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条件恐惧刺激对大鼠杏仁核区神经细胞增殖的影响
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　　［摘要］　目的　探讨条件恐惧性刺激对大鼠杏仁核区神经细胞增殖的影响，分析杏仁核区新生神经细胞与恐惧记忆
的关系。方法　７２只实验大鼠按随机数字表法分成条件恐惧刺激组和对照组，每组３６只，条件恐惧刺激前３ｄ动物腹腔
内注射ＢｒｄＵ标记新生神经细胞，条件恐惧刺激组大鼠采用单调声配对足底电击造成条件恐惧刺激模型，对照组大鼠仅给
予单调声刺激。条件恐惧刺激后１、７、１４、２１、３０、６０ｄ行动物行为学检测，后处死动物行ＢｒｄＵ的免疫组织化学染色。结果
　条件恐惧刺激后各时间点条件恐惧刺激组大鼠静止不动时间均明显高于相应时间点的对照组（Ｐ＜０．０１），且条件恐惧
刺激组动物杏仁核区ＢｒｄＵ免疫阳性细胞数明显少于同时间点的对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　条件恐惧刺激对大鼠杏仁核
区新生神经细胞增殖产生负向影响，这可能与大鼠恐惧记忆的长期保持有关。
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　　恐惧是一种在动物进化过程中保存下来的基本情
感，它可以使动物在面临威胁时激发一系列防御反应

并生存下来。而病理性恐惧的习得及恐惧的延迟或不

能消退在人类的创伤后应激障碍、焦虑和恐怖症中发

挥着重要作用。大量研究表明应激可使海马齿状回新

生神经细胞增殖减少［１－２］。杏仁核为脑内参与恐惧学

习、记忆的主要核团，特别是外侧杏仁核（ｌａｔｅｒａｌａｍｙｇ
ｄａｌａ，ＬＡ），为条件恐惧记忆储存的可塑性位点，恐惧记
忆的形成伴随着杏仁核的背外侧核可塑性的改变［３］，

ＬＡ及其邻近区域的损害或功能可逆失活可阻止大鼠
恐惧记忆的获得和先前所获得的恐惧记忆的表达［４］。

但关于条件恐惧刺激对杏仁核区新生神经细胞的影响

仍未知，本实验采用条件恐惧刺激动物模型，结合行为

学、免疫组织化学方法观察条件恐惧刺激后大鼠的静止

不动时间及其杏仁核区新生神经细胞数目的变化，以期

探讨恐惧记忆得以保持的神经生物学机制，为缓解恐惧

刺激导致的精神障碍的治疗提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　７２只成年健康雄性ＳＤ大鼠（体质量２００～２５０ｇ），购自湖
南农业大学实验动物学部，按随机数字表法分为条件恐惧刺激

组和对照组，每组３６只，每个时间点６只。动物自由进食及饮
水，在进行实验前先予动物适应６ｄ，在这期间实验者每天抚
摸大鼠５ｍｉｎ以使之适应。所有的行为学检测在８：３０－１０：３０
间进行。

１．２　条件恐惧模型的制备
　　大鼠腹腔注射ＢｒｄＵ（２００ｍｇ／ｋｇ，每１２小时１次，共注射２

次）标记增殖的神经干细胞，３ｄ后动物放入自制的条件恐惧刺
激箱内，条件恐惧刺激箱规格为１５ｃｍ宽 ×１５ｃｍ长 ×５０ｃｍ
高，四壁由木板做成，其“地板部分”由平行的不锈钢柱（直径

５ｍｍ，相邻２个不锈钢柱的圆心之间的距离为１ｃｍ）组成，这些
不锈钢柱通过一电阻与２２０Ｖ电源相连，保证电流为０．７５ｍＡ；
并有一手控装置，能随时中断或接通电源。在条件恐惧刺激箱

其中一个角的上部装一个扬声器可产生２０００Ｈｚ的单调音。
大鼠给予０．７５ｍＡ的电流通过５ｓ，通电前及通电过程中给予
持续１０ｓ２０００Ｈｚ的单调声刺激；这一配对刺激间隔９０ｓ给予
１次，每天给予３０ｍｉｎ的刺激，连续２ｄ。对照组动物放入条件
恐惧刺激箱内不予电击，但仍给予单调声刺激。所有动物在放

