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慢性应激对大鼠空间学习记忆及海马和前脑皮层 
突触体膜流动性的影响* 

李  亚 1  孔  宏 1  宋  倩 1  蔡景霞 2  
(1 曲阜师范大学生命科学学院, 山东曲阜 273165)   (2 中国科学院昆明动物研究所脑与行为研究室, 昆明 650223) 

摘  要  慢性应激对学习记忆功能的影响是神经科学的热点问题, 在脑内, 海马和前额叶是与学习记忆功

能密切相关的重要脑区, 也是应激易累及损伤的主要靶区。膜流动性的改变在神经细胞功能活动中起重要作

用。为探讨慢性应激对大鼠空间学习记忆功能的影响及前脑皮层和海马突触体膜流动性的作用。采用多因

素慢性应激动物模型, 通过开场试验和 Morris 水迷宫测试大鼠行为及空间学习记忆能力; 并且测定大鼠前

脑皮层和海马突触体膜流动性和突触体内游离 Ca2+浓度的变化。研究结果显示, 与对照组相比, 应激组大鼠

在应激后即刻, 在新异环境中的自发活动和探究行为显著降低(p<0.05, p<0.01), 空间学习记忆能力明显下

降(p<0.05, p <0.01); 并且应激组大鼠前脑皮层和海马突触体膜流动性显著降低(p <0.05, p <0.01); 而突触体

内游离 Ca2+浓度的显著增加 (p <0.05, p <0.01)。停止应激后一周, 应激大鼠的各项指标有所恢复, 但仍未达

到正常水平。研究结果提示, 慢性应激引起大鼠明显的开场行为改变和空间学习记忆功能障碍, 这些变化可

能与突触体膜流动性和突触体内游离 Ca2+浓度的变化密切相关。 
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应激是机体受到外界刺激后产生的非特异性

适应反应。适度应激刺激有助于学习记忆功能的提

高, 当人或动物处于强烈的急性应激或长期慢性应

激 状 态 时 , 其 学 习 记 忆 能 力 会 受 到 明 显 的 影 响

(Quervain, Roozendaal & Gaugh,1998; Coburn-  

Litvak, Pothakos, Tata, McCloskey & Anderson, 
2003)。慢性躯体性、心理性或复合应激均可损伤

动 物 的 空 间 学 习 记 忆 功 能 (Ohl & Fuchs, 1999; 
Buwalda, et al., 2005)。在脑内, 海马和前额叶是与

学习记忆功能密切相关的重要脑区, 也是应激易累

及损伤的主要靶区(McEwen, 2006)。研究报道, 慢

性应激或长期外源性应激激素(糖皮质激素)处理后, 
海马依赖的空间学习记忆能力明显受损, 这可能与

应 激 导 致 突 触 体 结 构 的 改 变 (Kole, Costoli, 
Koolhaas & Fuchs, 2004)、神经细胞发生的消失

(Karten, Olariu & Cameron, 2005)有密切关系。慢性

应激亦可引起机体神经精神系统功能失调, 导致衰

老过程加速、痴呆、抑郁等疾病(Lupien, McEwen, 
Gunnar & Heim, 2009), 而这多与前额叶的功能密

切相关。在应激后, 前额叶依赖的工作记忆能力受

到 显 著 损 伤 (Arnsten, 2004; Mizoguchi, Ishige, 
Takeda, Aburada & Tabira, 2004)。 

细胞膜流动性一般是指膜脂质的流动性, 适宜

的膜脂流动性是维持生物膜正常功能的必须条件。

膜流动性的改变将影响各种膜功能, 膜功能一旦紊

乱, 会导致膜电位、离子通透性、跨膜物质运输、

信号转导等一系列生理障碍。而钙浓度、膜蛋白含

量、膜脂质过氧化、膜脂质成分的改变均可引起神

经细胞膜流动性的变化。因此膜流动性是反映细胞

功能的一个重要而敏感的指标 (林克椿 , 聂松青 , 
1985); 脑的许多疾病的病理发生发展过程中 , 膜

流动性也显示相应的改变。许多药物则可以通过改
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变膜流动性而发挥治疗作用。本研究采用多因素慢

