
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１９０９２２９

ＴＲＰＣ６在小鼠情景性条件恐惧记忆建立和消退中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨瞬时受体电位阳离子通道６（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｃａｎｏｎｉｃａｌ６，ＴＲＰＣ６）在
情景性条件恐惧记忆建立和消退中的作用。方法　取６～８周龄雄性成年Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠３２只，采用随
机数字表法分为条件恐惧对照组（ｎ＝８）、条件恐惧干扰组（ｎ＝８）、恐惧消退对照组（ｎ＝８）和恐惧消退
干扰组（ｎ＝８）。干扰组双侧海马注射携带ＴＲＰＣ６干扰 ＲＮＡ的腺相关病毒，对照组双侧海马注射等量
空病毒。于注射后２０ｄ采用免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠海马 ＴＲＰＣ６的表达。恐惧记忆建立实
验：于病毒注射后２１ｄ进行情景性条件恐惧的建立（由５次０．７ｍＡ、２ｓ、间隔５８ｓ不可逃避的足底电击
组成），２２ｄ进行恐惧记忆测试；恐惧消退实验：于注射后４ｄ进行情景条件恐惧的建立，２１ｄ进行消退
训练，２２ｄ进行消退记忆测试。结果　病毒注射后２０ｄ，小鼠海马 ＣＡ１区锥体细胞层均可见大量 ＧＦＰ
阳性表达细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：病毒干扰组海马 ＴＲＰＣ６的表达显著低于空病毒对照组（Ｐ＜
０．０１）。在恐惧记忆建立实验中，条件恐惧干扰组的僵直行为百分比上升趋势较条件恐惧对照组显著
减慢（Ｐ＜０．０５），２４ｈ后的恐惧记忆检测中，条件恐惧干扰组的僵直行为百分比也显著低于条件恐惧对
照组（Ｐ＜０．０５）。在情景恐惧记忆消退实验中，恐惧消退干扰组的僵直行为百分比下降趋势较恐惧消退
对照组显著减慢（Ｐ＜０．０５），２４ｈ后的消退记忆检测中恐惧消退干扰组的僵直行为百分比也显著高于恐
惧消退对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　海马ＴＲＰＣ６参与情景恐惧记忆的形成和消退过程，抑制海马 ＴＲＰＣ６
的表达会破坏恐惧记忆的形成和消退。
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　　创伤后应激障碍（ｐｏｓｔｔｒａｕｍａｔｉｃｓｔｒｅｓｓｄｉｓｏｒｄｅｒ，
ＰＴＳＤ）是个体在遭遇重大创伤事件之后所产生的一种
以恐惧记忆的闪回、噩梦和高警觉状态为主要症状的

精神疾病［１］。促进恐惧记忆的消退是治疗 ＰＴＳＤ的有
效途径之一。暴露疗法以条件性恐惧消退范式为基

础，在临床 ＰＴＳＤ患者的治疗中取得了良好效果［２］。

条件恐惧记忆的建立和消退过程都高度依赖于创伤产

生的情景，海马是进行情景信息加工的重要脑区［３］。

研究表明在恐惧记忆的建立和消退过程伴随着海马神

经元树突棘的动态重塑［４］。恐惧消退可以逆转由于

条件性恐惧建立导致的树突棘的增加［５］。然而调节

机制尚待阐明。

　　瞬时受体电位阳离子通道（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｃａｎｏｎｉｃａｌ，ＴＲＰＣ）是 ＴＲＰ（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ）基因超家族下的一个亚家族，主要包括ＴＲＰＣ１、
ＴＲＰＣ２、ＴＲＰＣ３／６／７和 ＴＲＰＣ４／５。由于大脑中与工作
记忆有关的区域表现出持续的放电现象，而 ＴＲＰＣ通
道支持单个神经元的持续放电，且改善工作记忆的神