入条件恐惧刺激箱后给予条件恐惧刺激前观察１ｍｉｎ内的静止
不动时间，以求其静止不动时间的基线。

１．３　动物恐惧记忆行为学观察
　　动物在完成以上刺激后的１、７、１４、２１、３０、６０ｄ进行以下实
验：动物放回条件恐惧刺激箱内，不予通电，仍给予单调声刺

激，８ｍｉｎ内观察动物静止不动的时间。

１．４　组织制备
　　动物表现出恐惧记忆的行为学反应后，在麻醉状况下用
４％多聚甲醛经左心室灌注固定，取脑并将脑组织置于相同固
定液中后固定，４℃冰箱过夜，用梯度蔗糖浸泡沉底，－２０℃三
顿恒低温切片机切片，片厚４０μｍ。留取含杏仁核区的脑组织
切片备用。

１．５　免疫组织化学染色
　　每只动物脑组织从距前囟 －３．４８～－１．９２ｍｍ，取６张杏
仁核区结构完整的脑片每隔６张选取１张切片，以保证所观察
的部位大体接近，用于 ＢｒｄＵ免疫组织化学染色。取脑组织冰
冻切片用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液清洗后，置于９５℃的枸橼酸
钠溶液中３０ｍｉｎ（ｐＨ值６．０），清洗后，再置于２ｍｏｌ／Ｌ盐酸中
３０ｍｉｎ（为使核变性），清洗后用３％双氧水溶液中处理１５ｍｉｎ，
以去除内源性过氧化物酶，用 ５％的 ＢＳＡ室温下封闭１ｈ，按
ＡＢＣ法行免疫组织化学染色。一抗为小鼠抗ＢｒｄＵ单克隆抗体
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（Ｓｉｇｍａ，１∶１０００），４℃冰箱过夜，二抗为生物素化兔抗小鼠ＩｇＧ
（Ｓｉｇｍａ，１∶２００）３７℃孵育２ｈ，ＡＢＣ复合物（Ｖｅｃｔｏｒ，１∶２００）３７℃
孵育１ｈ，０．０５％的氯化镍加强染色，在０．０５％ ＤＡＢ（Ｓｉｇｍａ）和
０．０３％Ｈ２Ｏ２反应液中显色。梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性
树胶封片。用ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。

１．６　数据收集和处理
　　每张切片采用 ＮｉｋｏｎＣｏｏｌｐｉｘ９５０数码相机在 Ｍｏｔｉｃ显微镜
１０倍物镜下定位杏仁核，２０倍物镜下摄片，双盲记数左右两侧
整个杏仁核区ＢｒｄＵ阳性细胞数，并以６张切片内ＢｒｄＵ阳性细
胞总数乘以６代表每只大鼠杏仁核区ＢｒｄＵ阳性细胞数值。数
据通过ＳＰＳＳ１０．０统计软件对各组间均数进行独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　条件恐惧刺激对大鼠僵立行为的影响
　　行为学结果显示条件恐惧刺激前条件恐惧刺激组和对照
组大鼠在条件恐惧刺激箱内的基线静止不动时间分别为（２．１４±

１９２）、（４．２５±２．９５）ｓ，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；条件恐
惧刺激组和对照组大鼠在条件恐惧刺激后重新置入条件恐惧

刺激箱中仅给予单调声刺激，条件恐惧刺激组大鼠表现为明

显的僵立行为，各时间点条件恐惧刺激组大鼠静止不动时间均

显著长于同时间点的对照组（Ｐ＜０．０１）。见表１。

２．２　条件恐惧刺激对大鼠杏仁核区新生神经细胞增
殖的影响

　　ＢｒｄＵ的免疫组织化学结果显示 ＢｒｄＵ阳性细胞分布于杏
仁核区的外侧核、基底核、内侧核、皮质，ＢｒｄＵ免疫染色表达于
细胞核，呈点状（图１）。条件恐惧刺激刺后１ｄ，条件恐惧刺激
组大鼠杏仁核区的 ＢｒｄＵ阳性细胞数少于同时间点的对照组
（Ｐ＜０．０５），７、１４、２１、３０、６０ｄ条件恐惧刺激组的 ＢｒｄＵ阳性细
胞数与１ｄ类似：均少于同时间点的对照组（Ｐ＜０．０５）。条件
恐惧刺激组、对照组ＢｒｄＵ阳性细胞数都在条件恐惧刺激后７ｄ
达峰值，后随着存活时间的延长两组动物杏仁核区 ＢｒｄＵ阳性
细胞呈进行性减少。见表２，图１。

表１　２组大鼠条件恐惧刺激后静止不动时间的变化（ｓ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 １ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ３０ｄ ６０ｄ

对照组 ４８．３３±１０．７４ ６３．００±９．８５ ５５．００±７．３７ ５１．６７±８．９５ ８８．３３±１６．８７ ４７．３３±６．６１

条件恐惧刺激组 ４５５．００±６．３５ａ ４４３．００±７．２３ａ ４４５．００±１０．１５ａ ４０９．３３±２０．６１ａ ４５８．３３±７．１７ａ ２７５．６７±９．７０ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与同时间点的对照组比较

