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【摘要】 目的：探讨不同时程温和应激对大鼠海马神经元、外周血 T 淋巴细胞亚群的影响。 方法：采用温和应激刺激
建立不同应激时程动物模型，以血清皮质醇和旷场行为作为应激状态的指标，观察不同时程温和应激对大鼠海马神

经元形态、外周血 T 淋巴细胞亚群的动态影响。 结果：温和应激第 7 天，海马神经元肿胀、淡染、排列稀疏；应激第 14
天，细胞萎缩，间隙增大，细胞层次变稀、中断；应激第 21 天，出现大量细胞坏死。 外周血 CD3+、CD4+T 淋巴细胞数在
应激 7 天组、14 天组和 21 天组显著低于对照组。CD4/CD8＋比率在应激 7 天组、14 天组显著低于对照组。T 淋巴细胞
亚群的变化趋势为 CD3+、CD4+T 淋巴细胞数和 CD4/CD8＋比率均在应激 7 天降低， 应激 14 天时为最低水平， 应激
21 天回升。旷场行为在应激 7 天、应激 14 天、应激 21 天均显著高于对照组，其中应激 14 天旷场运动得分最高。血清
皮质醇水平在应激 7 天组和 14 天组显著高于对照组，应激 21 天时回落。 结论：温和应激 7 天导致海马神经元损伤、
细胞免疫功能抑制和稳态失衡，明显紊乱出现在应激 14 天，持续至应激 21 天。 外周血 T 淋巴细胞亚群可作为应激
的指标之一。
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【Abatract】 Objective: To explore the dynamic changes of hippocampal neurons morphology, and T lymphocyte subsets
exposed to different duration of mild stress. Methods: Using mild stress to build different duration of stress animal model,
morphological changes of hippocampal neurons, the T lymphocyte subsets in blood were measured, while serum cortisol
level and the behaviors in open field test were measured as the stress level. Results: After exposed to mild stress, cell
swell and hypochromatic, cell shrunk and intercellular spaces appeared on the 7th day, neurons degeneration was observed
on the 14th day, and neuronal necrosis on the 21th day in hippocampus. The numbers of CD3+, CD4+T lymphocyte sub-
sets in the 7, 14, 21 days stressed groups were lower than control group, and 14 days stressed group had the least numbers
of CD3+, CD4+T lymphocyte subsets among three stressed groups. CD4/CD8+ ratio was remarkably lower in 7 days and
14 days stressed groups than control group, and the 14 days stressed group had the lowest level of CD4/CD8+ ratio. The
total movements of open field test in 7, 14 and 21 days stressed group were higher than those in control group. The levels
of serum cortisol were higher in 7 and 14 days stressed groups and dropped in 21 days stressed group. Conclusion: 7
days mild stress induces neurons damage in hippocampus. Meanwhile, the mild stress decreases the function of T lympho-
cyte subsets and induces imbalance of cellular immunity function, the obvious changes of which appear on the 14th
stressed day. Blood T lymphocyte subsets could be used as biomarkers of stress.
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研究提示， 外周血淋巴细胞数目和比例代表机
体淋巴细胞分布和免疫系统的激活状态。一般来说，
CD3+细胞代表机体总的细胞免疫功能，CD3+、CD4+
T 淋巴细胞降低提示细胞免疫功能低下或受抑制，
CD4/CD8+比值改变反映免疫稳态失衡[1]。 最近的研
究提示，应激导致的免疫紊乱在心理障碍发生中扮

演重要角色 [2]。 应激致免疫激活产生的细胞因子与
心理障碍相关的递质代谢、神经内分泌活动、神经可
塑性变化密切相关[3，4]。 抑郁障碍患者存在淋巴细胞
增生反应降低和淋巴细胞亚群数目改变[5，6]。 提示淋

巴细胞亚群在应激致病中发挥一定的作用。
个体在现实生活中遭遇多种形式的温和应激，

如长期独居、工作压力、存在慢性疾病等。 与突如其

来的重大应激不同，这类应激源虽然相对温和、机体
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对其有一定的适应能力，但长期存在也会引发心理、
生理紊乱 [7]。 但温和应激与 T 淋巴细胞亚群功能的
关系尚需进行全面和深入的研究。
下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴是应激反应的基

本通路， 应激使下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴激活，
肾上腺皮质激素分泌。 因海马富含皮质激素受体，
应激性皮质激素水平升高导致海马兴奋性毒性，引
发神经细胞坏死和凋亡。 海马又是参与记忆和情绪
功能的重要脑结构，应激致海马损伤时会出现心理、
行为紊乱的症状[8]。 因此，海马形态和功能改变可作
为应激性损伤的敏感指标。
本研究通过建立不同时程温和应激动物模型，

