
qＲT-PCＲ and Western blot． Changes in proliferation and invasion ability of SCC3 cells after transfection were de-
tected by CCK-8 and Transwell． Flow cytometry was used to detect apoptosis and cell cycle changes after transfec-
tion． Western blot was used to detect changes in the expression levels of cyclin and invasion-related proteins． Ｒe-
sults Kv3. 4 was widely expressed in the SCC3 cell line． After transfected siＲNA-KCNC4，the expression level of
Kv3. 4 was decreased，and the invasion and proliferation of SCC3 cells were significantly decreased and the apopto-
sis were increased，indicating that Kv3. 4 may be involved in the development of oral squamous cell carcinoma． The
results showed that the expression of cyclin and matrix metalloprotein 9( MMP-9) was significantly decreased after
KCNC4 gene knockout，and the cell cycle G0 /G1 was stagnant． Conclusion Kv3. 4 is closely related to the inva-
sion and proliferation of OSCC．
Key words Kv3. 4; oral squamous cell carcinoma; proliferation; invasion
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二十二碳六烯酸改善抑郁母鼠子代的认知功能研究
梁正仪，邓秀英

摘要 目的 探讨二十二碳六烯酸( DHA) 对由孕期抑郁引
起的子代抑郁行为和认知能力的影响以及其可能的机制。
方法 通过长期束缚构建抑郁孕鼠模型。强迫游泳和悬尾
实验用以检测小鼠抑郁状态，新物体和新位置识别实验用以

检测小鼠的认知能力; 免疫组化方法检测小鼠海马神经干细

胞的生长情况。结果 相较于对照组小鼠，束缚应激组的小
鼠在强迫游泳和悬尾实验中不动时间增加( P ＜ 0. 001) ; 对
新物体和新位置的物体探索时间降低( P ＜ 0. 001 ) ; 以及成
年海马神经发生数目减少( P ＜ 0. 001) 。孕鼠在束缚应激期
补充 DHA后子鼠相较于没有补充 DHA孕鼠的子鼠，在强迫
游泳和悬尾实验中不动时间减少( P ＜ 0. 001 ) ; 对于新物体
和新位置的物体的探索时间增加( P ＜ 0. 001) ; 成年海马神
经发生数目增加( P ＜ 0. 001 ) 。结论 孕期补充 DHA 可以
降低母鼠孕期应激引起的子鼠抑郁状行为以及认知损伤，其

机制可能和增加子鼠的成年海马神经发生有关。
关键词 产前抑郁; 二十二碳六烯酸; 认知功能; 成年海马神

经发生
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围产期抑郁( perinatal depression，PND) 是一种
在孕期高发的精神类疾病，据统计，大约 20%的女
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性在孕期被认为患有抑郁症［1］。围产期抑郁不仅
仅会影响胎儿的发育，导致胎儿胎盘功能受损、胎儿
生长下降等多种症状［2］; 同时也会影响儿童的生长

和发育，具体表现为发育延迟，出现焦虑、认知和注
意力缺陷等行为和情感控制方面的问题［3］。因此，
采用有效的治疗方法既有利于改善母亲疾病，也有

助于优生优育。
二十二碳六烯酸( docosahexaenoic acid，DHA)

是一种 omega-3 长链多不饱和脂肪酸，广泛分布于
中枢神经系统，特别是突触膜、突触囊泡等部位。研
究［4］显示，缺乏 DHA 会使动物在认知和行为测试
中降低学习和记忆相关能力。此外，各级神经退行
性疾病也与低水平的 DHA 相关，但补充 DHA 可改
善症状［5］。本研究拟评估处于抑郁状态下孕鼠的
子代的抑郁状行为和认知能力，以及孕鼠服用 DHA
后子代抑郁状行为和认知能力的改变。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 选用 40 d 左右的未受孕过的 C57
雌性小鼠同批交配，在交配 10 ～ 12 h 后发现阴栓即
为交配成功。选取 30 只成功受孕母鼠，随机分为对
照组、束缚应激组及 DHA 组。子鼠出生后正常饲
养。所有小鼠均饲养在温度为 ( 21 ± 3 ) ℃ 和湿度
为 55% ±3%环境中，小鼠可以自由的获得食物并
饮水。
1． 2 实验设计 将孕鼠束缚应激 21 h，每天腹腔注
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射 DHA( 10 mg /kg) 。22 h后小鼠出生后正常饲养。
在小鼠出生 30 h后，进行强迫游泳实验和悬尾实验
检测小鼠的抑郁状态，通过新物体识别实验和新位

