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海马 ICAM5对小鼠饮酒行为的影响及机制研究

胡佳佳,杨转芳,孙喜喆,袁娟娟,程　 燕,张　 宇,殷丽天∗

(山西医科大学基础医学院生理学系,细胞生理学教育部重点实验室,太原　 030001)

　 　 【摘要】 　 目的　 分析小鼠海马组织中 ICAM5 对小鼠饮酒偏好、运动能力等行为的影响,并分析其可能的作
用机制。 方法　 选取 8 周龄 C57BL / 6J 雄性小鼠,随机将小鼠分为饮水组和饮酒组,建立双瓶饮酒模型。 检测
ICAM5在小鼠内侧前额叶皮层、海马及杏仁核脑区的表达改变。 构建 ICAM5 过表达腺相关病毒,通过脑立体定位
方法注射至海马脑区。 通过免疫荧光技术和 Western

 

blot检测海马组织 ICAM5的蛋白表达水平。 通过旷场实验、
条件位置偏爱实验和翻正反射实验,观察小鼠对酒精的偏好性以及 ICAM5 对小鼠行为的影响。 通过 Western

 

blot
检测分析树突棘 F-actin / G-actin比值,高尔基染色方法检测树突棘形态。 结果 　 在双瓶饮酒模型中,与饮水组相
比,饮酒组小鼠海马脑区 ICAM5的表达显著下降(P<0. 001)。 结果显示,通过荧光显微镜观察到 ICAM5在小鼠海
马脑区特异性表达。 在旷场实验中,AAV-ICAM5组小鼠较对照组小鼠在旷场中心位置停留时间(P<0. 01)和运动
距离明显增加(P<0. 001)。 在 CPP 实验中,测试期 AAV-ICAM5小鼠在伴药箱的停留时间较对照组小鼠明显降低
(P<0. 001)。 在 LORR实验中,过表达 ICAM5可以明显降低小鼠镇静潜伏期(P<0. 01),但同时显著缩短镇静作用
的持续时间(P< 0. 001)。 与 AAV-mCherry + Water 组相比,饮酒后小鼠海马 F-actin / G-actin 比值显著升高(P<
0. 01),而 ICAM5过表达后这一比值显著降低(P<0. 001)。 与 AAV-mCherry+Water 组相比,饮酒后小鼠海马 CA1
区树突棘密度增加(P<0. 001),但是 AAV-ICAM5+Alcohol 组树突棘密度显著降低(P<0. 01)。 结论　 海马 ICAM5
可能通过调节细胞骨架蛋白的表达,形成树突棘结构可塑性改变,最终引起小鼠饮酒和运动行为的改变。

【关键词】 　 酒精依赖;ICAM5;海马;树突棘结构;CPP 模型
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　 　 【 Abstract】 　
 

Objective 　 We
 

investigated
 

the
 

effects
 

of
 

ICAM5
 

in
 

the
 

hippocampus
 

on
 

the
 

alcohol
 

drinking
 

preference
 

of
 

mice,
 

and
 

the
 

potential
 

mechanisms.
 

Methods 　 An
 

alcohol
 

two-bottle
 

choice
 

model
 

was
 

developed
 

in
 

8-
week-old

 

male
 

C57BL / 6J
 

mice,
 

which
 

were
 

randomly
 

divided
 

to
 

two
 

groups:
 

water
 

group
 

and
 

alcohol
 

group.
 

The
 

protein
 

expression
 

of
 

ICAM5
 

in
 

the
 

hippocampus,
 

amygdala,
 

and
 

medial
 

prefrontal
 

cortex
 

was
 

detected.
 

An
 

ICAM5-overexpressing
 

adeno-associated
 

virus
 

was
 

constructed
 

and
 

injected
 

into
 

the
 

hippocampus
 

by
 

stereotaxic
 

method.
 

The
 

expression
 

level
 

of
 

ICAM5
 

protein
 

in
 

the
 

hippocampus
 

was
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

and
 

Western
 

blot.
 

We
 

then
 

detected
 

the
 

alcohol
 

preference
 

and
 

locomotor
 

activity
 

of
 

mice
 

with
 

a
 

conditioned
 

place
 

preference
 

(CPP)
 

experiment,
 

open
 

field
 

test,
 

and
 

loss-
of-righting

 

reflex
 

test.
 

Western
 

blot
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

neuron
 

F-actin / G-actin
 

ratio.
 

Using
 

Golgi
 

staining,
 

the
 



morphology
 

of
 

dendritic
 

spines
 

was
 

identified.
 

Results　 The
 

expression
 

of
 

ICAM5
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

alcohol
 

two-bottle
 

choice
 

model
 

mice
 

in
 

the
 

alcohol
 

group
 

was
 

considerably
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

water
 

group (P< 0. 001).
 

The
 

specific
 

expression
 

of
 

ICAM5
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

mice
 

was
 

observed
 

by
 

fluorescence
 

microscopy.
 

