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Establishment of mice model of pure psychological stress 

by combined stimuli：an experimental study 

Xu Dongbao，Wang e，y Yanni，Wang Yuanhe，HuangJiang，Dai Jialin，XiaBing 

(Department of Fotensic Medicine，Guizhou Medical University) 

【Abstract]Objective：To build the mice model of pure psychological stress based on combined stimuli．Methods：Thirty male mice 

were randomized into 2 groups：psychological stress group(n=15)and control group(n=15)．After one—week acclimation，the mice 

model of psychological stress was subjected to social isolation stress(30 days)，and randomized to predator stress(1／day)or social 

defeat stress(I／day)．Open-field test was performed at 24 h after the last psychological stress．Then，the average contents of corti- 

cotropin releasing hormone(CRH)，adrenocorticotropic hormone(ACTH)and cortisol(CORT)detected by ELISA and were compared 

between two groups．Results：The activity was significantly reduced in open-field test in psychological stress group(P<0．01)．The av— 

erage contents of CRH，ACTH and CORT were significantly higher in psychological stress group than in control group(P<0．01)． 

Conclusion：It is a credible method to establish animal model of pure psychological stress through combined stimuli． 
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心理因素可诱导多种疾病的发生，如焦虑、恐 

惧、孤独等情绪改变，甚至可导致死亡。但是，心理一 

社会因素导致疾病发生的机制尚不清楚，给治疗造 

成诸多困难，然而社会医学伦理又限制对人体心理 

疾病的研究，动物模型的应用则避免了上述不利因 

素。本研究旨在通过动物应激状态对动物行为及内 

分泌的影响，以期获得一种成熟的心理应激动物模 

型的建立方法。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

SPF级雄性昆明小鼠，体质量28～32 g，家猫 1只，购自贵 

州医科大学动物中心，实验动物生产许可证号：SCXK(黔) 

