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早年慢性应激对青春期病理性攻击大鼠空间学习记忆及海马脑源性神

经营养因子、５羟色胺的影响
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　　［摘要］　目的　探索早年慢性应激对青春期病理性攻击大鼠空间学习记忆能力，及对海马脑源性神经营养因子（ＢＤ

ＮＦ）、５羟色胺（５ＨＴ）水平的影响。方法　将２０只雄性、出生后２１ｄ的ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠分为实验组、对照组，每组各１０
只。实验组大鼠采用孤养、昼夜颠倒、非奖赏性挫败、预激惹刺激、居住入侵攻击等多种早年持续性应激方法持续到青春期。

然后采用居住入侵攻击实验检测两组青春期大鼠的攻击性，水迷宫实验观察其空间学习记忆能力，运用免疫组化方法检测大

鼠海马内ＢＤＮＦ和５ＨＴ水平。结果　（１）水迷宫实验：实验组大鼠在总路程、穿越目标区域次数、逃避潜伏期３项指标上与
对照组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而中心区域路程／总路程比值与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。（２）免疫组

化结果显示：与对照组比较，实验组大鼠海马内ＢＤＮＦ和５ＨＴ免疫阳性神经元数量均减少（Ｐ＜０．０５），ＢＤＮＦ和５ＨＴ表达

降低。结论　ＢＤＮＦ和５ＨＴ可能参与了青春期病理性攻击大鼠海马空间学习记忆能力的调控，并在空间学习记忆方面起
着重要调控作用。
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　　攻击行为指有目的、有意图的伤害他人心理或

身体状况及破坏其他目标的行为。暴力行为是攻击

行为的一种特殊类型或极端形式，它属于病理性攻

击。病理性攻击（又称异常攻击）被定义为由于心

理、社会与生物因素所导致的心理障碍或心理疾病

所产生的对他人、物体与社会规范的侵犯行为［１］。
目前对人类［２］和动物［３］的研究均已证明早年应激可

增加攻击行为及异常冲动情绪。研究显示，慢性应

激对情绪（焦虑、抑郁）和学习记忆功能有一定损害

作用［４］，早年遭受暴力行为的青少年明显存在学习

记忆功能障碍［５］。

　　脑内５羟色胺（５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５ＨＴ）和

脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）是与认知功能密切相关的神经递质。

目前有研究显示，海马能接受ＢＤＮＦ、５ＨＴ等神经

纤维投射，并发出神经纤维投射到额叶皮质、杏仁核

等与情感有关的脑区，因此它不仅是应激反应的重

要调节中枢，也是调节情绪与认知的重要脑区［６］。
应激可导致认知能力改变［４］，但早年慢性应激所致

青春期病理性攻击者认知功能尤其空间学习记忆功

能改变与ＢＤＮＦ、５ＨＴ的关系国内外迄今少有报

道。为此本研究通过探索早年慢性应激对青春期病

理性攻击大鼠海马内ＢＤＮＦ、５ＨＴ含量及空间学习

记忆的影响，以期提高对青春期病理性攻击者学习

记忆功能障碍神经突触可塑性的认识，并为未来相

关机制研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　实验动物　雄性健康ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大

鼠３０只（出生后２１ｄ，体质量４０～６０ｇ），清洁级，购

自第三军医大学大坪医院实验动物中心。随机分为

对照组（１０只）和实验组（１０只），其余１０只作为居

住入侵实验的工具（入侵鼠）。３组大鼠之间体质量

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），对照组和入侵鼠分笼
群居喂养（每笼５只，每组２笼），实验组每只大鼠使

