
书书书

　第４期

２０１２年７月

华东师范大学学报（自然科学版）

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥａｓｔＣｈｉｎａＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ）

Ｎｏ．４　

Ｊｕｌ．２０１２

文章编号：１０００５６４１（２０１２）０４００７５０８

前脑特异性过表达犖犚２犅基因对小鼠
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摘要：将２～３月龄实验小鼠分为前脑ＮＲ２Ｂ过表达的转基因雌性和雄性小鼠以及同窝野生对

照雌性和雄性小鼠，进行社会互动能力测试，包括新环境中的社会互动能力测试、社会交往能力

和社会新奇偏好测试．结果显示，前脑ＮＲ２Ｂ表达量的提高，对ＮＲ２Ｂ转基因小鼠在新环境中的

社会互动能力和社会新奇偏好无影响．但是却使得雌性 ＮＲ２Ｂ转基因小鼠的社会交往能力提

高，但是对雄性ＮＲ２Ｂ转基因小鼠却无明显影响．这表明，ＮＲ２Ｂ在前脑过量表达会提高雌性小

鼠的社会交往能力，但对于雄性小鼠社会行为没有明显影响．
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０　引　　言

犖甲基Ｄ天冬氨酸（ＮＭＤＡ）受体是重要的神经递质受体，在兴奋性刺激传递过程中

发挥着关键的作用．它是一种离子通道型谷氨酸受体，由ＮＲ１亚基和ＮＲ２Ａ、ＮＲ２Ｂ、ＮＲ２Ｃ

以及ＮＲ２Ｄ４种亚基中的一种以某种比例形成异寡聚体
［１，２］．研究表明，ＮＲ１亚基或者ＮＲ２

亚基缺失的转基因小鼠刚出生即死亡，而低水平表达ＮＲ１亚基的转基因小鼠可存活至成

年，但表现出类似精神分裂症的行为学异常，并且这些异常症状可以被氯氮平等药物所减

轻［３，４］．另外，研究还发现低水平表达ＮＲ１的转基因小鼠与野生型小鼠相比在对陌生小鼠的

社交探索时间上有着显著的降低，而且表现出明显的社交退缩行为［３，４］．此外，最近的研究

发现，一种类似自闭症小鼠模型除了表现出社会互动能力障碍以外，也伴随着纹状体部位的

ＮＲ２Ａ和ＮＲ２Ｂ表达的下降
［５］．这表明ＮＲ１、ＮＲ２Ａ和ＮＲ２Ｂ亚基的低表达以及由此带来

的ＮＭＤＡ受体的功能异常很可能会对小鼠的社会互动能力产生负面影响．

钱卓等人通过特异性地在小鼠前脑过表达ＮＲ２Ｂ亚基获得了ＮＲ２Ｂ转基因小鼠，并通

过一系列行为学实验证明此种小鼠在学习与记忆能力上比野生型小鼠有着明显的提高［６］．

但是ＮＲ２Ｂ亚基在前脑过量表达是否会对小鼠社会互动能力产生影响，目前还不清楚．因

此，本研究选取新环境中的社会互动能力测试、社会交往能力和社会新奇偏好测试这两种行

为学方法，利用ＮＲ２Ｂ转基因小鼠研究ＮＲ２Ｂ在前脑过量表达对社会互动能力的影响．

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组

本研究所用ＮＲ２Ｂ转基因小鼠由华东师范大学脑功能基因组学重点实验室模式动物

研究中心提供，与Ｃ５７ＢＬ／６小鼠进行交配繁育．经ＰＣＲ方法鉴定，ＮＲ２Ｂ转基因为阳性者

视为转基因小鼠（Ｔｇ），分别选取２～３月龄年龄及性别比例相同的ＮＲ２Ｂ转基因阴性的同

窝小鼠为对照组小鼠（Ｗｔ）进行实验．所有小鼠生长条件为１２ｈ／１２ｈ光照周期，温度（２２±

３）℃，相对湿度（７０±４）％，ＳＰＦ级净化空间，自由进食、饮水．

１．２　ＰＣＲ鉴定转基因小鼠基因型

按文献所述方法［７］，取鼠尾组织提取ＤＮＡ进行ＰＣＲ，ＰＣＲ引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合

