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基金项目# 国家自然科学基金面上项目$
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"
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作者单位#

#3

河南中医药大学基础医学院$郑州
78""7%

%&

!3

山东中医药大学基础医学院$济南
!8"&88

%

通讯作者# 詹向红"

*/2

#

"&6#

"

%8%5"!"!

"

9

#

:;<2

#

=>?&6#@#%&3A1:

BC)

#

#"

!

6%%#DE

!
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!
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!基础研究!

长期负性情绪应激对
B

#

F;2

大鼠认知功能及

海马
4G!H

基因甲基化表达的影响

李$宁#

$刘紫阳!

$詹向红#

$李$伟#

$刘$永#

$侯俊林#

摘要$目的$探讨长期负性情绪应激对大鼠脑老化进程的影响机制" 方法$将雌雄各半的
6"

只

+<IJ;K

大鼠分别采用随机方法#分为空白对照组$

B

#

F;2

脑老化模型组$应激脑老化组#每组
#7

只且雌雄各

半#其余大鼠做为攻击鼠参与负性情绪应激的诱导%采用颈后部皮下多点注射
B

#

F;2 "

!

#FD

&

LF

!

M

'制备脑

老化大鼠模型% 采用不可预知性刺激#诱导应激脑老化组大鼠长期负性情绪应激%采用
,1KK<

%

I

水迷宫实验

记录大鼠水下寻台时间&

NOP

'#评价大鼠学习记忆功能%采用
9P)NQ

测定大鼠血浆促肾上腺皮质激素

&

Q'*R

'和皮质酮&

'CG*

'含量%采集大鼠海马样本制备匀浆#采用甲基化特异性
O'G

法&

,NO

'检测海马

4

#甲基#

B

#天门冬氨酸受体#

!H

亚型&

4G!H

'基因调控区胞嘧啶 "磷酸 "鸟嘌呤位点&

'ST

'甲基化程度#

采用
9P)NQ

法测定甲基化转移酶
#

&

B4,*#

'活性" 结果与
B

#

F;2

脑老化模型组比较#应激脑老化组大鼠的

NOP

明显延长#

4G!H

基因启动子区
'ST

甲基化程度及
B4Q B4,*#

活性显著增高&

O U "

!

"8

'#血浆

'CG*

$

Q'*R

水平显著升高&

O U"

!

"8

'" 结论$长期情绪调节不良能够加速机体大脑老化进程#其机制可

能与慢性情绪应激引发机体特定基因甲基化程度增高有关"

关键词$负性情绪应激%

B4Q

甲基化% 海马
4

#甲基#

B

#天门冬氨酸受体#

!H

亚型% 认知功能

9VV/AJI 1V P1.F

#

J/K: 4/F;J<W/ 9:1J<1.;2 NJK/II 1. '1F.<J<W/ X-.AJ<1. ;.M ,/J?Y2;J<1. 1V 4G!H

T/./ <. R<SS1A;:S-I 1V B

#

F;2 G;JI

$

P) 4<.F

#

"

P)Z [<

#

Y;.F

!

"

[RQ4 \<;.F

#

?1.F

#

"

P) +/<

#

"

P)Z

]1.F

#

"

;.M RCZ (-.

#

2<.

#

$

# H;I<A ,/M<A;2 '122/F/

"

R/.;. Z.<W/KI<JY 1V *',

"

[?/.F=?1-

$

78""7%

%&

! H;I<A ,/M<A;2 '122/F/

"

N?;.M1.F Z.<W/KI<JY 1V *',

"

(<.;.

$

!8"&88

%

QHN*GQ'*

$

C^E/AJ<W/

$

*1 IJ-MY J?/ :/A?;.<I: 1V 21.F

#

J/K: ./F;J<W/ /:1J<1.;2 IJK/II 1. J?/

^K;<. ;F<.F SK1A/II <. K;JI 3 ,/J?1MI

$

*1J;22Y 6" +<IJ;K K;JI

"

?;2V :;2/ ;.M ?;2V V/:;2/

"

_/K/ K;.M1:2Y

M<W<M/M <.J1 ; ^2;.L A1.JK12 FK1-S

"

B

#

F;2 ^K;<. ;F<.F :1M/2 FK1-S

"

;.M IJK/II

#

<.M-A/M ^K;<. ;F<.F FK1-S

"

#7 <. ?;2V :;2/ ;.M ?;2V V/:;2/ /;A? FK1-S3 QI 1VV/.I/ I<M/

"

J?/ K/:;<.<.F K;JI _/K/ <.W12W/M <. J?/ <.

