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五行音乐对孕期恐应激子代社交行为的影响
及机制研究

吴永叶１，杨丽萍１∗，张振强２∗，赵佳佳１，宋　 琦１，侯俊林１，王耀辉１，
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　 　 【摘要】 　 目的　 探究五行音乐对孕期恐应激子代社交行为的影响和机制，为临床胎源性情志疾病的早期防

治提供依据。 方法　 将 ４５ 只孕鼠随机分为空白组、模型组和五行音乐组。 其中，模型组、五行音乐组均采用旁观

电击法造模，五行音乐组在孕期的每天 １７：００～ １９：００ 播放五行音乐中的宫调。 孕第 １９ 天对各组孕鼠采用 ＥＬＩＳＡ
法检测血清中促肾上腺皮质激素（ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＣＴＨ）和皮质醇（ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＣＯＲＴ）的含量进行造

模评价。 仔鼠延续母鼠的分组，于 ８ 周龄时进行三箱社交实验观察社交行为；免疫荧光双标法检测仔鼠内侧前额

叶皮层（ｍｅｄｉａｌ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ，ｍＰＦＣ）谷氨酸能神经元活性的表达；高效液相色谱法检测仔鼠 ｍＰＦＣ 区谷氨酸

（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，Ｇｌｕ）总含量；高尔基染色观察仔鼠 ｍＰＦＣ 区神经元树突棘的变化。 结果　 与空白组相比，模型组孕鼠血

清中 ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ 含量显著上升，模型组仔鼠社交交互时间和社会新奇偏好指数显著降低，谷氨酸能神经元活性、
谷氨酸含量及神经元树突棘显著下降。 与模型组相比，五行音乐组孕鼠血清中 ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ 的含量降低及仔鼠社

交行为、谷氨酸能神经元活性、谷氨酸含量及神经元树突棘的状态得到改善。 结论　 五行音乐干预能够有效改善

孕期恐应激所致子代的社交行为障碍，其机制可能与增强 ｍＰＦＣ 区谷氨酸能神经元的活性有关。
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【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） ０４－００２８－０７

Ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｆｉｖｅ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｕｓｉｃ ｏｎ ｓｏｃｉａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ
ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｊｕｒｅｄ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ

ＷＵ Ｙｏｎｇｙｅ１， ＹＡＮＧ Ｌｉｐｉｎｇ１∗， ＺＨＡＮＧ Ｚｈｅｎｑｉａｎｇ２∗， ＺＨＡＯ Ｊｉａｊｉａ１， ＳＯＮＧ Ｑｉ１， ＨＯＵ Ｊｕｎｌｉｎ１， ＷＡＮＧ Ｙａｏｈｕｉ１，
ＬＩ Ｘｉａｏｌｉｎ１， ＧＵＡＮ Ｘｕｔａｏ３

（１． Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｃｈｏｏｌ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６．

３． ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｆｉｖｅ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｕｓｉｃ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ
ｔｈｅ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｏｆ ｍｏｔｈｅｒｓ ｗｉｔｈ ｆｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｆｅｔｏｇｅｎｉｃ ａｆｆｅｃｔｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｒｔｙ⁃ｆｉｖｅ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ： ａ



ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｆｉｖｅ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｆｉｖｅ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｂｙｓｔａｎｄｅｒ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｓｈｏｃｋ ｍｅｔｈｏｄ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｆｉｖｅ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ Ｐａｌａｃｅ
Ｔｕｎｅ ｆｉｖｅ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｕｓｉｃ ｄａｉｌｙ ｆｒｏｍ １７：００ ｔｏ １９：００ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ． Ｏｎ ｔｈｅ １９ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ， ＥＬＩＳＡ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ
ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ （ＡＣＴＨ） ａｎｄ ｃｏｒｔｉｓｏｌ （ＣＯＲＴ） ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｆｏｒ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｗｅｒｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｇｒｏｕｐｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ｍｏｔｈｅｒ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ａｎ ８⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｔｈｒｅｅ⁃ｂｏｘ
ｓｏｃｉａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅｉｒ ｓｏｃｉａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ． Ｗｅ ｕｓｅｄ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｌａｂｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｌ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ （ ｍＰＦＣ ） ｏｆ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ． Ｈｉｇｈ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｇｌｕｔａｍａｔｅ （Ｇｌｕ） ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍＰＦＣ， ｗｈｉｌｅ Ｇｏｒｋｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｏｂｓｅｒｖｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｓｐｉｎｅｓ ｏｆ ｍＰＦＣ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，
ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＣＴＨ ａｎｄ ＣＯＲＴ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｓｅｒｕｍ， ａｎｄ
ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓｏｃｉａｌ ｎｏｖｅｌｔｙ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ． Ｔｈｅｒｅ
ｗａｓ ａｌｓｏ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｎｅｕｒｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ， ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｓｐｉｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙ． Ｉｎ
ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｖｅ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ａ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＣＴＨ ａｎｄ ＣＯＲＴ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ， ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｎｅｕｒｏｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ， ａｎｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｓｐｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｆｉｖｅ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｕｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ’ ｓ ｓｏｃｉａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｇ ｆｒｏｍ ｐｒｅｎａｔａｌ ｆｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ； ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｗａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｎｅｕｒｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍＰＦＣ ｒｅｇｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｆｉｖｅ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｕｓｉｃ； ｆｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ； ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ； ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ； ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ
ｎｅｕｒｏｎｓ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 孕期应激是孕期中高发的不良情绪反应，对子

