
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５０７１４０

单次延长刺激大鼠模型中脑铁蛋白表达的变化
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　　［摘要］　目的　研究单次延长刺激（ｓｉｎｇｌｅｐｒｏｌｏｎｇｉｎｇｓｔｒｅｓｓ，ＳＰＳ）大鼠模型中各个脑区铁蛋白
（ｆｅｒｒｉｔｉｎ，Ｆｎ）含量及其随时间变化的特点，探讨脑内铁蛋白在创伤后应激障碍（ｐｏｓｔｔｒａｕｍａｔｉｃｓｔｒｅｓｓ
ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＰＴＳＤ）发病机制中的作用。方法　将６０只成年健康雄性 ＳＤ大鼠分为模型组（ｎ＝３５）和对照
组（ｎ＝２５）。建立ＳＰＳ模型，采用行为学验证模型是否成功；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察大鼠各个脑区铁蛋白表
达；免疫组织化学（ＩＨＣ）和实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）进一步研究海马区域铁蛋白表达改变情况。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察ＳＰＳ后铁蛋白随时间的变化趋势。结果　与对照组相比，模型组行为发生明显改变
（Ｐ＜０．０５）；模型组在海马区域铁蛋白及基因表达明显减少，在纹状体区域铁蛋白表达明显增加（Ｐ＜
００５）；在应激后１、３ｄ，模型组海马区域铁蛋白较对照组明显减少（Ｐ＜０．０５），７ｄ时基本恢复。结论　
在ＳＰＳ大鼠模型中，脑铁蛋白发生变化，表明铁蛋白异常可能参与了ＰＴＳＤ的发病过程。
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　　严重创伤、灾害后幸存者的应激障碍（ｐｏｓｔｔｒａｕｍａｔｉｃ
ｓｔｒｅｓｓｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＰＴＳＤ）是一个长期困扰临床的问题，主
要临床表现为对创伤事件的侵入性回忆、对类似场景

主动回避、心理敏感性增高、情感麻木等症状［１］。该

病的发病率为５％ ～１４％，尤其女性发病率约为男性
的２倍，是排列第４的最常见精神性疾病［２］。由于缺

少在人体无创性的研究手段，一直以来对 ＰＴＳＤ缺乏
深入研究。动物实验研究结果表明，ＰＴＳＤ的形成有明
确的脑病理学基础，涉及前额叶、海马、杏仁核等脑区

结构和功能的异常［３－５］。研究发现海马椎体神经元有

萎缩的现象，目前理论认为海马是调节应激反应并受

应激影响最重要的脑部机构之一，也是糖皮质激素攻

击的主要靶区［６］。还有研究认为海马的萎缩是由于

兴奋性氨基酸的神经毒性以及细胞内钙离子超载造成

的［７］。但目前的理论却不能很好解释ＰＴＳＤ患者其他
脑区结构和功能存在的异常。

　　中枢神经系统功能的维持需要众多金属离子的参
与，其中铁离子的作用最为突出。铁是电子的传递者，

是线粒体呼吸代谢中不可缺少的辅酶。铁参与脑内许

多重要的生理、生化过程，包括ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋白质的
合成，髓磷脂的合成和神经髓鞘的发生、发展，以及多

种神经递质的合成［８］。尽管铁作用非常重要，但由于

铁离子在细胞内具有高度氧化毒性作用，细胞会通过

铁蛋白等对细胞内的铁含量进行精细调节，保证铁含

量稳定在一定范围内［９］。铁蛋白（ｆｅｒｒｉｔｉｎ，Ｆｎ）是细胞
内铁的主要贮存蛋白，存贮１／３～３／４的脑铁［１０］，目前

也被认为是细胞内重要的抗氧化作用因子［１１］。但在

ＰＴＳＤ疾病的发病过程中脑铁蛋白含量是否会发生改
变尚不清楚。单次延长刺激（ｓｉｎｇｌｅｐｒｏｌｏｎｇｉｎｇｓｔｒｅｓｓ，
ＳＰＳ）模型是目前研究ＰＴＳＤ疾病应用最广泛的模型之
一，文献［１２－１４］表明，这种模型在动物行为、激素、
脑区受体及递质等方面的改变，均能有效地模拟ＰＴＳＤ
患者的疾病状态。本研究通过ＳＰＳ建立大鼠模型以观
察前额叶、纹状体、海马、小脑区域铁蛋白的分布情况，

