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【摘要】 目的：观察慢性应激对小鼠学习记忆的影响以及脾组织中 T 细胞亚群 CD4、CD8 水平的变化。 方法：采用束
缚制动的方法建立慢性应激模型，应激结束后采用 Morris 水迷宫实验观察应激状态下小鼠的学习记忆能力；处死，
采用流式细胞仪检测小鼠脾组织中 CD4+T 细胞、CD8+T 细胞的数量以及 CD4/CD8 比值。 结果：应激组小鼠在 Morris
水迷宫中逃避潜伏期较对照组显著延长(P＜0.01)，第一象限的游泳时间比例显著小于对照组(P＜0.01)，小鼠脾淋巴细
胞悬液中 CD4+T 细胞明显低于对照组 (P＜0.05),而 CD8+T 细胞高于对照组 (P＜0.05)及 CD4/CD8 比值低于对照组 (P＜
0.05)。 结论：慢性应激可以导致机体学习记忆能力减退，抑制细胞免疫功能，容易导致机体产生疾病。
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【Abstract】 Objective： To observe the effect of chronic psychological stress on change of function of learning and
memory, and CD4, and CD8 in mice. Methods： 50 BALB/c mice were randomly divided into control group and
immobilization stress group (n=25 in each group). The mice mode of stress was made by restraint for 6 hours per day.
Suspend tail test was performed on change of behaviors in mice. RIA was employed to measure levels of neuropeptide Y in
the brain. Results： Compared with the control group, the mean escape latency of the mice in the chronic restraint groups
was longer than that of the control mice （P＜0.01）, the average percentages of the swimming time in the platform quadrant
in the restraint group were less than those in the control group （P＜0.01）. Chronic stress significantly decreased levels of
CD4 （P＜0.05）, and CD4/CD8 （P＜0.05）, while CD8 increased. Conclusion： Chronic psychological stress can lead to
learning and memory dimish, and inhibit the cellular immune function, thus the body easily lead to a disease.
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海马与学习和记忆功能密切相关。 慢性应激可
以损伤海马，引起海马依赖的长时记忆功能损害 [1]。
应激通过改变海马突触可塑性，树突的形态，神经毒
性和神经形成等方式影响学习和记忆的基本过程 [2]。
研究显示由于慢性心理应激产生的长期反应对海马

有毒性作用，造成海马细胞的萎缩和凋亡，导致啮齿
类动物和人类空间记忆的损伤[3] 。 动物实验证实睡
眠剥夺大鼠的学习记忆功能下降[4]。 另外，长期处于
应激状态可导致机体免疫功能下降， 包括细胞免疫
和体液免疫功能抑制 [5]。 实验证实 [6]，心理应激状态
下自然杀伤细胞（NK）的数目或活性降低，T 效应细
胞功能和淋巴细胞增殖功能、 单核细胞吞噬抗原能
力下降及 T 细胞亚群数目与比值的改变等，导致细
胞免疫功能的下降。 本次研究通过建立慢性应激模
型，探讨慢性应激对学习记忆、免疫功能影响及其可

能的影响机制。

1 材料与方法

1．1 材料
1.1．1 动物 BALB/c 小鼠引自中国疾病预防控制
中心实验动物研究所，微生物级别为二级。引入后在
一级动物实验室内饲养繁殖，保持近交。
1．1．2 试剂与仪器 PE anti-mouse CD8、FITC anti-
mouse CD4， 购自美国 Biolegend公司。 淋巴细胞分
离液，Q/GHSB85-2001，购自上海恒信化学试剂有限
公司。全自动双激光四色流式细胞仪，碧迪医疗器械
(上海)有限公司。 Morris 水迷宫（Morris Water Maze，
MWM）由圆形水池、圆柱形平台两部分组成，水池直
径 1.2米，高 0.5米的圆筒，池壁漆成乳白色，圆柱形
平台直径为 9cm，高 27cm。
1．2 实验方法
1．2．1 动物分组与处理 健康清洁级 8-10 周龄
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BALB/c 小鼠 50 只，雌雄各半，体重 22±3g，随机（按
随机数字表）分为对照组和应激组，每组 25只。
1．2．2 慢性应激动物模型 利用自制的束缚筒，用
50ml注射器改装，筒壁上的不同部位钻有直径 3mm
的小孔， 可以让小鼠自由呼吸， 筒壁从尾向头剪去
5mm 宽，70mm 长的一条缺口，有助于小鼠自由进入
筒内。 每日束缚 6小时，连续 2周，每次开始束缚的
时间不同。 束缚期间禁食、禁水，造模结束后在动物
清醒、安静状态下进行实验。
1．2．3 Morris 水迷宫 [7]实验 在造模结束后第一天