In
 

the
 

open
 

field
 

experiment,
 

the
 

staying
 

time
 

and
 

moving
 

distance
 

of
 

the
 

AAV-ICAM5
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

those
 

of
 

the
 

control
 

group
 

( P < 0. 01).
 

In
 

the
 

CPP
 

experiment,
 

the
 

residence
 

time
 

of
 

AAV-ICAM5
 

mice
 

in
 

the
 

alcohol-paired
 

compartment
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

control
 

mice
 

( P < 0. 001).
 

In
 

the
 

loss-of-righting
 

reflex
 

experiment,
 

overexpression
 

of
 

ICAM5
 

significantly
 

reduced
 

sedation
 

latency
 

(P < 0. 01),
 

but
 

significantly
 

shortened
 

the
 

duration
 

of
 

sedation
 

(P<0. 001).
 

Compared
 

with
 

AAV-mCherry + Water
 

group,
 

the
  

ratio
 

of
 

F-actin / G-actin
 

in
 

the
 

hippocampus
 

was
 

significantly
 

increased
 

after
 

drinking
 

( P < 0. 01 ),
 

but
 

after
 

ICAM5
 

overexpression,
 

their
 

F-actin / G-actin
 

ratio
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P< 0. 001).
 

Compared
 

with
 

AAV-mCherry + Water
 

group,
 

the
  

density
 

of
 

dendritic
 

spines
 

in
 

the
 

hippocampal
 

CA1
 

region
 

was
 

increased
 

(P<0. 001),
 

but
 

the
 

density
 

of
 

dendritic
 

spines
 

in
 

the
 

AAV-ICAM5+Alcohol
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 01).
 

Conclusions　 ICAM5
 

modulated
 

the
 

expression
 

of
 

cytoskeleton
 

proteins
 

to
 

change
 

the
 

structural
 

plasticity
 

of
 

dendritic
 

spines,
 

which
 

contributed
 

to
 

alcohol-drinking
 

and
 

locomotor
 

behavioral
 

changes
 

in
 

mice.
【Keywords】　 alcohol

 

dependence;
 

ICAM5;
 

hippocampus;
 

dendritic
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structure;
 

CPP
 

model
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　 　 酒精可能是最常被使用的成瘾物质,酒精依赖
(成瘾)是多种疾病的高危因素,引起如心血管疾
病、多种消化道疾病、记忆力下降及神经系统的不
可逆障碍等,还会引发心理疾病[1] 。 酒精依赖体现
为强迫性饮酒、对酒精的长期需求和戒断后渴求。
目前,对于酒精依赖的神经作用机制仍不清楚,也
尚无有效的治疗手段[2] 。
酒精的病理生理学机制是神经系统的适应性

改变,这一复杂的过程与特定脑区突触结构和功能
可塑性改变有关,海马是药物成瘾和复发中的关键
脑区。 结构可塑性在形态上表现为突触数量和密
度的增减、突触类型的变化和树突棘形态的多样性
变化等[3] 。 树突棘内含高浓度的肌动蛋白,而肌动
蛋白的变化会造成树突棘形态结构的改变[4] 。
细胞 间 粘 附 分 子 5 ( intercellular

 

adhesion
 

molecule
 

5, ICAM5 ) 属 于 免 疫 球 蛋 白
(immunoglobulin,Ig)超家族,在脑组织兴奋性神经
元的胞体、树突轴和树突丝 /棘中表达[5-6] 。 在神经
系统中,ICAM5 参与免疫和神经发育功能,是细胞
间隙调节突触形成的关键分子。 ICAM5 是树突棘
成熟的负性调控分子[7] ,其表达量和功能活性与树
突丝的形成和树突棘的成熟密切相关,调节树突棘
的发育、突触可塑性、神经环路形成以及情感与学
习记忆[8] 。 但其在药物以及酒精依赖中的作用及
相关作用机制仍不清楚。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物
　 　 由于小鼠性别差异、便于控制和避免混淆等因

素,选用 SPF 级 8 周龄 C57BL / 6J 雄性小鼠 ( n =
60),体重 20 ~ 25

 

g,购自斯贝福(北京)生物技术有
限公司[SCXK(京)2019-0010],适应 1 周后进行手
术或检测。 所有小鼠饲养于山西医科大学生理学
系 SPF级动物房[ SYXK(京) 2019 - 0030],控制温
度(22±1)℃ ,昼夜循环 12

 

h / 12
 

h(关灯:19 ∶00),自
由进食和饮水,动物设施和饲养符合动物保护原
则。 所有动物实验均按照中国太原山西医科大学
伦理委员会的指导方针进行(2021-024),实验过程
中遵循 3R原则。
1. 2　 主要试剂与仪器
　 　 腺相关病毒(AAV-ICAM5)(上海和元生物技术
股份有限公司);ICAM5 抗体(英国 Abcam 公司,货
号:AB232785);HRP-山羊抗兔 IgG(上海爱必信生
物科技有限公司,货号:abs20040ss);F-actin / G-actin

