
重庆医科大学学报 2011年第 36卷第 6期 (Journal of Chongqing Medical University 2011．VOI．36 NO．6) 一 673 一 

神经病学研究 文章编号：0253—3626(201 1)06—0673—04 

下调 PTEN基因对全脑缺血大鼠学习记忆能力 

和 CREB表达的影响 

陈力学，熊 新，桂 蓓，周冀英 

(重庆医科大学附属第一医院实验研究中心、重庆市神经病学重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨下调第 l0号染色体同源丢失性磷酸酶张力蛋白基因(Phosphatase and tensin homolog deleted on chromo 

some ten，PTEN)对全脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力及转录因子环磷酸腺苷反应元件结合蛋白(cAMP response element—bind— 

ing protein，CREB)的表达调控作用。方法：采用海马局部注射 pshRNApten基因质粒 ，建立 sD大鼠全脑缺血再灌注模型，利用 

体感诱发电位(Somatosensory evoked potential，SEP)和穿梭箱分别检查大鼠功能和行为学变化，RT—PCR和免疫组化检测海马 

神经元 CREB mRNA和蛋白的表达。结果：穿梭箱实验发现 pshRNApten各治疗组主动回避反应(Active avoiding reaction，AAR) 

习得率较pshGFP组明显提高；SEP检查显示，pshRNApten组较pshGFP组波幅明显上升，峰潜伏时缩短；pshRNApten组海马神 

经元 CREB基因的mRNA和蛋白表达量较对照组明显上升；以上结果差异均具有统计学意义(P<0．05)。结论：下调 PFEN基因 

能增强全脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力，其机制可能与下调 PTEN引起CREB表达量增加有关。 
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Effects of PTEN down-regulation On learning and memOry abilities 

and CREB expression in rats with global cerebraIischemia 

CHEN Li—xue，XIONG Xin，GUI Bei，ZH0U Ji一 ， 

(Laboratory Research Center，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects of PTEN down-regulation on learning and memory abilities after global cerebral 

ischemia in rats． Methods：The experimental therapy model after global cerebral ischemia and reperfusion was established by four- 

vessel occlusion f4VO)after 2 days of pshRNApten injected into the hippocampal cell layer of SD rats．The behavioral effects weI℃ 

measured with somatosensory evoked potential(SEP)and computerized shuttle-training case respectively．The expression of CREB was 

analyzed by RT-PCR and immunohistochemistry method．Results：Compared with the pshGFP group，the AAR(active avoiding 

reaction)with computerized shuttle-training case in the pshRNApten group raise markedly in the first and second week．Results of 

somatosensory evoked potential (SEP)in pshRNApten group showed that the latency period of P1 wave shorten markedly and P1一N1 

amplitude increase significantly after ischemia and reperfusion(P<0．05)．The expression of rat hippocampal CREB with immunohistoeh- 

emieal method and RT—PCR was obviously increased in pshRNApten treatment groups compared to pshGFP groups． Conclusion： 

Downregulating PTEN could enhance learning and memory ability and improve neuronal function，which changes were correlated with 

the increase of CREB． 

【Key words]Phosphatase and tensin homolog deleted on chromo some ten(PTEN)；global cerebral ischemia and reperfusion；s0一 

matosensory evoked potential(SEP)active avoiding reaction；AAR；cAMP response element—binding protein(CREB) 
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是迄今为止发现的第一个具有双重特异性磷酸酶活性的抑 

癌基因。陈力学等『1． 人应用 RNAi技术构建 shRNApten载体 

下调PTEN基因的表达后．发现神经元 N一甲基一D一天门冬氨 

酸受体 2B亚单位 (N—methyl—D—aspartate receptor 2B，NM— 

DAR2B)，简写 NR2B。酪氨酸磷酸化水平降低，Ca2+内流减少， 

凋亡或坏死神经元数量减少，从而实现对脑缺血大鼠海马神 
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经元损伤的保护作用。但下调 PTEN对脑缺血大鼠学习记忆 