代的危害愈发引起社会关注［１］。 流行病学研究表

明，相比正常生产儿童，母亲孕期应激导致子代罹

患神经和情绪行为障碍的风险高 １􀆰 ０３ ～ １􀆰 ７８ 倍［２］。
因此，明确其发生机制，探寻合适的治疗手段对于

孕妇及其子代的健康都至关重要。 既往研究已经

明确孕期应激不但会影响自身情绪，还会导致子代

的近远期情绪异常，如焦虑、抑郁等［３－５］；但对子代

的社交行为是否有影响尚未见报道。 孕期用药的

合理性和安全性仍是一项难题，因此，寻找安全有

效的干预措施是我国优生优育工作的一项重要

任务。
音乐对情绪有深远的影响，可直接作用于大脑

影响神经递质和激素的分泌，起到调节情绪、认知

以及行为的作用［６－７］。 五行音乐作为我国传统音乐

疗法，对生理和心理具有双重调节效应，五音应五

脏，五行之间相互制化，从而克制消极情绪，调节脏

腑功能，减轻不良情绪应激［８］。 然而，目前孕期音

乐治疗对后代的影响缺乏充分的实验研究，需要更

多研究来深入探讨音乐各种因素的效应。 故本研

究以五行音乐为孕期应激干预方式，探讨其对子代

社交行为的影响及其机制，以期为临床孕期应激所

致的胎源性情志疾病的早期防治提供依据及安全

有效的措施。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ８ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，由济南朋悦实验

动物繁育有限公司提供［ＳＣＸＫ（豫）２０２１－００１５］，雌
鼠 ４５ 只，雄鼠 ２３ 只，体重 １８ ～ ２２ ｇ，饲养于河南中

医药大学实验动物中心［ＳＹＸＫ（豫）２０２１－００１５］，环
境维持在温度（２３±２）℃和湿度 ４５％ ～ ５５％之间，小
鼠可随意饮水，且在 １２ ｈ ／ １２ ｈ 光照与黑暗交替中

生活。 本实验研究严格遵循 ３Ｒ 原则，并获得河南

中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准

（ＤＷＬＬ２０１９０３０２７）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）、皮质酮 ／肾上腺酮

（ＣＯＲＴ）酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（江苏

酶免有限公司，ＭＭ⁃００５４Ｍ１、００６１Ｍ１）；Ａｎｔｉ⁃ＣａＭＫＩＩ
兔单 克 隆 抗 体 （ ａｂｃｍａ， ａｂ１３４０４１ ）； Ａｎｔｉ⁃ｃ⁃ＦＯＳ
（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ， ＧＢ１２０６９ ）； ＣＹ３ 标 记 山 羊 抗 兔 ＩｇＧ
（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，ＧＢ２１３０３）；Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记山羊抗

小鼠 ＩｇＧ（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，ＧＢ２５３０１）；高尔基染色试剂盒

（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，Ｇ１０６９）。
电击箱（自制）；旷场实验箱、三箱社交箱（江苏

赛昂斯生物科技有限公司）；酶标分析仪 （美国

Ｒａｙｔｏ ＲＴ⁃６１００）；病理切片机（上海徕卡仪器有限公
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司 ＲＭ２０１６）； 正置光学显微镜 （广州明美， ＦＭ⁃
４３Ｍ）；超高效液相色谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ，Ｖａｎｑｕｉｓｈ
Ｆｌｅｘ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组、造模

