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【摘要】 目的 探究大麻素受体 1（CB1）受体对创伤性脑损伤（TBI）小鼠空间学习和记忆能力的影

响。方法 采用控制性脑震荡装置进行 TBI 造模。将小鼠分为对照组、TBI+ 溶剂组和 TBI+AM281 组，

对照组进行假手术处理并给予 AM281 溶剂，TBI+ 溶剂组（TBI+Vehicle）为损伤处理后给予 AM281 溶剂，

TBI+AM281 组为损伤处理后给予 CB1 受体拮抗剂 AM281。采用 Western blot 检测 CB1 受体的蛋白表达

水平以及 NR2B 蛋白表达水平。通过伊文思蓝染色检测小鼠的脑梗死区域质量和体积。通过水迷宫实

验检测小鼠的空间学习和记忆能力。采用 TUNEL 染色标记凋亡神经元，检测海马脑区神经元的凋亡

水平。结果 在 TBI 造模后，TBI+ 溶剂组小鼠第 1、3 天 CB1 的表达水平相比对照组均有显著增加。在

TBI+ 溶剂组中，梗死区域质量和梗死体积与 TBI+AM281 组相比差异有统计学意义。TBI+ 溶剂组小鼠

在测试阶段，寻找到平台所用的时间相比对照组显著延长，在平台所在象限的停留时间百分比相比对

照组显著减少。而 TBI+AM281 组中，相比给予溶剂组，寻找到平台的时间显著减少，在平台所在象限

停留时间显著增加。在 TUNEL 染色中，TBI 后给予 AM281，能显著降低神经元的凋亡百分比，逆转 TBI

造成的 NR2B 表达水平降低。结论 CB1受体促进TBI后小鼠空间学习和记忆能力受损过程，可能是由

NMDA受体亚基NR2B所介导。
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【Abstract】 Objectives To investigate the role of Cannabinoid receptor 1 （CB1） on the spatial learning 
and memory function in mice with traumatic brain injury （TBI）. Methods The concussive head trauma device 
was used to induce experimental TBI models. Mice were divided into control group， TBI+Vehicle group and 
TBI+AM281 group. The control group received sham surgery and AM281 solvent. The TBI+Vehicle group 
received AM281 solvent after injury treatment， and the TBI+AM281 group received CB1 receptor antagonist 
AM281 after injury treatment. Western blot was used to detect the expression of CB1 receptor and NR2B protein. 
The mass and volume of cerebral infarction area in mice were detected by Evansland staining. The spatial 
learning and memory ability of mice were tested by water maze experiment. TUNEL staining was used to label 
apoptotic neurons and detect the tune level of neurons in the hippocampus. Results After TBI， the expression 
level of CB1 in the TBI+Vehicle group at day 1 and day 3 increased significantly compared with that in the 
control group. In the TBI+Vehicle group， there were significant differences in infarct area mass and infarct 
volume compared with the TBI+AM281 group. In the TBI+Vehicle group， compared with the control group， the 
time to find the platform prolonged significantly， and the percentage of stay time in the quadrant of the platform 
reduced significantly. In the TBI+AM281 group， compared with the solvent group， the time to find the platform 
reduced significantly， and the time to stay in the quadrant of the platform increased significantly. In TUNEL 
staining， the administration of AM281 after TBI significantly reduced the apoptosis percentage of neurons and 
reversed the decreased NR2B expression level caused by TBI. Conclusions CB1 receptor was involved in 
the process of impaired spatial learning and memory ability in mice after TBI. Administration of CB1 receptor 
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创伤性脑损伤（traumatic brain injury， TBI）是一
类全球性的疾病，每年新增 TBI 患者超过一千万［1］。
TBI 会损害患者的长期认知功能［2］，同时由于 TBI 的
发病机制复杂，部分 TBI 患者认知功能在损伤后多
年仍不能恢复，目前亟需阐明其发病机制，寻找治
疗 TBI 后认知功能下降的靶点。

近些年，内源性大麻素（endocannabinoid，ECB）
系统在神经保护方面的作用引起了研究人员的关注。
该系统主要包含两类G蛋白耦联的膜受体，分别是
CB1和CB2，以及一些磷脂来源的内源性配体。CB1
受体在中枢神经系统中广泛表达，是丰度最高的G蛋
白耦联受体之一，并且在海马谷氨酸能神经元和γ-
氨基丁酸能神经元均有表达［3-5］。多项研究均发现，
给予大麻素受体激动剂或者抑制大麻素降解，均可
以显著降低脑水肿程度和梗死体积，同时可以减缓
血脑屏障的损伤以及海马脑区神经元的凋亡程度［6-8］。

