
2020 年 6 月

第 28 卷　 第 3 期
中国实验动物学报

ACTA LABORATORIUM ANIMALIS SCIENTIA SINICA
June 2020

Vol. 28　 No. 3

田野,栗鋆,原一桐,等. 长时程抑郁小鼠模型建立及行为与神经病理特征观察[J]. 中国实验动物学报, 2020, 28(3): 358
-363.
Tian Y, Li Y, Yuan YT, et al. Establishing a long-term depression model in mice; behavior and neuropathological features [J]. Acta
Lab Anim Sci Sin, 2020, 28(3): 358-363.
Doi:10. 3969 / j.issn.1005-4847. 2020. 03. 010

[基金项目]国家自然科学基金项目(81371384),山西省重点研发项目(201803D31068),山西省高等学校科技创新项目(2019L0418,
2019L0445)。

Funded by National Natural Science Foundation of China ( 81371384 ), Key Research and Development Program of Shanxi Province
(201803D31068) and Scientific and Technological Innovation Programs of Higher Education Institutions in Shanxi (2019L0418, 2019L0445).
[作者简介]田野(1993—),男,硕士研究生,研究方向:神经病学。 Email: ty974701522@ 126.com
[通信作者]邵宏元(1963—),男,教授,硕士生导师,研究方向:心身医学。 Email: shaohongyuan@ 163.com;

王春芳(1964—),女,教授,博士生导师,研究方向:干细胞与神经发育再生。 Email:wangchunfang@ sxmu.edu.cn。
∗共同通信作者

长时程抑郁小鼠模型建立及行为与神经病理特征观察
田野1,栗鋆1,原一桐1,杜若琛1,李宵1,王菲1,王雅丽1,邵宏元2∗,王春芳1∗

(1. 山西医科大学,太原　 030001; 2. 山西省人民医院,太原　 030001)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建新型长时程抑郁模型(long-term depression model,LTD)小鼠,并对比此种小鼠与常见抑

郁小鼠模型的优劣。 方法　 通过早期母婴分离,以及断乳后持续慢性应激来构建 LTD 小鼠,对比其与慢性不可预

知温和刺激模型(chronic unpredictable wild stress,CUMS)、早期应激模型(early life stress model,ELS)小鼠长期抑郁

样行为改变,并对比 eGFP 转基因的 LTD 小鼠与对照小鼠海马神经元变化。 结果　 与 CUMS、ELS 小鼠相比,LTD
小鼠在行为学上能更长期的表现出稳定的抑郁状态,组织切片显示 LTD 小鼠海马 CA1 区和 CA3 区呈退行性变性。
结论　 成功的构建了 LTD 小鼠,此模型小鼠能导致更长久抑郁样行为,表现出长期的心理应激状态,是一种适合用

于长期模拟抑郁状态的模式小鼠。
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【Abstract】 　 Objective 　 To establish a novel long-term depression (LTD) model in mice, and to compare this
model with the common depression mouse model. Methods　 Using early maternal separation and persistent chronic stress
after weaning to prepare LTD mice, which were then compared with chronic unpredictable mild stress and early life stress
mice to observe potential differences in their long-term depression-like behaviors. The changes in hippocampal neurons of
LTD mice expressing transgenic eGFP were also observed. Results　 Compared with chronic unpredictable mild stress and
early life stress mice, LTD mice showed a stable state of depression in animal behavior experiments. Degeneration of the
hippocampal CA1 and CA3 regions of LTD mice was observed in tissue sections. Conclusions　 The LTD mouse model was
successfully established. LTD mice provide a model suitable for the investigation of long-term simulation of depression,
which can lead to long-term depression-like behavior and psychological stress.
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　 　 抑郁症是一种由多因素引起的情绪障碍,其病

情复杂,以持续性悲伤、低自尊、社交退缩、兴趣减

低和低落心境等症状为特点,持续数周或以上。 压

力被认为是造成重症抑郁的主要原因之一[1]。 大

量研究表明,儿童时期经历与抑郁症有着密切联

系[2]。 目前的治疗主要基于单胺能系统调节,然
而,仍约 30%的抑郁症患者对此治疗有部分或完全

抗性[3]。
然而,抑郁症的分子调节机制至今仍不清楚,导

致抑郁症的临床治疗受到限制。 在抑郁症的基础研

究中,抑郁模式小鼠是研究的基石,但是目前而言没

有一种能长期稳定表达抑郁症状的小鼠[4]。 目前为

止已经有很多抑郁症小鼠构建模型,例如药物诱导抑

郁模型、慢性束缚模型、习得无助模型 ( learned
helplessness model,LH)、慢性不可预知温和刺激模型

(chronic unpredictable wild stress,CUMS)、早期应激

模型( early life stress model,ELS)、社会挫败模型

(social defeat model)等[5-6]。 为了不影响药物效果,
物理刺激导致的抑郁模型是经常使用的,其中 CUMS
是最常见的抑郁小鼠模型。 CUMS 小鼠是通过长时

