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创伤后应激障碍大鼠海马与前额叶皮质中 OREXIN受体的失调 *
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摘要目的：从食欲素（Orexin, ORX）系统挖掘创伤后应激障碍的神经生物学机制。方法：以单次延长刺激(single prolonged stimu-

lation，SPS)法复制创伤后应激障碍(post traumatic stress disorder，PTSD)大鼠模型，以行为学结合血清中皮质酮和神经元特异性烯

醇化酶进行模型评价，通过酶联免疫吸附试验（Elisa）分析大鼠血清与脑脊液中 OREXIN水平，以实时荧光定量聚合酶链反应

（RT-PCR）检测海马与前额叶皮质中的 Orexin受体基因表达。结果：实验成功的复制了 PTSD模型，与对照组相比，模型组大鼠血

清中皮质酮和神经元特异性烯醇化酶的含量均极显著升高(P<0.01），脑脊液中 Orexin A、Orexin B的含量均显著升高（P<0.01），海
马和皮质中ORX1R与ORX2R均极显著下降（P<0.01）。结论：PTSD大鼠的应激损伤与Orexin及其受体表达水平的变化密切相关。
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Imbalance of OREXIN Receptor in Hippocampus and Prefrontal Cortex
of Rats with PTSD*

To study the changes of serum corticosterone and neuron-specific enolase in rats with post-traumatic stress

disorder, as well as disorders of orexin (Orexin, ORX) receptors in cerebrospinal fluid, hippocampus and prefrontal cortex. The

rat model of PTSD was established by single prolonged stimulation (SPS). Analysis of corticosterone and neuron-specific enolase in rat

serum and changes of Orexin receptor in cerebrospinal fluid by enzyme-linked immunosorbent assay (Elisa). The expression of orexin

receptor gene in the two brain regions was detected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR).

The contents of corticosterone and neuron-specific enolase in serum were significantly increased (P<0.01). The levels of Orexin A and

Orexin B in the cerebrospinal fluid of the model group were increased, which was significantly different from the normal group(P<0.01).
And the ORX1R and ORX2R in the hippocampus and cortex of the model group were significantly decreased, which was significantly

different from the normal group (P<0.01). PTSD resulted in the increase of corticosterone and neuron-specific enolase in

serum, and its mechanism may be related to the level of orexin receptor.
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前言

创伤后应激障碍(Posttraumatic stress disorder, PTSD)是一

种严重应激障碍，其发生与战争、地震、暴力犯罪、童年期创伤

等重大创伤性事件息息相关。PTSD严重影响生活质量，可显著

增加抑郁、药物滥用等多种身心疾病的患病风险，其自杀危险

性亦高于普通人群，可达 19%[1]。然而，PTSD发生的确切机制

尚不明确，有效的医学防护措施更为缺乏，因此，阐释 PTSD发

生的生物学机制，寻求防护措施，以减轻患者的身心损害，降低

其造成的社会资源巨大消耗，是亟待解决的重大课题。研究显

示 PTSD患者出现大脑边缘系统记忆的紊乱，甚至出现海马和

前额叶皮质的体积缩小[2，3]。随着对机制的深入分析，现代科研

多采用单次延长应激建立 PTSD大鼠模型，课题组前期已完成

了对模型大鼠的行为学评价，本次实验将进一步结合神经内分

泌和病理学的两个指标 --皮质酮和血神经元特异性烯醇化酶

两个指标进行综合评价。在此基础上从食欲素的角度进行机制

挖掘。食欲素（Orexin，ORX）是 1998年发现的一对兴奋性神经

肽，包括食欲素 A(orexinA)和食欲素 B(orexinB)两种，其神经

元主要分布下丘脑、与海马、前额叶皮层、中央杏仁核等区域有

丰富的神经往来。ORX在神经系统的广泛投射决定了其在调
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Groups Orexin1R Orexin 2R

The normal group 1.14± 0.13 1.09± 0.14

The model group 0.28± 0.09** 0.56± 0.01**

表 3海马 Orexin1R及 Orexin2R基因表达变化（x依s）
Table 3 Changes of Orexin 1 R and Orexin 2 R gene expression in

hippocampus（x依s）

Note:*compared with the normal group P<0.05,**compared with the

normal group P<0.01.

