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　　［摘要］　目的　研究水通道蛋白４（ａｑｕａｐｏｒｉｎ４，ＡＱＰ４）在小鼠嗅觉系统中的表达及功能。方法　应用免疫荧光和免疫
印迹技术研究野生型和ＡＱＰ４基因敲除小鼠嗅觉系统中ＡＱＰ４的表达差异；采用埋藏食物小球实验、嗅觉迷宫实验两种嗅觉

行为学方法以及气体刺激性嗅觉电位记录（ｅｌｅｃｔｒｏｏｌｆａｃｔｏｇｒａｍ，ＥＯＧ）检测两组小鼠嗅觉功能的差异。结果　免疫荧光和免
疫印迹结果均证实了ＡＱＰ４基因敲除小鼠嗅觉系统中没有ＡＱＰ４的表达。免疫荧光结果表明 ＡＱＰ４主要分布于嗅黏膜上皮

层中支持细胞膜、Ｂｏｗｍａｎｎ’ｓ腺管上皮细胞膜以及基底细胞膜上，还分布于嗅黏膜固有层中Ｂｏｗｍａｎ’ｓ腺上皮细胞膜、嗅神经

束周围的嗅鞘细胞膜，以及嗅球的嗅神经层和小球层。行为学检测结果显示，埋藏食物小球实验和嗅觉迷宫实验中除对照实

验外，野生型和ＡＱＰ４基因敲除小鼠在所有测试时间点的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。气体刺激性诱发电位结果发现，两

组小鼠嗅黏膜在不同气压强度饱和三甲胺（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ）作用下的嗅觉电位波形相似，波幅均随气压的逐渐增加而增大；而

在相同气压作用下，ＡＱＰ４基因敲除小鼠嗅觉电位的波幅低于野生型小鼠，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＱＰ４
广泛分布于嗅觉系统包括嗅黏膜、嗅神经和嗅球的多个部位，其可能具有保护嗅神经束和促进神经信号传递的作用。

　　［关键词］　水通道蛋白４；基因敲除；嗅觉；嗅黏膜；嗅神经；嗅球
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　　水通道蛋白４（ａｑｕａｐｏｒｉｎ４，ＡＱＰ４）是中枢神经
系统中含量最丰富的水通道蛋白家族成员，主要分
布于中枢神经系统中液体转运有关的软脑膜、室管
膜细胞基底外侧膜及其深面的胶质细胞膜上，同时
还在毛细血管周围的星形胶质细胞终足上呈极性分

布［１４］。基因敲除小鼠的相关研究证实，ＡＱＰ４除了
参与脑组织水转运和胶质细胞迁移外，还在神经兴
奋性的调节，尤其是听觉性脑干反应、视网膜电位的
维持、皮质扩散性抑制等神经电生理活动中发挥重
要作用［５７］。尽管 ＡＱＰ４并非直接表达于兴奋性细
胞膜上（脑组织中的神经元、视网膜双极细胞、内耳
毛细胞等），但其广泛表达于相关的支持细胞膜上
（包括脑胶质细胞、视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞、内耳Ｃｌａｕｄｉ
ｕｓ细胞等），通过改变细胞间隙中Ｋ＋的缓冲及容积
间接参与神经兴奋性的调节［８９］。近年来有研究报
道ＡＱＰ４在大鼠嗅觉系统中的支持细胞、基底细胞
膜上表达，但对于其具体功能尚缺乏研究［１０１１］。Ｌｕ
等［１２］发现，ＡＱＰ４敲除可引起小鼠的嗅觉障碍，但该
研究仅对ＡＱＰ４在鼻腔中的分布进行了检测，缺乏
从外周到中枢的系统性研究。因此，本研究通过免
疫荧光和免疫印迹技术、嗅觉行为学检测，气体刺激
性嗅觉电位（ｅｌｅｃｔｒｏｏｌｆａｃｔｏｇｒａｍ，ＥＯＧ）记录等方法
比较野生型和 ＡＱＰ４基因敲除小鼠嗅觉系统中

