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核定位人源 α⁃突触核蛋白转基因小鼠的建立
韦梦晨，范胜涛，吴海婷，张艺薇，王子鸥，黄璋琼∗

（北京协和医学院 中国医学科学院医学生物学研究所，昆明　 ６５０１１８）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种核定位人源 α⁃突触核蛋白（α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α⁃ｓｙｎ）转基因小鼠，并探究人源 α⁃ｓｙｎ 核输

入对小鼠行为的影响。 方法　 构建 ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 和 ＥＧＦＰ 的慢病毒载体，利用显微注射法建立转基因小鼠模型，通
过 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法鉴定转基因首建鼠及其子代基因型和蛋白表达情况。 采用免疫荧光鉴定人源 α⁃ｓｙｎ 在

小鼠脑组织中的共定位情况，同时采用旷场、转棒、Ｏ 迷宫实验评价转基因小鼠的行为改变情况。 结果 　 ｈＳＮＣＡ⁃
ＮＬＳ 基因成功插入小鼠基因组中，人源 α⁃ｓｙｎ 成功表达，并且有明显的核定位现象。 进一步研究发现，核定位人源

α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠在 ２ 月龄时开始表现出了运动功能障碍，发生了星形胶质细胞增生和炎症反应，于 ９ 月龄时表现

出了明显的焦虑样症状，γ⁃氨基丁酸（ＧＡＢＡ）基因表达减少，这些表现一直持续到小鼠 １２ 月龄。 结论　 成功构建了

核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠，小鼠表现出明显的运动功能障碍和焦虑样症状。 该模型的成功建立可以为研究 α⁃
ｓｙｎ 核定位现象在帕金森病中的作用提供一定的研究基础。
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ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ． Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ， ａｎｄ Ｏ ｍａｚｅ
ｔｅｓｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｍｅ， ｔｈｅ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎ ｈａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ． Ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｏｔｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｔ ２
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ（ＧＡＢＡ）
ｇｅｎｅ ａｔ ９ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ， ｗｈｉｃｈ ｐｅｒｓｉｓｔｅｄ ｕｎｔｉｌ １２ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｅｘｈｉｂｉｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｏｔｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
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ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ． Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ α⁃ｓｙｎ
ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ； ｍｏｕｓｅ； ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ； ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ； ｍｏｔｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是世界上常

