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摘要　 目的　 探究海马脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）介导

的长时程增强（ＬＴＰ）是否参与母子分离（ＭＳ）导致子雄鼠青

年期认知功能受损的过程。 方法　 新生 ＣＤ⁃１ 雄鼠随机分为

母子分离组（ＭＳ 组）和对照组（ＣＯＮ 组），其中，ＭＳ 组小鼠从

出生后第 ４ ～ ２１ 天每日与母鼠分开 ３ ｈ，ＣＯＮ 组不进行任何

干预。 两组小鼠在 ３ 月龄时用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验检测子鼠

空间学习记忆能力，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测子鼠海马

ＢＤＮＦ 表达水平，电生理技术检测海马 ＣＡ３⁃ＣＡ１ 通路的

ＬＴＰ。 结果　 与对照组相比，ＭＳ 组学习期潜伏期及游泳路程

均延长（Ｐ ＜ ０. ０１），记忆期靶象限时间及路程百分比均减少

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 同时 ＭＳ 组海马的 ＢＤＮＦ 表达水平下降（Ｐ ＜
０. ０５）和 ＣＡ３⁃ＣＡ１ 通路的 ＬＴＰ 受损（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论 　 一

定强度的母子分离操作可以损害青年 ＣＤ⁃１ 雄鼠的认知功

能，且可能与海马区 ＢＤＮＦ 表达水平下降及 ＬＴＰ 受损有关。
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　 　 生命早期的负性生活事件如母子分离（ｍａｔｅｒｎａｌ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， ＭＳ）是神经精神类疾病的高危因素，可
导致机体一系列的神经心理行为的改变，严重者可

造成持久的情绪和认知功能障碍 ［１ － ２］，但其具体机

制不明。 现有研究［３］表明 ＭＳ 会加速子代老年期的

认知功能损害，其中涉及兴奋性突触传递的长时程

增强（ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ＬＴＰ）受损。 然而由于

采取的动物品系与分离程序各不相同，ＭＳ 对青年期

认知功能的影响结果矛盾［４ － ５］，且是否涉及突触可

塑性的改变尚不清楚。 脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＢＤＮＦ）作为内源性蛋白

之一，是海马等脑区突触可塑性的重要调节因

子［６］，在脑发育及脑功能中起关键作用。 研究表

明，ＭＳ 导致的认知功能改变与 ＢＤＮＦ 水平有关［７］，
后者是否联系认知损害相关的突触可塑性有待研

究。 该研究旨在探讨早期 ＭＳ 对青年期雄鼠认知功

能及海马 ＢＤＮＦ 介导的 ＬＴＰ 的影响。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 ＣＤ⁃１ 小鼠（ＳＰＦ 级，６ ～ ８ 周）购自

于北京维通利华责任有限公司。 将 １４ 只健康 ＣＤ⁃１
孕鼠照料至其自然生产。 随后将子代雄鼠随机分配

至 ＭＳ 组及对照（ＣＯＮ）组，其中 ＭＳ 组的新生幼鼠

在出生后第 ４ 天开始，每日上午 ９ ∶ ００—１２ ∶ ００ 将

母鼠与子鼠分离，直至出生后第 ２１ 天断奶，ＣＯＮ 组

不进行任何干预。 期间给予母鼠及子鼠充足的食

物，维持室温 ２２ ～ ２４ ℃、湿度 ５０％ ～ ６０％ 、明暗周

期 １２ ｈ ／ １２ ｈ。 断奶后，将两组幼鼠分笼饲养至 ３ 月

龄。 最终每组各纳入 １３ 只，其中 ８ 只用于行为学、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及实时荧光定量 ＰＣＲ 的检测，另外 ５ 只

用于离体海马 ＬＴＰ 的诱导。 实验程序均经安徽医

科大学实验动物委员会批准。
１． ２　 研究方法　
１． ２． １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验 　 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实

验评估幼鼠空间学习和记忆能力。 水迷宫由一圆形

水池和水下平台组成。 实验分为定位航行期（学习

期）和空间探索期（记忆期）两部分。 ① 定位航行

期：每次测试将小鼠头部面向池壁随机从 ４ 个象限

投入水中，小鼠在规定时间（６０ ｓ）内爬上平台或未

能找到平台均让其在平台适应 ３０ ｓ。 每天进行 ４ 次

测试，间歇 １５ ｍｉｎ，实验持续 ７ ｄ。 ② 空间探索期：
在定位航行实验的最后一天，撤去平台，将小鼠从靶

象限的相反象限放入水中，让其自由探索 ６０ ｓ。 使

用 Ａｎｙ⁃Ｍａｚｅ 分析定位航行期中受试小鼠找到平台

的潜伏期、游泳路程及速度，以及空间探索期的靶象

限时间及路程百分比。
１． ２． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测两组

子鼠大脑海马区 ＢＤＮＦ 的相对含量。 水迷宫结束后
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１５ ｄ 将两组小鼠颈椎脱臼后取脑，剥离海马组织并