然而，也有研究发现大麻素可激活 CB1 受体，
抑制CA3-CA1突触的兴奋性传递［9］。另有研究发现，
在 TBI 动物的脑中，大麻素 2-AG 的表达水平显著
增加［10］。海马脑区依赖的空间学习和记忆能力损
害，与海马神经元长时程抑制（long term depression， 
LTD）密切相关。在一些研究中发现，LTD 的产生
需要 N- 甲基 -D- 天冬氨酸（NMDA）受体与 CB1 受
体同时参与［11］。在中枢神经系统中，NMDA 受体
由 NR2A 亚 基 和 NR2B 亚 基 组 成［12］。NR2A 亚 基
被报道与神经保护作用相关，而 NR2B 与兴奋性毒
性和细胞凋亡信号通路密切相关［13］。有研究发现
NR2B，而非 NR1 或者 NR2A，在脑损伤模型中表达
显著降低［14］。但是 2-AG、CB1 和 NR2B 在 TBI 动物
脑中表达变化具有何种含义，它们之间是否具有关
联，如何对 TBI 动物的学习记忆功能等产生影响，目
前均不清楚。

本研究通过 Western blot 和水迷宫等手段，初步
探索了 CB1 受体对 TBI 小鼠空间学习和记忆能力的
影响及其下游 NR2B 介导该过程的机制。

一、材料与方法
1. 动物：所有实验均通过西宁市第二人民医

院动物研究伦理委员会和《中国实验动物管理条
例》。从南京模式生物有限公司购买 60 只 8 周大
的 C57/BL6 雄鼠，体重 22～25 g。将小鼠随机分为
TBI+ 溶剂组、TBI+AM281 组和对照组，每组分别为
20 只，所有小鼠均饲养于动物房（20～22 ℃，湿度
50%～55%，12 h 明暗交替循环）。

2. 脑 损 伤 模 型［15］：采 用 控 制 性 脑 震 荡 装 置
（PinPointTMPCI3000，Hatteras Instruments Inc，美 国）

进行 TBI 造模。该装置由一个金属管（内径 13 mm）
构成，垂直放置于小鼠头部上方。将小鼠固定于立
体定位仪（Stoelting，美国），在损伤前，将小鼠用异氟
烷麻醉。一个重量 40 g 的金属从顶部沿管子（60 cm）
落下，并击中头骨之间的中心区域冠状线和人字缝。
用一块海绵支撑着头部，在撞击结束后，缝合小鼠
头皮，放于保温箱内，等小鼠从麻醉中醒来放回至
原鼠笼。假手术组小鼠也用异氟烷麻醉以及其余手
术操作，但不进行撞击操作。

3. 给药方法：购买 CB1 受体拮抗剂 AM281［16］

（Cayman，美国），用混合溶剂（吐温 80∶二甲亚砜∶
生理盐水 =1∶1∶18，V/V）进行溶解。TBI+AM281
组小鼠在造模后 30 min 以及术后连续 7 d 每天腹腔
注射 3 mg/kg AM281，TBI+ 溶剂组同时腹腔注射等
量溶剂。

4. 伊 文 思 蓝（Evans Blue， EB）染 色：在 TBI 后
第 7 天，药物注射结束后，随机选取TBI+溶剂组、
TBI+AM281组小鼠各4只。在0.9% NaCl溶液中制备
伊文思蓝，TBI后24 h尾静脉注射（3 ml/kg，40 mg/kg），
持续 1 min。注射结束后 2 h 将小鼠处死，取海马
区脑组织。将脑组织置于 1.5 ml 离心管中，加入
1 ml PBS，迅速用组织匀浆机将脑组织制成匀浆， 
1 000×g 离心后取上清，加入等量三氯乙酸，在 4 ℃
孵育过夜，400×g 离心 15 min 后，在 620 nm 处测定
EB 含量。数据表示为 EB ng/g 湿脑重量。采用 EB
染色法，可以检测 TBI 后小鼠的梗死区域体积并测
定梗死区域的质量，以此衡量 AM281 对脑外伤的保
护作用。

