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CB1R 敲除对小鼠 ASD 样行为及突触可塑性的影响

张艺霖,杜蔡瑶,郭佩雯,程泽瑜,高　 雅,邹明扬,孙彩虹∗

(哈尔滨医科大学公共卫生学院儿少卫生与妇幼保健学教研室,哈尔滨　 150081)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究大麻素受体 1( cannabinoid
 

receptor
 

1,CB1R)对突触可塑性的作用,以及其对小鼠

孤独症谱系障碍(autism
 

spectrum
 

disorders,
 

ASD)样行为的影响。 方法　 以 CB1R 敲除(knockout,
 

KO)小鼠和

丙戊酸钠(valproic
 

acid,
 

VPA)诱导的 ASD 模型鼠(VPA 小鼠)为研究对象。 通过行为学实验评估 CB1R 对小

鼠 ASD 样行为的影响;通过微管相关蛋白 2(microtubule-associated
 

protein
 

2,
 

MAP2)染色实验检测神经元结构

完整性及树突密度,通过蛋白免疫印迹实验检测突触相关蛋白的表达,以评估 CB1R 对突触可塑性的影响。
结果　 行为学结果显示,VPA 小鼠存在明显的 ASD 样行为;CB1R- / - 小鼠在旷场中心区域停留时间比值显著

降低(P<0. 0001),埋珠个数及自梳时间显著增加(P<0. 01),与陌生鼠 2 社交时间及探索陌生物体时间显著

减少(P<0. 001),探索旧物体时间增加(P<0. 05);CB1R+ / - 小鼠在旷场中心区域停留时间比值明显降低(P<
0. 001),埋珠个数及自梳时间明显增加(P<0. 05)。 突触可塑性检测结果显示,VPA 小鼠存在明显的突触可

塑性损伤;CB1R- / -小鼠和 CB1R+ / -小鼠海马 MAP2 阳性神经元密度显著降低(P<0. 05),突触蛋白 1(synapsin
 

1,
 

SYN1)表达水平显著升高(P<0. 05)。 结论　 CB1R 敲除会导致小鼠出现焦虑和重复刻板行为、社交及认

知障碍等 ASD 样行为,以及神经元损伤、树突发育障碍及突触蛋白表达紊乱,提示 CB1R 敲除导致突触可塑性

异常是 ASD 样行为发生的病理机制。
【关键词】 　 孤独症谱系障碍;大麻素受体 1;突触可塑性;ASD 样行为
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

regulation
 

of
 

synaptic
 

plasticity
 

by
 

cannabinoid
 

receptor
 

1
 

(CB1R)
 

and
 

its
 

effects
 

on
 

autism
 

spectrum
 

disorder
 

( ASD)-like
 

behavior.
 

Methods 　 CB1R-knockout
 

( KO)
 

mice
 

and
 

valproic
 

acid
 

(VPA)-induced
 

ASD
 

model
 

mice
 

( VPA
 

mice)
 

were
 

used
 

as
 

study
 

subjects.
 

Behavioral
 

experiments
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

effects
 

of
 

CB1R
 

on
 

ASD-like
 

behavior
 

in
 

mice,
 

neuronal
 

structural
 

integrity
 

and
 

dendritic
 

density
 

were
 

detected
 

by
 

microtubule-associated
 

protein
 

2
 

( MAP2)
 

staining
 

experiments,
 

and
 

the
 

expression
 

of
 



synapse-associated
 

proteins
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot,
 

to
 

assess
 

the
 

effects
 

of
 

CB1R
 

on
 

synaptic
 

plasticity.
 

