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摘 　要 　为探讨急性情绪应激对大鼠旷场行为的影响 ,以及脑神经颗粒素 (Neuroganin, NG)变化与应激性行为效

应之间的相互关系。以急性不确定性空瓶刺激 ,建立情绪应激动物模型。将 40只雄性 SD大鼠随机分为情绪应激

组 1 ( ES1,接受情绪应激和旷场测试 )、情绪应激组 2 ( ES2,只接受情绪应激 )、正常对照组 1 (C1,无情绪应激 ,但接

受旷场测试 )和正常对照组 (C2,无情绪应激 ,也无旷场测试 ) ( 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印迹杂交法 (W estern blotting)测定海马和前脑皮层中的 NG含量和磷酸化水平。结

果表明 : (1)应激后 ES1组的水平活动增加 ,与 C1组比较 ,差异有显著性 , p < 0. 01; (2) ES1组海马和前脑皮层的

NG磷酸化水平高于 C1和 C2组 ,差异有显著性 ,均为 p < 0. 05; ES2组的前脑皮层 NG的磷酸化水平高于 C1组 ,差

异有显著性 ,为 p < 0. 05; (3)海马的 NG磷酸化水平与水平活动之间的相关达显著水平。提示急性情绪应激能导

致动物明显的行为改变如焦虑 ,这种行为改变可能与脑内 NG磷酸化水平的变化有关。水平活动可能是反映急性

情绪应激的较敏感行为指标 ,海马 NG磷酸化水平可能是预测急性情绪应激所致焦虑或抑郁行为的较敏感生物学

指标。
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1　前言

　　迄今有关应激引起行为改变的脑机制 ,包括所

涉及的物质分子、作用途径和信号传导方式所知甚

少。以往的研究主要集中在神经递质和调质及功能

的变化 ,也有用 c - fos为探针进行相关脑区的探

索 ,但在应激改变行为的脑机制的认识上仍有许多

谜团。近年来 ,国内外许多学者认为突触可塑性的

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 [ 1～3 ]。应

激过程中 ,中枢突触可塑性机制的变化是涉及情绪

和行为障碍发生的重要中枢机制 ,包括突触结构可

塑性和突触功能可塑性机制的变化。前者是指相关

脑区的神经元的数量减少和细胞缺失、树突棘萎缩

等形态结构的器质性损害 ,其中海马和前脑皮层是

涉及应激的最为重要的脑结构。后者则是指蛋白信

号传导途径缺陷、突触传递效能障碍等 ,以中枢 NR

依赖性 LTP的改变最受关注 [ 1, 4, 5 ]。

　　由于中枢神经元特异性蛋白质及其磷酸化反应

对维持突触结构和功能 ,包括突触的生长、发育、代

偿性变化和功能传递均具有十分重要的作用。所

以 ,应激后某些中枢神经元特异性蛋白质的含量和

磷酸化水平变化 ,可能通过参与突触结构和功能可

塑性机制的改变 ,涉及到应激所致行为效应的中枢

机制。近期研究表明 ,某些表达于中枢神经元的蛋

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 neurotro2
phic factor, BDNF)、膜生长相关蛋白 ( the p resynap tic

43 - kDa growth - associated p rotein, GAP - 43) ,与

应激和某些精神障碍发生密切相关 [ 6, 7 ]
,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

特异性蛋白质 ,在与应激、情绪和行为密切相关的脑
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结构如皮质、海马和杏仁核中高表达 ,是突触后

