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小胶质细胞抑制剂 Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ对小鼠遥远场景性恐惧记忆再巩固的
影响

王来法，王雪琴，邓　玲，张　辉，崔艳慧
（长沙医学院神经科学与行为学研究中心，湖南　长沙　４１０２１９）

摘要：　目的　探讨小胶质细胞抑制剂Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ对小鼠遥远场景性恐惧记忆再巩固的影响。方法　将１２只
健康Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠随机分为实验组和对照组，每组６只。２组小鼠均置于场景恐惧反应箱中进行场景性恐惧条
件化训练，构建场景性恐惧模型，并记录每次电击后小鼠的僵直时间；７ｄ后，实验组小鼠给予含 Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ制剂
ＰＬＸ３３９７的鼠粮喂养，对照组小鼠给予普通鼠粮喂养，直至行为实验结果。场景性恐惧条件化训练后第１６天，将小鼠
重新放入场景恐惧反应箱中进行恐惧记忆唤起，不给予任何刺激呈现，小鼠自由探索５ｍｉｎ后取出，记录小鼠在此期
间的僵直时间。在恐惧记忆唤起后２４ｈ，将小鼠再次置于场景恐惧反应箱中，使其自由探索３ｍｉｎ，并记录其在该时间
段所呈现的僵直时间。采用僵直时间百分比来表示小鼠的恐惧反应。行为实验结束后，腹腔注射戊巴比妥钠麻醉小

鼠。２组各取３只小鼠迅速开胸暴露心脏，将灌注针自心尖插入左心室，使用４℃预冷的４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛（ｐＨ＝
７．４）进行灌注，至小鼠全身不自主抽动消失、全身肢体僵硬为止，取脑组织，多聚甲醛溶液固定，置于蔗糖溶液进行沉
糖，然后用组织包埋剂包埋，采用免疫组织化学染色法检测２组小鼠海马中小胶质细胞数量。２组其余小鼠迅速断头
取脑组织，冰上分离两侧海马组织，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测小鼠海马组织中磷酸化溴结构域蛋白４（ｐＢＲＤ４）、消皮素
Ｄ（ＧＳＤＭＤ）、混合谱系激酶结构域样蛋白（ＭＬＫＬ）蛋白表达。结果　在场景性恐惧条件化训练阶段，２组小鼠的僵直
时间百分比均随足底电击次数的增加而升高（Ｐ＜０．０５），但２组小鼠第１、２、３、４、５次电击后的僵直时间百分比比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。在唤起阶段，２组小鼠的僵直时间百分比比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。在记忆
检测阶段，实验组小鼠的僵直时间百分比显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。实验组小鼠海马ＣＡ１、ＣＡ３和ＤＧ区小胶质细
胞数量均显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。实验组小鼠海马组织中ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ和ＭＬＫＬ蛋白相对表达量显著低于对
照组（Ｐ＜０．０５）。结论　小胶质细胞抑制剂Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ能够损伤遥远场景性恐惧记忆的再巩固，其作用机制可能与
其抑制小胶质细胞的激活及下调ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ和ＭＬＫＬ的表达有关。

关键词：　小胶质细胞；Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ；遥远场景性恐惧；记忆再巩固；磷酸化溴结构域蛋白４；消皮素 Ｄ；混合谱系激
酶结构域样蛋白
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ｆｉｆｔｈｆｏｏｔｓｈｏｃｋｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｆｒｅｅｚｉｎｇｔｉｍｅｏｆ
ｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓｄｕｒｉｎｇｒｅｃａｌｌｐｅｒｉｏｄ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｆｒｅｅｚｉｎｇｔｉｍｅｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｐｈａｓｅｏｆｍｅｍｏｒｙｔｅｓｔ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｃｒｏｇｌｉａｉｎ
ＣＡ１，ＣＡ３ａｎｄＤＧｒｅｇｉｏｎｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＢＲＤ４，ＧＳＤＭＤａｎｄＭＬＫＬｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭｉｃｒｏｇｌｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒＰｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂｃａｎｉｎｊｕｒｙ
ｔｈｅｒｅｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｒｅｍｏｔｅｃｏｎｔｅｘｔｕａｌｆｅａｒｍｅｍｏｒｙ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｔｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｇｌｉａｌｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＢＲＤ４，ＧＳＤＭＤａｎｄＭＬＫＬ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｍｉｃｒｏｇｌｉａ；Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ；ｒｅｍｏｔｅｃｏｎｔｅｘｔｕａｌｆｅａｒ；ｍｅｍｏｒｙｒｅｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｉｏｎ；ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｃｏｎ
ｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４；ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ；ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｋｉｎａｓｅｄｏｍａｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ

