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4-（（芳基乙炔基芳基乙炔基））-吡咯并吡咯并［［2，，3-d］］嘧啶通过抑制嘧啶通过抑制 mGluR5 调控调控
ERK1/2-SGK1信号通路改善小鼠创伤后应激障碍信号通路改善小鼠创伤后应激障碍
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摘要：目的  评价4-（芳基乙炔基）-吡咯并［2，3-d］嘧啶（10b）对单一长时程应激（SPS）诱导的小鼠创伤后应激障碍（PTSD）样行

为及ERK1/2-SGK1信号通路的影响。方法  将C57 BL/6小鼠随机分为正常对照组，SPS模型组，化合物10b低、中、高剂量组和

帕罗西汀组，6只/组。采用行为学实验评价SPS模型组小鼠的PTSD样行为； Western blotting联合免疫荧光检测小鼠海马组织

代谢型谷氨酸受体5（mGluR5）、p-ERK、SGK1蛋白表达水平；HE染色检测肝肾组织的病理损伤；分子对接和分子动力学验证

化合物10b与mGluR5结合的稳定性。结果  与对照组比较，SPS模型组小鼠表现出PTSD样行为（P<0.05），海马mGluR5和p-

ERK蛋白表达升高，SGK1蛋白表达减少（P<0.05），而化合物 10b可改善SPS组小鼠的行为异常（P<0.05），并抑制mGluR5表

达，逆转p-ERK和SGK1的异常（P<0.05），且无明显肝肾毒性；分子对接和分子动力学结果显示10b与mGluR5结合稳定。结

论  化合物10b能改善SPS诱导的小鼠PTSD样行为，其机制可能和抑制mGluR5调节ERK1/2-SGK1信号通路相关。
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Abstract: Objective  To observe the effect of 4-(arylethynyl)-pyrrolo[2,3-d] pyrimidine (10b) on post-traumatic stress disorder 
(PTSD) -like behaviors and ERK1/2-SGK1 signaling pathway in mice. Methods C57BL/6 mouse models exposed to single 
prolonged stress (SPS) were treated with daily gavage of saline, 10b at low, moderate and high doses, or paroxetine for 14 days. 
The changes in PTSD-like behaviors of SPS mice with different treatments were observed using behavioral tests. Western 
blotting and immunofluorescence assay were used to detect the protein expression levels of mGluR5, p-ERK, and SGK1 in the 
hippocampus of the mice. Pathological changes in the liver and kidney tissues of the mice were examined using HE staining. 
Molecular docking and molecular dynamics analyses were employed to evaluate the binding stability between the compound 
10b and mGluR5. Results Compared to the normal control mice, the SPS mice exhibited obvious PTSD-like behaviors with 
increased hippocampal expressions of mGluR5 and p-ERK proteins and decreased SGK1 protein expression. Compound 10b 
significantly ameliorated behavioral abnormalities in SPS mice, inhibited mGluR5 expression, and reversed the dysregulation 
of p-ERK and SGK1. No obvious liver or kidney toxicity was observed after 10b treatment. Molecular docking and dynamics 
studies demonstrated a stable interaction between 10b and mGluR5. Conclusion The compound 10b ameliorates PTSD-like 
behaviors induced by SPS in mice possibly by inhibiting mGluR5 expression to modulate the ERK1/2-SGK1 signaling pathway.
Keywords:  4‑(arylethynyl) -pyrrolo[2, 3-d] pyrimidine; post-traumatic stress disorder; metabotropic glutamate receptors 5; 
single prolonged stress; ERK1/2; SGK1