　 　 按照雌雄 ２ ∶ １ 比例进行合笼受孕，将 ４５ 只孕

鼠按随机数字表法分为空白组、模型组和五行音乐

组，每组 １５ 只。 模型组、五行音乐组采用课题组前

期构建的改良旁观电击法造模和评价［４］；模型制备

时间为孕 １ ～ １９ ｄ，每天 １ 次，每次约 ３０ ｍｉｎ。 具体

操作包括 １５ 个循环，每个循环 ２ ｍｉｎ，静置 ６０ ｓ 后播

放防空警报 ６０ ｓ，防空警报鸣响期间予 １ ｍＡ 的瞬时

电刺激 １０ 次。 整个造模过程在 ９ 宫格的箱体中进

行。 ９ 宫格的箱体分为 ９ 个 １５ ｃｍ×１５ ｃｍ×３０ ｃｍ 的

透明小室，每个小室侧壁上有小孔互通气味、声音。
造模时，电击鼠位于中间 ３ 个小室，旁观鼠位于两侧

６ 个小室。 箱体底部有通电铁丝，旁观室侧壁有铁

丝架以引导旁观鼠快速躲避电击。 当通电时，电击

鼠受到电击时会发出惊叫、颤抖、逃逸、二便失常，
以此作为危险信号传递至旁观室，旁观鼠通过视

觉、听觉、嗅觉感受到电击室传递来的恐惧信息，从
而产生较为单纯的恐惧心理。
１􀆰 ３􀆰 ２　 音乐曲目选取及干预方式

　 　 五行音乐组根据五行相互制化，五音应五脏、
五脏对五志为原则进行辩证施乐，针对孕期恐应激

以思胜恐、以情胜情为原则，给予《中国传统五行音

乐（正调式）》中的宫调音乐。 从孕期第 １～１９ 天，于
每天 １７：００～ １９：００ 播放音乐 ２ ｈ，５５ ～ ６５ ｄＢ，每天

１ 次。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 试剂盒评价孕鼠造模情况

　 　 孕第 １９ 天造模及音乐干预结束后，每组随机取

６ 只孕鼠眼眶静脉取血，置于 ＥＰ 管常温静置 １ ｈ 后

离心（３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１５ ｍｉｎ），取上清液，采用 ＥＬＩＳＡ
试剂盒检测孕鼠血清内 ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ 含量，遵循试

