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光遗传技术调控新生神经元电活动对颅脑损伤小鼠认知功能的

影响
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（１．武警后勤学院附属医院脑创伤与神经疾病研究所，天津　３００１６２；２．武警后勤学院附属医院心脏科，天津　
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摘要：　目的　探讨光调控去极化对颅脑损伤（ＴＢＩ）小鼠海马齿状回（ＤＧ）新生神经元的存活、成熟及认知功能
的影响。方法　将６６只雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为假手术组（ｎ＝１０）、ＴＢＩ组（ｎ＝１２）、ＴＢＩ＋增强型绿色荧光蛋白
（ＥＧＦＰ）组（ｎ＝１２）和ＴＢＩ＋视紫红质通道蛋白２（ＣｈＲ２）组（ｎ＝３２）；假手术组小鼠行单纯开颅手术，未行液压冲击；
ＴＢＩ组小鼠给予液压冲击制备ＴＢＩ模型；ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组小鼠给予液压冲击制备 ＴＢＩ模型后感染慢病毒 ＤＣＸＥＧＦＰ；
ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠给予液压冲击制备ＴＢＩ模型后感染慢病毒ＤＣＸＣｈＲ２ＥＧＦＰ。各组小鼠均于造模后连续７ｄ行腹腔
内注射ＢｒｄＵ（１００ｍｇ·ｋｇ－１）。免疫荧光染色检测造模后７、２８ｄＴＢＩ组小鼠海马ＤＧ区新生神经元存活和成熟情况；
倒置荧光显微镜观察假手术组和造模后不同时间点（３、５、７、９、１２、１８、２８ｄ）ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组海马ＤＧ区ＤＣＸＥＧＦＰ阳性
新生神经元变化；造模后２１～２６ｄ进行水迷宫实验检测各组小鼠认知能力；造模后２８ｄ采用免疫荧光染色检测 ＴＢＩ
组、ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组和ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠海马 ＤＧ区表达ＤＣＸ神经元的存活和成熟情况。结果　造模后２８ｄ，ＴＢＩ组
小鼠海马ＤＧ区新生成熟神经元数量显著少于造模后７ｄ（Ｐ＜０．０１）。造模后３、１８、２８ｄ，ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组与假手术组小
鼠海马ＤＧ区ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元数量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；造模后５、７、９、１２ｄ，ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组
小鼠海马ＤＧ区ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元数量均显著高于假手术组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。造模后９ｄ，ＴＢＩ＋ＣｈＲ２
组小鼠海马ＤＧ区ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元数量均显著高于其他各时间点（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。造模后２１ｄ，４组
小鼠寻找隐匿平台的潜伏期比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。造模后２２～２６ｄ，ＴＢＩ组和 ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组小鼠寻
找隐匿平台的潜伏期均显著长于假手术组（Ｐ＜０．０１）；ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组与假手术组小鼠寻找隐匿平台的潜伏期比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组与ＴＢＩ组小鼠寻找隐匿平台的潜伏期比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠寻找隐匿平台的潜伏期均显著短于 ＴＢＩ组和 ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组（Ｐ＜０．０１）。ＴＢＩ组、ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组小
鼠在目标象限停留时间和穿越平台次数均显著低于假手术组（Ｐ＜０．０１）；ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组与假手术组小鼠在目标象限
停留时间和穿越平台次数比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠在目标象限停留时间和穿越平台次
数均高于ＴＢＩ组和ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组（Ｐ＜０．０５）；ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组与ＴＢＩ组小鼠在目标象限停留时间和穿越平台次数比较
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。造模后２８ｄ，ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠海马 ＤＧ区新生成熟神经元数量明显高于 ＴＢＩ组和
ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组（Ｐ＜０．０１）；ＴＢＩ组与ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组小鼠海马ＤＧ区新生成熟神经元数量比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。结论　ＴＢＩ后光调控表达ＤＣＸＥＧＦＰ细胞的去极化可增强ＤＧ区新生神经元的存活和成熟，并显著改善 ＴＢＩ
小鼠的认知功能。