见的神经系统退行性疾病，６０ 岁以上老人的发病率

约为 １％［１］，ＰＤ 的主要临床特征表现为运动功能障

碍，如静止性震颤、肌肉僵直和运动迟缓，病理特征

表现为中脑黑质致密部和其他神经系统区域神经

元的丢失，路易体和路易神经突的存在［２］。 而路易

体主要是由 α⁃突触核蛋白（ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α⁃ｓｙｎ） 构

成［３］，α⁃ｓｙｎ 在生理状态下作为单体存在，参与调节

突触功能和可塑性，囊泡转运和神经递质释放［４］，
但当与其他蛋白质相互作用或在某些特定的应激

诱导条件下时，α⁃ｓｙｎ 可能聚集或发生构象变化［５］

形成纤维体或者多聚体，使 α⁃ｓｙｎ 成为毒性蛋白。
因此，了解清楚 α⁃ｓｙｎ 的结构和功能及其在帕金森

病形成和发展过程中的作用对帕金森病的研究起

着至关重要的作用。 而以往针对 α⁃ｓｙｎ 的研究主要

集中于其定位在细胞质中的研究［４－８］，而细胞核中

α⁃ｓｙｎ 的功能研究并不多［９］。 在特定条件下，α⁃ｓｙｎ
会出现向细胞核聚集的现象［１０］，而且也在路易体痴

呆患者死后的尸体组织中检测到了很明显的 α⁃ｓｙｎ
核定位的现象［１１］。 有研究表明，α⁃ｓｙｎ 在细胞核中

能够与组蛋白发生相互作用，从而调节自己的构像

及聚集特性［１２］，通过抑制组蛋白的乙酰化促进神经

毒性［１３］。 除此之外，α⁃ｓｙｎ 还能够与细胞核中的双

链 ＤＮＡ 作用，并促进 α⁃ｓｙｎ 纤维的形成，从而形成

ＰＤ 的病理性标志［１４］。 编码 α⁃ｓｙｎ 的基因 ＳＮＣＡ 在

发生 Ｇ５１Ｄ 突变时会在哺乳动物细胞和初级神经元

中产生明显的核定位现象［１５］，也有研究发现 ＳＮＣＡ
基因发生 Ａ５３Ｔ、Ａ３０Ｐ 突变时，α⁃ｓｙｎ 会在细胞核中

聚集加剧毒性，同时 α⁃ｓｙｎ 的核定位还会加速细胞

的死亡［１３］，这表明 α⁃ｓｙｎ 的核定位可能与 ＰＤ 密切

相关。 因此，本研究旨在通过构建 ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 和

ＥＧＦＰ 的慢病毒载体，利用显微注射法建立核定位

人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠，并初步探究核定位人源 α⁃
ｓｙｎ 对小鼠的行为影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，雌性 ６０ 只 （供体，超

排），雄性 １５ 只 （供体），７ ～ ８ 周龄，体重 ２０ ～
２３ ｇ； ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠，雌性 ４０ 只（受体），雄性 ２０
只（结扎），７ ～ ８ 周龄，体重 ２１ ～ ２５ ｇ；购自中国医

学科学院医学生物学研究所小动物部【ＳＣＸＫ（滇）
Ｋ２０２２－０００２】。 小鼠饲养在由中国医学科学院医学

生物学研究所小动物部提供的温度 ２０ ～ ２４ ℃，湿
度 ３０％ ～ ７０％ 屏障环境中 【 ＳＹＸＫ （滇） Ｋ２０２２ －
０００６】，自由进水和进食，采用昼夜 １２ ｈ 间断照明。
实验经中国医学科学院医学生物学研究所实验动

物伦理委员会审核批准（ＤＷＳＰ２０２２０９ ００６），实验

过程按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予动物人道

关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

孕马血清促性腺激素 （ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍａｒｅ ｓｅｒｕｍ
ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，ＰＭＳＧ）、人绒毛膜促性腺激素（ ｈｕｍａｎ
ｃｈｏｒｉｏｎｉｃ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，ｈＣＧ）购自宁波三生生物科技

有限公司；鼠尾基因型快速鉴定试剂盒 （货号：
Ｄ７２８３ Ｍ）、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液 ５ × （货号：
Ｐ００１５ Ｌ）购自碧云天生物技术有限公司；ＲＩＰＡ 裂解

液（货号：ＣＷ２３３３）、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（货号：
ＣＷ００１４ Ｓ）购自康为科技有限公司；人源 α⁃ｓｙｎ 单克

隆抗体 α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ （ ＭＪＦＲ１） （货号： ａｂ１３８５０１ ）、
ＤＡＰＩ（货号：ａｂ１０４１３９）购自英国 Ａｂｃａｍ；ＧＦＡＰ 鼠单

克隆抗体 （货号： Ｇ３８９３）、 ＲＮＡ 提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ
ｒｅａｇｅｎｔ（货号：Ｔ９４２４）和 ＴＥＭＥＤ（货号：１７９１９）购自

美国 Ｓｉｇｍａ；预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（货号：ＭＰ１０２⁃０２）购自

诺唯赞生物科技股份有限公司；聚丙烯酰胺凝胶

（货号：１６１０１８３） 购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ；ｑＰＣＲ 试剂盒

（货 号： ＰＭ１６０Ａ）、 ＧｏＳｃｒｉｐｔ 反 转 录 系 统 （ 货 号：
ＰＲＡ５０００）购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ；氯仿 （货号：８６５⁃４９⁃
６）、过硫酸铵（货号：７７２７⁃５４⁃０）购自国药集团化学

试剂有限公司；磁珠（货号：Ｐ３０３１３００）购自翌圣生

物 科 技 （ 上 海 ） 股 份 有 限 公 司； ＢＳＡ （ 货 号：
４２４０ＧＲ５００）、脱脂奶粉（１１７２ＧＲ５００）、Ｔｒｉｓ⁃ｂａｓｅ（货
号：１１１５ＧＲ５００）、甘氨酸 （ １２７５ＫＧ００１） 购自德国

ＢｉｏＦＲｏｘｘ；蛋白酶抑制剂 （货号：Ｐ２７１４）、Ｍ２ 培养

液、磷酸酶抑制剂 （货号： ４９０６８４５００１） 购自德国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＥＤＴＡ 抗原修复液（货号：ＳＬ１８６０）购自北

京酷来搏科技有限公司；４％多聚甲醛固定液（货号：

８０３
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Ｇ１１０１）、１ × ＰＢＳ，（货号：Ｇ４２０２）、环保型脱蜡透明

