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【摘要】 目的：观察慢性应激对不同月龄大鼠行为、前额叶皮质、纹状体脑源性神经营养因子（BDNF）表达的影响。
方法：采用慢性轻度不可预知性应激建立动物模型，观察 2 月龄和 15 月龄 48 只 Wistar 大鼠的行为学、前额叶皮层
和纹状体细胞形态学及 BDNF 的表达。 结果：与对照组相比，青年应激大鼠水平运动、直立次数均明显减少，这一变
化在老年应激组更明显。 应激组糖水偏爱百分比显著低于对照组，并持续到应激结束后一周；老年应激组的糖水偏

爱百分比低于青年组。 应激组前额叶皮层和纹状体神经细胞呈程度不同的损伤现象，且老年应激组的损伤较青年组

严重。应激组前额叶皮质和纹状体 BDNF 表达明显下调，老年应激组下调明显。应激后一周，青年应激组 BDNF 表达
有一定程度的升高，但仍显著低于对照组。 结论：慢性轻度不可预知性应激引起老年大鼠明显的行为学改变，提示老

年大鼠对应激的反应性和耐受性降低。 应激导致前额叶皮层和纹状体细胞的变性、萎缩和死亡及 BDNF 表达下降，
这一变化在老年组更为明显。
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【Abatract】 Objective: To study the chronic stress effects on the behavior and BDNF expression in PFC and caudate
putamen in different aged rats. Methods: Chronic unpredictable mild stress (CUMS) was used to build 2 month and 15
month old Wistar rats depressive animal model, and to observe the behavior in open field test, sucrose preference, mor-
phologic changes and BDNF expression in PFC and caudate putamen. Results: Compared with the control groups, the
young stress groups displayed less square crossing and vertical movement, and the aged stress animals had more remark-
able changes in those behavior. The young stress rats showed obviously decreased tendency in sucrose preference com-
pared with the control groups. Meanwhile, the aged stress group exhibited obvious decreases of sucrose preference after
stress, and persisted 1 week after stress than the young stress group. The young stress groups displayed obviously morpho-
logic damage in PFC and caudate putamen, the aged stress group showed more cell atrophy and cellular necrosis compared
with the young stress group. The young stress rats had significant lower BDNF expression in PFC and caudate putamen
than the control groups; the aged stress rats showed even lower BDNF expression than the young stress rats at every testing
time. Conclusion: CUMS induces aged rats to more serious abnormal behavior than young animals, indicating aging is one
of the important influence factors in stress. The aged rats have more serious cell atrophy and cellular necrosis than the
young rats under CUMS. Stress induces significant reduction of BDNF expression in PFC and caudate putamen. The aged
stress rats have much lower BDNF expression than the young rats.
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大量研究证实，长期慢性应激加速衰老过程，诱
发多系统疾患[1，2]。 其机制是慢性应激可激活下丘脑-
垂体-肾上腺皮质轴（Hypothalamic-pituitary-adrenal
axis，HPA），使糖皮质激素分泌过多，导致海马的兴
奋性毒性， 引发认知和情绪紊乱[3-5]。除此之外，有研

究显示， 抑郁症患者和慢性应激抑郁模型动物脑内
还存在边缘系统-皮质-纹状体-苍白球-丘脑环路
结构或功能改变，引发情绪、行为和认知紊乱[6，7]。 其
损伤机制除 HPA轴功能异常以外，还可能与包括以
脑源性神经营养因子 （Brain derived neurotrophic
factor，BDNF）为主的神经营养素的表达下调，使保
护作用降低、神经细胞可塑性下降有关 [8，9]。 如有研
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究提示， 慢性应激可导致大鼠海马 BDNF表达显著
降低，Smith等发现束缚应激可明显下调大鼠海马齿
状回和 CA3区 BDNFmRNA 的表达。 幼年期母爱剥
夺的大鼠，在成年后其海马的 BDNF水平降低。在脑
缺血再灌注损伤及帕金森病等动物模型中发现皮层

和纹状体区 BDNF 的水平明显下调[10，11]。 但慢性应
激对衰老大鼠前额叶皮质、 纹状体脑源性神经营养
因子表达的影响研究尚不够深入。 本研究通过建立
慢性轻度不可预知性应激模型， 观察不同月龄大鼠
的行为学、 前额叶皮质和纹状体形态学和 BDNF 的
表达的变化。

1 对象与方法

1．1 实验动物
2 月龄及 15 月龄健康 Wistar 大鼠，体重分别为

200g及 500g左右。 由山东大学实验动物中心提供，
合格证号 (SCXK鲁 20030004)。 每笼喂养 5 只大鼠
(平均每只大鼠的活动面积为 0.023m2)。 控制室温
(20±3℃)，节律光照(8:00am～8:00pm)，标准饲料喂养。
喂养一周后对每只动物做旷场实验， 各年龄组选择
得分相近的大鼠共 48只。
1．2 应激动物模型的建立
采用慢性轻度不可预知性应激制备应激动物模

