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#论著#

条件恐惧记忆形成中大鼠海马 ?:! 区钙调

蛋白激酶
!

和蛋白磷酸酶 ! 蛋白表达及活性变化

王兵!廖勇仕!梁日初!石巧玲!段永红!崔晟华!蒋园丁

南华大学附属第二医院神经外科!湖南省衡阳市;$#"%%"

摘;要!目的;探讨大鼠恐惧记忆形成过程中海马 EO" 区钙调蛋白激酶
!

!EO=i

!

#和蛋白磷酸酶 " !>>" #表达的变

化% 方法;将大鼠随机分成电击组! 1 l'#和对照组! 1 l' # $#$ 6 后处死动物$提取海马 EO" 区蛋白$用 ,8/-9EO=i

!

'

,8/-9T9EO=i

!

!H#!&#和 ,8/-9>>"',8/-9>>"

%

!H:#%#抗体作蛋白印迹$检测电击对 EO=i

!

和 >>" 蛋白表达及活性的影

响% 结果;电击组的大鼠在 " 6 和 #$ 6 海马 EO" 区 EO=i

!

蛋白表达较对照组增加了 $2$ f"2# 倍$并且其 #!& 位的苏

氨酸磷酸化的 EO=i

!

蛋白表达较对照组增加了 :2: f%2! 倍!!Q%2%<# % 电击组 >>" 蛋白表达较对照组增加了 :2& f

"2" 倍$并且 >>"

%

:#% 位的苏氨酸磷酸化信号较对照组增加 #2: f%2& 倍!!Q%2%<# % 结论;大鼠条件恐惧记忆形成过

程中海马 EO" 区 EO=i

!

和 >>" 蛋白的表达增加$活性增强% EO=i

!

和 >>" 介导的磷酸化信号参与了条件恐惧长时记

忆的形成%

关键词!条件性恐惧"海马"EO" 区"钙调蛋白激酶
!

"蛋白磷酸酶 "
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:;8'05&'& <;9%&'17%;H5-8RKL/-S,/K/6KK\TMKLL-58 ,8U ,7/-R-/451E,

# ?

A7,.+5UV.-89UKTK8UK8/TM5/K-8 W-8,LKGG!EO=iGG# ,8U TM59

/K-8 T65LT6,/,LK" !>>"# -8 /6K6-TT57,+TVLEO" ,MK,51M,/L[-/6 758U-/-58KU 1K,M2=%'+(28;F,/L[KMKM,8U5+K.4U-R-UKU -8/5/[5

SM5VTL!1 l' K,76#& 758U-/-58KU 1K,M+5UK.,8U 758/M5.2#$ 6ML,1/KMM,/+5UK.51758U-/-58KU 1K,M[,LKL/,N.-L6KU$ M,/L[KMKL,7M-9

1-7KU ,8U K\TMKLL-58 51EO=iGG$ T65LT65M4.,/KU EO=iGG!H#!&#$ >>" ,8U T65LT65M4.,/KU >>"

%

!H:#%# -8 /6K6-TT57,+TVLEO"

,MK,[KMKUK/K7/KU N4JKL/KM8 N.5/2>%84-'8;E5+T,MKU [-/6 /6K758/M5.SM5VT$ K\TMKLL-58 51EO=iGG-87MK,LKU N4$2$ f"2# /-+KL

!!Q%2%<#$ T65LT65M4.,/KU EO=iGG!H#!&# -87MK,LKU N4:2: f%2! /-+KL!!Q%2%<#$ K\TMKLL-58 51>>" -87MK,LKU :2& f"2" /-+KL

!!Q%2%<#$ ,8U T65LT65M4.,/KU >>"

%

!H:#%# K\TMKLL-58 -87MK,LKU N4#2: f%2& /-+KL!!Q%2%<# -8 /6K+5UK.SM5VT2

?(/&-481(/8;H6KK\TMKLL-58 ,8U ,7/-R-/451>>" ,8U EO=iGG-87MK,LKL-S8-1-7,8/.4-8 /6K6-TT57,+TVLEO" ,MK,51M,/L[-/6 758U-9

/-58KU 1K,M2>>" ,8U EO=iGG+,4T.,4-+T5M/,8/M5.KL-8 /6K15M+,/-58 51.58S9/KM++K+5M451758U-/-58KU 1K,M2

@%, A(028& 758U-/-58KU 1K,M" 6-TT57,+TVL" EO" ,MK," E,

# ?

A7,.+5UV.-89UKTK8UK8/TM5/K-8 W-8,LKGG" TM5/K-8 T65LT6,/,LK"