性应激动物模型, 检测大鼠开场行为和 Morris 水

迷宫空间学习记忆能力, 并且测定大鼠前脑皮层和

海马突触体膜流动性、突触体内游离 Ca2+浓度的变

化, 以探讨慢性应激对空间学习记忆功能的影响及

其作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物和分组 
雄性健康 Sprague-Dawley 大鼠, 2 月龄, 体重

100~120g, 由中国医学科学院医学生物研究所提

供。实验用大鼠在实验室饲养间适应 1 周。饲养间

12h 明亮/黑暗交替, 室内温度为 21±1ºC, 动物可以

随意采食和饮水。每周称量体重一次。将动物随机

分为对照组和慢性应激组, 每组 18 只, 应激组大鼠

共接受 21d 不同的应激, 采用四种应激方式: 足底

电击(电压 36V, 每隔 1min 刺激一次, 每次持续 10s, 
共 15 次)、噪音(80~90dB, 每次 3min, 每隔 2min
一次 , 共 5 次)、束缚(1h/d)、束缚+热刺激(1h/d,   
30ºC)。每天随机选择一种应激方式作用于应激组

动物。对照组动物不接受实验应激源, 以同样的条

件饲养。分别在应激后即刻及停止应激后一周对应

激组和对照组动物进行开场行为测试和 Morris 水

迷宫试验, 大鼠前脑皮层和海马突触体膜流动性及

游离 Ca2+浓度检测。 
1.2  开场(Open field)行为测试  

开场行为测试箱为 40cm×40cm×30cm, 底部分

成 5×5=25 个方格, 测试箱上方放置一个 60W 的灯

光, 距离测试箱顶 60 cm。实验时, 将动物放在中央

格内, 记录 5min 内动物跑动穿越的格数、直立次

数、梳理次数和中央格停留时间。 
1.3  Morris 水迷宫学习记忆能力检测 

Morris 水迷宫测试程序包括定位航行和空间

搜索两部分。水迷宫被人为划分为四个象限, 平台

置于第Ⅰ象限(目标象限), 在水池周边的布帘上做

明显标志物。水温 25±1ºC。定位航行试验历时 2 d, 
每只动物每天接受 8 次找平台训练, 分两个训练周

期(上午和下午), 每个训练周期 4 次, 每次对应一

个象限将动物头朝水池壁轻轻放入水中, 每次训练

2min。记录大鼠寻找到隐藏在水下平台的时间即逃

避潜伏期(escape latency)。空间搜索试验是在定位

航行试验后进行, 第 3 天撤除平台, 从第Ⅲ象限将

大鼠放入水中, 记录 120s 内动物在四个象限的游

泳(停留)时间, 检测大鼠对原平台(目标象限)的记

忆保持能力。 
在先前预实验中, 对所有动物在 Morris 水迷宫

中进行寻找平台训练, 平台上放置明显标示物, 并

且每次平台在水迷宫中的位置随机变换, 检测动物

跟踪平台的能力 , 以判断动物的视觉和运动功能

(运动速度), 结果显示, 应激组大鼠的视觉和运动

速度与对照组大鼠比较没有显著性差异。因此本研

究中, 定位航行试验记录动物的逃避潜伏期, 检测

大鼠的空间学习能力。 
1.4  大鼠前脑皮层和海马突触体的制备  

将 大 鼠 断 头 处 死 , 迅 速 分 离 两 侧 前 脑 皮 层

(frontal cortex) 和 海 马 (hippocampus) 并 称 重 , 以

0.25M 蔗糖溶液包含 10mM Tris-HCl 和 1mM EDTA 
(pH7.4)为匀浆介质匀浆, 匀浆液浓度为 10% (W/V)。
按差速蔗糖梯度离心法分离突触体 (Hajos, 1975; 
Dodd et al., 1981), 略有改动, 匀浆液以 1000 ×g 离

