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抑郁症模型大鼠海马内小胶质细胞数量和炎症因子表达增加
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　　［摘要］　目的　探讨慢性不可预知性应激（ｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＳ）抑郁症模型大鼠海马
小胶质细胞总数量、活化小胶质细胞和炎症因子的变化情况。方法　选取 ６～８周龄的雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，在适应性饲养、糖水偏好基线调整及筛选后采用分层随机法分为空白对照组 （ｎ＝
１９）和ＣＵＳ干预组 （ｎ＝４８），给予ＣＵＳ干预组大鼠５周的ＣＵＳ干预，运用糖水偏好实验来评估两组大
鼠的抑郁样行为，筛选出成模大鼠１６只，即ＣＵＳ模型组。采用免疫组织化学与体视学相结合的方法对
两组大鼠海马各亚区小胶质细胞的总数量进行精确定量研究，运用免疫荧光方法评估大鼠海马各亚区

活化小胶质细胞的密度，并采用实时定量ＰＣＲ技术检测海马炎症因子的水平。结果　与空白对照组相
比，ＣＵＳ模型组大鼠的体质量明显下降（Ｐ＜０．０１）、糖水偏好百分比显著降低（Ｐ＜０．０１）；ＣＵＳ模型组大
鼠海马ＣＡ１、ＣＡ２／３和ＤＧ区小胶质细胞的总数量较空白对照组均显著增加（Ｐ＜０．００１，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝
０．００２）；ＣＵＳ模型组大鼠海马ＣＡ１、ＣＡ２／３和ＤＧ区活化小胶质细胞的密度和比例较空白对照组均显著
增加（Ｐ＝０．０１１，Ｐ＝０．０１５，Ｐ＜０．００１；Ｐ＝０．０１８，Ｐ＝０．０１９，Ｐ＜０．００１）；相对于空白对照组，ＣＵＳ模型组大
鼠海马炎症因子ＩＬ１β和ｉＮＯＳ的ｍＲＮＡ表达量显著升高（Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝０．０２０）。结论　抑郁症模型
大鼠海马各亚区内小胶质细胞总数量、活化小胶质细胞的密度和比例增加，炎症因子表达升高，表明海

马小胶质细胞的改变可能参与抑郁症的病理过程。

　　［关键词］　 抑郁症；海马；小胶质细胞；白细胞介素１β；诱导型一氧化氮合酶；体视学
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　　抑郁症是一种常见的精神疾病，其临床症状以情
绪低落、快感缺失和内疚感为主［１］，具有高发病率、高

复发率并伴有自杀倾向的特点，严重降低患者的生活

质量并增加全球的疾病负担［２］。因此，深入探讨抑郁症

的发病机制、寻找新的治疗靶点具有非常重要的意义。

　　炎症反应作为抑郁症发病的重要假说之一［３］，受

到越来越广泛的关注。海马是抑郁症病理改变的关键

脑区之一［４］，同时，有研究表明抑郁症患者部分炎症

相关基因的上调与海马体积的减少密切相关［５］。小

胶质细胞是中枢神经系统的固有免疫细胞［６］，而海马

中的小胶质细胞在抑郁症的炎症反应过程中起着非常

重要的作用［７－８］。有研究运用免疫荧光技术发现在慢

性应激诱导的抑郁模型小鼠中海马小胶质细胞的密度

有所增加［９－１０］，而有类似的研究采用同样的方法对慢

性不可预知性应激（ｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＳ）
模型小鼠小胶质细胞进行研究却得出了相反的结