Results
 

Behavioral
 

result
  

showed
 

that
 

VPA
 

mice
 

demonstrated
 

significant
 

ASD-like
 

behavior,
 

while
 

CB1R- / -
 

mice
 

spent
 

a
 

significantly
 

smaller
 

proportion
 

of
 

residence
 

time
 

in
 

the
 

central
 

region
 

of
 

the
 

open
 

field
 

( P < 0. 0001),
 

showed
 

significant
 

increases
 

in
 

the
 

number
 

of
 

marbles
 

buried
 

and
 

self-grooming
 

time
 

(P<0. 01),
 

significantly
 

less
 

time
 

spent
 

socializing
 

with
 

unfamiliar
 

mice
 

2
 

and
 

exploring
 

unfamiliar
 

objects
 

(P<0. 001),
 

and
 

significantly
 

more
 

time
 

exploring
 

old
 

objects
 

(P<0. 05).
 

The
 

relative
 

dwelling
 

time
 

was
 

significantly
 

reduced
 

in
 

CB1R+ / -
 

mice
 

(P<0. 001),
 

and
 

the
 

number
 

of
 

marbles
 

buried
 

and
 

self-grooming
 

time
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05).
 

Synaptic
 

plasticity
 

assays
 

revealed
 

significant
 

synaptic
 

plasticity
 

impairment
 

in
 

VPA
 

mice.
 

Hippocampal
 

MAP2-positive
 

neuron
 

densities
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

CB1R- / -
 

and
 

CB1R+ / -
 

mice,
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

synapsin-1
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 CB1R
 

KO
 

leads
 

to
 

ASD-like
 

behavior
 

such
 

as
 

anxiety
 

and
 

repetitive
 

stereotyped
 

behavior,
 

social
 

and
 

cognitive
 

impairments,
 

as
 

well
 

as
 

neuronal
 

damage,
 

dendritic
 

dysplasia
 

and
 

disrupted
 

synaptic
 

protein
 

expression
 

in
 

mice,
 

suggesting
 

that
 

CB1R
 

is
 

involved
 

in
 

regulating
 

synaptic
 

plasticity
 

as
 

a
 

pathological
 

mechanism
 

for
 

the
 

development
 

of
 

ASD-like
 

behavior.
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　 　 孤独症谱系障碍( autism
 

spectrum
 

disorders,
 

ASD)是起病于婴幼儿早期的一种严重的神经发

育障碍性疾病,其核心症状主要表现为社交交流

障碍、狭隘兴趣及重复刻板行为。 除此之外,部
分患儿还伴有不同程度的认知障碍[1] 。 目前,
ASD 的发病机制不明,但已有研究证明神经系统

突触可塑性异常与 ASD 发病的生理机制密切相

关[2-5] 。 大麻素受体 1 ( cannabinoid
 

receptor
 

1,
CB1R)为中枢神经系统中表达最丰富的 G 蛋白

偶联受体[6] ,主要在突触前末端高度集中,通过

抑制突触前神经递质的释放,进而影响突触可塑

性[7-9] 。 此外,研究发现 CB1R 高度富集在海马、
大脑皮层、小脑和基底神经节[10] ,且这些大脑区

域被认为与 ASD 的核心症状紧密相关[11] ,但目

前仍缺乏 CB1R 参与 ASD 发生发展的直接证据。
因此,本研究以 CB1R 敲除( knockout,

 

KO) 小鼠

和丙戊酸钠( valproic
 

acid,
 

VPA)诱导的 ASD 模

型鼠(VPA 小鼠)为研究对象,探讨 CB1R 敲除对

突触可塑性及 ASD 表型特征的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 30 只 SPF 级 C57BL / 6J 小鼠购置于北京维通

利华实验动物有限公司[SCXK(京)2021-0006],
20 只以 C57BL / 6J 为背景的 SPF 级 CB1R 基因敲

除小鼠(CB1R
 

KO)购置于江苏集萃药康生物科

技有限公司[SCXK(苏)2023-0009],以上小鼠均

为 6 周龄,体质量为(20±5)g,饲养于哈尔滨医科

大学公共卫生学院动物实验中心 [ SYXK ( 黑)
2022 - 016 ], 保持温度 ( 22 ± 2 )℃ , 湿度 ( 50 ±
10)%,12

 