间向动物随机施加温和的无法预知的刺激,如限制活

动、禁食禁水、冷水游泳、昼夜颠倒等刺激,可导致啮

齿动物产生抑郁行为[7-8]。 ELS 小鼠模拟一种早期

生活压力的动物模型,可以调节下丘脑-垂体-肾上腺

轴(HPA 轴),并影响成年期后续的脑功能和行

为[9-10]。 然而,这两种抑郁小鼠模型无法使小鼠长期

稳定表达抑郁症状[11]。
本文将综合 CUMS 小鼠与 ELS 小鼠的构建方

法,从小鼠新出生开始给予与母体分离,并在其断

乳后给予噪声、强光等一系列刺激来构建长时程抑

郁模型(long-term depression model,LTD),为抑郁症

的基础研究提供新型的模式小鼠。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

2 月龄清洁级 C57BL / 6 小鼠 45 只,雌雄比1 ∶1,
体重 21 ~ 27 g;清洁级 C57BL / 6 孕鼠 15 只,13 ~
14 d 孕龄,体重 25 ~ 33 g;清洁级 eGFP 转基因小鼠

1 只,2 月龄;清洁级 eGFP 转基因孕鼠 1 只,13 ~
14 d孕龄,体重 25 ~ 33 g。 购于山西医科大学实验

动物中心【SCXK(晋)2015-0001】,饲养于山西医科

大学实验动物中心屏障环境中【 SYXK(晋) 2009-

0004】。 实验小鼠的饲养过程和其他实验操作均符

合实验动物伦理学要求(审批号:IACUC2017-002)
以及中华人民共和国《实验动物管理条例》。
1. 1. 2　 主要仪器和主要试剂

荧光显微 ( OLYMPUS, 日本), 石 蜡 切 片 机

(Leica RM 2245,德国),强迫游泳柱(自制),悬尾盒

(自制),旷场反应箱 (自制),高架十字迷宫 (自

制),新物体识别(自制)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验模型制备

(1)长时程抑郁模型的制作

将刚出生的新生鼠与母鼠分离,每天分离两

次,每次持续 2 h,持续 14 d。 并在小鼠 3 周龄后开

始单笼饲养,并给予(1)噪音 15 min,(2)倾斜鼠笼

12 h,(3)连续光照或黑暗 24 h,(4)夹尾 1 min,(5)
潮湿环境 1 h,(6)摇晃鼠笼 5 min,(7)限制活动 30
min,(8)频闪灯照射 15 min,(9)束缚 2 h,(10)空水

瓶暴露 1 h,每天给予 1 种应激,连续两天不给予相

同刺激,持续 21 d。
(2)慢性温和不可预知应激模型的制作

将 2 ~ 3 周龄小鼠单笼饲养,给予和早期长时

程抑郁模型相同刺激,每天给予两种应激,连续两

天不给予相同刺激,持续 21 d[12]。
(3)早期应激模型的制作

将刚出生的新生鼠与母鼠分离,每天分离两

次,每次持续 2 h,持续 14 d。 待小鼠 6 周龄时开始

实验[13]。
1. 2. 2　 行为学实验

(1)糖水偏好实验

实验分为适应阶段和实验阶段。 适应阶段:实
验前 1 天将每笼小鼠配备两瓶含有 1%蔗糖水的水

瓶,自由饮食饲养 12 h,随后将一瓶 1%的蔗糖水替

换成清水,继续自由饮食 12 h。 实验阶段:每笼小鼠

随机放置一瓶 1%蔗糖水和一瓶清水,放置之前统

计各自重量,清水和蔗糖水位置每 8 h 更换 1 次,自
实验开始 24 h 后统计两瓶水重量,糖水偏好率以蔗

糖水溶液的消耗量 ( g) /总液体的消耗量 ( g) ×
100%表示。

(2)强迫游泳实验

将小鼠放入一个透明圆柱体中(高 25 cm,直径

14 cm),圆柱体中注入 17 ~ 19 cm 高的温水,使其

自由游泳 6 min。 统计小鼠在 6 min 内后 4 min 保持

漂浮状态的累计时间。 每只小鼠试验后需换水。
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(3)悬尾实验

