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琢-突触核蛋白对小鼠空间学习记忆能力的影响 *
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摘要 目的：观察 琢-突触核蛋白(琢-Synuclein, 琢-Syn)对小鼠空间学习记忆能力的影响。方法：以 C57/B6野生型小鼠(Wild Type，

WT)及 琢-Syn过表达转基因小鼠(Tg-琢-Syn)为研究对象，采用Morris水迷宫(Morris water maze，MWM)中定位航行实验、空间探索

实验以及可视平台实验，按照训练要求，记录两组小鼠游泳路径和完成任务的时间。结果：在定位航行试验中，随着训练时间的增

加，两组小鼠的寻台潜伏期均缩短。同时，在训练第五天时，与 WT组小鼠相比，Tg-琢-Syn小鼠的寻台潜伏期明显延长(58.77±

1.32 versus 17.34± 6.44，*P<0.05)。在空间探索实验中，与WT组小鼠相比，Tg-琢-Syn小鼠在目标象限停留时间更短(17.91± 2.14

versus 5.59± 4.98，*P<0.05)。为了进一步证明 Tg-琢-Syn小鼠的空间记忆与学习能力下降是与海马相关，采用了可视平台实验，结
果显示：两组小鼠的寻台潜伏期无显著性差异(P>0.05)，即 Tg-琢-Syn小鼠不存在运动障碍和视觉障碍。结论：琢-Syn过表达可导致
海马相关的空间记忆、学习能力受损。
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Effect of 琢-Synuclein on the Spatial Memory and Learning of Mice*

To investigate the effect of 琢-Synuclein on the spatial learning and memory of mice. The trans-

genic mice over-expressed 琢-Syn were used as models to observe the swimming path and the time to complete the task in the Morris wa-

ter maze which included the navigation test, spatial probe test and visual platform experiment. In the navigation test, the time to

search for the two groups of mice was shortened with the training time prolonged. Compared with the wild type mice, the escaped latency

of transgenic mice over-expressed 琢-Syn was prolonged in the navigation test (58.77± 1.32 versus 17.34± 6.44, *P<0.05) and the target

quadrant shortened(17.91± 2.14 versus 5.59± 4.98, *P<0.05). Meanwhile, in order to further prove that the spatial memory and learning

ability of Tg-琢-Syn mice are related to hippocampus. There was no significant difference between the two groups of mice in the search
latency of visual platform experiments (P>0.05). The over-expression of 琢-Syn could impaire the spatial memory and learn-
ing depended hippocampus.
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前言

