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选择性过表达海马CB1R缓解慢性应激诱导的神经发生减弱及行为学损伤

游娅君
1
，陈 艳

1
，黄杜娟

2
，蒋 林

3
，邓宇辉

2
，周宇宁

2
，唐 勇

2
，肖 倩

1
　　重庆医科大学：

1
基础医学院放射医

学教研室，
2
基础医学院组织与胚胎学教研室，

3
实验教学管理中心，重庆

［摘要］ 目的 探究选择性过表达海马大麻素受体 1（cannabinoid receptor 1，CB1R）对应激大鼠海

马齿状回内新生细胞、新生成熟神经元的影响。方法 将32只6~8周龄雄性SD大鼠（体质量180~220 g），
按照随机抽样法分为对照（Control）组（n=10）和应激（Stress）组（n=22）。其中 Stress组接受慢性束缚应

激（chronic restraint stress，CRS）干预3周后，按随机抽样法抽取11只大鼠作为选择性过表达海马大麻素

受体1（Stress+CB1R-OE）组，利用脑立体定位注射技术对Stress+CB1R-OE组大鼠海马体内注射CB1R过

表达腺相关病毒，Control组和 Stress组注射空载腺相关病毒，分别命名为Control+AAV-NC、Stress+AAV-

NC组，病毒转染持续 3周。实验进行的第 1~7周的每周日上午检测各组大鼠体质量。采用新环境进食

抑制实验评估各组大鼠的行为学水平。采用免疫荧光染色法检测各组大鼠海马齿状回（dentate gyrus，
DG）内 5-溴-2’-脱氧尿苷（5-bromo-2’-deoxyuridine，BrdU）、神经元核抗原（neuronal nuclei，NeuN）、CB1R
的表达（n=5，每只取 3片切片），采用激光共聚焦显微镜扫描，Imaris 软件计算海马齿状回单位体积内

BrdU+、BrdU+/NeuN+细胞密度，Image J软件测定海马齿状回CB1R及NeuN平均荧光强度。采用Western blot
检测各组大鼠海马体内CB1R的蛋白表达水平。结果 连续 3 周 CRS 干预后，Stress+AAV-NC 组大鼠

体质量显著低于 Control+AAV-NC 组（P=0. 001），3周的选择性过表达海马CB1R对 Stress+CB1R-OE组

大鼠体质量增长具有一定作用，但 Stress+CB1R-OE组大鼠体质量仍显著低于 Control+AAV-NC组大鼠

（P=0. 004）。新环境进食抑制测试结果显示，与Control+AAV-NC组相比，Stress+AAV-NC组大鼠的进食

潜伏期显著延长（P<0. 001），2 组大鼠在 5 min 内的进食能力无显著差异。在选择性过表达海马

CB1R 后，Stress+CB1R-OE 组进食潜伏期显著缩短（P=0. 039），3组大鼠进食能力无显著差异。免疫荧

光结果显示，与Control+AAV-NC组相比，Stress+AAV-NC组大鼠海马齿状回内CB1R+细胞荧光光度值显

著减弱（P=0. 008）。选择性过表达海马 CB1R 后，与 Stress+AAV-NC组比较，Stress+CB1R-OE组大鼠海

马齿状回内CB1R+平均荧光强度显著增强（P<0. 001）。Western blot结果显示，与 Control+AAV-NC组相

比，Stress+AAV-NC 组大鼠海马内 CB1R 蛋白表达水平显著降低（P=0. 001）。与Stress+AAV-NC组相比，

Stress+CB1R-OE组大鼠海马CB1R表达水平显著增加（P<0. 001）。与 Control+AAV-NC 组相比，Stress+AAV-

NC组大鼠海马齿状回中BrdU+新生细胞密度减少（P=0. 003）、BrdU+/NeuN+的新生成熟神经元密度减少

（P=0. 001）。选择性过表达海马 CB1R 后，Stress+CB1R-OE 组大鼠海马齿状回内 BrdU+密度显著增加

（P=0. 035）、BrdU+/NeuN+的密度显著增多（P=0. 028），3组大鼠海马齿状回内 NeuN+的平均荧光强度无

显著差异。结论 选择性过表达海马CB1R能够缓解应激介导的大鼠海马神经发生减弱，进而改善应

激大鼠的行为学损伤。
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［Abstract］ Objective　To investigate the effects of selective overexpression of hippocampal 

