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孤养对单次延长应激建立的创伤后应激障碍模
型大鼠行为学的影响

方锦颖＃，陈光耀＃，李龙梅，郑思思，毛　 萌∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过单次延长应激（ＳＰＳ）建立创伤后应激障碍（ＰＴＳＤ）模型，观察孤养对 ＳＰＳ 模型大鼠的影

响。 方法　 将 ３６ 只大鼠随机分为正常组、ＳＰＳ 模型组及 ＳＰＳ 联合孤养组，ＳＰＳ 模型组、ＳＰＳ 联合孤养组给予 ＳＰＳ 造

模，ＳＰＳ 联合孤养组造模后进行单独饲养。 造模 ７ ｄ 后检测大鼠体重增长数，旷场实验中运动总距离、穿格次数以

及单次最大运动距离，僵立行为测试中僵立行为次数及时间。 结果　 与正常组大鼠进行比较，ＳＰＳ 模型组大鼠体重

增长数、单次最大运动距离明显减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），运动总距离、穿格次数减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），僵立行为测试僵立行为

次数及时间明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＳＰＳ 联合孤养组大鼠体重增长数减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），僵立行为测试僵立行为次数

及时间增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＳＰＳ 模型组比较，ＳＰＳ 联合孤养组旷场实验中运动总距离、穿格次数以及单次最大运动

距离增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 本实验成功通过单次延长应激复制了创伤后应激障碍大鼠模型，７ ｄ 孤养使得 ＳＰＳ
模型焦虑状态得到改善。
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　 　 创伤后应激障碍（ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，
ＰＴＳＤ）指在经历或目睹重大灾难性应激事件后延迟

出现并长期存在的一种精神疾病［１］。 作为焦虑障

碍的一种，其核心症状包括：反复出现创伤体验，持
续回避创伤事件，警觉性的高度提高和心理的消极

变化［２］。 单次延长应激 （ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｓｔｒｅｓｓ，
ＳＰＳ）作为通过以疲劳为环境条件建立的敏感化动

物模型的一种，较好地模拟了 ＰＴＳＤ 临床患者应激

过程及发病后的症状。 较之于其他 ＰＴＳＤ 动物模

型，ＳＰＳ 模型重复性良好，且该模型能够被抗抑郁及

抗焦虑药物所改善，逐渐成为当今研究 ＰＴＳＤ 最为

常用的国际公认动物模型之一［３］。
对 ＳＰＳ 模型的尝试改进以增加该模型的表观、

预测和结构效度与临床的吻合度为当今研究的热

点。 如 Ｋｅｌｌｅｒ 等人［４］ 依据临床 ＰＴＳＤ 发病率女性高

于男性的特点，研究发现 ＳＰＳ 雌性大鼠模型较之于

雄性模型大鼠行为学条件恐惧行为增加；赵中兴、
陈旺等人［５ － ６］采用在大鼠束缚过程中增加不可逃避

足底电刺激建立复合应激模型，行为学研究发现复

合应激组较之于单纯 ＳＰＳ 组行为学出现焦虑样症状

增加、活动性降低、空间记忆受损等特点。 孤养作

为一种应激手段，被应用于新生期孤养、慢性不可

预见应激等大鼠模型的建立［７ － ８］。 本文拟通过将

ＳＰＳ 模型与 ＳＰＳ 联合孤养模型进行对比，探究孤养

对单次延长应激 （ ＳＰＳ） 建立的创伤后应激障碍

（ＰＴＳＤ）模型大鼠的影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３６ 只，体重 １９０ ～ ２１０ ｇ，６ 周