PKC的重要底物蛋白。研究发现 , NG参与中枢 NR

依赖性 LTP, PKC、PKA和 CaMKⅡ等多种重要的蛋

白信号传导途径 ,通过介导突触强度的改变 ,构成诱

发突触可塑性表达的共同途径的一部分 [ 8, 9 ] ,在突

触可塑性中具有关键作用。此外 , NG能通过磷酸

化水平的变化对中枢 NR依赖性 LTP过程产生明显

的影响 ,对某些应激源的反应敏感 ,并且与学习记忆

密切相关 [ 10～16 ]。因此 ,它可能涉及到应激所致行为

障碍的突触结构和功能可塑性机制。李欢欢和林文

娟等 [ 17, 18 ]研究发现 ,慢性生理应激和情绪应激能导

致动物行为异常以及 NG含量的显著下降 ,并且异

常行为与 NG含量的相关达显著水平。表明慢性应

激后 , NG含量下降是预测行为障碍发生的比较敏

感的生物学指标 ,可能涉及慢性应激所致行为障碍

的中枢机制。上述研究结果提示 , NG可能作为一

种中介物质 ,在脑、行为与健康关系中起作用。但

是 ,关于急性情绪应激、行为与 NG关系的研究尚未

见报道。为此 ,本研究拟采用本实验室建立的不确

定性空瓶饮水应激模型 [ 19 ]。通过短期的不确定性

空瓶饮水刺激诱发大鼠情绪应激 ,进而考察急性情

绪应激源对海马和前脑皮层的 NG影响以及应激后

大鼠的旷场行为与 NG变化关系 ,以期对不同应激

源诱发行为效应的相关脑机制差异做一些探索。

2　材料和方法

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 :情绪应激组 1 ( Emotional

Stress 1, ES1 )、情绪应激组 2 ( Emotional Stress 2,

ES2) ,正常对照组 1 ( C1)和正常对照组 2 ( C2) ,每

组为 10只。ES1接受情绪应激和两次旷场行为测

试 , ES2只接受情绪应激、不接受旷场行为测试 , C1

接受两次旷场行为测试 , C2不给予任何处理 ,在笼

中饲养。ES2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

　　经 1周适应期后 ,对 ES1组、ES2组进行定时喂

水训练 10d。定时喂水训练为每日 2次 ,即每天早

9: 00～9: 10和晚 21: 00～21: 10给动物饮水 ,之后

撤掉水瓶 ,其余时间不给水。定时喂水期结束后开

始应激实验 , ES组动物在定时喂水时间内给予的空

瓶刺激诱发其情绪应激 ,刺激的给予是无规律的 ,但

维持一天一次 ;应激共持续 3天。C1和 C2组不接

受任何处理 ,在笼中饲养 ,自由饮水和摄食。所有动

物在适应期开始、适应期末、定时喂水期末、应激第

3天共称四次体重以考察应激的程度。实验程序见

表 1。
表 1　实验程序 (天 )

Group Time 0 1 2 3 4

ES1 9: 00 - 9: 10 N N ES N ES

21: 00 - 21: 10 ES ES N ES

ES2 9: 00 - 9: 10 N N ES N ES

21: 00 - 21: 10 ES ES N ES

C1 9: 00 - 9: 10 N N N N N

21: 00 - 21: 10 N N N N

C2 9: 00 - 9: 10 N N N N N

21: 00 - 21: 10 N N N N

2. 3　仪器和试剂

　　第一抗体抗 NG总蛋白单克隆抗体、磷酸化 NG

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 ( bicinchoninic acid)蛋白检测试剂盒、

全细胞裂解液 ( buffer)、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 ( 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　行为学测试

　　采用旷场测试和高架十字迷宫任务程序 , ES1

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

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
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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的测定

　　应激实验结束后次日 ,对 ES1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 )。之后将组

织迅速用液氮冷却。

　　采用 W estern印迹杂交法 (W estern blotting)测

定大鼠海马和前脑皮层的 NG含量和磷酸化水平。

将组织加入 buffer匀浆。匀浆后加入 BCA液摇匀 ,

在 37℃水浴箱中温育 30分钟 ,通过蛋白质分光光

度计进行样品海马和前脑皮层总蛋白质的初步定

量 ,根据样品总蛋白含量计算出每一样品跑电泳所

需加入的缓冲液量。匀浆中加入样品缓冲液 ,走

15%的聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,转移至 NC膜 , NC膜

以封闭液 (10%脱脂奶粉 ,溶于 TTBS)室温封闭 1h,

用 Tris/Tween缓冲盐水 ( Tris buffered Tween - 20 sa2
line, TTBS)洗膜 , 10m in ( 3次。加入抗 NG总蛋白

单克隆抗体室温孵育 3h,再用 TTBS洗膜 , 10m in (3

次。TTBS液稀释山羊抗兔 IgG抗体 ( 1: 4000 )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 ,对同一张 NC膜上的内

参蛋白 β - Actin 和磷酸化 NG进行杂交。通过

Gel. Doc凝胶成像半定量分析系统对胶片上的 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。

图 1　大鼠脑组织图谱 ( Paxinos, 1986)

