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　　提　要:目的　探讨促肾上腺皮质激素释放激素(corticotropin-releasing hormone , CRH)刺激下丘脑神经元表达 CRH 的

信号调控机制。方法　通过大鼠下丘脑脑片实验模型 , 运用免疫组织化学 、Western blot技术 , 观察 CRH 激活下丘脑 促肾

上腺皮质激素释放激素Ⅰ型受体(corticotropin-releasing hormone type 1 receptor , CRH1R)后蛋白激酶A(protein kinase A , PKA)

信号通路的活性变化 ,及其与 CRH表达的关系。结果　CRH 可引起下丘脑脑片磷酸化 PKA、磷酸化 CREB 及 CRH 含量明

显增加 ,而 CP-154526 、H89 可显著抑制磷酸化 PKA、磷酸化 CREB 及 CRH 含量的增加。结论　在严重创伤应激反应中 ,

CRH通过 PKA 途径实现对下丘脑神经元 CRH 的表达的超短正反馈调节。

　　关键词:应激反应;下丘脑脑片;促肾上腺皮质激素释放激素;促肾上腺皮质激素释放激素受体;蛋白激酶 A;cAMP 反

应元件结合蛋白;CP-154526;H89;大鼠

　　中图法分类号:R335;R338.27;R977.11　　　 文献标识码:A

Corticotropin-releasing hormone regulates corticotropin-releasing hormone mRNA ex-
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　　Abstract:Objective　To investigate the signal regulatory mechanism of expression of corticotropin-releasing

hormone(CRH)stimulated neurons of hypothalamic slices in rats in vitro.Methods　Model of hypothalamic slices

of rats was established.After CRH stimulatation of corticotropin-releasing hormone type 1 receptor (CRH1R)of hy-

pothalamic slices in rats in vitro , the changes of activity of protein kinase A(PKA)signal passway were observed by

immunocytochemical method and Western blotting.The relationship between the changes and CRH mRNA expression

was also observed.Results　CRH could cause the remarkable increase in phosphorylated PKA , phosphorylated

CREB , and CRH content in hypothalamic slices in rats.However , CPl54526 orH89 could have significant inhibitory

effect on the synthesis of P-PKA , P-CREB , and CRH.Conclusion　PKA signal passway can regulate the ultrashort

positive feedback of CRH secretion in the rat hypothalamus in stress due to severe trauma.

　　Key words:stress;hypothalamic slice in vitro;corticotropin-releasing hormone;corticotropin-releasing hormone

receptor;protein kinase A;cAMP;response element-binding protein;CP-154526;H89;rat

　　应激反应的主要特征是以下丘脑-垂体-肾上腺皮

质轴(hypothalamic-pituitary-adrenal axis , HPA)的激活为

核心的生理和心理反应 。HPA 轴激活的中枢控制是

十分复杂的 ,在这一系列神经内分泌调节过程中 ,下丘

脑合成和释放的促肾上腺皮质激素释放激素(cortico-

tropin-releasing hormone , CRH)起着关键的作用 ,它控制
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着HPA轴的兴奋水平
[ 1 ～ 3]

。下丘脑神经元表达分泌的

CRH是否直接通过与下丘脑神经元表达的 CRH1R结

合 ,通过何种信号途径启动下丘脑神经元 CRH 的转录 ,

目前还不十分清楚。由于HPA激活后的中枢调控十分

复杂 ,在体研究难以实现 ,因此需要建立可控性好的体

外实验模型模仿在体创伤应激反应 ,研究 HPA激活的

关键因素 CRH 刺激下丘脑后 ,是否直接通过与下丘脑

神经元表达的 CRH1R结合 ,通过何种信号途径启动下

丘脑神经元 CRH 的转录 ,为调控创伤性应激反应提供

理论和实验依据。Ono
[ 4]
提出下丘脑室旁核(paraventric-

ular nucleus , PVN)存在 CRH神经元超短正反馈理论 ,后

来许多研究证实存在这一理论 ,但其机制尚未阐明。
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1　材料和方法