心 10min 取上清液再于 20000 ×g 离心 20min, 将沉

淀用人工脑脊液(ACSF)缓慢悬浮 , 得到突触体悬

液。以上各步均在 4ºC 条件下进行。用 Lowry 法测

定悬液蛋白浓度。 
1.5  大鼠前脑皮层和海马突触体膜流动性和突

触体内游离 Ca2+浓度的测定 
取 突 触 体 悬 液 , 与 等 体 积 的 荧 光 探 针 DPH 

(Fluka 公司产品, 终浓度 2×10-6 M)稀释液, 混合均

匀, 于 37 ºC 恒温孵育 30 min。用 LS 50B 荧光分光

光度计(Perkin-Elmer Co. USA), 测定各样品的 4 个

荧光强度, 检测突触体膜的荧光偏振度(P), 测定条

件为: 激发波长 360nm, 发射波长 430nm, 激发狭

缝 5nm, 发射狭缝 5nm。用膜的各向异性(anisotropy) 
r 值表示突触体膜的流动性, r 值越小, 膜流动性越

大。r = (IVV−GIVH)/(IVV+2 GIVH ) = 2P/(3-P) G(校正

因子)= IHV/IHH 

取突触体悬液, 用 ACSF 调整蛋白浓度为 1.5~ 
2.5mg/ml, 加入 Fura 2-AM(Sigma 公司产品, 终浓

度: 5 μ M), 37ºC 恒温孵育 30min 后, 于 11000 ×g 离

心 10min, 取沉淀, 用 ACSF 悬浮, 于 0~4ºC 下保存

直至荧光测定。突触体负载后于 2 小时内测定完毕。

LS 50B 荧光分光光度计(Perkin-Elmer Co. USA), 
选择 Fura-2 与 Ca2+结合和游离的激发波长 340nm
和 380nm, 发射波长为 509nm。在 37ºC 恒温条件下, 
测定其荧光强度及荧光比值。按下式计算突触体内

钙离子浓度(Grynkiewicz, Poenie, & Tsien, 1985): 
[Ca2+]i(nM)=Kd×[(R-Rmin)/(Rmax-R)]× (FD/FS)。其中

Kd 为 Fura-2 与 Ca2+反应的解离常数, 生理条件下
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为 224 nM; FD 和 FS 分别为无钙和钙饱和状态下

380 nm 处的荧光强度; R 为需要测定的 340/380nm
的荧光比值(F340/F380); Rmax 和 Rmin 分别为饱和钙

和无钙时 340/380nm 的比值, 分别为加入 Triton-X- 
100 及 EGTA 后 340/380nm 处的荧光强度比值。在

没有负载 Fura-2 时测定突触体的自发荧光, 计算

[Ca2+]i 前须减去自发荧光。 
1.6  统计学分析 

实验数据以平均数±标准误(M ± SE)表示, 水

迷宫定位航行试验中的逃避潜伏期采用双因素重

复测量方差分析; 空间搜索试验中的各象限游泳时

间 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ,  组 间 差 异 比 较 采 用

Dunnett's t 检验或非配对 t 检验。以 p<0.05 表示统 

计学具有显著性差异。 

2  结果 

2.1  慢性应激对大鼠开场行为的影响 
在开场行为检测中, 与对照组比较, 应激组大

鼠跑动穿越的格数明显减少(p<0.01, 表 1); 直立

次 数 、 梳 理 次 数 和 中 央 格 停 留 时 间 亦 显 著 降 低

(p<0.05, p<0.01); 结果表明, 慢性应激可以导致大

鼠在新异环境中的自发活动和探究行为的降低。停

止应激一周后, 应激组大鼠跑动穿越的格数、直立

次数和中央格停留时间 , 与对照组比较有显著性

差异(p<0.05)。结果表明, 停止应激后大鼠的开场

行为有部分恢复。 

 
表 1  慢性应激后即刻及停止应激后一周大鼠开场行为的变化 

组别 格数 直立次数 梳理次数 中央格停留时间 (s) 