创伤后应激障碍（PTSD）是一种与应激反应相关的

神经精神疾病，表现为创伤记忆闪回、应激回避、警觉性

增高及易怒等负性情绪［1］。代谢型谷氨酸受体 5

（mGluR5）是一种重要的代谢型谷氨酸受体，属于G蛋

白偶联受体家族，主要在中枢神经系统（如大脑和脊髓）

中表达，在神经信号传递、突触可塑性、学习记忆、情绪

调节以及多种神经系统疾病中发挥重要作用。mGluR5

通过与谷氨酸结合激活下游的信号传导通路，调节神经

元的兴奋性和突触功能［2］，且在情绪调节中扮演重要角

色。mGluR5与焦虑症、抑郁症等精神疾病密切相关［4］。

mGluR5过度激活能导致病理性的神经兴奋性增加，与

阿尔茨海默病等神经退行性疾病相关［5］。mGluR5激活

后能导致PTSD恐惧记忆消退困难［6］，可能是PTSD发

生的重要靶点。重要的是，mGluR5是PTSD潜在自杀

风险的重要干预和评价指标［7］。

细胞外调节蛋白激酶（ERK1/2）是丝裂原活化蛋白
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激酶（MAPK）信号通路的重要成员。ERK1/2的异常激

活是PTSD发生重要机制，可能和增强恐惧记忆的巩

固［8］，导致海马体积缩小、神经元损伤和神经网络功能紊

乱［9］和调控下丘脑-垂体-肾上腺轴过度激活有关［10］。糖

皮质激素调节激酶 1（SGK1）是一种丝氨酸/苏氨酸激

酶，与细胞对应激的反应调节有关［11］。它在大脑中表达

并通过磷酸化和调节突触蛋白和转录因子来改变神经

元功能［12］。在PTSD患者死后对其脑组织进行检测，发

现前额叶皮层中SGK1的表达下降，并且应激环境下，

大鼠内侧前额叶皮层中SGK1敲低后出现认知障碍［13］。

早期研究发现，减少ERK/MAPK-SGK1激活能损害学

习和记忆功能［14］。SGK1受ERK1/2调控，而ERK1/2位

于mGluR5的下游，细胞内mGluR5能调节ERK1/2的

激活［15， 16］。因此，mGluR5可能通过ERK1/2-SGK1参与

PTSD恐惧记忆消退困难。

4-（芳基乙炔基）-吡咯并［2，3-d］嘧啶（10b）是一种

新型mGluR5拮抗剂，课题组前期研究表明10b能够提

高血清5-羟色胺水平、降低血清皮质酮水平以及减轻突

触损伤，在慢性不可预测轻度应激诱导的抑郁模型中表

现出显著的抗抑郁活性，并且未发现10b对实验动物造

成不良反应［1， 17］。但 10b 能否通过抑制 mGluR5 调节

ERK1/2-SGK1进而改善PTSD症状仍不清楚。本研究

通过单一长时程应激（SPS）诱导小鼠PTSD模型，探讨

10b干预后对PTSD样行为的作用与机制，并初步观察

其是否对肝、肾形成病理损伤，这对PTSD新药物开发

具有重要意义。

1  材料和方法

1.1  实验动物

36只成年雄性C57BL/6小鼠（2月龄，体质量20～

25 g），饲养于温度22±2 ℃、相对湿度为45%～65%的房

间中，光照条件为12 h明/暗循环，可随意饮水和摄食。

实验动物购于杭州子源实验动物科技有限公司［SCXK

（浙）2019-0004］，本实验经安徽中医药大学伦理委员会

批准（伦理批号：AHUCM-mouse-2024165）。

1.2  药材与试剂

mGluR5、ERK、p-ERK和SGK1抗体（Biodragon），

辣根过氧化物酶标记抗兔 IgG（北京中杉金桥生物技术

有限公司），盐酸帕罗西汀（中美史克），异氟烷（深圳市

瑞沃德生命科技有限公司）。

1.3  模型建立与分组

C57BL/6小鼠适应1周后复制SPS模型，实验流程

参考本课题组前期研究［18］：束缚2 h，强迫游泳20 min，

休息15 min后用异氟烷麻醉至意识模糊，重复2次，清

醒后进行足部电击（2 mA，2 s）。造模结束后将小鼠放

回笼中。实验随机分为 6 组（n=6）：正常对照组

（Control），SPS 模型组，化合物 10b 低、中、高剂量组

（SPS+10b-L/M/H）和帕罗西汀组（SPS+PRX）。造模

24 h后灌胃给药化合物10b，低、中、高剂量分别为5、10、

20 mg/kg；帕罗西汀组则给予10 mg/kg灌胃；正常对照

组和SPS模型组给予等量的生理盐水。给药频次1次/d，

连续14 d（图1）。

1.4  旷场实验

将小鼠放入旷场实验专用敞箱的中心方格内，观察

实验小鼠5 min内的自发活动。使用自动分析系统（上

海欣软信息科技）比较各组的中心时间、中心路程、中心

次数、总路程和平均速度。每只小鼠完成测试后均用

75%乙醇擦拭敞箱，以除去小鼠气味，避免干扰后续小

鼠测试。

1.5  高架十字迷宫实验

将小鼠从高架十字迷宫的中央区面向开放臂放入，

通过软件记录5 min内进入开放臂的时间并计算相应的

百分比，同时观察小鼠的焦虑样状态。每只小鼠完成测

试后均用75%乙醇擦拭敞箱，以除去小鼠气味，避免干

扰后续小鼠测试。

1.6  条件恐惧实验

条件恐惧实验分为适应期、训练期、再暴露期和消

退期4个阶段。第1天为适应期：每只小鼠在恐惧箱里

适应环境5 min；第2天为训练期：将小鼠置于恐惧箱中

5 min，给予3次足底电击（1.0 mA，持续2 s，每次电击间

隔73~74 s）；第3天为再暴露期：将小鼠重新放置在恐惧

箱中，暴露15 min，无足底电击，记录每只小鼠在15 min

图1　化合物10b结构(A)及实验流程(B)
Fig.1　Compound 10b structure (A) and experimental protocol (B).
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内的凝滞时间，并分5个时间段（3 min/段）进行统计；第

