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摘　要：慢性应激能引发诸多情绪行 为 的 改 变，诱 导 产 生 广 义 焦 虑 症、抑 郁 症、双 极 紊 乱 等 情 绪 障 碍 性 疾 病。

慢性应激首先引起焦虑情绪处理相关核团前额叶－杏仁核－腹侧海马区神经活动的功能性的改变，然后 导

致这些核团的结构发生改变。慢性应激 造 成 杏 仁 核 基 底 外 侧 核 的 锥 体 神 经 元 的 树 突 脊 数 量 增 多，谷 氨 酸 能

神经元的兴奋性投射增强，γ－氨基丁酸能神经元的抑制性投射减弱，导 致 焦 虑 样 行 为 症 状。由 于 慢 性 应 激 对

于这些参与情绪调控的关键核团的神经活动的功能改变尚不明确，所以我们建立小鼠慢性应激的模型，分别

在对照 鼠 和 模 型 鼠 的 杏 仁 核 基 底 外 侧 核 及 海 马ＣＡ３区 记 录 局 部 场 电 位，分 离 局 部 场 电 位 的ａｌｐｈａ、ｂｅｔａ、

ｄｅｌｔａ、ｔｈｅｔａ、ｇａｍｍａ波段，分析其局部场电位各个波段的绝对功率和相 对 功 率 的 差 异。结 果 显 示：慢 性 应 激

造成小鼠杏仁核基底外侧核的局部场电位在５个脑电波段的绝对功率均具有上调趋势，其中ｄｅｌｔａ波段上调

显著；进一步分析局部场电位的相对功率发现，慢性应激造成ｄｅｌｔａ波段的相对功率显著上调，而ｔｈｅｔａ波段的

相对功率显著下调。

关键词：慢性应激；杏仁核基底外侧核；海马ＣＡ３区；局部场电位
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随着社会转型，竞争加剧，许多神经精神障碍性疾病如抑郁症、焦虑症、创伤后应激综合症等的发生率

逐年增加，神经精神病的比率占据总疾病的１７．４５％。焦虑症是以持续性焦虑，紧张为主的神经障碍性疾

病，常伴有身体紧张及自主神经系统应激反应过强等症状。针对焦虑症发病机制的研究多集中在γ－氨基

丁酸（ＧＡＢＡ）或５－羟色胺（５－ＨＴ）这类神经递质水平的改变［１－２］，额叶皮层、边缘皮层及脑干相关核团的脑

组织结构和功能的改变［３－４］，从而产生焦虑样的行为表型。但是目前对于焦虑症的发病机制仍不完全清

楚，特别是对于焦虑情绪处理的边缘皮层相关核团如杏仁核等的神经活性的变化引起焦虑症的机制尚不

清楚。
本研究通过建立小鼠慢性应激的广义焦虑症模型，并对焦虑情绪小环路上的关键核团杏仁核基底外

侧核（ＢＬＡ）及海马ＣＡ３区神经元集群活动的脑电机制进行研究，旨在找到焦虑状态下，这些脑区神经活

动的异常发放，为焦虑症发生机制的研究提供脑电机制方面的参考，同时也为临床上通过脑电图诊断焦虑

症状及抗焦虑药物的作用机制研究提供依据。
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１　材料与方法

