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研究显示，强烈的急性创伤性应激不仅可以直

接导致急性应激障碍和创伤后应激障碍等疾病，早

年创伤性应激也是成年后多种精神心理障碍发生发

展的重要危险因素之一 [1，2]。青少年时期的神经内

分泌系统对环境刺激比较敏感，在此期间，慢性应激

会对下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴（HPA轴）活性、中

枢神经系统结构和个体行为方式产生持久影响[3-7]。

海马是记忆形成的结构基础之一 [8]，海马上分布有

丰富的糖皮质激素受体，是HPA轴作用的靶组织，

参与对HPA轴功能的负反馈调节[9]。同时，海马上

还分布有促肾上腺皮质激素释放激素 1 型受体

（CRF1受体），包括海马在内的边缘系统和皮层上的

CRF1受体介导应激的心理反应，慢性应激可改变

CRF1受体在海马的表达，影响海马依赖性记忆功能
[10]。现有文献主要以慢性应激动物模型为研究对

象，鲜有关于青少年期创伤性应激对成年后HPA轴
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【摘要】 目的：研究青少年期创伤性应激经历对大鼠成年后HPA轴功能、情绪和学习记忆能力的影响。方法：健康

青少年雄性Wistar大鼠随机分为对照组（control group）和应激组（stress group），每组12只。采用不可回避的足底电

击建立创伤性应激模型。采用旷场实验、高架十字迷宫和水迷宫评估大鼠行为学改变；地塞米松抑制试验测试

HPA功能；放射免疫法测定血浆皮质酮含量；免疫组化和Western blot检测海马促肾上腺皮质激素释放激素1型受

体（CRF1）表达水平。结果：与对照组相比，应激组出现明显的焦虑样行为和对环境的探索性降低，表现为在旷场实

验中，中央格停留时间和直立次数均减少（P<0.05）；高架十字迷宫实验中，开放臂停留时间减少和粪粒数增加（P<
0.05）;学习能力降低，表现为第二天水迷宫实验逃离潜伏期显著延长（P<0.05）。应激组HPA轴功能失调，血浆皮质

酮水平不被地塞米松抑制。与对照组相比，应激组大鼠海马CRF1受体表达下调（P<0.05）。结论：青少年期经历的

创伤性应激导致焦虑水平升高、学习与记忆功能受损，引发HPA轴功能失调。其机制之一可能与海马CRF1表达下

调有关。这可能是个体成年后更易出现应激相关的情绪与认知障碍的原因。
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【Abstract】 Objective: To investigate the effects of traumatic stress experience in early adolescence on emotion, learning
and memory of adult rats. Methods: Early-adolescent male Wistar rats were randomly divided into control group and stress
group. The traumatic stress animal model was produced by electric foot shock. Open field test, the elevated plus maze and
Morris water maze were used to test the behavioral alterations. HPA axis reactivity and the level of plasma corticosterone
were evaluated by the dexamethasone-suppression test(DST) and radioimmunoassay. Corticotropin-releasing factor recep⁃
tor type-1(CRF1) expression in Hippocampus was detected using Immunohistochemistry and Western blotting. Results:
The stress group exhibited more anxiety- like behaviors and impairment of learning and memory(P<0.05 respectively) by
showing less rearing and less time spent in central zone in open field test; less time spent in open arms and more droppings
pellets in elevated plus maze test and longer latency time to platform on day 2 in Morris water maze compared to the control
group. Stress group had a dysregulation of HPA axis as plasma corticosterone could not be suppressed in DST compared
with control group. CRF1 expression in Hippocampus was significantly down-regulated in the stress group(P<0.05). Con⁃
clusion: Traumatic stress in early adolescent induces anxiety and learning and memory impairment, leads to HPA axis dys⁃
regulation. Reduced CRF1 in hippocampus may underlie the dysregulated HPA axis and damaged learning and memory.
【Key words】 Traumatic stress; Learning and memory; Hippocampus; Corticotropin- releasing factor receptor type- 1;
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和学习记忆功能影响的研究。本研究以足底电击为