论［１１－１２］。以上研究表明小胶质细胞与抑郁症的发生、

发展有着密切的联系，而目前抑郁症海马内小胶质细

胞的变化仍然存在争议。此外，既往研究多为半定量

研究，本研究运用现代体视学方法［１３］对大鼠海马内小

胶质细胞进行三维定量研究，以期更加准确、系统地探

索抑郁症ＣＵＳ模型大鼠海马内小胶质细胞的改变。
　　小胶质细胞在不同的情况下具有静息态、活化态
这两种不同的状态。在应激等病理条件下，小胶质细

胞被激活并增殖、迁移到受损区域，整合外周和中枢的

炎症信号，最终影响神经元和其他脑细胞［１４］。一项神

经影像学研究表明，抑郁症患者海马中易位蛋白（一

种小胶质细胞激活的标志物）的密度显著升高［１５］。同

时，在慢性应激模型动物中也发现小胶质细胞的活化

和炎症因子升高，这种改变与动物对慢性应激所致的

抑郁样行为的易感性增加相关［１６］。因此，海马内活化

小胶质细胞和伴随的神经炎症失调可能在抑郁症的发

展过程中起着至关重要的作用，但抑郁症大鼠海马各

亚区活化小胶质细胞的具体变化情况仍有待研究。

　　本研究采用免疫组织化学技术结合体视学方法定
量研究抑郁症 ＣＵＳ模型大鼠海马各亚区内小胶质细
胞数量的变化，通过免疫荧光技术系统研究 ＣＵＳ模型
大鼠海马各亚区内小胶质细胞的活化情况以及运用实

时定量ＰＣＲ方法观察其海马神经炎症的基因表达情
况，以期进一步揭示抑郁症海马的病理改变，为抑郁症

的机制研究提供重要的基础研究数据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　选取６～８周龄、体质量为１８０～
２２０ｇ的雄性ＳＤ大鼠（购自重庆医科大学实验动物中
心），５只／笼，于室温 （２２±１）℃、恒定湿度（５５±１０）％
和昼夜交替的环境中适应性喂养２周，自由进食进水。
动物实验均按照实验动物管理和保护的有关规定进行。

１．１．２　试剂与耗材　　兔抗离子化钙结合衔接分子１
（ｉｏｎｉｚｅｄｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇａｄａｐｔｅｒｍｏｌｅｃｕｌｅ１，Ｉｂａ１）抗体
（货号ａｂ１７８８４７）、小鼠抗 ＣＤ６８抗体（货号 ａｂ９５５）购
自英国 Ａｂｃａｍ公司；兔 ＳＰ试剂盒（货号 ＳＰ９００１）、
ＤＡＢ显色试剂盒（货号 ＺＬＩ９０１８）购自北京中杉金桥
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公司；ＤｙＬｉｇｈｔ５４９标记羊抗兔 ＩｇＧ荧光二抗（货号
Ａ２３３２０）、ＤｙＬｉｇｈｔ４８８标记羊抗小鼠 ＩｇＧ荧光二抗（货
号Ａ２３２１０）购自美国Ａｂｂｋｉｎｅ公司。其他试剂：ＤＡＰＩ染
色液（货号ＡＲ１１７６，武汉博士德公司）；总ＲＮＡ提取试
剂盒（货号ＬＳ１０４０，北京普洛麦格公司）；ｃＤＮＡ逆转录
试剂盒（货号 ＲＲ０４７Ａ，日本 ＴａＫａＲａ公司）；实时定量
ＰＣＲ试剂盒（货号Ｂ２１２０２，美国Ｂｉｍａｋｅ公司）。
１．１．３　实验器材　　包括：冰冻切片机（ＣＭ１９５０，德
国Ｌｅｉｃａ公司）；体视学分析系统（丹麦 Ｇｌｏｓｔｒｕｐ公
司）；体视学显微镜（ＢＸ５１，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；激光
共聚焦显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ公司）；实时荧光定量 ＰＣＲ
仪（ＣＦＸ９６，美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．２　方法
１．２．１　实验动物分组及ＣＵＳ模型的建立　　在经历
２周的糖水偏好基线调整后，根据糖水偏好测试结果
筛选出糖水偏好基线平稳的大鼠 ６７只，采用分层随
机法分为空白对照组（ｎ＝１９）和 ＣＵＳ干预组（ｎ＝
４８）。空白对照组大鼠 （４～５只／笼）正常喂养，不给
予任何应激。根据文献［１７］的方法建立ＣＵＳ模型，具
体应激干预包括禁食／禁饮（≤２０ｈ）、昼夜颠倒（２４～
４８ｈ）、噪音（３～５ｈ）、夜间频闪（８～１２ｈ）、空瓶刺激
（２ｈ）、倾斜（≥２０ｈ）、行为限制（≥２ｈ）、热水浴（４２℃，
５ｍｉｎ）、冰水浴（４℃，５ｍｉｎ）、潮湿垫料／空垫料（≥２０ｈ）、
电击（１ｍｉｎ）、摇床、夹尾（１ｍｉｎ）等。ＣＵＳ干预组大鼠
单笼喂养，每天给予２种应激，除昼夜颠倒外，每种应
激在５ｄ内不重复，整个建模过程持续 ５周。在应激
过程中每周固定时间对大鼠进行体质量测定和糖水偏

