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昼夜节律对慢性束缚应激小鼠焦虑、抑郁及认知
行为的影响

强　 萌1,姜　 宁2,黄　 红2,张亦文2,陈　 芳2,李召辉1,刘新民3∗,吕光华1∗

(1.成都中医药大学药学院,成都　 611137;2.中国医学科学院
 

北京协和医学院药用植物

研究所,北京　 100193;3.宁波大学新药技术研究院,浙江
 

宁波　 315000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨白天和夜晚两个不同束缚时段的慢性束缚应激 28
 

d 对雌雄 ICR 小鼠情绪及认知

样行为的影响,为慢性束缚应激模型中实验动物性别和束缚时段的选择提供依据。 方法　 将 72 只雌雄各半

的 ICR 小鼠分为 6 组:雄性空白组、雄性白天束缚组、雄性夜间束缚组、雌性空白组、雌性白天束缚组、雌性夜

间束缚组。 除空白组外,其余各组每天束缚 10
 

h,连续束缚 28
 

d 建立慢性束缚应激模型。 通过旷场实验、Y 迷

宫实验、新奇抑制摄食实验、高架十字迷宫实验、悬尾实验、强迫游泳实验和避暗实验等方法,观察不同时段的

束缚对雌雄 ICR 小鼠情绪和认知行为的影响。 结果　 将雌雄小鼠分组统计时,在悬尾实验中,雄性白天束缚

组的不动时间与雄性空白组相比呈显著性增加(P<0. 05)。 在强迫游泳实验中,雄性白天束缚组和夜间束缚

组的不动时间与雄性空白组相比均显著性增加(P<0. 05)。 在新奇抑制摄食实验中,与雌性空白组相比,雌性

白天束缚组的摄食潜伏期无明显差异,夜间束缚组显著性延长(P<0. 05),且夜间与白天束缚组相比呈显著性

延长(P<0. 05);在夜间束缚时雌性的摄食潜伏期与雄性相比呈显著性延长(P<0. 05)。 旷场实验中,雌性空

白组与雄性空白组相比,中央区时间、中央区 / 边缘区时间呈显著性降低(P<0. 05);雌性白天束缚组的中央区

时间、中央区 / 边缘区时间与雌性空白组相比呈显著性降低(P<0. 05)。 在高架十字迷宫实验和 Y 迷宫实验

中,各组均无明显差异。 避暗实验中,雄性白天束缚组的入暗潜伏期与雄性空白组相比无明显差异,夜间束缚

组的入暗潜伏期与空白组相比显著性缩短(P<0. 05)。 将雌雄小鼠合并统计时,在悬尾实验中,白天雌雄束缚

组的不动时间呈显著性增加(P<0. 05);在强迫游泳实验中,白天和夜间雌雄束缚组的不动时间呈显著性增加

(P<0. 01,P<0. 05);在旷场实验中,白天雌雄束缚组的中央区时间、中央区 / 边缘区时间呈显著性缩短(P<
0. 05,P<0. 01),夜间雌雄束缚组的中央区时间、中央区 / 边缘区时间、白天和夜间雌雄束缚组的平均速度和总

路程无明显差异。 结论　 白天时段慢性束缚应激 28
 

d 后雄性小鼠表现出抑郁情绪;慢性束缚应激 28
 

d 后雌

性小鼠易致焦虑情绪;夜间时段慢性束缚应激 28
 

d 后雄性小鼠出现学习记忆损伤。
【关键词】 　 慢性束缚应激模型;抑郁症;焦虑症;认知障碍
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

chronic
 

restraint
 

stress
 

for
 

28
 

days
 

(day
 

and
 

night)
 

on
 

mood
 

and
 

cognitive-like
 

behavior
 

in
 

male
 

and
 

female
 

ICR
 

mice,
 

to
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

the
 

selection
 

of
 

sex
 

and
 

restraint
 

period
 

in
 

chronic
 

restraint
 

stress
 

model
 

animals.
 

Methods　 A
 

total
 

of
 

72
 

male
 

and
 

female
 

(1 ∶ 1)
 

ICR
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

six
 

groups:
 

male
  

control,
 

daytime
 

restraint,
 

and
 

nighttime
 

restraint
 

groups,
 

and
 

female
 

control,
 

daytime
 

restraint,
 

and
 

nighttime
 

restraint
 

groups.
 

Mice
 

in
 

all
 

but
 

the
 

control
 

groups
 

were
 

bound
 

for
 

10
 

h / d
  

and
 

restrained
 

continuously
 

for
 

28
 

days
 

to
 

establish
 

a
 

chronic
 

restraint
 

stress
 

model.
 

