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摘要 目的 观察不同月龄对雌性 SD 大鼠焦虑、绝望及学
习记忆能力的影响，并探讨其可能的神经生物学机制。方法
2 月龄和 6 月龄雌性 SD 大鼠各 9 只，适应性饲养 1 周后
进行行为学实验，包括旷场实验、高架十字迷宫实验、Morris

水迷宫实验、Y 迷宫实验和强迫游泳实验。Western blot 方
法检测两组大鼠海马髓样细胞触发受体 2 ( TREM2 ) 的蛋白
表达。结果 两组大鼠在旷场实验和强迫游泳实验中的表
现差异无统计学意义。与 2 月龄 SD雌鼠比较，6 月龄 SD雌
鼠在高架十字迷宫实验中开臂的停留时间和移动距离增加;

在 Morris水迷宫定位航行实验中的逃避潜伏期显著缩短( P
＜ 0. 05) ，而在空间搜索实验中目标象限停留时间显著延长
( P ＜ 0. 05 ) ; 在 Y 迷宫中的新臂优先指数显著增加 ( P ＜
0. 05) 。Western blot结果显示，6 月龄 SD 雌鼠海马 TREM2

表达较 2 月龄组显著降低。Pearson 相关性检验结果表明，

海马 TREM2 的表达与大鼠在 Morris水迷宫空间搜索实验中
的目标象限游泳距离呈负相关性( r = － 0. 724，P = 0. 042 ) 。

结论 与 2 月龄 SD雌鼠相比，6 月龄 SD雌鼠的探究行为增
多、学习记忆能力增强，其机制可能与海马 TREM2 表达降低
有关。
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随着生活节奏的加快和人口老龄化趋势的增
加，抑郁症和老年性痴呆等神经精神疾病已发展为
威胁人类健康的公共卫生问题。建立可靠的动物模
型以探索其发病机制成为公共卫生领域和神经精神
学科的重要研究方向。SD 大鼠以数量多、繁殖快、
适应力强等特点，成为药理、毒理、药效及 GLP 实验
研究中常用动物，采用行为学实验观察 SD 大鼠的

情绪及学习记忆能力是神经药理实验常用方
法［1 － 2］。Benice et al［3］研究表明，性别和年龄因素
均可影响小鼠的学习记忆。而目前的研究［4 － 5］中考
察年龄因素影响多使用雄性实验动物，且多关注青
年或中年实验动物与老年实验动物的差别。

