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先天性巨细胞病毒神经系统感染
对小鼠海马区突触素、神经颗粒素表达及学习记忆的影响

李伟，乌剑利

华中科技大学同济医学院附属同济医院妇产科，湖北 武汉 430030

【摘要】 目的 观察先天性巨细胞病毒(CMV)神经系统感染后海马区突触素、神经颗粒素表达的改变及对学

习记忆能力的影响。方法 56只新生BALB/C小鼠(1日龄)随机数余数分组法随机分为感染组和对照组，每组28

只，感染组于0日龄颅内注射小鼠巨细胞病毒，建立先天性巨细胞病毒神经系统感染模型，对照组颅内接种等量的

病毒溶媒。分别于3日、15日、30日龄(每组7只)采用免疫组化技术半定量检测两组小鼠海马区突触素和神经颗粒

素表达水平，于30日龄行物体识别实验检测剩余小鼠(每组7只)学习记忆能力。结果 感染组小鼠海马区3日龄、

15日龄、30日龄的突触素表达光密度值分别为(74.71±5.96)、(97.71±8.64)、(116.70±12.98)，明显低于同期对照组的

(87.86±4.53)、(127.90±5.27)、(158.00±10.07)，差异均具有统计学意义(P<0.05)；感染组小鼠海马区3日龄、15日龄、30日

龄的神经颗粒素表达光密度值分别为(47.14±3.44)、(60.86±7.71)、(69.86±6.09)，明显低于同期对照组的(54.29±5.06)、

(80.86±7.01)、(97.57±6.95)，差异均具有统计学意义(P<0.05)；感染组小鼠30日龄的分辨指数为(0.384 3±0.097 3)，明显

低于同期对照组的(0.552 9±0.081 6)，差异具有统计学意义(P<0.05)。结论 先天性巨细胞病毒感染可导致发育过

程中的小鼠海马突触素和神经颗粒素表达水平降低，学习记忆能力下降。
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【Abstract】 Objective To study the effect of congenital cytomegalovirus (CMV) infection on synaptophysin

and neurogranin of hippocampus and cognition in mice. Methods The models of congenital CMV infection on neonate

mice were built, and the fetal BALB/C mice were randomly divided into the infectious group (n=28) and the control

group (n=28) on the day of delivery. The fetal mice in infectious group were intracranial inoculated with CMV suspen-

sion, and the fetal mice in control group were inoculated with equivalent volume of virus solvent. The expression of the

synaptophysin and neurogranin were observed on the 3rd, 15th, 30th days post-inoculation by immunohistochemical SP

method. On the 30th day post-inoculation, the learning and memory ability was detected by Object Recognition Test.

Results The optical density value of synaptophysin expression in the hippocampal area of the infectious group on the

3rd, 15th, 30th days post-inoculation were (74.71±5.96), (97.71±8.64), (116.70±12.98), significantly lower than (87.86±

4.53), (127.90±5.27), (158.00±10.07) in the control group (P<0.05). The optical density value of neurogranin expres-

sion in the hippocampal area of the infectious group on the 3rd, 15th, 30th days post-inoculation were (47.14 ± 3.44),

(60.86±7.71), (69.86±6.09), significantly lower than (54.29±5.06), (80.86±7.01), (97.57±6.95) in the control group (P<

0.05). The resolution index of 30-day old mice in the infectious group was (0.384 3±0.097 3), significantly lower than

(0.552 9±0.081 6) in the control group (P<0.05). Conclusion Congenital CMV infection could induce the decrease of

the expression of synaptophysin and neurogranin of hippocampus in developing fetal mice, and results in declined learn-

ing and memory ability.
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巨细胞病毒(cytomegalovirus，CMV)是发展中国

家最常见的先天性感染病原体，巨细胞病毒先天性感

染是导致难免流产、早产、胎死宫内、胎儿小颅畸形、

渐进性感音神经性耳聋、智力障碍等严重并发症的主

要病因之一[1-3]。先天性巨细胞病毒神经系统感染引

起的神经系统发育障碍是导致我国新增人口重大出

生缺陷的主要原因之一，且产前诊断困难，对于其引

起的中远期后遗症缺乏有效治疗方案[3-5]，因此研究先

天性巨细胞病毒神经系统感染导致神经系统发育障

碍和远期并发症的发病机制对制定预防和治疗方案

具有重要意义。

研究表明，巨细胞病毒感染具有嗜神经性特征，
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海马区、脑室下区和脑皮质区的神经细胞为其主要易

