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【摘要】 目的  研究早期母子分离对成年雄性大鼠认知功能的影响，以及海马区炎性细胞因子在

其中的作用，以探讨生命早期应激对神经发育影响的机制。方法  新生SD大鼠随机分成母子分离组（MS

组）和空白对照组（NMS 组），MS 组幼鼠在出生后第 3～22 天，每天与母鼠分离 3 h。NMS 组不做处理。

10 周龄时，对两组成年大鼠进行 Morris 水迷宫行为学测试，NeuN 免疫荧光染色观察两组大鼠海马齿状

回（DG 区）正常及变性神经元，GFAP/Iba-1 免疫荧光染色观察星形胶质细胞和小胶质细胞，Ki67/DCX 免

疫荧光染色观察神经元增殖、分化情况，蛋白电泳法检测两组大鼠大脑海马区 IL-1β、IL-6、TNF-α 含

量。结果  相对于 NMS 组，行为学测试提示 MS 组大鼠学习、记忆能力下降，表现为 MS 组大鼠有更长的

逃逸潜伏期，更少的目标象限停留时间和穿越平台次数（P ＜ 0.05）；海马 DG 区正常及变性神经元的数目

无明显变化（P ＞ 0.05），但星形胶质细胞及小胶质细胞的数目增加（P ＜ 0.01），且神经元增殖减少、分化

减缓（P ＜ 0.01）；海马区 IL-1β、TNF-α 表达增高（P ＜ 0.01），IL-6 表达无明显变化（P ＞ 0.05）。结论  生

命早期重复母子分离能够引起大鼠海马区神经炎性反应，增加星形胶质细胞和小胶质细胞数目，增高

海马区炎性细胞因子的表达，导致成年后大鼠认知功能的改变。
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【Abstract】 Objective  To explore the effects of early maternal separation on the cognitive 
function in adult male rats， and the involvement of inflammatory factors in hippocampus， to reveal the 
mechanistic role of early life stress in neuronal plasticity. Methods  New born SD rats were randomly 
divided into maternal separation （MS） group and control （NMS） group. Maternal separation was carried 
out from Day 3 to Day 22，3 hours per day in MS group. There was no treatment in the NMS group. At the 
age of 10 weeks， Morris Water Maze was chosen to compare the behavioral deficits in adulthood between 
each group. NeuN immunofluorescent was used to calculate the normal neurons amounts in Dentate 
Gyrus （DG） rejion. GFAP/Iba-1 immunofluorescent was applied compare the amounts of astrocytes and 
microglias. Ki67/DCX immunofluorescent was select to observe the proliferation and differentiation of 
neurons in Dentate Gyrus， Western Blot was performed to detect the levels of IL-1β， IL-6 and TNF-α. 
Results  Morris Water Maze findings showed that MS group rats had learning and memory declines， 
reflected by longer escape latency， less time in objective quadrant and fewer cross objective times  

（P ＜ 0.05） relative to NMS group rats. There was no significant change in the number of normal and degenerated 
neurons in DG region of hippocampus （P ＞ 0.05）. However， the number of astrocytes and microglias increased 

（P ＜ 0.01）. The expression of IL-1β and TNF-α in hippocampus increased （P ＜ 0.01）， while the expression 
of IL-6 did not change significantly （P ＞ 0.05）. Conclusions  Repeated early life maternal separation could 
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生命早期应激（early life stress，ELS）会对个体