用小笼单独喂养。饮食和饮水自由，自然昼夜周期

光照，标准温度和湿度。

１．２　实验材料　行为学测试仪器：Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫及

水迷宫记录分析系统（中国医学科学院药物研究所

研制），Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫为圆柱形不锈钢制桶，直径

１６５ｃｍ，高７０ｃｍ，平台为高５０ｃｍ、直径３５ｃｍ的黑

色柱形树脂。

１．３　早年应激方法

１．３．１　早年孤养　实验组于断奶后第２１天开始进

行孤养，持续５周，提供正常条件的食物、温度、湿

度。

１．３．２　昼夜颠倒　自第２１天之后实验组每日进行

昼夜颠倒（每日８：００～２０：００遮蔽光照，２０：００～
８：００进行光照），共５周。

１．３．３　非奖赏性挫败实验　孤养２周后开始每天

给予２％蔗糖水，自３周起，每次攻击实验前蔗糖水

浓度降至１％。

１．３．４　预激惹刺激及居住入侵实验　自孤养第３
周起每天将入侵鼠单独放入居住鼠笼内，于笼子正

中用一铁丝网将入侵鼠与居住鼠隔开，用蔗糖水喂

食入侵鼠，预激惹居住鼠５ｍｉｎ，随即将铁丝网取出，

开始进行一次１０ｍｉｎ的居住入侵攻击实验。每天

１次，连续３周，反复进行用以增加应激。

１．４　行为学测试

１．４．１　居住入侵实验　实验组和对照组于第５周

后进行一次１０ｍｉｎ居住入侵实验，记录大鼠的攻击

行为，行为评定采用盲法，由２名观察者观看录像后

进行评估，取其平均值。大鼠攻击行为表现为：（１）

攻击性理毛行为；（２）攻击性追逐行为；（３）嘶咬；（４）

攀压，等等。

　　动物暴力行为被认为是一种增强的、病理的和

异常的攻击形式，定量标准为较短的攻击潜伏期、持

续和频繁的攻击撕咬［７］，而定性标准则体现为对于
对方要害部位（头／腹／喉）的攻击［８］和独立于环境的

攻击（攻击时忽视对方的性别、状态和环境）以及攻

击之前缺乏仪式行为（通过攻击／威胁比例来测

量）［９］。

　　一般认为与对照组相比有以下行为之一可视为

动物有暴力攻击行为［１０］，即病理性攻击行为：（１）第

１次攻击潜伏期显著缩短；（２）攻击／威胁比例显著升

高；（３）对脆弱部位（头、腹部和喉部）进行攻击；（４）

严重的攻击后果（出血、受伤或死亡）；（５）对手屈服

后继续攻击；（６）忽视对手状况（活动／静止／死亡）和

环境（居住笼／中性环境）进行攻击。

１．４．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　应用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测
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试实验组和对照组大鼠的空间学习记忆情况，依次