#

M-AJ<1. 1V ./F;J<W/ /:1J<1.;2 IJK/II3 *?/ B

#

F;2 ^K;<. ;F<.F :1M/2 _;I SK/S;K/M ^Y I-^A-J;./1-I <.E/A

#

J<1. 1V B

#

F;2 "

%

# FD

$

LF

!

M

%

<.J1 J?/ S1IJ/K<1K ./AL 1V ; K;J3 Z.SK/M<AJ;^2/ IJ<:-2;J<1. _;I -I/M J1 <.M-A/

21.F

#

J/K: ./F;J<W/ /:1J<1.;2 IJK/II 1V K;JI <. J?/ IJK/II

#

<.M-A/M ^K;<. ;F<.F FK1-S3 ,1KK<

%

I _;J/K :;=/

J/IJ _;I -I/M J1 K/A1KM J?/ K;JI

%

I/;KA?<.F S2;JV1K: 2;J/.AY

$

NOP

%

;.M /W;2-;J/ J?/<K 2/;K.<.F ;.M :/:

#

1KY V-.AJ<1.3 *?/ A1.J/.JI 1V ;MK/.1A1KJ<A1JK1S<A ?1K:1./

$

Q'*R

%

;.M A1KJ<A1IJ/K1./

$

'CG*

%

<. K;J

S2;I:; _/K/ M/J/AJ/M ^Y 9P)NQ3 G;J ?<SS1A;:S;2 I;:S2/I _/K/ A122/AJ/M J1 SK/S;K/ ?1:1F/.;J/

"

;.M

:/J?Y2;J<1.

#

IS/A<V<A O'G

$

,NO

%

_;I -I/M J1 M/J/AJ J?/ M/FK// 1V :/J?Y2;J<1. 1V AYJ1I<./

#

S?1IS?1K<A

;A<M

#

F-;.<. !

$

'ST

%

<. J?/ K/F<1. 1V 4G!H F/./ K/F-2;J<1.3 *?/ ;AJ<W<JY 1V B4Q :/J?Y2JK;.IV/K;I/ #

$

B4

#

,*#

%

_;I M/J/AJ/M ^Y 9P)NQ3 G/I-2JI

$

'1:S;K/M _<J? J?/ B

#

F;2 ^K;<. ;F<.F :1M/2 FK1-S

"

J?/ NOP 1V

_;I I<F.<V<A;.J2Y SK121.F/M

"

J?/ M/FK// 1V 'ST :/J?Y2;J<1. ;.M B4Q B4,*# ;AJ<W<JY <. J?/ ?<SS1A;:S;2

4G!H F/./ K/F-2;J<1. K/F<1. _/K/ I<F.<V<A;.J2Y /2/W;J/M

"

;.M S2;I:; 'CG* ;.M Q'*R 2/W/2I I<F.<V<A;.J2Y
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<.AK/;I/M <. J?/ IJK/II

#

<.M-A/M ^K;<. ;F<.F FK1-S

$

O U"

%

"8

%

3 '1.A2-I<1.I

$

P1.F

#

J/K: /:1J<1.;2 :;2;M

#

E-IJ:/.J ;AA/2/K;J/M J?/ ^K;<. ;F<.F SK1A/II3 Q.M <JI :/A?;.<I: :<F?J ^/ K/2;J/M J1 <.AK/;I/M :/J?Y2;

#

J<1. 1V IS/A<V<A F/./I <. J?/ ^1MY A;-I/M ^Y A?K1.<A /:1J<1.;2 IJK/II3

`9]+CGBN

$

./F;J<W/ /:1J<1.;2 IJK/II

&

B4Q :/J?Y2;J<1.