１．１　实验材料

Ｃ５７ＢＬ／６购买自成都实验动物科学研究所。小鼠体质量１８～２２ｇ，６周龄。小鼠４只／笼，饲养条件

如下：温度（２２±２）℃，相对湿度５０％～６０％，每天早上８点开始进行１２ｈ的循环光照，小鼠允许自由进

食进水。所有动物实验都严格按照中国科学院昆明植物研究所实验动物保护和使用的相关规定进行。

１．２　慢性应激小鼠模型的建立

将小鼠分为２组：一组为对照组，正常饲养不接受应激刺激；另一组为慢性应激模型组，每天给予２～
３种不可预知性的应激刺激，连续３０ｄ。

慢性应激模型组接受的刺激有：鼠笼４５（°）倾斜１２ｈ；５０ｍＬ离心管禁锢２ｈ；电刺激２０次（０．５ｍＡ，
每次电击持续２０ｓ）；与大鼠相处１ｈ；潮湿垫料１２ｈ；２４ｈ持续光照；禁食禁水２４ｈ；４℃低温环境５ｍｉｎ；
异物刺激２４ｈ；摇床１８０ｒ／ｍｉｎ摇晃２ｈ；４０℃热水刺激５ｍｉｎ；噪音环境５ｈ。动物每天接受２～３种不同

的刺激，同一个刺激不连续２ｄ出现。

１．３　植入电极手术

实验小鼠用体积分数为１０％的水合氯醛以４ｍＬ／ｋｇ的量腹腔注射麻醉，并将其固定于脑立体仪上。
剪开头皮，暴露颅骨，以小鼠前囟作为脑立体定位坐标的零点。根据小鼠脑立体定位坐标，分别在杏仁核

的ＢＬＡ区：左边旁开２．８０ｍｍ，前卤向下－１．５８ｍｍ，皮层下深度４．００ｍｍ；海马ＣＡ３区：左边旁开３．０
ｍｍ，前卤向下－２．８０ｍｍ，皮层下深度３．５０ｍｍ颅骨表面钻开一个小孔，植入场电位电极到目标位置。
小鼠术后饲养，恢复３～５ｄ后进行场电位记录。

１．４　局部场电位采集及信号处理

植入电极的小鼠术后恢复饲养３～５ｄ后，通过电极连线插头连接小鼠头部的电极接口。电极连线

的另一端与前置放大器相连，前置放大器与信号处理器相连，完成信号的采集、放大及处理。插好电极头

的小鼠放入长４０ｃｍ、宽４０ｃｍ、高４０ｃｍ的屏蔽笼的开放场环境中，允许小鼠自发活动，通过屏蔽笼排除

了５０Ｈｚ及１００Ｈｚ的干扰。局部场电位通过Ｃｅｒｅｂｕｓ多通道信号采集系统采集（美国ＢＬＡＣＫＲＯＣＫ公

司），选取低通滤波频段为０．５－２５０Ｈｚ，采样频率为１　０００／ｓ（每秒采集１　０００个数据点）。对照小鼠，慢
性应激模型小鼠每只分别采集２０ｍｉｎ，５ｍｉｎ／次。分析小鼠放入屏蔽笼中前５ｍｉｎ的局部场电位数据，将
局部场电位的原始数据导入 Ｍａｔｌａｂ软件中，该程序能够将场电位原始信号进行０－１００Ｈｚ的分频，将场

电位信号以ｄｅｌｔａ（２－４Ｈｚ）、ｔｈｅｔａ（４－８Ｈｚ）、ａｌｐｈａ（８－１２Ｈｚ）、ｂｅｔａ（１２－２０Ｈｚ）、ｇａｍｍａ（２０－１００Ｈｚ）

５个频段分开，将采样率为１　０００／ｓ的数据点以１　０２４个步长为处理窗进行局部场电位绝对功率的计算。
每个频段的局部场电位的绝对功率用如下公式计算：ｐ＝∑ｘ２／１　０２４，ｘ表示程序处理中每个信号频段分

割的处理窗的平均功率。相对功率为绝对功率与５个频段总功率之间的比率。

１．５　植入电极位置的验证

信号记录完成后的小鼠，过量腹腔注射体积分数为１０％的水合氯醛，进入深度麻醉后，用电流刺激器

的接头与小鼠头部的电极接口相连，以１０ｍＡ的电流强度刺激１０ｓ，对植入电极的脑区进行电流损毁。
依次用９ｇ／Ｌ　ＮａＣｌ和体积分数为４％的多聚甲醛（上海生工）进行胸腔灌流。灌流结束后，取出小鼠的脑

