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γ氨基丁酸对情绪应激大鼠额叶皮质一氧化氮合酶和一氧化氮水平的影响
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　　［摘要］　目的　观察γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）对情绪应激大鼠一氧化氮合酶（ＮＯＳ）和一氧化氮（ＮＯ）含量的影响，结合
行为学实验，探讨γ氨基丁酸抗焦虑作用机制。方法　 将４０只雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠按随机数字表法分为５组：
对照组，模型组，ＧＡＢＡ０．５、１、２ｍｇ／ｋｇ组，采用不确定性空瓶刺激的方法建立焦虑大鼠模型，并在应激前分别给予大鼠灌
服生理盐水或相应剂量的ＧＡＢＡ，１４ｄ后进行旷场实验并分析各组大鼠额叶皮质一氧化氮合酶和一氧化氮水平的差异。
结果　 应激１４ｄ后对照组与其余各组的食物利用率差异极显著（Ｐ＜０．０１）；各组大鼠在中央区域的停留时间差异极为显
著（Ｐ＜０．０１）；对照组、ＧＡＢＡ１ｍｇ／ｋｇ和２ｍｇ／ｋｇ组进入中央区域的次数显著高于模型组（Ｐ＜０．０５）；模型组的修饰次数
显著高于ＧＡＢＡ１ｍｇ／ｋｇ和２ｍｇ／ｋｇ组（Ｐ＜０．０５）；总运动距离和直立次数均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；对大鼠额叶皮质
ＮＯＳ及ＮＯ的分析显示对照组和ＧＡＢＡ２ｍｇ／ｋｇ组的ＮＯＳ活力及ＮＯ含量显著高于模型组（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＧＡＢＡ与
焦虑大鼠额叶皮质的ＮＯＳ及ＮＯ均呈剂量效应关系，提示 ＧＡＢＡ可能通过调节焦虑大鼠额叶皮质中的一氧化氮含量发
挥抗焦虑作用。

　　［关键词］　 γ氨基丁酸；焦虑；一氧化氮合酶；一氧化氮；旷场实验
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　　γ氨基丁酸 （γａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）又称 γ
氨酪酸，作为一种非蛋白质天然氨基酸，广泛分布在动

物、植物和微生物体中，是哺乳动物中枢神经系统

（ＣＮＳ）中重要的抑制性神经递质，具有降血压、改善肾
功能和镇静等生理作用［１］。

　　一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）在神经系统中起着信
使分子的作用，广泛参加了生物体内的各种病理和生

理过程［２］，它与ＣＮＳ中各种神经递质之间的关系也越
来越受关注。近年来的研究发现 ＮＯ与焦虑密切相
关，但结果并不一致［２－４］。此外，目前大部分的研究都

集中在急性应激模型中，慢性应激模型中也往往采用

包含躯体应激成分的模型如束缚应激、条件性电击及

慢性温和应激（ＣＭＳ）等［５－７］，不能很好地模拟人类由

情绪应激引起的焦虑症状，而有关 ＧＡＢＡ与 ＮＯ之间
的关系与机制研究国内更是少见报道。在 ＣＮＳ中，额
叶皮质是与情绪密切相关的重要区域，所以本研究通

过建立不确定性空瓶刺激模型，结合大鼠额叶皮质

ＮＯ的变化，探讨 ＧＡＢＡ对慢性情绪应激大鼠的抗焦
虑作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　健康雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠４０只，体质量 １５０～１７０ｇ。
动物及其饲料均购自广东省医学实验动物中心，实验动物合格

证号：ＳＣＸＫ（粤）２００８０００２。大鼠单笼喂养，在实验室适应７ｄ，
光／暗周期为１２ｈ／１２ｈ（光照时间为０７：００～１９：００），室内温度
为（２２．０±０．５）℃，湿度为５０％左右。适应期内所有动物自由
摄食和饮水。