在帕金森病(Parkinson's disease，PD)、路易体痴呆(Dementi-

a with lewy body，DLB)等神经变性疾病患者常出现学习、记忆

能力减退，尸体解剖发现这些患者的海马组织中有大量聚集的

琢-Syn[1-3]。琢-Syn是一种在神经组织中丰富表达的小分子蛋白，
主要存在于神经元的突触前神经末梢。虽然 PD和 DLB临床

症状各有不同，然而这些疾病均表现出与海马相关的记忆功能

的异常和认知功能障碍。这些疾病均存在海马脑区 琢-Syn表达

的异常增高。同时，研究已证实[9]琢-Syn可引起海马神经元细胞
膜表面 N-甲基 -D-天门冬氨酸(NMDA)受体内在化，并抑制其

介导的钙内流和跨膜电流，而海马部位的 NMDA受体在海马

相关的空间学习、记忆过程中起重要作用。但目前尚无研究报

道 琢-Syn 含量变化对动物行为的影响。本实验将通过研究
琢-Syn过表达转基因小鼠(Tg-琢-Syn)观察琢-Syn对海马相关的
学习、记忆功能的影响。

1 材料与方法
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1.1 材料

野生型 C57/B6雄性小鼠，共 10只，体质量 18-22 g，由中

国军事医学科学院动物中心提供 (实验动物许可证号：

SCXK-2014-004)，琢-Syn过表达转基因 C57/B6雄性小鼠，共 10

只，体质量 18-22 g，由中国医学科学院动物中心提供(实验动物

许可证号：SYXK：2014-0039)。全脂奶粉(Sigma-Aldrich公司，

美国)。ZH-3000型迷宫圆形水池(张家港市青松生物医学仪器

有限公司，中国)。Morris视频分析系统(张家港市青松生物医学

仪器有限公司，中国)。

1.2 方法

1.2.1 定位航行试验 啮齿类动物如小鼠首次游泳时，很难

发现藏于水面下的不可见的站台。如果小鼠在入水游泳 60至

90秒之内仍然未能找到水池中的站台或者未能爬上站台时，

实验人员可将小鼠引导置于站台上站立 10至 30秒，使小鼠体

会到站在站台上的感觉，这样从第二次开始，小鼠的学习成绩

就能迅速提高。小鼠爬上站台后，让其在站台上站立 5至 10

秒。然后将小鼠从站台上拿下来，休息 30至 60秒之后再进行

下一次训练。一般情况下，正常的小鼠在经过 3至 5日的训练

后, 很快就能学会以最快最佳的轨迹搜索到站台的准确位置。

试验共历时 5天，每天于固定时间训练，共计 4次。训练开始

时，将平台放置于第二象限，从四个起始点的任意一点将小鼠

面向池壁放入水池之中。自由录像记录系统全程记录小鼠找到

平台的时间以及游泳路径，4次训练是指将小鼠分别从四个不

同的起始点(不同象限)放入水池之中。小鼠找到平台后或者 60

秒内找不到平台(潜伏期则记为 60秒)，则由试验者将其引导至

平台，在平台上休息 10秒，然后进行下一次试验。每日以小鼠

4次训练潜伏期的平均值做为这只小鼠当日的学习成绩。有时

小鼠有可能会在 10至 30秒间隔时间到达前从站台上掉下或

跳入池水中继续游泳。一旦这种情况发生，则需要将小鼠重新

放回站台，并重新开始计时，使小鼠在站台上站立时间间隔到

达 10至 30秒。这样可以确保每只小鼠在每次试验之后有基本

相同的时间来观察和获取空间信息。

1.2.2 将动物移开并擦干 统一将动物放在 120瓦的白炽灯

下晒 5分钟，放回小鼠笼内。每只小鼠每天训练 4次，2次训练

之间间隔为 15至 20分钟，连续训练时间为 5天。

1.2.3 空间探索试验 在定位航行试验结束 24小时之后，撤

除站台。然后任选一个相同入水点将小鼠放入水池中，记录小

鼠在 60秒内的游泳路径，记录小鼠在目标象限(Target quadrant

TQ)的停留时间，观察受试的小鼠的空间定位能力以及其在空

间探索过程中的变化规律。

1.2.4 可视平台试验 将平台完全露出水面以使小鼠能够看

见平台。小鼠放入泳池后如毫无困难地直接游向平台，说明小

鼠的游泳能力和视觉能力均正常。小鼠在完成空间探索试验 4

天后在同一个水池里进行可视平台实验 (平台高出水面 1.5厘

米)。动物在一天内完成 6次训练，每次训练时随机摆放平台的

位置，记录动物找到平台的时间。每只动物有 90秒的时间寻找

平台，找到平台后在台上停留 15秒。每次实验间隔 5至 8分钟。

注意事项：试验用肉眼观察，试验者始终坐在同一位置，距

离水池最近边缘约 50厘米，每天坚持在固定时间测试，试验过

程中，动作要轻柔，尽量避免不必要的应激刺激；游泳对小鼠来

说是一个较大的应激刺激，将会引起小鼠的神经内分泌变化，

这些变化可能对试验结果造成干扰；必要时可将小鼠多次放入

池中或适当延长其游泳时间以增加小鼠对游泳的适应能力；用

奶粉去搅浑泳池的水，但一定要定期换水来避免水腐败变质。

1.3 数据统计学分析

数据均以均数± 标准误 (mean± SEM) 表示，采用 SPSS

19.0软件进行统计分析，组间比较用独立样本的 t检验，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