Note: *compared with the normal group P<0.05,**compared with the

normal group P<0.01.

Groups

The normal group

The model group

Corticosterone ( ng/mL )

13.43 ± 0.40

17.9 ± 0.38**

NSE ( ng/mL )

8.69 ± 0.15

11.05 ± 0.74**

表 1血清皮质酮和神经元特异性烯醇化酶的含量（ng/mL）（x依s）
Table 1 Contents of serum corticosterone and NSE( ng/mL )（x依s）

Note:*compared with the normal group P<0.05,**compared with the

normal group P<0.01.

表 2脑脊液 Orexin A与 Orexin B的含量（ng/mL）（x依s）
Table 2 Contents of Orexin A and Orexin B in cerebrospinal fluid (ng/mL)

（x依s）
Groups Orexin A（ng/mL） Orexin B（ng/mL）

The normal group 0.11± 0.01 0.12± 0.003

The model group 0.18± 0.01** 0.18± 0.02**

节睡眠 /觉醒周期、能量代谢、奖赏与应激、呼吸多方面的生理

功能，近年来关于 ORX调节应激反应的研究越来越多，对该系

统与 PTSD关系的研究成为热点[4，5]。因此，本研究拟对 PTSD

中海马、前额叶皮质进行病理学观察，并对其 Orexin系统的相

关改变进行研究。

1 材料

1.1 实验动物及分组

健康 SPF级雄性 wistar大鼠 50只，体重 180 ± 10 g，（北

京维通利华实验动物技术有限公司，许可证号：SYXK（京）

2006－0012）。大鼠适应性饲养 7d，按照体重大小排序后采用

随机数字表随机分为 2组，选取正常大鼠 10只，造模成功大鼠

10只饲养于清洁级动物房，室内温度：22.0 ℃－24.0 ℃，相对

湿度：60%－70%，40W日光灯照射，光照节律 12L：12D(8:00－

20:00)。以颗粒饲料喂养，自由饮水。

1.2 实验仪器设备

① 大鼠固定器：圆柱形可调节大鼠固定器。② SV Total

RNA Isolation System : Promega Corporation USA。③ Taq TM

Universal SYBRGreen Supermix。④ Step one PCR仪：ABI, USA。

1.3 模型复制

采用单次延长刺激(single-prolonged stress, SPS)方法建立

PTSD大鼠模型[6]，将大鼠四肢和躯干紧密束缚 2h，随后将大鼠

置于水深 40 cm、水温 25℃的水箱中进行强迫游泳 20 min，将

大鼠吹干，休息 15 min后，放于密闭的容器内进行乙醚麻醉至

大鼠意识丧失，将其放回鼠笼静养。

1.4 酶联免疫吸附试验检测（Elisa）

麻醉大鼠，腹主动脉取血，离心取血清 -80℃保存。检测时

将被测血清放置室温 2小时后离心，试剂放置室温 30分钟离

心，按照预实验倍数用双蒸水进行稀释。取出酶标板，设置三个

空白对照孔，不加任何液体。每个标准点分别依次设三个复孔，

每孔加入相应标准品，浓度依次为 0 ng/mL、0.2 ng/mL、0.8 ng/mL、

3.2 ng/mL、10ng/mL、40ng/mL。其余孔依次加入待测样品 50滋L。
除去空白孔外，每孔加入酶结合物 50滋L，再依次加入抗体 50滋L，
混匀，贴上板贴，37℃孵育 1h。弃去孔内的液体，将洗涤液注满