好测试。在ＣＵＳ应激结束后，根据糖水偏好测试结果
筛选出成模大鼠１６只，即为ＣＵＳ模型组。
１．２．２　体质量测定　　每周固定时间测量各组大鼠
的体质量。

１．２．３　糖水偏好实验　　该实验是评估抑郁症模型
动物的核心症状———快感缺失的金标准［１８］。在实验

开始之前，每只大鼠需进行一段时间的糖水适应训练，

直到大鼠的糖水偏好逐渐稳定。接着对大鼠进行糖水

偏好测试，具体步骤简述如下：首先禁食禁水２４ｈ，然
后分别给予每只大鼠 １瓶 １％的糖水和 １瓶白水，在
１２ｈ时交换两个瓶子的位置，２４ｈ后分别称量剩余糖
水和白水的瓶质量，并分别计算对应的消耗量。最后参

照如下公式计算出大鼠的糖水偏好程度：糖水偏好百分

比＝糖水消耗量／（糖水消耗量＋白水消耗量）×１００％。
１．２．４　高架十字迷宫实验　　用于评价大鼠在新异
环境中的焦虑样行为［１９］。装置由两条开臂和两条闭

臂组成，每条臂长５０ｃｍ、宽１０ｃｍ、高４０ｃｍ。将大鼠
放在装置的正中心区域，通过电脑系统记录在 ５ｍｉｎ

内大鼠的开臂、闭臂进入次数以及在各个臂内的停留

时间等参数。

１．２．５　标本取材和切片制备　　在行为学测试结束
后，每组随机选取５只大鼠。大鼠腹腔注射１％戊巴比
妥钠（４ｍＬ／ｋｇ）进行麻醉后，剖开胸腹腔并暴露出心
脏，将灌注泵的针头刺入心尖并迅速剪开右心耳。先

灌注含有肝素钠的生理盐水，当肝脏颜色变浅时继续

灌注４％多聚甲醛直至四肢僵硬。灌注结束后剥离出
完整的大脑，沿着纵轴将大脑切分为左右半脑，置于

４％多聚甲醛液中固定。每只大鼠随机选取一侧半脑，
用梯度蔗糖溶液（用０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ稀释）脱水，包
埋速冻后用冰冻切片机沿着大脑半球冠状面以５０μｍ
的厚度连续切片。按照１／１２的抽样分数对含有海马
组织的部分进行等距随机抽样，每个大脑半球共得到