&

4

#

:/J?Y2

#

B

#

;IS;KJ;J/ K/A/SJ1K I-^JYS/

#

!H

&

A1F.<J<W/ V-.AJ<1.

$$脑器官的老化主要表现为认知功能的衰退' 中医

学称脑为(元神之府)"主司精神*意识*思维*记忆等

功能"认为脑的老化主要是脏腑气机失调*精气血津液

输布失常不能上输于脑"脑失濡养所致' 现代医学认

为脑老化是多种因素共同作用的结果"近年来有学者

通过(生物+心理+社会医学)模式研究认为"情绪活

动作为影响躯体功能的主要中间媒介"其变化能够引

起机体生理*病理唤醒"与脑老化密切相关,

#

-

&本课题

组前期临床研究也发现"较之情绪调节良好的个体"肝

郁型轻度认知功能障碍 $

:<2M A1F.<J<W/ <:S;<K

#

:/.J

"

,')

%患者认知下降速度加快"并且采用疏肝法

可以改善患者的总体认知水平,

!

"

&

-

"说明长期的负性

情绪应激可以造成认知功能的下降' 表观遗传研究认

为"机体基因组整体甲基化水平变化及特定基因甲基

化异常"是衰老相关疾病发生发展的重要因素,

7

-

"相

关研究显示与学习记忆密切相关的
4G!H

基因启动

子区的甲基化水平增加"可导致该基因表达沉默"引发

学习记忆障碍"造成认知功能的衰退,

8

-

"另有从环境

因素与
B4Q

甲基化的关系研究发现"一过性强烈负

性情绪伤害作为外部环境刺激因素"可造成海马区

B4Q

甲基化程度增高"导致中枢神经系统功能的损伤

进而影响认知水平,

%

-

"这些研究虽然从表观遗传学的

角度对情绪引起认知功能损伤进行了探索"但关于长

期的负性情绪应激能否通过影响表观遗传调节而造成

认知功能衰退尚无定论"本实验针对处于长期负性情

绪应激状态
B

#

F;2

大鼠进行研究"通过检测其认知功

能的改变及其海马
4G!H

基因甲基化程度变化"从表

观遗传学的角度探讨长期负性情绪应激影响认知功能

导致脑老化的相关机制'

材料与方法

#

$动物$

NOX

级
&

月龄
+<IJ;K

大鼠
6"

只"雌

雄各半"体重分别为雌鼠$

&""

&

#"

%

F

*雄鼠$

&%"

&

#"

%

F

"购置于山东鲁抗公司$批号#

N'\`

,鲁-

!"#&

"

"""#

%&在河南省中医药研究院动物实验中心独立通

风环境动物实验室饲养$

N]\`

,豫-

!"#!

"

"""$

%&

实验过程经河南中医药大学动物伦理委员会批准

$

413 B+PP!"#&"!""%

%'

!

$主要试剂及仪器$

B

#半乳糖$美国
Q:K/IA1

公司"批号#

!"#&"5"%

%&

NBN

#

OQT9

凝胶电泳试剂盒

$南京凯基"批号#

`TO##&

%&糖皮质激素受体$

TG

%

试剂盒 $

NA

#

#""7 N;.J; 'K-=H<1J/A?.121FY3 ';J3

41

#

P&#55

%&

4,BQG

*

';,

*

'G9H +/IJ/K. H21J

#

J<.F

试剂盒$南京凯基"批号#

`TO#!"#

%&甲基化处

理试剂盒$美国
[],C

公司"批号#

M8""%

%*

B4,*#

试剂盒$上海沪峰"批号#

XQ"&&%7H

%*

N:;KJ

视频图

像跟踪分析系统$

,/M<; 'Y^/K./J<AI3).A

%*

O1_/K

#

O;A

基础电泳仪电源 $美国
H<1

#

G;M

公司"

#%7

#

8"8#

%*凝胶成像仪$英国
N]4T949

公司"

T

#

HC\

#

'?/:<\G8

%等'

&

$动物分组$正常饲养大鼠
#

周"剔除体重和旷

场实验得分偏离较大的个体
8

只$雄鼠
&

只"雌鼠

!

