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【摘要】 目的：探讨慢性应激时大鼠中枢神经元损伤与大脑结构、功能改变之间的关系。 方法：30 只青年雄性 Wistar
大鼠，体重在 185g~255g 之间，随机分为对照组（C 组，n=15）和实验组（T 组，n=15）。 T 组大鼠单只分笼喂养， 连续 21
天给予不可预见性综合刺激；C 组大鼠分 5 只/笼喂养，不给予任何刺激。 第 22 天脑组织取材、切片并进行 TUNEL 染
色测定；实验前后分别进行旷场分析、体重测定和头部磁共振检查。 结果：实验后的 T 组与 C 组相比：体重减轻（P<
0.05）；中央格停留时间延长（P<0.01）；水平穿越格数减少（P<0.01）；直立次数减少（P<0.01）；修饰次数减少（P<0.01）；
粪便粒数增多（P<0.01）。在 T 组及 C 组海马各区均可以观察到细胞核内有棕黄色颗粒的凋亡细胞。慢性应激后 T 组
与 C 组比较，凋亡细胞所占比例及凋亡细胞计数明显增加，两组有显著性差异(P<0．01)。 无论与 C 组还是与实验前本
组相比，实验后 T 组大鼠的侧脑室宽度显著增大，中脑导直径显著增大（P 值均<0.01）。 结论：慢性不可预见性综合应
激明显增加了大鼠海马各亚区神经元凋亡的数量，并使其头部的 MR 图像表现为脑萎缩。
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【Abstract】 Objective： To study the relationship between the damage of the central neuron and the brain structure and
function of the rats with chronic stress. Methods： Male Wistar rats (n=30) weighting about 185-255g were divided into
the test group (T, n=15) and the contral group (C, n=15) randomly. The rats in group T were exposed to various types of
stresses every day for consecutive 21 days. The rats in group C did not receive any stress during 21 days. Every rat was
weighed, open-field tested and measured for the brain by MR before the test and on the 22nd day. Also, on the 22nd day,
the brains were removed and cut coronally. The apoptosis was detected by techniques of terminal deoxynucleotibyl
transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labling(TUNEL). Results： Weight and the result of Open-field test: compared
with group C, group T showed less weight, increased stopping time in the center, decreasing rearing and grooming and
increased defecation after 21-day stress (P<0.01-0.05). Compared with group C, the percentage of positive cells in the
hippocampus of group T increased significantly in the TUNEL method （P <0.01）. Compared with group C or before
experiment, the lateral cerebral ventricle width and the diameter of midbrain aqueduct in group T increased after 21-day
stress (P<0.01). Conclusion： After the chronic stress, the apoptosis of the neurons in the rats hippocampus were increases
and the MR image of brain shows cerebral atrophy.
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抑郁症是一种最常见的精神疾患， 其终生患病
率为 5.2%～16.2%[1]。 目前医学界普遍认为抑郁症是
一个与遗传因素有关的， 由环境因素所致的多基因
性疾病。研究显示它并不是完全的功能性精神障碍，
部分抑郁症患者大脑特定部位的结构性损害可能就

是其症状的病理基础。
当机体感受应激源的时程延长时， 下丘脑—垂

体—肾上腺轴（HPA 轴）功能持续亢进，导致高皮质
醇血症。 有关实验发现持续的高皮质醇血症可导致
海马神经元的萎缩、退化和丢失 [2]，最终出现一系列
的行为效应，如记忆、认知和行为的改变，这可能是
抑郁症临床表现产生的原因之一。

本研究以慢性不可预见性综合应激合并孤养刺

激所致的抑郁症模型大鼠作为对象， 采用磁共振检
查手段，探讨中枢神经元损伤与大脑结构、功能改变
之间的关系。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 动物 中国医科大学实验动物部提供的青年
雄性 Wistar 大鼠 30只，体重在 185g~255g之间。
1.1.2 试剂 TUNEL试剂盒由 Boster 公司提供。
1.1.3 仪器 YSD-4G 型药理生理实验多用仪 ；
Meta Morph/Cool Snapfx/Ax70计算机图像分析系统；

·278· Chinese Journal of Clinical Psychology Vol.18 No.3 2010



1.5T磁共振机（日本 TOSHIBA公司）。
1.2 方法
1.2.1 分组 所有大鼠群养， 适应实验室环境一周
（周围环境为自然昼夜节律光照， 室温 18-20℃左
右，控制干扰声音和光线，自由进食、水）。 然后采用
旷场分析法测定行为 （包括 5分钟内中央格停留时
间、水平穿越格数、直立次数、修饰次数和粪便粒数）
并称体重，再按随机数字表将其随机分为对照组（C
组，n=15）和实验组（T组，n=15）。
1.2.2 磁共振（MR）检查 使用 2%戊巴比妥钠溶
液（40mg/kg 体重）给予腹腔麻醉，对大鼠头部进行
MR扫描， 具体扫描参数为： ①横断面 T1加权采用

