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慢性冷水游泳应激对大鼠海马、前脑皮层
神经颗粒素含量的影响

李欢欢 　林文娟

　　【摘要 】　目的 　探讨慢性应激对大鼠海马和前脑皮层神经颗粒素 (NG)含量的影响。方法 　将

雄性 SD大鼠随机分为应激组 (予 10 ℃冷水游泳应激 ,共 2周 )、装置对照组和正常对照组 ,每组 10

只。于应激前后测量三组大鼠的体质量变化情况 ,并记录每天应激过程中应激组和装置对照组的排

便量以考察应激的强度 ,应激后以 W estern blotting方法测定海马和前脑皮层中的 NG含量 (以 NG含

量与β2Actin含量的比值表示 )。结果 　 (1)应激前后 ,三组大鼠的体质量比较 ,差异均无统计学意义

( P > 0105) ,但应激组的体质量增长相对缓慢 ; (2)应激第 4—14天应激组的排便量多于装置对照组

( P < 0101) ; (3)应激组和装置对照组海马的 NG含量 [分别为 (0166 ±0113)和 (0194 ±0126) ]低于正

常对照组 [ (1193 ±0153) ] ,差异有统计学意义 ( P < 0101) ; (4)应激组前脑皮层的 NG含量 [ (0145 ±

0100) ]低于装置对照组和正常对照组 [分别为 ( 2176 ±1174)和 (2187 ±1163) ] ,差异有统计学意义

( P < 0101) ; (5)应激组海马 NG含量高于前脑皮层 ( P < 0101) ;装置对照组海马 NG含量低于前脑皮

层 ( P < 0101) ;正常对照组海马与前脑皮层 NG含量的差异无统计学意义。结论 　慢性应激导致海马

和前脑皮层 NG含量显著下降 ;对于时程长、程度严重、适应不良的冷水游泳应激 ,前脑皮层受损比海

马更为严重 ;而对于时程长、程度微弱的装置应激 ,海马则比前脑皮层更为敏感。

【关键词 】　应激 ; 　海马 ; 　前脑 ; 　大脑皮质 ; 　神经颗粒素

The changes of neurogran in level in ra t h ippocam pus and forebra in after chron ic cold wa ter
sw imm ing stress 　 　 L I Huan2huan, L IN W en2juan1 B rain2B ehavior Research Center, Institu te of

Psychology, Chinese A cadem y of Sciences, B eijing 100101, China

【Abstract】　O bjective　To investigate the effects of chronic cold water swimm ing stress on p rotein
levels of neurogranin in rat hippocampus and forebrain, and to understand the central mechanism s of stress
from the molecular level1M ethods　Thirty SD rats were random ly divided into handled2controls, apparatus2
controls and stressed group s, with ten in each group1 Forced 10℃ cold water swimm ing was used as a
stressor1 The defecation numbers of both stressed rats and apparatus controls were recorded during 52m inute
trial on each day1 Furthermore, the weight of rats was monitored during the periods of stress as an index
reflecting degree of stress1 The neurogranin level in the hippocampus and forebrain after stress was measured
with the W estern blotting1Results　 ( 1) A lthough there was no significant difference in final body weight
among the three group s, less weight gain was in stressed rats than in controls1 (2) In comparison with the
apparatus controls, the stressed group had significantly more numbers of defecation during a 52m inute trial on
the 4 th to 14 th experiment day ( P < 0101) , and no significant differences were found between two group s on
the experiment day 1 to 3 ( P > 0105) 1 (3) the hippocampal p rotein levels of neurogranin in stressed group
(0166 ±0113) and apparatus2controls (0194 ±0126) were significantly lower than that in handled2controls
(1193 ±0153) ( P < 0101) 1 ( 4) The forebrain p rotein levels of neurogranin in stressed group ( 0145 ±
0100) were significantly lower than that in apparatus2controls (2176 ±1174) and handled2controls (2187 ±
1163) ( P < 0101) 1 ( 5 ) The p rotein levels of neurogranin in hippocampus were significantly higher than
that in forebrain ( P < 0101) in stressed group1 However, the p rotein levels of neurogranin in apparatus2
controls was significantly higher in forebrain than in hippocampus ( P < 0101 ) 1 There was no significant
difference between forebrain and hippocampal neurogranin levels in handled2controls1Conclusion　Chronic
swimm ing stress can significantly decrease the p rotein levels of neurogranin in hippocampus and forebrain,
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with more severe changes in the forebrain than in the hippocampus1 However, hippocampus seem s to be
more sensitive than forebrain in response to chronic m ild apparatus stress1