组织，放入体积分数为４％的多聚甲醛中４℃固定过夜。第２天将脑组织转移至含３００ｇ／Ｌ蔗糖的ＰＢＳ
溶液中，４℃放置３ｄ脱水。运用ＯＣＴ包埋剂包埋脑组织，在冰冻切片机中进行冠状冰冻切片，脑片厚度

为３０μｍ。用ＰＢＳ洗脑片３次，然后在载玻片上展片，用滤纸将ＰＢＳ吸干，用ＤＡＰＩ（上海生工）对脑片的

细胞核进行染色，闭光染色２ｈ后，在显微镜下拍照，寻找植入电极的位置，与脑立体定位图谱对比，验证

植入电极的位置。

１．６　统计学方法

数据统计均采用ＳＰＳＳ软件的独立样本ｔ－ｔｅｓｔ进行组间比较，以平均值±标准偏差、Ｐ值表示。样本

量为７只／组。
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２　结果

２．１　ＢＬＡ区和ＣＡ３区植入电极位置及验证

电极植入的区域分别为ＢＬＡ区和ＣＡ３区。冰冻切片的脑片用ＤＡＰＩ进行细胞核染色，闭光染色２ｈ
后，在显微镜下拍照，寻找植入电极的位置，与脑立体定位图谱对比，验证植入电极的位置与脑立体定位图

谱所示位置基本一致。ＤＡＰＩ染色的结果与脑立体定位图谱比较结果如图１所示。

左边为ＢＬＡ区的验证结果，右边为ＣＡ３区的验证结果。

图１　ＢＬＡ区和ＣＡ３区植入电极位置验证（ＤＡＰＩ染色验证植入电极的位置与脑立体定位图谱位置的比较）

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ｓｔｅｒｅｏｔａｘｉｃ　ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ　ｐｌａｃｅｍｅｎｔ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＢＬＡ　ａｎｄ　ＣＡ３，ａｎｄ　ＤＡＰＩ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｏｆ

ｔｈｅ　ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｌｉｃｅｓ　ｗｅｒｅ　ｓｈｏｗｅｄ　ａｎｄ　ｖｅｒｉｆｉｅｄ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＢＬＡ（ｌｅｆｔ）ａｎｄ　ＣＡ３（ｒｉｇｈｔ）

２．２　慢性应激模型小鼠ＢＬＡ区和ＣＡ３区脑电功率谱及总功率的变化

在ＢＬＡ区，与对照小鼠相比，慢性应激的小鼠脑电的功率谱和总功率有上调趋势；而在ＣＡ３区变化

不明显（图２）。

（ａ）ＢＬＡ区慢性应激小鼠和对照小鼠运用对数表示的功率谱图；（ｂ）ＢＬＡ区慢性应激小鼠和对照小鼠脑电

总功率的比较；（ｃ）ＣＡ３区慢性应激小鼠和对照小鼠运用对数表示的功率谱图；（ｄ）ＣＡ３区慢性应激小鼠

和对照小鼠脑电总功率的比较。结果以平均值±标准偏差表示，样本量为７只／组。

图２　慢性应激模型小鼠ＢＬＡ区和ＣＡ３区脑电功率谱及总功率的变化

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｍｅａｎ　ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ　ｐｏｗｅｒ　ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ａｎｄ　ｔｏｔａｌ　ｐｏｗｅｒ　ｏｆ　ｃｏｎｔｒｏｌ

ａｎｄ　ｓｔｒｅｓｓｅｄ　ｇｒｏｕｐ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ＢＬＡ　ａｎｄ　ＣＡ３ａｒｅａｓ

４６１
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２．３　慢性应激模型小鼠ＢＬＡ区和ＣＡ３区脑电绝对功率的变化