型[12，13]：给动物施加电击足底(30 伏，5 秒)、夹尾 1 分
钟、禁食 24 小时、禁水 24 小时、昼夜颠倒 24 小时、
4℃冰水游泳 5分钟、 振荡 30 分钟及噪音刺激 1 小
时等 8种刺激，每天 1 种，随机出现，持续 21 天。
1．3 行为学指标测定
1．3．1 旷场实验 (Open field test，OF) 用于反映探
究活动及情绪反应。 采用 90cm×90cm×45cm的木质
旷场实验箱，底部划分为 15cm×15cm 的方格，沿箱
壁的方格称为外周格，其余为中央格。 实验于 8am～
12am之间在安静的房间内进行。将动物放在正中央
格，观察 5分钟内的活动情况。 观察指标：①方格间
穿行次数： 三爪以上或 1/2 以上身体跨入邻格的次
数(为水平运动得分)；②直立次数：两前肢离地 lcm
以上(为垂直运动得分)。 彻底清洁旷场后再进行下
一只大鼠的行为实验。 测试时间为应激前一天，应
激结束后当日和应激结束后一周。
1．3．2 糖水偏爱实验 [12] 实验前在安静房间内训练

动物适应含糖饮水。每笼同时放置 2个水瓶，第一个
24 小时两瓶均装有 1%蔗糖水。 随后的 24 小时，一
个瓶装 1%蔗糖水，一个瓶装纯水。 23小时的禁食禁
水后，同时给予每只大鼠事先定量好的两瓶水：一瓶

1%蔗糖水，一瓶纯水。 60 分钟后，取走两瓶并称重。
计算动物的总液体消耗量、 糖水消耗量、 纯水消耗
量， 按公式计算出糖水偏爱百分比 (糖水偏爱百分
比=糖水消耗量 ／总液体消耗量×100%)。
1．4 灌注与取材
动物经 10%水合氯醛(100mg/kg)腹腔麻醉，迅速

开胸暴露心脏，左心室插管至主动脉，剪开右心耳，
先用 150ml 冷生理盐水(4℃)快速灌注冲洗血液，随
后用新鲜配置的 4%多聚甲醛磷酸缓冲液 (4℃，
pH7.4) 500ml 灌注固定 30 分钟，开颅取脑，根据大
鼠立体定位图谱， 取前脑、 纹状体脑组织 (冠状断
面)，每块厚约 2mm，浸入 4%甲醛磷酸缓冲液保存。
经脱水、透明、浸蜡、铸块常规制成石蜡块，由切片机
切成 5μm 厚冠状石蜡切片， 分别做 H-E 染色和免
疫组化测定(试剂盒由武汉博士德生物制品公司提供)。
1．5 图像分析
用 BI-2000 图像分析软件测量组织细胞中

BDNF 表达的强弱程度。 用灰度值和平均光密度二
个参数判断。每组大鼠纹状体、前额叶皮层取同部位
切片，每张切片的 BDNF表达区选 5个不同视野，高
倍镜下进行着色细胞图像分析， 计算每个高倍视野
BDNF的平均灰度值、OD值，进行半定量测量。

2 结 果

2．1 旷场实验
应激前各组旷场实验各项指标差异均无统计学

意义。应激后即刻和应激后一周，应激组水平跨格数

和直立次数明显减少。 这一趋势在老年应激组更加

明显。 结果见表 1，表 2。

表 1 不同月龄大鼠水平运动得分比较（n=8，x±s）

注 ：*P<0.05 与对照组比较 ，#P<0.05 与青年应激组比较 （ANOVA,
LSD-t 检验），下同。

表 2 不同月龄大鼠垂直运动得分比较（n=8，x±s）

2．2 糖水偏爱实验
各组动物基础糖水偏爱百分比均无显著性差

异。 应激后即刻和应激后一周， 应激组的糖水偏爱
百分比显著低于对照组。与青年应激组相比，老年应
激组的糖水偏爱百分比降低。 结果见表 3。
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表 3 糖水偏好实验结果（n=8，x±s）

2．3 前额叶皮层和纹状体细胞形态学改变
对照组前额叶皮层神经细胞形态正常， 胞膜完

整，核仁清晰，各层锥体细胞排列整齐，可见较长的
神经纤维。应激组显示有细胞淡染、萎缩、变性。应激
后一周， 上述变化未见明显改善。 与青年应激组相
比，老年应激组的损伤更加严重，淡染细胞数量明显
增多。
对照组纹状体内细胞大小较一致，常三五成群，