1.1　试剂
　　CP-154526 (Pfizer公司 , Yuhpyng Chen 博士惠赠);H89(Cal-

biochem);CRH(sigma);羊抗鼠 PKA(磷酸化)抗体(Santa Cruz);

兔抗鼠 CREB(磷酸化)抗体(Cell Signal);HRP标记二抗(兔 IgG)

(北京中山生物技术公司);HRP 标记二抗(山羊 IgG)(Sigma);

考马斯亮蓝 R-250 (Coomassie Blue)(Sigma);PVDF 膜(NEC Co);

化学发光试剂(NEC Co);X 光感光胶片(厦门柯达公司)。

1.2　动物及实验分组
　　成年雄性Wistar大鼠(由第三军医大学大坪医院实验动物

中心提供)156只 , 体质量 180 ～ 250 g , 大鼠分笼饲养(6 只/笼)

于设定温度和 8:00 ～ 20:00 定时光照的房间 , 食物和水可自由

摄取。饲养 1周后 , 开始实验。实验前禁食 12 h , 自由饮水。

1.2.1　分组原则及标准　　用浓度为 2 500 pg ml[5]的外源性

CRH刺激培养的下丘脑脑片 , 2 500 pg ml的外源性CRH 模拟严

重创伤应激后下丘脑分泌的 CRH 浓度刺激培养的下丘脑脑

片 ,复制严重创伤应激后下丘脑形态学变化及 CRH 、CRHlR 表

达的模型 , 观察 CRH 对培养的下丘脑脑片磷酸化蛋白激酶 A

(phosphorylated protein kinase A , P-PKA)含量 、磷酸化 CREB(phos-

phorylated CREB , P-CREB)含量及 CRHmRNA 表达的影响。拮抗

剂:CRH1R拮抗剂为CP-154526 ,浓度为 500μmol L;PKA 拮抗剂

为H89 , 浓度为 15μmol L。

1.2.2　分组内容　　时相点选择:40 、80、120、160 、200 、240 min。

对照组 、CRH 刺激组从脑片在 32 ～ 35 ℃的人工脑脊液(ACSF)