１２组切片样本。
１．２．６　免疫组织化学染色　　从每组每只大鼠的切
片样本中随机选取２组切片，即切片抽样分数为１／６。
冰冻切片用０．０１ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ漂洗１０ｍｉｎ×３次，用
０．３％Ｔｒｉｔｏｎ溶液（０．３ｍＬＴｒｉｔｏｎ×１００＋０．１ｍＬＴｗｅｅｎ２０＋
１００ｍＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ）漂洗１０ｍｉｎ×６次；３％内源性
过氧化氢避光修复２０ｍｉｎ，０．３％Ｔｒｉｔｏｎ溶液漂洗１５ｍｉｎ×
２次；枸橼酸盐溶液热水浴修复３０ｍｉｎ，０．３％Ｔｒｉｔｏｎ溶液
漂洗１０ｍｉｎ×２次；封闭液（１０％山羊血清 ＳＰ９００１、１％胎
牛血清、０．１％鱼明胶、０．３ｍＬＴｒｉｔｏｎ×１００）３７℃封闭
２ｈ。然后加入抗Ｉｂａ１抗体４℃ 孵育４８ｈ，０．３％Ｔｒｉｔｏｎ
溶液漂洗１０ｍｉｎ×６次；二抗（生物素标记羊抗兔 ＩｇＧ）
３７℃孵育３ｈ，０．３％Ｔｒｉｔｏｎ溶液漂洗１０ｍｉｎ×６次；三抗
（辣根酶标记链霉卵白素）３７℃孵育２ｈ，０．３％Ｔｒｉｔｏｎ溶
液漂洗１０ｍｉｎ×６次。然后ＤＡＢ避光显色１ｍｉｎ、去离子
水和ＰＢＳ各漂洗１０ｍｉｎ，最后贴片固定、苏木精复染、梯
度乙醇脱水、二甲苯透明、中性树脂封片。

１．２．７　体视学定量分析　　在体视学系统中按照光
学分合法［２０］对 Ｉｂａ１＋小胶质细胞进行计数，具体步骤
如下：首先依据大鼠解剖图谱的规则在２．５倍物镜下
划分海马３个亚区的边界（图１），然后在１００倍油镜
下统一设置参数：体视框的高度为１５μｍ，上表面保护
高度为３μｍ，面积抽样分数为６％。然后根据光学体
视框的禁线法则（图２），计数每个视野测试高度内胞
体清晰聚焦的小胶质细胞数目，每隔２个视野测量切
片的厚度（切片上表面与下表面之间的距离）。最后

利用光学分合法计算海马各亚区内 Ｉｂａ１＋小胶质细胞
的总数目，公式如下：

　　Ｎ＝∑Ｑ－×１／ｓｓｆ×１／ａｓｆ×１／ｔｓｆ
　　∑Ｑ－为每只大鼠海马各亚区计数的Ｉｂａ１＋细胞的数
量；ｓｓｆ为切片抽样分数１／６；ａｓｆ为面积抽样分数６％；ｔｓｆ
是高度抽样分数（测试框的高度／切片的平均厚度）。
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在２．５倍光学显微镜下划定海马各亚区的边界，蓝线、红
线、绿线围成的区域分别是ＣＡ１、ＣＡ２／３和 ＤＧ区

图１　大鼠海马ＣＡ１、ＣＡ２／３和ＤＧ区的边界示意图
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Ａ：不能计数视野　在保护高度内没有清晰聚焦的小胶质
细胞；Ｂ：可计数视野　在保护高度内有清晰聚焦的小胶
质细胞，且没有触及禁止线（红线）；↑：示计数的 Ｉｂａ１＋小
胶质细胞

图２　体视框计数海马Ｉｂａ１＋小胶质细胞示意图

１．２．８　免疫荧光染色和细胞计数　　从每组每只大鼠
的切片样本中随机选取 １组切片。切片用 ＰＢＳ漂洗
１０ｍｉｎ×３次，０．３％Ｔｒｉｔｏｎ溶液（０．３ｍＬＴｒｉｔｏｎ×１００＋
０．１ｍＬＴｗｅｅｎ２０＋１００ｍＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ）漂洗２０ｍｉｎ×
３次；枸橼酸盐溶液热水浴修复３０ｍｉｎ，０．３％Ｔｒｉｔｏｎ溶
液漂洗１０ｍｉｎ×２次；封闭液（１０％山羊血清 ＳＰ９００１、
１％胎牛血清、０．３ｍＬＴｒｉｔｏｎ×１００）３７℃封闭２ｈ。随
后加入抗Ｉｂａ１抗体和抗 ＣＤ６８抗体，４℃，孵育 ６０ｈ，
０．３％Ｔｒｉｔｏｎ溶液漂洗 ２０ｍｉｎ×３次；加入 ＤｙＬｉｇｈｔ５４９
标记羊抗兔 ＩｇＧ荧光二抗（红色）和 ＤｙＬｉｇｈｔ４８８标记

