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研究报告

慢性皮质酮处理对小鼠学习记忆和
突触相关蛋白的影响

孙秀萍１，杨久山２，张楠１，宋铭晶１，秦川１∗

（１． 北京协和医学院比较医学中心 中国医学科学院北京协和医学院实验动物研究所，
卫生部人类疾病比较医学重点实验室，国家中医药管理局人类动物模型三级实验室， 北京　 １０００２１；

２． 山东中医药大学附属医院，济南　 ２５００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立饮入方式，慢性给予皮质酮，观察皮质酮对学习记忆和突触相关蛋白的影响。 方法

ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠随机分为正常组和皮质酮组，每组 １０ 只。 皮质酮组饮用含皮质酮的 ０ ４５％羟丙基⁃β⁃环糊精溶

液，５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）。 正常组动物给予 ０ ４５％羟丙基⁃β⁃环糊精溶液。 造模 ３５ ｄ 后，进行社会识别实验和水迷宫实验。
行为学实验结束后，动物断头取海马，应用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行突触相关蛋白测定。 结果　 社会识别实验显示，正常组

和皮质酮组对刺激鼠笼的嗅闻时间均比空鼠笼长（Ｐ ＜ ０ ０５）。 对照组对刺激鼠 ２ 的嗅闻时间比刺激鼠 １ 长（Ｐ ＜
０ ０５）。 皮质酮组对刺激鼠 ２ 的嗅闻时间与对刺激鼠 １ 的嗅闻时间差异无显著性。 水迷宫实验定位航行结果显

示，皮质酮组学习能力下降，寻台潜伏期延长（Ｐ ＜ ０ ０５）。 空间探索结果显示，皮质酮组穿台次数、进入实台象限的

次数和实台象限路程均明显减少（Ｐ ＜ ０ ０５，Ｐ ＜ ０ ０５，Ｐ ＜ ０ ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，皮质酮组突触后致密物质

（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＰＳＤ⁃９５）、突触素（ｓｙｎａｐｓｉｎ⁃１，Ｓｙｎ⁃１）和磷酸化细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａ⁃
ｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ， ＥＲＫ）表达明显下降（Ｐ ＜ ０ ０１，Ｐ ＜ ０ ０１，Ｐ ＜ ０ ０５）。 结论　 通过饮入方式，慢性给予皮质酮，动物出现

社会记忆和空间学习记忆障碍，可能与海马突触相关蛋白表达下降，突触功能受损有关。
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　 　 研究表明，慢性应激影响人的学习记忆功

能［１］。 长期应激引起下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴（ｈｙｐｏ⁃
ｔｈａｌａｍｕｓ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ，ＨＰＡ）负反馈失调，促使体

内糖皮质激素释放。 糖皮质激素受体在海马高密度

表达［２］。 长期、高水平的糖皮质激素激活海马糖皮

质激素受体，通过一系列神经生化机制，导致海马受

损，出现空间学习记忆障碍。 物理应激方式如束缚、
强迫游泳等被广泛应用于慢性应激致学习记忆障碍

的研究。 但物理应激容易引起动物的适应性，表现

为糖皮质激素在应激初期升高，而中后期趋于降低

的趋势，从而不能恰当反应应激因素对学习记忆的

影响［３］。 啮齿类动物的糖皮质激素称为皮质酮

（ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ， ＣＯＲＴ）。 通过皮下注射、饮入皮质

酮等人为方式，增加动物体内的皮质酮水平，可以模

拟应激引起海马功能和结构受损，用于应激致学习

记忆障碍的研究［４］。 该模型操作简单，并且避免了

物理应激的适应性现象。 近年来，神经突触功能失

调和结构受损成为学习记忆障碍病理基础的研究热

点［５］。 分子生物学的研究揭示学习记忆障碍与突

触相关蛋白表达紊乱有关。 本研究通过饮入方式，
给予小鼠皮质酮，观察皮质酮对小鼠学习记忆行为

及海马突触相关蛋白的影响。

１　 材料和方法

１ １　 动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠，２０ 只，２ 月龄，体重

２２ ～ ２５ ｇ。 由北京华阜康生物科技股份有限公司提

供【ＳＣＸＫ（京）２０１４ － ０００４】。 动物自由进食进水，
室内温度：２３ ～ ２５℃，相对湿度：（５５ ± １０）％ 。 维持

１２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗的昼夜节律。 动物适应环境一

周进行实验。
１ ２　 仪器

动物行为学视频跟踪系统（Ｎｏｌｄｕｓ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ ＸＴ，Ｔｈｅ Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ））
１ ３　 药物

