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急性捕食者气味暴露对丘脑室旁核中央杏仁核通路活动影响研究
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复医院１；４０１３３１重庆，重庆医科大学附属大学城医院神经科２；４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）基础医学院
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　　［摘要］　目的　探讨小鼠在急性暴露于捕食者气味———２，４，５三甲基噻唑（２，４，５ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｅ，
ＴＭＴ）应激下对丘脑室旁核（ｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｔｈａｌａｍｉｃｎｕｃｌｅｕｓ，ＰＶＴ）中央杏仁核（ｃｅｎｔｒａｌａｍｙｇｄａｌａ，ＣｅＡ）神
经通路活动的影响。方法　取３只同种系小鼠在 ＣｅＡ注射 ＣＴＢ５５５，观察丘脑中线核团中投射到 ＣｅＡ
的神经元；８只雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按照简单随机抽样法分为生理盐水组、ＴＭＴ（暴露于捕食者气味）组，
每组４只，观察急性暴露于ＴＭＴ应激对小鼠丘脑中线核团及杏仁核的ｃＦｏｓ表达影响；取６只同种系小
鼠在ＣｅＡ注射ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ，随后按照简单随机抽样法分为生理盐水组、ＴＭＴ组，每组３只，观察急性暴露
于ＴＭＴ对ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元 ｃＦｏｓ表达影响。取 ６只同种系小鼠在 ＰＶＴ注射 ＡＡＶＥＦ１αＤＩＯ
ＧＣａＭｐ７ｂ、ＣｅＡ注射ＡＡＶ／ｒｅｔｒｏＳｙｎＣｒｅ，待病毒表达３周后，通过向 ＰＶＴ病毒注射位点上方埋置光纤，
手术恢复后在体记录小鼠ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元急性暴露于ＴＭＴ前后的钙信号变化。结果　通过向小
鼠ＣｅＡ注射ＣＴＢ５５５，发现ＣｅＡ选择性接受丘脑中线核团大量的ＰＶＴ投射。与对照组相比，急性暴露于
ＴＭＴ应激下，ＰＶＴ（Ｐ＜０．０１）及 ＣｅＡ（Ｐ＜０．０５）的 ｃＦｏｓ表达显著增加。小鼠 ＣｅＡ注射 ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ后，
ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元暴露于ＴＭＴ后ｃＦｏｓ表达显著增加（Ｐ＜０．０５）。光纤钙信号记录发现，ＣｅＡ投射
ＰＶＴ神经元暴露于ＴＭＴ后的ΔＦ／Ｆ显著高于暴露于生理盐水的ΔＦ／Ｆ值（Ｐ＜０．０１）。结论　ＣｅＡ投射
ＰＶＴ神经元在急性暴露于ＴＭＴ下显著激活。
　　［关键词］　 捕食者气味；应激；丘脑室旁核；中央杏仁核
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　　应激是机体处于各种不利情况下所表现出的一种
状态，这种状态有助于机体在短时间内处理各种突发事

