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过表达Claudin 11能减轻幼鼠惊厥持续状态后髓鞘超微结构损伤及空间认知障碍

王静蕾，岑 玲，程 莉，陈恒胜，李 雪，蒋 莉  重庆医科大学附属儿童医院神经内科，儿童少年健康与疾

病国家临床医学研究中心，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，重庆

［摘要］ 目的 儿童惊厥持续状态（status epilepticus， SE）常伴随脑白质髓鞘超微结构损伤。紧密

连接蛋白 11（Claudin 11）作为维持髓鞘径向紧密连接的关键分子，其功能缺失可显著降低神经传导速

度并引发行为异常。基于此，本研究旨在探究过表达Claudin 11对小鼠 SE后髓鞘结构损伤及空间认知

功能的影响及其潜在保护作用。方法 将 18只 21日龄雄性C57BL/6J小鼠（体质量 9~11 g）按随机数字

表法分为 2组（n=9）：SE组［腹腔注射 7. 5 mg/kg红藻氨酸（kainic acid， KA， 2 mg/mL）以建立 SE模型］和

Ctrl组（腹腔注射等体积生理盐水）。建模后 20 d，小鼠生长至 41日龄，体质量 16~26 g，开展指标检测：

①采用 Western blotting检测各组小鼠海马区 Claudin 11及髓鞘碱性蛋白（myelin basic protein， MBP）表

达水平（n=6/组）；②采用免疫荧光染色观察小鼠海马组织Claudin 11蛋白分布特征（n=3）。另选用16日

龄雄性C57BL/6J小鼠，体质量 6~9 g，共 40只，采用随机数字表法将小鼠分为 4组（n=10），CV+SE组：经

侧脑室（intracerebroventricular，ICV）注射过表达 Claudin 11腺相关病毒 ScAAV2/9-CV-CLDN11-ZsGreen
（病毒滴度：0. 8×10¹³ vg/mL），病毒干预 5 d后（21日龄）给予同剂量KA造模；NV+SE组：经 ICV注射阴性

空载体病毒ScAAV2/9-CMS-ZsGreen（病毒滴度：1. 1×10¹³ vg/mL），干预5 d后（21日龄）给予同剂量KA造

模；SE组：腹腔注射 7. 5 mg/kg KA（2 mg/mL）；Ctrl组：腹腔注射等量生理盐水。建模后 20 d，小鼠生长至

41日龄，体质量 16~26 g时，开展指标检测：①采用透射电镜观察各组小鼠海马髓鞘超微结构（n=3/组）；

②采用旷场实验、高架十字迷宫、Y迷宫及Morris水迷宫评估小鼠焦虑样行为及空间学习记忆能力（n=7）。
结果 ①Western blotting检测显示，与Ctrl组比较，SE组小鼠海马中Claudin 11蛋白（P=0. 007 7）与MBP
表达均显著下降（P=0. 033 6）；②免疫荧光结果显示，在Ctrl组和SE组中，Claudin 11/MBP双阳性细胞数

量均显著高于Claudin 11/PDGFR-α及Claudin 11/Olig2双阳性细胞数（P<0. 000 1）。③透射电子显微镜

观察发现，过表达Claudin 11后，CV+SE组髓鞘G-ratio值较 SE组明显改善（P<0. 000 1）。④Morris水迷

宫及Y迷宫实验结果显示，与SE组比较，CV+SE组小鼠Morris水迷宫逃避潜伏期显著缩短（P=0. 021 2），
Y迷宫自发交替率显著升高（P=0. 006 7）；⑤旷场实验中心区域停留时间、中心区域进入次数百分比及

高架十字迷宫开放臂停留时间百分比、开放臂进入次数百分比等差异无统计学意义。结论 过表达

Claudin 11可减轻小鼠 SE后髓鞘结构损伤，并部分改善空间认知功能障碍，提示 Claudin 11对 SE后髓

鞘损伤具有保护作用。
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Claudin 11 overexpression attenuates myelin ultrastructural damage and spatial 
cognitive impairment in neonatal mice following status epilepticus
WANG Jinglei， CEN Ling， CHENG Li， CHEN Hengsheng， LI Xue， JIANG Li  Department of Neurology， Children’s 
Hospital of Chongqing Medical University， National Clinical Research Center for Child and Adolescent Health and 
Diseases， Key Laboratory of Child Development and Disorders of Ministry of Education， Chongqing， China

