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神经干细胞特异性 ＬＳＤ１ 基因敲除对小鼠情绪
及记忆的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 条件敲除小鼠神经干细胞 ＬＳＤ１ 基因后，通过观察小鼠神经细胞增殖情况及小鼠行为的表

现，揭示 ＬＳＤ１ 的神经生物学功能。 方法　 将 ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）转基因小鼠与神经干细胞特异性表达 Ｃｒｅ 重组酶的 Ｎｅｓ⁃
ｔｉｎ⁃ｃｒｅ（Ｔｇ）转基因小鼠进行的杂交，即利用 Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 系统，繁殖出 ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ） Ｎｅｓｔｉｎ⁃ｃｒｅ （Ｔｇ） 基因型小鼠，即为所需神

经干细胞 ＬＳＤ１ 条件性敲除小鼠（ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ），ＬＳＤ１（ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）做为对照小鼠。 进一步运用免疫荧光染色方法检测小鼠

海马 ＤＧ 区神经细胞的增殖；并通过小鼠的糖水偏好、强迫游泳及新物体识别等实验检测小鼠的行为表现。 结果　
与 ＬＳＤ１（ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）小鼠相比，ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠海马区神经细胞增殖显著降低（Ｐ ＝ ０􀆰 ０２３）；糖水偏好系数降低（Ｐ ＝
０􀆰 ００７５）；强迫游泳实验中不动时间明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；并在新物体识别实验中表现出记忆力显著下降现象（Ｐ ＝
０􀆰 ００１９）。 结论　 小鼠脑神经干细胞敲除 ＬＳＤ１ 基因，海马区神经细胞增殖降低，ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠表现出负面情绪和

记忆障碍。
【关键词】 　 赖氨酸特异的脱甲基酶 １；基因敲除；神经细胞增殖；情绪；记忆；小鼠
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　 　 赖氨酸特异性组蛋白去甲基化基酶 （ ｌｙｓｉｎｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ １， ＬＳＤ１）可以使组蛋白 Ｈ３ 第

四位上的赖氨酸（Ｈ３⁃Ｋ４）或 Ｈ３ 第九位上的赖氨酸

（Ｈ３⁃Ｋ９）脱去一个或二个甲基进而影响基因的转录

水平。 通常 Ｈ３⁃Ｋ４ 脱甲基化抑制靶基因转录活性，
而 Ｈ３⁃Ｋ９ 脱甲基化则导致靶基因转录被激活［１］。
表观遗传调控在发育及疾病中起着重要作用，其中

组蛋白赖氨酸甲基化和去甲基化介导的基因转录

调控是表观遗传调控的重要组成部分。 目前关于

ＬＳＤ１ 的研究主要集中在细胞水平，研究发现 ＬＳＤ１
可以影响多种干细胞的增殖，如神经干细胞、肿瘤

干细胞、胚胎干细胞等［２］。 而对 ＬＳＤ１ 在哺乳动物

体内的研究，尤其是对体内神经细胞的调控功能研

究较少。 Ｎｅｓｔｉｎ 是一种中间丝类型的蛋白，能够特

异性的表达在神经干细胞 （ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ） 上，为
神经干细胞的特征性标志物。 神经干细胞是一类

具有分裂潜能的母细胞，具有分化为神经元、星形

胶质细胞和少突胶质细胞的能力。 鉴于 ＬＳＤ１ 基因

全身敲除的小鼠具有胚胎致死性［３］，我们构建了

ＬＳＤ１ 基因条件性敲除小鼠 （ ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ），即利用

Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 重组酶系统，条件性敲除小鼠脑神经干细

胞中的 ＬＳＤ１ 基因，通过观察小鼠神经细胞增殖情

况和行为的改变，来研究 ＬＳＤ１ 在哺乳动物体内的

神经生物学功能。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂

鼠尾 ＰＣＲ 试剂盒购（Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司）；冰冻包埋

液 ＮＥＧ ５０ＴＭ（Ｔｈｅｒｍｏ）；鼠抗 ＢｒｄＵ，兔抗 ｎｅｓｔｉｎ，鼠抗

ＬＳＤ１ 一抗（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；相应二抗（Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ 公

