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５羟色胺转运体敲除小鼠在应激下焦虑行为和ＨＰＡ轴的改变
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　　［摘要］　目的　研究５羟色胺转运体（ｓｅｒｏｔｏｎｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＳＥＲＴ）敲除小鼠焦虑行为及 ＡＣＴＨ和皮质酮分泌变化。
方法　将基因型为ＳＥＲＴ＋／－的雌雄小鼠交配产子，并把鉴定后子代小鼠按基因型（ＳＥＲＴ＋／＋、ＳＥＲＴ＋／－、ＳＥＲＴ－／－）分为
对照组和ＥＰＭ组，每组１５只。利用高架十字迷宫作为应激原刺激小鼠，观察各组小鼠的焦虑行为，并测定各组小鼠的
ＡＣＴＨ和皮质酮分泌。结果　①基因型ＰＣＲ成功鉴定ＳＥＲＴ＋／＋、ＳＥＲＴ＋／－和ＳＥＲＴ－／－的小鼠。②ＳＥＲＴ＋／－和ＳＥＲＴ－／－小
鼠的开臂停留时间、开臂停留时间百分比、进入开臂的次数和进入开臂的次数百分比较 ＳＥＲＴ＋／＋均显著降低（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１）。③ＥＰＭ刺激下，ＳＥＲＴ＋／－和ＳＥＲＴ－／－小鼠 ＡＣＴＨ分泌的增加显著高于 ＳＥＲＴ＋／＋（Ｐ＜０．０５），ＳＥＲＴ－／－小鼠皮
质酮分泌的增加显著高于ＳＥＲＴ＋／＋（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＳＥＲＴ敲除小鼠在应激条件下易产生焦虑，并且 ＡＣＴＨ和皮质酮
分泌显著升高。
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　　５羟色胺转运体连接的启动子区域（５ＨＴｔｒａｎｓ
ｐｏｒｔｅｒｌｉｎｋｅｄｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ，５ＨＴＴＬＰＲ）的多态性现象
是指在５羟色胺转运体（ｓｅｒｏｔｏｎｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＳＥＲＴ）
基因启动子区域存在的４４个碱基对的插入或缺失突

变，如长等位基因（ｌ）的插入突变和短等位基因（ｓ）的
缺失突变。比较两种突变的 ＳＥＲＴ表达水平发现，携
带ｌ的个体表达 ＳＥＲＴ的效率高于 ｓ个体［１－２］。研究

表明，５ＨＴＴＬＰＲ多态性与焦虑相关的人格障碍有关，
如神经质［３］，而且与常用抗焦虑药物选择性５羟色胺
再吸收抑制剂的疗效相关［４］。但是研究５ＨＴＴＬＰＲ多
态性导致对应激敏感性增加的细胞和分子机制在人类

身上很难进行。ＳＥＲＴ敲除小鼠，尤其是 ＳＥＲＴ＋／－小

８５
第３４卷第１期
２０１２年１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１
Ｊａｎ．１５　２０１２



鼠，与人类ｓ携带者在许多方面都表现出相似性。本
实验利用高架十字迷宫（ｅｌｅｖａｔｅｄｐｌｕｓｍａｚｅ，ＥＰＭ）实
验，研究ＳＥＲＴ敲除小鼠焦虑行为及促肾上腺皮质激
素（ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃｈｏｒｍｏｎｅｓ，ＡＣＴＨ）和皮质酮分泌
变化，以期为研究５ＨＴＴＬＰＲ多态性致应激敏感性增
加发生的机制提供重要的实验依据。

１　材料与方法

１．１　动物
　　基因型为ＳＥＲＴ＋／－小鼠购自 Ｔａｃｏｎｉｃｆａｒｍ公司，雌雄小鼠
进行交配，产下子代小鼠的基因型通过基因型 ＰＣＲ进行鉴定。
用于实验的小鼠为２～５月龄、体质量为２０～２５ｇ。
１．２　仪器
　　高架十字迷宫：ＳａｎＤｉｅｇｏ公司；γ计数仪 ：Ｗｉｚａｒｄ公司；闪
烁计数仪：Ｂｅｃｋｍａｎ公司；低温离心机：Ｂｅｃｋｍａｎ公司。
１．３　试剂
　　１２５ＩＡＣＴＨ：Ａｍｅｒｓｈａｍ公司；３Ｈ标记的皮质激素：Ａｍｅｒｓｈａｍ
公司；ＡＣＴＨ的抗血清：ＩｇＧ公司；羊抗兔的 γ球蛋白：Ｃａｌｂｉｏ
ｃｈｅｍ公司，闪烁液：Ｆｉｓｈｅｒ公司；引物和 ＰＣＲ试剂盒：Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。