龄，实验动物购自北京维通利华实验动物科技有限

公司［ＳＣＸＫ （京） ２０１６ － ００１１］，在北京中医药大学

ＳＰＦ 级实验动物室［ＳＹＸＫ （京） ２０１６ － ００３８］饲养，
饲养条件：温度（２３ ± ２）℃，湿度（６５ ± ５）％ ，光照

１２ ｈ，每天更换垫料、饲料及水瓶，自由饮水及进食，
造模前一周购入进行适应性饲养。

１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

７５％乙醇，安徽太和县光明酒精分装厂，批号：
１６０６０６；无水乙醚，北京化工厂，批号：２０１７０４１７。
圆桶状透明塑料大鼠固定器：长 ２５ ｃｍ，筒口外径

７ ｃｍ，内径 ５ ｃｍ，由北京中医药大学方剂学教研室

提供；旷场箱：底部 １００ ｃｍ × １００ ｃｍ 正方形、高
４５ ｃｍ，材料为灰色木质，箱底部用黑线划分出 ２５
个正方形格（２０ ｃｍ × ２０ ｃｍ），摄像头位于旷场箱

正中格上方；造模及强迫游泳使用水箱：底部

６５ ｃｍ × １００ ｃｍ、高 ８０ ｃｍ 的立方形红色塑料水箱；
行为学观察及自动分析系统：Ｎｏｄｕｌｅ 公司生产，包
括计算机、摄像监控系统、Ｏｂｓｅｒｖｉｏｒ 及 Ｅｔｈｅｖｉｓｉｏｎ
行为学分析软件。 旷场箱、水箱和行为学观察及

自动分析系统由北京中医药大学诊断系神经免疫

实验室提供。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验分组及造模

将大鼠适应性喂养后，随机分为 ３ 组，即正常

组、ＳＰＳ 模型组、ＳＰＳ 联合孤养组，每组各 １２ 只，经
检测各组大鼠体重在同一基线水平上。 正常组不

予处理，ＳＰＳ 模型组与 ＳＰＳ 联合孤养组进行 ＳＰＳ 造

模，流程如下：使用束缚桶将大鼠进行 ２ ｈ 束缚，随
后置于水深 ４５ ｃｍ、水温 ２５℃的水箱中进行 ２０ ｍｉｎ
的游泳，游泳结束 １５ ｍｉｎ 后将大鼠置于密闭玻璃容

器中使用乙醚进行麻醉，失去意识后置于笼子中放

置在通风处，待意识恢复后进行静养［９］。 造模后正

常组、ＳＰＳ 模型组每笼 ６ 只进行饲养，孤养组每笼 １
只，大鼠均放置于普通饲养笼中进行饲养。 除更换

垫料、饲料及饮水外，避免打扰大鼠，连续饲养 ７ ｄ
后进行行为学检测。 实验过程中按实验动物使用

的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀。
１􀆰 ３􀆰 ２　 实验指标检测

（１）大鼠体重增长数：在造模前及行为学实验

结束后分别使用电子秤测量大鼠体重，后一次体重

减去前一次体重即为大鼠体重增长数。
（２）旷场实验［１０ － １１］：实验者穿着纯黑色衣服（避
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免软件分析时实验者身体某些浅色部位被识别为大

鼠）将动物放入箱内的正中格，迅速将进入旷场区域

的手撤出，开始进行录像 ５ ｍｉｎ，录像过程中实验人员

应远离旷场箱以避免对动物造成干扰。 每只动物测

试结束后用蘸有酒精的毛巾擦拭旷场箱内部，以避免

对下只动物的测试造成影响。 录像结束后采用软件

对录像进行分析，测得每组大鼠 ５ ｍｉｎ 内运动总距

离、穿格次数以及单次最大运动距离。
（３）僵立行为测试［１２］

使用造模时水箱，将水注入箱中（调节使水深

４５ ｃｍ、水温 ２５℃），将大鼠小心放置于水箱中。 僵

立时间的记录标准为大鼠在水中静止不动，但可以

有轻度摇摆，除保持呼吸运动外其他的肌肉活动均

消失。 记录 ５ ｍｉｎ 内大鼠僵立时间及次数。
１􀆰 ４　 统计学方法

使用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 对所得数据进行统计学处理。
在各项指标中，计量资料中正态分布资料，采用平

