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早期环境对大鼠脑源性神经营养因子
及其受体表达和脑发育的影响

陈金兰　陈燕惠

（福建医科大学附属协和医院儿科，福建 福州　３５０００１）

　　［摘　要］　目的　通过研究早期环境对大鼠学习记忆能力及脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）及其受体—酪氨
酸激酶受体Ｂ（ＴｒｋＢ）表达的影响，探讨早期环境对发育期大鼠脑发育的影响及可能调控机制。方法　４５只新生
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｌｙ（ＳＤ）大鼠随机分为丰富环境组、隔离环境组及对照组，每组１５只。丰富环境组处于丰富环境中饲
养，隔离环境组大鼠在单调环境下成长，对照组大鼠在普通环境中常规饲养。大鼠生后２８～２９ｄ采用 “Ｙ”臂迷宫
试验检测学习记忆功能。海马ＣＡ３区与额叶皮质区神经元数量及ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ表达水平分别采用尼氏染色、免疫
组织化学染色方法进行检测。结果　与隔离环境组及对照组相比，丰富环境组大鼠达到学会标准所需训练的次数
减少（Ｐ＜０．０１），记忆保持百分率提高（Ｐ＜０．０１）；与对照组相比，隔离环境组大鼠达到学会标准所需训练的次数
增加（Ｐ＜０．０１），记忆保持百分率下降（Ｐ＜０．０１）。尼氏染色结果显示，３组间额叶皮质区及海马ＣＡ３区神经元数
量以丰富环境组最高，对照组次之，隔离环境组最低（Ｐ＜０．０１）；免疫组织化学染色结果显示，丰富环境组大鼠海马
ＣＡ３区及额叶皮质区ＢＤＮＦ及ＴｒＫＢ表达水平高于对照组和隔离环境组（Ｐ＜０．０１），且隔离环境组 ＢＤＮＦ及 ＴｒＫＢ
表达水平低于对照组（Ｐ＜０．０１）。结论　早期环境可通过影响海马与额叶ＢＤＮＦ及其受体ＴｒｋＢ表达，而影响发育
期大鼠远期脑发育及脑功能。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（９）：７０３－７０７］
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　　生命早期是神经元生长、分化和突触形成的关
键时期。１９４７年Ｈｅｂｂ首次提出丰富环境刺激可促
进脑功能的发展［１］。近年来，许多研究表明，早期

环境对脑发育和远期行为有深刻的影响，其中早期

丰富环境对发育期动物和儿童远期认知、性格特征

产生积极影响［２４］；而早期隔离环境作为研究生命早

期应激的常用模型，可引起发育期大鼠认知缺陷、学

习记忆能力减退、焦虑样行为等［５６］。脑源性神经营

养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）是
哺乳类动物脑内分布最广、含量最高的神经生长因

子，本研究拟通过研究早期环境对发育期大鼠ＢＤＮＦ
及其特异受体 －酪氨酸激酶受体 Ｂ（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒＢ，ＴｒｋＢ）的影响，探讨早期环境对脑发育的
影响及可能调控机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
清洁级ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｌｙ（ＳＤ）孕鼠６只，体重３００～

３５０ｇ，购于上海斯莱克实验动物有限公司。将４５只新
生ＳＤ仔鼠，体重相近，雌雄不限，随机分为丰富环境
组、隔离环境组和正常对照组，每组１５只。动物饲养
环境室温控制在２３±２℃，湿度５６％，１２ｈ光照刺激，
１２ｈ间断照明，大鼠自由摄食、饮水，定期换笼饲养。
１．２　环境干预
１．２．１　丰富环境　　丰富环境［７８］为一大笼（４２ｃｍ×
２６ｃｍ×２１ｃｍ）内放置不同颜色及形状的物体，包括
管道、秋千、斜坡和玩具等，每周定期更换笼中物体

２次。仔鼠断乳前，即出生后１ｄ（Ｐ１）～Ｐ２０，每日上
午９∶００～１２∶００从母鼠笼中将仔鼠移到丰富环境中
３ｈ；自断乳起（Ｐ２１）仔鼠全天放入丰富环境中，持续
至第２８天。当仔鼠置于丰富环境时，每日一次以明
暗红色灯光刺激视觉发育，同时播放轻音乐刺激听觉