关键词：　颅脑损伤；成体神经再生；光遗传；去极化；认知障碍
中图分类号：Ｒ６５１．１　文献标志码：Ａ　文章编号：１００４７２３９（２０１８）１００８５８０７

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｅｌｅｃｔｒｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｎｅｗｂｏｒｎｎｅｕｒｏｎｓｗｉｔｈｌｉｇｈｔｇｅｎｅｔｉｃｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｎｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｍｉｃｅｗｉｔｈｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ
ＸＩＡＴｉａｎｇｕａｎｇ１，ＫＯＮＧＸｉａｎｂｉｎ１，ＷＡＮＧＭｉｎｇｌｉ１，ＢＩＹｉｎｇ２，ＬＹＵＦａｎｇｆａｎｇ１，ＬＩＡＮＧＪｕｎ３，ＪＩＡＮＧ
Ｗｅｉ３，ＳＵＮＱｉａｎ３，ＤＯＮＧＨｕａｊｉａｎｇ１，ＬＩＸｉａｏｈｏｎｇ１

（１．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＢｒａｉｎＴｒａｕｍａａｎｄＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＬｏｇｉｓｔｉｃｓＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＰｅｏｐｌｅ′ｓＡｒｍｅｄＰｏｌｉｃｅ
Ｆｏｒｃｅｓ，Ｔｉａｎｊｉｎ３００１６２，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＬｏｇｉｓｔｉｃｓＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＰｅｏｐｌｅ′ｓ

·８５８· 　第３５卷　第１０期
２０１８年１０月

　　　　　　　　　　　 新乡医学院学报

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５　Ｎｏ．１０

Ｏｃｔ．２０１８
　



ＡｒｍｅｄＰｏｌｉｃｅＦｏｒｃｅｓ，Ｔｉａｎｊｉｎ３００１６２，Ｃｈｉｎａ；３．ＰｒｅｃｉｓｉｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｎｄＯｐｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｉａｎｊｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ，Ｔｉａｎｊｉｎ３０００７２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｏｐｔｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｎｅｏ
ｎａｔａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｅｎｔａｔｅｇｙｒｕｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ（ＴＢＩ）ａｎｄｔｈｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｍｉｃｅｗｉｔｈ
ＴＢＩ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＳｉｘｔｙｓｉｘｍａｌｅＣ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｎ＝１０），ＴＢＩｇｒｏｕｐ（ｎ＝１２），
ＴＢＩ＋ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ（ＥＧＦＰ）ｇｒｏｕｐ（ｎ＝１２）ａｎｄＴＢＩ＋ｃｈａｎｎｅｌｒｈｏｄｏｐｓｉｎ２（ＣｈＲ２）ｇｒｏｕｐ（ｎ＝３２）．Ｔｈｅ
ｍｉｃｅｉｎｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｗｅｎｔｓｉｍｐｌｅｃｒａｎｉｏｔｏｍｙｗｉｔｈｏｕｔｈｙｄｒａｕｌｉｃｓｈｏｃｋ；ｔｈｅｍｉｃｅｉｎＴＢＩｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｉｖｅｎｈｙｄｒａｕ
ｌｉｃｓｈｏｃｋｔｏｐｒｅｐａｒｅＴＢＩｍｏｄｅｌ；ｔｈｅｍｉｃｅｉｎＴＢＩ＋ＥＧＦＰｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｉｖｅｎｈｙｄｒａｕｌｉｃｓｈｏｃｋｔｏｐｒｅｐａｒｅＴＢＩｍｏｄｅｌａｎｄｔｈｅｎｉｎ
ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＤＣＸＥＧＦＰ；ｔｈｅｍｉｃｅｉｎＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｉｖｅｎｈｙｄｒａｕｌｉｃｓｈｏｃｋｔｏｐｒｅｐａｒｅＴＢＩｍｏｄｅｌａｎｄｔｈｅｎｉｎ
ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＤＣＸＣｈＲ２ＥＧＦＰ．ＡｌｌｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄＢｒｄＵ（１００ｍｇ·ｋｇ－１）ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｆｏｒ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌ
ｉｎｇ．ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｅｏｎａｔａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＤＧａｒｅａｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＴＢＩｇｒｏｕｐｗａｓｄｅ
ｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｎｔｈｅ７ｔｈａｎｄ２８ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ；ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＤＣＸＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅ
ＤＧａｒｅａｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（３，５，７，９，
１２，１８，２８ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ）ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｎｖｅｒｔｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；ｔｈｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔａｔ２１－２６ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ；ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ＤＣＸｉｎＤＧｒｅｇｉｏｎｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎＴＢＩｇｒｏｕｐ，ＴＢＩ＋ＥＧＦＰｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇａｔ２８ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｏｎａｔａｌｍａｔｕｒｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＤＧａｒｅａｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ｉｎＴＢＩｇｒｏｕｐａｔ２８ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈａｔａｔ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＤＣＸＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｏｎａｔａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＤＧａｒｅａｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎ
ＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐａｎｄｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｔ３，１８，２８ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ（Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＤＣＸＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｎｅｏｎａｔａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＤＧａｒｅａｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｔ５，７，９，１２ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＤＣＸＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｏｎａｔａｌ
ｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＤＧａｒｅａｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐａｔ９ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ
ｏｔｈｅｒｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜００１）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｌａｔｅｎｃｙｆｏｒｓｅａｒｃｈｉｎｇｈｉｄｄｅｎｐｌａｔｆｏｒｍｏｆｍｉｃｅ
ａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓａｔ２１ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ（Ｐ＞０．０５）．Ａｔ２２－２６ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｔｈｅｌａｔｅｎｃｙｆｏｒｓｅａｒｃｈｉｎｇｈｉｄｄｅｎ
ｐｌａｔｆｏｒｍｏｆｍｉｃｅｉｎＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩ＋ＥＧＦＰｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００１）；
ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｌａｔｅｎｃｙｆｏｒｓｅａｒｃｈｉｎｇｈｉｄｄｅｎｐｌａｔｆｏｒｍｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐａｎｄｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｌａｔｅｎｃｙｆｏｒｓｅａｒｃｈｉｎｇｈｉｄｄｅｎｐｌａｔｆｏｒｍｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎ
ＴＢＩ＋ＥＧＦＰｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｇｒｏｕｐ（Ｐ＞００５）；ｔｈｅｌａｔｅｎｃｙｆｏｒｓｅａｒｃｈｉｎｇｈｉｄｄｅｎｐｌａｔｆｏｒｍｏｆｍｉｃｅｉｎＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｈｏｒｔｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩ＋ＥＧＦＰｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｓｔａｙｉｎｇｔｉｍｅａｎｄｔｈｅｎｕｍ
ｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓｏｆｍｉｃｅｉｎＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩ＋ＥＧＦＰｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｓｔａｙｉｎｇｔｉｍｅａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓ
ｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐａｎｄｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｓｔａｙｉｎｇｔｉｍｅａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓｏｆｍｉｃｅｉｎＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩ＋ＥＧＦＰｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｓｔａｙｉｎｇｔｉｍｅａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓｏｆｍｉｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎＴＢＩ＋ＥＧＦＰｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ａｔ２８ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｏｎａｔａｌｍａｔｕｒｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎ
ｔｈｅＤＧａｒｅａｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩ＋
ＥＧＦＰｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｏｎａｔａｌｍａｔｕｒｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＤＧａｒｅａｏｆｔｈｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩ＋ＥＧＦＰｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｏｐｔｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＤＣＸＥＧＦＰｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｎｅｗｂｏｒｎｎｅｕｒｏｎｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｄｅｎｔａｔｅｇｙｒｕｓａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｅｆｉｃｉｔｓｏｆｍｉｃｅａｆｔｅｒＴＢＩ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ；ａｄｕｌｔｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ；ｏｐｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ；ｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ；ｃｏｇｎｉｔｉｏｎｄｅｆｉｃｉｔ

　　颅脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）的致死率
和致残率高，是一类严重危害人们健康的疾病［１２］。

海马齿状回（ｄｅｎｔａｔｅｇｙｒｕｓ，ＤＧ）颗粒下区（ｓｕｂｇｒａｎｕ
ｌａｒｚｏｎｅ，ＳＧＺ）的成体神经发生对ＴＢＩ后认知功能的
恢复具有潜在的重要作用。有研究显示，ＴＢＩ可诱

导海马ＤＧＳＧＺ的神经发生［３４］，但新生的成体神经

干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＮＳＣ）只有小部分能够存活
并分化成熟。ＴＢＩ后缺氧和毒素累积的微环境进一
步导致新生细胞的低存活率和低成熟率［５］。由此

