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【摘要】 目的 :研究恐惧记忆时动物杏仁核胃泌素释放肽( gastrin- releasing peptide,GRP)的变化 , 以及地西泮对其的

影响。方法 :雄性 SD大鼠随机分为 5 组 ,每组 6 只。条件恐惧训练后 ,分别于 1h、1d 后测定给予或不给予地西泮鼠的

情景恐惧记忆水平和杏仁核 GRP水平。结果 :①训练组大鼠对恐惧情景的记忆水平明显高于对照组。②条件恐惧训

练后 GRP mRNA和蛋白水平显著升高, 同时 GRP与僵立行为之间存在显著负相关关系。③地西泮作用时 GRP水平

显著下降。结论 : GRP及其与 GABA的作用可能是一种恐惧记忆的负反馈调节因子 , 是一种值得探索的治疗 PTSD

新途径。地西泮对恐惧记忆的复杂作用可能与 GRP有关。
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【Abstract】 Objective: To explore:①The change of gastrin- releasing peptide mRNA and protein during fear condition-

ing, and the correlation between this change and fear memory. ②The interaction between GRP and Diazepam during fear

memory. Methods: 30 male SD rats were randomly assigned to 5 groups. After fear- conditioning training, retention tests

were conducted to rats treated with or without diazepam either 30 minutes or 24 hours after training. Then the amygadala

of the animals were isolated, semi- quantified RT- PCR were applied to measure GRP mRNA level, and semi- quantified

western- bolt were applied to determine GRP protein level. Results: ①Fear conditioning training could significantly in-

crease the memory of conditioning context both in the 30 min and 24h groups. ②Fear conditioning training could signifi-

cantly increase the level of GRP mRNA and protein both in the 30 min and 24h groups, and there were significant corre-

lation between freezing and GRP mRNA and protein. ③GRP level decreased significantly when treated with diazepam.

Conclusion: GRP may be a feedback factor of fear memory, it may be valuable in treating PTSD. Diazempam’s complicat-

ed role for fear memory may have something to do with GRP.
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创伤后应激障碍 (Post- traumatic stress disorder,

PTSD)是对异乎寻常的威胁性、灾难性事件的延迟

和(或)持久的反应 ,其症状的核心特点是病理性记

忆增强,对于其神经机制人们所知尚少。

动物研究表明杏仁核是恐惧形成和表达的关键

中枢 [1], 人类研究证实和深化了杏仁核在恐惧中的

作用机制[2]。杏仁核是恐惧学习和记忆中重要的外

界感觉输入和中枢运动输出的中间结构。其中杏仁

基底外侧复核和中央核被认为是恐惧学习和记忆中

重要的中枢 [3]: 杏仁基底外侧复核司感觉信息输入

和处理,而杏仁中央核司恐惧行为的表达[4]。条件恐

惧的细胞分子生物学机制, 集中于杏仁核中兴奋性

谷氨酸通路和抑制性γ-氨基丁酸( GABA)通路的相

互作用,其中涉及细胞电生理的改变、基因的表达和

蛋白质的合成[5]。

条件刺激和非条件刺激输入信息的汇集, 激活

了杏仁外侧核神经元细胞突触并增加了突触的效

能。研究者认为在条件信号和非条件信号发生联系

过程中, GABA能系统的调节起着关键性的同步性

调节两种信号联系的作用[6]。

胃泌素释放肽 ( gastrin- releasing peptide, GRP)

