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摘要 钙稳态调节蛋白2 （calcium homeostasis modulator 2，Calhm2）参与钙离子活动和ATP释放的调控 . 本实验室的前期

工作已经证实，Calhm2可以介导星形胶质细胞ATP的释放，在抑郁症的发生发展中起到重要作用 . 为了进一步探究Calhm2

在抑郁症发生发展中的分子机制，本文首先预测了Calhm2的ATP结合位点，即位于第87位点的谷氨酰胺（Q87），并将其

突变为丙氨酸（A），建立了一个携带calhm2突变（Q87A）的小鼠品系 . 随后，通过对原代星形胶质细胞的胞内和胞外ATP

检测，发现 Calhm2 Q87A 突变导致星形胶质细胞 ATP 的释放下降；此外，通过对小鼠大脑海马切片的 ATP 检测，发现

Calhm2 Q87A 突变小鼠海马组织的 ATP 释放较正常小鼠下降；最后，通过给予慢性温和不可预知应激 （chronic

unpredictable mild stress，CUMS）来诱发小鼠抑郁样行为，发现Calhm2 Q87A突变小鼠抑郁样行为相对野生型小鼠表现得

更为严重 . 综上所述，本文发现Q87位点对Calhm2介导的星形胶质细胞ATP释放发挥重要作用，该位点的突变增加了外界

压力刺激诱导抑郁样行为的易感性，进一步明确了Calhm2蛋白在抑郁症发生发展中的分子机制，为抑郁症相关疾病的诊断

和治疗提供了新的理论基础 .
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抑郁症是危害人类健康的一类重要疾病，主要

临床症状为悲伤、自卑或内疚等消极情绪特征以及

睡眠障碍、疲倦感、注意力下降和快感缺乏［1-3］ .

抑郁症的病情是逐渐发展的，它会严重降低患者的

生活质量，最终将会导致患者自残甚至自杀［4-6］ .

根据世界卫生组织（WHO）的报告，抑郁症是造

成全球疾病负担的第三大原因，预计到 2030年将

位居首位［7］ .

虽然抑郁症的发病机制尚不明确，但是现在大

多数研究都认为抑郁症的发病与神经递质以及神经

元的功能相关［8］ . 其中，ATP作为一个重要的神经

递质或神经调质，可以通过与神经元上的P2X2受

体结合，维持神经元的兴奋性［9］ . 研究表明，细胞

外的ATP大多数来源于星形胶质细胞 . 因此，阻断

小鼠脑内星形胶质细胞的 ATP 释放，会降低神经

元的兴奋性，最终导致小鼠的抑郁样行为［9］ .

钙 稳 态 调 节 蛋 白 （calcium homeostasis

modulator，Calhm）家族是一类新发现的功能性蛋

白，由Calhm1~6组成 .目前研究认为CALHM家族

蛋白参与钙离子活动以及 ATP 释放的调节［10-13］，

Calhm1 的基因突变与老年痴呆的发生发展相

关［10］ .Calhm2 是 CALHM 家族一个重要成员，由

11个蛋白亚基聚合形成的 4次跨膜通道蛋白［14-15］ .

最近，Calhm2的蛋白质结构被陆续报道，从结构

上支持 Calhm2 具备介导 ATP 释放的功能［14-15］ . 本

实验室之前的研究证实了Calhm2是一个ATP通道

蛋白，可以介导 ATP 的释放 . 小鼠 Calhm2 的敲除

会减少星形胶质细胞 ATP 的释放，从而损害神经

元功能，最终导致小鼠产生抑郁样行为 . 通过制备

星形胶质细胞特异性 Calhm2 敲除小鼠，确认与

Calhm2全身敲除小鼠同样的表型，验证了Calhm2

具备介导ATP释放的离子通道功能［12］ .

此外，我们通过生物信息学预测了Calhm2存
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在两个重要的ATP结合位点，分别是位于Calhm2

第87号氨基酸位点的谷氨酰胺（Q87）和第132号

氨基酸位点的亮氨酸（L132） . Calhm2的结构研究

表明，Q87 与 L132 位点都位于细胞的跨膜区域，

而 Q87 位于更接近细胞内侧的位置［14-15］（图 1） .