 

in
 

vivo
 

assay
 

kit (美国 Cytoskeleton 公司,货号:
BK037);FD

 

Rapid
 

GolgiStainTM
 

Kit (美国 FD
 

Neuro
 

Technologies公司,货号:PK401);超敏 ECL 化学发
光液、BCA蛋白浓度测定试剂盒(武汉博士德生物
工程有限公司,批号:17L12B71、17K01A46);无水
乙醇、甲醇(天津市致远化学试剂有限公司,批号:
20230901、20230801)。

PVDF膜(德国 Merk
 

millipore 公司);脑立体定
位仪(深圳瑞沃德生命科技股份有限公司);电泳
仪、电泳槽、半干转印槽、凝胶成像系统(美国 Bio-
Rad公司);荧光显微镜(日本 Olympus 公司);旷场
实验设备(成都泰盟软件有限公司);条件性位置偏
爱箱系统(安徽正华生物仪器设备有限公司);冰冻
切片机(德国 Leica公司)。
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1. 3　 实验方法
1. 3. 1　 双瓶选择饮酒模型构建
　 　 将 12 只小鼠随机分为饮水组( water

 

group)和
饮酒组(alcohol

 

group),每组 6只。 期间每只小鼠单
笼喂养,先喂养 1 周使小鼠适应环境,在此期间,每
只鼠笼上放置两个大小相同的饮水瓶,第 7天时,将
两个瓶子的剩余水量进行记录并计算出每只小鼠

单瓶饮水量,排除存在饮水位置偏好小鼠。 实验期
间,饮酒组放置外观相同的饮水瓶和饮酒瓶各 1个,
饮酒瓶中的酒精浓度每 4

 

d 升高或更换 1 次,酒精
浓度依次为 2. 5%、5%、10%、20%,最终在饮水组随
机抓取 3只小鼠,饮酒组中选取 3 只饮酒量 24

 

h 内
大于 10

 

g / kg以及酒精偏好率>60%的小鼠用于后
续实验。 这是双瓶选择模型筛选的通用方式,计算
小鼠酒精饮用量即在 24

 

h内小鼠酒精饮用量 /小鼠
体重;酒精偏好率即小鼠饮用酒精溶液 /总液体饮
用量。
1. 3. 2　 9%慢性酒精暴露模型
　 　 将 48 只小鼠随机分为 4 组,分别为 AAV-
mCherry+Water 组、AAV-mCherry +Alcohol 组、AAV-
ICAM5+Water组和 AAV-ICAM5+Alcohol组,每组 12
只。 期间 AAV-mCherry + Water 组和 AAV-ICAM5 +
Water 组正常饮水, AAV-mCherry + Alcohol 组和
AAV-ICAM5+Alcohol 组每只鼠笼上放置外观相同
的饮酒瓶,酒精浓度为 9%[9] ,饮酒瓶每 4

 

d 更换 1
次,持续 30

 

d。
1. 3. 3　 Western

 

blot检测
　 　 小鼠海马、内侧前额叶皮层和杏仁核组织在蛋
白裂解液(RIPA

 

Buffer)中匀浆,并且添加蛋白酶抑
制剂混合物。 样品采用超声波破碎机均质,4

 

℃ ,
14

 

000
 

r / min离心 30
 

min。 收集上清,采用 BCA 蛋
白测定试剂盒测定蛋白含量。 然后将组织裂解液
依次经 SDS-PAGE 处理、转 PVDF 膜、封闭、孵育一
抗、孵育二抗后,使用超敏 ECL 化学发光液制备印
迹,用凝胶成像系统分析密度测定数据。
1. 3. 4　 脑立体定位手术
　 　 随机将小鼠分为对照组(control

 

group)和 AAV-
ICAM5 组。 腺相关病毒 ( pAAV ) 构建于 pAAV-
hSyn-ICAM5-3 × Flag-P2A-mCherry-tWPA 质粒中。
小鼠麻醉后固定于立体定位装置。 以 0. 1

 

μL / min
的速度,将总体积为 0. 8

 

μL的 pAAV以双侧方式注
射到 AAV-ICAM5 组小鼠海马区( - 1. 98

 

mm 前后
(AP),±1. 5

 

mm 中外侧,-1. 8
 

mm 背腹侧( DV))。

每次注射后,针留在原地 10
 

min。
1. 3. 5　 冰冻切片
　 　 病毒注射 3 周后,用 4%多聚甲醛溶液对小鼠
进行心脏灌注,取脑,在蔗糖溶液中进行梯度脱水,
将脱水后的脑组织用包埋剂固定在托盘上,放入
-22

 

℃冰冻切片机中进行切片,贴在载玻片上,滴加
抗荧光衰减剂,封片,在荧光显微镜下观察并拍照。
1. 3. 6　 旷场实验
　 　 将小鼠放置在一个正方体黑色塑料箱(50