只%"将剩余
%8

只大鼠按雌*雄分别采用随机数字表

法分为空白对照组*

B

#

F;2

脑老化模型组*应激脑老化

组"每组
#7

只雌雄各半&为防止电击后大鼠意外和保

证攻击效果"将未参与随机分组的
!&

只大鼠和
8

只

被剔除的大鼠共
!5

只均列为攻击鼠"在目标鼠$

#7

只

应激脑老化组大鼠%长期负性情绪应激引入的间接电

击刺激实验中"随机从中选取一只接受电击后对目标

鼠进行一对一攻击'

7

$

B

#

F;2

脑老化模型的造模方法$

B

#

F;2

脑老化

模型组*应激脑老化组大鼠颈后部皮下多点注射

B

#

F;2 "

!

#FD

$

LF

!

M

%"持续
%

周"复制脑老化大鼠

模型,

6

-

'

8

$长期负性情绪应激的引入$采用本课题组改

良后不可预知性刺激诱导大鼠产生负性情绪应激,

5

-

'

具体方法为#应激脑老化组大鼠自实验第
#8

天开始依

次每天接受束缚*强迫游泳*间接电击*摇晃*强光*潮

湿垫料*噪声*惩罚性饮水
5

种不同的刺激中的一种"

持续
7

周'

8

!

#

$束缚$将大鼠放入长
#6 A:

*直径
% A:

一端为可调节的圆锥形塑料瓶口的束缚筒中"水平放

置
% ?

"期间不予饮食'

8

!

!

$强迫游泳$将大鼠置于不透光的盛有

$

!&

&

"

!

8

%'的干净温水塑料桶内$桶高
8" A:

"直

径
&" A:

"水深
&" A:

%于刺激当天强迫游泳"每次游
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%

泳
#8 :<.

"每天持续游泳
5

次"每次间隔时间不超过

# :<.

'

8

!

&

$间接电击$采用本课题组改良的间接电击

法"随机选取
#

只应激脑老化组大鼠作为目标鼠单

独放入特质金属笼内"再从攻击鼠中随机选取
#

只

放入笼内&金属笼连接
*BT'

单项接触式调压器"将

电压设置为
&% Z

$电极一端连接金属笼"另一端作

为电击端%用电极的电击端触碰攻击鼠腹部"攻击鼠

遭受电击被激惹后对目标鼠发起攻击"发生打斗*对

峙等"该过程使目标鼠产生心理应激' 针对每只目

标鼠选择一只攻击鼠进行电击刺激"频率
# a

!

次
D: <.

"每只攻击鼠当天刺激
#8 :<.

"之后在剩余

攻击鼠中再随机选取
#

只新的攻击鼠进行刺激"依

次攻击其他目标鼠'

8

!

7

$摇晃$将大鼠放入固定在多用调速振荡器

上的小型鼠笼中"按照
#%"

次
D:<.

频率水平往复振

荡"每次振荡
&" :<.

'

8

!

8

$强光$将频闪仪设置为
&""

闪
D:<.

并固定

于大鼠眼睛前方
#" A:

处"

8 ?DM

'

8

!

%

$潮湿垫料$晨
5

#

""

时将大鼠移出鼠笼"按

照每
#"" F

垫料喷
!8" :P

标准喷蒸馏水后将大鼠放

回鼠笼"晚
5

#

""

时更换为干燥垫料'

8

!

6

$噪声$采用大鼠饮水冲突实验系统设置噪

声$持续白噪音%"噪声强度为
$" MH

"主频
"

!

!8 a

7

!

"" `R=

"制成录音后通过距离大鼠
!" a&" A:

扬

声器播放"

& ?DM

'

8

!

5

$惩罚性饮水$实验前剥夺脑老化应激组大

鼠饮水
75 ?

"并提前
7 ?

将大鼠置于饮水冲突设备鼠

笼中适应"然后逐一进行约束饮水刺激' 大鼠每
!"