The
 

emotional
 

and
 

cognitive
 

behaviors
 

induced
 

by
 

restraint
 

in
 

male
 

and
 

female
 

mice
 

at
 

different
 

times
 

were
 

observed
 

by
 

open
 

field,
 

Y
 

maze,
 

novel
 

inhibition
 

feeding,
 

elevated
 

cross
 

maze,
 

tail
 

suspension,
 

forced
 

swimming,
 

and
 

dark-avoidance
 

experiments.
 

Results 　 In
 

the
 

tail
 

suspension
 

experiment,
 

the
 

immobility
 

time
 

of
 

male
 

mice
 

in
 

the
 

daytime
 

restraint
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P< 0. 05),
 

and
 

the
 

immobility
 

times
 

of
 

male
 

mice
 

in
 

the
 

daytime
 

and
 

nighttime
 

restraint
 

groups
 

were
 

also
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

forced
 

swimming
 

experiment,
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P< 0. 05).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

female
 

daytime
 

restraint
 

and
 

female
 

control
 

groups
 

in
 

the
 

novelty
 

inhibition
 

feeding
 

experiment,
 

but
 

the
 

feeding
 

latency
 

of
 

the
 

nighttime
 

restraint
 

group
 

was
 

significantly
 

longer
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 05)
 

and
 

the
 

daytime
 

restraint
 

group
 

(P<0. 05).
 

The
 

feeding
 

latency
 

of
 

female
 

mice
 

was
 

significantly
 

longer
 

than
 

that
 

of
 

males
 

during
 

nighttime
 

restraint
 

(P<0. 05).
  

In
 

the
 

open
 

field
 

test,
 

compared
 

with
 

the
 

male
 

control
 

group,
 

the
 

female
 

control
 

group
 

showed
 

a
 

significant
 

decrease
 

in
 

central
 

area
 

time
 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

central
 

area
 

time
 

to
 

peripheral
 

area
 

time
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

female
 

control
 

group,
 

the
 

female
 

daytime
 

restraint
 

group
 

exhibited
 

a
 

significant
 

decrease
 

in
 

central
 

area
 

time
 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

central
 

area
 

time
 

to
 

peripheral
 

area
 

time
 

(P<0. 05).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

groups
 

in
 

the
 

elevated
 

cross
 

maze
 

and
 

Y
 

maze
 

experiments.
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

dark
 

latency
 

between
 

the
 

daytime
 

restraint
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group,
 

but
 

darkness
 

latency
 

was
 

significantly
 

shorter
 

in
 

the
 

nighttime
 

restraint
 

group
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P < 0. 05).
 

When
 

male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

combined,
 

the
 

immobility
 

time
 

in
 

the
 

daytime
 

restraint
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

tail
 

suspension
 

experiment
 

(P<0. 05),
 

the
 

immobility
 

times
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

daytime
 

and
 

nighttime
 

restraint
 

groups
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

forced
 

swimming
 

experiment
 

(P<
0. 01,

 

P< 0. 05),
 

and
 

the
 

central
 

zone
 

time
 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

central
 

area
 

time
 

to
 

peripheral
 

area
 

time
 

of
 

daytime
 

restraint
 

mice
 

were
 

significantly
 

shorter
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
  

control
 

group
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

central
 

zone
 

time
 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

central
 

area
 

time
 

to
 

peripheral
 

area
 

time
 

in
 

the
 

nighttime
 

restraint
 

groups,
 

and
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

average
 

speed
 

or
 

total
 

distance
 

between
 

the
 

daytime
 

and
 

nighttime
 

restraint
 

groups.
 

Conclusions 　 Male
 

mice
 

exhibited
 

depression
 

after
 

28
 

d
 

of
 

chronic
 

restraint
 

stress
 

during
 

the
 

daytime,
 

while
 

female
 

mice
 

were
 

prone
 

to
 

anxiety
 

after
 

28
 

d
 

of
 

chronic
 

restraint
 

stress.
 

Male
 

mice
 

experienced
 

learning
 

and
 

memory
 

impairment
 

after
 

28
 

d
 

of
 

chronic
 

restraint
 

stress
 

during
 

the
 

night.
【Keywords】　 chronic

 

restraint
 

stress
 

model;
 

depression;
 

anxiety
 

disorders;
 

cognitive
 

impairment
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　 　 慢性应激是指机体长期处于应激不协调状

态而导致的内环境稳态失衡,研究表明,慢性应

激导致或恶化 90%以上的疾病,包括影响脑的认

知功能和精神疾病,严重降低了人们的工作效率
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和生活质量[1] 。 动物模型是慢性应激致神经精