　　创伤后应激障碍（ｐｏｓｔｔｒａｕｍａｔｉｃｓｔｒｅｓｓｄｉｓｏｒｄｅｒ，
ＰＴＳＤ）是指个体在经历重大自然灾害或生活创伤性
事件之后形成的以强烈持久的恐惧反应为核心的一

类精神疾病［１２］。ＰＴＳＤ的主要症状是反复经历创
伤、逃避、异常兴奋等情绪体验［３］。正常人群中

ＰＴＳＤ的终生患病率为６％ ～８％，但在重大创伤事
件如军事战斗、恐怖袭击、强奸等受害者中，２０％ ～
３０％的人会发展成 ＰＴＳＤ［４］。暴露疗法是临床上治
疗ＰＴＳＤ的主要方法，但大多数患者治疗不彻底，缓
解后易复发。有研究发现，已巩固的恐惧记忆经唤

起激活后进入一种不稳定状态，需经过再次巩固才

能转变为稳定的记忆即记忆的再巩固过程［５］；在此

期间可以对记忆进行更新、改写甚至破坏［６］。已有

研究表明，采用普萘洛尔、茴香霉素等破坏记忆的再

巩固，可造成记忆的缺失，从而达到治疗恐惧记忆的

效果［７８］。因此，了解恐惧记忆再巩固的过程将有助

于ＰＴＳＤ的治疗。此外，创伤记忆往往得不到及时
的治疗，大多数患者在接受治疗时记忆已处于远

期［９］，因此，阐明遥远恐惧再巩固的机制对于 ＰＴＳＤ
的治疗更具有临床意义。研究发现，神经炎症与

ＰＴＳＤ的发生发展密切相关；小胶质细胞被认为是神
经炎症的主要参与者，同时也是脑内应对 ＰＴＳＤ主
要的免疫细胞［１０１１］。Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ为一种小胶质细
胞抑制剂，在恐惧记忆消退过程中具有重要作

用［１２１３］，但其在记忆再巩固中的作用尚不清楚。研

究显示，溴结构域蛋白 ４（ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ４，ＢＲＤ４）［１４］、消 皮 素 Ｄ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ，

ＧＳＤＭＤ）［１５］和混合谱系激酶结构域样蛋白（ｍｉｘｅｄ
ｌｉｎｅａｇｅｋｉｎａｓｅｄｏｍａｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＬＫＬ）［１６］是调控
炎症反应的重要分子。但小胶质细胞抑制剂

Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ是否影响炎症相关分子 ＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ、
ＭＬＫＬ水平尚不明确。本研究应用巴甫洛夫恐惧条
件化小鼠模型探讨小胶质细胞抑制剂 Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ
对小鼠遥远场景性恐惧记忆再巩固以及脑组织中

ＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ、ＭＬＫＬ水平的影响，旨在为 ＰＴＳＤ的
治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　８～１０周龄健康Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠１２只，体质
量２０～２５ｇ，购自湖南斯莱克景达有限公司，随机将
小鼠分为实验组和对照组，每组６只，饲养于安静、
整洁且通风良好的环境中，室温２２～２４℃，相对湿
度５５％～６０％，１２ｈ光／暗循环，自由摄食饮水，适
应１周后进行实验。
１．２　主要试剂与仪器
　　ＢＲＤ４多克隆抗体、磷酸化溴结构域蛋白 ４
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４，
ｐＢＲＤ４）多克隆抗体购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，
甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）多克隆抗体、ＧＳＤＭＤ多克隆
抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司，ＭＬＫＬ多克
隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，小胶
质细胞的标志物离子钙结合衔接分子 １（ｉｏｎｉｚｅｄ
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ｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇａｄａｐｔｅｒ１，Ｉｂａ１）单克隆抗体购自日本
Ｗａｋｏ公司，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自
美国 Ｊａｃｋｓｏｎ公司，免疫组织化学三抗购自美国
Ｖｅｃｔｏｒｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司，辣根过氧化物酶显色试剂盒
购自北京中杉金桥生物技术有限公司，蛋白质裂解

