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５． 山东中医药大学药物研究院，济南　 ２５０３５５；６． 山东省药学科学院，济南　 ２５０１０１；

７． 山东中医药大学第一临床医学院，济南　 ２５００１４；８． 山东中医药大学附属医院，济南　 ２５００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 以孕前慢性温和应激（ＣＭＳ）方式模拟现代社会应激，通过 ＣＯＲＴ⁃ＢＤＮＦ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 信号级

联介导的海马损伤探讨孕前肝气郁结母鼠所产雄性子代情绪、行为、神经发育改变的机制，阐释母代遭受生活

负性事件对后代的影响及舒郁胶囊的干预机制。 方法　 采用 ＣＭＳ 应激诱导母鼠孕前抑郁情绪反应（肝气郁

结状态），予以舒郁胶囊及氟西汀胶囊干预，经筛选后与雄性大鼠交配，每组各挑选 １２ 只雄性子代，对其进行

行为学测试及采用 ＥＬＩＳＡ 检测各组雄性子代大鼠血清 ＣＯＲＴ 含量；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测海马 ＢＤＮＦ、ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２、ＣＲＥＢ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白含量；ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测海马 ＢＤＮＦ、ＥＲＫ１、ＥＲＫ２、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 表达；验证孕前 ＣＭＳ
对子代 ＢＤＮＦ⁃ＥＲＫ１ ／ ２⁃ＣＲＥＢ 信号通路的影响，及舒郁胶囊干预母鼠孕前肝气郁结证对其所产雄性子代情绪

和学习记忆相关行为的关键微观机制。 结果　 母鼠孕前肝气郁结证所产雄性子代大鼠行为评价及机制探索

实验结果，行为学检测结果显示：模型组子代旷场实验中央区路程、中央区进入次数及中央区停留时间显著降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；水迷宫实验探索期逃避潜伏期显著延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），游泳路程、目标象限

持续时间、平台穿越次数减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；强迫游泳实验悬浮不动时间及次数增加（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），潜伏期缩短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 经舒郁胶囊及氟西汀预防性给药治疗后，模型组子代抑郁样行为

及认知受损得到改善和纠正。 生化检测结果显示：ＣＭＳ 模型组子代皮质酮含量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；子代海马

ＢＤＮＦ、ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白含量下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＢＤＮＦ、ＥＲＫ１、ＥＲＫ２、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 表

达均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 经舒郁胶囊及氟西汀干预治疗后的母鼠雄性子代

ＣＯＲＴ 含量、ＢＤＮＦ、ＥＲＫ１ ／ ２、ＣＲＥＢ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达结果显示出不同程度的增高趋势。 结论　 子代高水平

ＣＯＲＴ 会选择性作用于海马，通过下调 ＢＤＮＦ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 信号级联对大鼠情绪及学习记忆功能产生不利影响。
中药舒郁胶囊可通过纠正糖皮质激素水平及通路异常，降低宫内不良环境对子代发育的影响。

【关键词】 　 抑郁症；雄性子代；舒郁胶囊；行为表型；ＢＤＮＦ⁃ＥＲＫ１ ／ ２⁃ＣＲＥＢ
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ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｅ⁃ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ＣＭＳ ｏｎ ｔｈｅ ＢＤＮＦ⁃ＥＲＫ１ ／ ２⁃ＣＲＥＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｋｅｙ
ｍｉｃｒｏ⁃ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｓｈｕｙｕ Ｃａｐｓｕｌｅｓ ｏｎ ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｍｅｍｏｒｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ ｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｆｅｍａｌｅｓ
ｗｉｔｈ ｐｒｅ⁃ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｌｉｖｅｒ ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ， ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ， ａｎｄ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｙ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｉｎ ｏｐｅｎ⁃ｆｉｅｌｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （ａｌｌ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）．
Ｔｈｅ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ⁃ｍａｚｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
ａｎｄ ｔｈｅ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ， ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ， ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｃｒｏｓｓｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｃｅｄ⁃ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ ｗａｓ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｓｈｕｙｕ Ｃａｐｓｕｌｅｓ ａｎｄ ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ
ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＣＯＲＴ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ＣＭＳ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＢＤＮＦ， ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２， ａｎｄ ｐ⁃ＣＲＥＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ａｌｌ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ＢＤＮＦ， ＥＲＫ１， ＥＲＫ２， ａｎｄ ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｓｈｕｙｕ Ｃａｐｓｕｌｅｓ ａｎｄ ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ＣＯＲＴ ｃｏｎｔｅｎｔ
ａｎｄ ＢＤＮＦ， ＥＲＫ１ ／ ２， ａｎｄ ＣＲＥＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｔｏ ｖａｒｙｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｈｉｇｈ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＯＲＴ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ａｃｔ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｏｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ｅｘｅｒｔｉｎｇ ａｄｖｅｒｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ｍｅｍｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＢＤＮＦ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃａｓｃａｄｅ． Ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｈｕｙｕ
Ｃａｐｓｕｌｅｓ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ａｎ ａｄｖｅｒｓｅ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｂｙ ｃｏｒｒｅｃｔｉｎｇ
ａｂｎｏｒｍａｌ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ； Ｓｈｕｙｕ Ｃａｐｓｕｌｅｓ； ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ； ＢＤＮＦ⁃ＥＲＫ１ ／ ２⁃ＣＲＥＢ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 抑郁症是所有年龄段人群常见的情感性障

