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【摘要】 目的：探讨新生期孤养（neonatal isolation，NI）对成年大鼠行为与 5-羟色胺转运体（5-HTT）表达的影响。 方
法：新生的 SD 大鼠随机分为正常对照（non-handled，NH）组与新生期孤养组，新生期孤养组在出生后 2-14d 每天孤
养 4h，断乳后常规饲养。 12w 龄时，进行旷场、高架十字迷宫和强迫游泳试验，酶联免疫法检测血浆促肾上腺皮质激
素与皮质酮、海马与下丘脑 5-HT 的含量，原位杂交法观察中缝核 5-HTT mRNA 的表达。结果：高架十字迷宫试验中
新生期孤养组大鼠出入开放臂的总次数与进入开放臂的比率显著减少； 强迫游泳试验中新生期孤养组大鼠悬浮时

间显著增多（P<0.05）。 新生期孤养组大鼠血浆促肾上腺皮质激素与皮质酮显著升高，海马中 5-HT 含量显著减少，中
缝核 5-HTT mRNA 表达显著增强（P<0.05 或 P<0.01）。 结论：新生期孤养可导致大鼠在成年时出现抑郁和焦虑样行
为，可能与下丘脑-垂体-肾上腺轴功能亢进、中枢 5-HT 功能低下有关。
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【Abstract】 Objective: To investigate the long-term effects of neonatal isolation (NI) on behavior and expression of
serotonin reuptake transporter (5-HTT) in adult rats. Methods: Sprague-Dawley pup was isolated from dam, nest and
littermates daily for 4 hours from post-natal day (PND) 2 to PND14 (NI) or undisturbed (non-handled, NH), and subjected
to behavioral sessions for open-field test, elevated plus maze test and forced swim at 12 weeks after birth. The contents of
adrenocorticotrophic hormone (ACTH) and corticosterone (Cort) in plasma were examined, as well as the contents of
serotonin (5-HT) in the hippocampus and hypothalamus by Enzyme-linked immunosorbent assay. 5-HTT mRNA levels in
the dorsal raphe nucleus were observed in situ hybridization. Results: Total entries and percent of entries to open arms of
elevated plus maze decreased and immobility duration in swim test increased in NI rats compared with NH rats (P<0.05).
Compared with NH rats, the contents of plasma ACTH and Cort increased while the hippocampus contents of 5 -HT
decreased and the raphe expression of 5-HTT mRNA increased in NI rats (P<0.05). Conclusion: The results suggest that
NI may result in the development of depression-/anxiety-like behaviors in adult rats, in which the long-term alterations in
hypothalamic-pituitary-adrenal axis and 5-HTergic neurotransmission may take a role.
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临床研究发现， 早期创伤性应激事件与成年期
创伤后应激障碍、 抑郁症及物质成瘾的发生密切相
关， 早期创伤性经历是导致成年期精神疾病易感性
增加的高风险因素之一 [1-3]。 抑郁症患者下丘脑-垂
体-肾上腺轴功能亢进， 促肾上腺皮质激素和糖皮
质激素的基础水平升高，在应激条件下 HPA 轴的反
应性增强。 抑郁症患者中枢多种神经递质系统的功
能出现部位特异性的改变，前额叶皮质的 5-羟色胺
（serotonin 5-hydroxytryp- tamine，5-HT）系统功能低
下，脑内 5-HT含量不足[4]。
基于临床研究的发现， 利用生命早期应激建立

动物模型将有助于研究成年期精神疾病易感性的发

生机制[4]。 新生期孤养（neonatal isolation，NI）是一种
将新生幼鼠进行孤养的生命早期应激模式， 研究表
明经历新生期孤养的成年大鼠自己摄取 （self-
administration）可卡因的数量显著增多 [5]，海马功能
受损，学习记忆能力减退[6]。 本实验观察新生期孤养
是否导致成年大鼠表现出焦虑样与抑郁样行为，是
否对 HPA 轴与中枢 5-HT 产生影响，为干预和应对
生命早期应激所诱发的成年期抑郁症提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物
健康怀孕 Sprague-Dawley 大鼠 8 只，购买并饲

养于中山大学实验动物中心。 室温 22±2℃条件下饲
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养，相对湿度为 40-70%，每天保证 12h 光照，大鼠
自由饮水摄食，四周环境清洁、安静。 在孕鼠生产的
当天， 对每窝新生幼鼠进行挑选， 剔除不健康的幼
鼠，每窝保留 12只幼鼠，雌雄各半。
将 8窝新生大鼠随机分成两组，每组 4窝：正常

对照组（non-handled，NH）和新生期孤养组。 正常对
照组的 4窝幼鼠常规饲养。 新生期孤养组的 4窝幼
鼠在出生后 2-14d， 每天 8:00-12:00 将单只幼鼠从
窝内取出，放置于 10cm×10cm×10cm 的黑色塑料盒
内，在室温下（25℃）孤养 4h，然后放回母鼠窝内。 8
窝幼鼠在出生后第 21d断乳，分笼常规饲养。两组幼
鼠按窝别、性别与体重随机各挑选 14只，雌雄各半，
剩余幼鼠供其它试验使用。
1.2 试剂与仪器