5. Morris 水迷宫［17］：随机选取对照组、TBI+ 溶
剂 组、TBI+AM281 组 小 鼠 各 4 只，在 TBI 后 第 3 天
开始进行水迷宫实验。Morris 水迷宫设备是一个
圆形的水箱，里面装满了水，加入钛粉使水变成白
色。在整个实验过程中，在水箱的 1 象限，水面下
1 cm 处隐藏一个平台（直径为 10 cm）。在每一项实
验中，让小鼠在 60 s 内找到隐藏的平台；如果未能
在 60 s 内找到平台，则手动引导老鼠到隐藏的平台，
并在那里停留 30 s。连续 4 d 每天进行 4 次训练实
验。在每一次实验中，都要计算小鼠寻找到平台的
时间（潜时）和小鼠的游泳速度。在第 5～7 天，移除
隐藏平台测试空间记忆。在此项研究中，移除平台，
计算老鼠找到平台的时间、通过平台所在象限的次

antagonist can reverse this injury， which may be mediated by NMDA receptor subunit NR2B.
【Key words】 Traumatic brain injury； Spatial learning； Cannabinoid receptor 1； NR2B
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数、游泳速度和在目标象限花费的时间。所有数
据采集通过视频跟踪系统（SMART， Panlab Harvard 
Apparatus， Bioscience Company）。

6. Western blot：在检测 CB1 蛋白表达水平实验
中，随机选取 TBI+ 溶剂组术后第 1、3、7 天的小鼠各
4 只，对照组小鼠 4 只。分离每只小鼠的海马组织置
于冰上，用添加蛋白酶抑制剂（1 μg/ml Laprotinin， 
1 μg/ml leupeptin， 1 μg/ml pepstatin A） 的 RIPA 

（10 mmol/L Tris-HCl， pH 7.4， 150 mmol/L NaCl， 
2 mmol/L EDTA， 0.5% Nonidet P-40）进行组织块裂
解，12 000×g 离 心 10 min，用 蛋 白 定 量 检 测 试 剂
盒（Pierce， 美国）对总蛋白浓度进行定量分析。提
取 20 μg 蛋白样本用 SDS-PAGE 凝胶分离，转膜至
PVDF 膜（Bio-Rad，美国）上；将条带用 4% BSA 进行
封闭，一抗在 4 ℃孵育过夜，二抗室温 1 h，采用化
学发光仪（Tanon，中国）进行条带拍摄。

在 NR2B 蛋白表达水平实验中，随机选取对照
组、TBI+ 溶剂组、TBI+AM281 组小鼠各 4 只，在水
迷宫实验结束后立即取脑，检测 NR2B 蛋白表达变
化，步骤同上。所用一抗为：NR2B 抗体（1∶1 000， 
Abcam，美国），CB1 抗体（1∶1 000， Abcam，美国），
β-actin 抗体（1∶5 000，Abcam，美国）。

7. TUNEL 染色及共聚焦成像：随机选取对照
组、TBI+ 溶剂组、TBI+AM281 组小鼠各 4 只。在水
迷宫训练结束后，将所有小鼠取脑后，用 4% 多聚
甲醛进行固定，在 4 ℃过夜，用 30% 蔗糖溶液脱水
至沉底。用冰冻切片机（Leica， VT 1000S，美国）切
成 30 μm 厚脑片，进行染色。所用 TUNEL 染色试
剂 盒 为 TUNEL Alexa 488 Assay Kit （ThermoFisher 
Scientific，美 国），根 据 说 明 书 进 行 染 色 步 骤，用
含 DAPI 的 封 片 液 进 行 封 片。 在 共 聚 焦（FV1000，
Olympus，日本）下进行成像。在共聚焦显微镜下随
机拍摄海马脑区的八个不同位置，统计其中总的细
胞数（DAPI 个数）及 TUNEL 阳性的细胞个数，计算
TUNEL/DAPI 的百分比，即为神经元的凋亡百分比。

8. 统 计 学 方 法：所 有 数 据 均 用 均 数 ± 标 准
差（x±s）表 示。 采 用 GraphPad Prism 5 统 计 软 件

（GraphPad software Inc.，美国）进行单因素方差分析
（one-way analysis of variance， one-way ANOVA）和重