h 光照 / 12
 

h 黑暗循环,可自由摄食和

饮水。 本研究使用的实验动物均为雄性小鼠,实
验 经 哈 尔 滨 医 科 大 学 伦 理 委 员 会 批 准

(HMUIRB20200007)。 本实验全过程遵守动物实

验 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 BCA 蛋白定量试剂盒(上海碧云天生物技术

有限公司,P0012);抗荧光淬灭封片液(上海碧云

天生物技术有限公司,P0126);丙戊酸钠盐(美国

Sigma 公司,99-67-2);MAP2 抗体(英国 Abcom 公

司, ab183830 ); Gephyrin 抗 体 ( 德 国 Synaptic
 

System 公司, 147111);突触蛋白 1 ( Synapsin
 

1,
SYN1)抗体(德国 Synaptic

 

System 公司,106011);
Vesicular

 

glutamate
 

transporter
 

1 ( VGLUT1) 抗体

(德国 Synaptic
 

System 公司,135303);Postsynaptic
 

Density
 

Protein
 

95( PSD95)抗体(武汉 proteintech
公司, 20665-1-AP ); Vesicular

 

GABA
 

transporter
(VGAT)抗体(武汉 proteintech 公司,14471-1-AP)
GADPH 抗体(武汉 proteintech 公司,60004-1-lg)。

旷场实验系统、三箱实验系统、新物体识别系

统(瑞沃德生命科技有限公司,SMART
 

3. 0);Morris
水迷宫实验系统(成都泰盟科技有限公司,WMT-
100);冰冻切片机(德国 Leica 公司,CM1950);荧
光显微镜(德国 ZEISS 公司,HAL

 

100)。
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 ASD 模型鼠的建立

成年 C57BL / 6J 小鼠在夜间按照雌性和雄性

1 ∶ 1 的比例合笼。 第 2 天早晨检查雌鼠是否有

阴栓,有阴栓即为孕鼠,并记该天为胚胎 0. 5
 

d。
孕鼠在怀孕 12. 5

 

d 时腹腔注射 600
 

mg / kg
 

VPA,
产下的仔鼠即为 ASD 模型鼠(VPA 小鼠)。

图 1　 CB1R 敲除小鼠基因型鉴定的凝胶电泳结果

Figure
 

1　 Gel
 

electrophoresis
 

of
 

CB1R
 

KO
 

mouse
 

genotype
 

identification

1. 3. 2　 CB1R
 

KO 小鼠的基因型鉴定

本研究选择 CB1R 敲除小鼠 ( CB1R- / - 与

CB1R+ / - )为研究对象,旨在探讨 CB1R 完全缺失

和部分缺失对小鼠 ASD 样行为和突触可塑性影

响的差异。 CB1R
 

KO 小鼠的基因型鉴定方法如

下:剪取出生后 5 ~ 7
 

d 鼠崽约 2
 

mm 脚趾。 使用

血液 / 细胞 / 组织基因组 DNA 提取试剂盒提取小

鼠 DNA,步骤按照说明书进行。 用特定的 PCR 体

系对小鼠 DNA 进行扩增,最后配制 2%琼脂糖凝

胶并进行电泳,鉴定结果图 1 所示,凝胶条带仅显

示 336
 

bp 条 带 的 样 本 基 因 型 为 纯 合 子, 即

CB1R- / -小鼠;扩增条带仅显示 317
 

bp 条带的样

本基因型为野生型,即 WT 小鼠;当扩增条带为两

条,样本基因型为杂合子,即 CB1R+ / -小鼠。 本研

究中 CB1R- / -阳性率为 23. 5%。
1. 3. 3　 行为学检测

(1)旷场实验,检测小鼠焦虑样行为。 测试

箱为顶部开口的 450
 

mm×450
 

mm×400
 

mm 黑灰

色箱 子, 场 地 分 为 中 心 和 外 周 区 域。 使 用

SMART-OF 旷场实验系统记录实验鼠 10
 

min 的

活动轨迹。
(2)自梳实验,评估小鼠的刻板行为。 记录

10
 

min 内小鼠在箱子(320
 

mm×202
 

mm×135
 

mm)
里梳理自身毛发的时间。

(3)埋珠实验,评估小鼠的重复刻板行为。
在厚 4

 