应激后即刻 对照组 112.5±5.7 28.6±4.2 17.3±5.6 186.4±12.6 

 应激组 66.8±6.2** 20.2±4.8* 11.2±6.5* 123.2±10.5** 

应激后 1 周 对照组 116.8±6.5 30.3±3.5 16.2±4.8 176.4±9.8 

 应激组 87.9±9.8+ 24.1±5.6+ 13.2±6.8 138.6±10.8+ 

注: *p <0.05, **p <0.01, 与对照组比较(unpaired-t test)。+p <0.05, 与对照组比较(unpaired-t test); n = 9, M ± SE。 
 
2.2  慢性应激对大鼠定位航行学习的影响 

在 2 天的定位航行学习中, 对照组和应激组大

鼠寻找水下平台所需的逃避潜伏期均迅速降低; 对

照 组 和 应 激 组 在 应 激 后 即 刻 [F (1, 16) =16.43, 
p<0.01]和停止应激后一周[F (1, 16) =5.68, p<0.05]
的逃避潜伏期均有显著性差异(图 1)。在应激后即

刻, 与对照组比较, 应激组大鼠第 1 天和第 2 天的

逃避潜伏期有显著性差异(p<0.01); 而在停止应激

后一周, 应激组大鼠的逃避潜伏期, 与对照组大鼠

比较无显著性差异。结果表明, 慢性应激可导致大

鼠的空间学习能力下降, 停止应激后一周, 应激大

鼠的空间学习能力有一定的恢复。 
2.3  慢性应激对大鼠空间搜索能力的影响    

在第 3 天撤除水下平台, 进行空间搜索试验。

结果显示 , 对照组和应激组大鼠均在第Ⅰ象限(目

标象限)停留时间最长(表 2)。在应激后即刻, 对照

组大鼠在目标象限停留的时间显著长于在其它三

个象限的时间, F (3, 32) =5.86, p<0.01; 与对照组大

鼠比较, 应激组大鼠在目标象限停留的时间显著缩

短(p<0.01), 结果说明 , 慢性应激导致大鼠空间记

忆保持能力降低。在停止应激后一周, 对照组大鼠

在目标象限的停留时间与其它三个象限比较差异

有显著性意义, F (3, 32) =8.78, p<0.01; 与对照组比

较 , 应激组大鼠在目标象限的停留时间虽然缩短 , 
但无显著性差异。在应激组大鼠, 无论是应激后即

刻还是停止应激后一周目标象限停留的时间与其

它三个象限比较均无显著性差异, F (3, 32) =2.13,  
F (3, 32) =3.16, p> 0.05。 
 

 
 
图 1  慢性应激后即刻及停止应激后一周大鼠的逃避潜

伏期 

注: control (对照组); stress (应激组); training period(训练周期)。
*p <0.05, **p <0.01, 与训练周期 1 比较(Repeated-measures 

ANOVA, Dunnett's t 检验)。++p <0.01, 与对照组比较(非配对 t 

检验); n = 9, M ± SE (sec)。 
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2.4  慢性应激对突触体膜流动性和突触体内游