 

cm×
50

 

cm)中,使其自由探索 5
 

min。 使用行为学实验
系统记录并分析小鼠总运动距离、中心区停留的时
间和运动距离、中心区停留时间所占比例和外周区
域运动时间。
1. 3. 7　 条件位置偏爱(conditioned

 

place
 

preference,
CPP)实验
　 　 CPP 调节装置是一个长方形的箱子,由两个颜
色和质地不同的独立的调节隔间(32

 

cm×25
 

cm×32
 

cm)组成,由一个可移动的门(8
 

cm×25
 

cm)隔开。
两个隔间通过墙的颜色(黑与白)和地板的纹理(条
纹与虚线)来区分。 实验包括以下 3 个阶段:预适
应期(第 1天),抽出 CPP 中间箱中的隔板,小鼠在
A、B两箱之间自由探索 15

 

min,根据停留时间将小
鼠非偏爱侧作为伴药箱;训练期(第 2 ~ 5 天),4 轮
训练;测试期(第 6 天)抽出隔板,记录小鼠在 A、B
箱停留的时间 15

 

min,比较各组 CPP 分数。 CPP 分
数的计算方法是用在伴药箱中花费的时间减去在

非伴药箱中花费的时间。
1. 3. 8　 翻正反射 ( lose

 

the
 

righting
 

reflex, LORR)
实验

　 　 给小鼠腹腔注射 25%的酒精 3. 5
 

g / kg,并立即
放入空笼中。 当小鼠出现共济失调并停止运动至
少 30

 

s时,至翻正反射消失,这一段时间称为失去
翻正反射的潜伏期(latency

 

to
 

lose
 

the
 

righting
 

reflex,
L-LORR)。 然后将小鼠腹部向上放置,观察小鼠翻
转身体(腹部向下的体位)的次数,在 1

 

min 内恢复
正常体位 3次,即被认定为从酒精作用中恢复,这段
时间为恢复时间,可反应酒精镇静持续时间
(duration

 

of
 

lose
 

the
 

righting
 

reflex,D-LORR)。 记录
动物失去翻正反射所需的时间和从酒精作用中恢

复的时间。
1. 3. 9　 细胞骨架蛋白检测(F-actin / G-actin比值)
　 　 采用丝状肌动蛋白 /球状单体肌动蛋白
( filamentous

 

actin / globular
 

actin,F-actin / G-actin)检
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测试剂盒,将每只小鼠的脑组织匀浆置于 LAS2 缓
冲液中。 裂解液在 4

 

℃ ,20
 

000
 

r / min 下离心 1
 

h,
生成含有 G-actin的上清。 沉淀物重悬于等量的 F-
actin解聚缓冲液( LAS2)中,在冰上孵育 1

 

h,每 15
 

min轻轻混匀 1次,然后在 20
 

000
 

r / min中 4
 

℃离心
30

 

min,得到含有 F-actin的上清液。 之后用Western
 

blot方法检测,使用凝胶成像系统分析密度测定
数据。
1. 3. 10　 高尔基染色实验
　 　 染色过程按照说明书进行。 小鼠用 1%戊巴比
妥钠(i. p. ,50

 

mg / kg)麻醉,然后迅速切除小鼠的大
脑。 将脑组织浸泡在 A、B 两种溶液等量混合制成
的浸渍溶液中,室温避光保存 2 周。 将组织转移到
溶液 C中,在黑暗中再储存 5

 

d。 脑组织在异戊烷
中浸泡后置于-80

 

℃ 。 将脑组织切成 100
 

μm 冷冻
切片,用于显微镜观察。 对于树突棘的分析,显微
镜采集图像,使用 Image

 

J(NIH)计算每 10
 

μm树突

长度的棘数为脊柱密度。
1. 4　 统计学方法
　 　 采用 SPSS

 

25. 0统计学软件进行数据分析,实验
数据均采用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 双瓶选择模
型实验采用双因素重复测量方差分析,两组间比较采
用独立样本 t 检验。 CPP 检验的数据采用单因素方
差分析,考虑时间或运动距离作为实验因素。 CPP 评
分采用学生 t 检验。 Western

 

blot 数据采用单因素方
差分析。 采用双尾 t检验分析 F-actin / G-actin蛋白水
平。 在组间比较用 Tukey’s

 

Post
 

Hoc检验进行。 以 P
<0. 05为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 小鼠饮酒量及酒精偏好
　 　 小鼠随机分为饮水组、饮酒组,每组 6 只,如图
1为双瓶选择实验的流程图。 随着饮酒浓度的升
高,饮酒组小鼠的饮酒量逐渐增加。

图 1　 小鼠双瓶选择模型流程图
Figure

 