液（货号：Ｇ１１２８）购自塞维尔生物科技有限公司；即
用型麻醉剂（货号：Ｍ２９１０）购自南京爱贝生物科技

有限公司；无水乙醇（货号：３２０６１）、异丙醇（货号：
６７⁃６３⁃０）购自西陇科学股份有限公司；５９４ 波长免疫

荧光兔二抗（货号：Ａ⁃１１００１） 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ８００ ｎｍ 近红外鼠源荧光二抗（货号：
９２６⁃３２２１０）、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ８００ ｎｍ 近红外兔源荧光二

抗（９２６⁃３２２１１）、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ７００ ｎｍ 近红外鼠源荧

光二抗（９２６⁃６８０７０）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ７００ ｎｍ 近红外

兔源荧光二抗（９２６⁃６８０７１）购自美国 Ｌｉｃｏｒ。
荧光定量 ＰＣＲ 仪、电泳槽、转膜仪和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ 电泳仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ；ＳＭＡＲＴ 小动物行为

学检测系统购自深圳瑞沃德公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 慢病毒载体的构建及小鼠超排、显微注射及

移植

哺乳动物基因表达慢病毒载体 ｐＬＶ⁃ｈＳＮＣＡ⁃
ＮＬＳ 和空载体 ｐＬＶ⁃ＥＧＦＰ，使用的是 ＥＦ１Ａ 启动子，
人 ＳＮＣＡ 的 ｃＤＮＡ 为表达基因，由云舟生物技术有限

公司构建及包装，病毒滴度为 １􀆰 ３７ × １０９ ＴＵ ／ ｍＬ。 以

７ ～ ８ 周龄 ＩＣＲ 雌性小鼠为假孕鼠，７ ～ ８ 周龄雌性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠为供体鼠。 超数排卵：第 １ 天腹腔注

射 １０ ＩＵ ＰＭＳＧ，４８ ｈ 后注射 ｈＣＧ。 将超排卵后的

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌性小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠交配，见
栓后从输卵管中收集受精卵。 注射 ｈＣＧ 后 ２４ ～
２５ ｈ 后，将 ｐＬＶ⁃ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 和 ｐＬＶ⁃ＥＧＦＰ 注射到原

核明显的受精卵中，注射完毕后置于 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２

的细胞培养箱中培养。 直至受精卵发育至 ２⁃细胞

期，移植到 ０􀆰 ５ ｄｐｃ 的假孕 ＩＣＲ 雌性小鼠输卵管中，
移植后饲养于屏障环境。
１􀆰 ２􀆰 ２　 转基因鼠的鉴定

（１）ＰＣＲ 基因鉴定

获得首建鼠后与野生型小鼠杂交，获得的子代

鼠经 ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和免疫荧光鉴定为阳性后即

为核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠。 鉴定首建鼠和子

代鼠的上下游引物序列见表 １。 实验前用 ７５％乙醇

冲洗剪刀和镊子，取约 ０􀆰 ５ ｃｍ 的鼠尾尾尖置于配制

好的 １００ μＬ 消化液中，将样品置于 ５５ ℃水浴，孵育

１５ ｍｉｎ。 之后将样品置于 ９５ ℃水浴，孵育 ５ ｍｉｎ 最

后向上述样品中加入 １００ μＬ 的 Ｓｔｏｐ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ，涡旋

混匀。 配制 ２０ μＬ 的 ＰＣＲ 体系：ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬ，引物

混合物 １ μＬ，模板 １ μＬ，ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ，

ＰＣＲ 反应参数设置为 ９４ ℃起始变性 ３ ｍｉｎ，循环参

数为 ９４ ℃ ３０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ２０ ｓ，３５ 个循环后

７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。

表 １　 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

ＳＮＣＡ Ｆ：５’⁃ＴＧＴＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＧＡＡＡＡＣＣ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＴＧＧＧＧＣＴＣＣＴＴＣ⁃３’

ＥＧＦＰ Ｆ：５’⁃ＣＣＴＣＧＴＧＡＣＣＡＣＣＣＴＧＡＣＣＴＡＣ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＧＡＴＧＴＴＧＣＣＧＴＣＣＴＣＣＴＴＧＡＡＧＴＣ⁃３’

　 　 （２）Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
处死小鼠后取小鼠脑组织于 １􀆰 ５ ｍＬ 的 Ｅｐ 管

