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BAX敲除对小鼠大脑皮层和海马星形胶质细胞分布的影响
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摘  要：星形胶质细胞是大脑中一类高度异质的重要大胶质细胞，不仅在脑的发育和功能中起到重要作用，也参与多种神经

病理生理学过程。多项研究表明B淋巴细胞瘤-2相关X蛋白(B-cell lymphoma-2 associated X protein, BAX)依赖性凋亡通路参与

调控正常发育过程中脑内神经元的数量与分布，但是对其调控星形胶质细胞的研究则较为匮乏。本文旨在研究BAX是否参

与不同脑区星形胶质细胞分布的调控。以纯合子和杂合子BAX敲除小鼠为研究对象，用SOX9免疫荧光染色法检测6周龄小鼠

的大脑皮层和海马中星形胶质细胞的密度。结果显示，星形胶质细胞的密度在不同皮层分区之间以及皮层和海马之间存在

显著差异，并且BAX敲除导致海马中星形胶质细胞的密度显著降低，皮层中GABA能抑制神经元密度显著升高，而皮层中星

形胶质细胞的密度则未受显著影响。以上结果提示，BAX差异调控皮层星形胶质细胞与神经元，也差异调控皮层与海马中

的星形胶质细胞。这项研究为了解星形胶质细胞的区域异质性和BAX在大脑发育中的功能提供了重要信息。
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Absence of BAX differentially affects astrocyte density in the mouse cortex and 
hippocampus
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Abstract: Astrocytes are a heterogenous group of macroglia present in all regions of the brain and play critical roles in many aspects 
of brain development, function and disease. Previous studies suggest that the B-cell lymphoma-2 associated X protein (BAX)-depen-
dent apoptosis plays essential roles in regulating neuronal number and achieving optimal excitation/inhibition ratio. The aim of the 
present paper was to study whether BAX regulates astrocyte distribution in a region-specific manner. Immunofluorescence staining of 
SOX9 was used to analyze and compare astrocyte density in primary somatosensory cortex, motor cortex, retrosplenial cortex and 
hippocampus in heterozygous and homozygous BAX knockout mice at age of six weeks when cortical development has finished and 
glia development has reached a relatively steady state. The results showed that astrocyte density varied significantly among different 
cortical subdivisions and between cortex and hippocampus. In contrast to the significant increase in GABAergic interneurons, the 
overall and region-specific astrocyte density remained unchanged in the cortex when BAX was absent. Interestingly, a significant 
reduction of astrocyte density was observed in the hippocampus of BAX knockout mice. These data suggest that BAX differentially 
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regulates neurons and astrocytes in cortex as well as astrocytes in different brain regions during development. This study provided 
important information about the regional heterogeneity of astrocyte distribution and the potential contribution of BAX gene during 
development.
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星形胶质细胞是大脑中一类重要的大胶质细