为了观察过表达 Tg-琢-Syn小鼠的空间学习与记忆能力的
变化，我们应用了Morris水迷宫实验。如图 1所示，实验结果显

示：在定位航行试验中，随着训练时间的增加，两组小鼠的寻台

潜伏期均缩短。同时，在训练第五天时，与WT组小鼠相比，Tg-

琢-Syn小鼠的寻台潜伏期明显延长(58.77± 1.32 versus 17.34±

6.44，*P<0.05)。在空间探索实验中，与 WT 组小鼠相比，Tg-

琢-Syn 小鼠在目标象限停留时间更短 (17.91± 2.14 versus

5.59± 4.98，*P<0.05)。

图 1 Tg-琢-Syn小鼠及WT小鼠定位航行和空间探索实验测试结果。定位航行实验中，小鼠连续训练 5天，分别记录两组小鼠的寻台潜伏期。第 6天时撤

去浮台，记录空间探索实验中两组小鼠在不同象限停留时间。数据以均值± 标准误表示。TQ：目标象限；OQ：对角象限；AQ：临近象限。

Fig. 1 TheresultsofTg-琢-SynandWTmicegroup inprobetrainsandhiddenplatform test.Theescape latencyofMWMtestsduring thewhole trainingtrial

sessions.Micewere trained for fiveconsecutivedays.The timespent inquadrant ofMWManalysisduringtheprobe trial session (last test trial). Dataare

expressedasmean± SEM(n=10 ineachgroup.**P<0.01,*P<0.05, versusWTgroup).TQ:Target quadrant;OQ:Oppositequadrant;AQ:Adjacent quadrant.
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为了进一步证明 Tg-琢-Syn小鼠的空间记忆与学习能力下
降是与海马相关，我们采用了可视平台实验。结果显示：两组小

鼠的寻台潜伏期无显著性差异，即 Tg-琢-Syn小鼠不存在运动
障碍和视觉障碍。因此，Tg-琢-Syn小鼠海马相关的空间记忆、学
习能力受损。

3 讨论

水迷宫实验于 1981 年由英国心理学家 Richard G Morris

设计，目前已在国内外得到普遍认可，成为评价空间记忆、学习

能力最常用有效的工具，尤其是评价海马功能[4,5]。如发现定位

航行能力和空间探索能力受损而可视平台实验结果正常，则作

为海马相关空间记忆学习功能失调的有力证据[6-8]。值得一提的

是在运用水迷宫实验过程中，由于游泳是对小鼠体力要求很高

的运动，所以尽量选择年富力强的小鼠，同时，尽量保持水温维

持在 20± 2℃，防止过冷，小鼠消耗太大，或者过热，变成了小

鼠的 "浴池 "。一定要尽可能地减少各种外界因素的影响，如实

验设备、动物种类，实验环境等。

本研究结果显示：在定位航行实验中，随着训练时间的延

长，过表达 琢-Syn转基因小鼠的寻台潜伏期与野生型小鼠相比
下降缓慢，这说明过表达 琢-Syn转基因小鼠的空间学习能力明
显降低；同时，过表达 琢-Syn转基因小鼠在空间探索实验的目
的象限停留时间减少，表明该小鼠的空间记忆能力亦降低。两

组小鼠在可视平台实验的寻台潜伏期无显著差别表明小鼠均

不存在肢体运动障碍和视觉障碍。由此，我们推测过表达

琢-Syn转基因小鼠可能海马相关的空间记忆、学习能力受损。
本研究在动物行为学水平证实 琢-Syn引起小鼠海马相关空间
记忆、学习功能障碍，在国内外鲜有报道，且本研究结果与由

琢-Syn 引起的海马神经元膜表面 NMDA 受体含量减少伴随

NMDA受体介导的 Ca2+内流和内向膜电流的降低 [9-14]的结果

一致。

由于海马神经元 NMDA受体在学习和记忆中起重要作

用，所以因 琢-Syn异常积聚所引起的神经元膜表面 NMDA表

达减少及功能减弱可能会影响动物的学习和记忆功能 [15-21]，所

以下一步，将进行深入的组织学研究，并将水迷宫实验与先进

的神经电生理技术或脑成像技术等有机的结合起来应用，作为

这一推测的证据。本论文的研究结果为探讨 PD、DLB 等与

琢-Syn相关的神经退行性疾病的认知功能障碍的机制提供了
新的线索。然而，为了阐明 琢-Syn在神经元内的异常积聚与上
述神经退行性疾病的认知功能障碍的相关性和作用机制仍需

要更多的实验证据的支持。
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