也有少数或大或小的细胞， 尾壳核内有许多粗细不
均的纤维束穿过， 苍白球含较多的梭形或三角形细
胞，松散分布。 成年组大鼠神经细胞胞体大，胞核清
晰，染色较深，神经元数量多，而神经胶质细胞的数
量较少，毛细血管丰富。老年组大鼠纹状体中神经胶
质细胞的数量较 2月龄大鼠多， 神经元胞质染色较
淡，胞体较小。 应激后，应激组出现细胞淡染、肿胀，
多数细胞呈空泡状，可见细胞萎缩、变性，使整个视
野的色调变浅。 老年应激组大鼠异常细胞的数量较
青年应激组为多，毛细血管的数量也显著减少。

表 4 各组大鼠前额叶皮层 BDNF 的表达(OD 值)（n=8，x±s）

表 5 各组大鼠纹状体 BDNF 的表达（OD 值）（n=8，x±s）

2．4 前额叶皮层和纹状体 BDNF表达
对照组前额叶皮层可见大量 BDNF 阳性细胞，

主要分布于大脑皮质的第三层和第五层， 以第五层
为主。 纹状体中 BDNF阳性细胞的表达较皮层中略
少，细胞膜及胞浆染色。 应激后即刻和应激后一周，

应激组大鼠前额叶皮层 BDNF的含量较对照组明显
减少，BDNF阳性神经元的 OD值明显下降。 老年对
照组较青年对照组在纹状体和前额叶皮层 BDNF 的
表达无显著性差异。 而老年应激组在应激后即刻和
一周后 BDNF表达较青年应激组低， 差异具有统计
学意义。 见表 4、表 5。

3 讨 论

慢性应激可导致大鼠海马、前额叶皮层及纹状

体等部位 BDNF的表达明显降低[14，15]。人工合成皮质
类固醇可以使海马、纹状体及大脑皮层神经元 BD-
NFmRNA 表达下降，这提示皮质醇损伤神经元与拮
抗 BDNF 的表达有关[16]。 这可能是慢性应激能够引
起动物情绪和认知异常、免疫力下降、学习记忆力受
损的机理。本实验中，老年对照组大鼠的旷场实验各
项指标得分均低于青年对照组，提示伴随机体衰老，
大鼠对新环境的好奇心及适应能力逐渐下降， 表现
出一种淡漠情绪。 应激后，与青年组相比，老年组在
中央格停留时间延长、跨格数和直立次数明显减少，
说明衰老大鼠对慢性应激的敏感性增高， 应激损伤
更加严重，主要表现在对新环境缺乏探索兴趣，兴奋
性及适应能力明显降低。 形态学方面，本研究发现，
慢性应激可导致纹状体神经细胞数量减少， 细胞形
态改变以及毛细血管数量的减少， 且以老年应激组
的损伤最为严重。 纹状体是单胺类神经递质含量最
丰富的脑区之一， 单胺类神经递质包括多巴胺、5-
羟色胺、儿茶酚胺以及它们相应的代谢产物，是中枢
神经系统重要的神经递质，广泛参与运动、认知和学
习与记忆、情感活动、内分泌、睡眠等多种功能的调
节。 这些特定神经递质的含量过低及其受体功能低
下是引起抑郁症的神经生化机制原因[17-19]。 可见，慢
性应激可导致纹状体为主脑区神经元损伤， 且这种
损伤具有年龄依赖性。

BDNF 在中枢神经系统的含量是否会伴随衰老
而出现增龄性改变，目前尚存在争议。 有研究显示，
海马 BDNF 的表达与年龄变化关系不大 [14]。 也有研
究提示老龄大鼠海马神经元 BDNFmRNA 的表达随
增龄而显著降低[15]，记忆力衰退与海马体积和 BDNF
的表达相关[20]。同时，在针对衰老相关的疾病如早老
性痴呆、血管性痴呆、帕金森病及缺血缺氧性脑损伤
等的研究中也发现了 BDNF 的下调性变化 [21]。 另有
研究显示，27月龄大鼠海马 CA3区 BDNF的含量较
3-5月龄大鼠下降 13.3%[22]。本实验观察了前额叶皮
质和纹状体 BDNF 的表达， 结果显示，15 月龄大鼠
海马、 前额叶皮层及纹状体 BDNF的含量均较 2 月
龄大鼠略有下降，但差异不具有统计学意义。说明大
鼠中枢神经系统 BDNF的表达伴随衰老的不同程度
而呈逐渐下降的趋势。 在 21 天慢性应激后，与青年
组相比， 老年大鼠 BDNF的表达表现出更加显著的
下降趋势，在应激结束后一周，在青年应激组 BDNF
表达略有好转的情况下，仍未表现出好转趋势，说明
老年大鼠由于 BDNF的下调性改变， 对抗应激的能
力减弱，应激造成的损伤也更加严重。这一结论除了
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支持应激影响边缘系统-皮质-纹状体-苍白球-丘
脑环路这一神经解剖环路的功能并导致相应行为、
情绪和认知功能障碍的观点外 [20，23]，还提示，应激对
这一环路的损伤效应与年龄相关， 老年个体因应激
敏感性增加和应激保护因子 BDNF的表达下调更易
出现上述功能障碍。
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