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改善 PTSD 模型小鼠行为障碍的机制研究
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摘要:目的
 

探讨运动干预对创伤后应激障碍 ( PTSD) 模型小鼠的改善作用,并分析其对 FMRP 及 TXNIP / NLRP3 /
GSDMD 炎症信号通路的调控作用。 方法

 

将 42 只 C57BL / 6J 雄性小鼠随机分为对照组和 PTSD 组,随后将 2 组进

一步细分:对照组、运动组、PTSD 组和 PTSD+运动组。 使用 SPS&S 法构建小鼠 PTSD 模型;利用高架十字迷宫实验

评估小鼠的焦虑样行为,利用 Y 迷宫实验评估小鼠的学习记忆能力,利用强迫游泳实验评估小鼠的绝望样行为;运
用 Western

 

blot 实验和免疫荧光检测小鼠脑组织中 FMRP、TXNIP、NLRP3 及 GSDMD 的表达变化。 采用两因素析因

设计方差分析评估 PTSD 造模与运动干预的主效应及交互作用。 结果
 

与对照组相比,PTSD 组小鼠表现出焦虑、抑
郁样行为及学习记忆障碍(P<0. 05) 。 海马组织内 GSDMD、TXNIP 及 NLRP3 蛋白表达量升高(P< 0. 05) ,而 FMRP
表达水平下调(P<0. 05) 。 经 4 周小鼠专用跑步机运动干预后,PTSD 样小鼠行为学症状得到改善,GSDMD、TXNIP
及 NLRP3 蛋白表达水平下降,FMRP 表达水平升高。 两因素析因分析显示,运动干预对行为学指标 OE%及蛋白表

达具有主效应(P<0. 05) ,且主要在分子层面发现与 PTSD 造模存在交互作用(P< 0. 05) 。 结论
 

运动可改善 SPS&S
诱导的 PTSD 样行为,其作用可能通过上调 FMRP 表达并抑制 TXNIP / NLRP3 / GSDMD 相关炎症信号通路有关。
关键词:创伤后应激障碍;SPS&S 模型;运动干预;神经炎症
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Abstract:
  

Objective
 

To
 

investigate
 

whether
 

exercise
 

ameliorates
 

behavioral
 

deficits
 

in
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

post-traumatic
 

stress
 

disorder
 

( PTSD)
 

and
 

to
 

examine
 

its
 

regulatory
 

effects
 

on
 

the
 

FMRP-associated
 

TXNIP / NLRP3 / GSDMD
 

inflammatory
 

signaling
 

pathway.
 

Methods
 

42
 

male
 

C57BL / 6J
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group
 

( Ctrl)
 

and
 

a
 

PTSD
 

group.
 

Each
 

group
 

was
 

further
 

subdi-
vided

 

into
 

a
 

non-exercise
 

group
 

( Ctrl,
 

PTSD)
 

and
 

an
 

exercise
 

group
 

( Ctrl+Exercise,
 

PTSD +Exercise) .
 

A
 

PTSD
 

mouse
 

model
 

was
 

established
 

using
 

the
 

SPS&S
 

method.
 

Anxiety-like
 

behaviors
 

were
 

assessed
 

using
 

the
 

elevated
 

plus
 

maze
 

test,
 

learning
 

and
 

memory
 

ability
 

were
 

assessed
 

using
 

the
 

Y-maze
 

test,
 

and
 

depression-like
 

behaviors
 

were
 

evaluated
 

using
 

the
 

forced
 

swimming
 

test.
 

Expression
 

levels
 

of
 

FMRP,
 

TXNIP,
 

NLRP3
 

and
 

GSDMD
 

in
 

brain
 

tissue
 

were
 

examined
 

by
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence.
 

A-two-way
 

factorial
 

design
 

analysis
 

of
 

variance
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

main
 

effects
 

and
 

inderaction
 

effects
 

of
 

PTSD
 

modeling
 

and
 

exercise
 

inter-
vention.

 

Results
 

Compared
 

with
 

the
 

Ctrl
 

group,
 

PTSD
 

mice
 

displayed
 

pronounced
 

anxiety-
 

and
 

depression-like
 

behaviors
 

together
 

with
 

impaired
 

learning
 

and
 

memory
 

(P< 0. 05) .
 

In
 

the
 

hippocampus,
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

GSDMD,
 

TXNIP
 

and
 

NLRP3
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05) ,
 

whereas
 

FMRP
 

expression
 

level
 

was
 

reduced
 

(P<0. 05) .
 