cannabinoid receptor 1 (CB1R) on newly generated cells and newly matured neurons in the hippocampus of 
stress-induced rats.  Methods　  Thirty-two 6-8 week-old male SD rats (body weight 180 to 220 g) were 
randomly assigned to a Control group (n=10) and a Stress group (n=22).  After the Stress group underwent 3 weeks 
of chronic restraint stress (CRS), 11 rats were randomly selected to form the Stress+CB1R-OE group, receiving 
hippocampal injections of an adeno-associated virus (AAV) for CB1R overexpression via stereotaxic surgery.  
The Control group and the remaining Stress group received a null AAV, designated as Control+AAV-NC and 
Stress+AAV-NC groups, respectively; viral transfection lasted 3 weeks.  Body weight was measured every 
Sunday morning for weeks 1 to 7.  Behavioral levels were assessed using the novel environment feeding 
suppression test.  Immunofluorescence staining was used to detect the expression of 5-bromo-2'-deoxyuridine 
(BrdU), Neuronal Nuclei (NeuN), and CB1R in the hippocampal dentate gyrus (DG) (n=5 per group, 3 slices 
per rat).  A NOVEL confocal microscope was used for scanning.  Imaris software calculated the density of BrdU⁺ 
and BrdU⁺/NeuN⁺ cells per unit volume in the DG, while Image J software measured the mean fluorescence 
intensity of CB1R and NeuN in the DG.  Western blot assay was used to detect hippocampal CB1R protein 
expression levels.  Results　 After 3 weeks of CRS, the body weight of the Stress+AAV-NC group was 
significantly lower than that of the Control+AAV-NC group (P=0. 001).  Selective hippocampal CB1R 
overexpression for 3 weeks partially ameliorated body weight gain in the Stress+CB1R-OE group, but their 
weight remained significantly lower than the Control+AAV-NC group (P=0. 004).  The novel environment 
feeding suppression test showed that compared to the Control+AAV-NC group, the Stress+AAV-NC group had 
a significantly prolonged feeding latency (P<0. 001), with no significant difference in feeding amount within 
5 min.  After selective CB1R overexpression, the Stress+CB1R-OE group showed a significantly shortened 
feeding latency (P=0. 039), with no significant differences in feeding amount among the three groups.  
Immunofluorescence results indicated that compared to the Control+AAV-NC group, the Stress+AAV-NC 
group had a significantly reduced mean fluorescence intensity of CB1R ⁺ cells in the DG (P=0. 008).  After 
selective CB1R overexpression, the Stress+CB1R-OE group showed a significantly increased mean CB1R 
fluorescence intensity in the DG compared to the Stress+AAV-NC group (P<0. 001).  Western blotting results 
showed that hippocampal CB1R protein expression was significantly lower in the Stress+AAV-NC group than in 
the Control+AAV-NC group (P=0. 001).  Compared to the Stress+AAV-NC group, the Stress+CB1R-OE group 
had a significantly increased hippocampal CB1R expression level (P<0. 001).  Compared to the Control+AAV-NC 
group, the Stress+AAV-NC group had reduced densities of BrdU⁺ newborn cells (P=0. 003) and BrdU⁺/NeuN⁺ 
newly matured neurons (P=0. 001) in the DG.  After selective CB1R overexpression, the Stress+CB1R-OE group 
showed significantly increased densities of BrdU⁺ cells (P=0. 035) and BrdU⁺/NeuN⁺ neurons (P=0. 028) in the 
DG.  No significant difference was observed in the mean NeuN fluorescence intensity in the DG among the three 
groups.  Conclusion　Selective overexpression of hippocampal CB1R can alleviate stress-mediated reduction 
in hippocampal neurogenesis and subsequently improve behavioral deficits in stress-induced rats.  

［Key words］ stress； hippocampus； adult hippocampal neurogenesis； cannabinoid receptor 1
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抑郁症是一种以持续情绪低落、兴趣减退和快感

