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氯胺酮下调神经连接蛋白-1在创伤后应激功能
障碍动物模型中的作用

罗丹 廖燕凌 邱丽丽 纪木火 杨建军

  【摘要】 目的 观察氯胺酮是否可改善创伤后应激功能障碍(post-traumaticstressdisorder,

PTSD)症状及可能涉及的机制。方法 成年雄性SD大鼠60只,6~8周龄,随机分为四组:对照+
生理盐水组(CN组)、对照+氯胺酮组(CK组)、PTSD+生理盐水组(PN组)、PTSD+氯胺酮组(PK
组),每组15只。采用幽闭+足底电击法(IFS)建立PTSD模型。建模30min后腹腔注射氯胺酮

2.5mg/kg,连续注射14d。在建模后第14天,每组取12只大鼠开始行条件性恐惧实验和水迷宫实

验;另外3只取海马组织,采用 Westernblot法检测神经连接蛋白-1(neuroligin-1,NLGN-1)含量。结

果 条件性恐惧实验中,PN组僵直反应时间占总时间百分比明显高于CN组和PK组(P<0.01)。
水迷宫实验中,训练第2、3、4、5天PN组的逃避潜伏期明显长于CN组(P<0.05);训练第2、4、5天

PK组的逃避潜伏期明显短于PN组(P<0.05)。PN组海马内NLGN-1含量明显高于CN组和PK
组(P<0.05)。结论 PTSD模型大鼠出现明显的恐惧记忆增强及海马相关的空间学习障碍,可能

与海马中NLGN-1含量明显增加有关,氯胺酮可能通过降低海马中NLGN-1表达而减弱PTSD大鼠

的恐惧记忆及提高海马相关的空间学习能力。
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【Abstract】 Objective Toobservewhetherketamineimprovesthesymptomsofpost-traumatic
stressdisorder(PTSD).Methods SixtymaleSDratswererandomizedintofourgroups:groupsCN,
CK,PNandPK,15ineach.PTSDanimalmodelwasestablishedbyinescapablefootshock(IFS)
procedure.IngroupsPKandCK,ratsweretreatedwithketamine2.5mg/kgbyintraperitonealinjec-
tionbeginningat30minaftertheIFSprocedureonceadayfor14days.Twelveratswereusedforbe-
havioraltests,andtheothersweresacrificedtocollecthippocampustissuesforWesternblotineach
group14dafterIFSprocedure,respectively.Theexpressionofneuroligin(NLGN)-1wasdetectedby
Westernblot.Results Inthefearconditioningtest,comparedwithgroupCN,thepercentageof
freezingtimeintotaltimeingroupPNwassignificantlyincreased(P<0.01).Comparedwithgroup
PN,thepercentageoffreezingtimeinPKgroupwassignificantlydecreased(P<0.01).Inthewater
mazetest,comparedwithgroupCN,theescapelatencyofgroupPNwassignificantlyincreasedon
day2,3,4,5oftrainingperiod(P<0.05).ComparedwithgroupPN,theescapelatencyofgroup
PKwassignificantlydecreasedonday2,4,5oftrainingperiod(P<0.05).Therewasnosignificant
differenceinthetimespentinthetargetquadrant.TheexpressionofNLGN-1inthehippocampus
wassignificantlyincreasedinPNgroupcomparedwithgroupCN(P<0.05);comparedwithgroup
PN,theexpressionofNLGN-1inthehippocampuswassignificantlydecreasedinPKgroup(P<
0.05).Conclusion Thestudysuggestthatthefearmemoryissignificantly,increasedandthehippo-
campus-dependentspatiallearningcapacityisimpairedinthePTSDmodelrats.Andtheincreasedex-
pressionofhippocampalNLGN-1maybeinvolvedinthedevelopmentofPTSD.Ketaminemediated
down-regulationofNLGN-1inthehippocampusmightcontributetoattenuatingthefearmemoryand
improvingthehippocampus-dependentspatiallearninginthePTSDmodelrats.
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  创伤后应激功能障碍(post-traumaticstress
disorder,PTSD)是指个体在遭受到创伤经历之后