Four
 

weeks
 

of
 

treadmill
 

exercise
 

markedly
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alleviated
 

behavioral
 

abnormalities
 

in
 

PTSD
 

mice,
 

accompanied
 

by
 

decreased
 

expression
 

levels
 

of
 

GSDMD,
 

TXNIP
 

and
 

NLRP3
 

and
 

increased
 

FMRP
 

expression
 

level.
 

Two-way
 

factorial
 

ANOVA
 

revealed
 

a
 

significant
 

main
 

effect
 

of
 

exercise
 

intervention
 

on
 

both
 

the
 

behavioural
 

measure
 

( percentage
 

of
 

open-arm
 

entries)
 

and
 

protein
 

expression
 

levels(P<0. 05) ,
 

with
 

interaction
 

effects
 

between
 

exer-
cise

 

intervention
 

and
 

PTSD
 

modelling
 

being
 

predominantly
 

observed
 

at
 

the
 

molecular
 

level(P<0. 05) .
 

Conclusion
 

Exercise
 

ameliorates
 

SPS&S-induced
 

PTSD-like
 

behaviors
 

in
 

mice
 

and
  

this
 

protective
 

effect
 

may
 

involve
 

upregulation
 

of
 

FMRP
 

and
 

suppression
 

of
 

the
 

TXNIP / NLRP3 / GSDMD-associated
 

inflammatory
 

signaling
 

pathway.
Key

 

words:
 

post-traumatic
 

stress
 

disorder;SPS&S
 

model;exercise
 

intervention;neuroinflammation

　 　 创伤后应激障碍( post-traumatic
 

stress
 

disorder,
PTSD)是由重大创伤事件引发的一种精神心理疾

病,以闯入性再体验、回避、警觉性增高、认知或心境

方面的负性改变为核心改变 [ 1] ,常伴随认知功能受

损和情绪障碍,严重影响患者的社会功能与生活质

量 [ 2] 。 目前,PTSD 的治疗主要依赖药物和心理干

预,但疗效存在个体差异,部分患者反应有限 [ 3] ,因
此探索安全有效的辅助干预手段及其作用机制具有

重要意义。
近年来研究表明,神经炎症在 PTSD 的发生和

发展过程中发挥重要作用 [ 4] 。 海马作为情绪及学

习记忆的关键脑区,其结构功能异常被认为是 PTSD
的重要神经生物学基础 [ 5] 。 长期应激可诱导海马

神经元损伤并激活中枢免疫反应,导致神经炎症水

平升 高 [ 6] 。 其 中, NOD 样 受 体 蛋 白 3 ( NOD-like
 

receptor
 

family,
 

pyrin
 

domain
 

containing
 

3,
 

NLRP3)
炎症小体为重要的炎症调控平台,其异常激活可导

致炎症因子释放和细胞损伤 [ 7] 。 硫氧还蛋白相互

作用蛋白( thioredoxin-interacting
 

protein,
 

TXNIP ) 是

连接氧化应激与 NLRP3 炎症小体激活的重要分

子 [ 8] ,gasdermin
 

D 蛋白 ( GSDMD) 介导的细胞焦亡

( pyroptosis)被认为是炎症反应的重要终末执行机

制 [ 9] 。 目前已有研究提示,抑制 TXNIP / NLRP3 信

号通路可在一定程度上缓解应激相关的神经功能

损伤 [ 10] 。 脆性 X 智力低下蛋白 ( fragile
 

X
 

mental
 

retardation
 

protein,FMRP )是一种重要的 RNA 结合

蛋白, 参 与 突 触 可 塑 性、 学 习 记 忆 及 情 绪 的 调

控 [ 11] 。 FMRP 不仅参与神经元功能维持,还可能

与应激反应及炎症调控相关。 在 PTSD 大鼠模型

中,海马区 FMRP 表达水平显著降低,同时伴随促

炎因子水平升高及神经元凋亡的增加。 后续实验

表明,miR-142 作为 FMRP 的上游调控因子,该模

型大鼠海马中呈现高表达;通过干预沉默 miR -
142 可恢复 FMRP 表达,进而减轻 PTSD 样行为表

现,并降 低 促 炎 细 胞 因 子 水 平 [ 12] 。 而 FMRP 在

PTSD 发生发展中的作用及其是否参与炎症相关

通路调控,目前仍缺乏系统研究。

运动训练作为一种安全、经济的非药物干预方

式,已被发现可以降低慢性炎症水平并抑制炎症因

子表达 [ 13] 。 研究报道运动干预能够有效缓解 PTSD
患者的核心症状及伴随的焦虑、抑郁情绪,并改善睡

眠质量 [ 14] 。 动物实验发现,规律运动可有效改善

PTSD 相关的恐惧记忆、焦虑和抑郁样行为,其机制

涉及促进海马神经再生、抑制神经炎症等层面 [ 15] 。
然而,运动是否通过调控 FMRP-TXNIP / NLRP3 / GS-
DMD 通路改善 PTSD 样行为仍有待进一步阐明。