我们在HT22细胞系上验证，当Q87或L132突变为

丙氨酸 （A） 时，细胞的 Ca2+活动和 ATP 释放下

降，提示这两种突变对 Calhm2 功能造成了破坏 .

但相较于Calhm2 L132A突变，Calhm2 Q87A突变

对Calhm2介导的ATP释放功能的影响作用更为明

显［12］ . 因此推测Q87可能对于Calhm2的ATP释放

功能起更重要的作用 .

为了进一步探索Calhm2调节ATP释放的分子

机制，我们选择以 Calhm2 Q87A 突变为入手点，

利用 CRISPR/cas9 介导的基因组工程方法建立

Calhm2位点突变（Q87A）的C57BL/6小鼠，不仅

检测 Calhm2 Q87A 突变小鼠大脑的 ATP 释放，而

且深入研究该突变小鼠是否具有抑郁相关表型 .

1 材料与方法

1.1 实验动物

选取 C57BL/6 背景 （与 C57BL/6 小鼠回交 10

代）的 Calhm2 Q87A 突变雄性成年小鼠和野生型

雄性同龄小鼠作为实验对象，小鼠饲养严格遵照北

京市实验动物管理办公室的《北京市实验动物管理

条例》及其配套规章的规定 .

1.2 药品与试剂

0.25% 胰蛋白酶，B27 添加剂，GlutaMAX 添

加剂，DMEM 培养基，DMEM∶F12=1∶1 培养

基，Neurobasal 培养基和 Phosphate Buffer Saline

（PBS） 均为美国 Gibco 公司出产 . 其他试剂还包

括：胎牛血清（BIOIND，以色列），DNA酶 I（生

工生物工程股份有限公司，中国），ATP检测试剂

（Cell Viability Assay，Promega，美国），多聚赖氨

酸（Thermo Fisher，美国） .

1.3 实验仪器

酶标仪（TECAN），动物行为学视频分析系统

（上海吉量软件科技有限公司），低速离心机

（Thermo Fisher， 美 国 ）， CO2 细 胞 培 养 箱

（Thermo Fisher，美国），倒置显微镜 （Olympus，

日本），常规PCR仪（北京东胜创新生物科技有限

公司，中国），水浴锅（北京长风仪器仪表有限公

司，中国），哈东联恒温摇床（北京海天友诚科技

有限公司，中国），细胞培养皿，细胞培养瓶，96

孔细胞培养板，15 ml/50 ml离心管均为中国NEST

公司出产 .

1.4 方法

1.4.1 原代海马星形胶质细胞培养

新生小鼠（出生后 24 h 以内）体表经 75% 乙

醇消毒后，用眼科剪断头，并迅速剥离出大脑组

织 .将大脑浸泡于冰上预冷的PBS中，置于体视解

剖显微镜下，用系结镊配合眼科剪分离左右大脑半

球 . 用镊子撑开大脑皮层和脑干，从大脑皮层包裹
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Fig. 1 The predicted 2-dimensional model of Calhm2 in the membrane
Calhm2 is a four-pass transmembrane protein with two putative high-affinity ATP-binding residues Q87 and L132. Q87 and L132 are localized in

transmembrane region. This model was predicted with the help of nSITEpred online database and Calhm2 cryo-EM structure［14］ .
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层中识别半圆形海马组织，用维纳斯剪小心剥离，

