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摘要：利用前额叶脑区过量表达β钙离子／钙调素依赖的蛋白激酶ＩＩ（βＣａＭＫＩＩ）的蛋白修饰转

基因小鼠，研究βＣａＭＫＩＩ对小鼠工作记忆的影响．ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，转基因小鼠前额叶脑

区的βＣａＭＫＩＩ过量表达．在修饰的水迷宫实验中，与对照组相比，转基因小鼠的逃避潜伏期没

有发生明显变化．此外，在Ｔ迷宫实验中，转基因小鼠的正确率与对照组的正确率也基本相同．

由此推测，βＣａＭＫＩＩ的过量表达对于前额叶皮层依赖的工作记忆没有明显的影响．
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０　引　　言

学习和记忆作为脑的高级功能之一，对于动物与人类的生存极为重要．大量的研究表

明，前额叶皮层在人和啮齿类动物的工作记忆［１，２］、情绪记忆［３］、注意力调节［４，５］和行为抑

制［６，７］中起着重要作用．ＮＭＤＡ受体在神经回路的形成及学习记忆过程中起着重要的作用，

是影响前额叶皮层功能的一类重要的兴奋性离子通道［８］．ＣａＭＫＩＩ是ＮＭＤＡ受体的一个重

要下游分子，当ＮＭＤＡ受体通道开放时，大量Ｃａ２＋内流入神经元突触后膜，激活与ＮＭＤＡ

受体中ＮＲ２Ｂ亚基胞内端相互作用的ＣａＭＫＩＩ
［９］，从而调节突触可塑性和学习与记忆能力．

ＣａＭＫＩＩ有四种亚基，分别为α，β，δ和γ，脑中表达的ＣａＭＫＩＩ由α和β两种亚基组

成［１０］．近年来有大量关于α亚基与学习记忆作用的研究
［１１，１２］，而对β亚基作用的研究较少．

有研究表明，α和β亚基的比例决定了ＣａＭＫＩＩ全酶的生化功能
［１３］．２００７年 Ｍｉｎ等研究认

为β亚基在海马齿状回过量表达会降低小鼠的突触可塑性并影响记忆的巩固过程
［１４］．为了

探讨β亚基对前额叶皮层依赖的工作记忆的作用，本文利用βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ蛋白修饰转基

因小鼠，进行了Ｔ迷宫和改良的水迷宫
［１５］任务测试，以检测上调βＣａＭＫＩＩ对工作记忆的

影响．

１　材料与方法

１．１　实验小鼠

从美国普林斯顿大学引进的前脑区βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ蛋白修饰转基因Ｃ５７／Ｂ６小鼠，该

转基因小鼠使用αＣａＭＫＩＩ启动子，使外源修饰过的βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ可在前脑表达．外源表

达的βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ 可在与 ＡＴＰ 绑定位点结合后被特异性抑制，其功能与内源性

βＣａＭＫＩＩ相同，而药物 ＮＭＰＰ１不会影响内源性βＣａＭＫＩＩ的活性
［１４］．将βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ

蛋白修饰转基因Ｃ５７／Ｂ６小鼠与普通Ｃ５７／Ｂ６小鼠杂交繁殖后，用鼠尾ＤＮＡ基因型检测方

法鉴定出转基因小鼠（Ｔｇ）．在华东师范大学脑功能基因组学研究所实验中心饲养．每笼３～

６只，自由进食、饮水，自动光控（间隔１２ｈ，昼夜交替）．室温（２２±２）℃，相对湿度５０％～

６０％．行为学实验小鼠为３月龄，雄性，所有实验均在９：００～１８：００完成．

１．２　主要设备

高速冷冻离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ）；台式冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳仪

（Ｂｉｏｒａｄ）；ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪；恒温摇床等．小鼠自发活动开场实验观察箱及其追踪分析系

统购买自美国ＣｏｕｂｏｕｒｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司．小鼠水迷宫及其追踪分析系统购买自美国Ｃｏｕ

ｂｏｕｒｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司．

１．３　方法

１．３．１　突触小体蛋白的提取

方法参照ＧＲＡＹＥ等
［１６］，选取６月龄转基因及同窝野生型小鼠各１５只，快速断头，按

小鼠脑图谱标示，冰上迅速取出前额叶皮层，保存于液氮中．取样品，在４ｍＬＡ 溶液

（５ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ，３２０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖，ｐＨ７．４）中用匀浆器充分研磨至均匀．将匀浆液转入

５０ｍＬ离心管，加Ａ溶液至１０ｍＬ，４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，得沉淀Ｐ１和上清液Ｓ１．吸