强烈的应激源，模拟人类遭受的创伤性应激，建立青

少年期创伤性应激大鼠模型，观察其成年后的焦虑

水平、学习记忆能力、HPA轴功能和海马CRF1受体

表达改变，探讨青少年期创伤性应激经历对个体成

年后情绪和认知功能的影响及其机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 健康幼年（21天）雄性Wistar大
鼠，体重 51~60 g，由山东大学实验动物中心提供。

实验前适应性饲养1周至28日龄，根据相关文献报

道，啮齿类动物的青少年期为28~42日龄[14]，本研究

选择从大鼠第30日龄给予创伤性应激。饲养条件：

室温 22°C ~25°C，昼夜节律（12/12 h），自由饮水摄

食，每天抚摸大鼠1次，每次5分钟。

1.1.2 主要试剂 地塞米松注射液（规格：1ml：2mg，
购自山东省立医院）；山羊抗鼠CRF1一抗（美国Sig⁃
ma公司）；抗GAPDH鼠单克隆抗体（北京康为世纪

生物技术公司）；HRP标记的兔抗山羊 IgG、HRP标

记的山羊抗鼠 IgG、SABC免疫组化试剂盒（北京中

杉金桥生物技术公司）；PVDF膜、ECL化学发光试剂

盒（美国Millipore公司）；BCA蛋白浓度测定试剂盒

（碧云天生物技术研究所）；免疫组化DAB染色试剂

盒（美国Vector Labs公司）；血浆皮质酮测定试剂盒

（北京北方生物技术研究所）。

1.1.3 主要仪器设备 足底电击刺激箱、旷场实验

箱；高架十字迷宫、水迷宫及视频跟踪和数据采集系

统（Smart 2.5 西班牙Panlab公司）；酶标仪、电泳仪、

转膜仪（美国Bio-Rad公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及创伤性应激模型建立[11，12] 实验动

物在29日龄时，采用旷场实验对其自主活动性和探

索性进行总体评价，剔除极端者。随机将大鼠分为

对照组和创伤性应激组，每组12只。30日龄时应激

组大鼠接受无法逃避的足底电击，程序如下：将大鼠

放入黑暗的电击箱接受电击，电击强度为电压30V，

电流0.8mA，持续8s，间歇时间30~120s不等，持续刺

激30min。每天上、下午各刺激一次，两次间隔4h以
上，连续2 天。为平衡误差，将对照组大鼠在相同的

时间点放入电击箱中 2次，每次 30min，但不接受刺

激。应激程序完成后，正常饲养至成年（63日龄）。

1.2.2 行为学测试 ①旷场实验（Open field test）：用
于测试大鼠的探究行为和焦虑水平。在 64日龄进

行，以旷场中央为起点放入动物，视频跟踪记录每只

动物5 min内的跨格数、中央格停留时间、直立次数、

粪粒数和修饰次数。②高架十字迷宫实验（Elevat⁃
ed plus maze test）：用于测试大鼠的焦虑水平。在65
日龄将大鼠面朝一侧闭合臂放于迷宫中央交汇平台