2. 6　统计方法

　　本研究采用成组设计 ,用 SPSS 10. 0软件分析 ,

结果用平均数 ±标准差 (M ±SD )表示。四组大鼠

的体重、海马和前脑皮层 NG含量以及旷场行为指

标之间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　结果

3. 1　体重

　　适应期开始、适应期末、定时喂水期末和应激期

末 ,四组动物的体重总体比较差异无显著性 ( p >

0105)。但在应激期内 (从定时喂水期末到应激期

末 ) , ES1和 ES2组动物体重增长非常缓慢。结果

见表 2。

表 2　应激前后四组大鼠体重变化差异的比较 ( g,M ±SD ) 　

组别 适应期第 1天 适应期第 7天 定时喂水期末 应激期末

ES1组 244. 22 ±14. 93 268. 79 ±18. 79 313. 55 ±27. 01 314. 39 ±39. 67

ES2组 251. 38 ±20. 59 271. 24 ±24. 13 323. 85 ±33. 85 326. 30 ±40. 03

C1组 243. 24 ±11. 34 268. 97 ±30. 20 308. 54 ±41. 83 330. 69 ±35. 27

C2组 246. 44 ±19. 24 284. 61 ±28. 68 328. 71 ±32. 58 357. 08 ±40. 11

F 0. 46 0. 86 0. 73 2. 15

p 0. 71 0. 47 0. 54 0. 11

3. 2　旷场行为测试

　　应激前 ,两组动物在旷场测试中水平活动距离、

直立次数、修饰行为、呆滞行为和排便量的比较差异

无显著性 ( p > 0. 05)。

　　应激后 , ES1组表现出水平活动增加 ,与 C1组

比较 ,差异有显著性 ( p < 0. 01)。其余行为指标的

比较差异无显著性。结果见表 3。
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表 3　应激后 ES1与 C1两组大鼠旷场行为比较的差异 (M ±SD )

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

ES1组 0. 20 ±0. 42 2770. 30 ±1564. 79 10. 00 ±6. 09 1. 40 ±1. 58 2. 00 ±2. 11 0. 20 ±0. 42 33. 00 ±88. 20

C1组 0. 00 ±0. 00 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. 50 2. 72 0. 42 - 0. 31 - 0. 10 1. 50 1. 18

p 0. 15 0. 01 0. 68 0. 76 0. 70 0. 15 0. 25

3. 3　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 4、表 5。

表 4　应激前两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

ES1组 10 166. 10 ±88. 92 6. 20 ±3. 58 133. 90 ±88. 92 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. 01 - 0. 96 - 2. 01 - 0. 09

p 0. 06 0. 35 0. 06 0. 93

表 5　应激后两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

ES1组 10 210. 40 ±64. 05 4. 40 ±1. 78 89. 60 ±64. 05 3. 30 ±1. 42

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

t 0. 55 - 0. 74 - 0. 55 - 0. 27

p 0. 59 0. 47 0. 59 0. 79

3. 4　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 , ES1组、ES2

组海马和前脑皮层区域的 NG、磷酸化 NG的蛋白质

条带密度表达与正常对照组相比存在差异 ,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 :四组大鼠前脑皮层的 NG

含量、海马和前脑皮层的 NG磷酸化水平总体比较

差异具有显著性 (分别为 F (3, 36) = 3. 13, p < 0. 05;

F (3, 36 ) = 5. 80, p < 0. 01; F ( 3, 36 ) = 7. 14, p≤

01001; )。两两比较发现 ,在海马区域 , ES1组的 NG

磷酸化水平均显著高于 C1和 C2组 (分别为 p <

0105; p < 0. 05)。在皮层区域 , ES1组 NG磷酸化水

平显著高于 C1 和 C2 组 (分别为 p < 0. 05; p <

0105) ; ES2组 NG磷酸化水平显著高于 C1组 ( p <

0. 05)。结果详见表 6。

表 6　应激后四组大鼠海马、前脑皮层 NG含量和磷酸化水平的差异比较 (M ±SD )