因此,本研究采用单次延长应激联合足底电击

( single
 

prolonged
 

stress-shock,
 

SPS&S ) 方 法 建 立

PTSD 样小鼠模型,通过小鼠专用跑步机运动干预,
系统评估其对 PTSD 样行为的改善作用,从而进一

步探讨 FMRP 及 TXNIP / NLRP3 / GSDMD 相关炎症

通路在其中的可能机制,为 PTSD 的非药物干预提

供新的实验依据和理论支持。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物与分组
　 　 选取 4 ~ 6 周龄 C57BL / 6J 雄性小鼠 42 只,体重

约(18±2) g,购自斯贝福(北京)生物技术有限公司。
动物生产许可证号:SCXK

 

(京)
 

2024-0001,该研究

经石河子大学第一附属医院伦理委员会批准,批准

编号:A2023-294- 01,小鼠安置于石河子大学实验

动物中心清洁级实验室,饲养温度 21
 

℃ ~ 25
 

℃ ,相
对湿度为 50% ~ 60%,明暗交替 12 h / 12 h,自由饮水

与摄食。 所有动物实验方案均遵守国家《实验动物

管理条例》执行。 小鼠适应性喂养 1 周后按照体重

进行排序。 实验总体流程为:适应性喂养 7
 

d 后,采
用随机数字表法随机分为对照组( Ctrl)和 PTSD 组,
PTSD 组接受 SPS&S 造模;造模后静息 7

 

d 后依次

进行高架十字迷宫、Y 迷宫和强迫游泳行为学实验

验证造模是否成功。 随后将 2 组进一步细分:对照

组、运动组、 PTSD 组和 PTSD + 运动组,运动组和

PTSD+运动组进行 4 周跑台运动干预;运动结束后

再次进行行为学实验,完成后取海马组织,分别进

行 Western
 

blot 和 免 疫 荧 光 染 色 检 测 相 关 蛋 白
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表达。

1. 2　 主要试剂与仪器
　 　 FMRP 抗体(货号:13755-1-AP ) 、GSDMD 抗体

(货号:20770-1-AP ) 、TXNIP (货号:18243 - 1 -AP )
均购自武汉三鹰公司,NLRP3 抗体(货号:GB114320-
100) 、Cy3 标记驴抗兔 IgG(货号:GB21403) 购自武

汉塞维尔生物科技公司,小鼠 Anti -β
 

actin
 

mAb 抗

体(货号:A- 09) 、辣根酶标记山羊抗兔 IgG( 货号:
ZB-2301)购自北京中杉金桥生物科技公司,甘氨酸

(货号:1275GR500,500 g)购自美国
 

BIO
 

FROXX
 

公

司,牛血清白蛋白( Bovine
 

serum
 

albumin,BSA) ( 货

号:36101ES60)购自上海翌圣生物公司,抗荧光衰

减封片剂( 货号:S2100) 、DAPI ( 货号:C0065) 购自

北京索莱宝公司。 抗体稀释液(货号:WB100D) 购

自 苏 州 新 赛 美 公 司, TRItonX - 100 ( 货 号:
GC204003) 、EDTA

 

抗原修复液(货号:G1203) 均购

自武汉赛维尔公司,动物行为轨迹记录系统( Track-
ing

 

master
 

V
 

4. 0)购自北京众实迪创科技有限公司,
荧光 显 微 镜 购 自 日 本 Nikon 公 司 ( 型 号: Eclipse

 