【Key words】　Stress; 　H ippocampus; 　Prosencephalon; 　Cerebral cortex; 　Neurogranin

　　以往研究表明 ,海马是介导应激反应最重要的

脑区之一。在应激过程中 ,海马参与整合感知的信

息、解释环境信息的意义以及调控生物体的行为和

神经内分泌反应 ;慢性应激可导致海马神经元形态

改变或细胞缺失 ,影响海马的突触传递效能 [ 123 ]。新

近的研究显示 ,海马并非调节机体应激反应的惟一

重要的脑结构 ,大脑皮层尤其是前额皮质也与应激

反应密切相关 [ 1, 4 ]。目前 ,从脑特异性蛋白质的角

度来探讨应激反应的脑过程 ,是应激的脑机制研究

的一个新方向。而神经颗粒素 (Neurogranin, NG)是

一种神经元特异性蛋白质 ,是突触后蛋白激酶 C的

底物 ,主要分布于啮齿类动物的前脑和海马等区域

的神经元胞体和树突 [ 527 ]。我们将 NG作为一项新

指标 ,通过观察大鼠海马、前脑皮层 NG在慢性强迫

冷水游泳应激前后的变化 ,探讨慢性应激对海马、前

脑皮层的影响是否存在差异 ;同时 ,进一步了解在应

激反应时 ,与应激相关的重要脑结构中物质分子所

发生的变化。

材料和方法

一、实验动物及分组

选用健康、雄性 Sp rague2Dawley大鼠 30只 ,购

自维通利华实验动物中心 ,体质量 250 g以上 ,单笼

喂养。在实验室中经过适应期 7 d,光 /暗周期分别

为 12 h (其中光照时间 8: 00—12: 00 h ) , 室温

(2210 ±015) ℃,自由摄食和饮水。适应期内每天

接受 3 m in抚摸。

将动物随机分为游泳应激组、装置对照组和正

常对照组 ,每组各 10只。

1. 应激组 :每天上午 8: 00将大鼠置于水温 10

℃,水深为 20 cm的水池中强迫游泳 ,每次 5 m in,每

天 1次 ,持续 2周。

2. 装置对照组 :将大鼠放入空水池中 ,每天 1

次 ,每次 5 m in,之后放回笼中饲养 ,持续 2周。

每天分别记录应激组在游泳过程中、装置对照

组在水池中的排便量 1次。

3. 正常对照组 :不进行任何处理 ,在笼中饲养。

对各组大鼠在应激前 1天和应激第 7, 14天的

体质量变化进行监测。

二、方法

1. 仪器和试剂 :第一抗体抗 NG总蛋白多克隆

抗体、抗β2Actin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、BCA ( bicinchoninic

acid)蛋白检测试剂盒、0145 μm 硝酸纤维素膜

(N itrocellulose filter, NC)和全细胞裂解液 ( buffer)均

购于美国 Sigma公司 ;增强型化学发光系统 ( ECL )

试剂盒购自美国 Pierce公司 ;凝胶色谱半定量分析

仪和 Gel2Doc分析软件购自美国 B io2Rad公司。

2. 海马、前脑皮层 NG含量的测定 :应激实验结

束立即断头处死所有大鼠 ,迅速剥离大脑 ,取出相同

体积的海马和前脑皮层 ,将标本迅速用液氮冷却。

采用 W estern blotting技术测定大鼠海马和皮层

区域 NG的含量。分别将海马和前脑皮层组织加入

全细胞 buffer匀浆。匀浆中加入 BCA 液摇匀 ,在

37 ℃水浴箱中温育 30 m in,通过蛋白质分光光度计

进行样品海马和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电泳所需加入的缓冲

液量。匀浆中加入样品缓冲液 ,行 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 , 1%牛血清白蛋白 ,溶于 Tween /Tris缓冲盐