cm 的垫料上以 5×3 的方式放置 15 个一致

的大理石珠,记录实验鼠 10
 

min 内将 2 / 3 体积大

理石珠子掩埋入垫料的个数。
(4)三箱实验,主要检测实验鼠社交行为。

实验分为两个阶段。 第一阶段:社交能力检测。
记录实验鼠 10

 

min 内停留在装有陌生鼠 1 的箱

室和装有空笼的箱室所花费的时间。 第二阶段:
社交偏好检测。 将陌生鼠 1 放置于第一阶段空笼

的位置,空笼中放入陌生鼠 2,比较实验鼠 10
 

min
内停留在装有陌生鼠 2 的箱室和装有陌生鼠 1 的

箱室所花费的时间。
(5)新物体识别实验,用于评估小鼠的短期

视觉识别记忆能力。 实验包含训练和测试两个

阶段。 在训练阶段,将小鼠放在包含两个相同物

体(A1+A2)的场地中探索 10
 

min,1
 

h 后进入测

试阶段,用另一个新的物体( B)替换原来一个位

置的物体(A1),并测试 5
 

min。 记录并分析小鼠

嗅闻新旧物体的时间。
(6)Morris 水迷宫,用于评估小鼠长期空间记

忆能力。 实验分为定位巡航实验和空间探索实
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验两个阶段,过程如下:定位巡航实验:在前 4
 

d
进行定位巡航实验,每天从不同象限将测试鼠放

入场地,每天上下午各 1 次。 记录 60
 

s 内实验鼠

从入水到达平台所用的时间,记为逃逸潜伏期。
若测试鼠在 60

 

s 内未找到平台,则将其引导至平

台上记忆 15
 

s。 空间探索实验:在第 5 天上午进

行空间探索实验,实验时将平台撤出。 待测鼠从

定位巡航实验第 1 天放置的象限进入圆池,记录

小鼠在 60
 

s 内通过原始平台的圆形区域的次数

作为空间记忆的指标。
1. 3. 4　 脑组织样本的采集与冰冻切片的制备

在行为学后采集小鼠脑组织样本。 待实验

鼠完全麻醉后断头,冰上分离海马组织,-80
 

℃保

存。 制备脑组织冰冻切片用 PBS 缓冲液及 4%多

聚甲醛灌注,取出脑组织后放入 4%多聚甲醛中

过夜固定,之后放入蔗糖溶液中梯度脱水,待结

束后置于 OCT 包埋剂中,存入-80
 

℃ 保存。 切片

时使用冰冻切片机,以冠状面获取海马及皮层区

组织切片,切片厚度 8
 

μm,丙酮固定 20
 

min 后放

入-80
 

℃保存。
1. 3. 5　 免疫荧光染色

免疫荧光染色检测 MAP2 的表达。 稀释一抗

(1 ∶ 100)以覆盖整个脑组织,4
 

℃孵育过夜;稀释

二抗(Alexa
 

fluor
 

594-抗兔),比例为 1 ∶ 1000,室
温避光孵育 1

 

h;最后用含 DAPI 的抗荧光淬灭封

片剂封片。 荧光显微镜观察并拍照(20×),并使

用 Image
 

J
 

Fiji
 

1. 2 软件分析数据,记录阳性神经

元在海马 CA1 区和皮层区所占的面积。
1. 3. 6　 蛋白免疫印迹实验

脑组织蛋白提取按照说明书进行,BCA 蛋白

定量试剂盒检测蛋白浓度。 配制 10%分离胶和

5%浓缩胶,将各蛋白样品(10
 

μL) 加至加样孔;
以 200

 

V 电压电泳,然后 250
 

mA 恒流转膜 1
 

h,使
用 5%脱脂奶粉封闭 PVDF 膜 1

 

h;按照说明书稀

释一抗, VGAT ( 1 ∶ 800 )、 PSD95 ( 1 ∶ 4000 )、
VGLUT1(1 ∶ 2000)、Gephyrin(1 ∶ 2000)、SYN1(1
∶ 5000)、GAPDH(1 ∶ 50