分离ＢＬＡ区和ＣＡ３区脑电功率谱的５个波 段：ｄｅｌｔａ（２－４Ｈｚ）、ｔｈｅｔａ（４－８Ｈｚ）、ａｌｐｈａ（８－１２
Ｈｚ）、ｂｅｔａ（１２－２０Ｈｚ）、ｇａｍｍａ（２０－１００Ｈｚ），分析各个波段的脑电绝对功率的变化，结果显示：在ＢＬＡ
区，与对照小鼠相比，慢性应激模型小鼠ｄｅｌｔａ波段的脑电绝对 功 率 有 显 著 上 调（ｐ＜０．０５），ｂｅｔａ波 段 和

ｇａｍｍａ波段具有上调的趋势（ｐ＝０．１５３和ｐ＝０．０５２）；而在ＣＡ３区，各个脑电波段的绝对功率变化不明

显（图３）。

（ａ－ｅ）分别是对照组和慢性应激模型组小鼠ＢＬＡ区（左边）和ＣＡ３区（右边）的ａｌｐｈａ～ｇａｍｍａ　５个脑电波段

绝对功率的比较。结果以平均值±标准偏差表示，样本量为７只／组，＊表示ｐ＜０．０５。

图３　慢性应激模型小鼠ＢＬＡ区和ＣＡ３区脑电绝对功率的变化

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ａｂｓｏｌｕｔｅ　ｐｏｗｅｒ　ａｔ　ｔｈｅ　ｆｉｖｅ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｂａｎｄｓ　ｏｆ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ａｎｄ　ｓｔｒｅｓｓｅｄ　ｍｉｃｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＢＬＡ　ａｎｄ　ＣＡ３

２．４　慢性应激模型小鼠ＢＬＡ区和ＣＡ３区脑电相对功率的变化

相对功率是各个脑电节律波段的绝对功率与５个波段的总功率的比值，由于绝对功率的样本个体间

差异较大，导致每个实验组中的样本偏差较大。相对功率被认为对于各个脑电波段的功率变化的检测较

绝对功率而言更为客观和敏感［５］。进一步分析了ｄｅｌｔａ（２－４Ｈｚ）、ｔｈｅｔａ（４－８Ｈｚ）、ａｌｐｈａ（８－１２Ｈｚ）、

ｂｅｔａ（１２－２０Ｈｚ）、ｇａｍｍａ（２０－１００Ｈｚ）５个波段的脑电相对功率，结果显示：与对照组相比，在ＢＬＡ区，

ｄｅｌｔａ波段的脑电相对功率有显著上调（ｐ＜０．０５），ｔｈｅｔａ波段的脑电相对功率有显著下调（ｐ＜０．０５）；而在

ＣＡ３区，各脑电波段的相对功率变化不明显（图４）。

（ａ）对照组和慢性应激模型组小鼠ＢＬＡ区５个脑电波段（ａｌｐｈａ～ｇａｍｍａ）的脑电相对功率的比较。（ｂ）对照组和慢性应激模型组小鼠

ＣＡ３区５个脑电波段（ａｌｐｈａ～ｇａｍｍａ）的脑电相对功率的比较。结果以平均值±标准偏差表示，样本量为７只／组，＊表示ｐ＜０．０５。

图４　慢性应激模型小鼠ＢＬＡ区和ＣＡ３区脑电相对功率的变化

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｐｏｗｅｒ　ａｔ　ｔｈｅ　ｆｉｖｅ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｂａｎｄｓ　ｏｆ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ａｎｄ　ｓｔｒｅｓｓｅｄ　ｍｉｃｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＢＬＡ　ａｎｄ　ＣＡ３
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３　讨论

在焦虑情绪的抑制和表达过程中，杏仁核基底外侧核（ＢＬＡ）是前额叶（ｍＰＦＣ）介导ｔｏｐ－ｄｏｗｎ情绪调

控的主要输入位点，ｍＰＦＣ对ＢＬＡ的调控在恐惧的识别与消退过程中较为关键［６］。在恐惧刺激存在的状

况下，ＢＬＡ对于恐惧信息的处理增强，负反馈到ｍＰＦＣ，ｍＰＦＣ激活ＢＬＡ区ＧＡＢＡ能抑制性中间神经元，
产生恐惧消退作用，调控焦虑情绪处理过程［７］。已有研究表明，慢性不可预知的刺激能够诱导情绪相关小