充分研磨后，加入 ＲＩＰＡ 细胞裂解液进行裂解。
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 收集上清液，在收集的

蛋白样品中按照 １ ∶ ４ 加入 ５ × ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样

缓冲液。 沸水浴加热 １０ ｍｉｎ，以充分变性蛋白。 随

后按照 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法的步骤操作，一抗为 ＢＤＮＦ 抗

体，二抗为羊 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 和山羊抗小

鼠 ＩｇＧ。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带，计算 ＢＤ⁃
ＮＦ 的相对表达量。
１． ２． ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 　 提取海马组织，加入

ＴＲＩｚｏｌ 裂解液进行研磨，提取总 ＲＮＡ，利用分光光

度计检测其纯度。 使用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ 逆转

录生成 ｃＤＮＡ，将其作为荧光定量的模板，反应体系

包括：５ μｌ 的 ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘｔｕｒｅ、１ μｌ 的上游引

物、１ μｌ 的下游引物、１ μｌ 的 ｃＤＮＡ、２ μｌ 的 ＲＮａｓｅ
Ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ。 反应条件为：９５ ℃ 预变性、单循环 １
ｍｉｎ，９５ ℃、２０ ｓ，６０ ℃、１ ｍｉｎ，共计 ４０ 个循环。 ｍＲ⁃
ＮＡ 相对含量计算方法为 ２ － ΔΔＣｔ。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

引物 引物（５′⁃３′）
β⁃ａｃｔｉｎ Ｒ：ＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴ

Ｆ：ＴＧＣＴＡＧＧＡＧＣＣＡＧＡＧＣＡＧＴＡ
ＢＤＮＦ Ｒ：ＴＴＡＣＴＣＴＣＣＴＧＧＧＴＴＣＣＴＧＡ

Ｆ：ＡＣＧＴＣＣＡＣＴＴＣＴＧＴＴＴＣＣＴＴ

１． ２． ４　 离体海马 ＣＡ１ 区 ＬＴＰ 诱导　 将小鼠腹腔注

射戊巴比妥钠麻醉、处死，从颅腔中取出脑组织，将
切除嗅球和小脑的脑组织直立粘于标本底座，固定

于标本槽内。 调整刀片高度，振动切片机进行连续

切片，切取包含背侧海马的 ４００ μｍ 厚冠状脑片。
脑片在记录之前，在持续通入 ９５％ Ｏ２ 和 ５％ ＣＯ２

混合气体的人工脑脊液中孵育 １ ｈ。 加入各组药物

后进行场电位记录。 将刺激电极钨丝电极置于海马

ＣＡ３ 区，玻璃记录电极置于 ＣＡ１ 区，记录 ＣＡ１ 区的

场兴奋性突触后电位。 场电位经放大器放大后，输
出信号经数模转换器处理，由数据采集系统进行数

据采集、分析和处理。 记录时首先找到能引起可观

察场兴奋性突触后电位（ ｆｉｌｅｄ ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ｆＥＰＳＰ）的最小刺激，再逐渐增大刺激强

度，记录每次刺激引起的突触前动作电位和突触后

ｆＥＰＳＰ 的幅度。 刺激方波的波宽为 ０. １ ｍｓ，刺激频

率为 ０. ０３３ Ｈｚ。 以能引起最大 ｆＥＰＳＰ 幅度 ５０％ 的

刺激强度作为测试刺激强度。 给予时间间隔分别为

２０、４０、６０、８０、１００、１５０、２００、４００、６００、８００ ｍｓ 和 １ ｓ

的双脉冲刺激，计算第 ２ 个 ｆＥＰＳＰ 与第 １ 个 ｆＥＰＳＰ
幅度的比率。 以能引起最大 ｆＥＰＳＰ 幅度的 ５０％ 刺

激强度作为测试刺激强度，稳定记录 ３０ ｍｉｎ 作为基

线，由高频电刺激（１００ Ｈｚ、１ ０００ ｍｓ × ２， ３０ ｓ 间隔

诱导），诱导后持续记录 ９０ ｍｉｎ。
１． ３　 统计学处理 　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 进行

统计分析。 所有计量资料均符合正态分布，采用 �ｘ
± ｓ 表示。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫学习期潜伏期、游泳路程及