E200) 。 小鼠运动跑步机购自江苏赛昂斯生物科技

有限公司。

1. 3　 PTSD 模型构建
　 　 采用 SPS&S 方法建立 PTSD 样小鼠模型。 先

将小鼠放置于束缚器中连续束缚 2 h,束缚结束后

将小鼠置入专用水箱中,在水温在 23
 

℃ ~ 25
 

℃ 的

水中强迫游泳 20 min,游泳结束后即取出小鼠并用

吸水纸吸干体表水分,放置于提前准备好的铺有

温暖毛毯的大笼中;将小鼠置入含有七氟烷的密

封塑料箱内进行 1 次短暂麻醉。 当小鼠意识丧失

时,立即将其取出,待 30 min 恢复期结束后将小鼠

放置于电击箱中经历 2 次不可避免的足部电击,
每次强度为 0. 8 mA,间隔 10

 

s,每次持续 10
 

s,结

束电击后将小鼠放置于电击室停留 30 s,放于干净

的笼子中,保持通风良好,使其安静休息 7 d。

1. 4　 运动干预方案
　 　 运动组小鼠使用动物跑步机进行运动干预,干
预周期 4 周(28

 

d) 。 训练参数设置为:每天 30
 

min,
速度 10

 

m·min- 1 ,坡度 0°,运动训练在固定时间段

进行,运动强度的设定参考相关研究 [ 16] 。

1. 5　 行为学实验

1. 5. 1　 高架十字迷宫

高架十字迷宫 ( elevated
 

plus
 

maze, EPM) 实验

由两条开放臂( open
 

arms,OA)和两条闭合臂( close
 

arms,CA)组成。 开放臂长 30 cm、宽 5 cm,周围无遮

挡板;闭合臂长 30 cm、宽 5 cm,周围有高 25 cm 的挡

板,整个迷宫距地面高度 80 cm。 实验开始时将小

鼠放置于迷宫中央区域,记录小鼠 5
 

min 内开放臂

与闭合臂的进入次数,计算开放臂进入次数占进入

两臂总次数百分比以评估小鼠的焦虑样行为。
1. 5. 2　 Y 迷宫

Y 迷宫( Y
 

maze)实验由 3 个不透明的塑料臂组

成,每个支臂长 30 cm、宽 5 cm,周围均有高 25 cm 的

挡板,两臂之间的角度为 120°,实验开始将小鼠放

到迷宫中央,容许其自由进出 3 个臂,记录 8
 

min 小

鼠的交替百分比以检测小鼠的学习与记忆变化。
1. 5. 3　 强迫游泳

强迫游泳( forced
 

swimming
 

test,FST) 实验将小

鼠置于一个透明圆柱桶(直径 12 cm,高 20 cm) 中,
水深约 10 cm,确保小鼠后肢无法触及桶底,实验总

时长 6 min,记录小鼠后 4 min 的不动时间,以检测小

鼠的绝望样行为。
所有行为学实验注意均在安静、光线适宜的环

境下进行,以减少声音和强光对小鼠行为的干扰,在
每次测试后均需 75% 的乙醇溶液擦拭干净小鼠粪

便及尿液,以消除气味干扰。

1. 6　 蛋白质印迹实验
　 　 蛋白质印迹实验( Western

 

blot) 是在小鼠行为

学结束后,用戊巴比妥钠( 50
 

mg·kg- 1 ) 腹腔注射麻

醉小鼠,当夹趾反射消失后迅速取脑并分离海马组

织,立即将组织放入液氮速冻,后转移至-80
 

℃ 冰箱

保存。 取出海马组织按照海马体 ∶ RIPA ∶ PMSF( 10 ∶
100 ∶ 1) 比例加入对应量的 RIPA 和 PMSF 进行研

磨,然后放于预冷的 4
 

℃ 高速离心机中, 12
 

000
 

r·min- 1离心 15
 

min,吸取上清液。 采用 BCA 法测定

蛋白浓度后进行配平。 蛋白样品经 SDS-PAGE 电

泳、转膜、封闭于 5% 的脱脂牛奶( TBST 配) 室温下

摇床 2 h。 封闭结束后分别加入用 TBS 稀释的一抗

兔抗: FMRP、 TXNIP、 NLRP3 抗 体 ( 稀 释 比 例 1 ∶
800) ,GSDMD 抗体(稀释比例 1 ∶ 2

 

000) 4 ℃ 孵育过

夜,次日用 TBST 洗涤 3 次,每次 10
 

min,然后加入

TBS 稀释的辣根酶标记山羊抗兔二抗( 1 ∶20
 

000)孵

育 2 h。 用 TBST 洗涤 3 次,每次 10
 

min,然后加入

ECL 溶液,进行显影。 以 β - actin 作为内参,用 Im-
ageJ 计算各蛋白 ( FMRP、 GSDMD、 NLRP3、 TXNIP )
的相对表达量。

1. 7　 免疫荧光染色实验
　 　 行为学实验结束后麻醉小鼠,完整地剥离小鼠
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整脑组织,放入
 

4% 多聚甲醛中固定,石蜡包埋,切
片常温保存。 小鼠海马组织切片脱蜡后,用

 

EDTA
( pH = 9. 0)进行抗原修复,用

 