环路前额叶－杏仁核－海马结构的改变［８－９］。长期的慢性应激会导致前额叶和背侧海马神经元的萎缩，而
腹侧海马和杏仁核区域表现出神经元过度增大［１０］。我们对慢性应激焦虑模型小鼠脑电记录结果显示，与
对照组相比ＢＬＡ区脑电绝对功率在５个波段均有上调趋势，说明慢性应激诱导了小鼠ＢＬＡ区神经活性

的过度激活从而导致了焦虑反应。ＢＬＡ区神经元集群的活性改变，可能是因为慢性应激造成 ｍＰＦＣ对

ＢＬＡ区的负反馈ｔｏｐ－ｄｏｗｎ调控下调，ＢＬＡ区的过度激活，使得杏仁核到脑干 蓝 斑（ＬＣ）、室 管 外 周 灰 质

（ＰＡＧ）、臂旁核（ＰＢＮ）等的投射增多，增强了觉醒、僵直、喘息增强等焦虑样行为表型［１１］；同时也增强了杏

仁核边缘区纹状体终端基底核（ＢＮＳＴ）对外周去甲肾上腺素系统的激活，引发应激反应的增强［１２］。
我们进一步地分析了杏仁核基底外侧核ＢＬＡ及海马ＣＡ３区的局部场电位相对功率，结果显示：慢性

应激后的小鼠与对照小鼠相比，ＣＡ３区的脑电节律各波段的变化不明显；而ＢＬＡ区的ｔｈｅｔａ波段的相对

功率表现出显著的下调，ｄｅｌｔａ波段表现出显著的上调。研究表明，ｔｈｅｔａ节律的改变通常在情绪处理相关

的前额叶－杏仁核－海马小环路上提供前额叶的皮层调控作用［１３－１４］。因此，ｔｈｅｔａ节律与恐惧的形成及焦

虑等情绪行为的表达有关［１５］。在ＢＬＡ区，ｔｈｅｔａ节律与危险评估及应激反应有关，在小鼠从危险状态过

度到安全状态，焦虑症状下调，应激反应减小及恐惧消退的过程中，ｔｈｅｔａ波段的节律振荡会有所增加［１６］。
慢性应激过程诱导了ｔｈｅｔａ波段局部场电位相对功率的显著下调，说明慢性应激造成ＢＬＡ区的ｔｈｅｔａ波

段介导的恐惧消退，应激平复的作用下调，从而增加了恐惧的表达，产生焦虑样行为表型。在应激状态下，
腹侧海马区到杏仁核及边缘皮层或者一些情绪处理相关的亚皮层结构的投射增加，参与了情绪反应过程

和高级认知功能［１７］。ｄｅｌｔａ节律通常与意识及工作记忆的形成有关，慢性应激造成小鼠表现出ＢＬＡ区

ｄｅｌｔａ节律的相对功率的上调，我们推断可能是因为慢性应激增加了海马区到杏仁核区神经元的投射的突

触可塑性，上调了小鼠的记忆形成等认知过程，反应出ｄｅｌｔａ节律的上调［１８］。
慢性应激诱导了小鼠杏仁核基底外侧核（ＢＬＡ）神经元集群发放的过度激活，下调了ＢＬＡ区的ｔｈｅｔａ

波段的脑电相对功率，从而增强了杏仁核对起始焦虑样行为反应的脑干相关核团的激活，下调了ｔｈｅｔａ节

律介导的ＢＬＡ区安全识别、恐惧消退的过程，增加了焦虑样的应激反应。本研究对于焦虑症中，情绪处理

关键核团杏仁核的神经活性功能异常的研究提供支持，也为焦虑症发病机制的脑电研究提供了参考。
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