置实验评估小鼠的认知情况。并在行为实验结束
后，使用免疫组化法分析小鼠成年海马神经发生的

变化，实验流程见图 1。

图 1 实验流程

1． 3 抑郁模型孕鼠制备 在母鼠交配成功当日，采
用长时间束缚的方法，每天束缚母鼠 4 h，连续 21 d，
覆盖母鼠整个孕期( 21 d 左右) 。DHA 给药组是在
每天束缚结束后腹腔注射( i． p． ) DHA( 10 mg /kg) 。
束缚应激组是在每天束缚结束后腹腔注射生理盐

水。对照组是每天注射生理盐水，没有束缚。
1． 4 子鼠抑郁行为检测 子鼠出生后 4 周通过悬
尾实验和强迫游泳实验检测小鼠的抑郁状态。
1． 4． 1 悬尾试验 小鼠尾巴末端的 1 cm用夹子固
定，悬挂在离地面高 60 cm 的架子边缘，悬挂 6
min，记录最后 4 min内小鼠的静止时间。静止状态
的标准定为小鼠没有明显的挣脱行为。
1． 4． 2 强迫游泳实验 将小鼠放入高 50 cm、直径
20 cm的塑料圆桶中 6 min，桶中水高为 25 cm，水
温维持在 25 ℃ ±3 ℃，记录最后 4 min内小鼠的静
止时间。静止状态的标准定为小鼠没有明显的挣脱
行为。
1． 5 新物体识别实验和新位置识别实验 实验在
一个 80 cm ×80 cm的盒子中进行，本实验是基于啮
齿类动物更喜欢探索新的物体，然后它们可以记住

之前旧的物体的位置和形状。
1． 5． 1 新物体识别实验 实验前，将小鼠放入盒中
适应 30 min后，第 2 天再开始实验。首先将两个完
全相同的物体放置在盒子的两个角上，将小鼠放在

盒子的正中心，让小鼠自由探索 30 min 后，随机取
出一个物体，换另外一个新的物体，将小鼠重新放入

盒中，观察小鼠探索新放入物体的时间。探索比率
= ( 探索新物的时间 /探索总时间) × 100%。
1． 5． 2 新位置识别实验 实验前，将小鼠放入盒中
适应 30 min后，第 2 天再开始实验。首先将两个完

全相同的物体放置在盒子的两个角上，将老鼠放在

盒子的正中心，让小鼠自由探索 30 min 后，随机移
动一个物体至另外一个未被使用的角上，将小鼠重

新放入盒中，观察小鼠探索新移动物体的时间。探
索比率 = ( 探索新物的时间 /探索总时间) × 100%。
1． 6 脑组织取样及免疫组化 ① 脑片制备。海
马神经发生的部位只在海马齿状回，所有小鼠在处

死前 1 d 注射 5-溴脱氧尿嘧啶核苷( Brdu，50 mg /
kg) 用以追踪海马齿状回神经干细胞的状态。腹腔
注射戊巴比妥钠深度麻醉小鼠后，经心脏灌注生理

盐水，再灌注 4%福尔马林溶液固定。取出脑后，继
续将脑部放入 4%福尔马林溶液后固定过夜。再分
别用 10%、20%和 30%蔗糖溶液脱水各 24 h。冷冻
后，作厚度为 30 μm的连续冠状冰冻切片。脑片可
置于 PBS溶液中长期保存。② 免疫组化分析。脑
片经过 PBS 洗涤后，BrdU 抗体 4 ℃孵育过夜，PBS
洗涤，使用荧光标记的二抗 Alexa Fluor 488 孵育 2
h。PBS 洗涤，然后用细胞核荧光剂 DAPI 孵育 5
min。使用荧光显微镜观察。③ 统计 BrdU 阳性细
胞数目。将海马以 30 μm 的连续冠状冰冻切片，每
个海马可以获得 60 ～ 70 片脑片。从每连续 10 片脑
片随机选取 4 片脑片进行免疫组化处理。随后，手
动数 BrdU阳性细胞数目。由于海马神经发生仅仅
发生在颗粒细胞下层，其余位置也会有细胞分裂，但

是不是神经干细胞分裂，有可能是胶质细胞分裂。
为了更一致的统计结果，规定颗粒细胞层下 0. 5 mm
为颗粒细胞下层，只统计在颗粒细胞下层 BrdU 阳
性细胞数目。面积( mm2 ) = 0. 5 mm ×颗粒细胞下
层的长度( mm) 。长度通过 Image J软件测量。
1． 7 统计学处理 使用 Graph Pad Prism 6 软件
( Graph Pad Software，USA) 进行统计学分析并生成
统计图表。所有结果以 珋x ± s 表示。行为学结果采
用单因素方差分析，然后再两两比较。P ＜ 0. 05 为
差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 DHA对抑郁模型孕鼠子代抑郁状态的影响
强迫游泳和悬尾实验在小鼠出生后 30 d 进行。在
强迫游泳实验中发现孕期应激的孕鼠子代较正常小