复测量的双向方差分析（two-way ANOVA），确定结
果测量的差异。采用 Tukey 单因素方差分析检验
和 Bonferroni 双因素方差分析检验进行多重比较。 
P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果
1. 小鼠 TBI造模后海马区脑组织、CB1蛋白表达

水平：见图 1。TBI+ 溶剂组小鼠 CB1 的蛋白表达水

平在第 1、3 天分别为 1.18±0.22 和 2.19±0.39，相

比对照组差异有统计学意义（t=4.51，P ＜ 0.05）。

注：A CB1 蛋白条带；B 定量测定；与对照组比较，aP ＜ 0.05

图1 TBI 后海马区脑组织 CB1 蛋白表达水平

2. CB1 受体拮抗剂对 TBI 后脑损伤的影响：见

图 2（见本期封三）。在 TBI+ 溶剂组中，单位质量脑

组织中 EB 染色部位脑组织的质量（ng）与湿脑组织

的质量（g）比值为（0.172 ±0.013） ng/g，而TBI+AM281

组为（0.101±0.024） ng/g，差异有统计学意义（t=5.20，

P＜0.01）；通过冰冻切片后，计算梗死区域的体积，

在TBI+溶剂组，梗死体积为（6.799±0.42） mm3，而在

TBI+AM281 组中为（4.002±0.51） mm3，差异有统计

学意义（t=8.47，P ＜ 0.01）。

3. CB1 受体拮抗剂对 TBI 引起的空间学习和记

忆功能损伤的影响：见图 3。结果显示，TBI+ 溶剂

组小鼠在训练第5～7天的测试阶段，寻找到平台所

用的时间相比对照组显著延长［第5天：（30.5±4.7） s 比

（15.1±2.2） s，t=5.93；第6天：（32.4±8.5） s比（18.8±4.1） s，

t=2.82；第 7 天：（29.2±5.9） s 比（17.1±3.9） s，t=32.4，

均 P ＜ 0.05］，在平台所在象限的停留时间百分比

相 比 对 照 组 降 低［（23.8±2.3）% 比（34.8±1.6）%；

t=7.85，P＜ 0.01］。而在给予 CB1 受体拮抗剂AM281

组（TBI+AM281）相比TBI+溶剂组，寻找到平台的时间

显著减少［第5天：（14.7±2.0） s比（30.5±4.7） s，t=6.19；

第 6 天：（16.3±4.1） s 比（32.4±8.5） s，t=3.41；第 7 天：

（16.2±3.7） s 比（29.2±5.9） s，t=3.73；均 P ＜ 0.05］，

在平台所在象限停留时间相比溶剂组显著增加

［（31.2±1.6）% 比（23.8±2.3）%；t=5.28，P ＜ 0.05］。



· 675 ·神经疾病与精神卫生 2019 年 7 月 20 日第 19 卷第 7 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， July 20，2019，Vol.19，No.7

  注：A 小鼠从入水点游到平台的潜时；B 小鼠在平台所在象限的停留时间

百分比；与对照组比较，aP ＜ 0.01；与 TBI+ 溶剂组比较，bP ＜ 0.05

图3 CB1受体拮抗剂对TBI引起的空间学习和记忆功能损伤的影响

4. CB1 受体拮抗剂对 TBI 引起的海马神经元
凋亡的影响：见图 4（见本期封三）。在对照组中，
神经元凋亡百分比为（4.91±0.82）%，TBI+ 溶剂组
为（20.03±2.37）%（t=12.06，P＜ 0.01），而在TBI后给
予CB1受体拮抗剂AM281，能显著降低神经元的凋
亡百分比［（8.83±2.13）% 比（4.91±0.82）%；t=7.03， 
P ＜ 0.01］。

5. CB1受体拮抗剂对TBI引起的海马脑区NR2B
表达降低的影响：见图 5。在对照组，NR2B的蛋白
相对表达水平为 1.01±0.09，而TBI+溶剂组相对表
达水平为 0.22±0.16（t=8.57，P＜ 0.01）；给予AM281
后，可以显著逆转TBI造成的NR2B表达水平降低