剂盒说明书，严格进行操作，以模型组观察指标明

显高于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０５）为造模成功。 去除假孕及

流产，每组保留 ６ 只孕鼠自然分娩，仔鼠延续母鼠分

组，每窝随机选取两只雄性小鼠用于后续研究。
１􀆰 ３􀆰 ４　 旷场试验

　 　 将 ８ 周龄仔鼠依次从正中间放入旷场中（５０ ｃｍ
×５０ ｃｍ×４５ ｃｍ 黑色塑料箱），记录小鼠在旷场区域

内的运动总距离，测试时间为 ５ ｍｉｎ。
１􀆰 ３􀆰 ５　 三箱社交评价仔鼠社交交互行为

　 　 在仔鼠 ８ 周龄进行三箱社交行为测试实验。 实

验装置由一个三室装置组成，其中左右两室内各含

有一个完全相同的笼子。 实验分为两个阶段，每个

阶段的测试时间为 １０ ｍｉｎ。 阶段一，在其中一个笼

子放入一只与实验鼠陌生的同性别小鼠（Ｓ１），另一

个笼子为空笼子，记录实验小鼠与 Ｓ１ 小鼠、空笼子

的接触时间。 阶段二，在笼子中小鼠（ Ｓ１）保持不

变，空笼子中引入与实验鼠陌生的同性别小鼠

（Ｓ２），记录实验小鼠与 Ｓ１ 小鼠、Ｓ２ 小鼠的接触时

间。 社会新奇偏好指数＝（Ｓ２－Ｓ１） ／ （Ｓ２＋Ｓ１）。 每只

小鼠测试结束后清理实验装置并使用 ７５％乙醇去

除残留气味。
１􀆰 ３􀆰 ６　 取材后固定

　 　 行为学结束 ９０ ｍｉｎ 进行取材，１％戊巴比妥钠

按照 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量麻醉小鼠，每组取 ６ 只采用灌注

法取出全脑，快速置于多聚甲醛溶液中 ２４ ｈ，并使用

１５％和 ３０％蔗糖进行梯度脱水，分别用于免疫荧光

染色和高尔基染色；每组取 ６ 只断头取脑，冰上快速

分离前额叶皮质，生理盐水冲洗后液氮速冻，－８０ ℃
保存，用于高效液相检测。
１􀆰 ３􀆰 ７　 免疫荧光实验评价 ｍＰＦＣ 谷氨酸能神经元

活性

　 　 制备石蜡切片，脱蜡，ＰＢＳ 洗片，微波抗原修复，
３％胎牛血清 ３７ ℃封闭 １ ｈ，加入Ⅰ抗 ４ ℃孵育过

夜：兔源 ＣａＭＫＩＩ 单克隆抗体（１ ∶ ５００），鼠源 ｃ⁃Ｆｏｓ
单克隆抗体（１ ∶ ３００）。 根据Ⅰ抗种属分别滴加 Ｃｙ３
标记的羊抗兔 ＩｇＧ（１ ∶ ３００）或 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８ 标记

的羊抗鼠 ＩｇＧ（１ ∶ ４００），３７ ℃ 避光孵育 １ ｈ，ＤＡＰＩ
染核，封片观察。
１􀆰 ３􀆰 ８　 高效液相检测 ｍＰＦＣ 中的谷氨酸含量

　 　 用高效液相色谱法检测 ｍＰＦＣ 区 Ｇｌｕ 含量，取
ｍＰＦＣ 组织样品称重，按照 １ ｇ：１０ ｍＬ 的比例加入

０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 高氯酸，低温离心 ２ 次，过滤后待测。 色

谱条 件： ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＣ１８ 色 谱 柱， 缓 冲 盐 为 ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸钠溶液，ｐＨ ＝ ７􀆰 ２。 流动相 Ａ 为缓冲盐

－甲醇－四氢呋喃，流动相 Ｂ 为缓冲盐－甲醇。 流速

０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ３５ ℃，荧光检测器波长为 ３４０ ｎｍ
和 ４５５ ｎｍ，进样温度 ４ ℃。 制备 ３２００ ｎｇ ／ ｍＬ、１６００
ｎｇ ／ ｍＬ、８００ ｎｇ ／ ｍＬ、４００ ｎｇ ／ ｍＬ、２００ ｎｇ ／ ｍＬ 和 １００
ｎｇ ／ ｍＬ 的标准品溶液，色谱分析后绘制标准曲线。
１􀆰 ３􀆰 ９　 高尔基染色评价仔鼠 ｍＰＦＣ 神经元的形态

及功能变化

　 　 将小鼠的脑组织切成 ２ ～ ３ ｍｍ 厚的组织块，并
将其放置在高尔基染色液中，置于阴凉通风处避光
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处理 １４ ｄ（浸泡 ４８ ｈ 后，换 １ 次新染液，之后每隔 ３
ｄ 换 １ 次新染液，共计 １４ ｄ）；随后将组织块浸洗 ３
次，然后倒入 ８０％的冰醋酸中浸泡，过夜。 使用振

荡切片机将组织切成 １００ μｍ 的厚度，并将切片贴

在明胶玻片上，然后避光晾干。 将晾干后的组织玻

片以浓氨水处理 １５ ｍｉｎ，蒸馏水洗 １ ｍｉｎ，酸性坚膜

定影液处理 １５ ｍｉｎ，蒸馏水洗 ３ ｍｉｎ，晾干，甘油明胶

封片观察。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行统计分析，所有数据

以平均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）表示，多组比较采用 Ｏｎｅ⁃
Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为差异具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 恐应激孕鼠模型评价

　 　 与空白组相比，模型组孕鼠血清内 ＡＣＴＨ、
ＣＯＲＴ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），与模型组相比，五

行音乐组孕鼠血清内 ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ 含量均降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 具体见表 １。
２． ２　 孕期恐应激对 ８ 周龄仔鼠社交行为的影响

　 　 与空白组相比，模型组、五行音乐组仔鼠在旷

场实验箱 ５ ｍｉｎ 内的总距离无显著差异（Ｐ＞０． ０５），
与模型组相比，五行音乐组仔鼠在旷场实验箱 ５ ｍｉｎ
内的总距离无显著差异（Ｐ＞０． ０５），见图 １Ａ。 与空