 

000)4
 

℃ 冰箱摇床过夜

孵育;TBST 缓冲液漂洗后,室温孵育二抗 1
 

h,利
用超敏 ECL 化学发光显色液和凝胶成像系统

显影。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件进行分析。 组

间比较使用单因素方差分析,Morris 水迷宫实验

运用双因素方差分析。 差异显著时, 则采用

Tukey 方法进行组间事后比较。 P< 0. 05 为差异

具有统计学意义,所有的数据以平均数±标准误

差( 􀭰x±s􀭰x)的形式呈现。

2　 结果

2. 1　 CB1R 敲除对小鼠 ASD 样行为的影响

2. 1. 1　 对小鼠焦虑及重复刻板行为的影响

在旷场实验中,VPA 小鼠活动距离显著多于

WT 小鼠(P< 0. 001),且在中心区域停留时间百

分比显著低于 WT 小鼠(P<0. 05),表现出明显的

焦虑行为;CB1R+ / -和 CB1R- / - 小鼠在中心区域停

留时间百分比也显著低于 WT 小鼠(P<0. 001)。
同时,与 VPA 小鼠相比差异不具有统计学意义

(P>0. 05)(图 2A ~ 2C)。
VPA 小鼠埋珠数量与自梳时间均明显高于

WT 小鼠(P<0. 001,图 2D ~ 2F),其重复刻板行为

明显。 CB1R+ / - 和 CB1R- / - 小鼠埋珠数量显著多

于 WT 小鼠(P<0. 0001),其中 CB1R+ / - 小鼠埋珠

数量显著低 于 VPA 小 鼠 ( P < 0. 05, 图 2D);
CB1R+ / -和 CB1R- / -小鼠自梳时间显著高于 WT 小

鼠(P< 0. 01),CB1R+ / - 和 CB1R- / - 小鼠自梳时间

与 VPA 小鼠相比差异不具有统计学意义 (P >
0. 05)(图 2F)。
2. 1. 2　 对小鼠社交功能的影响

社交能力测试结果(图 3A ~ 3B)显示,与空笼

柱相比, WT 小鼠更偏好探索陌生鼠 1 ( P <
0. 001),其社交功能正常;VPA 小鼠探索空笼柱

和陌生鼠 1 的时间无差异(P>0. 05),表现出明显

的社交功能障碍;CB1R+ / - 和 CB1R- / - 小鼠探索空

笼柱和陌生鼠 1 的时间无差异(P>0. 05),出现类

似于 VPA 小鼠的社交功能障碍。 社交偏好测试

结果(图 3C ~ 3D)所示,WT 小鼠探索陌生鼠 2 的

时间却显著长于探索陌生鼠 1 的时间(P<0. 05),
其社交偏好正常;VPA 和 CB1R+ / - 小鼠探索陌生

鼠 1 和陌生鼠 2 的时间差异不具有统计学意义

(P>0. 05);CB1R- / - 小鼠探索陌生鼠 2 的时间显

著短于探索陌生鼠 1 的时间(P<0. 001)。
2. 1. 3　 对小鼠认知记忆的影响

在新物体识别实验中,WT 小鼠更喜欢探索

未知的新物体(P<0. 01),其短期认知功能正常;
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注:A:小鼠运动轨迹的代表性图像;B:小鼠移动距离;C:小鼠在中心区域时间百分比;D:小鼠埋珠代表性图像;E:小鼠埋珠个数;

F:小鼠自梳时间。 与 WT 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001;与 VPA 组相比,#P<0. 05。

图 2　 VPA 小鼠和 CB1R
 

KO 小鼠的焦虑及重复刻板行为(n= 8)
Note.

 

A,
 

Representative
 

image
 

of
 

the
 

trajectory
 

of
 

the
 

mice.
 

B,
 

Distance
 

travelled
 

by
 

the
 

mice.
 