ＡＱＰ４的表达模式及嗅觉的差异，探讨 ＡＱＰ４在嗅
觉系统中的表达情况及功能。

１　材料和方法

１．１　实验动物选择及喂养　８～１２周龄、体质量匹
配、雌雄不限的野生型和 ＡＱＰ４基因敲除小鼠各９
只（ＣＤ１），由ＡｌａｎＳ．Ｖｅｒｋｍａｎ教授（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＳａｎＦｒａｎｃｉｓｃｏ，ＵＣＳＦ）馈赠。小鼠身体
匀称，运动灵活，皮毛光滑，对外界反应敏感，无搔鼻
动作及打喷嚏现象，自由饮水及进食，１２ｈ照明／１２
ｈ黑暗。

１．２　仪器设备和实验试剂　荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ，德
国），蛋白电泳仪、蛋白电转仪（ＢｉｏＲａｄ，美国），

ＭＰ１００数据收集系统 （ＢｉｏｐａｃＳｙｓｔｅｍｓ，美国）。

ｒＡＱＰ４ 抗 体 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美 国），ｇｏａｔＯＭＰ 抗 体
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国），Ｔｅｘａｓ红驴抗兔荧光二抗（Ｊａｃｋ
ｓｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，美国），ＦＩＴＣ驴抗山羊荧光二抗
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国），ＲＩＰＡ裂解液（Ｓｉｇｍａ，美国）。

１．３　小鼠嗅觉系统中ＡＱＰ４的检测

１．３．１　免疫荧光检测　取野生型和 ＡＱＰ４基因敲
除小鼠各３只，麻醉后采用左心室生理盐水冲洗及

４％多聚甲醛灌注固定后断头，将去除头皮和皮下组
织后保留鼻骨到前囟的标本置入４％多聚甲醛后固

定２４ｈ，随后经５％（体积比）硝酸脱钙４８～７２ｈ（避
光脱钙以防止硝酸见光分解），常规石蜡包埋，取作
连续冠状切片，片厚６μｍ。石蜡切片经二甲苯和梯
度乙醇脱蜡水化后，采用０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲
液（ｐＨ６．０）修复抗原，山羊血清工作液以封闭非特
异性结合位点，３７℃３０ｍｉｎ；滴加ｒＡＱＰ４抗体（１

５００）和 ｇｏａｔＯＭＰ 抗 体 （１５００），４℃ 过 夜；

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗后，滴加混合的荧光二抗（１

２００），３７℃孵育１ｈ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗彻底后，
用含ＤＡＰＩ的甘油封片，荧光显微镜下观察结果。

１．３．２　免疫印迹检测　野生型和 ＡＱＰ４基因敲除
小鼠各３只麻醉断头后正中矢状切暴露两侧鼻腔，
收集中、上鼻甲及鼻中隔上份的黏膜经ＰＢＳ漂洗后，
加入裂解液研磨至组织无肉眼可见碎片（冰上操
作），吸取组织悬液至ＥＰ管中，用２００μｌ裂解液冲
洗研磨器２次，共６００μｌ组织悬液离心１２０００×ｇ，

３０ｍｉｎ，４℃；取上清并测定蛋白浓度。将备好的样
品按每泳道６０μｇ蛋白上样于１０％ＳＤＳＰＡＧＥｇｅｌｓ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），加入电泳缓冲液，１２０ｍＶ，２．５ｈ；按常
规电转移步骤将蛋白转至ＰＶＤＦ膜；经５％的脱脂
牛奶封闭１ｈ后，用５％ ＢＳＡ／ＴＢＳＴ缓冲液稀释的