各孔，每次浸泡 10 s，甩干，重复三次，拍干。各孔依次加入 50 滋L
显色剂 A液，50 滋L显色液 B液，混匀，37℃避光显色 15 min，

随后加入 50 滋L终止液。在反应终止后的 10 min之内，用酶标

仪在 450 nm波长下，测各孔的 OD值。

1.5 实时荧光定量聚合酶链反应 (RT-PCR)检测

麻醉大鼠，分别取大鼠不同脑区按照试剂盒步骤提取不同

脑组织 RNA，反转录后，用 SYBR Green I荧光染料进行实时荧

光定量 PCR实验，PCR反应体系为 20 滋L：其中 SYBR Green

Supermix 10 滋L、上游、下游引物（10 滋M）各 1 滋L，cDNA稀释
液 2 滋L（2 滋g RNA的反转录原液，用 DEPC处理过的蒸馏水

稀释），ddH2O 6滋L。PCR反应条件如下：95℃预变性 30 s，然后

95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 30 s（读取荧光数值），共 39个循环。

溶解曲线：扩增循环结束后，从 65 ℃至 95 ℃，每增加 0.5 ℃，

读取一次吸光值。读取 Ct值，计算△ Ct值( Ct目的基因 －Ct

内参 actin )、△ △ Ct值 (△ Ct处理 -△ Ct对照 )、2-△ △ Ct值（相对

表达量 RQ，Relative Qualification），并进行数据统计分析。

1.6 统计学分析

采用 "Curve Expert1.3"专业软件绘制标准曲线，根据样品

的 OD值，由标准曲线得出相应的浓度，再乘以稀释的倍数，即

为样品的浓度。

采用 SPSS 20.0统计软件进行分析处理实验数据。实验结

果使用均数 ± 标准差（x依s）进行表示。若数据正态分布且方差
齐，采用单因素方差分析（ANOVA）进行分析；否则采用秩和检

验进行分析。

2 结果

2.1 大鼠一般表现

正常组大鼠食欲正常，活泼好动，体重增加，模型组大鼠出

现饮水、摄食减少，不爱活动，易激惹、撕打等想象。

2.2 Elisa结果

由表 1可知，经 SPS造模 7d后，模型组大鼠血清皮质酮和

神经元特异性烯醇化酶浓度明显升高，与正常组相比有极显著

差异（P<0.01）。说明此次 SPS应激造模成功复制 PTSD模型。

由表 2可知，经 SPS造模 7d后，模型组大鼠脑脊液 Orexin

A、Orexin B的含量均升高，与正常组相比有极显著差异（P<0.
01），说明 SPS应激后，大鼠的脑脊液中 Orexin A、Orexin B的

含量均升高，PTSD模型可造成大鼠脑脊液 Orexin A、Orexin B

的含量均升高。

2.3 RT-PCR结果

前面加由表 3、表 4可知，大鼠经 SPS造模后，食欲素的两

个受体 OX1R及 OX2R基因在海马、皮质中都表现出明显异常

表达。模型组大鼠 OX1R及 OX2R在海马、皮质中均有不同程
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表 4皮质 Orexin 1R及 Orexin 2R基因表达变化（x依s）
Table 4 Changes of Orexin 1R and Orexin 2R gene expression in cortex

（x依s）

Groups Orexin1 R Orexin 2R

The normal group 1.1± 0.3 1.2± 0.19

The model group 0.52± 0.11** 0.41± 0.07**

Note:*compared with the normal group P<0.05,**compared with the

normal group P<0.01.