缺失为核心症状，具有临床异质性的慢性精神障碍［1］，
困扰全球约 20%的人口，并且是全球导致残疾的主要

原因之一［2］。研究证实，抑郁症的发生与个体应激应

对能力密切相关，应激性生活事件是抑郁症发病的重

要危险因素［3］。因此，阐明应激致抑郁样行为的神经

机制，探索提升个体应激应对能力的干预策略，有望

为抗抑郁治疗提供新的靶点与理论支撑。

海马体是大脑情绪调节与认知功能的关键脑区，同

时也是中枢神经系统中最易受应激损伤的区域之

一［4-6］。海马神经发生是指哺乳动物海马齿状回

（dentate gyrus，DG）在整个生命周期中持续产生新生

神经元的过程［7-8］，该过程在维持海马体正常生理功

能、调控情绪与应激反应中发挥关键作用。已有研究

证实，慢性束缚应激可降低大鼠海马新生细胞及神经

元数量［9］。慢性社交挫败应激能导致小鼠海马体内

5-溴-2’-脱氧尿苷（5-bromo-2’-deoxyuridine，BrdU）和

神经元核抗原（neuronal nuclei，NeuN）双阳性新生成

熟神经元数量显著减少［10］。本课题组前期研究亦发

现，慢性不可预知应激模型小鼠的海马齿状回新生神

经元数量明显降低［11］。海马神经发生的抑制是应激

诱导抑郁样行为的重要细胞学基础，而改善应激介导

的海马神经发生损伤，是缓解抑郁样行为的潜在有效

策略。

大麻素受体 1（cannabinoid receptor 1，CB1R）是广

泛表达于中枢神经系统的G蛋白耦联受体，在海马体

等情绪调节相关脑区呈高表达模式，参与情绪状态维

持、应激反应调控等多种生理过程［12］。与野生型小鼠

相比，全身性 CB1R 基因敲除小鼠对奖励刺激的敏感

性显著降低，且对应激损伤的易感性明显增加［13］。全

身给予CB1R激动剂可显著改善急性强迫游泳应激诱

导的大鼠绝望样行为，而这一效应可被 CB1R 抑制剂

完全阻断［14］。但 CB1R 全身性干预的效应存在明显争

议：全身给予 Δ⁹- 四氢大麻酚（Δ⁹-tetrahydrocannabinol，
THC）在人体中可诱发焦虑情绪，并增加精神病发病

风险［15-16］，在动物实验中，全身性给予 THC 或其他 
CB1R 激动剂同样可诱导焦虑样行为［17］，并使动物出

现持续性的感觉运动抑制、物体识别与社交能力下

降，以及自我梳理行为异常等表现［18-19］。在人类和动

物中，全身性使用 THC 及 CB1R 激动剂还可能引发镇

痛、低体温甚至惊厥等非特异性反应［20］。因此，靶向

特定脑区（如海马）的 CB1R 调控，是规避 CB1R 副作

用、发挥其治疗潜能的更优策略。有研究发现，21 d慢

性束缚应激可导致 SD 雄性大鼠海马体内 CB1R 蛋白

表达水平显著降低，且海马齿状回 CB1R 结合位点密

度明显下降［21］。重复经颅磁刺激在缓解应激诱导的

大鼠快感缺失及绝望样行为的同时，可有效恢复海马

组织中降低的CB1R荧光强度与蛋白表达水平［22］。上

述结果提示，海马体局部的 CB1R 表达水平与应激反

应密切相关，但目前尚缺乏靶向海马体 CB1R 的特异

性调控对动物应激反应影响的相关研究报道。既往

研究显示，CB1R 可参与调控海马神经发生：CB1R 激

动剂显著增加缺血性脑损伤后大鼠海马体内BrdU⁺阳
性细胞数量，而该效应可被 CB1R 拮抗剂阻断［23］。全

身给予大麻二酚对慢性应激小鼠的抗焦虑效应依赖

于海马神经发生的维持，且该过程需内源性大麻素系

统介导，其中 CB1R 的激活是关键环节［24］。但选择性

过表达海马CB1R是否能够逆转应激诱导的海马神经

发生抑制，目前仍缺乏直接的实验证据。

因此，本研究通过选择性过表达应激大鼠海马体

内CB1R，评估各组大鼠的行为学表现，探讨各组大鼠

海马神经发生的改变，为海马齿回状 CB1R 改善动物

应激反应提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

本实验选用 32 只 6~8 周龄雄性 SD 大鼠（体质量

180~220 g），由重庆医科大学实验动物中心提供，且全

部大鼠饲养在重庆医科大学动物实验中心独立通风

笼具（individually ventilated cages， IVC）动物房。饲养

环境条件控制为：温度（22±2）℃，相对湿度（55±5）%，昼

夜节律为 12 h光照/12 h黑暗循环，笼具每周更换 2次

以保持饲养环境清洁。为减少实验动物疼痛与不适，

本研究采取以下措施：脑立体定位注射操作前，采用

4%异氟醚持续麻醉，确保大鼠完全麻醉后再行手术；

术后对伤口涂抹红霉素软膏，预防术后感染，并每日

观察大鼠精神状态、摄食饮水及伤口愈合情况；实验

过程中密切监测大鼠行为学变化，若出现体质量持续

下降超过 20%、明显运动障碍或伤口严重感染等状

况，立即启动人道终点，对大鼠实施安乐死。实验期

间无预期外不良事件发生，所有大鼠完成预设实验流

程。本研究所有操作流程经重庆医科大学动物保护

委员会批准（IACUC-CQMU-2021-067）。

1. 2　主要试剂及仪器

免疫荧光染色及Western blot实验所用一抗如下：

小鼠抗 NeuN 神经元标记物单克隆抗体（英国 Abcam
公司）、兔抗 CB1R 多克隆抗体（美国 ThermoFisher 公
司）、大鼠 BrdU 单克隆抗体（英国 Abcam 公司）、兔抗
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甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）单克隆抗体（中国