胞，不仅为神经元提供营养、代谢和结构支持，而

且在突触生成、信号传递、血流调节、损伤修复等

方面发挥重要功能 [1, 2]。在雷特综合征 [3, 4] 和脆性 X
染色体综合征 [5] 等神经发育性疾病 [6]、亨廷顿氏病

和阿尔兹海默症等神经退行性疾病 [7–9] 以及脑中

风 [10, 11] 和脑外伤 [12] 等多种脑疾病的发生、发展与

治疗康复中，星形胶质细胞也起着重要作用 [13]。近

年来，多项研究揭示正常大脑的不同脑区以及各个

脑区内部的星形胶质细胞存在发育起源、形态、基

因表达和功能等多方面的异质性 [14–20]，在各类病理

状态下星形胶质细胞的响应也存在高度异质性 [7, 20–22]，

但目前对于星形胶质细胞分布的脑区差异尚无系统

性研究。大脑皮层与海马是调控大脑功能的高级中

枢，均具有层状结构。近年来，这两个脑区中星形

胶质细胞的异质性越来越受到关注。但是，目前对

于星形胶质细胞在这两个脑区中的分布情况及其调

控机制的认知仍较为匮乏。

大脑中的星形胶质细胞和神经元共同起源于脑

室区和脑室下区的神经干细胞 [23]。在正常发育过程

中，B 淋巴细胞瘤 -2 相关 X 蛋白 (B-cell lymphoma-2 
associated X protein, BAX) 依赖性细胞凋亡通路对

神经干细胞和神经元的数量和分布起到关键调节作

用 [24–31]。多项研究显示，在离体和病理状况下，星

形胶质细胞的死亡也受到此通路的调控 [32–35]。虽然

有研究者观察到脑中多个区域存在凋亡的星形胶质

细胞 [36, 37]，但也有研究报道 BAX 敲除 10 日龄幼鼠

脑中胶质原纤维酸性蛋白 (glial fibrillary acidic protein, 
GFAP) 阳性细胞总数并未上升，反而短暂下降 [24]。

近期 Punal 等发现视网膜中星形胶质细胞数量的

降低不依赖于凋亡，推测大脑中星形胶质细胞的数

量调控可能也遵循类似的规律 [38]。因此，对于在正

常发育过程中 BAX 是否参与调控大脑皮层和海马

等重要脑区中的星形胶质细胞数量和分布目前尚无

定论。

性别决定区 Y 框蛋白 9 (sex-determining region 
Y-box 9, SOX9) 这一转录因子对神经干细胞从神经

发生到星形胶质发生的转换中起到关键作用，并在

成熟星形胶质细胞中持续表达。2017 年 Sun 等研究

显示，除了神经发生区域之外，SOX9 在各个脑区

的星形胶质细胞内特异性高表达 [39]。2020 年 Batiuk
等通过分析星形胶质细胞单细胞测序数据，也观

察到 SOX9 在星形胶质细胞的各种亚型中普遍高

表达 [40]。因此，SOX9 的表达可以准确反映星形胶

质细胞的分布。本研究利用 BAX 敲除小鼠模型和

SOX9 免疫荧光染色，对性成熟后小鼠大脑皮层、

海马及不同皮层分区中星形胶质细胞的分布进行定

量分析和比较，以期为了解星形胶质细胞的区域异

质性和 BAX 对星形胶质细胞的发育调控提供重要

信息。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　GAD67-GFP 小鼠 [41] 由京都大学

Takeshi Kaneko 研究组友情馈赠；BAX−/− 小鼠 (JAX 
002994) [42] 由丹娜法伯癌症研究所 Stanley J. Kors-
meyer 课题组制作，购自美国杰克逊实验室。实验

所用小鼠均为 6 周龄小鼠。饲养小鼠的环境保持为

昼夜交替 (12 h/ 12 h) 的作息节律，小鼠能自由觅食

和饮水。实验和数据分析均在双盲情况下开展以避

免实验者的主观意愿对结果产生影响。对小鼠进行

的所有研究行为均遵循国家《实验动物管理条例》

和有关动物保护与使用的法律和法规，并获得复旦

大学实验动物中心动物伦理委员会批准。

1.2  基因型鉴定　　通过鼠尾基因组 DNA 的 PCR
扩增进行基因型鉴定，所用引物如下：BAX-koF ：

5’-CCGCTTCCATTGCTCAGCGG-3’；BAX-wtF：5’- 
GAGCTGATCAGAACCATCATG-3’ ；BAX-R ：

5’-GTTGACCAGAGTGGCGTAGG-3’。引物位置见

图 1。BAX− 用 koF-R 引物对扩增，产物长度 507 
bp ；BAX+ 用 wtF-R 引物对扩增，产物长度 304 bp。
1.3  免疫荧光染色和计数　　腹腔注射 1.5% 戊巴

比妥钠麻醉小鼠，用 15 mL 生理盐水 (0.9% NaCl)
和 20 mL 4% 多聚甲醛依次进行心脏灌流。将脑组

织取出，在 4% 多聚甲醛中 4℃后固定过夜。用振

动切片机 (Leica S1000S) 将固定后的脑组织切为 30 
µm 冠状切片。在两侧半球胼胝体相连区间内，每
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间隔 3 片取 1 片进行漂浮脑片染色、成像 (Olympus 
VS120) 和分析。染色流程如下：室温封闭 ( 含 5%
驴血清和 0.5% Triton X-100 的 PBS 缓冲液 ) 2 h，换