表２　条件恐惧刺激后２组大鼠杏仁核区ＢｒｄＵ阳性细胞数（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 １ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ３０ｄ ６０ｄ

对照组 １９０４．００±８１．６８ ２６０８．００±１１０．４９ ２２８８．００±１００．２４ １２９６．００±６２．３５ ７０８．００±８４．２９ ４０２．００±５８．８９

条件恐惧刺激组 ６９６．００±５２．３１ａ １３５６．００±１１９．８４ａ ９３０．００±９８．２２ａ ３５２．００±７２．７７ａ ２４６．００±２４．２５ａ ２１６．００±１３．８６ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与同时间点的对照组比较
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Ａ～Ｃ：１、７、１４ｄ对照组；Ｄ～Ｆ：１、７、１４ｄ条件恐惧刺激组
图１　条件恐惧刺激后大鼠杏仁核区ＢｒｄＵ免疫组织化学染色　（×２００）
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３　讨论

　　ＢｒｄＵ为胸腺嘧啶脱氧核苷的类似物，在细胞周期
的Ｓ期ＤＮＡ合成时可整合到细胞核中，为常用的新生
神经细胞标记物。在成年哺乳动物脑内能持续产生具

有功能新神经元的神经干细胞主要位于沿着侧脑室分

布的室管膜下区和海马的齿状回，近来研究发现杏仁

核、皮质也有新生神经细胞［５］。室管膜下区的神经干

细胞通过分裂增殖后沿着嘴侧迁移流迁移到嗅球分化

为嗅球的颗粒细胞与小球周细胞，与嗅觉的辨别和嗅

觉的记忆研有关［６－７］；齿状回的神经干细胞通过增殖、

迁移后，分化为齿状回的颗粒细胞，参与动物情绪行为

的调节，与依赖海马的学习记忆有关［８］。但关于杏仁

核区新神经细胞的功能尚不清楚。

　　本实验行为学检测结果显示条件恐惧刺激后１ｄ
条件恐惧刺激组大鼠静止不动时间显著高于同时间点

的对照组（Ｐ＜０．０１），７、１４、２１、３０ｄ条件恐惧刺激组
大鼠静止不动时间类似１ｄ，这说明条件恐惧刺激组大
鼠成功地对声音和足底配对刺激形成了条件反射联

系，记住了足底电击这一恐惧事件。ＢｒｄＵ免疫组织化
学结果显示条件恐惧刺激组、对照组大鼠杏仁核区Ｂｒ
ｄＵ阳性细胞数都在条件恐惧刺激后７ｄ达峰值，后随
时间的推移呈进行性减少；各时间点条件恐惧刺激组

大鼠杏仁核区ＢｒｄＵ免疫阳性细胞数均明显少于相应
时间点的对照组。Ｂｉｅｂｌ等［９］研究发现脑内新生神经

干细胞在出生后短时间内增殖增加，后出现死亡高峰，

特别是出生后１～３周，且用 ＢｒｄＵ标记神经干细胞时
随着动物存活时间的延长神经干细胞的不断增殖

ＢｒｄＵ阳性信号会出现逐渐衰减。本实验中两组动物
ＢｒｄＵ阳性细胞数在条件恐惧刺激后７ｄ达峰值，后呈
逐渐减少的变化趋势可能与此有关。我们的实验结果

还提示条件恐惧刺激对大鼠杏仁核区新生神经细胞的

增殖产生了负向影响并持续较长时间（６０ｄ），
Ｋａｗａｍｕｒａ等［１０］研究发现孕期应激可导致胚胎杏仁核

区ＢｒｄＵ阳性细胞减少，我们的实验结果显示与之类
似。Ｅｈｎｉｎｇｅｒ等［１１］研究发现富集环境可促进小鼠杏

仁核区新生神经细胞的增殖，结合本实验结果说明杏

仁核区新生神经细胞的增殖受社会环境因素的影响。

Ｏｋｕｄａ等［１２］研究发现杏仁核区新生神经细胞可分化

为成熟神经元，在海马新生神经元对情景恐惧记忆的

形成及其随时间延长而衰减有重要作用，因此我们推

测杏仁核区新生神经细胞对听觉条件恐惧记忆随时间

延长而衰减也有重要作用，但需进一步研究。

　　本实验结果说明听觉条件恐惧刺激对大鼠杏仁核
区新生神经细胞的增殖产生长时间的负向影响，这种

负向影响可能是大鼠恐惧记忆难以消退的主要原因。
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