可见，如何提高ＴＢＩ后新生神经元的存活和诱导其

·９５８·第１０期　　　　　　　　　夏天光，等：光遗传技术调控新生神经元电活动对颅脑损伤小鼠认知功能的影响



分化成熟是成体 ＮＳＣ修复 ＴＢＩ神经功能需要着重
解决的问题。以膜去极化为代表的电兴奋性对新生

神经元的成熟至关重要，并在胚胎和成体早期神经

元发育过程中促进功能性突触的形成［６］。光遗传

学方法中蓝光可激活视紫红质通道蛋白２（ｃｈａｎｎｅｌ
ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ２，ＣｈＲ２），使膜去极化并触发动作电位。
特定启动子下的ＣｈＲ２工程细胞为膜去极化和神经
元兴奋的研究提供了一种新的且强有力的工具。有

研究在新生细胞中使用 Ｎｅｓｔｉｎ或天冬氨酸转运体
（ｇａｍｍａｒａｙｌａｒｇｅａｒｅａｓｐａｃｅｔｅｌｅｓｃｏｐｅ，ＧＬＡＳＴ）作为
启动子，但被Ｎｅｓｔｉｎ或ＧＬＡＳＴ标记的细胞仍是多能
且具备有丝分裂能力，这不适合研究新生神经元存

活和成熟。研究证实，海马 ＤＧ区 ＮＳＣ的存活和成
熟呈现出２个关键时期，一是 ２ｂ型中间祖细胞至３
型中间祖细胞的过渡期间；二是非成熟神经元至成

熟神经元的过渡期间［７］。这２个关键时期的神经元
均表达ＤＣＸ蛋白。因此，ＤＣＸ阳性且表达ＣｈＲ２的
新生细胞是光遗传学调控去极化的理想靶细胞。因

此，本研究使用光遗传工具激活 ＴＢＩ后 ＤＧ区表达
ＤＣＸ的新生神经元，在成体神经发生阶段，光调控
表达ＤＣＸ神经元的去极化，以探讨光调控去极化对
ＴＢＩ小鼠海马ＤＧ新生神经元的存活、成熟及对 ＴＢＩ
小鼠认知功能的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康无特定病原（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏ
ｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠６６只，体
质量２２～２４ｇ，购自中国军事医学科学院，动物许可
证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６００１１。
１．２　试剂与仪器　ＮｅｕＮ、ＢｒｄＵ抗体均购自英国
Ａｂｃａｍ公司，ＢｒｄＵ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，荧光二抗
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４０５、４８８和６１０均购自澳大利亚Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司，慢病毒 ＣｈＲ２ＤＣＸＥＧＦＰ由上海和元生物
技术股份有限公司构建，病毒滴度为３×１０１１Ｌ－１；液
压冲击损伤仪购自美国ＣｕｓｔｏｍＤｅｓｉｇｎａｎｄＦａｂｒｉｃａｔｉｏｎ
公司。人工脑脊液（０．１１９０ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠，
０．００２３ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钾，０．００１３ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸镁，
０．００２５ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钙，０．０２６２ｍｏｌ·Ｌ－１碳酸氢
钠，０．００１０ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钠和０．０１１０ｍｏｌ·Ｌ－１

葡萄糖）为人工配制。

１．３　实验方法
１．３．１　实验分组及ＴＢＩ模型制备　小鼠随机分为
假手术组（ｎ＝１０）、ＴＢＩ组（ｎ＝１２）、ＴＢＩ＋增强型绿

色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧ
ＦＰ）组（ｎ＝１２）和 ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组（ｎ＝３２）。假手术
组小鼠行单纯开颅手术，未行液压冲击；ＴＢＩ组小鼠
给予液压冲击制备 ＴＢＩ模型；ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组小鼠给
予液压冲击制备 ＴＢＩ模型后感染慢病毒 ＤＣＸＥＧ
ＦＰ；ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠给予液压冲击制备 ＴＢＩ模型
后感染慢病毒 ＤＣＸＣｈＲ２ＥＧＦＰ。各组小鼠均于造
模后连续７ｄ行腹腔内注射 ＢｒｄＵ（１００ｍｇ·ｋｇ－１）。
具体造模方法为：小鼠按５０ｍｇ·ｋｇ－１腹腔内注射
戊巴比妥进行麻醉，选择前囟后４．０ｍｍ、中线旁开
２．２ｍｍ，在右顶颅骨开３．５ｍｍ骨窗，保证硬膜完好
无破损，然后将损伤连接管置于暴露的硬脑膜上，用