碍疾病，终生患病率高达 ２０％，具有高复发率、致
残率、死亡率，目前影响全球超过 ３ 亿人［１］。 该病

为遗传及环境因素相互作用的结果［２］，于胚胎形

成时期亲代的遗传信息或抑郁症的易感基因决

定了子代的易感性。 基于此，寻找可能与抑郁症

１９９
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遗传易感性有关的特定遗传因素是目前研究抑

郁症的热点疑难问题。
中医认为女子孕期处于特殊生理⁃心理⁃社会

状况，情感上要经历巨大变化，易为七情所累，更
易产生“惊”“恐”“忧”等诸类负性情绪。 七情之

病，必从肝起，肝失条达，则气血不和、脏腑病生，
而情志内伤病因的长期性与持续性决定了肝疏

泄失常，气机郁结诱发病证的动态演变过程，提
示肝疏泄失常、气机郁结，不仅伤及机体自身，还
可影响胎孕，对子代产生负性影响。

现代相关研究表明，母体孕期应激导致的子

代出生后发生抑郁或社交障碍是抑郁症遗传性

研究的新方向。 目前，在人类中，关于孕期压力

暴露对后代长期影响的研究大部分是从回顾性

研究中获得的。 在动物实验研究中，关于抑郁情

绪母病及子代的研究主要集中于孕前应激

（ｐｒｅｎａｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ，ＰＳ），证实母体孕期遭受外界不良

应激或心理应激不仅损及孕妇自身，影响胎孕、
分娩，亦可影响子代神经元形态、数量和神经突

触可塑性致使学习、记忆、认知功能受损，增加子

代成年后对抑郁、焦虑等症的易感性［３］。 涉及的

机制包括生命早期应激、表观遗传等。 但关于母

代孕前应激对子代影响的研究较少。 本研究立

足生命早期应激———母体孕前抑郁，以胚胎性致

病因素为切入点，探讨抑郁情绪母子传递的中医

机理及可能的发生机制，对更深层次认识成年慢

性疾病的发育起源，
目前，抑郁症的发病机制研究方向逐步转向

受体后信号转导途径。 其中，通过增强脑内脑源

性 神 经 营 养 因 子 （ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）表达，激活细胞外信号调节蛋白激

酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ １ ／ ２，ＥＲＫ１ ／ ２），继
而激活环磷腺苷反应原件结合蛋白（ｃｙｃｌｉｃ ＡＭＰ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ），从而促

进多种基因表达的观点已被诸多学者认可。 且

皮质醇 ／皮质酮（ｃｏｒｔｉｓｔａｔｉｎ，ＣＯＲＴ）的胎内过度暴

露是子代情感障碍疾病高发的风险因素［４］。 但

ＢＤＮＦ⁃ＥＲＫ１ ／ ２⁃ＣＲＥＢ 是否参与了生命早期应激

所致的抑郁情绪传递过程，以及 ＣＯＲＴ 的过度暴

露与该通路有何种关系尚不明确。
因此，本研究用慢性温和应激范式（ ｃｈｒｏｎｉｃ

ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＭＳ）制备孕前肝气郁结模型，并以中

药调肝方舒郁胶囊及一线抗抑郁药氟西汀为干

预药物，观察母鼠所产雄性子代的行为变化，并
对雄性子代大鼠血清 ＣＯＲＴ 及海马脑区 ＢＤＮＦ、
ＥＲＫ１ ／ ２、ＣＲＥＢ 含量进行检测，探讨子代大鼠抑

郁样行为表型变化与血清皮质酮及海马 ＢＤＮＦ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路的关系。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