C,
 

Percentage
 

of
 

time
 

that
 

the
 

mice
 

were
 

in
 

the
 

center
 

area.
 

D,
 

Representative
 

images
 

of
 

mice
 

marbles
 

burying
 

test.
 

E,
 

Number
 

of
 

marbles
 

buried
 

in
 

mice.
 

F,
 

Self-grooming
 

time
 

in
 

mice.
 

Compared
 

with
 

WT
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

VPA
 

group,#P<0. 05.

Figure
 

2　 Anxiety
 

and
 

repetitive
 

stereotyped
 

behaviors
 

in
 

VPA
 

mice
 

and
 

CB1R
 

KO
 

mice(n= 8)

VPA 和 CB1R- / -小鼠表现出更喜欢探索熟知的旧

物体(P<0. 05);CB1R+ / - 小鼠在探索新旧物体时

间百分比上不存在统计学意义(P>0. 05)。 具体

见图 4A。 在 Morris 水迷宫实验中,各组小鼠间训

练潜伏期和测试中穿越平台次数差异均不具有

统计学意义(P>0. 05,图 4B ~ 4D)。
2. 2　 CB1R 敲除对小鼠突触可塑性的影响

2. 2. 1　 对小鼠神经元突触发育的影响

与 WT 小鼠相比,VPA、CB1R+ / -和 CB1R- / -小

鼠海马 CA1 区和皮层神经元树突出现不同程度

的曲折和破碎(图 5A),且 MAP2 阳性面积比均

显著降低(P<0. 05);与 VPA 小鼠相比,CB1R+ / - 、
CB1R- / -小鼠 MAP2 阳性面积比差异不具有统计

学意义(P>0. 05)(图 5B ~ 5C)。
2. 2. 2　 对小鼠突触相关蛋白表达的影响

如图 6 所示,VPA 小鼠 PSD95 的表达水平显

著高于 WT 小鼠(P<0. 05)。 CB1R+ / - 和 CB1R- / -

小鼠 SYN1 的表达水平显著高于 WT 小鼠(P <
0. 05);CB1R+ / - 和 CB1R- / - 小鼠 PSD95 的表达水

平显著低于 VPA 小鼠(P<0. 01),其余各项指标
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注:A:社交能力测试代表图像;B:社交能力测试中的时间占比;C:社交偏好测试的代表图;D:社交偏好测试中的时间占

比。 与陌生鼠 1 相比,∗∗∗P<0. 001;与陌生鼠 2 相比,#P<0. 05,###P<0. 001。

图 3　 VPA 小鼠和 CB1R
 

KO 小鼠的三箱实验(n= 8)
Note.

 

A,
 

Representative
 

image
 

of
 

the
 

sociability
 

test.
 

B,
 

Proportion
 

of
 

time
 

in
 

sociability
 

test.
 

C,
 

Representative
 

image
 

of
 

the
 

social
 

preference
 

test.
 

D,
 

Proportion
 

of
 

time
 

in
 

social
 

preference
 

test.
 

Compared
 

with
 

the
 

unfamiliar
 

mice
 

1,∗∗∗ P < 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

unfamiliar
 

mice
 

2,#P<0. 05,###P<0. 001.

Figure
 

3　 Three
 

chamber
 

test
 

in
 

VPA
 

mice
 

and
 

CB1R
 

KO
 

mice(n= 8)

注:A:小鼠探索新旧物体的时间百分比;B:各组小鼠穿越平台追踪的代表性图像;C:各组小鼠到达平台的时间;D:各组小鼠的平

台穿梭次数。 与探索旧物体时间相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 4　 VPA 小鼠和
 

CB1R
 

KO 小鼠的新物体识别及 Morris 水迷宫实验(n= 8)
Note.

 

A,
 

Percentage
 

of
 

time
 

spent
 

exploring
 

new
 

and
 

old
 

objects.
 

B,
 

Representative
 

images
 

of
 

tracking
 

across
 

platforms
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

C,
 

Latency
 

time
 

of
 

mice
 

to
 

reach
 

the
 

platform.
 