羊抗小鼠ＩｇＧ荧光二抗（绿色），３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳ漂
洗５ｍｉｎ×６次；加入ＤＡＰＩ染细胞核，常温孵育５ｍｉｎ；
贴片，封片。使用激光共聚焦显微镜的２００倍镜拍摄符
合要求的荧光图像。每只大鼠切片海马的每个亚区至

少获得１０张具有代表性的图像。对每张图像的Ｉｂａ１＋／
ＣＤ６８＋细胞进行手动计数并计算阳性细胞的密度。
１．２．９　实时定量ＰＣＲ　　从每组动物中随机选取５只
大鼠进行实时定量ＰＣＲ分析。将大鼠麻醉、断颈并取出
完整大脑，迅速分离出海马组织，经液氮冷冻后于－８０℃
保存。按照说明书的步骤，用总ＲＮＡ提取试剂盒从海马
中提取总ＲＮＡ，在测定ＲＮＡ浓度后，用逆转录试剂盒进
行逆转录得到 ｃＤＮＡ。ＩＬ１β上游引物：５′ＴＧＡＧ
ＧＣＴＧＡＣＡＧＡＣＣＣＣＡＡＡＡＧＡＴ３′，下游引物：５′ＧＣＴＣＣ
ＡＣＧＧＧＣＡＡＧＡＣＡＴＡＧＧＴＡＧ３′，产物长度１８１ｂｐ；ｉＮＯＳ
上游引物：５′ＧＡＧＡＣＧＣＡＣＡＧＧＣＡＧＡＧＧＴＴＧ３′，下游引
物：５′ＡＧＣＡＧＧＣＡＣＡＣＧＣＡＡＴＧＡＴＧＧ３′，产物 长 度
１２３ｂｐ；ＩＬ６上游引物：５′ＡＣＴＴＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＧＣＣＴＴ
ＣＴＴＧ３′，下游引物：５′ＴＧＧＴＣＴＧＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧＴＡＴ
ＣＣＴＣ３′，产物长度 １１０ｂｐ；ＴＮＦα上游引物：５′ＴＣＧ
ＴＡＧＣＡＡＡＣＣＡＣＣＡＡＧＣＧ３′，下游引物：５′ＡＧＡＧＡＡＣ
ＧＧＡＴＧＡＡＣＡＣＧＣＣＡ３′，产物长度４５２ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游
引物：５′ＴＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡ３′，下游引物：５′
ＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡＡＡ３′，产物长度 １６５ｂｐ。使
用实时定量 ＰＣＲ试剂盒进行 ＰＣＲ扩增反应，并用实
时荧光定量ＰＣＲ仪检测ＰＣＲ的产物。最后以βａｃｔｉｎ
为内参，用２－ΔΔＣｔ法对基因的相对 ｍＲＮＡ表达量进行
统计分析。

１．３　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ２３．０统计软件对数据进行分析。数据
先进行正态性检验后，若符合正态分布数据以 珋ｘ±ｓ表
示，否则以中位数（四分位数间距）表示。体质量数据

采用重复测量的方差分析，高架十字迷宫实验部分数

据采用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验，其他数据的两组间比较
则采用独立样本ｔ检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＣＵＳ模型大鼠的体质量降低
　　在基线调整阶段，ＣＵＳ模型组大鼠与空白对照组
大鼠的体质量差异无统计学意义。ＣＵＳ干预开始后，
空白对照组大鼠的体质量逐渐增加，ＣＵＳ模型组大鼠
体质量的增长速度较空白对照组显著变缓，且 ＣＵＳ模
型组大鼠的体质量与空白对照组相比显著降低（Ｐ＜
０．０１，图３）。
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图３　两组大鼠ＣＵＳ干预前后体质量变化

２．２　ＣＵＳ模型大鼠的糖水偏好百分比降低
　　在应激干预前，ＣＵＳ模型组和空白对照组大鼠糖
水偏好百分比差异无统计学意义（ｔ＝１．０５８，Ｐ＝
０．２９８）；在持续 ５周的应激干预后，ＣＵＳ模型组大鼠
的糖水偏好百分比较空白对照组大鼠显著降低（ｔ＝
４．４８８，Ｐ＜０．０１，图４）。
２．３　ＣＵＳ模型大鼠不伴有焦虑样行为
　　ＣＵＳ模型组大鼠和空白对照组大鼠的进臂总次
数、开臂进入次数和停留时间、闭臂进入次数和停留时