是被一些研究者认为的与恐惧记忆高度相关的肽类

神经递质[7], 它含 29个氨基酸, 是蛙皮素( bombesin,

BB, )在哺乳类动物的对应多肽中的两个之一。GRP

受体 ( GRPR)大量表达于杏仁外侧核中 , 同时在一

些与杏仁外侧核有感觉传入神经联系的脑区中表

达。已有的关于 GRP、GABA系统与恐惧记忆这三者

之间的研究提示 GRP 在恐惧记忆的形成过程中具

有某种特异性作用。

为此本研究采用一种被研究者接受的 PTSD动

物模型[8],研究该动物模型的情景恐惧记忆水平 , 着

·314· Chinese Journal of Clinical Psychology Vol.15 No.3 2007



眼于条件性情景恐惧记忆提取时 , 杏仁核中 GRP

mRNA和蛋白表达水平的变化及地西泮对其的影

响。

1 材料与方法

1.1 研究对象

雄性 SD大鼠( 250- 300克) ,中南大学湘雅二医

院实验动物中心(国家二级标准)提供。随机分为对

照组、30min 组、24h 组、30min+地西泮组、24h+地西

泮组共 5组, 每组 6只。自由进食及饮水, 光周期

( 8AM—8PM) ;动物房温度( 24℃)、湿度( 60%)、照度

2201ux。动物在进行实验前先适应 6天,期间实验者

每天抚摸大鼠 5分钟以使动物适应。所有的行为实

验均在 8:30AM- 10:30AM间进行。

1.2 实验方法

1.2.1 行为学实验设备 自制反射箱 ( 30.5×24×

24cm)底部由 19 根钢栅栏构成(钢筋直径 5mm, 间

隔 15mm)。箱体的左右、后及顶壁由木板制成,前壁

由玻璃构成,木板表面压覆一层树脂膜以防潮。每鼠

实验结束后, 90%酒精彻底清洁该箱。电刺激发生器

自行设计,可提供 1.0mA的恒流刺激。

1.2.2 行为学实验程序 实验流程: 实验前一天将

动物置于反射箱中熟悉 30分钟。第一天:①腹腔注

射地西泮( 30min+地西泮组、24h+地西泮组, 2mg/kg)

或生理盐水(对照组、30min 组、24h 组 , 体积同地西

泮)。②30 分钟后将动物置于反射箱中马上给予电

击, (总时间 30分钟, 随机给予 60个不可逃避足底

电击,每个持续 15 秒, 1mA。动物总共会受到 15 分

钟电击)。对照组同样放于笼中 30分钟, 但不予电

击。③电击结束 24h组和 24h+地西泮组则仍放在原

笼饲养。④30分钟后, 对照组、30min组、30min+地

西泮组进行行为测试及组织样本提取。第二天: 24h

组和 24h+地西泮组则进行僵立行为测试及组织样

本提取。恐惧记忆的行为测定及组织样本提取程序:

①僵立行为测定:将经训练过的大鼠放入反射箱,测

4 分钟僵立行为 (僵立行为是一种普遍见于啮齿类

的防御行为,表现为刻板式的蹲伏姿势,可以有一定

程度的摇摆, 大鼠外观除呼吸运动以外其余的肌肉

运动均消失 ,是大鼠恐惧表达的行为方式) [9]。记录

僵立时间百分比。②取组织样本:戍巴比妥钠( 60mg/

kg)深度麻醉动物,断头处死,冰上取双侧杏仁核,一

侧置液氮冻存。另一侧约加入 1ml TRIZOL,充分匀

浆, - 70℃保存。

1.2.3 RNA表达水平测定 ①按 TRIZOL( Invitro-

gen)试剂说明进行总 RNA提取。②按逆转录试剂盒

( Promega)说明逆转录合成 cDNA。③半定量聚合酶

链式反应 ( Polymerase Chain Reaction,PCR) 扩增 :

