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母婴分离应激对 ｒｄ 新生小鼠行为的影响

张传领１， 邸　 桐２，王文婧３，牛丽丽２，肖　 瑞２

（１． 内蒙古医科大学药学院，呼和浩特　 ０１０１１０； ２． 内蒙古医科大学分子病理学重点实验室，呼和浩特　 ０１０１１０；
３． 沈阳药科大学生命科学与生物制药学院，沈阳　 １１００１６）

　 　 【摘要】 　 目的　 ｒｄ 小鼠是一种出生 １ 周左右自发致盲的遗传性视网膜变性小鼠。 通过母婴分离应激实验，
检测其对 ｒｄ 新生小鼠的焦虑样和抑郁样行为的影响，初步评价 ｒｄ 小鼠能否成为眼部疾病与焦虑抑郁研究新的模

型。 方法　 将出生第 １ 天的 ｒｄ 小鼠分为母婴分离组（ｎ ＝ ９）和对照组（ｎ ＝ ９）。 母婴分离组每天与母鼠分离 ４ ｈ，共
分离 ２８ ｄ。 从第 ２９ 天开始行为测试实验，通过 Ｓｍａｒｔ３ 动物行为跟踪软件检测母婴分离组和对照组在旷场实验和

十字高架实验中的焦虑样行为，在强迫游泳实验和悬尾实验中的抑郁样行为。 结果　 在旷场实验中，母婴分离组

在旷场中心的时间比例（０􀆰 ８８％ ）和运动距离（２８􀆰 １７ ± ５􀆰 ６５） ｃｍ 均明显少于对照组（２􀆰 ６１％ ，１０９􀆰 ９ ± ９􀆰 ７９ ｃｍ；Ｐ ＝
０􀆰 ０４， Ｐ ＝ ０􀆰 ００１）；在十字高架实验中，母婴分离组在开放臂的时间（４０􀆰 ６４ ± ４􀆰 １３） ｓ 明显少于对照组（９１􀆰 ７３ ±
１１􀆰 ２６ ｓ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 在强迫游泳实验中，母婴分离组的不动时间（１２６􀆰 ５ ± １０􀆰 ２２）ｓ 明显多于对照组（７７􀆰 ７５ ± １６􀆰 ８３
ｓ，Ｐ ＝ ０􀆰 ０２）；在悬尾实验中，母婴分离组的不动时间（２１􀆰 ５６ ± ６􀆰 ８３） ｓ 多于对照组（７􀆰 ３７ ± ３􀆰 ２２ ｓ，Ｐ ＝ ０􀆰 ０３）。 结论

　 ｒｄ 小鼠母婴分离 ２８ ｄ 应激，能够明显增加 ｒｄ 小鼠的焦虑样行为和抑郁样行为。
【关键词】 　 ｒｄ 小鼠；母婴分离；开放场实验；十字高架实验；强迫游泳实验；悬尾实验
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　 　 人类生活早期应激（ｅａｒｌｙ ｌｉｆｅ ｓｔｒｅｓｓ， ＥＬＳ），是
诱发焦虑、抑郁等多种精神疾病的重要风险因素。
流行病学的研究结果表明那些在身体和情感上受