液购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ二抗购
自美国 ＬＩＣＯＲＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ制剂
ＰＬＸ３３９７购自上海超岚化工科技中心（货号：
１０２９０４４１６３）；组织包埋剂购自美国樱花公司；蔗
糖购自上海国药集团化学试剂有限公司；０．２２μｍ
硝酸纤维素膜购自武汉博士德生物公司，蛋白定量

试剂盒购自江苏康为世纪生物科技有限公司；

ＦＣＴ１００Ｍ型场景恐惧反应箱（２３０ｍｍ×２３０ｍｍ×
３００ｍｍ，材质为不透明亚克力板，地板由２４根直径
为 ４ｍｍ的铜杆构成，每 ２根铜杆中心的间距为
９ｍｍ，通过导线与电刺激器相连给予电击）购自成
都泰盟软件有限公司，ＣＭ１９５０恒温冰冻切片机、
ＤＭ６Ｂ正置荧光显微镜成像系统购自德国 Ｌｅｉｃａ公司，
双色红外激光成像系统购自美国 ＬＩＣＯＲＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司。

１．３　实验方法
１．３．１　鼠粮制备及使用
　　将ＰＬＸ３３９７以２９０ｍｇ·ｋｇ－１的剂量加入事先
粉碎的普通鼠粮中，充分搅拌混匀，然后塑形烤干，

作为实验组鼠粮，于遥远恐惧记忆唤起前７ｄ开始
持续喂食实验组小鼠，直至行为实验结束。另将普

通鼠粮粉碎后塑形烤干，作为对照组鼠粮，以保持与

观察组鼠粮相同的口感，于遥远恐惧记忆唤起前７ｄ
开始持续喂食对照组小鼠，直至行为实验结束。

１．３．２　小鼠场景性恐惧模型的制备及处理
（１）场景性恐惧条件化训练：将小鼠放入 ＦＣＴ

１００Ｍ型场景恐惧反应箱中，使其自由探索３ｍｉｎ后
进行电击（０．４５ｍＡ，持续１ｓ），共给予５次电击，相
邻２次电击之间间隔９０ｓ，最后１次电击结束６０ｓ
后将小鼠从反应箱中取出放回鼠笼，至此完成场景

性恐惧模型的构建；记录每次电击后小鼠的僵直时

间。（２）恐惧记忆唤起：在场景性恐惧条件化训练
后第１６天，将小鼠重新放入场景恐惧反应箱中，无
任何刺激呈现，小鼠自由探索５ｍｉｎ后将其取出，记
录小鼠在此期间的僵直时间［１７］。（３）记忆检测：在
恐惧记忆唤起后２４ｈ，将小鼠再次置于场景恐惧反
应箱中，使其自由探索３ｍｉｎ，并记录其在该时间段
所呈现的僵直时间［１８］，采用僵直时间百分比来表示

小鼠的恐惧反应，僵直时间百分比＝小鼠僵直时间／
记录总时间×１００％。

１．３．３　小鼠脑切片及海马组织的制备
　　行为实验结束后，腹腔注射戊巴比妥钠麻醉小
鼠。２组各取３只小鼠，迅速打开胸腔暴露心脏，将
灌注针自心尖插入左心室，迅速剪破右心耳，打开三

通阀，先用生理盐水快速冲灌５０ｍＬ，待小鼠肝脏颜
色变浅，右心耳中流出清亮的液体后，再使用４℃预
冷的４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛（ｐＨ＝７．４）进行灌注，至小
鼠全身不自主抽动消失、全身肢体僵硬为止，随后剥