件。应激涉及自主行为变化和神经内分泌（即下丘脑
垂体肾上腺轴）系统的激活。在急性暴露于应激事件
中，个体除了表现出焦虑、恐惧等特定的行为变化外［１］，

其正常的睡眠觉醒行为受到明显影响，包括入睡困难、

早醒、睡眠片段化等睡眠障碍，从而增加失眠的风险［２］。

觉醒系统过度激活与应激所致的睡眠障碍疾病密切相

关。既往研究表明，下丘脑室旁核促肾上腺皮质激素释

放激素神经元、外侧下丘脑神经降压素神经元＼＼促食欲
素神经元等觉醒系统神经元在应激状态下被激活，参与

应激条件下的觉醒调节［３－４］。因此，研究急性应激下涉

及的大脑相关觉醒系统活动的改变，有助于更好地阐明

应激导致的睡眠觉醒异常的神经机制。

　　丘脑中线核团是觉醒上行网状激活系统的重要组
成部分，包括丘脑室旁核（ｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｔｈａｌａｍｉｃ
ｎｕｃｌｅｕｓ，ＰＶＴ）、中央内侧核（ｃｅｎｔｒａｌｍｅｄｉａｌｔｈａｌａｍｉｃ
ｎｕｃｌｅｕｓ，ＣＭ）、连接核（ｒｅｕｎｉｅｎｓｔｈａｌａｍｉｃｎｕｃｌｅｕｓ，Ｒｅ）及
菱形核（ｒｈｏｍｂｏｉｄｔｈａｌａｍｉｃｎｕｃｌｅｕｓ，Ｒｈ）等。其中 ＰＶＴ
位于丘脑中线核团的背侧，是控制觉醒的关键丘脑区

域。激活ＰＶＴ谷氨酸能神经元可诱导从睡眠到觉醒的
快速转换，而抑制 ＰＶＴ可导致觉醒水平降低［５］。ＰＶＴ
被认为是整合应激相关信号的重要节点，受各种应激源

强烈激活从而引起适应性行为反应［６］。ＰＶＴ向大脑多
个区域发出广泛投射，包括伏隔核、杏仁核、终纹床核和

前额叶皮层等［７］。值得注意的是，中央杏仁核（ｃｅｎｔｒａｌ
ａｍｙｇｄａｌａ，ＣｅＡ）作为杏仁核信号的输出核团，在应激、先
天性恐惧和焦虑行为中发挥重要作用［８］。然而，ＰＶＴ
ＣｅＡ通路在应激过程中如何变化仍不清楚。

　　因此，本研究将野生型小鼠暴露于捕食者气
味———２，４，５三甲基噻唑（２，４，５ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｅ，
ＴＭＴ）中，建立急性应激模型，以揭示中线丘脑中参与
急性应激反应的核团及其与 ＣｅＡ的神经通路。首先，
我们在ＣｅＡ注射逆行示踪染料揭示中线丘脑对 ＣｅＡ
的神经投射特点。随后通过 ｃＦｏｓ表达作为神经元激
活的标志物，对中线丘脑相关核团和杏仁核激活水平

进行量化。最后采用染料逆行标记结合 ｃＦｏｓ染色及
神经通路特异性的光纤钙信号记录研究 ＣｅＡ投射
ＰＶＴ神经元在ＴＭＴ刺激下的ｃＦｏｓ表达模式和钙活动
变化。本研究试图明确 ＰＶＴ对 ＣｅＡ的投射是否构成
应激反应的神经通路，从而有助于理解应激源暴露时

ＰＶＴ涉及的神经通路改变。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　ＳＰＦ级健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ野生
型小鼠（８～１２周龄，体质量２５～３０ｇ）购自陆军军医大
学实验动物中心。购买后小鼠适应性喂养１周，饲养
环境符合标准实验室条件，水和食物自由获得。整个

实验过程保持１２ｈ光／暗循环。实验过程符合国家和
有关单位实验动物管理和使用的规定，尽可能降低小

鼠的痛苦和数量。

１．１．２　主要试剂　　兔多克隆抗ｃＦｏｓ抗体（ａｂ１９０２８９，
１∶１０００，美国Ａｂｃａｍ）、驴抗兔４８８荧光二抗（Ａ２１２０６，
１∶８００，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、免疫染色封闭液（Ｐ０１０２，上海
碧云天）、免疫染色一抗稀释液（Ｐ０１０３，上海碧云天）、
免疫染色二抗稀释液（Ｐ０２６５，上海碧云天）、２，４，５三甲
基噻唑（Ｔ１０６８，上海化成工业）、ＡＡＶＥＦ１αＤＩＯ
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ＧＣａＭｐ７ｂ（ＰＴ１４２３，武汉枢密）、ＡＡＶ／ｒｅｔｒｏＳｙｎＣｒｅ（ＰＴ
０１３６，武 汉 枢 密）、ＣＴＢ５５５（Ｃ３４７７６，１ｍｇ／μＬ，美 国
Ｌｕｍａｆｌｏｕｏｒ）、ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ（Ｒ１８０１０００，美国 Ｌｕｍａｆｌｏｕｏｒ）、
核染料 ４，６二脒基２苯基吲哚（Ｎｕｃｌｅａｒｄｙｅ４，６
Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ，Ｆ６０５７，美 国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ）。
１．２　方法
１．２．１　动物手术　　野生型小鼠经异氟烷充分麻醉
后，将其头部固定于脑立体定位仪上。剪去小鼠头颈