入一抗 4 ℃孵育 48 h ；一抗孵育结束后，PBS 清洗

3 次，换入荧光二抗室温孵育 2 h；二抗孵育结束后，

PBS 清 洗 3 次， 换 入 含 DAPI 的 PBS 染 核 5~10 
min ；DAPI 染色结束后，PBS 清洗１次，封片。所

使用的一抗分别为：鸡抗 GFP 多克隆抗体 (1:2 000, 
GFP-1020, Avessellabs)，山羊抗 SOX9 多克隆抗体

(1:500, AF3075, R&D System)。所使用二抗分别为：

驴抗鸡 Alexa 488 结合抗体 (1:500, 800-367-5295, Jackon 
Immuno Research)，驴抗山羊 Alexa 568 结合抗体

(1:500, A11057, Life Technologies)。脑区的划分依据

Paxinos 小鼠脑图谱 [43] 和 Allen 小鼠脑图谱 [44]。对

初级体感皮层桶状区 (primary somatosensory cortex, 
barrel field, S1BF) 进行计数的方法：在保证不同样

品的选区位置保持一致的前提下，在该区域居中位

置截取垂直于皮层表面、宽 650 µm、包含皮层 1~6
层的矩形框，对其中全部阳性胞体进行计数，并记

录矩形框内皮层区域的面积。对压片后皮质背侧

区 (retrosplenial cortex, dorsal part, RSPd)、运动皮层

(motor cortex, MO)、全皮层计数方法：对应脑图谱，

根据皮层形态和细胞核分布，手动框选对应脑区，

对其中全部阳性胞体进行计数，并记录该区域面积。

每个样品各区域中阳性胞体总数除以面积总和，得

到该样品中各区域的细胞密度。

1.4  统计分析　　实验数据以 mean ± SEM 表示，

用 GraphPad Prism 6 软件进行统计检验，两样本均

数比较采用独立样本 t 检验，P < 0.05 时认为差异

具有统计学显著性。

2  结果

2.1  BAX 敲除导致海马中星形胶质细胞的密度降低

在 BAX 全敲除 (BAX−)[42] 小鼠模型中，BAX 基

因的第 2~5 外显子被 PGK-Neo 编码框所取代，导

致 BH1 和 BH2 结构域缺失，蛋白质功能失活 ( 图
1A、B)。交配获得的纯合子 (BAX−/−) 小鼠可正常存

活和交配，且 6 周龄小鼠体重与杂合子 (BAX+/−) 小
鼠无显著差异 ( 图 1C)，但脑重显著升高、脑体积

增大 ( 图 1D，E)。
本研究选用在星形胶质细胞命运决定中起到关

键作用的转录因子 SOX9 作为分子标签，利用免疫

荧光染色对 6 周龄小鼠大脑皮层和海马中的星形胶

质细胞进行了计数和密度统计 ( 图 2A)。结果显示，

星形胶质细胞分布密集、形态复杂，SOX9 作为核

定位蛋白，染色模式相比于标记细胞形态的分子标

签，更利于计数和统计。与其他许多星形胶质细胞

的分子标签相似，SOX9 也在神经干细胞中表达，

因此在统计海马时我们排除了成体神经干细胞所在

的齿状回区域 ( 图 2B)。
结果显示，两种基因型小鼠皮层中的星形胶质

细胞密度显著低于海马，并且 BAX−/− 小鼠海马中星

形胶质细胞的密度相比于 BAX +/− 小鼠显著降低 ( 图

图    1. BAX全敲除模型导致小鼠脑重增加

Fig. 1. BAX null mice have bigger brains but normal body 
weights. A: Genomic structure of wild type and knockout BAX 
alleles (BAX+ and BAX−), respectively. A PGK-Neo cassette 
replaced exon 2 through 5 in the BAX−. The annealing positions 
(koF, wtF, R) of PCR primers in the genome were annotated. B: 
Representative PCR genotyping results from heterozygous and 
homozygous BAX knockout mice (BAX+/− and BAX−/−). C: No 
significant difference in body weight was observed between the 
two genotypes. D: Brains from BAX−/− were significantly bigger 
than those of BAX+/− as indicated by the quantification of brain 
weight. E: Representative photo of brains. n ≥ 3. Data were 
shown as mean ± SEM. NS: P > 0.05; **P < 0.01.
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2C)，但两种基因型小鼠皮层星形胶质细胞密度之