取出脑组织，将其浸泡于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液进
行固定，置于 ４℃冰箱过夜，随后依次转移至用
０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）配制的１５０ｇ·Ｌ－１蔗糖溶液、３００ｇ·Ｌ－１蔗
糖溶液进行沉糖，然后用组织包埋剂包埋，保存于

－８０℃冰箱待用。２组其余小鼠迅速断头，快速剔
除颅骨并取出脑，在冰上分离两侧海马组织，放入

ＥＰ管中，迅速放入干冰盒内暂存，随后保存于
－８０℃冰箱备用。
１．３．４　免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）染色法检测２组小鼠海马中小胶质细胞数量
　　取冷冻保存的包埋脑组织，使用恒冷冰冻切片
机于－２０℃下连续冠状切片，片厚２５μｍ，每只小
鼠挑选３张海马组织切片，置于盛有０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＢＳ的６孔板中，置于摇床上，５０ｒ·ｍｉｎ－１漂洗３次，
每次１０ｍｉｎ；经体积分数３％过氧化氢漂洗 １５ｍｉｎ，
以去除内源性过氧化物酶，再次经０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＢＳ漂洗后采用牛血清白蛋白室温封闭１ｈ，随后加
入Ｉｂａ１一抗（滴度为 １１０００），４℃冰箱孵育过
夜；次日漂洗后滴加辣根过氧化物酶标记的二抗

（滴度为１２００），室温孵育２ｈ，漂洗后滴加三抗
（滴度为１２００），室温孵育１ｈ；采用辣根过氧化物
酶显色试剂盒进行染色，当可清晰观察到小胶质细

胞的胞体和突起时停止染色，贴片晾干，经梯度乙醇

脱水，二甲苯溶液透明后，滴加中性树脂封片，置于

显微镜下观察并拍照，海马部位呈棕色、有胞体和突

起表现者为小胶质细胞，应用 ＩｍａｇｅＪ软件分析海
马ＣＡ１、ＣＡ３和ＤＧ区小胶质细胞的数量。
１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测小鼠海马组织中
ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ和ＭＬＫＬ蛋白表达
　　取２组小鼠一侧海马组织，分别加入８０μＬ裂
解液（蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合剂组织蛋白提

取液＝１１００）匀浆４０ｓ，４℃、１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
２０ｍｉｎ，取上清液，加蛋白定量试剂盒中 Ａ液和 Ｂ
液，３７℃孵育３０ｍｉｎ后测定上清液蛋白浓度，沸水
浴１０ｍｉｎ使蛋白充分变性，取４０μｇ蛋白用体积分
数９％分离胶进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝
胶电泳，将分离的蛋白质电转移至０．２２μｍ硝酸纤
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维素膜上，使用脱脂奶粉室温封闭１ｈ，滴加 ｐＢＲＤ４
一抗（滴度为 １１０００）、ＢＲＤ４一抗（滴度为 １
１０００）、ＧＳＤＭＤ一抗（滴度为１１０００）、ＭＬＫＬ一
抗（滴度为 １１０００）、ＧＡＰＤＨ一抗（滴度为 １
４０００），４℃孵育过夜，使用荧光标记的二抗（滴度
为１２００００）室温孵育７０ｍｉｎ；应用双色红外激光
成像系统成像分析并采集图像，ＩｍａｇｅＪ软件分析灰
度值，以 ＧＡＰＤＨ为内参蛋白，ＧＳＤＭＤ和 ＭＬＫＬ蛋
白相对表达量以其蛋白灰度值与 ＧＡＰＤＨ蛋白灰度
值的比值表示；ｐＢＲＤ４蛋白相对表达量以 ｐＢＲＤ４
灰度值与总ＢＲＤ４（磷酸化和未磷酸化之和）灰度值
的比值表示。