皮质酮（ Ｓｉｇｍａ，２７８４０），羟丙基⁃β⁃环糊精溶液

（山东滨州智源生物科技有限公司）。
１ ４　 实验方法

动物随机分为正常组和皮质酮组，每组 １０ 只，５
只 ／笼。 皮 质 酮 组 参 照 文 献［６］， 将 皮 质 酮 溶 于

０ ４５％羟丙基⁃β⁃环糊精溶液中，每日 ３５ μｇ ／ ｍＬ（相
当于 ５ ｍｇ ／ ｋｇ），避光，动物在造模和行为学检测期

间连续饮用。 正常组动物给予 ０ ４５％ 羟丙基⁃β⁃环
糊精溶液。 造模 ３５ ｄ 后，进行社会识别实验和水迷

宫实验。 行为学实验结束后，每组取 ３ 只动物，断头

取海马，应用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行突触相关蛋白测定。
１ ４ １　 社会识别实验

动物在测试房间适应 １ ｈ 后，进行社会识别实

验。 实验在中国医学科学院医学实验动物所进行

【ＳＹＸＫ（京）２０１４ － ００２９】。 分为适应阶段、社交实

验阶段和社会新奇实验阶段。 根据文献［６］，首先将

动物置于 ５０ ｃｍ × ５０ ｃｍ × ５０ ｃｍ 的方形敞箱中，
自由适应 ５ ｍｉｎ。 社交实验阶段，在敞箱的一个角

落放置一空鼠笼，其对角角落放置一相同鼠笼，鼠笼

内放置一只刺激鼠 １（ｓｔｒａｎｇｅｒ １）。 将实验鼠放入敞

箱，应用 ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ ＸＴ 行为轨迹跟踪系统，记录 １０
ｍｉｎ 内实验鼠接触空鼠笼和刺激鼠笼的时间。 实验

结束，将实验鼠取出。 社会新奇实验：在空鼠笼放入

另外一只新的刺激鼠 ２（ ｓｔｒａｎｇｅｒ ２），重新放入实验

鼠，记录 １０ ｍｉｎ 内实验鼠接触刺激鼠 １ 和刺激鼠 ２
的时间。 鼠笼上有圆孔，实验鼠和刺激鼠可以通过

嗅觉接触。 接触行为表现为主动嗅闻（ｓｎｉｆｆｉｎｇ），定
义为实验鼠的鼻尖距离鼠笼 ２ ｃｍ 以内范围。 实验

结束，将实验鼠取出，归笼。
１ ４ ２　 水迷宫实验

水迷宫实验装置为一个圆形不锈钢水池，直径

４５２
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为 １００ ｃｍ，高 ５０ ｃｍ，将水池等分为 ４ 个象限，平台

象限的中央放置直径为 ９ ｃｍ，高 ２７ ｃｍ 的圆形平

台，整个实验期间其位置保持不变。 水中加入奶粉，
水温 ２５℃。 动物在测试房间适应 １ ｈ 后，进行水迷

宫实验。 根据文献［７］，水迷宫实验过程分为可视平

台实验、定位航行（隐藏平台）实验和空间探索实验

三个阶段。 第 １ 天，进行可视平台实验，平台露出水

面 １ ｃｍ，每只动物从三个象限（平台象限除外），面
壁放入水中，游泳 １ ｍｉｎ。 定位航行实验：第 ２ ～ ５ 天

进行定位航行实验。 平台位于水面以下约 １ ｃｍ。
动物从三个象限（平台象限除外）入水，共游泳 ３
次。 每次 １ ｍｉｎ。 动物找到平台并停留 ５ ｓ，或测试

时间到，实验自动停止。 不论动物是否找到平台，一
次游泳结束，均将动物引导至平台，停留 １０ ｓ。 空间

探索实验：定位航行实验结束 ２４ ｈ 后，撤除平台。
将动物从对角象限（与实台象限相对应的象限）放

入水中，观察 １ ｍｉｎ 内动物在实台象限的停留时间、
穿台次数、游泳路程等。
１ ４ ３　 突触相关蛋白测定

应用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法，每 １０ ｍｇ 组织加 １００ μＬ
预冷的裂解液，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４℃