取Ｓ１置冰上．在沉淀Ｐ１中加４ｍＬＡ溶液重悬，４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，得沉淀Ｐ１’和

上清液Ｓ１’．弃沉淀，将Ｓ１’与Ｓ１合并，于４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，得沉淀Ｐ２．将Ｐ２
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重悬于２～３ｍＬＡ溶液中．将重悬液缓缓加至Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心液（用Ａ溶液配制，质量

体积比为上层７．５％，下层１２％）上层．４℃，２４６００ｒ／ｍｉｎ高速离心１ｈ．离心后得到分层溶

液，中间层即为突触蛋白．小心吸出，加５ｍＬＫｒｅｂ溶液（１４５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＫＣｌ，１．２ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ，１．２ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖，

２０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ，使用前加入ＣａＣｌ２ 至终浓度为１．２ｍｍｏｌ／Ｌ），４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ．沉淀重悬于裂解液（２５ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ，ｐＨ７．４，１０ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＤＴＴ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）备用．

１．３．２　蛋白质印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）

ＢＣＡ法测定样品总蛋白浓度，样品液中加入５×蛋白上样缓冲液（购自碧云天公司）．

１００℃煮沸５ｍｉｎ使蛋白质变性．配制ＳＤＳ变性聚丙烯酰胺凝胶（８％分离胶和５％浓缩胶），

每孔上样３０μｇ，１００Ｖ恒压电泳２ｈ．使用ＮＣ膜４℃，１００Ｖ恒压转膜４５ｍｉｎ．室温下将膜用

５％脱脂奶粉ＴＢＳＴ（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，１４０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，３ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，０．０５％ Ｔｗｅｅｎ

２０）封闭１ｈ；ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ．加一抗稀释液（１∶２０００，购于美国Ｚｙｍｅｄ公司），

４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ．辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记二抗室温孵育ＮＣ膜

１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ．化学发光法显影（显影试剂购自博齐科技有限公司），用Ｂｉｏ

Ｒａｄ凝胶成像仪拍摄后作光密度值分析．

１．３．３　开场实验（Ｏｐｅｎｆｉｅｌｄ）

将小鼠放入四周透明的开放场箱中心，应用美国 ＣｏｕｂｏｕｒｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司 Ｔｒｕｅ

ｓｃａｎ开场实验追踪分析系统记录活动总时间（ｓ），记录１５ｍｉｎ．每只实验结束后用７５％的酒

精将箱底及四壁清理干净，去除前一只小鼠的气味，以避免气味干扰．

１．３．４　Ｔ迷宫实验（Ｔｍａｚｅ）

Ｔ迷宫是检测啮齿类动物空间工作记忆的一种经典行为学方法，与前额叶皮层功能相关．

小鼠节食至原体重８５％．训练前，抚摸小鼠并将其放入Ｔ迷宫适应１０ｍｉｎ，在迷宫两臂

碗里放入食物，待小鼠取食完毕后将其取出．

训练实验　每一个ｔｒｉａｌ包括两个部分：ｆｏｒｃｅｄｒｕｎ和ｔｅｓｔｒｕｎ．ｆｏｒｃｅｄｒｕｎ小鼠只能随

机进入一臂获取食物．取食完毕，立即取出．用酒精清洗去除气味．Ｔｅｓｔｒｕｎ两臂全部打开，将

小鼠放入开始臂中，若小鼠选择未曾进入的臂，为正确选择，给予食物奖励；若重复进入相同的

臂，则为错误选择，不给予食物．每天进行４个ｔｒｉａｌ，取平均值作一次统计，２ｄ为１个ｂｌｏｃｋ，分

别计算转基因与野生型小鼠的正确率．当平均正确率都达到８５％以上，训练阶段结束．

测试实验　延长ｆｏｒｃｅｄｒｕｎ和ｔｅｓｔｒｕｎ之间的时间间隔至１ｍｉｎ和３ｍｉｎ，分别计算转基

因与野生型小鼠的正确率．所有实验都在小鼠基因型未知的条件下进行．

１．３．５　水迷宫工作记忆测试 （Ｗａｔｅｒｍａｚｅ）

实验历时４ｄ，每天训练４个ｔｒｉａｌ．平台的位置每天变化，位于不同象限中．在１ｄ４个

ｔｒｉａｌ的训练中，平台位置保持不变．小鼠随机选择４个入水点入水．记录小鼠寻找并爬上平

台所需时间，即逃避潜伏期．如在６０ｓ内未找到平台，将其引至平台，逃避潜伏期记为６０ｓ；小

鼠在平台上停留２０ｓ．所有实验都是在小鼠基因型未知的条件下进行．

１．４　统计分析

组间比较采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡｓ进行检验，犘＜０．０５为显著性差异．数据均采用ｍｅａｎ