间无显著差异。这一结果表明发育成熟后，星形胶

质细胞的分布存在脑区差异，且 BAX 的缺失会导

致海马中星形胶质细胞密度降低，但不影响皮层中

星形胶质细胞的密度，提示 BAX 差异调控皮层和

海马中的星形胶质细胞。

2.2  BAX 敲除不影响皮层不同分区中星形胶质细胞

的密度

研究显示，BAX 依赖性凋亡通路调控皮层中抑

制性神经元的密度 [27, 45, 46]。在 GAD67-GFP 小鼠中，

GFP 被敲入到催化合成抑制性神经递质 γ- 氨基丁

酸 (γ-aminobutyric acid, GABA) 的 1 型谷氨酸脱羧

酶 (glutamate decarboxylase 1，又名 67 kDa glutamic 
acid decarboxylase，GAD67) 的内源基因位点中，

其表达与 GAD67 一致，因此能够标记 GABA 能抑

制性神经元。本研究将 BAX−/− 小鼠与 GAD67-GFP
小鼠进行交配，获得 GAD67-GFP：BAX+/− 和 GAD67-
GFP ：BAX−/− 后代。借助上述小鼠模型，我们可以

图   2. BAX敲除导致小鼠海马中星形胶质细胞密度降低，但未显著影响皮层中的星形胶质细胞密度

Fig. 2. BAX knockout leads to reduction of hippocampal astrocyte density but not cortical astrocyte density. A: Representative immu-
nofluorescent images showing astrocytes labeled by SOX9 in the mouse cortex and hippocampus. Scale bar, 500 µm. B: High mag-
nification images of boxed area in A. Dashed lines indicate the regions for cell counting and quantification in the hippocampus. The 
dentate gyrus was excluded for quantification as SOX9 also labels adult stem cells in this region. Scale bar, 200 µm. C: Quantification 
of SOX9-labeld astrocytes showed that hippocampal density was higher than cortex in both genotypes, and was decreased in the BAX 
knockout mice. Mouse number ≥ 4. Slice number ≥ 40 per mouse. Data were shown as mean ± SEM. NS: P > 0.05; *P < 0.05, **P < 0.01.
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在同一个体中同时比较抑制性神经元和星形胶质细