拟初步阐明在 ＰＴＳＤ疾病过程中脑铁蛋白的作用特
点，为进一步研究ＰＴＳＤ的发病机制提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　清洁级成年健康雄性ＳＤ大鼠４０只，体质量（２００±
２０）ｇ（第三军医大学实验动物中心提供）。采用颗粒
型普通大鼠饲料喂养，饮用干净水源，室温（２０±
２）℃，适应性喂养１周后，分为２组，即模型组和对照

组，每组２０只。模型组接受ＳＰＳ后常规饲养３ｄ，对照
组无处理常规饲养。

　　清洁级成年健康雄性ＳＤ大鼠２０只，体质量（２００±
２０）ｇ（第三军医大学实验动物中心提供），适应性喂养
１周后，分为４组，每组５只。对照组：常规饲养７ｄ提
取海马组织蛋白；模型组：分别下设 ＳＰＳ后 １、３、７ｄ
３个时相点提取海马组织蛋白，每个时相点５只大鼠。
１．２　ＳＰＳ模型动物的建立
　　采用２００５年日本文部省召开的 ＰＴＳＤ科学会议
确定的大鼠模型［１２］，具体方法为：①采用塑质大鼠束
缚器将ＳＤ大鼠束缚２ｈ；②强迫游泳２ｈ（水温２５℃，
水深８０ｃｍ）；③休息 １５ｍｉｎ；④乙醚麻醉至深昏迷。
置于通风干燥处待其苏醒后放回笼中。

１．３　行为学检测
１．３．１　旷场实验　　在ＳＰＳ应激后第４天，将模型组
和对照组动物置于旷场（内径１００ｃｍ，挡板高：４０ｃｍ）
中央，摄像记录１５ｍｉｎ内大鼠活动轨迹，计算机分析
各个区间运动路程、各个区间运动时间等活动参数。

１．３．２　高架十字实验　　将模型组和对照组动物置
于高架十字迷宫中央（臂长５０ｃｍ，臂宽１０ｃｍ，臂高
４０ｃｍ，离地１．５ｍ），面向其中１个开放臂，摄像记录
５ｍｉｎ内大鼠活动轨迹，计算机分析开、闭臂活动路
程，活动时间等参数。

１．４　组织处理与切片制备
　　行为学检测完毕后将模型组和对照组动物注射
１０％水合氯醛麻醉后断头，于冰上取双侧前额叶皮质、
双侧纹状体、双侧海马、小脑组织，将模型组 ＳＰＳ后１、
３、７ｄ各个时相点的大鼠麻醉后，取出大鼠双侧海马
组织，保存于液氮中，行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及实时荧光定量
ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测分析。模型组和对照组的大鼠经
４％多聚甲醛灌注后取脑，脑组织经多聚甲醛浸泡
４８ｈ，置于３０％蔗糖中脱水５ｄ，冰冻后切成３０μｍ的
切片，每隔６片取１片，保存于４％多聚甲醛中行免疫
组织化学法（ＩＨＣ）分析。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　使用总蛋白提取试剂盒提取总蛋白（Ｐ００２７，碧云
天生物）。大鼠脑组织标本加入含有磷酸酶抑制剂及

蛋白酶抑制剂的ＲＩＰＡ裂解液，在冰上匀浆，混悬液经
４℃离心机１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，提取上清液，用
ＢＣＡ试剂盒测蛋白样本浓度（Ｐ００１０，碧云天生物）。
上样：每泳道５０μｇ蛋白样本；ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（５％ 浓
缩胶，１０％分离胶，７０Ｖ，８０ｍｉｎ）直至蛋白分离，切
胶，将含有目的蛋白的胶转移至 ＰＶＤＦ膜，１００ｍＡ电