±Ｓ．Ｅ．Ｍ表示．
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２　结　　果

２．１　蛋白质印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）结果

实验结果用光密度值做分析，管家蛋白βａｃｔｉｎＯＤ 值分别为：转基因６７９６．７±

１０３６．８，野生型７７８０±１６０．９；βＣａＭＫＩＩ蛋白 ＯＤ值分别为：转基因１３８００±５００，野生型

９８８０±４７７．９．以管家蛋白为内参，比值分别为：转基因１．９２３±０．２８；野生型１．１４±０．１３．两

者有显著性差异（见图１，犉（１，６）＝６．４４３，犘＜０．０５）．蛋白质印迹实验结果表明βＣａＭＫＩＩ

Ｆ９０Ｇ蛋白修饰转基因小鼠前额叶突触上βＣａＭＫＩＩ蛋白相对于野生型小鼠是过量表达的．

图１　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ中，βＣＡＭＫＩＩ在前额叶脑区的表达量

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβＣＡＭＫＩＩｉｎｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ

注：犘＜０．０５

２．２　开场实验结果

开场实验所测指标为在开场中的活动时间，将小鼠分别放入实验测试箱中，记录

１５ｍｉｎ，结果显示：两组鼠的活动时间没有显著差异（见图２，Ｔｇ６０７．１３±１４．５６０，Ｃｏｎｔｒｏｌ

６０９．１８±１３．３８，犉（１，３１）＝０．０１１，犘＞０．０５）．数据表明，βＣａＭＫＩＩ在前额叶的过量表达对小鼠

的活动量和探索能力没有产生影响．

图２　βＣＡＭＫＩＩ上调对小鼠活动量的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆβＣＡＭＫＩＩｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｌｏｃｏｍｏｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ

２．３　Ｔ迷宫实验结果

训练实验　βＣａＭＫＩＩ转基因组和野生型组的学习曲线同步上升，没有明显差异（见图

３）．说明βＣａＭＫＩＩ过量表达对小鼠Ｔ迷宫学习能力没有影响．
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图３　βＣＡＭＫＩＩ上调对小鼠Ｔ迷宫学习过程的影响

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆβＣＡＭＫＩＩｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇｔｈｅｌｅａｒｎｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｉｎＴｍａｚｅ

测试实验　当两组学习正确率都超过８５％后进行延迟非匹配性实验测试．延迟间隔为

１ｍｉｎ和３ｍｉｎ，βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ蛋白修饰转基因小鼠在１ｍｉｎ和３ｍｉｎ的延迟间隔测试的正

确率与野生型小鼠相比都没有显著差异（见图４）．提示前额叶过量表达βＣａＭＫＩＩ对前额叶

依赖性的工作记忆能力没有影响．

图４　βＣＡＭＫＩＩ上调对小鼠空间工作记忆的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆβＣＡＭＫＩＩｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｓｐａｔｉａｌｗｏｒｋｉｎｇｍｅｍｏｒｙｉｎＴｍａｚｅ

２．４　水迷宫实验结果

统计每个ｔｒｉａｌ４ｄ的平均逃避潜伏期．第二个ｔｒｉａｌ的平均逃避潜伏期反映小鼠工作记

忆能力，第三个ｔｒｉａｌ和第四个ｔｒｉａｌ的平均逃避潜伏期反映空间参考记忆能力．

实验结果显示（见图５），第二个ｔｒｉａｌ（Ｔｇ３８．９５±２．０９，Ｗｔ３８．７５±２．２４，犉（１，３１）＝

０．００４，犘＞０．０５）、第三个ｔｒｉａｌ（Ｔｇ４０．７６±２．８６，Ｗｔ４１．５８±２．１６，犉（１，３１）＝０．０５３，犘＞

０．０５）和第四个ｔｒｉａｌ（Ｔｇ３０．８９±３．２６，Ｗｔ２７．４８±２．００，犉（１，３１）＝０．８１６，犘＞０．０５）

βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ蛋白修饰转基因小鼠的平均逃避潜伏期与野生型小鼠无显著性差异．表明

βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ蛋白修饰转基因小鼠的前额叶相关性工作记忆能力没有发生变化．提示前

额叶皮层过量表达βＣａＭＫＩＩ对前额叶依赖性的工作记忆能力没有影响．

３　讨　　论

前脑包括皮层、海马和纹状体等结构，与高级认知功能有密切联系．其中前额叶皮层与

短时程的工作记忆密切相关，而海马区与长时程学习记忆能力相关［１，２］．学习记忆能力又与

突触可塑性的强弱有着紧密的关系［１７］．
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图５　水迷宫实验，βＣＡＭＫＩＩ上调对小鼠逃避潜伏期的影响