经调质受体往往也会激活 ＴＲＰＣ通道，所以 ＴＲＰＣ通
道被认为是构成工作记忆的基础之一，许多研究都报

道了其亚型在学习记忆中的相关作用［６］。例如

ＮＥＵＮＥＲ等［７］的研究表明，干扰小鼠海马ＴＲＰＣ３蛋白
的表达可以提高小鼠在情景恐惧记忆范式测试阶段的

僵直行为百分比。ＴＲＰＣ６与 ＴＲＰＣ３具有较高的序列
相似性，且二者都可以被 ＢＤＮＦ激活。ＴＲＰＣ６编码钙
可通透的非选择性阳离子通道，主要位于海马神经元

的树突棘部位。已有研究表明其可以正向调控海马神

经元钙离子内流并引起树突棘的形成，进而增强空间

学习记忆能力［８］，提示ＴＲＰＣ６对依赖于海马的突触结
构和记忆具有重要作用。然而ＴＲＰＣ６是否参与条件性

恐惧记忆的建立和消退目前尚不清楚。因此，本研究采

用腺相关病毒介导的ＲＮＡ干扰抑制海马 ＴＲＰＣ６的表
达，探讨ＴＲＰＣ６在情景条件恐惧记忆建立和恐惧消退
中的作用，旨在为治疗ＰＴＳＤ提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　ＳＰＦ级雄性成年（６～８周）
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体质量（２２±２）ｇ，购自陆军军医大学
实验动物中心，由动物房专人饲养，光／暗周期为１２ｈ／
１２ｈ，自由觅食和饮水。操作均符合陆军军医大学关
于实验动物使用的管理和伦理规定。

１．１．２　主要仪器和试剂　　ＳｕｐｅｒＭａｚｅ动物行为视频
分析系统（ＸＲＸｍａｚｅ，上海欣软信息科技有限公司）；
旷场实验分析系统（ＸＲＸＺ３０１，上海欣软信息科技有
限公司）；高架十字迷宫分析系统（ＸＲＸＧ２０１，上海欣
软信息科技有限公司）；ＳｕｐｅｒＦｃｓ条件性恐惧实验系统
（ＸＲＸＣ４０４，上海欣软信息科技有限公司）；ＴＲＰＣ６抑
制腺相关病毒（ＡＡＶ，干扰靶点序列为：５′ＴＣＧＡＧ
ＧＡＣＣＡＧＣＡＴＡＣＡＴＧ３′）及对照腺相关病毒（和元生
物技术有限公司）；兔抗 ＴＲＰＣ６（编号 ＡＣＣ０１７，美国
ＡｌｏｍｏｎｅＬａｂ公司）；小鼠抗βａｃｔｉｎ（编号 ＡＡ１２８，上海
碧云天生物有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　实验分组　　使用随机数字表法将３２只小鼠
分为条件恐惧组和恐惧消退组，每组１６只。条件恐惧
组（立体定位注射后 ２１ｄ进行条件恐惧的建立，２２ｄ
进行恐惧记忆的测试）分为空病毒对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）和
病毒干扰组（ｓｈＴＲＰＣ６），每组８只；恐惧消退组（立体
定位注射后４ｄ进行条件恐惧的建立，２１ｄ进行条件恐

４３５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



惧消退训练，２２ｄ进行消退记忆的测试）分为空病毒对
照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）和病毒干扰组（ｓｈＴＲＰＣ６），每组８只。
１．２．２　动物模型建立　　在行为学实验前２４ｈ将小
鼠移至行为学实验室内，以使其适应实验室环境。情

景性条件恐惧的建立参考 ＨＡＩＴ等［９］的方法：将小鼠

放入条件恐惧箱，适应１５０ｓ后，给予５次不可逃避的
足底电击（０．７ｍＡ，２ｓ），每次电击间隔５８ｓ，记录适应
期和每次间隔期内的僵直行为百分比（Ｆｒｅｅｚｉｎｇ％）。
情景性条件恐惧消退训练参考 ＮＡＧＡＹＯＳＨＩ等［１０］的

方法：将小鼠放回条件恐惧箱，不施加任何刺激，进行

３０ｍｉｎ（共６试次，５ｍｉｎ／试次）的恐惧消退，记录每个
试次内的僵直行为百分比（Ｆｒｅｅｚｉｎｇ％）。以上实验数
据由ＳｕｐｅｒＦｃｓ条件性恐惧实验系统记录并自动分析，
小鼠僵直行为百分比超过５０％即为建模成功［１１］。每

