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ｃＪｕｎ氨基末端激酶在孤独症谱系障碍发病机制中的作用
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摘　要：目的　检测孤独症谱系障碍（ＡＳＤ）患儿的 ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）通路蛋白表达情况，探讨 ＪＮＫ在 ＡＳＤ发病
机制中的作用。方法　选择２０１６年６月至２０１７年６月于湖南省儿童医院确诊的３０例 ＡＳＤ患儿作为 ＡＳＤ组，另选择３０

例健康儿童作为对照组。检测外周血单核淋巴细胞（ＰＢＭＣ）中总 ＪＮＫ（ＴＪＮＫ）及磷酸化 ＪＮＫ（ｐＪＮＫ）表达水平；采用儿童

期孤独症评定量表（ＣＡＲＳ）评定疾病严重程度，并对 ＪＮＫ活化水平与 ＣＡＲＳ评分进行相关性分析。利用基因重组腺体病

毒载体转染原代神经元细胞，根据干预措施不同分为 ＪＮＫ过表达组和对照组，检测两组中总 ＪＮＫ、磷酸化的 ＪＮＫ／ＡＴＦ２／

ｃＪｕｎ、囊泡谷氨酸转运体（ＶＧＬＵＴ）和囊泡型 ＧＡＢＡ转运体（ＶＧＡＴ）表达水平。结果　ＡＳＤ组和对照组 ＰＢＭＣ中 ＴＪＮＫ表

达水平差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但 ＡＳＤ组 ｐＪＮＫ表达水平以及 ｐＪＮＫ／ＴＪＮＫ比值显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。

采用单因素回归分析评估外周血 ｐＪＮＫ／ＴＪＮＫ比值与 ＣＡＲＳ评分相关性，结果显示 ＪＮＫ活化程度与疾病严重程度不具有

相关性（ｒ＝０．０３，Ｐ＞０．０５）。腺病毒载体转染原代神经元细胞后，ＪＮＫ过表达组中 ＴＪＮＫ、ｐＮＫ／ＡＴＦ２／ｃＪｕｎ表达水平

均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＪＮＫ过表达组中 ＶＧＡＴ的表达水平均显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），ＶＧＬＵＴ的表达水平与

对照组比无明显差异（Ｐ＞０．０５）。结论　ＪＮＫ信号通路可能参与了 ＡＳＤ的发病，但与疾病严重程度无关。上调 ＪＮＫ表

达水平能使转录因子 ＡＴＦ２和 ｃＪｕｎ活化，下调突触囊泡转运体中 ＶＧＡＴ表达。
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　　 孤独症谱系障碍 （ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，
ＡＳＤ），又称自闭症，主要表现为社交障碍、刻板重
复行为及兴趣范围狭窄等［１］。有很多学者致力于

ＡＳＤ的病因学研究，但具体机制仍不明确，有研究
认为可能与神经元之间的连接、突触功能异常、神

经递质异常等有关［２－４］。

ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃｊｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，
ＪＮＫ）又被称为应激活化蛋白激酶（ｓｔｒｅｓｓａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＳＡＰＫ），是丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉ
ｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）系统成员之一，
参与细胞生长、分化等的调控。有研究显示在帕金

森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）动物模型中，ＪＮＫ介
导的 ＡＴＦ２激活与多巴胺能神经元的凋亡有关［５］。

在阿尔茨海默（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）患者大脑
尸检中发现 ＪＮＫ高度表达，活化的 ＪＮＫ与 ＡＤ的两
大标志性病理通路，即 ｔａｕ蛋白介导的神经退行性
变及 β－淀粉样蛋白（βａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）通路密
切关联［６］，此外，ＪＮＫ的活化与突触损伤密切相
关［７］。ＪＮＫ是否参与了孤独症的发病，目前尚无相
关报道。但有研究显示染色体 １６ｐ１１．２的微缺失
或微重复与 ＡＳＤ发病密切相关，占病例总数的
１％，该区域基因编码的蛋白 ＴＡＯ可通过激活 ＪＮＫ
来调节皮质神经元中的基底树突发育［８，９］。