1　 Flow
 

chart
 

of
 

alcohol
 

two-bottle
 

choice
 

mice
 

model

2. 2　 小鼠不同脑区中 ICAM5的蛋白表达情况
　 　 通过 Western

 

blot 实验分析饮水组和饮酒组小
鼠内侧前额叶皮层 ( prefrontal

 

cortex, PFC)、海马
(hippocampus, Hip)和杏仁核 ( amygdala, Amy)中
ICAM5的蛋白表达情况。 结果显示,与饮水组相
比,饮酒组小鼠 ICAM5在海马脑区的表达水平显著
降低(P< 0. 001);在前额叶皮层,ICAM5 的表达量
有下降趋势(P = 0. 7744);在杏仁核两组无统计学
差异(P= 0. 9220)(图 2)。
2. 3　 海马注射 AAV-ICAM5定位及表达情况
　 　 通过病毒注射,在小鼠海马中特异性过表达
ICAM5 蛋白。 在小鼠海马中注射由 hSyn 启动子驱
动的携带 ICAM5的 AAV构建体(图 3A、3B)。 小鼠
双侧海马立体定位注射 AAV腺相关病毒 3周以后,
在荧光显微镜下观察到海马脑区有明显的红色荧

光,并且周围其他脑区无红色荧光,表明 ICAM5 可
以在海马脑区特异性表达 ICAM5。 通过蛋白免疫
印迹实验,进一步检测 ICAM5 蛋白水平的变化,与
对照组相比,注射病毒后小鼠海马脑区 ICAM5 的表
达水平显著升高(P<0. 01)(图 3C、3D)。

注:与饮水组比较,
 ∗∗∗P<0. 001。

图 2　 ICAM5在饮水组和饮酒组小鼠不同脑区的蛋白
表达情况( 􀭰x±s,n= 3)

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

water
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

2　 Expression
 

of
 

ICAM5
 

protein
 

in
 

different
 

brain
 

regions
 

of
 

mice
 

in
 

water
 

group
 

and
 

alcohol
 

group
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2. 4　 ICAM5减弱小鼠焦虑样情绪

注:A:构建 AAV-ICAM5质粒的结构图;B:小鼠脑立体定位注射病毒 3周后小鼠海马荧光表达情况;C:蛋白表达图;D:定量结果。 与对照

组比较,
 ∗∗P<0. 01。

图 3　 小鼠海马脑区立体定位注射后 ICAM5蛋白表达情况( 􀭰x±s,n= 3)
Note.

 

A,
 

Structure
 

map
 

of
 

AAV-ICAM5
 

plasmid
 

was
 

constructed.
 

B,
 

Fluorescence
 

expression
 

in
 

hippocampus
 

of
 

mice
 

after
 

3
 

weeks
 

of
 

stereotaxic
 

injection
 

of
 

virus.
 

C,
 

Protein
 

expression
 

of
 

ICAM5.
 

D,
 

Quantitative
 

results.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

3　 Expression
 

of
 

ICAM5
 

protein
 

in
 

hippocampus
 

of
 

mice
 

after
 

stereotaxic
 

injection

注:A:旷场实验轨迹图;B:中心停留时间;C:中心运动距离;D:运动总距离。 与对照组比较,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001。

图 4　 过表达 ICAM5对小鼠自主探索行为的影响( 􀭰x±s,n= 10)
Note.

 

A,
 

Track
 

in
 

open
 

field
 

test.
 

B,
 

Time
 

in
 

center.
 

C,
 

Distance
 

in
 

center.
 

D,
 

Total
 

distance
 

traveled.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<

0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

overexpression
 

of
 

ICAM5
 

of
 

locomotion
 

activity
 

in
 

mice

　 　 通过旷场轨迹热图可以明显看出,对照组小鼠
在中位置的运动轨迹较四周稀疏,而 AAV-ICAM5
组小鼠在各区域运动轨迹几乎一致,热图颜色分布
较均匀,表明 ICAM5可以增加小鼠对新鲜环境的探
索欲望。 AAV-ICAM5 组小鼠较对照组在旷场中心
位置停留时间(P<0. 01)和运动距离明显增加(P<

0. 001),表明 ICAM5 可以减弱小鼠焦虑样情绪;两
组的运动总距离没有差异,ICAM5 对小鼠的运动能
力没有影响(图 4)。
2. 5　 ICAM5可减少酒精诱导的 CPP奖赏效应
　 　 根据预适应期测试结果,将过度偏好某一侧的
小鼠剔除,对照组和 AAV-ICAM5 组小鼠的 CPP 评
分差异无统计学意义。 训练期后,观察到两组小鼠
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在伴药箱停留时间均显著增加,酒精诱导出对伴药
箱的显著偏好,表明腹腔注射 2