离 Ca2+浓度的影响 
应激组大鼠在应激后即刻, 其前脑皮层和海马

突触体膜的 r 值显著增加(p<0.01, 表 3), 表明其膜

流动性显著降低; 在停止应激后 1 周, 与对照组比

较, 应激组大鼠前脑皮层和海马突触体膜的 r 值无

显著性差异。结果表明, 慢性应激引起前脑皮层和

海马突触体膜流动性降低, 而应激后 1 周, 其突触

体膜流动性有部分恢复。 
对突触体内游离 Ca2+浓度, 在应激后即刻(表

3), 应激组大鼠前脑皮层和海马突触体内游离 Ca2+

浓度显著升高(p < 0.05, p < 0.01); 在停止应激后 1
周, 应激组大鼠前脑皮层和海马突触体内游离 Ca2+

浓度与对照组大鼠比较无显著性差异。结果表明, 
慢性应激导致前脑皮层和海马突触体内游离 Ca2+

浓度显著升高。 
 

 
表 2  慢性应激后即刻及停止应激后一周大鼠在各象限的停留时间 

组别 第Ⅰ象限 第Ⅱ象限 第Ⅲ象限 第Ⅳ象限 F 值 

应激后即刻 对照组 38.3±3.1 26.4±3.3 25.6±3.5 28.6±3.5 5.86** 

 应激组 33.6±2.7++ 28.4±3.5 28.6±3.2 29.4±3.2 2.13 

应激后一周 对照组 38.1±3.6 26.2±2.6 21.7±3.6 32.6±2.4 8.78* 

 应激组 35.6±3.7 28.2±2.4 26.5±2.1 29.6±2.2 3.16 

注: **p< 0.01, 与目标象限Ⅰ比较(one-way ANOVA, Dunnett's t 检验); ++p< 0.01, 与对照组比较(unpaired-t test)。n = 9, M ± SE 

(sec)。 
 

表 3  慢性应激对突触体膜流动性和突触体内游离 Ca2+浓度的影响 

r 值 [Ca2+]i 
组别 

前脑皮层 海马 前脑皮层 海马 

应激后即刻 对照组 0.1568±0.0012 0.1660±0.0023 1.000±0.055 1.000±0.043 
 应激组 0.1683±0.0009** 0.1732±0.0011** 1.413±0.065* 1.836±0.163** 

应激后一周 对照组 0.1576±0.0011 0.1673±0.0016 1.000±0.032 1.000±0.066 
 应激组 0.1608±0.0021 0.1696±0.0018 1.195±0.046 1.264±0.168 

注: *p<0.05, **p <0.01, 与对照组比较(unpaired-t test); 以对照组大鼠的突触体内游离 Ca2+浓度为 100 %。n = 9, M ± SE。 
 

3  讨论 

本研究采用足底电击、噪音刺激、束缚和束缚

+热刺激 4 种应激源, 每天随机选择一种应激方式

作用于应激组大鼠 21 天制作慢性复合应激动物模

型。许多研究多采用单一形式应激源, 即捆绑、电

击、束缚、冷刺激、剥夺睡眠或噪音等。采用单因

素急性或重复建立模型, 有利于应激产生机制的分

析, 但在研究中常出现正性或负性效应。相对于急

性建模 , 慢性过程更具有实际意义。有许多报道 , 
综合运用不同类型的应激源来构建模型。多因素慢

性建模可以更好地反映有机体的整体性, 但同时也

给机制分析带来了困难。有研究报道, 急性应激导

致大鼠开场行为活动减少(李欢欢 , 林文娟 , 李俊

发, 2007), 而在慢性应激条件下其影响更明显。慢

性应激损伤动物学习记忆功能(Lupien, et al. 1998; 
Lupien & McEwen, 1997), 但也有部分研究结果显

示慢性应激对学习记忆功能有增强作用或者没有

损伤作用(Bowman, Zrull & Luine, 2001; Bowman, 
Beck & Luine, 2003; Conrad, LeDoux & Magarinos, 
1999)。这可能与应激源的种类、持续时间等不同

有密切关系。本研究结果表明, 多因素慢性应激导

致大鼠在新异环境中的活动减少、空间学习记忆能

力明显受损; 前脑皮层和海马突触体膜流动性显著

降低, 而突触体内游离 Ca2+浓度显著升高。 
研究报道, 慢性应激可导致海马兴奋性氨基酸

含 量 显 著 增 高 (严 进 , 王 春 安 , 叶 荷 莉 , 陈 宜 张 , 
1995), 过 量 的 谷 氨 酸 等 兴 奋 性 氨 基 酸 作 用 于