SE 序 列 ：TR:450ms，TE:15ms，FA:70/180，NAQ:2.8，
FOV:9×9㎝，Matrix:256×256。 ②横断面 T2加权采用

FSE 序列：TR:3500ms，TE:100ms，FA:90/160，NAQ:4，
FOV:9×9㎝，Matrix:256×256；横断面扫描范围：鼻尖
至外耳孔后方 2㎝之间的区域。 ③矢状面 T1加权采

用 SE 序列 ：TR:450ms，TE:15ms，FA:70/180，NAQ:2，
FOV:9×9㎝，Matrix:256×256；矢状面扫描范围：两侧
外耳孔之间的区域。 所有图像分辨率：0.4㎜×0.4㎜
层厚:4㎜。
1.2.3 应激过程 T 组大鼠为单只分笼喂养和连续
21 天的刺激 ： 热刺激 （45 摄氏度 ，5min）； 夹尾
（1min）；摇晃（频率为 1 次/秒，15min）；电击足底（电
流强度为 1mA，10s/次， 间隔 1min刺激 1次， 共 30
次）； 冰水强迫游泳 （水温 4 摄氏度，5min）； 禁食
(48h);禁水（24h）。每天给予一种刺激，为不可预期性
刺激，每种刺激累计使用 2-3 次。 C 组大鼠分 5 只/
笼喂养，不给予任何刺激。
1.2.4 头部 MR 复查、 取材与切片 第 22 天所有
大鼠在称量体重与旷场分析法评分后， 再次于腹腔

麻醉后进行头部 MR扫描，操作同前。行左心室穿刺
并先后灌注 37℃生理盐水 150ml 和 4℃的 4%多聚
甲醛溶液 250ml，剥离脑组织并置于 4%多聚甲醛溶
液中后固定 48h以上，再行梯度乙醇脱水，石蜡包埋
后，进行冠状切片。
1.2.5 海马神经元细胞凋亡的测定 对标本进行
TUNEL 原位标记染色。
1.2.6 图像分析 在计算机图像分析系统 （Meta
Morph/Cool Snapfx/Ax70）分别测量双侧海马 CA1区、
CA3 区和齿状回（DG）内凋亡细胞所占切面面积的
百分比及凋亡细胞计数。
1.2.7 磁共振图像分析 由两位放射线科教授分别
阅读磁共振图像并测量 T2加权图像的侧脑室宽度

及中脑导水管直径。具体方法为选择相同部位，侧脑
室宽度取上下径的最大值， 针对每一测量值均测量
2次，然后取其平均值记录。
1.2.8 统计分析 采用 SPSS13.0 统计软件对数据
进行分析，所有数据均采用两样本均数的 t检验。

2 结 果

2.1 体重和旷场分析法测定结果
实验后的 T 组与 C 组相比：体重减轻（t=-2.40，

P<0.05）;中央格停留时间延长（t=5.53，P<0.01）;水平
穿越格数减少（t=-3.90，P<0.01）;直立次数减少（t=-
2.99，P<0.01）；修饰次数减少（t= -3.77，P<0.01）；粪
便粒数增多（t=5.13，P<0.01）。 见表 1。
2.2 TUNEL染色结果
在 T 组及 C 组海马各区均可以观察到细胞核

内有棕黄色颗粒的凋亡细胞。 慢性应激后 T 组与 C
组比较， 凋亡细胞所占比例及凋亡细胞计数明显增
加，两组有显著性差异(P<0．01)。 见表 2。

��� ������ 	
��
���� �。。。�。 � 。。。。 � 。。。。� 。。。。 �
。 � � 。。。。。。±。。。。。� 。。。。±。。。。� 。。。。。±。。。。。� 。。。。。±。。。。� 。。。。±。。。。� 。。。。±。。。。�
。 � � �。。。。。。±。。。。。。� ��。。。。±。。。。。。� �。。。。。±。。。。。。� ���。。。。±。。。。。。� ��。。。。±。。。。。。� ��。。。。±。。。。。。�
 

2.3 大鼠头部磁共振图像所见
2.3.1 头部 MR 横断面 T1及 T2加权图像 C 组大
鼠实验前后侧脑室及中脑导水管无明显变化；T 组
大鼠实验后侧脑室较实验前明显扩张、 中脑导水管
较实验前明显增粗。
2.3.2 头部 MR 矢状面 T1 加权图像 C 组大鼠实