去除组织上附着的血丝 . 将分离出的海马组织浸泡

于新的 PBS 中，用维纳斯剪剪碎后转移到培养皿

内，弃去多余液体，加入1 ml预热的0.25%胰蛋白

酶，置于 37℃细胞培养箱 . 消化 20 min 后，加入

1ml预热含10% FBS的DMEM培养基和5 μl 10 g/L

DNA 酶 I，用 1 ml 移液器反复匀速吹打 20 次，用

60 μm 的过滤网过滤 . 然后，4℃ 600 r/min，离心

5 min，弃上清，加入 1 ml 预热的含 10% FBS 的

DMEM∶F12=1∶1培养基重悬，再把细胞接种到

用多聚赖氨酸包被好的培养瓶内，每 2 d 换一次

液 . 待细胞密度达到 90% 时，将培养瓶密封置于

37℃摇床，200 r/min，摇6 h. 用预热后的培养基洗

两遍，加入适量预热0.25%胰蛋白酶消化细胞，按

实验需求进行传代培养 . 实验方法参考之前文献，

并做部分修改［16］ .

1.4.2 原代海马神经元培养

小鼠以及解剖方法与分离海马原代星形胶质细

胞相同 . 不同点在于重悬时用含 2% B27添加剂和

1% GlutaMAX 添加剂的 Neurobasal 培养基重悬，

再把细胞种到用多聚赖氨酸包被好的 96 孔板内，

每 2 d 更换一半培养基 . 实验方法参考之前文献，

并做部分修改［17］ .

1.4.3 细胞外ATP检测

实验方法按照先前文献报道，并做部分调

整［9］ . 具体操作步骤如下：实验前 1 d将细胞接种

到 96 孔细胞培养板，每组细胞 5~8 个复孔，细胞

密度介于 50%~70%. 实验前 1 h 预热 1×HBSS （含

20 mmol/L HEPES pH 7.4， 0.5 mmol/L MgCl2，

0.4 mmol/L MgSO4，5 mmol/L 葡萄糖，2 mmol/L

CaCl2） . 实验时，细胞用 1×HBSS洗 3次，最后一

次加入 100 μl 1×HBSS 置于 37℃培养箱，孵育

30 min 后取上清 25 μl，加入 25 μl ATP 检测试剂，

按照试剂盒操作检测ATP含量 . 同时，弃去所有上

清，给细胞加入 50 μl RIPA 裂解液 （50 mmol/L

HEPES pH 7.4，150 mmol/L NaCl，10% 甘油，1%

Triton X-100， 1.5 mmol/L MgCl2， 1 mmol/L

EGTA， 100 mmol/L NaF， 1 mmol/L Na3VO4，

2 mg/L 抑蛋白酶多肽（aprotinin），5 mg/L 亮抑蛋

白酶肽 （leupeptin），2 mg/L 胃蛋白酶抑制剂 A

（pepstatin A）提取蛋白质，测蛋白质含量 . 总ATP

量比总蛋白质量得到细胞释放的ATP标准化值 .

1.4.4 细胞内ATP检测

实验方法参考之前文献，并做部分修改［12］ .

具体操作步骤如下：实验前1 d将细胞接种到96孔

细胞培养板，每组细胞5~8个复孔，细胞密度介于

50%~70%. 实验时保留一个孔用来检测细胞蛋白质

量，吸净其余待测孔内培养基，加入100 μl经PBS

稀释一倍后的 ATP 检测试剂裂解细胞，然后吸取

50 μl上清，按照试剂盒操作方法检测ATP含量 . 同

时，给保留的孔内加入50 μl RIPA裂解液提取蛋白

质，测蛋白质含量 . 总ATP量比总蛋白质量得到细

胞产生的ATP标准化值 .

1.4.5 海马组织ATP释放检测

实验方法按照先前文献报道，并做部分修

改［12］ . 具体操作步骤如下：小鼠颈椎脱臼迅速取

出大脑，在冰浴后的PBS中清洗3遍，放于小鼠脑

模中均匀切片，分离出小鼠的海马组织 . 给分离的

组织加入500 μl预冷人工脑脊液，置于旋转混合仪

上孵育 30 min. 然后，在 4℃ 5 000 r/min 条件下离

心 5 min，取上清 100 μl 置于新的离心管 . 吸取

25 μl上清加入 25 μl ATP检测试剂，反应 10 min后

用酶标仪检测荧光信号强度 . 余下组织弃去所有上

清，加入 RIPA 细胞裂解液提取蛋白质 . 根据ATP

标准曲线计算样品中 ATP 含量，再用相应组织总

蛋白质含量均一化，得到该组织的ATP释放量 .