１．４　统计学处理
应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件进行数据统计

与分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
恐惧条件化阶段的结果分析采用双因素重复测量

方差分析，唤起和唤起后阶段的行为学结果以及

分子检测的结果采用双尾 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结果

２．１　２组小鼠场景性恐惧不同阶段僵直时间百分
比比较

　　在场景性恐惧条件化训练阶段，２组小鼠的僵
直时间百分比均随足底电击次数的增加而逐渐升

高，第２、３、４、５次电击后的僵直时间百分比均高于
第１次电击后，第３、４、５次电击后的僵直时间百分
比均高于第２次电击后，第４、５次电击后的僵直时
间百分比均高于第３次电击后，第５次电击后的僵
直时间百分比均高于第４次电击后，差异均有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。２组小鼠第１、２、３、４、５次电击
后的僵直时间百分比比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。在唤起阶段，２组小鼠的僵直时间百分比比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。在记忆检测阶
段，实验组小鼠的僵直时间百分比显著低于对照组，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结果见表１。
表１　２组小鼠场景性恐惧不同阶段僵直时间百分比比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｆｒｅｅｚｉｎｇｔｉｍｅｏｆｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆ
ｃｏｎｔｅｘｔｕａｌｆｅａｒｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （％，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
场景性恐惧条件化训练阶段

第１次电击后 第２次电击后 第３次电击后 第４次电击后 第５次电击后
唤起阶段 记忆检测阶段

对照组 ６ ７．６０±７．７５ ２１．１１±１２．８１ａ ３２．２２±１７．８７ａｂ ４１．６７±１６．２８ａｂｃ ４８．６１±１６．０７ａｂｃｄ ７６．３３±１８．３４ ６２．５０±２６．８１
实验组 ６ １２．９６±１１．１３ ２３．３３±７．１３ａ ３９．０７±１２．７５ａｂ ４６．６７±６．２１ａｂｃ ５１．３０±８．２４ａｂｃｄ ７１．８３±１４．０８ ２８．２４±１５．９４
ｔ ０．７５７ ０．３１３ ０．９６６ ０．７０５ ０．３７８ ０．４７７ ２．６９１
Ｐ ０．９５１ ０．１００ ０．８７４ ０．９６４ ０．９９８ ０．６４４ ０．０２２

　　注：与第１次电击后比较ａＰ＜０．０５；与第２次电击后比较ｂＰ＜０．０５；与第３次电击后比较ｃＰ＜０．０５；与第４次电击后比较ｄＰ＜０．０５。

２．２　２组小鼠海马组织中 ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ和
ＭＬＫＬ蛋白相对表达量比较
　　实验组小鼠海马组织中 ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ和
ＭＬＫＬ蛋白相对表达量显著低于对照组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。结果见图１和表２。

图１　２组小鼠海马组织中ｐＢＲＤ４、
ＧＳＤＭＤ和ＭＬＫＬ蛋白表达

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＢＲＤ４，ＧＳＤＭＤａｎｄ
ＭＬＫＬｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅ

ｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

表２　２组小鼠海马组织中ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ和
ＭＬＫＬ蛋白相对表达量比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐＢＲＤ４，
ＧＳＤＭＤａｎｄＭＬＫＬｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆ

ｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ｐＢＲＤ４ ＧＳＤＭＤ ＭＬＫＬ
对照组 ３ １．５６±０．４０ ０．０８±０．０２ ０．１７±０．０２
实验组 ３ ０．８１±０．２３ ０．０５±０．０１ ０．０６±０．０２
ｔ ２．８６５ ２．９３６ ７．５４４
Ｐ ０．０４６ ０．０４３ ０．００２

２．３　２组小鼠海马 ＣＡ１、ＣＡ３、ＤＧ区小胶质细胞
数量比较

　　实验组小鼠海马 ＣＡ１、ＣＡ３和 ＤＧ区小胶质细
胞数量均显著低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。结果见表３和图２。

表３　２组小鼠海马ＣＡ１、ＣＡ３和
ＤＧ区小胶质细胞数量比较

Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｇｌｉａｌｎｕｍｂｅｒｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ＣＡ１，ＣＡ３ａｎｄＤＧｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
小胶质细胞数量

ＣＡ１区 ＣＡ３区 ＤＧ区
对照组 ３ １３８．１０±２．９８ １４１．３０±１５．９１ １５９．９０±１６．１２
实验组 ３ ８７．２６±６．８６ ９０．８４±５．４４ ７８．８０±７．４０
ｔ １１．７６０ ５．１９９ ７．９１８
Ｐ ０．０００ ０．００７ ０．００１
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Ａ：对照组小鼠海马ＣＡ１区小胶质细胞；Ｂ：对照组小鼠海马ＣＡ３区小胶质细胞；Ｃ：对照组小鼠海马ＤＧ区小胶质细胞；