［（1.137±0.26）比（0.22±0.16）；t=5.52， P＜0.05］。
讨论 本研究表明，通过抑制 CB1 受体可以使

脑损伤的最常见认知功能障碍，即空间学习和记忆
的损伤得到显著改善。此外，一种新型的 TBI 诱导
的海马依赖性空间学习和记忆障碍，对体内 ECs（谷
氨酰半胱氨酸合成酶， Glutamine cysteine synthetase）
有明显增加的作用。本研究结果表明，体内 TBI 诱
导的2-AG的增加会通过CB1受体降低海马内NMDA
受体亚基NR2B的表达，最终导致空间学习和记忆障
碍，通过 CB1 受体拮抗剂 AM281，可以显著改善 TBI
小鼠的空间学习和记忆能力，发挥神经保护作用。

本研究结果显示，TBI 后 CB1 的蛋白表达水平
在 TBI 术后 1、3 天，相比对照组显著增加，但是在第
7 天比对照组略有增加而差异无统计学意义。以上
结果说明 TBI 会影响海马脑区 CB1 的表达变化，在
第7天CB1的表达水平未恢复到对照组的表达水平，
略有增加，可能是与观察点的选择有关，应当在 7 d
后再取时间点（如第 14 天）取脑检测 CB1 蛋白的表
达水平进行验证；也有可能是由于 TBI 造成小鼠颅
脑损伤，虽然在术后小鼠有一定自我修复能力，但
是未能完全恢复，导致小鼠在第 7 天 CB1 蛋白表达
水平不能降低至对照组的水平，这一结果可以从水
迷宫及 TUNEL 染色中进行验证，即在第 7 天，TBI+
溶剂组小鼠相比对照组，仍存在空间记忆损伤和较
多凋亡的神经元等现象。

由 于 在 TBI 后 CB1 的 表 达 水 平 显 著 增 加，且
TBI 后小鼠的学习、记忆能力相比正常对照组小鼠
显著下降。为了验证增加的 CB1 在 TBI 后对小鼠学
习记忆功能的作用，给予 TBI 小鼠 CB1 受体拮抗剂
AM281，通过水迷宫检测小鼠对平台的寻找时间、
探索次数和百分比等发现，给予AM281，可以显著逆
转TBI的损害作用。同时，通过TUNEL染色标记海
马脑区的凋亡神经元，也发现TBI会显著促进神经元
的凋亡水平，而 AM281 能降低神经元的凋亡比例。

在本研究中发现，TBI 小鼠海马脑区的 NR2B 表
达水平显著降低，而给予 AM281 可以逆转 NR2B 表
达水平变化。以上结果提示 CB1 受体促进了 TBI 小
鼠学习和记忆功能损害，增加了海马脑区神经元的
凋亡比例，并且这种作用可能是由下游 NR2B 表达
变化所介导的。

  注；A NR2B 的蛋白表达条带；B 对 A 中 NR2B 蛋白表达水平的定量分析；

与对照组比较，aP ＜ 0.01；与 TBI+ 溶剂组比较，bP ＜ 0.01

图5 CB1受体拮抗剂对TBI引起的NMDA受体亚基NR2B表达降低

的影响
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有研究发现大麻素可以调控谷氨酸受体的表达
水平［18］，但是具体是如何调控的，目前没有定论。
在一项研究中，给予单酰甘油酯酶（monoacylglycerol 
lipase，MAGL）抑制剂 JZL184 可以逆转 TBI 诱导的
小鼠 NR2B 表达水平降低［19］，此研究结果与本研究
结论相反，可能是由于 MAGL 下游作用受体尚不明
确，该研究发现抑制 MAGL 后，产生的抗感染作用
和神经保护作用不仅仅只是由 CB1 或者 CB2 受体所
介导［20］。而拮抗CB1受体，只能部分阻断TBI后2-AG
诱导的神经保护作用［21］。

本研究也有一些限制性。首先，只检测了 TBI
对海马脑区 NR2B 的作用，而没有检测其他 NMDA
受体亚基的表达变化。其次，使用了 CB1 受体拮抗
剂 AM281 去探索 CB1 受体对 TBI 后小鼠空间学习记
忆能力的影响，而没有在更具有特异性的 CB1 敲除
动物上去进行验证。

总之，本研究发现了 CB1 受体参与 TBI 后小鼠
空间学习和记忆能力受损过程，给予 CB1 受体拮抗
剂可以逆转此损伤，此过程可能是由于 NMDA 受体
亚基 NR2B 所介导。此研究结果提示 CB1 受体可能
可以成为 TBI 诱导海马损伤的潜在靶点。
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