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&&!摘&要"&目的&探讨断乳前丰富环境对大鼠海马即刻早期基因4活性调节的细胞骨架蛋白(3W-)[)-Z]4.RV63]

-.2 WZ-,TQ.6.-3604,-.)*$ 94W)的表达$以及对长时记忆的影响% 方法&% 窝共 %" 只新生 Ge大鼠$每窝随机分为对照

组() L#")和实验组() L#")$实验组大鼠生后 !" 日龄至 #% 日龄每天予以丰富环境暴露 #" /)*$对照组大鼠除不

予以丰富环境暴露外$其余处理均与实验组相同% 生后 #$ 2$两组大鼠予以旷场行为测试其自发活动$新物体识别

测试评估其长时记忆能力$采用免疫印迹方法检测断乳前丰富环境对海马即刻早期基因 94W表达量的影响$并且

通过免疫荧光的方法观察两组间94W在海马'9! 和eD区的表达差异% 结果&两组大鼠在旷场行为测试中$穿行

方格的次数差异没有显著性(3L"7F>#$ 7g"7"<)$而在新物体识别测试中$实验组大鼠的 ! (和 #% (的成绩差异

有显著性(3L;#7>:$ 7d"7"<# 3L;#7!>$ 7d"7"<)$实验组大鼠的偏好系数(<=7F! c=7F!)`$ (F#7:# c

!%7!#)`显著高于对照组的(<"7%F c=7>%)`$ (<#7>= c=7!F)`% 同时$实验组大鼠海马即刻早期基因94W的表

达也高于对照组(3L;<7::$ 7d"7"!)% 免疫荧光结果显示在海马的 eD区$'9! 区$丰富环境组的表达均高于

对照组% 结论& 断乳前丰富环境能增加海马即刻早期基因94W的表达$并且促进大鼠长时记忆%
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&&丰富环境可促进动物的学习记忆能力!! b>"

$研

究显示!%$<"

$神经可塑性相关基因表达的改变$可能

是丰富环境促进脑认知功能的机制之一% 但是$目

前研究主要集中在成年期$关于断乳前丰富作用机

'=:!'
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制的报道甚少% 即刻早期基因4活性调节的细胞骨

架蛋白(3W-)[)-Z]4.RV63-.2 WZ-,TQ.6.-3604,-.)*$ 94W)

是神经元突触可塑性和记忆巩固的关键分子!F"

$其

表达受神经元兴奋性的调节!:"

% 本课题组前期的

基因芯片研究结果也提示!$"

$丰富环境暴露的幼鼠

海马94W的表达上调% 因此$本文在前期的工作基

础上$进一步从蛋白水平上研究断乳前丰富环境对

海马94W表达的影响$以及对大鼠长时记忆的影响$

为探索生命早期丰富环境对学习记忆作用的分子神

经生物学机制提供前期实验室依据%

$G材料与方法

$7$G实验动物及分组

清洁级成年 G043RV.]e3Y6.Z(Ge) 大鼠 $ 只(由

中国科学院上海实验动物中心提供)$雌雄交配%

取 % 只孕鼠单笼饲养$仔鼠出生后$每窝留 !" 只%

各窝随机分为对照组和丰富环境组$整体上雌雄对

半% 新生鼠于 !" 日龄至 #% 日龄予以每日 #" /)*

的丰富环境暴露!="

$暴露时$为保证对照组与实验

组的可比性$将母鼠取出$对照组幼鼠仍置于鼠笼

内$并且通过将对照组幼鼠同样也拿起*放下两次$

排除人为搬动的干扰% 丰富环境暴露的方式简述如

下&将幼鼠置于 F# W/M<" W/M%" W/的塑料笼内$

其中放有沙盘*转轮*斜梯和不同颜色*形状和质地

(木*塑料*纸*绒布)的小玩具% 这些物品每日更换

位置$每周将全部物品更换 # 次$与此同时用 @1>

播放器外接音箱播放e大调钢琴奏鸣曲 #" /)*$音

量为 %" b<" 2i% 所有新生鼠均由母鼠喂养$至 #%

日龄时$每组各取 % 只$用于免疫印迹% 此外$每组

再各取 % 只$用于免疫荧光实验% 其余幼鼠予以断

乳$雌雄分笼$用于行为学检测% 动物饲养于恒温环

境中 ## c# o$!# (光照与黑暗交替$予以自由饮水

及进食%

$7!G行为学测试

行为学检测均采用双盲法进行$即测试者不知

道动物的分组%

!7#7!&旷场行为检测",0.* X).62 -.T-$&&#$ 日龄

时$丰富环境暴露组() L!#)和对照组() L!#)用于

旷场行为检测% 装置为一黑色无顶的实验箱

(%" W/M%" W/M%" W/)% 实验前 > 2$每天抚摸每

只大鼠 < /)*$随后使之在实验箱中适应 < /)*% 第

% 天时$把大鼠放在实验箱内$记录 < /)* 内动物穿

行方格的次数(> 爪以上进入邻格)%

!7#7#&新物体识别"*,[.6,Uf.W-4.W,R*)-),* -.T-$&

&做完旷场行为的动物用于新物体识别测试$实验

过程参考文献报道的方法!!"