;;创伤后压力心理障碍 ! T5L/9/M,V+,/-7L/MKLLU-L9

5MUKM$ >HY@#指人在遭遇或对抗重大压力后$出现

反复重现创伤性体验$ 持续的警觉性增高$对与刺

激相似或有关的情境的回避等心理障碍% 近年来

随着突发灾难性事件如地震'核泄露'恐怖袭击等

不断发生$>HY@发病率不断升高$已构成重大的公

共健康问题*"+

% 条件性恐惧动物模型是 >HY@对病

理性重现症状的模拟$是研究 >HY@形成的生物学

机制的常用工具*#+

% 目前对 >HY@的发生和形成的

神经生物学机制尚未明确% 近年来大量研究表明$

蛋白激酶和蛋白磷酸酶介导的磷酸化和去磷酸化

信号在突触的可塑性和学习记忆的形成和巩固起

)$'$)
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重要作用*:+

% 本实验采用条件性恐惧大鼠模型$研

究条件性恐惧长时记忆形成后$大鼠海马 EO" 区

钙调蛋白激酶
!

! E,

# ?

A7,.+5UV.-89UKTK8UK8/TM5/K-8

W-8,LK

!

$ EO=i

!

#和蛋白磷酸酶 " ! TM5/K-8 T65L9

T6,/,LK" $ >>" #的表达及活性变化$对 EO=i

!

和

>>" 在条件性恐惧记忆形成中的作用进行探讨%

!B材料与方法

!2!B材料

"2"2";动物;雄性 Y@大鼠$体重 ##% m#!% S$由

南华大学实验动物中心提供%

"2"2#;仪器;条件恐惧反射训练装置及刺激装

置为美国 E5V.N5VM8 G8L/MV+K8/L公司产品%

"2"2:;试剂;,8/-9EO=i

!

',8/-9T9EO=i

!

!H#!& # '

,8/-9>>" 和 ,8/-9>>"

