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通路的影响

刘团结１，陈　斯２
，３，方麒林１，王　博１，毛　蕾１，沈　滔１，徐玉萍１，马文领２，史仍飞３

１．上海交通大学附属第一人民医院宝山分院神经内科，上海２００９４０

２．第二军医大学热带医学与公共卫生学系环境卫生学教研室，上海２００４３３

３．上海体育学院运动科学学院，上海２００４３８

　　［摘要］　目的　探讨慢性睡眠剥夺（ＣＳＤ）对海马超微结构及海马内多巴胺Ｄ１受体下游信号通路的影响。方法　选

取雄性ＳＤ大鼠３５只，剔除体质量最轻、负重游泳时间最短和Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验中９０ｓ仍找不到平台的１１只大鼠，其

余２４只随机分为大平台对照（ＴＣ）组、ＣＳＤ组和ＣＳＤ＋多巴胺Ｄ１受体激动剂ＳＫＦ３８３９３（ＳＫＦ）组，采用改良多平台水

环境法建立大鼠ＣＳＤ模型，ＳＫＦ组在ＣＳＤ１５～２１ｄ腹腔注射ＳＫＦ３８３９３（１ｍｇ／ｋｇ）。ＣＳＤ２１ｄ时，采用透射电镜观察

各组大鼠海马的超微结构，采用蛋白质印迹法及ｑＰＣＲ检测大鼠ＣＳＤ后海马内多巴胺Ｄ１受体相关信号通路关键因子

的表达。结果　ＣＳＤ导致的海马神经元线粒体肿胀变性、膜结构破坏可通过使用ＳＫＦ３８３９３得以改善。与ＴＣ组相

比，ＣＳＤ组大鼠海马内腺苷酸环化酶５（Ａｄｃｙ５）、ｃＡＭＰ依赖蛋白激酶α型催化亚基 （Ｐｒｋａｃα）、多巴胺和ｃＡＭＰ调节的

磷蛋白（Ｄａｒｐｐ３２）、Ｒａｓ相关蛋白 （Ｒａｐ）１ａ、细胞外信号调节蛋白激酶１和２（ＥＲＫ１／２）、磷脂酶Ｃβ１（ＰＬＣβ１）、钙／钙调

蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱａ和Ⅳ（ＣａＭＫⅡａ、ＣａＭＫⅣ）ｍＲＮＡ表达均降低（犘＜０．０５），蛋白激酶Ａ催化亚基α（ＰＫＡｃα）

总蛋白及其磷酸化水平、磷酸化ＥＲＫ１／２、ＰＬＣβ１和磷酸化ＣａＭＫⅣ蛋白表达均降低（犘＜０．０５）。与ＣＳＤ组相比，ＳＫＦ

组犘狉犽犪犮α、犇犪狉狆狆３２、犚犪狆１犪、犚犪狆１犫、犈犚犓１和犆犪犕犓ⅣｍＲＮＡ表达均增加（犘＜０．０５）；ＰＫＡｃα总蛋白及其磷酸化均以

及磷酸化ＣａＭＫⅣ蛋白表达均增加（犘＜０．０５），但ＰＬＣβ１和ＣａＭＫⅣ总蛋白表达水平无明显变化。结论　ＣＳＤ可破

坏海马神经元超微结构，使用多巴胺Ｄ１受体激动剂ＳＫＦ３８３９３可有效改善海马超微结构，其机制可能与ＰＫＡ和磷酸

肌醇信号通路的参与有关。
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（Ｄａｒｐｐ３２），Ｒａｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ（Ｒａｐ）１ａ，ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１ａｎｄ２（ＥＲＫ１／２），ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣβ１

（ＰＬＣβ１），ｃａｌｃｉｕｍ／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡａａｎｄⅣ （ＣａＭＫⅡａ，ＣａＭＫⅣ）ｉｎｔｈｅＣＳＤｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
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　　睡眠剥夺（ｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＳＤ）是一种常见的

