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　　［摘要］　目的　探索甲基ＣｐＧ结合蛋白 ２（ｍｅｔｈｙｌＣｐＧｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭｅＣＰ２）过表达小鼠
（ＭｅＣＰ２Ｔｇ１，自闭模型小鼠）发育过程中的听力变化。方法　在８周和１４周对 ＭｅＣＰ２Ｔｇ１小鼠（Ｔｇ１
组）和ＷＴ小鼠（ＷＴ组）进行三箱社交行为测试，检测ＭｅＣＰ２Ｔｇ１小鼠的社交功能。在社交行为异常发
生前后的５个发育节点（４、８、１２、１６、２０周）记录 ｃｌｉｃｋ及纯音刺激诱发的听觉脑干电位，评估不同发育
阶段Ｔｇ１小鼠的听力敏感性（阈值）、神经传导速度（潜伏期）和反应强度（波幅）。结果　①与ＷＴ组相
比，Ｔｇ１组小鼠在４周和１２周对２４ｋＨｚ纯音刺激表现出更高的敏感性（Ｐ＜０．０５），２０周时对８ｋＨｚ纯音
刺激表现出更低的阈值（Ｐ＜０．０５），但阈值降低现象在发育进程中并不持续。②Ｔｇ１组小鼠在整个发育
过程中的神经传导速度正常。③与ＷＴ组相比，Ｔｇ１组小鼠表征上橄榄核的Ⅲ波幅值在８周（含）之前
正常，但１２周（含）之后表现出显著的持续性升高（Ｐ＜０．０５）；表征听觉下丘的Ⅴ波幅值在８周（含）之
前显著偏低（Ｐ＜０．０５），但１２周及之后则恢复正常。结论　ＭｅＣＰ２Ｔｇ１小鼠听觉脑干反应在发育过程
中出现异常，主要表现为在不同发育时期对声刺激反应幅度的增高／降低，且听力异常的发生早于社交行
为异常发生。
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　　自闭症谱系障碍（ａｕｔｉｓｍｓｐｅｃｔｒｕｍｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤ）
是一种由多种因素诱发的神经发育疾病。此前对自闭

症的研究多集中在与该病症相关的社交、沟通和认知

困难上。自最新版自闭症诊断标准（Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｎｄ
ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌＭａｎｕａｌｏｆＭｅｎｔａｌＤｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＤＳＭⅤ）［１］将非
典型感觉异常纳入现行ＡＳＤ诊断标准以来，越来越多
的研究开始关注 ＡＳＤ患者的感觉体验［２］。ＡＳＤ个体
的感觉异常非常广泛，涉及对各种感觉输入的超敏

（过度反应）和失敏（反应不足）［２
－３］。听觉作为人体

最重要的一种感觉功能，其发育进程在患有自闭症谱

系障碍的个体中被改变［４］，并最终导致患者出现长期

的听觉处理异常［５］。通过对 ＡＳＤ个体的听觉脑干诱
发电位（ａｕｄｉｔｏｒｙｂｒａｉｎｓｔｅｍｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＡＢＲ）分析发现，
其听觉中枢系统在处理声音基本特征时存在缺陷［６］，

例如神经传递延迟［７－８］。在自闭小鼠模型中，也发现

其听觉脑干存在功能缺陷［９－１０］。例如，ＲＯＴＳＣＨＡＦＥＲ
等［１１］报道Ｆｍｒ１ＫＯ自闭模型小鼠对ｃｌｉｃｋ和纯音刺激
的反应阈值升高，反应水平降低，并且腹侧耳蜗核和梯

形体内侧核神经元胞体减小。但由于缺少对 ＡＳＤ患
者和动物模型进行长期跟随研究，目前尚不清楚 ＡＳＤ
个体听觉脑干功能障碍在发育过程中的变化轨迹，特

别是自闭症核心症状出现前后的改变。

　　甲基ＣｐＧ结合蛋白２（ｍｅｔｈｙｌＣｐＧｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，
ＭｅＣＰ２）对于维持成熟神经元正常功能至关重要［１２］，

其表达异常与多种神经系统疾病有关［１３］。在人类中，

ＭｅＣＰ２基因过量表达会导致神经精神症状，如智力低
下和自闭样行为等。类似的，ＭｅＣＰ２在小鼠中过度表
达也会导致神经行为障碍、树突异常和突触缺陷［１４］。

ＭｅＣＰ２过表达小鼠（ＭｅＣＰ２Ｔｇ１）是一种目前被广泛
使用的自闭症小鼠模型。本研究分别在社交行为异常

出现之前（出生后第８周）和之后（出生后第１４周）［１５］

测试ＭＥＣＰ２Ｔｇ１小鼠的社交表现，通过对５个发育节
点（４、８、１２、１６、２０周）的 ＡＢＲ记录和分析，探究发育

过程中ＭｅＣＰ２过表达小鼠的听觉脑干功能变化。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　ＦＶＢ背景 ＭｅＣＰ２Ｔｇ１雄鼠由中科院上海生命科
学研究院神经科学研究所仇子龙课题组惠赠，源于

ＪａｃｋｓｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｙ（ｓｔｏｃｋｎｕｍｂｅｒ：００８６７９）。本实验遵
循《实验动物保护条例》，实验动物饲养于清洁级动物

房内，１２ｈ光／暗循环（０７：００亮灯），随意进食和饮水。
通过使 ＭｅＣＰ２Ｔｇ１雄性与 ＦＶＢ野生型雌性合笼来维
持小鼠种系繁殖。实验中所用动物全部为雄性，实验

组（Ｔｇ１）为 ＭｅＣＰ２Ｔｇ１小鼠，对照组（ＷＴ）小鼠为
ＭｅＣＰ２Ｔｇ１同窝的阴型小鼠。由于整个实验周期较长
（从４周到２０周），个别动物出现死亡现象（Ｔｇ１小鼠
３只，ＷＴ小鼠１只），ＡＢＲ数据以第２０周动物样本量
统计计算（表１）。

表１　不同发育时期Ｔｇ１组和ＷＴ组小鼠样本量及体质量

年龄 基因型 样本量 体质量（珋ｘ±ｓ）／ｇ
４周 Ｔｇ１ １３ ２０．６１±１．８５

ＷＴ １４ ２１．５０±２．０２
８周 Ｔｇ１ １３ ２５．９８±１．６５

ＷＴ １４ ２６．２６±２．３１
１２周 Ｔｇ１ １１ ２７．９４±２．１３

ＷＴ １３ ２７．８９±２．４０
１６周 Ｔｇ１ １１ ２９．８７±２．３２

ＷＴ １３ ２９．７３±２．０９
２０周 Ｔｇ１ １０ ３０．１０±２．６４

ＷＴ １３ ２９．８３±２．６６

１．２　方法
１．２．１　三箱行为学实验　　社交互动缺陷是自闭症
核心的表现之一，因此采用三箱社交行为测试系统

（上海欣软）测试动物在８周（发病前）和１４周（发病
后）时的社交表现。实验中的“陌生鼠”为与测试鼠同
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等年龄的雄性ＦＶＢ小鼠，并在测试之前彼此陌生。提
前５ｄ将“陌生鼠”放入笼里，每天适应３０ｍｉｎ。实验
开始前，先将待测小鼠放入行为测试室适应 ３０ｍｉｎ。
实验开始，将测试小鼠放进中间隔室适应，并关闭通往

左右隔室的门。５ｍｉｎ后，将“陌生鼠１”随机放进左侧
或右侧隔室里的笼子，并打开双侧隔间的小门，使测试

小鼠可以在３个箱体中自由活动。１０ｍｉｎ后，将“陌
生鼠２”放入另一侧的空笼子中，再记录１０ｍｉｎ。实验
中由软件自动统计分析小鼠在每个箱中的停留、嗅探

时间并生成热图。每只小鼠测试完毕清洗实验环境并

用７５％的酒精擦拭以防止气味残留。嗅探时间以动
物头部进入笼子周围３ｃｍ范围计算。
１．２．２　听觉脑干诱发电位记录　　将小鼠用盐酸氯
胺酮（４５ｍｇ／ｋｇ，重庆药友）和甲苯噻嗪（６．４ｍｇ／ｋｇ，
美国Ｓｉｇｍａ公司）混合液腹腔注射麻醉。用镊子夹动
物的后肢无收缩则认为麻醉适度。在ＡＢＲ记录期间，
使用恒温加热毯维持动物肛温在（３８±１）℃。扬声器
（ＭＦ１，美国ＴＤＴ公司）置于动物左耳５ｃｍ处（与校音
条件一致），见图１Ａ。
　　为了确保刺激频率和强度准确，每次实验前先使
用科研级传声器（Ｍｏｄｅｌ２８５０，丹麦Ｂ＆Ｋ公司）对发生
系统（ＲＺ６，美国 ＴＤＴ公司）进行校准。Ｃｌｉｃｋ刺激从
９０ｄＢ开始到１０ｄＢ，以１０ｄＢ的步长递减。纯音测试

频率５个（４、８、１６、２４、３２ｋＨｚ）从 ９０ｄＢ到 １０ｄＢ，以
１０ｄＢ步长递减。接近阈值时，步长调整为５ｄＢ并在阈
值上下５ｄＢ重复测试２次以最终确定阈值（图 １Ｂ）。
待测试结束后，将动物置于恒温毯上恢复并送回饲养。

