为对照

来检测 ＰＰ１γ 启动子区 荧光素酶活性。 如图 ６ 所

示，与对照组相比，５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 可以明显的降低 ＰＰ１γ
启动子区的活性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

表观遗传学修饰是影响大脑突触可塑性形成的

关键因素，其中 ＤＮＡ 甲基化的研究最为广泛。 ＤＮＡ
甲基化在学习记忆的形成中发挥着重要的作用［２４］。
Ｓｗｅａｔｔ［２５］和他的同事已经证明 ＤＮＡ 甲基化的动态

改变在长时程记忆形成中是必须的。 研究显示

ＤＮＡ 甲基化在调节突触可塑性和学习记忆中发挥

着举足轻重的作用［２６］。 ＤＮＡ 甲基化影响神经元的

注：∗ Ｐ ＝ ５􀆰 ０Ｅ － ２ ＜ ０􀆰 ０５，ｎ ＝ ３。

图 ６　 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 下调 ＰＰ１γ 启动子区活性

Ｎｏｔｅ． ∗ Ｐ ＝ ５􀆰 ０Ｅ － ２ ＜ ０􀆰 ０５， ｎ ＝ ３．

Ｆｉｇ． ６　 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＰＰ１γ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ

可塑性，注射了甲基化抑制剂后动物恐惧水平降

低［１１］。 随着研究的不断进展，发现 ＤＮＡ 甲基化在

大脑发育和神经元功能中发挥着关键的作用［２３，２７］。
这些研究进一步证明了 ＤＮＡ 甲基化在学习记忆中

０５１
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的关键作用。 本研究发现 ＤＮＡ 甲基化抑制剂 ５⁃
ａｚａ⁃ｃｄＲ 明显抑制 ＤＮＡ 甲基化转移酶的 ｍＲＮＡ 转录

水平，同时它对小鼠的空间学习记忆能力明显提高。
结果显示了 ＤＮＡ 甲基化可能是与学习记忆能力关

系密切。
本研究发现小鼠侧脑室注射 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ５⁃

ａｚａ⁃ｃｄＲ 可以增加小鼠空间学习记忆能力，显示这种

变化可能与某些分子甲基化的改变有关。 前期的研

究中我们发现，ＤＮＭＴｓ 的降低伴随着 ＰＰ１γ 的表达

降低［２８］。 ＰＰ１ 与学习记忆的形成有关，可能涉及与

学习记忆相关的靶基因启动子区的转录或调节，被
认为是海马中突触强度和突触可塑性负性调节因子

和成年鼠中潜在的记忆抑制剂［８，２６］。 我们的研究结

果发现，在成年小鼠海马和细胞模型中，ＤＮＡ 甲基

化抑制剂 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 抑制 ＰＰ１γ 的表达和转录活性。
另一方面，ＰＰ１γ 可能通过其磷酸化作用影响某些高

级特殊行为的突触传输。 虽然 ＰＰ１γ 的 ＤＮＡ 甲基

化的机制还没有完全阐述明白，但是我们已经明确

ＰＰ１γ 表达降低可能与提高学习记忆能力有关。
为了进一步明确 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对学习记忆的影响

与细胞的增殖和凋亡的关系。 我们进一步选择了

ＮＧ１０８⁃１５ 细胞作为体外模型进行研究。 通过增殖

曲线，我们发现当 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 的浓度达到 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
时，细胞增殖基本完全被抑制。 由于 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 没有

明显促进细胞的早期和晚期凋亡。 因此我们推断

５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 促进小鼠学习记忆与新神经元的形成无

关和凋亡无关。 荧光素酶报告基因结果显示，５⁃ａｚａ⁃
ｃｄＲ 明显降低了 ＮＧ１０８⁃１５ 细胞中 ＰＰ１γ 的转录活

性。 结合体外细胞实验和小鼠体内实验，５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ
促进小鼠学习记忆可能与 ＰＰ１γ 的改变有关。 ５⁃
ａｚａ⁃ｃｄＲ 作为 ＤＮＭＴｓ 抑制剂，能够降低 ＤＮＡ 的甲基

化程度。 有研究发现低甲基化是保持大脑内基因表

达稳定的需要［２２］。 但是我们发现 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 降低了

小鼠海马区 ＰＰ１γ 的表达和神经细胞的转录活性，
其中可能涉及一些分子机制的改变。 通过该研究，
我们还不能确定 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对 ＰＰ１γ 的影响是否是

与 ＤＮＭＴｓ 有关。
ＰＰ１γ 甲基化变化和学习记忆的关系还未见到

相关的报道。 我们的研究首次报道了成年小鼠海马

ＰＰ１γ 在 ５⁃ａｚａ⁃ｃｄＲ 对学习记忆和突触可塑性的形成

中扮演着重要的角色。 因此 ＰＰ１γ 低表达对学习记

忆的影响可能与 ＤＮＡ 甲基化有很大关系。
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