社会现象。根据ＳＤ的时间和缓急程度，可将ＳＤ分

为急性睡眠剥夺（ａｃｕｔｅｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＡＳＤ）和

慢性睡眠剥夺（ｃｈｒｏｎｉｃｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＣＳＤ）
［１］。

相对于ＡＳＤ，ＣＳＤ对学习记忆和工作绩效的影响更

为严重［２］，但目前对ＣＳＤ导致学习记忆障碍的分子

机制研究却不及ＡＳＤ深入。研究表明海马内的多

巴胺及其受体在短期记忆和工作记忆的形成、储存

和提取过程中发挥重要作用［３４］，我们前期研究发现

多巴胺Ｄ１受体（ｄｏｐａｍｉｎｅＤ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｄ１Ｒ）激动剂

ＳＫＦ３８３９３能够改善大鼠空间学习记忆能力；此外，

ＣＳＤ可使海马超微结构损伤
［５］。研究表明神经元细

胞膜上的Ｄ１Ｒ被激活后，可通过蛋白激酶（ＰＫＡ）、

有丝分裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）和磷酸肌醇３条

通路上调ｃＡＭＰ反应元件结合蛋白（ＣＲＥＢ），从而

提高神经元的兴奋性［６］。但是目前仍不清楚Ｄ１Ｒ

的激活能否改善ＣＳＤ导致的海马超微结构的损伤，

同时也不清楚在Ｄ１Ｒ激动剂改善ＣＳＤ导致学习记

忆障碍的过程中哪条信号通路对海马神经元发挥调

控作用。本研究首先观察了Ｄ１Ｒ激动剂ＳＫＦ３８３９３

对ＣＳＤ导致海马超微结构损伤的影响，然后通过

ｑＰＣＲ和蛋白质印迹法检测大鼠ＣＳＤ后海马内Ｄ１Ｒ

相关 信 号 通 路 关 键 因 子 的 表 达，旨 在 阐 明

ＳＫＦ３８３９３究竟通过海马内的哪条信号通路发挥作

用，为进一步探讨多巴胺对ＣＳＤ过程中海马功能调

控的神经化学机制提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组处理　选取雄性Ｓｐｒａｇｕｅ

Ｄａｗｌｅｙ大鼠３５只［第二军医大学实验动物中心提

供，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１３２０１６］，体质

量１６０～１８０ｇ，分笼饲养，每笼５只，食物和水自由

摄取。适应饲养１周后，剔除体质量最轻、负重游泳

时间最短和Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验９０ｓ仍找不到平台

的１１只大鼠，剩余２４只大鼠分为ＣＳＤ组、ＳＫＦ

（ＣＳＤ＋注射激动剂ＳＫＦ３８３９３）组和ＴＣ（大平台对

照）组，每组８只。ＣＳＤ组大鼠应用小动物睡眠剥夺

箱［６］进行ＳＤ１８ｈ／ｄ（１６：００—次日１０：００），放回笼

内休息６ｈ／ｄ（１０：００—１６：００），连续２１ｄ；ＳＫＦ组大

鼠从 ＣＳＤ第１５天开始，腹腔注射 Ｄ１Ｒ激动剂

ＳＫＦ３８３９３（１ｍｇ／ｋｇ），连续７ｄ；ＴＣ组小动物睡眠

剥夺箱内设有大平台，直径为１８ｃｍ，大鼠可在大平

台上自由活动、睡眠，其他环境与ＣＳＤ和ＳＫＦ组相

同。实验前适应训练３ｄ（２ｈ／ｄ），实验过程中每２ｄ

记录１次大鼠体质量。

１．２　透射电镜观察海马超微结构　ＣＳＤ２１ｄ后，

每组随机选取２只大鼠，腹腔麻醉（１０％水合氯醛，

４００ｍｇ／ｋｇ），经升主动脉灌注４℃生理盐水冲洗血

液，然后用含４％多聚甲醛、１．２５％戊二醛的ＰＢＳ灌

注固定，在体视显微镜下选取海马的ＣＡ１区，环氧

·８５７·
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第６期．刘团结，等．慢性睡眠剥夺对大鼠海马超微结构和海马内多巴胺Ｄ１受体下游信号通路的影响