进行训练并进行空间探索实验。（１）训练，于居住
入侵实验后１ｄ进行。水桶周围放置特殊标记物作

为大鼠的视觉视线索，水池内注入自来水，水面超过

平台１．５ｃｍ，水温恒定在（２５±１．０）℃。训练前１ｄ
不放置平台，让大鼠自由游泳５ｍｉｎ适应环境，不记

录轨迹。正式训练的第１天将平台固定在ＳＥ象限，

位于水面下１．５ｃｍ，实验室中的物品和人员的位置

在实验期间固定不变，作为大鼠的空间参照物。每

次从随机象限入水点将大鼠面向池壁轻轻放入水

中，检测时间为６０ｓ，让其找到水中隐藏平台。大鼠

爬上平台后，让其停留３０ｓ；如果入水后给定时间未

能找到平台或者未能爬上平台，则记录为总时间６０

ｓ，并人为放置于平台上３０ｓ，然后从平台上取下休

息３０ｓ，再进行下一次实验。每只大鼠每天实验４
次，连续训练５ｄ。（２）空间探索实验，第６ｄ移除平

台，随机选择象限作为入水象限，记录大鼠在６０ｓ内

运动总路程、中心区域流程、穿越目标区域次数和逃

避潜伏期。

１．５　脑组织标本采集　最后一次刺激２４ｈ后，大

鼠腹腔内注射１０％水合氯醛（１００ｍｇ／ｋｇ）麻醉，经

左心室依次灌注生理盐水（４℃）１５０ｍＬ快速灌注冲

洗血液（压力为１００～２００ｍｍＨｇ，１ｍｍＨｇ＝０．１３３

ｋＰａ），随后用新鲜配置的４％多聚甲醛缓冲液（４℃，

ｐＨ７．４）５００ｍＬ，以先快后慢的原则灌注固定３０

ｍｉｎ，迅速开颅取脑组织，根据大鼠脑立体定位图谱，

取含海马的脑组织（冠状切面）。经脱水、透明、浸

蜡、铸块常规制成石蜡块，石蜡切片厚度５μｍ，用于

免疫组化测定。

１．６　脑组织ＢＤＮＦ免疫组化染色　使用北京中杉

分 装 ＢＤＮＦ （ＳＣ２０９８１）、ｂｏｓｔｅｒ 分 装 ５ＨＴ
（ＢＡＯ１２１）试剂盒，检测对照组和实验组大鼠海马内

ＢＤＮＦ及５ＨＴ神经元的含量。详细步骤如下：石

蜡切片常规脱蜡脱水，０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠缓冲溶

液（ｐＨ６．０）热修复１０ｍｉｎ，滴加正常山羊血清封闭

液（室温２０ｍｉｎ），一抗４℃过夜。滴加生物素标记

山羊抗兔二抗ＩｇＧ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ８６２１５０Ａ）３７℃反应

３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色（室温），显微镜下控制显色程度，

直到目标产物显现棕黄色，背景呈浅棕色。苏木精

复染，显微镜（奥林巴斯６Ａ１４９３８）观察，照相。每组

大鼠共１０只，每只取１０张切片，每个部位选择５个

视野，通过ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件对切片进行分

析，计算平均光密度值。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，数据

采用珚ｘ±ｓ表示。两组间均数比较采用单因素方差

分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　早年慢性应激后青春期病理性攻击动物模型

构建　参照本课题组前期工作［１１］，我们成功构建了

早年慢性应激后青春期大鼠病理性攻击模型。

２．２　空间学习记忆能力　与对照组比较，实验组大

鼠运动总路程增加、穿越目标区域次数减少、逃避潜

伏期缩短，３项指标的差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），中心区域路程／总路程比值差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。结果见表１。

表１　大鼠水迷宫实验结果比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｉｎＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔ

ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｔｏｔａｌｄｉｓｔａｎｃｅ
ｌ／ｃｍ

Ｃｅｎｔｒａｌａｒｅａｄｉｓｔａｎｃｅ／
ｔｏｔａｌｄｉｓｔａｎｃｅ（％）

Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｔｉｍｅｓ

Ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ
ｔ／ｓ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １８０５．００±２２３．２３ ２３．７２±６．７３ １．４８±１．０９ １３．１５±１２．６５

Ｃｏｎｔｒｏｌ １６８１．５５±３２６．７２ ２４．０２±８．２２ １．９４±１．１６ １９．０４±１４．９４

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　大鼠海马ＢＤＮＦ与５ＨＴ免疫组化结果　正

常对照组海马ＢＤＮＦ阳性细胞表达较强，着色深，

细胞排列整齐，细胞形态正常（图１Ｂ）；实验组大鼠

海马ＢＤＮＦ阳性细胞数量明显减少，细胞着色浅

淡、稀疏，细胞排列杂乱（图１Ａ）。对照组５ＨＴ免

疫阳性神经元呈卵圆形、圆形或多角形（图１Ｄ），实

验组大鼠海马５ＨＴ阳性神经元较对照组数量明显

减少，细胞稀疏（图１Ｃ）。免疫组化检测结果显示，

实验组大鼠海马内ＢＤＮＦ和５ＨＴ免疫阳性神经元

平均光密度值均较对照组降低（Ｐ＜０．０５，表２）。
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图１　大鼠海马ＢＤＮＦ和５ＨＴ免疫组化结果（ＳＰ法）

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢＤＮＦａｎｄ５ＨＴｉｎｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（ＳＰｓｔａｉｎｉｎｇ）

ＢＤＮＦ：Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ；５ＨＴ：５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ．Ａ：ＢＤＮＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＢＤＮＦ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：５ＨＴｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：５ＨＴｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

表２　大鼠海马内ＢＤＮＦ和５ＨＴ水平的比较

Ｔａｂ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＢＤＮＦ

ａｎｄ５ＨＴｌｅｖｅｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙｏｆＢＤＮＦ

Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙｏｆ５ＨＴ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０．１４０５±０．００３１ ０．１１４６±０．００３９