１．４　方法
１．４．１　基因型ＰＣＲ　　小鼠尾组织 ＤＮＡ１μｌ，上游引物（５′
ＴＣＡＣＧＧＣＴＧＣＡＧＴＧＡＴＡＡＧＴ３′）和下游引物（５′ＴＧＣＴＧＡＣＴ
ＧＧＡＧＡＴＣＡＧＧＣ３′）各 ０．２μｌ，１０×Ｔａｑ酶缓冲液 １μｌ，
２ｍｍｏｌ／Ｌ的 ｄＮＴＰ２μｌ，Ｔａｑ酶 ０．２μｌ，５０ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２
０．３μｌ，高压灭菌的去离子水５．１μｌ。循环参数为９５℃／５ｍｉｎ
预变性，９４℃／３０ｓ激活 Ｔａｑ酶，５６℃／３０ｓ退火，７２℃／１ｍｉｎ
延伸，３５个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物进行１％琼脂糖
凝胶电泳鉴定。野生型小鼠即ＳＥＲＴ＋／＋只有１条１．４ｋｂ的条
带，ＳＥＲＴ－／－小鼠只有１条２ｋｂ的条带，而 ＳＥＲＴ＋／－的小鼠会
在１４ｋｂ和２ｋｂ各出现一条带。
１．４．２　ＥＰＭ实验　　将小鼠按 ３个基因型（ＳＥＲＴ＋／＋、
ＳＥＲＴ＋／－、ＳＥＲＴ－／－）分为对照组和 ＥＰＭ组，每组１５只。ＥＰＭ
组按照Ｈｏｌｍｅｓ等［５－６］进行 ＥＰＭ：小鼠被放置在十字高架的中
心区域，面对开放的手臂，自由活动，计算机将自动记录下述指

标：①进入开臂的次数（ｏｐｅｎａｒｍｅｎｔｒｙ，ＯＥ）；②进入开臂次数
百分比（ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＯＥ，ＯＥ％）；③在开臂停留时间（ｏｐｅｎ
ａｒｍｔｉｍｅ，ＯＴ）；④开臂停留时间百分比（ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＯＴ，
ＯＴ％）。每只小鼠迷宫时间为５ｍｉｎ，结束后用酒精擦拭迷宫，
清除粪便，继用干布擦净后再进行下一只小鼠的测试。

１．４．３　血浆内ＡＣＴＨ和皮质酮测定［７－８］　　（１）样品制备：ＥＰＭ
后立即处死小鼠，收集颈部大血管的血液；对照组小鼠在拿出笼子

后立即被处死，收集血液。将收集的血液在４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，提取上清液，储存在－８０℃冰箱备用。（２）ＡＣＴＨ
测定：将２０μｌ样品血浆或者一定梯度的标准 ＡＣＴＨ（１－３９）
（０．１～２０ｐｇ）加入分析缓冲液（０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ７．６，含
１％ ＢＳＡ，０．０２５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５％兔血清，２５ＫＩＵ／ｍｌ抑酶
肽）按１∶３００００稀释的１００μｌ抗血清，混匀，４℃孵育２４ｈ；再
在溶液中加入１００μｌ的１２５ＩＡＣＴＨ（２０００ｃｐｍ／０．１ｍｌ），混匀，
４℃孵育２４ｈ；再在溶液中加入１００μｌ的分析缓冲液按１∶５０稀

