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脑不对称性对 Balb/ c 小鼠海马 IL26 水平的
影响 3

罗燕玲　李康生33

汕头大学医学院微生物学及免疫学教研室 , 广东 汕头 515031

摘 　要 　研究了 Balb/ c 小鼠海马内细胞因子白细胞介素26 (interleukin26 , IL26) 含量与脑不对称的关系。实验采

用伸爪取食法将小鼠区分为左利、右利和双利鼠 , 分别于腹腔注射细菌脂多糖 (Lipopolysaccharide , L PS) 或无

菌生理盐水 (Saline , NS) , 2 h 后快速断头 , 冰上快速分离两侧海马 , 制备海马脑组织匀浆 , 用 EL ISA 法测定海

马中 IL26 蛋白含量。结果表明 : 正常对照组中海马 IL26 水平为右利鼠明显高于左利鼠 ( P = 01001) , 左利鼠又

明显高于双利鼠 ( P = 01001) , 两侧海马之间无明显差别 ; 注射 L PS 2 h 后 , 海马 IL26 总体水平没有变化 , 只在

右利小鼠右侧海马 IL26 含量明显升高 ( P < 0105) , 明显高于左利 ( P < 01001) 和双利 ( P < 01001) , 双利 Balb/

c 小鼠两侧海马 IL26 水平明显低于右利和左利小鼠。上述结果提示 , 在正常生理状态下及 L PS 刺激后引起的海

马 IL26 水平变化均与脑不对称性有关 [动物学报 50 (5) : 765 - 769 , 2004 ]。
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Brain lateralization influence interleukin26 levels in the hippocampus of Balb/ c mice 3

L UO Yan2Ling , L I Kang2Sheng33

Department of Microbiology and Immunology , Shantou University Medical College , Shantou 　515031 , Guangdong , China

Abstract 　We studied cytokine interleukin26 ( IL26) levels in the hippocampus of Balb/ c mice with brain lateralization.
Using paw preference tests , the right2pawed , left2pawed and ambidextrous mouse model was established. Two weeks af2
ter the session of pawed preference testing , each mouse in the lipopolysaccharide (L PS) group was injected intraperitonally
with 5μg L PS dissolved in 015 ml saline. Each mouse in the control group was injected with 015 ml saline only. The
mice were sacrificed by decapitation 2 h after the injection of L PS or saline. The whole left and right hippocampus were
rapidly removed and separated on ice , then quickly frozen on dry ice. All samples were stored at - 70 ℃until the time of
homogenization. Each hippocampus was weighed and homogenized in 0101 mol phosphate2buffered saline (4 ℃ 1∶10 ,
weight/ volume) . The homogenate was centrifuged (10 000 r/ min , 15 min , 4 ℃) , and the supernatant was stored at
- 70 ℃. The IL26 levels of tissue homogenates were measured using mouse IL26 enzyme2linked immunosorbent assay
( EL ISA) kits purchased from Pharmingen. In saline treated mice , there were significantly differences among the three
groups : IL26 level in hippocampus of right2pawed group was higher than that of left2pawed group ( P = 01001) , and IL2
6 level of left2pawed group was higher than that of ambidextrous mouse group ( P = 01001) . There were no significantly
differences between bilateral hippocampus. In L PS treated mice , total IL26 level of Balb/ c mice had no change , but the
IL26 level in right hippocampus of right2pawed increased significantly compared with that in right hippocampus of left2
pawed ( P < 01001) and ambidextrous mice ( P < 01001) . The results indicate that IL26 levels in hippocampus of physio2
logical condition and in bilateral hippocampus after treatment of L PS are correlated to brain lateralization [ Acta Zoologica
S inica 50 (5) : 765 - 769 , 2004 ] .
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　　脑不对称是生物界多样性的表现之一 (Neveu