只小鼠在实验结束后送回动物房，并用７５％酒精清除
试验箱内残留气味。

１．２．３　立体定位注射　　腹腔注射 ４％水合氯醛麻
醉小鼠后，将其固定在小鼠脑立体定位仪上，充分暴露

颅骨表面，以前囟点为零点，使用我们之前已经验证过

的坐标（ＡＰ：－１．８ｍｍ，ＭＬ：＋／－１．５ｍｍ，ＤＶ：－１．７ｍｍ）
对小鼠两侧海马ＣＡ１区分别进行病毒注射，病毒滴度
２．５×１０１２Ｖ．Ｇ．／ｍＬ，每侧注射 ０．９μＬ，注射速率
０．２μＬ／ｍｉｎ。对照组注射ＧＦＰ标记的空病毒（Ｃｏｎｔｒｏｌ），
干扰组注射ＴＲＰＣ６的 ｓｈＲＮＡ病毒（ｓｈＴＲＰＣ６），注射
完成后留针５ｍｉｎ再缓慢退针。
１．２．４　ＡＡＶＴＲＰＣ６转染位置的鉴定　　腺相关病毒
注射２０ｄ，取小鼠海马切片经 ＰＢＳ漂洗后用５％羊血
清工作液室温孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染核５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗
３次后封片，用激光共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）观
察ＣＡ１区荧光表达并采集图像。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　深度麻醉小鼠后快速断
头取脑，冰上分离海马组织。１％ＰＭＳＦ（碧云天生物科
技）及ＲＩＰＡ（碧云天生物科技）处理。ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒（碧云天生物科技）测定蛋白浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳后转膜至ＰＶＤＦ膜上。室温下５％脱脂奶ＴＢＳＴ抗
原封闭２ｈ，加入特异性一抗ＴＲＰＣ６（１∶５００），４℃过夜。
加入辣根酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（１∶２０００，中杉金桥公司）
３７℃孵育１．５ｈ后，ＥＣＬ显色。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件
对目的条带的相对灰度值进行量化分析。

１．２．６　旷场实验　　旷场试验箱为 ５０ｃｍ×５０ｃｍ×
３０ｃｍ医用有机板材制成的无盖盒状箱。将小鼠放入
试验箱中心区域，允许其自由探索５ｍｉｎ。由配套的摄
像头和系统记录并分析运动轨迹，计算其总移动距离

（ｃｍ）和外周／中心活动度。
１．２．７　高架十字迷宫　　高架十字迷宫实验被广泛用

于啮齿动物焦虑水平的检测，动物在开臂中停留时间的

百分比和进入开臂的次数与焦虑程度呈负相关。旷场

实验用于动物自发活动情况的检测。高架十字迷宫由

２个开臂（３５ｃｍ×５ｃｍ×１５ｃｍ）、２个闭臂（３５ｃｍ×５ｃｍ×
１５ｃｍ）和中心区域（５ｃｍ×５ｃｍ）组成。将小鼠放入高
架十字迷宫中心区域，允许其自由探索５ｍｉｎ，由配套的
摄像头和系统记录并分析运动轨迹，计算开放臂滞留时

间占总时间百分比（％）和进出各臂次数总和。
１．３　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，使用ＳＰＳＳ２２．０统计分析。
对于条件恐惧建立和消退过程中的 Ｆｒｅｅｚｉｎｇ％变化趋
势，使用重复测量方差分析，其余检测指标均采用独立

样本ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　腺相关病毒注射后小鼠海马ＴＲＰＣ６的表达
　　ＴＲＰＣ６病毒注射后２０ｄ，取小鼠脑组织切片在荧
光显微镜下观察，可见海马ＣＡ１区锥体细胞层ＧＦＰ表
达阳性，表明病毒成功转染进入锥体细胞胞体及突起，

注射位置正确。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：ｓｈＴＲＰＣ６组
海马的ＴＲＰＣ６表达显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（ｔ＝１７．５６，Ｐ＜
０．０１，图１），表明 ＡＡＶ介导的 ＲＮＡ干扰病毒成功抑
制了小鼠海马ＣＡ１区ＴＲＰＣ６的表达。
２．２　抑制海马ＴＲＰＣ６表达后小鼠焦虑水平和活动度

的变化

　　立体定位注射病毒后１９ｄ，进行条件恐惧的建立
之前，对条件恐惧组的 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ｓｈＴＲＰＣ６组小鼠
进行旷场实验，结果显示：两组小鼠的总移动距离（ｔ＝
１．４３８，Ｐ＝０．１６２）和外周／中心移动时间比（ｔ＝０．３０７，
Ｐ＝０．７６２）差异无统计学意义；立体定位注射病毒后
２０ｄ，高架十字迷宫实验结果显示：两组小鼠的高架穿
梭次数（ｔ＝１．６６９，Ｐ＝０．１０８）和开臂滞留时间占比（ｔ＝
１．０１０，Ｐ＝０．３２２）差异无统计学意义（图２）。
２．３　抑制海马ＴＲＰＣ６表达后对小鼠情景性条件恐惧

建立的影响

　　立体定位注射病毒后２１ｄ，对条件恐惧组的 Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组和 ｓｈＴＲＰＣ６组小鼠进行情景性条件恐惧的建
立，使用重复测量方差分析对两组小鼠在建立过程中