2012-001；自由进食饮水，室温(23±2)oC，光照 12 h(06：00～ 

18：oo)，黑暗 12 h(18：oo一06：oo)，捕食应激或社会失败应激 

时间为 09：00—1 1：00。 

1．2 试 剂与仪 器 

促肾上腺皮质激素释放激素(corticotropin releasing hor- 

mone，CRH)、促肾上腺皮质激素(adren0corticotropic hormone， 

ACTH)、皮质醇(cortisol，CORT)酶联免疫分析试剂盒购自 

北京诚林 生物技术有限公司(批号 ：20140719、20140803、 

20140811)，ELx800通用型酶标仪(美国 Bio Tek公司)，佳能 

数码相机(型号：G12)，旷场实验箱(自制)。 

1．3 方法 

1．3．1 隔离应激 3O只小鼠适应环境 1周后，随机分为Ps 

组(n=15)和NC组(n=15)。PS组置于安静的房间进行单笼饲 

养，自由饮食饮水，尽量减少同外界事物的接触，连续应激 

30 d；NC组于安静的房间进行群居饲养，自由饮食饮水，连 

续饲养 30 d。 

1．3．2 捕食应激 PS组小鼠小心轻柔地放入小鼠笼内，连 

同饥饿 1 d的猫一起关入猫笼内，使小鼠与猫可相互看到对 

方，并能嗅到对方的气味，但双方无躯体接触，利用捕食应激 

使小鼠产生恐惧、惊吓等心理应激。使小鼠出现惊恐性颤动 

及因惊吓所致呼吸急促而快速鼻翼煽动等。应激时间为出现 

鼻翼煽动6～8 min(以保证相同的应激强度)。NC组小鼠采用 

同样方法放人小鼠笼内后再放人空的猫笼内，同捕食应激小 

鼠周围环境相同．静置6～8 min。 

1．3-3 社会失败应激 每次随机将 2只Ps组小鼠放入同一 

小鼠笼内，5 S内小鼠均可产生攻击、防御、逃避、顺从等行 

为，待小鼠出现这种行为变化立即用双层铁丝网将二者隔开 

以避免躯体性接触，并保证二者均能看到对方，听到对方的 

声音。嗅到对方的气味。如此持续应激6—8 min。群居饲养的 

NC组小鼠随机每2只放人同一小鼠笼内。5 S后用双层铁丝 

网将二者隔开，持续6 8 min。 

1．3．4 旷场实验 将小鼠置于 50 cm×50 on x 50 am的旷 

场中心处，任其自由活动5 min。实验全程使用摄像系统记 

录，记录小鼠 5 min内的行为变化 ，包括垂直运动(两前爪腾 

空或攀附墙壁)、嗅探(连续嗅闻2 S以上)、水平运动(身体一 

半以上进入另一格)次数。每只小鼠实验完毕后均用清水对 

旷场实验箱进行擦拭并彻底干燥，避免残留气味对下一只小 

鼠的影响。实验完成后找3名对实验设计不熟悉的人员进行 

评分，求平均值。 

1．3．5 ELISA检测 所有动物旷场实验后断颈处死。取血， 

全血标本室温静置2 h后，离心，取上清，一80℃冻存。严格按 

照ELISA检测试剂盒说明进行操作，检测血清 CRH、ACTH、 

CORT水平。 

1．4 评价标准 

比照 Nestler等【1]所归纳的抑郁动物模型成功与否的判 
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断原则 ，心理应激可通过应激后能否出现相应的应激样行为 

表现，或出现神经内分泌系统功能失调引起的一系列相关激 

素的变化，来进行模型有效性的判断。具体为：①行为学评 

分，包括水平运动、垂直运动和嗅探次数，较 NC组平均值明 

显降低。②下丘脑一垂体一肾上腺轴(hypothalamic—pituitary— 

adrenal axis，HPAA)明显激活 ，CRH、ACTH、CORT较 NC组 

平均水平明显升高。二者满足其一即可说明动物处于心理应 

激状态。 

1．5 统计学方法 

在行为学测试及血清中CRH、ACTH、CORT的含量分 

析中．实验数据运用SPSS 19．0软件包进行两独立样本非参数 

Mann—Whitney U检验方法进行统计学分析，所得数据均以 

均数 ±标准差( ± )表示。检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 小鼠行为学改变 

心理应激组较正常组小鼠旷场行为活动(水平运动、垂 

直运动、嗅探)均明显降低，且符合上述纳入标准①的要求， 

差异具有统计学意义( 0．000)(表 1 o 

表 1 小鼠旷场实验结果(i±s) 

Tab．1 Results ofthe openfieldtestinmice(X± ) 

2．2 血清中CRH、ACTH、CORT的变化 

ELISA检测结果显示。PS组较 NC组小鼠血清中 CRH、 

ACTH、CORT水平均明显增高，差异具有统计学意义(尸 ．000) 

(表 2)。提示心理应激组 HPAA明显激活 ，满足上述纳入标 

准②，可说明心理应激组小鼠处于应激状态。 

表2 ELISA检测小鼠血清中CRH、ACTH、CORT水平 ( ± ) 

Tab．2 Levels of CRH，ACTH and CORT in mice detected 

by ELISA(X±S) 

