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早年慢性应激对青春期大鼠攻击行为及下丘脑腹内侧核和前额皮质脑源性神经营养

因子表达的影响
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　　［摘要］　目的　探讨早年慢性应激对青春期大鼠攻击行为以及大脑下丘脑腹内侧核和前额皮质脑源性神经营养因
子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）表达的影响。方法　 将２０只ＳＤ大鼠分为实验组和对照组。实验组大鼠出生
后２１ｄ开始进行社会孤养、日夜颠倒、社会刺激性实验和居住入侵实验等多种早年应激３周。免疫组化检测下丘脑腹内
侧核和前额皮质 ＢＤＮＦ的表达。结果 　 实验组在居住入侵实验和中性环境实验中攻击／威胁比［分别为（１２．４５±
９２７）、（１０．８４±４．９３）］和攻击持续时间［分别为（３３３．１０±７６．３４）、（３２２．２０±５７．６７）ｓ］均显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），而
攻击潜伏期［分别为（１５．２０±１１．０７）、（１８．３０±１１．３２）ｓ］显著低于对照组（Ｐ＜０．０１），并且表现出暴力攻击行为。免疫组
化检测结果显示，实验组下丘脑腹内侧核ＢＤＮＦ表达（０．２０±０．０９）高于对照组（Ｐ＜０．０５），前额皮质ＢＤＮＦ（０．１９±０．０８）
表达水平低于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　早年慢性应激引起青春期大鼠暴力攻击行为以及下丘脑腹内侧核和前额皮质
ＢＤＮＦ表达改变，提示青春期暴力攻击行为可能与早年慢性应激所致ＢＤＮＦ表达改变有关。
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　　应激是可影响特定年龄阶段和社会情境中个体身
心健康的一种环境事件或长期状况［１］。研究发现，抑

郁［２］、焦虑［３］和创伤后应激障碍［４］等多种精神病理状

态均和应激存在密切联系，甚至暴力犯罪也与某些应

激类型相关［５］。而暴力（ｖｉｏｌｅｎｃｅ）是一种极端攻击行
为，表现为极端地采用任何形式的、有目的地、伤害另

一生物体而该生物体所不愿接受的行为。

　　目前公认下丘脑及前额叶皮质作为“攻击相关中
枢”的一部分。在神经内分泌方面，攻击行为与中枢

神经系统相应脑区的多种生化物质相关，其中脑源性

神经 营 养 因 子 （ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，
ＢＤＮＦ）有助于大脑发育、突触可塑性和多巴胺能与单
胺能神经元分化［６］。已发现内源性ＢＤＮＦ耗竭可通过
引起５羟色胺（５ＨＴ）异常而增强大鼠攻击性［７］，而

ＢＤＮＦ可受到多种因素影响。
　　近来研究报道ＢＤＮＦ已作为调节早年负性事件影
响的候选物质［８］。目前国内外虽有应激或攻击行为

与ＢＤＮＦ之间的关系报道，如发现经过应激部分脑区
的ＢＤＮＦ表达发生改变，但却少见探讨三者之间联系
的研究。因此，在现代社会青少年暴力犯罪逐年上升

的今天，探讨早年应激与青春期暴力攻击行为及与

ＢＤＮＦ的关系更加重要。本研究通过观测前额皮质和
下丘脑腹内侧核 ＢＤＮＦ的表达，从神经可塑性异常方
面探讨早年慢性应激对大脑的影响及与动物暴力行为

之间可能存在的联系，旨在为进一步研究暴力攻击行

为的神经生物学机制和预防干预奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＢＤＮＦ抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司，ＳＣ２０９８１）；
羊抗兔二抗（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，８６２１５０Ａ）；ＤＡＢ显色剂（北京中杉
金桥生物技术有限公司，１１１８２Ａ１２）。

