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摘 　要 　突触特异性蛋白质在应激所致行为效应的中枢机制中的可能角色日益受到关注。神经颗粒素 (Neurogra2
nin, NG)是一种新发现的突触特异性蛋白质 ,主要分布在前额叶、杏仁核和海马区域 ,参与突触结构和功能可塑性

机制 ,可能涉及到应激所致行为效应中枢机制。但是 ,关于 NG、应激和行为之间的关系国内外尚缺乏系统的研究

报道。本研究主要是探讨急性生理应激对大鼠行为和 NG的作用 ,以及 NG的变化与应激性行为效应之间的相互

关系。以急性强迫性冷水游泳应激 ,建立生理应激动物模型。将 40只雄性 SD大鼠随机分为游泳应激组 1 ( SS1,接

受游泳应激和行为测试 )、游泳应激组 2 ( SS2,接受游泳应激而不接受行为测试 )、正常对照组 1 (C1,接受行为测

试 )和正常对照组 (C2,不给予任何处理 ) ( n = 10)。以旷场行为和高架十字迷宫任务来评定大鼠应激后的行为变

化 ,W estern blotting方法测定海马和前脑皮层中的 NG含量和磷酸化水平。结果表明 :应激后 SS1组的呆滞行为增

加 ,与 C1组比较 ,差异有显著性 , p < 0. 01; SS1组海马的 NG含量和 NG磷酸化水平增高 ,与 C1和 C2组相比 ,差异

有显著性 ,均为 p < 0. 05; SS1组皮层的 NG含量增高 ,与 C1和 C2组相比 ,差异有显著性 ,均为 p < 0. 01; SS1组皮层

的 NG磷酸化水平增高 ,与 C1组相比 ,差异具有显著性 , p < 0. 01;前脑皮层的 NG磷酸化水平与呆滞行为之间的相

关达显著水平。提示该应激源能诱发动物明显的恐惧反应 ,呆滞行为是反映急性生理应激导致行为障碍的敏感的

行为学指标 ,海马和前脑皮层均是对急性生理应激反应敏感的脑区。NG的磷酸化水平可能是反映急性生理应激

所致行为障碍的一项新的生物学指标。
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1　前言

　　对应激所致行为效应的脑机制研究成为目前生

物心理学研究的热点领域 ,以期为临床上的应激相

关性疾病 (如创伤后应激障碍 ,广泛性焦虑障碍和

抑郁症 )等的治疗途径提供新的线索。目前研究表

明 ,中枢神经系统的变化是应激反应 ,尤其是应激所

致行为效应的关键所在。但是对于应激反应的中枢

机制仍知之甚少。

　　国内外许多学者认为突触结构和功能可塑性的

改变就是应激在中枢神经系统留下的生物学“痕

迹 ”,它会引起脑功能和行为活动的改变。由于突

触特异性蛋白质对维持突触结构 ,包括突触的生长、

发育和代偿性变化具有十分重要的作用。蛋白质的

磷酸化反应则是细胞外的信息传入细胞的跨膜信息

传递机理中的重要部分 ,蛋白质磷酸化水平的变化

可通过调节神经递质受体的活性 ,来引起突触传递

效能的改变 [ 1, 2 ]。因此可以假设 ,应激导致某些突

触特异性蛋白质的数量和磷酸化水平发生的变化 ,

可能通过影响突触结构和功能可塑性机制 ,参与应

激所致行为效应的中枢机制。近年来 ,关于这一假

设获得了不少研究证据的支持 ,即某些表达于中枢

神经元的特异性蛋白质如热休克蛋白 70 ( Heat

Shock p rotein - 70, HSP - 70)、脑源性神经营养因子

( brain derived neurotrophic factor, BDNF)、膜生长相

关蛋白 ( the p resynap tic 43 - kDa growth - associated

p rotein, GAP - 43)等与应激和某些精神障碍发生密

切相关 [ 3, 4 ]。使得研究者们开始关注突触特异性蛋

白质在应激反应的中枢机制中的可能角色。

　　神经颗粒素 (Neurogranin, NG)是一种神经元特
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异性、Ca
2 +敏感性的 CaM结合蛋白 ,是突触后蛋白