1.4.6 小鼠慢性抑郁模型建立

选取健康8周龄雄性小鼠作为实验对象，单笼

饲养 . 分别对小鼠进行以下刺激，每天随机两种刺

激，连续刺激 28 d. 刺激包括：4℃冷刺激，持续

1 h；20℃水强迫游泳刺激，持续 10 min；鼠笼旋

转或震动，持续1 h；50 ml离心管束缚，持续2 h；

剥夺食物和饮水，处理过夜；暴露在强光下，处理

过夜；昼夜颠倒；异味，处理过夜；频闪，照射过

夜；潮湿垫料，处理过夜；鼠笼倾斜45°，处理过

夜 . 模型建立完成后，检测小鼠抑郁类行为学，评

价模型是否成功 . 抑郁模型建立方法参考之前

文献［18］ .

1.4.7 小鼠行为学实验

行为学实验方法均参考之前文献，并做部分

调整［12］ .

a. 开放旷场实验 . 实验开始前 2 h 将小鼠转移

至实验房间使其适应环境 . 实验时将小鼠置于

32 cm×32 cm 空箱子中 （箱子表面铺一张 32 cm×

32 cm白色滤纸），启动程序记录小鼠在5 min内自

发活动情况，根据记录资料分析小鼠总的运动路程

和在中心区域的活动时间 . 每次更换小鼠之前更换

新的滤纸 .
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b. 高架十字迷宫实验 . 实验开始前 2 h 将小鼠

转移至实验房间使其适应环境 . 实验时将小鼠轻轻

放于迷宫中心区（且头部朝向开放臂），启动录像

装置，记录小鼠在迷宫中活动情况，根据记录资料

分析小鼠在开放臂的活动时间 . 每次更换小鼠之前

分别用乙醇和清水清理迷宫 .

c. 强迫游泳实验 . 实验前小鼠适应3 d，每天将

小鼠置于 20℃水中自由游泳 5 min.实验开始前 2 h

将小鼠转移至实验房间使其适应环境 . 实验时将小

鼠置于盛有20℃水的游泳杯（直径10 cm）中，实

验时间为6 min，启动程序记录后4 min内小鼠不动

的总时间 .

d. 糖水偏好实验 . 实验小鼠单只单笼饲养，实

验期间给予充足食物和水 . 适应期同时给小鼠提供

1瓶 1%蔗糖水和 1瓶纯水，饲养 3 d，每天更换水

瓶位置 . 实验期给予每只小鼠等量 1%蔗糖水和纯

水各1瓶，24 h后称重计算糖水偏好百分比（糖水

消耗量/总液体消耗量×100%）连续检测 7 d，取平

均值作为该小鼠糖水偏好程度值 .

1.4.8 统计分析

统计分析主要采用 Excel 软件和 GraphPad

Prism 8软件分析 .统计学差异检验使用双尾学生 t

检验或者单因素方差分析（one-way ANOVA） . 统

计结果以 x ± s 表示 . *P<0.05，**P<0.01 和***P<

0.001显示统计显著性 .

2 结果与分析

2.1 Calhm2 Q87A突变小鼠的制备与鉴定

小鼠的 calhm2基因位于小鼠的第 19号染色体

上 . 我们发现了位于该染色体上的 3个外显子，其

中第2外显子的起始密码子为ATG，第3外显子的

终止密码子为TAA，Q87位于第2外显子上 . 因此，

选取第2外显子作为靶点，通过同源定向修复将供

体寡核苷酸 （oligo） 中的 Q87A （CAG-GCG） 突

变位点引入到第 2外显子上（图 2） . Cas9 mRNA、

sgRNA和供体 oligo被共注射到受精卵中用于代孕

小鼠的生产 . 其子代通过 PCR和DNA 测序分析进

行基因分型 . 阳性基因的小鼠培养到下一代（F1），

子代再重复以上步骤进行基因分型，得到Calhm2

Q87A突变小鼠（图3） . 突变小鼠繁殖符合正常的

孟德尔遗传规律 .