到伤害儿童在发育过程中具有很高的焦虑障碍［１，２］

和抑郁症风险［３］。 ＥＬＳ 动物模型已经广泛的应用于

研究精神类疾病机理中。 动物研究显示，母婴分离

导致动物行为异常而出现焦虑和抑郁样反应［４］。
目前主要有两种常用的产后处理方法来模拟早期

生活应激，早期剥夺（ｅａｒｌｙ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ （ＥＤ）和母子

分离（ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， ＭＳ）。 母子分离方式包括

每天将新生动物和其母亲短时间分离 １ ｈ ［５， ６］和 ３
～６ ｈ 的长时间分离［７］ 持续 １ ～ ３ 周。 母子分离应

激在猪、豚鼠和鸟类中都有所使用，最广泛的是应

用在大鼠和小鼠上。 经历 ＭＳ 对实验动物成年后的

神经、内分泌、免疫系统以及精神行为具有广泛的

影响。 生命早期不良应激对神经发育的影响逐步

引起关注，母婴分离逐渐成为了研究精神类疾病的

有效工具，特别是研究生命早期不良应激对抑郁症

的病理过程的影响正逐步成为研究热点［８］。 国内

外对于母子分离实验研究主要使用的正常大小鼠，
极少用患有某种生理疾病的老鼠进行实验。 Ｒｄ 小

鼠作为一种在哺乳期就因视网膜退化而失明的小

鼠，在研究母婴分离应激中尚未有相关研究报道。
中国是全世界盲人最多的国家，据世界卫生组织

２０１０ 统计，中国盲人（ｂｌｉｎｄ）８２４􀆰 ８ 万，低视力（ ｌｏｗ
ｖｉｓｉｏｎ）６７２７􀆰 ４ 万，视力残疾（ｖｉｓｕａｌ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ）是两

者的总和 ７５５１􀆰 ２ 万［９］。 本实验试图为从小致盲人

群在外界应激作用下行为变化提供基础的实验结

果。 为盲人抑郁症治疗和护理提供基础数据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

ｒｄ 小鼠， ｒｄ１ （ＰＤＥ６ｂｒｄ１； ＣＢＡ ／ Ｊ） 小鼠购自南

京大学模式生物所（动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）
２０１５ － ０００１；于内蒙古医科大学分子病理学重点实

验室配种饲养，循环光照（光照 １２ ｈ，黑暗 １２ ｈ）， 环

境温度约为 ２５℃，无菌环境下饲养。 Ｓｍａｒｔ３ 动物行

为跟踪系统（Ｐａｎ ｌａｂ，西班牙）， 敞箱（自制，边长 ４５
ｃｍ，高 ５０ ｃｍ），十字高架（自制，臂长 ６６ ｃｍ，高 ５０
ｃｍ），烧杯（１ ０００ ｍＬ），悬尾装置（自制），摄像机

（索尼，日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 母子分离应激设计：雌雄 Ｒｄ 成年鼠 ２∶ １ 合

笼交配，待雌鼠怀孕后单笼饲养。 生产后选 ９ 只新

生 ｒｄ 鼠（５ 只雄性，４ 只雌性）实验组即母婴分离组

（ｍｓ），从出生第 １ 天起（Ｐ１），每天上午（９：００ ～ １３：
００）与母鼠分离 ４ ｈ，之后放回母鼠身边。 共分离 ２８
ｄ。 分离期间幼鼠禁食禁水。 对照组新生小鼠 ９ 只

不做任何处理。 母婴分离应激结束后即第 ２９ 天开

始进行行为学测试。
１􀆰 ２􀆰 ２　 旷场实验（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ＯＦＴ）：将待测 ｒｄ
小鼠放入测试房间适应 １ ｈ，后将 ｒｄ 小鼠放入旷场

反应箱的中央部位。 用摄像机记录下 ｒｄ 小鼠 ５ ｍｉｎ
内在旷场内的活动情况。 后用 Ｓｍａｒｔ３ 小动物识别

跟踪系统的旷场实验模块进行跟踪分析。 计算 ｒｄ
小鼠 在 测 试 时 间 内 运 动 总 路 程 （ ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ
ｔｒａｖｅｌｅｄ），中央区域总路程，在中央区域 （ ｃｅｎｔｅｒ
ｚｏｎｅ）停留时间与总时间的百分比等参数。
１􀆰 ２􀆰 ３　 十字高架迷宫测试（ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ⁃ｍａｚｅ ｔｅｓｔ，
ＥＰＭＴ）：将待测 ｒｄ 小鼠放入测试房间适应 １ ｈ。 后

将 ｒｄ 小鼠放入十字高架中心区（ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ），头部

面对开放臂。 有摄像机记录下 ｒｄ 小鼠 ５ ｍｉｎ 内在十

字高架内的活动情况，用 Ｓｍａｒｔ３ 小动物识别跟踪系

统的十字高架模块进行跟踪分析 ｒｄ 小鼠在测试时

间内进入开臂和闭臂的次数和在两臂滞留时间。
１􀆰 ２􀆰 ４　 强迫游泳实验（ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍ ｔｅｓｔ， ＦＳＴ）：将待