BIO-RAD Model 550 Microplate reader 酶标仪，
美国伯乐公司产品。 BX51显微镜，日本 Olympus 产
品。大鼠促肾上腺皮质激素、皮质酮与 5-HT酶联免
疫试剂盒，Adlitteram Diagnostic Laboratories 公司产
品。 5-羟色胺转运体（serotonin reuptake transporter，
5-HTT）原位杂交检测试剂盒，武汉博士德生物工程
有限公司。
1.3 行为学检测
大鼠 12w 龄时，按窝别、性别与体重在对照组

和孤养组大鼠中随机选取 8只，雌雄各半，进行行为
学试验。 试验时室内为暗光，均在 14:00-17:00之间
进行，以避免昼夜节律（circadian variance）对大鼠行
为的影响，各项试验之间间隔 1w。
1.3.1 旷场试验 将大鼠轻轻放入旷场实验箱
（48cm × 48cm × 48cm）的正中格，记录 5min 内大鼠
的穿格次数与直立次数，反映大鼠的自发活动情况；
记录 5min内大鼠在正中格停留时间、进入正中格的
次数、停止不动的时间、首次停止不动的潜伏期，反
映大鼠的焦虑样行为。
1.3.2 高架十字迷宫试验 高架十字迷宫包括两条
开放臂和两条闭合臂， 由中央区联结。 大鼠从中央
格面向开放臂放入迷宫，记录 5min内大鼠进入闭合
臂与开放臂的次数、闭合臂与开放臂的停留时间、危
险评估行为次数（后腿直立、伸长身体与向下探究），
计算大鼠出入开放臂的总次数 （进入开放臂次数+
进入闭合臂的次数）、进入开放臂的比率（进入开放
臂的次数/出入开放臂的总次数）。
1.3.3 强迫游泳试验 试验第一天将大鼠快速放进
一个塑料桶中 (高 40cm； 直径 18cm)， 塑料桶中有
18cm 深的水，水温控制在 25℃，进行 15min 的强迫

游泳训练。试验第二天将大鼠放入塑料桶中，记录大
鼠 5min的游泳全过程，进行行为测试。 记录测试过
程中大鼠的潜伏期与悬浮时间。 潜伏期为从实验开
始到大鼠首次出现悬浮状态所经过的时间， 悬浮时
间为在整个实验期间大鼠处于悬浮状态的时间，悬
浮状态为大鼠在水中身体基本保持不动或仅后肢有

轻微运动以维持头部露出水面。
1.4 神经内分泌检测
1.4.1 血浆促肾上腺皮质激素与皮质酮 行为学试验
后，大鼠剪尾取血 1ml，置于 EDTA 抗凝管，分离血
浆，酶联免疫法检测 ACTH与皮质酮（corticosterone，
Cort）的含量。
14.2 脑内 5-HT 的含量 取血后的大鼠， 腹腔注
射戊巴比妥钠麻醉，断头后冰块上取脑，分离海马与
下丘脑，用生理盐水制成 10%的匀浆，4000rpm 离心
10min，取上清液，用酶联免疫法检测 5-HT的含量。
1.4.3 原位杂交法检测中缝背核 5-HTTmRNA 的
表达 地高辛标记的寡核苷酸探针序列为 ：①
GGCGT TTTCC CTACA TATGC TCCCA GAATG；②
AGGTG GTGTG GGTGA CAGCC ACCTT CCCTT；
③TGGTT TTGGA GGATC TGCTG GGTGG CCATC。
在未接受行为学检测的 12w 龄大鼠中，两组各随机
选取 6 只，雌雄各半，腹腔注射戊巴比妥钠麻醉，断
头后冰块上分离中缝背核 （dorsal raphe nucleus，前
囟-7.30~-8.00）[7]。 迅速以 4%多聚甲醛固定，常规脱
水，透明石蜡包埋，连续切片，厚度 5μm，取其中 1
套切片进行原位杂交 ， 脱蜡至水 ，3%H2O2 室温

10min 去除内源性过氧化物酶，3%柠檬酸稀释的胃
蛋白酶消化，加地高辛标记的 5-HTT 寡核苷酸探针
杂交，封闭，滴加生物素化鼠抗地高辛，滴加 SABC
（Strept Avidin-Biotin Complex）， 滴加生物素化过氧
化物酶，3-32二氨基苯联胺(DAB )显色，封片。 光镜
观察以胞浆呈棕黄色为阳性细胞， 不加探针作为空
白对照。原位杂交结果在 400倍视野下，每张玻片随
机取 4 个视野， 用 Image Pro-Plus 显微图像分析系
统分别测定阳性细胞的累积光密度 (integrated
optical density，IOD)值，4 个视野的 IOD 平均值作为
该片指标的代表值。
1.5 统计学分析
使用 SPSS13.0进行统计分析。