2.2 Calhm2 Q87A突变小鼠海马原代星形胶质细

胞ATP释放下降

选取 24 h 内新生的状态良好的 Calhm2 Q87A

突变小鼠，并挑选同样年龄和状态的C57野生型小

鼠作为其对照组 .对这些小鼠进行脑组织的分离并

解离成单个的星形胶质细胞供实验使用 . 细胞培养

1周，细胞形态和密度达到实验标准后，检测两组

星形胶质细胞ATP的释放与产生，用 t检验比较两

组细胞之间是否具有显著性差异 . 结果表明，

Calhm2 Q87A突变小鼠的星形胶质细胞比对照组星

形胶质细胞ATP的释放下降（P<0.05），但是ATP

的产生水平无明显差异（P>0.05）（图4a、b） .

以上结果提示，Calhm2 Q87A 突变会影响

Calhm2作为ATP通道的功能从而引起星形胶质细

胞的 ATP 释放下降，但不会影响星形胶质细胞内

ATP的产生 .

Fig. 2 The partial gene sequence of calhm2
The upper panel is wild type (WT) Calhm2 sequence; the bottom panel is Calhm2 Q87A mutation sequence. The red box indicates the mutation site.
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2.3 Calhm2 Q87A突变小鼠的海马组织细胞外

ATP水平下降

为验证 Calhm2 Q87A 突变小鼠海马组织的

ATP 释放水平是否发生变化，分别选取 8 周龄的

Calhm2 Q87A突变雄性小鼠和野生型雄性小鼠各5

只，分成两组 . 对它们进行颈椎脱臼后迅速取出它

们的海马组织，然后检测海马组织的 ATP 释放水

平 . 通过 t检验比较，发现Calhm2 Q87A突变小鼠

海 马 组 织 ATP 释 放 水 平 较 野 生 型 小 鼠 下 降

（P<0.05）（图 5） . 此外，用相同的方法检测并分

析了 Calhm2 Q87A 突变小鼠海马原代神经元的

ATP 释放情况，发现 Calhm2 Q87A 突变小鼠海马

原代神经元的 ATP 释放与正常神经元相比无明显

差异（P>0.05），排除了神经元的ATP释放对海马

组织ATP释放的影响（图4c） .

这些结果表示，Calhm2 Q87A突变小鼠大脑海

马内的星形胶质细胞的 ATP 释放下降导致了海马

组织的ATP释放下降 .

Calhm2 Q87A
1 MAALIAENFR FLSLFFKSKD VMIFNGLVAL GTVGSQELFS VVAFHCPCSP 
51 ARNYLYGLTA IGVPALALFL IGVILNNHTW NLVAECAYRR AKNCSAAPNF 
101 LLLSSILGRA AVAPVTWSVI SLLRGEAYVC ALSEFVDPSS LTAGDKGFPP 
151 AHATEVLARF PCGEGPANLS SFREEVSRRL KYESQLFGWL LIGVVAILVF 
201 LTKCLKHYCS PLSYRQEAYW AQYRTNEDQL FQRTAEVHSR VLAANNVRRF 
251 FGFVALNKDD EELVAKFPVE GTQPRPQWNA ITGVYLYREN QGLPLYSRLH 
301 KWAQGLTGNG TAPDNVEMAL LTA 

Calhm2
1 MAALIAENFR FLSLFFKSKD VMIFNGLVAL GTVGSQELFS VVAFHCPCSP 
51 ARNYLYGLTA IGVPALALFL IGVILNNHTW NLVAECQYRR AKNCSAAPNF 
101 LLLSSILGRA AVAPVTWSVI SLLRGEAYVC ALSEFVDPSS LTAGDKGFPP 
151 AHATEVLARF PCGEGPANLS SFREEVSRRL KYESQLFGWL LIGVVAILVF 
201 LTKCLKHYCS PLSYRQEAYW AQYRTNEDQL FQRTAEVHSR VLAANNVRRF 
251 FGFVALNKDD EELVAKFPVE GTQPRPQWNA ITGVYLYREN QGLPLYSRLH 
301 KWAQGLTGNG TAPDNVEMAL LTA 

Fig. 3 The amino acid sequences of WT Calhm2 and Calhm2 Q87A mutation mice
Calhm2 is composed of 323 amino acids. We established a mouse line that carried calhm2 mutation by mutating amino acid 87 from glutamine to

alanine (Q87A).