激酶 C ( Protein kinase C, PKC)的底物。自 NG发现

以来 ,它的生物学作用一直受到研究者们的关注。

相关研究表明 ,由于 PKC是催化底物蛋白磷酸化的

重要激酶 ,能通过介导突触强度的改变来调节神经

功能。所以 , NG作为 PKC的底物 ,并含有与 CaM

结合和 G0蛋白活化的共同序列 ,其在大脑中可能是

将突触后 Ca
2 +

/CaM 信号途径和 PKC介导的第二

信使系统连接起来 ,调节 PKC介导的信号传递途径

而发挥功能 [ 5 ]。突触后 NG含量的减少会导致

Ca2 + /鈣调蛋白信号途径和突触可塑性的区域特异

性损害 [ 7 ]。此外 , NG作为中枢 N - 甲基 - D - 天冬

氨酸受体 (N - methyl - D - aspartate recep tor, NR)依

赖性 LTP途径的下游分子 , NG磷酸化水平的增高

可促进突触后膜上的 NR增敏 ,增强突触间的信号

传导 [ 6, 8 ]。近年来 ,关于 NG与行为和健康关系的研

究也发现 , NG能影响突触发育和重塑过程 , NG的

缺乏可以导致大鼠空间学习能力的缺陷 ,在老龄化

和某些中枢神经系统退行性疾病的发生过程中也伴

有 NG的缺失 [ 7, 9～12 ]。这些研究结果提示 NG在突

触的可塑性机制中扮演重要的角色 ,可能涉及行为

和健康的中枢机制。此外 , NG主要分布于前额叶

皮质、海马和杏仁核区域锥形神经元的胞体和树突

棘 ,而这些脑区是涉及应激、情绪和行为的重要脑结

构。那么 , NG是否在应激所致行为改变的脑机制

中起作用 ? 或者是应激本身能否引起大脑中 NG分

布和磷酸化水平的变化等问题值得探索。目前 ,关

于 NG、应激和行为之间的关系国内外尚缺乏系统

的研究报道。

　　本实验室以往采用经典的慢性强迫性冷水游泳

应激模型 ,同时建立行为学观察指标 ,考察慢性生理

应激源对大鼠行为和脑 NG的影响 ,以及 NG的变

化与异常行为之间的关系。结果发现 ,慢性强迫性

冷水游泳应激导致大鼠明显的行为异常 ,海马和前

额叶皮层的 NG含量显著下降 , NG的磷酸化水平检

测不出。并且 NG的变化与异常行为之间相关显

著 [ 15, 16 ]。采用慢性不确定性空瓶应激模型 ,也获得

了较为一致的实验结果 [ 17 ]。提示慢性应激后 , NG

含量的下降可能导致上述脑区突触可塑性机制的损

害 ,从而出现相应的行为障碍。NG有可能涉及慢

性生理和情绪应激所致行为障碍的中枢机制。为

此 ,本研究拟进一步建立急性生理应激动物模型 ,应

激范式仍选用强迫性冷水游泳 ,来系统的考察 NG

与不同性质、不同时程应激源所致行为效应之间的

关系。并尝试将 NG的含量和磷酸化水平的变化作

为反映急、慢性应激源所致行为效应涉及不同的中

枢机制一项新的生物学指标。

2　材料与方法

2. 1　实验动物及分组

　　实验选用雄性 Sp rague - Dawley大鼠 40只 ,购

自维通利华实验动物中心 ,体重 250g以上 ,单笼喂

养。在实验室中经过适应期 7 天 ,光 /暗周期为

12h /12h (光照时间 08: 00～20: 00h) ,室内温度为

(22 ±0. 5) ℃,湿度为 50%左右。适应期内所有动

物自由摄食和饮水 ,每天接受 3m in抚摸。

　　大鼠随机分为四组 :游泳应激组 1 ( Swimm ing

Stress group 1, SS1)、游泳应激组 2 ( Swimm ing Stress

group 2, SS2)、正常对照组 1 (Control group 1, C1)