4天为消退期：将小鼠放入恐惧箱中5 min，无足底电击，

记录前3 min的凝滞时间并统计。每只小鼠完成测试后

均用75%乙醇擦拭敞箱，以除去小鼠气味，避免干扰后

续小鼠测试。

1.7  Western blotting 检测

小鼠经5%异氟烷麻醉后迅速断头处死并取脑，在

冰盘上迅速分离出两侧海马组织，加适量RIPA裂解液

研磨，提取蛋白样品，BCA法测定蛋白浓度，Western 

blotting常规操作，用SDS-PAGE分离蛋白质样品并将

其转移到NC膜上。在室温下用5%脱脂奶粉封闭2 h，

将膜放入含有对应一抗抗体 mGluR5（1∶1000）、ERK

（1∶1000）、p-ERK（1∶1000）和SGK1（1∶1000）的稀释液

中，4 ℃孵育过夜。加入1∶10000稀释的二抗孵育2 h，

洗涤后以ECL试剂显色并曝光。使用 Image J软件分

析统计蛋白表达的差异。

1.8  免疫荧光染色

小鼠经5%异氟烷麻醉后进行灌流，完毕后取出脑

组织用4%多聚甲醛固定，在4 ℃条件下过夜，后用30%蔗

糖溶液脱水48 h。脑组织进行冷冻切片（厚度20 μm），

10%山羊血清封闭 1 h。加入 0.1 mol/L PBS（含 0.4% 

Triton X-100 和 5% 山羊血清）稀释的 mGluR5 一抗

（1∶200），4 ℃孵育过夜。PBS洗3次，15 min/次。洗完

加入 Alexa Fluor 593山羊抗兔 Ig G，室温下孵育 2 h。

用PBS洗涤3次，经DAPI染色，封片后用激光共聚焦显

微镜拍摄图像。

1.9  HE染色

小鼠处死后取肝、肾组织，经固定、脱水、包埋制成

石蜡样本，用切片机将样本切6 μm薄片，每个样本不同

位置随机选取3张切片，脱蜡后，苏木精浸染5 min，取出

后用自来水充分漂洗。用盐酸-乙醇分化15 s，自来水漂

洗后用伊红染色 3 min，自来水浸洗。经 80%~90%~

100%乙醇梯度脱水后，二甲苯浸泡 2次，5 min/次，晾

干、封片，显微镜下观察肝、肾组织病理特征。

1.10  分子对接

通过 ChemDraw软件构建化合物 10b结构，转换

PDBQT文件格式后，作为分子对接的配体。从RCSB 

PDB数据库（https：//www.rcsb.org/）中检索mGluR5的

蛋白质结构。在去除游离水分子、添加氢原子和计算电

荷之后，作为分子对接的受体。利用AutoDockTools软

件将配体和受体进行分子对接，建立适合蛋白质大小的

对接盒，生成DLG结果文件。选择具有最佳亲和力和

最稳定的分子间作用力的3D构象，将其导出为PDBQT

文件，并通过PyMOL软件进行分子对接可视化。

1.11  分子动力学

本研究进行分子对接配体-受体的动力学模拟，以

深入了解复合物的相互作用强度和稳定性。使用

Gromacs 2024 软件进行动力学模拟。模拟前，通过

sobtop工具生成配体小分子拓扑文件，Gromacs内置命

令准备蛋白质大分子结构和相应的拓扑文件。设置盐