Fig. 4 Measurement of ATP levels in primary cultured astrocytes and neurons
(a) Primary astrocytes were cultured in 96-well plates. After incubated in HBSS 30 min, the ATP level in supernatant was detected (n=7 per group).

(b) The supernatant of primary astrocytes was removed and the cells were lysed for intracellular ATP detection (n=7 per group). (c) Primary neurons

were cultured in 96-well plates. After incubated in HBSS 30 min, the ATP level in supernatant was detected (n=7 per group). The ATP value was

normalized to total protein. Data are presented as x ± s. *P<0.05; n.s., not significant, Student’s t test.
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2.4 Calhm2 Q87A 突 变 增 加 不 可 预 知 应 激

（CUMS）诱导的小鼠抑郁易感性

为探索海马组织的ATP释放下降是否影响小鼠

的行为表现，对小鼠进行行为学检测 . 为了研究

Calhm2 Q87A突变小鼠是否有运动功能障碍和焦虑

样行为表现，选取 15 只 8 周龄 Calhm2 Q87A 突变

小鼠为实验组，并以同样年龄和状态的同窝野生型

小鼠作为对照组 . 在开放旷场实验中，分别统计两

组小鼠在5 min之内的运动距离以及在中心区域的

时间，并用 t检验进行比较和分析，发现两组小鼠

的运动距离以及它们在中心区域的时间均无明显差

异（P值均大于0.05）（图6a） . 在高架十字迷宫实

验中，用同样的方法分别比较两组小鼠在5 min之

内进入开放臂的次数以及在中心区域和开放臂的时

间，发现两组小鼠的上述数据均无明显差异（P值

均大于 0.05）（图 6b） . 这些结果提示，Calhm2

Q87A突变小鼠没有运动功能障碍以及焦虑样行为

表现 .

强迫游泳和糖水偏好实验是检测小鼠抑郁样行

为的重要实验 . 对这批小鼠进行强迫游泳实验和糖

Fig. 6 Behavioral tests of Calhm2 Q87A mutation mice
(a) In the open field test (OFT), the total motional distance (left panel) and time spent in the center region (right panel) were recorded and analyzed

(n=15 per group). (b) In the elevated plus maze (EPM) test, the open arms entries (left panel) and the time spent in the open arms and center region

(right panel) were recorded and analyzed (n=15 per group). (c) In the force swimming test (FST), the total immobility time was recorded and analyzed

in the last 4 min during 6 min of the test (n=15 per group). (d) In the sucrose preference test (SPT), the proportion of sucrose consumption within a

day (n=15 per group). (e) FST after CUMS (n=7 per group). Data are presented as x ± s. *P<0.05, **P<0.01; n.s., not significant, Student’s t test

(a-d) or one-way ANOVA analysis (e).

Fig. 5 The extracellular ATP levels of hippocampal slice
The hippocampus from 8-weeks old WT and Calhm2 Q87A mutation

mice were isolated and incubated in artificial cerebrospinal fluid

(ASCF) for 30 min. After centrifugation, the supernatants were

collected and used for ATP measurement (n=5 per group). The ATP

value was normalized to total protein. Data are presented as x ± s.

*P<0.05, Student’s t test.
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水偏好实验，并用 t检验分别分析两组小鼠在强迫

游泳实验中的不动时间以及在糖水偏好实验中对糖

的偏好值，发现两组小鼠的不动时间以及对糖的偏

好值均无明显差异 （P 值均大于 0.05），说明

Calhm2 Q87A 突变小鼠没有抑郁样行为特征（图

6c、d） .