释的二抗，羊抗兔γ球蛋白，混匀，４℃ 孵育２４ｈ；加入１．５ｍｌ
的冰ＰＢＳ缓冲液，混匀，１５０００×ｇ、４℃离心４０ｍｉｎ；小心倾去
上清液；用γ计数仪检测沉淀的放射活性。（３）皮质酮测定：将
３μｌ样品血浆或者一定梯度的标准皮质激素（０．０１～５ｎｇ）和
０５ｍｌ分析缓冲液（０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，０．１％ ｇｅｌａｔｉｎ，０．１％ ｓｏｄｉｕｍ
ａｚｉｄｅ）混合均匀，放于８０℃水浴中孵育２０ｍｉｎ；冷却至室温，加
入１００μｌ皮质激素抗血清和１００μｌ的［３Ｈ］标记的皮质激素
（７００ｃｐｍ），混匀，４℃孵育过夜；加入０．２ｍｌ的活性炭悬浮液
（６２５ｍｇＤｅｘｔｒａｎＴ７０ａｎｄ６２５ｍｇＮｏｒｉｔＡｉｎ１００ｍｌａｓｓａｙｂｕｆｆｅｒ），
充分混匀，４℃放置２０ｍｉｎ，再４℃、１５０００×ｇ离心２０ｍｉｎ；将
上清液倒入闪烁管，加入５ｍｌ闪烁液，用Ｂｅｃｋｍａｎ闪烁计数仪
的１４Ｃｃｈａｎｎｅｌ测定放射活性。
１．５　统计学分析
　　采用ＡｂａｃｕｓＣｏｎｃｅｐｔｓ公司的ＳｔａｔＶｉｅｗ５．０统计分析软件进
行。组间比较用单因素方差分析和 ｓｔｕｄｅｎｔＮｅｕｍａｎｋａｕｌｓｐｏｓｔ
ｈｏｃ检验，结果以 珋ｘ±ｓ表示。

２　结果

２．１　ＳＥＲＴ敲除小鼠基因型的鉴定
　　如图１所示，野生型小鼠只有１条１．４ｋｂ的条带，故编号
３、６、８为ＳＥＲＴ＋／＋小鼠；ＳＥＲＴ－／－小鼠只有１条２ｋｂ的条带，故
编号１、２、４为ＳＥＲＴ－／－小鼠；ＳＥＲＴ＋／－小鼠在１．４ｋｂ和２ｋｂ各
出现一条带，故编号５、７为ＳＥＲＴ＋／－小鼠。

! " # $ % & ' (

" )*!

!+$ )*!

１～８：小鼠编号
图１　小鼠基因型鉴定的ＰＣＲ琼脂糖电泳结果

２．２　ＳＥＲＴ敲除小鼠的ＥＰＭ行为改变
　　如表１所示，与 ＳＥＲＴ＋／＋小鼠相比，ＳＥＲＴ＋／－和 ＳＥＲＴ－／－

小鼠的 ＯＴ、ＯＴ％、ＯＥ和 ＯＥ％均显著性降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
００１）。而ＳＥＲＴ＋／－和ＳＥＲＴ－／－小鼠相比，各指标差异均不显
著（Ｐ＞０．０５）。

表１　ＥＰＭ对ＳＥＲＴ敲除小鼠行为的影响（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

基因型 ＯＴ ＯＴ％ ＯＥ ＯＥ％

ＳＥＲＴ＋／＋ ９３．５２±５．２６ ３５．３５±３．６４ ３０．２±１０．６ｂ ３４．３９±１．４９

ＳＥＲＴ＋／－ ４１．２６±７．５７ｂ １２．２２±４．４４ｂ １２．８±３．５ １５．９５±３．１７ｂ

ＳＥＲＴ－／－ ３６．４２±９０．５ｂ １１．１５±１．９２ｂ ６．４±１．５ａ １１．７９±２．４９ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＥＲＴ＋／＋比较

２．３　ＥＰＭ对ＳＥＲＴ敲除小鼠ＡＣＴＨ分泌的改变
　　如图２所示，在基础条件下，３种基因型小鼠ＡＣＴＨ分泌没
有显著差异（Ｐ＞０．０５）。５ｍｉｎＥＰＭ后，３种基因型小鼠 ＡＣＴＨ
分泌均出现增加，ＳＥＲＴ＋／－和 ＳＥＲＴ－／－小鼠的增加差异显著
（Ｐ＜０．０５）。同时这种升高方式与基因型有关，ＳＥＲＴ＋／－和
ＳＥＲＴ－／－小鼠 ＥＰＭ 刺激下 ＡＣＴＨ的分泌增加显著高于
ＳＥＲＴ＋／＋ＥＰＭ组（Ｐ＜０．０５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组同一基因型比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与相同处理组
ＳＥＲＴ＋／＋比较

图２　ＳＥＲＴ敲除小鼠血浆中ＡＣＴＨ浓度测定

２．４　ＥＰＭ对ＳＥＲＴ敲除小鼠皮质酮分泌的改变
　　如图３所示，基础条件下ＳＥＲＴ－／－小鼠的皮质酮分泌显著
低于ＳＥＲＴ＋／＋小鼠（Ｐ＜０．０５），５ｍｉｎ的 ＥＰＭ刺激能使３种基
因型小鼠皮质酮分泌均出现增加，ＳＥＲＴ＋／－和 ＳＥＲＴ－／－小鼠的
增加差异显著（Ｐ＜０．０５）。同时这种升高方式也与基因型有
关，ＳＥＲＴ－／－小鼠 ＥＰＭ刺激下皮质酮分泌增加显著高于
ＳＥＲＴ＋／＋ＥＰＭ小鼠（Ｐ＜０．０５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组同一基因型比较；；ｂ：Ｐ＜０．０５，与相同处理组
ＳＥＲＴ＋／＋比较