Boster公司）。免疫荧光拍摄采用NOVEL公司激光共

聚焦显微镜。大鼠应激束缚装置为本实验室自创。

1. 3　方法

1. 3. 1　实验分组及实验流程　　所有大鼠以4~5只/笼
的密度分笼饲养，适应性喂养 1周后，采用随机抽样法

分为对照组（Control组，n=10）与应激组（Stress组，n=22）。
对照组大鼠全程常规饲养，不施加应激处理；应激组大

鼠接受慢性束缚应激造模，每日束缚6 h，每周连续束缚

5 d。第 4 周末，对实验大鼠实施病毒干预：从应激组

中随机选取 11只大鼠，设为 Stress+CB1R-OE 组，对其

海马区行脑立体定位注射 CB1R 过表达腺相关病毒；

应激组剩余 11只大鼠设为 Stress+AAV-NC组，与对照

组大鼠（重新命名为 Control+AAV-NC组）同步在海马

区行脑立体定位注射空载腺相关病毒。病毒转染周

期为 3周，转染期间 Stress+CB1R-OE组与 Stress+AAV-

NC 组维持原束缚应激方案，Control+AAV-NC 组维持

常规饲养。第 5周末，对各组大鼠腹腔注射BrdU，注射

剂量为 10 mg/100 g（BrdU溶液浓度为10 mg/mL）；第7 周
末，采用新环境进食抑制测试对各组大鼠进行行为学

评估。实验流程见图1。
1. 3. 2　慢性束缚应激干预　　除对照组外，其余所

有实验大鼠采用单独饲养。用 500 mL矿泉水瓶作为

大鼠束缚装置，瓶子管长约21 cm，筒口内径约5 cm，其瓶

口为通气口（距离筒口约 5 cm），瓶子后端为可控制长

短的 2个套筒。大鼠束缚于筒内，头部面向瓶口，确保

大鼠顺畅呼吸。通过调节后端塑料筒的位置来控制

大鼠活动空间。塑料筒后端用胶带固定，避免损伤大

鼠躯体。每日 9：00-15：00进行束缚干预，持续时间为

6 h。束缚过程中大鼠不予进食进水，束缚结束后将大

鼠放回笼中正常饲养。

1. 3. 3　大鼠海马脑立体定位注射　　将大鼠采取俯

卧位置于手术台，头部固定，使用4%异氟醚持续麻醉。

沿头皮做正中切口，然后用3%过氧化氢溶液擦拭脑膜。

以前囟三角中心为原点，根据大鼠海马脑立体定位坐

标（x：±2. 9 mm，y：-4 mm，z：-4. 1 mm），指导钻孔。采

用微量注射器从双侧海马钻孔部位缓慢注射剂量为

5×109 vg/mL的腺相关病毒悬液。注射完成后，静置5 min
后逐渐拔针，两侧注射完毕后缝合头皮，并涂抹红霉

素软膏预防感染，手术结束后关闭麻醉气体阀，将大

鼠转移到保温毯上。恢复意识后，再将大鼠放置笼中

喂养。

1. 3. 4　体质量测定　　实验期间，在每周周日上午

对各组大鼠的体质量进行测定，并记录。

1. 3. 5　新环境进食抑制测试　　禁食 24 h 后，将大

鼠置于灯光昏暗的盒子（100 cm×100 cm×40 cm）中，盒

子底部垫 1张正方形纸，纸中央放 1粒食物；根据文献

［25］所述方法，在 8 min观测时限内，测量大鼠的进食

潜伏期。测试结束后，将大鼠放回笼中记录 5 min 内

食物的消耗量，以排除各组大鼠的食欲差异对进食潜

伏期的影响。

1. 3. 6　脑标本的制备　　新环境进食抑制测试结束

后，每组随机选取 5只大鼠进行脑标本的制备。大鼠

腹腔注射 1% 戊巴比妥钠（4 mL/kg）麻醉后，经心灌注

肝素化生理盐水和含 4%多聚甲醛的磷酸缓冲液。然

后取各组大鼠脑组织，沿矢状缝切成 2个半球。脑组

织在 4% 多聚甲醛中固定 24 h，浸泡在浓度逐渐增加

的蔗糖溶液中脱水。完全脱水后，随机选取右侧或左

侧大脑半球，沿大脑冠状面，用恒温冰冻切片仪器切

取厚度为 50 μm 的连续切片。根据体视学取样方法，

对脑组织切片进行1/6等距取样，平均每组 20个切片。

最后，获得海马的连续 6片等长切片，将切片用 75%乙

醇于-20 ℃保存。

Adaption for 

1 week 

Chronic restraint stress 

intervention 

Behavior test 

Regional overexpression of CB1R 

intervention 

2 3 5 6 0 

Figure 1

4 71

Time/weeks

图1　实验流程图

Figure 1　Experimental flow chart
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1. 3. 7　免疫荧光染色实验　　每个实验组随机抽取

5只大鼠，每只大鼠随机抽取3片脑组织切片。切片用

0. 01 mol/L 的 PBS溶液清洗 3次（5 min/次），然后用含

0. 3%Triton X-100和 0. 1%Tween-20的 PBS 溶液（缩写

为 PBS+TT 溶液）洗 3 次，每次 5 min。随后，用柠檬酸

抗原修复液于 99 ℃修复 30 min后，用 PBS+TT溶液再

次洗涤 3 次，每次 10 min。所有切片在含有 10% 山羊

血清和1%胎牛血清的PBS+TT溶液中于37 ℃封闭3 h。
封闭结束后，加入用PBS+TT溶液稀释的一抗（NeuN ，
稀释比例1∶400；CB1R，稀释比例1∶400），4 ℃孵育48 h。
切片用PBS+TT洗涤 4次，每次 15 min，然后在 37 ℃的

避光环境下，切片与荧光二抗孵育2 h。用PBS+TT洗涤

4次，每次15 min。将切片置于 2 mol/L盐酸中，37 ℃变

性 30 min，再放入 0. 01 mol/L 硼砂中和 20 min。用

PBS+TT清洗后，加入用PBS+TT溶液稀释的BrdU一抗

（稀释比例为1∶500），4 ℃孵育 72 h。72 h 后，切片用

PBS 洗涤 4 次，每次 15 min，然后在 37 ℃、避光环境

下，切片与荧光二抗孵育 2 h。最后，将切片贴片至载

玻片上，滴加抗荧光衰减封片剂封片，完成后避光

保存。

1. 3. 8　激光共聚焦分析　　采用 NOVEL 公司激光

共聚焦激光扫描显微镜对选取的免疫荧光切片进行Z
序列扫描，之后利用 Imaris 软件查看所拍摄切片的 3D
图像，并手动计算 BrdU+以及 BrdU+/NeuN+的新生成熟