［Abstract］ Objective Status epilepticus (SE) in children frequently induces ultrastructural damage 
to cerebral white matter myelin.  Claudin 11, a key molecule maintaining radial tight junctions in myelin, 
whose deficiency significantly reduces nerve conduction velocity and causes behavioral abnormalities.  This 
study investigated the effects of Claudin 11 overexpression on myelin structural integrity and spatial cognition 
post-SE in mice. Methods　Eighteen 21-day-old male C57BL/6J mice, weighing 9 to 11 g, were randomly 
divided into two groups (n=9) using a random number table.  The SE group received an intraperitoneal 
injection of 7. 5 mg/kg kainic acid (KA, 2 mg/mL) to induce SE, while the Ctrl group received an equal volume 
of normal saline.  Twenty days after SE induction, when the mice reached 41 days of age and weighed 16 to 26 g, 
the following assessments were performed: ① Western blotting was used to detect Claudin 11 and myelin 
basic protein (MBP) protein expression levels in the hippocampus (n=6 per group); ② immunofluorescence 
staining was employed to observe the distribution of Claudin 11 protein in the hippocampus (n=3).  An 
additional 40 male C57BL/6J mice, 16-day-old and weighing 6 to 9 g, were randomly divided into 4 groups 
(n=10) using a random number table.  The CV+SE group received an intracerebroventricular (ICV) injection of 
Claudin 11-overexpressing virus ScAAV2/9-CV-CLDN11-ZsGreen (viral titer: 0. 8×10¹³ vg/mL), and was given 
the same dose of KA 5 days after virus intervention (at 21 days of age).  The NV+SE group received an ICV 
injection of negative control empty vector virus ScAAV2/9-CMS-ZsGreen (viral titer: 1. 1×10¹³ vg/mL), and 
was given the same dose of KA 5 days after intervention (at 21 days of age).  Mice in the SE group and Ctrl 
group were housed under the same conditions until 21 days of age for the experiment; the SE group received an 
intraperitoneal injection of 7. 5 mg/kg KA (2 mg/mL), and the Ctrl group received an equal volume of normal 
saline.  Twenty days after SE induction, when the mice reached 41 days of age and weighed 16 to 26 g, the 
following assessments were performed: ① transmission electron microscopy was used to observe the myelin 
sheath ultrastructure in the hippocampus (n=3); ② the open field test, elevated plus maze, Y-maze, and Morris 
water maze were used to evaluate anxiety-like behavior and spatial learning and memory ability (n=7).  
Results　① Western blot analysis showed that compared with the Ctrl group, Claudin 11 protein (P=0. 007 7) 
and MBP protein expression (P=0. 033 6) in the hippocampus of the SE group were significantly decreased.  
② Immunofluorescence staining showed that, in both the Ctrl and SE groups, the number of Claudin 11/MBP 
double-positive cells was significantly higher than that of Claudin 11/PDGFR-α and Claudin 11/Olig2 double-

positive cells (P<0. 000 1).  ③ Transmission electron microscopy revealed that after Claudin 11 overexpression, 
the myelin G-ratio in the CV+SE group was significantly improved compared with the SE group (P<0. 000 1).  
④ The Morris water maze and Y-maze tests showed that compared with the SE group, the escape latency in the 
Morris water maze was significantly shortened (P=0. 021 2) and the spontaneous alternation rate in the Y-maze 
was significantly increased (P=0. 006 7) in the CV+SE group.  ⑤No statistically significant differences were 
observed in the time spent in the center zone, the percentage of entries into the center zone in the open field test, 
or the percentage of time spent and entries into the open arms in the elevated plus maze.  Conclusion Claudin 11 
overexpression attenuates SE-induced myelin damage and partially ameliorates spatial cognitive impairment, 
indicating its protective role against post-SE myelination deficits.  

［Key words］ status epilepticus； Claudin 11； myelin sheath； spatial cognitive ability
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惊厥持续状态（status epilepticus， SE）是儿童常见

的神经系统急症，长时程惊厥可遗留显著的神经功能

障碍，导致认知损害、情绪障碍、癫痫等后遗症［1］，严重

影响患儿的生存率和生活质量。临床及实验研究证

明，SE不仅可引起以神经元死亡为特征的惊厥性脑损

伤，亦可影响少突胶质细胞（oligodendrocyte，OL）分化

及成熟，导致髓鞘分化障碍［2］。本课题组前期研究显

示，未成熟小鼠SE后脑内髓鞘、轴突和突触结构受损，

继而出现惊厥易感性升高、癫痫发作频率增加，并伴

有学习记忆功能及情绪障碍［3-4］，提示髓鞘损伤可能

是SE后神经功能障碍的重要病理基础。

OL由少突胶质前体细胞（oligodendrocyte precursor 
cell，OPC）分化而来，在中枢神经系统髓鞘损伤修复中

起着核心作用［5］。本课题组前期研究发现，SE大鼠海

马区成熟少突胶质细胞标记物髓鞘碱性蛋白（myelin 
basic protein， MBP）表达明显减少，表明 SE 后海马区

存在脱髓鞘和少突胶质细胞丢失［6］；同时，OPC标记物

表达增加且 OPC 增殖活跃，提示 SE 后存在 OPC 分化

障碍［7-8］。由此推测，OPC 分化障碍可能是发育期惊

厥性脑损伤后髓鞘修复失败的核心问题，但其具体调

控机制仍未完全阐明。

课题组对既往蛋白组学与转录组学数据进行联

合分析，发现紧密连接蛋白 11（Claudin 11）在 SE后表

达显著异常，且预实验证实其在 SE 急性期即开始下

降，并持续至慢性期，提示 Claudin 11 可能参与 SE 后

髓鞘损伤的病理进程。Claudin 11是Claudin紧密连接

蛋白家族的成员之一，主要在中枢神经系统的少突胶

质细胞中表达，是髓鞘的重要组成部分，参与构成髓

鞘的径向成分。目前，Claudin 11 已被确定为该径向

成分形成中不可或缺的蛋白质［9］。此外，研究发现，

Claudin 11可通过与OAP-1及β1整合素形成复合物调

控少突胶质细胞的增殖与迁移，提示其可能直接参与

OPC 的分化调控［10-11］。上述研究表明，Claudin 11 兼

具髓鞘结构支撑与OPC分化调控的双重功能，具备作

为SE后髓鞘修复关键调控分子的生物学基础。然而，

目前关于 Claudin 11 在未成熟脑 SE 后髓鞘修复中的

作用研究较少。基于此，本研究拟通过建立小鼠SE模

型，初步探究Claudin 11在未成熟脑 SE后OL分化、髓

鞘形成及认知功能中的作用，以期为阐明发育期惊厥

性脑损伤的病理生理机制提供新的理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　实验动物　　本研究所用SPF级雄性C57BL/6J
小鼠均购自重庆医科大学实验动物中心［许可证号：