神经系统生长发育产生长远影响［1］。作为啮齿类动

物ELS的典范，母子分离（maternal separation，MS）被证

实会导致个体海马区锥体细胞发育异常及突触可塑

性缺陷，进而成年后导致海马功能下降［2-3］。

研究发现，持续的压力可导致慢性炎症［4］。中

枢神经炎性反应，主要是通过脑室周围白质区和背

侧海马的小胶质和星形胶质细胞的反应性增生来体

现，并伴随着海马齿状回（DG区）和脑室下区神经干

细胞的增殖减少［5］。胶质细胞被激活后释放的炎性

细胞因子，如白细胞介素-1β（IL-1β）、IL-6、肿瘤坏死

因子（TNF-α）等，主要介导神经活动和炎症过程［6］。

研究表明，神经发生也与神经炎症密切相关［7］，炎

性细胞因子能够抑制神经发生、减少神经增殖［8］。

海马作为学习记忆等认知功能的关键脑区，也

是炎性细胞因子受体高度聚合的区域［9］。在神经

发育早期，活化的炎性细胞因子能对大脑产生不利

影响，如产前暴露于炎性细胞因子，能够诱导海马

神经元缺失和胶质细胞增生，导致成年后空间记忆

受损等。然而，在幼鼠成年后脑组织炎性细胞因子

是否在 MS 的动物中仍然存在？是否仍对大脑神经

再生有重要影响？因此，本实验采用 MS 模型模拟

ELS，通过 Morris 水迷宫行为学检测、蛋白质印迹法、

免疫荧光染色等方法，研究 MS 对成年大鼠海马 DG

区神经炎症及神经再生的影响以及可能机制。

一、材料与方法

1. 实验动物及材料：健康新生 SD 大鼠幼鼠（带

母鼠），清洁级，斯贝福生物技术有限公司提供；鼠

抗 β-tubulin 抗体（GB13017-2，谷歌生物）；抗 NeuN

抗体（ab177487，Abcam）；抗GFAP抗体（ab7260，Abcam）；

抗 Iba1 抗体（ab178847，Abcam）；大鼠 IL-1β/IL-1F2 

抗体（MAB5011，R&D Systems）；IL-6（sc-57315，SANTA 

CRUZ）；TNF-α抗体（GTX110520，GeneTex）；抗Ki67 

抗体（ab15580，abcam）；Doublecortin（DCX）（sc-271390， 

SANTA CRUZ）；HRP标记的山羊抗小鼠IgG（GB23301，

谷 歌 生 物）；山 羊 抗 兔 IgG-HRP（M21002，Abmart）；

Alexa Fluor 488 标记山羊抗兔 IgG（H+L）（A0423，碧

云天）；Alexa Fluor 555 标记山羊抗兔驴抗小鼠 IgG

（H+L）（A0460，碧云天）。

2. 方法：（1）模型建立：将健康新生 SD 幼鼠随

机分成母子分离组（MS 组，母鼠 n=6）和空白对照组

（NMS 组，母鼠 n=6），MS 组在幼鼠出生后第 3 天开始，

每日与母鼠分离 3 h，直至出生后第 22 天断奶，即每

日早上 8：00～11：00 母鼠与幼鼠分离，至 11：00 再

次合笼。NMS 组不处理。期间，给予充足的食物、

清洁饮用水，定期更换垫料，舒适的室温（25 ℃），安

静的饲养环境。断奶后，将健康雄性幼鼠（MS组，幼鼠

n=24；NMS组，幼鼠n=24）分笼饲养（同组每笼3～5只）

至 10 周龄。（2）Morris 水迷宫行为学测试：两组成年

大鼠分别进行 Morris 水迷宫行为学测试。水迷宫是

一个直径 1.5 m、高 0.6 m 的黑色圆形水池，含水量

约 700 L，水深 0.4 m，西南、西北、东北和东南 4 个等

分象限，在西南象限中间水面下 1 cm 处放置一个直

径 8 cm 的透明平台，由摄像机和追踪装置记录大鼠

运动轨迹。适应性训练时，大鼠被随机放置在某一

象限中，它们需要找到隐藏的逃生平台，计时 120 s，

计时结束时尚未找到平台的大鼠则被放在平台上适

应15 s。每只大鼠每天进行4次适应性训练，持续4 d。

第 5 天时训练结束后，将平台移除，进行探针试验，

记录大鼠游泳时间、运动轨迹及穿越平台位置的次

数。（3）取材：将两组大鼠用 10% 水合氯醛按 4 ml/kg 

的剂量麻醉，一半迅速断头取脑，分离出海马组

织，-70 ℃保存备用。另一半用 300 ml 生理盐水和

300 ml 4% 多聚甲醛心脏灌注后，取出完整大脑并

放入蔗糖梯度溶液固定，将海马 DG 区以 10 μm 厚

度冰冻切片备用，每隔 100 μm 留取一张。（4）蛋白

质印迹法：将冻存的海马组织充分研磨，加入 RIPA 

裂解液（按 1∶500 加入PMSF）冰上孵育 30 min，4 ℃、

12 000 r/min 离心 15 min，取上清，按比例加入变

性蛋白上样缓冲液，混匀，沸水中煮 8～10 min，接

下来按蛋白质印迹法的步骤操作，一抗为 IL-1β、

IL-6、TNF-α；内 参 为 β-tubulin，二 抗 为 HRP 标

记的山羊抗兔 IgG 和 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG。

BIO-RAD XRS + Software 显影，应用 Image J 图像分

析软件对结果进行灰度分析。（5）免疫荧光染色：采

用免疫荧光染色标记海马 DG 区的星形胶质细胞、

小胶质细胞以及增殖、分化的神经元，其中一抗

为 GFAP、Iba-1、NeuN、Ki67、Doublecortin，二抗为

Alexa Fluor 488 标记山羊抗兔 IgG 和 Alexa Fluor 555

标记驴抗小鼠 IgG，DAPI 对细胞核进行染色。

induce neuroinflammatory response in rat hippocampus. The increased the number of astrocytes and microglia 
and the increased expression of inflammatory cytokines in hippocampus lead to cognitive changes in adult rats.

【Key words】  Rats；  Hippocampus；  Stress；  Cognition；  Inflammatory factors
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3.统计学方法：采用SPSS 19.0进行统计学分析，