树脂包埋，超薄切片，枸橼酸铅和醋酸铀双染，透射

电镜观察并采集图像。

１．３　ｑＰＣＲ检测海马内Ｄ１Ｒ相关信号通路关键因

子ｍＲＮＡ表达　每组剩余６只大鼠用水合氯醛麻

醉后经升主动脉灌注４℃生理盐水冲洗血液，取出

全脑，分离双侧海马，经液氮速冻后置于－８０℃保

存备用。取每只大鼠的一侧海马提取总ＲＮＡ，测定

浓度，分析纯度。以ＲＮＡ为模板进行反转录获得

ｃＤＮＡ，然后应用ｑＰＣＲ仪进行扩增（９５℃５ｓ，

６０℃３４ｓ；４０个循环）。根据溶解曲线的值计算反

转录产物的相对含量。引物序列见表１。

表１　多巴胺犇１受体相关信号通路关键因子的引物序列

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犽犲狔犿狅犾犲犮狌犾犲狊狅犳犱狅狆犪犿犻狀犲犇１狉犲犮犲狆狋狅狉狉犲犾犪狋犲犱狊犻犵狀犪犾狆犪狋犺狑犪狔狊

　　Ｇｅｎｅ 　　　　Ｆｏｒｗａｒｄ（５′３′） 　　　　　　Ｒｅｖｅｒｓｅ（５′３′）

犃犱犮狔５ ＣＡＡＣＴＡＣＣＴＧＡＡＣＧＧＧＧＡＣＴＡＴ ＣＧＡＴＧＣＴＧＴＧＣＴＣＣＴＴＧＡ

犘狉犽犪犮α ＣＣＣＡＣＴＣＣＣＴＡＡＡＴＣＣＡＴＴＣＴＧ ＡＡＧＣＣＣＡＧＴＴＣＣＴＴＣＣＴＴＧＡＣ

犇犪狉狆狆３２ ＣＴＣＣＣＣＡＧＡＡＡＣＣＣＡＣＴＣＴ ＧＣＡＡＡＣＡＣＡＧＡＣＣＡＧＣＣＴＴＡＧＴ

犚犪狆１犪 ＴＧＡＣＴＣＣＴＣＣＣＴＧＣＣＡＡＧＣ ＡＧＴＴＡＴＣＴＧＣＴＧＣＡＡＴＧＡＧＴＴＴＧＡ

犚犪狆１犫 ＧＧＴＴＴＡＣＴＣＣＡＴＣＡＣＡＧＣＡＣＡＧ ＣＴＴＣＣＡＧＧＴＣＧＣＡＴＴＴＧＴＴＡＣ

犈犚犓１ ＣＴＧＧＡＡＴＧＧＡＡＧＧＧＣＴＡＴＧＡＣ ＣＡＡＣＡＧＧＡＴＧＡＧＴＡＧＧＧＣＡＧＡＧ

犈犚犓２ ＧＣＧＴＴＣＡＧＡＴＧＴＣＧＧＴＧＴＣ ＣＡＡＡＧＧＡＧＴＣＡＡＧＡＧＴＧＧＧＴＡＡＧ

犘犔犆β１ ＡＴＴＡＧＡＣＴＧＴＡＴＣＣＣＴＧＡＣＡＣＣＴＴＴ ＡＣＴＧＡＡＴＴＡＣＡＣＧＧＣＣＡＡＣＣ

犆犪犕犓Ⅰ犵 ＧＡＧＡＧＣＡＣＣＡＣＣＣＡＣＴＡＣＴＡＣＣ ＡＧＡＣＴＧＧＣＡＴＣＣＴＴＴＴＣＴＧＴＧＴ

犆犪犕犓Ⅱ犪 ＧＧＡＧＣＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＡＣＴＡＴＧ ＡＣＧＣＣＡＴＣＡＴＴＣＴＴＣＴＴＧＴＴＴＣ