将小鼠尾部 1 cm 通过小夹子固定在一个高 55
cm,宽 60 cm 的长方体盒内,让其上下左右都难以

接触盒壁,并使其头部朝下时离底部有 20 ~ 25 cm,
记录其 6 min 内后 4 min 累计不动的时间。

(4)旷场实验

将小鼠放置于一个旷场反应箱内(长 40 cm,宽
40 cm,高 40 cm),将反应箱底部分为 16 小格,外周

12 格联合定义为周边区,中间 4 格联合定义为中心

区;记录 6 min 内小鼠处于中心区累积时间。
(5)高架十字迷宫实验

将小鼠放置于由两条开放臂(长 30 cm,宽 6
cm)和两条闭合臂(长 30 cm,宽 6 cm,高 15 cm)组
成,距离地面 40 cm 的高架十字迷宫中央,并使小鼠

头部面向开放臂;记录 6 min 内小鼠累积进入开放

臂的时间。
(6)新物体识别实验

实验分为适应阶段和实验阶段。 适应阶段:实
验前 1 天将小鼠放置在一个正方形反应箱内(长 25
cm,宽 25 cm),持续 10 min。 使小鼠充分熟悉环境;
实验阶段:在反应箱内部场地轴对称位置放置两个

相同的物体,将小鼠背朝物体放入,让小鼠自由探

索 10 min;1 h 后,保持物体位置不变,用新物体更换

其中一个旧物体,再次将小鼠背朝物体放入,让小

鼠自由探索 10 min;小鼠鼻子距离物体 1 cm 内指向

物体或鼻子触及物体可视为探索行为。 记录小鼠

探索新物体以及旧物体次数,新物体识别概率视为

新物体探索次数 /总探索次数 × 100%表示。
1. 2. 3　 切片制备

麻醉小鼠后用生理盐水和 4%的多聚甲醛灌注

小鼠,取出其脑组织,冲洗、脱水、浸蜡、石蜡包埋,
以 5 μm 的厚度切片,置于荧光显微镜下观察海马

各区域神经元。
1. 3　 统计学分析

所得数据均用 SPSS 21. 0 统计软件处理,检测

结果采用平均值±标准差(􀭰x ± s)表示,自残概率比

较采用卡方检验,不同时间行为学检测采用重复测

量方差分析,P < 0. 05 表示差异具有显著性,P <
0. 01 表示差异极有显著性。

2　 结果

2. 1　 不同建模方式影响小鼠自残概率

在构建 3 种不同抑郁小鼠模型过程中,部分小

鼠会出现吞噬自己后肢、后肢脚趾或尾部的现象,
LTD 小鼠自残概率明显升高(表 1),而 CUMS 小鼠

未出现自残情况。
表 1　 各组小鼠自残比例

Table 1　 Proportion of self-harm in mice of each group

组别
Groups

自残个数
Number of
self-harm

造模个数
Number of
model mice

自残比例(%)
Self-harm
ratio(%)

LTD 6 45 13. 33
CUMS 0 45 0
ELS 1 45 2. 22
CON 0 45 0

注:LTD:长时程抑郁模型。 CUMS:慢性温和不可预知应激模型。
ELS:早期应激模型。 CON:对照组。 (下图同)
Note. LTD: long-term depression model. CUMS: Chronic unpredictable
wild stress. ELS: Early life stress model. CON: control group.(The same
in the following Figures)

2. 2　 长时程抑郁模型长时间影响小鼠抑郁样行为

将三种抑郁小鼠分别造模结束后的 1 d、10 d
与 20 d 进行了抑郁样行为的测定(图 1A-C)。 与对

照组相比,造模结束后1 d 3 组抑郁模型动物糖水偏

好指数显著性降低(P< 0. 05),10 d 时 LTD 小鼠与

CUMS 小鼠糖水偏好指数显著性降低(P< 0. 05),20
d 后与对照组相比仅 LTD 小鼠有显著差异 (P <
0. 05)(图 1A)。 在强迫游泳实验中,造模结束后

