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对急性束缚性应激大鼠海马组织

酪氨酸激酶
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表达的影响
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摘要　目的　观察急性束缚性应激对大鼠海马组织酪氨酸激酶
H

（
JE,0K>@8 L>@+K8 H

，
(,LH

）
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表达的影响。方法　将
#:

只
MN

大鼠随机分成正常组、模型组和给药组，每组
;

只。模型组采用急性束缚

! .

制备急性束缚性应激模型；给药组于造模前
$" =>@

给予人参皂苷
FG

#

（
7" =AOLA

）腹腔注射，余同模型

组；正常组不作任何处理。采用
<P'MI

法检测大鼠血浆促肾上腺皮质激素（
+Q,8@0-0,J>-0J,0R>- .0,


=0@8

，
I%(S

）和皮质酮（
-0,J>-0KJ8,0@8

，
%TF(

）含量；实时荧光定量
F(


U%F

检测大鼠海马组织
(,LH

=F3I

表达水平。结果　造模前，各组血浆
I%(S

、
%TF(

含量比较，差异无统计学意义（
U V"


"5

）。造模

后，模型组和给药组血浆
I%(S

、
%TF(

含量均较本组造模前显著上升，差异有统计学意义（
U W"


"5

）；且模

型组明显高于正常组同期（
U W"


"5

），给药组明显高于模型组同期（
U W"


"5

）。与正常组比较，模型组海马

组织
(,LH =F3I

表达水平下降（
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），差异有统计学意义（
U W"


"5

）；给药组
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表达水平（
9:
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）较模型组升高，差异有统计学意义（
U W"


"5

）。结论　人参皂苷
FG

#

预处理可增加大鼠血浆
%TF(

和
I%(S

含量，并维持海马组织
(,LH =F3I

表达水平，从而缓解急性

束缚性应激所导致的损害。
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　　急性应激是机体在各种内外环境因素及社会、心
理因素刺激时所出现的全身性非特异性适应反应，可

以引起大脑功能减退及神经元损害，海马是应激时中

枢神经系统损伤的主要部位［
#

，
!

］。酪氨酸激酶
H

（
JE,0K>@8 L>@+K8 H

，
(,LH

）在海马组织大量表达，是

脑源性神经营养因子（
G,+>@ Q8,>X8Q @8C,0J,0R.>-

Y+-J0,

，
HN3`

）的高亲和力受体，两者结合对恢复神

经元正常生理功能、挽救神经元变性及突触重塑等具

有重要作用［
$

，
7

］。同时在急性应激情况下，机体激活

下丘脑—垂体—肾上腺轴（
SUI

轴），促使血浆中促

肾上腺皮质激素（
+Q,8@0-0,J>-0J,0R>- .0,=0@8

，

I%(S

）和皮质酮（
-0,J>-0KJ8,0@8

，
%TF(

）的浓度增

加，是对抗外来突发事件的一条重要反馈和自我保护

途径［
5

］。人参皂苷
FG

#

作为人参中的主要有效成分，

其对缺血性脑损伤、癫痫、阿尔茨海默病等多种神经系

统疾病具有一定的疗效［
;

－
:

］。目前国内关于急性束缚

性应激对海马
(,LH =F3I

表达影响的文章尚少，也

鲜有关于人参皂苷在这一方面的研究。本实验观察急

性束缚性应激对大鼠海马组织
(,LH =F3I

表达的

影响，并研究人参皂苷
FG

#

预处理对急性应激血浆

I%(S

和
%TF(

及海马区
(,LH =F3I

表达的影响，

并探讨其可能机制。

材料与方法

#

　动物　健康成年
MN

大鼠
#:

只，
MU`

级，雄

性，
9

周，体重（
!5"

±
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）
A

，由上海斯莱克实验动物

有限责任公司提供，动物生产许可证号：
M%b\

（沪）

!""9

－
"""5

。于实验前
9

天购买并饲养于标准动物

房中，给予充足的水分和食物。

!

　药物、试剂及仪器　人参皂苷
FG

#

（批号：

#""9!7$!