 

g / kg 酒精可以引起
明显的酒精奖赏效应,模型制备成功。 在测试期观
察到 AAV-ICAM5组小鼠 CPP 评分较对照组小鼠明
显降低(F1,44 = 13. 41,P<0. 001),提示 ICAM5 会干
扰酒精奖赏效应与特定环境关联的形成(图 5)。
2. 6　 ICAM5减弱酒精的镇静作用
　 　 采用 LORR实验测试酒精对小鼠的镇静作用。
结果显示,过表达 ICAM5可以明显降低小鼠的镇静
潜伏期( lantency) (P<0. 01,图 6A),但同时也显著
缩短了镇静作用的持续时间( duration) (P<0. 001,
图 6B)。 这些结果表明 ICAM5 可以减弱酒精引起
的镇静作用。
2. 7　 ICAM5对小鼠海马组织中肌动蛋白的影响
　 　 细胞骨架肌动蛋白是树突棘的重要组成部分,

突触结构和功能的可塑性的改变源于肌动蛋白细

胞骨架动力学驱动,其中 F-actin / G-actin 比值可以
反应神经元树突棘的结构改变[10-11] 。 在慢性饮酒
模型后,利用 Western

 

blot技术检测 4组小鼠海马组
织中骨架蛋白 F-actin / G-actin 相对表达量。 如图 7
所示,4个组之间小鼠海马组织中 F-actin / G-actin相
对表达量存在显著差异(F3,8 = 15. 65,P<0. 01)。 与
AAV-mCherry+Water 组相比,AAV-mCherry+Alcohol
组 F-actin / G-actin 比值显著升高(P < 0. 01);而在
ICAM5 过表达后, AAV-ICAM5 + Alcohol 组小鼠 F-
actin / G-actin比值显著降低(P<0. 001)。
2. 8　 ICAM5可调节海马神经元可塑性变化
　 　 如图 8 检测小鼠海马 CA1 区树突棘密度结果
显示,各组间有显著差异(F3,20 = 12. 09,P<0. 001)。
AAV - mCherry + Alcohol组树突棘密度 ( 1 3 . 6 4 ±

注:与对照组比较,
 ∗∗∗P<0. 001。

图 5　 过表达 ICAM5对小鼠条件性
位置偏爱的影响( 􀭰x±s,n= 12)

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

5　 Effect
 

of
 

overexpression
 

of
 

ICAM5
 

on
 

conditioned
 

place
 

preference
 

in
 

mice

注:与对照组比较,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001。

图 6　 ICAM5对小鼠翻正反射的影响( 􀭰x±s,n= 11)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

6　 Effect
 

of
 

ICAM5
 

on
 

LORR
 

behavior
 

in
 

mice

注:A:蛋白表达图;B:定量结果。 与 AAV-mCherry+Alcohol组比较,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001。

图 7　 ICAM5调节酒依赖小鼠海马中细胞骨架蛋白变化( 􀭰x±s,n= 3)
Note.

 

A,
 

Protein
 

expression
 

of
 

Actin.
 

B,
 

Quantitative
 

results.
 

Compared
 

with
 

AAV-mCherry+Alcohol
 

group,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

7　 ICAM5
 

regulates
 

cytoskeletal
 

protein
 

changes
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

alcohol-dependent
 

mice
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注:A:高尔基染色海马树突棘染色图;B:定量结果。 与 AAV-mCherry+Alcohol组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001。

图 8　 ICAM5对饮酒后海马树突棘密度的影响( 􀭰x±s,n= 6)
Note.

 

A,
 

Golgi
 

staining
 

Staining
 

of
 

hippocampal
 

dendritic
 

spines.
 

B,
 

Quantitative
 

results.
 

Compared
 

with
 

AAV-mCherry+Alcohol
 

group,
  ∗P<

0. 05,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

8　 ICAM5
 

affects
 

hippocampal
 

dendrite
 

spine
 

density
 

after
 

alcohol
 

drinking

0. 80) / 10
 

μm 显著高于 AAV-mCherry + Water 组
(9. 21±1. 78) / 10

 

μm(P<0. 001);而在 ICAM5 过表
达后,AAV-ICAM5+Alcohol 组小鼠树突棘密度显著
降低(10. 05±0. 75) / 10

 

μm(P<0. 01)。

3　 讨论

　 　 酒精在世界各地被广泛使用,并在社会中被许
多人所接受。 但是,酒精也是全球疾病负担的主要
风险因素,并导致大量人群健康状况和生活质量下
降[12] 。 根据 2016 年世界卫生组织报告,全球因酒
精有害使用致残和死亡人数分别占总死亡人数的

5. 1%和 5. 3%,在 20 ~ 39 岁年龄段中,约 13. 5%的
死亡原因为酒精所引起[13] 。 酒精依赖或酒精成瘾
是一种以反复过量饮酒为特征的复杂行为障碍,最
终导致对饮酒失去控制,产生耐受性和依赖性[14] 。
酒精成瘾导致大量精神疾病,如阿尔茨海默病、癫
痫等,对神经中枢系统的影响不可忽视[15] 。 尽管最
近对酒精生物作用的了解有所进展,但对酒精的许
多分子靶点和酒精对行为的影响背后的机制仍然