研究［6］显示，髓样细胞触发受体 2( triggering re-
ceptors expressed on myeloid cells 2，TREM2 ) 是阿尔
茨海默病的高风险基因，tau 蛋白过磷酸化、神经元
凋亡及突触前蛋白 SNAP25 下调等密切相关［7］。提
示 TREM2 的失衡在学习记忆损伤的影响。基于本
课题组前期研究［8 － 9］显示，综合女性抑郁或认知障
碍的发病率远远高于男性的文献报道［10］，该研究以
2 月龄和 6 月龄雌性 SD大鼠为实验对象，观察不同
月龄对神经精神行为的影响及海马 TREM2 的蛋白
表达，为抑郁症和老年痴呆模型的建立、机制研究及
药物开发提供实验依据。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 2 月龄和 6 月龄 SPF 级雌性 SD
大鼠各 9 只，购自安徽省实验动物中心。适应性饲
养 1 周后开始行为学检测。
1． 1． 2 主要试剂 一抗 Sirt1 ( 美国 Cell Signaling
Technoogy公司) ; β-actin( 北京博奥森生物技术有限
公司) ;二抗辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG、山羊抗兔
IgG( 北京中杉金桥生物技术有限公司) 。
1． 1． 3 主要仪器 Western blot 相关仪器设备( 美
国 Biorad公司) 。
1． 2 方法 采用行为学方法检测，行为学实验参照
本课题组常规方法在本院神经药理学实验室独立进
行［11 － 12］，实验期间暗光照明且摄像机实时记录。实
验结果采用 Any-maze行为学分析软件分析。
1． 2． 1 旷场实验 黑色旷场高 30 cm，为一边长
100 cm的正方形封闭区域。用白线将其划分为 16
个面积大小相等的正方形方格。中间 4 个方格定义
为中央区域，外周 12 个则为周围区域。将大鼠面壁
由任一角落放入旷场中自由活动 5 min，记录并分析
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其活动距离、中央区域停留时间、直立次数及理毛次
数。
1． 2． 2 高架十字迷宫实验 高架十字迷宫离地 50
cm，由 2 个开放臂 45 cm × 10 cm × 30 cm、2 个闭合
臂 45 cm ×10 cm ×30 cm和 1 个中间区 4 cm ×4 cm
组成。实验时每只大鼠放在中间( 头朝开放臂) ，允
许其自由探索 5 min，记录并分析其在不同区域的停
留时间、活动距离及潜伏期。
1． 2． 3 Morris水迷宫实验 迷宫为一圆形池，内壁
呈黑色， 1. 6 m、高度为 50 cm。实验期间注入水并
用食用色素将池水染成黑色，保持水深 30 cm、水温
( 22 ～ 23) ℃，实验期间平台位置及迷宫外参照物保
持不变，实验的迷宫被划分为四等分区域，依次定义
为第一、二、三、四象限，实验分定位航行和空间搜索
两部分。定位航行期间大鼠连续接受为期 3 d 的训
练，每天 4 次，记录大鼠 60 s内分别从 4 个不同象限
入水点入水找到平台所需的时间，即逃生潜伏期，4
次实验的平均成绩记为当日最终成绩，进入最后统
计。第 4 天进行空间搜索实验，即撤除平台，从平台
的对侧象限入水点将大鼠面向池壁放入水中，记录
60 s内的游泳轨迹并进行分析。
1． 2． 4 Y迷宫 Y 迷宫由一个中心区域和周围连
接的三条完全相同的封闭臂 48 cm × 10 cm × 20 cm
组成，三臂互为 120°角，呈三等分辐射状。将其中
一个臂封闭起来作为新异臂，另外两个臂中固定放
入动物的为起始臂，则余下一个为熟悉臂。正式实
验之前需先进行训练期实验，训练期将大鼠放入起
始臂，使其在起始臂和熟悉臂探索 10 min。24 h 后
进入检测期实验，此时开放新异臂，允许大鼠自由探
索 5 min，记录并分析大鼠的运动轨迹，根据公式计
算新异臂优先指数。新异臂优先指数 =新异臂停留
时间 /熟悉臂停留时间。
1． 2． 5 强迫游泳实验 大鼠强迫游泳实验装置为
一个高 60 cm， 25 cm 的圆柱型透明容器，实验时
控制水温在( 22 ～ 23 ) ℃，水深 30 cm。每只大鼠游
泳 5 min，观察指标包括: ① 不动时间: 指大鼠基本
不做主动的活动，身体基本呈笔直状态漂浮不动，仅
仅在必要的时候用后肢碰触底面避免窒息，水面平
静无起伏;② 挣扎时间:指大鼠积极主动的活动，四
肢无秩序运动，尤其前爪在水面上下不断运动，努力
向桶壁上方挣扎，水面起伏不停;③ 游泳时间:指大
鼠在桶内主动的环绕游泳，身体弯曲，背部拱起。
1． 3 Western blot 方法检测大鼠海马 TREM2 的
表达 RIPA裂解液裂解右侧海马，匀浆后进行蛋白

定量。取匀浆后，等量组织加入蛋白变性剂，在沸水
中煮沸 10 min 进行蛋白变性。变性后取 50 μg 蛋
白用 15% SDS-PAGE 凝胶电泳分离、转移到 PVDF
膜上，5% 脱脂牛奶封闭 1 h 后，孵育相应一抗
( TREM2 及 β-actin 浓度均为 1 ∶ 1 000 ) 并 4 ℃过
夜、洗脱后加二抗 37 ℃孵育 2 h，洗脱后 ECL显色、
曝光并进行定量分析。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行分析，
数据以 珋x ± s 表示。Morris 水迷宫中大鼠逃避潜伏
期的比较采用重复测量的单因素方差分析，其余变
量的组间比较采用 student’s t 检验，相关性分析采
用 Pearson检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同月龄对 SD 雌鼠在旷场实验中表现的影
响 2 月龄大鼠在旷场实验中的活动总距离平均
21. 8 m，平均速度 7. 2 s，中央停留时间平均 2. 9 s，
直立次数平均 26. 0 次，理毛次数平均 1 次; 6 月龄
大鼠在旷场实验中的活动总距离平均 21. 9 m，平均
速度 7. 3 s，中央停留时间平均 5. 7 s，直立次数平均
27. 6 次，理毛次数平均 2 次。可见，两组大鼠在旷
场实验中的活动距离和速度差异无统计学意义，与
2 月龄相比，6 月龄 SD 雌鼠的中央停留时间、直立
次数和理毛次数均有增加趋势，但两组间差异无统
计学意义。
2． 2 不同月龄对 SD 雌鼠在高架十字迷宫实验中
表现的影响 与 2 月龄 SD 雌鼠比较，6 月龄 SD 雌
鼠在开臂的停留时间( 图 1A) 和活动距离 ( 图 1B)
显著增加，但进入开臂和闭臂的潜伏期无显著差异
( 图 1C) 。
2． 3 不同月龄对 SD 雌鼠在 Morris 水迷宫实验中
表现的影响 两组大鼠在 Morris水迷宫定位航行实
验中找到水下平台所需时间 ( 逃生潜伏期 ) ( 图
2A) 。重复测量的单因素方差分析结果表明，实验
天数( F = 19. 697，P ＜ 0. 001 ) 和月龄 ( F = 6. 956，P
= 0. 018) 均对 SD 雌鼠的逃生潜伏期有显著影响。
两者之间无交互效应。与 2 月龄 SD雌鼠比较，6 月
龄 SD雌鼠的逃生潜伏期缩短。