进行水迷宫实验，一共进行三天，分为空间学习训练
和空间搜索测试。①空间学习训练：记录动物入水至
发现并爬上平台的时间为逃避潜伏期,每次训练 120
秒，每 3次的均值作为一次平均训练潜伏期，第一天
训练 9次， 第二天重复训练 6次， 两次间隔时间为
24 小时，共得出 5 个平均训练潜伏期，作为空间学
习能力。 ②空间搜索测试：第三天将平台移走，任选
一个点，将小鼠放入水中停留 2min，记录它在四个
象限中停留时间的百分比， 将其作为小鼠的空间记
忆能力。
1．2．4 T 细胞亚群 CD4、CD8 水平 制备脾淋巴细
胞悬液 ,调至 5×106/ml,滴加用 FITC 标记的 CD4 小
鼠单克隆抗体，2ul/管， 用 PE标记的 CD8小鼠单克
隆抗体，5ul/管，上机检测。

2 结 果

2．1 Morris水迷宫实验
2．1．1 空间学习训练 在 5 次的平均训练潜伏期
中，应激组始终比正常对照组延长。 从第 3次开始，
对照组的逃避潜伏期每次较前一次进步， 显著低于
应激组(P＜0.05)。 在第 4、5 次，应激组的逃避潜伏期
逐步长于对照组，差异有统计学意义(P＜0.01)。见表 1。

表 1 Morris 水迷宫空间学习训练时间(x±s，s)

注：与对照组比较 *P＜0.05，**P＜0.01

表 2 Morris 水迷宫不同象限停留时间百分比(x±s，%)

注：A 为平台所在象限，与 A 比较 *P＜0.05，**P＜0.01；与对照组比较 #P＜0.05，

##P＜0.01

2．1．2 空间搜索实验 平台在第一象限(A)，撤去平
台后，对照组在第一象限游泳时间最多，高于应激组

(P＜0.01)， 并且明显高于 B、C、D 象限花费的时间百
分比(P＜0.01)。应激组在四个象限花费的时间百分比
无显著差异(P＞0.05)。 见表 2。
2.2 应激对 T细胞亚群 CD4、CD8的影响
与正常对照组相比，应激组 CD4 细胞数量明显

减少(P＜0.05),CD8 细胞数量明显增多 (P＜0.05),CD4/
CD8比值明显降低(P＜0.05)。 见表 3。

表 3 应激对小鼠脾脏组织中 T 细胞亚群的影响(x±s)

注：与正常对照组相比，*P＜0.05，**P＜0.01

3 讨 论

研究发现， 慢性应激在多数情况下有损伤动物
空间学习和记忆力的作用[8，9]。 慢性间歇性缺氧可导
致大鼠认知功能下降[10]。 同时，在应激过程中，机体
内皮质酮、 肾上腺素和其他广泛的神经递质也会引
起学习和记忆功能的减退[11]。 Morris水迷宫是一种研
究与海马功能直接相关的空间学习记忆模型， 能较
准确的反映动物的空间学习记忆能力 [12]。 隐藏平台
实验反映动物对平台空间位置的记忆， 评价动物的
空间学习记忆能力， 逃避潜伏期延长提示学习能力
的降低， 显示其学习和记忆的获得与巩固过程受到
影响；空间探索实验用于测试小鼠记忆保持的能力。
本实验结果提示应激后小鼠的学习记忆能力降低。
对应激引起 T 淋巴细胞亚群的变化的研究具

有一定的理论及临床意义。正常免疫应答的形成，有
赖于 T 淋巴细胞亚群之间的相互促进或相互制约，
T 淋巴细胞亚群借助其相互拮抗作用调节着免疫应
答过程， 以保持免疫功能的平衡。 一旦这种平衡失
调，即可导致免疫功能紊乱及一系列病理变化。研究
证实应用免疫组织化学法检测应激大鼠外周血 T
淋巴细胞亚群的阳性率， 发现束缚+浸水应激可显
著降低大鼠血液 TCD3+，TCD4+细胞的百分率 ，而

TCD8+细胞百分率提高，抑制了机体细胞免疫功能[13]。
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现， 虽然钢琴学习对老年人的加工速度和工作记忆
都有一定的促进作用，却对流体智力的影响不显著，
这可能与智力的稳定性有关， 也提示我们短期的音
乐活动或训练对智力提高的作用有限。此外，本研究
得到流体智力与年龄相关不显著， 这与已有的研究
结论不太一致[17]。 考虑到智力的发展与变化是一个
较为缓慢的过程，此结果可能与样本太小，年龄跨度
不够大有关。 (感谢广州市老年干部大学的领导、老
师和学员的大力支持与配合。 )
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