离心，２０ ｍｉｎ。 取上清液，用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。
ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ），转膜（３００
ｍＡ，２ ｈ）。 ５％小牛血清封闭 １ ｈ。 一抗孵育过夜，
加入 ＨＲＰ 标 记 的 二 抗。 ＧＡＤＰＨ 稀 释 浓 度 为

１∶ １０００。 ＥＣＬ 试剂盒显色。 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行

统计分析。
１ ５　 统计学处理

实验结果以均数 ± 标准误（ｍｅａｎ ± ＳＥＭ）表

示。 采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 统计软件进行分析。 采用单样

本 Ｋ⁃Ｓ 检验进行正态分布检验，正态分布数据采用

独立样本 Ｔ 检。 Ｐ ＜ ０ ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２ １　 皮质酮模型对社会识别实验的影响

如图 １Ａ 所示，社交实验中，正常组和皮质酮组

对刺激鼠笼的嗅闻时间均比空鼠笼长，并具有显著

性差异（Ｐ ＜ ０ ０５）。 如图 １Ｂ 所示，社会新奇实验

中，对照组对刺激鼠 ２ 的嗅闻时间长，与刺激鼠 １ 相

比，差异具有显著性。 皮质酮组对刺激鼠 ２ 的嗅闻

时间与对刺激鼠 １ 的嗅闻时间差异无显著性。

注：与正常组比较，∗Ｐ ＜ ０ ０５。 ａ． 正常组；ｂ． 模型组。

　 　 图 １　 皮质酮模型对社会识别实验的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０ ０５。 ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ． ＣＯＲＴ ｇｒｏｕｐ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｏｎ ｓｏｃｉａｌ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

２ ２　 皮质酮模型对水迷宫实验的影响

定位航行实验结果（图 ２Ａ）显示，随着训练时

间的延长，正常组和皮质酮组寻台潜伏期均逐渐缩

短，正常组缩短更明显，至第 ４ 天时，皮质酮组学习

能力进一步下降，寻台潜伏期延长，与对照组相比，
差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５）。 空间探索实验结果（图
２Ｂ、Ｃ、Ｄ）所示，皮质酮组穿台次数明显下降，与正常

组比较，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５）。 同时，进入实

台象限的次数和在实台象限的路程均明显减少，与
正常组比较，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５，Ｐ ＜ ０ ０５）。

２ ３　 皮质酮模型对突触素及 ＰＳＤ９５ 蛋白表达影响

如图 ３ 所示，皮质酮组 ＰＳＤ９５、Ｓｙｎ⁃１ 蛋白和 ｐ⁃
ＥＲＫ 表达明显下降，与正常组比较，差异具有显著

性（Ｐ ＜ ０ ０１，Ｐ ＜ ０ ０１，Ｐ ＜ ０ ０５）。

３　 讨论

慢性给予动物皮质酮，既模拟物理应激引起的

ＨＰＡ 轴负反馈失调等病理过程，又避免了物理应激

引起的适应性现象，是近年来研究应激所致神经精

神障碍的常用模型。 本研究将皮质酮溶于羟丙基⁃

５５２
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注：与正常组比较，∗Ｐ ＜ ０ ０５。 ａ． 正常组；ｂ． 模型组。

　 　 图 ２　 皮质酮模型对水迷宫实验的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０ ０５。 ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ． ＣＯＲＴ ｇｒｏｕｐ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

注：与正常组比较，∗Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１。 ａ． 正常组；ｂ． 模型组。

　 　 图 ３　 皮质酮模型对突触相关蛋白表达的影响（ｍｅａｎ ± ＳＥＭ，∗ Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０ ０１，与正常组比较）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０ ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０ ０１． ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ． ＣＯＲＴ ｇｒｏｕｐ．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． （ｍｅａｎ ± ＳＥＭ， ∗ Ｐ ＜ ０ ０５， ∗∗ Ｐ ＜ ０ ０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）