空间搜索实验结果表明，两组大鼠在 1 min 自
由游泳时间内的游泳总距离和游泳速度差异无统计
学意义。与 2 月龄 SD 雌鼠比较，6 月龄 SD 雌鼠在
目标象限( 定位航行实验中逃生平台所在象限) 的
停留时间和游泳距离均显著增加 ( 图 2B、2C) 。提
示6月龄 SD雌鼠的学习记忆能力优于2月龄 SD
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图 1 不同月龄 SD雌鼠在高架十字迷宫实验中的表现
A :停留时间; B:移动距离; C:潜伏期; 与 2 月龄组比较: * P ＜ 0. 05

图 2 不同月龄 SD雌鼠在Morris迷宫实验中的表现
A: 定位航行实验的逃生潜伏期; B: 探索实验的目标象限游泳距离; C: 探索实验的目标象限停留时间; 与 2 月龄组比较: * P ＜ 0. 05

雌鼠。
2． 4 不同月龄对 SD 雌鼠在 Y 迷宫实验中表现的
影响 与 2 月龄 SD 雌鼠比较，6 月龄 SD 雌鼠在 Y
迷宫实验中的新异臂优先指数显著增加。提示 6 月
龄 SD 雌鼠的学习记忆能力优于 2 月龄 SD 雌鼠。
见图 3。

图 3 不同月龄 SD雌鼠在 Y迷宫实验中的表现

与 2 月龄组比较: * P ＜ 0. 05

2． 5 不同月龄对 SD 雌鼠在强迫游泳实验中表现
的影响 两组大鼠在强迫游泳实验中的不动时间均

较短，提示两组大鼠均无行为绝望样表现，且两组大
鼠的不动时间、游泳时间和挣扎时间均差异无统计
学意义。见图 4。

图 4 不同月龄 SD雌鼠在强迫游泳实验中的表现

2． 6 不同月龄对 SD 雌鼠海马 TREM2 表达的影
响 与 2 月龄 SD 雌鼠比较，6 月龄 SD 雌鼠海马
TREM2 表达显著降低。Pearson 检验结果表明，海
马 TREM2 的表达与大鼠在 Morris 水迷宫空间搜索
实验中的目标象限游泳距离呈负相关性 ( r =
－ 0. 724，P = 0. 042) 。见图 5。
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图 5 不同月龄 SD雌鼠海马 TREM2 的表达

1 ～ 4: 2 月龄组; 5 ～ 8: 6 月龄组; 与 2 月龄组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

模型动物的神经行为学实验是在神经生物学和
神经药理学领域重要和常用的实验手段。除了应激
刺激、药物干预等暴露因素之外，实验动物的品系、
年龄、性别等自然因素也会影响到实验动物的表现。
本研究以 SD 雌鼠为实验对象，观察不同月龄对其
神经行为学的影响。

旷场实验被广泛用于检测大、小鼠的自主活动、
焦虑及探究行为［13］。本研究中，2 月龄和 6 月龄 SD
雌鼠在旷场实验中均适度活动，且活动距离和速度
差异无统计学意义，提示两组大鼠的自主活动状态
正常且无差别。与 2 月龄 SD 雌鼠比较，6 月龄 SD
雌鼠的中央停留时间、直立次数和理毛次数均有增
加趋势，但两组间差异无统计学意义。

