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慢性应激以一系列神经内分泌反应及由此引起的各种机

能和代谢的改变，是机体受到强烈刺激后产生的非特异性适

应反应[1]。长期应激会引起海马组织损伤，并进一步导致学习

和记忆功能受损[2]。多种神经递质及认知相关蛋白表达的改

变参与了慢性应激所致认知功能损害进程，如糖皮质激素、5-

羟色胺、磷酸化环磷酸腺苷（cAMP）反应元件结合蛋白

（p-CREB）和脑源性神经营养因子（BDNF）等均在慢性应激所

致认知功能损害过程中发挥了重要作用[3]。此外，慢性应激也

可以通过增强组蛋白去乙酰化酶的作用，引起海马组蛋白乙

酰化水平下降，并减少认知相关蛋白的转录，导致神经突触结

构和功能受损，使得认知功能受损[4]。而相关研究表明，丁酸

钠可作用于离体的大鼠脑组织，显著增加慢性不可预知应激

模型大鼠海马区域的组蛋白乙酰化水平[5]。因此，本研究拟建

立大鼠慢性应激模型并给予丁酸钠，观察其对模型大鼠空间

学习、记忆能力的影响并探讨相关机制，以期为慢性应激所致

认知功能损害提供一种新的治疗手段。

1 材料
1.1 仪器

DYY-6C型电泳仪、DYCZ-24D型垂直电泳槽、DYCZ-40D

型电转印系统（北京六一仪器厂）。

1.2 药品与试剂

丁酸钠原料药（美国Sigma公司，批号：20140810，纯度：≥

98.5％）；乙酰化组蛋白 H3（acH3）、acH4、p-CREB、CREB、

BDNF 和甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）多克隆抗体（美国

Millipore公司）；其他试剂为国产分析纯。

1.3 动物

SPF级SD大鼠，♂，体质量（200±20）g，由四川大学动物

实验中心提供，动物许可证号：SCXK（川）2008-119。大鼠饲养

于SPF环境，室温为（22±2）℃，湿度为50％～55％，昼夜节律

（12 h/12 h）。大鼠可自由饮食饮水，在适应环境1周后开始实验。

2 方法
2.1 分组与给药
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摘 要 目的：研究丁酸钠对慢性应激模型大鼠空间学习和记忆能力的影响。方法：将SD大鼠随机分为对照组（生理盐水）、模型

组（生理盐水）和丁酸钠低、中、高剂量组（50、100、200 mg/kg），每组14只。模型组和丁酸钠各剂量组大鼠给予21 d电击足底刺激，

每日1次，每次2 h，以复制慢性应激模型；在刺激前0.5 h ip相应药物。采用Morris水迷宫试验测试各组大鼠的空间学习记忆能力

（以逃避潜伏期为指标，连续测试5 d）；Western blot法检测海马组织中乙酰化组蛋白H3（acH3）、acH4、磷酸化环磷酸腺苷（cAMP）

反应元件结合蛋白（p-CREB）、脑源性神经营养因子（BDNF）的表达情况。结果：与对照组比较，模型组和丁酸钠各剂量组大鼠在

测试第2天开始逃避潜伏期明显延长（P＜0.05），acH3、acH4、p-CREB、BDNF表达均降低（P＜0.05）。与模型组比较，丁酸钠各剂

量组大鼠的逃避潜伏期缩短，其中高剂量组最明显（测试第2天开始差异有统计学意义）（P＜0.05）；acH3、acH4、p-CREB、BDNF表

达均增强（P＜0.05）。结论：丁酸钠可改善慢性应激造成的大鼠空间学习记忆能力下降，其机制可能是通过恢复大鼠海马区域的

组蛋白乙酰化水平，进而上调认知相关蛋白p-CREB、BDNF的表达来实现。
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Effects of Sodium Butyrate on Spatial Learning and Memory Ability in Chronic Stress Model Rats
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of sodium butyrate on spatial learning and memory ability in chronic stress model

rats. METHODS：SD rats were randomly divided into control group（normal saline），model group（normal saline）and sodium bu-

tyrate low-dose，medium-dose and high-dose groups（50，100，200 mg/kg）with 14 rats in each group. Model group and sodium

butyrate groups received plantar stimulation by electric shock for 21 d，once a day，2 h each time，to induce chronic stress model.