１．２　实验动物
　　出生后第２１天健康雄性 ＳＤ大鼠３０只（第三军医大学大
坪医院野战外科研究所实验动物中心提供，体质量４０～６０ｇ），
分为对照组（１０只）和实验组（１０只），其余为用作干预的入侵
鼠（１０只）。对照组和入侵鼠采用分笼群居喂养（每笼５只，每
组２笼），实验组每只使用小笼单独喂养。饮食和饮水自由，自
然昼夜周期光照，标准温度和适度。

１．３　早年慢性应激
１．３１　早年孤养　　实验组于断奶后第２１天开始进行孤养，
提供正常条件的食物、温度、湿度（共３周）。
１．３．２　社会刺激　　第３５天开始进行每周２次的社会刺激
性实验，每次１５ｍｉｎ，共３周。包括社会刺激性（将入侵鼠放入
居住鼠笼内，在２只鼠之间隔一铁丝网，预刺激５ｍｉｎ，随后立

即将２只鼠放入另一较大笼内，观察攻击行为１０ｍｉｎ）和非奖
赏性挫折（出生后第２８天开始给予２％蔗糖水，至第３５天开
始，每次攻击实验前蔗糖水浓度降至一半）。

１．３．３　居住入侵实验　　每天进行１次居住入侵鼠实验，每
次持续１０ｍｉｎ，共３周，以增加应激水平。
１．３．４　昼夜颠倒　　自第２１天之后实验组每日进行昼夜颠倒
（每日８：００～２０：００遮蔽光照，２０：００～８：００进行光照），共３周。

１．４　行为学检测
　　大鼠连续早年应激至出生后第５８天（大鼠青春期），进行
行为学测试。具体包括：居住入侵实验和中性环境实验各
１０ｍｉｎ，使用摄影机对进行居住入侵实验和中性环境实验的大
鼠进行暗室摄影，然后通过２名实验员分别对记录的实验影像
资料进行攻击行为分析，然后取２人的平均值进行数据分析。
　　居住入侵实验：将１只入侵大鼠放入实验组大鼠居住笼
中，记录实验组大鼠攻击行为用以检测大鼠攻击水平。

　　中性环境实验：将１只实验组或对照组大鼠与１只入侵鼠
同时放入１个新笼中，记录其攻击行为。
　　攻击行为：①攻击性理毛行为；②追逐；③咬；④攀压。动
物暴力攻击行为：①明显缩短的第１次撕咬击潜伏期；②明显
升高的攻击／威胁比例；③攻击要害部位（头、腹部和喉部）；④
严重的攻击后果（出血、受伤或死亡），继续攻击屈服的对手；⑤
攻击时忽视对手状况（活动、静止、死亡）和环境（居住笼、中性

环境）。

　　动物暴力其标准定义为以下２种：①定性标准，即攻击对
方要害部位（头、腹、喉）、攻击行为脱离环境（攻击时忽视对方

的性别、状态和环境）以及攻击之前缺乏仪式行为（通过攻击／
威胁比例来测量）；②定量标准，即攻击潜伏期缩短、攻击总时
间延长和攻击撕咬频繁［９］。

１．５　标本取材
　　行为学实验结束后，青春期大鼠经１０％水合氯醛进行麻醉
（０．３０ｍＬ／１００ｇ）后心脏灌注（每只 ３００ｍＬ４％多聚甲醛和
３００ｍＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液，以灌注时出现四肢抽搐后颈部
僵硬可认为灌注良好）。断头并取出大脑下丘脑（前囟－２．８ｍｍ）
和前额皮质（前囟５．２０ｍｍ）。最后进行组织石蜡包埋，连续冠
状切片。

１．６　免疫组化染色
　　使用北京中杉分装的ＢＤＮＦ试剂盒（ＳＣ２０９８１），检测２组
大鼠下丘脑和前额皮质ＢＤＮＦ表达。详细步骤：常规石蜡切片
脱蜡至水，０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠缓冲溶液（ｐＨ６．０）中１０ｍｉｎ
热修复，滴加正常山羊血清封闭液（室温２０ｍｉｎ），然后滴加一
抗（４℃ 过夜）。滴加生物素化羊抗兔二抗ＩｇＧ（８６２１５０Ａ）３７℃
反应３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色（镜下，室温），直到目标产物显现为棕
黄色，背景呈浅棕色。苏木精复染，显微镜（日本奥林巴斯