为了进一步确认该突变小鼠是否对压力诱导的

抑郁样行为易感，选取同窝、数量相同、状态相近

的8周龄Calhm2 Q87A突变小鼠和野生型小鼠，分

别给予CUMS处理来诱导抑郁样行为，28 d后进行

强迫游泳实验 . 首先用单因素方差分析分别比较

CUMS 处理前后的野生型小鼠及 Calhm2 Q87A 突

变小鼠在强迫游泳实验中的不动时间，结果显示

CUMS 处理的野生型小鼠和 Calhm2 Q87A 突变小

鼠的不动时间都较非 CUMS 处理组增加 （CUMS

WT 组与非 CUMS WT 组比 P<0.05；CUMS Q87A

组与非 CUMS Q87A 组比 P<0.01），证实小鼠抑郁

模型建立成功 . 通过单因素方差分析比较CUMS处

理后的 Calhm2 Q87A 突变小鼠和野生型小鼠在强

迫游泳实验中的不动时间，发现 CUMS 处理后的

Calhm2 Q87A 突变小鼠的不动时间高于 CUMS 处

理后的野生型组小鼠 （P<0.05），提示 Calhm2

Q87A 突变小鼠对 CUMS 诱导的抑郁样行为易感

（图6e） .

这些结果提示，在正常情况下，Calhm2 Q87A

突变小鼠大脑内的 ATP 释放下降并不会导致小鼠

出现抑郁样表型 . 但是当处在外界压力刺激条件

下，Calhm2 Q87A突变小鼠比正常小鼠更容易产生

抑郁样表型 .

3 讨 论

本研究是在实验室前期工作的基础上，对

Calhm2 Q87A 突变在体功能的探索，证实了

Calhm2 Q87A突变通过影响Calhm2的ATP释放功

能，引起小鼠大脑海马组织的 ATP 释放下降，最

终增加小鼠抑郁样行为发生的易感性 .

从分子与细胞层面上看，抑郁症被认为是基于

神经胶质的突触功能障碍，因为它与星形胶质细胞

功能低下所致的突触功能异常如突触传递有着密切

联系［19］ .

在正常情况下，ATP不仅可以作为细胞内的能

量传递介质，还可以作为神经细胞间的信号传递递

质［20］ .在中枢神经系统中，ATP可以通过胞吐和非

胞吐机制从神经胶质细胞（主要是星形胶质细胞）

中释放出来［9］ . 这部分ATP可以作为神经胶质递质

与突触上的 P2X2 受体结合，维持突触的正常功

能［9，21-23］ . 细胞外 ATP 的减少会损害突触的功能，

进而引起小鼠抑郁样症状的发生，而 ATP 的补充

可以挽救抑郁样症状［9，24］ . 同时，敲低P2X2受体

可以抑制 ATP 的抗抑郁作用［9］ . 然而，病理情况

下，如大脑内的细胞死亡或星形胶质细胞的过度激

活导致大脑内 ATP 水平的异常升高，ATP 也会与

ATP结合亲和力较小的位于小胶质细胞上的P2X7

受体结合（P2X2受体的ATP结合亲和力是P2X7受

体的100倍），继而上调 IL-1β、caspase-1和NLRP3

等促炎因子，介导神经炎症和神经毒性［25-28］ .