玻璃离子体水门汀黏合，通过改造的连接适配器连

接到液压冲击损伤装置上，使用压力脉冲（２．４ａｔｍ）
快速冲击闭合的颅腔。手术过程中使直肠温度保持

在３７℃。
１．３．２　免疫荧光染色检测 ＴＢＩ组小鼠海马 ＤＧ区
新生神经元存活和成熟情况　在造模后７、２８ｄ分
别处死３只小鼠，取脑组织置于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛
中固定２４ｈ，采用振荡切片机连续切片制备脑组织
切片，厚２０μｍ。将 ＴＢＩ组脑切片置于含体积分数
０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆ
ｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）中透化处理２０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＢＳ缓冲液洗片３次，每次５ｍｉｎ。然后将切片浸入
体积分数０．５％Ｈ２Ｏ２甲醇溶液中孵育１０ｍｉｎ以阻

断内源性过氧化物酶，然后用５０ｇ·Ｌ－１牛血清白蛋
白在室温下封闭非特异性结合位点３０ｍｉｎ。加入一
抗ＢｒｄＵ于４℃下过夜，次日加入一抗ＮｅｕＮ于４℃
下过夜。然后用波长为 ６１０、４０５、４８８ｎｍ的荧光二
抗孵育 ６０ｍｉｎ。４，６联脒２苯基吲哚（ｄｉａｍｉｄｉｎｅ
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色１０ｍｉｎ，抗荧光淬灭封片剂
封片，最后使用共聚焦显微镜观察新生神经元存活

和成熟情况。每个时间点随机选取大鼠海马ＤＧ区
各３张切片，每张切片计数５个视野并拍照。
１．３．３　倒置荧光显微镜观察假手术组和 ＴＢＩ＋
ＣｈＲ２组海马 ＤＧ区 ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元
变化　造模前２ｄ，将 ＤＣＸＣｈＲ２ＥＧＦＰ慢病毒注射
到ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠的ＤＧ区。造模后立即将光纤
植入海马ＤＧ区，造模后３～２８ｄ进行在体光刺激。
假手术组和 ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠在造模后不同时间
点（３、５、７、９、１２、１８、２８ｄ）行４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛心
脏灌注，每个时间点处死３只小鼠，取脑组织采用震
荡切片机连续切片制备脑组织切片，厚２０μｍ。对
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切片进行细胞核ＤＡＰＩ避光染色１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３
次，每次５ｍｉｎ，抗荧光淬灭封片剂封片，倒置荧光显
微镜观察ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元的变化，ＤＣＸ
ＥＧＦＰ阳性新生神经元定量计数方法同“１．３．２项”。
１．３．４　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测各组小鼠认知功能
　麻醉各组小鼠，将光纤植入损伤侧的ＤＧ区，造模
后３～１２ｄ进行在体光刺激。造模后２１～２６ｄ行
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验，训练４组小鼠寻找水下隐匿平
台，在水池中加入牛奶使水变得不透明，水温保持在

约２６℃。每次训练重复３次（间隔１５ｓ），记录大鼠
寻找隐匿平台的潜伏期。造模后２６ｄ进行平台测
试，２８ｄ撤去平台，记录小鼠穿越平台次数和在目
标象限停留的时间。

１．３．５　免疫荧光染色检测小鼠海马 ＤＧ区表达
ＤＣＸ神经元的存活和成熟情况　造模后２８ｄ，采用
免疫荧光染色检测 ＴＢＩ组、ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组和 ＴＢＩ＋
ＣｈＲ２组小鼠同侧海马颗粒细胞层ＮｅｕＮ和ＢｒｕＵ双
标记的新生成熟神经元，免疫荧光染色步骤同

“１．３．２项”。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据
分析，数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采
用单因素方差分析，两两比较采用最小显著性差异

法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＢＩ组小鼠海马 ＤＧ区新生神经元存活及成
熟情况　结果见图１。造模后７、２８ｄ，ＴＢＩ组小鼠海
马ＤＧ区新生成熟神经元数量分别为（２１００．０±
２３６．９）、（５８４．３±６９．２）个·ｍｍ－３；造模后２８ｄ新
生成熟神经元数量显著少于造模后７ｄ，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。造模后７～２８ｄ，约７８％的新生
神经元消失。