NMDA 受体, 引起大量 Ca2+内流, 导致胞内 Ca2+ 
浓度异常增高, 并由此激活细胞内超氧化自由基产

生过程。慢性应激亦可引起海马神经元萎缩、变性

和大量丢失 , 海马容量缩小 (Zhang, Yang & Xu, 
2003), 从而导致海马神经细胞受损。慢性应激或应

激作用停止后的一定时间内, 可引起脑组织的脂质

过氧化活动显著增强, 且持续时间较长。海马是学

习记忆的重要脑区, 也是调节应激反应并受应激影
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响的最重要的脑部结构之一。慢性应激对海马介导

的记忆有持久性损伤作用(Ohl & Fuchs, 1999; Hill, 
Hunter & McEwen, 2009), 而不依赖海马的记忆类

型对慢性应激不敏感, 记忆保持不受损伤。有研究

报道, 应激可以通过改变海马突触的可塑性(Kim, 
Foy & Thompson, 1996)而影响动物的学习记忆过

程。在脑内, 应激因素除对海马有影响外, 对其它

脑区, 如前额叶、杏仁核等也有作用(Beck & Luine, 
1999; Mizoguchi, et al., 2000; Roozendaal, McEwen 
& Chattarji, 2009)。研究报道, 应激可以引起机体产

生 许 多 与 前 额 叶 功 能 紊 乱 的 神 经 精 神 疾 病

(Birnbaum, Gobeske, Auerbach, Taylor & Arnsten, 
1999); 应激也可明显损害大鼠、猴依赖前额叶的工

作记忆能力(Arnsten, 2000)。随着脑的老化, 神经细

胞膜脂质过氧化反应增强, 细胞内钙增加与膜流动

性降低密切相关。已经明确, 突触体膜是与神经元

信号转导通路联系在一起的, 膜流动性的降低已被

认为导致了许多信号转导的膜结合机制(比如酶活

性 , 受 体 数 量 和 受 体 功 能 ) 的 功 能 缺 失 或 紊 乱

(Eckert, Wood & Muller, 2001), 从而引起脑功能的

减退或障碍。 
本研究结果表明, 慢性应激可显著损害大鼠的

空间学习记忆能力; 引起大鼠前脑皮层和海马突触

体内游离 Ca2+浓度显著升高, 突触体膜流动性显著

降低; 显示前脑皮层和海马组织脂质过氧化反应增

强, 突触传递效能降低, 导致前脑皮层和海马神经

元功能受损。我们的结果提示, 突触体膜流动性和

突触体内游离 Ca2+浓度的变化可能是引起应激性

学习记忆功能障碍的脑机制之一。 
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Abstract 

The effect of chronic stress on learning and memory functions has been one of hot topics in neuroscience. 
Hippocampus (HP) and frontal cortex (FC) are key brain regions mediating learning and memory, as well as 
potential targets of stress reactions. Reduced membrane fluidity may represent an important mechanism 
underlying a variety of structural and functional alterations of the brain. The aim of the present study was to 
investigate the effects of chronic stress on spatial learning and memory, as well as membrane fluidity of frontal 
and hippocampal synaptosomes in rats.  

A 21-day chronic stress procedure with multiple stressors (footshock, noise, bondage, bondage plus thermal 
stimulus) was conducted. After that spontaneous behavior and spatial learning and memory performance were 
tested using open field and Morris water maze tasks. Frontal and hippocampal synaptosomal membrane fluidity 
and free calcium concentrations ([Ca2+]i) were also examined. The results demonstrated that spontaneous 
locomotor activities and exploratory behaviors were significantly decreased in stressed animals. Their spatial 
learning and memory performance were significantly impaired as well. Furthermore, in chronic stressed animals, 
the frontal and hippocampal synaptosomal membrane fluidity were markedly reduced whereas the [Ca2+]i were 
significantly increased as compared to control group.  

Current findings suggest that chronic stress results in behavioral changes and impairment of spatial learning 
and memory, which could be mediated by the changes of synaptosomal membrane fluidity and free calcium 
concentrations. 
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