神经元数量，得到单位体积内BrdU+、BrdU+/NeuN+的细

胞密度。使用 Image J 对海马齿状回内 CB1R 及 NeuN
的平均荧光强度进行测定。

1. 3. 9　Western blot 检测　　取大鼠海马组织，用 
100 μL RIPA 裂解液处理大鼠海马组织，临用前向 
RIPA裂解液中加入 1 μL磷酸酶抑制剂和 1 μL蛋白酶

抑制剂（三者体积比为 100∶1∶1）。超声匀浆后 4 ℃、

12 000 r/min离心 15 min收集上清液。采用 BCA 定量

法测定各样品的蛋白浓度，并以浓度最低的样品为基

准调整各蛋白的液体量。随后，在每个样品中加入适

量的蛋白上样缓冲液，充分混匀，在 37 ℃的金属浴中

变性 10 min，室温下自然冷却。制备 10% PAGE凝胶，

按照均匀的蛋白浓度依次加入蛋白样品。然后将

37 ℃的 SDS-PAGE 样品加入缓冲液（5×）中使蛋白质

变性。用 50 V 恒压电泳 30 min，再以 120 V 恒压电泳

60 min。在4 ℃条件下，用210 mA恒流电转60 min。然后，

将膜放入含有 5%脱脂牛奶的TBST中，37 ℃孵育 1 h。
TBST 洗净后，加入 TBST 溶液稀释后的一抗（GAPDH
稀释比例为1∶2 000，CB1R稀释比例为1∶1 000）于 4 ℃孵

育过夜。次日，TBST清洗3次（10 min/次）。然后在37 ℃
下加入对应一抗种属的二抗（按1∶8 000的比例稀释），

恒温摇床孵育1 h。再次用TBST冲洗3次，每次10 min。
应用增强型化学发光（enhanced chemiluminescence 
imaging system，ECL）仪器进行发光成像。采用 Image J 
图像分析软件对靶蛋白条带的灰度值进行半定量

分析。

1. 4　统计学分析

所有数据采用 SPSS 27. 0 软件进行统计分析，以

x̄±s表示。采用 Shapiro-Wilk检验评估数据的正态性。

如数据符合正态分布，两组间比较采用独立样本 t 检
验，三组及以上组间比较采用单因素方差分析，事后

检验采用 LSD法。如果数据不符合正态分布，则采用

对数变换或倒数转换将非正态分布数据转换为正态

分布数据。若转换后的数据仍不符合正态分布，则进

行非参数检验。P<0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　选择性过表达海马 CB1R 使得应激大鼠海马齿

状回 CB1R荧光光度值及海马内 CB1R蛋白表达

水平增加

通过脑立体定位注射技术对大鼠海马进行腺相

关病毒转染以选择性上调 CB1R，并采用免疫荧光染

色结合平均荧光强度分析及 Western blot 技术，检测

各组大鼠海马 CB1R 的表达水平，验证 CB1R 选择性

过表达是否成功。大鼠全脑切片的荧光图显示腺相

关病毒注射范围正确，腺病毒荧光仅在海马区域表达

（图 2A）。免疫荧光染色实验的结果显示，与 Control+
AAV-NC组相比，Stress+AAV-NC组大鼠海马齿状回内

CB1R平均荧光强度显著降低（P=0. 008）；而与 Stress+
AAV-NC 组相比，Stress+CB1R-OE 组大鼠海马齿状回

内CB1R平均荧光强度显著升高（P<0. 001，图 2B、C）。

Western blot检测结果进一步证实，与Control+AAV-NC
组相比，Stress+AAV-NC 组大鼠海马 CB1R 蛋白表达

水平显著降低（P=0. 001）；选择性过表达 CB1R 后，

Stress+CB1R-OE 组大鼠海马 CB1R 蛋白表达水平较

Stress+AAV-NC组显著增高（P<0. 001，图 2D、E），提示

本研究通过脑立体定位注射腺相关病毒转染技术，成

功实现了大鼠海马CB1R的选择性过表达。

2. 2　选择性过表达海马 CB1R 改善应激大鼠的体质

量增长减缓

实验开始前，各组大鼠的体质量差异无统计学意

义；经连续3周慢性束缚应激干预后，Stress+AAV-NC组

大鼠体质量显著低于 Control+AAV-NC 组（P=0. 001）；

给予 3 周海马 CB1R 选择性过表达干预后，虽对

Stress+CB1R-OE组大鼠体质量增长有一定改善作用，

但该组大鼠体质量仍显著低于 Control+AAV-NC 组

（P=0. 004，图3）。
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2. 3　选择性过表达海马 CB1R 显著缩短了应激大鼠

在新环境进食抑制实验中的进食潜伏期

通过新环境进食抑制实验，检测各组大鼠的进食
潜伏期及测试结束后 5 min 进食量，评估选择性过表
达海马CB1R对应激大鼠行为学异常的影响。实验结
果显示，与 Control+AAV-NC 组相比，Stress+AAV-NC
组大鼠的进食潜伏期显著延长（P<0. 001）；而选择性