图３　ＳＥＲＴ敲除小鼠血浆中皮质酮浓度测定

３　讨论

　　ＳＥＲＴ敲除小鼠是采用 ｎｅｏ盒子替代 ＳＥＲＴ基因
中第 ２个外显子得到的转基因小鼠，包括 ＳＥＲＴ＋／－

（ＳＥＲＴ的表达能力减低）和 ＳＥＲＴ－／－（没有 ＳＥＲＴ的
表达）［９］。ＳＥＲＴ敲除小鼠，尤其是 ＳＥＲＴ＋／－小鼠，与
人类 ｓ携带者在许多方面都表现出相似性。例如，
ＳＥＲＴ＋／－小鼠与野生型小鼠相比显示 ＳＥＲＴ的表达降
低５０％，而人淋巴细胞培养中也发现，ｓ个体 ＳＥＲＴ的
表达能力比 ｌ降低５０％。同时，ＳＥＲＴ＋／－小鼠和 ｓ携
带者都表现出对５ＨＴ的再摄取能力轻微减弱［１０－１１］。

在行为学研究方面，ＳＥＲＴ敲除小鼠和５ＨＴＴＬＰＲ短
等位基因携带者一样，在应激条件下更容易产生神经

质和焦虑［１２－１３］。轻微的刺激，例如握持和生理盐水注

射，能显著的增加ＡＣＴＨ的分泌［１４］。因此，ＳＥＲＴ敲除
小鼠可作为研究５ＨＴＴＬＰＲ多态性导致对应激敏感性
增加的细胞和分子机制的动物模型。本研究通过雌雄

ＳＥＲＴ＋／－小鼠的交配产子，可成功获得３种基因型的
同窝小鼠，使实验的可比性增强。

　　Ｄａｙａｓ等［１５］把心理上的应激因子称为：“ｓｔｉｍｕｌｉ
ｗｈｉｃｈｔｈｒｅａｔｅｎｔｈｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ’ｓｃｕｒｒｅｎｔｏｒａｎｔｉｃｉｐａｔｅｄ
ｓｔａｔｅ”。本研究选用的ＥＰＭ模型是公认致动物焦虑的
温和、稳定、非条件反射应激原，在精神药理学研究中

被广泛应用。该模型是利用开臂对动物来说具有一定

的新奇性，同时又具有一定的威胁性，动物在产生探究

好奇心的同时也会产生恐惧心理，形成动物的矛盾行

为导致焦虑。实验指标以ＯＴ％和ＯＥ％反映动物的焦
虑状态，焦虑动物的 ＯＥ％和 ＯＴ％明显降低。本实验
结果显示：与 ＳＥＲＴ＋／＋ 小鼠相比，ＥＰＭ 刺激下
ＳＥＲＴ＋／－和ＳＥＲＴ－／－小鼠的ＯＴ％和ＯＥ％均显著性降
低，提示ＳＥＲＴ敲除小鼠在受到应激原刺激时更容易
诱发焦虑状态。这与已经报道过 ＥＰＭ刺激下的ＳＥＲＴ
敲除小鼠焦虑类似性行为的结果一致［５，１２］。另外，由

于通过新异环境来刺激动物的应激反应是建立在陌生

情景的前提之下，因此，陌生环境是至关重要的一个因

素。为了保证ＥＰＭ环境对各基因型小鼠的新异刺激，
本实验各基因型小鼠都是独立设组，确保每只小鼠只

跑１次迷宫，这样，便可尽可能避免小鼠因对迷宫环境
的熟悉而引起的结果误差，增加了实验结果的可靠性。

　　应激是机体在受到各种强烈因素（即应激原）刺
激时，体内出现以交感神经兴奋和垂体．肾上腺皮质分
泌增多为主的一系列神经内分泌反应。下丘脑垂体
肾上 腺 皮 质 （ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘ，
ＨＰＡ）轴是重要的神经内分泌循环通路，它在机体对抗
应激情况的生理调节中起着重要的作用。下丘脑的室