，含量≥6:


"c

，购于上海同田生物技术股

份有限公司），使用时将其溶解于生理盐水中，于使用

当天配制成
! =AO=P

浓度；大鼠
%TF(

和
I%(S

<P'MI

试剂盒（购于上海西唐生物科技有限公司）；

(,>]01

试剂盒（
'@X>J,0A8@

，
%+J


#556;

，美国）；反转录

试剂盒（
H>0


M8,X8 %+J 30

：
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U%F""5

）；
U%F

扩

增试剂盒（
H>0


M8,X8 %+J 30

：
HM


U%F""$

）；
#"c

水合氯醛；̂
S


(bd

型筒形束缚器（杭州雷琪实验器材

有限公司）；酶标仪（
N<3P<4 NFIZT3 )811K-+@

*\ $

，
(.8,=0

，芬兰）；
IH' 95""

型定量
U%F

仪

（
IH'

，美国）；微量分光光度计（
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，
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，美国）。
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　分组、造模与给药　将
#:

只大鼠按随机区组

法分为正常组、模型组和给药组，每组
;

只。正常组不

作任何处理。模型组采用
^S


(bd

型筒形束缚器束缚

! .

。操作方法：抓住大鼠尾端，使其钻入束缚器，调节

束缚器的长度使大鼠制动
! .

［
6

，
#"

］。给药组于造模前

$" =>@

给予人参皂苷
FG

#

（
7" =AOLA

）［##，#!］腹腔注

射，余同模型组。

7

　
<P'MI

法检测血浆
I%(S

和
%TF(

浓度

大鼠造模前及造模结束后即刻用
#"

％水合氯醛
（
$ =POLA

）进行腹腔注射麻醉，再用肝素化的
# =P

针筒通过目内眦静脉采血
# =P

，收集在冷冻过的肝素

化的
<U

管中，
7

℃，
$ """ , O=>@

离心
#5 =>@

，取血浆

标本于 －
!"

℃保存。采用
<P'MI

法检测
I%(S

和

%TF(

浓度，按试剂盒说明书进行操作。以造模后血

浆
%TF(

、
I%(S

含量较造模前显著增加作为造模成

功的评价标准。

5

　实时荧光定量
F(


U%F

检测海马组织
(,LH

=F3I

表达　造模结束后
"


5 .

，大鼠深麻醉后断头

取脑，冰上游离海马组织，迅速置于液氮中，后于

－
:"

℃保存。采用实时荧光定量
F(


U%F

检测大脑

海马组织中
(,LH =F3I

表达量。使用
(,>]01

试剂

提取
F3I

，甲醛变性胶电泳检测
F3I

完整性，紫外

分光光度法在
!;"

、
!:" @=

波长处测定
F3I

样品吸

光度（
I

）值，计算
F3I

纯度和浓度。逆转录成

-N3I

。引物由上海捷瑞生物工程有限公司设计，引物

序列见表
#

。反应体系组成：
!

×
U%F *+KJ8, *>[


JC,8 #5 μP，U%F 特异引物 ` "


5 μP，U%F 特异引物

F "


5 μP，模板 ! μP，余下体积用水补足到$" μP。各

指标按以下程序进行：
65

℃，
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；
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～
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个循环
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℃，
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；
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℃，
$" K

；
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℃，
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）；
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℃，
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。目的基因浓度除以基因（
#: M

）的浓度，即为

此基因校正后的相对含量。
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　目的基因引物序列

基因 双向引物序列
退火温度

（℃）
引物长度

（
GR

）
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上游
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′
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$

′
;" #!6
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5

′
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$

′
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上游
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′
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$

′
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′
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　统计学方法　应用
MUMM #9


"

软件进行统

计学分析，计量资料以
[

±
K

表示，组间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用
PMN

法。
U W"


"5

为差异

有统计学意义。

结　　果

#

　各组大鼠造模前后血浆
I%(S

、
%TF(

含量

比较（表
!

）　造模前，各组血浆
I%(S

、
%TF(

含量比

较，差异无统计学意义（
U V"


"5

）。造模后，模型组和

给药组血浆
I%(S

、
%TF(

含量均较本组造模前显著

上升，差异有统计学意义（
U W"


"5

）；且模型组明显高

于正常组同期（
U W"


"5

），给药组明显高于模型组同

期（
U W"


"5

）。

!

　各组大鼠海马组织
(,LH =F3I

表达的相对

含量比较（表
!

）　与正常组比较，模型组海马组织
(,LH =F3I

表达水平下降，差异有统计学意义（
U W

"


"5

）；给药组海马组织
(,LH =F3I

表达水平较模

型组升高，差异有统计学意义（
U W"


"5

）。

讨　　论

应激是多种疾病如代谢类疾病、心血管疾病以及

精神类疾病等的风险因素。随着研究的进展，发现应

激对中枢系统多种神经递质传导通路有很大的影

响［
#$

］。海马是应激对大脑产生作用最重要的区域之

一，目前关于应激对大脑海马影响的研究很多，并发现

应激可以使海马的细胞因子
3`

κH、R$: 蛋白激酶等
发生改变［

#7

］，但关于急性束缚性应激和
(,LH

的研究

尚少。本实验采用急性束缚性应激模型，观察大鼠海

马区
(,LH =F3I

表达量的变化。结果发现，急性束

缚
! .

