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【摘要】 目的:探讨慢性应激对小鼠行为和免疫功能的影响。 方法:采用束缚制动的方法建立小鼠慢性心理应激模
型，通过旷场行为实验检测各组小鼠的行为变化；并处死小鼠检测其血清 IFN-γ 和 IL-4 的水平，观察应激对小鼠免
疫功能的影响。 结果:应激组小鼠在旷场实验中的潜伏期显著延长，探究活动减少及粪便次数增多；IFN-γ、IL-4/IFN-
γ 比值明显下降，而 IL-4 水平无显著性差异。 结论:慢性心理应激可导致小鼠行为的改变并抑制小鼠的免疫功能。
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【Abstract】 Objective: To observe the effect of chronic psychological stress on change of behaviors and immunological
function in mice. Methods: A stress mode was built by restrainted stress. Behavior change was evaluated, and the levels
of interferon-γ (IFN-γ), interleukine-4 (IL-4) and the ratio of IL-4/IFN-γ in serum were measured. Results: Compared
with the control group, restrained mice had apparently longer latency time, the exploring behavior was decreased, and
times of defecation was increased. The levels of IFN-γ and the ratio IL-4/IFN-γ decreased significantly after chronic psy-
chological stress, whereas Thymus index and IL-4 level did not change significantly. Conclusion: It is showed that chron-
ic psychological stress may induce behavior changes and aggravate the suppression of immumity in mice.
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应激对行为和免疫功能的影响一直受到许多学

者的关注。过强持久的应激可使机体免疫功能低下，
也影响神经系统中与行为相关的神经元形态和功

能，导致动物行为异常[1]。 根据分泌细胞因子和功能
的不同，CD4＋T细胞分为 Th1和 Th2两个亚型。 Th1
细胞主要分泌 IFN-γ、IL-2 和 TNF-α, 通过激活细
胞毒 T 淋巴细胞（CTL）、NK 和巨噬细胞增强免疫功
能;Th2 细胞主要产生 IL-4、IL-10 和 IL-6 等, 主要
介导体液免疫反应，促进 B 细胞生长、活化和分化，
促进 Ig 的生成和类型转换，从而实现对体液免疫应
答的正向调节作用[2]。 两类细胞因子的相互调整、相
互抑制的平衡状态使机体在抵御病原侵袭和保持免

疫内环境的稳定方面保持协调和平衡。 一旦平衡失
调将引起机体的病理反应，导致疾病的产生。本研究
将为小鼠建立经典的束缚应激模型， 通过探讨慢性
心理应激对小鼠行为的影响和血清中 IFN-γ 和 IL-
4的水平及 Th1 和 Th2 细胞的失衡状况， 进一步揭
示心理应激对免疫功能的影响及其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 实验动物与分组 健康清洁级 8～10 周龄
BALB/c 小鼠 40 只，雌雄各半，体重 24±2g，购自山

西医科大学微生物室。 饲养小鼠的实验室室内温度
21～23℃和湿度 50％左右， 每天循环室内光/暗周期
为 12h/12h（光照时间 08:00~20:00），适应性饲养 1
周。所有动物自由摄食和饮水。按随机数字表配入四
组，对照组、5 天（d）应激组、10d 应激组、15d 应激
组，每组 10只。
1.1.2 主要试剂与设备 旷场实验箱 参考有关文
献自制 [3]，本试验所用开阔箱为正方形，高 20cm、长
45cm、宽 45cm，周壁为黑色，上面敞开，底面分成面
积相等的 25块，沿墙格称外周格，其余为中央格。小
鼠血清 IL-4,TNF-γELISA 试剂盒，购自深圳晶华公
司（进口分装）。 自动酶标监测仪，ZS-2，北京航宇浪
琴医疗设备有限公司。
1.1.3 造模方法 根据文献[4]自制的束缚筒。束缚筒
用 50ml 的注射器改装，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
剪掉 5mm 宽，70mm 长的一条缺口， 有助于小鼠顺
利进入筒内。 应激组小鼠接受束缚应激，6h/d。 在复
制模型时，须注意调整动物的活动空间，不能造成对
动物的躯体伤害。每次开始束缚的时间不同，可以加
大动物的心理反应。 在制动期间禁食，禁水。 造模结
束后实验小鼠与正常小鼠在清醒、 安静的状态下分
批进行实验与处死。
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1.2 检测指标以及方法
1.2.1 旷场实验[5] 操作者将动物放在旷场实验箱