度地下降，与正常组相比均有极显著差异（P＜0.01），说明

PTSD导致大鼠海马、前额叶皮质中 ORX系统发生的病理形

态改变。

3 讨论

PTSD是指个体遭遇战争、死亡威胁、各种身心创伤、暴力

犯罪等灾难性事件导致的严重应激疾病，该病最主要的症状为

患者脑中不由自主地涌现与创伤有关的情境和内容，因此患者

会长期极力地回避与创伤经历相关的地点或者人和事，同时也

会伴随过度警觉、焦虑、注意力不集中等症状。临床研究显示

PTSD一旦形成就很难治愈，部分患者可能终生患病，因此找到

PTSD的形成机制或行为表征的变化，在应激后早期对个体反

应进行干预或治疗，将有助于预防该疾病的发生，形成积极的

PTSD应对方案。然而由于 PTSD症状的复杂性、患者个体的差

异性与研究条件的限制性，从临床角度难以深入解析 PTSD的

神经生物学机制、阐释药物的作用机制，而动物模型则能够帮

助进一步探寻疾病机制，找到防治靶点。

近年来，研究者对 PTSD模型进行了大量的研究，主要包

括单次延长应激、足底电击、社会应激等模型，或在此基础上

的组合模型，其中应用最广泛的即单次延长应激模型(single

prolonging stress, SPS)。SPS模型造模过程为：束缚大鼠 2h，立

即强制游泳 20 min，休息 15 min，给予乙醚麻醉至大鼠失去意

识，然后笼中不经任何打扰持续 7天。SPS模拟了突然的、威胁

生命的重大创伤事件造成的应激，代表了窒息的最初恐怖，多

项研究表明在经历系列创伤后的 1天、7天、14天，大鼠的惊吓

反射、回避反应显著增加、空间记忆明显受损[7，8]。课题组一直

来应用 SPS模型研究 PTSD的机制，前期通过旷场实验、僵立

实验对 SPS进行了模型评价：旷场行为显示，大鼠的中央格停

留时间显著缩短，总运动距离显著减少，成功的模拟了PTSD大

鼠的焦虑行为；僵立行为显示，模型组大鼠的僵立时间极显著

增长，成功的模拟了 PTSD的核心病理机制 --恐惧[9]。这与对

大鼠的一般状态表现一致，大鼠皮毛失去光泽，精神状态烦

躁。在通过行为学评价模型之后，又从神经内分泌和病理学两

个层面选择了皮质酮和血神经元特异性烯醇化酶两个指标进

行了评价。

PTSD是一种严重的应激疾病，血清中的皮质酮水平可以

作为 PTSD模型复制是否成功的指标之一。下丘脑 -垂体 -肾

上腺轴（HPA）轴是神经内分泌系统的重要组成部分，调节着机

体对外界应激的反映。目前研究确证 PTSD会造成 HPA轴的

异常激活并进一步引起皮质酮等糖皮质激素的增多[10]。应激

状态下，由于 HPA轴的激活，血清中皮质酮为主的糖皮质激

素进入大脑，通过负反馈调节 PTSD的焦虑症状[11，12]。刘敏祥

研究发现 PTSD大鼠血清皮质酮升高，并可进一步造成内分泌

的损伤，成为生理状态的变化的生物学基础之一。本研究表

明，经 SPS造模 7天后，模型组大鼠的血清皮质酮水平极显著

升高，因此从 "应激激素 "升高这一生理状态的改变较好的

模拟了创伤后应激的病理状态。血神经元特异性烯醇化酶

(neon-specific enolase，NSE)是糖酵解途径中的一种关键酶，主

要存在神经元、神经内分泌细胞和神经纤维中，在应激状态下，

NSE可透过血脑屏障进入血液循环中，从而血清水平增高，因

此，常被作为应激时大脑神经元是否损伤的重要检测指标，用

于评价应激的损伤程度[13]。血液中的 NSE的含量可以敏感地

体现脑组织的损伤，特别是神经元细胞的损伤[14]。大鼠恐惧应

激以模拟 PTSD状态后，血清中 NSE的浓度也显著升高[15]。本

实验显示 SPS造模后，大鼠 NSE的血清水平明显升高，说明本

实验从大脑损伤的层面，特别是神经元细胞损伤的层面，较好

的模拟了 PTSD的病理状态。因此，从行为学，神经内分泌和神

经细胞损伤各个层面，本研究结果均成功的复制了 PTSD模