浓度为0.15 mol/L来实现系统电中性，该系统的分子力

学使用50 000个台阶的最大陡峭下降方法进行优化。优

化后的系统进行NPT集成平衡，采用2 fs的步长和100 ns

的总持续时间，同时在此过程中限制固定系统的位置。

1.12  统计学分析

使用 GraphPad Prism 9.5 统计软件分析数据，计

量资料采用均数±标准差表示。多组别比较采用单因素

方差分析并通过Bonferroni事后检验比较组间差异，

P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  化合物10b改善SPS模型小鼠焦虑样行为

旷场实验结果显示，与Control组比较，SPS组小鼠

的中心次数、中心路程、中心时间均减少（P<0.05），与

SPS组比较，SPS+10b-L、SPS+10b-M、SPS+10b-H组及

SPS+PRX组小鼠运动中心次数、中心路程、中心时间均

增加（P<0.05），各组小鼠在旷场总路程和平均速度差异

无统计学意义（图2A~E）。

高架十字迷宫实验结果显示，与Control组比较，

SPS组小鼠进入开放臂时间百分比减少（P<0.05），与

SPS组比较，SPS+10b-L、SPS+10b-M、SPS+10b-H组及

SPS+PRX组小鼠进入开放臂时间百分比增加（P<0.05，

图2F）。

2.2  化合物10b促进SPS模型小鼠恐惧记忆消退

在恐惧记忆测试的再暴露阶段，与Control组比较，

SPS组小鼠的恐惧凝滞时间增加（P<0.05），与SPS组比

较，SPS+10b-L、SPS+10b-M、SPS+10b-H 组及 SPS+

PRX组小鼠的恐惧凝滞时间均减少（P<0.05）；24 h后测

试各组小鼠的恐惧凝滞时间，结果显示，与Control组比

较，SPS组小鼠的恐惧凝滞时间增加（P<0.05）；与SPS

组比较，SPS+10b-L、SPS+10b-M、SPS+10b-H组及SPS+

PRX组小鼠的恐惧凝滞时间均减少（P<0.05，图3）。

2.3  化合物10b通过mGluR5调节SPS小鼠海马ERK1/

2-SGK1通路蛋白的表达

Western blotting结果显示，与Control组比较，SPS

组小鼠海马组织中 mGluR5和 ERK 磷酸化水平上升

（P<0.05），SGK1蛋白表达水平降低（P<0.05）；与 SPS

组比较，SPS+10b-M、SPS+10b-H组小鼠海马SGK1蛋

白表达水平上升（P<0.05），mGluR5和p-ERK蛋白表达

降低（P<0.05）。免疫荧光结果显示，与Control组相比，

SPS组小鼠mGluR5在海马CA1区平均荧光强度升高；

与SPS组相比，SPS+10b-H组则减少（P<0.05，图4）。
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2.4  化合物10b对SPS小鼠肝、肾组织的病理学影响