组别
脑区 NG含量

海马 前脑皮层

脑区 NG磷酸化水平

海马 前脑皮层

ES1组 1. 23 ±0. 49 1. 40 ±0. 47 1. 00 ±0. 393Δ 1. 23 ±0. 713Δ

ES2组 1. 14 ±0. 23 1. 07 ±0. 563 0. 56 ±0. 50 0. 83 ±0. 383

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 2. 40 3. 13 5. 80 7. 14

p 0. 08 0. 04 0. 002 0. 001

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

3. 5　旷场行为与脑 NG含量变化的相关分析

　　相关分析结果显示 :旷场测试中的探究、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

为指标之间的相关无显著性 ;海马的 NG磷酸化水平

与水平活动呈显著正相关 ,海马 NG含量、前脑皮层

NG含量和 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 7。
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表 7　各旷场行为指标之间及行为与 NG含量和磷酸化水平之间的相关系数矩阵

变量 探究 直立 水平活动 呆滞次数 呆滞时间 修饰 排便量 海马 NG含量
前脑皮层

NG含量

海马 NG

磷酸化水平

直立 0. 393 3

水平活动 0. 363 0. 653 3

呆滞次数 0. 04 - 0. 463 3 - 0. 433 3

呆滞时间 0. 02 - 0. 463 3 - 0. 453 3 0. 993 3

修饰 0. 18 - 0. 05 - 0. 13 - 0. 01 0. 01

排便量 - 0. 03 - 0. 14 - 0. 18 0. 07 0. 11 - 0. 15

海马 NG含量 - 0. 41 0. 02 - 0. 10 - 0. 04 - 0. 05 0. 22 0. 02

前脑皮层 NG含量 - 0. 25 - 0. 004 0. 03 - 0. 22 - 0. 22 0. 08 - 0. 23 0. 15

海马 NG磷酸化水平 0. 13 0. 25 0. 533 0. 00 - 0. 01 - 0. 20 - 0. 34 - 0. 37 - 0. 32

前脑皮层 NG磷酸化水平 0. 34 0. 32 0. 33 0. 12 0. 12 - 0. 29 - 0. 22 - 0. 643 3 - 0. 09 0. 483

4　讨论

　　在情绪应激动物模型中 ,动物的恐惧和焦虑反

应能模拟人类遭受精神创伤时的情绪和行为障碍表

现。因而 ,该模型具有良好的生态效度 ,常用于应激

性行为效应的脑机制研究。本研究中 ,与 C1和 C2

组相比 ,应激期内 (从定时喂水期末到应激期末 )

ES1组和 ES2组的大鼠体重增长均十分缓慢 ,表明

两组大鼠处于应激状态。此外 , ES1组大鼠在旷场

中的水平活动显著增加 ,这与 Pijlman等 [ 20, 21 ]的研

究结果一致。提示该应激源引起大鼠明显的焦虑行

为。而 ES1组与 C1组大鼠在高架十字迷宫任务中

的四项行为指标均无显著差异 ,表明在测量该应激

源所导致的大鼠行为异常表现方面 ,旷场测试可能

比高架十字迷宫任务敏感。

　　大量研究表明 ,急性应激对海马的形态结构没

有明显影响 ,慢性应激时 ,海马结构存在器质性改

变 [ 22～25 ]。提示急性应激所致行为改变的中枢机制

可能只涉及到突触传递效能的可塑性变化 ,而非中

枢神经系统结构本身器质性改变所致。本研究也发

现 , ES1组大鼠海马和前脑皮层的 NG磷酸化水平

均显著高于 C1和 C2组 , ES2组前脑皮层的 NG磷

酸化水平显著高于 C1组。由于 NG主要分布在海

马和前脑皮层锥形神经元的树突棘上和胞体。NG

的磷酸化水平增高有助于长时程增强 (Long - term

potentiation, LTP)的生理表达、N - 甲基 - D - 天门

冬氨酸受体 (N - methyl - D - aspartate recep tor,

NR)的活化以及突触蛋白信号传导途径的激活和维

持 [ 26, 27 ] ,促进突触传递效能的增强 [ 28～30 ]。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