灌流(1～ 1.5 ml/ min)孵育 60 min后开始计时;拮抗+刺激组从

用含拮抗剂及浓度为 2 500 pg ml的外源性 CRH 的 ACSF灌流

开始计时。

　　对照组:脑片在 32 ～ 35 ℃的 ACSF灌流(1 ～ 1.5 ml/min)孵

育60 min 后 ,继续孵育 240 min。实验过程中 , 始终只用氧合的

ACSF灌流。

　　刺激组:脑片在 32 ～ 35 ℃的 ACSF灌流(1 ～ 1.5 ml/min)孵

育 60 min 后 ,用含浓度为 2 500 pg ml的外源性 CRH 的ACSF 灌

流 240 min。

　　CRHlR拮抗+刺激组:脑片在 32 ～ 35 ℃的 ACSF 灌流(1 ～

1.5 ml/min)孵育60 min 后 ,用含 CP-154526(500μmol L)的ACSF

灌流 , 30 min 后用含 CP-154526(500 μmol L)及浓度为 2 500 pg 

ml的外源性 CRH 的 ACSF灌流 240 min。

　　PKA拮抗+刺激组:拮抗剂为 H89(15μmol L), 余同 CRHlR

拮抗+刺激组。

1.3　脑片模型的制作
　　按照文献[ 6]方法改进 ,将大鼠快速断头 , 沿矢状缝剪开皮

肤 ,剥去两侧顶骨 、颞骨和硬脑膜 ,取出脑组织 ,置于 0 ～ 4 ℃预

先充氧(95%O2 和 5%CO2)饱和的ACSF中 。根据解剖标志(视

交叉 、乳头体为前 、后界 ,左右下丘脑沟为侧界 , 深约 4 mm), 制

备含有下丘脑的脑组织块约 4 mm×4 mm×4 mm , 切片槽内倒

入ACSF , 浸没脑组织块 ,沿冠状面切得约 500 μm 厚的脑片。

　　ACSF的成分:实验用ACSF为改良 Yamamoto溶液。

　　灌流装置及方法:灌流用浴槽的外槽内盛有自来水 , 经由

直流恒温仪使水温保持在所需水平。内槽为一个 1 ml的小室 ,

内有水平放置的尼龙细丝网.实验中 , 脑片置于尼龙网上 ,氧合

的ACSF经蠕动泵以 1 ～ 1.5 ml/min恒速推动 ,由入水口进入内

槽 ,浸没脑片;再由对侧的出口流出。脑片在室温的人工脑脊

液(ACSF)中平衡90 min 后移入内槽的小室中 , 缓慢升温至32 ～

35 ℃。实验期间始终向 ACSF 中通混合氧。 ACSF(脑片)温度

由两台循环水浴调控 ,温度变化速率为(1.5±0.3)℃/min。

1.4　组织取材
　　培养结束后 , 取 240 min 时相点的对照组 、刺激组 、CRHlR

拮抗+刺激组 、PKA 拮抗+刺激组脑片用于免疫组化(常规

SABC 法)观察 CRH 表达(后两组只作免疫组化)。

　　培养结束后 , 取各时相点脑片置于 EP管内 , 置液氮内保

存 ,用于 Western blot 实验检测下丘脑脑片 P-PKA 、P-CREB 含

量[ 7] 。

1.5　观测指标
　　①CRH对培养下丘脑脑片 CRH 及 CRH1R表达的影响;②

CRH对培养下丘脑脑片 P-PKA、P-CREB含量的影响。

1.6　统计学方法
　　实验数据用 x±s表示 , 应用 SPSS 软件进行单因素方差分

析。

2　结果

2.1　免疫组织化学
　　对照组 、CRHlR拮抗+刺激组 、PKA 拮抗+刺激组有极少

量 CRH 免疫组化阳性黄色反应物的分布于下丘脑神经元的胞

浆;刺激组分布于下丘脑神经元胞浆的 CRH 免疫组化阳性黄

色反应物的着色显著加深。

2.2　CRH 对培养下丘脑脑片 PKA 、CREB活化的影响
　　Western blot结果显示 , CRH 刺激下丘脑脑片后 , 于 40、80

min P-PKA含量明显增加 ,于 2 h 回落至较低水平 ,于 160 min P-

PKA含量再次升高;40 、80、120 min P-CREB 含量明显增加 , 于

160 min 回落至较低水平 , 于 200 min P-CREB 含量再次升高。

CP-154 526 可明显抑制下丘脑脑片 P-PKA 含量增加 , CP-154

526 、H89 可明显抑制下丘脑脑片 P-CREB含量增加。 刺激组与

同时相点的对照组相比较 ,差异非常显著(P<0.01)(表 1、2)。

表 1　CRH对下丘脑脑片PKA活化的影响(n=3 ,  x±s)

Tab 1　Effects of CRH on PKA activation in hypothalmic slices

of rats(n=3 ,  x±s)

Content of P-PKA(A mm2)
Control

Stimulation CPl54526+stimulation H89+stimulation

40 min 0.365±0.114 1.007±0.387＊＊ 0.408±0.114 0.389±0.079

80 min 0.362±0.087 2.261±0.687＊＊ 0.772±0.210 0.687±0.132

120 min 0.365±0.102 1.357±0.420＊＊ 0.399±0.086 0.402±0.046

160 min 0.357±0.098 1.415±0.527＊＊ 0.449±0.132 0.386±0.121

200 min 0.358±0.112 1.424±0.416＊＊ 0.525±0.137 0.463±0.074

240 min 0.363±0.108 1.588±0.443＊＊ 1.247±0.266＊ 0.822±0.137＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs cont rol
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表 2　CRH对下丘脑脑片 CREB磷酸化的影响(n=3 ,  x±s)

Tab 2　Effects of CRH on phosphorylation of CREB in hypothalmic

slices of rats(n=3 ,  x±s)