神损伤疾病研究领域的重要手段,是了解基本的

发生发展与防治措施的开发的关键工具[2] 。 动

物的生理和行为反应通常受到昼夜节律的影响,
动物的应激反应、荷尔蒙分泌(如皮质醇)等可能

在白天和夜间不同,夜间通常是小鼠和大鼠的活

动高峰期,因此它们可能对应激源的反应更加敏

感[3] 。 昼夜节律(白天和夜间) 对小鼠暴露在应

激环境中探索、抑郁行为也有不同影响[4-5] 。 慢

性束缚应激( chronic
 

restraint
 

stress,CRS)作为一

种非损伤性刺激,通过行为限制的方式,模拟人

类社会中无法避免的拥挤、压力性空间及宇航员

在太空中飞行时长期处于狭小空间作业等应激

因素造成心理应激,是常见的慢性应激致抑郁焦

虑及认知功能障碍模型[6] 。 本实验室前期也进

行了大量的研究,张宏霞[7] 采用将 ICR 小鼠每天

束缚 6
 

h,并连续束缚 14
 

d 的方法,建立小鼠焦虑

模型;张北月等[8]采用将雌雄大鼠分别束缚 10
 

h
和 14

 

h,连续束缚 28
 

d,建立了大鼠抑郁模型;王
逸等[9]认为,每天束缚 10

 

h(22:00 ~ 次日 8:00),
连续 28

 

d 能引起 SD 大鼠学习记忆障碍。 然而目

前针对昼夜束缚时间段对动物情绪认知行为的

影响尚未有报道,本研究旨在比较昼夜两个不同

束缚时间段对雌雄小鼠情绪和记忆的影响差异,
以期更好地规范束缚模型造模因素,建立更稳定

的模型。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 ICR 小鼠,体重 21 ~ 23
 

g,72 只,雌雄

各半,购自北京维通利华实验动物公司[ SCXK
(京)2021-0006]。 实验操作在中国医学科学院

药用植物研究所进行[SYXK(京)2023-0049],供
给标准饲料和清洁自来水,光照时间 12

 

h / 12
 

h
(光 / 暗), 室温 22 ~ 25

 

℃ , 湿度条件为 ( 55 ±
10)%。 本实验遵循实验动物伦理 3R 原则,并经

过中国医学科学院药用植物研究所实验伦理委

员会审批(SLXD-20240430120)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 小鼠行为束缚器(自制)、小鼠旷场实验测试

箱、小鼠物体认知测试箱、小鼠强迫游泳分析仪、
小鼠悬尾分析仪(均由中国医学科学院药用植物

研究所和中国航天员科研训练中心联合研发);
小鼠穿梭五合一装置(药用植物研究所与安徽正

华公司联合研发);小鼠 Y 迷宫 ANY-maze
 

5. 14
动物行为分析系统(美国 Stoeling 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验动物分组

ICR 小鼠(72 只)适应性饲养 3
 

d 后,随机分

为 6 组,每组 12 只,各组动物分笼饲养。 包括雌

性空白 ( female
 

control, FC) 组、雄性空白 ( male
 

control,MC) 组、 雌性白天束缚 ( female
 

daytime
 

restraint,FDR)组、雌性夜间束缚( female
 

nighttime
 

restraint,FNR) 组、雄性白天束缚 ( male
 

daytime
 

restraint,MDR)组、雄性夜间束缚( male
 

nighttime
 

restraint,MNR) 组;白天束缚时间段为 10:00 ~
20:00,夜间束缚时间段为 22:00~次日 8:00。
1. 3. 2　 模型建立方法

将动物放进本实验室自制小鼠束缚器中,束
缚器顶部以及四周均有孔洞,来保持束缚器内空

气流通,用束缚器底座将小鼠固定在束缚器中,
保持头部可以活动但不能自由转身的状态即可,
在束缚过程中及时观察小鼠的状态,避免死亡。
1. 3. 3　 悬尾实验(tail

 

suspension
 

test,
 

TST)
TST 时将小鼠的尾巴悬挂,此时小鼠头部向

下成倒悬体位,起初小鼠会尝试挣扎来逃脱这一

不适的状态,挣扎一段时间后发现逃跑无望就会

表现出不动的“绝望”状态[10] 。 悬尾测试时长为

6 min,一般记录 6 min 内后 4 min 的小鼠累计不

动时间,作为抑郁判断指标[11-12] 。
1. 3. 4　 强迫游泳实验(forced

 

swim
 

test,
 

FST)
FST 时将小鼠放入一个受限的空间迫使其游

泳,由于小鼠对水的厌恶起初会在水中拼命挣扎

试图逃跑,在发现逃跑无望后则会停止挣扎表现

出“绝望”的状态[13] ,强迫游泳时长为 6 min,记录

6 min 内后 4 min 的小鼠累计不动时间,作为抑

郁判断指标[14-16] 。
1. 3. 5 　 新奇抑制摄食实验 ( novelty

 

suspended
 

feeding
 

test,NSFT)
实验小鼠在被禁食 24

 

h 后进行 NSFT
 [17-18] ,

测试前 30 min 将禁食小鼠放置实验房间适应,每
个测试箱的中央放置同样大小的食物,测试开始

时将禁食小鼠背对测试箱放入箱内,测试期为

5 min。 记录禁食小鼠在该新奇环境中第一次抱
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啃食物的时间,即为摄食潜伏期,作为评估小鼠