和正常对照组 2 ( Control group 2, C2 ) ,每组为 10

只。SS1接受游泳应激和两次行为测试 , SS2接受游

泳应激而不接受行为测试 , C1接受两次行为测试 ,

C2不给予任何处理 ,在笼中饲养。 SS2组和 C2组

的设置是为了控制行为测试所产生的影响。

2. 2　应激程序

　　适应期结束后 , SS1和 SS2于次日上午 8点被

置于水温 10℃,水深为 20cm的水池中强迫游泳 ,持

续 5m in。应激一次。

2. 3　仪器和试剂

　　第一抗体抗 NG总蛋白多克隆抗体、β - Actin

单克隆抗体、第二抗体辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔 IgG抗体、山羊抗鼠 IgG抗体、BCA (B icincho2
ninic acid)蛋白检测试剂盒、buffer (全细胞裂解液 )、

硝酸纤维素膜 (N itrocellulose filter, NC)均为 Sigma

公司产品 ,增强型化学发光系统 ( Electrochem ilum i2
nescence, ECL)试剂盒购自美国 Pierce公司。Gel.

Doc凝胶成像半定量分析系统购自 B io - Rad公司。

2. 4　行为测试

　　采用旷场测试和高架十字迷宫任务程序 , SS1

组和 C1组动物在适应期末和应激期末共进行两次

行为测试。

2. 4. 1 　旷场测试 　将动物置于高 50cm、直径

180cm、周边和底面均为黑色的圆形旷场中 ,光照度

为 60 lux,室内隔音。观察者在行为实验室内用摄像

系统记录动物在旷场内 5m in的行为表现 ,包括水平

活动距离、直立、修饰、探究、呆滞和排便量。其中水

平活动距离和探究通过行为跟踪分析系统获得数

据 ,直立、呆滞、修饰行为是根据行为摄像仪统计发
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生的次数。每只动物的排便量是以旷场试验结束后