中，将 Ｅｐ 管置于冰上，之后加入磁珠和 ＲＩＰＡ 裂解

液进行研磨提取组织中的蛋白，待研磨结束后，将
样本置于冰上静置 ２０ ｍｉｎ，之后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃
离心 １０ ｍｉｎ，取上清用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒进行定

量。 蛋白浓度统一调整为 ３ μｇ ／ μＬ。 之后加 ５ ×
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液煮沸 １０ ｍｉｎ，待用。 配

制 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶，上样，８０ Ｖ 电压跑 ３０ ｍｉｎ 后将电压

调至 １２０ Ｖ 继续跑 ６０ ｍｉｎ，之后用半干转仪进行转

膜，５％ ＢＳＡ 室温封闭 ６０ ｍｉｎ 后，４ ℃抗体过夜孵育，
ＴＢＳＴ 洗膜每次 １０ ｍｉｎ，共 ３ 次，之后用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
鼠或兔源荧光二抗室温孵育 ６０ ｍｉｎ，ＴＢＳＴ 洗膜每

次 １０ ｍｉｎ，共 ３ 次，Ｏｄｙｓｓｅｙ 红外激光扫描系统进行

显影。
（３）免疫荧光

先用麻醉剂将小鼠深度麻醉，然后用 ４％多聚

甲醛对小鼠进行灌注，取出脑组织后用 ４％多聚甲

醛对组织固定 ４８ ｈ，脱水机脱水处理，包埋处理后切

片厚度为 ４ μｍ。 切好的片子 ６５ ℃烘箱烤片，常规

脱蜡水化，蒸馏水冲洗，ＰＢＳ 浸泡 ５ ｍｉｎ，ＥＤＴＡ 抗原

修复液微波炉煮沸进行抗原修复 ２５ ｍｉｎ，抗原修复

结束后将切片放至室温，山羊血清室温封闭 ６０ ｍｉｎ
后，滴加相应一抗，４ ℃过夜孵育，孵育结束后先将

切片取出置于室温，放至与环境温度相同，ＰＢＳ 洗 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ，后滴加相应荧光二抗，ＤＡＰＩ 封片后

用 Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ＭＩＤＩ 病理切片扫描仪获取图片。
１􀆰 ２􀆰 ３　 行为学实验

（１）旷场实验

实验开始前 ２ ｄ 每天抚摸小鼠 １ ～ ２ ｍｉｎ。 在

正式实验当天，提前 ２ ｈ 将小鼠放置在实验区域内，
让小鼠适应周围环境。 先用 ７５％乙醇清洁实验箱，
然后在软件中设置好相应的参数，记录好动物的编

９０３
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号、日期、状态等信息等，７５％乙醇挥发完后正式开

始实验。 先将实验动物从饲养笼中轻轻取出，将实

验动物迅速放置于实验箱的中央区域，并立即离

开，打开动物行为学分析软件，自动记录动物在箱

体内的活动，实验时间为 ５ ｍｉｎ。 每只小鼠测试完毕

后用 ７５％乙醇清洁实验箱，待乙醇完全挥发后开始

下一只小鼠的测试。
（２）Ｏ 迷宫实验

将实验动物由 Ｏ 迷宫的开放区域放置于 Ｏ 迷

宫上，并立即离开，打开动物行为学分析软件，自动

记录动物在箱体内的活动，实验时间为 ５ ｍｉｎ。
（３）转棒实验

在正式实验前 １ ｈ，每只小鼠训练 ５ ｍｉｎ，使其能

够在转棒仪上停留。 仪器设置为总转动时长为 ５
ｍｉｎ，前 ２ ｍｉｎ 为匀加速运动，初始速度为 ５ ｒ ／ ｍｉｎ，
加速 至 ４０ ｒ ／ ｍｉｎ， 后 ３ ｍｉｎ 为 匀 速 运 动， 转 速

４０ ｒ ／ ｍｉｎ。 将小鼠放置在旋转杆上，启动仪器，记录

每只小鼠于转棒上停留的时间，小鼠休息 ３０ ｍｉｎ 后

再次进行测试，共测 ３ 次，取 ３ 次的平均值为小鼠停

留在转棒上的时间。

表 ２　 ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ＧＡＰＤＨ ５’⁃ＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣ⁃３’ ５’⁃ＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＣ⁃３’