SCXK（渝）2022-0010］。其中16日龄小鼠体质量6~9 g，
21日龄小鼠体质量 9~11 g，41日龄取材时小鼠体质量

16~26 g。本研究涉及的所有动物实验已经重庆医科

大学附属儿童医院实验动物福利伦理审查委员会批

准（IACUC-CQMU-2024-03138）。实验动物饲养于重

庆医科大学附属儿童医院 SPF级动物实验室，温度维

持在 20~25 ℃，日温差≤3 ℃，相对湿度为 40%~60%，

通风次数≥8 次/h，光照周期为 12 h 明/12 h 暗。动物

饲养于独立通气笼具中，可自由摄食和饮水，每笼动

物数量符合国家相关标准。所有可能引起疼痛的操

作在麻醉镇痛下进行：侧脑室注射、取材等手术操作

采用戊巴比妥钠（7. 5 mg/kg）腹腔注射深度麻醉；红藻

氨酸（kainic acid， KA）诱导惊厥持续状态 30 min 后，

立即腹腔注射地西泮（1 mg/kg）止惊；所有动物采用颈

椎脱臼法处死，确保最大限度减少动物痛苦。实验过

程中密切观察，并建立人道终点，当动物出现以下情

况之一时实施安乐死：①持续 3 d 以上体质量下降超

过 20%；②无法自主进食饮水、严重脱水或濒死状态；

③持续惊厥发作超过 1 h且地西泮（Diazepam）干预无

效；④出现严重运动障碍无法正常活动。

1. 1. 2　试剂与仪器　　KA购自美国Cayman公司；地

西泮购自重庆沐菲生物有限公司；过表达 Claudin 11
腺 相 关 病 毒 ScAAV2/9-CV-CLDN11-ZsGreen （NM_
008770）及空载体对照病毒购自纽赫生物科技（上海）

有限公司；总蛋白提取试剂盒购自南京峰峰生物医药

科技有限公司；12. 5%PAGE 凝胶快速制备试剂盒购

自上海雅酶生物医药科技有限公司；抗 Claudin 11 小

鼠单克隆抗体购自美国 Santa 公司；抗 MBP 兔多克隆

抗体、Olig2 兔多克隆抗体等购自美国 GeneTex 公司；

β -肌动蛋白兔单克隆抗体（β -actin）、黏着斑蛋白

（Vinculin）重组兔单克隆抗体、山羊抗兔 IgG、山羊抗

小鼠 IgG、PDGFR-α 兔单克隆抗体均购自成都正能生

物技术有限责任公司；山羊抗兔荧光二抗、山羊抗小

鼠荧光二抗购自英国 abcam 公司；OCT 冰冻切片包埋

剂购自日本樱花公司；HEK293T细胞购自中国科学院

细胞库。立体定位仪购自深圳市瑞沃德生命科技有

限公司；ChemiDoc Touch 成像系统购自美国 Bio-Rad 
公司；冰冻切片机购自德国 Leica 公司；激光扫描共聚

焦显微镜购自日本尼康公司；透射电子显微镜购自日

1328



陆军军医大学学报，2026，48（10）http：//aammt. tmmu. edu. cn

本 Hitachi 公司；旷场箱、高架十字迷宫、水迷宫、Y 迷

宫均购自江苏赛昂斯生物科技有限公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　实验动物分组　　将 18 只 21 日龄健康雄性

C57BL/6J小鼠按随机数字表法分为对照组（Ctrl组）和

SE 组，每组 9 只。SE 组腹腔注射 KA 建立 SE 模型［3］，
Ctrl组注射等体积生理盐水，于 SE后 20 d（即 41日龄）

取材，Ctrl组取同龄对照。另将 40只 16日龄健康雄性

C57BL/6J 小鼠按随机数字表法分为 Ctrl 组、SE 组、

CV+SE 组及 NV+SE 组，每组 10 只。CV+SE 组和 NV+
SE组小鼠分别于 16日龄时侧脑室注射 ScAAV2/9-CV-

CLDN11-ZsGreen 和空载体对照病毒，注射后第 5 天

（即 21 日龄）经腹腔注射 KA 建立 SE 模型；SE 组小鼠

于 21 日龄时经腹腔注射 KA 建立 SE 模型；各组均于

SE后20天（即41日龄）进行检测，Ctrl组注射等量生理

盐水后，取同龄对照。若造模失败或动物死亡导致样

本不足，按初始随机化原则从同批次备用动物中随机

补充至预定样本量，补充动物的纳入标准、饲养条件

及实验操作与正式实验动物完全一致。

1. 2. 2　小鼠SE模型构建　　选用21日龄雄性C57BL/6J
小鼠，参照文献构建 SE 模型［12-13］。按 7. 5 mg/kg 剂量

经小鼠腹腔注射KA（2 mg/mL）诱发 SE，注射后开始计

时，若 30 min 内无惊厥发作或未达到 Racine 分级

（Ⅰ级：凝视，口面部痉挛，包括眨眼、抖须、节律性咀

嚼等；Ⅱ级：Ⅰ级基础上出现头颈部阵挛，表现为节律

性点头；Ⅲ级：Ⅱ级基础上出现单侧或双侧前肢阵挛；

Ⅳ级：Ⅲ级基础上出现直立体位；Ⅴ级：全面性强直阵

挛发作，并失去体位控制）Ⅳ级及以上发作，则追加同

剂量KA，追加 3次后仍未达Racine Ⅳ级的小鼠视为模

型建立失败，予以淘汰（图 1）。成功诱发惊厥 Racine
分级Ⅳ级及以上时，开始记录时间，若持续 30 min，视

为成功建立SE模型，随后予腹腔注射地西泮（1 mg/kg）
止惊，复温箱复温。对照组腹腔注射等量生理盐水。

1. 2. 3　构建过表达 Claudin 11 双链腺相关病毒（self-
complementary adeno-associated virus，ScAAV）
ScAAV2/9-CV-CLDN11-ZsGreen 腺 相 关 病 毒（NM_
008770）血清型为AAV2/9，携带CMV启动子调控小鼠