２２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



转１２０ｍｉｎ。５％牛奶封闭２ｈ，兔抗铁蛋白多克隆抗体
（ａｂ７５９７３，Ａｂｃａｍ）４℃孵育 ４８ｈ。ＴＢＳＴ轻摇清洗
３次，每次 １０ｍｉｎ，加生物素标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（ＺＢ２０１０，中杉金桥生物），３７℃恒温孵育 ９０ｍｉｎ，
ＴＢＳＴ轻摇清洗３次如上述。避光条件下滴加化学发
光底物，凝胶成像仪显色。单克隆抗 βａｃｔｉｎ抗体
（Ａ２２２８，Ｓｉｇｍａ）用于内参。用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析软件
分析光密度值。

１．６　免疫组化观察
　　组织切片从多聚甲醛中取出后，ＰＢＳ清洗，５ｍｉｎ×
３次，然后浸入３％ Ｈ２Ｏ２１５ｍｉｎ，山羊血清封闭后加入
兔抗铁蛋白多克隆抗体（ａｂ７５９７３，Ａｂｃａｍ）４℃孵育过
夜。ＰＢＳ清洗，５ｍｉｎ×３次，生物素标记山羊抗兔
ＩｇＧ（ＺＢ２３０１，中杉金桥生物）３７℃孵育１ｈ，辣根酶标
记链亲和素（ＺＢ２４０４，中杉金桥生物）室温孵育 １ｈ，
ＤＡＢ染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ终止染色，裱片，烤箱干燥后，二
甲苯透明，中性树胶封片，运用 ＯｌｙｍｐｕｓＰＭ２０（ＤＸ６０，
Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）自动显微镜和病理学图像采集系统
（ＤＰ７０，Ｌｅｉｃａ，德国）采集图像。应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０
软件对每张切片中海马区域免疫阳性细胞的光密度值

进行半定量分析。

１．７　ｑＲＴＰＣＲ检测
　　将样本分别用液氮研磨粉碎，加入 １ｍＬＴＲＩｚｏｌ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），吸取到１．５ｍＬＥＰ管中，加入５００μＬ酚
氯仿，振荡混匀，静止５ｍｉｎ。置于离心机中于４℃离
心１０ｍｉｎ，小心吸取上层上清于新的离心管中，加入
７００μＬ异丙醇，混匀。于 ４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，去上清，用 ７５％乙醇洗涤 １次，晾干。溶于
５０μＬＤＥＰＣ处理水中，电泳检测。反转录使用反转录
试剂盒（ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅢ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），按以下建立反应体
系（ＲＮＡ取到２００ｎｇ，补水到１０μＬ）：将 ＲＮＡ１０μＬ，
ＯｌｉｇｏｄＴ（ＭＤＬ）１μＬ，Ｒａｎｄｏｍ（ＭＤＬ）１μＬ混匀，离
心。加入反应液 ｄＮＴＰ１μＬ（ＭＤＬ），０．１ｍｏｌ／ＬＤＴＴ
２μＬ，５×Ｂｕｆｆｅｒ４μＬ，ＲＴ酶 １μＬ（ＡＢＩ）混匀，离心。
水浴 ６０ｍｉｎ。建立扩增体系：ｃＤＮＡ２μＬ，ｑＰＣＲｍｉｘ
１０μＬ，ｐｒｉｍｅｒＦ１μＬ，ｐｒｉｍｅｒＲ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６μＬ。于
ＰＣＲ仪（７９００ｆａｓｔ，Ａｐｐｌｉｅｄｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）上进行反应。铁
蛋白引物序列设计：上游 ５′ＧＴＧＡＡＴＧＣＡＡＴＧＧＡＧＴ
ＧＴＧＣ３′；下游 ５′ＴＣＴＴＧＣＧＴＡＡＧＴＡＡＧＴＴＧＧＴＣＡＣＧ
３′。ＧＡＰＤＨ引物序列设计：上游 ５′ＧＴＴＡＣＣＡＧＧＧＣＴ
ＧＣＣＴＴＣＴＣ３′；下游 ５′ＧＧＧＴＴＴＣＣＣＧＴＴＧＡＴＧＡＣＣ３′。
ｑＲＴＰＣＲ数据通过２－△△Ｃｔ方法进行分析［１５］。

１．８　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件做统计学分析，数据以
珋ｘ±ｓ表示，模型组和对照组组间比较行两独立样本
ｔ检验，模型组中ＳＰＳ后１、３、７ｄ３个时相点之间比较
行单因素方差分析。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２结果