过表达海马 CB1R 后，与 Stress+AAV-NC 组相比，

Stress+CB1R-OE组大鼠的进食潜伏期显著缩短（P=0. 039，
图4A）；各组大鼠测试结束后 5 min进食量无明显差异

（图4B）。提示选择性过表达海马CB1R可显著改善应

激大鼠的行为学异常。

2. 4　选择性过表达海马 CB1R 可以与大鼠海马齿状

回内新生细胞共定位

通过对 3 组大鼠海马进行 CB1R、BrdU 双重免疫

荧光染色，定性分析CB1R与海马齿状回BrdU+新生细

胞的共定位情况，及各组海马齿状回表达 CB1R+的新

生细胞数量变化。定性结果显示，选择性过表达的海

马 CB1R 可与大鼠海马齿状回内 BrdU+新生细胞发生

共定位（即 BrdU+ 新生细胞同时表达 CB1R+）；与

Control+AAV-NC 组相比，Stress+AAV-NC 组大鼠海马

齿状回内 CB1R+新生细胞数量减少，而经选择性过表

达 CB1R 干预后，Stress+CB1R-OE 组大鼠海马齿状回

内CB1R+新生细胞数量较Stress+AAV-NC组增多（图5）。
提示应激可减少大鼠海马齿状回 CB1R+新生细胞数

量，而选择性过表达海马CB1R能逆转该效应，且过表

达的CB1R可定位于海马新生细胞上。
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图2　选择性过表达海马CB1R的转染结果验证 （n=5， x̄±s）
Figure 2　Validation results of transfection for selective overexpression of hippocampal CB1R  （n=5， x̄±s）
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图3　各组大鼠不同时期的体质量的变化 （n=10， x̄±s）
Figure 3　Changes in body weight of rats in different groups 

at different time points （n=10， x̄±s）

399



陆军军医大学学报，2026，48（4） http：//aammt. tmmu. edu. cn

C
on

tro
l+

AAV-N
C

Stre
ss

+A
AV-N

C

Stre
ss

+C
B1R

-O
E

0

100

200

300

400

500

Fe
ed

in
g 
la

te
n

c
y
/s

C
on

tro
l+

AAV-N
C

Stre
ss

+A
AV-N

C

Stre
ss

+C
B1R

-O
E

0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
Novelty-suppressed feeding test

F
oo

d
 in

ta
k
e
/g

A B 

Figure 4

Novelty-suppressed feeding test

P<0.001 P=0.039

A： Group-specific comparison of feeding latency in rat novelty-suppressed feeding test；； B： Group-specific comparison of food intake 
in the last 5 min of rat novelty-suppressed feeding test

图4　各组大鼠新环境进食测试的结果 （n=10， x̄±s）
Figure 4　Results of the novelty-suppressed feeding test in rats of different groups （n=10， x̄±s）
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Figure 5　Immunofluorescence staining of BrdU+/CB1R+ in dentate gyrus of rats
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2. 5　选择性过表达海马 CB1R 可以增加应激大鼠海