观察不同时程的温和应激对海马神经元形态、 血清
皮质醇、旷场行为和外周血 T淋巴细胞亚群的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物
健康雄性 Wistar 大鼠 32 只 （购自山东大学实

验动物中心），体重 200g左右，2.5月龄。分笼饲养于
安静舒适环境（3-4只/笼），室温 20±3°C。自由饮水，
标准饲料喂养，自然节律光照（8:00am～8:00pm）。 实
验前适应环境 4 天，然后随机分为 4 组：对照组、应
激 7天组、应激 14天组、应激 21天组，每组 8 只。
1.2 应激实验程序
建立温和应激动物模型： 实验大鼠接受不同时

程的温和应激刺激，包括电击足底（30V，5 秒钟）、夹
尾 1 分钟、禁食 24 小时、禁水 24 小时、昼夜颠倒 24
小时、4°C 冰水游泳 5 分钟、振荡 30 分钟、噪音刺激
1 小时、热应激等 9 种刺激随机安排，每日一种。 每
种刺激出现 2-3 次，同种刺激不能连续出现使动物
不能预料刺激的发生[9]。 对照组不给予任何刺激。
1.3 旷场试验
木制箱 90×90×45cm，底部划分成 5×5 的方格，

实验时，将大鼠置于旷场实验装置底面中央格中，记
录其 3min 内的活动情况。 以大鼠所越过格子数目
（以三爪或三爪以上同时进入一个格子内为准）为水
平得分，后肢站立次数为垂直得分，二者总和为旷场
试验总得分[10]。每只大鼠测试完毕后，彻底清洁旷场
再进行下一只大鼠的行为实验。
1.4 血清皮质醇检测
行为学测试结束后，动物行腹腔麻醉（乌拉坦，

0.4ml/100g），用普通注射器经心脏抽血 4ml，离心取
血清，用放射性免疫法测定血清皮质醇含量。
1.5 T淋巴细胞亚群测定

用装有肝素的注射器经心脏抽血 4ml 左右，抗
凝血标本经淋巴细胞分离液分层离心。 在初步分离
的淋巴细胞中加入 10倍容积 0.56%KCl，37°C 10 分
钟以溶解红细胞。 再离心后将细胞沉淀用生理盐水
制成细胞悬液。 涂片，室温风扇吹干后，用 SABC 法
测定 T淋巴细胞亚群。
1.6 海马神经元形态检测
实验动物采集完血标本后用 10%水合氯醛

（100mg/kg）经腹腔注射深度麻醉后，迅速开胸暴露
心脏，经升主动脉插管，剪开右心房。 先用 100ml 冷
生理盐水（4°C）冲洗血液（压力为 100~200mmHg），
随后用新鲜配置的 4%多聚甲醛磷酸缓冲液 （4°C，
pH7.4）500ml，以先快后慢的原则灌注固定 30 分钟，
然后开颅取脑，根据大鼠脑立体定位图谱，取含海马
结构的组织（冠状断面），厚约 2mm，浸入 4%甲醛磷
酸缓冲液保存。经脱水、透明、浸腊、铸块常规制成石
蜡块，由切片机切成 5μm 厚冠状石蜡切片，作 H-E
染色，光镜下观察海马 CA3和 DG区细胞形态。
1.7 主要试剂及仪器
淋巴细胞分离液；Triton-X-100 （Sigma 公司）；

SABC 试剂盒 （武汉博士德公司）， 包括兔抗大鼠
CD3、CD4、CD8 一抗、生物素化山羊抗兔 IgG、链霉
亲和素-碱性磷酸酶 （SABC-AP）、BCIP/NBT 显色
剂、水溶性封片剂、中性核快红等；皮质醇放射免疫
试剂盒（武汉博士德生物工程公司）；旷场实验箱（深
圳瑞沃德公司）。
1.8 统计分析
数据以均数±标准差呈现，采用 one-way ANO-

VA，LSD-t分析数据， 以 P<0.05做为具有统计显著
性的标准。

2 结 果

2.1 T淋巴细胞亚群数和 CD4/CD8＋比率的变化
CD3+、CD4+T 淋巴细胞数在应激 7 天、14 天、

21 天组均显著低于对照组。 动态分析显示，CD3+、
CD4+T 淋巴细胞数在应激 14 天组显著低于应激 7
天组；应激 21天组显著高于应激 14天组。不同时程
应激组 CD8+T 淋巴细胞与对照组相比均无显著性
差异。

CD4/CD8＋比率在应激 7 天、14 天组显著低于
对照组。动态分析显示，CD4/CD8＋比率在应激 14天
组显著低于应激 7天组，应激 21天组显著高于应激
14天组。

T 淋巴细胞亚群数和 CD4/CD8＋比率的变化趋
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势是在应激 7 天降低，应激 14 天为最低水平，应激
21天回升。 结果见表 1。