Ａ、Ｃ：×２００；Ｂ、Ｄ：Ａ、Ｃ中１、２的放大图（×４００）。

图１　造模后７ｄ和２８ｄＴＢＩ组小鼠海马 ＤＧ区新生神经

元存活和成熟情况（免疫荧光染色）

Ｆｉｇ．１　ＳｕｒｖｉｖａｌａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｎｅｗｂｏｒｎｎｅｕｒｏｎｓｉｎＤＧ

ａｒｅａｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｔ７ｄａｙｓａｎｄ２８ｄａｙｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ

（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ）

２．２　假手术组和不同时间点 ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠

海马ＤＧ区ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元变化情况

　结果见图２和表１。从造模后３ｄ起，ＴＢＩ＋ＣｈＲ２

组小鼠海马ＤＧ区ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元数量

开始上升，９ｄ达到高峰，１２ｄ开始明显下降。造模

后３、１８、２８ｄ，ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组与假手术组小鼠海马

ＤＧ区ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元数量比较差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）；造模后５、７、９、１２ｄＴＢＩ＋

ＣｈＲ２组小鼠海马 ＤＧ区 ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经

元数量均显著高于假手术组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。造模后９ｄ，ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小

鼠海马ＤＧ区ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元数量均显

著高于其他各时间点，差异有统计学意义（Ｐ＜

００５，Ｐ＜０．０１）。

Ａ：假手术组；Ｂ：ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组造模后３ｄ；Ｃ：ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组造模后９ｄ；Ｄ：ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组造模后２８ｄ。

图２　假手术组和ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组不同时间点海马ＤＧ区ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元表达情况（ＤＡＰＩ染色，×２００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＣＸＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｗｂｏｒｎｎｅｕｒｏｎｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＤＧｒｅｇｉｏｎｏｆｍｉｃｅｉｎｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄ
ＴＢＩ＋ＣｈＲ２ｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）
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表１　假手术组和 ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组不同时间点小鼠海马 ＤＧ
区ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元数量比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＤＣＸＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｎｅｗｂｏｒｎｎｅｕｒｏｎｓｉｎＤＧｒｅｇｉｏｎｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＴＢＩ＋ＣｈＲ２
ｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ （珔ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＤＣＸＥＧＦＰ阳性新生神经元数量／（个·ｍｍ－３）
假手术组 ３ １０３２．０±８９．９
ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组
　　造模后３ｄ ３ １１２９．０±９８．５
　　造模后５ｄ ３ １８７５．０±１７８．３ａ

　　造模后７ｄ ３ ２３５６．９±２４７．８ｂ

　　造模后９ｄ ３ ３５４２．７±３６５．３ｂｃ

　　造模后１２ｄ ３ ２４７５．６±２３３．９ｂ

　　造模后１８ｄ ３ １５７８．６±１４７．２ｃ

　　造模后２８ｄ ３ １２９５．６±１２８．４ｃ

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１；与造模后３、５、７、１２、１８、２８ｄ比

较ｃＰ＜０．０５。

２．３　光调控表达 ＤＣＸ的细胞去极化对 ＴＢＩ小鼠
认知功能的影响　结果见表 ２和表 ３。造模后
２１ｄ，４组小鼠寻找隐匿平台的潜伏期比较差异均

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。造模后２２～２６ｄ，ＴＢＩ组
和ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组小鼠寻找隐匿平台的潜伏期均显
著长于假手术组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；
ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组与假手术组小鼠寻找隐匿平台的潜伏
期比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ
组与ＴＢＩ组小鼠寻找隐匿平台的潜伏期比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠寻找隐
匿平台的潜伏期均显著短于 ＴＢＩ组和 ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ
组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＴＢＩ组和
ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组小鼠在目标象限停留时间和穿越平
台次数均显著少于假手术组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）；ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组与假手术组小鼠在目标
象限停留时间和穿越平台次数比较差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠在目标象限停留
时间和穿越平台次数均高于 ＴＢＩ组和 ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ
组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组
与ＴＢＩ组小鼠在目标象限停留时间和穿越平台次数
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表２　各组小鼠寻找隐匿平台的潜伏期
Ｔａｂ．２　Ｌａｔｅｎｃｙｆｏｒｌｏｏｋｉｎｇｈｉｄｄｅｎｐｌａｔｆｏｒｍｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
寻找隐匿平台的潜伏期／ｓ