本研究拟通过检测 ＡＳＤ患者体内 ＪＮＫ的表达水
平，构建 ＪＮＫ腺病毒载体并转染原代神经元细胞，检
测 ＪＮＫ信号通路的改变及其对突触蛋白的影响，初
步探索 ＪＮＫ信号通路在 ＡＳＤ发病机制中的作用。
１　对象及方法
１．１　研究对象

选择 ２０１６年 ６月至 ２０１７年 ６月于本院确诊
并进行康复训练的 ３０例孤独症患儿作为 ＡＳＤ组，
同期于本院儿童保健所做健康体检的 ３０例健康儿
童作为对照组。

ＡＳＤ组患儿均符合以下标准［１０］：①美国精神障
碍诊断与统计手册第五版（ＤＳＭＶ）中儿童孤独症
的诊断标准；②孤独症行为量表（ＡＢＣ）诊断标准；
③儿童孤独症评定量表（ＣＡＲＳ）诊断标准。

排除标准：①患有急慢性感染性疾病、自身免疫
疾病、恶性肿瘤；②器官功能严重损伤；③合并癫痫、脑
发育畸形等神经系统器质性疾病；④家属拒绝入组。

ＡＳＤ组：男 ２３例，女 ７例，平均年龄（３．８±
１．９）岁；对照组：男 ２３例，女 ７例，平均年龄（３．７
±２．２）岁。两组患者年龄、性别比较差异无统计
学意义，具有可比性。

本研究已经通过湖南省儿童医院伦理委员会

伦理审核。

１．２　外周血单核细胞中 ＪＮＫ表达水平检测及疾
病严重程度评估

所有研究对象均行空腹静脉采血，用 ＥＤＴＡＫ２
抗凝管收集外周血５～８ｍｌ，分离外周血单个核细胞
（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ），采用 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎＢｌｏｔ方法检测 ＰＢＭＣ中总 ＪＮＫ（ｔｏｔａｌＪＮＫ，ＴＪＮＫ）
及磷酸化 ＪＮＫ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＪＮＫ，ｐＪＮＫ）表达水平。

疾病严重程度采用儿童期孤独症评定量表

（ＣｈｉｌｄｒｅｎＡｕｔｉｓｍＲａｔｉｎｇＳｃａｌｅ，ＣＡＲＳ）进行评定，由
专业人员进行，评定诊室需安静、避免存在分散患

儿注意力的物品。该量表包括 １５个评定项目，每
个项目都按 １、２、３、４级标准评分，总分 １５～６０
分。总分低于 ３０分则评为非孤独症；总分在 ３０～
３６之间，并且低于 ３分的项目不到 ５项，则评为轻
～中度孤独症；总分等于或高于 ３６分，并且至少
有 ５项的评分高于 ３分，则评为重度孤独症。

采用单因素回归分析评估外周血 ＪＮＫ活化水
平与 ＣＡＲＳ评分相关性。
１．３　ＪＮＫ腺病毒转染原代神经元细胞

将孕龄 １７～１８ｄ的 Ｂ６小鼠脱颈处死后剖腹
取出胎鼠置于预冷的高糖 ＤＭＥＭ培养液中冲洗 ３
～４遍。在无菌条件下分离出双侧海马并用收集
分散的单细胞悬液。接种细胞并置于 ３７℃，５％
ＣＯ２培养箱中培养。ＪＮＫ过表达腺病毒载体及空
白对照载体由上海吉凯基因工程公司提供。将状

态良好的目的细胞接种到 ２４孔板，使细胞浓度为
１×１０５／ｍｌ。分别添加 ＪＮＫ过表达腺体病毒载体和
等滴度同体积的空白病毒载体，根据干预措施不同

分为 ＪＮＫ过表达组和对照组。加入的病毒量范围
在 ＭＯＩ＝２０～５０内，感染 ２４ｈ后，开始观察到荧
光表达，达到最大转染效率时收集细胞并提取蛋

白，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测原代神经元细胞中 Ｔ
ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、磷酸化 ｃＪｕｎ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｃＪｕｎ，ｐ
ｃＪｕｎ）、磷 酸 化 ＡＴＦ２（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡＴＦ２，ｐ
ＡＴＦ２）、囊 泡 谷 氨 酸 转 运 体 （ｖｅｓｉｃｕｌａｒｇｌｕｔａｍａｔｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＶＧＬＵＴ）和囊泡型 ＧＡＢＡ转运体（ｖｅｓｉｃｌｅ
ｔｙｐｅＧＡＢＡｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＶＧＡＴ）的表达水平。
１．４　统计学方法