犆犪犕犓Ⅳ ＣＴＣＴＴＣＴＣＧＧＣＴＧＧＧＡＡＧＴＧ ＴＴＧＧＣＴＧＣＣＴＣＧＴＧＧＴＣ

犌犃犘犇犎 ＣＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＡＴ ＡＧＧＧＧＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ

　　 Ａｄｃｙ５：Ａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅ５；Ｐｒｋａｃα：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｃＡＭＰｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃａｔａｌｙｔｉｃα；Ｄａｒｐｐ３２：ＤｏｐａｍｉｎｅａｎｄｃＡＭＰｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ，犕ｒ３２０００；Ｒａｐ１ａ／ｂ：Ｒａｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ａ／１ｂ；ＥＲＫ１／２：Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１／２；ＰＬＣβ１：ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣ

β１；ＣａＭＫⅠｇ／Ⅱａ／Ⅳ：Ｃａｌｃｉｕｍ／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅠｇ／Ⅱａ／Ⅳ；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

１．４　蛋白质印迹法检测海马内Ｄ１Ｒ相关信号通路

关键因子蛋白的表达　取另一侧海马标本提取总蛋

白，ＢＣＡ定量蛋白浓度为２．５μｇ／μＬ，然后依次进行

ＳＤＳＰＡＧＥ（每孔上样总蛋白４０μｇ）、转膜（ＰＶＤＦ

膜）、封闭１ｈ，４℃过夜标记一抗：蛋白激酶Ａ催化

亚基α（ＰＫＡｃα；１∶１０００稀释，Ａｂｃａｍ，ａｂ７６２３８）、

磷酸化ＰＫＡｃα（ｐＰＫＡｃα，１∶１０００稀释，ＣＳＴ，

＃５６６１）、细胞外调节蛋白激酶 １／２（ＥＲＫ１／２；

１∶１０００稀释，ＢｉｏＷｏｒｌｄ，ＢＳ１１１２）、磷酸化ＥＲＫ１／２（ｐ

ＥＲＫ１／２，１∶１０００稀释，ＢｉｏＷｏｒｌｄ，ＢＳ５０１６）、磷脂酶

Ｃβ１（ＰＬＣβ１；１∶１０００稀释，Ａｂｃａｍ，ａｂ７７７４３）、钙／钙

调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅳ（ＣａＭＫⅣ；１∶１０００稀释，

Ａｂｃａｍ，ａｂ７５８７４）、磷 酸 化 ＣａＭＫⅣ（ｐＣａＭＫⅣ；

１∶１０００稀释，Ａｂｃａｍ，ａｂ５９４２４）、β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ；

１∶１０００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ｓｃ１６１６ｒ）。次日室温标记相应

二抗１ｈ。使用凝胶成像仪进行ＥＣＬ发光、采集图像

和灰度值分析。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据

分析。计量资料以珔狓±狊表示，组间比较采用单因素

方差分析 （ｏｎｅｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。检验水准 （α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｄ１Ｒ激动剂对ＣＳＤ导致的海马超微结构损伤