１．２　实验试剂及设备
　　ＧＡＢＡ（纯度＞９９％）购自上海晶纯实业有限公司；ＮＯ、一氧
化氮合酶（ＮＯＳ）及考马斯亮蓝试剂盒均购自南京建成生物工程
研究所。所用仪器包括：动物行为轨迹跟踪系统 ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎＸＴ
８．０（荷兰Ｎｏｌｄｕｓ公司）；手动匀浆器；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４１７Ｒ小型台式
高速离心机；ＨＨＷ２１６００型电热恒温水温箱；ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥ
ＤＯＥＬ２００１电子天平；日立Ｕ３０１０型紫外分光光度仪。

１．３　实验程序
　　大鼠适应１周后按照体质量排序，根据随机数字表进行区
组随机化，分为 ５组：对照组，模型组，ＧＡＢＡ０．５、１、２ｍｇ／ｋｇ
组。分别对５组动物进行定时喂水训练７ｄ，定时喂水训练为
每天２次，即每天早上９：００～９：１０和晚上９：００～９：１０给动物
饮水，之后撤掉水瓶，其余时间不给水。每天定时喂水１ｈ前，
对照组和模型组给予大鼠灌服生理盐水，各个ＧＡＢＡ剂量组则
灌服对应剂量的 ＧＡＢＡ溶液。定时喂水期结束后开始应激实
验，模型组在定时喂水时间内给予空瓶刺激诱发其情绪应激，

刺激是早上９：００～９：１０或晚上９：００～９：１０随机给予的，维持
１次／ｄ；各个ＧＡＢＡ剂量组与模型组相仿；对照组动物一直定时
饮水，应激共持续１４ｄ。所有动物在适应期末和应激期末测量

体质量及进食量，计算食物利用率，食物利用率为每消耗１００ｇ
饲料所增加的体质量克数。行为学测试前１周所有动物每天接受
３ｍｉｎ抚摸以减少无关刺激，应激结束后进行旷场行为学测定。

１．４　旷场实验（ｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔ）
　　实验装置为高５０ｃｍ、底边长５０ｃｍ的无盖方箱，中央画有
长×宽为３０ｃｍ×３０ｃｍ的方格，方格内所包含的区域为中央
区域，沿墙格的为外周区域。实验动物均提前１ｈ进入测试实
验室以适应环境。行为学实验室保持安静通风，旷场分析箱上

方挂一４０Ｗ的白炽灯并保持恒亮，室温２２℃。将大鼠置于方
形旷场的外周区域，通过旷场上方的摄像机及与隔壁相连的监

视器和录像机观察５ｍｉｎ内大鼠的活动情况。分别记录大鼠在
旷场中央区域的停留时间、进入中央区域的次数、总运动距离、

直立次数（后肢站立）以及修饰次数（梳理皮毛和洗脸）。每次

观察完成后将动物排泄物清除干净，并用７５％的酒精彻底清洗
旷场并擦干。

１．５　ＮＯ及ＮＯＳ的测定
　　行为学测试完毕后，各组大鼠断头取脑，在冰面上分离大
脑额叶皮层，置于 －８０℃冰箱中待测。使用前用预冷的生理
盐水冲洗脑组织以去除血迹，滤纸拭干，分析天平称质量，用生

理盐水在冰浴中制成１０％的匀浆，冷冻离心机５００×ｇ、４℃下
离心１０ｍｉｎ，取上清液待测。ＮＯ的检测采用硝酸还原酶法，利
用硝酸还原酶特异性将硝酸根还原为亚硝酸根，通过显色深浅

测定其浓度。ＮＯＳ能催化Ｌ精氨酸（ＬＡｒｇ）和分子氧生成ＮＯ，
ＮＯ与亲核性物质生成有色化合物，根据吸光度大小可确定
ＮＯＳ活力［８］。样品的蛋白浓度采用考马斯亮蓝法测定。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＡＳ９．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，单因素方差分
析进行处理，进一步ｐｏｓｔｈｏｃ分析２组间差异采用ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗ
ｍａｎＫｅｕｌｓ检验（ＳＮＫ法）。