焦虑的指标[19] 。
1. 3. 6　 高架十字迷宫(elevated

 

plus
 

maze,EPM)
实验

将小鼠置于 EPM 中央,头朝开臂方向,观察

者应远离迷宫中心至少 1
 

m。 测试开始,系统将

分别记录小鼠进入开臂和闭臂的次数和在两臂

滞留时间,测试期为 5 min,并计算小鼠进入开臂

次数和在开臂滞留时间分别占总次数(进入开臂

和闭臂次数之和)和总时间(在开臂与闭臂滞留

时间之和) 的百分比, 以此作为评价焦虑的

指标[20] 。
1. 3. 7　 旷场实验(open

 

field
 

test,
 

OFT)
OFT 仪器由 4 个箱子组成,每个箱子上都有

光源,并且有摄像头对动物在箱子中的活动进行

监测,将动物在实验房间适应 30 min 后,将其放

进测试箱中央,通过仪器的自主活动软件分析得

到动物 5 min 内的活动指标,如中央区时间、边缘

区时间等数据作为评价焦虑的指标[21] 。
1. 3. 8　 Y 迷宫(Y-maze)实验

Y 迷宫[22]装置是由 3 个等长,且互为 120°角
的臂组成的辐射式迷路箱,3 个臂随机设为 A、B、
C,分别具有不同的识别图案作为小鼠辨别 3 个

臂的标志。 将小鼠在实验房间适应 30 min,测试

开始时将小鼠放入 3 个臂中间的区域,让小鼠在

迷宫中自由探索 8 min,过程中会有仪器摄像头跟

踪记录小鼠的探索路径,并通过 ANY-maze
 

5. 14
软件计算其自发交替百分比,定义自发交替为正

确地进入 3 条不同的臂, 即 ABC、 ACB、 BCA、
BAC、 CAB、 CBA, 计算公式为: 自发交替百分

比 / % = 自 发 交 替 数 / ( 进 入 臂 的 总 数 - 2 )
×100%[23] 。
1. 3. 9 　 避暗 ( step-through / dark-avoidance,

 