3%的过氧化氢室温封

闭 10
 

min,然后室温下用
 

0. 1% TRItonX - 100、10%
BSA 和

 

22. 5
 

mg·mL- 1
 

甘氨酸渗透及封闭 70
 

min。
弃去封闭液后,分别加入用 PBS 稀释的一抗兔抗:
FMRP、GSDMD、NLRP3 抗体 ( 1 ∶ 200) , TXNIP 抗体

(1 ∶100)在 4 ℃ 孵育过夜。 次日复温 30
 

min 后加入

PBS 稀释的 Cy3 标记的驴抗兔二抗(1 ∶200)于 37 ℃
孵育 2

 

h,随后使用 DAPI 染色 5
 

min,滴加抗荧光淬

灭剂,指甲油封片。 置于荧光显微镜下采集图片。

1. 8　 统计学分析

　 　 采用 GraphPad
 

Prism
 

9. 0 软件和采用 SPSS
 

29. 0
统计学软件进行数据分析并作图。 实验结果数据以

均数±标准差( 􀭰x±s)表示,比较前各组数据先进行正态

性与方差齐性检验,两组间比较采用 t 检验。 针对

PTSD 造模与运动干预的交互作用,行为学及蛋白表

达数据采用两因素析因设计方差分析,分析主效应及

交互效应。 P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果与分析

2. 1　 PTSD 模型小鼠出现焦虑、抑郁样行为

以及学习、认知记忆功能障碍
　 　 在 EPM 实验中,两组小鼠的总臂进入次数差异

无统计学意义( t = 0. 969,P = 0. 338,图 1a、1b),PTSD
组小鼠的进入开臂的次数百分比相较于对照组有所

减少( t = 2. 293,P<0. 05,图 1c)。 在 Y
 

maze 实验中,
PTSD 组小鼠自发交替百分比低于对照组( t = 2. 242,
P< 0. 05,图 1d)。 在 FST 实验中,与对照组相比,
PTSD 小 鼠 的 不 动 时 间 延 长 ( t = 2. 159, P < 0. 05,
图 1e)。 上述行为学指标显示,PTSD 组与对照组小

鼠在焦虑、抑郁样行为及学习、记忆方面存在差异。

a:小鼠在高架迷宫中的活动轨迹;b:EPM 实验中总臂进入次数;c:EPM 实验中进入开臂的次数百分比;d:Y
 

maze 实验中各组小鼠

自发交替百分比;e:FST 中不动时间。 Ctrl:对照组( n = 22) ;PTSD:PTSD 造模组( n = 20) 。 数据以 􀭰x±s 表示。 ∗表示 P<0. 05,

∗∗表示 P<0. 01,∗∗∗表示 P<0. 001;ns 表示差异无统计学意义。

图 1　 对照组与 PTSD 组小鼠的行为学表现

Figure
 

1　 Behavioral
 

performance
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

PTSD
 

group

2. 2　 运动干预改善 PTSD 小鼠行为学异常
　 　 在 EPM 实验中(图 2a、2b) ,PTSD 小鼠的开放

臂进入次数百分比相较于对照组有所下降,与 PTSD
组相比,PTSD+运动组该指标升高(P< 0. 05) ,两因

素析因设计方差分析(表 1)显示,PTSD 造模与运动

干预各自的主效应则未见明确影响(P>0. 05) ,二者

间存在交互作用 ( P < 0. 01 ) 。 在 Y
 

maze 实验中

(图 2c) ,PTSD 组小鼠自发交替百分比低于对照组

(P<0. 05) ,相较于 PTSD 组,PTSD +运动组的该指

标升高(P< 0. 001) ,对照组与运动组之间差异无统

计学意义(P>0. 05) ,采用两因素析因设计方差分析

结果显示 PTSD 造模 ( P < 0. 05 ) 及运动干预 ( P <
0. 001)对自发交替百分比有影响,但二者之间未观

察到交互作用(P> 0. 05) 。 在 FST 实验中(图 2d) ,
与对照组相比, PTSD 组小鼠不动时间延长 ( P <

0. 05) ,运动干预后 PTSD + 运动组不动时间低于

PTSD 组(P<0. 01) ,对照组与运动组之间差异无统

计学意义(P>0. 05) ,采用两因素析因设计方差分析

结果显示 PTSD 造模主效应未达到差异水平 ( P >
0. 05) ,运动干预对不动时间有影响 ( P < 0. 05) ,且

二者之间未发现交互作用(P>0. 05) 。
表 1　 主效应及交互效应分析

Table
 

1　 Analysis
 

of
 

main
 

effects
 

and
 

interaction
 

effects

因素

P 值

进入开臂的次数

百分比 / %
交替百分比

/ %
不动时间

/ s

PTSD 造模 0. 488 0. 008 0. 053

运动干预 0. 246 <0. 000
 

1 0. 005

PTSD 造模×
运动干预

0. 002 0. 068 0. 066
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a:
 