2 结 果

2.1 行为学检测
与正常对照组相比，在旷场试验中，新生期孤养
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组大鼠穿格次数、直立次数与粪便颗粒数有所增加，
首次停止不动的潜伏期缩短，正中格停留时间增多，
但差异无统计学意义。在高架十字迷宫试验中，新生
期孤养组大鼠出入开放臂的总次数与进入开放臂的

比率显著减少，在开放臂停留时间减少，在闭合臂停
留时间增多， 后腿直立行为增多， 伸长身体行为减
少，但差异无统计学意义。 在强迫游泳试验中，孤养
组大鼠首次出现悬浮状态的潜伏期缩短， 但差异无
统计学意义，悬浮时间则显著增多。 见表 1。
2.2 神经内分泌检测
与正常对照组相比， 新生期孤养组大鼠血浆

ACTH 和 Cort 含量显著升高； 海马的 5-HT 含量显
著减少，下丘脑 5-HT 的含量减少，但差异无统计学
意义；中缝背核神经元中 5-HTT mRNA 表达相对增
强，光密度结果表明，新生期孤养组大鼠阳性细胞的
IOD值高于正常对照组。 见表 2。

表 1 大鼠在行为学试验中各项指标的比较(x±s；n=8)

注：与正常对照组相比，*P<0.05，**P<0.01，下同。

表 2 大鼠神经内分泌检测各项指标的比较 (x±s；n=8)

3 讨 论

临床研究发现，有早期创伤性经历（如丧亲、长
期与父母分离以及儿童期受虐或忽视） 的人群在成
年期抑郁、躁狂、精神分裂症等精神疾病的发病率显
著高于正常人群 [8，9]。 对大学生的调查研究表明，儿
童期的情感虐待与躯体忽视是影响大学生心理健康

的危险因素 [10]，对初一到大四的青少年的调查研究
表明，童年期的情感忽视、情感虐待能有效预测青少
年抑郁的发生[11]。 新生期孤养是一种强度较大的生

命早期应激方式， 幼鼠不但与母鼠而且与其他的幼
鼠隔离。 本研究表明经历新生期孤养的大鼠在成年
表现出一定的焦虑样和抑郁样行为： 在高架十字迷
宫试验中， 新生期孤养组大鼠出入开放臂的总次数
显著减少，进入开放臂的比率也显著减少，经历新生
期孤养的大鼠在成年时活动性减弱， 更愿意进入相
对安全的闭合臂；在强迫游泳试验中，新生期孤养组
大鼠悬浮时间显著多于正常对照组大鼠， 经历新生
期孤养的成年大鼠具有行为绝望的高易感性。

McCormick 等研究发现在出生后 2-8d 每天进
行 1h 新生期孤养的大鼠幼鼠血浆皮质酮含量显著
升高，出生后第 2d，新生期孤养组幼鼠的血浆皮质
酮含量是正常对照组幼鼠的 2 倍， 在出生后第 9d，
新生期孤养组幼鼠的血浆皮质酮含量是正常对照组

幼鼠的 4倍[12]。 在本研究中，新生期孤养组大鼠与正
常对照组相比， 血浆 ACTH 和 Cort 含量显著升高，
这说明新生期孤养可能对大鼠的 HPA 轴功能造成
持续影响，导致成年大鼠 HPA轴功能亢进。
中缝背核是 5-HT 能神经元大量存在的部位，

由此处发出的 5-HT 投射到前额叶皮质、海马、边缘
皮质、下丘脑、基底神经节与脊髓[13]。 5-HT经突触释
放后，一方面作用于受体，另一方面通过突触前膜上
的 5-HTT 蛋白重摄取，5-HTT 在 5-HT 重摄入突触
前膜神经元的过程中发挥着重要的调节作用。 选择
性 5-HT 再摄取抑制剂是一类常用的抗抑郁剂，如
氟西汀等，通过选择性地抑制 5-HTT，提高脑内 5-
HT的含量，从而减轻抑郁症状[14]。在本研究中，新生
期孤养组大鼠海马的 5-HT 含量减少， 中缝核神经
元中的 5-HTT mRNA 表达相对增强，表明经历新生
期孤养的大鼠中枢 5-HTTmRNA 持续高表达，突触
间隙 5-HT 再摄取增多， 脑内 5-HT 含量持续性相
对不足。
体外实验表明 5-HT 能显著增强海马神经元糖

皮质激素受体mRNA 的表达水平 [13]，海马中的 5-
HT可以通过调节糖皮质激素的负反馈， 对 HPA 的
功能活动产生影响，海马中 5-HT 含量下降，可以导
致 HPA 轴功能亢进，ATCH 与 Cort 释放增多 [15]。 本
研究表明 HPA 轴功能亢进，中枢 5-HT 功能减弱可
能是导致经历新生期孤养的大鼠在成年时表现出焦

虑样与抑郁样行为的神经生物学机制。
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