２　结果

２．１　体质量变化
　　建模前后 ５组动物的体质量增长量总体比较差异显著
（Ｐ＜０．０１），对照组体质量增加显著高于其余各组（Ｐ＜０．０１）；
各组大鼠的进食量比较差异显著（Ｐ＜０．０５），模型组的进食量
显著低于其余各组（Ｐ＜０．０１）；各组大鼠的食物利用率总体比
较差异极显著（Ｐ＜０．０１），对照组的食物利用率高于其余各组
（Ｐ＜０．０１），食物利用率随着 ＧＡＢＡ剂量的增加而有所下降。
见表１。

２．２　旷场行为的变化
　　建模后模型组较对照组在中央区域的停留时间明显减少，
与ＧＡＢＡ１ｍｇ／ｋｇ和２ｍｇ／ｋｇ组差异极为显著（Ｐ＜０．０１），随着
ＧＡＢＡ剂量的增加，动物在中央区域的停留时间相应增加。同
时，模型组较对照组进入中央区域次数也明显减少，与 ＧＡＢＡ
１ｍｇ／ｋｇ和２ｍｇ／ｋｇ组差异显著（Ｐ＜０．０５），随着ＧＡＢＡ剂量的
增加，动物进入中央区域次数亦相应增加。各组动物的总运动

距离和直立次数均没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。模型组的修饰次
数显著高于ＧＡＢＡ１ｍｇ／ｋｇ和２ｍｇ／ｋｇ组（Ｐ＜０．０１），随ＧＡＢＡ
剂量的递增动物的修饰次数呈下降趋势。见表２。
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表１　建模前后各组大鼠体质量、进食量和食物利用率比较（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 适应期末体质量（ｇ） 应激期末体质量（ｇ） 体质量增加量（ｇ） 进食量（ｇ） 食物利用率（％）
对照组 ２００．３９±４．９３ ３５０．５４±２３．３５ １５０．１５±２２．３８ ５２７．４６±５８．９３ ２８．３９±１．９１
模型组 ２００．９４±９．０７ ２９９．７８±１７．３０ａ ９８．８４±１４．６０ａ ４４６．９８±３７．８７ａ ２２．０７±２．４７ａ

ＧＡＢＡ０．５ｍｇ／ｋｇ组 ２００．３４±９．８１ ３２０．１６±２６．６３ａ １１９．８３±１８．９５ａ ４９５．９３±５４．７５ ２４．０５±１．５９ａ

ＧＡＢＡ１ｍｇ／ｋｇ组 ２０１．３４±８．８４ ３０９．４０±１７．６７ａ １０８．０６±１７．６０ａ ４７９．３０±２６．９６ ２２．５１±３．２３ａ

ＧＡＢＡ２ｍｇ／ｋｇ组 ２０２．５８±７．７１ ３０５．３０±１９．０７ａ １０２．７３±１４．８４ａ ４７１．７９±３５．４７ ２１．７２±２．２５ａ

　　Ｐ值 ０．９８２３ ０．０００２ ＜００００１ ０．０１４４ ＜０．０００１

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

表２　建模后各组大鼠旷场行为指标比较（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 中央区域停留时间（ｓ） 进入中央区域次数 总运动距离（ｃｍ） 直立次数 修饰次数

对照组 ２０．３７±６．６３ａ ９．７５±４．３７ａ １３５７．１１±１７５．７７ １３．３８±２．２０ ３．３８±１．０６
模型组 ３．３０±２．２６ ２．６３±１．１９ １１１３．５６±１９０．６３ １０．２５±３．７７ ４．００±０．５３
ＧＡＢＡ０．５ｍｇ／ｋｇ组 １４．２５±１４．２３ ６．７５±６．５４ １１３７．５３±１７６．５９ １１．１３±２．７５ ３．８６±１．３６
ＧＡＢＡ１ｍｇ／ｋｇ组 ２２．４１±１３．３８ｂ １０．２５±５．１２ａ １２４１．３９±３９２．５７ １２．３８±４．７５ ２．６３±１．０６ａ