验前后蛛网膜下腔及脑沟、脑裂无明显变化；T 组大
鼠实验后蛛网膜下腔较实验前增宽，脑沟、脑裂较实
验前加深。
2.4 大鼠头部磁共振图像测量结果比较
2.4.1 侧脑室宽度 实验前 T组大鼠的侧脑室宽度
与 C 组相比无明显差异（t=-0.07，P>0.05）；实验后 T

表 1 实验后大鼠体重和开场行为的比较（x±s）

注：与 C 组相比，*P<0.05，**P<0.01，下同。

表 2 海马各亚区 TUNEL 染色结果
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组比 C 组显著增加（t=30.41，P<0.01）；T 组大鼠在实
验后较实验前侧脑室宽度显著增大 （t=29.50，P<
0.01）；C 组则实验后与实验前相比无明显变化 （t=
1.13，P>0.05）。
2.4.2 中脑导水管直径 实验前 T组大鼠的中脑导
水管直径与 C组相比无明显差异 （t=1.31，P>0.05）；
实验后 T 组比 C 组显著增加（t=32.06，P<0.01）；T 组
在实验后比实验前中脑导水管直径显著增大 （t=
48.70，P<0.01）；C 组则实验后与实验前相比无明显
变化（t=-0.13，P>0.05）。 见表 3。

表 3 两组大鼠头部磁共振图像数据的比较（x±s）

注：与 C组相比，**P<0.01；与本组实验前相比，##P<0.01

3 讨 论

本研究中， 经过 21 天的慢性综合应激之后，T
组大鼠与 C 组大鼠相比：中央格停留时间增加（反
映动物的认知能力），水平穿越格数（反映活动度）明
显减少，直立次数（代表对新鲜环境的好奇程度）显
著减少，修饰行为受到明显抑制，粪便粒数 9反映动
物的紧张程度)显著增加。这些认知损害、活动减少，
兴趣丧失和快感缺乏的表现与抑郁症的精神运动性

抑制、兴趣或快感的丧失等症状有一定的相似性。
海马是介导应激反应的最重要脑区之一， 也是

糖皮质醇（GC）作用的主要靶区。神经元的丢失有坏
死和凋亡两种形式，以凋亡为主。研究显示应激对海
马神经元的损害主要表现在： 抑制海马齿状回颗粒
细胞神经元的发生，降低新发生神经元的存活率；改
变海马 CA3 锥体细胞树突结构，造成树突分支缩短
和分支数量的减少，甚至 CA3区神经元的缺失[3]。 应
激导致海马神经元受损的机制有两方面： 一方面是
保护性因素的降低，如脑源性神经营养因子（BDNF）
的减少 [4]；另一方面，损害性因素的增强，如一氧化
氮（NO）升高会产生神经元毒性[5]。 海马的损害在慢
性应激时的高皮质醇血症中起重要作用， 高皮质醇
血症可增加细胞外谷氨酸的积聚，Ca2+通过 NMDA
受体门控通道大量进入细胞内， 造成细胞的兴奋性
损伤，由此 NMDA 受体拮抗剂的抗抑郁作用也得到
证实[6]，进一步推测，继发性谷氨酸堆积及其 NMDA
受体参与甚至介导了 GC 的神经元毒性作用。 海马
对于应激性损伤是极为敏感的， 有人认为明显的神
经元丧失可能是海马体积缩小的因素之一 [7]，而慢
性应激或长期抑郁引起的 CNS 萎缩又是以海马为
主的[8]。正常海马可抑制 HPA轴的活性，但慢性应激
时的高 GC 血症损伤海马， 抑制作用减弱而导致

HPA轴活动增强， 从而增强高 GC 血症， 持续的高
GC血症又反过来可加重海马的损害，这就是糖皮质
级联假说[9]。 这一恶性循环可能是应激相关疾病，如
复发性抑郁症、PTSD的发病机制之一。
本研究的大鼠头部磁共振图像分析结果显示：

实验后的 T 组大鼠无论与实验前的自身还是与实
验后的 C 组相比，其侧脑室宽度和中脑导水管直径
都明显增大，蛛网膜下腔增宽，脑沟、脑裂加深，间接
表示实验后的 T组大鼠有脑萎缩的征象。 这与抑郁
症患者经计算机断层扫描、 正电子断层扫描和 MRI
等检查所得出的侧脑室扩大、脑沟增宽，前脑、基底
节和胼胝体膝下区体积缩小的结果 [10]类似，而其他
应激相关疾病的患者也都存在脑形态学的改变。
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