能力及行为学改变的作用和效果尚未见报道，且其机制仍不 

清楚。本研究利用体感诱发电位(Somatosensory evoked po— 

tential，SEP)和穿梭箱检查分别从功能和行为学方面，对下调 

PTEN基因治疗脑缺血再灌注大鼠后，对其学习记忆能力和 

功能进行评价。并探讨转录因子环磷酸腺苷反应元件结合蛋 

白(cAMP response element—binding protein．CREB)在脑缺血 

损伤学习记忆中的作用 

1 材料与方法 

1．1 大鼠全脑缺血 的 pshRNApten实验治疗模型及其分组 

清洁级健康成年雄性SD大鼠(由第三军医大学大坪医 

院实验动物中心提供)36只，质量(250+20)go用立体定位仪 

海马部位注射按照 LipofectamineTM 2000试剂说明优化转染 

条件购 自武汉晶赛公司的 pshRNApten质粒 2 1(质粒制备 

的详细方法和鉴定结果可参见本人发表的文章l1．21)，部位在 

前囟后 3．5 mm、中线旁开 1．6 mm、深 3．0 nlm处)；注射 2 d 

后，参照 Pulsinelli四血管阻断致全脑缺血方法，首先将双侧 

椎动脉烧闭，次 日分离暴露双侧颈总动脉，夹闭 5 min后恢 

复颈总动脉供血，实验分组为：正常对照组(只加脂质体)、无 

关对照pshGFP组、pshRNApten治疗组：每组又分再灌注后 

3、7、14 d 3个时间点。并于再灌流不同时相点，分别进行各 

种行为学检测和取材检测 CREB的mRNA和蛋白表达量。 

1．2 SEP 

以银球电极作记录电极．切开头颅后部皮肤 ，用牙科钻 

于前囟后 1 am、矢状缝左侧旁开 2 mm处将颅骨钻一直径约 

2 mm的小孔(注意避免打穿硬脑膜，损伤皮层)。将一银球电 

极经颅骨／J,：fL轻触于硬膜外，接地电极置于背部皮下，参考 

电极置于头皮．电极引出的屏蔽导线与Powerlab／16SP电生理 

记录系统(澳大利亚)相连 ，刺激电极位于右侧胫后 ，SEP记 

录滤波频率为 10 kHz，扫描时间 250 ms，自动叠加128次，方 

波刺激，波宽 200 s，刺激频率 3 Hz，刺激强度 7．3 mA。测定 

在屏蔽室内进行，室温 26~C～28℃，光线柔和，安静。测得的 

SEP波形中第 1个正波称 P1波，其后的第 1个负波称 N1 

波，随后出现的正、负波分别称 P2、N2⋯．．．潜伏期指刺激开 

始至 P1波波峰间的时间．单位为 nls：波的幅值为波峰至基 

线的垂直距离，单位为 v。经滤波、放大和数字转换后输入 

计算机，应用 Scope 3．7．1软件进行数据采集、保存和分析。 

】．3 芽梭箱检 查 

于术后相应时间点分别进行穿梭箱检查，电脑控制的穿 

梭箱系统由第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第 

五研究室研制，以灯光为条件刺激，电击为非条件刺激。先将 

动物放入箱内暗适应 2 min，使其熟悉环境，开始时给予持续 

灯光刺激 5 s，如大鼠不逃至另一端(穿梭)，则给予电击(给 

箱底通电流 5 mA，频率 15 Hz的电刺激)，使动物逃至箱底 

不通电的另一端，此时电击停止 ，否则持续受电击 5 s．间隔2 

min后再给予光刺激 ，开始下一轮训练，每次试验进行 20次 

光、电刺激。如大鼠在灯光刺激后，立即能完成穿梭动作称主 

动 回避反应 (Active avoidance response，AAR)；而经电刺激 

后才能完成穿梭动作称被动回避反应(Passive avoidance re— 

sponse，PAR)；不能完成穿梭动作则认为失败(Fail)。本实验 

中大鼠的学习记忆能力以完成 AAR的次数与测试总次数 

(20次)的比值即 AAR比率代表。 

1．4 RT—PCR检测 CREB mRNA的表达 

各组动物分别在相应时间点断头取脑 ，分离海马组织 

区；用 TRIzol法抽提总 RNA，根据 rrnYoBo逆转录试剂盒(目 

录号：FSK—lOO)和 PCR试剂盒(目录号：KOD一101)说明书进 

行操作 ，检测 CREB mRNA表达量。CREB(391 bp)和 B— 

Actin(227 bp)内参序列为(CREB—F：5’一TTGcCAcA rAGC— 

CCAGGTA一3’．R：5’一GTrrGGTAAATCGGGGTrGG一3’；Actin— 

F：5’一GGACTCATCGT ACTCCTGCT-3’．ActinR：5’一GTAAA— 

GAccTcTATGCcAAcA一3’)。用 Quantity One 4．6软件对琼 

脂糖凝胶电泳图进行图像分析，计算 目的基因电泳条带的光 

密度值与各自的 B—Actin内参的比值，然后以样本，对照的比 

值表示基因表达水平。 