的中央格后开始计时，摄像机全程记录小鼠在 3min
内的行为举动。 主要观察中央格停留的时间指小鼠
被放入中央格至其三爪跨离该格的时间； 穿格次数
指三爪以上跨入临格的次数； 理毛修饰次数指前肢
向上抬举、抓痒、洗脸、舔足的次数及粪便次数，每次
实验后将粪便清除干净。行为评定采用盲法，请 3位
观察者观看录像评分，3人一致性>0.95。
1.2.2 细胞因子的检测 IL-4 水平的检测：按试剂
盒说明进行， 在抗 IL-4 单克隆抗体包被的酶标板
上，分别加入标本及不同浓度的标准品（100ul/孔），
室温 30－25℃孵育 120 分钟，洗板 9 次，加入辣根过
氧化物酶表记的抗 IL-4单克隆抗体 （100ul/孔），室
温孵育 60 分钟，洗板 9 次，加显色剂，避光室温 10－
30 分钟，加终止液，混匀，5 分钟内用酶标仪测光密
度值，绘制标准曲线，查出标本浓度。 IFN-γ 水平的
检测按试剂盒说明进行，基本同上。
1.2.3 统计方法 采用 SPSS11.5 进行统计分析。

2 结 果

2.1 心理应激对小鼠旷场行为的影响
结果显示，与正常对照比较，应激组的中央格停

留时间显著延长 (P<0.01)， 穿格次数明显减少 (P<
0.01)，粪便次数显著增多(P<0.01)。 其中 15d 应激组
的中央格停留时间，粪便次数高于 5d 应激组(P<0.05)，
穿格次数也显著少于 5d应激组(P<0.05)。 见表 1。

表 1 旷场实验结果(x±s)

注：与对照比较 *P<0.05，**P<0.01，下同；与 15d 应激组比较 #P<0.05

表 2 各组小鼠血清中 IFN-γ 和 IL-4 含量
IL-4/ IFN-γ 的变化 (pg/ml, x±s)

2.2 小鼠血清中 IFN-γ 和 IL -4 含量及 IL -4/
IFN-γ的变化
与正常对照相比，5d 应激组血清中的 IFN-γ 明

显降低(P<0.05)，且随着应激的时间的延长而显著下
降（P<0.01）。应激组血清中的 IL-4的水平与对照无

显著差异 (P>0.05)，IL-4/ IFN-γ 的比值明显高于对
照(P<0.05)，Th细胞向 Th2偏移。 见表 2。

3 讨 论

旷场实验是一个用动物的行为指标来检测类于

人的复杂情绪如焦虑、抑郁等的经典实验[5]。 旷场实
验的中央格停留时间反映动物对环境的认知能力，
正常动物会避开空旷的环境，迅速离开中央格。对于
啮齿动物来说，中央环境比外周更具有危险性。本实
验中，应激组的小鼠在中央格停留时间显著延长，与
正常对照比较有显著差异。 应激组间，15d 比 5d 应
激组离开中央格的时间更长， 说明应激后小鼠的空
间认知能力下降，而应激时间越长，认知能力下降越
显著。 实验中小鼠的穿格、 修饰次数呈逐渐递减趋
势，说明应激后小鼠对周围环境失去兴趣，探究活动
减弱， 行为活动受到明显抑制且抑制程度与应激的
时间有关，这与其它模型研究的结果相一致 [6-8]。 同
时，本实验还观察到粪便次数显著高于正常组，表明
应激后小鼠的紧张焦虑的程度增强。 提示慢性心理
应激某种程度上导致了小鼠产生一种类焦虑， 抑郁
的负性情绪效应。
在实验中我们观察到 , 慢性应激组体内 Th1、

Th2细胞平衡被破坏，5d 应激组的小鼠血清中 IFN-
γ 含量明显降低， 且随着应激时间的延长，10，15d
应激组 IFN-γ 的含量也在逐步下降，以往的实验也
表明，应激可使动物血中干扰素的水平下降，还可影
响细胞产生 IFN-γ 的能力下降，这种下降程度与应
激的程度成正比。 Th2类细胞因子 IL-4具有多种生
物学效应，在 T 细胞 B 细胞巨噬细胞的增殖分化及
功能调控方面起到重要作用，实验结果显示，血清中
IL-4 与对照组虽无显著差异，但它的水平有上升趋
势，与 Iwakabe报道的一致[9]。有研究证实，IL-4在体
内的增减，除了影响 Th1 型细胞因子分泌，并可直
接导致体内整个 Th2 细胞因子发生相应的变化 [10]。
束缚应激虽不能使 IL-4 的含量显著增加， 但通过
IFN-γ 水平的降低导致 Th1/ Th2 平衡向 Th2 细胞
偏移，从而降低机体的细胞免疫功能，说明心理应激
反应抑制细胞免疫的不同成分， 不是简单的对免疫
系统抑制，而是诱导 Th1/ Th2 细胞因子平衡倾向于
Th2细胞因子的产生。
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以获得理解和帮助， 往往通过再次吸食毒品暂时摆
脱心理上的不愉快感，回避现实。同时社会支持水平
也被认为是情绪的一个调节变量， 低水平的社会支
持无疑对 MMT者负性情绪有一定的相互影响[10]。
在应对方式上，MMT 组相对较少采用 “解决问

题”和“求助”等成熟的应付方式，反映出在行为方式
上具有消极被动的人格特征， 对自己处理问题的能
力和依靠外界的帮助缺乏信心， 也可能与支持系统
的不完善有一定关联。
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