HE结果显示，Control组、SPS组及SPS+10b-H组

小鼠肝组织的肝小叶、肝索和肝血窦结构清晰可见，无

损伤，并且3组小鼠的肾组织中肾小球、肾小管上皮细

胞结构均完好，亦无损伤（图5）。

2.5  分子对接及分子动力学显示化合物10b与mGluR5

形成稳定结合体系

分子对接结果显示，化合物10b与mGluR5结合能
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图2　化合物10b改善SPS小鼠焦虑样行为
Fig. 2　Compound 10b improves anxiety-like behaviors in mice with single prolonged stress (SPS). A-E: 
Statistics of time in central area, distance in central area, center entries, total distance and mean speed in 
open field test; F: Percentage of time in open arms in elevated plus maze test; G: Motion trajectory of open 
field test; *P<0.05 vs Control; #P<0.05 vs SPS.
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图3　化合物10b改善SPS小鼠恐惧记忆异常
Fig.3　Compound 10b improves abnormal fear memory in SPS mice. A: Freezing time in the re-exposure 
phase (○P<0.05: SPS+10b-L vs SPS; ▼P<0.05: SPS+10b-M vs SPS; ▲P<0.05: SPS+10b-H vs SPS; □P<0.05: 
SPS+PRX vs SPS). B: Freezing time in the extinction phase (*P<0.05 vs  Control; #P<0.05 vs SPS).
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图4　化合物10b对小鼠海马组织mGluR5、p-ERK和SGK1蛋白表达水平的影响
Fig.4　Effects of compound 10b on expression levels of mGluR5, p-ERK and SGK1 proteins in mouse hippocampus. A: 
Western blotting and quantitative analysis of mGluR5 expression level. B: Western blotting and quantitative analysis 
of p-ERK expression levels. C: Western blotting and quantitative analysis of SGK1 expression; D, E: 
Immunofluorescence staining and fluorescence intensity of mGluR5 in hippocampal CA1 region. *P<0.05 vs Control; 
#P<0.05 vs SPS.
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为-4.4 kcal/mol，其结合能<-1.2 kcal/mol，化合物10b与

mGluR5的对接良好。对10b与mGluR5复合物系统进

行 100 ns 分子动力学模拟结果显示，化合物 10b-

mGluR5的均方根偏差（RMSD）在整个模拟过程中都在

0.20~0.5 nm波动，最终平均值小于0.32 nm，RMSD值

越低结合稳定性越高。化合物10b-mGluR5均方根波

动（RMSF）均值为0.07 nm，残差运动小、系统稳定。化合

物10b-mGluR5总结合自由能-967 247.58 kJ/mol（图6）。

3  讨论

本团队前期研究表明，化合物10b在慢性不可预测

轻度应激诱导的抑郁模型中显示出显著的抗抑郁活

性［17］。鉴于其对神经精神疾病的治疗潜力，本研究进一

步建立SPS小鼠模型，连续14 d给予模型小鼠不同剂量

的化合物10b进行干预，评价该新型化合物对PTSD的

作用与机制。相比于先前的mGluR5拮抗剂MPEP（2-

甲基-6-苯乙基吡啶）及MTEP（3-［（2-甲基-1，3-噻唑-4-

基）乙炔基］-吡啶），增加脑源性神经营养因子（BDNF）

和原肌球蛋白受体激酶 B（TrkB）表达发挥抗抑郁作

用［19， 20］。在此前的研究中，化合物10b同样可以增加突

触相关蛋白BDNF、TrkB等表达［17］。这提示化合物10b

可能通过抑制海马mGluR5调节ERK1/2-SGK1信号通

路，进而改善SPS诱导的小鼠焦虑样行为，促进恐惧记

忆消退。

MPEP和2-氯-4-［1-（4-氟苯基）-2，5-二甲基-1H-咪

唑-4-基乙炔基］-吡啶均为已知的mGluR5拮抗剂，它们

在体内外实验中显示出对mGluR5的显著生物活性抑

制［21］。二者结构中都包含了mGluR5拮抗剂的一个典
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图5　化合物10b对SPS小鼠肝、肾组织的病理影响
Fig.5　Effects of compound 10b on liver and kidney histopathology in SPS mice.
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型特征——乙炔基化学结构，在此基础上，化合物10b