et al. , 1998a) 。按用手的习惯可以把动物分为左利

手者、右利手者和双利手者。手不对称是脑不对称

的表现 , 一般认为左利手者为右优势脑 , 右利手者

为左优势脑 , 双利手者两侧脑无明显优势。用原位

杂交检测到细胞因子白细胞介素26 ( IL26) 在大脑

皮层和海马密度最高 , 说明 IL26 在皮层和海马神

经元的分化和功能中起重要作用 ( Gadient and Ot2
ten , 1994) 。本室前阶段工作表明大脑皮层 IL26 与

脑不对称有关 ( Fu and Li , 2001 ; Fu et al. ,

2003) , 那么大脑皮层下重要结构海马 IL26 含量是

否也存在左右侧不对称的现象 ? IL26 总体水平及

左右侧不对称的现象在左利者、右利者和双利者之

间是否一致 ? 在生理病理情况下海马细胞因子有无

变化 ? 为了深入研究这些问题 , 我们建立了 Balb/ c

小鼠脑不对称模型 , 测定了正常生理状态和 L PS

刺激模拟临床革兰氏阴性菌感染机体免疫系统受到

应激的状态下海马中 IL26 含量的变化 , 探讨了海

马 IL26 水平与脑不对称的关系。

1 　材料与方法

111 　脑不对称动物行为学检测

Balb/ c 健康小鼠 , 雌性 , 4 周龄 , 清洁级 , 由

上海西普尔必凯动物实验有限公司供应。每笼 5

只 , 自由饮水取食 , 每天保持 12 h 明暗环境。小

鼠适应环境 1 周后经伸爪取食法按右利分 ( Righ

paw entry , RPE ) 给每只小鼠评分 , 每只小鼠共

评分 4 次 , 第 1 次为训练 , 不计分 ; 后 3 次按平均

右利分计算 , 将小鼠区别为左利鼠、右利鼠和双利

鼠 3 组 , 具体方法参见文献 (高明霞等 , 2000) 。

伸爪取食试验及杀鼠均在上午 9 : 00 时进行。

Balb/ c 小鼠共 81 只 , 用伸爪取食法区分出左利小

鼠 33 只 ( RPE 在 0 - 20 之间) , 右利小鼠 36 只

(RPE 在 30 - 50 之间) , 双利小鼠 12 只 ( RPE 在

21 - 29 之间) 。随机选取左、右利鼠各 12 只 , 双

利鼠 12 只全部用于实验。左利小鼠的 RPE 主要在

(1 - 15 ) 之间 , 右利小鼠的 RPE 在 (35 - 50 ) 之

间 (图 1) 。行为测试 3 次一致率为 80 % , 2 次一

致率为 9617 %。

112 　海马匀浆液的制备

脑不对称动物行为学检测 1 周后将左利鼠、右

利鼠和双利鼠随机分为 L PS 组和正常对照组 , L PS

组每只小鼠以L PS 5μg/ 015 ml NS、正常对照组以

015 ml NS 腹腔注射。2 h 后快速断头 , 迅速分离

出左右双侧叶海马 , 加入 10 倍体积的 4 ℃ PBS 缓

冲液 , 充分研磨制备小鼠海马匀浆液 , 10 000 g ,

4 ℃离心 15 min , 取上清 - 70 ℃保存待测。

图 1 　Balb/ c 小鼠 RPE ( Right pa w entry) 分布

Fig11 　Distribution of pa w preference in the population of

Balb/ c female mice

Paw preference is represented as the RPE scores.

113 　海马匀浆液 IL26 的检测

用双抗体夹心 EL ISA 法检测 , 使用 IL26

EL ISA 试剂盒 ( Pharmingen 公司) , 按说明书使

用 : 100μl 第一抗体 (1∶250) 包被 EL ISA 测定

板 , 4 ℃, 过夜 ; 洗板 3 次 ; 10 %胎牛血清封闭

1 h ; 洗板 3 次 ; 100μl 标准样品或待测样品加入

上述各孔 ; 振荡 1 min , 封板膜封板 , 室温孵育 2

h ; 用洗涤液洗板 5 次 ; 100μl 链霉素化 HRP 连接

的标记第二抗体加入各孔 , 室温孵育 1 h ; 洗板 7

次 ; 100μl 预先混匀的 TMB 和 H2O2 溶液加入各孔。

室温避光孵育 30 min ; 每孔再加入 2 mol 硫酸溶液

50μl 终止反应 ; 在酶标读数仪 (Bio2Rad , 35502UV

型) 上读取吸光度 A 值 (测定波长 A 值2参考波长

A 值) : 测定波长 450 nm , 参考波长 570 nm , A 值

用 SPSS软件绘出标准曲线 , 计算各样本的值。

114 　统计结果

用 SPSS 软件对左右侧海马 IL26 独立样本 t 检

验 , 各组间进行两因素方差分析 , 各组内进行单因

素方差分析 (ANOVA) , 方差齐者应用最小显著

差法 (L SD) , 方差不齐者应用 Dunnett’s T3 法进

行检验 , P < 0105 为差异有显著性。

2 　结　果

211 　正常生理组小鼠海马 IL26 含量
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图 2 　脑不对称 Balb/ c 小鼠两侧海马 IL26 蛋白水平

Fig12 　IL26 levels of bilateral hippocampus in brain lateral Balb/ c mice

n = 6 . 3 : P < 0105 . 333 : P < 01001

图 3 　LPS刺激前后 Balb/ c 小鼠海马 IL26 蛋白水平变化

Fig13 　IL26 levels of hippocampus in Balb/ c mice before and after LPS injection

n = 6 ; 33 P < 0101 , 333 P < 01001.