ＩＬ⁃１α ５’⁃ＧＴＣＧＧＧＡＧＧＡＧＡＣＧＡＣＴＣＴＡＡ⁃３’ ５’⁃ＧＴＴＴＣＴＧＧＣＡＡＣＴＣＣＴＴＣＡＧＣ⁃３’

ＩＬ⁃１β ５’⁃ＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧＡＴ⁃３’ ５’⁃ＡＴＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＧＡＧＡＴＴＴＧ⁃３’

ＩＬ⁃６ ５’⁃ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ⁃３’ ５’⁃ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ⁃３’

ＩＦＮ⁃γ ５’⁃ＧＡＧＧＡＡＣＴＧＧＣＡＡＡＡＧＧＡＴＧＧＴＧ⁃３’ ５’⁃ＧＣＴＧＡＴＧＧＣＣＴＧＡＴＴＧＴＣＴＴＴＣ⁃３’

ＮＦ⁃κＢ ５’⁃ＡＣＡＡＣＴＡＴＧＡＧＡＴＧＡＡＣＴＣＣＧＧＧ⁃３’ ５’⁃ＧＡＴＡＧＣＡＧＴＧＧＧＣＴＧＴＣＴＣＣ⁃３’

ＮＯＳ２ ５’⁃ＧＡＣＧＡＧＡＣＧＧＡＴＡＧＧＣＡＧＡＧＡＴＴＧ⁃３’ ５’⁃ＡＡＣＴＣＴＴＣＡＡＧＣＡＣＣＴＣＣＡＧＧＡＡＣ⁃３’

ＧＡＢＡ ５’⁃ＴＴＣＡＧＴＧＧＴＴＧＴＡＧＣＡＧＡＡＧＡＴＧＧ⁃３’ ５’⁃ＴＣＡＡＧＴＧＧＡＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＣＡＴＡＡＣ⁃３’

１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）
处死小鼠后取小鼠脑组织于 １􀆰 ５ ｍＬ 的 Ｅｐ 管

中，将 Ｅｐ 管置于冰上，之后加入磁珠和 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ
进行研磨提取组织中的 ＲＮＡ，待研磨结束后，置于

冰上静置 １０ ｍｉｎ，之后于 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２
ｍｉｎ，取 ８００ μＬ 上清至新的离心管中并加入 ２００ μＬ
氯仿，剧烈震荡，静置 ５ ｍｉｎ 后于 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ。 离心后分为 ３ 层，用枪头吸取 ４００ μＬ
上清至新的 Ｅｐ 管中，之后加入 ６００ μＬ 异丙醇，上下

颠倒混匀，室温静置 １０ ｍｉｎ 后于 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，即可看见 ＲＮＡ 沉淀。 用 １ ｍＬ ７５％的

乙醇洗涤 ＲＮＡ 沉淀，之后于 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ２ ｍｉｎ，重复两次，充分洗涤 ＲＮＡ 沉淀，最后用移

液枪除去乙醇溶液，并将 Ｅｐ 管盖打开，干燥 １５ ｍｉｎ
后，加入 ２０ μＬ ＤＥＰＣ 水充分溶解，测定 ＲＮＡ 浓度，
本实 验 将 每 个 ＲＮＡ 样 本 浓 度 统 一 调 整 为

１０００ ｎｇ ／ μＬ， ｑＰＣＲ 引物信息见表 ２。 用逆转录试剂

盒按照说明书进行逆转录，获取 ｃＤＮＡ。 ２０ μＬ 逆转

录体系为：ＲＮＡ ５ μＬ、Ｍｉｘ ４ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ １１ μＬ。 逆转

录程序设置为：退火 ２５ ℃ ５ ｍｉｎ、延伸 ４２ ℃ ６０ ｍｉｎ、
酶失活 ７０ ℃ １５ ｍｉｎ。 然后按照 ｑＰＣＲ 试剂盒说明书

进行荧光定量，２０ μＬ 的 ｑＰＣＲ 反应体系为：Ｍｉｘ １０
μＬ，引物混合物 １ μＬ， ｃＤＮＡ １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬ。
ｑＰＣＲ 程序设置为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ， 循环参数为 ９５
℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，９５ ℃ １５ ｓ，３５ 个循环后 ６０ ℃
１ ｍｉｎ，９５ ℃ １５ ｓ。 最后采集荧光信号，进行统计