司）。
１􀆰 ２　 仪器

ＰＣＲ 仪 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ）； 凝 胶 成 像 仪 （ Ｔａｎｏｎ
３５００Ｒ）；冰冻切片机（美康 Ｍｉｃｒｏｍ）；激光共聚焦显

微镜 （ Ｏｌｙｍｐｕｓ ＦＶ１０ｉ）；倒置荧光显微镜 （ Ｏｌｙｍ⁃
ｐｕｓ）；物体识别箱（上海吉量仪器）。
１􀆰 ３　 小鼠的饲养与繁殖

ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）转基因小鼠在南方模式动物研究

中心订制［ＳＣＸＫ（沪）２００９ － ００２３］，此鼠与 Ｎｅｓｔｉｎ⁃
ｃｒｅ（Ｔｇ）转基因小鼠（从同济大学实验动物中心丁玉

强老师获得）进行杂交，繁殖出 ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｗｉｌｄ） Ｎｅｓｔｉｎ⁃
ｃｒｅ（Ｔｇ）双转基因小鼠。 然后利用 ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｗｉｌｄ） Ｎｅｓｔｉｎ⁃
ｃｒｅ（Ｔｇ）双转基因小鼠再与 ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）转基因小鼠进

行杂交，繁殖培育出在神经干细胞内特异敲除 ＬＳＤ１
基因的 ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）Ｎｅｓｔｉｎ⁃ｃｒｅ（Ｔｇ）小鼠（简写为 ＬＳＤ１⁃
ＣＫＯ）。 同窝 ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）转基因小鼠（非敲除小鼠，
简写为 ＬＳＤ１（ ｆ ／ ｆ））为对照，并且行为学实验小鼠数目

Ｎ 值均大于 ８。 小鼠饲养繁殖于同济大学实验动物

中心［ＳＹＸＫ（沪）２００９ － ００２２］ ＳＰＦ 级环境内，室温

控制在 ２０ ～ ２５℃，湿度控制在 ４０％ ～７０％ 。
１􀆰 ４　 方法

１􀆰 ４􀆰 １　 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠的 ＰＣＲ 鉴定

Ｌｏｘｐ 与 Ｃｒｅ 基因片段的鉴定， 使用 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司

的鼠尾一步法 ＰＣＲ 试剂盒。 ＬＳＤ１ 基因上的 Ｌｏｘｐ 基

因片段鉴定，设计上游引 物：５′⁃ＡＡＡＴＧＴＴＴＣＣＴＣ⁃
ＣＧＧＧＣＣＴＣ⁃３′， 下 游 引 物： ５′⁃ ＧＣＡＡＡＴＧＡＧ⁃
ＣＡＧＡＧＡＣＣＡＧＣ ⁃３′；ＰＣＲ 条件为： ９４℃ 预变性 ５
ｍｉｎ，继之 ９４℃ 变性 ３０ ｓ，６０℃ 退火 １ｍｉｎ，７２℃ 延

伸 １ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环，最后 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎ。 Ｌｏｘｐ
基因片段插入的后，ＰＣＲ 扩增产物大小为 ４２６ ｂｐ，
而野生型未插入 Ｌｏｘｐ 基因扩增产物为 ３５６ ｂｐ。 Ｃｒｅ
重组酶基因片段鉴定， 上游引物： ５′⁃ ＴＣＧＡＴＧ⁃
ＣＡＡＣＧＡＧＴＧＡＴＧＡＧ⁃３′， 下 游 引 物： ５′⁃ ＴＣＣＡＴ⁃
ＧＡＧＴＧＡＡＣＧＡＡＣＣＴＧ ⁃３′；ＰＣＲ 条件为：９４℃预变性