速度均采用重复测量方差分析进行统计学分析，记
忆期靶象限时间及路程百分比、ＢＤＮＦ 及其信使

ＲＮＡ 含量、ｆＥＰＳＰ 斜率均采用两独立样本 ｔ 检验进

行分析。 检验水准设定值为 Ｐ ＜ ０. ０５。

２　 结果

２． １　 母子分离对小鼠空间记忆的影响　 定位航行

期，两组寻找平台的潜伏期 ［Ｆ（６，８４） ＝ １０９. ６，Ｐ ＜
０. ０１］以及游泳路程［Ｆ（６，８４） ＝ ７６. ０６，Ｐ ＜ ０. ０１］均随

天数的增加而逐渐减小；与 ＣＯＮ 组小鼠相比，ＭＳ 组

小鼠定位航行期潜伏期［Ｆ（１，１４） ＝ ３０. １０，Ｐ ＜ ０. ０１］
（图 １Ａ）及游泳路程［Ｆ（１，１４） ＝ ６４. ９５，Ｐ ＜ ０. ０１］ （图
１Ｃ）增加；而处理因素 × 天数的交互效应对潜伏期

［Ｆ（６，８４） ＝ １. ８１３，Ｐ ＞ ０. ０５］ 及游泳路程 ［Ｆ（６，８４） ＝
０. ９５６ ７，Ｐ ＞ ０. ０５］无显著性影响。 空间探索期，与
ＣＯＮ 组小鼠相比，ＭＳ 组小鼠靶象限时间百分比（Ｐ
＜ ０. ０５，图 １Ｂ） 及游泳路程百分比 （Ｐ ＜ ０. ０５，图
１Ｄ）均下降。 游泳速度［Ｆ（６，８４） ＝ ０. ６０６ ３，Ｐ ＞ ０. ０５］
不随天数发生改变，且组间比较无统计学差异

［Ｆ（１，１４） ＝ ０. ７２４ １，Ｐ ＞ ０. ０５］（图 １Ｅ）。
２． ２　 母子分离对小鼠海马区 ＢＤＮＦ 水平的影响　
两独立样本 ｔ 检验结果表明，与 ＣＯＮ 组相比，ＭＳ 组

海马区 ＢＤＮＦ 蛋白含量降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ２。
２． ３　 母子分离对小鼠海马区 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 水平的

影响　 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示，ＭＳ 组 ＢＤＮＦ
ｍＲＮＡ 相对含量低于 ＣＯＮ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３。
２． ４　 母子分离对小鼠海马 ＣＡ１ 区 ＬＴＰ 的影响　
使用 θ 爆发刺激 （ ＴＢＳ） 诱导海马 ＣＡ３⁃ＣＡ１ 通路

ＬＴＰ，与对照组相比， ＭＳ 组 ＬＴＰ 振幅降低 （ Ｐ ＜
０. ０１）。 见图 ４。

３　 讨论

　 　 生命早期是个体神经系统发育的关键时期，这
一时期神经元的发育及功能完善极易受应激事件的

影响，引起一系列神经生物学变化，从而导致成年后

的认知功能损害［１］ 。母子分离通过母爱剥夺这一
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图 １　 两组 ＣＤ⁃１ 小鼠在 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫中的测试情况

　 　 Ａ：定位航行期潜伏期；Ｂ：空间探索期靶象限时间百分比；Ｃ：定位航行期游泳距离；Ｄ：空间探索期靶象限路程百分比；Ｅ：游泳速度；与 ＣＯＮ
组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 两组 ＣＤ⁃１ 小鼠海马区 ＢＤＮＦ 蛋白含量的表达比较

　 　 Ａ：ＢＤＮＦ 蛋白条带；Ｂ：ＢＤＮＦ 蛋白相对含量；与 ＣＯＮ 组比较：
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 两组 ＣＤ⁃１ 小鼠海马区 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 水平比较

与 ＣＯＮ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

较为温和的手段对幼鼠进行心理打击，常被用于探

讨生命早期应激影响成年后学习与记忆功能的机

制。 本研究显示，经历 ＭＳ 的青年期 ＣＤ⁃１ 子鼠在

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫学习期的潜伏期及游泳路程显著延

长，在记忆期靶象限时间及路程百分比显著降低，而
运动能力（即游泳速度）未发生损害。 这表明婴儿

期的 ＭＳ 经历可损害青年期的空间学习记忆功能。
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图 ４　 离体海马 ＣＡ１ 区 ＬＴＰ
　 　 Ａ：ｆＥＰＳＰ 模式图；Ｂ：ｆＥＰＳＰ 相对斜率统计图；与 ＣＯＮ 组比较：
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