部毛发，消毒手术区，沿中线剪开头皮，范围以充分暴

露颅骨前囟和后囟为宜。清理颅骨表面结缔组织后，

在手术显微镜下通过调整脑立体定位仪的双侧耳杆和

鼻夹，使小鼠颅骨表面处于同一平面。参考第８版小
鼠脑图谱，确定注射坐标 ＰＶＴ脑区（Ｂｒｅｇｍａ，ＡＰ＝
－１．２０ｍｍ；ＭＬ＝０ｍｍ；ＤＶ＝－２．５２ｍｍ）、ＣｅＡ脑区
（Ｂｒｅｇｍａ，ＡＰ＝－１．２０ｍｍ；ＭＬ＝±２．８０ｍｍ；ＤＶ＝
－４．００ｍｍ）。用颅骨钻在小鼠目标脑区上方钻１个直
径约为１ｍｍ的小孔。手术显微镜下看到脑组织表面
后，清理周围碎骨，挑开硬脑膜。用开口直径约为

２０μｍ的玻璃微电极将病毒或染料缓慢推进至目标脑
区。停留５ｍｉｎ后开始注射，注射速度为 ３０ｎＬ／ｍｉｎ。
为了防止液体回吸，注射完成后将玻璃微电极留置

１０ｍｉｎ后再缓慢退出。消毒缝合创口，待小鼠复苏
后，单笼饲养。

　　对于光纤钙信号记录，小鼠注射病毒３周后进行
ＰＶＴ光纤埋置，ＰＶＴ坐标同病毒注射。当光纤的尖端
置于脑组织表面时，开始探测钙信号。缓慢植入光纤，

实时观察钙信号变化。下降深度约为２．８０～２．９０ｍｍ，
待钙信号稳定且信噪比大于５％后停止下降光纤。清
除颅骨表面血液，用紫外固化牙科水泥在光纤周围及

颅骨表面均匀涂抹。待牙科水泥完全固定后，消毒缝

合创口。注射 ＣＴＢ５５５或 ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ逆行示踪剂后，
需让其充分逆行标记 ３～５ｄ后才进行相应的实验。
对于注射位点不准确的小鼠，不纳入统计分析。

１．２．２　行为学实验　　对于免疫荧光染色实验，将
１０μＬ的ＴＭＴ滴加到２ｃｍ×２ｃｍ滤纸上，随后放入到
实验小鼠的家笼里。对照组则是在相同大小的滤纸上

将滴入等体积生理盐水。１．５ｈ后灌注取脑，进行免
疫荧光染色；对于光纤钙信号记录，先将小鼠放到旷场

里，适应周围环境３ｍｉｎ后，将滴有１０μＬＴＭＴ的棉签
放在小鼠鼻子前面３ｓ，每只小鼠连续重复至少３次，记
录期间的钙信号变化，并由顶端的红外摄像头所记录。

　　在进行行为学实验前３ｄ，每天将小鼠移至行为实
验室，并对小鼠进行１０ｍｉｎ适应性抚摸、提尾等操作。
为了避免昼夜节律带来的影响，所有行为学实验都在

同一时间段进行。

１．２．３　免疫组织化学　　ｃＦｏｓ是一种即时早期基
因，其产物ｃＦｏｓ蛋白在各种因素刺激下常常表达增
加，可作为神经元激活的分子标志物［９］。对于 ｃＦｏｓ
免疫荧光染色实验，在行为学实验结束后，小鼠经异氟

烷充分麻醉，用 ５０ｍｌ磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）和 ５０ｍＬ４％多聚甲醛溶液
（ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＰＦＡ）对小鼠进行心脏灌注。取下
大脑，放置于４％ＰＦＡ中后固定 ６ｈ，随后浸泡在 ３０％
蔗糖溶液中直至沉底。用冰冻切片机连续切片，厚度