分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有行为学图像与数据均采用 ＳＭＡＲＴ Ｖ３． ０ 行

为学视频分析系统监控捕获，实验数据的统计采用

平均值 ± 标准差 （ 􀭰ｘ ± ｓ） 来表示，应用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８． ０ 软件对数据进行统计分析，实验组和对照

组之间的比较采用非配对 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示

差异具有显著性，图像采用 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ２０２０ 软

件处理和排版。

２　 结果

２􀆰 １　 哺乳动物基因表达慢病毒载体构建结果

将设计好的 ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 质粒和 ＥＧＦＰ 空质粒

送云舟生物技术有限公司进行哺乳动物基因表达

慢病毒载体 ｐＬＶ⁃ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 和空载体 ｐＬＶ⁃ＥＧＦＰ
的构建和包装，构建完成的载体图谱结果见图 １。
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２􀆰 ２　 小鼠促排、受精卵注射及移植结果

共超排小鼠 ６０ 只，获得胚胎数量 １５６０ 个，其中

注射胚胎 １２００ 个，共使用了 ４０ 只受体鼠，每只鼠移

植 ３０ 个胚胎，这 ４０ 只受体鼠中，２９ 只怀孕，怀孕率

为 ７２􀆰 ５０％，共生出 １３２ 只仔鼠，其中 ５９ 只阳性鼠，
３２ 雄 ２７ 雌，阳性率为 ４４􀆰 ７０％，共建了 １０ 个 ｌｉｎｅ（其
中 ＥＧＦＰ 转基因鼠 ５ 个 ｌｉｎｅ，人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠

５ 个 ｌｉｎｅ）。

注：Ａ：ＥＧＦＰ 慢病毒载体图谱；Ｂ：ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 慢病毒载体图谱。

图 １　 慢病毒载体图谱

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＥＧＦＰ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ． Ｂ． ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ

注：Ａ：ＰＣＲ 鉴定 ＥＧＦＰ 和核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠的凝胶电泳分析结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＥＧＦＰ 和核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠

各个组织中人源 α⁃ｓｙｎ 表达水平。

图 ２　 ＥＧＦＰ 和核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠基因型分析和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 蛋白鉴定结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥＧＦＰ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ＰＣＲ． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥＧＦＰ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 首建鼠和子代鼠基因型和蛋白鉴定结果

为了验证核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠模型构

建是否成功，对首建鼠和出生后 １４ ｄ 的子代鼠进行

鼠尾 ＤＮＡ 鉴定，经 １％琼脂糖凝胶电泳，结果如图

２Ａ 所示，对照组 ＥＧＦＰ 转基因小鼠在 ２３２ ｂｐ 处有

一条明亮的条带，实验组核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因

小鼠在 ２３２ ｂｐ 和 ２９０ ｂｐ 处有两条明亮的条带，此结

果与预期位置相符；证实已把目的基因整合到小鼠

基因组中；并可以稳定传代。 为了进一步验证人源

α⁃ｓｙｎ 在小鼠体内的表达是否具有全身性，取小鼠

的心脏、肝、脾、肺、肾、脑组织通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检
测了人源 α⁃ｓｙｎ 在小鼠体内的表达情况，结果发现

人源 α⁃ｓｙｎ 在小鼠各组织部位均能广泛地表达，如
图 ２Ｂ 所示。
２􀆰 ４　 人源 α⁃ｓｙｎ 与细胞核出现了明显的共定位

现象

小鼠脑组织切片的免疫荧光实验结果显示，体
内表达的人源 α⁃ｓｙｎ 与细胞核有明显的共定位（见
图 ３）。

ＰＣＲ 基因型鉴定结果、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 蛋白鉴定结

果和免疫荧光共定位结果共同表明转基因小鼠构

建成功。
２􀆰 ５　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠出现运动功能

障碍

将鉴定为阳性的 １５ 只子代核定位人源 α⁃ｓｙｎ
小鼠设置为实验组，１５ 只 ＥＧＦＰ 小鼠设置为对照

组，分别于出生后 １、２、３、６、９、１２ 月龄时进行旷场实

验（图 ４Ａ）和转棒实验（图 ４Ｂ），结果发现实验组小
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注：Ａ：人源 α⁃ｓｙｎ 在整个脑区的表达，其中 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 分别代表嗅球、海马、中脑、伏隔核，图 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 则为局部放大共定位图；Ｂ：人源 α⁃ｓｙｎ
在嗅球的共定位；Ｃ：人源 α⁃ｓｙｎ 在海马的共定位；Ｄ：人源 α⁃ｓｙｎ 在中脑的共定位；Ｅ：人源 α⁃ｓｙｎ 在伏隔核的共定位。