改变则可作为反映中枢神经元之间突触传递效能的

变化 ,即中枢 NR依赖性 LTP过程的改变的指标。

因此 ,本研究结果提示 ,急性空瓶应激可能导致了中

枢神经元功能的改变 ,如突触传递效能增强 ,与

Shen等 [ 31 ]的研究结果一致。他们发现急性游泳应

激和急性限制应激均能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。但

Chen
[ 32 ]等的研究发现急性电惊厥导致大鼠脑内的

NG磷酸化水平下降 ,与本研究结果存在差异。考

虑可能的原因是 :两项研究中所采用的应激源性质

不同。电惊厥后 ,大鼠脑内出现较严重的缺血和缺

氧 ,导致中枢神经细胞坏死 ,造成 NG的含量下降 ,

磷酸化 NG水平降低。本研究还发现 , 尽管 ES1组

和 ES2组的 NG磷酸化水平无显著差异。但是与对

照组相比 , ES1组大鼠的 NG磷酸化水平增加的程

度高于 ES2组。可能的原因是 :对大鼠而言 ,短时

间的行为测试本身也带有急性应激的成分 ,从而促

进了 NG磷酸化水平的增高。此外 , ES组的 NG含

量无显著下降则表明该急性应激源可能未造成大鼠

海马和前脑皮层的中枢神经元形态结构明显的器质

性损害。

　　本研究还进一步发现 ,在急性情绪应激过程中 ,

海马 NG的磷酸化水平与水平活动距离之间呈显著

正相关。提示海马的 NG磷酸化水平可能是预测急

性应激所致焦虑或抑郁行为的一项较为敏感的生物

学指标 ,它可能涉及到急性情绪应激所致行为改变

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
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假设尚需进一步研究证实。

　　本研究首次建立了急性情绪应激、行为异常与

神经元特异性蛋白质 NG之间的研究思路 ,获得了

一些有意义的发现。综合以往的研究结果 ,慢性冷

水游泳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 [ 8, 9 ]。急性情绪应激

则主要是引起 NG含量和磷酸化水平的增高。并且

在急慢性应激模型中 , NG的变化与异常行为之间

两两相关达显著水平。提示 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

异常可能涉及不同的中枢机制的一项指标。
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The Effects of Acute Em otiona l Stressor on Behav ior

and Phosphoryla tion L evels of Neurogran in in Ra ts
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2
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Abstract

Neurogranin (NG) is a brain2specific, postsynap tically located p rotein kinase C ( PKC) substrate found by W atson

and his colleagues in 1990. It is mainly distributed in the frontal cortex, hippocampus and amygdala of rodents that are

considered as essential components of neural circuitry mediating stress responses. Numerous animal studies have demon2
strated that NG is involved in several pathways of p rotein signal transduction in brain, long2term potentiation and long2term

dep ression. NG2knockout animals exhibited deficits in learning and memory. These results imp lied that NG may be a me2
diator between stress and behavior. However, until recently, the cellular role of NG has not been clearly established. To

understand more molecular events underlying central mechanism s of stress2induced behavioral changes, the purpose of the

p resent study was to investigate the effects of acute emotional stress on behavior and p rotein levels of neurogranin in brain,

and the correlation between p rotein levels of neurogranin and stress2induced behavioral changes.

　　Forty rats were random ly divided into emotional stressed group 1 ( emotional stress followed by behavioral test, ES1) ,

emotional stressed group 2 (only emotional stress, ES2) , handled2control 1 (only behavioral test, C1) and handled2con2
trol 2 ( home cage, C2) , with ten in each. Random ly giving emp ty water bottles at set times was used as an emotional

stressor. Behavioral changes in rats after stress were observed by open2field test and elevated p lus maze task, and p rotein

levels and phosphorylation of neurogranin of hippocampus and forebrain were determ ined byW estern blotting. The results

showed that locomotor activity in open2field test in ES1 was increased more than that in C1 group ( p < 0. 05) . Protein lev2
els and phosphorylation of Neurogranin of hippocampus and forebrain in ES1 were significantly higher than that in C1 ( p <

0. 05, p < 0. 05) and C2 ( p < 0. 05, p < 0. 05) . Phosphorylation of Neurogranin level of forebrain in ES2 was significantly

higher than that in C1 ( p < 0. 05) . The correlation was significant at 0. 05 levels between locomotor activity and phospho2
rylation of neurogranin in the hippocampus. These results suggested that neurogranin is one of the stress2related substances

in brain. Acute emotional stress can induce anxiety. Locomotor activity may be a sensitive behavioral index, and phospho2
rylation of neurogranin in the hippocampus may be an effective biological p redictor for anxiety and /or dep ression induced

by acute emotional stress. In summary, acute emotional stress induces behavioral changes and phosphorylation levels of

neurogranin in frontal cortex of rats. Underlying mechanism s exp laining the behavioral changes in stress effects are dis2
cussed, including the role of neurogranin in the hippocampus and frontal cortex.

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