Claudin 11 基因与 ZsGreen 荧光报告基因。病毒经三

质粒共转染HEK293T细胞包装，并采用碘克沙醇密度

梯度超速离心纯化。采用 RT-qPCR 检测病毒滴度≥

1×10¹³ vg/mL，SDS-PAGE 银染、透射电镜分别检测病

毒纯度及空壳率，均符合实验标准。无菌 PBS稀释病

毒至终浓度为2×10¹² vg/mL，分装后-80 ℃避光保存。

1. 2. 4　侧脑室注射（intracerebroventricular injection，
ICV）过表达Claudin 11 ScAAV及分组　　CV+SE组和NV+
SE组小鼠于16日龄时经腹腔注射戊巴比妥钠（2 mg/mL，
7. 5 mg/kg）麻醉后，固定于立体定位仪。头顶部备皮

消毒，沿中线切开皮肤暴露前囟，确定右侧脑室注射坐

标：前囟后0. 4 mm，中线右侧旁开1. 1 mm，深度2. 2 mm［3］。
以5 μL Hamilton微量注射器吸取ScAAV2/9-CV-CLDN11-

ZsGreen病毒液或空载体对照病毒1 μL（病毒滴度：CV组

为 0. 8×10¹³ vg/mL；NV组为 1. 1×10¹³ vg/mL），连接微量

注射泵，以 0. 25 μL/min 速度匀速注射。注射完成后

留针 5 min，缓慢退针，缝合头皮并用碘伏消毒。术后

将小鼠置于恒温加热垫上复苏，待完全清醒后返回笼

中。病毒注射后第 5 天（即 21 日龄），CV+SE 组、NV+
SE 组及 SE 组小鼠均经腹腔注射 KA 以建立 SE 模型，

Ctrl 组腹腔注射等量生理盐水。各组均于 SE 后 20 d
（即 41日龄）进行行为学检测及取材。若造模失败或

动物死亡导致样本不足，按随机原则补充至预定

数量。

Exclude any dead or 
unqualified  animds

21-day-old male
C57BL/6J mice

Intraperitoneal injection of
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30 min 

Racine ≥Ⅳ 

Racine<Ⅳ Additional KA
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score≥Ⅳ

Status epilepticus for
30 min
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20 d after SE 

Record mortality
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图1　KA诱导SE模型构建与采样流程示意图

Figure 1　Schematic diagram of KA-induced SE model establishment and sample collection
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1. 2. 5　Western blotting 检测小鼠海马内蛋白表达情

况　　小鼠采用腹腔注射戊巴比妥钠进行麻醉

（7. 5 mg/mL，0. 05 mL/10 g），于冰上解剖后，取出其双

侧海马并立即在液氮中冷冻（n=6）。采用总蛋白提取

试剂盒提取蛋白质样品，并使用蛋白质检测试剂盒测

定蛋白质浓度。将含有 40 μg蛋白质样品通过 12. 5%
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。使用以下一抗 4 ℃孵育过

夜：抗 Claudin 11 小鼠单克隆抗体（1∶1 000）、抗 MBP
兔多克隆抗体（1∶10 000）、β-肌动蛋白兔单克隆抗体

（1∶10 000），Vinculin重组兔单克隆抗体（1∶10 000）。然

后采用相应的二抗孵育60 min：山羊抗兔 IgG（1∶5 000）、
山羊抗小鼠 IgG（1∶5 000）。使用 Bio-Rad ECL电化学

发光底物对蛋白质条带进行可视化。以β-actin作为第一部

分实验（SE模型比较）中Claudin 11和MBP的内参；采

用 Vinculin 作为第二部分实验（病毒干预后）中

Claudin 11 的内参，两种不同类型的内参更能确保

Western blotting 定量的准确性和可重复性。使用

Image J软件进行蛋白表达标准化分析。

1. 2. 6　免疫荧光染色观察小鼠海马内 Claudin 11 分

布情况　　小鼠经腹腔注射戊巴比妥钠进行麻醉后，

采用 60 mL PBS溶液冲净血液，而后采用 4%多聚甲醛

（paraformaldehyde，PFA）进行心脏灌注固定（n=3）。灌

注后取出大脑，将大脑放在4%多聚甲醛中固定24 h，而
后在蔗糖溶液中梯度脱水（15% 蔗糖溶液脱水 2 d，
30% 蔗糖溶液脱水 1 d），直至脑组织完全沉底。使用

冰冻切片机切片（厚度为 30 μm），切片后立即放置于

冰冻保护液中，于 4 ℃冰箱保存。切片孵育一抗 18 h，
次日室温孵育二抗2 h，贴片后在共聚焦显微镜下曝光

（500×）捕获图像。使用的一抗包括：Claudin 11 小鼠

单克隆抗体（1∶100）、MBP 兔多克隆抗体（1∶200）、

Olig2 兔多克隆抗体（1∶200）、PDGFR-α 兔单克隆抗

体（1∶200）；使用的二抗有山羊抗兔（1∶1 000）和山

羊抗小鼠（1∶1 000）。显微镜下采集小鼠海马全区图

像后，使用 Image J软件对采集的图片进行分析，并对

每个视野中的共定位双阳性细胞计数。

1. 2. 7　 透 射 电 子 显 微 镜（transmission electron 
microscopy，TEM）观察小鼠惊厥后髓鞘超微结构　　

小鼠采用腹腔注射戊巴比妥钠进行麻醉后，以 0. 9%
氯化钠进行灌流冲净血液，再用 4%多聚甲醛和 0. 5%
戊二醛的混合固定液完成灌注固定（n=3）。将小鼠大