　　小鼠的 ＡＢＲ由５个突出的特征波组成，分别代表
听神经（Ⅰ波）、耳蜗核（Ⅱ波）、上橄榄复合体（Ⅲ
波）、外侧丘系（Ⅳ波）和下丘（Ⅴ波）的神经同步活动。
其中Ⅰ、Ⅲ、Ⅴ波对研究自闭症谱系个体有重要的临床
意义。参考以往文献［１６］报道，选取７０ｄＢｃｌｉｃｋ诱发的
波形分析潜伏期、峰间期和波幅。阈值定义为可以辨别

出任何特征波的最低强度。波峰潜伏期定义为刺激开

始与波峰之间的间隔，峰间期定义为两个波峰之间的间

隔。波幅定义为波峰与波谷之间的幅度差（图１Ｃ）。
１．３　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．２和 ＳＰＳＳ２０．０统计软
件进行制图及数据分析。实验数据以 珋ｘ±ｓ表示。三箱
社交实验箱体时间统计用单因素方差分析，事后多重

比较选择 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正，嗅探时间的组内统计采用
配对ｔ检验，组间对比使用独立样本 ｔ检验。对 ＡＢＲ
各项指标的数据分析采用两因素重复测量方差分析，

检验水准α＝０．０５。
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２　结果

２．１　ＭｅＣＰ２Ｔｇ１小鼠在１４周表现出社交功能受损
　　三箱社交行为测试示例见图２Ａ、Ｂ。实验结果显
示：８周时，Ｔｇ１小鼠和 ＷＴ小鼠在社交实验和社交新
奇性测试中表现出明显的社交偏好（图２Ｃ～Ｆ）。１４周
时，Ｔｇ１小鼠和ＷＴ小鼠在社交实验和社交新奇性检测
中，无论是箱体时间（图２Ｇ、Ｈ）还是嗅探时间（图２Ｉ、Ｊ）
都表现出社交偏好消失。与 ＷＴ小鼠相比，Ｔｇ１小鼠
社交功能缺陷更为严重。

２．２　ＭｅＣＰ２Ｔｇ１小鼠具有非典型的听觉阈值
　　为确定Ｔｇ１小鼠在整个发育过程中的听力敏感性
是否存在异常，检测两组动物在 ５个发育时期（４、８、
１２、１６、２０周）ｃｌｉｃｋ和纯音刺激诱发的 ＡＢＲ阈值。与
ＷＴ组相比，Ｔｇ１小鼠在４周和１２周对 ２４ｋＨｚ刺激表
现出更高的敏感性（即更低的阈值）（图３Ａ、Ｃ）。２０周
时，Ｔｇ１小鼠和ＷＴ组相比，对８ｋＨｚ的纯音表现出更
低的听力阈值（图３Ｅ）。其他时期两组动物没有差异
性表现（图 ３Ｂ、Ｄ）。结果表明，Ｔｇ１小鼠体内 ＭｅＣＰ２
蛋白的过表达会导致动物在某些发育节点对特定的频

率更加敏感，但总体上没有影响小鼠的听力敏感性。
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图２　三箱行为学实验检测两组小鼠社交功能
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２．３　ＭｅＣＰ２Ｔｇ１小鼠潜伏期和波峰间期正常
　　在整个发育过程中Ⅰ～Ⅲ、Ⅲ～Ⅴ和Ⅰ～Ⅴ波的峰
间期在Ｔｇ１小鼠和 ＷＴ组间差异无统计学意义。对
Ⅰ、Ⅲ、Ⅴ波的绝对潜伏期分析发现，两组动物在整个
发育过程差异均无统计学意义（图４）。结果提示，在
Ｔｇ１小鼠的整个发育过程中，从Ⅰ波所代表的听神经
到Ⅴ波所代表的下丘，神经传导速度没有异常。
２．４　ＭｅＣＰ２Ｔｇ１小鼠对声反应幅值出现异常
　　在全部的５个发育节点，Ｔｇ１小鼠Ⅰ波幅值与ＷＴ

组相比均无异常（图 ５Ａ）。Ⅲ波的幅值变化较为复
杂：在发育早期即４～８周时，两组动物间没有差异；从
１２周开始，Ｔｇ１小鼠的Ⅲ波幅值比 ＷＴ组显著增大
（图５Ｂ），但没有发现年龄与基因型的交互作用（Ｆ＝
１．０５９，Ｐ＝０．３８２）。对于 Ｖ波，Ｔｇ１小鼠的幅值在４～
８周时明显低于 ＷＴ小鼠，但这种差异在１２周之后消
失（图５Ｃ），没有发现年龄与基因型的交互作用（Ｆ＝
１．６６２，Ｐ＝０．１６６）。
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３　讨论