ST )
实验

ST 装置分为明室和暗室两个区域,明室与暗

室中间有一通道可供小鼠自由穿梭,暗室区域可

提供刺激电流 1. 5
 

mA,刺激电压 30
 

V。 本实验分

为两个阶段:获得阶段和巩固阶段。 获得阶段时

将小鼠背朝通道从明室放入,自由活动 3 min 后,
暗室开始通电,小鼠进入暗室就会遭受电击并逃

回明室,持续 5 min 后获得阶段实验结束;24
 

h 后

进行巩固阶段实验,装置的设置参数与前一天保

持一致,巩固阶段不用适应 3 min,将小鼠背朝通

道从明室放入后,暗室即可通电,系统记录 5 min
内小鼠第 1 次从明室进入暗室的时间(即入暗潜

伏期)等指标作为认知障碍评价指标[24] 。
1. 4　 统计学方法

　 　 应用 SPSS
 

22. 0 软件对数据进行统计分析;
结果表示为平均数±标准误差( 􀭰x±s􀭰x),P<0. 05 时

表示具有显著性差异。 实验中的结果用单因素

方差分析(One-way
 

ANOVA)组间差异,通过 LSD
 

analysis 进行两两比较。 若数据为非正态分布或

者方差不齐,用非参数方差分析( Kruskal-Wallis
 

test)检验,结果使用 GrapPad
 

Prism
 

8. 0 软件绘制

图表。

2　 结果
 

2. 1　 慢性束缚对小鼠抑郁行为的影响

2. 1. 1　 慢性束缚对小鼠 TST 的影响

如图 1A 所示,在 TST 中,雄性白天束缚组小

鼠的不动时间与雄性空白组相比显著增加(P<
0. 05),夜间束缚组与空白组相比无显著差异;雌
性白天和夜间束缚组小鼠不动时间与雌性空白

组相比均无显著性差异;白天和夜间束缚,雄性

小鼠的不动时间与雌性小鼠均相比无显著性差

异。 如图 1B 所示,与雌雄各半空白组相比,雌雄

各半白天束缚组小鼠的不动时间显著增加(P<
0. 01),雌雄各半夜间束缚组小鼠的不动时间无

差异。
2. 1. 2　 慢性束缚对小鼠 FST 的影响

如图 2A 所示,雄性白天和夜间束缚组小鼠

的不动时间与雄性空白组相比均显著性增加(P<
0. 05);雌性白天和夜间束缚组的不动时间与雌

性空白组相比无显著性差异;白天和夜间束缚组

中,雄性小鼠的不动时间与雌性小鼠相比无显著

性差异。 如图 2B 所示,与雌雄各半空白组相比,
雌雄各半白天束缚组小鼠的不动时间呈显著增

加(P<0. 01),雌雄各半夜间束缚组小鼠的不动时

间显著增加(P<0. 05)。
2. 2　 慢性束缚对小鼠焦虑行为的影响

2. 2. 1　 慢性束缚对小鼠 NSFT 的影响

如图 3A 所示,雄性白天束缚组小鼠和夜间

束缚组小鼠的摄食潜伏期与雄性空白组相比无

显著性差异;雌性白天束缚组小鼠的摄食潜伏期
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注:A:雌雄分组统计(n= 10~ 12);B:雌雄同组统计(n= 22~ 24)。 与雄性空白组比较,
 ∗P<0. 05;与雌雄各半空白组相比,

 ++P<0. 01。

图 1　 慢性束缚对小鼠 TST 的影响

Note.
 

A,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

groups
 

(n= 10~ 12).
 

B,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

the
 

same
 

group
 

(n = 22 ~

24).
 

Compared
 

with
 

MC
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

half
 

male
 

and
 

half
 

female
 

control
 

group,
 ++P<0. 01.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

chronic
 

restraint
 

on
 

mouse
 

TST

注:A:雌雄分组统计(n= 10~ 12);B:雌雄同组统计(n = 22 ~ 24)。 与雄性空白组比较,
 ∗P< 0. 05;与雌雄各半空白组相比,

 +P<

0. 05,
 ++P<0. 01。

图 2　 慢性束缚对小鼠 FST 的影响

Note.
 

A,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

groups
 

(n= 10~ 12);
 

B,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

the
 

same
 

group
 

(n= 22~

24).
 

Compared
 

with
 

MC
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

half
 

male
 

and
 

half
 

female
 

control
 

group,
 +P<0. 05,

 ++P<0. 01.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

chronic
 

restraint
 

on
 

FST
 

in
 

mice

与雌性空白组相比无明显差异,雌性夜间束缚组

与雌性空白组相比呈显著性延长(P<0. 05),且与

雌性白天束缚组相比呈显著性延长(P<0. 05);在
白天束缚时,雄性小鼠和雌性小鼠相比摄食潜伏

期无明显差异;在夜间束缚时雌性小鼠的摄食潜

伏期与雄性相比显著延长(P<0. 05)。 如图 3B 所

示,与雌雄各半白天束缚组相比,雌雄各半夜间

束缚组小鼠的摄食潜伏期显著性延长(P<0. 05)。
2. 2. 2　 慢性束缚对小鼠 OFT 的影响

如图 4A 所示及图 5 的小鼠空场轨迹图显

示,雌性空白组与雄性空白组相比,中央区时间、
中央区 / 边缘区时间呈显著性增加(P<0. 05);雄
性白天和夜间束缚组的中央区时间、中央区 / 边
缘区时间、平均速度及路程与雄性空白组相比无
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注:A:雌雄分组统计(n= 10~ 12);B:雌雄同组统计(n = 22 ~ 24)。 与雌性空白组比较,
 #P< 0. 05;与雌性白天束缚组比较,

 ▲P<

0. 05;与雄性夜间束缚组相比,
 ★P<0. 05;与雌雄各半白天束缚组相比,

 ￥ P<0. 05。

图 3　 慢性束缚对小鼠摄食潜伏期的影响

Note.
 

A,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

groups
 

(n= 10~ 12);
 

B,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

the
 

same
 

group
 

(n= 22~

24).
 