EPM 实验中总臂进入次数;b:
 

EPM 实验中进入开臂的次数百分比;c:Y
 

maze 实验中自发交替百分比;d:FST 实验中不动时间。
数据以 􀭰x±s 表示( n = 10) 。 Ctrl+No

 

Exercise:对照组,Ctrl+Exercise:运动组,PTSD+No
 

Exercise:PTSD 组,PTSD+Exercise:
PTSD+运动组。 ∗表示 P<0. 05,∗∗表示 P<0. 01,∗∗∗表示 P<0. 001;ns 表示差异无统计学意义。

图 2　 运动干预后各组小鼠的行为学表现

Figure
 

2　 Behavioral
 

performance
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

after
 

exercise
 

intervention

2. 3 　 运动干预调节 PTSD 小鼠海马 FM-
RP、GSDMD、TXNIP、NLRP3 蛋白表达
　 　 Western

 

blot 结果显示(图 3a),PTSD 组小鼠海

马组织中 FMRP 蛋白表达水平低于对照组(P<0. 01,
　 　 　

图 3b),而 GSDMD(P<0. 05,图 3c)、TXNIP(P<0. 01,
图 3d)及 NLRP3(P<0. 01,图 3e)蛋白表达水平高于

对照组。 为观察运动干预对上述蛋白表达的影响,进
一步检测了干预后各蛋白的表达水平。

a:
 

Western
 

blot 检测各组中 FMRP、GSDMD、TXNIP、NLRP3 表达情况;b:
 

FMRP 的统计学分析结果;c:
 

GSDMD 的统计学分析结果;d:
 

TXNIP 的

统计学分析结果;e:
 

NLRP3 的统计学分析结果。 数据以􀭰x±s 表示(n = 3) 。 Ctrl+No
 

Exercise:对照组,Ctrl+Exercise:运动组,PTSD+No
 

Exercise:
PTSD 组,PTSD+Exercise:PTSD+运动组。 ∗表示 P<0. 05,∗∗表示 P<0. 01,∗∗∗表示 P<0. 001,∗∗∗∗表示 P<0. 000

 

1;ns 表示差异无统计学意义。
图 3　 Western

 

blot 检测小鼠海马组织中 FMRP、GSDMD、TXNIP、NLRP3 表达情况
Figure

 

3　 Expression
 

of
 

FMRP,
 

GSDMD,
 

TXNIP,
 

and
 

NLRP3
 

in
 

mouse
 

hippocampus
 

detected
 

by
 

Western
 

blot

　 　 经 4 周运动干预后,与 PTSD 组相比,PTSD+运动

组小鼠海马中 FMRP 蛋白表达水平升高(P<0. 001),
GSDMD(P < 0. 01)、NLRP3(P< 0. 001) 及 TXNIP (P <
0. 001)蛋白表达水平均降低。 对照组与运动组之间

各蛋白表达水平差异均无统计学意义(P>0. 05)。 两

因素析因设计方差分析结果(表 2)显示 FMRP 蛋白

运动干预主效应显著(P<0. 001),PTSD 造模与运动

干预交互作用显著(P<0. 001);GSDMD、TXNIP、NL-
RP3 蛋白变化的趋势一致,运动干预主效应均显著

(P<0. 001,P<0. 001,P<0. 01) ,PTSD 造模与运动干

预存在显著交互作用(P<0. 001,P<0. 01,P<0. 01) 。
以上结果表明, PTSD 可导致海马中 FMRP 下调,
GSDMD、TXNIP、NLRP3 蛋白表达升高,而运动干预

能够影响上述蛋白表达变化。
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表 2　 主效应及交互效应分析

Table
 

2　 Analysis
 

of
 

main
 

effects
 

and
 

interaction
 

effects

因素

P 值

FMRP /
β-actin

GSDMD /
β-actin

TXNIP /
β-actin

NLRP3 /
β-actin

PTSD 造模 0. 222 0. 327 0. 795 0. 461
运动干预 <0. 001 0. 000

 