Ｄ：实验组小鼠海马ＣＡ１区小胶质细胞；Ｅ：实验组小鼠海马ＣＡ３区小胶质细胞；Ｆ：实验组小鼠海马ＤＧ区小胶质细胞。

图２　２组小鼠海马ＣＡ１、ＣＡ３、ＤＧ区小胶质细胞（ＩＨＣ染色，×２０）

Ｆｉｇ．２　ＭｉｃｒｏｇｌｉａｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１，ＣＡ３ａｎｄＤＧｒｅｇｉｏｎｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（ＩＨＣｓｔａｉｎｉｎｇ，×２０）

３　讨论

　　ＰＴＳＤ是与创伤经历有关的精神类疾病，对个
人、家庭及社会发展可造成严重影响［１９］。然而，目

前尚无治疗 ＰＴＳＤ的有效方法。研究发现，已巩固
的记忆被提取激活后会重新进入不稳定状态，需经

再次巩固才能转变为稳定记忆，这个过程即为记忆

再巩固［２０］。而被重新激活形成的不稳定记忆更容

易被干扰和修改［２１］。因此，寻找能够干预、破坏被

激活的遥远记忆再巩固过程以治疗恐惧记忆的有效

方法，为临床ＰＴＳＤ患者的治疗提供潜在的靶点，具
有重要的临床意义。

　　神经炎症与 ＰＴＳＤ的发生发展密切相关，而小
胶质细胞作为神经炎症的主要参与者和脑内应对

ＰＴＳＤ的主要免疫细胞，其分泌的炎症细胞因子肿瘤
坏死因子α可损伤恐惧记忆的消退，而小胶质细胞
抑制剂米诺环素通过抑制小胶质细胞的激活可促进

记忆的消退［２２］。也有研究表明，小胶质细胞抑制剂

ＰＬＸ３３９７治疗可促进小鼠的遥远线索性恐惧记忆的
消退［１３］。此外，抑制或清除小胶质细胞可缓解小鼠

ＰＴＳＤ相关行为［１１］。以上研究提示，小胶质细胞在

恐惧记忆中具有重要作用。既往研究显示，多种蛋

白分子参与调控小胶质细胞的激活，表观遗传调控

在其中发挥着重要作用［２３］。ｐＢＲＤ４［２４］、ＧＳＤＭＤ［２５］

和ＭＬＫＬ［２６］为调控炎症反应的重要因子，它们与小
胶质细胞互相影响，小胶质细胞的激活会导致

ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ、ＭＬＫＬ增加，引起细胞的焦亡、坏死
等，从而引起炎症的级联放大；而 ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ、
ＭＬＫＬ的增加反过来又会进一步促进小胶质细胞产

生更多的炎症因子，进一步加重炎症反应［２７２９］。有

研究显示，ＢＲＤ４作为一种表观遗传调控因子，可通
过促进ＧＳＤＭＤ介导的小胶质细胞焦亡诱发级联放
大的炎症反应而加剧缺血性卒中病情［３０］；此外，

ＢＲＤ４还可通过调节 ＭＬＫＬ的表达而促进细胞程序
性坏死的过程［３１］。

ＰＬＸ３３９７是一种新型的口服小分子酪氨酸激酶
抑制剂，对集落刺激因子１受体具有选择性抑制作
用，同时也是一种小胶质细胞抑制剂［３２］。研究表

明，ＰＬＸ３３９７与药物成瘾、癫痫［３３］、帕金森病［３４］、抑

郁症［３５］等多种神经系统疾病有关。但 ＰＬＸ３３９７在
ＰＴＳＤ治疗中的作用尚不明确。目前，ＰＬＸ３３９７已作
为一种用于治疗癌症的药物进入了临床前期研究，

如果能证明其对 ＰＴＳＤ也有一定的治疗作用，则有
可能将其用于ＰＴＳＤ的治疗，为ＰＴＳＤ的治疗带来希
望，同时也可减轻 ＰＴＳＤ患者的家庭和社会经济负
担。有研究表明，在对正常小鼠进行线索性恐惧条