次

舔吸水管口给予
#

次
"

!

8 :Q

电击刺激"刺激时间为

! I

"每只大鼠刺激
#" :<.

'

%

$标本采集及制备$实验第
&6

天始"进行为期

%

天的
,1KK<

%

I

水迷宫测试&随后按
! FDLF

乌拉坦腹

腔注射麻醉取样'

%

!

#

$制备血浆$用真空
9B*Q

#

!4;

抗凝采血管

经腹主动脉取血
8 a 5 :P

"离心"取上清" "

5"

'

保存'

%

!

!

$分离海马及匀浆$大鼠断头后迅速用止血

钳钝性开颅"取脑组织置于冰面上"分离海马"称重后

以
#

(

#"

的比例加入
"

!

7 :12DP

的高氯酸&冰浴下充分

匀浆"冰浴沉淀
&" :<.

"于
7

'*

#" """ K D:<.

离心

#8 :<.

&取上清液"每
# :P

上清液加
"

!

68 :P 7b

碳

酸氢钠溶液"混匀后于
7

'*

& """ K D:<.

离心
8 :<.

&

取上清液"过
"

!

78 !:

滤膜"分装" "

5"

'保存"用于

测定各项生物化学活性物质'

6

$指标检测及方法

6

!

#

$空间学习记忆能力测定$采用
,1KK<

%

I

水

迷宫法' 记录大鼠寻找水下平台的潜伏期"即寻台时

间$

NOP

%"为期
%

天'

6

!

!

$

ROQ

轴功能检测$采用
9P)NQ

测定大鼠

血浆促肾上腺皮质激素 $

;MK/.1A1KJ<A1JK1S<A ?1K

#

:1./

"

Q'*R

%和皮质酮 $

A1KJ<A1IJ/K1./

"

'CG*

%

含量'

6

!

&

$表观遗传学检测$采用甲基化特异性
O'G

法,

$

-

$

:/J?Y2;J<1.

#

IS/A<V<A O'G

"

,NO

%检测
4G!H

基因调控区
'ST

甲基化程度'

检测步骤#引物设计合成$引物序列见表
#

% "

B4Q

提取质检"

B4Q

亚硫酸氢盐修饰"扩增"琼脂

糖电泳检测'

表
#

$引物序列信息

引物名称 引物序列 产物长度$

^S

%

4G!H,

#

X *TTTT*TQQTQQ*QQQ***QQ'T &!8

4G!H,

#

G Q'QQQQQ*'Q'Q'Q''Q''QQ* &!8

4G!HZ

#

X *TTTT*TQQTQQ*QQQ***QQ*T &!8

4G!HZ

#

G Q'QQQQQ*'Q'Q'Q''Q''QQ* &!8

6

!

7

$采用
9P)NQ

法测定甲基化转移酶
#

$

B4Q

:/J?Y2JK;.IV/K;I/#

"

B4,*#

%活性'

5

$统计学方法$采用
NONN !"

!

"

统计分析软

件完成' 定量资料采用
>

&

I

表示"多组间均数比较采

用单因素方差分析"组间两两比较采用
PNB

或
B-.

#

./JJ *&

检验"

O U"

!

"8

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$一般情况观察$空白对照组大鼠皮毛光泽*反

应灵敏*活动自如*精神状态良好&

B

#

F;2

脑老化模型

组大鼠毛发干枯发黄*精神倦怠*行动迟缓*反应迟钝&

应激脑老化组大鼠毛发杂乱*光泽差"精神萎靡*反应

迟钝*粪便稀薄'

!

$各组大鼠血浆
'CG*

及
Q'*R

水平比较$表

!

% $与空白对照组比较"应激脑老化组大鼠血浆

'CG*

*

Q'*R

水平升高$

O U"

!

"8

%&与
B

#

F;2

脑老化

模型组比较"应激脑老化组大鼠血浆
'CG*

*

Q'*R

水

平升高$

O U"

!

"8

%'

&

$各组大鼠
,1KK<

%

I

水迷宫
NOP

比较$表
&

%$

与空白对照组比较"

B

#

F;2

脑老化模型组*应激脑老化

组大鼠
NOP

明显延长$

O U"

!