感细胞[4]。海马区是学习记忆等认知功能的解剖学核

心，而正常的突触结构和突触可塑性是其发挥认知功

能的关键。巨细胞病毒神经系统感染导致海马区神

经元突触结构异常，破坏突触可塑性可能是其导致认

知功能障碍和远期神经系统后遗症的重要致病机理，

但其具体分子机制不明。突触素(Synaptophysin，Syn)

是一种位于突触囊泡膜上与突触功能密切相关的多

糖膜结构蛋白，参与突触囊泡融合，介导神经元神经

递质释放和突触囊泡再循环[6]，在神经元突触发育和

突 触 可 塑 性 中 发 挥 关 键 作 用 。 神 经 颗 粒 素

(Neurogranin，Ng)作为一种具有神经特异性突触后蛋

白，主要分布于海马、杏仁核和纹状体区，在神经系统

发育、认知形成等生理过程中发挥重要作用[6-7]。本研

究通过建立小鼠巨细胞病毒(murine cytomegalovirus，

MCMV)先天性神经系统感染模型，采用免疫组织化

学技术观察巨细胞病毒感染对Syn及Ng表达水平的

持续性影响；通过物体识别实验 (object recognition

test，ORT)观察先天性巨细胞病毒神经系统感染对发

育成熟期小鼠学习记忆的影响，探讨先天性巨细胞病

毒神经系统感染导致神经系统发育落后的可能机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 小鼠抗 Syn 单克隆抗体

(武汉博士德生物工程有限公司)，小鼠抗Ng单克隆抗

体(武汉博士德生物工程有限公司)，SP免疫组化试剂

盒与 DAB 显色试剂盒(武汉博士德生物工程有限公

司)，彩色医学图文分析系统(美国Pixera公司)，物体识

别实验装置(上海欣软信息科技有限公司)。

1.2 病毒及实验动物模型的建立 小鼠巨细胞

病毒Smith株由中国典型培养物保藏中心(武汉大学)

(China Center for Type Culture Collection，CCTCC)提

供；健康BALB/C小鼠孕鼠8只，取出生当日小鼠乳鼠

作为实验研究对象，共 56只，按照随机数余数分组法

分为感染组和对照组，每组 28只，感染组颅内接种小

鼠巨细胞病毒病毒悬液 10 μL，对照组颅内接种等量

的病毒溶媒。

1.3 取材及免疫组织化学分析 分别于小鼠乳

鼠在接种病毒或病毒溶媒后 3 d、15 d、30 d二氧化碳

法处死小鼠，每组 7只，无菌条件下采集脑组织，解剖

显微镜下分离含海马组织的脑段，行 4%多聚甲醛固

定，石蜡包埋，4 μm厚连续切片。按照SP免疫组化试

剂盒说明书进行Syn及Ng免疫组化染色。Image. pro

Plus 5.1软件进行半定量分析(单位：校正光密度值)。

1.4 物 体 识 别 实 验 (object recognition test，

ORT) 于接种病毒或病毒溶媒30 d开始训练测试，每

组 7只，小鼠物体识别实验具体实施方案参见课题组

既往发表论文《胎盘接种小鼠巨细胞病毒对仔鼠物体

识别能力的影响》[7]。物体识别实验主要通过小鼠对

新物体的探索时间及分辨指数(discrimination index，

DI)实现对小鼠学习记忆能力的评估，对新物体探索时

间、分辨指数与学习记忆能力呈正相 关[7]。

1.5 统计学方法 所有实验数据以均数±标准差

(x-±s)表示，使用GraphPad Prism 5.0软件进行统计学分

析，组间及组内比较均采用 t检验，以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 Syn和Ng在乳鼠海马区表达 感染组及对