鼠不动时间更长( F = 66. 4，P ＜ 0. 001) ，见图 2A，而
孕期应激的孕鼠在服用 DHA后，其子代的不动时间
相对于束缚应激组小鼠显著缩短( P ＜ 0. 001) ，见图
2A。随后的悬尾实验中也得到了类似的结果，孕期
受到束缚应激的孕鼠，其子代不动时间也显著高于
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对照组小鼠( F = 189. 3，P ＜ 0. 001 ) 和孕期 DHA 喂
食孕鼠的子代小鼠( P ＜ 0. 001) ，见图 2B。
2． 2 DHA对抑郁模型孕鼠子代记忆能力的影响
新物体识别实验和新位置识别实验在小鼠出生后

30 d 进行。在新物体识别实验中，相较于正常小
鼠，束缚孕鼠子代对于新物体的偏好降低，表现在其

对新物体探索的时间比例降低 ( F = 40. 4，P ＜
0. 001) ，见图 3B。但是这种降低可以通过在孕期补
充 DHA而逆转。相对于没有补充 DHA 的孕鼠子
代，补充 DHA的孕鼠子代对新物体偏好增加，表现
在其对新物体探索的时间比例增加( P ＜ 0. 001) ，见
图 3B。在新位置识别实验中，束缚孕鼠子代对于处
于新位置的物体偏好降低，表现在其对新位置的物

体探索的时间比例降低( P ＜ 0. 001 ) ，见图 3D。但
是在孕期补充了 DHA 孕鼠子代，相较于没有补充
DHA孕鼠子代，对新位置的物体的偏好增加，表现
在其对新位置的物体探索的时间比例增加改善( P

＜ 0. 001) ，见图 3D。
2． 3 DHA对抑郁模型孕鼠子代成年海马神经发生
的影响 采用免疫组化的方法分析小鼠海马齿状回

颗粒细胞下层中 BrdU 阳性细胞的数目。实验在小
鼠行为学实验结束后进行。相较于正常小鼠，束缚
孕鼠子鼠海马齿状回颗粒细胞下层中 BrdU 阳性细
胞的数目明显降低( F = 60. 2，P ＜ 0. 001 ) ，见图 4。
但是这种降低可以通过在孕期补充 DHA 而逆转。
相对于没有补充 DHA 的孕鼠子代，补充 DHA 的孕
鼠子代海马齿状回颗粒细胞下层中 BrdU 阳性细胞
的数目增加( P ＜ 0. 001) ，见图 4。

3 讨论

本研究观察到孕期抑郁可引起子代抑郁行为，

并且该抑郁行为可以被 DHA 减缓改善。强迫游泳
和悬尾实验结果显示孕鼠在长期的束缚应激条件下

会引起子代产生抑郁样的行为。这是由于胚胎期脑

图 2 DHA对抑郁模型孕鼠子代抑郁状态的影响
A: 悬尾试验; B: 强迫游泳实验; 与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 01; 与 DHA组比较: ###P ＜ 0. 001

图 3 DHA对抑郁模型孕鼠子代认知能力的影响
A: 新物体识别实验的实验流程示意图; B: 新物体识别实验统计结果; C: 新位置识别实验的实验流程示意图; D: 新位置识别实验统计结果;

与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 01; 与 DHA组比较: ###P ＜ 0. 001
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图 4 DHA对抑郁模型孕鼠子代成年

海马神经发生的影响 × 10

荧光显微镜下统计小鼠海马中 BrdU阳性细胞数，图中箭

头所指细胞为 BrdU 阳性细胞; A: 对照组小鼠的海马 BrdU 免

疫组化图; B: 束缚组小鼠的海马 BrdU免疫组化图; C: DHA 组

小鼠的海马 BrdU 免疫组化图; D: 不同组小鼠海马中 BrdU 阳

性细胞数目统计结果; 与对照组比较: ＊＊＊ P ＜ 0. 01; 与 DHA

组比较: ###P ＜ 0. 001

部的发育对于外界应激非常敏感，围产期抑郁母亲

会导致子代终生脑功能的改变，并对子代造成认知、
行为和情绪的问题［6］。在应激孕鼠补充 DHA 后，
发现 DHA可以减缓子代鼠因母鼠孕期抑郁引起的
抑郁状行为。之前的研究［5］表明，具有围产期抑郁
的孕妇相较于正常孕妇，其 DHA 的含量显著降低，
增加 DHA的补充可以降低获得围产期抑郁的风险。
本研究显示 DHA不仅仅有助于降低获得围产期抑
郁的风险，同时还可以达到治疗和改善子代小鼠的