β⁃环糊精溶液，增加皮质酮的溶解度。 通过饮入方

式造模，与皮下注射方式比较，操作简单，同时避免

了皮下注射导致局部皮肤溃烂等现象。 与皮下注射

可精确控制每只动物皮质酮用量不同，本研究基于

动物饮水状况正常，皮质酮应用剂量为每日 ３５ μｇ ／

ｍＬ，折合动物的摄入量约为每日 ５ ｍｇ ／ ｋｇ。
社会识别实验分为适应、社交实验（ ｓｏｃｉａｂｉｌｉｔｙ

ｔｅｓｔ）和社会新奇实验（ｓｏｃｉａｌ ｎｏｖｅｌｔｙ ｔｅｓｔ）三个阶段，
主要用于动物社会记忆（ｓｏｃｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ）的检测［８］。
该实验基于动物的社交能力，因此，动物适应实验环

６５２
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境后，进行社交实验。 正常动物可以区分空笼和刺

激鼠笼（社会刺激，ｓｔｒａｎｇｅｒ １），对刺激鼠笼探索更

多。 本研究结果表明，正常组和皮质酮组均可以区

分空笼和刺激鼠笼，表现为对刺激鼠笼嗅闻时间更

长，提示皮质酮并未损伤小鼠的社交能力。 社会新

奇实验阶段，将另外一只动物（ｓｔｒａｎｇｅｒ ２）放入空鼠

笼。 正常动物可以区分 ｓｔｒａｎｇｅｒ １ 和 ｓｔｒａｎｇｅｒ ２，而对

新的刺激鼠（ｓｔｒａｎｇｅｒ ２）探索更多，提示动物具有完

善的社会记忆功能。 皮质酮是否损害动物的社会记

忆功能，目前尚未见报道。 本研究表明，正常组动物

对 ｓｔｒａｎｇｅｒ ２ 嗅闻时间更长，表现出完善的社会记忆

功能，而皮质酮组对 ｓｔｒａｎｇｅｒ １ 和 ｓｔｒａｎｇｅｒ ２ 的嗅闻

时间没有明显差异，提示皮质酮可能损伤了动物的

社会记忆功能。 水迷宫实验主要用于考察动物海马

依赖的空间学习记忆能力［９］。 本研究可视平台实

验显示，正常组和皮质酮组寻台潜伏期和到达平台

的路程无显著性差异（数据未公示），提示两组动物

寻找平台动机相同。 定位航行阶段，皮质酮组寻台

潜伏期比正常组长，并在第四天时出现显著性差异，
提示皮质酮损伤了动物的学习能力。 空间探索实验

结果显示，皮质酮组穿台次数明显降低，在实台象限

的路程和进入实台象限的次数少于正常组，提示皮

质酮损伤了动物的空间学习记忆能力，与文献报道

结果一致［４］。
突触是脑内神经信息传递的关键结构，与学习

记忆等过程紧密相关［１０］。 在应激条件下，皮质酮水

平升高，可导致海马神经元突触形态结构发生变化，
突触密度减少，树突棘和树突分支减少，从而导致学

习记忆障碍［１１］。 突触前和突触后的特异性蛋白如

突触素、突触后致密物质（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＰＳＤ⁃
９５）等的表达水平可反应突触的状态，已成为研究

海马突触可塑性的标志性蛋白［１２］。 本研究表明，皮
质酮组突触素和 ＰＳＤ⁃９５ 表达显著降低，提示在皮质

酮的作用下，海马突触功能下降，可能是其学习记忆

功能障碍的病理基础之一。 细胞外信号调节激酶

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ， ＥＲＫ） 是丝裂

素活化蛋白激酶家族的重要成员，调节海马突触可

塑性，与学习记忆过程密切相关。 本研究表明，皮质

酮组磷酸化 ＥＲＫ 水平显著降低，提示皮质酮所致学

习记忆障碍可能与 ＥＲＫ 信号转导通路活化受到抑

制，海马突触受损有关。
通过饮入方式，慢性给予皮质酮，动物表现为社

会记忆和空间学习记忆障碍，其病理基础可能与

ＥＲＫ 信号转导通路活化受到抑制，突触素和 ＰＳＤ⁃９５
表达水平降低，海马突触结构和功能受损有关。
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