２１ｄ ２２ｄ ２３ｄ ２４ｄ ２５ｄ ２６ｄ
假手术组 １０ ５９．５±１．１ ３８．２±４．２ ２３．６±２．４ １８．９±２．２ １１．０±１．５ ６．５±０．８
ＴＢＩ组 ９ ５９．８±１．７ ５１．０±７．０ａ ３８．８±５．４ａ ３６．６±５．８ａ ３０．７±４．９ａ ２４．７±３．９ａ

ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组 １２ ５９．６±１．０ ５２．４±５．７ａ ３９．７±３．５ａ ３６．９±４．１ａ ２８．９±３．９ａ ２２．４±３．２ａ

ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组 １４ ５９．５±１．５ ４３．７±６．３ｂｃ ２９．９±３．７ｂｃ ２５．４±４．９ｂｃ １５．６±３．９ｂｃ １０．４±２．５ｂｃ

　　注：与假手术比较ａＰ＜０．０１；与ＴＢＩ组比较ｂＰ＜０．０１；与ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组比较ｃＰ＜０．０１。

表３　各组小鼠在目标象限停留时间和穿越平台次数
Ｔａｂ．３　Ｔｉｍｅｉｎｔａｒｇｅｔｅｄｑｕａｄｒａｎｔａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐｌａｔ
ｆｏｒｍｃｒｏｓｓｉｎｇｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 目标象限停留时间／ｓ 穿越平台次数

假手术组 １０ ４２．４±６．０ ５．９±０．７

ＴＢＩ组 ９ １９．４±３．７ａ １．９±０．３ａ

ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组 １２ ２０．９±３．９ａ ２．１±０．４ａ

ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组 １４ ３４．７±４．２ｂｃ ４．４±０．６ｂｃ

　　注：与假手术比较ａＰ＜０．０１；与 ＴＢＩ组比较ｂＰ＜０．０１；与 ＴＢＩ＋

ＥＧＦＰ组比较ｃＰ＜０．０５。

２．４　小鼠海马 ＤＧ区新生神经元存活及成熟情况
　结果见图３。造模后２８ｄ，ＴＢＩ组、ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组
和ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠海马ＤＧ区新生成熟神经元数
量分别为 （７２３．４±８２．３）、（７８３．０±８９．６）、
（３２０１５±３６５．１）个·ｍｍ－３；ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组小鼠海
马ＤＧ区新生成熟神经元数量明显高于 ＴＢＩ组和
ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；
ＴＢＩ组与ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组小鼠海马ＤＧ区新生成熟神
经元数量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

Ａ：ＴＢＩ组；Ｂ：ＴＢＩ＋ＥＧＦＰ组；Ｃ：ＴＢＩ＋ＣｈＲ２组。

图３　小鼠海马ＤＧ区新生神经元存活及成熟情况（免疫荧光双标染色，×４００）
Ｆｉｇ．３　ＳｕｒｖｉｖａｌａｎｄｍａｔｕｒｉｔｙｏｆｎｅｏｎａｔａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＤＧｒｅｇｉｏｎｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｄｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｌｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）
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３　讨论

ＴＢＩ可导致成体 ＮＳＣ大量增殖。然而，新生的
成体ＮＳＣ只有小部分能够存活和分化成熟，最终整
合入神经环路。引起新生成体 ＮＳＣ死亡的因素有
很多，其分化成熟的能力低下是最主要的原因之一。

为解决ＴＢＩ后新生细胞低存活和低成熟率的问题，
本研究选择光遗传学方法通过膜去极化电激活这些

细胞。为了获得 ＣｈＲ２ＥＧＦＰ特异性靶向表达 ＤＣＸ
蛋白的新生细胞，将慢病毒 ＣｈＲ２ＤＣＸＥＧＦＰ立体
定向注射感染小鼠海马 ＤＧ区神经干细胞，观察到
蓝光激活可有效引起表达 ＤＣＸ蛋白的细胞发生膜
去极化，并且显著促进新生细胞的存活和成熟。