ＧＡＢＡ２ｍｇ／ｋｇ组 ２９．８７±１２．３５ｂ １１．２５±６．５０ａ １３７１．６１±１６３．２９ １３．６３±４．２７ ２．５０±０．５３ａ

　　Ｐ值 ０．０００４ ０．０１２５ ０．１０７６ ０．３１０４ ０．００７７

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

２．３　ＮＯＳ及ＮＯ含量的变化
　　建模后各组大鼠间额叶皮质 ＮＯＳ活力差异显著（Ｐ＜
００５），进一步用 ＳＮＫ法进行多重比较，结果显示模型组的
ＮＯＳ活力显著低于对照组和 ＧＡＢＡ２ｍｇ／ｋｇ组（Ｐ＜０．０５）；各
组大鼠之间ＮＯ含量差异显著（Ｐ＜０．０５），进一步的多重比较
显示Ｅ组的ＮＯ含量显著低于对照组和ＧＡＢＡ２ｍｇ／ｋｇ组（Ｐ＜
０．０５）。随着ＧＡＢＡ剂量的增加大鼠的ＮＯＳ活力和ＮＯ含量均
呈上升趋势。见图１、２。
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１：对照组；２：模型组；３：ＧＡＢＡ０．５ｍｇ／ｋｇ组；４：ＧＡＢＡ１ｍｇ／ｋｇ组；
５：ＧＡＢＡ２ｍｇ／ｋｇ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图１　各组大鼠额叶皮质的ＮＯＳ活力变化
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１：对照组；２：模型组；３：ＧＡＢＡ０．５ｍｇ／ｋｇ组；４：ＧＡＢＡ１ｍｇ／ｋｇ组；
５：ＧＡＢＡ２ｍｇ／ｋｇ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图２　各组大鼠额叶皮质的ＮＯ含量变化