Compared
 

with
 

FC
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

FDR
 

group,
 ▲P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

MNR
 

group,
 ★P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

half
 

male
 

and
 

half
 

female
 

daytime
 

restriant
 

group,
 ￥ P<0. 05.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

chronic
 

restraint
 

on
 

feeding
 

latency
 

of
 

mice

显著性差异;雌性白天束缚组的中央区时间、中
央区 / 边缘区时间与雌性空白组相比呈显著性降

低(P<0. 05),平均速度与路程无明显变化;雌性

空白组的中央区时间、中央区 / 边缘区时间与雄

性空白组相比呈显著性增加(P<0. 05);白天和夜

间束缚组中,雄性小鼠的中央区时间、中央区 / 边
缘区时间、平均速度及路程与雌性小鼠相比无明

显差异。 如图 4B 所示,与雌雄各半空白组相比,
雌雄各半白天束缚组的中央区时间、中央区比边

缘区时间呈显著性减少(P<0. 05,P<0. 01);雌雄

各半夜间束缚组的中央区时间、中央区比边缘区

时间无明显差异;白天和夜间雌雄束缚组小鼠的

平均速度、总路程无明显差异。
2. 2. 3　 慢性束缚对小鼠 EPM 的影响

如图 6A 所示,白天和夜间束缚组的雌性和

雄性小鼠与对应空白组相比,开臂时间百分比、
开臂次数百分比均无显著性差异。 如图 6B 所

示,与雌雄各半空白组相比,雌雄各半白天和夜

间束缚组开臂时间百分比和开臂次数百分比无

显著差异。

2. 3　 慢性束缚对小鼠认知障碍行为的影响

2. 3. 1　 慢性束缚对小鼠 Y 迷宫实验的影响

如图 7A 所示,白天和夜间束缚的雌性和雄

性小鼠的自发交替百分比与对应空白组相比无

显著性差异。 如图 7B 所示,与雌雄各半空白对

照组相比,雌雄各半白天和夜间束缚组小鼠的自

发交替百分比无显著性差异。
2. 3. 2　 慢性束缚对小鼠 ST 的影响

如图 8A 所示,雄性白天束缚组的入暗潜伏

期与雄性空白组相比无明显差异,夜间束缚组的

入暗潜伏期与空白组相比显著缩短(P<0. 05),夜
间束缚组与白天束缚组相比入暗潜伏期显著缩

短(P<0. 05);白天和夜间束缚组的雌性小鼠与雌

性空白组相比无显著差异;与雄性空白组相比,雄
性白天束缚组入暗潜伏期无显著差异,雄性夜间束

缚组入暗潜伏期显著缩短(P<0. 05)。 如图 8B 所

示,与雌雄各半白天束缚组相比,雌雄各半夜间束

缚组小鼠的入暗潜伏期显著缩短(P<0. 05)。
2. 4　 行为学结果

　 　 将雌雄小鼠分组统计时,如表 1 所示,雄性白
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注:A:雌雄分组统计(n= 10~ 12);B:雌雄同组统计(n= 22 ~ 24)。 与雄性空白组比较,
 &P<0. 05;与雌性空白组比较,

 #P<0. 05;与

雌雄各半空白组相比,
 +P<0. 05,

 ++P<0. 01。

图 4　 慢性束缚对小鼠旷场实验的影响

Note.
 

A,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

groups
 

(n= 10~ 12);
 

B,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

the
 

same
 

group
 

(n= 22~

24). Compared
 

with
 

MC
 

group,
 &P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

FC
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

half
 

male
 

and
 

half
 

female
 

control
 

group,
 

+P<0. 05,
 ++P<0. 01.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

chronic
 

restraint
 

on
 

mice
 

in
 

open
 

field
 

experiment

天束缚组的 FST 不动时间、悬尾不动时间显著增

加(P<0. 05,P<0. 05),雄性夜间束缚组的悬尾不

动时间显著增加(P<0. 05),雌性白天和夜间束缚

组的 FST 不动时间、悬尾不动时间有增加趋势;

雌性夜间束缚组的抑制摄食潜伏期显著增加(P<
0. 05)。 雌性白天束缚组的旷场中央区时间、中
央区 / 边缘区时间显著减少,雌性夜间束缚组有

减少趋势。 雄性夜间束缚组的入暗潜伏期显著
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缩短(P<0. 05)。
将雌雄小鼠合并统计时,如表 2 所示,白天和

夜间束缚组的 FST 不动时间显著增加(P<0. 01,P
<0. 05),白天束缚组的悬尾不动时间显著增加(P

<0. 01),夜间束缚组的抑制摄食潜伏期显著增加

(P<0. 05),白天和夜间束缚组的旷场中央区时

间、中央区 / 边缘区时间显著减少(P<0. 05),夜间

束缚组的入暗潜伏期显著缩短(P<0. 05)。

图 5　 慢性束缚对小鼠旷场活动轨迹图

Figure
 

5　 Vacant
 

field
 

activity
 

track
 

of
 

mice
 

subjected
 

to
 

chronic
 

confinement

注:A:雌雄分组统计(n= 10~ 12);B:雌雄同组统计(n= 22~ 24)。

图 6　 慢性束缚对小鼠高架十字迷宫实验的影响

Note.
 

A,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

groups
 

(n= 10~ 12).
 

B,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

the
 

same
 

group
 

(n= 22~
24).

Figure
 

6　 Effect
 

of
 

chronic
 

restraint
 

on
 

elevated
 

cross
 

maze
 

experiment
 

in
 

mice
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注:A:雌雄分组统计(n= 10~ 12);B:雌雄同组统计(n= 22~ 24)。

图 7　 慢性束缚对小鼠 Y 迷宫实验的影响

Note.
 

A,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

groups
 

(n= 10~ 12).
 

B,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

the
 

same
 

group
 

(n=
22~ 24).