健康未生育 ＳＰＦ 级雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠，４０ 只，
体质量（１４０ ± １０）ｇ，５ ～ ６ 周龄，购自北京维通利

华实验动物技术有限公司 【 ＳＣＸＫ （京） ２０２１ －
０００６】。 动物饲养于山东中医药大学【ＳＹＸＫ（鲁）
２０２２ ０００９】。 将大鼠置于稳定环境饲养，环境温

度 ２０ ～ ２４ ℃，湿度 ４５％，昼夜交替（１２ ｈ ／ １２ ｈ）下
适应性喂养 １ 周。 所有动物实验操作均遵循美国

ＮＩＨ 颁布的《实验动物护理和使用指南》，并经过

山东中医药大学实验动物福利伦理审查委员会

批准（ＳＤＵＴＣＭ２０２１０４２６０１２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

舒郁胶囊（Ｓｈｕ Ｙｕ）（山东中医药大学天然药

化研究所研发自制）；盐酸氟西汀胶囊（ＦＬＸ）（礼
来苏州制药有限公司）；大鼠 ＣＯＲＴ 酶联免疫试

剂盒（武汉华美）；ＣＲＥＢ 抗体（Ａｂｃｌｏｎａｌ）；ＢＤＮＦ
抗 体 （ Ａｂｃｌｏｎａｌ ）； ＥＲＫ１ ／ ２ 抗 体 （ ＣＳＴ ）。 ＸＲ⁃
ＳｕｐｅｒＭａｚｅ 动物行为分析系统（上海欣软信息科

技有限公司）； ＸＲ⁃ＸＺ３０１ 旷场实验 （ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ
ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）系统（上海欣软信息科技有限公司）；
ＥＰＭ 实验系统（上海欣软信息科技有限公司）；强
迫游泳实验（ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ，ＦＳＴ）系统（上
海欣软信息科技有限公司）；明暗穿梭实验系统

（上海欣软信息科技有限公司）；Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实

验系统（上海欣软信息科技有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 母代大鼠模型制备及行为学评价

大鼠入室后适应性饲养 １ 周，每日行抓握、抚
摸平行操作，消除人为操作影响。 于第 ７ 天行

ＯＦＴ，依据基线期数据（ｂａｓｅｌｉｎｅ）随机分为 ４ 组，
每组 １０ 只，即：正常（Ｃｏｎｔｒｏｌ，灌胃蒸馏水 １０ ｍＬ ／
（ ｋｇ · ｄ ）） 组、 模 型 （ ＣＭＳ， 灌 胃 蒸 馏 水 １０
ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ））组、舒郁胶囊（ＣＭＳ ＋ Ｓｈｕ Ｙｕ，灌胃

２９９
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舒郁胶囊 ４０８ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ））组、氟西汀（ＣＭＳ ＋
ＦＬＸ，灌胃氟西汀 ２􀆰 ６７ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ））组。 除正常

组外，其余接受应激刺激的大鼠均隔离单独饲

养，造模持续 ４ 周，每日包含 ２ ～ ５ 种不同应激刺

激。 应激源包括：湿笼，２４ ｈ、束缚，３ ｈ、禁食禁

水，２４ ｈ、限制禁食刺激，每天 ３ 片饲料、倾斜鼠笼

４５ °，２４ ｈ、持续光照，１２ ｈ、８ ℃冰水游泳，５ ｍｉｎ、
频闪光，每分钟 １００ 次、间断式白噪声，８５ ｄＢ，１０
ｍｉｎ、陌生异物、气味刺激及空瓶刺激。 正常组大

鼠隔间另养。 造模期间同时给药，造模后通过

ＯＦＴ、糖水偏好实验对母代大鼠进行行为学评价，
待母鼠肝气郁结模型鉴定成功即结束应激刺激，
并与 １２ 周龄 Ｗｉｓｔａｒ 雄鼠同笼配对（雌 ∶ 雄 ＝ ２ ∶
１）。 母鼠受孕情况由阴道涂片法测定，受孕大鼠

于妊娠期单居饲养。 仔鼠出生当天被记为产后

第 ０ 天（ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｄａｙ ０，ＰＮＤ ０）。 子代于 ＰＮＤ ２２
断乳，根据性别分笼，每笼 ３ ～ ４ 只。 本研究选用