为３０μｍ。取每只小鼠相同层面的脑切片，先用 ＰＢＳ
漂洗 １０ｍｉｎ×３次，随后加入封闭液在室温下封闭
３０ｍｉｎ，封闭完成后在一抗稀释液中，按１∶１０００加入
兔多克隆抗ｃＦｏｓ抗体。４℃过夜，第２天用ＰＢＳ漂洗
１０ｍｉｎ×３次，随后加入驴抗兔 ４８８荧光二抗，室温下
孵育２ｈ，孵育结束后，用ＰＢＳ漂洗１０ｍｉｎ×３次，ＤＡＰＩ
染色封片。ＧＣａＭｐ７ｂ通过自身荧光识别，无需抗体标
记。用蔡司荧光显微镜拍摄目标脑区，高分辨率图像

应用 ＺｅｉｓｓＬＳＭ８００共聚焦显微镜拍摄。每只小鼠脑
区取６张脑片进行统计。
１．２．４　光纤钙信号数据分析　　使用ＩｎｐｅｒＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
提供的脚本以４０Ｈｚ记录光纤钙信号。光纤钙信号的
变化由ΔＦ／Ｆ＝（ＦＦ０）／Ｆ０公式计算。对原始数据采用
基线矫正、噪声扣除和滤波处理。使用最小二乘回归法

从４８８ｎｍ信号中扣除４１０ｎｍ信号。使用多项式拟合
校正来减小长期记录造成的漂白效应。

１．３　统计学分析
　　所有数据均以珋ｘ±ｓ表示。使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．１
软件进行统计分析。两组间比较采用独立样本ｔ检验、配
对ｔ检验。如果数据未通过ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验，则
采用非参数检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　逆行染料示踪显示中线丘脑核团中投射到中央
杏仁核的神经元

　　为研究丘脑中线核团与 ＣｅＡ可能存在的神经连
接，利用逆行染料示踪技术，在野生型小鼠 ＣｅＡ中注
射ＣＴＢ５５５，从而特异性追踪投射到 ＣｅＡ的丘脑中线
核团。经过３～５ｄ的表达后，对丘脑中线核团的胞体
及ＣｅＡ的注射位点进行检验。
　　结果显示，ＣＴＢ５５５注射在 ＣｅＡ中且丘脑中线核
团的神经元被ＣＴＢ５５标记，这些被标记的神经元主要
集中在第三脑室下方的ＰＶＴ脑区，且沿ＰＶＴ脑区前中
后轴都有分布。此外，少数丘脑中线核团投射到 ＣｅＡ
的神经元分布在ＣＭ、Ｒｈ／Ｒｅ脑区中部（图１）。这一结
果表明存在丘脑中线核团到 ＣｅＡ的投射，且主要为
ＰＶＴ投射到ＣｅＡ。
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Ａ：ＣＴＢ５５５注射示意图；Ｂ：ＣＴＢ５５５注射到ＣｅＡ典型图；Ｃ：小鼠ＣｅＡ注射ＣＴＢ５５５后逆追到丘脑中线核团中神经
元（红色）和ＤＡＰＩ（蓝色）的代表性图像，ＰＶＴ、ＣＭ、Ｒｈ／Ｒｅ区域，比例尺为１００μｍ；右下：对 ＰＶＴ、ＣＭ、Ｒｈ／Ｒｅ区域
标记到的神经元进行放大，比例尺为２０μｍ

图１　投射到中央杏仁核的丘脑中线核团

２．２　急性应激对小鼠丘脑中线核团及杏仁核的ｃＦｏｓ
表达影响

　　为研究丘脑中线核团及杏仁核在急性应激下的神
经元活动模式，通过免疫荧光染色方法来构建上述核

团在急性应激下的 ｃＦｏｓ表达图谱。急性 ＴＭＴ暴露
９０ｍｉｎ后，免疫荧光结果显示：与生理盐水组相比，小
鼠急性暴露于 ＴＭＴ应激下的丘脑中线核团及杏仁核
的ｃＦｏｓ表达明显增加（表１）。进一步对中线丘脑核
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团进行分区发现，急性暴露于 ＴＭＴ应激下，ＰＶＴ脑区
的ｃＦｏｓ表达显著增加（Ｐ＜０．０１）；ＣＭ、Ｒｈ／Ｒｅ脑区的
ｃＦｏｓ表达水平有增加的趋势，但差异无统计学意义
（图２）。对杏仁核亚群进行区分发现，急性暴露于