ｒＡＱＰ４多克隆抗体（稀释度为１１０００）和βａｃｔｉｎ
抗体（稀释度为１１０００）孵育２ｈ；ＴＢＳＴ漂洗后用

５％的脱脂牛奶／ＴＢＳＴ缓冲液稀释的二抗（浓度为

１１００００）孵育１ｈ；ＴＢＳＴ漂洗后ＥＣＬ避光孵育

１５ｍｉｎ后，用保鲜膜完全包裹免疫印迹膜，去除皱
褶。用胶带将免疫印迹膜固定在暗盒内，蛋白带面
向上，暗房内压Ｘ线胶片，曝光、显影、冲洗。

１．４　行为学测试

１．４．１　 埋藏食物小球实验（ｂｕｒｉｅｄｆｏｏｄｐｅｌｌｅｔ
ｔｅｓｔ）　参照经典的方法［１３］测试。采用大小一致的
新鲜鼠料（０．５ｇ），以减少外源性食物味道的干扰。
测试前３ｄ限制小鼠（野生型和 ＡＱＰ４基因敲除小
鼠各９只）进食，给予鼠料（每只小鼠每天０．２ｇ），自
由饮水；同时这３ｄ内在固定时间将单只小鼠分别置
入测试时采用的鼠笼（４５ｃｍ×２４ｃｍ×２０ｃｍ）中熟
悉环境１０ｍｉｎ。随后连续３ｄ在固定时间进行测
试。测试前将０．５ｇ的食物小球埋藏在测试笼的鼠
料表面以下５ｃｍ处并随机更换置放食物小球的位
置，记录方法是从小鼠进入测试笼内开始到小鼠用
前爪抓住食物小球并啃噬时中止，等小鼠吃完食物
后再将其放回原先的鼠笼中。休息４ｈ后，将食物小
球随机置放在测试笼鼠料表面不同位置，重复实验
作为对照。所有实验以３００ｓ（５次测试的平均值）内
未找到食物小球定为嗅觉丧失。

１．４．２　嗅觉迷宫实验（ｏｌｆａｃｔｉｏｎｍａｚｅｔｅｓｔ）　参考
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Ｌｕ等方法［１２］自制了圆形迷宫，其中等分为６个小
格，将测试用的新鲜鼠料（０．５ｇ）随机放置在小鼠不
能直接看见的小格后面而仅靠其嗅觉才能找到。测
试前３ｄ同埋藏食物小球实验相似，限制小鼠饮食并
连续３ｄ在固定时间放入迷宫中适应环境，随后连续

３ｄ在固定时间进行正式的测试。实验时，小鼠首先
被放置在迷宫的中间，记录小鼠进入迷宫内到用前爪
抓住食物小球并啃噬的时间，以３００ｓ（５次测试的平
均值）内未找到食物小球定为存在嗅觉功能障碍。等
小鼠吃完食物后再将其放回笼中，并取出食物残渣和
小鼠的排泄物，用７０％的乙醇和水清洁迷宫防止对后
面测试的干扰。阳性对照是将食物小球放置于小格
之外，小鼠能够直接看见的位置。

１．５　嗅觉电位测试　将完成行为学测试的小鼠（野
生型和ＡＱＰ４基因敲除小鼠各３只）用３．５％水合氯
醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉，断头去除头皮和皮下组织
后正中矢状切暴露两侧鼻腔，放于自制的密闭容器
中固定。密闭容器一侧有两个进口，第一个进口连
接持续送入湿化空气的开关，第二个进口连接含有
饱和三甲胺并有电控开关控制流量的玻璃罐，其另
一侧的出口连接真空抽吸的接口。采用表面涂有特
氟隆（Ｔｅｆｌｏｎ）绝缘层的银针电极置入预先拉制的填
充有１％琼脂糖的玻璃电极中并插到中、上鼻甲的黏
膜内作为记录电极，接地电极放置于小脑中。相应
参数设置如下：通过电控开关给予不同气体压力强
度的饱和三甲胺，每次加压持续时间约０．２ｍｓ，采用

ＭＰ１００数据收集系统收集数据。给予不同气体压力
的空气作为阴性对照。

１．６　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＡＳ１１．０软件进行重复测量数据的单因素方差分
析和配对ｔ检验进行比较，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　免疫荧光检测结果　野生型和 ＡＱＰ４基因敲
除小鼠鼻腔嗅黏膜和嗅球中红色荧光标记ｒＡＱＰ４
和绿色荧光标记ｇｏａｔＯＭＰ的表达结果见图１和图

２。图１中ＡＱＰ４基因敲除小鼠整个嗅黏膜中没有
红色荧光分布（图１Ｅ和１Ｆ），而在嗅黏膜上皮层中
可见重叠排列且细胞质呈绿色荧光的嗅神经元表

达，其向鼻腔内伸出绿色细条状的树突末端膨大为
嗅泡，后者发出的嗅丝在嗅黏膜表面相互连接呈线
状或者点状绿色荧光分布；在嗅黏膜固有层中亦可
见聚集成团、大小不一发绿色荧光的嗅神经束（图