处，视频跟踪软件记录5 min内的开放臂进入次数和

停留时间、闭合臂进入次数和停留时间以及粪粒

数。计算统计指标包括开放臂和闭合臂总进入次

数、开放臂进入次数所占百分比、在开放臂停留的时

间。③水迷宫实验（Morris water maze test）：评估学

习记忆能力，在67~72日龄进行。训练期共5天，每

天 3次，相邻两次间隔 30min。实验开始，随机选取

起始点，将大鼠面朝迷宫壁沿壁放入水中（水温22°
C），软件记录其游泳轨迹，预设时间为 2min，若 2
min内找到平台，允许其在台上休息 15s后取出，擦

干，放回笼中，若2min未找到平台，则人工引导上台

并停留 15s。第 6天为测试期，撤除平台后，从Ⅰ象

限的对侧象限，即Ⅲ象限放入大鼠，记录30s内的游

泳轨迹。分析数据包括：训练期的逃离潜伏期（es⁃
cape latency time to platform，即找到水面下平台所花

的时间），下降越快表示空间学习记忆能力越强；测

试期在Ⅰ象限和Ⅴ象限停留的总时间及穿越Ⅴ象限

的次数，结果越大表示空间记忆越深刻。

1.2.3 地塞米松抑制试验测试HPA轴功能 在73~
74日龄进行，每组均随机选取6只大鼠，当日14：00
于麻醉状态下从眼眶后静脉丛采集 0.5ml血液于预

冷的肝素抗凝管中，4000rpm离心 10min制备血浆，

储存于-20℃冰箱待测血浆皮质酮基础值。次日 8:
00向大鼠尾静脉注射地塞米松，剂量为 0.03mg/kg。
6小时后，断头法处死大鼠，收集血液，分离血浆，冻

存。用放射免疫法检测血浆皮质酮浓度。

1.2.4 免疫组织化学法检测海马 CRF1 受体的表

达 在75日龄用4%多聚甲醛固定脑组织。对照组

和创伤性应激组各6只大鼠，麻醉后用4%多聚甲醛

全身组织充分灌流、固定，取出大脑流水冲洗 24h，
浸入浓度递增酒精中脱水、硬化，二甲苯中透明，石

蜡浸透，石蜡包埋，切片（组织片厚度为5μm），55°C
展片，粘片。将切片放在 60°C的烤箱中烘烤 2h，常
规脱蜡、水化，枸橼酸盐缓冲液中微波抗原修复

15min，3% H2O2溶液灭活内源性过氧化氢酶，血清

封闭非特异性抗原，滴加一抗（稀释比为 1:300）4°C
湿盒内孵育过夜，弃一抗，PBS洗涤5 min×4次，滴加

二抗，室温孵育 1h，PBS洗涤 5min×4次，DAB染色，

显微镜下监测着色程度，适时终止，苏木素复染，1%
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盐酸酒精（70%乙醇100ml+1浓盐酸1ml）分化数秒，

1%氨水返蓝数秒，常规脱水、透明，中性树胶封片，

镜检观察染色情况。阳性染色判定：均匀着色的淡

黄色-棕黄色-褐黄色颗粒，分布于细胞膜上。随机

选取 5个高倍镜（×400）视野，按照每个视野中阳性

细胞百分比及染色深度进行综合评定。根据阳性细

胞百分比划分为：1分（<25%）、2分（25% ~ 50%）、3
分（>50%），根据染色深度划分为：0分（不着色）、1
分（淡黄色）、2分（棕黄色）、3分（褐黄色）。将以上

二者评分相乘得总分，总分<3判为弱阳性，总分>4
判为阳性。

1.2.5 Western blot检测海马CRF1受体表达水平 在

74日龄，断头法处死大鼠收集血标本的同时，迅速

开颅取脑，分离海马组织，保存于-80°C冰箱。组织

加入预冷的RIPA裂解液和 PMSF后低温下充分匀

浆，12000rpm低温离心 5min，收集上清液。用BCA
蛋白浓度检测试剂盒测定蛋白浓度。取 30μg总蛋

白进行 SDS-PAGE电泳，并转移至 PVDF膜上，TBS
配制的5%的脱脂奶粉室温下封闭1h，4°C一抗孵育

过夜（山羊抗鼠CRF1稀释比为1:4000，GAPDH鼠单

抗稀释比为 1:2000）。TBST洗膜 10min×3次，加入

HRP标记的二抗（HRP标记的兔抗山羊 IgG，HRP标

记的山羊抗鼠 IgG），室温孵育 1h，洗膜（方法同

上）。加上ECL发光液室温孵育 5min，暗室内胶片

显影、定影。扫描仪扫描，以目的条带和内参条带的

灰度比值表示目的蛋白的相对表达量。

1.3 统计学处理

采用SPSS 18.0软件进行统计分析，计量资料以

χ±s表示，进行 t检验和单因素方差分析（One-way
ANOVA），对计数资料进行χ2检验，P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 青少年期创伤性应激对大鼠成年后焦虑水平