ＴＭＴ应激下，ＣｅＡ神经元的 ｃＦｏｓ表达显著增加（Ｐ＜
０．０５），而 相 邻 的 基 底 外 侧 杏 仁 核 （ｂａｓｏｌａｔｅｒａｌ
ａｍｙｇｄａｌａ，ＢＬＡ）神经元ｃＦｏｓ表达无明显变化（图１）。
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Ａ：急性暴露于捕食者气味应激示意图：Ｂ：小鼠急性暴露于生理盐水和捕食者气味后的ｃＦｏｓ（绿色）和ＤＡＰＩ（蓝
色）免疫荧光染色的代表性图像，标记了ＰＶＴ、ＣＭ、Ｒｈ／Ｒｅ区域；Ｃ：根据第８版小鼠脑图谱进行 ｃＦｏｓ量化，在急
性暴露于生理盐水（黑色）和捕食者气味（红色）后，ＰＶＴ、ＣＭ、Ｒｈ／Ｒｅ中的 ｃＦｏｓ表达数量 ａ：Ｐ＜０．０１，与生理盐
水组比较

图２　急性暴露于捕食者气味对小鼠丘脑中线核团ｃＦｏｓ表达影响
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表１　急性暴露于捕食者气味后小鼠丘脑中线核团及杏仁核ｃＦｏｓ表达

中线丘脑 杏仁核
组别 ｎ

ＰＶＴ ＣＭ Ｒｈ／Ｒｅ ＢＬＡ ＣｅＡ

生理盐水组 ４ １７２．３０±３１．２３ ２９．７５±８．８５４ ３８．７５±１７．５２ ７１．００±３３．１９ ２２．５±５．１７２

捕食者气味组 ４ ３９２．５０±５０．２８ ５２．００±１５．５０ ４８．２５±１３．１６ ７９．２５±１２．４５ ９５．２５±２３．３５

统计值 ｔ（６）＝３．７２１ ｔ（６）＝１．２４７ ｔ（６）＝０．１２４２ ｔ（６）＝０．２３２８ ｔ（３．２９４）＝３．０４２

Ｐ值 ０．００９８ｂ ０．２５９０ ０．９０５２ ０．８２３７ ０．０４９４ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与生理盐水组比较
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Ａ：小鼠急性暴露于生理盐水和捕食者气味后的ｃＦｏｓ（绿色）和 ＤＡＰＩ（蓝色）免疫荧光染色的代表性图像，标记
了ＢＬＡ和ＣｅＡ区域；Ｂ：根据第８版小鼠脑图谱进行 ｃＦｏｓ量化，在急性暴露于生理盐水（黑色）和捕食者气味
（红色）后，ＢＬＡ和ＣｅＡ中的ｃＦｏｓ表达数量 　 ａ：Ｐ＜０．０５，与生理盐水组比较

图３　急性暴露于捕食者气味对小鼠杏仁核ｃＦｏｓ表达影响

２．３　急性应激对ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元 ｃＦｏｓ表达的
影响

　　鉴于ＰＶＴ与ＣｅＡ的解剖连接和功能上的相关性，
推测ＰＶＴＣｅＡ通路可能在调节急性应激过程中发挥
重要作用。目前 ＰＶＴＣｅＡ通路是否参与急性应激过
程中尚未明确，因此本研究通过 ｃＦｏｓ免疫荧光染色
方法结合逆行示踪技术检测 ＰＶＴＣｅＡ通路在急性应
激刺激下的激活程度。