水 ( Tris2Buffered tween220 Saline, TTBS) ]室温封闭 1

h,用 TTBS洗膜 , 10 m in, 3次。加入抗 NG总蛋白多

克隆抗体室温孵育 3 h,再用 TTBS洗膜 , 10 m in, 3

次。TTBS液稀释山羊抗兔 IgG抗体 ( 1∶4 000)孵

育 ,室温 ,振荡 1 h,同样洗膜 3次。加入 ECL荧光

标记 ,以胶片曝光显迹。对同一张 NC膜上的内参

照蛋白β2Actin进行杂交。通过凝胶成像半定量分

析系统对胶片上的 NG蛋白和β2Actin蛋白条带进

行定量。海马和前脑皮层 NG含量以同一张 NC膜

上的 NG含量与β2Actin含量的比值来表示。

3. 统计学方法 :本研究采用成组设计和自身配

对设计 ,数据用 SPSS 1010软件处理 ,结果以平均

值 ±标准差来表示。应激前后三组大鼠体质量的比

较、应激后三组大鼠海马、前脑皮层 NG含量总体的

比较和两两比较采用单因素方差分析 (One2way

ANOVA )和事后分析 (LSD ) ;应激过程中应激组与

装置对照组排便量的比较采用独立样本 t检验 ;应

激后各组大鼠自身海马、前脑皮层 NG含量的比较
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采用配对样本 t检验。

结 果

一、三组大鼠应激前后体质量的比较

应激开始前 ,三组大鼠体质量比较 ,差异无统计

学意义 ( P > 0105)。应激第 7天和应激第 14天时 ,

三组动物的体质量比较 ,差异仍无统计学意义 ,但应

激组体质量的增长相对缓慢 (表 1)。

表 1　三组大鼠应激前后体质量的比较 ( g, �x ±s)

组别 鼠数
(只 ) 应激前 1天

应激

第 7天 第 14天

应激组 10 314 ±19 358 ±26 386 ±35

装置对照组 10 310 ±15 361 ±21 394 ±35

正常对照组 10 315 ±17 381 ±18 418 ±26

F值 0132 3119 2169

P值 0173 0106 0109

二、应激组与装置对照组排便量的比较

在应激第 1—3天 ,应激组与装置对照组的排便

量比较 ,差异无统计学意义 ( P > 0105)。应激第 4—

14天 ,应激组大鼠的排便量多于装置对照组 ( P <

0101)。应激组与装置对照组排便量的比较见表 2。

表 2　应激期内应激组与装置对照组排便量的比较

(粪便颗粒数 , �x ±s)

应激时间
(天 )

应激组
( n = 10)

装置对照组
( n = 10) t值 P值

1 415 ±210 510 ±118 - 0159 0156

2 415 ±117 313 ±216 1122 0124

3 517 ±212 411 ±317 1118 0126

4 810 ±113 219 ±216 5152 0100

5 511 ±211 116 ±213 3151 0100

6 618 ±117 114 ±215 5166 0100

7 612 ±212 114 ±213 4185 0100

8 518 ±210 112 ±210 5110 0100

9 611 ±214 115 ±211 4157 0100

10 619 ±214 210 ±314 3171 0100

11 618 ±118 115 ±215 5155 0100

12 616 ±119 110 ±211 6124 0100

13 718 ±118 017 ±115 9155 0100

14 512 ±210 111 ±118 4177 0100

三、应激后三组大鼠海马、前脑皮层 NG含量的

比较 (表 3)

1.海马 NG含量 :三组大鼠海马的 NG含量总体

比较 ,差异有统计学意义。两两比较 ,应激组和装置

对照组的NG含量均低于正常对照组 ( P < 0101 ) ;

表 3　三组大鼠海马、前脑皮层区域 NG

含量的比较 ( �x ±s)

组别　　 鼠数
(只 )