Content of P-CREB(A mm2)
Control

Stimulation CPl54526+stimulation H89+stimulation

40 min 0.332±0.021 1.604±0.122＊＊ 0.479±0.046 0.439±0.035

80 min 0.324±0.037 2.211±0.234＊＊ 0.579±0.038 0.578±0.028

120 min 0.332±0.022 2.787±0.188＊ 0.545±0.019 0.355±0.023

160 min 0.326±0.024 1.723±0.120＊＊ 0.697±0.036＊ 0.601±0.015

200 min 0.321±0.019 1.986±0.137＊＊ 0.529±0.033 0.433±0.036

240 min 0.328±0.016 1.768±0.108＊＊ 0.883±0.068＊ 0.789±0.054＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs cont rol

3　讨论

3.1　下丘脑脑片动物模型的制备

　　创伤应激反应中 HPA轴激活的中枢控制是十分

复杂的 ,在这一系列神经内分泌调节过程中 ,下丘脑合

成和释放的 CRH 起着关键的作用 ,它控制着 HPA轴

的兴奋水平 。随着对应激反应研究的深入 ,需要建立

可控性和重复性较好的体外实验模型模拟在体创伤应

激反应。

　　本研究成功制备了下丘脑脑片培养模型 ,并有如

下优点:①下丘脑位置深 ,采用离体脑片技术直接将刺

激因素与拮抗因素灌流到这些脑区 ,解决了在体实验

中的困难 。②在离体情况下 ,无 HPA的产物(ACTH、

GC)、心房钠尿肽等因素影响 ,可以较容易在实验过程

中控制实验条件 ,控制脑片的外周微环境 。但在实践

过程中脑片技术仍有一些局限性:①切断了上 、下的神

经联络 。 ②技术难度大 , 许多环节都可影响脑片的

存活 。

3.2　CRH 对培养下丘脑脑片 PKA 、CREB活化的影响

　　CRH 受体属于G 蛋白耦联受体 ,在大鼠 ,其存在 3

种亚型 , CRHlR、CRH2aR 和 CRH2bR。CRHlR主要分

布于 CNS ,CRH2aR和 CRH2bR主要分布于外周组织 ,

都以 cAMP 为第二信使。

　　由 415个氨基酸残基构成的大鼠 CRHlR ,主要分

布于中枢神经系统 ,外周组织(如皮肤 、卵巢 、子宫平滑

肌)也有 CRH1R 表达 。在生理条件下 , 大鼠 CRH-

1RmRNA在嗅球 、大脑皮层 、红核 、小脑 、垂体中表达较

高 ,而在下丘脑中表达非常低 。急性应激 、慢性应激 、

ADX+CORT 、CRH 、LPS 使下丘脑 PVN区 CRH1R的表

达明显增强;大剂量 GC 及饥饿对下丘脑 PVN 区

CRH1R的表达有抑制作用
[ 4 ～ 6]

。

　　CRH与受体结合后 ,通过 G蛋白耦联 ,激活腺苷

酸环化酶 ,使细胞内 cAMP 浓度增加 ,后者激活 PKA ,

使靶细胞蛋白磷酸化 ,从而调节细胞反应。 cAMP 对细

胞反应的调节主要有 2种方式:①cAMP 通过激活 PKA

介导蛋白磷酸化及磷酸酶介导的脱磷酸化传递信号;

PKA全酶由 4 个亚基(R2C2), R亚基上有 2 个 cAMP

结合位点 ,与 cAMP结合后 , R亚基和C 亚基解离 ,使C

亚基激活而表现出催化活性 ,导致靶蛋白磷酸化 ,而产

生生理效应 。其中 cAMP浓度的高低直接影响 R亚基

与 cAMP 的结合量 ,控制细胞的 C亚基释放率和释放

速度。 ②当 cAMP 结合到 PKA 的调节亚基而激活

PKA ,导致PKA的催化亚基移入核内 ,使 cAMP 激活的

转录因子-CREB的转录激活区域磷酸化 ,CREB活性调

节的关键是N端转录活性区附近的第 133位点上的丝

氨酸(serine , Ser)的磷酸化 ,作用于 cAMP 反应元件

(cAMP respons-element ,CRE)位点后可表现出激活转录

的活性 ,从而调节基因转录 , CRE 序列存在于 CRH 基

因的上游调节区 ,而且已证明其功能与CRH转录活性

有关 。非应激状态下 CREB广泛存在于下丘脑的细胞

核中 ,而P-CREB的只散在于 PVN中 ,应激状态下 PVN

中P-CREB明显增加
[ 2～ 11]