所导致的神经精神疾病。在平常生活中,PTSD的

发生率为6%~8%,但是经历严重创伤之后PTSD
的发生率会提高至20%~30%[1]。根据最新美国

精神病学会的《精神障碍诊断与统计手册》的定义,

PTSD主要有以下3个临床特征:(1)不断重复体验

创伤经历;(2)逃避任何与创伤事件相关的人和事

物;(3)处于高度应激状态[2]。PTSD患者都有明显

的海马体积缩小以及神经元数量减少,且各脑区变

化程度与PTSD症状的严重程度相关[3~6],提示中

枢神经系统的改变涉及PTSD的病理生理机制。
目前PTSD缺乏特异性治疗,主要采用抗抑郁及结

合部分抗焦虑的药物治疗方法,但治疗效果不佳。
因此研究PTSD新的治疗药物以及其中的机制对

PTSD防治有重要意义。

材料与方法

实验动物与分组 本研究方案已经过南京大

学附属金陵医院伦理委员会批准,雄性SD大鼠60
只,6~8周龄,体重250~275g,由南京大学附属金

陵医院动物实验中心提供。大鼠从出生至实验开

始前都在室温约24℃,湿度约45%的动物房中饲

养,自由饮食。采用随机数字法分为四组:对照+
生理盐水组(CN 组)、对照+氯胺酮组(CK 组)、

PTSD+生理盐水组(PN 组)、PTSD+氯胺酮组

(PK组),每组15只。

PTSD模型建立 SD大鼠适应实验环境1周

后,通过幽闭+足底电击(IFS)建立PTSD动物模

型。建模方法如下:将大鼠放置至一幽闭环境(40
cm×40cm×100cm)适应5min,随后的15min
内,首先给予声音(2000Hz,75dB)刺激30s,再随

机给予10次电刺激(1mA,6s)。建模结束后,每
只大鼠被放回饲养笼中。对照组大鼠也会放入该

幽闭环境中20min,给予相同的声音刺激,但不给

于电刺激,之后也返回饲养笼。每只大鼠建模完成

之后,用75%酒精擦拭仪器,以消除动物余留气味

对建模的影响。
药物给予 CK和PK组于建模30min后腹腔

注射氯胺酮2.5mg/kg,CN和PN组腹腔注射等量

生理盐水。连续注射14d。
条件性恐惧实验 在建模后第14天,每组取

12只大鼠,开始行条件性恐惧实验和水迷宫实验。
通过将大鼠放入幽闭环境(PTSD建模环境)5min,
给予30s声音(2000Hz,75dB)刺激,通过图像自

动监视系统(XR-XC404)记录大鼠的僵直反应(除
呼吸外,无任何其他运动)时间。通过僵直反应时

间与每只大鼠总实验时间的百分比值,来反映大鼠

的恐惧记忆强弱情况。
水迷宫实验 将一直径150cm、高60cm的不

锈钢圆形水池等分为4个象限。选定1个目标象

限,将一直径10cm的圆形平台放入目标象限的中

央。实验前,放水至水池中,以水平面高于平台1~
2cm为宜,水温约23℃。在建模后第14天开始进

行5d的训练。每只大鼠分别从4个象限放入水池

中,记录大鼠找到平台的时间为逃避潜伏期。若大

鼠超过2min还未找到平台,则认为寻找平台失败,
记录潜伏期为120s,并帮助大鼠找到平台,在平台

上停留15s。训练5d后进行水迷宫测试。将目标

平台撤去,从目标象限的对侧象限放入大鼠,通过

图像自动监视系统(XR-XM101)记录60s的大鼠

空间探索轨迹,计算大鼠探索目标象限时间百分比。

Westernblot检测 在建模后第14天,处死每

组剩余的3只大鼠,取海马组织,采用 Westernblot
法检测神经连接蛋白-1(neuroligin-1,NLGN-1)的
含量。取海马组织,用冷PBS洗去血污2~3次,置
于匀浆器中,加入10倍组织体积本试剂磷酸缓冲液

(使用前数分钟内加入蛋白酶抑制剂)冰上彻底匀

浆。用微量加样枪将匀浆液转移至1.5mlEP管

中,冰 浴30 min并 用 移 样 器 反 复 吹 打。4℃ 下

12000rpm离心10min,取上清液。采用BCA法

测定蛋白浓度,95℃金属浴煮5min。凝胶电泳分

离,转膜,5%脱脂奶粉室温封闭1h。加入稀释一

抗,4℃过夜,次日用 TBST洗3次,加二抗室温下

孵30min,TBST脱色,底物显色反应、显影。采用

ImageJ软件分析蛋白条带相对表达。
统计分析 采用SPSS17.0软件进行统计分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(􀭺x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