表 1 不同应激时程 T 淋巴细胞亚群的比较（x±s，n=8）

注：**P<0.01 与对照组比较；ΔΔP<0.01 与应激 7 天组比较； ##P<0.01 与应激 14

天组比较（one-way ANOVA，LSD-t检验），下同。

2.2 海马神经元形态变化
对照组大鼠海马神经元形态正常， 核仁清晰可

见，细胞边缘清晰，细胞排列整齐、层次紧密。 应激 7
天组，细胞体积肿胀、细胞淡染、细胞排列稀疏；应激
14 天组，细胞萎缩，细胞间隙增大，细胞层次变稀、
中断；应激 21 天组，细胞形态不规则，细胞数量减

少，排列疏松不齐，大量细胞坏死，出现细胞核固缩、

破裂现象。 见附图。

2.3 旷场行为变化
水平运动得分： 应激 14天组显著高于对照组。

垂直运动得分： 应激 14 天、21 天组显著高于对照
组。 旷场试验总分：应激 7 天、14 天和 21 天组显著
高于对照组。不同应激时程旷场试验水平得分、垂直

得分和总分的变化趋势为应激 7 天时升高，应激 14
天时最高，应激 21天时开始恢复。 见表 2。
2.4 血清皮质醇的变化
血清皮质醇在应激 7 天组和 14 天组显著高于

对照组。 其变化趋势是应激 7 天明显升高，14 天维
持在最高水平，应激 21天回落。应激 21天组皮质醇
水平与对照组相比无显著性差异。 见表 3。
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附图 大鼠海马神经元形态变化(HE 染色，1×400；上图为 CA3 区，下图为 DG 区)

表 2 不同应激时程旷场试验得分比较（x±s，n=8）

表 3 不同应激时程血清皮质醇比较（x±s，n=8）

3 讨 论

本研究发现， 温和应激持续 7天即可导致机体
出现损伤性改变，表现为海马神经元形态异常、血清
皮质醇升高和焦虑样行为。 同时出现外周血 T淋巴
细胞亚群功能改变。
以往对应激与疾病关系的研究中， 多采用疾病

模型的应激源如束缚应激、早年分离或长期慢性温

和应激[11，12]，而较少关注温和应激的早期阶段对机体
机能的影响。 本研究观察了温和应激 7 天、14 天和
21 天时中枢和外周应激指标的变化，发现温和应激
7 天海马神经元即出现坏死性改变， 持续至 21 天。
外周指标中，血清皮质醇在应激 7天出现明显升高，
维持高水平至应激 14天， 在应激 21天时回落至与
对照组相比无显著性差异。 旷场行为的变化趋势与
血清皮质醇相似，但紊乱持续至应激 21天仍未恢复
到对照组水平。如前所述，海马是应激损伤最敏感的
部位，也是应激性认知和情绪紊乱的主要脑结构。应
激导致下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴和蓝斑-交感-
肾上腺髓质激活[13]，皮质醇和儿茶酚胺分泌增多，出
现血清皮质醇升高和焦虑样行为。 本研究除证实了
以往的结论，还提示，临床实践中应关注温和应激对
个体的早期影响，及时进行干预。
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以往有研究提示， 急性或重复应激抑制外周血
淋巴细胞有丝分裂原增殖反应、 导致免疫细胞在组
织间的再分布，使外周血淋巴细胞数目减少，细胞免
疫功能降低，诱发免疫紊乱性疾病[14，15]。慢性应激时，
免疫功能随应激时间进展有不同的变化， 多表现为
免疫功能先受到抑制而后又提高 [16，17]，其原因是免
疫功能经历激活-紊乱-恢复稳态的过程 [18，19]。 在此
过程中，机体机能处在紊乱状态，对疾病的易感性增
加[12，20]。 人类在现实生活中常面临温和性应激源，这
类应激源使人产生心理困扰，影响健康状况 [13]。 因
此， 探讨这类应激源对机体的影响更有意义。 本研
究发现， 温和应激影响外周血 T 淋巴细胞亚群功
能， 表现为应激 7 天代表免疫功能的CD3+、CD4+T
淋巴细胞明显降低，应激 14 天时达到最低点，在应
激 21 天时出现回升趋势，但仍低于正常水平。 代表
细胞免疫失衡的 CD4/CD8+比值有相同的变化趋
势。 这一结果提示，应激早期（7 天）细胞免疫功能低
下或受抑制，出现稳态失衡现象。应激 14 天时，机体
的免疫内稳态最为紊乱。 提示 T淋巴细胞亚群对温
和应激敏感，可作为应激反应的指标之一。 CD+8T
淋巴细胞在应激各时间点的变化不明显。 这一现象
说明，在 T 淋巴细胞亚群中，不同的细胞对应激的
反应性和调节过程存在差别，其意义还需进一步研
究。
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