图 ３　 人源 α⁃ｓｙｎ 在各个脑区的定位情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎ，ｗｈｅｒｅ Ｂ， Ｃ， Ｄ， Ｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂ， ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ｍｉｄｂｒａｉｎ， ｖｅｎｔｒａｌ
ｔｅｇｍｅｎｔａｌ ａｒｅａ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｐｉｃｔｕｒｅ Ｂ， Ｃ， Ｄ， Ｅ ａｒｅ ｐａｒｔｉａｌ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｖｉｅｗ． Ｂ． Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ
ｂｕｌｂ． Ｃ． Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ． Ｄ． Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｂｒａｉｎ． Ｅ． Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｖｅｎｔｒａｌ ｔｅｇｍｅｎｔａｌ ａｒｅａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ

鼠于 ２ 月龄时便表现出运动能力的显著性差异，表
明核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠较早出现了运动功

能障碍，并且这种行为的异常一直持续到小鼠 １２
月龄。

２􀆰 ６　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠出现焦虑样

症状

将鉴定为阳性的 １５ 只子代核定位人源 α⁃ｓｙｎ
小鼠设置为实验组，１５ 只 ＥＧＦＰ 小鼠设置为对照

２１３



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ３ 月第 ３２ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ３

注：Ａ：不同年龄段小鼠在旷场中移动距离；Ｂ：不同年龄段小鼠在转棒上停留时间；与 ＥＧＦＰ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，
∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ４　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 小鼠运动功能出现障碍（ｎ ＝ １５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ． Ｂ． Ｒｅｓｉｄｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｔａｔｉｎｇ ｒｏｄ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＥＧＦＰ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｐａｉｒｅｄ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ １５）

组，分别于 １、２、３、６、９、１２ 月龄时进行 Ｏ 迷宫实验，
发现小鼠于 ９ 月龄时表现出焦虑样症状的显著性差

异，且一直持续到 １２ 月龄，如图 ５ 所示。

注：不同年龄段小鼠在 Ｏ 迷宫中开放区域停留时间。

图 ５　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 小鼠出现焦虑样症状（ｎ ＝ １５）
Ｎｏｔｅ． Ｒｅｓｉｄｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ
Ｏ ｍａｚｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ １５）

２􀆰 ７　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠脑组织中发生

了星形胶质细胞增生和炎症反应

取测完行为学的两组小鼠脑组织进行检测，发
现核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠于 ２ 月龄时星形胶

质细胞标志物胶质纤维状酸性蛋白（ＧＦＡＰ）表达量

开始出现显著性差异，且这种显著性差异一直持续

到小鼠 １２ 月龄，如图 ６Ａ 所示。 由于在病理条件

下，星形胶质细胞会产生炎性细胞因子［１６］，因此设

计了炎性细胞因子引物进一步验证小鼠脑组织中

是否发生了炎症反应，结果发现核定位人源 α⁃ｓｙｎ
转基因小鼠脑组织中的炎症因子在 ２ 月龄时开始有

显著性差异，且这种显著性差异也一直持续到小鼠

１２ 月龄，如图 ６Ｂ 所示。
２􀆰 ８　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠 ＧＡＢＡ 基因表