PCR 总反应体积 20ul, cDNA2ul, 引物 1.5μmol/l-

2.4μmol/l, MgCl2 1.25mM, dNTP 0.2mM, DNA Taq 酶

1.5u- 2.5u。PCR条件:预变性 94℃、5min;变性 94℃、

1min。 退火: Beta- actin 50℃, GRP 49℃, 时间均为

1min。 延伸 72℃、1.5min。GRP和 beta- actin的循环

次数分别为 28、30个循环,再延伸 10min。④琼脂糖

凝胶电泳, BIO- RAD Gel Doc 2000 影象分析仪测各

条带的 OD值 , 用 ODGRP/ODbeta- actin×100%比值代表表

达量。

1.2.4 蛋白提取和 Western- Blot 检测 ①组织加

细胞裂解液约 0.2ml, 4℃ 13,000转离心 45分钟。②

裂解上清各取等量蛋白 60ug, 加等体积 2x蛋白电

泳缓冲液, 100℃ , 5分钟。10,000转 1分钟。③10%

SDS- PAGE 胶, 按总蛋白 60ug进行上样电泳 , 200v

约 45 分钟。④PVDF膜转膜, 50mA 恒流转移过夜。

⑤3%non- fat milk TTBS 37℃轻摇 1h。⑥同上 TTBS

稀释一抗 ( santa cruz公司) 室温轻摇 4h。⑦同上

TTBS洗膜。⑧同上 TTBS稀释二抗 ,加入膜室温轻

摇 1h。⑨同上洗膜。⑩DAB显色。BIO- RAD Gel

Doc 2000 影象分析仪分析 ,用 OD/ODbeta- actin×100%比

值代表蛋白表达量。

1.3 统计学方法

采用 Origin7.5和 SPSS11.5进行单因素、两因素

方差分析、相关分析。

2 结 果

2.1 条件恐惧训练对大鼠僵立行为的影响

条件恐惧组和对照组大鼠在重新置入电击箱中

后, 条件恐惧组大鼠表现为明显僵立行为。对照组

大鼠表现出探究、理毛等行为。单因素方差分析显示

三组间僵立行为水平存在显著差异,两两比较显示 ,

与对照组相比 , 30min 组和 24h 组僵立行为百分比

明显升高,差异具统计学意义。见表 1。

2.2 情景恐惧训练对 GRP mRNA 和蛋白表达水

平的影响

单因素方差分析显示三组间 GRP mRNA 和蛋

白表达水平整体存在显著差异,两两比较显示:与对

照组相比 ,条件恐惧 30min 组和 24h 组 GRP mRNA
表达显著性升高 ; 30min 组 GRP 蛋白水平明显升

高,差异具有统计学意义;而 24h组蛋白水平与对照

组差异则未达显著性水平。见表 1。

2.3 地西泮对情景恐惧训练后不同时间 GRP
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表 2 地西泮对大鼠杏仁核 GRP mRNA表达影响