知之甚少。 酒精成瘾显著影响大脑的结构、功能和
神经化学方面,特别是奖赏环路,如伏隔核、杏仁
核、海马和内侧前额叶皮层等,这些区域在成瘾的
发展和延续中起着重要作用。 其中海马是大脑中
成瘾记忆形成和巩固的关键区域,海马 CA1 区在记
忆和空间认知方面起着关键作用,主要参与形成长
时程记忆,并与空间导航有关;CA3 区在模式分辨
和记忆容量方面起重要作用;齿状回(dentate

 

gyrus,
DG)区主要涉及新陈代谢调节、抑制作用的实施,以

及对新神经元的产生和成熟的调节。 酒精对海马
CA1区树突棘形成及突触可塑性有显著影响,突触
可塑性变化在功能上表现为突触传递的长时程增

强和长时程抑制等,因此侧重海马 CA1 区使我们的
研究显得更有意义。 明确酒精在海马中活跃的特
定机制可能有助于减少药物成瘾行为[16] 。
近年来的研究发现,除了神经环路、神经递质

受体和离子通道的作用,细胞外基质( extracellular
 

matrix,ECM)在调节突触形成中起着重要作用,他
们可以稳定初始突触接触,招募突触结构蛋白,并
触发细胞内信号传导至肌动蛋白细胞骨架,诱导突
触形成[17] 。 ICAM5作为细胞黏附分子,在端脑兴奋
性神经元表达,与脑组织发育有关,在许多神经系
统疾病发挥作用。 如在阿尔茨海默病患者的脑部,
尤其是海马 ICAM5明显减少[18] 。 ICAM5 在海马脑
区的减少与它参与介导神经元间相互作用有关,可
能引起阿尔茨海默病患者的认知功能受损。 脆性 X
染色体综合征患者树突棘异常和空间记忆、恐惧记
忆在内的行为障碍与 ICAM5

 

mRNA 的翻译水平升
高有关。 因此,ICAM5的调控可能在脆性 X 染色体
综合征的神经元形态缺陷和认知障碍之间提供了

功能联系[19] 。
本研究首先采用经典的慢性酒精暴露模型,双

瓶选择模型观察海马中 ICAM5 在自发性饮酒行为
中的表达情况[20] ,实验期间酒精浓度梯度递增
(2. 5% ~ 20%),选取饮酒偏好>60%的小鼠。 结果
显示在饮酒组小鼠海马组织中 ICAM5 的表达显著
降低,在内侧前额叶皮层有降低趋势,而在杏仁核
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中没有差异。 以上结果推测酒精可能通过海马中
ICAM5改变导致小鼠饮酒量和饮酒偏好性改变。
为进一步明确 ICAM5 对小鼠饮酒及运动行为

的影响及在酒精依赖过程中的作用,我们构建了包
含神经元特异性启动子 hSyn 和红色荧光蛋白
mCherry的 ICAM5腺相关病毒载体,并通过脑立体
定位方法在小鼠的海马神经元特异性表达 ICAM5。
这种方法可以使得 ICAM5 较长期稳定的特异性在
海马神经元高效表达,排除使用药物激动剂引起的
非特异性因素[21] 。 实验结果显示,ICAM5可以在海
马组织中稳定过表达。
随后,通过旷场实验观察 ICAM5 对小鼠运动行

为的影响。 发现 AAV-ICAM5 组小鼠在陌生环境中
的探究行为以及自主行为增强。 相较于对照组,
ICAM5高表达小鼠在旷场中心位置停留时间和运
动距离明显增加,提示过表达 ICAM5 可以增强小鼠
适应新环境的能力并减弱小鼠焦虑样情绪。
海马神经元对伏隔核的投射可以减少其细胞

外多巴胺的释放水平,这是在奖赏系统中的重要回
路[22] ,通过 CPP 模型可以检测小鼠对药物的寻求
偏好分析奖赏效应[23-24] 。 实验结果显示,与预适应
期结果相比,两组小鼠在训练期后在伴药箱停留时
间均有增加,表明模型制备成功。 而 AAV-ICAM5
组小鼠 CPP 评分相较于对照组显著降低,表明在海
马中过表达 ICAM5可以抑制酒精诱导的 CPP,降低
小鼠酒精对小鼠的奖赏效应。 提示海马中的
ICAM5 可以调节由酒精引起的条件奖赏效应[25] 。
在啮齿动物的研究表明,药物奖赏的减少以及药物
诱导多巴胺反应的减少,与更高的可卡因等成瘾药
物主动摄取动机有关[26] 。 人群结果显示,有家族病
史的年轻人对精神兴奋剂的多巴胺反应降低和对