本实验室之前的工作已经证实，Calhm2可以

作为星形胶质细胞上的 ATP 通道，维持正常的神

经元功能［12］ . 当Calhm2敲除时，细胞外的ATP水

平下降引起突触可塑性受损，最终导致小鼠的抑郁

样行为［12］ . Calhm2敲除引起的小鼠抑郁样行为可

以通过氟西汀的治疗或 ATP 的补充改善，并且未

在 Calhm2 敲除小鼠体内观察到神经炎症相关表

现［12，29］ . 因此，认为Calhm2 敲除引起小鼠ATP释

放下降所致的抑郁样症状是基于 ATP 的神经胶质

递质功能，而与神经炎症无关 . 而本工作发现，

Calhm2 Q87A突变小鼠并未表现出抑郁样症状 . 通

过比较Calhm2 Q87A突变和Calhm2 敲除对星形胶

质细胞 ATP 释放的影响程度，发现 Calhm2 Q87A

突 变 对 ATP 释 放 的 影 响 程 度 较 小 . 这 表 明 ，

Calhm2 Q87A突变对小鼠大脑神经元的功能影响较

小，还不足以导致小鼠的抑郁样表型，但证实

Calhm2 Q87A突变增加了小鼠在压力刺激条件下的

抑郁样行为易感性 . 同时，Calhm2 Q87A突变小鼠

未表现出焦虑样表型，与Calhm2敲除小鼠的这一

表型是一致的［12］ .

Calhm2 Q87A 突变作为 Calhm2 的一个氨基酸

位点突变，会明显影响 Calhm2 的 ATP 释放功能，

提示了Q87氨基酸位点的重要性 . 本实验室在之前

的工作通过体外细胞系实验证实了 Calhm2 Q87A

突变和L132A突变会影响Calhm2的钙离子调节和

ATP 释放功能，但是 Q87A 突变的影响程度更

大［12］ . 结合最近发表的Calhm2结构相关文章，可

知Q87和L132位于细胞跨膜区域，但Q87更接近

细胞内侧位置［14］ . 由此推测细胞内的 ATP 更容易

与 Q87 位点接触然后启动 ATP 释放 . 由于 Calhm2

是一个 ATP 通道蛋白，所以它的功能改变只会影

响ATP的释放而不会影响ATP的产生 . 星形胶质细
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胞释放的 ATP 是中枢神经系统中细胞外 ATP 的主

要来源，我们在证实 Calhm2 Q87A 突变导致星形

胶质细胞ATP释放下降的同时，验证了该突变对神

经元的 ATP 释放无影响，还发现 Calhm2 Q87A 突

变小鼠海马组织的ATP释放下降 . 这表明星形胶质

细胞的ATP释放下降导致海马组织ATP释放下降 .

就目前在动物水平的研究结果来看，基于Calhm2

介导 ATP 释放，参与抑郁症的发生发展，我们认

为，临床抑郁症患者中Calhm2的突变或表达水平

是值得深入研究的 .

综上所述，本研究工作进一步证实了Calhm2

作为ATP通道的功能以及在抑郁症发生发展中的重

要意义，提示Calhm2可能是治疗抑郁症和减轻抑

郁症易感性的重要靶点 .
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Calcium Homeostasis Modulator 2 Q87A Mutation Promotes Depression
Susceptibility*
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Abstract Calcium homeostasis modulator 2 (Calhm2) is involved in the modulation of Ca2+ activity and ATP

release. Our previous work has demonstrated that Calhm2 plays a crucial role in the progression of depression by

regulating the astrocytic ATP release. In order to further explore the role and mechanism of Calhm2 in the

development of depression, we firstly predicted the ATP binding site (glutamine, amino acid 87) of Calhm2, and

established a mouse line that carried calhm2 mutation by mutating the glutamine to alanine (Q87A). Secondly, by

using the primary culture of astrocyte and ATP detection analysis, we found that Calhm2 Q87A mutation resulted

in a significant decrease of ATP release in astrocytes. Furthermore, we found that the ATP release decreased in

hippocampal slice from Calhm2 Q87A mutated mice. Importantly, Calhm2 Q87A mutated mice showed a higher

susceptibility to develop depression-like symptoms than that of wild type mice when exposed to chronic

unpredictable mild stress (CUMS). Taken together, we identified that Q87 site is important for Calhm2-mediated

ATP release in astrocytes and this point mutation of Calhm2 promotes depression susceptibility induced by stress

in mice. The present work further defines the molecular mechanism of Calhm2 in the development of depression,

with the implication of a potential avenues for the diagnosis and therapeutics of depression-related diseases.
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