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

chronic
 

restraint
 

on
 

Y
 

maze
 

experiment
 

in
 

mice

表 1　 慢性束缚对雌雄小鼠分组的焦虑、抑郁及认知行为学检测汇总
Table

 

1　 Summary
 

of
 

anxiety,
 

depression
 

and
 

cognitive-behavioral
 

tests
 

of
 

chronic
 

restraint
 

in
 

male
 

and
 

female
 

mice

组别
Groups

雄性白天束缚组
MDR

 

group
雄性夜间束缚组

MNR
 

group
雌性白天束缚组

FDR
 

group
雌性夜间束缚组

FNR
 

group

抑郁行为检测方法
Depressive

 

behavior
detection

 

method

强迫游泳不动时间
FST-immobility

 

time ↑∗ / ↑ ↑

悬尾不动时间
TST-immobility

 

time ↑∗ ↑∗ ↑ ↑

焦虑行为检测方法
Anxious

 

behavior
detection

 

method

抑制摄食潜伏期
NFST-latent

 

period / / / ↑# ;↑★ ;
 

↑▲

十字迷宫开臂 / %
EPM-open

 

arm / / / /

空场中央区时间
OFT-central

 

area
 

time / / ↓# ↓

空场中央区 / 边缘区时间
OFT-central

 

area /
 

marginal
 

area
 

time / / ↓# ↓

认知行为检测方法
Cognitive

 

behavior
detection

 

method

Y 迷宫自发交替率
Y-maze-spontanence

 

alternative
 

rate / / / /

避暗入暗潜伏期
ST-latency

 

into
 

the
 

dark
 

chamber / ↓∗ ;↓▲ / /

注:与对应空白组相比,↑表示有增加趋势,↓表示有下降趋势;与雄性空白组相比,
 ∗P<0. 05;与雌性空白组相比,

 #P<0. 05;与雄性白
天束缚组相比,

 ▲P<0. 05;与雄性夜间束缚组相比,
 ★P<0. 05。

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

corresponding
 

control
 

group,
 

↑
 

indicates
 

an
 

increasing
 

trend,
 

↓
 

indicates
 

a
 

downward
 

trend.
 

Compared
 

with
 

MC
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

FC
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

MDR
 

group,
 ▲P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

MNR
 

group,
 ★P<0. 05.
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注:A:雌雄分组统计(n= 10~ 12);B:雌雄同组统计(n= 22~ 24)。 与雄性空白组相比,
  ∗P<0. 05;与雄性白天束缚组比较,

 ▲P<

0. 05;与雌雄各半白天束缚组相比,
 ￥ P<0. 05。

图 8　 慢性束缚对小鼠避暗实验的影响

Note.
 

A,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

groups
 

(n= 10~ 12).
 

B,
 

Male
 

and
 

female
 

mice
 

were
 

counted
 

in
 

the
 

same
 

group
 

(n=

22~ 24).
 

Compared
 

with
 

MC
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

MDR
 

group,
 ▲P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

half
 

male
 

and
 

half
 

female
 

daytime
 

restraint
 

group,
 ￥ P<0. 05.

Figure
 

8　 Effects
 

of
 

chronic
 

restraint
 

on
 

dark
 

avoidance
 

experiments
 

in
 

mice

表 2　 慢性束缚对雌雄小鼠同组的焦虑、抑郁及认知行为学检测汇总
Table

 

2　 Summary
 

of
 

anxiety,
 

depression
 

and
 

cognitive-behavioral
 

tests
 

of
 

chronic
 

restraint
 

in
 

the
 

same
 

group
 

of
 

male
 

and
 

female
 

mice
组别

Groups
白天束缚组

Daytime
 

restraint
 

group
夜间束缚组

Night
 

restraint
 

group

抑郁行为检测方法
Depressive

 

behavior
detection

 

method

强迫游泳不动时间
FST-immobility

 

time ↑++ ↑+

悬尾不动时间
TST-immobility

 

time ↑++ /

焦虑行为检测方法
Anxious

 

behavior
detection

 

method

抑制摄食潜伏期
NFST-latent

 

period / ↑ ￥

十字迷宫开臂 / %
EPM-open

 

arm / /

空场中央区时间
OFT-central

 

area
 

time ↓+ /

空场中央区 / 边缘区时间
OFT-central

 

area /
 

marginal
 

area
 

time ↓+ /

认知行为检测方法
Cognitive

 

behavior
detection

 

method

Y 迷宫自发交替率
Y-maze-spontanence

 

alternative
 

rate / /

避暗入暗潜伏期
ST-latency

 

into
 

the
 

dark
 

chamber / ↓ ￥

注:与对应空白组相比,↑表示有增加趋势,↓表示有下降趋势;与雌雄各半空白对照组相比,
 +P<0. 05,

 ++P<0. 01;与雌雄各半白天束
缚组相比,

 ￥ P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

corresponding
 

control
 

group,
 

↑
 

indicates
 

an
 

increasing
 

trend,
 

↓
 

indicates
 

a
 

downward
 

trend.
 