排便的颗粒数来表示。

2. 4. 2　高架十字迷宫任务 　装置高 50cm,开放吊

臂为 110cm ×10cm ×10cm (长 ×高 ×宽 ) ,闭合吊臂

为 110cm ×50cm ×10cm (长 ×高 ×宽 )。测试于每

天 10: 00～14: 00h进行。在测试开始时 ,大鼠被放

至迷宫的中间平台上 ,面对迷宫的同一个开放吊臂。

测试时间为 5m in,记录 4个行为指标。 ( 1)进入迷

宫开放吊臂总次数 , (2 )在迷宫开放吊臂中停留时

间 (3)进入迷宫闭合吊臂总次数 (4)在迷宫闭合吊

臂中停留时间。

2. 5　海马和前脑皮层 NG含量和磷酸化水平的测

定 　应激实验结束后次日 ,对 SS1组和 C1组大鼠

进行行为测试后 ,立即快速断头处死所有大鼠 ,剥离

海马和相同体积的前脑皮层组织 ,前脑皮层组织是

根据大鼠脑图谱确定的正中线靠近前外侧的前额叶

皮层组织 (如图 1所示 M1和 M2区域 )。并将组织

迅速用液氮冷却。

2. 5. 1　海马、前脑皮层组织细胞总蛋白质的制备 　

将每只大鼠的海马和前脑皮层组织分别加入 250ul

预冷的蛋白质提取缓冲液 ( 50mM Tris - Cl pH 7. 5,

150nM NaCl, 2mM EDTA, 2mM EGTA , 50nM OKA,

1%蛋白酶抑制剂混合物 ) 匀浆 ,冰上超声裂解

5m in, 4℃离心 30m in,去除细胞碎片 ,吸取上清液。

每一样品组织取 2ul上清液加入 1m l BCA 液摇匀

(1: 500) ,在 37℃水浴箱中温育 30m in使蛋白质变

性 ,通过紫外分光光度计测定每一样品组织的总蛋

白浓度 ,海马组织总蛋白的浓度范围在 15. 75 ～

19185ug/ul, 前额叶组织总蛋白的浓度范围在 17. 4

～20. 55ug/ul。之后 ,将每只大鼠的海马和前脑皮

层组织均制备成总蛋白浓度为 3μg/μl,体积为

150ul的样品用于电泳分离。具体方法是 :根据紫

外分光光度计测出的每一样品组织各自的总蛋白浓

度 ,以 [样品上清液 +电泳缓冲液 ( Running buff2
er) ]:蛋白上样缓冲液 (Loading buffer) = 4∶1的体积

比例 ,计算出要将每一样品组织制备成体积为

150ul,总蛋白质含量为 450ug的电泳样品 ,需分别

加入的每一样品原液、Running buffer和 Loading

buffer的体积。其中 , Loading buffer体积为 : 150 ul

×1 /5 = 30ul;样品原液体积为 : 450ug/样品总蛋白

浓度 , Running buffer的体积为 : 120 ul - 样品原液体

积。将每一样品组织的总蛋白浓度配齐为 3μg/μl,

目的是确保每一电泳样品进行电泳的总蛋白含量

一致。

图 1　大鼠脑组织图谱 ( Paxinos, 1986)

2. 5. 2　蛋白质印迹分析 (W estern blotting) 　采用

W estern blotting技术测定大鼠海马区域 NG蛋白含

量和磷酸化水平 [ 15～18 ]。30μg蛋白质 (每一样品

10ul)在 15%的聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离 ,电转
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移至 NC膜 , NC膜以封闭液 (10%脱脂奶粉 , 1%牛

血清白蛋白 ,溶于 TTBS)室温封闭 1h,用 TTBS洗

膜 , 10m in ×3次。在抗 NG、β - Actin和 Phospho NG

的一抗溶液 (抗体用 TTBS缓冲液 1∶1000稀释 )中

室温孵育 3小时 ,再用 TTBS洗膜 , 10m in ×3次。在

HRP标记的 TTBS液稀释羊抗兔 (NG, Phospho NG)

和羊抗小鼠 (β - Actin)的二抗溶液 (抗体用 TTBS

缓冲液 1∶4000稀释 )孵育 ,室温振荡 1h,同样洗膜 3

次。加入 ECL荧光标记 ,以胶片曝光显迹。之后 ,

通过 Gel. Doc凝胶成像半定量分析系统对同一张

NC膜上胶片上的 NG蛋白、磷酸化 NG和β - Actin

蛋白条带进行定量。四组大鼠的 NG含量和 NG磷

酸化水平的指标是以同一张 NC膜上的 NG含量、磷

酸化 NG与β - Actin含量的比值来表示 [ 19～22 ] , NG

和磷酸化 NG的蛋白质条带密度单位为光密度单位

(Op tical Density unit, ODu)。

2. 6　统计方法

　　SS1组和 C1组行为指标的比较采用独立样本 t

检验。四组大鼠海马、前脑皮层 NG含量和 NG磷

酸化水平的总体和两两比较采用单因素方差分析

(One - way ANOVA )和事后检验 ( Post - hoc test,

LSD )。旷场行为指标与脑 NG水平之间的相关分

析采用 Pearson积差相关和 Spearman等级相关。

3　实验结果

3. 1　旷场行为

　　应激前 ,两组动物在旷场行为测试中的各项指

标均无显著差异 ( p > 0. 05)。

　　应激后 ,与 C1相比 , SS1动物在旷场测试中的

呆滞行为发生次数与时间均显著增加 (均为 p <

0101) ,而在其余行为指标上无统计学显著差异。

结果见表 1。

3. 2　高架十字迷宫任务

　　应激前后 ,四组大鼠在开臂探索次数、开臂停留

时间、闭臂探索次数和闭臂停留时间四项指标的总

体比较差异均无显著性 ( p > 0. 05)。结果见表 2、

表 3。

表 1　应激后 , SS1组与 C1组大鼠旷场行为比较的差异 (M ±SD )

组别 水平活动 ( cm) 直立 (次数 ) 修饰 (次数 ) 排便量 (颗粒数 ) 呆滞行为 (次数 ) 呆滞时间 ( s)

SS1组 1952. 30 ±1463. 47 8. 40 ±7. 69 1. 10 ±1. 10 3. 60 ±2. 91 1. 00 ±1. 05 70. 30 ±80. 26