５ ｍｉｎ， 然后 ９４℃变性 ３０ ｓ，６５℃ 退火 １ ｍｉｎ，７２℃
延伸 １ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环，最后 ７２ ℃ 延伸 ５ ｍｉｎ。
Ｃｒｅ 基因鉴定的 ＰＣＲ 扩增产物大小为 ３００ ～ ４００ ｂｐ。
１􀆰 ４􀆰 ２　 ＬＳＤ１ 与 Ｎｅｓｔｉｎ 荧光共染

４ 周龄 ＬＳＤ１（ ｆ ／ ｆ）和 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠，心脏灌流后

取脑，４％多聚甲醛固定 ２４ ｈ，３０％ 蔗糖脱水后包埋

剂包埋，冰冻切片厚度为 ３０ μｍ。 取海马区脑片，
９５℃预热柠檬酸钠缓冲液中水浴脑片 ５ ｍｉｎ，匀速慢

摇 １ ｈ 至室温，ＰＢＳ 洗 ３ 次后，上 ＬＳＤＩ 和 Ｎｅｓｔｉｎ 一

抗（各 １∶ １０００， ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００， １％ ｇｏａｔ ｓｅｒｕｍ ｉｎ
ＰＢＳ）４℃过夜；ＰＢＳ 洗 ３ 次后换二抗（１ ∶ １０００ ｇｏａｔ
ａｎｔｉ ｒａｂｂｉｔ ４８８ ＋ １∶ １０００ ｇｏａｔ ａｎｔｉ ｍｏｕｓｅ ５４６ ｉｎ ＰＢＳ）
室温 １ ｈ。 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染核后，封片后经激光共聚

焦显微镜下观察拍照。
１􀆰 ４􀆰 ３　 神经细胞增殖的 Ｂｒｄｕ 染色

８ 周龄 ＬＳＤ１（ ｆ ／ ｆ） 和 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠，腹腔注射

０８
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ＢｒｄＵ １００ ｍｇ ／ ｋｇ，每隔 ２ ｈ 注射 １ 次，共 ５ 次。 第 ２
天处死小鼠取脑，脑片处理方法同上文。 ＢｒｄＵ 染

色：每只小鼠取 ６ ～ ８ 片海马 ＤＧ 区脑片，ＰＢＳ 洗三

遍，每次 ５ ｍｉｎ；２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ（浓 ＨＣｌ 用水 １∶ ５稀释）
处理 １ ｈ；换硼酸缓冲液（Ａ 液： 硼酸 ３􀆰 １ ｇ ／ ５００ ｍＬ，
Ｂ 液： 硼酸钠·１０Ｈ２Ｏ ７􀆰 ６ ｇ ／ ２００ ｍＬ，４００ ｍＬ Ａ ＋
１００ ｍＬ Ｂ，ｐＨ ８􀆰 ５）处理 ３０ ｍｉｎ，然后 ＰＢＳ 洗三边，
每次 ５ ｍｉｎ；上 ＢｒｄＵ 一抗体（１ ∶ ２０００，０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃
Ｘ１００，１％ ｇｏａｔ ｓｅｒｕｍ ｉｎ ＰＢＳ）４ 度过夜，ＰＢＳ 洗 ３ 次

后换二抗（１∶ １０００ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｒａｔ ４８８ ｉｎ ＰＢＳ）室温 １ ｈ。
ＰＢＳ 洗后封片，倒置荧光显微镜下观察拍照。

注：Ａ：ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ） 与 ｎｅｓｔｉｎ⁃ｃｒｅ（Ｔｇ） 小鼠杂交后代鉴定； Ｂ： ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ） 与 ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｗｉｌｄ） ｎｅｓｔｉｎ⁃ｃｒｅ（Ｔｇ） 小鼠杂交后代

ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ） ｎｅｓｔｉｎ⁃ｃｒｅ（Ｔｇ）鉴定（１ ／ ４ 纯合敲除）；Ｃ：ＬＳＤ１ 和 ｎｅｓｔｉｎ 的免疫荧光共染色。