计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，逃逸潜伏

期统计采用单因素重复测量方差分析，组间样本均

数比较采用独立样本 t 检验，P ＜ 0.05 为差异有统计

学意义。

二、结果

1. 行为学结果：见表 1。两组大鼠的逃逸潜

伏期结果经球形检验显示符合球形假设（Mauchly 

W=0.078，P=0.067），重复测量方差分析示时间（训练

天数）主效应有统计学意义（F=86.134，P＜0.001），时

间与组别之间不存在交互效应（F=2.561，P=0.057），

即逃逸潜伏期有随时间变化的趋势，但时间因素的

作用不随分组不同而不同。同时，个体间变异部

分计算结果（F=40.509，P ＜ 0.001）提示分组因素有

统计学意义，各组潜伏期指标总体而言不同。相

比于 NMS 组，MS 组子代大鼠的目标象限停留时间

（t=7.036，P ＜ 0.001）和穿越平台次数减少（t=5.175，

P ＜ 0.001）。

2. 蛋白电泳结果：见图 1，表 2。结果显示，MS

组大鼠海马炎性细胞因子 IL-1β、TNF-α 表达较

NMS 组呈增高趋势，IL-6 的表达变化差异无统计学

意义（P ＞ 0.05）。

3. 免疫荧光染色结果：（1）对海马 DG 区正常神

经元的影响：见表 3，图 2（见本期封三）。对比 NeuN

染色结果，可见两组大鼠海马 DG 区正常神经元细

胞数目差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。（2）对海马

DG 区星形胶质细胞和小胶质细胞的影响：见表 3，

图 3（见本期封三）。用 GFAP 标记星形胶质细胞，

用 Iba-1 标记小胶质细胞，分别计数两组大鼠海马

DG 区的阳性细胞数，发现 MS 组海马 DG 区神经元

GFAP 阳性细胞数和 Iba-1 阳性细胞数均明显高于

NMS 组。（3）MS 对海马 DG 区神经元细胞的增殖、分

化的影响：见表 3，图 4（见本期封三）。用 Ki67 标记

海马 DG 区增殖的神经元细胞，DCX 标记神经元细

胞的分化情况［10-11］，MS 组相较于 NMS 组，海马 DG

区神经元 Ki67 阳性细胞数（P ＜ 0.01）和 DCX 阳性细

胞数（P ＜ 0.01）差异均有统计学意义。

讨论  本研究发现，MS 对幼鼠成年后认知功能

及 DG 区神经元的分化增殖造成了影响，同时，MS

幼鼠成年后出现 DG 区神经胶质细胞的增生及 IL-
1β、TNF-α 炎性因子的表达增高。

ELS 对于成年后认知功能的影响是近年来的热

点，但结论并不一致。例如，Zhang 等［12］认为 MS 可

以增强幼鼠成年后的空间参考记忆，而 Sousa 等［13］

则发现 MS 损伤成年大鼠在水迷宫记忆保存方面的

损害，并且伴有海马 CA1-CA3 区高频电刺激后长时

程增强降低。本实验结果支持后者，不同的研究结

果可能与认知功能测定的鼠龄不同有关。

学习记忆能力损害可能与成年动物海马区神经

细胞的分化增殖障碍有关。本实验尽管没有发现海

马 DG 区成熟神经细胞数量减少，但 Ki67/DCX 免疫

荧光检测发现经历过 MS 的成年大鼠海马 DG 区神

经细胞分化、增殖减少。本实验在 SD 大鼠上的结

果再次证明了 Oomen 等［14］在 Wistar 大鼠中的发现，

即早期应激影响海马神经再生和空间学习。神经炎

性反应与海马 DG 区的神经细胞再生有密切关系，

炎性细胞的大量活化所造成的神经细胞分化、增殖

减少已在多种疾病模型动物中被阐明［15-16］，而抑制

DG 区的星形胶质细胞和小胶质细胞的异常激活则