不同时间点Ｆｒｅｅｚｉｎｇ％水平进行检验，发现恐惧记忆的
建立趋势与组别间存在交互作用（Ｆ＝２．５１８，Ｐ＜
０．０５），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠相比，ＴＲＰＣ６组小鼠 Ｆｒｅｅｚ
ｉｎｇ％水平上升趋势更为平缓；条件恐惧建立后 ２４ｈ，
进行条件恐惧记忆的检测，结果显示：ｓｈＴＲＰＣ６组的
小鼠 Ｆｒｅｅｚｉｎｇ％水平显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠（ｔ＝
２．６７９，Ｐ＜０．０５，图３）。

５３５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（５）
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图１　ＴＲＰＣ６腺相关干扰病毒对海马ＣＡ１区ＴＲＰＣ６蛋白表达的影响
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图２　抑制海马ＴＲＰＣ６表达后小鼠焦虑水平和活动度的变化
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图３　抑制海马ＴＲＰＣ６表达后小鼠情景性条件恐惧的建立

２．４　抑制海马ＴＲＰＣ６表达后对小鼠情景性条件恐惧
消退的影响

　　立体定位注射病毒后４ｄ对恐惧消退组的Ｃｏｎｔｒｏｌ
组和ｓｈＴＲＰＣ６组小鼠进行情景性条件恐惧的建立，
于２１ｄ进行条件恐惧的消退训练，使用重复测量方差
分析对两组小鼠在消退过程中不同时间点 Ｆｒｅｅｚｉｎｇ％
水平进行检验，发现恐惧记忆的消退趋势与组别间存

在交互作用（Ｆ＝８．９８８，Ｐ＜０．０５），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，
ｓｈＴＲＰＣ６组的小鼠消退曲线更为平缓；消退训练后

２４ｈ进行消退记忆的检测，结果显示：ｓｈＴＲＰＣ６组的
小鼠 Ｆｒｅｅｚｉｎｇ％水平显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠（ｔ＝
２．１３２，Ｐ＜０．０５，图４）。

３　讨论

　　近年来，由于现代高科技战争的巨大破坏力以及
特殊战场环境对军人的巨大心理压力，加之社会公共

突发事件和严重自然灾害事件的不断发生，导致ＰＴＳＤ
发病率明显增高，人们逐渐认识到治疗ＰＴＳＤ在提高

６３５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图４　抑制海马ＴＲＰＣ６表达后对小鼠情景性条件恐惧消退的影响

部队战斗力与维护社会安全稳定方面意义重大。由条

件性恐惧模型中恐惧消退范式演化而来的暴露疗法在

临床上常用于治疗 ＰＴＳＤ。条件性恐惧模型在研究
ＰＴＳＤ时使用广泛，该模型以经典的巴甫洛夫条件反
射为基础，将 １个条件化刺激（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｓｔｉｍｕｌｕｓ，
ＣＳ，如情景）和１个非条件化刺激（ｕｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｓｔｉｍ
ｕｌｕｓ，ＵＳ，如足底电击）进行配对，形成 ＣＳＵＳ的联结，
建立恐惧记忆；条件恐惧的消退并不是已建立恐惧记

忆的“擦除”，而是形成新的消退记忆（ＣＳＮＯＵＳ）。
这种新的消退记忆和原有的恐惧记忆形成竞争，进而

抑制恐惧反应［１２］。研究显示海马对于恐惧记忆的建

立和消退是必需的，由海马产生的消退记忆和恐惧记

忆间的竞争，决定了恐惧会复发还是抑制［１３］。而依赖

于海马的记忆形成过程与神经元突触结构密不可分。

作为突触可塑性的关键因素，树突棘在记忆形成过程

中的增多和扩大都伴随细胞内钙离子的增加，需要钙

离子信号通路的调节［１４］。

　　ＴＲＰＣ６作为钙离子通透的非选择性通道，在神经
系统表达广泛，参与了神经发育、细胞生长、神经元保

护、神经变性等功能［１５］。近年来有报道：与对照小鼠

相比，ＴＲＰＣ６转基因小鼠表现出更快的学习效率和更
好的记忆效果［８］，表明ＴＲＰＣ６在依赖于海马的学习记
忆过程中发挥重要作用。为了检测 ＴＲＰＣ６在情景恐
惧记忆建立和消退中的作用，本研究首先通过在海马