2 0. 000
 

5 0. 003
PTSD 造模×
运动干预

<0. 001 0. 000
 

4 0. 002 0. 002

　 　 免疫荧光染色结果显示 ( 图 4a、4d) , FMRP 、
GSDMD、TXNIP 及 NLRP3 在小鼠海马组织中均有

不同程度的表达。 与对照组相比,PTSD 组小鼠海

马区域 FMRP 荧光信号减弱, 而 GSDMD、 TXNIP
及 NLRP3 的荧光信号增强。 经 4 周跑步机运动干

预后,与 PTSD 组相比, PTSD +运动组小鼠海马区

域 FMRP 荧光信号增强,而 GSDMD、TXNIP 及 NL-
RP3 荧光信号减弱。 进一步对免疫荧光强度进行

定量分析( 图 4e—4h) 显示,与对照组相比, PTSD
组小鼠海马中 FMRP 表达降低(P<0. 05) ,而 GSD-
MD( P < 0. 000 1 ) 、 NLRP3 ( P < 0. 000 1 ) 及 TXNIP
(P<0. 000 1)表达升高;与 PTSD 组相比,PTSD+运

动组小鼠 FMRP 表达升高 ( P < 0. 000 1 ) ,而 GSD-
MD( P < 0. 000 1 ) 、 NLRP3 ( P < 0. 000 1 ) 及 TXNIP
(P<0. 000 1) 表达均降低,对照组与运动组之间

各蛋白荧光信号差异无统计学意义。 采用两因

素析因设计方差分析结果( 表 3) 显示 FMRP 、GS-
DMD、TXNIP 及 NLRP 3 蛋白表达中, P TSD 造 模

与运动干预两因素间均存在显著交互作用 ( P <
0. 000 1) 。

a ~ d:免疫荧光染色各组中 FMRP、GSDMD、TXNIP、NLRP3 表达及分布情况;e ~ h:FMRP、GSDMD、TXNIP、NLRP3 的统计学分析结果。

数据以 􀭰x±s 表示( n = 3) 。 Ctrl+No
 

Exercise:对照组,Ctrl+Exercise:运动组,PTSD+No
 

Exercise:PTSD 组,PTSD+Exercise:PTSD+运动组。

∗表示 P<0. 05,∗∗∗∗表示 P<0. 000
 

1;ns 表示差异无统计学意义。

图 4　 免疫荧光染色检测小鼠海马组织中 FMRP、GSDMD、TXNIP、NLRP3 表达情况

Figure
 

4　 Expression
 

of
 

FMRP,
 

GSDMD,
 

TXNIP,
 

and
 

NLRP3
 

in
 

mouse
 

hippocampus
 

detected
 

by
 

immunofluorescence

表 3　 主效应及交互效应分析

Table
 

3　 Analysis
 

of
 

main
 

effects
 

and
 

interaction
 

effects

因素
P 值

FMRP GSDMD TXNIP NLRP3
PTSD 造模 <0. 000

 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1
运动干预 <0. 000

 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1
PTSD 造模×
运动干预

<0. 000
 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1

3　 讨论

　 　 PTSD 是由严重创伤性事件引发的一类精神障

碍,其核心临床表现包括持续的恐惧记忆、情绪障碍

以及认知功能损害。 已有研究表明,神经炎症被认

为是 PTSD 发生发展过程中发挥重要作用 [ 17] 。 严

重或持续应激可激活中枢神经系统内小胶质细胞和

星形胶质细胞,诱导多种炎症因子释放,破坏突触稳

态并导致神经功能障碍,最终表现为认知和情绪异

常 [ 18] 。 然而,针对神经炎症的干预策略及其分子机

制仍有待阐明。 本研究采用 SPS&S 诱导的 PTSD 样

小鼠模型。 与对照组相比,PTSD 组小鼠表现出明

显焦虑样、抑郁样行为及学习记忆功能下降,同时海
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马组织中 TXNIP、NLRP3 及 GSDMD 蛋白表达升高,
FMRP 表达下降。 经 4 周小鼠专用跑步机运动干预