% 实验分训练阶段和

检测阶段% 在训练阶段$两个物体(形状和颜色不

同$但大小相似)对称地放在实验箱的对角线位置$

每只大鼠放在箱中探索物体 < /)*$记录大鼠的活

动% 当大鼠的头部朝向物体并且在距离物体 ! W/

范围内时$被认为在探索物体$统计大鼠探索每一物

体的时间% 更换动物时$用 :<`酒精仔细擦拭实验

箱底部$特别是物体$以避免气味干扰% 训练后 ! (

和 #% (分别进行检测% 检测时$大鼠放回同样的实

验箱中$但是其中的一个物体被一形状和颜色完全

不同但大小相似的新物体代替$大鼠在箱中探索 <

/)*$分别记录大鼠探索每一物体的时间% 探索物

体总时间少于 #" T的不计入统计% 用偏好指数

(04.X.4.*W.)*2.a)$即大鼠在训练阶段用于探索其

中一个物体或检测阶段探索新物体的时间与探索

两物体总时间的比值作为指标$以评价大鼠的记

忆能力%

$7HG免疫印迹

!7>7!&组织蛋白的提取&&#% 日龄时$丰富环境

暴露组() L%)和对照组() L%)幼鼠$迅速冰上断

头$取海马组织$立刻加入到裂解液(:7< @ V4.3$

#7< @-(),V4.3$ !#7<` R6ZW.4,6$ F#7< /@C4)T]̂'6$

#7<`*],W-Z6R6VW,T)2.$ !7#< /@ 04,-.3T.)*()U)-,4)

中$在冰上用超声波处理破碎细胞% 充分裂解后$

!# """ 4J/)*$离心 < /)*$取上清$ ;#"o保存%

!7>7#&免疫印迹&&制备 <`浓缩胶和 !"`分离

胶$上样前蛋白样品加入 ! M蛋白上样缓冲液$

!""o沸水浴中加热 < /)*变性% 每孔上样 F"

!

R蛋

白质$GeG]19DA电泳#!"" 5恒压湿转 F" /)*#<`

脱脂牛奶室温下封闭 ! ($用 CiGC洗脱 > 次 M

!< /)*#加入 3*-)]94W(T3*-3W4V\$! h>"")和 3*-)]

D91ê (!h!" """$康成生物)$%o孵育过夜#用

CiGC洗脱 > 次 M!< /)*#过氧化物酶标记的二抗$

室温孵育 %< /)*#用 CiGC洗脱 > 次 M!< /)*$加

A'B液于膜上$反应 ! /)* 后$暗室中显影*定影%

使用P/3R.04,06VT软件测量各条带的光密度值$分

别计算两组94W与D91ê 的相对值%

$7NG免疫组织化学染色

!7%7!&组织切片制作&&#% 日龄时$丰富环境暴

露组() L%)和对照组() L%)幼鼠给予 !`戊巴比

妥钠过量麻醉$%`多聚甲醛左心灌注固定取脑$梯

度蔗糖脱水$在海马部位做冠状冰冻切片$切片厚度

>"

!

/$取前囟后 >7F //处的连续 < 张脑片$用于

免疫荧光%

'"$!'



第 !" 卷第 # 期
#""$ 年 % 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!" 8,7#

9047#""$

!7%7#&免疫组织化学染色&&切片于 "7<`C4)-,*]

N!"" 破膜 !< /)*$1iG 漂洗 # 次 M!" /)*#<`iG9

封闭非特异性反应 #" /)*$与 3*-)]94W(T3*-3W4V\$

!h<")$%o孵育过夜#1iG漂洗 # 次M!" /)*#与WZ>

标记的羊抗鼠二抗 (+3WQT,* P//V*,H.T.34W( B3U,]