胞的分布情况。

与不带有 GAD67-GFP 的小鼠表型一致，GAD67-
GFP ：BAX+/− 和 GAD67-GFP ：BAX−/− 小鼠的体重之

间不存在显著差异 ( 图 3A)，但后者脑重在 BAX 敲

除后显著增加 ( 图 3B)，皮层中星形胶质细胞的密

度低于海马，并且皮层不受 BAX 敲除的影响，而

海马则显著降低 ( 图 3C)。这些结果再次验证了星

形胶质细胞分布及其受 BAX 调控的情况均在皮层

与海马之间存在差异。

为了进一步确认 BAX 是否调控皮层中的抑制

性神经元分布，我们选择了以下三个皮层分区进行

分析 ：偏外侧、具有六层结构、各层宽度相近的

S1BF；偏背内侧、与海马相互投射、不具备第 4 层、

浅层宽于深层的 RSPd ；位置位于两者之间、不具

备第 4 层的 MO ( 图 3D)。这几个区域在位置、分层、

结构、连接和功能等方面存在显著差异，具备典型

性和代表性。结果显示，三个分区中抑制性神经元

的密度均在 BAX 敲除后显著升高 ( 图 3E)，表明

BAX 敲除后 GABA 能神经元凋亡受阻，从而数量

图   3. BAX敲除不影响小鼠大脑皮层不同分区中星形胶质细胞的密度

Fig. 3. The varying astrocyte density in different cortical regions is not affected by BAX knockout. A, B: No significant difference in 
body weight was observed between the two genotypes (A), but brain weight was significantly elevated by BAX knockout (B). C: Quan-
tification of SOX9-labeld astrocytes showed that hippocampal density was higher than cortex in both genotypes, and was decreased in 
the BAX knockout mice. D: Representative images showing GABAergic interneurons labeled by GAD67-GFP and astrocytes labeled 
by SOX9 in mouse cortex. Dashed lines in the left panels indicate primary somatosensory cortex, barrel field (S1BF), motor cortex (MO) 
and retrosplenial cortex, dorsal part (RSPd). Individual channels of boxed area in the left panels were shown in higher magnification 
in the right panels. Scale bar: 500 µm in low magnification images and 200 µm in high magnification images. E: Quantification of 
GFP-labeled GABAergic interneuron density. Significant increases were observed in the homozygous knockout brain compared to the 
heterozygous control. F, G: Quantification of SOX9-labeled astrocyte density in different cortical regions in GAD67-GFP:BAX+/− vs 
GAD67-GFP:BAX−/− (F) or BAX+/− vs BAX−/− (G). RSPd had higher astrocyte density compared with S1BF and MO, but BAX knockout 
did not affect astrocyte density in all three cortical regions. Mouse number ≥ 3. Slice number ≥ 40 per mouse. Data were shown as 
mean ± SEM. NS: P > 0.05; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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增加，确证了 BAX 敲除模型的功能性。与此相反，

无论在带有 GAD67-GFP 的小鼠中 ( 图 3F)，还是

不带有 GAD67-GFP 的小鼠中 ( 图 3G)，三个分区

中星形胶质细胞的密度均未受到 BAX 敲除的显著

影响。由此可见，全皮层统计未能观察到差异并不

是因为不同分区中变化相反而相互抵消。上述结果

表明 BAX 差异调控皮层中的神经元和星形胶质细

胞。除此之外，我们还观察到 RSPd 中星形胶质细

胞的密度显著高于 S1BF 和 MO，而后两者密度间

无显著差异，在 BAX 敲除后这种差异仍然存在 ( 图
3F、G)，提示皮层不同分区间也存在星形胶质细胞

的差异分布，但 BAX 并非参与调控的关键因子。

3  讨论

本研究对 6 周龄小鼠星形胶质细胞在大脑皮层

和海马中的分布及其受 BAX 敲除的影响情况进行

了定量分析，结果显示，星形胶质细胞在皮层和海

马之间以及皮层的不同分区之间存在显著的分布密

度差异；BAX 基因敲除导致海马中星形胶质细胞密

度显著下降，但并未改变皮层整体以及不同皮层分

区中星形胶质细胞的密度。本研究为星形胶质细胞

的区域异质性提供了重要信息，也为凋亡通路中的

关键分子 BAX 如何参与正常脑发育过程中星形胶

质细胞的调控提供了重要信息。

星形胶质细胞的异质性在近年来越来越受到

重视，前人研究发现皮层和海马等脑区的星形胶

质细胞在基因表达和形态等方面存在高度的异质

性
[40, 47]，但是目前尚无研究系统性观测星形胶质细

胞分布的脑区差异。本研究结果表明皮层和海马以

及皮层不同分区之间星形胶质细胞密度存在显著差

异，为这类细胞的区域异质性分布提供了重要信息。

这种差异很可能也在其他皮层分区和脑区中普遍存

在，值得在未来进一步展开研究。此外，许多基因

差异调控不同细胞类型。鉴于前人 [24, 27, 28, 38, 45, 46, 48–50]