神经颗粒素含量

海马　 前脑皮层

应激组 10 0166 ±01133 0145 ±01003 #

装置对照组 10 0194 ±01263 2176 ±1174

正常对照组 10 1193 ±0153 2187 ±1163

F值 35171　 9176　

P值 0100　 0100　

　　注 :与正常对照组相比 , 3 P < 0101;与装置对照组相比 , # P <

0101

而应激组与装置对照组间的差异无统计学意义。

2. 前脑皮层 NG含量 :三组大鼠前脑皮层的 NG

含量总体比较 ,差异有统计学意义。两两比较 ,应激

组低于装置对照组和正常对照组 ( P < 0101) ;装置

对照组与正常对照组 NG含量的差异无统计学意

义。

四、应激后三组海马与前脑皮层 NG含量的比

较

应激组海马 NG含量高于前脑皮层 NG含量

( t = 4123, P < 0101) ;装置对照组海马 NG含量低于

前脑皮层 NG含量 ( t = - 3128, P < 0101) ;正常对照

组自身海马与前脑皮层 NG含量的差异无统计学意

义 ( P > 0105)。

讨 论

急性应激能导致大鼠前脑皮层的 NG含量降

低 ,而海马的 NG含量则无明显变化 [ 8 ]。提示 NG

可作为反映应激对不同脑结构影响程度差异的指

标。但是 ,目前关于 NG与应激关系的研究并不多 ,

尤其是在慢性应激过程中的变化尚未见报道 (经检

索以下数据库 : www. sciencedirect. com、www. ncbi.

nlm. nih1gov、www. learnmem. org、www. elsevier. com、

www. scirus. com,检索年代未予限定 )。

慢性应激导致应激敏感脑区结构和功能的改

变 ,可能是应激相关性精神障碍发生的重要脑机制 ,

而海马和前脑皮层是涉及应激反应的重要脑结

构 [ 9 ]。由于 NG 在海马和前脑皮层的含量丰

富 [ 5, 7, 8 ] ,并且主要定位于神经元的树突棘上 ,因而

可能成为海马和前脑皮层在应激后发生形态学改变

的指征蛋白。慢性强迫性冷水游泳应激是最常用的

动物抑郁模型之一 [ 10 ]
,本研究采用该应激模型 ,结

果显示 ,冷水游泳应激导致大鼠海马、前脑皮层 NG

含量显著下降 ,提示该应激对海马和前脑皮层结构
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均可产生显著影响。NG含量下降的原因 ,可能是

树突棘数量的减少和细胞缺失。这一观点获得不少

研究证据的支持 [ 2, 11 ]。我们在研究中进一步发现 ,

游泳应激组动物前脑皮层的 NG含量下降程度比海

马更为显著 ,这一结果也与国外相关研究结果一

致 [ 8 ]。提示在长时程、高强度、适应不良 (表现为游

泳应激组大鼠在每天的应激过程中 ,均表现出明显

的排便反应 ,体质量持续下降 )的应激作用下 ,前脑

皮层结构受损较海马更为严重。这可能是由于树突

发达的海马锥形神经元是可塑性较强的神经元 ,可

以通过神经抽芽 ,形成突触更新和重排等突触结构

的代偿性改变 [ 12 ]
;而前脑皮层神经元的突触形态可

塑性相对较弱 , 在应激后的代偿能力差所致。

McEwen
[ 13 ]和 Conrad等 [ 14 ]也提出类似观点。

本研究还显示 ,装置对照组大鼠海马 NG含量

显著低于正常对照组 ,而前脑皮层 NG含量与正常

对照组相比差异无统计学意义。表明装置对照组大

鼠每天接受的也是一种新异环境的应激 ,该应激程

度相对较弱 ,这可以体现在装置对照组大鼠在新异

环境中的第 4天开始 ,已无明显的排便反应 ,并且体

质量增加程度与正常对照组一致 ,表现出行为上的

适应。但是 ,即使是这种轻微的应激 ,也可能对海马

的形态结构产生影响。提示在长时程、强度弱且大

鼠易产生适应的应激条件下 ,海马对应激反应较前

脑皮层更为敏感。这是由于在脑内神经环路中 ,神

经元的树突和侧棘是对环境因素影响较为敏感的结

构 [ 12 ]。海马的锥形神经元树突十分发达。在轻微

的应激条件下 ,海马即可表现出树突棘结构的可塑

性变化 ,如分布在海马锥形神经元树突棘上的 NG

含量减少 ,正是该脑区神经元形态学发生改变的一

种反映 ;而前脑皮层神经元不具有发达的树突和侧

棘结构 ,因而不易受到这种应激条件的影响。

综上所述 ,慢性严重应激能引起海马和前脑皮

层的 NG含量显著下降 ,其中前脑皮层的 NG含量

下降较海马更为明显 ,提示除海马外 ,前脑皮层是涉

及应激反应的另一重要脑结构。在慢性轻微应激

时 ,海马则比前脑皮层更为敏感。NG作为一种定

位于树突棘的神经元特异性蛋白质 ,是反映海马、前

脑皮层对应激源的性质和严重程度较为敏感的指

标。
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