８ 周龄雄性子代大鼠，每只母鼠选 １ ～ ２ 只子代，
正常组、模型组、舒郁胶囊组及氟西汀组各母代

组中均挑选 １２ 只子代。
１􀆰 ２􀆰 ２　 子代大鼠行为学评价

首先 进 行 ＯＦＴ， 该 行 为 测 试 采 用 ＸＲ⁃
ＳｕｐｅｒＭａｚｅ 视频跟踪分析系统，时间为 ６ ｍｉｎ，将待

测试大鼠置于箱体中央区，采用摄像及视频合成

系统采集其活动情况，并分析各大鼠在箱内的运

动总路程、中央区路程、中央区进入次数、中央区

停留时间等相关参数。
Ｍｏｒｒｉｓ 水 迷 宫 实 验 （ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ，

ＭＷＭ）：水迷宫基本结构包括圆形水池、置于水

面下 ２ ｃｍ 的圆形逃避平台和图像采集分析处理

系统。 水迷宫池直径：１６０ ｃｍ，高：６０ ｃｍ；逃避平

台直径：１２ ｃｍ，高：３５ ｃｍ；测试前于池中注水，水
深水温固定（３７ ｃｍ，２２ ℃），水中溶解适量食品级

黑色色素，以便池上方摄像机同步记录动物的运

动轨迹。 逆时针方向将池面匀分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ
象限。 测试时应尽量减少对大鼠的干扰、保持稳

定环境，水温需恒定至 ２２ ℃，实验人员静默操作，
同时开启视频记录分析系统实时跟踪运动全过程。

空 间 探 索 测 试 （ ｓｐａｃｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｉｎｇ，
ＳＰＴ）：将平台对面象限设为大鼠入水点，记录池

中的运动轨迹，分析测试潜伏期、平台象限停留

时间、平台位置穿越次数等相关参数。

ＦＳＴ：将各大鼠单独放入固定水深及水温

（３０ ｃｍ，２３ ℃）的有机玻璃圆筒（高：５０ ｃｍ，直径：
２４ ｃｍ）中。 在预实验中将其置于水中 １５ ｍｉｎ 后

转移至干燥环境（３０ ℃，３０ ｍｉｎ），正式实验于 ２４
ｈ 后开始，将大鼠再次置于水中 ５ ｍｉｎ，期间摄像

机记录，每只大鼠取出后及时换水，清洁筒壁。
悬浮不动行为以大鼠被动悬浮，仅做轻微运动以

保持鼻孔高于水面为判断标准。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样品收集与处理

待行为学检测结束后处死大鼠。 腹主动脉

取血，４ ℃离心机离心血样（３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１５ ｍｉｎ），
取上清置于－８０ ℃冰箱，ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＣＯＲＴ
含量；剥离完整大脑，迅速置于冰盘，分离左、右
海马组织。 左海马 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＢＤＮＦ、
ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ＣＲＥＢ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白表达。
右海马 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＢＤＮＦ、ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、
ＣＲＥＢ、ｐ⁃ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 的表达。
１􀆰 ２􀆰 ４　 分子生物学检测

（１）ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＣＯＲＴ 含量变化：ＥＬＩＳＡ
试剂盒检测 ＣＯＲＴ 含量，具体操作步骤如下：（１）
根据说明书配置相关溶液；（２）酶标板取出，设一

个空白孔，不做处理；设标准孔和样本空，每孔加

入 ５０ μＬ 标准品或者样品；（３）于各孔加入酶结

合物 ５０ μＬ （空白对照孔除外），随后依序加

５０ μＬ 抗体，轻微震荡均匀后覆上封片，将孔板置

于避光孵育箱中温育（３７ ℃，１ ｈ）；（４）洗板，拍去

孔内混合液，于各孔注入 ２００ μＬ 缓冲液洗涤，静
置 １０ ｓ 后甩干，共重复 ３ 次，拍干；（５）加显色液，
Ａ 液、Ｂ 液各 ５０ μＬ 振荡混匀后，避光显色（３７
℃，１５ ｍｉｎ）；（６）加终止液 ５０ μＬ；（７）酶标仪在

４５０ ｎｍ 波长检测各孔 ＯＤ 值。 待反应终止后 １０
ｍｉｎ 内检测。

（ ２ ） Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检 测 海 马 脑 区 ＢＤＮＦ、
ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、ＣＲＥＢ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白含量变

化：将组织按比例置于预先加好蛋白裂解液、蛋
白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂混合物的离心管中，
低温研磨得到组织匀浆，离心，取上清液，ＢＣＡ 试