脑胼胝体组织块离体取下后，立即投入含有电镜固定

液的培养皿内，用手术刀在培养皿中将其切割成1 mm3

的小组织块。而后在 0. 1 mol/L PBS中冲洗 3次，每次

15 min，采用 1%锇酸（0. 1 mol/L PBS，pH=7. 4）避光室

温固定 2 h 后，PBS 漂洗 3 次，每次 15 min。经乙醇和

丙酮系列中常规脱水后，进行环氧树脂渗透、包埋及

聚合。使用超微切片机从每个环氧树脂包埋块上切

下 60 nm 超薄切片，然后用醋酸铀饱和溶液、2. 6% 枸

橼酸铅染色，在 TEM 下观察，以评估髓鞘形态变化情

况。对于每个部分，随机选择 5个视野，并以 4 000×和
20 000×的放大倍率拍摄。使用 Image J软件测量统计

有髓神经轴突数量、直径及髓鞘厚度，并计算 G-ratio
值［G-ratio值=轴突直径/（轴突直径+髓鞘厚度）］［6］。
1. 2. 8　Morris 水迷宫实验检测惊厥后各组小鼠空间

学习与记忆能力　　注射腺相关病毒载体并诱导 SE
后，各组小鼠采用 Morris水迷宫实验评估其空间学习

与记忆功能（n=7）。测试前 2 h，将动物放入水迷宫实

验房间以适应环境。实验使用直径 200 cm、高 60 cm
的圆形水池，水池内水深40 cm，水温控制在（22±1） ℃。

水池均分为东北（NE）、东南（SE）、西南（SW）、西北

（NW）4个象限，将不同的视觉参照物贴在水迷宫四周

帘布上作为小鼠空间记忆线索。实验第 1 天为适应

期，使小鼠头朝池壁从 4 个象限（SW、SE、NE、NW）分

别入水自由活动 1 min。实验第 2 天至第 6 天为定位

巡航实验，在水池NW方位放置 1个直径 12 cm的圆形

平台，使平台低于水面约 1. 5 cm，小鼠每日依次按照

不同顺序放入不同方位象限进行测试，记录小鼠找到

平台的时间（即逃避潜伏期），1 min内若未找到平台，

则对小鼠进行训练引导，使其找到平台并停留 10 s，进
行记忆强化后放回饲养笼。实验第 7天为空间探索实

验，将小鼠移出圆形平台，由 SE象限放入水中自由活

动 1 min，记录小鼠穿过平台次数及停留目标象限

（NW 象限）时长［14］。整个过程被录像并通过 ANY-

maze 动物行为学软件进行自动分析。主要评估指标

为：①小鼠 1~6 d 找到目标平台所用时间；②小鼠实

验第 7 天穿越圆形平台次数；③小鼠第 7 天于目标象

限停留时间。

1. 2. 9　Y 迷宫自发交替实验检测惊厥后小鼠空间工

作记忆能力　　注射腺相关病毒载体并诱导SE后，各

组小鼠采用 Y 迷宫实验评估其空间学习与记忆功能

（n=7）［15］。测试前2 h，将小鼠放在Y迷宫（臂长 35 cm×
宽 5 cm×高15 cm）中心区域，任其自由探索迷宫8 min，
在 2次实验之间用 75%乙醇擦拭箱子，整个过程被录

像并通过 ANY-maze 动物行为学软件进行自动分析。
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主要统计指标为：总进臂次数和连续进入3个不同臂的

次数，并按公式计算交替率：交替率=连续进入 3个不

同臂的次数/（总进臂次数-2）×100%［16］。
1. 2. 10　旷场实验检测 SE后小鼠自主活动及焦虑样

行为　　注射腺相关病毒载体并诱导SE后，各组小鼠

采用旷场实验评估其焦虑情绪（n=7）［17］。测试前 2 h，
将动物放入旷场箱房间以适应环境。旷场箱尺寸为

25 cm（长）×25 cm（宽）×30 cm（高），顶部带有摄像头，

箱底自动划分为 9个区域。依次将小鼠放入中央区域

任其自由活动 5 min，在 2次实验之间用 75%乙醇擦拭

箱子，整个过程被录像并通过 ANY-maze 动物行为学

软件进行自动分析。主要统计指标为：①各组小鼠进

入中心区域次数；②各组小鼠进入中心区域时间。

1. 2. 11　高架十字迷宫实验检测惊厥后小鼠焦虑样

行为　　注射腺相关病毒载体并诱导SE后，各组小鼠

采用高架十字迷宫实验评估其焦虑情绪（n=7）［18］。高架

十字迷宫由2个开放臂和2个闭合臂（闭合臂设有20 cm
高的墙壁）构成，以直角方式排列（每个臂长 50 cm）。

在测试期间，小鼠被放置在高于地面 100 cm的中心区

域（尺寸为10 cm×10 cm）进行5 min的自由探索。在2次
实验之间用 75%乙醇擦拭箱子，整个过程被录像并通

过ANY-maze动物行为学软件进行自动分析。主要统

计指标为：①小鼠进入开放臂的次数；②小鼠进入开

放臂的停留时间［18］。
1. 3　统计学分析

采用 GraphPad Prism 9. 0软件对实验数据进行统

计分析并制图。通过 Shapiro-Wilk 检验验证正态性、

Levene 检验验证方差齐性。计量资料以 x̄±s 表示，两

组比较用独立样本 t 检验，多组比较用单因素方差分

析（one-way ANOVA），事后用 Tukey法校正；水迷宫实

验数据（定位航行实验的逃避潜伏期）采用重复测量

方差分析（repeated measures ANOVA），进行Mauchly’s球
形检验，若不符合球形假设，则采用 Greenhouse-

Geisser 法进行自由度校正 ；事后两两比较采用

Bonferroni法校正。P<0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　小鼠SE后海马Claudin 11及MBP表达下调

