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摘要 目的 探讨海马 CA1 区条件性敲除 WDＲ1 与小鼠精
神分裂样阴性症状的关系，并进一步分析其潜在神经机制。
方法 利用分子生物学手段，构建海马 CA1 区的 WDＲ1 条
件性敲除小鼠［CA1 － Cre; WDＲ1flox / flox ( CKO) ］，结合做窝行
为学手段、免疫荧光等实验方法观察分析 CA1 区 WDＲ1 在
精神分裂样阴性症状中的作用。结果 ① 脑片免疫荧光的
结果显示 WDＲ1 在 CKO小鼠中敲除成功;② 做窝实验结果
显示:WDＲ1 CKO 小鼠做窝质量明显高于 WDＲ1flox / flox小鼠

( WT组) ;③ 培养海马神经元，免疫荧光染色法显示，CKO

小鼠的树突棘密度明显增加。结论 实验结果表明敲除
WDＲ1 能够增加海马 CA1 区神经元的树突棘，并提高小鼠
做窝能力，提示 WDＲ1 与小鼠精神分裂样阴性症状呈正相
关。
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精神分裂症是一类以情感障碍，精神活动与周围

环境不协调，脱离现实为主要特征的常见精神疾病。
其终生患病率在世界范围内约为 1%［1］。临床阴性
症状较为多见，表现为情感低落或情绪冷漠、精神性
失语症、意志缺乏。阴性症状的危害不容忽视，且相
对更难治疗。WDＲ1( WD repeat protein 1) 是一种 64
ku的位于细胞质中的细胞骨架蛋白，促进 F-actin 解
聚，参与调节树突棘的形成［2 － 3］。就目前国内外的研
究结果来看，有研究者对精神分裂症患者的背外侧前

额叶皮层进行蛋白质组学分析，发现WDＲ1在该脑区
的表达出现异常［4］。虽然目前发现 WDＲ1 的表达在
精神分裂症中有变化，但是并没有直接证据证明海马

脑区的WDＲ1与精神分裂症的关系及其调控机制，通
过海马 CA1区条件性敲除WDＲ1来观察WDＲ1与精
神分裂样阴性症状的关系。

1 材料与方法

1． 1 材料 实验选用了两种基因工程小鼠，均为
C57BL /6 背景:① WDＲ1 flox / flox小鼠是将 loxP 片段选
择性地插入 WDＲ1 基因内含子中，该小鼠由南京大
学模式动物所杨中州实验室赠送; ② CA1-Cre 小
鼠，该小鼠的特点为 Cre 重组酶特异性表达于海马
CA1 区，该品系小鼠由美国麻省理工学院 Picower
学习记忆研究所 Susumu Tonegawa 教授赠送。利用
Cre / loxP 技术，将 WDＲ1flox / flox小鼠与 CA1-Cre 小鼠
杂交，即可得到海马 CA1 区特异性敲除 WDＲ1 基因
的小鼠，即 CA1-Cre; WDＲ1 flox / flox ( CKO) 小鼠。行为
学采用 8 ～ 10 周龄雄鼠，20 ～ 25 g，每天 12 /12 h 昼
夜更替饲养。抗体: Anti-WDＲ1 抗体 ( 美国 Protein-
tech 公司) ;腺相关病毒( 上海泰廷生物科技有限公
司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 小鼠基因型鉴定 小鼠出生 1 周后即可进
行基因型鉴定。剪下小鼠的脚趾并编号，将脚趾放
入 1. 5 ml的离心管，加入 500 μl消化液，55 ℃烘箱
中过夜消化。第 2 天消化好后振荡离心，常温
12 000 r /min离心 5 min，吸取上清液 400 μl的消化
液加入离心管，接着加入 400 μl 预冷的异丙醇，充
分混匀后 4 ℃、12 000 r /min 离心 15 min，弃上清
液，加入 500 μl 75% 乙醇混合振荡，4 ℃或常温
12 000 r /min离心 5 min，弃上清液，再加入 500 μl
100%无水乙醇混匀 4 ℃或常温12 000 r /min离心 1
min。然后弃去上清液，倒置晾干，最后加入 80 ～
120 μl 灭菌水溶解，放入 － 4 ℃保存，DNA 提取完
毕。每个 PCＲ 过程采取 20 μl 体系 ( 2 μl 模板
DNA，1 μl引物，7 μl 水及 10 μl 的混合 taq 酶) ，放
入 PCＲ仪中进行扩增。结束后放入琼脂糖凝胶中
电泳，在孔中加入 DNA marker，跑胶完成后用凝胶
成像系统观察条带有无及位置。引物序列: WDＲ1-
F: 5'-GGACCTTCTAAGCAGTTACAACC-3'; WDＲ1-Ｒ:
5'-TTGCACAGAGGTGAATGACAGAG-3'。Camk2-Cre-
F: 5'-TGCCACGACCAAGTGACAGCAATG-3'; Camk3-
Cre-Ｒ: 5'-ACCAGAGACGGAAATCCATCGCTC-3'。
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1． 2． 2 做窝实验 做窝实验是用于评价啮齿类动
物筑窝能力的方法，其可以反映出动物的冷漠样情