　 　 尽管 ＭＳ 导致学习和记忆功能受损的机制尚不

明确，但海马作为记忆形成和维持的关键脑区可能

参与其中。 ＢＤＮＦ 在海马区广泛表达，并通过与酪

氨酸激酶受体 Ｂ（ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｋｉｎａｓｅ Ｂ， ＴｒｋＢ）结
合调节下游的 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ、ＰＬＣ⁃γ 等信号通路，进而

参与认知相关神经元的功能调节［８ － ９］。 该研究使用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 与实时荧光定量 ＰＣＲ 分析结果表明，３
月龄 ＭＳ 组海马区 ＢＤＮＦ 的表达水平（蛋白和 ｍＲ⁃
ＮＡ）显著下降。 以往母子分离研究对象多为分离程

序持续整个哺乳期的大鼠或哺乳前中期的近交系小

鼠。 由于前者品系的差异及后者分离时间的不足，
使得母子分离操作对认知功能的影响具有矛盾

性［１０ － １１］。 为改善这一模型，该研究选用对更能模拟

人群特点的封闭群 ＣＤ１ 小鼠进行足够强度的母子

分离操作，并通过多种技术评估其 ＢＤＮＦ 的表达水

平，同时利用电生理技术填补了该品系的小鼠 ＬＴＰ
变化这一空白，进而显示负性生活事件如母爱剥夺

易导致海马区 ＢＤＮＦ 的表达水平下降，从而造成持

久的认知功能减退。
　 　 目前研究 ＭＳ 对啮齿类动物突触可塑性的影

响，其研究对象聚焦于大鼠，而鲜有研究关注小鼠的

突触可塑性是否改变。 仅有的一项研究显示，通过

检测经历 ＭＳ 操作的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 子鼠青春期第 ３５ ～

５５ 天海马不同通路的 ＬＴＰ，结果提示，ＣＡ３⁃ＣＡ１ 通

路的 ＬＴＰ 尚未受损，而颗粒细胞发出的轴突组成的

苔藓纤维与 ＣＡ３ 区锥体细胞通路的 ＬＴＰ 下调［１１］。
该研究电生理结果表明婴儿期经历 ＭＳ 的青年 ＣＤ⁃
１ 小鼠 ＣＡ３⁃ＣＡ１ 通路的 ＬＴＰ 受损。 究其原因，可能

是该研究采用的动物品系、分离程序以及检测时期

的差异所致。
　 　 既往研究［９］ 结果表明，ＢＤＮＦ 作为突触可塑性

的重要调节因子，参与学习与记忆功能，其机制之一

是通过与 ＴｒｋＢ 受体结合发挥调节作用。 另有研

究［１２］ 显示，通过选择性的降低海马 ＣＡ１ ／ ＣＡ３ 区

ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ 的表达，在突触前膜 ＢＤＮＦ 与 ＴｒｋＢ 结

合参与 ＬＴＰ 的诱导，二者在突触后膜结合用于维持

ＬＴＰ。 ＬＴＰ 是 ＮＭＤＡ 受体突触传递效能持续增强的

表现，在学习记忆过程中发挥重要作用。 ＢＤＮＦ 可

以通 过 促 进 ＮＭＤＡＲ 的 转 录、 翻 译 过 程， 调 节

ＮＭＤＡＲ 的磷酸化水平从而促进谷氨酸突触传递，
这一过程依赖于突触后 ＴｒｋＢ 的活化［１３］。 此外，ＢＤ⁃
ＮＦ ／ ＴｒｋＢ 通路通过促进 Ｃａ２ ＋ 内流，活化蛋白激酶 Ｃ
诱导 ＮＭＤＡＲ 的转运进而调节突触可塑性［１４］。 以

上研究提示，ＢＤＮＦ 可能通过介导突触可塑性在 ＭＳ
导致的青年期认知功能受损中发挥重要作用。
　 　 综上所述，一定强度的母子分离会导致青年期

雄鼠的认知功能减退，后者可能与海马区 ＢＤＮＦ 介

导的 ＬＴＰ 受损有关。 该实验的不足之处在于未采

用免疫组化技术检测海马各亚区 ＢＤＮＦ 含量，未进

一步向脑室注射外源性 ＢＤＮＦ 或转基因技术使 ＢＤ⁃
ＮＦ 在青年期过表达，观察能否逆转 ＭＳ 带来的 ＬＴＰ
下调及学习记忆功能的损害。 此外，ＢＤＮＦ 介导的

ＬＴＰ 的下游通路如何参与 ＭＳ 导致认知功能损害的

过程有待于进一步研究。
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