D,
 

Number
 

of
 

platform
 

shuttles
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

Compared
 

with
 

exploring
 

old
 

object,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

4　 New
 

object
 

recognition
 

and
 

Morris
 

water
 

maze
 

experiment
 

in
 

VPA
 

mice
 

and
 

CB1R
 

KO
 

mice(n= 8)
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注:A:各组小鼠海马 CA1 区和皮层神经元 MAP2 的代表性图像;B:各组小鼠海马 CA1 区 MAP2 阳性面积占比;C:各组小鼠皮层区

MAP2 阳性面积占比。 与 WT 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 5　 VPA 小鼠和 CB1R
 

KO 小鼠海马 CA1 区和皮层神经元中 MAP2 的表达(n= 6)
Note.

 

A,
 

Representative
 

images
 

of
 

MAP2
 

in
 

hippocampal
 

CA1
 

area
 

and
 

cortical
 

neurons
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

B,
 

Percentage
 

of
 

MAP2-
positive

 

area
 

in
 

hippocampal
 

CA1
 

area
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

C,
 

Percentage
 

of
 

MAP2-positive
 

area
 

in
 

cortical
 

area
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

Compared
 

with
 

WT
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

5　 MAP2
 

expression
 

in
 

hippocampal
 

CA1
 

region
 

and
 

cortical
 

neurons
 

of
 

VPA
 

mice
 

and
 

CB1R
 

KO
 

mice(n= 6)

注:与 WT 组相比,∗P<0. 05;与 VPA 组相比,##P<0. 01,###P<0. 001。

图 6　 VPA 小鼠和 CB1R
 

KO 小鼠海马中突触相关蛋白的表达水平(n= 5)
Note.

 

Compared
 

with
 

WT
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

VPA
 

group,
 ##P<0. 01,

 ###P<0. 001.

Figure
 

6　 Expression
 

levels
 

of
 

synapse-related
 

proteins
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

VPA
 

mice
 

and
 

CB1R
 

KO
 

mice(n= 5)
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在各组小鼠间两两比较差异不具有统计学意义