的改善作用　透射电镜观察显示ＴＣ组大鼠海马神

经元排列规则，染色质均匀，核仁清晰，细胞器丰富、

结构完整、边缘清晰（图１Ａ）。ＣＳＤ组大鼠海马神经

元线粒体数量减少、肿胀甚至破裂，嵴结构模糊紊

乱；部分神经元突触水肿、囊泡减少；突触后致密带

较薄甚至出现结构不完整；粗面内质网结构模糊，其

上的核糖体数量减少，排列凌乱（图１Ｂ）。ＳＫＦ组大

鼠海马的超微结构虽不及ＴＣ组完好，但线粒体的

肿胀程度、突触后致密带和各种膜结构较ＣＳＤ组得

到改善（图１Ｃ）。

２．２　Ｄ１Ｒ激动剂对海马ＰＫＡ信号通路关键因子表

达的影响　ＰＫＡ信号通路关键因子的表达见图２。

与ＴＣ组相比，ＣＳＤ组大鼠海马犃犱犮狔５、犘狉犽犪犮α和

犇犪狉狆狆３２ｍＲＮＡ的表达均降低（犘＜０．０５），ＰＫＡｃα

·９５７·
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总蛋白及磷酸化表达均降低（犘＜０．０５）；ＳＫＦ组的

犃犱犮狔５ｍＲＮＡ的表达也减少（犘＜０．０５）。与ＣＳＤ

组相比，ＳＫＦ组大鼠海马犘狉犽犪犮α、犇犪狉狆狆３２ｍＲＮＡ

和ＰＫＡｃα总蛋白及其磷酸化的表达均增加（犘＜

０．０５），而犃犱犮狔５ｍＲＮＡ的表达差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

图１　多巴胺犇１受体激动剂犛犓犉３８３９３对犆犛犇导致海马超微结构损伤的改善作用

犉犻犵１　犇狅狆犪犿犻狀犲犇１狉犲犮犲狆狋狅狉（犇１犚）犪犵狅狀犻狊狋犛犓犉３８３９３犻犿狆狉狅狏犲犱狋犺犲狌犾狋狉犪狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犺犻狆狆狅犮犪犿狆狌狊犻狀犼狌狉犲犱犫狔犆犛犇

Ａ：ＴＣｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＣＳＤｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳＫＦｇｒｏｕｐ．ＴＣ：Ｔａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；ＣＳＤ：Ｃｈｒｏｎｉｃｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ；ＳＫＦ：ＣＳＤ＋Ｄ１ＲａｇｏｎｉｓｔＳＫＦ３８３９３．Ｂｌａｃｋ

ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ，ａｎｄｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｅｂａｎｄｓ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１μｍ

图２　犇１犚激动剂犛犓犉３８３９３对海马犘犓犃信号通路关键因子表达的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狅犳犇１犚犪犵狅狀犻狊狋犛犓犉３８３９３狅狀犽犲狔犳犪犮狋狅狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犓犃狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔犻狀狋犺犲犺犻狆狆狅犮犪犿狆狌狊狅犳狉犪狋狊

ＡＣ：ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；Ｄ，Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ．ＴＣ：Ｔａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；ＣＳＤ：Ｃｈｒｏｎｉｃｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ；ＳＫＦ：ＣＳＤ＋Ｄ１ＲａｇｏｎｉｓｔＳＫＦ３８３９３．

Ｄ１Ｒ：ＤｏｐａｍｉｎｅＤ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ａｄｃｙ５：Ａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅ５；Ｐｒｋａｃα：ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｃＡＭＰｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃａｔａｌｙｔｉｃα；Ｄａｒｐｐ３２：ＤｏｐａｍｉｎｅａｎｄｃＡＭＰ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ，犕ｒ３２０００；ＰＫＡｃα：ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＡｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔα；ｐＰＫＡｃα：ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＰＫＡｃα．犘＜０．０５．狀＝６，珔狓±狊