后,上述行为学异常有所改善,且 FMRP 表达上调,
TXNIP、NLRP3、GSDMD 表达下调。 结果提示,运动

干预可能通过上调 FMRP 表达并抑制 TXNIP / NL-
RP3 / GSDMD 炎症通路的激活,从而改善 PTSD 样行

为。 值得注意的是,该效应主要出现在 PTSD 样小

鼠模型中,在正常对照小鼠中未见明显变化,提示运

动在病理状态下可能具有特异性的神经保护作用。
NLRP3 炎性小体是介导神经炎症反应的重要

分子复合体,其激活后可促进 Caspase - 1 的活化并

诱导 GSDMD 裂解,从而触发细胞焦亡,进一步放大

炎症反应并破坏神经元稳态 [ 19] 。 本研究 Western
 

blot 结果显示,PTSD 小鼠海马中 NLRP3 与 GSDMD
表达升高,提示炎性小体相关信号通路在 PTSD 相

关的神经炎症及神经损伤过程中可能发挥重要作

用。 TXNIP 通常被认为是连接氧化应激与 NLRP3
炎症小体激活的重要分子枢纽。 在氧化应激状态

下,TXNIP 可从硫氧还蛋白( thioredoxin,TRX) 复合

物中解离,并直接与 NLRP3 结合,从而启动炎症小

体组装并促进 IL- 1β 和 IL - 18 的成熟释放 [ 20] 。 在

阿尔茨海默病及抑郁症等神经精神系统疾病中,
TXNIP / NLRP3 通路的异常激活与神经元损伤和行

为异常密切相关 [ 21- 22] 。 本研究发现 PTSD 小鼠海

马中 TXNIP 表达升高,且其变化趋势与 NLRP3 及

GSDMD 基本一致,这一现象提示 TXNIP / NLRP3 /
GSDMD 信号通路可能参与 PTSD 相关神经炎症及

细胞损伤过程。 经运动干预后,上述炎症相关蛋白

表达有所下降,提示运动可能通过抑制该通路进而

与减轻神经炎症反应相关联。
FMRP 作为重要的 RNA 结合蛋白,以往研究主

要集中于 FMRP 在脆性 X 综合征和认知障碍的作

用,近年来逐渐发现其与应激反应及炎症调控之间

存在关联 [ 23] 。 Nie 等 [ 12] 在 PTSD 大鼠模型中发现,
FMRP 表达下调伴随炎症因子水平升高和神经元凋

亡增加,而通过上调 FMRP 可改善 PTSD 样行为并

减轻炎症反应。 PTSD 重要神经生物学特征之一为

突触可塑性的变化和恐惧记忆调控异常,本研究发

现 PTSD 小鼠海马中 FMRP 表达下降,运动干预可

上调 FMRP 表达水平, 该变化趋势与 TXNIP / NL-
RP3 / GSDMD 通路的抑制表 现 出 良 好 的 一 致 性。
FMRP 可能参与运动介导的抗炎和神经保护过程。
Deng 等 [ 24] 的研究发现在多发性硬化( Multiple

 

scle-
rosis,MS)模型中 FMRP 表达增高可抑制小胶质细

胞 NLRP3 炎症小体激活,从而影响炎症因子释放。
此外,在缺氧-复氧诱导肾小管上皮细胞损伤模型

中,靶向抑制 FMR1 表达促进 NLRP3 炎症小体激

活,从而增强细胞焦亡过程,而恢复 FMR1 表达则能

够抑制 NLRP3 炎症小体的激活并减轻细胞损伤。
结合上述文献与本研究的观察结果,提示 FMRP 可

能是连接应激信号与中枢神经炎症重要分子之一。
既往研究表明,规律运动可通过降低氧化应激

水平、抑制炎症因子释放、改善线粒体功能及调节免

疫反应,从而对中枢神经系统产生保护效应 [ 25- 26] 。
Fang 等 [ 27] 的系统综述表明,体育活动与创伤后个体

心理健康改善显著相关,可有效降低 PTSD 症状严

重程度。 本研究观察到 4 周跑台运动可改善 PTSD
样小鼠的焦虑样、抑郁样行为及学习记忆功能,同时

伴随海马 FMRP 表达上调和 TXNIP / NLRP3 / GSD-
MD 通路蛋白表达下调。 上述发现提示运动可能运

动干预可能在病理状态下通过影响 FMRP 及相关

炎症通路发挥特异性神经保护作用,但其间的分子

关联仍需进一步验证。 然而本研究为观察性发现,
FMRP 与 TXNIP / NLRP3 / GSDMD 通路之间的因果

关系仍有待基因干预或药理学阻断等手段进一步验

证。 因此,运动是否直接通过上调 FMRP 进而抑制

该通路改善 PTSD 样行为,仍需进一步实验证实。
综上所述,运动干预后 PTSD 样小鼠行为学异

常改善,海马 FMRP 表达上调,TXNIP / NLRP3 / GSD-
MD 通路蛋白呈现下调趋势。 结果提示该通路可能

是运动改善 PTSD 样行为的潜在分子靶点,为 PTSD
的非药物干预提供了初步实验线索和理论支持。
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