间、开臂进入次数百分比以及开臂停留时间百分比等

参数差异均无统计学意义（表１）。
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图４　ＣＵＳ干预前后两组大鼠糖水偏好百分比

２．４　ＣＵＳ模型大鼠海马内小胶质细胞总数量增加
　　图５为各组大鼠海马各亚区 Ｉｂａ１＋小胶质细胞组
织化学染色的代表性图像，与空白对照组大鼠海马各

亚区小胶质细胞的形态相比，ＣＵＳ模型组的Ｉｂａ１＋小胶
质细胞的分布更为密集。运用体视学方法计算分析后

发现，ＣＵＳ模型组大鼠海马 ＣＡ１区 Ｉｂａ１＋小胶质细胞
数量较空白对照组显著增加（ｔ＝－８．１４１，Ｐ＜０．００１），
ＣＡ２／３区Ｉｂａ１＋小胶质细胞数量较空白对照组显著增
加（ｔ＝－４．３７６，Ｐ＝０．００２），ＤＧ区Ｉｂａ１＋小胶质细胞数量
较空白对照组显著增加（ｔ＝－４．４２７，Ｐ＝０．００２，图６）。

表１　两组大鼠高架十字迷宫实验结果［珋ｘ±ｓ，中位数（四分位数间距）］
组别 ｎ 进臂总次数 开臂进入次数 开臂停留时间／ｓ闭臂进入次数 闭臂停留时间／ｓ 开臂进入次数百分比（％）开臂停留时间百分比（％）

空白对照组 １９ １０．０５±３．８９ １．００（１．００） １１．２０（３１．９０） ８．８４±３．６６ １９５．９０（７２．９０） １０．００（１３．３３） ３．７３（１０．６３）
ＣＵＳ模型组 １６ ９．００±３．６１ １．００（０．７５） １４．４０（１７．５５） ７．９４±３．４２ ２０４．９２±４７．２９ １１．９９±８．６２ ４．８０（５．８５）
ｔ／Ｕ值ａ ０．８２３ １３８．５００ １４９．０００ ０．７５１ １３４．０００ １５０．５００ １４９．０００
Ｐ值 ０．４１６ ０．６５９ ０．９３５ ０．４５８ ０．５６７ ０．９６１ ０．９３５

ａ：进臂总次数、闭臂进入次数采用独立样本ｔ检验，其余采用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验
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图５　两组大鼠海马各区Ｉｂａ１＋小胶质细胞的免疫组化染色观察　（ＳＰ）
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图６　两组大鼠海马各区Ｉｂａ１＋小胶质细胞总数量的比较

２．５　ＣＵＳ模型大鼠海马内活化小胶质细胞密度和比
例增加

　　图７为大鼠海马 Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶质细胞免疫荧
光染色的代表性图像，与空白对照组相比，ＣＵＳ模型组