　　在ＣｅＡ脑区注射逆行示踪剂 ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ，３～５ｄ
后，将小鼠暴露于 ＴＭＴ应激模式下，随后对 ＰＶＴ脑区
进行 ｃＦｏｓ免疫荧光染色。对于注射位置准确的小
鼠，分别统计 ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ＋神经元的数量和 ｃＦｏｓ＋／
ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ＋神经元的共标百分比（图４）。结果显示，
ＰＶＴＣｅＡ通路中ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ＋神经元在暴露于 ＴＭＴ气
味后被激活的比例显著高于生理盐水组（Ｐ＜０．０５），表
明ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元能被急性暴露于ＴＭＴ刺激所
激活。

２．４　急性应激对ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元钙活动的影响
　　光纤钙信号记录技术可以瞬时反应自由活动小鼠

脑区群体神经元的钙信号变化，因此我们通过检测钙

信号的变化来表征神经元的活动，进而实时研究神经

元活动与动物行为的相关性。

　　进一步采用光纤钙信号记录的方法研究在体条件
下，ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元集群的钙信号在急性应激状
态下的活动模式。利用脑立体定位注射技术在野生型

小鼠的 ＰＶＴ注射 ＡＡＶＥＦ１αＤＩＯＧＣａＭｐ７ｂ病毒，在
双侧ＣｅＡ注射ＡＡＶ／ｒｅｔｒｏＳｙｎＣｒｅ病毒，从而特异性感
染ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元。病毒表达 ３周后，在小鼠
ＰＶＴ上方埋置光纤，手术恢复 １周后，进行行为学实
验。结果表明，ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元被病毒感染并在
胞体表达。小鼠暴露于生理盐水前后，ＧＣａＭｐ７ｂ荧光
变化差异无统计学意义；而小鼠暴露于 ＴＭＴ前后，
ＧＣａＭｐ７ｂ荧光在基础波动范围内显著增加（Ｐ＜０．０１，
图５）。进一步对比两种刺激的 ΔＦ／Ｆ值发现，急性暴
露于 ＴＭＴ刺激的 ΔＦ／Ｆ显著高于暴露于生理盐水的
ΔＦ／Ｆ值（Ｐ＜０．０１），表明急性暴露于 ＴＭＴ下，显著激
活了ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元。
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Ａ：ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ注射示意图；Ｂ：ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ注射到 ＣｅＡ典型图；Ｃ：小鼠 ｃＦｏｓ（绿色）和 ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元（红
色）的代表性图像，ＰＶＴ区域；右下：对ＰＶＴ区域共标的神经元进行放大；Ｄ：根据第８版小鼠脑图谱进行ｃＦｏｓ量
化，在急性暴露于生理盐水和捕食者气味后，ＰＶＴＣｅＡ神经元（红色）中的ｃＦｏｓ表达百分比（黄色）。ａ：Ｐ＜０．０５，
与生理盐水组比较

图４　急性暴露于捕食者气味对ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元ｃＦｏｓ表达的影响

３　讨论

　　应激神经通路的激活有助于动物在不利的环境条
件下启动生理和防御行为反应。然而参与应激的神经

通路长期处于激活状态对机体是有害的，能引起一系

列神经精神疾病，包括创伤后应激障碍、病理性焦虑、

失眠等［１］。因此，理解参与应激的神经网络，不仅可

以促进研究者对应激状态下内部神经通路调节的认

识，还有助于开发神经精神疾病治疗的新策略。ＰＶＴ
作为应激反应中觉醒调节的整合点，接受如下丘脑室

旁核、脑干蓝斑等在调控觉醒和应激方面都至关重要

脑区的大量投射［１０－１１］。ＰＶＴ的不同下游纤维投射对
觉醒调控有着不同的作用，其中ＰＶＴ终纹床核通路参

与调节饥饿应激下的觉醒水平［１２］。值得注意的是，杏

仁核是调控情感行为的重要枢纽，ＣｅＡ作为杏仁核的
主要输出部位，整合应激相关信息后输出至下丘脑、脑

干等脑区调控应激反应［１３］。ＰＶＴ向 ＣｅＡ发出大量投
射，目前大部分的ＰＶＴＣｅＡ通路的研究集中在焦虑和
恐惧行为上，ＰＶＴ与 ＣｅＡ的神经结构连接与急性应激
的关联仍不清楚。因此，对ＰＶＴＣｅＡ通路在急性应激
下的激活情况研究仍较少。