绪，实验具体步骤如下: 首先，晚上 20: 00 ( 熄灯) 之
前 1 h将实验小鼠笼搬至安静清洁的房间，再将小
鼠单笼单只放置，笼内添有充足的水、食物以及 6 片
正方形紧密压制的脱脂棉片。然后，用标签详细记
录小鼠的组型、编号，将其贴至笼子的边缘。最后，
每隔 2、4、6、12 h 观察小鼠筑窝情况，并用相机拍照
进行记录。根据小鼠做窝的不同情况，对其做窝行
为进行评分，并对得分进行比较，具体的评分标准如

下，5 分: 95%的脱脂棉被撕碎，窝形完美，立体感
强，高度高于小鼠身高 50% ; 4 分: 95%的脱脂棉被
撕碎，窝形扁平，高度不足小鼠身高 50% ; 3 分:大部
分棉片被撕碎，但形状不规则，无法辨认出是一个

窝; 2 分: 小部分棉片被撕碎; 1 分: 95%以上的棉片
保持完好。见图 1。
1． 2． 3 海马神经元体外培养 手术器械高压灭菌。
准备预冷的 HBSS缓冲液及 37 ℃预热的 0. 25%胰
酶、Neurobasal培养基。用 P0 新生鼠，冰上取脑后，
放入 4 ℃预冷的 HBSS缓冲液中解剖分离出海马组
织。将组织剪碎后加入 0. 25% 胰酶 37 ℃消化 5
min，在此期间可轻柔振荡几次。消化结束后，用含
有 10%胎牛血清的 DMEM培养液终止消化反应，将
其轻轻吹打混匀至细胞完全分散，室温下1 000 r /
min离心 10 min。吸去上清液，根据沉淀的细胞量
加入 300 μl左右的 DMEM培养液重新悬浮细胞，取
上述细胞悬液适当稀释后用细胞计数板进行计数。
将所需密度的神经元接种于多聚-D-赖氨酸氢溴酸
盐包被过的 24 孔板中，轻晃培养板使其混匀，置于
37 ℃、5% CO2 孵箱中培养。24 h 后换 Neurobasal
培养液，第 3 天加入 10 μmol /L 阿糖胞苷来抑制胶
质细胞的生长，以后每 2 ～ 3 d半定量换液。
1． 2． 4 神经元细胞转染病毒及免疫荧光实验 神
经元培养到 7 ～ 9 d 时，转染 GFP 腺相关病毒 2 μl
( AAV-CMV-bGi-eGFP，滴度: 2. 24 × 1010 ) 。体外继
续培养到 18 ～ 21 d 时进行实验。室温下，将细胞用
4%多聚甲醛固定 20 min，用封闭液 ( 3% BSA +

0. 3% Triton X-100) 封闭 1 h，封闭完成后加入配制
好的一抗孵育液，4 ℃过夜。次日，4 ℃取出后室温
孵育 30 min，然后用 PBS /T 漂洗，洗去一抗后加入
相应的荧光二抗，室温下避光孵育 2 h，再用 PBS 漂
洗。在载玻片上滴加防荧光淬灭剂，将带有细胞的
一面贴到载玻片上，用滤纸吸干多余液体，指甲油封