１Ｄ和１Ｆ）。野生型小鼠嗅黏膜上皮层中ＯＭＰ阳性

呈绿色荧光的嗅神经元表达特征与ＡＱＰ４基因敲除
小鼠相似（图１Ａ和１Ｃ）；广泛分布于整个上皮层的
红色荧光在不同部位的表达强度不同（图１Ｂ和

１Ｃ），其中位于上皮层和固有层交界处的基底细胞膜
以及起自固有层贯穿上皮层达到嗅黏膜表面的

Ｂｏｗｍａｎ’ｓ腺管上皮细胞膜表达强烈，而在固有层
中部不规则分布于嗅神经元周围以及在固有层顶部

对称刷状分布的支持细胞膜上表达为中等强度。嗅
黏膜固有层中 ＡＱＰ４表达强烈，部分表达较强的红
色荧光分布在结缔组织中腺腔样结构的周围，即

Ｂｏｗｍａｎ’ｓ腺上皮细胞膜上；部分表达较强的红色
荧光呈不规则三角形和梭形紧紧包绕在直径大小不

一的绿色嗅神经束周围（图２Ａ）。在嗅神经穿过筛
骨水平板进入嗅球的过程中可见绿色的嗅神经纤维

中夹杂着线形或丝状的红色荧光（图２Ｂ）。对嗅球
的观察发现（图２Ｃ），野生型和ＡＱＰ４基因敲除小鼠
中进入嗅球的ＯＭＰ阳性呈绿色荧光的嗅神经聚集
形成最外侧的嗅神经层，随后进入小球内换元后中
止；ＡＱＰ４基因敲除小鼠在整个嗅球中未见红色荧
光分布，而野生型小鼠的红色荧光少数呈丝状夹杂
于嗅神经层中，多数在小球中强烈表达于发绿色荧
光嗅神经的周围，另外还有少量红色荧光分布于嗅
球中间数层的毛细血管周围。

２．２　免疫印迹检测结果　野生型小鼠嗅黏膜组织
中可检测到相对分子质量３４０００的阳性条带，而

ＡＱＰ４基因敲除小鼠嗅黏膜组织液未见相应条带
（图３）。

２．３　行为学测试结果　由图４中埋藏食物小球实
验结果可见，野生型小鼠在连续３ｄ的测试中寻找到
食物的平均时间分别为３２、２８和２６ｓ，而 ＡＱＰ４基
因敲除小鼠３ｄ寻找到食物的平均时间则为６１、４８
和４５ｓ；对照实验中野生型和 ＡＱＰ４基因敲除小鼠
寻找到食物的平均时间分别为１９ｓ和２３ｓ。所有测
试中野生型和ＡＱＰ４基因敲除小鼠寻找食物的平均
时间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而对照实验间的
差异无统计学意义。由图４中嗅觉迷宫实验结果可
见，野生型小鼠３ｄ寻找到食物的平均时间分别为

４３、３３和２８ｓ，而ＡＱＰ４基因敲除小鼠３ｄ寻找到食
物的平均时间则为７２、５８和３７ｓ；阳性对照中野生
型和ＡＱＰ４基因敲除小鼠寻找到食物的平均时间分
别为２０和２４ｓ。其中，所有测试中野生型和ＡＱＰ４
基因敲除小鼠寻找食物的平均时间差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５），而 对 照 实 验 中 差 异 无 统 计 学
意义。　　　
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图１　ＡＱＰ４在小鼠嗅黏膜中的表达

Ｆｉｇ１　ＡＱＰ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｌｆａｃｔｏｒｙｍｕｃｏｓａｏｆｍｉｃｅ
ＡＣ：Ｏｌｆａｃｔｏｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｍｏｕｓｅ；ＤＥ：ＯｌｆａｃｔｏｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｏｆＡＱＰ４ｎｕｌｌｍｏｕｓｅ．Ａ，Ｄ：ＯＭＰ（ＯＲＮｍａｒｋｅｒ，ｇｒｅｅｎ）ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏ

ｒｅｓｃｅｎｃｅ；Ｂ，Ｅ：ＡＱＰ４ （ｒｅｄ）ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；Ｃ，Ｆ：ＤｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｉｎｇｏｆＯＭＰａｎｄ ＡＱＰ４．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｄｕｃｔｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅ

Ｂｏｗｍａｎｎ’ｓｇｌａｎｄ；ｔｈｅｎａｓａｌｃａｖｉｔｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　ＡＱＰ４在野生型小鼠嗅黏膜、嗅神经束和嗅球中的表达

Ｆｉｇ２　ＡＱＰ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｌｆａｃｔｏｒｙｍｕｃｏｓａ，ｏｌｆａｃｔｏｒｙｎｅｒｖｅ
ｆｉｂｅｒｂｕｎｄｌｅｓａｎｄｏｌｆａｃｔｏｒｙｂｕｌｂｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｍｏｕｓｅ

ＧｏａｔＯＭＰｉｓｇｒｅｅｎ，ｒＡＱＰ４ｗａｓｒｅｄ．Ａ：ＡＱＰ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｏｌ

ｆａｃｔｏｒｙｍｕｃｏｓａ；Ｂ：ＡＱＰ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｏｌｆａｃｔｏｒｙｎｅｒｖｅｆｉｂｅｒｂｕｎ

ｄｌｅｓ；Ｃ：ＡＱＰ４ｉｎｔｈｅｏｌｆａｃｔｏｒｙｂｕｌｂ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＡＱＰ４．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　ＡＱＰ４在野生型小鼠和ＡＱＰ４敲除小鼠中的表达

Ｆｉｇ３　ＡＱＰ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｗｉｌｄｔｙｐｅｍｏｕｓｅａｎｄＡＱＰ４ｎｕｌｌ

ｍｏｕｓｅａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

图４　野生型和ＡＱＰ４敲除小鼠嗅觉行为学测试结果

Ｆｉｇ４　ＯｌｆａｃｔｏｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｉｎｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄＡＱＰ４ｎｕｌｌｍｉｃｅ
Ｐ＜０．０５ｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄＡＱＰ４ｎｕｌｌｍｏｕｓｅ

２．４　嗅觉电位测试结果　野生型和 ＡＱＰ４基因敲

除小鼠的嗅黏膜在给予不同气体压力强度的饱和三

甲胺作用后，均可记录到先负后正的嗅觉电位；在不

同气压作用下，野生型小鼠和 ＡＱＰ４基因敲除小鼠

嗅觉电位的波幅形态相似，并均随气压的逐渐增加
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而增大；而在相同气压作用下，野生型小鼠嗅觉电位

的波幅较ＡＱＰ４基因敲除小鼠明显增大。在同等条

件下给予不同压力的空气作用作为对照，均未能记

录到嗅觉电位。具体结果见图５。

图５　野生型小鼠和ＡＱＰ４基因敲除小鼠

刺激性嗅觉电位（ＥＯＧ）检测结果

Ｆｉｇ５　Ｅｌｅｃｔｒｏｏｌｆａｃｔｏｇｒａｍ（ＥＯＧ）ｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄＡＱＰ４ｎｕｌｌｍｉｃｅ