Compared
 

with
 

the
 

half
 

male
 

and
 

half
 

female
 

control
 

group,
 +P<0. 05,

 ++P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

half
 

male
 

and
 

half
 

female
 

daytime
 

restraint
 

group,
 ￥ P<0. 05.
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3　 讨论

　 　 束缚是一种将动物置于狭小空间,使其不能

自由活动的一种造模方法,可用来模拟人类长期

在空间狭小、活动受限的状态下生存而造成的生

理以及心理上的损伤,从而产生一些神经精神疾

病,如抑郁、焦虑、认知障碍损伤等。 目前也是一

种较为广泛的模型,对研究神经精神类疾病具有

重大意义[25] 。 虽然有大量动物束缚的文献研究,
但是对于束缚的时段以及束缚动物的性别并没

有一个规范的研究。 因此,规范的束缚模型对于

后期研究动物神经精神类疾病有着至关重要的

作用。
TST 是一种测试小鼠绝望状态的方法,作为

评价动物绝望行为的指标,通常抑郁的小鼠会出

现不动时间增加的现象[26-27] 。 本研究中雄性小

鼠的白天束缚组的不动时间呈显著性增加,雌性

小鼠呈现相同的趋势。 FST 是检测模型动物是否

出现抑郁样的常用检测方法,该实验以游泳的不

动时间为主要指标,检测其绝望行为,通常抑郁

的动物会表现出不动时间增加的现象[28] 。 本研

究中,雄性小鼠的白天束缚组与夜间束缚组的不

动时间均呈现显著性增加,雌性小鼠也有相同的

趋势。 综上结果表明在白天束缚雄性小鼠更易

造成抑郁行为。
NSFT 是用于检测验证小鼠焦虑样行为的实

验,当对新环境的恐惧情绪大于饥饿状态对小鼠

的影响时,其摄食潜伏期会出现延长的现象[29] 。
本研究中雌性小鼠夜间束缚组的摄食潜伏期与

雌性空白组和雌性白天束缚组相比显著延长;这
表明在夜间束缚雌性小鼠更易造成动物焦虑行

为;旷场实验中,雌性小鼠白天束缚组的中央区

时间、中央区 / 边缘区时间与雌性空白组相比呈

显著性降低,雌性小鼠空白组的中央区时间、中
央区 / 边缘区时间与雄性小鼠空白组相比呈显著

性增加。 以上结果表明,束缚雌性小鼠比束缚雄

性小鼠更易产生焦虑行为。
Y 迷宫是基于啮齿类动物自发探索的行为设

计的,是一种评价“工作记忆”的行为实验方法,
认知正常的小鼠会记住刚探索过的臂,下一步会

倾向于探索新的臂,出现认知障碍的小鼠通常无

法学会交替选择,使得正确的交替率降低[30-31] ,

本研究中雌雄各束缚组无显著性差异。 避暗实

验是利用啮齿类动物嗜暗习性设计的,认知功能

受损严重的小鼠会快速地进入暗室,则入暗潜伏

期会缩短[32] 。 本研究中雄性小鼠夜间束缚组的

入暗潜伏期与雄性空白组相比显著缩短,且较雄

性白天束缚组呈现显著性缩短,而雌性小鼠并没

有此现象;这表明束缚雄性小鼠比束缚雌性小鼠

更易造成记忆损失,尤其是夜间束缚,记忆损失

更加明显。
在实际应用中,雌雄各半的设计同样具有意

义,不同性别的动物对同一药物的敏感程度是有

差异的。 因此将雌雄小鼠合并进行统计发现,在
悬尾实验中,白天束缚组的不动时间显著增加;
在强迫游泳实验中,白天和夜间束缚组小鼠的不

动时间明显增加,表明白天和夜间造模四周均可

使小鼠产生抑郁样行为,且白天束缚小鼠比夜间

束缚小鼠更易产生抑郁行为。 在旷场实验中,白
天束缚组的中央区时间、中央区 / 边缘区时间较

空白组呈现显著性减少,表明白天束缚小鼠出现

焦虑样行为。
综上,本研究进行不同时段束缚 ICR 雌雄小

鼠 28
 

d,通过比较三大行为学检测结果可得出初

步结论,在抑郁行为检测中,TST 和 FST 均表现出

雄性小鼠在白天束缚时更易造成抑郁情绪。 因

此,在选择抑郁模型时可以选择在白天束缚雄性

小鼠;在焦虑行为检测中,OFT 和 NSFT 均表现出

束缚雌性小鼠更易造成焦虑情绪。 因此,在选择

抑郁模型性别时可选择雌性;在记忆行为检测

中,惩罚性记忆实验可以看出雄性在夜间束缚会

更容易产生记忆损失,因此,在选择记忆损伤模

型时可选择在夜间束缚雄性小鼠。
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