照组海马区均有Syn及Ng的表达，其棕色阳性信号主

要位于神经元的胞浆内。半定量研究发现，发育过程

中感染组及对照组海马区Syn及Ng的表达水平均不

断增加，差异均有统计学意义(P<0.05)；与对照组比

较，感染组各时相Syn及Ng的表达水平均降低，其中

感染后15 d、30 d下降更加明显，差异均具有统计学意

义(P<0.05)，见表1和表2。

2.2 物体识别实验结果 与对照组相比，感染组

小鼠对新物体探索时间显著减少，分辨指数显著降

低，差异均有统计学意义(P<0.05或0.01)，见表3。

3 讨论

神经系统的发育具有连续性和复杂性的特征，出

生前的神经系统发育仍远未成熟，出生早期仍然是神

经发育尤其是脑发育的关键阶段。在出生早期，建立

神经元突触，发育并形成功能成熟的神经元回路至关

重要，决定了中枢神经系统的发育与突触可塑性[8-9]。

而中枢神经系统的发育与突触可塑性正是学习记忆

的基础。Deckwerth等[10]研究发现，出生 4 d大鼠海马

表1 两组小鼠海马区不同时间Syn表达的光密度值比较(x-±s)
组别

对照组

感染组

t值
P值

只数

28

28

3日龄

87.86±4.53

74.71±5.96

4.645

<0.01

15日龄

127.90±5.27a

97.71±8.64a

7.882

<0.01

30日龄

158.00±10.07a

116.70±12.98a

6.649

<0.01

注：与组内平行比较，aP<0.05。

表2 两组小鼠海马区不同时间Ng表达的光密度值比较(x-±s)
组别

对照组

感染组

t值
P值

只数

28

28

3日龄

54.29±5.06

47.14±3.44

3.091

<0.05

15日龄

80.86±7.01a

60.86±7.71a

5.077

<0.01

30日龄

97.57±6.95a

69.86±6.09a

7.933

<0.05

注：与组内平行比较，aP<0.05。

表3 两组小鼠的物体识别实验结果比较(x-±s)
组别

对照组

感染组

t值
P值

只数

28

28

新物体探索时间(s)

22.29±3.50

16.14±4.02

3.051

<0.05

分辨指数

0.552 9±0.081 6

0.384 3±0.097 3

3.513

<0.01
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突触数目只有成年大鼠海马突触数目的百分之一，但
呈 2日倍增趋势，出生 30 d时大鼠海马突触数目可达
到成年期的百分之九十，并达到出生 12 d时的 10倍。
另有研究发现，小鼠从孕14 d开始到正常分娩后的第
10日，嗅球内的突触数目增加了一千倍以上[11]。以上研
究基础均表明：在小鼠出生时接种巨细胞病毒建立先
天性巨细胞病毒神经系统感染模型来研究巨细胞病毒
感染对中枢神经发育及学习记忆等认知功能的影响具
有科学依据和意义，也因此受到广泛认可和应用。

突触素作为一种特异性蛋白质表达与突触前膜
内突触囊泡膜上，是突触前结构的重要标记，能够反
映海马区突触的分布位置和分布密度。此外，突触素
还通过诱导突触囊泡融合、介导神经递质释放和囊泡
再循环参与突触可塑性[6，12-13]。本研究中两组小鼠海
马突触素随日龄逐渐增加，反映神经系统发育过程中
突触的数量和密度逐渐增加；感染组突触素表达水平
较同期对照组明显降低，揭示巨细胞病毒感染可影响
海马突触的发育生成及结构重建，突触素的表达减少
表明海马区突触囊泡转运能力下降，传递效能降低，
意味着巨细胞病毒神经系统感染可能通过降低突触
的数量或(和)效能来抑制突触可塑性，进而导致出生
远期的学习记忆功能降低。

神经颗粒素是神经元突触可塑性重要分子基础，
主要通过突触后连接中介导蛋白激酶 C (protein

kinase C，PKC)和 Ca2 +敏感性钙调蛋白 (calmodulan，
CaM)结合蛋白，参与在学习记忆功能中起核心作用的
长时程增强、长时程抑制等突触可塑性机制[14-15]。神
经颗粒素参与调解海马神经元CA1区长时程增强及
长时程抑制，神经颗粒素基因敲出的小鼠在执行海马
依赖的任务时会表现出严重的障碍[16]。本研究中，两
组小鼠海马神经颗粒素随日龄逐渐增加，但小鼠巨细
胞病毒感染组突神经颗粒素表达水平较同期对照组
明显降低，尤其是在 15日龄、30日龄差异更具有显著
性，提示巨细胞病毒神经系统感染可能通过降低神经
颗粒素的表达水平，影响海马区神经元突触可塑性，
产生认知障碍等神经系统出生缺陷，这种影响是长期
的，可能在中远期表现更为明显。物体识别实验提示先
天性巨细胞病毒神经系统感染小鼠成熟期学习记忆能
力下降，此结果也进一步验证了上述假说。

巨细胞病毒宫内传播子代先天性神经系统感染
是目前我国重大出生缺陷尤其是出生后神经系统发
育落后的主要原因之一，其主要临床表现为认知障碍
及渐进性感音神经性耳聋，具体发病机制至今尚未明
确[17-19]。本研究发现先天性巨细胞病毒感染可能通过
降低神经系统海马区突触素及神经颗粒素的表达水
平，干预海马突触的发育形成和结构功能，尤其是干
扰了海马区神经元突触可塑性机制，导致认知障碍等
重大神经系统出生缺陷，本研究为进一步阐明先天性
巨细胞病毒神经系统感染的发病机制奠定基础。
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