对生理状况下 Balb/ c 小鼠海马匀浆液中 IL26

含量进行三因素方差分析显示 : IL26 水平与脑不

对称有关 ( P = 01000) , 正常对照组左右两侧海马

IL26 水平均为右利 > 左利 > 双利 , 显著性检验为

右利 > 双利 ( P < 0105) (图 2) 。右利、左利小鼠

左侧与右侧海马比较 , 虽然 IL26 水平差别无统计

学意义 , 但趋势均为左侧高于右侧 ; 而双利为右侧

高于左侧 (图 2) 。生理状况下海马中 IL26 总体水

平为右利 > 左利 ( P = 01001 ) > 双利 ( P =

01001) (图 3) 。

212 　LPS注射后海马 IL26 含量变化

对 L PS 刺激 2 h 后 IL26 水平进行三因素方差

分析 : 行为不对称与两侧海马无交互作用 , F2 ,60

= 01160 , P = 01852 , 脑不对称与 L PS 处理无交互

作用 , F2 ,60 = 01935 , P = 01398 , 两侧海马与 L PS

处理有交互作用 , F1 ,60 = 51994 , P = 01017。

在行为不对称组中海马 IL26 水平也是右利 >

左利 > 双利 ( P < 0105) , 以右侧海马变化最为明

显 , 右侧海马 L PS 刺激后统计学显示为 : 右利 >

左利 ( P < 01001) > 双利 ( P < 01001) (图 2) 。

L PS 刺激后右利、左利小鼠两侧海马 IL26 水

平变化趋势为左侧降低 , 右侧升高 , 以右利小鼠右

侧海马升高最为显著 ( P < 0101) (图 2) 。

L PS 刺激后右利、左利和双利小鼠海马 IL26
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总体水平为右利 > 左利 ( P = 01001 ) > 双利

( P = 01001) (图 3) 。

在不考虑脑不对称因素时 , Balb/ c 小鼠两侧海

马 L PS 刺激前后无明显变化 (表 1) 。

表 1 　Balb/ c 小鼠两侧海马 IL26 蛋白水平变化

Table 1 　IL26 levels of bilateral hippocampus in Balb/ c mice

n 正常组 (Normal) L PS 组 (L PS) P 3

左侧海马
(Left hippocampus)

18 41627 ±01919 41055 ±01691 01625

右侧海马
(Right hippocampus)

18 31459 ±01548 51207 ±01809 01084

3 : Balb/ c 小鼠两侧海马 IL26 在正常组和 L PS 组之间的比较。

3 : Compared between normal and L PS treated mice in bilateral hip2

pocampus.