马齿状回内新生细胞的密度

通过对 3组大鼠海马齿状回进行 BrdU+细胞免疫

荧光染色计数，检测各组海马齿状回新生细胞密度，

明确选择性过表达海马CB1R对应激大鼠海马新生细

胞生成的影响。统计分析表明，与Control+AAV-NC组

相比，Stress+AAV-NC组大鼠海马齿状回内BrdU+细胞

密度显著降低（P=0. 003，图 6）；经选择性过表达海马

CB1R 干预后，Stress+CB1R-OE 组大鼠海马齿状回内

BrdU+新生细胞密度较 Stress+AAV-NC 组显著增加

（P=0. 035，图 6）。选择性过表达海马CB1R可显著增

加应激大鼠海马齿状回内新生细胞的密度。

2. 6　选择性过表达海马 CB1R 可以与大鼠海马齿状

回内新生成熟神经元共定位

通过对 3组大鼠海马进行BrdU、NeuN、CB1R免疫

荧光三标染色，定性分析过表达的 CB1R 与海马齿状

回 BrdU+/NeuN+新生成熟神经元的共定位情况，及各

组海马齿状回CB1R+新生成熟神经元的数量变化。定

性结果显示，选择性过表达的海马 CB1R 可与大鼠海

马齿状回内 BrdU+/NeuN+新生成熟神经元发生共定位

（即被 BrdU+、NeuN+共同标记的新生成熟神经元同时

表达CB1R+）；与Control+AAV-NC组相比，Stress+AAV-

NC 组大鼠海马齿状回内 CB1R+新生成熟神经元数量

减少，而经选择性过表达 CB1R 干预后，Stress+CB1R-

OE 组大鼠海马齿状回内 CB1R+新生成熟神经元数量

较 Stress+AAV-NC 组增多（图 7）。提示应激可减少大

鼠海马齿状回表达 CB1R+的新生成熟神经元数量，选

择性过表达海马 CB1R 能逆转该效应，且过表达的

CB1R可定位于海马新生成熟神经元上。

2. 7　选择性过表达海马 CB1R 可以增加应激大鼠海

马齿状回内新生成熟神经元的密度

通过对 3 组大鼠海马齿状回进行 BrdU+细胞与

NeuN+细胞免疫荧光双标染色，检测各组BrdU+/NeuN+

新生成熟神经元密度、NeuN+平均荧光强度，并分析

BrdU+细胞密度与 BrdU+/NeuN+细胞密度的相关性，明

确应激及CB1R过表达对海马新生成熟神经元的影响

及相关机制。统计分析表明，与Control+AAV-NC组相

比，Stress+AAV-NC组大鼠海马齿状回内 BrdU+/NeuN+

新生成熟神经元密度显著降低（P=0. 001），而经选择

性过表达海马 CB1R 干预后，Stress+CB1R-OE 组大鼠

海马齿状回内 BrdU+/NeuN+新生成熟神经元密度较

Stress+AAV-NC组显著增加（P=0. 028，图8A、B）。此外，

对各组大鼠海马齿状回内 NeuN+平均荧光强度分析

显示，3组间NeuN+平均荧光强度无显著差异（图8C、D）；
相关性分析结果表明，海马齿状回内 BrdU+细胞密

度与 BrdU+/NeuN+细胞密度呈显著正相关的线性关系

（P<0. 001，图8E）。提示慢性束缚应激可显著减少大

鼠海马齿状回新生成熟神经元密度，选择性过表达海

马 CB1R 能逆转该效应，且海马新生细胞总数与新生

成熟神经元数量的变化趋势一致，NeuN 整体表达未

受应激及CB1R过表达影响。

3　讨论

3. 1　选择性过表达海马 CB1R 可改善应激大鼠的行

为学改变

抑郁症是一种常见的精神疾病，临床特征表现为

快感缺失、疲惫、食欲不振等，严重时甚至有自杀倾

向，具有高发病率、高复发率、高致死率和高致残率的

特点［26］。慢性应激是一种机体因持续或反复的生理

或心理负面因素刺激导致的长期应激反应，被认为是

引发抑郁障碍的关键因素［27］。
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图6　各组大鼠海马齿状回内 BrdU+新生细胞的免疫荧光染色结果 （n=5， x̄±s）
Figure 6　Immunofluorescence staining results of BrdU+ newborn cells in the dentate gyrus of rats in each group （n=5， x̄±s）
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CB1R 是 内 源 性 大 麻 素 系 统（endocannabinoid 
system ，ECS）的主要受体之一，具备众多功能，在调节

多种生理过程（如情绪、食欲、神经保护等）中发挥着

重要作用［28-29］。SERRA 等［30］研究发现，遭受急性强

迫游泳应激的大鼠，其海马内 CB1R 蛋白表达量较对

照组动物明显减少。类似地，在慢性不可预知轻度应

激模型中，大鼠海马 CB1R 蛋白表达同样呈现下降趋

势；而通过重复经颅磁刺激干预改善该类大鼠的快感

缺失与绝望样行为后，其海马 CB1R 的荧光强度与蛋

白表达水平也可恢复至正常范围［22， 31］。此外，全身使

用AM251抑制剂来抑制CB1R可诱发动物快感缺失症

状［31］。以上研究提示，海马 CB1R 的活性或表达变化

与机体应激反应之间存在密切联系。然而，现有研究

大多停留在观察全身性调控 CB1R 带来的变化，尚缺

乏专门通过定向调控海马CB1R来改善应激后行为的

直接证据。

在本研究中，大鼠在连续 6周的慢性束缚应激后，

新环境进食抑制实验结果显示，在保持 5 min 内各组

大鼠进食量无差异的情况下，与对照组相比，慢性束

缚应激导致应激组大鼠的进食潜伏期显著延长。然

而选择性过表达海马CB1R显著缩短了应激大鼠的进

食潜伏期。新环境进食抑制的潜伏期不仅能够反映

动物的焦虑水平，还能反映动物的抑郁相关症状［32］。
3. 2　选择性过表达海马 CB1R 增加应激大鼠的海马

神经发生

成人海马神经发生是海马神经干细胞和神经祖

细胞持续产生新生神经元的过程，对学习、情绪调节

等方面发挥着重要作用［33-34］。有文献报道，特异性消

除成年海马神经发生会阻断抗抑郁药物的行为效

应［35］，并使动物对应激更敏感，更易表现出抑郁样行

为［34］。有研究发现，使用抗抑郁药促进培养的人源海

马祖细胞神经发生，同时，还观察到新生神经元树突
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Figure 7　Immunofluorescence staining of CB1R+/BrdU+/NeuN+ in the dentate gyrus DG of different groups of rats
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图8　选择性过表达海马CB1R对应激大鼠海马齿状回内 BrdU+/NeuN+新生成熟神经元密度的影响 （n=5， x̄±s）
Figure 8　Effect of selective hippocampal CB1R overexpression on BrdU+/NeuN+ newborn mature neuron density in stressed rat 

dentate gyrus （n=5， x̄±s）
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复杂性和突触蛋白表达的增强［36］。BrdU可以在细胞