２．３　Ｄ１Ｒ激动剂对海马ＭＡＰＫ信号通路关键因子

表达的影响　ＭＡＰＫ信号通路关键因子的表达见

图３。与ＴＣ组相比，ＣＳＤ组大鼠海马内犚犪狆１犪、

犈犚犓１、犈犚犓２ｍＲＮＡ和ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化表达

均下降（犘＜０．０５），ＳＫＦ 组 犈犚犓２ ｍＲＮＡ 和

ＥＲＫ１／２磷酸化的表达也降低（犘＜０．０５）。但与

ＣＳＤ组相比，ＳＫＦ组大鼠海马犚犪狆１犪、犚犪狆１犫和

犈犚犓１ｍＲＮＡ 的表达均增加（犘＜０．０５）；此外，

犈犚犓２ｍＲＮＡ的表达上调，但与ＣＳＤ组差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

２．４　Ｄ１Ｒ激动剂对海马磷酸肌醇信号通路关键因

子表达的影响　磷酸肌醇信号通路关键因子的表达

见图４。ＣＳＤ组大鼠海马内 犘犔犆β１、犆犪犕犓Ⅱ犪、

犆犪犕犓ⅣｍＲＮＡ和ＰＬＣβ１蛋白的表达均较ＴＣ组降

低（犘＜０．０５）；ＳＫＦ组的犘犔犆β１、犆犪犕犓Ⅱ犪ｍＲＮＡ和

ＰＬＣβ１蛋白的表达均低于ＴＣ组（犘＜０．０５），但与

ＣＳＤ组相比，ＳＫＦ组大鼠海马内犆犪犕犓ⅣｍＲＮＡ及

其蛋白磷酸化表达均增加（犘＜０．０５）。
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第６期．刘团结，等．慢性睡眠剥夺对大鼠海马超微结构和海马内多巴胺Ｄ１受体下游信号通路的影响

图３　犇１犚激动剂犛犓犉３８３９３对海马犕犃犘犓信号通路关键因子表达的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳犇１犚犪犵狅狀犻狊狋犛犓犉３８３９３狅狀犽犲狔犳犪犮狋狅狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犕犃犘犓狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔犻狀狋犺犲犺犻狆狆狅犮犪犿狆狌狊狅犳狉犪狋狊

ＡＤ：ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；Ｅ，Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ．ＴＣ：Ｔａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；ＣＳＤ：Ｃｈｒｏｎｉｃｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ；ＳＫＦ：ＣＳＤ＋Ｄ１ＲＤａｇｏｎｉｓｔ

ＳＫＦ３８３９３．Ｄ１Ｒ：ＤｏｐａｍｉｎｅＤ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ｒａｐ１ａ／１ｂ：Ｒａｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ａ／１ｂ；ＥＲＫ１／２：Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１／２；

ｐＥＲＫ１／２：ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＥＲＫ１／２．犘＜０．０５．狀＝６，珔狓±狊

图４　犇１犚激动剂犛犓犉３８３９３对海马磷酸肌醇信号通路关键因子表达的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳犇１犚犪犵狅狀犻狊狋犛犓犉３８３９３狅狀犽犲狔犳犪犮狋狅狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狆犺狅狊狆犺狅犻狀狅狊犻狋狅犾狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔犻狀狋犺犲犺犻狆狆狅犮犪犿狆狌狊狅犳狉犪狋狊

ＡＤ：ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；ＥＧ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ．ＴＣ：Ｔａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；ＣＳＤ：Ｃｈｒｏｎｉｃｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ；ＳＫＦ：ＣＳＤ＋Ｄ１ＲａｇｏｎｉｓｔＳＫＦ３８３９３．

Ｄ１Ｒ：ＤｏｐａｍｉｎｅＤ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＰＬＣβ１：ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａａｅＣβ１；ＣａＭＫⅠｇ／Ⅱａ／Ⅳ：Ｃａｌｃｉｕｍ／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅠｇ／Ⅱａ／Ⅳ；

ｐＣａＭＫⅣ：ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＣａＭＫⅣ．犘＜０．０５．狀＝６，珔狓±狊