边后置于暗盒中保存。染好后的细胞贴片用奥林巴
斯激光共聚焦显微镜采集图像。
1． 3 统计学处理 实验中的数据记录后用 Excel
进行整理分析，再用 Origin 8. 5 进行作图与统计，以
珋x ± s的形式表示。做窝质量评分比较使用 One-si-
ded t-test，其他实验使用 Student t-test 统计方法，P
＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 WDＲ1 条件性敲除小鼠的基因型鉴定 为了
研究 WDＲ1 与精神分裂症的关系，实验利用 Cre /
loxP技术构建了 WDＲ1 基因条件性敲除小鼠，将
CA1-Cre小鼠与 WDＲ1 flox / flox小鼠( 简称 WT小鼠) 杂
交，子代中 loxP 位点就有概率在 Cre 重组酶的作用
下将 4 号外显子切除，得到 CA1-Cre; WDＲ1 flox / flox小

鼠( 简称 CKO小鼠) ，见图 2A。首先，对 WT小鼠和
CKO小鼠进行了初步的外观观察，发现出生 2 个月
后的 CKO小鼠和 WT 小鼠在外形上没有明显的区
别，见图 2B。接着通过海马脑片免疫荧光实验验证
敲除效率，结果表明 CKO小鼠的海马组织中 WDＲ1
的荧光强度明显降低( t = 6. 509，P ＜ 0. 001，n = 4 ) ，
见图 2C、D。表明 WDＲ1 在海马 CA1 区敲除成功。
2． 2 WDＲ1 敲除后小鼠精神分裂样阴性症状减弱
冷漠情绪是精神分裂症阴性症状的一种常见症

状，做窝实验能够评价小鼠是否有冷漠样情绪。WT
组( n = 8) 与 CKO组( n = 8) 小鼠做窝质量在 2 h 时
差异无统计学意义，但是在以后的 4、6、12 h 时，
CKO组小鼠做窝评分明显高于 WT组( t = － 1. 922、
－ 2. 335、－ 2. 274，P = 0. 029、0. 038、0. 042 ) 。说明
海马 CA1 区敲除 WDＲ1 使小鼠更不容易产生冷漠
样情绪。见图 3。

图 1 小鼠做窝实验的评分标准
A: 1 分; B: 2 分; C: 3 分; D: 4 分; E: 5 分
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图 2 WDＲ1 条件性敲除小鼠的鉴定
A: WT与 CKO组小鼠基因型鉴定结果; B: WT组与 CKO组小鼠

外观比较; C: 两组小鼠海马脑片免疫荧光实验结果 × 20; D: 免疫荧

光结果统计;与 WT组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

图 3 不同时间点小鼠做窝质量评分
A:两组小鼠分别在 0、4 h 做窝照片; B: A 中做窝评分统计; 与

WT组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 WDＲ1 敲除后树突棘明显增多 WDＲ1 能够
促进 actin的解聚，进而减少树突棘密度，而树突棘
减少是精神分裂症的主要神经病理改变，提示在海

马中敲除 WDＲ1 可能对精神分裂症产生影响。通
过海马神经元原代培养、病毒转染及免疫荧光染色
的方法，观察 CKO小鼠树突棘的形态变化。结果显
示 WDＲ1 敲除后，CKO 组小鼠相比于 WT 组，神经
元的树突棘明显增多( n = 23，t = 6. 906，P ＜ 0. 001) 。
表明海马 CA1 区敲除 WDＲ1 可以增加树突棘密度，
提示 WDＲ1 与精神分裂样阴性症状呈正相关性。
见图 4。

图 4 海马 CA1 区敲除WDＲ1 后神经元

树突棘增加 免疫荧光 × 180

A:两组小鼠海马神经元共聚焦照片; B:两组小鼠神经元树突棘

密度统计;与 WT组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

3 讨论

精神分裂症的阴性症状在行为方面表现为失语

症、意志力下降、快感缺乏和无法正常表达情感，在
认知方面则表现为记忆力减退、执行能力下降、注意
力不能集中、语言能力和阅读能力降低以及社会认
知能力受损，严重影响了个人的身心健康和生活质