3 讨 论 

目前。较常用的应激动物模型构建方法有束缚 

应激、强迫游泳、悬吊刺激、创伤应激等，但均对躯 

体因素的影响较大闭。本研究选用对躯体因素影响 

较小的联合应激法构建应激动物模型．最大限度地 

降低了躯体因素的影响。据相关文献报道[3--6]，每种 

应激方法单一或其中两种相结合均有明显的心理 

应激效果，如活动减少、焦虑、抑郁、社会逃避、探索 

活动降低等行为表现以及 HPAA出现不同程度的 

激活，但存在不同的缺点，如长期捕食应激过程中 

CORT水平呈先升高后降低的双向变化，可能为对 

应激的适应所致：隔离应激所需的建模时间较长 

(3~6月)，过长又可对应激效果产生影响；隔离应激 

和社会失败应激早期应激效果明显，但随着时间的 

延长逐渐降低，可能为对刺激的适应或应激抗性所 

致。 

本研究通过对国内常用昆明种小鼠单纯心理 

应激实验动物模型的构建进行研究分析。参照国内 

外已报道的应激动物模型 ，选用隔离应激，并每 

天随机给予捕食应激或社会失败应激，这种联合应 

激的方法可有效避免实验动物因适应而对应激效 

果产生影响，最大限度地保证了每天所给予的应激 

强度．明显地缩短了单一应激方法所需的建模时间， 

亦可避免单一因素缺乏模拟应激客观性的缺点，使 

建模成功率明显高于应用单一心理应激的方法。如 

本实验 15只小鼠经单纯心理应激后均有明显的行 

为学改变或 HPAA的激活，均处于心理应激状态。 

其中，行为学评分较 NC组平均值降低40％以上者 

9只，HPAA中 2种及 2种以上激素水平较 NC组平 

均值升高40％以上者 11只，同时满足以上2种条 

件者达7只。从以上结果可以看出行为学评分方便、 

快速，应激激素水平的监测准确度较高，二者同时 

运用可以更好地监测实验动物的应激状态。有研究 

报道【8]．主要通过运用应激后动物生理、行为变化 

(如应激激素水平增高、抑郁样行为增多等)、神经 

生物学的变化(如海马和内侧前额叶皮质体积和细 

胞增殖降低、树突伏核形态结构的变化)、抑郁样行 

为能否被抗抑郁药物逆转进行心理状态的评价。但 

神经生物学评价方法在临床应用中存在较大的困 

难，尤其是脑组织标本的采集即不符合伦理的要求， 

同时采集较困难；抗抑郁药物的作用机制至今尚未 

完全阐明，不能排除其对脑及其它器官组织的结构 

和功能产生影响。因此，本研究通过行为学和神经 

内分泌的方法对实验动物应激后的心理状态进行 

评价，成本低、操作简便，并且可减小不同个体应激 

易感性和遗传因素差异的影响，同时引用实验室的 



重庆医科大学学报2016年第4l卷第8期 (Journal of Chongqing Medical University 2016．Vo1．41 No．8) 一 835一 

检查指标相对客观、准确。 

根据达尔文的生物进化理论，人和动物在相同 

的心理状态下表现出相同的行为反映，因此心理应 

激动物模型的行为学评估具有重要的价值，并且对 

心理应激致人类疾病的研究具有重要的作用。旷场 

实验是一个较成熟的行为学评估方法，可以很好地 

监测实验动物的心理状态 埘。如水平运动可反映动 

物运动活性，代表其兴奋性状态；垂直运动和嗅探 

可反映动物探索活性，代表其认知能力。本实验心 

理应激 30 d后，小鼠的运动探索行为明显降低。水 

平运动降低40．5％，垂直运动降低53．2％，嗅探降低 

48．6％，总行为评分(三者之和)降低42．8％，表现出 

抑郁、焦虑、恐惧及对周围事物兴趣性降低等行为 

学特征，与长期慢性心理应激后实验动物心理行为 

学表现结果一致[1l】，可说明本实验小鼠联合应激后 

处于应激状态 

在应激反应中 HPAA是研究较广泛的一个关 

键系统【 ，应激时被激活，从而发挥其调节作用。因 

此，HPAA的功能状态可以间接反映机体的应激状 

态。有研究表明[131。长期的心理及躯体应激对人体健 

康的损害程度同HPAA功能的持续亢进有密切的 

关系。众所周知，当动物遇到对机体有威胁的信号 

时，HPAA激活使机体对应激产生抵抗或逃避反应。 

但当应激长期持续存在时导致 HPAA功能持续亢 

进，即可产生不良后果，使应激激素的负效应增强， 

如极度疲劳以及失眠、焦虑等抑郁症的表现。目前， 

对 HPAA功能状态的评估方法主要有以下几种㈣： 

内分泌激素水平监测、行为学变化、觉醒状态以及 

药理学研究等。CRH、ACTH及CORT作为HPAA中 

3种重要的激素。被认为是研究应激状态的最经典、 

最重要的指标之--[悯。因此，本实验研究通过血清中 

CRH、ACTH、CORT 3种内分泌激素水平变化监测 

HPAA的功能状态，发现应激模型组心理应激后 3 

种激素浓度均明显高于正常对照组，差异具有统计 

学意义(均为P<0．01)，3种激素浓度分别升高49．5％、 

94．3％、354％(表2，ELISA检测)，表明HPAA被激活， 

可间接说明实验动物处于应激状态．这同国内外大 

多数报道相一致 阚。 

因此 ，本实验的研究分析表明。通过联合应激 

的方法成功地建立了单纯心理应激小鼠模型，旷场 

活动及血清中CRH、ACTH、CORT水平变化能有效 

反映动物的应激状态，是一种可靠的评价应激动物 

模型的方法 
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