３　讨　论

本研究在前期工作［５］的基础上进一步证实Ｄ１Ｒ

激动剂ＳＫＦ３８３９３可以改善ＣＳＤ导致的海马超微

结构损伤。激活Ｄ１Ｒ通过哪些下游信号通路发挥

作用，是深入研究Ｄ１Ｒ激动剂的作用机制、探寻新

型药物干预靶点的关键。Ｄ１Ｒ与其配体结合可激活

腺苷酸环化酶（ａｄｅｎｙｌｙｌｃｙｃｌａｓｅ，ＡＣ）催化产生

ｃＡＭＰ，而ＳＤ可使海马中磷酸二酯酶（ＰＤＥ）活性增

加（主要为ＰＤＥ４），导致第二信使ｃＡＭＰ含量下

降［７］，最终通过ＰＫＡ、ＭＡＰＫ和磷酸肌醇３条信号

通路降低神经元的兴奋性［８１０］。本研究结果显示，

ＣＳＤ 组 大 鼠 海 马 内 犃犱犮狔５、犘狉犽犪犮α、犇犪狉狆狆３２

ｍＲＮＡ和ＰＫＡｃα总蛋白及其磷酸化的表达均较

ＴＣ组降低；而给予 Ｄ１Ｒ 激动剂 ＳＫＦ３８３９３后，

犘狉犽犪犮α、犇犪狉狆狆３２ｍＲＮＡ和ＰＫＡｃα总蛋白及其磷

酸化的表达均较ＣＳＤ组增加。可见ＣＳＤ可通过影

响大鼠海马内Ｄ１Ｒ相关的ＰＫＡ信号通路使其发生

损伤，而给予ＳＫＦ３８３９３干预可改善。

磷酸肌醇偶联多巴胺受体主要分布于额叶皮质

和海马中，与学习记忆的调控密切相关。研究表明，

磷酸肌醇偶联多巴胺受体激活可使ＰＬＣβ和位于内

质网膜上三磷酸肌醇受体活化，促进钙释放，钙的释

放使 ＣａＭＫⅡ和 ＣａＭＫⅣ活化，而 ＣａＭＫⅡ和

·１６７·
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ＣａＭＫⅣ的活化又可使ＣＲＥＢ活化，从而改善认知

功能［１１１２］。本研究结果表明在ＣＳＤ过程中，海马内

Ｄ１Ｒ 的磷酸肌醇通路也受到了严重损伤，且

ＳＫＦ３８３９３的干预能够通过磷酸肌醇通路提高

ＣＲＥＢ磷酸化水平进而改善。

ＳＤ可使海马ＣＲＥＢ磷酸化水平增加
［１０］，或者

通过Ｄａｒｐｐ３２间接活化。本研究结果显示，ＣＳＤ组

大鼠海马内犘犔犆β１、犆犪犕犓Ⅱ犪、犆犪犕犓ⅣｍＲＮＡ和

ＰＬＣβ１ 蛋白的表达均较 ＴＣ 组降低，而给予

ＳＫＦ３８３９３干预后大鼠海马内犆犪犕犓Ⅳ ｍＲＮＡ及

其蛋白磷酸化表达均较ＣＳＤ组增加。由此可见，

ＭＡＰＫ信号通路在一定程度上参与了ＣＳＤ导致的

海马超微结构损伤。

本研究结果显示，ＣＳＤ组大鼠海马内犚犪狆１犪、

犈犚犓１、犈犚犓２ｍＲＮＡ和ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化表达

较ＴＣ组均下降，而给予ＳＫＦ３８３９３干预后，犚犪狆１犪、

犚犪狆１犫和犈犚犓１ｍＲＮＡ的表达较ＣＳＤ组均增加，

且给予ＳＫＦ３８３９３干预后大鼠海马内犈犚犓２ｍＲＮＡ

的表达有所上调（但与ＣＳＤ组差异无统计学意义）。

因此，ＭＡＰＫ信号通路可能参与了ＣＳＤ导致的海

马超微结构损伤，但作用较小。
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