应用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分析，计量资料以
均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 ｔ检验；采
用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数分析 ｐＪＮＫ／ＴＪＮＫ比值与 ＣＡＲＳ
评分的相关性。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

·２９３·
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２　结果
２．１　ＡＳＤ组与对照组外周血 ＰＢＭＣ中 ＪＮＫ及 ｐ
ＪＮＫ表达水平的比较

ＡＳＤ组和对照组 ＰＢＭＣ中 ＴＪＮＫ表达水平比
较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但 ＡＳＤ组 ｐＪＮＫ
表达水平以及 ｐＪＮＫ／ＴＪＮＫ比值显著高于对照组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１及图１。

表１　ＡＳＤ组与对照组外周血ＰＢＭＣ中ＪＮＫ及ＰＪＮＫ

表达水平的比较　（珔ｘ±ｓ）

组别 ＴＪＮＫ ｐＪＮＫ ｐＪＮＫ／ＴＪＮＫ
ＡＳＤ组 ０．６６±０．２４ ０．７６±０．３５ １．１２±０．３２
对照组 ０．５８±０．０８ ０．３５±０．１４ ０．６１±０．１１
Ｐ ＞０．０５ ０．０１１ Ｐ＜０．００１
ｔ １．７３２ ５．９５ ８．２５５
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图 １　ＡＳＤ组与对照组外周血 ＰＢＭＣ中 ＪＮＫ及 ｐＪＮＫ
表达水平的比较

２．２　ＪＮＫ活化水平与疾病严重程度的关系
ＡＳＤ组及对照组 ６０名患儿均接受 ＣＡＲＳ量表

评定，结果显示 ＡＳＤ组得分为 ３７．８５±５．４５，其中
轻 ～中度孤独症２１例，重度孤独症９例，对照组得
分为 １６．１８±２．４１，未筛选出孤独症儿童，两组得
分有显著差异（Ｐ＜０．００１）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数分
析外周血 ｐＪＮＫ／总 ＪＮＫ比值与 ＣＡＲＳ评分相关性，
结果提示 ＪＮＫ活化程度与疾病严重程度不具有相
关性（ｒ＝０．０３，Ｐ＞０．０５）。
２．３　ＪＮＫ 过表达对原代神经元细胞中 ｃＪｕｎ、
ＡＴＦ２表达水平的影响

ＪＮＫ过表达组及对照组神经元细胞 ＤＡＰＩ染
色、ＭＡＰ２染色如图 ２所示，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测提示
ＪＮＫ过表达组中总 ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ｐｃＪｕｎ及 ｐＡＴＦ２
的表达水平均显著高于对照组，差异具有统计学意

义（Ｐ＜０．０５），见表 ２及图 ３。

表２　ＪＮＫ过表达组与对照组总ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ｐｃＪｕｎ、ｐＡＴＦ２

表达水平的比较　（珔ｘ±ｓ）

组别 ＴＪＮＫ ｐＪＮＫ ｃＪｕｎ ＡＴＦ２
ＪＮＫ过表达组 ０．８１±０．１８ ０．８７±０．１１ ０．６６±０．１１ ０．８４±０．１７
对照组 ０．５２±０．１５ ０．４９±０．２４ ０．４６±０．０１ ０．６０±０．０８
Ｐ ０．０２６ ０．０１３ ０．０１５ ０．０３０
ｔ ２．４７５ ２．８７９ ２．６９０ ２．５５５

注：Ａ：为 ＪＮＫ过表达组 ＤＡＰＩ染色；Ｂ：为 ＪＮＫ过表
达组 ＭＡＰ２染色；Ｃ：为对照组 ＤＡＰＩ染色；Ｄ：为对
照组 ＭＡＰ２染色

图 ２　原代皮质神经元的鉴定（４×１００）
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图３　ＪＮＫ过表达组与对照组 ＴＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ｐｃＪｕｎ、
ｐＡＴＦ２表达水平的比较