C1组 1287. 00 ±732. 36 8. 70 ±7. 80 1. 60 ±1. 27 2. 40 ±2. 37 0. 00 ±0. 00 0. 00 ±0. 00

t 1. 65 0. 01 0. 89 1. 02 9. 00 7. 67

p 0. 22 0. 93 0. 36 0. 33 0. 01 0. 01

表 2　应激前 SS1与 C1组大鼠十字迷宫任务中的行为比较差异 (M ±SD )

组别 鼠数 开臂时间 ( s) 开臂次数 闭臂时间 ( s) 闭臂次数

SS1组 10 182. 50 ±86. 68 5. 60 ±3. 37 117. 50 ±86. 68 4. 50 ±2. 17

C1组 10 227. 90 ±39. 11 7. 60 ±2. 88 72. 10 ±39. 11 4. 60 ±2. 63

t 2. 28 2. 04 2. 28 0. 01

p 0. 15 0. 17 0. 15 0. 93

表 3　应激后 SS1与 C1组大鼠十字迷宫任务中的行为比较差异 (M ±SD )

组别 鼠数 开臂时间 ( s) 开臂次数 闭臂时间 ( s) 闭臂次数

SS1组 10 194. 80 ±97. 60 4. 70 ±2. 31 105. 20 ±97. 60 3. 10 ±1. 73

C1组 10 191. 90 ±85. 79 5. 20 ±2. 94 108. 10 ±85. 79 3. 50 ±1. 90

t 0. 01 0. 18 0. 01 0. 24

p 0. 95 0. 68 0. 95 0. 63

3. 3　应激后各组动物海马、前脑皮层 NG蛋白含量

和磷酸化水平

　　通过 W estern - blotting分析发现 , SS1组、SS2

组海马和前脑皮层区域的 NG、磷酸化 NG的蛋白质

条带密度表达高于正常对照组 ,而β - Actin蛋白质

条带在四组大鼠中表达均一。

　　方差分析结果显示 :在海马和前脑皮层区域 ,四

组大鼠 NG含量和磷酸化水平总体比较差异显著

(分别为 F ( 3, 36 ) = 3. 91, p < 0. 05; F ( 3, 36 ) =

2189, p≤0. 05; F (3, 36) = 6. 87, p≤0. 01; F (3, 36)
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= 3. 34, p < 0. 05)。两两比较发现 ,在海马区域 ,

SS1组的 NG含量和磷酸化水平均显著高于 SS2组

(分别为 p < 0. 01; p < 0. 01)、C1 (分别为 p < 0. 05; p

< 0. 05)和 C2组 (分别为 p < 0. 05; p < 0. 05)。在皮

层区域 , SS1的 NG含量也显著高于其余三组 (分别

为 p < 0. 01; p < 0. 01; p < 0. 01) ;而 SS1组的 NG磷

酸化水平显著高于 C1组 ( p < 0. 01) ;与 C1和 C2组

相比 , SS1组和 SS2组的磷酸化水平均有增高的趋

势。结果见表 4。

表 4　四组大鼠海马、前脑皮层 NG含量和磷酸化水平的差异比较 (ODu,M ±SD )

组别
脑区 NG含量 脑区 NG磷酸化水平

海马 前脑皮层 海马 前脑皮层

SS1组 2. 44 ±1. 563Δ 2. 55 ±1. 023 3ΔΔ 0. 64 ±0. 323Δ 0. 70 ±0. 283 3

SS2组 1. 08 ±0. 47 1. 60 ±0. 35 0. 40 ±0. 01 0. 58 ±0. 20

C1组 1. 67 ±0. 44 1. 72 ±0. 47 0. 47 ±0. 12 0. 41 ±0. 14

C2组 1. 48 ±0. 70 1. 37 ±0. 36 0. 46 ±0. 17 0. 57 ±0. 11

F 3. 91 6. 87 2. 89 3. 34

p 0. 02 0. 01 0. 05 0. 03

　注 : 3 表示与 C1组相比 , p < 0. 05; 3 3 表示与 C1组相比 , p < 0. 01; Δ表示与 C2组相比 , p < 0. 05; ΔΔ表示与 C2组相比 , p < 0. 01