成，引 物 序 列 为：ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＴＴＴＧＴＧＡＡＧＧＡＡＣＣ３′，ｒｅｖｅｒｓｅ５′

ＧＧＡＡＡＧＴＣＣＴＴＧＧＧＧＴＣＴＴＣＴＡＣＣＴ３′，产物大小为３１８ｂｐ，反应结束后以１．５％琼脂

糖凝胶电泳检测产物．ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自ＴＡＫＡＲＡ公司．

１．３　行为学实验

１．３．１　新环境中的社会互动能力测试

按文献所述方法［８］，两只饲养在不同笼盒的基因型相同的小鼠（以前从未见过面）同时

放入一个盒子（４０ｃｍ×４０ｃｍ×３０ｃｍ），允许其互相自由探索１０ｍｉｎ，并记录两只小鼠接触

交流（包括嗅小鼠嘴部、身体和肛门、互相理毛以及追逐）总时间．２０只 ＮＲ２Ｂ转基因小鼠

（１０组）和２４只对照组小鼠（１２组）用于实验，雌雄数目各半．

１．３．２　社会交往能力和社会新奇偏好测试

社会交往能力和社会新奇偏好测试改自 Ｍｏｙ和Ｎａｄｌｅｒ等人的检测方法
［９，１０］．选取２～

３月龄雄性ＮＲ２Ｂ转基因小鼠（狀＝１２）与雄性对照小鼠（狀＝１２），雌性 ＮＲ２Ｂ转基因小鼠

６７
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（狀＝９）与雌性对照小鼠（狀＝８）共４组小鼠进行行为学检测．实验所用装置如图１所示：

用于社会交往能力与社会新奇偏好测试的器材为一聚乙烯材质的矩形笼盒，由非固定

的树脂隔板分成３个隔间．正式测试前一天，被测小鼠被放入矩形笼盒中１０ｍｉｎ，使其习惯

笼盒中的环境（见图１ａ）．滚筒下半部有数个直径１ｃｍ的圆孔以便于待测小鼠与陌生小鼠

之间的气味沟通．陌生小鼠在测试前被放入隔间中的滚筒里１０ｍｉｎ以使其习惯（见图１ｂ），

每天一次，共５ｄ．图１ｃ为行为学检测装置的尺寸．

图１　检测ＮＲ２Ｂ转基因小鼠和对照小鼠社会行为（社会交往能力和社会新奇偏好）所用的装置

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｖｉｃｅｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｏｃｉａｌｂｅｈａｖｉｏｒｓ（ｓｏｃｉａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎａｎｄｓｏｃｉａｌｎｏｖｅｌｔｙｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）

ｉｎＮＲ２Ｂｔａｎｓｇｅｎｉｃａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｅ

　　　　测试过程如图２所示．

图２　实验流程图

Ｆｉｇ．２　Ｔｅｓｔｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ

７７
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　　实验详细过程　进行社会交往能力测试（Ｓｏｃｉａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ）时，待测小鼠先被放入笼盒中