３　讨论

　　本研究采用不确定性空瓶刺激建立慢性应激焦虑
大鼠模型，此模型能够诱发动物攻击、咬瓶子、频繁修

饰等焦虑行为。以往大多数研究所采用的应激源都掺

杂了生理因素的影响，而此应激模型不含电击等物理

应激成分，因此，能很好地模拟人类在单纯情绪应激下

的焦虑行为和生理反应［９］。旷场实验是经典的焦虑

动物模型，其原理是利用了动物对新异环境的恐惧心

理和探究特性形成的矛盾冲突来考察动物的焦虑状

态。周边区域对动物来说相对安全，而探究的天性又

促使其进入中央区域活动，因此，焦虑水平高的动物倾

向于停留在周边区域，反之，中央区域的探究次数和时

间越多，焦虑水平则越低［１０－１２］。本研究发现，情绪应

激组的大鼠在中央区域的停留时间及进入次数显著下

降，表现出明显的焦虑症状，提示造模成功。

　　ＧＡＢＡ是哺乳动物 ＣＮＳ重要的抑制性神经递质，
在大脑皮质、丘脑、海马等多个部位发挥调节作用，焦

虑症与ＧＡＢＡ能神经系统功能的失调密切相关。一
般认为，ＣＮＳ的 ＧＡＢＡ作用于 ＧＡＢＡＡ受体，通过改变
神经细胞膜的氯离子的通透性达到抑制突触后电位，

从而抑制焦虑状态下的神经细胞活性的作用［１３］。然

而，由于口服 ＧＡＢＡ未能使脑内 ＧＡＢＡ水平显著升
高，因此ＧＡＢＡ的抗焦虑效果如何未有定论［１４］。但周

春英等［１５］的研究显示向慢性应激抑郁大鼠灌服舍曲

林时若伴以ＧＡＢＡ作为辅助，则能明显改善大鼠的认
知功能；Ｋａｎｅｈｉｒａ等［１６］研究发现给予健康受试者口服

含５０ｍｇＧＡＢＡ的饮料 ２５０ｍＬ，能使受试者唾液中
ＣｇＡ和皮质醇水平显著下降，有效减轻受试者的身心
疲劳并提高其完成任务的效率。本实验中给予应激大

鼠服用ＧＡＢＡ后，３个剂量组都在没有改变大鼠活动
性的前提下不同程度地增加了动物的中央区域停留时

间及进入次数，并呈剂量反应关系，提示 ＧＡＢＡ在此
模型上具有抗焦虑作用。此外，直立次数与修饰次数
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作为旷场行为的指标，同样能反映动物的情绪状态，直

立行为的减少与频繁的修饰行为，往往暗示焦虑水平

更高［１７－１８］。ＧＡＢＡ１ｍｇ／ｋｇ和２ｍｇ／ｋｇ组大鼠的修饰
行为较模型组显著下降，提示 ＧＡＢＡ具有镇静作用，
与临床上常使用的抗焦虑药地西泮的作用效果相似，

这与国内外的研究［１９－２１］结果一致。

　　以往的研究表明，海马和前脑是应激所涉及的关
键脑区。海马虽然对应激很敏感，但同时也具有较强

的修复能力，而前脑在应激时的代偿能力较差，也有研

究证明，额叶皮质与情绪的关系密切［２２］。本研究发

现，慢性情绪应激组的 ＮＯＳ活力及 ＮＯ含量显著下
降，与对照组及 ＧＡＢＡ２ｍｇ／ｋｇ组差异显著，这与 Ｍａ
ｓｏｏｄ等［２３］的研究结果一致。ＮＯ是一种广泛分布在
ＣＮＳ的气体分子，是信号传导和神经传递的重要信使。
ＮＯＳ作为ＮＯ的合成酶，主要分布在与焦虑紧密相关
的脑区如海马、额叶和下丘脑等。有研究［２４］显示，给

予大鼠注射不同剂量的Ｌ精氨酸（ＮＯＳ抑制剂），大鼠
在明暗穿箱实验及孔板实验中表现出不同程度的焦

虑，由此推测 ＮＯ水平的下降与焦虑的发生相关联。
而Ｇｉｌｈｏｔｒａ等［２５］的研究表明焦虑大鼠脑中的ＧＡＢＡ含
量显著下降，ＧＡＢＡ和地西泮均能提高脑中 ＮＯ的含
量。本实验中，随着 ＧＡＢＡ灌胃剂量的上升，各组大
鼠的焦虑情绪有所缓解，ＮＯＳ活力及 ＮＯ含量也恢复
到正常水平，呈剂量反应关系，推测大鼠额叶皮质ＮＯ
含量的下降可能是因为大脑中 ＧＡＢＡ含量不足所致，
ＧＡＢＡ可能通过上调 ＮＯ的水平发挥其抗焦虑作用。
尽管 ＧＡＢＡ对 ＮＯ的调节机制尚不明确，但倪晶晶
等［２６］已在大鼠皮质中发现 ＧＡＢＡ和 ＮＯ共存的神经
元，两者很可能通过突触前调节的方式，互相改变释放

量，加强或减弱突触传递活动。目前认为，ＮＭＤＡＮＯ
ｃＧＭＰ这一信息传递通路在情绪、疼痛调节等方面起
着重要作用。实验中 ＧＡＢＡ功能的下调可能是为了
增加ＮＭＤＡ受体功能，对抗 ＮＯ合成阻滞后的机体代
偿机制之一。也有研究［２７］发现 ＧＡＢＡＡ受体激动剂能
加增加ＮＯＳ活力，印防己毒素则可逆转这一过程，由
此推测ＮＯＳ的抑制是 ＧＡＢＡＡ受体功能下降的结果。
至于ＧＡＢＡ究竟通过何种机制影响ＮＯ的水平还需要
进一步的研究。
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原发性气管支气管肺淀粉样变１例