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆβＣＡＭＫＩＩｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｌａｔｅｎｃｙｉｎｗａｔｅｒｍａｚｅ

ＮＭＤＡ受体是一类配体电压门控通道．其功能的强弱与突触可塑性以及学习记忆能力

有着密切的关系，ＣａＭＫＩＩ与ＮＲ２Ｂ亚基的互相作用可以调节ＮＭＤＡ受体的活性
［９］．依此

推测，ＣａＭＫＩＩ表达量的变化可能会影响ＮＭＤＡ受体的活性，进而影响小鼠的神经元突触

可塑性和学习记忆能力．ＡＭＰＡ受体的上下膜是突触可塑性的重要机制
［１８，１９］，ＣａＭＫＩＩ在

调节神经元突触后膜 ＡＭＰＡ受体的上下膜的过程中起到了重要的作用．综上所述，研究

ＣａＭＫＩＩ的功能对小鼠学习与记忆的影响有着重要意义．

已有实验表明αＣａＭＫＩＩ的改变会影响学习与记忆能力，在海马中αＣａＭＫＩＩ的过量表

达会抹除小鼠的恐惧记忆［２０］，在前额叶中αＣａＭＫＩＩ的过量表达会使与学习记忆相关的长

时程抑制现象降低［２１］．而αＣａＭＫＩＩ的２８６位氨基酸发生突变时，海马和皮层中的ＬＴＰ现

象都会被抑制［２２，２３］．另有研究表明βＣａＭＫＩＩ在海马齿状回区过量表达会降低小鼠的神经

元的突触可塑性，并且会抑制小鼠恐惧记忆的形成［１４］．已有实验证明脑中ＣａＭＫＩＩ的α和β

亚基的比例决定了ＣａＭＫＩＩ全酶的磷酸化效率，野生型小鼠中α和β的比例约为３∶１，α亚

基的数量占多数，所以对于αＣａＭＫＩＩ有大量的研究．上调αＣａＭＫＩＩ，使α和β亚基的比例变

大，可改变ＣａＭＫＩＩ全酶的磷酸化效率
［１３］．本文将βＣａＭＫＩＩ上调，研究βＣａＭＫＩＩ对工作记

忆能力的影响．

Ｔ迷宫非匹配延缓任务实验中，转基因小鼠与野生对照组小鼠学习寻找食物的正确率

同步增加，并且检测时在相同的间隔时间的正确率也无显著性差异，说明βＣａＭＫＩＩ的过量

表达并没有影响βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ蛋白修饰转基因小鼠的工作记忆能力．

在修饰的水迷宫实验中，βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ蛋白修饰转基因小鼠在训练中反应小鼠工作

记忆能力的平均逃避潜伏期与反应小鼠参考记忆能力的平均逃避潜伏期均与野生对照型小

鼠处于同一水平，说明βＣａＭＫＩＩ的过量表达并没有影响到βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ蛋白修饰转基因

小鼠的短期的学习与记忆能力．

本研究表明过量表达βＣａＭＫＩＩ不影响前额叶皮层依赖的工作记忆能力，而 Ｍｉｎ等人

研究过量表达βＣａＭＫＩＩ影响海马依赖的条件恐惧记忆．说明βＣａＭＫＩＩ在前额叶皮层脑区

并没有与在海马ＤＧ区中起到相同的作用．有研究显示，在皮层和海马区相同的分子，如

αＣａＭＫＩＩ也表现了不同的作用．αＣａＭＫＩＩ在海马中过量表达使长时程增强现象显著性的增

大［２０］，而在前额叶皮层中过量表达αＣａＭＫＩＩ，转基因小鼠长时程增强现象与野生型并无差

异［２１］．不同的脑区相同分子有着不同的作用，使得对学习记忆机制的研究更加复杂．本研究
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中βＣａＭＫＩＩＦ９０Ｇ蛋白修饰转基因小鼠前额叶皮层βＣａＭＫＩＩ过量表达量远远不及在海马

ＤＧ区的过量表达量，对ＣａＭＫＩＩ的α和β亚基比例的改变影响较少，这可能是βＣａＭＫＩＩ

Ｆ９０Ｇ蛋白修饰转基因小鼠前额叶皮层依赖的工作记忆能力没有发生变化的原因之一．有

关前额叶皮层中βＣａＭＫＩＩ在学习记忆中的作用，还需进一步的研究．
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