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抑郁样小鼠肠黏膜屏障功能障碍研究
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　　摘　要　目的　研究慢性社会击败应激所致抑郁样小鼠肠黏膜屏障功能性变化。方法　构建慢性社会击
败应激小鼠模型，运用社会接触实验检测小鼠抑郁样行为，将小鼠分为抑郁敏感组（１０只）、抑郁抵抗组（６只）、
空白对照组（１０只），ＨＥ染色制片观察肠上皮的组织形态学变化并评分，实时荧光定量 ＰＣＲ测定 Ｍｕｃ２基因的
表达量。结果　与空白对照组相比，抑郁敏感组小鼠回肠组织形态结构出现明显损伤，且组织病理学评分显著
升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），抑郁抵抗组与空白对照组差异不显著（Ｐ＞０．０５）；抑郁敏感组 Ｍｕｃ２的
ｍＲＮＡ表达上调，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），抑郁抵抗组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。结论　慢性社会击败应
激所致小鼠抑郁症可能与肠黏膜机械屏障损伤存在相关性。
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　　抑郁症是一种常见的精神障碍性疾病，主要表
现为情绪低落、兴趣缺乏、回避交往等［１］。随着现

代社会生活节奏加快、工作压力加大，使得该症状

逐渐显露，严重危害人类身心健康。迄今为止，对

于抑郁症的发病机制尚未明确，严重制约了该病的

有效防治。肠屏障是指肠道能够防止肠内的有害

物质穿过肠黏膜进入人体，由机械屏障、化学屏障、

免疫屏障与生物屏障共同构成［２］，其中以机械屏

障最为重要，正常情况下机械屏障由上皮细胞紧密

连接、黏液与菌膜构成，其他屏障发生作用有赖于

机械屏障的完整性。近年调查发现，慢性心理应

激、不良生活事件等是肠易激综合征和炎症性肠病

的发病因素［３］，主要机制为慢性应激作用中枢神

经系统，调控肠神经活动影响肠蠕动和分泌系统，
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进而导致炎症反应［４］。

抑郁症状态下肠黏膜机械屏障功能的情况，目

前还不清楚。本文拟通过慢性社会击败应激模型

模拟社会压力状态，评价其所致抑郁样小鼠肠道黏

膜机械屏障的功能性变化，为抑郁症的治疗提供新

治疗方案。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　动物　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，雄性，７周龄，体重
２２～２４ｇ，购于北京维通利华实验动物有限公司，标
准环境饲养。退役雄性 ＣＤ１种鼠，体重３２～３４ｇ，
购于北京维通利华实验动物有限公司，标准环境饲

养。实验符合实验动物福利和动物伦理学要求。

１．１．２　实验器材　显微镜（ＭｏｔｉｃａｍＰｒｏ２８２Ａ）、
组织包埋机（Ｌｅｉｃａ）、组织切片机（Ｌｅｉｃａ）、实时荧
光定量 ＰＣＲ仪（Ｔｈｅｒｍｏ）、双板夹辛电泳槽（Ｂｉｏ
ｒａｄ）、凝胶成像分析系统（Ｂｉｏｒａｄ）。
１．１．３　主要试剂　ＨＥ染色液（国药集团）、二甲
苯、无水乙醇、盐酸、中性树胶、总 ＲＮＡ提取试剂
（上海生工）、通用反转录试剂盒（上海生工）、２×
ＳＧＦａｓｔｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（上海生工）。
１．２　方法
１．２．１　慢性社会击败应激构建抑郁模型　慢性社
会击败应激模型的构建方法参照有关文献［５］。首

先，筛选ＣＤ１小鼠攻击性。同时，选取Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
随机分为对照组（ＣＯＮ）１０只和应激组１６只，单笼
饲养，正常饮食１周。如图１所示，取应激组Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠１只，放入有陌生 ＣＤ１小鼠的饲养笼隔间中使
ＣＤ１小鼠会对 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠进行间歇性的攻击，
５ｍｉｎ后，两只鼠被透明带孔的隔板分隔，持续２４ｈ。
第２天将 Ｃ５７ＢＬ／６鼠放入另一只陌生 ＣＤ１小鼠笼
中；第３天再放入第３只 ＣＤ１小鼠笼中，如此连续应
激１０ｄ。在此期间，对照组则保持２只一笼，每天相互
更换接触不同的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠。