。

　　本实验表明 , CRH 刺激下丘脑脑片后 ,各组 P-

PKA 、P-CREB含量明显提高 ,而P-PKA 、P-CREB含量升

高后回落 ,然后再次升高的现象 ,可能与下丘脑脑片中

CRHlR表达的变化有关;CRHlR拮抗剂 CP-154526可

明显抑制 CRH 刺激的下丘脑脑片 P-PKA 、P-CREB 含

量增加 , 说明在应激反应中 ,CRHlR在下丘脑 PVN神

经元的激活中起重要的介导作用 ,同时也说明CRH可

直接通过与 CRHlR结合调控 CRH 神经元的活性。

PKA阻滞剂 H89可明显抑制 CRH 刺激的下丘脑脑片

P-PKA 、P-CREB含量增加。提示 PKA信号物质参与了

CRH 调控的下丘脑神经元功能变化的过程 ,主要通过

CRHlR来调控
[ 8 ～ 11]

。

3.3　CRH 对培养下丘脑脑片 CRH表达的影响

　　本实验结果提示 ,对照组下丘脑有少量的CRH表

达 ,可观察到很低和散在的CRH 免疫组化阳性黄色反

应物的分布于下丘脑神经元的胞浆 ,说明在生理情况

下下丘脑具有一定的神经内分泌功能。CRH 刺激下

丘脑脑片后 ,分布于下丘脑神经元胞浆的 CRH、CRHlR

免疫组化阳性黄色反应物的着色显著加深 , 而用

CRHlR拮抗剂CP-154526拮抗+CRH刺激或PKA拮抗

剂H89拮抗+CRH 刺激处理的大鼠下丘脑脑片后 ,可

明显减少 CRH刺激引起下丘脑 CRH 的表达 。本实验

结果与在体创伤应激及脑室注射 CRH 的结果一

致
[ 12 , 13]

。在应激反应中 ,CRH 可能通过选择性的刺激

CRHlR表达并激活其 CRHlR 、活化的 PKA信号通路参

与调控 ,导致自身基因的表达 ,从而使下丘脑 PVN 合

成和分泌的 CRH增加 。而在体实验随后出现的 CRH
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表达回落 ,可能是由于机体(如:糖皮质激素等)对下丘

脑室旁核的负反馈调节所致。

　　通过本研究表明 ,外源性 CRH模拟严重创伤应激

后下丘脑分泌 CRH浓度刺激培养的下丘脑脑片 ,成功

地复制出严重创伤应激后下丘脑形态学变化及 CRH

高表达的模型 , 外源性 CRH 刺激培养的下丘脑脑片

后 ,出现下丘脑脑片中 P-PKA 、P-CREB 及 CRH 的含量

明显升高。外源性 CRH 直接与下丘脑脑片的 CRH1R

结合后 ,通过G蛋白耦联 ,激活腺苷酸环化酶 ,使细胞

内 cAMP 浓度增加 , cAMP 结合到PKA的调节亚基而激

活PKA ,导致 PKA的催化亚基移入核内 ,使转录因子-

CREB的 N端转录活性区附近的第 133 位点上的 Ser

的磷酸化-转录激活区域磷酸化 ,P-CREB与 CRH基因

的启动区域 CRE结合后 ,启动下丘脑神经元 CRH 的基

因表达 ,其表达量随外源性 CRH 的刺激浓度增加而增

加 ,进一步说明了在应激反应中下丘脑可能存在超短正

反馈调节下丘脑神经元表达分泌 CRH。通过本研究还

表明 ,PKA阻滞剂H89 、CRHlR拮抗剂 CP-154526不能完

全抑制 CRH 刺激的下丘脑脑片 CRH 含量增加 ,说明

CRH除主要通过与 CRHlR结合激活 PKA 信号通路之

外 ,可能还与下丘脑 CRH2R和其它受体结合后激活其

它信号通路 ,共同调控下丘脑CRH的表达 。
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