均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）进行统计学描述，并且采用

单因素方差分析进行检验；如果为偏态分布，使用

四分位数进行描述，采用非参数检验（秩和检验）。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠体重增长数

ＳＰＳ 模型组大鼠体重增长数（２８􀆰 ３ ± ４􀆰 ９） ｇ 较

正常组 （３４􀆰 ８ ± ４􀆰 ８） ｇ 降低，差异有显著性 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＳＰＳ 联合孤养组（３０􀆰 ０ ± ４􀆰 ８） ｇ 较之于正常

组大鼠体重增长数降低， 差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＳＰＳ 联合孤养组较之于 ＳＰＳ 模型组差异无显

著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 大鼠旷场实验运动总距离、穿格次数、单次最

大运动距离

ＳＰＳ 模型组较正常组运动总距离、穿格次数减

少，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），单次最大运动距离

减少，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＳＰＳ 联合孤养组较

之于正常组运动总距离、穿格次数、单次最大运动

距离差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；ＳＰＳ 联合孤养组较

之于 ＳＰＳ 模型组运动总距离、穿格次数、单次最大运

动距离增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 １。
２􀆰 ３　 大鼠僵立行为次数及时间

ＳＰＳ 模型组较正常组僵立行为次数、僵立时间

增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＳＰＳ 联合孤养组较

之于正常组僵立行为次数、僵立时间增加，差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＳＰＳ 联合孤养组较之于 ＳＰＳ 模

型组僵立行为次数、僵立时间差异无显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 见表 ２。

３　 讨论

应激能够造成实验动物内分泌系统及消化系统

功能紊乱，从而出现体重增长速度较前减少［１３］。 旷

场实验通过观察实验动物在新异环境中的自主行为、
探究行为与紧张度，从而反映出大鼠的焦虑水平［１４］。
僵立行为测试将大鼠重新置于造模时场景，当大鼠重

新受到负性刺激后表现出的恐惧反应，是检测 ＳＰＳ 模

型是否成功复制的重要指标。 造模 ７ ｄ 后 ＳＰＳ 模型

组较之于正常组，大鼠体重增长数减少，旷场实验运

动总距离、穿格次数、单次最大运动距离均减少，僵立

行为测试僵立次数及时间增加，与之前文献记载相

符，提示对 ＳＰＳ 模型进行了成功复制［１５］。
在精神类疾病动物模型的制作中，孤养作为一种

负性情绪刺激被作为应激源广泛应用。 在本次实验

设计中，预期将孤养作为一种额外应激刺激附加于

ＳＰＳ 模型，从而使 ＳＰＳ 模型更加稳定以及 ＰＴＳＤ 相关

表现更加明显。 但本实验结果发现，ＳＰＳ 联合孤养组

造模 ７ ｄ 后较之于 ＳＰＳ 模型组旷场实验运动总距离、
穿格次数、单次最大运动距离增加，提示 ＳＰＳ 联合孤

养组较之于 ＳＰＳ 模型组焦虑水平降低。 结果表明 ７ ｄ
孤养使得 ＳＰＳ 模型焦虑状态得到改善，与预期结论截

然相反。
表 １　 各组大鼠旷场实验运动总距离、穿格次数、单次最大运动距离（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １２）

Ｔａｂ． １　 Ｔｏｔａｌ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ， ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｇｒｉｄ ｃｒｏｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｓｉｎｇｌｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

运动总距离（ｃｍ）
Ｔｏｔａｌ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ

穿格次数
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｇｒｉｄ ｃｒｏｓｓｉｎｇ

单次最大运动距离（ｃｍ）
Ｓｉｎｇｌｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ２２０２􀆰 ９ ± ５３４􀆰 ９ ８６􀆰 ２ ± ２９􀆰 ０ １１􀆰 ３ ± ３􀆰 ６