让其在３个隔间（两端隔间分别放置１个滚筒）中自由探索５ｍｉｎ，然后，将一只待测小鼠之

前从未见过的１号陌生小鼠放入一端隔间中间的滚筒中．在陌生小鼠被放入一端隔间的滚

筒后的５ｍｉｎ内，记录待测小鼠对１号陌生小鼠及另一隔间内的空滚筒的嗅闻及探索时间、

待测小鼠分别在两端隔间内所处的时间、待测小鼠分别进入两端隔间的次数，考察待测小鼠

的社会交往能力．之后，进入测试后阶段（Ｐｏｓｔｔｅｓｔ），使待测小鼠与１号陌生小鼠继续熟悉５

ｍｉｎ．进行社会新奇偏好测试（ＳｏｃｉａｌＮｏｖｅｌｔｙｔｅｓｔ）时，第二只陌生小鼠———２号陌生小鼠被

放入测试笼盒另一端隔间中间的空滚筒内，对待测小鼠进行社会新奇偏好测试．在之后的５

ｍｉｎ内记录待测小鼠分别对１号、２号陌生小鼠的嗅探时间、分别在两端隔间内所处的时间

和分别进入两端隔间的次数．１号、２号陌生小鼠所处的隔间随机变化．

１．４　数据分析

所有实验数据采用 Ｍｅａｎ±ＳＥＭ表示，狋ｔｅｓｔ检验组间差异，狆＜０．０５，狆＜０．０１视为有

显著差异．

２　实验结果

２．１　ＰＣＲ检测小鼠基因型

如图３所示，可以用ＳＶ４０引物在约３００ｂｐ处检测出条带的为转入外源ＮＲ２Ｂ基因的

转基因小鼠，没有条带的为对照组小鼠．

图３　转基因小鼠后代的基因型鉴定

Ｆｉｇ．３　Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ

２．２　行为学实验结果

２．２．１　新环境中的社会互动能力测试

在新环境中的社会互动能力测试中，通过比较两只小鼠接触交流总时间发现，ＮＲ２Ｂ

转基因小鼠和对照组小鼠间没有明显差异（见图４Ａ），对雌性小鼠和雄性小鼠分别比较

发现，ＮＲ２Ｂ转基因雌性小鼠间的接触交流总时间与对照组小鼠相比无差异，而 ＮＲ２Ｂ转

基因雄性小鼠间的接触交流总时间虽然略高于对照组小鼠，但是没有统计学差异（见图

４Ｂ）．

８７
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注：Ａ　雌雄一起统计的结果；Ｂ　雌雄分开统计的结果

图４　２～３月龄ＮＲ２Ｂ转基因小鼠在新环境中的社会互动能力

Ｆｉｇ．４　Ｓｏｃｉａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆ２～３ｍｏｎｔｈｓｏｌｄＮＲ２Ｂｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｉｎｔｈｅｎｏｖｅｌｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