的影响

2.1.1 旷场实验 剔除存在异常值的大鼠数据后，

对照组和应激组分别有11只和10只大鼠纳入统计

分析。与对照组相比，应激组大鼠的中央格停留时

间和直立次数均显著减少，提示动物具有较高的焦

虑水平，而粪粒数明显减少提示较低的焦虑水平，见

表1。
2.1.2 高架十字迷宫实验 实验过程中，对照组和实

验组各有 6只大鼠掉落地面，不计入统计分析。与

对照组比较，应激组大鼠进入各臂的总次数和进入

开放臂次数占进入各臂总次数的百分比无统计学差

异，而在开放臂停留的时间明显减少，排泄的粪粒数

显著增多，提示焦虑水平较高，见表2。
表1 对照组与应激组旷场实验结果比较(χ±s)

表2 对照组与应激组高架十字迷宫实验结果比较(χ±s；n=6)

2.2 水迷宫测试青少年期创伤性应激大鼠成年后

学习记忆能力的变化

应激组的逃离潜伏期在第 1天长于对照组，但

差异无统计学意义，第2天显著长于对照组，差异有

统计学意义（P<0.05）；与前一天相比，应激组逃离潜

伏期至第 3天尚有显著性差异，晚于对照组的第 2
天，以上结果提示应激组的空间学习记忆的速度不

及对照组，见表3。第6天，撤除水面下平台后，逃离

潜伏期、穿越Ⅴ象限的次数以及在Ⅰ和Ⅴ象限停留

的时间，对照组和应激组间均无统计学差异，提示经

过5天的学习后，第6天两组大鼠对空间的记忆达到

同一水平，记忆质量无差异，见表4。
表3 水迷宫实验中逃离潜伏期的比较(s；χ±s；n=12)

注：与对照组比较，*P<0.05；与前一天比较，#P<0.05。
表4 第6天水迷宫实验统计指标的比较(χ±s；n=12)

表5 注射地塞米松前后血浆皮质

酮浓度的比较(ng/ml；χ±s；n=6)

2.3 青少年期创伤性应激对大鼠成年后HPA轴功

能的影响

地塞米松抑制试验结果显示，注射地塞米松6h
后，对照组皮质酮分泌被抑制，浓度（T6h）显著降低

指标

跨格数(次)
中央格停留时间(s)
粪粒数(粒)
修饰次数(次)
直立次数(次)

对照组(n=11)
97.36±41.34
24.76±7.64
6.00±2.72

14.09±4.97
24.55±9.39

应激组(n=10)
63.30±32.56
17.08±5.15
3.50±2.37

11.20±5.79
12.90±7.49

t
2.021
2.670
2.235
1.231
3.121

P
0.058
0.015
0.038
0.233
0.006

指标

各臂进入总次数(次)
开放臂进入次数百分比(%)
开放臂停留时间(s)
粪粒数(粒)

对照组

13.00±5.22
43.33±14.80
34.46±15.14
3.83±1.47

应激组

6.60±4.98
43.40±18.17
11.39±6.41
6.60±2.07

t值
2.173

-0.007
3.437

-2.673

P值

0.055
0.994
0.006
0.023

组别

对照组

应激组

第1天
75.96±37.71

100.80±20.86

第2天
28.02±15.97#

72.97±36.74*#

第3天
23.73±17.58
43.76±28.86#

第4天
19.35±11.08
26.98±27.16

第5天
15.86±11.06
28.14±21.27

指标

穿越Ⅴ象限次数(次)
在Ⅰ和Ⅴ象限停留时间(s)
逃离潜伏期(s)

对照组

3.00±1.27
8.84±3.12

10.49±6.85

应激组

3.00±2.12
8.02±4.72

12.27±9.63

t值
0.000
0.502

-0.524

P值

1.000
0.621
0.605

组别

对照组
应激组

T0
32.20±2.60
27.70±9.96

T6h
18.33±5.33
31.81±3.06

t值
5.727

-0.969
P值

0.0002
0.3555
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（P<0.05），而应激组皮质酮分泌不受抑制，见表 5，
提示应激组HPA轴负反馈调节功能出现了紊乱。