　　大多数啮齿类动物应激模型都通过暴露于单一的
应激源来建立。ＴＭＴ是一种模拟狐狸尿气味的化合
物，被广泛用于啮齿类动物应激模型的建立［１４－１６］。啮

齿类动物接触ＴＭＴ时，能引起焦虑和恐惧情绪的改变
并触发防御行为，因此捕食者气味暴露是诱发啮齿类
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Ａ：急性暴露于捕食者气味同步光纤钙信号记录工作原理示意图；Ｂ：ＡＡＶＥＦ１αＤＩＯｊＧＣａＭｐ７ｂ、ＡＡＶ／ｒｅｔｒｏＳｙｎ
Ｃｒｅ病毒注射示意图；Ｃ：ｊＧＣａＭｐ７ｂ表达 ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元及光纤埋置位置典型图；Ｄ：急性暴露于捕食者气
味前后ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元钙信号波形示意图；Ｅ．急性暴露于捕食者气味前后ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元钙信号热
图；Ｆ：定量分析急性暴露于捕食者气味前后ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元集群钙信号幅度变化百分比。ａ：Ｐ＜０．０１，与
生理盐水组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与暴露于ＴＭＴ前比较

图５　急性暴露于捕食者气味对ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元钙信号的影响

动物应激有效的方式之一。本研究将小鼠急性暴露于

ＴＭＴ中作为一种强烈的应激范式。一些研究表明，ＴＭＴ
作为一种厌恶性刺激［１４－１６］，而不是恐惧性刺激［１７－１９］。

事实上，与厌恶性气味相比，ＴＭＴ确实会引发防御行为，
比如回避，防御性掩埋等［１５、２０－２１］。然而 ＴＭＴ作为单一
的气味分子可能不会引起与自然捕食者气味相同的行

为和神经生物学反应［２２］。因此，ＴＭＴ暴露适合作为一
个在啮齿类动物中诱发不可控应激的模型。

　　本研究发现小鼠急性暴露于ＴＭＴ应激下，丘脑中
线核团中 ＰＶＴ脑区的 ｃＦｏｓ表达显著增加；而在杏仁
核中，ＣｅＡ神经元的ｃＦｏｓ表达显著增加，而ＢＬＡ神经
元ｃＦｏｓ表达无明显变化。ＰＶＴ作为丘脑中线核团的

一部分，在调节觉醒功能和应激行为反应方面发挥着

重要作用。既往研究证明，啮齿动物ＰＶＴ在不同类型
的应激条件下都能显著激活［２３］。杏仁核作为边缘系

统一部分，与机体面对应激反应时产生的恐惧、焦虑情

绪和防御反应相关行为有关［８］。研究表明，应激情况

下会引起特定杏仁核亚群长期形态和功能的改变［２４］。

然而，在ＳＯＴＮＩＫＯＶ等［２５］研究中发现小鼠暴露于ＴＭＴ
中主要在ＢＬＡ中ｃＦｏｓ表达增加，而对ＣｅＡ中的ｃＦｏｓ
表达无明显影响。本研究结果与上述研究之间的差异

可能是由于小鼠品系不同，应激源暴露和组织取材的

时间不同造成的差异。首先，不同品系的小鼠对同一

应激源可导致不同的内分泌和行为反应［２６］；此外，本
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研究将小鼠急性暴露于ＴＭＴ中６０ｍｉｎ后立刻取材，尽
管ｃＦｏｓ蛋白染色常用于作为一种标记神经元激活的
方法［９］，但该技术存在一定的时间局限性。ｃＦｏｓ蛋白
从开始表达到表达高峰需要一定的时间。一方面，尽