43-,4).T$ !h<")室温孵育 ! (#1iG漂洗 # 次M!" /)*

后封片$荧光显微镜观察%

$7%G统计方法

全部资料用 G1GG!!7" 软件包统计软件处理%

计量数据以均数c标准差 (Oc:) 表示$均数比较

用3检验% 7d"7"< 被认为差异具有显著性%

!G结果

!7$G行为学测试

#7!7!&旷场行为&&在旷场行为的实验中$丰富环

境组幼鼠穿行方格的次数为 %$7< c!=7$ 次$对照组

为 %>7$ c!F7= 次$两组差异无显著性 (3L"7F>#$

7g"7"<)$ 表明短暂的丰富环境暴露对两组动物的

自发活动没有影响%

#7!7#&新物体识别测试&&新物体识别方法检测

结果见图 !% 在训练过程中$两组幼鼠对物体都没

有明显偏好 (3L;"7>#$ 7g"7"<)$偏好系数约等

于 <"`% 但在 ! (和 #% ( 后$丰富环境暴露组明显

地偏好新的物体$偏好系数分别为(<=7F! c=7F!)`$

(F#7:# c!%7!#)`$而对照组则几乎没有表现出偏好

(<"7%F c=7>%)`$ (<#7>= c=7!F)`$两组的偏好系

数之间存在明显差异(3L;#7>:$ 7d"7"<# 3L

;#7!>$ 7d"7"<)% 结果提示$丰富环境组比对

照组幼鼠表现出更好的长时记忆能力%

!L!G免疫印迹检测>24的表达变化

以 D91ê 为内参$用免疫印迹技术分别检测

了丰富环境组和对照组海马 94W蛋白的表达水平$

结果显示$在 D91ê 表达水平基本一致的情况

下$丰富环境组海马的 94W蛋白表达明显高于对照

组$差异具有显著性 (3L;<7::$ 7d"7"!)% 见

图 #%

!
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&&图 $G新物体识别测试, 训练 ! (和 #% (后$丰富环境组的

偏好系数明显高于对照组$3& 7d"7"<%

! "

#$%

&#'()

&&图 !G大鼠海马组织 >24蛋白表达结果,

!&代表对照

组##&代表丰富环境组% 用D91ê 抗体检测同一张膜作内对照$显

示丰富环境组94W的密度明显高于对照组%

!LHG免疫组织化学染色检测>24的表达部位

免疫荧光观察了海马'9! 和eD区的94W表达

情况$发现在'9!和eD区都有94W的表达$eD区的

表达要高于 '9! 区% 幼鼠经历丰富环境后$'9! 和

eD区的94W表达比在标准环境中的幼鼠高% 此结果

与免疫印迹对94W蛋白的定量分析一致(图 >)%

&&图 HG丰富环境对海马WK区和:>$ 区>24蛋白表达的影响$ _$""%G

>&对照组eD区#M&丰富环境组eD区#:&对照组'9!

区#W&丰富环境组'9! 区% 免疫荧光显示丰富环境暴露的大鼠海马eD区和 '9! 区94W蛋白的荧光强度和密度均比对照组高%

%

标示细胞

层#

&

标示分子层%

'!$!'
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HG讨论

本实验发现断乳前丰富环境对大鼠的自发活动

没有影响$但是短暂暴露于丰富环境的大鼠在新物

体识别测试中表现出比对照组更好的长时记忆% 断

乳前与成年时的丰富环境存在一定的差别!!""

% 表

现在&

'

断乳前丰富环境发生在生长发育期$该期大

脑的结构和功能还没有完善$处于对环境的敏感期#

(

断乳前丰富环境还包括了母仔关系$母鼠的哺育

行为% 有实验证实成年动物的丰富环境可促进其学

习记忆能力!!"

$本实验发现断乳前的丰富环境也能

促进长时记忆% 以往研究断乳前丰富环境$都是将

母鼠与仔鼠置于同一丰富环境中!!!"

$而实际上$母

鼠的行为也会影响到仔代$因而本研究在实验设计

中避免了这一干扰$并且排除了短暂的母仔分离$操

作者的搬动以及相互交往这三个因素的影响% 由于

新生动物的特殊性$主动运动的能力比成年动物小$

在断乳前丰富环境中的幼鼠并不能完全利用增加的

运动机会$其运动能力的提高并不明显$而动物的自

发活动与其本身的运动能力相关$这可能是丰富环

境暴露与对照组大鼠之间自发活动没有差异的原

因%

周围环境的刺激能改善脑结构$提高脑功

能!!#"

$而增加的神经营养因子$神经递质受体的改

变和即刻早期基因的表达均是可能的机制% 本研究

中免疫印迹实验发现暴露于丰富环境的大鼠海马表

达的94W蛋白明显高于对照组#免疫荧光实验也证

实$在与学习记忆密切相关的海马 '9! 区*eD区$

丰富环境组表达的94W要明显高于标准环境组% 兴

奋性刺激使海马 8@e9受体活化$94W/H89转录

增加$并翻译为蛋白$在活化的突触部位起作用!F"

%

94W蛋白影响微管相关蛋白复合体聚合!!>"

$通过与

神经元骨架相互作用$影响神经元突触的结构可塑

性$改变神经元对信息的获取和巩固功能% 抑制海

马94W的表达则损伤长时程增强的维持和长时记忆

的巩固!F"

$提示 94W蛋白与突触功能可塑性和长时

记忆有关% 本实验观察到断乳前丰富环境暴露组和

对照组大鼠$94W蛋白的表达具有差异% 94W蛋白表

达量的增加$增强了神经元的突触可塑性$提高了神

经元处理信息的能力$巩固了长时记忆% 当然$要证

实94W蛋白是断乳前丰富环境促进长时记忆的分子

机制还需进一步实验验证%

目前$对断乳前丰富环境的研究仍停留在行为

学水平$对于其分子机制的研究还没有完全展开%

事实上$哺乳动物的断乳前是脑发育的关键时期$对

此期脑的研究有助于我们探讨认知发育的关键因

素$为提供促进脑发育和恢复脑损伤后脑功能的方

案开辟新的路径%
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