They were given relevant medicine ip 0.5 h before stimulation. Morris water maze test was adopted to test spatial learning and mem-

ory ability of rats（using escape latency as index，for consecutive 5 d）. Western blot assay was used to detect the expression of

acH3，acH4，cAMP，p-CREB and BDNF in hippocampus. RESULTS：Compared with control group，escape latency of model

group and sodium butyrate groups prolonged significantly on the second day （P＜0.05），and the expression of acH3，acH4，

p-CREB and BDNF decreased（P＜0.05）. Compared with model group，escape latency of sodium butyrate groups shortened，espe-

cially in high-dose group（there was statistical significance on the second day of test）（P＜0.05）；the expression of acH3，acH4，

p-CREB，and BDNF enhanced（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Sodium butyrate can improve chronic stress-induced the decrease of

spatial learning and memory ability，the mechanism of which may be recovering histone acetylation level of chronic stress rat hippo-

campus，and increasing cognitive related proteins such as p-CREB and BDNF.

KEYWORDS Sodium butyrate；Chronic stress；Rat；Learning；Memory；Related protein of cognition

··2233



China Pharmacy 2016 Vol. 27 No. 16 中国药房 2016年第27卷第16期

将SD大鼠随机分为5组，每组14只，分别为对照组、模型

组和丁酸钠低、中、高剂量组（50、100、200 mg/kg）。模型组和

丁酸钠各剂量组大鼠给予电击足底刺激，电击参数为脉冲电

压80 V，持续时间50 ms，每2～25 s之间随机发生1次；每日1

次，每次2 h，共21 d。每次实施刺激前0.5 h，丁酸钠各剂量组

大鼠 ip相应剂量的丁酸钠，而模型组和对照组大鼠 ip等体积

的生理盐水。分别于给药前和给药后 7、14、21 d称定各组大

鼠体质量。

2.2 Morris水迷宫测试大鼠逃避潜伏期

每日给药完毕后，将大鼠由 4个入水点分别放入水中 1

次，入水点的先后顺序随机产生。记录大鼠找到平台的时间，

即逃避潜伏期，可作为大鼠学习水平的依据。大鼠每次寻找

平台的时间设定为 120 s，时间结束后用木棍引导尚未找到平

台的大鼠到达平台，未找到平台的大鼠的逃避潜伏期记录为

120 s。所有大鼠上平台后停留20 s，使其通过观察周围环境记

住平台的位置，学习结束后放回笼中。本实验中定位导航试

验共进行了5 d，所有测试在每日同一时间完成。

2.3 Western blot法检测大鼠神经递质及认知相关蛋白表达

采用10％水合氯醛 ip麻醉大鼠（350 mg/kg），大鼠对疼痛

刺激无反应后迅速断头，用小止血钳小心剥离颅骨，取出脑组

织置于冰上，快速分离出大鼠双侧海马组织，分别置于标记好

的冻存管后立即放入液氮中暂存，待所有组织取完后统一放

入－80 ℃冰箱中保存。采用蛋白抽提试剂盒提取海马组织蛋

白，采用二喹啉甲酸（BCA）法对蛋白浓度进行检测，进行12％

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）及转膜；

分别加入适量稀释过的 acH3、acH4、p-CREB、CREB、BDNF和

GAPDH多克隆抗体后，4 ℃孵育过夜；常温下加入二抗，继续

孵育 2 h；显影、曝光后，分析各条带光密度值。除 p-CREB相

关表达量以其与CREB的光密度比值表示外，其余均以目的蛋

白与GAPDH光密度的比值表示。

2.4 统计学方法

所得数据均用SPSS 15.0软件进行分析。计量数据以x±s

表示，采用LSD、SNK检验进行分析。P＜0.05表示差异具有

统计学意义。