剂盒进行蛋白定量。 经电泳、电转、封闭后分别

加入对应一抗室温孵育后 ４ ℃过夜；次日将孵育

一抗的膜用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，二抗于室温孵育

３０ ｍｉｎ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，最后使用化学发光，计算

条带灰度值。

３９９
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（３ ） ＲＴ⁃ＰＣＲ 检 测 大 鼠 海 马 脑 区 ＢＤＮＦ、
ＥＲＫ１ ／ ２、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 表达结果：提取细胞总

ＲＮＡ，取 １００ ｍｇ 冻存的组织样本，液氮研磨粉碎，
加 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ，充分吹打混匀，冰上孵育 ３０ ｍｉｎ。
加入 ２００ μＬ 氯仿，震荡 １５ ｓ，冰上静置 ５ ｍｉｎ。 相

关操作后，加入 ７５％乙醇 １ ｍＬ 洗涤 ＲＮＡ 沉淀 ４
次。 每次洗涤后离心。 弃上清，瞬离，弃去残余上

清液，置于室温环境下干燥 １０ ｍｉｎ，加入 ＤＥＰＣ 水

融解 ＲＮＡ。 使用超微量分光光度计测定 ＲＮＡ 样

品浓度，并使用核酸电泳测定 ＲＮＡ 提取质量。 质

量达标的 ＲＮＡ 冻存于－８０ ℃冰箱备用。 经定量

后反转录。 反应条件为：预变性 ９５ ℃ ２ ｍｉｎ；变
性 ９５ ℃ １５ ｓ；退火 ５８ ℃ ３０ ｓ，共 ４０ 个循环；延伸

７２ ℃ ５ ｍｉｎ。
１􀆰 ３　 统计学分析

结果采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进行数据统

计，除水迷宫训练期采用双因素方差分析外，其

他指标均采用非配对 ｔ 检验进行组间两两比较。
数据被表示为平均值 ± 标准误差（ 􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ），Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 行为学结果

各组母鼠所产雄性子代 ＯＦＴ 总路程各组间

无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） （图 １Ａ）。 各组间的

ＯＦＴ 中央区路程、中央区进入次数及中央区停留

时间具有显著性差异。 非配对 ｔ 检验显示：相较

于对照组，模型组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），药物干预后恢复至对照组相近水平

（舒郁胶囊组：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；氟西

汀组：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 １Ｂ ～ 图

１Ｄ）。 提示各组大鼠运动能力未受到影响，但应

激组子代探究能力下降，经舒郁胶囊及氟西汀治

疗后的母鼠所产子代与正常组子代无异。

注：Ａ：旷场总路程比较；Ｂ：旷场中央区路程比较；Ｃ：旷场中央区进入次数比较；Ｄ：旷场中央区停留时间比较；与正常组相比，∗Ｐ ＜

０􀆰 ０５；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 １　 各组子代大鼠 ＯＦＴ 行为比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ． Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ． Ｃ．
Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ． Ｄ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｗｅｌｌ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＭＳ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＯＦＴ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｍｏｎｇ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

　 　 ＭＷＭ 结果显示，双因素方差分析各组子代

ＭＷＭ 训练期的逃避潜伏期、游泳距离、目标象限

停留时间各参数有显著的时间效应（图 ２）。 但

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 事后检验比较各组子代间无显著性差

异。 各组母鼠所产雄性子代大鼠 ＭＷＭ 探索期运

动距离、平台象限进入次数、平台象限停留时间

组间具有显著性差异。 非配对 ｔ 检验显示模型组

子代较对照组子代显著下降 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 用药后恢复至对照组子代水平

（舒郁胶囊组：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；氟西

汀组：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ３Ａ ～ 图

３Ｃ）。 各组间子代大鼠 ＭＷＭ 探索期逃避潜伏期

具有显著性差异。 非配对 ｔ 检验显示模型组子代

较对照组显著增长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），药物干预后恢复

至对照组相近水平（舒郁胶囊组：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；氟西

汀组：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 表明模型组子代大鼠的记忆提

取（ｍｅｍｏｒｙ ｒｅｔｒｉｅｖａｌ）能力下降，应激母鼠经舒郁

胶囊及氟西汀干预治疗后子代大鼠的记忆提取

４９９
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注：Ａ：各组子代大鼠逃避潜伏期比较；Ｂ：各组子代大鼠游泳距离比较；Ｃ：各组子代大鼠平台象限停留时间比较。

图 ２　 各组子代大鼠 ＭＷＭ 训练期行为比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｑｕａｄｒａｎｔ ｄｗｅｌｌ ｔｉｍｅ ａｍｏｎｇ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＷＭ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｍｏｎｇ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：Ａ：各组子代大鼠游泳距离比较；Ｂ：各组子代大鼠的平台象限穿越次数比较；Ｃ：各组子代大鼠的平台象限停留时间比较；Ｄ：