采用 Western blotting 检测小鼠 SE 后海马组织中

Claudin 11表达量。结果显示，与Ctrl组比较，SE组小

鼠海马中Claudin 11的表达水平显著降低（1. 47±0. 12 
vs 1. 02±0. 10，P<0. 01，图 2），提示 SE可导致小鼠海马

组织中Claudin 11表达水平显著下调；免疫荧光结果显

示，与Ctrl组比较，SE组小鼠Claudin 11/PDGFR-α 双阳

性细胞数量无明显变化（5. 31±0. 33 vs 3. 51±0. 55，P>
0. 05，图 3A），Claudin 11/Olig2 双阳性细胞（8. 37±
0. 77 vs 5. 46±0. 66，P<0. 05，图 3B）与 Claudin 11/MBP
双 阳 性 细 胞 数 量（64. 08±3. 37 vs 27. 82±3. 22，P<
0. 000 1，图 3C）均显著减少；此外，在 Ctrl 组和 SE 组

中，Claudin 11/MBP 双阳性细胞数量均显著高于

Claudin 11/PDGFR-α双阳性细胞数量（Ctrl组：64. 08±
3. 37 vs 5. 31±0. 33，P<0. 000 1；SE 组：27. 82±3. 22 vs 

3. 51±0. 55，P<0. 000 1），也显著高于 Claudin 11/Olig2
双阳性细胞数量（Ctrl 组：64. 08±3. 37 vs 8. 37±0. 77，
P<0. 000 1；SE组：27. 82±3. 22 vs 5. 46±0. 66，P<0. 000 1，
图3D）。

采用 Western blotting 检测小鼠海马中 MBP 表达

情况，结果显示，与Ctrl组比较，SE组小鼠海马中MBP
的蛋白相对表达量显著降低（1. 25±0. 14 vs 0. 86±0. 11，
P<0. 05，图4）。以上结果提示，小鼠SE后海马Claudin 11
表达下调可能主要发生于成熟少突胶质细胞，且

Claudin 11可能参与幼鼠惊厥后大脑髓鞘损伤过程。
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A： Representative Western blot bands of hippocampal Claudin 11 
and β-actin internal control in immature mice；B： Quantitative analysis 
of relative Claudin 11 protein expression

图2　Western blotting检测小鼠 SE后 20 d海马Claudin 11蛋
白相对表达量 （n=6， x̄±s）

Figure 2　Hippocampal Claudin 11 protein expression in 
mice at 20 d post-SE detected by Western bloting 

（n=6， x̄±s） 
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2. 2　ICV注射 ScAAV 后第 5天小鼠海马 Claudin 11显

著上调

采用免疫荧光染色法观察ScAAV2/9-CV-CLDN11-

ZsGreen是否成功注射到幼鼠脑内。结果显示，ScAAV成

功注射并扩散到海马神经元（图 5A）。通过 Western 
blotting 检测 ScAAV 注射后海马中的 Claudin 11水平，
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A： Representative immunofluorescence staining of Claudin 11 （green）/PDGFR- α （red）/DAPI （blue） in the hippocampus of immature 
mice， white arrows indicating Claudin 11 and yellow arrows indicating PDGFR-α；B： Representative immunofluorescence staining of Claudin 
11 （green）/Olig2 （red）/DAPI （blue） in the hippocampus of immature mice， white arrows indicating Claudin 11， yellow arrows indicating 
Olig2 and red arrows indicating Claudin 11/Olig2；C： Representative immunofluorescence staining of Claudin 11 （green）/MBP （red）/DAPI 

（blue） in the hippocampus of immature mice， yellow arrows indicating Claudin 11/MBP； D： Number of Claudin 11 cells colocalized with 
oligodendrocyte markers

图3　SE后20 d Claudin 11与不同少突胶质细胞标志物双阳性细胞数量对比 （n=3， x̄±s）
Figure 3　Claudin 11 colocalization with oligodendrocyte markers at 20 d post-SE （n=3， x̄±s）
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与Ctrl组比较，CV组小鼠海马Claudin 11蛋白相对表达

量在 ICV 注射后第 5天显著上升（0. 48±0. 08 vs 0. 88±
0. 10，P<0. 001），且持续至第 7 天稳定表达（0. 71±
0. 14 vs 1. 18±0. 14，P<0. 001，图 5B、C）。基于上述预

实验结果，本研究选择于 ICV 注射 ScAAV 后第 5 天，

对小鼠进行SE造模。

2. 3　过表达 Claudin 11 可改善 SE 后的胼胝体髓鞘结

构损伤

采用 TEM 测量各组小鼠胼胝体有髓神经纤维的

G-ratio 值，结果显示：在 Ctrl 组中，胼胝体有髓神经纤

维髓鞘表现出规则的厚度和致密的结构（图 6A）；与

Ctrl组比较，SE组胼胝体髓鞘结构出现明显的结构损

伤，表现为髓鞘板层显著分层、松解，且伴大量空泡化

改变（图 6B），其 G-ratio 值呈显著升高趋势（0. 67±
0. 01 vs 0. 88±0. 01，P<0. 000 1）；同时 NV+SE 组髓鞘

表现出和SE类似的损伤情况，表明空载体病毒对研究

结果无影响（0. 88±0. 01 vs 0. 87±0. 01，图 6E）；而 CV+
SE 组髓鞘结构损伤得到明显修复（图 6D），且 G-ratio 
值逐步恢复至正常水平（0. 88±0. 01 vs 0. 72±0. 01，P<
0. 000 1，图 6E）。以上结果提示，SE 后可导致幼鼠胼

胝体髓鞘超微结构显著损伤，过表达 Claudin 11 能够

有效修复 SE 所致的髓鞘结构损伤，使 G-ratio 值趋于

正常，提示Claudin 11对 SE后髓鞘超微结构损伤具有

明确的保护作用。

2. 4　过表达 Claudin 11 可部分改善 SE 后的小鼠空间

记忆障碍

采用水迷宫实验，评估小鼠的学习能力和空间记

忆能力，分为定位航行实验和空间探索实验。在定位

巡航实验中，随着训练时间的增加，各组小鼠的逃避潜
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伏期逐渐缩短，表示各组小鼠均具有学习能力（图7A）。
在训练的第 1~5天，与Ctrl组比较，SE组小鼠的逃避潜