图 １　 神经干细胞 ＬＳＤ１ 基因特异性敲除小鼠的基因鉴定及免疫荧光染色

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｗｉｌｄ） Ｎｅｓｔｉｎ⁃ｃｒｅ（Ｔｇ） ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ． Ｂ： Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ） ｎｅｓｔｉｎ⁃ｃｒｅ（Ｔｇ） （ １ ／ ４ ｃｈａｎｃｅ）
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ． Ｃ： Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＬＳＤ１ ａｎｄ ｎｅｓｔｉｎ．

Ｆｉｇ． １　 Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＳＤ１⁃ ＣＫＯ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ

１􀆰 ４􀆰 ４　 糖水偏好实验

９ 周龄 ＬＳＤ１（ ｆ ／ ｆ）和 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠，雌雄各半单

笼放置。 方法为每笼放置两个水瓶，
一个为无菌水，另一个为 ２％的蔗糖水，称重后

放置 ２４ ｈ，小鼠自由进食进水。 计算 ２４ ｈ 内的糖水

消耗占液体总消耗的百分比。
１􀆰 ４􀆰 ５　 强迫游泳实验

糖水偏好实验结束后，小鼠进行强迫游泳实

验，操作为每只小鼠分别放在水中游泳适应 １５ ｍｉｎ，

在 ２４ ｈ 后，每只小鼠再放水中 ６ ｍｉｎ，记录小鼠的不

动时间。 统计不动时间有两种方法：前 ５ ｍｉｎ 内的

不动时间；后 ４ ｍｉｎ 内的不动时间。 不动表现为不

爬缸、不游动。 不动时间反映小鼠的抑郁情绪。
１􀆰 ４􀆰 ６　 新物体识别实验

１０ 周龄 ＬＳＤ１（ ｆ ／ ｆ）和 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠进行新物体

识别实验，方法参照我们实验室之前发论文［４］。 识

别指数（ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ） ＝ 新物体识别时间 ／新物

体 ＋ 旧物体识别的总时间。
１􀆰 ５　 数据统计

实验数据以 ｍｅａｎ ± Ｓ． Ｅ． Ｍ． 形式表示，利用统

计学软件 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 对数据进行分析，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 神经干细胞 ＬＳＤ１ 基因敲除小鼠的基因鉴定

及免疫荧光染色

图 １Ａ⁃Ｂ 为 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠的繁殖策略及后代

ＰＣＲ 鉴定电泳结果。 图 Ａ 中标记 １ 和 ６ 号小鼠为

ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｗｉｌｄ）Ｎｅｓｔｉｎ⁃ｃｒｅ（Ｔｇ） 小鼠。 图 Ｂ 中标记为 １ 和

１８
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２ 号的小鼠为神经干细胞 ＬＳＤ１ 特异性敲除小鼠

ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）Ｎｅｓｔｉｎ⁃ｃｒｅ（Ｔｇ）；４ 号 ＬＳＤ１（ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）为非条件