有丝分裂的 S期掺入到新合成的DNA中，在海马神经

发生中可用于检测增殖的新生细胞［37］。本研究利用

免疫荧光染色检测各组大鼠海马齿状回内 BrdU的表

达发现，与Control+AAV-NC组相比，慢性束缚应激6周

导致 Stress+AAV-NC 组大鼠海马齿状回内 BrdU+的密

度显著减少，提示应激减少了大鼠海马齿状回内产生

新生细胞的数量，损害了大鼠海马齿状回产生新生细

胞的增殖能力。此外，本研究通过分析Western blot结
果发现，Stress+AAV-NC 组大鼠海马内 CB1R 的蛋白

表达水平较对照组大鼠显著降低。通过 CB1R 的免

疫荧光染色结果发现，与 Control+AAV-NC 组相比，

Stress+AAV-NC 组大鼠海马齿状回内 CB1R 的平均荧

光强度值也显著降低。通过分析 BrdU 与 CB1R 的双

重免疫荧光定性结果，本研究还发现，与 Control+
AAV-NC组相比，Stress+AAV-NC组大鼠海马齿状回内

表达 CB1R+的新生细胞数量减少，在选择性过表达

CB1R 干预以后，Stress+CB1R-OE 组大鼠海马齿状回

内表达CB1R+的新生细胞增多。上述研究提示应激大

鼠海马齿状回内 BrdU+密度的降低可能与海马 CB1R
表达下调有关。本研究利用脑立体定位注射技术结

合大鼠海马坐标，对随机抽取的 11 只应激大鼠进行

CB1R 腺相关病毒转染。通过 Western blot 检测到

Stress+CB1R-OE组大鼠海马CB1R的蛋白表达水平较

Stress+AAV-NC组显著增加，同样，免疫荧光结果显示

Stress+CB1R-OE组大鼠海马齿状回内CB1R的平均荧

光强度也显著增强。上述结果提示海马内选择性过

表达 CB1R 成功。随后，本研究发现选择性过表达海

马 CB1R 后，Stress+CB1R-OE 组大鼠海马齿状回内

BrdU+的密度与 Stress+AAV-NC组大鼠相比显著增加，

表明选择性过表达海马CB1R调节应激大鼠海马齿状

回内 BrdU+细胞的产生，促进应激大鼠海马齿状回内

新生细胞的增殖，增强海马神经发生。

本研究进一步明确了海马CB1R选择性过表达条

件下，应激大鼠海马体内新生细胞的增殖来源。通过

检测成熟神经标志物NeuN与外源性细胞示踪剂BrdU
的免疫荧光共标染色，可以确定神经发生的状态［37］。
通过BrdU、NeuN、CB1R三标荧光染色定性结果发现，

应激导致大鼠海马齿状回内表达CB1R+的新生成熟神

经元数量减少，选择性过表达海马 CB1R 能够增加应

激大鼠海马齿状回内表达CB1R+的新生成熟神经元数

量。既往研究提示，CB1R 可能对海马内神经细胞的

增殖及神经元产生具有调控作用［23］。在体外培养DG
神经干/祖细胞的过程中，CB1R 的激动剂（WIN 55，

212-2）能够促进表达 BrdU+/sox2+/nestin+的神经干/祖
细胞增殖，BrdU+/NeuN+的新生神经元数量增加，而

CB1R 拮抗剂则阻断此作用［24］。然而，大部分研究采

用全身干预 CB1R 或全身使用 CB1R 激动剂来观察对

海马神经发生的影响［14， 23］。本研究发现，选择性过表

达海马 CB1R 在不影响各组大鼠海马内总的 NeuN 成

熟神经元的情况下，促进了应激大鼠海马齿状回内表

达 BrdU+/NeuN+的新生神经元的分化成熟，增强了应

激大鼠海马神经元的发生，这也进一步阐明了应激大

鼠海马齿状回内BrdU+新生细胞增多的可能由来。

本研究存在一定局限性：①目前研究仅聚焦于海

马 CB1R 对神经发生调控的细胞学层面，针对海马

CB1R 影响应激大鼠神经发生的具体分子学作用机

制，包括其下游调控的信号通路、相互作用的关键蛋

白等，尚未开展深入探究，相关机制仍需后续实验进

一步验证与完善。②本研究仅采用慢性束缚应激模

型模拟抑郁样状态，研究结果的普适性是否适用于其

他应激模型或临床抑郁症患者，仍有待扩大研究范围

进一步确认。

综上所述，本研究围绕海马 CB1R 与应激大鼠行

为学改变及海马神经发生的关联展开系统探究，明确

了慢性束缚应激可显著下调大鼠海马 CB1R 表达，同

时抑制海马齿状回内神经发生过程，具体表现为

BrdU+新生细胞及BrdU+/NeuN+新生成熟神经元密度的

降低，进而引发行为学异常。而通过定向调控实现海

马 CB1R 选择性过表达后，不仅能有效逆转应激诱导

的海马神经发生抑制，促进新生细胞的增殖与分化成

熟，还能显著缩短应激大鼠在新环境进食抑制测试中

的进食潜伏期，改善其应激相关行为。本研究为应激

的发病机制研究提供了新的细胞学视角，同时也为临

床开发靶向海马CB1R的抑郁症治疗药物与干预策略

提供了数据支撑和理论依据。
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