３　讨　论

　　鼻腔嗅上皮层内局部水、电解质微环境的稳定

对于嗅质的及时清除、嗅神经元功能活性的维持至

关重要［１１］。ＡＱＰ４具有特异性转运水分子的功能，

在神经系统多种胶质样支持细胞膜上分布，参与神

经兴奋性的调节，而 ＡＱＰ４在嗅觉系统中的表达模

式以及其对嗅觉信号形成和传递的影响还缺乏系统

研究。因此，本研究采用免疫印迹和免疫荧光方法

检测ＡＱＰ４在嗅觉系统中的表达特征，以及埋藏食

物小球和嗅觉迷宫实验等嗅觉行为学实验和嗅觉电

位（ＥＯＧ）评价野生型和ＡＱＰ４基因敲除小鼠的嗅觉

功能差异，探讨 ＡＱＰ４在嗅觉系统中表达的功能意

义。

　　免疫印迹结果显示，野生型小鼠嗅黏膜组织液

中可检测到相对分子质量为３４０００的ＡＱＰ４表达，

而ＡＱＰ４基因敲除小鼠嗅黏膜组织液中未能检测到

相应条带，提示实验动物的可靠性。野生型小鼠嗅

觉系统的免疫荧光结果表明，ＡＱＰ４广泛分布于包

括嗅黏膜、嗅神经束和嗅球在内的多个部位。其中，

ＡＱＰ４在嗅黏膜上皮层中的基底细胞、Ｂｏｗｍａｎ’ｓ腺

管上皮细胞和支持细胞膜上以及嗅黏膜固有层中

Ｂｏｗｍａｎ’ｓ腺上皮细胞膜的分布特征与以往的报道

相一致［１０１２］，提示 ＡＱＰ４可能具有维持嗅神经元兴

奋性、参与嗅上皮更新和修复的生理作用。除此以

外，本研究首次发现在嗅黏膜固有层中嗅神经束周

围有大量不规则三角形和梭形结构上ＡＱＰ４表达强

烈，在嗅神经束穿过筛骨水平板时可见线状或丝状

的ＡＱＰ４阳性表达，以及嗅球的嗅神经层中呈线状

或丝状的ＡＱＰ４阳性表达，小球中 ＡＱＰ４呈强烈的

团块状表达于嗅神经轴突末端的周围，在嗅球中间

数层中毛细血管周围亦可见ＡＱＰ４散在的表达。嗅

鞘细胞是起自嗅黏膜包绕在嗅神经周围引导其进入

小球中进行初次换元的胶质样细胞，ＡＱＰ４的表达提

示其可能在嗅神经的再生和嗅觉信号的传递过程中

发挥作用［１４１５］。值得注意的是，ＡＱＰ４在小球中的

强烈表达提示其可能表达于突触周围的星形胶质细

胞膜上，作为谷氨酸感受器调节局部毛细血管的灌

流，影响神经元的功能活动，从而影响嗅觉信号的传

递［１６］。

　　形态学研究发现ＡＱＰ４广泛分布于嗅觉系统中

嗅黏膜、嗅神经束和嗅球的多种细胞膜上，而 ＡＱＰ４
的分布是否与嗅觉信号的形成和传递有关是值得关

注的问题，因此本研究进行了嗅觉行为学的检测。

为了避免行为学实验主观性强的缺点，本研究除在

实验中保证双盲的前提下，还对野生型和 ＡＱＰ４基

因敲除小鼠采用两种经典的行为学方法进行验证。

埋藏食物小球和嗅觉迷宫实验结果显示，在测试过

程中，野生型和 ＡＱＰ４基因敲除小鼠寻找食物的时

间均随测试天数的增加而逐渐下降，并且两组之间

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而对照实验之间差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５），这与Ｌｕ等［１２］的结果相一

致。由于本项实验在测试前对各组小鼠均进行了环

境适应的训练，因此两种实验中各组小鼠均表现出

寻找食物时间减少的趋势可能与小鼠的学习记忆等

高级皮质功能有关；而两种实验连续３ｄ的测试结果

均与对照实验存在明显差异，同时在同一测试时间

点上野生型和ＡＱＰ４基因敲除小鼠寻找食物时间也

存在明显差异，这反映了 ＡＱＰ４蛋白表达对于嗅觉

功能的影响。所有实验结果均未出现大于３００ｓ以

上的结果，提示未发现动物有嗅觉功能的完全丧失。

而两种实验结果均发现ＡＱＰ４基因敲除小鼠在所有

测试过程中寻找食物的时间均较野生型小鼠延长，

一方面证实本研究采用实验方法的稳定性和可靠

性，同时提示 ＡＱＰ４基因敲除小鼠具有一定程度的

嗅觉障碍，而并非是嗅觉功能的完全丧失。

　　嗅觉电位（ＥＯＧ）是一种在基础和临床研究中广

泛用于嗅觉评价的客观方法，主要包括电刺激性和

气体刺激性［１７］。气体刺激性嗅觉诱发电位主要是反

映嗅黏膜中部分成熟嗅神经元产生的电流。本研究
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中野生型小鼠和ＡＱＰ４基因敲除小鼠在不同压力的

空气作用后均未能记录到嗅觉电位，排除了气流等

因素的干扰，提示本实验系统的可靠性；不同气体压

力强度的饱和三甲胺作用在两组间的变化趋势一

致，嗅觉电位的波幅形态相似，均随气压的逐渐增加

而增大；而在相同气压作用下，野生型小鼠嗅觉电位

的波幅比ＡＱＰ４基因敲除小鼠明显增大，这一结果

与嗅觉行为学测试中检测到的ＡＱＰ４基因敲除小鼠

嗅觉敏感性下降相一致，可部分解释两组间小鼠行

为学上的差异；但由于 ＡＱＰ４在整个嗅觉信号通路

中分布广泛，而气体刺激性嗅觉诱发电位只能反映

嗅黏膜中成熟神经元的功能，不能反映嗅觉信号向

嗅球乃至更高级中枢等后续传递过程的完整性，因

此还不能完全排除ＡＱＰ４在其他部位表达对于嗅觉

信号形成和传递过程的影响，尤其是 ＡＱＰ４在嗅鞘

细胞和嗅球中表达的功能意义及其分子机制还需要

进一步的实验加以研究。
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