表 3 地西泮对大鼠杏仁核 GRP 蛋白表达影响

2.4 GRP mRNA和蛋白表达水平与僵立行为水平

间的相关分析

将 30min 组和 24h 组合并为条件恐惧组 , 将

30min+地西泮组和 24h+地西泮组合并为条件恐惧+

地西泮组。相关分析发现:在僵立行为与 GRP mR-

NA和蛋白表达水平之间存在着具统计学意义的相

关关系,条件恐惧组 GRP mRNA和蛋白表达水平与

僵立行为水平间的相关系数分别为- 0.681、- 0.714,

P=0.015 和 0.009, 而条件恐惧+地西泮组两者相关

系数分别为- 0.573、- 0.632, P=0.051和 0.028。

3 讨 论

3.1 PTSD 动物模型恐惧记忆发生中 GRP 的作

用、GRP 与 GABA系统的相互作用

动物研究证明杏仁核是一个在情绪相关记忆中

起重要作用的中枢系统边缘结构。在杏仁核中 ,

GRPRmRNA表达于杏仁外侧核中的 GABA能中间

神经元中 [9], 这些神经元被认为在兴奋性神经元间

起着有力的协调同步性抑制作用。同时 GABA能中

间神经元还起着支持抑制性突触后电位的作用 , 这

些突触后电位在受到刺激后起着有力的前馈和反馈

作用。

已有的关于 GRP、GABA系统与恐惧记忆之间

关系的研究结果还不多,其结果有如下一些:活体研

究表明逆透析 GRP 入海马腹侧可提高活体大鼠海

马细胞外 GABA水平 40%[10]。体外研究发现 GRPR

基因敲除小鼠的杏仁核切片中同步性抑制水平大大

降低,并且 LTP增强[7]。对自发性癫痫易患小鼠脑室

内注射 GRP可使癫痫发作的潜伏期提高、痉挛和死

亡的小鼠数目减少。在此同时使用 GRP受体拮抗剂

则可以拮抗以上的作用[10];体外实验发现 GRP 可使

导致海马 GABA能中间神经元去极化 , 而该作用可

被 GRP受体拮抗剂所阻断。同时还发现 GRP 可使

GABA中间神经元的抑制性突触后电位的数量和幅

度大幅增加[11]。

GRP 受体基因缺陷小鼠的空间记忆不会受到

损害, 但这些小鼠表现出对巴甫洛夫经典条件恐惧

中长期恐惧记忆的加强和延长, 同时表现出与恐惧

记忆有关的神经回路皮层 LTP 效应加强[12, 13]。本研

究发现: 大鼠在经条件恐惧训练后 30min 或 24h 后

再次面临恐惧情景时 ,表现出明显的 GRP mRNA和

GRP 蛋白表达水平的一致升高。这与前人研究结果

有所类似:如发现限制应激可使杏仁中央核 GRP和

CRH水平升高,负性刺激和可口的食物均可刺激杏

仁中央核分泌 CRH和 BB样肽[14]。本研究中对僵立

行为和 GRP表达水平的相关分析显示 ,在僵立行为

与 GRP mRNA和蛋白表达水平之间均存在着具统

计学意义的负相关关系。两个发现相结合,表明当条

件恐惧发生时抑制性环路同时也被激活, 而起反馈

和抑制作用, 而 GRP是通过对 GABA系统的激活,

从而对恐惧记忆形成起抑制作用的。本研究中发现

条件恐惧刺激时杏仁核中 GRP水平升高与之相符。

而 GRP 升高引起 GABA水平升高在恐惧记忆形成

中起的是负反馈和抑制作用, 这与本研究相关分析

所显示的 GRP水平与僵立行为负相关相符: GRP水

平升高后 , 机体负反馈和抑制作用增强 , 使得 GRP

水平高的动物其僵立行为水平低些, 这也符合前人

关于 GRPR敲除后恐惧记忆大为增强的研究。

3.2 地西泮对 PTSD 动物模型恐惧记忆发生中

GRP 的影响

表 1 条件恐惧训练后 30min 或 24h 大鼠杏仁核 GRP mRNA表达比较

mRNA和蛋白表达水平的影响

两因素方差分析显示 : 30min 或 24h 地西泮组

GRP mRNA表达与相同时间注射生理盐水组相比

有明显的降低, 差异具统计学意义。见表 2。同样

GRP 蛋白水平与注射生理盐水组相比有具统计学

意义之降低。见表 3。
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苯二氮卓类药物是通过在中枢内与 GABA A

受体的 BZ位点结合, 以增强 GABA介导的神经抑

制过程而起作用的[15]。本研究发现大鼠在经条件恐

惧训练前 30分钟腹腔注射地西泮后, 其 GRP mR-

NA和蛋白表达水平明显降低。已知地西泮是 GA-

BA A受体的正性变构调制物 , 地西泮作用下 GRP

mRNA和蛋白表达水平下降, 其作用机制及意义似

乎有待于进一步研究 , BDZ类降低了 GRP 水平 , 似

乎能使其对恐惧记忆的负反馈作用减弱。有一项研

究结果与本结果有一定的呼应: 一种仓鼠恐惧习得

模型—条件性挫败 ( Conditioned Defeat)中 , 发现大

剂量地西泮作用下恐惧记忆增强, 小剂量则记忆减

弱[16]。地西泮这种作用的机制尚不明确,是否可能与

GRP的下降有关似乎是个值得研究的方向。同时这

也提示苯二氮卓类药物对恐惧记忆的作用可能比较

复杂, 这一结果与临床中地西泮治疗 PTSD的效果

是否一致尚待进一步验证。
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