"8

%&与
B

#

F;2

脑老化模

型组比较"应激脑老化组大鼠
NOP

明显延长 $

O U

"

!

"8

%'
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!

%

!!"($$!

表
!

$各组大鼠血浆
'CG*

及
Q'*R

水平比较$$

>

&

I

%

组别
. 'CG*

$

.:12DP

%

Q'*R

$

.FDP

%

空白对照
#7 &&%

)

7"

&

7!

)

66 8$

)

%6

&

#6

)

$6

B

#

F;2

脑老化模型
#7 &78

)

68

&

7&

)

%# 86

)

6&

&

#8

)

$%

应激脑老化
#7

7&#

)

!5

&

7"

)

%%

!"

$"

)

#%

&

#7

)

76

!"

X

+

!#

)

&&# #6

)

%%"

O

+

"

)

""# "

)

""#

$$注#与空白对照组比较"

!

O U "

!

"8

"与
B

#

F;2

脑老化模型组比

较"

"

O U"

!

"8

表
&

$各组大鼠
,1KK<

%

I

水迷宫
NOP

比较$$

I

"

>

&

I

%

组别
. NOP

空白对照
#7 !!

)

#"

&

##

)

!!

B

#

F;2

脑老化模型
#7

&"

)

"5

&

6

)

%"

!

应激脑老化
#7

&6

)

$$

&

$

)

5%

!"

X

+

#"

)

7&8

O

+

"

)

""#

$$注#与空白对照组比较"

!

O U "

!

"8

&与
B

#

F;2

脑老化模型组比

较"

"

O U"

!

"8

7

$各组大鼠海马
4G!H

基因启动子区
'ST

甲

基化程度比较$见图
#

"表
7

%$与空白对照组比较"

B

#

F;2

脑老化模型组*应激脑老化组大鼠海马
4G!H

基

因启动子区
'ST

甲基化程度明显升高$

O U"

!

"8

%&

与
B

#

F;2

脑老化模型组比较"应激脑老化组大鼠海马

4G!H

基因启动子区
'ST

甲基化程度明显升高$

O U

"

!

"8

%'

$$注#

:

代表甲基化条带&

-

代表非甲基化条带&

,

为
:;KL

#

/K

"其中最亮的为
7"" ^S

&甲标为阳性标准品&阴标为阴性标准

品&

4*'

为阴性对照&

'

为空白对照组&

B

为
B

#

F;2

脑老化模型

组&

,

为应激脑老化组

图
#

$各组大鼠海马
4G!H

基因启动子区

'ST

甲基化程度的琼脂糖电泳胶

表
7

$各组大鼠海马
4G!H

基因启动子区

'ST

甲基化程度比较$$

>

&

I

%

组别
. 'ST

甲基化

空白对照
#7 "

)

"7

&

"

)

"#

B

#

F;2

脑老化模型
#7

"

)

#$

&

"

)

"!

!

应激脑老化
#7

#

)

"6

&

"

)

"6

!"

X

+

#!

)

88&

O

+

"

)

"""

$$注#与空白对照组比较"

!

O U "

!

"8

"与
B

#

F;2

脑老化模型组比

较"

"

O U"

!

"8

8

$各组大鼠海马
B4,*#

活性比较$表
8

%$与

空白对照组比较"

B

#

F;2

脑老化模型组*应激脑老化组

大鼠海马
B4,*#

活性显著升高$

O U"

!

"8

%&与
B

#

F;2

脑老化模型组比较"应激脑老化组大鼠海马
B4,*#

活性显著升高$

O U"

!

"8

%'

表
8

$各组大鼠海马
B4,*#

活性比较$$

>

&

I

%

组别
. B4,*#

$

!FDP

%

空白对照
#7 %7

)

5&

&

#5

)

6!

B

#

F;2

脑老化模型
#7

#$8

)

55

&

!6

)

$#

!

应激脑老化
#7

%#&

)

"!

&

&5

)

8!

!"