1dLTD 小鼠与 CUMS 小鼠与对照组相比静止时间有

极显著差异(P< 0. 01),10 d 时 LTD 小鼠与 CUMS
小鼠显著性升高(P< 0. 05),20 d 时 LTD 小鼠对比

对照组仍显著性升高(P< 0. 05) (图 1B)。 在悬尾

实验中,仅 10 d 与 20 d 早期长时程抑郁组与对照组

相比有显著性差异(P< 0. 05)(图 1C)。
2. 3　 长时程抑郁模型不会影响小鼠学习记忆能力

与焦虑行为

为了探究新的造模方式是否会影响小鼠的焦

虑行为和学习记忆能力,将 LTD 小鼠与对照组的旷

场试验、高架十字迷宫试验和新物体识别试验进行

对比(图 2A-C),结果均无显著性差异。
2. 4　 长时程抑郁模型影响小鼠海马神经元存活

为了探究早期长时程抑郁模型是否会影响小

鼠海马神经元,构建了一批 eGFP 转基因长时程抑

郁模型小鼠,待其造模结束 1 d、10 d 观察其各区海

马神经元(图 3)。 结果显示 LTD 小鼠 CA1 区、CA3
区海马神经元结构明显变薄,呈退行性改变。 而

DG 区影响不明显。

3　 讨论

抑郁症是现当代最常见得精神障碍之一,拥有
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注:与同一天对照组相比,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。

图 1　 不同抑郁小鼠抑郁样行为持续时间(􀭰x ± s,n = 8)
Note.∗P<0. 05,∗∗P<0. 01, vs the control group in the same day.

Figure 1　 Duration of depression-like behavior in different depressed mice(􀭰x ± s,n = 8)

图 2　 LTD 对小鼠焦虑行为和学习记忆的影响

Figure 2　 Effect of LTD on anxiety behavior and learning and memory of mice

图 3　 LTD 对 eGFP 转基因小鼠海马 CA1 区、CA3 区和 DG 区神经元的影响(× 200)
Figure 3　 Effect of LTD on neurons in hippocampal CA1, CA3 and DG regions of eGFP transgenic mice (× 200)
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患病率高、复发率高、潜伏期长、自杀率高等特点。
如何有效的防治抑郁症是现当代神经精神医学重

要的研究方向之一。 随着对抑郁症的研究越来越

深入,没有可以长时间表现抑郁行为的模型的劣势

开始逐渐显现。 为了模拟长期抑郁症患者的临床

治疗,人们只能选用 Wistar Kyoto(WKY)大鼠等转

基因鼠作为模式动物,但其对药物的耐受性限制了

其广泛应用[14]。
压力性生活事件以及生命早期的不良事件是

抑郁症的高危因素[15]。 长期暴露于压力下会导致

目标导向的行为减少,并可能成比例地增加患抑郁

症的风险[16]。 以此为理论基础,CUMS 小鼠是经典

的抑郁模型之一,其病因和发病机制接近于人类抑

郁症,并已经被证实能导致小鼠多方面的抑郁表

现。 但 CUMS 小鼠难以长时间维持抑郁状态,不利

于慢性抑郁症的研究[11]。 早期不良事件会增加成

年后行为障碍的风险,包括神经精神疾病,例如抑

郁症和精神病[17]。 在啮齿动物和灵长类动物模型

中,新生儿时期的不利环境容易导致个体调节行为

异常以及压力耐受性降低,这可能会导致成年后神

经生物学、生理学和情绪行为发生持续改变[18-21]。
然而,ELS 小鼠在表达抑郁样行为时稳定性不够,假
阳性率高。 在此基础上,本课题组综合了 CUMS 和

ELS 造模方法,通过早期不良事件降低小鼠对压力

的耐受性,并通过慢性应激事件激发小鼠的抑郁样

行为,诱导小鼠表现出长期稳定的抑郁表现,提高

模型的可靠性。
由上述实验结果可知,对比 CUMS 以及 ELS 小

鼠,LTD 小鼠在造模结束后 20 d 依然表现出稳定的

抑郁状态,可以有效模拟临床慢性抑郁症患者。 同

时,LTD 模型并不会使小鼠表现出明显的焦虑状

态,可能与慢性温和刺激频数减少有关。 同时,我
们观察到 LTD 小鼠的海马神经元呈退行性病变,可
能是 LTD 小鼠能长久的表现出抑郁行为的原因

之一。
有趣的是,我们观察到 LTD 小鼠与 ELS 小鼠会

出现不同程度自残现象。 因为小鼠在开始慢性刺

激前已经单笼饲养,所以可以排除是其它小鼠所

为。 这种现象往往容易出现在脊髓损伤后的小鼠

模型,疼痛可能是脊髓损伤后小鼠自残的原因[22]。
我们认为,早期的母婴分离以及后期压力应对不足

可能是导致小鼠自残的原因,但具体的机理还有待

进一步研究。

综上,我们认为 LTD 小鼠对比其他抑郁小鼠在

长时间表达抑郁状态上有很大的优势,并可能是通

过影响海马神经元退行性变化而导致小鼠的长期

抑郁行为。
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