ＳＰＳ 模型组
ＳＰＳ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １５０９􀆰 ９ ± ７５１􀆰 ４ａ ５４􀆰 ７ ± ３６􀆰 ８ａ ７􀆰 ３ ± ２􀆰 ４ｂ

ＳＰＳ 联合孤养组
ＳＰＳ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ２４０６􀆰 ６ ± ７４７􀆰 ５ｃ ｄ ９５􀆰 ８ ± ３４􀆰 ２ｃ ｄ １０􀆰 ５ ± ２􀆰 ９ｃ ｄ

注：与正常组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１，ｃＰ ＞ ０􀆰 ０５；与 ＳＰＳ 模型组比较，ｄＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１，ｃＰ ＞ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＰＳ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，ｄＰ ＜ ０􀆰 ０５．
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表 ２　 各组大鼠僵立行为次数及时间（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １２）
Ｔａｂ． ２　 Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

僵立次数
Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｉｍｅｓ

僵立时间（ｓ）
Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｉｍｅ ｄｕｒａｔｉｏｎ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８３ ± １􀆰 １１ ０􀆰 ７５ ± １􀆰 ０１

ＳＰＳ 模型组
ＳＰＳ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ７５ ± ７􀆰 ４２ａ ６􀆰 ５２ ± ５􀆰 ３０ａ

ＳＰＳ 联合孤养组
ＳＰＳ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ４２ ± ４􀆰 ３８ｂ ｃ ３􀆰 ５１ ± ３􀆰 ６９ｂ ｃ

注：与正常组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０１，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＳＰＳ 模型组比较，ｃＰ ＞ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０􀆰 ０１，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＰＳ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，ｃＰ ＞ ０􀆰 ０５．

　 　 创伤后应激障碍（ＰＴＳＤ）患者在遭受巨大应激

过后，当再次出现与应激相关联或类似的事件、情
景或其他线索时，常表现出强烈的心理与生理反

应。 为避免这种反应的出现，患者往往出现持续回

避的系列症状，包括与他人避免接触及独自生活于

安静的环境中，提示回避可能是 ＰＴＳＤ 患者的一种

自我保护性反应，将大鼠单独进行饲养从一定程度

上满足了 ＰＴＳＤ 大鼠进行回避的需求［１６］。 在实验

过程中亦发现在经历巨大应激过后，大鼠常处于易

激惹状态，在群居过程中更容易出现打斗，因此群

居饲养可能会对大鼠造成额外的应激。 在动物模

型的制作中，将孤养作为应激源进行造模多采用较

长时间的干预，本研究仅仅对 ＳＰＳ 造模后孤养 ７ ｄ
的大鼠进行观察，造模 ７ ｄ 后 ＳＰＳ 联合孤养组焦虑

水平较之于 ＳＰＳ 模型组降低，提示在 ＳＰＳ 造模后进

行 ７ ｄ 孤养可能作为一种保护机制作用于模型大

鼠，而进一步延长孤养时间是否会对 ＳＰＳ 模型造成

负性机制尚不得而知。 因此，课题组进一步将对

ＳＰＳ 联合孤养模型多个时间点的行为学改变进行观

察，以明确孤养对 ＳＰＳ 模型影响的具体时间点，并进

一步探究其相关病理及分子机制。
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２０１０， １８（４）： ４１１ － ４１４．

［ ８ ］ 　 高杰， 张楠， 宋铭晶， 等． 慢性束缚应激模型对小鼠社交行

为的影响 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１５， ２５（３）： ９ － １２．
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［１０］ 　 Ｋｕｎｉｉｓｈｉ Ｈ， Ｉｃｈｉｓａｋａ Ｓ， Ｙａｍａｍｏｔｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅａｒｌｙ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｈｉｇｈ⁃ｌｅａｎｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ， ａ ｎｏｖｅｌ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ， ｉｎ
ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｒｅｓ， ２０１７， １２３： ２７ －
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［１５］ 　 Ｗｕ Ｚ， Ｔｉａｎ Ｑ， Ｌｉ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ ｉｎ
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