ＴＢＩ可诱导海马ＤＧ区ＮＳＣ增殖并分化为神经
元［８］。促进这种新生神经元的生成可修复ＴＢＩ后神
经功能［９］。本研究结果显示，ＴＢＩ后７、２８ｄＤＧ区
有大量新生细胞在初始阶段分化为神经元，但最终

只有少数细胞存活并成熟，表明海马 ＤＧ区成体神
经发生过程中新生神经元若不能迁移和成熟将最终

走向死亡。

电活动在成体神经发生的各个阶段均起着关键

作用，尤其是在神经分化阶段［１０］。有研究显示，有

丝分裂的神经元细胞膜去极化可影响神经元的存

活、成熟及功能整合［１１］，然而，传统的电生理调控技

术难以精确调控某一类靶细胞。光遗传学已被用于

研究复杂神经元网络的功能［１２１３］，其可精确的从空

间和时间调控成体新生神经元的活动［１４１５］。大多

数研究利用光遗传学来调控一组细胞或是研究某个

神经回路，对于光门控阳离子 ＣｈＲ２介导的去极化
作用却很少涉及。光遗传学调控神经元功能具有时

空精度高的特点，相对于其他传统的电生理技术具

有很大的优势，因此，本研究选择光遗传学作为调控

细胞去极化工具。ＣｈＲ２是研究神经元活动变化的
一种强有效工具［１６］。在特定的启动子下，ＥＧＦＰ
ＣｈＲ２基因可被插入到要调控的细胞中。ＤＣＸ基因
编码一种相对分子质量 ４００００的微管相关蛋白。
新生神经元中 ＤＣＸ的缺失会导致严重的形态缺陷
和迁移延迟。在成人中枢神经系统中，ＤＣＸ主要存
在于成体海马ＤＧ区和侧脑室室管膜下区［１７１８］。在

成体神经发生过程中，ＤＣＸ在增殖的神经祖细胞和
有丝分裂后的神经元前体细胞中瞬时表达。ＤＣＸ
这种特异性表达模式提示可将其作为启动子标记新

生神经元。本研究观察到，不仅是未成熟的神经元

和神经母细胞表达 ＤＣＸ蛋白，２ｂ型中间祖细胞也
有ＤＣＸ蛋白表达，提示表达 ＤＣＸ的新生细胞存在
一个供调控电活动的长时程窗口。本研究定量结果

显示，在 ＴＢＩ后３ｄ，表达 ＤＣＸ的细胞数量开始上
升，９ｄ达到高峰，１２ｄ开始下降，表明损伤后 ３～
１２ｄ是光调控神经细胞去极化的最佳时间窗。本
研究选择ＤＣＸ作为启动子驱动新生细胞中 ＣｈＲ２
ＥＧＦＰ的表达，是因为在各种刺激条件下 ＤＣＸ可以
保持相对稳定，并且其能长期表达，覆盖细胞存活和

成熟的关键期［１９］。通过Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测，结
果发现光调控表达 ＤＣＸ细胞的去极化，可以改善
ＴＢＩ所致的认知缺陷。本研究还发现，通过免疫荧
光共定位染色ＢｒｄＵ（标记新生细胞）和 ＮｅｕＮ（标记
成熟神经元）证实，ＴＢＩ后长时间内光调控表达ＤＣＸ
细胞的去极化可促进其存活和成熟。

综上所述，本研究采用 ＣｈＲ２介导的去极化这
种新方法来激活 ＴＢＩ后的新生细胞使其趋于成熟。
重点关注新生细胞成熟过程中２ｂ型中间神细胞至
３型中间祖细胞的过渡期和非成熟神经元至成熟神
经元的过渡期这２个关键时期，并选择ＤＣＸ驱动新
生细胞中ＣｈＲ２ＥＧＦＰ的表达，结果发现，表达 ＤＣＸ
的新生细胞覆盖了这 ２个关键时期，这就为研究
ＣｈＲ２介导的光调控新生神经元去极化提供了一个
长期而稳定的时间窗。ＤＣＸ作为一可靠的启动子，
可在时间和空间上精确触发新生神经元去极化，最

终促进ＴＢＩ后新生神经元的存活和成熟，且 ＴＢＩ＋
ＣｈＲ２组小鼠寻找隐匿平台的潜伏期显著缩短，在目
标象限停留时间和穿越平台次数显著提高，提示光

调控新生细胞去极化可显著改善ＴＢＩ小鼠认知功能
缺陷。
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