２．１　ＳＰＳ对动物行为的影响
　　在高架十字实验中，与对照组相比，模型组进入开
臂时间百分比明显减少约４９％，进入开臂相应路程百
分比减少３０．２％，进入开臂次数百分比减少 ３６．５％
（Ｐ＜０．０５，表１）。旷场实验结果表明，模型组与对照
组相比进入中央区域活动的时间百分比减少约

６１３％，路程百分比减少约 ６６．１％，两者差异明显
（Ｐ＜０．０５，表２）。

表１　高架十字实验测试模型组和对照组动物行为的变化
［ｎ＝２０，（珋ｘ±ｓ）％］

组别
开臂进入时间

百分比

开臂进入路程

百分比

开臂进入次数

百分比

对照组 １４．３２４±２．１００ １９．００２±１．９１１ １７．１８４±１．４８０

模型组 ７．２５７±１．８３３ａ １３．２４７±１．６３５ａ １０．９２６±１．６１５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

表２　旷场实验测试模型组和对照组动物行为的变化
（ｎ＝２０，珋ｘ±ｓ）

组别 中央区域活动时间（ｓ） 中央区域活动路程（ｃｍ）
对照组 ２０．７１６±５．０６１ ２２７．４６０±４１．６９８
模型组 ８．０３６±２．７４１ａ ７７．４１７±２５．６５２ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＰＳ导致铁蛋白在不同脑区含
量变化

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同脑区铁蛋白含量结果表明，
在海马区域，相对于对照组，模型组铁蛋白表达减少约

４３．５％，两者之间差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；在
纹状体区域，模型组铁蛋白表达增加约 ２９．４％（Ｐ＜
００５）。在前额叶和小脑区域，２组铁蛋白表达差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５，图１）。
２．３　免疫组化检测ＳＰＳ导致海马区域铁蛋白变化
　　免疫组化分析海马区域铁蛋白表达，结果与
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相一致。海马区域的铁蛋白主要分布于
海马椎体细胞层。细胞内铁蛋白主要分布于细胞质，

少量位于细胞核。与对照组相比，模型组中海马区域

阳性颗粒减少约 １８．５％，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５，图２，表３）。

３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：模型组；Ｂ：半定量
分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察前额叶、纹状体、海马、小脑区域

铁蛋白变化
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Ａ、Ｃ：对照组；Ｂ、Ｄ：模型组；Ａ、Ｂ：铁蛋白在海马区域内的
分布；Ｃ、Ｄ：铁蛋白在细胞内的分布
图２　免疫组化观察海马区域铁蛋白变化　（ＩＨＣ）

２．４　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＳＰＳ导致海马区域铁蛋白 ｍＲＮＡ
的变化

　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，模型组铁蛋白 ｍＲＮＡ表
达明显受到抑制（Ｐ＜０．０５）。与对照组相比，模型组
海马区域铁蛋白 ｍＲＮＡ表达明显减少约 ９０．３％
（表３）。

表３　海马区域铁蛋白及其ｍＲＮＡ的变化（ｎ＝２０，珋ｘ±ｓ）

组别 海马铁蛋白光密度测量值 海马铁蛋白ｍＲＮＡ

对照组 ０．２８４±０．０１２ ２．０００±０．６９０

模型组 ０．２３１±０．０２１ａ ０．１９４±０．０４４ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＰＳ后１、３、７ｄ海马铁蛋白的
变化

　　为了进一步研究铁蛋白减少随时间变化的趋势，
我们通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了 ＳＰＳ后１、３、７ｄ铁蛋白
改变的情况，发现和对照组比较，ＳＰＳ后１ｄ铁蛋白明
显减少约２９．８％，３ｄ时减少约２４．６％（Ｐ＜００５），７ｄ
时铁蛋白含量恢复，和对照组比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５，图３）。
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１：对照组；２：模型组１ｄ；３：模型组３ｄ；４：模型组７ｄ