%

! H:#% # 抗体为 EK..L-S8,.-8S

/K7685.5S4!EYH#公司产品"FG>O裂解液'PEO蛋白定

量试剂盒购自碧云天公司%

!2CB方法

"2#2";分组;将大鼠随机分成两组$空白对照组

和电击组!即环境条件性恐惧实验组# $每组 ' 只%

"2#2#;场景性条件性恐惧实验;将实验分为训

练和检测两部分% 每次训练前用 )%_乙醇擦拭训

练箱% 将大鼠置于测试笼中$适应 # +-8 后$记录

基础活动水平2然后给大鼠总共 : 次 %2! +O$时长

# L的足部电击 !非条件刺激$ Ŷ # $每次电击间隔

&% L$最后让大鼠在测试笼中继续停留 "#% L$然后

将其送回饲养笼% 对照组为在训练时间内同样将

大鼠放入大鼠测试笼中$但不给予任何刺激% 训练

结束后 " 6'#$ 6$进行记忆形成及保持能力的测

试% 训练结束后 " 6 检测大鼠短时记忆能力$训练

结束后 #$ 6 检测大鼠长时记忆能力% 将各组大鼠

轻轻放回同一电击箱$不给予任何刺激记录大鼠

< +-8内僵住反应!DMKK]-8S#的时间% 在这一行为任

务中$僵住反应时间的长短反映大鼠对电击箱这一

场景的恐惧记忆程度%

"2#2: ;海马 EO" 区蛋白提取;大鼠训练结束

#$ 6!长时记忆检测结束 #后$立即牺牲大鼠$迅速

取出大脑$用生理盐水洗去血渍$迅速剥离出海

马$分离 EO" 区组织$分别置预冷的 FG>O裂解液

中进行组织匀浆%

"2#2$ ; JKL/KM8 P.5/检测蛋白表达;用碧云天

PEO蛋白定量试剂盒进行蛋白定量$调整蛋白上样

量$使各组上样量一致$进行 Y@Y2>OC*电泳后转

移至 >b@D膜% 用 >PYH洗脱 "% +-8% 室温下用

<_脱脂奶粉封闭 " 6% 用 >PYH洗脱 : 次$加入一

抗!稀释倍数为 "c:%% #室温温育 # 6% 用 >PYH洗

脱 : 次$加入相应的二抗 !稀释倍数为 " c"%%% # $

温育 " 6% 用 >PYH洗脱 : 次% 曝光显影后用薄层

扫描分析仪分析结果%

!2DB统计学分析

实验结果用 MfD表示$运用两组样本的 ?检验

作统计分析$!Q%2%< 认为差异有统计学意义%

CB结果

C2!B动物行为学结果

电击组的大鼠在训练后 " 6 检测僵住反应

!DMKK]-8S#时间百分比为! $)2& f"&2' #_$明显高

于对照组僵住反应时间百分比 ! "$2< f$2! #_$

差异有统计学意义 ! !Q%2%< # $提示电击刺激在

大鼠成功地形成短时记忆"电击组的大鼠在训练后

#$ 6 的僵住反应时间百分比为 ! ))2" f"$2' #_$

明显高于对照组 ! :$2" f"<2# #_$差异有统计学

意义 ! !Q%2%< # $提示电击刺激在大鼠成功地形

成长时记忆!见图 " # % 电击组的大鼠在 " 6 和#$ 6

的僵住反应较对照组有明显地增加$提示电击对大

鼠的短期恐惧记忆和长期恐惧记忆的形成模型建

造成功%
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图 !B电击组# Y657W$及对照组#E58/M5.$大鼠在 " 6 和

#$ 6 的僵住行为时间百分比%

CECB?:=@

!

蛋白表达检测结果

#$ 6 后$电击组的大鼠海马 EO" 区 EO=i

!

蛋

白的表达明显增加$平均灰度值较对照组增加了

$2$ f"2# 倍$并且其 #!& 位的苏氨酸磷酸化信号

也显著增强$#!& 位的苏氨酸磷酸化的 EO=i

!

蛋

白表达平均灰度值较对照组增加 :2: f%2! 倍$差

)<'$)
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异有统计学意义!!Q%2%< # % 提示电击刺激在大

鼠形成长时恐惧记忆后$海马 EO" 区 EO=i

!

蛋白

表达增加$活性增强%

!"#$%&!'()*+,

-$%&!

$./01

234.5 -41/647

#8%&! !9-$%&!

:
1
/
;
1
<
0
/
=
4
>
!
6
4
/
;
0
1

+

?

@

A

B

C

D

#41/647

234.5

E

E

图 CB电击对海马 EO" 区 EO=i

!

及磷酸化 EO=i

!

蛋白表达的影响% Y657W&电击组'E58/M5.&对照组%

CEDBFF!

"

蛋白表达检测结果

电击组的大鼠在 #$ 6 海马 EO" 区 >>" 和磷酸

化 >>"

%

蛋白表达明显增加$平均灰度值较对照组

增加了 :2& f"2" 倍$并且 >>"

%

:#% 位的苏氨酸磷

酸化信号也增强$平均灰度值较对照组增加 #2: f

%2& 倍$差异有统计学意义!!Q%2%< # % 提示电击

刺激在大鼠形成长时恐惧记忆后$海马 EO" 区 >>"

蛋白表达增加$活性增强%

!

"

#$%!&'()*+

$$,

'-.-/01

23456 741894/

741894/

23456

$$,

!

"

$$,!

:

;

<

(

=

,

*

>
1
8
?
1
@
0
8
A
4
B
!
9
4
8
?
0
1

C

C

图 DB电击对海马 EO" 区 >>" 及磷酸化 >>"

%

表达的影响% Y657W&电击组'E58/M5.&对照组%

DB讨论

条件性恐惧 ! 758U-/-58KU 1K,M#的形成既是一种

学习和记忆的过程$也是一种情绪的形成过程$研

究显示恐惧情感的产生需要前额叶皮层'海马和杏

仁核 : 个脑区共同激活$而环境恐惧 ! 758/K\/V,.