和本研究都提示在正常发育过程中 BAX 对皮层神

经元和星形胶质细胞密度的调控存在显著差异，它

在不同星形胶质细胞亚型中的作用很可能也存在差

别。过去的研究已证明皮层和海马中的星形胶质细

胞在基因表达上存在显著差异 [40, 47]，因此本研究所

观察到的 BAX 敲除对皮层和海马中星形胶质细胞

的不同影响，有可能反映了 BAX 在不同星形胶质

细胞亚型中作用的差异，但也不能排除皮层与海马

在发育历程、结构和功能方面的差异对此有所贡献。

2019 年 Punal 等对视网膜发育过程中星形胶质

细胞的数量变化及其调控机制进行了深入研究，他

们研究发现虽然星形胶质细胞与神经元相似，也在

出生后早期大量死亡，但并非经由 BAX 依赖性细

胞凋亡通路，而是受到小胶质细胞的调控 [38]。该研

究还显示出生后早期体感皮层中星形胶质细胞的密

度显著下降，但并未探究这一区域是否与视网膜受

到同样机制的调控 [38]。本研究结果显示，在 6 周龄

小鼠中，BAX 敲除并未影响皮层中星形胶质细胞的

密度，说明即便 BAX 参与调控星形胶质细胞的数

量，效应也远不如对神经元的调控显著。除了类似

于视网膜中小胶质细胞介导细胞吞噬的机制之外，

自平衡机制、非 BAX 依赖性的细胞凋亡以及其他

类型的细胞死亡通路 [25] 是否参与调控星形胶质细

胞在发育中的数量变化尚待进一步研究。

Chang 等对 10 日龄小鼠全脑中 GFAP 阳性细胞

进行流式细胞计数，观察到其在 BAX 敲除小鼠显

著低于野生型，但到 1 月龄之后此差异消失 [24]。由

于该研究并未提供 1 月龄的实验结果，在对 10 日

龄小鼠进行计数时也没有区分皮层和海马，因此并

不清楚是否在各个脑区中该差异均消失，不能排除

部分脑区中的差异被其他脑区所掩盖的可能性。

Kim 等研究显示，在 4 月龄小鼠海马的分子层出现

反应性星形胶质细胞增生 (reactive astrogliosis)，GFAP
阳性细胞密度增加，但在 1 月龄小鼠中则未观察到

差异 [51]。GFAP 是一种常用的星形胶质细胞分子标

记，被广泛用于星形胶质细胞的研究。在神经退行

性病变、神经炎症、中风、癫痫等多种神经病变中，

常会出现 GFAP 基因表达水平的变化甚至异常，因

此它也常被用于这些疾病的研究 [52–54]。此外，在创

伤性脑损伤和中风发生后，GFAP 蛋白及其降解产

物会释放到体液中，因此可被用作生物标记辅助这

些疾病的诊断和治疗 [55]。但是，由于 GFAP 的表达

存在细胞状态、类型和区域差异，所标记的细胞形

态也较为复杂，用其进行星形胶质细胞计数的准确

度和代表性存在一定疑问。GFAP 在反应性星形胶

质细胞 (reactive astrocyte) 中的表达水平远高于非反

应性星形胶质细胞，在纤维型星形胶质细胞 (fibrous 
astrocyte) 中高于原浆型星形胶质细胞 (protoplasmic 
astrocyte)，在海马和白质中高于皮层 [40, 56–58]。研究

显示，除了在脑损伤和胶质疤痕形成的状态下，反

应性星形胶质细胞增生中 GFAP 染色的增强主要

来自其表达水平的上升，而非其增殖导致的数量增
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加 [59]。在采用流式细胞法进行计数时，荧光强度的

阈值设定会影响所得结果，因此有可能将 GFAP 表

达水平的变化与细胞数量的变化相混淆，而且制备

单细胞悬液的过程会引入损伤与时间延迟导致的生

理变化。采用 GFAP 免疫染色对脑片中的星形胶质

细胞计数的问题则在于较难准确辨别形态复杂、排

布紧密的单个细胞。另外，反应性星形胶质细胞的

胞体增大、突起增多 [22]，也会使得单细胞辨别更为

困难。本研究所选用的分子标签 SOX9 是核定位的

转录因子，可在脑片中清晰标记单个星形胶质细胞

核，避免了上述由 GFAP 染色带来的不确定性和局

限性，因此能够更为准确地反映正常生理状况下星

形胶质细胞在大脑各区域的原位分布情况。

与带有 GAD67-GFP 的小鼠相比 ( 图 3C)，不带

有 GAD67-GFP 的小鼠 ( 图 2C) 皮层中星形胶质细

胞的密度略低、海马中的星形胶质细胞密度没有显

著差异。两种小鼠皮层中的这种差异有可能是受到

GAD67-GFP 转基因的影响，也有可能是缘于两种

小鼠品系在遗传背景方面的差异。但是，在这两种

小鼠中所观察到的星形胶质密度分布的区域差异保

持一致，并且 BAX 缺失对皮层星形胶质细胞密度

没有产生影响。因此，无论是哪种因素导致了两者

之间的差别，均不影响本研究的主要结论。
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