3 结果
3.1 各组大鼠体质量变化情况

各组大鼠在给药期间体质量均平稳增长。与对照组比

较，模型组和丁酸钠低、中剂量组大鼠给药 14、21 d的体质量

明显减轻（P＜0.05）。与模型组比较，丁酸钠中剂量组大鼠给

药21 d的体质量明显增加，丁酸钠高剂量组大鼠给药14、21 d

的体质量明显增加（P＜0.05）。这提示模型组大鼠较对照组大

鼠体质量增长缓慢，而丁酸钠各剂量组大鼠的体质量增长趋

势介于对照组和模型组之间，且具有剂量依赖性。各组大鼠

体质量变化情况见表1。

3.2 各组大鼠空间学习和记忆能力检测结果

定位导航实验第1天，各组大鼠逃避潜伏期间差异无统计

学意义（P＞0.05）。从第 2天开始，模型组大鼠逃避潜伏期明

显长于对照组（P＜0.05）；与模型组比较，丁酸钠各剂量组大鼠

逃避潜伏期均有一定程度的缩短，其中第2天的高剂量组，第3

天的中、高剂量组及第4、5 天的低、中、高剂量组大鼠逃避潜伏

期均明显短于模型组（P＜0.05）。这提示丁酸钠对慢性应激模

型大鼠空间学习和记忆能力具有明显的改善作用。各组大鼠

逃避潜伏期测试结果见表2。

表1 各组大鼠体质量变化情况（x±±s，n＝14，g）

Tab 1 Changes of body weight of rats in each group（ x±±s，

n＝14，g）

组别

对照组
模型组
丁酸钠低剂量组
丁酸钠中剂量组
丁酸钠高剂量组

给药时间
0 d

225.38±30.49

221.05±28.20

228.04±27.25

226.08±26.31

223.68±24.82

7 d

260.23±28.33

238.43±25.00

239.98±27.25

242.97±29.71

247.62±26.76

14 d

289.12±33.76

252.98±29.30＊

258.33±28.15＊

262.27±31.36＊

271.22±29.82#

21 d

317.38±25.57

261.85±28.33＊

276.74±29.83＊

285.08±30.28＊#

301.76±27.24#

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

表2 各组大鼠逃避潜伏期测试结果（x±±s，n＝14，s）

Tab 2 Results of escape latent period in rats of each group

（x±±s，n＝14，s）

组别

对照组
模型组
丁酸钠低剂量组
丁酸钠中剂量组
丁酸钠高剂量组

测试时间
1 d

78.72±11.65

82.76±10.53

82.72±9.52

81.17±10.12

81.21±8.36

2 d

44.73±7.41

79.17±8.32＊

76.27±9.30＊

71.22±8.85＊

65.06±6.34＊#

3 d

27.24±3.15

61.15±8.71＊

60.19±8.78＊

52.07±6.36＊#

44.42±6.72＊#

4 d

20.42±3.76

54.51±6.42＊

38.73±4.56＊#

33.81±4.26＊#

28.24±3.78＊#

5 d

13.57±2.78

39.15±3.24＊

28.43±3.41＊#

26.55±4.83＊#

19.76±2.45＊#

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

3.3 各组大鼠海马组织中 acH3、acH4、p-CREB和BDNF含

量检测结果

与对照组比较，模型组和丁酸钠各剂量组大鼠海马组织

中 acH3、acH4、p-CREB、BDNF（丁酸钠高剂量组除外）表达均

降低（P＜0.05）。与模型组比较，丁酸钠低、中、高剂量组大鼠

海马组织中 acH3、acH4、p-CREB、BDNF 表达均增强（P＜

0.05）。各组大鼠海马组织中 acH3、acH4、p-CREB和BDNF表

达的电泳图见图1，检测结果见表3。

4 讨论
随着社会经济的快速发展及生活节奏的加快，紧急突发

事件、心理紧张及各种压力所引起的机体应激反应逐渐增多[6]。

研究表明，当人们长期处于慢性应激状态时，其学习和记忆能

力明显下降[7]。海马是慢性应激致损的主要靶区，与学习及记

忆功能密切相关，而Morris水迷宫是研究与海马相关的空间

学习和记忆功能的经典模型[8]。因此，本研究通过电击足底刺

激的方式建立大鼠慢性应激模型，并采用Morris水迷宫试验

图 1 各组大鼠海马组织中 acH3、acH4、p-CREB和BDNF表

达的电泳图

Fig 1 Electrophoretogram of the expression of acH3，acH4，

p-CREB and BDNF in hippocampus of rats in each

group
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评价丁酸钠对该模型大鼠的影响。研究结果表明，丁酸钠对