大鼠海马各区Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶质细胞分布较为密集。
通过计数发现：与空白对照组相比，ＣＵＳ模型组大鼠海
马ＣＡ１区 Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶质细胞的密度明显升高
（ｔ＝－３．２７１，Ｐ＝０．０１１）；与空白对照组相比，ＣＵＳ模型
组大鼠海马ＣＡ２／３区Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶质细胞的密度
明显升高（ｔ＝－３．０９９，Ｐ＝０．０１５）；与空白对照组相比，
ＣＵＳ模型组大鼠海马 ＤＧ区 Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶质细胞
的密度显著升高（ｔ＝－６．０９４，Ｐ＜０．００１）。同时，与空
白对照组相比，ＣＵＳ模型组大鼠海马 ＣＡ１区 Ｉｂａ１＋／
ＣＤ６８＋小胶质细胞占 Ｉｂａ１＋小胶质细胞的比例明显升
高（ｔ＝－２．９５８，Ｐ＝０．０１８）；与空白对照组相比，ＣＵＳ模
型组大鼠海马 ＣＡ２／３区 Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶质细胞占
Ｉｂａ１＋小胶质细胞的比例明显升高（ｔ＝－２．９１３，
Ｐ＝０．０１９）；与空白对照组相比，ＣＵＳ模型组大鼠海马
ＤＧ区Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶质细胞占 Ｉｂａ１＋小胶质细胞的
比例显著升高（ｔ＝－５．８０１，Ｐ＜０．００１，图８）。
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红色示Ｉｂａ１＋小胶质细胞；绿色示ＣＤ６８；蓝色示ＤＡＰＩ；↑：示Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶质细胞
Ａ：大鼠海马Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶质细胞的免疫荧光染色；Ｂ：两组大鼠海马 ＣＡ１、ＣＡ２／３和 ＤＧ区 Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶
质细胞的免疫荧光染色

图７　大鼠海马活化小胶质细胞的免疫荧光染色观察
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Ａ：两组大鼠海马 ＣＡ１、ＣＡ２／３和 ＤＧ区 Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶

质细胞密度的比较；Ｂ：两组大鼠海马 ＣＡ１、ＣＡ２／３和 ＤＧ

区Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋小胶质细胞占 Ｉｂａ１＋小胶质细胞的比例；

ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

图８　两组大鼠海马各区活化小胶质细胞计数

２．６　ＣＵＳ模型大鼠海马炎症因子 ＩＬ１β和 ｉＮＯＳ的
ｍＲＮＡ表达水平升高

　　通过实时定量ＰＣＲ检测发现，ＣＵＳ模型组大鼠海
马炎症因子ＩＬ１β和 ｉＮＯＳ的 ｍＲＮＡ表达量较空白对
照组显著升高（ｔ＝－３．６６７，Ｐ＝０．０１２；ｔ＝－２．８８４，Ｐ＝
０．０２０），而ＣＵＳ模型组和空白对照组大鼠海马炎症因
子ＩＬ６和ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达量差异无统计学意义
（图９）。
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图９　实时定量ＰＣＲ检测两组大鼠海马ＩＬ１β、ｉＮＯＳ、ＩＬ６和