管ｃＦｏｓ水平越高表明激活程度越高，但某些神经元
中ｃＦｏｓ的表达缺失并不一定意味着激活的缺失。另
一方面，无法确定在ｃＦｏｓ诱导之前及诱导期间，一些
其他行为或内在状态对 ｃＦｏｓ表达带来的偏倚。这些
实验方法的不同可以解释本研究结果与其他研究结果

之间的差异。值得注意的是，本研究结果与其他一些

研究一致，ＪＡＮＩＴＺＫＹ等［１６］研究发现，野生性 Ｃ５７小
鼠急性暴露于 ＴＭＴ应激下，ＣｅＡ脑区 ｃＦｏｓ表达显著
增加。而在ＹＡＮＧ等［２１］研究中发现ＴＭＴ暴露可特异
性诱导小鼠ＰＶＴ、ＣｅＡ脑区大量 ｃＦｏｓ表达，而对 ＢＬＡ
无明显影响。此外，本研究采用时间分辨率更高的光

纤钙信号记录技术来研究 ＣｅＡ投射ＰＶＴ神经元对急
性暴露于ＴＭＴ的激活情况，且研究结果与上述等人ｃ
Ｆｏｓ实验结果一致，进一步表明丘脑室旁核、中央杏仁
核过度活跃与急性暴露于ＴＭＴ应激有关。
　　本研究表明，丘脑中线核团中大量ＰＶＴ神经元投
射到ＣｅＡ。一些研究发现，与 ＢＬＡ相比，ＰＶＴ神经元
主要投射到ＣｅＡ，且ＰＶＴ可调节ＣｅＡ神经元的兴奋性
从而影响恐惧＼＼抑郁样行为［２７－２８］。本研究中，急性暴

露于ＴＭＴ下引起ＰＶＴ、ＣｅＡ明显的ｃＦｏｓ激活，提示该
应激下可能通过激活 ＰＶＴ神经元及其投射到 ＣｅＡ的
神经末梢，从而直接激活 ＣｅＡ的神经元起作用。鉴于
ＰＶＴＣｅＡ通路的解剖基础，且 ＣｅＡ和 ＰＶＴ在功能上
的相关性，ＰＶＴ与 ＣｅＡ的神经通路活动变化在急性
ＴＭＴ应激状态下仍不清楚。本研究利用免疫荧光染
色和光纤钙信号记录实验，研究 ＰＶＴＣｅＡ通路在急性
ＴＭＴ应激状态下的激活程度。结果表明，ＣｅＡ投射
ＰＶＴ神经元能被急性暴露于ＴＭＴ刺激激活，钙信号记
录实验也证实了这一点，提示该通路密切参与急性

ＴＭＴ应激过程。
　　值得注意的是，本研究工作仍存在一定的局限性。
ＣｅＡ中主要由 γ氨基丁酸 （γａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，
ＧＡＢＡ）能神经元组成［２９］，这些 ＧＡＢＡ能神经元表达
多种肽类物质。如促肾上腺皮质激素释放激素

（ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＣＲＦ）、蛋白激酶 Ｃδ、生
长抑素（ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ，ＳＯＭ）或神经降压素［３０］等。已知

ＰＶＴ与ＣｅＡＳＯＭ［３１］和ＣｅＡＣＲＦ［３２］神经元形成突触联
系，但在急性暴露于 ＴＭＴ应激研究中本研究未对
ＰＶＴＣｅＡ通路中具体的分子标志物进行验证，这需要
我们进一步的研究。其次，本研究主要在雄性小鼠上

进行研究，没有验证雌性小鼠急性暴露于ＴＭＴ应激时
对ＰＶＴＣｅＡ通路的影响。应激反应具有性别二态性，

提示雌性小鼠在未来相关工作中的重要性。此外，本

研究未使用光遗传学、化学遗传学等技术手段来验证

ＰＶＴＣｅＡ通路的功能充分性和必要性。
　　综上所述，本研究结果表明 ＰＶＴＣｅＡ通路在急性
暴露于 ＴＭＴ应激反应中被激活，ＰＶＴ到 ＣｅＡ神经通
路的详细解析将为压力应激相关疾病的发生发展提供

理论依据和新的治疗策略。
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