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜

００５，与对照组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察ＳＰＳ应激后海马区域铁蛋白随时间

变化的趋势

３　讨论

　　在本实验中，我们主要通过建立 ＰＴＳＤ大鼠模型
探索铁蛋白的表达情况。与对照组比较，我们发现：

①模型组行为发生明显变化；②模型组中铁蛋白在海
马区域表达明显减少，在纹状体区域明显增加，在前额

叶、小脑区域无明显变化；③模型组海马区域铁蛋白
ｍＲＮＡ表达水平明显降低；④模型组海马区域铁蛋白
在应激１、３ｄ明显降低，７ｄ恢复。这说明铁蛋白表达
异常可能参与了ＰＴＳＤ疾病的早期发病过程。

　　铁蛋白是维持脑内铁稳态的重要因子，主要是通
过结合并存储铁池中多余的铁离子，避免细胞发生氧

化应激损伤［１６］。大量实验表明在一些神经退行性疾

病，比如帕金森病、阿尔茨海默病中，脑铁蛋白含量减

少导致大量神经元凋亡［１７－１８］。早期的研究发现，躯体

应激比如游泳、有氧运动、外伤手术可以导致系统铁代

４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



谢紊乱［１９－２２］。最近国内外研究发现心理和躯体应激

可以导致大鼠不同脑区的铁蛋白改变［２３－２４］。本研究

通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＩＨＣ检测证明，在 ＳＰＳ后海马区
域铁蛋白明显减少，和之前的报道一致［２４］。文献［１］
表明，海马是发生ＰＴＳＤ疾病的核心区域之一，海马铁
蛋白含量的减少可能导致细胞内游离铁增加，产生大

量具有氧化毒性作用的羟自由基引起细胞凋亡。除了

海马区域，模型组在纹状体观察到铁蛋白含量增加，和

文献［２４］报道并不完全一致，本研究结果说明在
ＰＴＳＤ发病过程中，铁蛋白可能在不同的脑区均具有一
定作用。纹状体区域的铁蛋白表达改变，可能导致了

纹状体区域结构和功能的异常。相对海马而言，纹状

体主要由胶质细胞组成，是对铁较为耐受的区域［２５］，

铁蛋白含量的增加能使多余的铁存贮在细胞内，也可

能反映了这些区域神经细胞在脑铁沉积后的代偿机

制。我们通过ｑＲＴＰＣＲ发现，海马区域的铁蛋白基因
表达明显减少，证明应激有可能从基因表达水平影响

铁蛋白代谢。目前在帕金森病患者的研究中发现铁蛋

白减少也往往伴随铁蛋白基因表达的减少［２６］。铁蛋

白基因上有铁反应元件，可以与铁调节蛋白结合从而

改变铁蛋白的表达。铁调节蛋白是否进行基因调节，

还需要进一步实验验证。

　　为了进一步研究海马区域铁蛋白随时间变化的趋
势，我们通过ＳＰＳ后１、３、７ｄ进行检测发现，在应激后
１ｄ铁蛋白含量明显减少，３ｄ铁蛋白含量减少程度和
１ｄ类似，在７ｄ铁蛋白含量明显恢复。这说明铁蛋白
及铁代谢紊乱是一个急性过程，机体在发生紊乱后会

有自我代偿调节的机制，但由于细胞内铁离子的巨大

毒性作用，疾病早期铁代谢紊乱是否是疾病发生的病

因或者一个伴随现象，还不得而知。但我们发现了在

ＰＴＳＤ疾病早期过程中存在铁蛋白表达异常，突出了铁
代谢在ＰＴＳＤ疾病过程中的作用。
　　总之，本实验在 ＳＰＳ模型成功建立的基础上发现
脑铁蛋白在海马、纹状体的表达存在异常表达，说明在

应激早期，铁蛋白可能是造成不同脑区结构和功能异

常的重要原因，本研究结果为 ＰＴＳＤ的发病机制提供
了新的观点。但本实验还存在很多不足，比如没有深

入研究纹状体脑铁蛋白的表达异常，没有进行海马铁

蛋白变化与行为变化之间的相关性研究，在今后的实

验中我们将进一步完善。本研究结果提示铁可能在包

括ＰＴＳＤ、抑郁等精神类疾病中发挥作用，以后有可能
成为精神性疾病研究的新方向。
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