3. 4　旷场行为与脑 NG含量变化的相关分析

　　相关分析结果显示 :旷场测试中的水平活动与

直立行为之间呈显著正相关 ,呆滞行为与水平活动、

直立行为呈显著负相关 ,修饰行为与其余旷场行为

指标之间相关无显著性 ;前脑皮层的 NG磷酸化水

平与呆滞行为呈显著正相关 ,海马 NG含量、NG磷

酸化水平与各项旷场行为指标之间的相关均未达到

统计学上的显著意义。结果见表 5。

表 5　各旷场行为指标之间及旷场行为指标与 NG含量和磷酸化水平之间的相关系数矩阵

变量 直立 水平活动 呆滞次数 呆滞时间 修饰 排便量
海马

NG含量

皮层

NG含量

海马 NG磷

酸化水平

水平活动 0. 823 3

呆滞次数 - 0. 453 - 0. 33

呆滞时间 - 0. 493 - 0. 453 0. 683 3

修饰 - 0. 18 - 0. 35 0. 14 0. 13

排便量 - 0. 27 - 0. 27 0. 27 0. 37 - 0. 16

海马 NG含量 - 0. 11 - 0. 06 0. 29 0. 36 - 0. 04 0. 08

皮层 NG含量 0. 07 0. 33 0. 33 0. 07 - 0. 14 - 0. 29 - 0. 28

海马 NG磷酸化水平 - 0. 16 - 0. 12 0. 38 0. 16 0. 43 0. 06 0. 633 3 - 0. 08

皮层 NG磷酸化水平 0. 11 0. 32 0. 503 0. 17 - 0. 27 - 0. 35 0. 01 0. 793 3 0. 13

　注 : 3 3 p < 0. 01　3 p < 0. 05

4　讨论

　　本研究发现 , SS1组大鼠在旷场中出现明显的

呆滞行为 ,表明急性冷水游泳应激引起了大鼠明显

的焦虑和恐惧反应。这与 Pijlman等的研究结果一

致 [ 18, 23 ] ,他们发现急性足电击能导致大鼠在旷场中

的活动量显著下降 ,以及木僵 ( immobility)现象。而

SS1组与 C1组大鼠在高架十字迷宫任务中的四项

行为指标未表现出显著差异。提示在测量急性应激

源所导致的大鼠行为障碍表现方面 ,旷场测试比高

架十字迷宫任务敏感。

　　由于 NG主要分布在海马和前脑皮层锥形神经

元的树突棘和胞体。NG的磷酸化增加有助于 LTP

的生理表达 ,可增强突触传递的效能 [ 5, 8, 24 ]。提示应

激后 ,脑区 NG含量的变化可作为反映神经元数量

和棘突发生形态学改变的指标 , NG的磷酸化水平

的改变可作为反映中枢神经元功能变化的指标。本

研究发现 ,与正常对照组相比 , SS1组的海马、前脑

皮层 NG含量和磷酸化水平显著增高。提示在急性

应激的作用下 , SS1组可能出现了中枢神经元功能

的一过性激活 ,以及神经元结构上的代偿性变化 ,如

树突棘数量的增加。这与国内外的相关研究结果一
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致。如 Shen等的研究 [ 25 ]发现急性游泳应激引起脑