注：Ａ．身体攻击；Ｂ．感官刺激

图１　慢性社会击败应激示意图

１．２．２　社会交互实验评价模型　社会交互实验的
具体过程参照相关文献［６］。第一阶段无社会交互

对象（ＮｏＴａｒｇｅｔ），第二阶段有社会交互对象（Ｔａｒ
ｇｅｔ），两个测试阶段均历时１５０ｓ。如图２所示，在
敞（５０ｃｍ×５０ｃｍ×５０ｃｍ）一侧正中放入底部有孔
小盒，用来放置 ＣＤ１小鼠，以一侧中点为中心，划
出一矩形区域作为交互区域（ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｚｏｎｅ），另
一侧两角落划出方形区域作为非交互区（Ｃｏｒ
ｎｅｒｓ）。通过Ａｎｙｍａｚｅ动物行为学视频分析系统统
计交互时间。计算对照组和应激组在 Ｔａｒｇｅｔ中交
互区与非交互区累积时间比率（ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ，
ＩＲ），根据测试结果分亚组，应激组中 ＩＲ＜１为抑
郁敏感组（ＳＵＳ，ｎ＝１０），ＩＲ≥１为抑郁抵抗组
（ＲＥＳ，ｎ＝６）。

图２　社会交互实验示意图

１．２．３　标本采集　抑郁造模成功后，眼球取血处
死小鼠，迅速取出回肠、结肠。取相同部位部分回

肠、结肠组织固定于４％多聚甲醛，用于 ＨＥ染色。
剩余组织，液氮速冻，并转移到－８０℃保存，用于后
期荧光定量ＰＣＲ分析。
１．２．４　ＨＥ染色　取固定好的组织，经脱水透明、
浸蜡包埋、切片、脱蜡染色等步骤制作 ＨＥ染色组
织切片。镜检：每张切片随机取５个不同视野
（６０μｍ），进行组织病理学评分（表），包括炎细胞
浸润程度、肠黏膜损伤程度及肠隐窝损伤程度３项。
见表１。总评分＝每项评分 ×该项所涉及肠黏膜面
积占总面积的百分比参数（０％～２５％，１；２６％ ～
５０％，２；５１％ ～７５％，３；７６％ ～１００％，４）；０≤总分
≤４０；评分由２位病理专科医生双盲评估［７］。

表１　肠道组织炎症损伤病理学评分

组织学变化／评分 ０ １ ２ ３ ４

炎细胞浸润程度 无 轻微 较严重 严重 —

肠黏膜损伤程度 无 黏膜层 黏膜下层 固有层 —

肠隐窝损伤程度 无 ０％～１０％ １０％～４０％ ４０％～７０％ ７０％～１００％

·４３２·
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１．２．５　Ｍｕｃ２测定　提取组织 ｍＲＮＡ并纯化，反
转录成 ｃＤＮＡ后，进行 ｑＲＴＰＣＲ（以 βａｃｔｉｏｎ作为
内参照，即管家基因），琼脂糖凝胶电泳，分析各组

小鼠绒毛组织中 Ｍｕｃ２ｍＲＮＡ表达量。使用
－２△△Ｃｔ方法判断相对值。引物序列如下：
Ｍｕｃ２上游引物ＧＣＴＡＴＧＴＧＣＣＴＧＧＣＴＣＴＡＡＴＡＴＧＧ

下游引物ＧＴＧＧＧＣＡＣＴＴＣＡＣＡＧＡＧＣＡＧＡＣ
βＡｃｔｉｎ上游引物 ＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧＡＣＴＣＣＴＡＴＧ

下游引物 ＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴＴＣＡＡＴ
１．３　统计学方法

应用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件对数据进行分析。
多组间比较采用方差分析，进一步两两比较采用

ＳＮＫｑ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠肠组织切片ＨＥ染色结果
与空白对照组小鼠相比，抑郁敏感组小鼠回肠