X

+

57%

)

85"

O

+

"

)

""#

$$注#与空白对照组比较"

!

O U "

!

"8

&与
B

#

F;2

脑老化模型组比

较"

"

O U"

!

"8

讨$$论

中医学认为人的精神意识思维活动责之于脑"而

分属于五脏"其功能以五脏精气为物质基础"(人有五

脏化五气"以生喜怒悲忧恐) $.素问!阴阳应象大论

篇/%"肝疏泄正常"情志调畅"五脏气血和利"精气充

沛"则脑功能可正常发挥&若人之肝气不疏*情志不调"

则脏腑气机升降失常"精气血津液输布不畅"不能上达

于脑"则脑失所养"加速脑老化进程' 本课题组前期的

研究证明"慢性愤怒应激$单一情绪%可通过影响海马

神经元线粒体膜电位造成海马神经元凋亡升高"以及

使下丘脑+垂体+肾上腺轴$

?YS1J?;2;:<A S<J-<J;KY

;MK/.;2

"

ROQ

%和交感 "肾上腺髓质系统$

IY:S;

#

J?1

#

;MK/.1:/M-22;KY IYIJ/:

"

NQN

%持续兴奋造成

神经内分泌紊乱和免疫功能抑制"从而加重
B

#

F;2

大

鼠的衰老及脑老化程度"加速衰老进程,

#"

"

##

-

' 本研究

结果显示#与空白对照组比较"

B

#

F;2

脑老化模型组大

鼠在
,1KK<

%

I

水迷宫实验
NOP

明显延长"表明
B

#

F;2

脑老化模型组大鼠空间定位和学习记忆功能出现了明

显的下降"提示造模成功&与
B

#

F;2

脑老化模型组比

较"应激脑老化组大鼠
,1KK<

%

I

水迷宫实验
NOP

明显

延长"且血浆
'CG*

*

Q'*R

水平明显升高"表明长期
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%

负性情绪应激使
B

#

F;2

脑老化大鼠
ROQ

轴功能亢进"

累及其海马功能受损"造成
B

#

F;2

脑老化大鼠空间学

习能力进一步减退"提示长期负性情绪应激使
B

#

F;2

脑老化大鼠认知功能损伤加速' 这在本课题组前期研

究慢性单一情绪应激可加速脑老化基础上"从复合情

绪的角度又进行了更深入探索'

现代研究认为"个体遗传因素和社会环境因素的

影响"二者均可通过影响表观遗传调节"导致机体从正

常老化向病理性老化转变,

#!

-

"其中
B4Q

甲基化是表

观遗传学最主要现象之一&在哺乳动物中"

B4Q

甲基

化过程主要通过
&

种
B4Q

甲基化转移酶$

B4,*I

%

的作用而实现"其中的
B4,*#

主要维持染色体复制

过程中
B4Q

甲基化状态的稳定"起到了至关重要的

作用,

#&

-

' 针对学习记忆分子机制的研究认为"存在于

海马神经元突触后膜上的兴奋性神经递质受体
4

#甲

基#

B

天冬氨酸受体 $

4

#

:/J?Y2

#

B;IS;KJ;JA KA/AS

#

J1KI

"

4,BQ

%是突触可塑性及长时程增强效应$

21.F

#

J/K: M/SK/II<1.

"

P*O

%的主要调控者"构成了中枢

神经系统学习和记忆等重要功能的基础,

#7

-

&

4G!H

是

4,BQ

受体亚基中的一种,

#8

-

"其能够与兴奋性神经

递质结合而介导蛋白合成"增强学习记忆功能,

#%

-

"被公

认为是生物的聪明基因,

#6

-

' 本研究结果显示#与空白

对照组相比"

B

#

F;2

脑老化模型组*应激脑老化组大鼠

海马
4G!H

基因
'ST

岛区甲基化的程度和海马
B4

#

,*#

均明显升高&这与
,

*

22/K ,

,

#5

-等通过转基因的方

法"使小鼠前脑的
4G!H

基因过度表达"发现
4G!H

基

因高表达小鼠的学习和记忆能力得到显著提高"而在敲

除
4G!H

基因后"其空间学习能力明显降低"