1．5 免疫组化法测 CREB蛋 白的表达 

冰冻切片进行免疫组化检测 CREB蛋白的表达，方法按 

北京中杉公司说明书进行(目录号：SP一9000，略有改动)。应 

用图像分析系统进行分析．计算所要观察部位的CREB表达 

的积分光密度(Integral optical density，IOD)。 

1．6 数据 处理 

数据以X+S表示．成组设计的 2组间均数比较采用 t检 

验，多组均数与同一均数的比较采用方差分析，P<0．05表示2 

组数据间差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 SEP变化 

pshGFP组各时相点同正常组相应时点比较 。P1波潜伏 

期和波幅差异有统计学意义(P<0．05)，前者较后者在峰潜伏 

时和波幅方面均有不同程度的延长和降低．P1一N1波的波幅 

下降与P1波潜伏期延长的变化规律基本一致；而pshRNApten 

治疗组与 pshGFP组相比，其 Pl波潜伏期缩短和Pl—N1波幅 

增加，差异有统计学意义(P<0．05)。结果提示，全脑缺血再灌 

注 P1波潜伏期延长，波幅下降：用 pshRNApten治疗可以明 

显改善鼠的大脑功能和电生理活动(见表 1)。 

表 1 全脑缺血，再灌注大鼠SEP的P1波峰潜伏期(n=4， ±s J 

分组 P1波峰潜伏期 (ms) 

3 d 7d 14d 

注： ，P<O．05与 pshGFP组比较；#，P<0．05与正常组比较 
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行为学改变以及电生理学的各种级联反应 。因此，对神经 

行为学功能的评价是评价脑缺血治疗的重要手段。本研究应 

用穿梭箱和 SEP对 PTEN基因下调后脑缺血大鼠的学习记 

忆能力和功能进行评价。 

穿梭箱学习的机制是通过测试大鼠形成新的条件反射 

的能力和保持新学会的条件反射的能力来反映大鼠的学习、 

记忆能力 ，敏感而易行。本实验观察到，pshRNApten治疗组 

较对照组，AAR习得率明显提高。SEP检测有助于缺血性脑 

血管病的诊断，SEP能特异地记录外周刺激大脑感觉中枢的 

电活动 ，它是很多神经元电活动的综合效应 ，能提供较多的 

定量分析指标J4一。本研究结果显示，pshGFP组SEP结果显示 

波幅下降，蜂潜伏时延长，随着缺血再灌注时间的延长，波幅 

下降及潜 伏时间延长更 明显 ，说 明神经元受损 严重 。 

pshRNApten治疗组。SEP检查显示，7 d和 14 d时波幅上升， 

峰潜伏时缩短，说明大鼠神经元功能有所恢复。以上结果说 

明下调 PTEN可以增强全脑缺血大鼠学习能力。Ke等 利用 

siRNAs技术下调PTEN基因治疗全脑缺血后大鼠，发现其对 

神经元有显著的保护作用，其研究结果与本研究有相似之 

处 ．不同之处在于本研究从大鼠行为学以及电生理学方向进 

一 步评价这种保护作用的效果。 

最近一些研究指出。CREB作为细胞内第三信使 ，在中 

枢神经系统中起着关键的作用 ，能促进神经细胞的存活、再 

生、突触的可塑性及学习记忆等[7,81。CREB下降可引起突触 

可塑性和学习记忆能力受损 ．许多神经调节物和递质都通过 

神经元内各种激酶途径汇集于 CREB，2007年 Han等[91人在 

Scie[1ce上发表文章 ．确定影响记忆存储的关键蛋 白为 

CREB，且与 LTP和突触可塑性相关。由于海马对缺血特别敏 

感．它首先受损害，尤其是 CAl区；缺血导致神经元缺失并 

与神经功能缺陷相联系，啮齿类动物空间学习记忆中枢定位 

在海马，损害海马则影响空间学习记忆㈣。本研究 CREB的 

结果显示 ，pshRNApten治疗组大鼠海马区 CREB的 mRNA 

和蛋白表达量较pshGFP组明显增加。结合行为学和神经功 

能检测结果．我们可以认为海马区神经元的损伤造成学习、 

记忆障碍 ，其机制可能是由于 PTEN基因下调，引起 PI3K／ 

Akt信号通路活性增加，继而通过胞内 Ca +f吏海马区 CREB 

增加，达到改善大鼠学习记忆的目的。同时，韦永琼等⋯ 人 

在脑血管性痴呆的研究中发现．下调 PTEN基因可通过 PI3K／ 

Akt和ERK来增~IICREB的表达，从而改善脑血管性痴呆大 

鼠神经元突触可塑性 ．达到减轻神经元损伤、提高学习记忆 

和神经保护的目的。其研究结果与本研究结果相似。 

总之，本研究采用大鼠四血管阻断法导致全脑缺血的模 

型，在此模型的基本上，通过检测海马区CREB的变化，同时 

结合运动功能的改善和电生理功能检测结果的好转等情况， 

来综合评价下调 PTEN基因的防治效果 ，但由于基因治疗的 

影响因素多．所以其具体机制还有待进一步研究。 
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