　　社交功能障碍是自闭症最典型的行为特征之一。
本研究通过三箱社交行为学测试发现：８周时 Ｔｇ１小
鼠表现出正常的社交行为和对新奇事物的探索能力。

在１４周时，ＷＴ小鼠表现出社交行为异常，而 Ｔｇ１小
鼠与ＷＴ组相比社交功能缺陷更严重。对于 ＷＴ小鼠
社交行为异常的表现，推测可能是由于 Ｔｇ１动物社交
行为异常出现之后对同笼饲养的ＷＴ小鼠的社交行为
也产生了影响。有研究报道Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ３ＫＯ自闭小鼠
可以改变同窝饲养的阴性小鼠的社交行为，导致其出

现社交功能障碍［１７］。本研究发现听觉脑干功能异常

早于社交行为异常，与此前另一项关于 Ｔｇ１小鼠视觉
发育异常的研究相符［１８］，共同提示在 Ｔｇ１小鼠尚未出
现社交障碍的幼年阶段可能已经出现感觉输入异常。

　　作为临床上最常用的听力检测手段之一，听觉脑
干诱发电位可以提供丰富的听力检测指标。通过对

ｃｌｉｃｋ及不同频率纯音刺激的ＡＢＲ阈值分析，发现 Ｔｇ１
小鼠在４周和１２周对２４ｋＨｚ纯音刺激表现出更高的
敏感性，２０周时对８ｋＨｚ纯音刺激也表现出更低的阈
值，而在其他几个发育时期则没有差异。虽然这种异

常没有在发育过程中延续，也没有对听觉敏感性产生

显著影响，但这种无规律的差异性有可能是自闭症听

觉异常的体现之一，与自闭症人群复杂的感觉异常有

关。除此之外，在本项研究中也发现 Ｔｇ１小鼠相较于
ＷＴ小鼠，其听觉脑干反应Ⅰ、Ⅲ、Ⅴ波的绝对潜伏期
及波间期无显著性差异。这与 Ｆｍｒ１ＫＯ自闭模型小
鼠中得到的结果一致［１１］，而与 Ａｄｎｐ基因缺陷自闭模
型小鼠［１９］中的发现不同。这提示在听觉脑干的神经

信号传导中，特定基因蛋白表达异常可能会对神经信

号传导产生差异性影响。

　　除此之外，本研究重点评估了ＡＢＲ的Ⅰ、Ⅲ、Ⅴ波

幅值以确定Ｔｇ１动物的听觉脑干反应水平是否受到影
响。有研究报道，在耳蜗突触病、听神经纤维丧失或噪

声引起的隐性听力损失等外周缺陷的情况下，Ⅰ波幅
值会出现降低［２０］。但本研究观察到Ⅰ波幅值在 Ｔｇ１
小鼠和ＷＴ组之间没有差异，因此可以认为 Ｔｇ１小鼠
的外周听觉系统是完好的。有研究报道，Ⅲ波幅值在
Ｆｍｒ１ＫＯ小鼠中持续减小［１１］，这与本研究的发现不一

致，其原因可能与不同基因失调所导致的具体改变有

关。另外，波幅的变化可能源于包括神经元数量、个体

活动水平以及神经元群体同步化水平等在内的多种因

素。因此Ⅲ波所代表的上橄榄复合体神经活动增强，
具体是哪些因素在其改变中发挥作用，还有待进一步

从细胞和分子水平证明。此外，更值得关注的是在

Ｔｇ１小鼠中，作为听觉高级中枢输入的Ⅴ波幅值在４～
８周显著降低，但１２周以后差异消失。我们推测Ⅲ波
在发育后期（１２周以后）反应增强，可能导致下丘的输
入增强，进而使得Ⅴ波幅值在１２周以后恢复。另外，
Ⅴ波在发育早期的活动减弱可导致听觉上行通路中的
后级核团输入不足，进而引发听皮层在发育早期出现

由于输入不足并导致以兴奋抑制失衡为代价的过度

代偿［２１］。

　　本研究系统研究 ＡＳＤ模型 ＭｅＣＰ２Ｔｇ１小鼠发育
过程中的听觉脑干诱发电位。通过对听觉敏感性、神

经传导速度和反应水平的测量，对 Ｔｇ１小鼠中存在的
听觉脑干功能障碍进行了评估。发现Ｔｇ１小鼠在某些
发育时段对特定频率纯音刺激具有更高的敏感性，脑

干不同水平对听觉诱发的神经反应水平有异常的降低

或升高，并且其听觉异常出现早于其自闭样社交行为

的发生。由于婴儿早期的交流行为（尤其是语言交

流）有限，所以直到出生１４个月或更长时间后自闭症
才能得到可靠的临床诊断［２２］。本研究结果提示，有可

能在个体尚未出现ＡＳＤ核心症状之前，通过婴儿期的

８０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



早期听觉筛查来发现其罹患ＡＳＤ的风险。
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