后大鼠海马区
(,LH =F3I

表达量下降。

　　研究表明，
(,LH

信号传导在兴奋性突触形成过程

中起着重要作用，其主要机制可能是通过
(,LH

信号

介导的自主细胞信号作用于突触前后细胞，从而使兴

奋性突触发生［
#5

］。这一过程为突触发生提供一个生

长和稳定的环境［
#5

］。应激会导致大脑海马突触减少，

海马体积萎缩等［
#;

］，因此
(,LH

可能介导这一过程。

同时
(,LH

信号还介导下游几条通路，分别是丝裂原

激活的蛋白激酶
O*IU

激酶（
*IU\

）通路、胞内磷脂

酰肌醇激酶
$

（
U'$\

）通路和 γ磷脂酶 %


%+

! e

（
UP%γ%+! e）通路［

#9

］。这
$

条通路介导各种生物学

改变，同时也与多种疾病发生关系密切。由此可见，

(,LH

可能介导了应激所导致的生理病理性改变，同时

也可以解释应激所导致疾病多样性的原因。至于具体

疾病的具体途径，尚待进一步研究。

人参是传统的补益中药，人参皂苷
FG

#

是人参的

代表成分之一。大量研究发现其可以改善记忆功能、

抑制脑神经细胞凋亡、保护海马神经元［
#!

］。已有研究

证实人参皂苷
FG

#

可促进大脑神经生长因子（
@8,X8

A,0?J. Y+-J0,

，
3Z`

）和
(,LI

的表达［
#:

］。本研究发

现急性束缚性应激使大鼠海马
(,LH =F3I

表达明

显下降，故采用人参皂苷
FG

#

预处理方法，探讨其对

这一过程是否存在保护作用及可能机制。结果发现，

给药组造模后可以维持海马
(,LH =F3I

的正常表

达量，从而达到缓解急性应激的效果。其具体机制可

能与人参皂苷具有钙通道拮抗及氧化作用等有关［
#6

］，

尚待进一步研究。

同时，研究认为急性应激是糖皮质激素（人体为

皮质醇，大鼠为皮质酮）增加的过程［
5

，
!"

］。有研究表

明急性应激激活
SUI

轴致使其释放的
I%(S

及

%TF(

含量增高，与其受体结合，从而产生一系列的自

我调节作用［
5

］。本研究发现急性束缚
! .

后血浆

%TF(

和
I%(S

含量明显上升，提示造模成功，同时

人参皂苷
FG

#

可以升高血浆
%TF(

和
I%(S

的含

量，提示其可能与增强急性应激的自我保护作用有关。

然而人参皂苷
FG

#

上调急性应激下血浆中
%TF(

和

I%(S

含量的具体机制尚不明确，同时是否还存在其

他的保护通路有待于进一步研究。

表
!

　各组大鼠血浆
I%(S

、
%TF(

含量及
(,LH =F3I

表达比较　（
[

±
K

）

组别
@

I%(S

（
@AO=P

）

造模前 造模后

%TF(

（
@AO=P

）

造模前 造模后
(,LH =F3I

正常
; #

．
:5!

±
"

．
:77 #

．
67"

±
"

．
:7; "

．
:67

±
"

．
$:9 "

．
:!5

±
"

．
$;9 :9

．
9$

±
9

．
;!

模型
; !

．
";5

±
"

．
:;;

$

．
65:

±
"

．
6#;

△
"

．
6$6

±
"

．
$"!

!

．
$"5

±
"

．
;55

△
5"

．
;5

±
5

．
#6

△

给药
; #

．
"$$

±
"

．
99"

5

．
66#

±
#

．
$5$

▲
#

．
$;#

±
"

．
6""

7

．
"9:

±
#

．
9#;

▲
9:

．
6#

±
#:

．
"9

▲

　　注：与本组造模前比较，
U W"

．
"5

；与正常组同期比较，△
U W"

．
"5

；与模型组同期比较，▲
U W"

．
"5
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　　综上，急性应激使大鼠海马区
(,LH =F3I

表达

量明显下降。人参皂苷
FG

#

预处理可升高血浆

%TF(

和
I%(S

含量，同时维持海马
(,LH =F3I

的

正常表达量。本实验对急性应激性疾病发病原因进行

了探讨，同时为临床使用人参皂苷治疗此类疾病提供

了理论基础和科学依据。
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