伏期明显延长（P<0. 01）；与 SE组比较，CV+SE组逃避

潜伏期明显缩短（P<0. 01，图 7B）。在空间探索实验

中，与 Ctrl 组比较，SE 组小鼠跨越平台次数和目标象

限停留时间都呈减少趋势［（5. 29±0. 56）s vs （2. 14±
0. 70）s，（14. 99±1. 36）s vs （6. 44±1. 89）s］；与 SE 组比

较，CV+SE组小鼠跨越平台次数和目标象限停留时间

呈增加趋势［（2. 14±0. 70）s vs （4. 86±0. 51）s，（6. 44±
1. 89）s vs （10. 67±0. 89）s，图 7C、D］，但差异无统计学

意义。Y迷宫实验发现，与Ctrl组比较，SE组小鼠的自发

交替率百分比有所降低［（54. 99±3. 80）% vs （37. 41±
3. 03）%，P<0. 01，图 7E、F］；与 SE组比较，CV+SE组自

发 交 替 率 百 分 比 有 所 提 升［（37. 41±3. 03）% vs 

（53. 56±2. 93）%，P<0. 01，图 7F］。此外，SE 组和 NV+
SE组所有结果保持高度一致，表明阴性病毒并未对实

验结果产生干扰。综上，SE后幼鼠空间学习记忆能力

及工作记忆功能受损，而在幼鼠脑内过表达 Claudin 
11 可明显缩短 SE 后逃避潜伏期并提升自发交替率，

同时对空间探索指标呈改善趋势，提示 Claudin 11 对

SE后的学习记忆功能具有一定保护作用。

2. 5　过表达 Claudin 11 对 SE 后小鼠焦虑样情绪无明

显改善

为探究过表达 Claudin 11 是否对 SE 小鼠的焦虑

情绪产生影响，本研究对各组小鼠进行了旷场实验、

高架十字迷宫实验。旷场实验发现，与Ctrl组比较，SE
组小鼠进入中心区域次数和时间百分比都有所降低

［（46. 05±0. 73）% vs （41. 94±0. 64）%，（14. 01±0. 77）% 
vs （10. 43±1. 13）%，P均<0. 05］；与SE组比较，CV+SE组

小鼠进入中心区域的次数和时间百分比未见明显差异

（图8A~C）。而后，本研究进行了高架十字迷宫实验进

一步评估小鼠的焦虑状态。结果显示：与Ctrl组比较，

SE 组小鼠的进入开放臂次数百分数呈现明显下降

［（20. 35±1. 32）% vs （14. 27±1. 66）%，P<0. 05］，开放

臂停留时间百分比呈现出下降趋势，但差异无统计学

意义；与SE组比较，CV+SE组小鼠进入开放臂次数及时

间百分比略有上升，但差异无统计学意义（图 8D、E）。

此外，SE组和NV+SE组所有结果保持高度一致，表明

阴性病毒并未对实验结果产生干扰。综上，过表达

Claudin 11未能显著缓解SE诱导的小鼠焦虑样行为。

3　讨论

SE是儿童期常见的中枢神经系统急症，可导致脑

内多种关键蛋白表达谱异常改变［19-20］。约 30% 的患

儿会出现癫痫发作、认知减退及学习障碍等远期神经

后遗症［21］，其病理机制与 SE 诱导的髓鞘相关蛋白表

达紊乱密切相关［22］。此外，儿童发育期中枢神经系统

髓鞘化进程尚未完成，对惊厥所致兴奋性毒性高度敏

感，更易出现少突胶质细胞分化障碍与髓鞘结构损

伤。然而，其中髓鞘结构损伤相关分子及其与神经功

能预后的关系，仍需进一步研究。

3. 1　SE后小鼠海马Claudin 11表达减少，与少突胶质

细胞成熟及髓鞘损伤密切相关

已有研究表明，Claudin 11 对维持髓鞘完整性与

神经功能具有重要作用，其表达异常与髓鞘损伤及神
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图6　透射电子显微镜观察Claudin 11干预后各组小鼠髓鞘超微结构变化 （n=3， x̄±s）
Figure 6　TEM observation of myelin ultrastructural changes in immature mice of each group after Claudin 11 intervention （n=3， x̄±s）
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经功能紊乱密切相关［10-11］。基于此，本研究检测了小

鼠 SE后海马区Claudin 11蛋白表达量，发现 SE后其表

达水平出现显著下降；免疫荧光共定位分析显示，与

Ctrl 组相比，SE 后 Claudin 11 与 PDGFR-α 的共定位无

明显变化，但与 Olig2、MBP的共标率显著降低。这一

差异提示随着 OPC 分化形成髓鞘的过程，Claudin 11
在OPC早期和分化中期并无明显表达，仅在OPC分化

进入成熟阶段、启动髓鞘形成程序后被大量表达。而

前期研究发现，SE后幼鼠海马中 Claudin 11的表达降

低，可能与新生髓鞘的紧密连接结构与完整性有关，

因此表现为 Claudin 11与 Olig2、MBP的共标细胞数量

显著下降。而OPC尚未启动髓鞘形成程序，本身不需

要高水平表达 Claudin 11，也较少受到髓鞘形成相关

损伤通路的影响，所以其与 Claudin 11 的共定位细

胞数量未出现明显改变。此外，本研究还观察到

Claudin 11 表达主要定位于成熟的 MBP 中，提示

Claudin 11蛋白在小鼠SE后表达量下降很可能与少突

胶质细胞的发育状态以及髓鞘的完整性密切相关。

基于这一发现，本研究进一步检测了SE后慢性期海马

区 MBP 的表达变化，以验证 Claudin 11蛋白的表达减
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A： Trajectories of mice in each group during the place navigation test and spatial probe test； B：Spatial learning ability detected by MWM place 
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图7　水迷宫和Y迷宫实验评估过表达Claudin 11对小鼠学习认知影响 （n=7， x̄±s）