发育，全程１５ｍｉｎ。
１．２．２　隔离环境　　参照文献设计［９］。隔离环境为

笼内不放置任何物体的单调笼。Ｐ１～Ｐ２０，每日上午
９∶００～１２∶００将仔鼠从母鼠笼中移至隔离环境３ｈ，自
Ｐ２１起仔鼠全天放入隔离环境中，持续至第２８天。
１．２．３　正常对照　　大鼠置于原环境下饲养，即
Ｐ１～Ｐ２０，每日上午９∶００～１２∶００将母鼠移出普通饲
养笼３ｈ。自Ｐ２１起将母鼠全天移出，实验仔鼠与其
它同窝生大鼠原笼饲养，持续至第２８天。
１．３　方法
１．３．１　行为学测试　　“Ｙ”臂迷宫试验装置参照
文献［１０］自制。通过灯光和电刺激，使动物形成回避

条件反射，观察和记录动物的回避条件反应能力和

空间辨别能力，从而分析和推断动物的学习、记忆和

空间认知等方面的能力。学习分辨能力的检测：于

生后第２８天傍晚时进行检测，训练大鼠由暗臂（通
电）跑向亮臂（断电）以逃避电击（即为正确）。每次

测试随机点亮一臂，检测大鼠学会逃避电击的能力，

连续１０次试验中９次正确即为学会，以达到学会标
准需要训练的次数为学习能力的指标。记忆保持能

力的检测：测试学习分辨能力后２４ｈ，再次检测，观
察１０次中有几次正确，以百分数表示。
１．３．２　实验取材　　每组１５只大鼠分别于生后第
３２天时，予１０％水合氯醛麻醉后（３００ｍｇ／ｋｇ），剪开
腹腔及膈肌，暴露心脏，２０ｍＬ生理盐水经升主动脉
快速冲洗，再灌注 ４０ｇ／Ｌ多聚甲醛磷酸缓冲液
（４℃）１００ｍＬ，维持 ３０ｍｉｎ。开颅取脑，参照 Ｐａｘｉ
ｎｏｓＷａｓｔｏｎ图谱［１１］在冰上快速分离海马、额叶，放

于４０ｇ／Ｌ多聚甲醛中固定过夜。常规脱水、石蜡包
埋、连续冠状切片，切片厚度４μｍ，间隔６张切片取
１张切片，进行尼氏染色或免疫组织化学染色，每个
样本分别取 ６张切片行单项染色实验，各切片取
３个视野进行观察。
１．３．３　尼氏染色　　切片常规脱蜡至水；１％甲苯
胺蓝溶液（福州迈新公司）于５０～６０℃温箱中染色
１０ｍｉｎ，自来水冲洗；自来水浸泡１５ｍｉｎ或温水浸泡
（约５０℃）５ｍｉｎ；常规脱水、透明、封片；光镜下计数
外形及内部结构完整的神经元数目并取均值。

１．３．４　免疫组织化学染色　　实验用 ＢＤＮＦ（ｓｃ
２０９８１）兔抗大鼠多克隆抗体与 ＴｒｋＢ（ｓｃ８３１６）兔抗
大鼠多克隆抗体均够自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＳＰ法
免疫组化试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒及羊抗兔二抗均
购自北京中杉金桥公司。切片常规脱蜡至水，于

０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液中进行高压抗原修复，
３％过氧化氢室温孵育１０ｍｉｎ，正常山羊血清３７℃
封闭２０ｍｉｎ，滴加兔抗大鼠 ＢＤＮＦ多克隆抗体（１∶
２００）或兔抗大鼠 ＴｒｋＢ抗体（１∶１５０），４℃湿盒内孵
育过夜，滴加二抗辅助试剂室温孵育１０ｍｉｎ，滴加羊
抗兔二抗３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色２ｍｉｎ，苏木素
复染１ｍｉｎ，透明、中性树脂封片。阴性对照用 ＰＢＳ
替代一抗。采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析系统，
分析各脑区每高倍镜视野下 ＢＤＮＦ和 ＴｒｋＢ的免疫
组织化学染色的积分光密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎ
ｓｉｔｙ，ＩＯＤ），并取平均值。
１．４　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计学分析，计
量资料以均数±标准差表示（ｘ±ｓ），多组间比较采
·４０７·
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用单因素方差分析，组内两两比较采用ＬＳＤｔ检验，
相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结 果