作用。
海马在大脑中参与记忆和情感控制，一般认为

背侧海马参与学习和记忆，腹侧海马参与情感控制。
抑郁情况下会引起海马结构和功能异常［7］。海马
功能异常会导致和海马依赖性认知功能受损。产前
应激对胚胎的发育产生影响，导致胚胎海马发育受

损［8］，但是海马发育受损是否对子代认知功能产生

影响，还不清楚。因此，本研究采用新物体识别实验
和新位置识别实验研究产前应激对子代记忆的影

响。结果表明产前应激子代小鼠对于新物体和新位
置的物体的探索时间相较于正常小鼠下降，显示产

前应激可导致小鼠海马依赖性的记忆能力下降。
DHA处理后，子代小鼠对于新物体和新位置的物体
的探索时间增加，该结果显示海马依赖性的记忆能

力得到了改善。这些结果显示 DHA 不仅可能通过
改善海马功能，增加认知作用［9］，也可以改善胚胎

期海马发育过程的损伤。
海马齿状回颗粒细胞下层是成年大脑中少数几

个具有神经干细胞的区域。神经干细胞分化生成新
的神经元的过程称为成年海马神经发生( adult hipp-
ocampal neurogenesis，AHN) 。AHN 和海马的结构
功能密切相关，海马形态和功能发生改变会导致

AHN 降低［10］。增加 AHN 可以恢复海马的结构和
功能［11］。本研究证实了产前抑郁会对子代 AHN 的
影响，反映在应激孕鼠的子代 AHN显著降低。应激
孕鼠在补充 DHA后，子代的 AHN 恢复接近正常小
鼠。这提示 DHA可减轻或修复胚胎因应激引起的
海马发育损伤，其方式可能和增强海马的神经发生

相关。
综上所述，DHA可在应激孕鼠模型中明显改善

子代小鼠的类抑郁行为以及认知功能下降，其可能

机制和 DHA 改善子鼠海马神经发生有关。首先，
DHA不仅仅改善围产期抑郁孕妇的抑郁行为，而且
对于因抑郁引起子代的脑发育损伤导致抑郁行为也

有显著的改善作用。其次，之前的研究［12］发现抑郁
孕鼠也会引起子代的抑郁行为，引起子代抑郁的原

因很多，本研究发现子代抑郁行为可能和神经发生

降低有关。DHA作为神经发育至关重要的分子，可
改善因围产期抑郁引起的子代脑部发育损伤。孕期
补充 DHA可以改善子鼠因海马神经发生，降低子代
的抑郁行为。
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Docosahexaenoic acid improves the cognitive ability
of the offspring of the depressed pregnant mice

Liang Zhengyi，Deng Xiuying
( Dept of Obstetrics，Jiangxi Maternal and Child Health Hospital，Nanchang 330046)

Abstract Objective To investigate the effect of docosahexaenoic acid ( DHA) on the depression behaviors and
cognitive ability of the offspring induced by stress during pregnant and its underlying mechanism． Methods The
model of depressed pregnant mice was established by long-term restraint． Forced swimming and tail suspension tests
were used to detect depression in mice． Novel object and novel location tests were used to observe the cognitive a-
bility of mice． The adult hippocampal neurogenesis was measured by immunohistochemistry． Ｒesults Compared
offspring mice of depressed pregnant mice with offspring mice of normal pregnant mice，we found that the immobil-
ity time of the depressed mice in the forced swimming ( P ＜ 0. 001) and tail suspension experiment ( P ＜ 0. 001 )
increased compared with the normal mice; the time for the exploration of the new objects ( P ＜ 0. 001) and the new
positions ( P ＜ 0. 001) was decreased; and the adult hippocampal neurogenesis decrease ( P ＜ 0. 001) ． Compared
offspring mice of depressed pregnant mice with DHA supplementation with offspring mice of depressed pregnant
mice without DHA supplementation，we found that the time of the DHA mice in the forced swimming ( P ＜ 0. 001)
and tail suspension experiment ( P ＜ 0. 001) decreased compared with the mice without DHA，the time of the DHA
mice for the exploration of the new objects ( P ＜ 0. 001) and the new positions ( P ＜ 0. 001) was increased，and the
adult hippocampal neurogenesis of the DHA mice was similar to that of the normal mice ( P ＜ 0. 001) ． Conclusion
Supplementation of DHA during pregnancy can ameliorate depressive-like behavior and cognitive impairment of

offspring induced by perinatal stress，which may be related to the increase of adult hippocampal neurogenesis in off-
spring．
Key words depressed pregnant mice; docosahexaenoic acid; cognitive ability; adult hippocampal neurogenesis
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