进一步引入了已被报道的mGluR5拮抗剂中常见的羧

酸酰胺基团，以增强其药效。这一结构上的创新，旨在

提升化合物10b对mGluR5的拮抗效果［22］。Fenobam作

为一种含有羧酸酰胺基团的非炔类mGluR5拮抗剂，在

连续给药14 d后，能有效改善小鼠的焦虑行为并促进恐

惧记忆的消退［23］。此外，Fenobam并未观察到对小鼠肝

脏及其他多个器官和系统的器质性损伤，这表明

Fenobam具有较低的副作用和较高的安全性［24］。因此，

我们可以推测，与Fenobam类似的化合物 10b可能在

PTSD的治疗中展现出良好的效果和较高的安全性。

本研究的行为学和组织病理学结果证实了推测。

mGluRs在中枢神经系统中广泛分布，参与调节多

种神经功能。mGluRs能通过调节长时程增强和长时程

抑制过程，影响恐惧记忆的形成和巩固［25］。mGluR5已

被证明与海马、前额叶皮层的突触可塑性相关，这些区

域在情绪和记忆处理中至关重要［26］。另外，mGluR5与

NMDA受体能相互作用，二者的协同激活对长时程增

强至关重要。mGluR5可以通过调节NMDA受体的通

透性和表达来影响 NMDA 受体的功能［27］。同时，

mGluR5与NMDA受体的物理和功能性相互作用可以

调节细胞内钙信号，为突触可塑性提供更精细的调

控［28］。因此，过度活化的mGluR5可能导致异常的神经

活动，这在神经精神疾病中具有病理学意义。在本实验

中，SPS 模型小鼠表现出 PTSD 样行为，可能与海马

mGluR5表达升高导致的神经活动异常有关。

PTSD核心症状为恐惧记忆消退异常，mGluR5则

在其发病机制中具有重要作用。研究表明，内侧前额叶

皮层-基底外侧杏仁核回路参与焦虑行为和恐惧记忆的

形成、维持和消退过程，并且多种神经递质与病理性恐

A

D

C

B

图6　化合物10b与mGluR5的分子对接及分子动力学
Fig. 6　Molecular docking and molecular dynamics studies of compound 10b with mGluR5. A: 
Visualization of the molecular docking of compound 10b with mGluR5. B-D: RMSD, RMSF and energy 
analysis of molecular dynamics of compound 10b with mGluR5.
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惧和焦虑行为有关，而谷氨酸能系统参与该回路调控

PTSD行为［29］。此外，前额叶皮层中的谷氨酸水平被用

以预测健康和创伤暴露受试者的焦虑反应程度，而谷氨

酸受体mGluR5与应激诱导的快感缺乏和焦虑行为的

恢复能力有关［30］。重要的是，mGluR5阻断或拮抗后使

ERK活性降低，具有抗抑郁样作用［31］。同样，mGluR5

调节ERK磷酸化水平也被证明是阿片药物诱导的情景

记忆的分子基础［32］。而SGK1受糖皮质激素调控，在应

激条件下影响神经元传递和突触强度，并且受ERK调

控［33］。本研究结果指出，化合物10b能改善SPS诱导的

小鼠PTSD样行为，包括促进恐惧记忆的消退和改善焦

虑样行为，其作用机制可能与抑制mGluR5调控ERK1/

2-SGK1通路有关。作为一种新型mGluR5拮抗剂，本

团队前期不仅证实化合物10b具有抗抑郁作用，并且在

本实验中利用分子对接和分子动力学模拟了 10b 与

mGluR5的稳定结合作用，另外，HE染色也初步证实

10b对肝肾组织并无病理性损伤，提示其可能成为一种

治疗PTSD的一种潜在药物。

本研究存在不足之处。首先，实验证实化合物10b

能改善SPS小鼠的焦虑样行为，促进恐惧记忆消退，但

化合物10b在给药过程中开始起效的时间点并未进一

步确定。其次，本实验模拟了10b与mGluR5的分子对

接与分子动力学，但具体作用位点并未以实验方法进行

验证。最后，10b作为mGluR5拮抗剂，实验仅探究了抑

制mGluR5后对ERK1/2-SGK1信号通路及小鼠PTSD

样行为的影响，并未对机制展开验证。这些问题的解决

将有助于进一步揭示化合物10b的神经调控作用机制

及新药物开发。
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