量甚至可能危及个人的生命安全。近年来，越来越
多的证据表明 WDＲ1 与精神分裂症有着密切的关
系，有学者对 1 162 例欧美样本的全基因组进行关
联分析，发现 WDＲ1 基因与精神分裂症的发病年龄
相关性很大［5］。也有研究［6］显示在精神分裂症患
者的前额叶皮层中 WDＲ1 蛋白表达增加。
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WDＲ1 影响 actin，促进 F-actin 解聚，进而影响
树突棘的形成，使树突棘减少。在海马 CA1 区条件
性敲除 WDＲ1 后，小鼠海马中锥体神经元的树突棘
增加。海马被公认为在记忆形成中起到核心作用，
但有研究［7］表明在精神分裂症患者中海马的结构

和功能也是异常的。通过对精神分裂症患者死后的
脑组织进行检测，结果显示神经元树突棘的减少是

最常见的神经病理改变，并且这种改变出现在海马

菌丝层、额叶皮层、初级视觉皮层和颞叶皮层等多个
脑区［8］。海马 CA1 区条件性敲除 WDＲ1 小鼠的树
突棘明显增加。做窝实验是用来评价啮齿类动物的
筑窝能力的行为学模型，可以反映出动物的冷漠情

绪，目前做窝实验是一种可以广泛用来评价啮齿类

动物精神分裂样阴性症状的动物模型［9］。在做窝
模型中，CKO小鼠在做窝质量评价中也获得更高的
得分，表现出更好的做窝能力。上述结果提示，
WDＲ1 与精神分裂样阴性症状有着密切的联系。
目前对于精神分裂症的研究，越来越重视海马

脑区在其中的作用。海马被公认为在学习记忆中有
着重要的作用。目前很多研究［10］显示在精神分裂
症患者中海马结构及功能异常。在精神分裂症发病
初期，海马体积缩小。除宏观的变化，有研究［11］显
示精神分裂症患者的一些脑局部微观结构改变，海

马的锥体细胞体积变小、密度增加，提示轴突发育过
程中的突触删除以及树突棘密度减少［12］。类似的
微观结构改变在前额叶、丘脑等其他脑区也有出现。
除了树突棘密度的改变之外，突触的传递也会影响

精神分裂症。突触蛋白是一种与突触结构和功能密
切相关的蛋白，在突触的形成与传递中也起着重要

作用［13］，那么很可能 WDＲ1 同样也可以通过调节海
马脑区树突棘密度及突触传递来对精神分裂症产生

影响。
综上所述，实验结果表明 WDＲ1 很可能是通过

影响 actin进而改变树突棘的密度，最终调控精神分
裂症的阴性症状，能够为 WDＲ1 与精神分裂样阴性
症状呈正相关提供直接证据，即减弱冷漠样情绪的

表型。实验结果为以后研究精神分裂症提出了一个
新的思路，WDＲ1 缺失可能能够改善精神分裂症的
阴性症状，也为精神分裂症的临床治疗提供了一个

新的潜在治疗靶点。
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WDＲ1 positively correlated with schizophrenia-like negative symptoms
Wang Mei1，Wang Jing1，Yang Zhongzhou2，et al

( 1Dept of Neurobiology，Nanjing Medical University，Nanjing 211166; 2Model Animal Ｒesearch Center
and MOE Key Laboratory of Model Animals for Disease Study，Nanjing University，Nanjing 210093)

Abstract Objective To investigate the relationship between the conditional knockout WDＲ1 in the hippocampal
CA1 region and schizophrenia-like negative symptoms in mice，and to analyze the underlying neural mechanisms．
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Methods By means of molecular biology，conditional knockout( CKO) mice with CA1-specific deletion of WDＲ1
by Cre-loxp system( CA1-Cre; WDＲ1flox / flox ) ，combined with nest building behavioral analysis，cell biology assay
and immunohistochemistry to analyze the role of WDＲ1 in negative-like symptoms of schizophrenia． Ｒesults ①
Slices immunofluorescence showed WDＲ1 decreased in WDＲ1 CKO mice; ② Nest building behavioral test results
showed that the nest quality was significantly higher in CKO mice than WDＲ1flox / flox mice( WT group) ; ③ Cell im-
munofluorescence showed that dendritic spine density was significantly increased in CKO mice． Conclusion
WDＲ1 deficiency could increase the number of dendritic spines of neurons in hippocampal CA1 region and improve
the ability of nest building，suggesting that WDＲ1 is negatively correlated with the schizophrenia-like negative
symptoms．
Key words WDＲ1; hippocampus; schizophrenia-like negative symptoms; nest building
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姜黄素联合干扰素-β/维甲酸对乳腺癌细胞的协同效应
葛素侠1，任 敏1，查晓军2，吴晓东1