内广泛区域包括海马、前脑皮质、杏仁核和纹状体等

的丝裂原活化蛋白激酶系统 (m itogen - activated

p rotein kinases,MAPKs)的活性增强和磷酸化水平增

高。Uysal和 Dwivedi等的研究 [ 26, 27 ]也表明 ,急性足

电击可引起大鼠海马和前脑皮层的超氧化歧化酶

( superoxide dismutase, SOD )、过氧化谷胱甘肽化物

酶 ( glutathione peroxidase , GP)和脑内重要信号传导

途径 -磷脂酰肌醇途径中的关键酶磷脂酶 C (phos2
pholipase C, PLC)的活性增强。表明短期的、适度应

激能促进机体的生理功能 ,有利于机体对外界刺激

做出快速反应。本研究还发现 ,与 C2组相比 , SS2

组和 C1组的脑 NG含量和磷酸化水平均无明显变

化。结合本实验室以往的研究以及预实验结果 , 15

分钟的行为测试不能引起大鼠脑内 NG含量的显著

变化 [ 15 ]
,而急性力竭游泳却可引起 NG含量的显著

增高 (数据未列出 )。提示对大鼠而言 ,行为测试虽

然也是一种急性应激源 ,但它的强度微弱 ,只有与游

泳应激产生协同效应的情况下 ,才能导致海马和前

脑皮层 NG含量和 NG磷酸化水平的增高。由于游

泳应激的强度要明显大于行为测试应激 ,所以 ,游泳

应激是导致 NG含量变化的主要应激源。脑内 NG

的变化与应激的强度密切相关。SS2组接受单一的

冷水游泳应激 ,未能观察到该组大鼠海马和前脑皮

层的 NG含量和磷酸化水平的显著改变。可能的原

因是 : 5分钟的游泳应激尽管没有引起大鼠中枢神

经元功能和结构上可观察到的明显变化 ,但却使得

中枢神经元的功能和结构对外界刺激反应的易感性

显著增加。

　　Pijlman等提出 [ 18, 23 ] ,急性足电击后动物出现的

木僵和活动量减少等焦虑行为 ,可能是中枢多巴胺

( dopam ine, DA)的分泌增加所致 ,因为应激诱导的

中央前额叶 DA分泌具有焦虑源性作用。提示应激

后中枢神经系统变化的可能是行为障碍差异发生的

基础。本研究结果显示 ,在急性游泳应激过程中 ,前

脑皮层的 NG磷酸化水平与呆滞行为之间呈显著正

相关。提示前脑皮层的 NG磷酸化水平可能是预测

急性生理应激所致焦虑行为的一项较为敏感的生物

学指标 ,它可能涉及到急性生理应激所致行为改变

的中枢机制。可能的原因是 :急性应激过程中 , NG

磷酸化水平的增高促进 NR依赖性 LTP的表达 ,使

得突触传递效能增强 ,一方面有助于情绪性记忆的

形成和巩固 ,另一方面使动物行为存在持续维持的

中枢机制。动物表现出活动增多 ,兴奋焦虑。这一

假设尚需进一步研究证实。

　　综合本实验室以往的研究结果 ,慢性冷水游泳

应激和慢性情绪应激导致海马和前脑皮层的 NG含

量显著下降 , NG的磷酸化水平检测不出 [ 15～17 ] ,急

性情绪应激则引起上述脑区 NG含量和磷酸化水平

增高 [ 28 ]。本研究中 ,急性游泳应激亦引起 NG含量

和磷酸化水平的增高。并且在急慢性生理应激和情

绪应激模型中 , NG的变化与异常行为之间的两两

相关均达显著水平 [ 15～17, 28 ]。提示脑内 NG的变化

与应激源的强度和时程密切相关 ,而无明显的应激

源特异性。NG的含量和磷酸化水平的不同变化趋

势可作为反映急慢性应激所致行为障碍可能涉及不

同的中枢机制的一项指标。由此 ,本研究假设 ,不同

性质的应激源引起的行为障碍表现存在差异 ,其涉

及的中枢机制可能存在共同和特异性成分。在应激

时程相同的条件下 ,情绪应激和生理应激导致的行

为障碍表现虽然存在差异 ,但是海马和前脑皮层的

NG含量和磷酸化水平却存在共同的变化趋势。提

示脑内 NG水平的变化可能是涉及到应激所致行为

障碍的共同中枢机制的一部分。这一假设还有待进

一步研究证实 ,但获得了不少研究证据的间接支持。

如 Pizarro等的研究 [ 29 ]表明 ,急性社会应激能导致

大鼠出现长时程的行为障碍 ,包括过度的恐惧反应 ,

争夺领地行为的抑制 ,而急性限制应激则没有导致

大鼠类似的行为反应。但是这两种不同性质的急性

应激均引起大鼠海马 CA1 - CA3区域、杏仁核和前

脑皮层的 BDNFmRNA的表达显著减少。并且他们

认为 ,这些脑区的 BDNFmRNA表达减少可能是涉

及应激后大脑的突触可塑性改变和行为障碍发生的

共同中枢机制。此外 , Roman等的研究 [ 30 ]也提出 ,

神经内分泌反应的增强是急性抚摸应激和急性新异

环境应激诱发大鼠行为改变的共同机制。

　　本研究的局限性有以下两点 :一是由于本研究

只考察了海马和前额叶脑区 NG含量的变化 ,而没

有涉及其他的脑区如杏仁核区域。虽然得到了有意

义的结果 ,但未能确定急性冷水游泳应激引起海马

和前额叶 NG含量的增加是否具有特异性 ,而对其

他脑区的 NG含量无影响。为此 ,在预实验中已初

步采用免疫组化的方法 ,对急性游泳应激后大鼠的

杏仁核区域 NG表达阳性的细胞数进行计数分析 ,

发现应激组与对照组相比无显著差异 (数据未列

出 ) ,但需在该实验技术和方法上进一步加强。二

是没有设置急性冷水应激的不同强度 ,来考察应激

强度与 NG含量变化之间的剂效关系。拟在后续实
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验中加以补充和完善。
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The Effects of An Acute Physiolog ica l Stressor on Behav iors,

Prote in L evels and Phosphoryla tion of Neurogran in in Ra ts
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1
, L in W enjuan

1
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2

(1