２．２．２　社会交往能力及社会新奇偏好检测

对社会交往能力的测试结果如图５所示．雄性ＮＲ２Ｂ转基因小鼠和对照组小鼠均对陌

生小鼠１号更感兴趣，对陌生小鼠１号的嗅探时间显著性地高于对空滚筒的嗅探时间

（狆＜０．０１）（见图５Ａ），同时在有陌生小鼠１号的隔间所处的时间均显著性地高于在空滚

筒的隔间里所停留的时间（狆＜０．０５）（见图５Ｅ），但是在进入两个隔间的次数上却没有差异

（见图５Ｃ）．但是，比较雄性ＮＲ２Ｂ转基因小鼠和对照组小鼠发现，ＮＲ２Ｂ转基因小鼠进入两

个隔间的次数都比对照组小鼠多些，尤其对空滚筒所在隔间进入次数要明显多于对照组小

鼠（狆＜０．０５）．但总体来看，两者的社会交往能力各指标均无明显差异．而对于雌性ＮＲ２Ｂ

转基因小鼠来说，在进入两个隔间的次数（见图５Ｄ）以及两隔间所停留的时间（见图５Ｅ）上

均和对照组小鼠无差异．但是对陌生小鼠１号的嗅探时间（见图５Ｂ）上雌性ＮＲ２Ｂ转基因小

鼠显著地高于对照组小鼠（＃＃狆＜０．０１），表明ＮＲ２Ｂ基因在前脑过表达后，使得雌性小鼠社

会交往能力提高．

在社会新奇偏好测试中，雌性和雄性ＮＲ２Ｂ转基因小鼠与对照组小鼠均表现出对２号

陌生小鼠比对１号陌生小鼠更大的兴趣，对２号陌生小鼠嗅探时间明显高于对１号陌生小

鼠的嗅探时间（狆＜０．０５，狆＜０．０１）（见图６Ａ，Ｂ）．在两侧隔间内所处时间的比较中，除雄

性ＮＲ２Ｂ小鼠在两端隔间所处时间无显著性差异外，其余几组小鼠均表现出在有２号陌生

小鼠的隔间内所处的时间明显长于在有１号陌生小鼠的隔间内所处的时间（狆＜０．０５，


狆＜０．０１）（见图６Ｅ，Ｆ）．而在进入两侧隔间的次数上，各组小鼠均无显著差异（见图６Ｃ，

Ｄ）．综合来看，在社会新奇偏好方面，无论是雌性还是雄性ＮＲ２Ｂ转基因小鼠，均和相应对

照组小鼠无明显差异．

３　讨　　论

本研究采用两种行为学实验来检测ＮＲ２Ｂ转基因小鼠的社会互动能力．结果显示，仅

有雌性ＮＲ２Ｂ转基因小鼠的社会交往能力和对照组小鼠相比有提高，但雄性ＮＲ２Ｂ转基因

小鼠和对照组小鼠却无差异．本研究所采用的社会交往能力和社会新奇偏好测试方法，近来

已在多个模式动物如精神分裂症和自闭症小鼠模型中应用［４，５］，具有比较好的灵敏性．至于

ＮＲ２Ｂ过表达对社会交往能力及社会新奇偏好的作用不明显，原因可能是因为ＮＲ２Ｂ基因
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注：Ａ，Ｃ，Ｅ为雄性小鼠；Ｂ，Ｄ，Ｆ为雌性小鼠．Ａ，Ｂ对装有１号陌生小鼠的滚筒和空滚筒的嗅探时间；

Ｃ，Ｄ对两个隔间的穿梭次数；Ｅ，Ｆ在两个隔间停留的时间；狆＜０．０５，狆＜０．０１，＃＃狆＜０．０１

图５　２～３月龄ＮＲ２Ｂ转基因小鼠的社会交往能力

Ｆｉｇ．５　Ｓｏｃｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ２～３ｍｏｎｔｈｓｏｌｄＮＲ２Ｂｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ

在正常小鼠中的表达是随着发育的进行逐渐降低的，而ＮＲ２Ｂ转基因小鼠由于是在启动子

ＣａＭＫＩＩ的控制下使得ＮＲ２Ｂ基因在前脑过表达的，ＣａＭＫＩＩ启动子在小鼠出生约１个月后

逐渐开始表达，所以，２～３月龄的转基因小鼠的ＮＲ２Ｂ基因表达量虽然比野生型高，但是由

于野生型小鼠中ＮＲ２Ｂ的依然存在一定的表达量，因此外源过量表达的ＮＲ２Ｂ所起的作用

可能还不是很明显．而另一方面，实验中所用的ＮＲ２Ｂ转基因小鼠是杂合子，这也可能是其

表型不明显的一个重要原因．因此，在今后的实验中还有待于进一步分析不同年龄、杂合和

纯合的ＮＲ２Ｂ转基因小鼠间的社会互动能力的区别，而且将来也可以利用条件性敲除
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第４期 张宁，等：前脑特异性过表达ＮＲ２Ｂ基因对小鼠社会互动能力的影响

ＮＲ２Ｂ基因的小鼠来研究ＮＲ２Ｂ在社会互动能力方面的作用．而在本研究中雌性小鼠表现

出不同的差异，可能与雌性小鼠具有生理周期有关．研究表明，外源注射雌激素会提高小鼠

的社会再认记忆能力［１１］，并且小鼠社会再认记忆的形成依赖于不同亚型雌激素受体的表

达［１２］．而ＮＲ２Ｂ过表达是否会改变雌性小鼠的雌激素水平，是否会对其他各种雌激素受体

的表达产生影响还有待于在今后的实验中进一步研究．

注：Ａ，Ｃ，Ｅ为雄性小鼠；Ｂ，Ｄ，Ｆ为雌性小鼠；Ａ，Ｂ为对装有１号、２号陌生小鼠的滚筒的嗅探时间；

Ｃ，Ｄ为对两个隔间的穿梭次数；Ｅ，Ｆ为在两个隔间停留的时间；狆＜０．０５，狆＜０．０１

图６　２～３月龄ＮＲ２Ｂ转基因小鼠的社会新奇偏好

Ｆｉｇ．６　Ｓｏｃｉａｌｎｏｖｅｌｔｙｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆ２～３ｍｏｎｔｈｓｏｌｄＮＲ２Ｂｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ
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