P*O

也完

全丧失的研究结果基本一致"提示本研究
B

#

F;2

脑老化

模型组*应激脑老化组大鼠认知功能的损伤"可能是由

于海马
B4,*#

活性增强造成
4G!H

基因
'ST

岛区甲

基化程度升高"导致
4G!H

基因沉默引起表达缺陷"使

蛋白表达和突触后膜功能降低所引起的'

长期负性情绪应激可造成
ROQ

轴过度激活从而

损伤海马"导致认知功能的下降' 而海马
4G!H

基因

的表达又直接影响了认知功能水平"那么长期负性情

绪应激能否通过影响海马
4G!H

基因
'ST

岛区甲基

化"而造成认知功能的损害呢0 陈家旭团队针对慢性

束缚应激下大鼠脑区
4,BQ

受体的研究表明"慢性

束缚应激过程中大鼠认知功能的下降"可能与
4G!Q

和
4G!H

表达降低从而影响神经的突触可塑性"使

P*O

诱导过程受到抑制有关,

#$

-

&张敏等,

!"

-研究发现"

长期的慢性应激可累及
ROQ

轴调节中枢海马功能"

其机制可能与糖皮质激素受体$

TG

%和
4G!H

的介入

有关&

`;M/K X

等,

!#

-在最近的研究中发现"情绪的应

激紊乱与
B4Q

甲基化异常高度相关' 本研究在

B

#

F;2

脑老化模型基础上"引入长期复合负性情绪刺

激"通过检测各组脑老化大鼠学习记忆功能*血液相关

生化指标以及海马
B4,*#

活性和
4G!H

基因
'ST

岛区甲基化的程度"探讨长期负性情绪应激造成认知

功能下降的表观遗传学机制"结果显示#与对照组比

较"

B

#

F;2

脑老化模型组大鼠海马
B4,*#

活性和

4G!H

基因
'ST

岛区甲基化的程度增高"但是血浆

'CG*

*

Q'*R

水平却无明显的变化"说明
B

#

F;2

脑老

化模型组大鼠认知功能减退与海马
4G!H

基因
'ST

岛区甲基化的程度关系密切"但
4G!H

甲基化程度增

高并不是由于
ROQ

轴功能过度激活所引起的"提示

B

#

F;2

脑老化大鼠模型成功' 与
B

#

F;2

脑老化模型组

比较"应激脑老化组大鼠
,1KK<

%

I

水迷宫实验
NOP

明

显延长"海马
B4,*#

活性和
4G!H

甲基化程度明显

增高"并同时伴有血浆
'CG*

*

Q'*R

水平显著升高"

说明在慢性负性情绪应激的作用下"应激脑老化组大

鼠的认知功能损伤更加严重"可能是由于长期负性情

绪应激使该组大鼠
ROQ

轴功能亢进"进一步增强了

其海马
B4,*#

活性"加重了海马
4G!H

基因
'ST

岛区甲基化的程度"引起海马
4G!H

基因表达缺陷"

最终导致认知功能的进一步损伤所造成的'

综上"长期负性情绪应激降低
B

#

F;2

衰老及脑老

化大鼠学习记忆能力"加速脑老化进程&海马
B4,*#

活性增强造成海马
4G!H

基因
'ST

岛区甲基化的程

度升高"引起海马
4G!H

基因表达的缺陷"可能是长

期负性情绪应激加速脑老化进程的机制之一'
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次全国中西医结合肝病学术会议征文通知
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病$胆汁淤积与自身免疫性肝病$药物性肝病及代谢性肝病'的中西医结合防治研究进展和临床经验总结为重点展开

交流与讨论#并将邀请国内知名专家做特邀报告" 参会代表将获国家级继续教育学分" 现征文如下"
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&注意结果中提供重要的数据资料'" 另提交中文论文全文&用于评审优秀论文'" 写明作者姓名#单位名称$电子邮

箱$地址及邮编" 通过电子邮件发送至
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" 本次征文不接受纸质文稿"
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