B rain - B ehavior R esearch Center, Institute of Psychology, Chinese Academ y of Sciences, B eijing, 100101, China)

(2
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Abstract

The possible role of brain - specific p rotein in mediating stress - induced behavioral disorder has gained more and

more attention. Neurogranin is a brain - specific p rotein newly found, which is Ca
2 +

sensitive / calmodulin - binding p rotein

kinase C substrate, and is involved in the p rocess of signaling conduction and long - term potentiation. It is mainly

distributed in the frontal cortex, hippocampus and amygdala of rodents that are considered essential components of neural

circuitry mediating stress responses. NG knockout animals exhibited deficits in learning and memory. These results

imp lied that NG m ight be a mediator between stress and behavior. Studies concerning the relations between neurogranin,

stress and behavior can p rovide further information about the mechanism s underlying the effects of stress on behavior.

　　The aim of the p resent study was to investigate the effects of acute physiological stress on behavior and p rotein levels

of neurogranin in brain, and the correlation between p rotein levels of neurogranin and stress - induced behavioral changes.

Forty rats were random ly divided into swimm ing stressed group 1 ( SS1) , swimm ing stressed group 2 ( SS2) , handled -

control 1 ( C1 ) and handled - control 2 ( C2 ) , with ten in each. The forced cold - water swimm ing was used as a

physiological stressor. Behavioral changes in rats after stress were observed by open - field test and elevated p lus maze

task, and p rotein levels and phosphorylation of neurogranin of hippocampus and forebrain were determ ined by W estern

blotting.

　　The results showed that freezing in open - field test in SS1 was more increased than that in C1 group ( p < 0. 01).

Protein levels and phosphorylation of neurogranin of hippocampus in SS1 were significantly higher than that in C1

( p < 0. 05, p < 0. 05) and C2 ( p < 0. 05, p < 0. 05 ). Protein levels of neurogranin of forebrain in SS1 were

significantly higher than that in C1 ( p < 0. 01) and C2 ( p < 0. 01). Phosphorylation of neurogranin of forebrain in

SS1 was significantly higher than that in C1 ( p < 0. 01 ). Correlation is significant at p < 0. 05 level between

freezing and phosphorylation of neurogranin in forebrain.

　　These results suggest that acute swimm ing stress can induce anxiety. Freezing may be a sensitive behavioral

index, and phosphorylation of neurogranin in forebrain may be an effective biological p redictor for anxiety and /or

dep ression induced by acute physiological stress.

Key words　acute stress, physiological stress, hippocampus, frontal cortex, behavior, neurogranin.