摘要 目的 研究姜黄素和干扰素-β /维甲酸( IFN-β /ＲA)
联合用药对人乳腺癌细胞 MCF-7 的生长抑制效应，探讨姜
黄素和 IFN-β /ＲA联合用药的合理性及科学性。方法 实
验分组如下: 对照组 ( 加培养基) 、姜黄素组 ( 40 μmol /L) 、
IFN-β /ＲA组( IFN-β 750 U /ml，ＲA 1. 5 μmol /L) 、姜黄素联
合 IFN-β /ＲA 组 ( 姜黄素 40 μmol /L，IFN-β 375 U /ml，ＲA
0. 75 μmol /L) ，分别处理乳腺癌细胞 MCF-7，采用 MTT 法检
测细胞活性，采用 Annexin-V /PI 双染流式细胞术检测细胞
凋亡情况。结果 姜黄素和 IFN-β /ＲA 联合用药可显著抑
制乳腺癌 MCF-7 细胞增殖，同时诱导细胞凋亡，这种作用强
于单药( P ＜ 0. 05 ) ，表现为协同作用。结论 姜黄素联合
IFN-β /ＲA对乳腺癌 MCF-7 细胞增殖具有更强的抑制作用，
并能促进细胞凋亡，具有协同作用。
关键词 姜黄素;干扰素-β;维甲酸;乳腺癌; MCF-7
中图分类号 Ｒ 737. 9
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2018) 02 － 0200 － 04
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2018． 02． 008

干扰素-β( interferon-β，IFN-β) 联合维甲酸( ret-
inoic acid，ＲA) 是目前已知的能够抑制乳腺癌细胞
生长的药物，但目前乳腺癌细胞对于 IFN-β /ＲA 药
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物的敏感性逐渐下降，抵抗性逐渐增强［1］。为解决
这一问题笔者选择 IFN-β /ＲA 与其他药物联合治
疗。姜黄素是从植物姜黄根茎中提取出来的一种多
酚类化合物，许多研究［2］已证实姜黄素具有抗肿瘤

活性，并被用于许多恶性肿瘤包括乳腺癌的治疗。
但目前关于姜黄素和 IFN-β /ＲA联合用药在乳腺癌
细胞中的研究鲜有文献报道，因此该研究旨在探讨

两者联合用药对乳腺癌细胞的影响。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 人类乳腺癌细胞系 ( Michigan
cancer foundation 7，MCF-7) 购自中科院上海细胞生
物学研究所细胞库; IFN-β 购自美国 Millipore 公司;
ＲA、姜黄素、MTT 购自美国 Sigma 公司; 膜联素Ⅴ /
碘化丙啶( Annexin V /propidium iodide，Annexin V /
PI) 细胞凋亡试剂盒购自美国 BioVision 公司; 胎牛
血清购自上海 Excell公司; DMEM 培养基( 高糖) 购
自美国 Hyclone公司。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 细胞培养 将人类乳腺癌 MCF-7 细胞用含
有 10%胎牛血清、1%双抗 ( 100 U /ml 青霉素、100
μg /ml链霉素) 的 DMEM 培养基，置于 37 ℃、5%
CO2 孵箱内培养，实验取对数生长期细胞。
1． 2． 2 MTT法检测细胞活性 将细胞以 104 个 /孔
分别接种到 96 孔板中，每孔体积 200 μl，置于 37
℃、5% CO2 孵箱内培养。细胞贴壁后分别加入相
应药物，分组如下: 对照组 ( 加培养基) 、姜黄素组
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