旁核是ＨＰＡ轴活动的起始部位。在受到应激刺激时，
下丘脑室旁核（ｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｎｕｃｌｅｕｓ，ＰＶＮ）的促肾上
腺皮质激素释放激素（ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｆａｃｔｏｒ，
ＣＲＦ）神经元分泌ＣＲＦ。ＣＲＦ经垂体门脉流到垂体，与
垂体前叶的 ＣＲＦ１型受体结合，刺激分泌促 ＡＣＴＨ。
后者经血液循环到达肾上腺，刺激肾上腺皮质合成和

分泌皮质激素。分泌的皮质激素与其相应的受体结

合，激活一系列的信号转导通路，改变效应基因的表

达、促进相关蛋白质的合成，调节糖、脂质、蛋白质及水

盐代谢和动员机体对抗应激反应。

　　通常，合理的应激原能引起 ＨＰＡ轴的正常反应。
实验结果显示：５ｍｉｎＥＰＭ后，３种基因型小鼠 ＡＣＴＨ
和皮质酮分泌均出现增加，同时这种升高方式与基因

型相关，其中 ＳＥＲＴ＋／－和 ＳＥＲＴ－／－小鼠增加显著，提
示ＥＰＭ作为应激原是有效且合理的。并且 ＳＥＲＴ＋／－
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和ＳＥＲＴ－／－小鼠 ＡＣＴＨ的增加显著高于 ＳＥＲＴ＋／＋，
ＳＥＲＴ－／－小鼠皮质酮分泌增加显著高于 ＳＥＲＴ＋／＋，提
示ＳＥＲＴ敲除小鼠的ＨＰＡ轴对应激的反应更加敏感。
这与已经报道过非标准刺激因子握持和生理盐水注

射，都能显著增加 ＳＥＲＴ＋／－和 ＳＥＲＴ－／－小鼠的 ＡＣＴＨ
的分泌结果一致［１４］。这说明 ＳＥＲＴ敲除小鼠的 ＨＰＡ
轴对实验采用的ＥＰＭ应激原有反应。所以，对于研究
ＳＥＲＴ敲出小鼠 ＨＰＡ轴对应激反应增高的敏感性机
制，ＥＰＭ是一种理想的、稳定的应激刺激因子。基础
条件下ＳＥＲＴ敲除小鼠ＡＣＴＨ的分泌与ＳＥＲＴ＋／＋相比
没有显著改变，但是 ＳＥＲＴ－／－小鼠的皮质酮分泌显著
低于ＳＥＲＴ＋／＋小鼠，可能是因为静息条件下 ＳＥＲＴ－／－

小鼠肾上腺皮质的ＡＣＴＨ受体功能减弱导致的［１４］，具

体的分子机制是我们下一步研究的目的。

　　综上所述，我们采用 ＥＰＭ作为应激原刺激 ＳＥＲＴ
敲除小鼠，能较为客观和准确地引起 ＳＥＲＴ敲除小鼠
的焦虑类似行为和ＨＰＡ轴的内分泌改变。因而，在研
究５ＨＴＴＬＰ多态性致应激敏感性增加发生的机制及
药物的治疗研究中，可以采用 ＳＥＲＴ作为动物模型，
ＥＰＭ作为稳定的应激刺激因子。
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《第三军医大学学报》部分编委、专家组稿座谈会成功举办

　　２０１１年１２月１８日《第三军医大学学报》编委、专家组稿座谈会在东泉镇秀泉映月酒店召开，参加会议的有
本刊编委会常务副主任委员钱桂生教授及学校３所附属医院的１４位临床专家。会议由钱桂生教授主持。
　　学报编辑部冷怀明主任首先汇报了２０１１年《第三军医大学学报》工作的基本情况、取得的荣誉、存在的问题
和困难以及２０１２年的工作要点，并感谢各位专家教授多年来对学报工作的大力支持和帮助。到会专家一致肯定
了学报在目前政策导向（鼓励向ＳＣＩ收录期刊投稿）下所取得的优异成绩，并积极为学报２０１２年组稿工作献计献
策。会上初步形成２个组稿意向：（１）肺癌的靶向治疗；（２）肝脏肿瘤治疗的新进展。

钱桂生教授在总结发言中指出：要办好学报需要编辑、编委和科研工作者共同努力，要把学报当成事业来办；

组稿人的站位应高，组织的稿件水平要高，审稿专家要严格把关，以确保学报的质量。并希望学报今后多举办此

类活动，积极与编委、专家沟通和交流，加强组稿、约稿工作，把学报越办越好。
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