敲除小鼠对照。 为进一步观察 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠在

ｎｅｓｔｉｎ 表达阳性细胞内是否无 ＬＳＤ１ 表达，我们共染

了 ＬＳＤ１ 与 ｎｅｓｔｉｎ。 荧光染色结果显示，在 ＬＳＤ１（ ｆ ／ ｆ）

小鼠海马区，表达 ｎｅｓｔｉｎ （红色）的细胞内有 ＬＳＤ１
（绿色）表达，而在条件敲除小鼠中，ｎｅｓｔｉｎ 标记的细

胞中无 ＬＳＤ１ 表达，表明在 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠中表达

ｎｅｓｔｉｎ 阳性细胞内，ＬＳＤ１ 确实被敲除而不再表达

（图 １Ｃ）。

２􀆰 ２　 神经细胞增殖的 Ｂｒｄｕ 染色

通过 ＢｒｄＵ 染色实验，观察了敲除小鼠的神经

细胞的增殖情况，亮绿色为标记的阳性增殖细胞

（图 ２Ａ）。 并对 ＢｒｄＵ 阳性细胞个数做了统计（图
２Ｂ），结果显示与对照小鼠相比，敲除小鼠的 ＢｒｄＵ
阳性细胞数目变少，即增殖降低，统计具有显著差

异（Ｐ ＝ ０􀆰 ０２３）。 这与 Ｓｕｎ 等［５］ 抑制 ＬＳＤ１ 的活性

或 ｓｉＲＮＡ 敲除 ＬＳＤ１ 的表达后，所看到的致神经干

细胞增殖能力下降及导致野生鼠大脑海马齿状回

细胞增殖的大幅减少这些现象，具有一致性。

注：Ａ：海马区细胞增殖的 ＢｒｄＵ 荧光染色（ × ２００）；Ｂ：阳性 ＢｒｄＵ 细胞个数统计，Ｐ ＝ ０􀆰 ０２３。

图 ２　 海马区神经细胞增殖的 ＢｒｄＵ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＢｒｄＵ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， × ２００． Ｂ： Ｃｏｕｎｔ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＢｒｄＵ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｃｅｌｌｓ， Ｐ ＝ ０􀆰 ０２３．

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ． ＢｒｄＵ ｓｔａｉｎｉｎｇ

注：Ａ：糖水偏好统计，Ｐ ＝ ０􀆰 ００７５；Ｂ：强迫游泳前 ５ ｍｉｎ 内不动时间统计，Ｐ ＝ ０􀆰 ０３；Ｃ：强迫游泳后 ４ ｍｉｎ 内不动时间统计，Ｐ ＝ ０􀆰 ０２９。

图 ３　 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠抑郁症表现

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ， Ｐ ＝ ０􀆰 ００７５． Ｂ： Ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ａｔ ５ ｍｉｎｕｔｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ， Ｐ ＝ ０􀆰 ０３． Ｃ： Ｉｍｍｏｂｉｌ⁃
ｉｔｙ ｔｉｍｅ ａｔ ４ ｍｉｎｕｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ， Ｐ ＝ ０􀆰 ０２９．

Ｆｉｇ． ３　 Ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 行为学改变

２􀆰 ３􀆰 １　 条件敲除 ＬＳＤ１ 对小鼠情绪影响

神经干细胞的增殖抑制是抑郁症的关键因素，
所以 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠海马区神经细胞增殖数目减少

及神经干细胞中 ＬＳＤ１ 失活，可能会对小鼠情绪造

成影响。 在对小鼠进行了糖水偏好实验后，发现

ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小 鼠 对 糖 水 的 依 赖 性 降 低 （ Ｐ ＝
０􀆰 ００７５），即糖水快感降低（图 ３Ａ）。 小鼠强迫游泳

实验结果显示，ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠无论是在前 ５ ｍｉｎ，

还是在后 ４ ｍｉｎ 中内，与 ＬＳＤ１（ ｆ ／ ｆ） 小鼠相比，不动时

间都明显增加（Ｐ ＝ ０􀆰 ０３ 或 Ｐ ＝ ０􀆰 ０２９，见图 ３Ｂ⁃
Ｃ）。 糖水偏好实验和强迫游泳实验是判断小鼠是

否具有一定的抑郁症的两种快速简单的方法［６］。
从这两个实验我们初步判断这种 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠具

有情绪低落的抑郁症状。
２􀆰 ３􀆰 ２　 条件敲除 ＬＳＤ１ 对小鼠记忆的影响

条件敲除 ＬＳＤ１ 后导致海马区神经细胞增殖的

降低，而海马是小鼠学习记忆的主要脑区部分［７］，

２８
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所以条件敲除 ＬＳＤ１ 是否对小鼠的记忆产生影响，
尚未有文献报道。 新物体识别实验，是利用动物先

天对新物体有探索倾向的特性而建立的非空间短

期记忆测试方法［４］。 我们应用新物体识别实验，在
小鼠 １０ 周龄时，检测了条件敲除小鼠的记忆力情

况。 统计结果显示 ＬＳＤ１ 敲除后，小鼠对新物体的

识别系数降低（Ｐ ＝ ０􀆰 ００１９），即记忆障碍。 实验同

时发现，ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠还表现出对新旧两个物体

总探索时间降低的趋势，也反映出 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠

运动活跃程度降低，结果见图 ４Ａ⁃Ｂ。

注：Ａ：小鼠新物体识别指数， Ｐ ＝ ０􀆰 ００１９； Ｂ：小鼠探索新旧物体的总时间。

图 ４　 新物体识别实验

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ， Ｐ ＝ ０􀆰 ００１９． Ｂ： Ｔｏｔａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ（ｓ） ｉｎ ｔｈｅ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