型，也为进一步从神经损伤的角度进行机制挖掘提供了依据。

ORX神经元位于下丘脑，可广泛的投射于前额叶皮质、

海马等不同脑区，通过调节神经回路参与恐惧记忆的消退和表

达[16]。目前的研究表明 ORX系统广泛参与了神经系统疾病、睡

眠障碍、心肺功能等多个方面的调控[17]。Orexin可分为 OrexinA

和 OrexinB两类，皆可通过 Orexin1R及 Orexin2R这两种受体，

发挥调节作用[18]。本实验从脑脊液中 OrexinA（ORXA）、Orexin

B（ORXB）的水平与 OrexinR-1（OX1R）、OrexinR-2（OX2R）基

因表达两个方面进行研究。

ORX神经元位于下丘脑并广泛的投射到整个中枢系统，

最初对该系统的认识始于摄食，认为其在摄食与能量平衡中发

挥着关键作用，后来逐渐认识到该系统作用广泛，如对睡眠、情

绪等的调节作用。如近期研究认为食欲素可参与恐惧记忆的消

退和表达。又有研究认为，在大鼠脑区微量注射 Orexin A和

Orexin B，可增加其焦虑行为[19]。焦虑是 PTSD的三大临床表现

之一，恐惧则是 PTSD的核心病理机制，本研究表明模型大鼠

脑脊液中的 ORXA与 ORXB的含量均极显著升高，与临床研

究中焦虑患者脑脊液 ORXA水平升高的研究结果一致[20]，也有

动物实验研究表明中枢注射 ORXA可以增加动物洗脸、抖动、

修饰等应激行为，也是对本实验结果的验证[21]。ORXA、ORXB

均可通过 OX1R与 OX2R相结合发挥作用，本课题进一步对海

马、前额叶皮质中的受体基因水平进行了检测。

OX1R与 OX2R是 ORX的两个受体，在众多脑区都有表

达，OX1R主要分布在海马、下丘脑前区、腹内侧区、蓝斑区、背

中缝核，OX2R主要分布在大脑皮质、下丘脑背内侧核、丘脑室

周核、顶盖前核、中缝核。海马接受来自感觉系统和高级皮层的

输入，在短时记忆向长时记忆转化中起重要作用。前额叶皮质

是大脑功能的执行中枢，其病变会引起认知功能、情感及情绪

的改变[22]。海马 -前额叶皮质是否协同活动与情绪记忆的正常

与否关系密切[23，24]。由于海马 -前额叶皮质通路在学习记忆中

发挥着重要作用，因此 PTSD中 OX1R、OX2R的水平与严重应

激所造成的记忆受损关系密切。有细胞培养研究表明 OX1R可

以激活磷脂酶 C-蛋白激酶 C（PLC-PKC）途径，使细胞膜上的
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L-型 Ca2+通道打开，细胞外的 Ca2+内流，从而使细胞内 Ca2+浓

度增加 [25-28]。本研究表明海马和前额叶皮质中的 OX1R 和

OX2R 都发生了显著下降，根据细胞学研究可能是由于

PLC-PKC途径失调造成的 Ca2+内流下降，从而出现了学习记

忆的受损，根据 OX1R与 OX2R分布区域的不同，海马中主要

是 OX1R发挥主导作用，前额叶皮质中主要是 OX2R发挥主

导作用。另有研究认为 ORX可能通过促进 Ca2+释放，从而激

活丝裂原活化蛋白激酶 (MAPK) /细胞外信号调节激酶(ERK)

信号系统来增强学习记忆功能，因而 PTSD模型中 ORX系统

的失调可能影响 MAPK/ERK[29，30]。MAPK/ERK系统又是神经

凋亡的重要信号通路，因此 ORX-MAPK /ERK的失调可能是

海马、前额叶皮质的病理形态学变化的细胞学基础。

综上所述，本研究结果显示 PTSD的严重应激会造成脑脊

液 ORX水平与海马 --皮质等中枢脑区中 ORX受体的失调，

而 ORX受体进一步引起信号通路的系列变化与 PTSD出现的

记忆损伤关系密切，相关的 PLC-PKC、MAPK/ERK环节可以作

为进一步研究的着眼点以深入挖掘 PTSD的关键机制。
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