测 ｒｄ 小鼠放入测试房间适应 １ ｈ。 后将 ｒｄ 小鼠放

入 １０００ ｍＬ 大烧杯中，水温为 ２６℃，水深为 １２ ｃｍ。
有摄像机记录下 ６ ｍｉｎ 内 ｒｄ 小鼠烧杯内的活动情

况， 然后用 Ｓｍａｒｔ３ 小动物识别跟踪系统的强迫游泳

模块进行跟踪分析不动时间。
１􀆰 ２􀆰 ５　 悬尾实验（ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ， ＴＳＴ）：将待测

ｒｄ 小鼠放入测试房间适应 １ ｈ。 后将 ｒｄ 小鼠尾部后

２ ｃｍ 处用胶带固定，悬挂于支架上，计时 ６ ｍｉｎ 后停

止。 用 Ｓｍａｒｔ３ 小动物识别跟踪系统的悬尾实验模

块进行跟踪分析 ｒｄ 小鼠在测试时间内的不动时间

进行统计。
１􀆰 ２􀆰 ６　 数据分析：测定值用均数 ± 标准差（ Ｍｅａｎ
± ｓ） 表示。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件分析，组间

比较采用 ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５　 表示差异有统计学
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意义。

２　 结果

２􀆰 １　 旷场实验

母婴分离组（ＭＳ）组平均总运动路程为 ２１０６ ±
２４９􀆰 ７ ｃｍ 对照组（ ｃｏｎｔｒｏｌ）平均总运动路程为 ２７９７
± ２１１􀆰 ９ ｃｍ。 母子分离组走过的总路程比对照组

短，两组统计学上差异有显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ０４９）。 ＭＳ
组和对照组在周围区域运动路程分别为（２０７７ ±
２４７􀆰 ４） ｃｍ 和（２６８７ ± ２０６􀆰 ０） ｃｍ，两组统计学上差

异没有显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ０７４）。 而在中间区域运动路

程两组差异有非常显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），ＭＳ 组的平

均运动距离为 ２８􀆰 １７ ± ５􀆰 ６５ ｃｍ，而对照组在中间区

域的平均运动距离为（１０９􀆰 ９ ± ９􀆰 ７９） ｃｍ（图 １）。 从

小鼠在中间区域停留时间占总时间的百分比看，
ＭＳ 组为 ０􀆰 ８８％ ，对照组为 ２􀆰 ６１％ ，两组差别有显著

性（Ｐ ＝ ０􀆰 ００１５）（图 ２）。
２􀆰 ２　 十字高架实验

在 ｒｄ 小鼠进入开放臂次数方面， ＭＳ 组（１３􀆰 ８０
± ２􀆰 ５１）次与对照组（１２􀆰 ２０ ± １􀆰 １１）次差异没有显

著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ７８） （图 ３）。 而 ｒｄ 小鼠在开放臂的时

间来看，ｍｓ 组 （４０􀆰 ６４ ± ４􀆰 １３） ｓ 明显少于对照组

（９１􀆰 ７３ ± １１􀆰 ２６）ｓ（图 ４）。
２􀆰 ３　 强迫游泳

母婴分离组在强迫游泳实验中的平均不动时

间为（１２６􀆰 ５ ± １０􀆰 ２２） ｓ，对照组为（７７􀆰 ７５ ± １６􀆰 ８３）
ｓ，母婴分离组明显多于实验组（Ｐ ＝ ０􀆰 ０２）（图 ５）。
２􀆰 ４　 悬尾实验

母婴分离组在强迫游泳实验中的平均不动

时间 为 （ ２１􀆰 ５６ ± ６􀆰 ８３ ） ｓ， 对 照 组 为 （ ７􀆰 ３７ ±
３􀆰 ２２） ｓ，母婴分离组明显多于实验组（Ｐ ＝ ０􀆰 ０３）
（图 ６） 。