３　 讨论

组蛋白氨基端的共价修饰大多是可逆的，如组

蛋白的乙酰化、磷酸化和泛素化等。 然而组蛋白甲

基化的发生，在很长一段时间被认为是非常稳定且

不可逆的，直到 ２００４ 年 Ｓｈｉ 等［８］发现了第一个赖氨

酸特异性组蛋白去甲基化酶 １ （ ｌｙｓｉｎｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｍ⁃
ｅｔｈｙｌａｓｅ １， ＬＳＤ１）才改变了科研人员对组蛋白甲基

化修饰机制的认知，组蛋白修饰在基因调节过程中

更具动态性。
关于 ＬＳＤ１ 最初的研究，主要集中在肿瘤的发

生发展中的作用，ＬＳＤ１ 也成为抗肿瘤药物新的靶

点。 随着不断深入的对 ＬＳＤ１ 调节组蛋白甲基化修

饰机制的研究，发现 ＬＳＤ１ 参与了动植物胚胎发育、
干细胞分化、免疫等多种生物学功能，与很多疾病

发生有着密切的关系［２，９，１０］。
有文献报道，ＬＳＤ１ 在斑马鱼神经细胞发育及体

外干细胞增殖分化上具有重要作用［５，１１］。 全身敲除

ＬＳＤ１ 导致围产期小鼠死亡，也充分体现的 ＬＳＤ１ 在

哺乳动物发育中的重要作用。 为了更好的观察

ＬＳＤ１ 基因缺失后，在体神经发生及神经功能行为体

现，课题组制作并繁殖出神经干细胞 ＬＳＤ１ 基因敲

除小鼠。 条件敲除小鼠的 ｎｅｓｔｉｎ 荧光标记细胞中不

表达 ＬＳＤ１。 神经干细胞内的 ＬＳＤ１ 基因敲除并不导

致小鼠的死亡，但是条件敲除小鼠海马 ＤＧ 区 Ｂｒｄｕ
标记后，染色显示神经细胞增殖降低。 对于沉默

ＬＳＤ１ 导致 细 胞 增 殖 降 低， 也 存 在 多 种 可 能 机

制［１，２］。 海马在小鼠的学习记忆及情绪活动中具有

重要作用，海马 ＤＧ 区神经细胞的增殖降低可能会

对小鼠学习记忆及情绪产生影响。 在利用糖水消

耗实验、强迫游泳及新物体识别实验的行为学实验

中，９ ～ １０ 周龄的 ＬＳＤ１⁃ＣＫＯ 小鼠就表现出了抑郁

症及记忆力下降的症状，揭示条件敲除神经干细胞

ＬＳＤ１ 基因后， 会导致情绪及记忆障碍。 Ｊａｒｏｍｅ
等［１２］认为，组蛋白甲基化是记忆和行为的关键调节

者。 神经干细胞及之后分化的各类神经细胞内组

蛋白的甲基化与脱甲基化，进一步会影响到 ＤＮＡ 甲

基化与脱甲基化的调节，而这可能是情绪抑制和认

知损伤的因素。 所以 ＬＳＤ１ 对组蛋白的甲基化与脱

甲基化修饰的调节，对动物的行为及认知可能具有

重要的调节作用，但是具体的作用机制尚不清楚。
基于 ＬＳＤ１ 在小鼠神经发生、学习记忆及情绪

表现行为方面的作用，我们认为 ＬＳＤ１ 的调节机制

与功能，可能为抑郁与神经退行性疾病治疗提供一

种新的思路，当然还需要进一步深入研究。
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