Figure 7　Y-maze and Morris water maze tests for the effects of Claudin 11 overexpression on learning and cognition in mice
（n=7， x̄±s）
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少是否与 MBP 蛋白保持一致。结果显示，SE 组小鼠

海马区 MBP 的蛋白表达水平较 Ctrl 组出现了显著的

降低，这一变化趋势与Claudin 11的变化完全一致，同

时这也与课题组前期在 SE大鼠模型中观察到的结果

相吻合［6］。提示小鼠 SE后 OPC 分化障碍导致髓鞘修

复失败，可能与OPC分化形成髓鞘过程中的Claudin 11
丢失有关，且 OPC 的早期分化并不依赖 Claudin 11 的

调控，即使 OPC 出现了代偿性的增殖，也无法弥补成

熟阶段的Claudin 11不足。综上，小鼠SE后Claudin 11
与MBP的共同丢失，可能阻断OPC向成熟髓鞘阶段的

分化进程，最终导致髓鞘修复失败及认知功能障碍，

但其调控机制尚需进一步验证。

3. 2　ICV 介导 Claudin 11 过表达可改善 SE 后小鼠髓

鞘结构损伤及空间认知功能

GOW 等［23］构建了 Claudin 11 基因敲除的小鼠模

型开展了系统性研究：在电生理检测中发现，与野生

型小鼠相比，Claudin 11 缺陷小鼠的有髓神经轴突传

导速度显著减慢，部分神经纤维的传导效率下降幅度

可达 60% 以上，且行为学实验表明，缺陷型小鼠普遍

出现进行性后肢无力症状，表现为站立时后肢支撑不

稳、行走时步态蹒跚，且在攀爬网格、跨越障碍物等需

要肢体协调的任务中，完成效率显著降低，甚至无法

维持正常的探索性活动。本研究采用侧脑室注射

AAV 病毒来增加小鼠海马区 Claudin 11 蛋白表达，通

过透射电镜观察小鼠胼胝体髓鞘结构改变，发现与 SE
组小鼠G-ratio 值相比，CV+SE组小鼠G-ratio 值恢复接

近正常水平，提示上调 Claudin 11 表达可以部分改善

小鼠 SE 后髓鞘结构损伤；同时采用 Y 迷宫、Morris 水
迷宫等方法表明过表达Claudin 11可以部分改善小鼠

的空间记忆功能。
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图8　旷场实验和高架十字迷宫评估过表达Claudin 11对小鼠焦虑情绪影响 （n=7， x̄±s）

Figure 8　Effects of Claudin 11 overexpression on anxiety-like behaviors in mice assessed by open field test and elevated plus 
maze test （n=7， x̄±s）
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3. 3　过表达 Claudin 11 对 SE 后焦虑样行为的影响及

其可能原因分析

本研究发现过表达 Claudin 11 后，各组小鼠焦虑

样行为无显著差异。现有研究表明，Claudin 11 主要

参与髓鞘结构维持，其功能聚焦于髓鞘相关调控，尚

无证据表明其参与焦虑情绪调控［9，23］。侧脑室 AAV
干预后，背侧海马的病毒转导效率明显高于腹侧海

马，而空间认知损伤与焦虑行为调控分属不同病理进

程，前者与背侧海马损伤相关，后者依赖腹侧海马环

路［24］，仅上调背侧海马髓鞘结构蛋白，难以逆转焦虑

相关突触可塑性及环路功能紊乱。因此，Claudin 11
过表达的功能效应主要体现为改善未成熟脑 SE后的

空间认知功能，对焦虑样行为无明显影响。

然而本研究仍存在一些局限性：①仅在小鼠SE模

型中证实了 Claudin 11 过表达的神经保护效应，后续

仍需通过功能缺失实验深入阐释其调控髓鞘发育的

分子机制，并扩充髓鞘超微结构量化指标与多脑区髓

鞘相关检测，以完善 SE 后髓鞘损伤与修复的系统评

估；②Claudin 11在中枢髓鞘形成与稳态维持中发挥多

维度调控作用，可通过与 Tspan3/β1 整合素、Shroom-2
相互作用调控少突胶质细胞增殖分化及髓鞘生成，亦

可经 ADAM10 介导调控 Notch 信号通路［9，11，25］。本研

究发现，SE模型小鼠海马区Claudin 11表达下调，伴随

MBP 降低与髓鞘超微结构损伤，而 Claudin 11 过表达

可有效改善上述病理改变。因此，可以推测 SE 后

Claudin 11 下调并通过破坏 Claudin 11-Tspan3 复合体

功能、阻滞 Shroom-2介导的细胞分化，并调控Notch下

游信号通路，多环节抑制少突胶质细胞正常分化与髓

鞘修复，该分子调控网络在SE病理进程中的时序特征

与交互机制仍有待进一步阐明。

综上所述，本研究初步探索了未成熟脑SE模型中

Claudin 11 的表达变化及过表达效应，证实靶向上调

Claudin 11可显著改善 SE所致髓鞘结构损伤，恢复受

损的空间记忆功能，为发育期惊厥性脑损伤髓鞘修复

靶点研究提供了新线索，凸显 Claudin 11 蛋白潜在治

疗价值，也为AAV介导的基因治疗临床转化及改善患

儿预后提供了新依据与思路。后续将进一步探究

Claudin 11分子调控机制，为 SE患儿临床干预提供更

坚实的理论支撑。
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