达减少

由于核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠在行为学测

试中表现出焦虑样症状，于是设计了小鼠情绪因子

γ⁃氨基丁酸（ＧＡＢＡ）的引物进行检测，发现小鼠体内

ＧＡＢＡ 基因的表达的确在小鼠 ９ 月龄时表现出显著

性差异，且这种显著性差异一直持续到小鼠 １２ 月

龄，如图 ７ 所示。

３　 讨论

近年来 α⁃ｓｙｎ 在细胞核中核定位现象在越来越

多的神经退行性疾病患者的组织中被发现［１１］，可是

α⁃ｓｙｎ 核定位与 ＰＤ 等神经退行性疾病有什么关系

这个问题尚未有答案，于是研究人员便试图通过设

计一种核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠来尝试回答这

个问题。 首先，通过慢病毒载体将其注射到小鼠的

受精卵中，建立了核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠模

型，之后通过 ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和免疫荧光技术验

证了该模型建立成功。 这为之后研究 α⁃ｓｙｎ 核定位

在 ＰＤ 发生发展过程中的作用和机理奠定了一定的

研究基础。
在子代鼠成长到 １ 个月时，开始对其进行行为

学检测，发现实验组小鼠于 ２ 月龄时便出现了明显

的运动功能障碍，并且持续到 １２ 月龄，这一结果与

之前关于内源性 α⁃ｓｙｎ 在细胞核中的积累可导致小

鼠在 ２ 月龄时出现运动功能障碍的结果一致［１７］，而
仅用过表达 α⁃ｓｙｎ 的转基因小鼠进行行为学检测的
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注：Ａ：不同年龄段小鼠脑组织中 ＧＦＡＰ 检测结果（ｎ ＝ ６）；Ｂ：不同年龄段小鼠脑组织中炎症因子检测结果（ｎ ＝ ３）。

图 ６　 人源 α⁃ｓｙｎ 核输入激发了星形胶质细胞增生和炎症反应

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＦＡＰ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ（ｎ ＝ ６）． Ｂ． Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ（ｎ ＝ ３）．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｐｕｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｔｒｉｇｇｅｒｓ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
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注：不同年龄段小鼠脑组织中 ＧＡＢＡ 检测结果。

图 ７　 γ⁃氨基丁酸 ｍＲＮＡ 的检测（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＡＢＡ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ（ｎ ＝ ３）

实验结果显示：小鼠于 １４ 个月时才表现出运动功能

障碍［１８］。 之前建立的 α⁃ｓｙｎ 相关转基因小鼠出现

运动功能障碍时间均有所不同，但是，最早出现运

动功能障碍也是在 α⁃ｓｙｎ 相关转基因小鼠 ６ 月龄时

表现出来的［１９］，与这些研究结果相比，在人源 α⁃ｓｙｎ
后面加入核定位信号之后，核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基

因小鼠在 ２ 月龄便出现运动功能障碍，这提示 α⁃ｓｙｎ
核定位会加速小鼠出现运动功能障碍，可以用此模

型做有关小鼠运动功能障碍方面的研究。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 结果表明，与 ＥＧＦＰ 小鼠相比，ＧＦＡＰ 在核定位

人源 α⁃ｓｙｎ 小鼠 ２ 月龄时表达上调，之前的研究认

为，星形胶质细胞及小胶质细胞参与的神经炎症与

ＰＤ 的发生发展密切相关［２０－２１］，于是采用 ｑＰＣＲ 技

术检测了验证炎症因子 ＩＬ⁃１α、ＩＬ⁃１β、ＩＮＦ⁃γ、ＩＬ⁃６、
ＮＦ⁃κＢ 和 ＮＯＳ２ 的表达情况，结果表明，在 ＧＦＡＰ 表

达水平上升的同时，这些炎症因子的表达水平也明

显增高，这个时间点与小鼠运动功能障碍出现的时

间点相吻合，提示核定位的人源 α⁃ｓｙｎ 诱导的神经

炎症可能参与到小鼠的运动功能障碍中，具体的影

响机制有待下一步研究。 更有趣的是，在 ９ 月龄时，
核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠表现出焦虑样行为，
并一直持续到 １２ 月龄，ｑＰＣＲ 结果表明，与情绪有

关的 ＧＡＢＡ 基因在 ９ 月龄时表达水平下降，这提示

小鼠的焦虑样行为可能与 ＧＡＢＡ 基因表达下调有

关，但是需要进一步进行研究确认。
总之，用携带人源 α⁃ｓｙｎ 核定位信号的慢病毒

载体构建了人源 α⁃ｓｙｎ 核定位的转基因鼠，最终人

源 α⁃ｓｙｎ 在小鼠的各个组织中广泛表达，成功与细

胞核共定位，在行为学检测中表现出明显的运动功

能障碍和焦虑样症状，从行为学表现等方面很好地

模拟了人 ＰＤ 的行为学表现，因为其具有出现运动

功能障碍的时间较早的特征，所以该转基因鼠模型

可以作为一种研究与 ＰＤ 有关的运动功能障碍的新

的动物模型。 由于 α⁃ｓｙｎ 可以通过多种途径发挥毒

性作用，造成神经细胞凋亡和坏死［２２］，而 α⁃ｓｙｎ 在

细胞核中发挥毒性作用究竟哪些分子参与了损伤

的形成，这些分子又是通过何种机制发挥的作用，
都十分复杂，有待于进一步的研究证实。
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