ＴＮＦαｍＲＮＡ表达

３　讨论

　　抑郁症是一种常见的由生物、心理与环境等多方
面因素导致的精神情绪障碍性疾病，而外界的慢性应

激是抑郁症的重要致病因素之一［２１］。本研究采用经

典的ＣＵＳ来诱导大鼠的抑郁样行为，并运用糖水偏好
实验来评价抑郁症大鼠的核心症状———快感缺失。结

果发现：ＣＵＳ干预后的大鼠糖水偏好百分比显著降低，
并伴有体质量的增长速度明显减慢。以上结果表明在

为期 ５周的 ＣＵＳ干预后抑郁症大鼠模型建立成功。
此外，本研究也采用高架十字迷宫实验来评估大鼠有

无焦虑样行为，结果显示ＣＵＳ模型组和空白对照组的
各项高架十字迷宫参数差异均无统计学意义，表明本

实验的抑郁症ＣＵＳ模型大鼠不伴有焦虑。
　　海马对外界应激高度敏感［２２］，并且有研究指出海

马可能是参与抑郁症神经炎症反应的重要脑区之

一［５］。目前大多数关于抑郁症的研究都集中在海马

神经元的功能障碍上，对胶质细胞如小胶质细胞的研

究较少。小胶质细胞是类似于单核巨噬细胞的中枢免

疫效应细胞［６］，在应激等病理情况下小胶质细胞可以

被激活并对神经元等有损害作用［１４］。Ｉｂａ１在所有小
胶质细胞（包括静息态和活化态）中组成性表达［２３］，是

目前小胶质细胞比较公认的标记物。对小胶质细胞

Ｉｂａ１标记物的分析［２４］结合抑郁症状的评估可能有助

于预测抑郁症的进程。在本实验中，我们采用精确的

体视学定量方法发现 ＣＵＳ模型大鼠海马 ＣＡ１、ＣＡ２／３
和ＤＧ区Ｉｂａ１＋小胶质细胞的数量均显著增加。以前
有研究运用免疫荧光技术也发现在慢性应激诱导的抑

郁模型动物整个海马或ＤＧ区内小胶质细胞的密度有
所增加［９－１０］，此外也有研究采用免疫荧光技术发现抑

郁模型小鼠海马内小胶质细胞密度有所降低［１１－１２］。

这些运用免疫荧光技术的研究仅使用半定量的方法对

海马二维平面的小胶质细胞进行评估，无法对小胶质

细胞总数量的变化进行客观真实的反映。本研究运用

无偏体视学技术三维精确定量海马各亚区内小胶质细

胞的变化，结果更加精确可靠和全面。本研究结果表

明抑郁模型大鼠海马小胶质细胞总数目的增加可能是

抑郁症的重要病理改变之一。

　　除了小胶质细胞的总数量变化外，小胶质细胞的
活化在抑郁症的发生发展过程中也起着十分重要的作

用［２５］。ＣＤ６８是活化小胶质细胞的理想标记物［２６］，其

水平在抑郁症模型中有所上升［２７］。ＦＥＮＧ等［２８］的研

究表明慢性温和应激（ｃｈｒｏｎｉｃｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ，ＣＭＳ）增加了

３７３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（５）



小鼠海马 ＤＧ区活化／吞噬小胶质细胞的密度。然而
关于ＣＵＳ抑郁模型大鼠海马各亚区内活化小胶质细
胞的具体变化仍有待研究。本研究通过抗 Ｉｂａ１抗体
和抗ＣＤ６８抗体的免疫荧光染色来标记活化状态的小
胶质细胞并结合激光共聚焦显微镜观察，发现 ＣＵＳ显
著增加了大鼠海马ＣＡ１、ＣＡ２／３和ＤＧ区Ｉｂａ１＋／ＣＤ６８＋

细胞的密度及占Ｉｂａ１＋小胶质细胞的比例，表明慢性应
激诱导了海马各亚区内小胶质细胞的活化。在病理条

件下，小胶质细胞会逐渐偏离稳态并转变为激活状态［１４］。

同时，许多应激相关的因素（如应激激素升高、神经递

质水平改变等）都可以诱发小胶质细胞的激活［２９］。在

本研究中，ＣＵＳ干预包含的各种应激可能是活化小胶
质细胞增加的主要因素之一。然而，与应激联系密切

的小胶质细胞激活的具体机制有待进一步研究。

　　此外，本研究还发现ＣＵＳ干预增加了大鼠海马炎
症因子ＩＬ１β和ｉＮＯＳ的基因表达水平，这些结果与先
前的研究一致［３０－３１］。然而抑郁症模型大鼠海马 ＩＬ６
和ＴＮＦα的基因表达水平没有显著变化，推测这可能
是因为抑郁症的炎症反应过程受到多方面因素的影

响。同时，小胶质细胞分泌的ＩＬ１β和ｉＮＯＳ有助于扩
大抑郁症的炎症反应并引起相应的病理改变［３２－３３］，这

说明抑郁症的神经炎症过程中 ＩＬ１β、ｉＮＯＳ比 ＩＬ６和
ＴＮＦα的变化更灵敏。总之，本研究结果表明小胶质
细胞的活化和炎症因子 ＩＬ１β、ｉＮＯＳ的升高可能促进
抑郁症的发生、发展。

　　综上所述，本研究运用无偏体视学方法、免疫荧光
技术和实时定量 ＰＣＲ技术对抑郁症模型大鼠海马的
小胶质细胞和神经炎症因子进行了研究，结果显示抑

郁模型大鼠海马各区小胶质细胞总数量增加、活化小

胶质细胞密度和比例增加以及炎症因子升高，提示海

马小胶质细胞可能是抑郁症病理改变的重要结构基

础。未来深入研究抑郁症小胶质细胞改变的具体机

制，将有机会为抑郁症提供新的治疗靶点和治疗措施。
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