组织结构发生改变，主要表现在炎细胞浸润数量增

加、肠黏膜及肠隐窝出现损伤，抑郁抵抗组小鼠回

肠无明显变化。与空白对照组相比，抑郁敏感组和

抑郁抵抗组小鼠结肠组织结构均无明显变化。与

空白对照组小鼠相比，抑郁敏感组小鼠回肠组织病

理学评分明显提高（Ｐ＜０．０５），抑郁抵抗组小鼠无
显著性差异（Ｐ＞０．０５）。与空白对照组小鼠相比，
抑郁敏感组和抑郁抵抗组小鼠结肠组织病理学均

无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。见图３、图４。

注：Ａ．回肠（６０μｍ，３０μｍ）；Ｂ．结肠（６０μｍ，３０μｍ）

ＣＯＮ．空白对照组；ＳＵＳ．抑郁敏感组；ＲＥＳ．抑郁抵抗组

图３　小鼠肠道组织切片ＨＥ染色

注：与ＣＯＮ相比，Ｐ＜０．０５

图４　小鼠肠组织切片组织病理学评分
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２．２　各组Ｍｕｃ２ｍＲＮＡ表达情况
与空白对照组小鼠相比，抑郁敏感组小鼠回肠

Ｍｕｃ２基因表达量显著增加３．１倍（Ｐ＜０．０５），抑
郁抵抗组小鼠与空白对照组无显著性差异（Ｐ＞
００５）。见图５。

注：与ＣＯＮ相比，Ｐ＜０．０５

图５　小鼠回肠Ｍｕｃ２基因表达量

３　讨论

肠道是人体最大、最直接的外环境［８］，在维持

人体健康方面发挥着重要作用。近几年研究表明，

脑肠轴是由中枢、自主、肠神经及免疫系统所构成
的复杂双向调控网络［９］，成为现在解析神经精神

疾病发病机制的热点。

本文通过慢性社会击败应激模拟现今社会压

力状态，构建抑郁模型，通常采用观察肠组织形态

结构、内分泌体系等指标探究肠黏膜屏障的损伤状

况［１０］。本文中 ＨＥ染色结果表明抑郁可导致小鼠
肠黏膜机械屏障受损，主要表现为炎细胞浸润、肠

黏膜及隐窝损伤，属于肠道炎症的常见症状［１１］，表

明抑郁所致肠黏膜损伤主要表现为肠炎。且主要

表现在回肠，结肠不明显。回肠作为小肠的一部

分，表面有裸露的淋巴组织突起，即派伊尔结

（ＰＰｓ），Ｃｈａｓｓａｉｎｇ等［１２］发现，炎症性肠炎复发的最

早部位是ＰＰｓ，可见小肠是机体内炎症发生发展的
最初部位，结肠作为大肠的一部分，没有 ＰＰｓ，上皮
有较厚的黏液层覆盖，是肠道微生物聚集的主要部

位。本文中应用慢性社会击败应激造模时间为

１０ｄ，分析小鼠可能处于抑郁初期，即炎症初发期，
所以仅观察到回肠受损。本文中抑郁抵抗组小鼠

较空白对照组小鼠肠组织形态学无显著性差异，从

侧面说明，肠黏膜损伤可能对抑郁症的发生发展有

重要影响。

肠黏膜表面有许多突起，称为肠绒毛，绒毛根

部上皮向固有层下陷形成管状的小肠腺，称为肠隐

窝，绒毛表面和隐窝侧壁分布有杯状细胞，分泌黏

蛋白（Ｍｕｃｉｎ，Ｍｕｃ２）形成黏液保护层，具有杀菌、润
滑、通讯作用，通过观察黏液层及 Ｍｕｃ２的表达可
间接反映杯状细胞的功能性［１３］。有研究发现慢性

应激导致Ｍｕｃ２含量降低，提示黏液素分泌的减少
是慢性应激造成黏膜损伤的可能诱因［１４］。然而我

们的ｑＲＴＰＣＲ结果显示抑郁抵抗组较空白对照组
小鼠回肠 Ｍｕｃ２基因表达量显著增加（Ｐ＜０．０５），
表明抑郁抵抗组小鼠回肠中杯状细胞代谢活性增

强，推测Ｍｕｃ２的ｍＲＮＡ表达增加可能是抑郁初期
杯状细胞对其数量减少和黏液层损伤的一种暂时

性负反馈现象。

以上结果提示慢性社会击败应激所致小鼠的

抑郁症状与肠粘膜机械屏障损伤程度正相关，且主

要与回肠相关。
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