各组子代大鼠逃避潜伏期比较；与正常组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 各组子代大鼠 ＭＷＭ 探索期行为比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｑｕａｄｒａｎｔ ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
ａｍｏｎｇ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｑｕａｄｒａｎｔ ｄｗｅｌｌ ｔｉｍｅ ａｍｏｎｇ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｄ．

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｐｅｒｉｏｄｓ ａｍｏｎｇ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＭＳ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＷＭ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｍｏｎｇ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

能力可恢复至正常水平（图 ３Ｄ）。
ＦＳＴ 结果显示，相较于对照组子代，模型组子

代强迫游泳实验悬浮不动时间、不动次数增多，
差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ４Ａ，图
４Ｃ）；潜伏期缩短，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
（图 ４Ｂ）。 母代接受应激并予以舒郁胶囊及氟西

汀治疗的大鼠可有效逆转大鼠的绝望行为，其不

动时间（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）及不动次数减少（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），潜伏期延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

２􀆰 ２　 分子生物学检测结果

２􀆰 ２􀆰 １　 ＥＬＩＳＡ 检测结果

ＥＬＩＳＡ 结果显示，模型组子代 ＣＯＲＴ 含量升

高，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；舒郁胶囊组子代

ＣＯＲＴ 含量降低，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），氟
西汀组子代 ＣＯＲＴ 含量无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）
（图 ５）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果显示：相较于对照组子

代，模型组子代大鼠 ＢＤＮＦ 灰度值降低，差异具有

５９９
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注：Ａ：各组大鼠悬浮不动潜伏期比较；Ｂ：各组大鼠悬浮不动时间比较；Ｃ：各组大鼠悬浮不动次数比较。

图 ４　 各组子代大鼠 ＦＳＴ 行为比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｌａｔｅｎｃｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ． Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ． Ｃ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｉｍｅｓ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｍｏｔｉｏｎｌｅｓｓ ｉｎ
ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ＦＳＴ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ５　 各组子代大鼠 ＣＯＲＴ 含量检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＯＲＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ６Ａ）；ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 灰度值降

低，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ６Ｃ）；ｐ⁃ＣＲＥＢ
灰度值降低，差异具有显著性 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图

６Ｅ）；ＣＲＥＢ 和 ＥＲＫ１ ／ ２ 灰度值无变化（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）
（图 ６Ｂ，图 ６Ｄ）。 相较于模型组子代，舒郁胶囊组

ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃ＣＲＥＢ 灰度值增高，差异有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ６Ｃ，图 ６Ｅ）；氟西汀组

ＢＤＮＦ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 灰度值增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
（图 ６Ａ，图 ６Ｅ）。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果

ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示：相较于对照组子代，
模型组子代 ＢＤＮＦ、ＥＲＫ１、ＥＲＫ２、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 表

达降低，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ
＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与模型组子代相比，舒郁胶

囊组子代 ＢＤＮＦ、ＥＲＫ２、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 表达增高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＥＲＫ１ ｍＲＮＡ 虽

无统计学意义， 但有增高趋势； 氟西汀子代

ＢＤＮＦ、ＥＲＫ２、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 无统计学意义（Ｐ ＞
０􀆰 ０５），ＥＲＫ１ ｍＲＮＡ 表达增高，差异具有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ７）。

３　 讨论

子代行为改变与生命早期应激密切相关，在
胎儿和新生儿阶段，暴露于压力和不良生活事件

是成年期焦虑、抑郁等情绪障碍的关键危险因素

之一。 动物实验及临床研究对于孕前母体应激

对子代的行为效应已有大量报道［５－６］。 在怀孕期

间，尤其是产后暴露于压力的啮齿类动物模型也

表现出焦虑、抑郁和情绪缺陷［７］。 但对于孕前母

体应激对子代的情绪行为效应研究相对较少，而
抑郁为病，具有先伤神、后伤脏，先伤气、后伤形

的特点，女子孕期处于特殊生理⁃心理⁃社会状况，
情感上要经历巨大变化，易为七情所累，更易产

生“惊”“恐”“忧”诸类的负性情绪。 情志内伤病

因的长期性与持续性决定了肝疏泄失常，气机郁

结诱发病证的动态演变过程，诸如《景岳全书》
言：“凡男女能孕所由，总在血气，若血气和平壮

盛者，无不孕育”，提示肝疏泄藏血失职紊乱气血

运行会影响到胎孕的形成。
临床所见抑郁母亲孕育子女中，女子乃多气

６９９
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注：Ａ：各组子代大鼠的 ＢＤＮＦ 与 β⁃ａｃｔｉｎ 电泳条带及相对表达量；Ｂ：各组子代大鼠的 ＥＲＫ１ ／ ２ 与 β⁃ａｃｔｉｎ 电泳条带及相对表达