ＣＡ１区注射腺相关病毒介导的ＲＮＡ干扰病毒，有效抑
制小鼠海马ＣＡ１区锥体神经元 ＴＲＰＣ６的表达。在情
景性条件恐惧的建立阶段，抑制海马 ＴＲＰＣ６表达后，
我们发现小鼠建立恐惧记忆的速率减缓，并在２４ｈ后
检测不能形成长时恐惧记忆，表明抑制海马ＴＲＰＣ６会
破坏情景恐惧记忆的形成。在情景条件恐惧的消退阶

段，抑制海马ＴＲＰＣ６表达后，我们发现小鼠消退记忆
的形成速率减缓；２４ｈ后的消退记忆检测结果显示恐
惧记忆的消退过程也受到了干扰，这与我们在情景性

条件恐惧建立阶段观察到的结果一致。以上结果与

ＭＯＮＴＥＣＩＮＯＳＯＬＩＶＡ等［１６］的报道具有相似性：在海

马注射ＴＲＰＣ６激动剂 ＩＤＮ５７０６可以显著促进小鼠的
空间学习记忆能力，而注射 ＴＲＰＣ特异性阻断剂
ＳＫＦ９６３６５则降低空间学习记忆效率。提示 ＴＲＰＣ６对
海马的学习记忆具有正向调节作用。

　　此外，由于条件恐惧模型是通过小鼠Ｆｒｅｅｚｉｎｇ％水
平来判断其恐惧记忆水平，因此小鼠的焦虑水平和运

动功能往往会对这一指标产生影响。高架十字迷宫结

果显示：ｓｈＴＲＰＣ６组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ组在开臂停留时间和
进入开臂次数没有显著差异；旷场实验结果也显示：

ｓｈＴＲＰＣ６组和Ｃｏｎｔｒｏｌ组在活动距离和中心活动时间
没有显著差异，表明干扰病毒的表达并不会显著影响

小鼠的原发焦虑水平和活动情况，抑制ＴＲＰＣ６产生的
条件性恐惧行为的改变具有特异性。

　　既往研究表明：ＴＲＰＣ６对海马学习记忆的作用可
能是通过调节海马神经元的突触可塑性来实现的。其

中，树突棘结构的可塑性与突触功效、学习和记忆以及

其他认知过程的变化有关。ＬＥＵＮＥＲ等［１７］发现ＴＲＰＣ６
激动剂Ｈｙｐｅｒｆｏｒｉｎ可以激活 ＰＣ１２细胞中 ＴＲＰＣ６介导
的电流和Ｃａ２＋的瞬变，诱导其分化，类似于神经保护因
子ＢＤＮＦ的作用；用 Ｈｙｐｅｒｆｏｒｉｎ处理海马脑片可以显
著增加锥体神经元成熟的粗短树突棘的数量，而 ＲＮＡ
干扰ＴＲＰＣ６的表达后细长树突棘的数量显著减少。
此外，突触蛋白的表达在突触形态变化过程中也发生相

应的改变。ＺＨＯＵ等［８］的研究表明在突触后膜 ＴＲＰＣ６
与ＰＳＤ９５、ＧｌｕＲ２／３有共表达，随后的研究结果也显
示Ｈｙｐｅｒｆｏｒｉｎ处理原代海马神经元会显著增加突触蛋
白ｓｙｎａｐｓｉｎ和ＰＳＤ９５的水平，ＴＲＰＣ６通道激活同样可
通过 Ｃａ２＋内流激活 ＲＡＳＭＥＫＥＲＫ通路、ＲＡＳＰＩ３Ｋ
Ａｋｔ通路以及ＣａＭＫＩＶ通路，进而使ＣＲＥＢ磷酸化［１８］。

另有研究也证实了过表达 ＴＲＰＣ６引起的海马神经元
树突棘的生长是通过激活 ＣａＭＫＩＶＣＲＥＢ信号通路介
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导的［１９］。本研究通过构建腺相关病毒干扰小鼠海马

ＣＡ１区锥体神经元ＴＲＰＣ６的表达，进而发现恐惧记忆
的建立和消退受到了明显的干扰。这一行为的变化，

是否由于干扰海马神经元 ＴＲＰＣ６的水平后抑制了
Ｃａ２＋ＣａＭＫＩＶＣＲＥＢ信号通路的激活，调节神经元树
突棘的形态进而影响恐惧记忆的建立和消退过程，还

需要进一步研究和探索。

　　综上所述，本研究证实ＴＲＰＣ６参与了恐惧记忆的
建立和消退过程。这为通过调控 ＴＲＰＣ６的表达以促
进恐惧记忆的消退，进一步研究如何有效治疗 ＰＴＳＤ
提供了新的思路和药物靶点。
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