结  果

PN组僵直反应时间占总时间百分比明显高于

CN和PK组(P<0.05),PK组僵直反应时间占总
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时间百分比明显高于CN组(P<0.05),CN、CK组

僵直反应时间占总时间百分比差异无统计学意义

(图1)。

  注:与CN组比较,aP<0.05;与PN组比较,bP<0.05

图1 四组大鼠僵直反应时间占总时间百分比的比较

训练第2、3、4、5天PN组逃避潜伏期明显长于

CN组(P<0.05)。训练第2、4、5天PN组逃避潜

伏期明显长于PK组(P<0.05),CN组和CK组逃

避潜伏期差异无统计学意义(图2)。

  注:与CN组比较,aP<0.05;与PN组比较,bP<0.05

图2 四组大鼠水迷宫训练逃避潜伏期的比较

水迷宫测试阶段,各组的探索目标象限时间差

异并无统计学意义,但与CN组比较,PN组有缩短

趋势;与PN组比较,PK组有延长趋势(图3)。

图3 四组大鼠水迷宫测试探索目标象限时间百分比

的比较

PN组海马内NLGN-1含量明显高于CN组和

PK组(P<0.05),CN、CK组海马内NLGN-1差异

无统计学意义(图4)。

  注:与CN组比较,aP<0.05;与PN组比较,bP<0.05

图4 四组大鼠海马内NLGN-1含量的比较

讨  论

本研究结果显示,PN组在条件性恐惧实验中

的僵直反应时间占总时间百分比明显增加,表明

PTSD模型建立成功。在水迷宫训练中,PN组表现

出明显的空间学习障碍。虽然在水迷宫测试时,各
组探索目标象限时间百分比并没有明显的差异,但

PN组大鼠的探索目标象限时间有下降趋势,同时

该时期的海马NLGN-1蛋白含量明显增加。
神经连接蛋白(neuroligins,NLGNs)是位于突

触后膜的跨膜蛋白。NLGNs可跨突触与突触前轴

突蛋白(neurexins,NRXNs)相结合,同时胞内可与

突触后的特异性蛋白结合,起着传递突触信息,调
控突触分化的功能。NLGN-1主要位于兴奋性突

触上,可调控兴奋性突触的发生发展及兴奋性突触

信号传递[7]。
有研究表明在海马中过表达 NLGN-1会导致

学习障碍同时损伤突触可塑性[8]。在抑郁症动物模

型中海马以及前额叶皮层的 NLGN-1表达明显增

加[9]。在短暂性脑缺血动物模型中也有报道NRX-
NLGN-1-PSD-95信号通路的表达增加,并且认为

这条信号通路的高表达意味着脑损伤[10]。另外,

NLGN-1也涉及其他多种神经精神疾病的病理生

理过程,例如自闭症、阿尔兹海默病等[11,12]。因此,
我们推测NLGN-1可能也涉及PTSD的病理生理

过程。并且本研究已经证实PTSD大鼠的海马组

织中NLGN-1的表达水平明显增高。
氯胺酮是非竞争性的NMDAR拮抗剂,具有抗
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焦虑,抗抑郁的作用。有报道指出,用过氯胺酮治

疗的患者比没有用过氯胺酮治疗的患者患PTSD
的概率低[13]。因此,氯胺酮有望成为新的PTSD的

防治药物。本研究给予氯胺酮后可明显减低PTSD
大鼠的恐惧记忆及提高海马相关的空间学习能力,
同时降低PTSD大鼠海马NLGN-1的表达。

综上所述,本研究结果显示PTSD模型大鼠出

现明显的恐惧记忆增强及海马相关的空间学习障

碍,可能与海马中 NLGN-1含量明显增加有关,而
氯胺酮可能通过降低海马中 NLGN-1表达而减弱

PTSD大鼠的恐惧记忆及提高海马相关的空间学习

能力。这为研究PTSD的病理生理机制及氯胺酮

的治疗提供实验依据。
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