２．４　ＪＮＫ过表达对原代神经元细胞突触囊泡转
运体表达水平的影响

ＪＮＫ过表达组中 ＶＧＡＴ的表达水平均显著低于
对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＪＮＫ过
表达组中 ＶＧＬＵＴ的表达水平与对照组比无明显差
异（Ｐ＞０．０５），见表 ３及图 ４。

表３　ＪＮＫ过表达组与对照组ＶＧＡＴ、ＶＧＬＵＴ

表达水平的比较　（珔ｘ±ｓ）

组别 ＶＧＡＴ ＶＧＬＵＴ
ＪＮＫ过表达组 ０．８５±０．２３ １．０７±０．１９
对照组 １．２８±０．１４ １．８７±０．７８
Ｐ ０．０２６ ０．０８１
ｔ ３．１９０ ２．２２８
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图 ４　ＪＮＫ过表达组与对照组 ＶＧＡＴ与 ＶＧＬＵＴ表达水
平的比较

３　讨论
孤独症谱系障碍的病因和发病机制迄今尚未

阐明，基因检测发现的几个高风险基因均与突触发

育相关，编码的蛋白能影响突触形成、成熟以及突

触与神经元的连接，因此有人提出突触功能障碍很

可能是孤独症核心症状的病理学假说［１１］。

有研究指出哺乳动物大脑中 ＪＮＫ的活性高于

·３９３·
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任何其他组织［１２］，表明 ＪＮＫ可能在中枢神经系统
中发挥重要作用，能调节大脑的生理和病理过程。

本研究采用病例对照研究的方式比较了 ＡＳＤ患者
与正常儿童 ＰＢＭＣ中 ＪＮＫ的表达水平，发现 ＡＳＤ组
ｐＪＮＫ表达水平以及 ｐＪＮＫ／ＴＪＮＫ比值均显著高
于对照组，提示 ＪＮＫ信号通路在 ＡＳＤ患儿体内活
化程度更高，但 ＪＮＫ活化程度高低与 ＣＡＲＳ评分无
显著相关性，提示该通路的异常活化虽然可能参与

了 ＡＳＤ的发病，但与 ＡＳＤ核心症状的严重程度不
相关。ＪＮＫ是介导 ＭＡＰＫ磷酸化的重要信号通路，
也介导了炎症反应和凋亡的过程。有研究显示，

ＡＳＤ患者体内存在炎症因子失衡［１３］，ＪＮＫ的异常活
化与 ＡＳＤ患者炎症失衡之间是否存在关联，仍有
待进步一研究。

ＶＧＡＴ及 ＶＧＬＵＴ是参与 ＧＡＢＡ能与谷氨酸能神
经递质包装的重要囊泡蛋白，在 ＧＡＢＡ能与谷氨酸
能神经递质释放中发挥重要作用。ＧＡＢＡ是大脑
中最重要的抑制性神经递质，主要由谷氨酸脱羧酶

合成。除了作为神经递质的功能外，它还是神经发

生及神经修复中重要的营养因子［１４］。本研究利用

ＪＮＫ过表达腺病毒载体转染原代神经元细胞，发现
ＪＮＫ信号通路活化可上调转录因子 ｐｃＪｕｎ及 ｐ
ＡＴＦ２的表达水平，同时还可引起囊泡转运体表达
水平 的 改 变，表 现 为 ＶＧＡＴ表 达 水 平 下 调，但
ＶＧＬＵＴ表达水平无明显变化。有研究发现 ＡＳＤ患
者血清中 ＧＡＢＡ表达水平也低于正常对照组［１５］，因

此我们推断活化的 ＪＮＫ可能通过影响转录因子的
表达，进而影响了抑制性神经递质的水平，但本研

究未采用 ＪＮＫ抑制剂进行对照，无法判断 ＪＮＫ下
调时是否影响相应蛋白的表达，在后续研究过程中

将进一步完善。

综上所述，本研究认为 ＪＮＫ信号通路可能参与
了 ＡＳＤ的发病，但与疾病严重程度无关。通过上
调 ＪＮＫ表达水平能使转录因子 ＡＴＦ２和 ｃＪｕｎ活
化，下调突触囊泡转运体中 ＶＧＡＴ表达，但具体调
节机制仍有待进一步研究。
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