高架十字迷宫实验是利用动物对新异环境的探
究特性和对高悬敞开臂的恐惧，形成矛盾冲突行为
来考察动物的焦虑状态［14］。通常认为，进入开放臂
次数及停留时间与大鼠的焦虑情绪成负相关，进入
开放臂次数越少，停留时间越短，说明老鼠的焦虑情
绪越严重。本研究中，6 月龄 SD雌鼠在开臂的停留
时间和活动距离均高于 2 月龄 SD雌鼠，提示 6 月龄
SD大鼠更不焦虑。除了可以评价焦虑状态之外，实
验动物在开臂的活动状态也反映实验动物对新异环
境的探究欲望。综合其在旷场实验中直立次数增多
的行为，本研究结果显示 6 月龄 SD 雌鼠探究行为

较 2 月龄增多。
强迫游泳实验可检测实验动物的绝望行为，可

用于抑郁症动物模型评价及抗抑郁药物筛选。本研
究中，2 组大鼠的不动时间均较短，且两组大鼠的不
动时间、游泳时间及挣扎时间差异均无统计学意义，
提示两组大鼠无行为绝望表现。

Morris水迷宫和 Y迷宫是评估啮齿类动物空间
学习和记忆能力的经典方法［14 － 16］，品系、性别和年
龄均为影响其实验结果的重要因素之一［17］。本研
究中，与 2 月龄 SD雌鼠比较，6 月龄 SD雌鼠在Mor-
ris水迷宫定位航行试验中的逃生潜伏期缩短、空间
探索实验中的目标象限停留时间及游泳距离增加，
提示其学习记忆能力优于 2 月龄组。与此相一致的
是，6 月龄 SD雌鼠在 Y迷宫中的新臂优先指数也显
著高于 2 月龄组。与此相对应，在人类的成长过程
中，从少年到青壮年时期的学习记忆能力也逐渐增
强，随年龄进一步增长至老年时期则学习记忆能力
逐渐下降。

研究［8 － 9］显示，TREM2 的基因多态性和表达改
变与阿尔茨海默病等认知障碍性疾病的发病密切相
关，阿尔茨海默病患者脑内 TREM2 表达上调并与
神经病理学改变密切相关。本研究中，6 月龄 SD雌
鼠海马 TREM2 表达低于 2 月龄组，且与大鼠在
Morris水迷宫空间探索实验中的目标象限游泳距离
成负相关，进一步证实 TREM2 在学习记忆中的作
用。

综上所述，与 2 月龄 SD雌鼠比较，6 月龄 SD雌
鼠的探究行为增多，学习记忆能力增强，其机制可能
与两组大鼠海马 TREM2 的表达差异有关。然而，
本研究的不足在于没有同时观察模拟人类老龄阶段
的 SD雌鼠行为学改变，也没有同时关注性别差异。
这些因素有待于以后的研究中进一步观察和分析。
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Effect of aging on the learning and memory-associated behaviors
and the hippocampal protein expression of TREM2 in female SD rats

Han Yinxiu，Chen Zheng，Cui Zhen，et al
( School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the difference in the anxious，despair-like，and learning and memory behav-
ior tasks between female SD rats aging 2 month and 6 month and explore the possible mechanisms． Methods After
one week’s adapt breeding，18 female SD rats aging 2 month or 6 month were given the behavior tests including the
open field test，the elevated plus maze，Morris water maze，Y maze，and the forced swimming test． The hippocam-
pus were collected and the protein expression of triggering receptors expressed on myeloid cells 2 ( TREM2) was
detected via Western blot． Results There was no statistically significant difference between the two groups as re-
gard to the moving distance，the duration in the center，and the frequencies of rearing and grooming in the open
field test and the immobility in the forced swimming test． However，the sucrose preference index in the sucrose
preference test，the duration in the target quadrant in the test phase of the Morris water maze( P ＜ 0. 05) ，and the
preference index of the novel arm in the Y maze were increased in the 6 month group as compared with the 2 month
group( P ＜ 0. 05) ，while the escaping latency in the Morris water maze was decreased( P ＜ 0. 05) ． The hippocam-
pal protein expression of TREM2 in the 6 month group was less intensive than that in the 2 month group． Moreover，
result of Pearson test showed that the hippocampal protein expression of TREM2 was negatively correlated with the
duration in the target quadrant in the test phase of the Morris water maze( r = － 0. 724，P = 0. 042) ． Conclusion
These results indicated that the female SD rats aging 6 month have more exploring activity and better learning and
memory ability than 2 month group，the mechanism of which might be associated with the decreased expression of
TREM2 in the hippocampus．
Key words Morris water maze; Y maze; learning and memory; aging
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