量；Ｃ：各组子代大鼠的 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 与 β⁃ａｃｔｉｎ 电泳条带及相对表达量；Ｄ：各组子代大鼠的 ＣＲＥＢ 与 β⁃ａｃｔｉｎ 电泳条带；Ｅ：各组子

代大鼠的 ｐ⁃ＣＲＥＢ 与 β⁃ａｃｔｉｎ 电泳条带。

图 ６　 各组子代大鼠 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＢＤＮＦ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． ＥＲＫ１ ／ ２ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｂａｎｄｓ ａｎｄ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｄ． ＣＲＥＢ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｅ． ｐ⁃
ＣＲＥＢ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

少血之体，较于男子更易出现气郁体质，但在本

课题研究中，为消除成年雌性大鼠动情周期性激

素的波动对行为学及分子生物学研究的潜在影

响，本实验仅将雄性子代纳入研究。 实验结果显

示，应激子代大鼠出现快感缺失、探究能力下降

等抑郁样表现，主要表现在旷场中央区进入次

数、中央路程、停留时间的下降，提示应激子代有

抑郁样情绪行为改变，这一抑郁可能性可被氟西

汀和舒郁胶囊抵消和中和。 ＦＳＴ 中大鼠悬浮不动

行为代表大鼠逃生行为的失败，予以药物治疗后

悬浮不动时间的长短常用以衡量药物的抗抑郁

活性［８］。 本实验观察到应激组子代较正常组子

代悬浮不动次数增加、悬浮不动潜伏期减少，舒
郁胶囊及氟西汀干预治疗后，其子代并未出现上

述行为表型的变化，与正常组无异。
研究证实慢性持续应激可损及人体及动物

的认知及学习、记忆功能［９］。 孕期经历抑郁或焦

虑情绪是母体产后抑郁症及子代情绪、认知行为

异常的重要预测因素。 本实验采用的 ＣＭＳ 诱导

的抑郁样表型可持续 ４ 周，提示母鼠孕期及子代

胚胎形成阶段会持续受到慢性应激的影响。 而

胚胎期正值脑发育的关键时期，出生前应激可导

７９９
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注：Ａ：各组子代大鼠海马 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 相对表达量；Ｂ：各组子代大鼠海马 ＥＲＫ１ ｍＲＮＡ 相对表达量；Ｃ：各组子代大鼠海马 ＥＲＫ２
ｍＲＮＡ 相对表达量；Ｄ：各组子代大鼠海马 ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 相对表达量。

图 ７　 各组子代大鼠 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＥＲＫ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＲＫ２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｄ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