有利于神经再生［17-18］。本研究发现，神经炎性反应

异常增高影响海马 DG 区神经细胞分化增殖的现象

在 MS 大鼠模型中也存在。

ELS 对于成年大鼠脑组织和外周血的炎性因子

水平的影响依然存在，这也被认为是引起一系列成

年后认知行为学异常的机制之一［19］。即便 MS 仅仅

为期 1 周（出生后第 1～7 天），其作用也会在成年后

显现，造成脑组织 IL-6 的表达增多和抑郁样行为的

出现［20］。本研究发现 MS 引起成年后大鼠海马区

IL-1β 和 TNF-α 浓度增高，而 IL-6 未见显著差异，

这可能是引起行为学和 DG 区神经细胞分化、增殖

的机制。

总之，MS 作为 ELS 的一种，其引发成年后个体

认知功能障碍的机制尚未研究清楚，还需更深入的

研究加以阐释，希望早日揭秘其相关机制。

表1 两组子代大鼠行为学测试结果（x±s）

组别 只数
逃逸潜伏期（s） 目标象限停留

时间（s）

穿越平台

次数第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 第 5 天

MS 组 36 47.48±0.23a 38.84±1.76a 33.90±1.45a 21.76±2.97a 9.50±1.85a 45.84±2.39b 3.83±1.47b

NMS 组 36 33.68±8.77 28.98±9.78 24.28±0.77 17.08±1.05 6.65±0.36 56.26±2.29 8.76±1.75

    注：与 NMS 组比较，经重复测量方差分析，aP ＜ 0.05；与 NMS 组比较，经独立样本 t 检验，bP ＜ 0.05
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本刊文稿中缩略语的书写要求

在本刊发表的学术论文中，已被公知公认的缩略语在摘要和正文中可以不加注释直接使用 (表1)；不常

用的和尚未被公知公认的缩略语以及原词过长、在文中多次出现者，若为中文可于文中第1次出现时写明

全称，在圆括号内写出缩略语，如：流行性脑脊髓膜炎(流脑)；若为外文可于文中第1次出现时写出中文全称，

在圆括号内写出外文全称及其缩略语，如：阿尔茨海默病 (Alzheimer disease， AD)。若该缩略语已经公知，也

可不注出其英文全称。不超过4个汉字的名词不宜使用缩略语，以免影响论文的可读性。西文缩略语不得

拆开转行。
表1　《神经疾病与精神卫生》杂志常用缩略语

缩略语 中文全称 缩略语 中文全称 缩略语 中文全称

CNS 中枢神经系统 CSF 脑脊液 GABA γ- 氨基丁酸

IL 白细胞介素 AD 老年痴呆症 ( 阿尔茨海默病 ) PD 帕金森病

MRI 磁共振成像 CT 电子计算机体层扫描 DSA 数字减影血管造影

PCR 聚合酶链式反应 EEG 脑电图 MR 磁共振

HE 苏木素 - 伊红 BDNF 脑源性神经营养因子 PET 正电子发射计算机断层显像

SOD 超氧化物歧化酶 ELISA 酶联免疫吸附剂测定 CRP C 反应蛋白

MMSE 简易精神状态检查 NIHSS 美国国立卫生研究院卒中评分 TIA 短暂性脑缺血发作

TNF 肿瘤坏死因子 WHO 世界卫生组织 HAMD 汉密尔顿抑郁量表

HAMA 汉密尔顿焦虑量表 PANSS 阳性与阴性症状量表 rTMS 重复经颅磁刺激

5-HT 5- 羟色胺 SSRIs 选择性 5- 羟色胺再摄取抑制剂 MoCA 蒙特利尔认知评估量表

PTSD 创伤后应激障碍 ICD-10 国际疾病分类第十版 DSM 美国精神障碍诊断与统计手册

CCMD-3 中国精神障碍分类与诊断标准
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