白组相比，模型组与 Ｓ１ 小鼠社交交互时间、社会新

奇偏好指数显著降低（Ｐ＜０． ０１，Ｐ＜０． ００１）；与模型

组相比，五行音乐组社交交互时间及社会新奇偏好

指数明显增加（Ｐ＜０． ０５），见图 １Ｂ、１Ｃ。
２􀆰 ３　 五行音乐干预对 ８ 周龄仔鼠谷氨酸神经元活

性的影响

　 　 如图 ２ 所示，与空白组相比，模型组仔鼠 ｍＰＦＣ
区 ｃ⁃Ｆｏｓ（绿）与 ＣａＭＫＩＩ（红）共表达阳性细胞数显

著降低（Ｐ＜０􀆰 ００１）；与模型组相比，五行音乐组仔鼠

ｃ⁃Ｆｏｓ（绿）与 ＣａＭＫＩＩ（红）共表达阳性细胞数显著升

高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

表 １　 三组孕鼠血清内 ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ 含量（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＣＴＨ ａｎｄ ＣＯＲＴ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＡＣＴＨ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） ＣＯＲＴ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４３． ５５±４． ７９ ８７． ７９±６． ３８

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ６４． ８３±８． ８４∗∗ １１０． ４０±８． ５９∗∗

五行音乐组
Ｆｉｖｅ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐ ５０． ３５±７． １５＃ ９５． １７±７． ７１＃

注：与空白组相比，∗∗Ｐ＜０． ０１；与模型组相比，＃Ｐ＜０． ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０． ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０． ０５．

注：Ａ：对运动总距离的影响；Ｂ：对社会交互时间的影响；Ｃ：对社会新奇偏好指数的影响。 与空白组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；

与模型组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 音乐干预对各组仔鼠行为学的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ １２）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｍｏｖｅｍｅｎｔ． Ｂ， Ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ． Ｃ， Ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ ｎｏｖｅｌｔｙ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．
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注：Ａ：各组仔鼠 ｍＰＦＣ 区 ｃ⁃Ｆｏｓ、ＣａＭＫＩＩ 免疫荧光染色图；Ｂ：各组仔鼠 ｍＰＦＣ ｃ⁃Ｆｏｓ＋ＣａＭＫＩＩ 阳性细胞数。 与空白组相比， ∗∗∗Ｐ＜

０􀆰 ００１；与模型组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 音乐干预对各组仔鼠 ｍＰＦＣ ｃ⁃Ｆｏｓ 和 ＣａＭＫＩＩ 阳性细胞数的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍＰＦＣ ｃ⁃Ｆｏｓ ａｎｄ ＣａＭＫＩＩ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ． Ｂ， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍＰＦＣ ｃ⁃Ｆｏｓ＋ＣａＭＫＩＩ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｓｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｍＰＦＣ ｃ⁃Ｆｏｓ ａｎｄ ＣａＭＫＩＩ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 五行音乐干预对 ８ 周龄仔鼠谷氨酸神经递质

的影响

　 　 与空白组相比，模型组仔鼠 ｍＰＦＣ 区的 Ｇｌｕ 含

量显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与模型组仔鼠相比，五行音

乐仔鼠组前额叶皮层的 Ｇｌｕ 含量显著上升 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ３。

注：Ａ：各组仔鼠 ｍＰＦＣ 神经元高尔基染色图；Ｂ：各组仔鼠神经元树突棘个数。 与空白组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 音乐干预对各组仔鼠 ｍＰＦＣ 区神经元树突棘的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｇｏｌｇｉ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍＰＦＣ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ． Ｂ， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｓｐｉｎｅｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｓｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｓｐｉｎｅｓ ｏｆ ｍＰＦＣ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ

２． ５　 五行音乐干预对 ８ 周龄仔鼠神经元树突棘的

影响

　 　 与空白组相比，模型组仔鼠前额叶皮层神经元

树突棘数目显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），与模型组相比，五
行音乐仔鼠组神经元树突棘数目显著升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ４Ａ、４Ｂ。

注：与空白组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 音乐干预各组仔鼠 ｍＰＦＣ 区谷氨酸影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．
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３　 讨论