致胎儿脑结构和形态的变化，继而损害成年子代

的认知功能。
ＭＷＭ 以测试待试动物对空间位置感及方向

感（空间定位）的学习记忆能力。 ＭＷＭ 实验包括

定位航行实验和空间探索实验两个基本程序，前
者以“逃避潜伏期”检测动物学习能力，“逃避潜

伏期”时间愈短，学习能力愈强；后者检测动物记

忆能力，跨越平台次数愈多、平台区域停留时间、
距离愈长、记忆水平愈好，反之则差［１０］。 本实验

观察到提示母体孕前应激可导致子代对空间学

习记忆能力障碍。
进一步检测发现，ＣＭＳ 子代大鼠血清 ＣＯＲＴ

水平显著高于正常大鼠子代，与其他类似研究结

果一致。 临床研究亦证实，女子孕期易感抑郁、
焦虑、愤怒、环境变化、社会孤立等压力刺激，应
对此类应激源和其他类似应激源的典型躯体反

应是皮质醇激素（在啮齿类动物为皮质酮）升高，
且皮质醇会透过胎盘，从而影响人类胎儿发育的

各个方面［１１］。 并且在大部分抑郁症患者中，血
液、唾液和尿液中的皮质醇浓度升高，肾上腺体

积增大，活性增强。 高皮质醇血症还可导致海马

锥体神经元兴奋性毒性、树突萎缩、棘突缺失，抑
制海马齿状回的神经发生。 多余的 ＧＣｓ 也可能

会减少海马体的体积，从而影响与情绪和奖励回

路相关的大脑区域的功能，以上诸多改变可以通

过抗抑郁药来挽救。

此外，实验还观察到 ＣＭＳ 子代大鼠海马脑区

ＢＤＮＦ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达下降，经舒郁胶囊及氟

西汀干预治疗后其子代 ＢＤＮＦ 水平可得到有效逆

转，与其他研究结果一致［１２］。 此外，ＢＤＮＦ 可减

少神经损伤，促进海马再生，在树突生长、轴突再

生及突触可塑性调节中地位关键，是调节神经元

活动最重要的基因之一［１３］。 ＺＨＡＯ 等［１４］ 开展的

Ｍｅｔａ 分析发现 ＢＤＮＦ Ｖａｌ６６Ｍｅｔ 多态性调节了压

力与抑郁症的关系，且遗传学研究已广泛探索抑

郁症及认知功能障碍的遗传度，而 ＢＤＮＦ 基因多

态性与抑郁症和认知功能均呈密切联系。 本研

究仅针对海马脑区 ＢＤＮＦ 含量及 ｍＲＮＡ 表达进

行了检测，并未对海马神经元的轴突、树突、突触

进行检测分析，下一步有待进行研究。
愈多证据表明 ＥＲＫ 在中枢神经系统可调节

突触可塑性及大脑发育，在胚胎发育及成人大脑

功能调节中具有关键作用［１５－１８］。 ＥＲＫ 在学习记

忆的形成过程中起重要作用，并且可通过 Ｔｈｒ２０２
和 Ｔｙｒ２０４ 磷酸化激活，其底物含组蛋白、转录因

子及其他重要的细胞内激酶［１９］。 ＥＲＫ１ ／ ２ 激活后

可从细胞质移至细胞核并激活特定的转录因子

ＣＲＥＢ（ｓｅｒ１３３），从而诱导基因表达。 ＣＲＥＢ 可增

强应激反应，在神经可塑性及神经发生中的作用

愈加显著，对恢复神经元结构及功能具有重要意

义［２０－２１］。 ＣＲＥＢ 缺陷小鼠存在神经可塑性障碍，
主要损害认知功能和空间学习记忆能力。 内源

８９９
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性 ｐ⁃ＣＲＥＢ 表达升高后，学习记忆功能障碍得到

逆转，即 ｐ⁃ＣＲＥＢ 能明显促进脑损伤后神经的恢

复。 慢 性 外 周 给 药 ＢＤＮＦ 可 增 加 抑 郁 小 鼠

ＢＤＮＦ、ｐ⁃ＥＲＫ 和 ｐ⁃ＣＲＥＢ 的表达，提示 ＢＤＮＦ 水

平的升高激活 ＥＲＫ ／ ＣＲＥＢ 信号通路的可能性。
综上所述，本研究发现应激子代大鼠皮质酮

异常，ＢＤＮＦ⁃ＥＲＫ１ ／ ２⁃ＣＲＥＢ 相关蛋白及 ｍＲＮＡ 表

达下调，海马功能受损，子代对抑郁症的易感性

增加并出现学习记忆能力的下降。 但 ＢＤＮＦ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２ 通路是否为 ＣＯＲＴ 应激激素直接介导尚

待进一步证实。
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ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ［ Ｊ］． Ｊ
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１９， ３９（１５）： ２７９２－２８０９．

［１９］　 ＩＲＯＥＧＢＵ Ｊ Ｄ， ＩＪＯＭＯＮＥ Ｏ Ｋ， ＦＥＭＩ⁃ＡＫＩＮＬＯＳＯＴＵ Ｏ Ｍ，
ｅｔ ａｌ． ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｂｒａｉｎ：
ｐｅｒｔｕｒｂａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ［ Ｊ ］． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｂｉｏｂｅｈａｖ
Ｒｅｖ， ２０２１， １３１： ７９２－８０５．

［２０］　 ＬＥＡＬ Ｇ， ＣＯＭＰＲＩＤＯ Ｄ， ＤＵＡＲＴＥ Ｃ Ｂ． ＢＤＮＦ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｌｏｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ［ Ｊ ］．
Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２０１４， ７６： ６３９－６５６．

［２１］　 ＧＵＡＮ Ｗ， ＮＩ Ｍ Ｘ， ＧＵ Ｈ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＣＲＥＢ： ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ［Ｊ］． Ｃｕｒｒ
Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２４， ２２（１４）： ２３８４－２４０１．

［收稿日期］ 　 ２０２５－０１－１４

９９９