伍　安，李玉英，吴国明　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院全军呼吸内科研究所，全军呼吸病研究重点实验室）

　　［关键词］　 气管支气管淀粉样变；肺淀粉样变
　　［中图法分类号］　Ｒ５６２．２；Ｒ５６３　　［文献标志码］　Ｂ
　　原发性气管支气管肺淀粉样变临床非常罕见，至今病因未
明，极易误诊。现将我们近期遇到的１例原发性气管支气管肺
淀粉样变报告如下，以提高临床医师对该病的诊断水平。

１　临床资料

　　患者，女性，４１岁。因“反复咳嗽、咳痰、呼吸困难 １年
余”，于２０１２０５２２入我院呼吸科。患者１年余前无明显诱因
出现咳嗽、咳白痰，痰中带血丝，量１０～１５ｍＬ／ｄ，发热，体温最
高３９℃，伴盗汗。于２０１０１１０１就诊于四川大学华西医院，胸
部ＣＴ提示：气管及左右主支气管、左肺上下叶支气管壁钙化，
主支气管及左上下叶支气管明显狭窄，左肺不张。支气管镜活

检病理示：左主支气管肉芽肿伴局部钙化，并见急性渗出性肉

芽组织增生，抗酸染色阴性；倾向于代谢产物或异物堆积伴钙

化所致肉芽肿而非结核性肉芽肿。予以“莫西沙星、氨茶碱”等

治疗１５ｄ，复查胸片（２０１０１１１９）：左肺大部复张。复查纤支镜
病理提示：肉芽肿样增生性病变、排除结核性肉芽肿。纤刷物

抗酸染色阴性。临床诊断为“继发性肺结核”，予以“异烟肼、

利福平、吡嗪酰胺、乙胺丁醇”抗结核治疗，１年后症状消失停
药，复查胸片提示肺复张。停药半年后病情复发并加重，咳嗽、

咳白色泡沫痰，伴喘息，间断发热，体温３８～３９℃，无畏寒、胸
痛。２０１２０５１８在川北医学院胸片检查提示再次出现左肺不
张；胸部ＣＴ提示：气管及左右主支气管管壁钙化，左主支气管
闭塞、左肺不张可能性大；右肺肺气肿。为进一步明确诊断，入

我院呼吸科。胸部ＣＴ（２０１２０６０６）示：气管及左右主支气管管
壁钙化，考虑多发性软骨炎致左主支气管闭塞、左肺不张可能

性大；右肺肺气肿，左肺斜裂局限性积液（图１Ａ、Ｂ）。纤维支气
管镜检查示：气管、支气管黏膜充血，呈现卵石状结节，触之松

软，部分黏膜呈浸润样改变（图 １Ｃ）。病理检查提示：慢性炎
症、支气管退行性改变。标本送第三军医大学西南医院病理科

行特殊染色结果显示：大片纤维组织增生、玻璃样变及钙化，λ
轻链（＋＋），κ轻链（＋～＋＋）。再次行纤维支气管镜活检并
送北京协和医院病理科检查示：支气管黏膜慢性炎症、局灶钙

化并可见粉尘样无结构物，不除外淀粉样变；高锰酸钾化刚果

红染色（＋）（图１Ｄ）。确诊为：气管支气管淀粉样变。患者放
弃治疗并已失访。
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Ａ：肺窗；Ｂ：纵隔窗；Ｃ：纤维支气管镜见气管下端与隆突；Ｄ：组织高锰酸钾化刚果红染色（×１００）
图１　气管支气管肺淀粉样变患者胸部ＣＴ、纤维支气管镜以及组织病理观察
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