2.4 青少年期创伤性应激对大鼠成年后海马

CRF1受体的影响

2.4.1 免疫组织化学法检测CRF1受体的表达 CRF1
在海马的阳性表达率，应激组66.67%（4/6）高于对照

组 16.67%（1/6），但差异无统计学意义（P>0.05），见

图1。
2.4.2 Western blot 检测 CRF1 受体在海马的表达

对照组和应激组海马CRF1受体的相对表达量分别

为 0.67±0.14 和 0.32±0.05，差异有统计学意义（P<
0.05），见图2。

图1 青少年期创伤性应激对大鼠成年后

海马CRF1受体表达的影响(SABC，× 400)
注：a：对照组；b：应激组

图2 青少年期创伤性应激对大鼠

成年后海马CRF1受体表达的影响

注：与对照组比较，*P<0.05
3 讨 论

青少年期身体各器官系统尚未发育成熟，尤其

是神经内分泌系统具有较大的可塑性。研究显示，

慢性应激持续激活HPA轴，释放大量的糖皮质激

素，后者作用于海马、杏仁核等边缘脑区神经元的激

素受体，使受体表达下调[3，4，13]，影响神经细胞间突触

结构的建立，降低学习记忆能力 [14-16]。近年研究发

现，中枢促肾上腺皮质激素释放因子（CRF）与其受

体CRF1结合，在应激所致学习功能受损的机制中

起着重要作用。CRF主要由室旁核合成和分泌，是

HPA轴的始动激素，应激时能够促进糖皮质激素的

合成与释放，后者与儿茶酚胺类递质共同介导应激

的生理反应。海马神经元上既分布有CRF1受体，

也能够独立合成CRF [10]。各种应激通过感受器传入

中枢，经过复杂的分析综合和神经传递，引起室旁核

和海马等分泌CRF增加。CRF一方面与垂体上相

应受体结合激活HPA轴，另一方面与海马CRF1受

体结合，通过改变CRF1受体表达而影响学习记忆

过程[10，17]。海马CRF-CRF1主要通过改变神经可塑

性而影响学习记忆，比如敲除海马CRF1受体基因

的小鼠，突触增强作用缺失，学习能力受损[18，19]。

本研究以地塞米松抑制试验反映HPA轴对血

浆糖皮质激素的调节功能，结果可见，应激组的血浆

皮质酮不被地塞米松抑制，提示HPA轴对糖皮质激

素的调节功能发生紊乱，显示青少年期创伤性应激

对HPA轴功能的长期影响。本研究认为，应激组

HPA轴功能紊乱的机制之一是海马 CRF1受体下

调。尽管现有研究认为海马主要通过其上的糖皮质

激素受体参与对HPA轴功能的负反馈调节[14]，但在

基因敲除鼠研究中，选择性敲除大鼠边缘系统（包括

海马）CRF1受体基因，应激后ACTH和皮质酮持续

升高，说明海马CRF1受体在应激时HPA轴的负反

馈调节中也发挥重要作用[20]。本研究中，应激组大

鼠在行为学上表现出较高的焦虑水平。临床焦虑障

碍患者和焦虑动物模型中，常见焦虑症状和HPA轴

功能紊乱相伴随的现象[21，22]。本研究进一步证明了

海马CRF1受体参与介导应激性HPA轴功能紊乱。

本研究认为，应激组大鼠海马CRF1受体表达

下调，是海马依赖性记忆功能受损的主要原因。虽

然应激时大量释放的糖皮质激素与其受体结合也会

影响海马神经突触结构建立，进而影响记忆功能[14-

16]，但本实验中应激组和对照组大鼠血浆基础皮质

酮水平无明显差别，且有研究提示，急性应激时外周

皮质酮进入中枢与其受体结合的速度远慢于中枢

CRF与CRF1的结合[23，24]，因此糖皮质激素受体介导

海马依赖性记忆功能下降在本实验中可能居于次要

地位。有学者指出水迷宫实验本身即是一种应激刺

激，可引起皮质酮分泌增加，干扰大鼠的认知过程
[25]，因此实验前的水环境适应性训练、调节水温等准

备工作至关重要，可最大限度减低应激反应，保证结

果的可靠性。

综上所述，本研究认为，青少年期创伤性应激可

导致大鼠成年后的HPA轴功能紊乱、焦虑水平升

高、学习和记忆能力受损；海马CRF1受体表达下调

是应激导致HPA轴负反馈调节功能紊乱和学习记

忆能力受损的共同通路之一。这可能是具有青少年
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