1K,M#则更多依赖于海马区$因为直接损毁海马能

够破坏条件性恐惧的获得与巩固过程*$+

% 本实验

的条件恐惧大鼠模型$形成的是环境恐惧记忆% 对

学习记忆的大脑神经生物学机制的研究一直是神

经科学研究的热点和难点% 研究表明记忆的获得

依赖于大脑神经组织的蛋白合成*$+

% 实验室研究

发现$海马组织 FKK.-8 蛋白的合成和分泌参与了条

件性恐惧记忆的形成和巩固*<+

% 近年来$神经组织

的蛋白激酶和蛋白磷酸酶参与学习记忆过程受到

研究者的关注% 蛋白激酶和蛋白磷酸酶一方面能

够快速可逆地调节细胞内多种蛋白的磷酸化信号

的强弱$包括调节对学习记忆有重要作用的 O=>O

受体 !,9,+-859:964UM5\49<9+K/64.9$9-L5\,9]5.KT9TM5T-59

8,/KMK7KT/5M#和 h9甲基9@9天冬氨酸!h9+K/64.9@9,L9

T,M/-7,7-U MK7KT/5M$ h=@O#受体的磷酸化和去磷酸

化$从而调节突触的信号传递$对短时学习记忆起

作用"另一方面$蛋白激酶和蛋白磷酸酶可以作用

)&'$)
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于一些 转 录 因 子 如 7O=>反 应 元 件 结 合 蛋 白

! 7O=>MKLT58LKK.K+K8/N-8U-8STM5/K-8$ EF*P >M59

/K-8# $对基因转录和蛋白表达进行调节$影响突触

的可塑性$对长时学习记忆起作用*:+

%

本实验发现$大鼠条件恐惧长时记忆形成后$

海马区 EO" 区 EO=i

!

蛋白表达显著升高$并且其

#!& 位的酪氨酸磷酸化信号也增强$提示 EO=i

!

活性增强% EO=i

!

在神经组织中有丰富的表达$

广泛分布于大脑皮质和海马等对学习记忆有重要

作用的脑区组织的突触后致密物质中% 研究表明$

EO=i

!

可以被基于 h=@O受体的 E,

# ?信号激活$

使 EO=i

!

自我磷酸化 #!& 位苏氨酸后$EO=i

!

即处于 E,

# ?非依赖地持续激活状态$从而诱导长

时程增强!BH>#信号$在诱导突触可塑性和记忆形

成过程中具有重要作用*&+

% 张英等*)+ 研究发现

EO=i

!

蛋白激酶的表达及其活性在空间学习过程

中均增加$而巨细胞病毒感染使海马神经细胞内膜

蛋白 EO=i

!

表达的下降$导致学习记忆障碍%

EO=i

!

蛋白激酶活性受到蛋白磷酸酶 >>" 的调

节$研究发现$>>" 可以调控 EO=i

!

#!& 位苏氨酸

的磷酸化状态*!+

% >>" 是一种丝A苏氨酸蛋白磷酸

酶$有
%

'

&

和
'

三种亚型$研究显示 >>" 可抑制神

经突触可塑性和学习记忆$其机制与 >>" 调控许

多与突触可塑性有关的蛋白激酶如 EO=iGG的活性

有关*'+

% 我们实验室先前的研究发现$母爱剥夺可

以影响大鼠的神经发育$其机制可能与 >>"

'

的表

达变化有关*"%+

% 本实验研究发现$大鼠条件恐惧

长时记忆形成后$海马区 EO" 区 >>" 蛋白表达显

著升高$并且 >>"

%

:#% 位的酪氨酸磷酸化信号也

增强% 目前没有检测 >>" 磷酸化的商品化抗体$

只有针对 >>"

%

H:#% 磷酸化抗体$由于同源性的关

系$EYH公司抗体说明书提示该抗体亦可检测其它

亚型的磷酸化信号% 说明条件性恐惧长时记忆形

成后$EO=i

!

和 >>" 介导的磷酸化和去磷酸化信

号并不是简单的此消彼长的状态$即不是我们实验

之初设想的$单纯地只是 EO=i

!

激酶活性增强$

>>" 活性减弱$从而使神经细胞内的磷酸化信号增

强"而是在原有基础上$两种激酶的表达和活性都

增加到一个新的水平% 在这个新的水平上$究竟是

哪种激酶活性占相对优势$神经细胞的信号转导是

偏向磷酸化还是去磷酸化的一方$其在学习记忆过

程中起怎样的作用$具体机制如何$还需进一步深

入研究%
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