(P>0. 05)。

3　 讨论

　 　 ASD 是起病于婴幼儿早期的一种严重的神

经发育障碍性疾病, 潜在的病因机制仍不明

确[12] 。 研究表明突触可塑性异常可能是 ASD 发

病的机制之一。 CB1R 作为参与神经发生、细胞

分化、神经迁移和轴突延伸的信使[13-14] ,在维持

突触的动态稳定中发挥重要作用。
ASD 核心症状为社交交流障碍、重复刻板行

为,此外,有时也会伴有焦虑、过度活动和认知障

碍[12] 。 本研究诱导的 VPA 小鼠表现出明显的

ASD 样行为;CB1R- / - 小鼠也表现相似的 ASD 样

行为,包括焦虑、重复刻板行为,社交能力和社交

偏好缺陷以及短期视觉识别记忆受损。 与以往

研究结果一致,研究指出 CB1R- / -
 

小鼠在高架十

字迷宫和明暗箱实验中表现出明显的焦虑行

为[9,15] ,同时,FANG 等[16] 发现激活 CB1R 可以增

加急性应激大鼠在高架十字迷宫开放臂中的时

间,对其焦虑有一定改善作用。 CB1R 表达量在

个体社会行为形成时期达到峰值[17-18] , FYKE
等[19]通过测量超声交流发现 CB1R 敲除导致小

鼠社交功能受损,在三箱实验和直接社交互动测

验中也表现出了明显的社交兴趣及探索缺陷。
CB1R 还参与调控认知及记忆功能, SARAVIA
等[20]发现 CB1R- / -小鼠表现出注意力及记忆功能

受损;对小鼠施用 CB1R 激动剂能提升其在水迷

宫中的空间记忆能力[21] 。 此外, 本研究表明

CB1R+ / -小鼠也表现出部分样的 ASD 行为,包括

焦虑、重复刻板行为及社交功能缺陷,但与 VPA
小鼠相比,CB1R+ / - 小鼠的重复刻板行为表现较

轻,也并未出现短期记忆缺陷,这可能是由于保

留了部分 CB1R 功能,降低了其 ASD 样行为的损

伤程度。 综上所述,以上研究均提示 CB1R 参与

调控小鼠的 ASD 样行为。
MAP2 作为神经元树突内的主要骨架调节因

子,对树突的发育形成起关键性的作用[22-23] 。 已

发现 ASD 患者额叶新皮层树突中 MAP2 表达缺

失[24] , ASD 模型鼠中 MAP2 蛋白表达显著降

低[25] 。 本研究同样发现 VPA 小鼠海马 CA1 区和

大脑皮层 MAP2 阳性面积显著降低,树突结构出

现明显曲折破碎,同时,CB1R
 

KO 小鼠也表现出

与 ASD 模型鼠相似的神经元树突结构受损。 通

过检测突触相关蛋白的表达水平,还发现 VPA 小

鼠 PSD95 表达异常, CB1R+ / - 和 CB1R- / - 小鼠

SYN1 表达异常。 SYN1 作为突触囊泡膜的主要

成分,与神经递质释放和突触发生的调节有

关[26] ;PSD95 是突触后膜的关键组成部分,在谷

氨酸能传递、突触可塑性和树突棘形态发生中发

挥了重要作用[27] ,其稳定表达共同调节神经系统

突触可塑性。 人群和动物研究均表明 PSD95 与

SYN1 的 失 调 是 ASD 的 神 经 病 理 学 基 础 之

一[27-28] 。 REXRODE 等[29] 研究发现 ASD 儿童海

马组织中 SYN1 和 PSD95 蛋白表达降低,进一步

导致海马体积改变引起社会记忆功能障碍;在动

物研究中,LIU 等[30]发现 VPA 大鼠前额叶皮层中

SYN1 表达增加, 且其长时程增强作用受损,
IIJIMA 等[31] 认为 VPA 小鼠兴奋性 / 抑制性平衡

受损是由谷氨酸能突触中 PSD95 数量增加导致

的。 CB1R 定位于突触前膜,研究表明 CB1R 可通

过抑制 cAMP-蛋白激酶 A(PKA)信号通路,减少

SYN1 的磷酸化水平,从而抑制突触囊泡的释放,
此外,CB1R 可以通过调节 CaMKII 等激酶活性进

一步作用于突触后影响 PSD95 的表达[32] 。 有研

究证实了激活 CB1R 可以使慢性偏头痛大鼠模型

中异常升高的 PSD95 和其他突触信息素恢复至

正常水平[33] 。 上述研究说明 ASD 中存在树突发

育异常及突触蛋白表达异常,同时,CB1R 的敲除

导致小鼠也呈现出相似的突触损伤。
本研究以 CB1R

 

KO 小鼠与 VPA 小鼠作为研

究对象,初步发现 CB1R
 

KO 小鼠出现 ASD 样行

为,且突触可塑性异常,提示 CB1R 表达异常可通

过影响突触的结构和功能导致 ASD 样行为的发

生。 但本研究使用 CB1R
 

KO 小鼠,不能排除外周

神经系统中 CB1R 的作用对研究结果的干扰,后
期将采用脑靶向干预或神经元条件敲除鼠开展

深入研究;同时,本研究仅观察到各组小鼠树突

形态与突触蛋白水平表达的变化,未深入探究

CB1R 影响突触可塑性的潜在机制。 未来将利用

蛋白质组学分析及电生理技术进一步探讨 CB1R
调控突触可塑性的潜在机制。

综上所述, CB1R 敲除会导致小鼠表现出

ASD 样行为,同时伴有神经元损伤、树突发育障
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碍及突触蛋白表达紊乱,提示 CB1R 敲除导致的

突触可塑性异常可能是 ASD 样行为发生的病理

机制,为 ASD 病因学研究提供新的方向和依据。
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