慢性应激模型大鼠空间学习和记忆能力具有明显的改善作

用。此外，通过对模型大鼠体质量的分析结果发现，模型组大

鼠体质量增长明显低于对照组，提示慢性应激造成了大鼠的

抑郁样行为，与文献[9]结果相一致，而丁酸钠各剂量组大鼠体

质量的增长速度要快于模型组。

慢性应激可以引起海马组织中组蛋白乙酰化水平下降，

从而减少认知相关蛋白的转录，最终导致神经功能受损和认

知功能下降[10]。免疫沉淀研究发现，影响多种基因转录启动子

的组蛋白乙酰化部位在 H3、H4位置，所以本文检测 acH3、

acH4的表达来反映组蛋白乙酰化的水平[11]。丁酸钠属于非选

择性组蛋白去乙酰化酶抑制剂，可以抑制Ⅰ型和Ⅱa型组蛋白

去乙酰化酶的活性[12]。本研究发现，丁酸钠可以使慢性应激模

型大鼠海马 acH3、acH4蛋白水平均明显增加，这与Barichello

T等[13]的研究结果一致。此外，慢性应激所致学习及记忆功能

受损与脑内营养因子的表达减少密切相关[14]。BDNF是维持

神经元功能、再生修复及重塑的重要因子，当长期处于慢性应

激状态时，大鼠海马区BDNF表达明显降低[15]。本研究结果表

明，模型组大鼠海马区BDNF水平明显低于对照组，与上述研

究结果一致；而丁酸钠各剂量组大鼠海马区BDNF表达显著增

加。Rosa E等[16]的研究表明，BDNF表达的下调与CREB信号

通路有关；只有当CREB在Ser133位点处被磷酸化后，才能与

cAMP结合，从而诱导BDNF的转录。在本实验中发现，慢性

应激可以使大鼠海马区p-CREB表达减少，而丁酸钠可以拮抗

应激状态下 p-CREB 的减少，从而使 BNDF 表达增加。以上

结果提示，丁酸钠对慢性应激模型大鼠空间学习和记忆能力

的改善作用可能与增加 acH3、acH4、p-CREB和BDNF的表达

有关。

综上所述，丁酸钠对慢性应激模型大鼠的空间学习和记

忆能力具有改善作用，其机制可能是通过恢复慢性应激大鼠

海马区域的组蛋白乙酰化水平，进而上调认知相关蛋白如

p-CREB、BDNF 的表达来实现，其详细机制尚需进一步研究

证实。
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表 3 各组大鼠海马组织中 acH3、acH4、p-CREB和BDNF表

达的检测结果（x±±s，n＝14）

Tab 3 The expression of acH3，acH4，p-CREB and BDNF

in hippocampus of rats in each group（x±±s，n＝14）

组别
对照组
模型组
丁酸钠低剂量组
丁酸钠中剂量组
丁酸钠高剂量组

acH3/GAPDH

0.82±0.13

0.24±0.03＊

0.43±0.06＊#

0.51±0.08＊#

0.66±0.11＊#

acH4/GAPDH

1.21±0.15

0.70±0.09＊

0.93±0.12＊#

0.91±0.11＊#

1.05±0.14＊#

p-CREB/CREB

1.03±0.08

0.42±0.05＊

0.57±0.07＊#

0.75±0.09＊#

0.83±0.06＊#

BDNF/GAPDH

0.76±0.05

0.32±0.04＊

0.43±0.04＊#

0.55±0.06＊#

0.72±0.05#

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05
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