图 １　 ｒｄ 小鼠在开放场中的运动距离比较

Ｆｉｇ． １　 Ｔｒａｖｅｌｅｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｒｄ ｍｉｃｅ ｉｎ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ

图 ２　 母婴分离组（ＭＳ）与对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）
在开放场中心区停留时间比例

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｉｍｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃｅｎｔｅｒ ｚｏｎｅ ｖｓ ｔｏｔａｌ ｚｏｎｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｍｉｃｅ ｉｎ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ

图 ３　 母婴分离组（ＭＳ）与对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）
小鼠在十字高架中进入开放臂次数

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｎｔｒｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＭＳ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ
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图 ４　 母婴分离组（ＭＳ）与对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）
小鼠在开放臂停留时间

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｉｍｅ ｉｎ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＭＳ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ

图 ５　 母婴分离组（ＭＳ）与对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）
强迫游泳中不动时间

Ｆｉｇ． ５　 Ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＭＳ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｆｏｒｃｅ ｓｗｉｍ ｔｅｓｔ

图 ６　 实验组（ＭＳ）与对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）
在悬尾实验中不动时间

Ｆｉｇ． ６　 Ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＭＳ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｄ ｔｅｓｔ

３　 讨论

旷场实验又称敞箱实验，是测试啮齿类动物焦

虑样行为的常用的方法，旷场区域要比鼠笼大很

多，啮齿类动物天生倾向于靠近有壁的地方活动，
而避免在中心不可预测的地方活动。 测量它们在

中心区域的探究行为是和焦虑相关的的指标 ［１０，１１］。
本实验在 ｒｄ 小鼠在周边路程在没有显著性差异情

况下，停留在中心区域的的时间，中心区域运动距

离和总运动距离母婴分离组明显少于对照组，从开

放场结果看， ｒｄ 小鼠母婴分离后焦虑样行为更

明显。
十字高架实验是评估啮齿类动物焦虑样反应

的很受欢迎的方法。 十字高架有一对闭合臂和一

对开放臂构成，高架离地面 ５０ ｃｍ，实验利用小鼠对

新异环境的探究特性和对高悬敞开臂的恐惧形成

矛盾冲突来考察小鼠的焦虑状态。 用小鼠在开放

臂的次数和时间来衡量其焦虑状态 ［１２，１３］。 本实验

结果表明，母子分离组进入开放臂的时间要比对照

组要少，说明母子分离让 ｒｄ 小鼠比正常组小鼠表现

出更多的焦虑样行为。
强迫游泳实验是进行抗抑郁药初步筛选和判

断啮齿类动物抑郁样行为的有效的测试实验，实验

将实验对象放到灌水的圆柱体中，造成不可逃脱的

环境，以测试时间内啮齿类动物不动时间作为指

标 ［１４］。 本实验在强迫游泳的结果中显示母子分离

ｒｄ 小鼠 ２８ ｄ，增加了 ｒｄ 小鼠的抑郁样行为。
悬尾实验是基于小鼠被悬尾后，在一种短期的

无法逃脱的有害环境中，产生绝望，表现出静止不

动。 该实验用于评估小鼠的抑郁样行为［１５，１６］。 本

实验结果显示母子分离组 ｒｄ 小鼠较对照组抑郁样

行为明显增加。
临床和流行病学调查显示失明和眼部疾病与

抑郁症和焦虑有广泛的联系［１７，１８］。 如何进行动物

学实验方面的研究一直没有合适的动物品系。 Ｒｄ
小鼠具有视网膜变性基因病变，在出生后第 ７ 天左

右视网膜退化导致小鼠失明。 而国内外关于母子

分离实验选取生理正常的大小鼠进行，其结果在不

同品种大小鼠之间结果也缺乏稳定的一致性［１９］。
本实验结果显示遗传性致盲小鼠在母子分离应激

中也表现出更高的焦虑样和抑郁样行为。 ｒｄ 小鼠

能否成为研究眼部疾病与焦虑和抑郁的新的动物

模型，需要在机制上进一步在研究。
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