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．１４９５±０．００３１ ０．１３１２±０．００３９

　 ＢＤＮＦ： Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ； ５ＨＴ：

５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　早年应激对情绪、学习记忆［１２］等重塑有重要意

义。海马是调节情绪的重要脑区，也是应激损伤的

主要易感部位［１３］。

　　学习记忆功能是大脑最高级的功能，是人们成

功完成各项活动最重要的条件。本研究结果显示，

早年通过多种形式应激后青春期大鼠出现病理性攻

击行为，同时空间学习记忆水平低于对照组（运动总

路程高于对照组，穿越目标区域次数、逃避潜伏期均

低于对照组，Ｐ＜０．０５）。目前大量研究证据表明应

激可明显影响大鼠空间学习记忆能力［１４］，并且空间

记忆障碍的儿童在焦虑、强迫及攻击性方面显著高

于正常儿童，提示儿童情绪障碍和攻击行为可能与

空间学习记忆缺陷相关［１５］。因此推断早年慢性应

激后的青春期大鼠病理性攻击行为可能与空间学习

记忆能力障碍有关，但其相关机制仍需进一步探索。

　　本研究结果显示，由慢性多种应激构建的青春

期病理性攻击大鼠海马内ＢＤＮＦ水平较对照组降

低。海马是学习记忆的关键部位，ＢＤＮＦ广泛分布

于海马、前额叶皮质等脑区，影响神经元活性并且参

与突触重塑［１６］。Ｃｈａｎ等［１７］条件性敲除小鼠脑内

ＢＤＮＦ基因可明显增强小鼠雄性攻击行为。Ｓｔｅｒ

ｌｅｍａｎｎ等［１８］的研究也表明慢性应激可导致整个海

马区ＢＤＮＦ表达水平明显下降，与本研究结果类

似。因此，我们推测青春期病理性攻击大鼠空间学

习记忆功能障碍可能与海马内ＢＤＮＦ水平下降有

关。

　　５ＨＴ被公认为是在神经环路中调控攻击行为

的关键性神经递质。本研究结果显示，慢性多种应

激后青春期病理性攻击大鼠海马内５ＨＴ水平较对

照组降低。海马５ＨＴ可能在海马长时程效应增强

（ＬＴＰ）和记忆改善中起重要作用，Ｍａｚｅｒ等［１９］给成

年大鼠脑中灌注色氨酸羟化酶抑制剂对氯苯丙氨酸

以耗竭５ＨＴ，结果大鼠出现学习能力缺损，学习记

忆能力下降的大鼠其脑内５ＨＴ亦显著降低。有研

究表明５ＨＴ对ＢＤＮＦ 基因表达起着正性调控作

用，同时ＢＤＮＦ对中枢神经系统５ＨＴ类神经元有

促进和再生作用并参与其重塑过程，两者之间相互

作用，共同参与对学习记忆的调控［２０］。因此，青春

期病理性攻击大鼠空间学习记忆功能障碍可能与海

马内５ＨＴ含量降低有关。我们推测海马内ＢＤＮＦ
与５ＨＴ间交互作用可能共同参与了青春期病理性

攻击大鼠空间学习记忆功能的调控，但其具体机制

尚不清楚。

　　综上所述，早年慢性应激后青春期大鼠可出现

病理性攻击行为、空间学习记忆损害及海马内ＢＤ

ＮＦ、５ＨＴ水平降低，提示早年慢性应激、青春期病

理性攻击、学习记忆能力与海马内ＢＤＮＦ、５ＨＴ水

平之间可能存在重要关系。但本研究存在一定的局

限性，尚未结合基因等遗传因素的影响，仅从应激因

素方面进行研究，今后将进一步结合环境因素和遗
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传因素探索青春期病理性攻击行为发生的病理机

制，为探索青少年暴力攻击的预防和干预措施提供

实验依据。

　　（志谢　衷心感谢重庆医科大学附属第一医院

神经病学实验室的技术指导和帮助！）
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