件化前５ｄ，连续给予ＢＲＤ４蛋白抑制剂ＪＱ１腹腔注
射，损伤了小鼠遥远线索性恐惧记忆的消退［３６］；同

时，ＪＱ１可通过抑制神经炎症缓解大鼠的ＰＴＳＤ样行
为和恐惧记忆［３７］。此外，小胶质细胞焦亡和坏死性

凋亡可诱发级联放大的炎症反应，加重疾病病

情［２８２９］；ＧＳＤＭＤ和 ＭＬＫＬ分别是细胞焦亡和坏死
性凋亡的关键因子［３８３９］。基于此，推测小胶质细胞

抑制剂 ＰＬＸ３３９７也有可能会影响 ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ
和ＭＬＫＬ的表达，故本研究采用场景性恐惧条件化
小鼠模型来探讨小胶质细胞抑制剂 ＰＬＸ３３９７对遥
远场景性恐惧记忆再巩固的影响及可能机制，以期

为ＰＴＳＤ的药物治疗提供参考。
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　　 “近期记忆”通常被定义为编码后２４ｈ之内的
记忆［４０］；１４ｄ或更久之前编码的记忆被定义为“遥
远记忆”［４１］。故本研究在恐惧条件化第１６天进行
遥远恐惧记忆的唤起。本研究结果显示，在场景性

恐惧条件化训练阶段，２组小鼠的僵直时间百分比
均随足底电击次数的增加而逐渐升高，但２组小鼠
第１、２、３、４、５次电击后的僵直时间百分比比较差异
无统计学意义，提示２组小鼠模型构建成功；而且２
组小鼠在唤起阶段的僵直时间百分比比较差异无统

计学意义，提示ＰＬＸ３３９７干预并不影响小鼠遥远恐
惧记忆的激活；在恐惧记忆唤起后２４ｈ进行记忆检
测发现，实验组小鼠的僵直时间百分比显著低于对

照组，提示ＰＬＸ３３９７干预损伤了小鼠遥远恐惧记忆
的再巩固。

研究发现，抑制小胶质细胞的激活可促进恐惧

记忆消退［１３］；抑制或清除小胶质细胞可缓解小鼠

ＰＴＳＤ相关行为［１１］。本研究结果显示，实验组小鼠

海马ＣＡ１、ＣＡ３和ＤＧ区小胶质细胞的数量均显著
低于对照组；这一结果与 ＰＬＸ３３９７作为一种小胶质
细胞抑制剂的药理学作用是一致的［４２］；结合记忆检

测结果，推测ＰＬＸ３３９７干预对小鼠遥远恐惧记忆再
巩固的损伤作用可能是通过抑制小胶质细胞的激活

来实现的。另外，ＺＨＯＵ等［３０］、ＳＯＮＧ等［４３］研究显

示，小胶质细胞抑制剂米诺环素可抑制调控炎症反

应的重要分子 ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ和 ＭＬＫＬ的表达。
本研究使用小胶质细胞抑制剂 ＰＬＸ３３９７干预后，实
验组小鼠海马组织中 ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ和 ＭＬＫＬ蛋
白相对表达量显著低于对照组，这一结果与 ＺＨＯＵ
等［３０］、ＳＯＮＧ等［４３］的研究结果一致，提示 ＰＬＸ３３９７
可能通过抑制 ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ和 ＭＬＫＬ的表达来
损伤遥远场景性恐惧记忆的再巩固。

４　结论

　　小胶质细胞在恐惧记忆的获得、消退中具有重
要作用，但其在遥远场景性恐惧记忆再巩固中的作

用尚不清楚。小胶质细胞抑制剂 Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ能够
损伤遥远场景性恐惧记忆的再巩固，其作用可能与

其抑制小胶质细胞的激活及下调 ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ
和ＭＬＫＬ的表达有关。但 Ｐｅｘｉｄａｒｔｉｎｉｂ的具体作用
机制以及小胶质细胞是否与 ｐＢＲＤ４、ＧＳＤＭＤ和
ＭＬＫＬ存在共表达等有待进一步探索。
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