ＢＸ５１ＴＰＨＤＪ１１）观察、照相。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件对切片进
行分析，每个部位选择５个视野，计算平均光密度值（ＡＯＤ）。

１．７　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行独立样本
ｔ检验。
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２　结果

２．１　居住入侵实验
　　实验组与对照组相比，继续攻击次数、攻击要害部位次数、
攻击／威胁比、攻击潜伏期和攻击持续时间差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　２组居住入侵实验攻击行为比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别
继续攻击

次数

攻击要害

部位次数
攻击／威胁比

攻击潜伏期

（ｓ）

攻击持续

时间（ｓ）

实验组 １０．１０±２．２３ａ １０．４０±６．００ａ １２．４５±９．２７ａ１５．２０±１１．０７ａ　３３３．１０±７６．３４ａ

对照组 ０．００±０．００ ０．２０±０．４２ ３．５８±２．２５ ６６．３０±２１．６８ ３４．５０±２７．４９

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

２．２　中性环境实验
　　实验组与对照组相比，继续攻击次数、攻击要害部位次数、
攻击／威胁比、攻击潜伏期和攻击持续时间差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　２组中性环境实验攻击行为比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别
继续攻击

次数

攻击要害

部位
攻击／威胁比

攻击潜伏期

（ｓ）

攻击持续

时间（ｓ）

实验组 ８．８０±５．６５ａ ９．８０±４．３９ａ １０．８４±４．９３ａ１８．３０±１１．３２ａ　３２２．２０±５７．６７ａ

对照组 ０．００±０．００ ０．１０±０．３２ ２．９６±１．６２ ６８．１０±２０．９６ ２４．４０±１２．５３

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

　　实验组大鼠在居住入侵实验和中性环境中，继续攻击次
数、攻击要害部位次数、攻击／威胁比、攻击潜伏期和攻击持续
时间差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），提示实验组大鼠攻击行
为不受环境影响。

２．３　ＢＤＮＦ免疫组织化学结果
　　实验组与对照组相比，下丘脑腹内侧区ＢＤＮＦ阳性神经元
光密度升高，前额皮质 ＢＤＮＦ阳性神经元光密度降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图１～２、表３。

!

"

Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图１　２组大鼠大脑下丘脑腹内侧核ＢＤＮＦ免疫组化结果　（ＳＰ×４００）

!

"

Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图２　２组大鼠大脑前额皮质ＢＤＮＦ免疫组化结果　（ＳＰ×４００）