3 　讨　论

通过伸爪取食实验可将小鼠分为左利、右利和

双利三种行为不对称动物。不同种系的小鼠有着不

同的行为不对称分布模式 : C57BL/ 6 小鼠的分布

模式呈 U 型 , 即大多数小鼠是左利或右利 , 仅有

少数是双利 (Neveu , 1996) ; C3H 小鼠大致呈正态

分布 ; NZB 小鼠则有多种分布模式。我们的实验

结果显示 Balb/ c 小鼠行为不对称分布模式大致呈

U 型 , 左利和右利鼠占了近 80 % , 且极左和极右

利小鼠较多 , 左利鼠和右利鼠的数量大致相同 , 其

分布模式与 C57BL/ 6 较接近。这表明小鼠行为不

对称的分布模式可能与其遗传背景有关 , 种系不同

其行为不对称分布模式亦可能不同。

脑结构和功能的不对称是普遍存在的生物学现

象。狭义的脑不对称是指个体大脑左右两侧半球在

解剖结构、递质分泌及功能上具有异质性。广义的

脑不对称是指同一物种中不同个体的大脑在解剖结

构、递质分泌及功能等方面的不同及其受大脑影响

的其他系统功能的异质性。大脑功能的不对称研究

起于 1861 年 Paul Broca 报道一个左侧大脑某区域

损伤的病人患了失语症 , 之后的研究证明左右侧大

脑半球具有不同的功能分区。除了大脑皮层 , 成对

的神经内分泌器官如下丘脑、边缘系统和肾上腺也

是以不对称的方式行使功能的 ( Gerendai and Ha2
lasz , 2001) 。自从 20 世纪 80 年代 Geschwind and

Galaburda (1985) 报道左利者有较高的自身免疫性

疾病的发病率后 , 脑不对称的概念扩展到了群体水

平 , 手功能不对称是脑不对称的反映 , 由于神经内

分泌免疫网络的存在 , 研究者通过脑不对称动物模

型研究发现左利、右利和双利动物有着不同的神经

内分泌及免疫学特征 (Neveu et al. , 1989 , 1997 ,

1998a) 。我室前期的工作表明 , 腹腔注射 L PS 后 ,

小鼠血浆 IL21β, IL26 , CS , TNF2α, NO ( Gao et

al. , 2000) 水平的变化及大脑皮质 IL21β, IL26 含

量 ( Fu and Li , 2001) , 小鼠单核巨噬细胞 IL21β,

NO 的产生均与脑不对称有关 , 即它们的产生水平

在左利、右利和双利小鼠中均有明显的差异 , 说明

脑不对称与 HPA 轴2Mo/ M<调节有关 ( Gao et al. ,

2002) ; 我室工作还提示大脑皮层 IL21β、IL26 水

平与脑不对称有关且有可能参与调节 HPA 轴功能

活动。

80 年代以来的研究发现 , 海马中的细胞因子

IL26 可保护海马神经元 , 使其免受兴奋性神经递

质谷氨酸引起的细胞死亡 , 而一向认为具有神经营

养作用的神经生长因子却无此作用 ( Yamada and

Hatanaka , 1994) ; IL26 可增加海马中 52羟色胺、

多巴胺神经递质的活性 ( Zalcman et al. , 1994) ;

长时程增强可以引起海马内 IL26 升高约 20 倍 , 说

明 IL26 参与了海马的学习记忆功能 (Jankowsky et

al. , 2000) ; 海马内注射 IL26 可引起前列腺素 E2

的分泌增加 , 后者参与了海马的炎症反应和早老性

痴呆的发病过程 (Ma and Zhu , 1997) 。以上研究

结果说明海马中的细胞因子 IL26 参与了许多生理

和病理的过程 , 在维持海马的功能和结构中具有重

要的作用。

我们的试验结果显示 : 脑不对称与海马细胞因

子 IL26 的水平有关。在生理状况下左利、右利和

双利小鼠海马中的 IL26 水平就存在着明显的差异 ,

表现为 : 右利明显高于左利 , 左利明显高于双利 ,

双利 Balb/ c 小鼠海马中的 IL26 水平比右利低了

4 - 5倍。L PS 刺激前后海马 IL26 蛋白水平变化虽

然没有明显的统计学差异 (可能是我们使用 L PS

的剂量偏少所致) , 但我们可以看到 IL26 水平在两

侧海马的比例发生了变化 : 刺激前右利小鼠、左利

小鼠两侧海马 IL26 的趋势均为左侧高于右侧 , 双

利为右侧高于左侧 ; 刺激后右利、左利小鼠两侧海

马 IL26 水平变化趋势为左侧降低 , 右侧升高 , 特

别是右利小鼠右侧海马 IL26 水平明显升高。左利、

右利和双利小鼠海马 IL26 在正常生理状况下及

L PS 刺激后均有明显的差异 , 说明脑不对称影响到

了右侧海马 IL26 的生理分布及右侧海马对 L PS 的

反应性。目前我们对 L PS 注射引起 IL26 在两侧海

马分布改变的机理还不是很清楚 , 可能是与皮质激
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素受体在海马的不对称分布有关 ( Morrow et al. ,

1993 ; Neveu et al. , 1998b) 。本室的研究发现 : 左

利、双利 Balb/ c 小鼠海马细胞因子 IL26 水平在生

理和 L PS 刺激后均低于右利小鼠 , 且 L PS 刺激后

右利小鼠右侧海马 IL26 水平明显升高。本工作初

步揭示了脑不对称性可在分子水平影响海马的细胞

因子 IL26 的分布 , 由于 IL26 在海马中具有复杂的

生物学效应 , 脑不对称性对神经免疫内分泌网络的

影响还与动物的种属、品系、性别及年龄等因素有

关 , 脑不对称性与神经免疫内分泌之间的关系及生

物学意义尚有待进一步阐明。
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