２．１　各组大鼠体重发育比较
在不同日龄检测各组大鼠体重发育情况，结果

显示各组间大鼠在不同日龄体重发育情况方面差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠不同日龄体重比较　（ｘ±ｓ，ｇ）

组别 鼠数 Ｐ１ Ｐ５ Ｐ２１ Ｐ３０

对照组 １５ ６．３±０．５ １１．４±１．２ ４６．６±５．６ ８８．１±７．９
丰富环境组 １５ ６．５±０．５ １１．７±０．９ ４６．７±４．４ ８９．３±６．３
隔离环境组 １５ ６．６±０．８ １１．６±０．７ ４５．６±５．６ ８８．９±１０．１
Ｆ值 １．１６０ ０．６３０ ０．２１８ ０．０８０
Ｐ值 ０．３２４ ０．５９３ ０．８０５ ０．９２２

２．２　各组大鼠行为学试验结果比较
在“Ｙ”臂迷宫试验中，与隔离环境组及对照组

相比，丰富环境组大鼠达到学会标准所需训练的次数

减少（Ｐ＜０．０１），记忆保持百分率提高（Ｐ＜０．０１）。
与对照组相比，隔离环境组大鼠达到学会标准所需

训练的次数增加（Ｐ＜０．０１），记忆保持百分率下降
（Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　各组大鼠学习记忆成绩比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 达学会标准次数 记忆保持能力（％）

对照组 １５ １６．１±２．０ ６１．３±１１．３
隔离环境组 １５ ２２．１±２．６ａ ４１．３±１０．６ａ

丰富环境组 １５ １２．６±１．６ａ，ｂ ８２．７±９．６ａ，ｂ

Ｆ值 ７６．３０ ５８．０１
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与隔离环境组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　各组大鼠海马ＣＡ３区及额叶皮质区形态学改变
尼氏染色结果显示，每高倍镜视野（ＨＰ）下，对

照组大鼠海马ＣＡ３区及额叶皮质区神经元染色浅，
异染色质少，核较为清晰；隔离环境组大鼠海马ＣＡ３
区及额叶皮质区神经元细胞均有变性、坏死，神经元

及胶质细胞严重皱缩深染，细胞核变小，甚至细胞脱

失，存活神经元数目少于对照组（Ｐ＜０．０５）；丰富环
境组海马ＣＡ３区及额叶皮质区神经元细胞核、核仁
清晰，轴突和树突易区分，存活神经元数目多于对照

组（Ｐ＜０．０１）。见表３，图１。

　　表３　各组大鼠海马 ＣＡ３区及额叶皮质区神经元数目
比较（个／ＨＰ）

组别 鼠数 海马ＣＡ３区 额叶皮质区

对照组 １５ ６０±９ ６６±９
隔离环境组 １５ ４９±９ｂ ５１±１１ａ

丰富环境组 １５ ７４±６ａ，ｃ ８０±１２ａ，ｃ

Ｆ值 １２．６９ ２７．４０
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与隔

离环境组比较，Ｐ＜０．０１
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　　图１　各组大鼠神经元尼氏染色结果（×４００）　尼氏染色显示丰富环境组海马ＣＡ３区和额叶皮质区神经元数目显著多于
隔离环境组及对照组，隔离环境组神经元数目较对照组明显减少。
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２．４　各组大鼠海马ＣＡ３区及额叶皮质区ＢＤＮＦ及
ＴｒｋＢ表达水平比较

ＢＤＮＦ及其受体 ＴｒｋＢ的阳性表达产物为胞浆
内褐色沉淀物，广泛分布于海马ＣＡ３区及额叶皮质
结构，高倍镜下观察阳性颗粒分布于神经元胞体并

延续到纤维（图２～３）。与对照组及隔离环境组比
较，丰富环境组海马 ＣＡ３区及额叶皮质区的 ＢＤＮＦ
及其受体ＴｒｋＢ表达均增多（Ｐ＜０．０１）；与对照组相
比，隔离环境组海马 ＣＡ３区及额叶皮质区的 ＢＤＮＦ
及其受体ＴｒｋＢ表达均减少（Ｐ＜０．０１）。见表４。

　　表４　各组大鼠海马ＣＡ３区及额叶皮质区 ＢＤＮＦ及其
受体ＴｒｋＢ表达水平比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＢＤＮＦＩＯＤ

海马ＣＡ３区 额叶皮质区

ＴｒｋＢＩＯＤ

海马ＣＡ３区 额叶皮质区

对照组 １５ 　９１±１２ 　９８±２０ 　８６±１４ 　８０±２０
隔离环境组 １５ 　６８±１９ａ 　６７±２２ａ 　６４±１２ａ 　６５±２６ａ

丰富环境组 １５ １０５±１７ａ，ｂ １２１±１８ａ，ｂ １０５±１５ａ，ｂ １１３±２９ａ，ｂ

Ｆ值 １９．６８ ２６．７６ ３４．６４ １３．８６
Ｐ值 ０．００１ ０．００１ ０．００１ ０．００１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与隔离环境组比较，Ｐ＜０．０１
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　　图２　各组大鼠ＢＤＮＦ免疫组化染色结果　丰富环境组海马ＣＡ３区及额叶皮质区的 ＢＤＮＦ表达均较隔离环境组和对照
　　组增多，隔离环境组海马ＣＡ３区及额叶皮质区ＢＤＮＦ表达较对照组明显减少。箭头所示褐色沉淀物为阳性颗粒。
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　　图３　各组大鼠ＴｒｋＢ免疫组化染色结果　丰富环境组海马ＣＡ３区及额叶皮质区的ＴｒｋＢ表达均较隔离环境组和对照组
增多，隔离环境组海马ＣＡ３区及额叶皮质区ＴｒｋＢ表达较对照组明显减少。箭头所示褐色沉淀物为阳性颗粒。

３　讨 论

ＢＤＮＦ是哺乳类动物脑内分布最广、含量最高的
神经生长因子，１９８２年由德国神经生物学家 Ｂｒａｄｅ

Ｙ．Ａ从猪脑中分离纯化，系由神经元、神经支配的
靶组织或神经胶质细胞等分泌的多肽，在中枢神经

系统神经元中广泛表达，其阳性颗粒分布于神经元

胞体并延续到纤维，以海马回ＣＡ１～ＣＡ４区、齿状回
和皮质的含量最高，是神经系统发育过程中的关键
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信号分子，与特异性高亲和力受体 ＴｒｋＢ结合，激活
细胞内信号转导，发挥生物学效应［１２１３］。ＢＤＮＦ及
其受体在大脑高级活动如学习、记忆和认知行为中，

起着极为重要的作用，在神经系统的不同发育时期

和不同部位有着不同的表达，受发育的调控［１４１５］。

额叶和海马被认为是学习和记忆的关键部位，

在调节学习、记忆等认知能力方面发挥着重要的作

用，并且是 ＢＤＮＦ和 ＴｒｋＢ表达最为丰富的脑
区［１，１６１７］。

本研究显示在保证食物、水分供给的条件下，早

期不同环境饲养成长的大鼠，尽管体重变化无明显

差异，但脑发育与脑功能却有明显差异。神经元是

神经系统的结构和功能单位，尼氏小体是神经元的

特征性结构之一。在生理情况下，尼氏体大而数量

多，反映神经细胞合成蛋白质的功能较强。本研究

发现，隔离环境下成长的大鼠海马 ＣＡ３区及额叶皮
质区的ＢＤＮＦ及其受体 ＴｒｋＢ表达较对照组明显减
少，部分海马 ＣＡ３区及额叶皮质区神经元细胞变
性、坏死，神经元及胶质细胞严重皱缩深染，细胞核

变小，甚至细胞脱失，存活神经元数目较对照组大鼠

明显减少；同时，成年后学习记忆能力也明显落后于

对照组大鼠，表现为在“Ｙ”臂迷宫试验中达到学会
标准所需训练的次数增多，记忆保持百分率降低。

而丰富环境下成长的大鼠海马 ＣＡ３区及额叶皮质
区的ＢＤＮＦ及其受体ＴｒｋＢ表达明显增多，存活神经
元数目也多于对照组。同时，行为学试验结果显示，

丰富环境组大鼠在“Ｙ”臂迷宫测试中达到学会标准
所需训练的次数少、记忆保持百分率高。提示早期

环境可能通过影响与学习记忆相关脑区ＢＤＮＦ及其
受体ＴｒｋＢ的表达，而影响脑发育与认知功能。
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