酒精获得的低反应都预示着成瘾的高风险[27-28] 。
对酒精镇静作用的高耐受性是人类酒精成瘾

的一个危险因素。 然而,饮酒和镇静的神经元机制
经常分离[29] 。 因此,本研究使用 LORR 试验测试了
酒精对 ICAM5高表达小鼠的镇静作用。 结果显示,
表达 ICAM5小鼠对大剂量酒精注射后的镇静潜伏
期明显降低,并且显著缩短了镇静作用的持续时
间。 提示过表达 ICAM5 小鼠可能比对照组更快地
吸收或代谢乙醇,同时 ICAM5可以降低酒精的镇静
作用,这可能反过来解释了对酒精消耗的抑制作
用。 有研究表明,多发性硬化症的动物模型 ICAM5
敲除小鼠在慢性期表现出更严重的自身免疫性脑

脊髓炎病程,表明 ICAM5在进行性神经退行性变中
具有神经保护功能[30-31] 。 推测 ICAM5 会增加神经
元兴奋性以降低酒精镇静的作用,而通过减少厌恶
效应来促进酒精消耗。
肌动蛋白作为主要的细胞骨架蛋白在神经元

形态发生和树突棘中发挥作用。 肌动蛋白细胞骨
架是一种动态的结构,能够以 ATP 水解依赖的方式
自组装构建,包含 G-肌动蛋白(球形和单体形式)
和 F-肌动蛋白(聚合状态)存在于细胞内。 F-actin /
G-actin比值是分析肌动蛋白纤维和细胞骨架形态
稳定程度的重要指标[32] 。 结果显示,慢性酒精暴露
后可以增加小鼠海马 F-actin / G-actin 比值,但在
ICAM5过表达后,这一比值显著下降,表明 ICAM5
可能通过调节肌动蛋白动力学参与突触可塑性。
肌动蛋白的动态变化是长时程增强( late

 

long-term
 

retention, L-LTP ) 和长期记忆 ( long-term
 

memory,
LTM)突触结构的必要基础,对记忆巩固起着至关重
要的作用。 因此,我们推测 ICAM5 可以抑制由酒精
引起的 G-actin 向 F-actin 转化过程,最终调节树突
棘结构。 表明 ICAM5 对酒精引起的突触结构可塑
性改变可能是通过改变神经元中的肌动蛋白组成

实现的[33] 。
ICAM5以多种方式调节神经元发育,并在神经

元的树突和胞体上高度表达[34] 。 神经元突触可塑
性的改变是酒精成瘾的重要机制之一,药物和酒精
暴露会在神经元棘和树突水平上诱导形态可塑性

改变。 树突棘是构成脑兴奋性神经传递的主要突
触后部位。 棘的形态发育始于树突丝状伪足的形
成,随后形成棘的前体[35-36] ,最终以树突棘 /突触形
式成熟,并与突触的稳定和加强有关[37] 。 本实验采
用高尔基染色法测量海马 CA1 区树突棘密度,可以
直接反映神经元的突触结构[38] 。 实验结果显示,
AAV-mCherry + Alcohol 组小鼠相较 AAV-mCherry +
Water组小鼠在海马中的树突棘密度增加,这与之
前报告中酒精暴露后小鼠海马树突棘密度增加一

致[39] 。 酒精作用后,会引起神经元树突棘形态和数
量的改变,但已有研究结果并不一致。 有文献报
道,急性酒精给药后,大鼠中央杏仁核 ( central

 

amygdaloid,CeA)和内侧杏仁核( medial
 

amygdala,
MeA)的树突棘增加;而在慢性酒精暴露终止后,大
鼠的 CeA和 MeA 中的树突棘则减少[40-41] 。 此外,
慢性酒精暴露终止也会减少海马和伏隔核( nucleus

 

accumben,NAc)的树突棘[42-43] 。 另外也有数据显
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示,人类酗酒者死后研究结果显示皮质锥体神经元
的树突棘密度降低[44] 。 因此,酒精作用后不同研究
树突棘密度结果并不一致,酒精暴露可以使树突棘
棘形、突触数量以及密度发生改变,这可能与多种
因素有关,包括神经适应、受体调节、信号传导通路
等。 我们的结果显示,在 ICAM5 过表达后, AAV-
ICAM5+ Alcohol 组小鼠树突棘密度会降低,提示
ICAM5可能通过调节肌动蛋白动力学改变树突棘
结构。
综上所述,研究发现在酒精双瓶选择模型中,

小鼠在海马脑区 ICAM5 的表达量显著下降。 在小
鼠海马区特异性过表达 ICAM5后,会干扰酒精的奖
赏效应与特定环境关联的形成,并且可以减弱酒精
的镇静作用。 机制研究表明,ICAM5 可能通过调节
F-actin的解聚和重构抑制与酒精作用有关的树突
棘密度增加,这为酒精及药物成瘾提供了新的研究
思路。 ICAM5对酒依赖调控的这一过程是复杂的,
因此需要进一步探索 ICAM5 的作用靶点和作用方
式,明确其在酒精成瘾过程中的关键作用。
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