　 　 现代研究表明孕期应激是儿童情绪及大脑发

育异常的重要因素［９－１１］，探究其在子代社交行为中

的影响机制，对儿童社交行为缺陷的形成及恢复具

有重要意义。 本研究发现孕期恐应激可致模型组 ８
周龄仔鼠在三箱社交第一阶段与陌生小鼠交互时

间减少，第二阶段与新陌生小鼠交互时间减少，社
交新奇偏好指数降低，且神经元结构（树突棘减少）
和功能出现异常，而在旷场实验中，我们并未观察

到孕期恐应激对 ８ 周龄仔鼠的运动功能产生显著影

响。 这提示仔鼠的社交行为缺陷仅与孕期恐应激

引起的异常神经发育有关，而与运动系统无关。 音

乐刺激可以显著改善孕期女性的压力、焦虑和抑郁

水平，并对子代的神经发育具有积极影响［８－９］。 研

究发现，音乐干预可以提高丙戊酸暴露自闭症模型

中大鼠的社交能力，并且促进子代大鼠的大脑神经

发生［１２－１３］。 中医五行音乐治疗由来已久，《黄帝内

经》将中国传统医学阴阳五行与音乐结合，以五音

应五脏、五脏对五志作为辩证施乐的基础，在情志

病的治疗中具有其独特优势［１４］。 五行之间可以相

互制化，如《素问》所言：“恐伤肾，思胜恐”，思虑情

志可以克制恐惧情绪，宫调音乐可以克制恐惧情

绪，使之趋向平和。 这种根据五脏的生理节律及特

性选择音乐的中国传统音乐疗法，能够更精准地调

节患者的气血津液和脏腑功能，从而对子代神经行

为发育产生积极影响［８］。 因此，针对孕期恐应激从

以思胜恐汲取灵感，以情胜情，利用宫调音乐调节

母鼠的恐惧情绪，改善母鼠恐应激带来的子代不良

行为。 程虹毓等［１５］ 发现五音疗法能显著改善小鼠

的抑郁样行为。 此外，临床研究表明针灸推拿结合

五行音乐疗法可明显改善患儿的自闭症状，提高患

儿的社交能力和言语能力［１６］。 本研究在母代孕期

恐应激的同时给予中国传统音乐（宫调式）干预，发
现其可改善孕期恐应激子代的社交交互行为及社

会新奇行为，表现为音乐干预后的仔鼠在第一阶段

Ｓ１ 小鼠互动时间更长和第二阶段社会新奇偏好指

数增加。 孕期音乐干预对子代神经发育产生积极

影响，这与相关研究结果一致［１７－１８］，由此表明，孕期

五行音乐干预可能是防治孕期恐应激致子代社交

行为异常的潜在策略。
ｍＰＦＣ 在社会交互行为中起着重要作用，参与

调控许多复杂的社会行为，如社交恐惧、社交记忆、

社会交互［１９］。 谷氨酸能神经元作为中枢神经系统

中最重要的兴奋性神经元，可以释放兴奋性递质

Ｇｌｕ 到突触间隙，参与调控社交交互及社交新奇行

为［２０－２１］。 Ｋｉｎ 等［２２］ 研究表明孕期应激所致的产后

社交行为缺陷与谷氨酸能神经元密切相关。 本研

究结果发现，孕期恐应激会降低仔鼠 ｍＰＦＣ 区 Ｇｌｕ
含量和 ｃ⁃Ｆｏｓ、ＣａＭＫＩＩ 阳性细胞数表达，神经元树突

棘减少，对子代谷氨酸能神经元的结构、功能均产

生不良影响。 孕期音乐干预可以增加子代 ｍＰＦＣ 区

Ｇｌｕ 含量和 ｃ⁃Ｆｏｓ、ＣａＭＫＩＩ 阳性细胞数表达，减少子

代脑部损伤。 这表明，孕期应激可影响子代 ｍＰＦＣ
区谷氨酸能神经元在社交行为中的活性，导致 Ｇｌｕ
含量降低，而五行音乐干预可提高谷氨酸能神经元

在社交行为中的活性，增加 Ｇｌｕ 神经递质的释放。
综上所述，五行音乐干预对孕期恐应激子代的

社交交互及社会新奇行为具有改善作用，其可能机

制为五行音乐能够显著改善孕期恐应激，从而增加

子代 ｍＰＦＣ 区谷氨酸能神经元的活性，促进更多的

兴奋性神经递质谷氨酸的释放以及减轻神经元损

伤。 本研究揭示了谷氨酸能神经元在孕期应激致

子代社交行为缺陷中的重要作用，提供了潜在的药

物靶点和新的干预措施，有助于深入理解社交行为

缺陷的发生机制，为相关孕期应激导致的子代胎源

性精神类疾病的临床治疗提供新的思路和目标。
由于学者们研究发现社交行为障碍主要在男性群

体中发生［２３－２４］，本研究仅针对雄性子代的社交行为

进行了探究，而孕期应激对雌性小鼠是否有影响及

这种影响是否存在性别差异都值得进一步探究。
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