表３　２组下丘脑腹内侧核和前额皮质ＢＤＮＦ表达

（ＡＯＤ，ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 下丘脑腹内侧核 前额皮质

实验组 ０．２０±０．０９ａ ０．１９±０．０８ａ

对照组 ０．１６±０．０６ ０．２２±０．０９

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

３　讨论

　　近年来青少年犯罪性质具有反复性和低龄化趋
势。因此，探讨青春期攻击行为生物学基础显得更加

重要。

　　本研究通过对大鼠进行早年慢性应激，造成青春期
大鼠在居住入侵实验和中性环境实验中攻击／威胁比
和攻击持续时间增加以及攻击潜伏期缩短，提示其攻击

性增高；且出现对手屈服后继续攻击和对要害部位进行

攻击，以及两个不同攻击环境实验中大鼠攻击行为没有

差异，提示已出现暴力攻击行为。虽然机制还在探索之

中，但已发现多种早年慢性应激可引起动物攻击性增

高，其中大鼠经历断奶后社会孤养甚至出现攻击行为异

常模式［１０］。因此，本研究将断奶后社会孤养与社会应

激、反复居住入侵实验和日夜颠倒应激合并，致使大鼠
攻击行为异常模式更为突出和稳定化，为进一步研究暴

力攻击行为的神经生化物质改变奠定了基础。

　　Ｈｅｓｓ［１１］通过对猫的下丘脑进行电刺激引起攻击
行为，此后提出下丘脑“攻击中枢”理论。近来通过光

遗传学技术进一步观察到对小鼠下丘脑腹内侧核腹外

侧亚区进行刺激显示异常攻击行为，提示下丘脑此区

域与攻击行为关系更加密切［１２］；而前额叶皮质（ｐｒｅ
ｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ，ＰＦＣ）能够抑制下丘脑和杏仁体在攻击
行为中的促发作用［１３］。通过对成年脑损伤患者、攻击

性人群和正常成年对照人群进行研究，发现前额皮质

腹正中区（ｖｅｎｔｒｏｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ，ｖｍＰＦＣ）是控
制攻击行为的关键［１４－１６］。而青少年中枢系统仍处于

发育之中，更易受到各种环境因素影响。

　　本研究结果显示，通过早年慢性应激的青春期大
鼠表现出暴力攻击行为，下丘脑腹内侧核 ＢＤＮＦ较对
照组表达增高。关于应激与下丘脑 ＢＤＮＦ表达的关
系，已有研究经过短时间固定应激之后发现下丘脑

ＢＤＮＦ水平迅速增高，提示 ＢＤＮＦ可能参与应激反应
相关神经可塑性过程［１７］，且经过慢性应激，也发现下

丘脑ＢＤＮＦ水平增高［１８］。虽然以上实验结果与本实验

一致，但另一研究通过ＢＤＮＦ杂合子敲除（ＢＤＮＦ!／"）使
大鼠ＢＤＮＦ表达部分受损后，发现下丘脑５ＨＴ部分突
触后受体表达以及大鼠攻击性增高［７］。而上述研究
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均未具体到下丘脑腹内侧核区，因此下丘脑腹内侧核

ＢＤＮＦ与早年慢性应激及攻击行为之间的关系仍需要
进一步研究。

　　同时本研究通过对青春期病理性攻击大鼠前额皮
质ＢＤＮＦ表达进行检测，发现实验组 ＢＤＮＦ表达水平
低于对照组，提示早年慢性应激可能导致大鼠前额皮

质的发育受到影响或神经可塑性异常从而可能导致其

对下丘脑攻击行为调控能力下降。关于应激对 ＢＤＮＦ
表达的影响，已有研究发现应激常和动物海马、新皮质

（ｎｅｏｃｏｒｔｅｘ）和前额皮质 ＢＤＮＦ表达降低相关［１９］。已

有研究通过对大鼠全脑或者前额叶选择性敲除 ＢＤＮＦ
等位基因后攻击行为增高来探讨前额皮质ＢＤＮＦ与高
攻击性之间的联系［２０］。

　　综上所述，本研究对青春期大鼠进行多种早年慢
性应激产生暴力攻击行为，同时发现下丘脑腹内侧核

和前额皮质ＢＤＮＦ表达异常，根据 ＢＤＮＦ在中枢神经
系统的功能，提示早年慢性应激可能通过对攻击相关

脑区造成神经可塑性异常导致青春期暴力攻击行为的

产生，而早年慢性应激对于成年期暴力攻击大鼠相同

脑区ＢＤＮＦ表达的影响以及相关机制则需要进一步研
究。目前早年慢性应激对神经精神病理方面的影响已

逐渐成为研究热点，但攻击行为的产生不仅与应激因

素相关，还往往与遗传因素密切联系。本研究仅从应

激角度研究存在一定的局限性，课题组未来将结合遗

传因素进一步研究暴力攻击的神经生物学发生机制。

志谢　衷心感谢重庆医科大学附属第一医院神经病学实验室对本课题

的指导与帮助
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