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Abstract Objective To study the antibacterial activity and mechanism of the novel antimicrobial peptide
C8gpm11 against oral common pathogenic microorganisms． Methods The microbicidal activity of C8gpm11 was
analyzed by MIC，MBC，FIC，FBC，and the bacteriostatic ring diameter of C8gpm11 in the saliva environment．
Scanning electron microscopy( SEM) was used to observe the bacterial membrane． Ｒesults C8gpm11 showed the
microbicidal activity with a concentration-dependent manner． The bacteriostatic ability of C8gpm11 in oral salivary-
environment was not weakened obviously． C8gpm11 in combination with CHX had a synergistic antimicrobial
effect． Conclusion C8gpm11 has a bactericidal effect against oral common pathogenic microorganisms，and pro-
vides a basis for its clinical value．
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CＲH 介导妊娠期慢性应激致子代雄鼠抑郁
况 亮1，吕逸丽1，韩振敏1，陈 鹏1，姚余有1，2，唐 伟3

摘要 目的 探讨促肾上腺皮质激素释放激素( CＲH) 是否

介导妊娠期慢性应激致子代抑郁及其可能机制。方法 实

验分为正常对照组 ( Control 组) 、产前应激 + 溶剂对照组

( CPS 组) 、产前应激 + CＲHＲ1 拮抗剂组( CPS + ANT 组) 。
应用强迫游泳实验、糖水偏好实验和旷场实验对子代雄鼠的

抑郁程度进行检测。应用 HE 染色法观察小鼠海马 CA3 区

神经元的组织病理形态。Western blot 法检测子代雄鼠海马

组织雷帕霉素靶蛋白( mTOＲ) 的表达量，运用 ELISA 法检测

子代雄鼠海马 CＲH 水平。结果 与 Control 组相比，CPS 组

强迫游泳实验中小鼠不动时间增多( P ＜ 0. 05) ; 糖水偏好实

验中糖水偏好率下降( P ＜ 0. 05) ; 旷场实验中站立次数、平

均速度、穿越格子次数、鼠爬行总路程减少( P ＜ 0. 05) ; 海马

CA3 区神经元细胞数目较少，脱失现象明显，排列疏松紊乱，

核浓染固缩; 海马组织 mTOＲ 的表达量减少( P ＜ 0. 05 ) ; 海
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马 CＲH 浓度升高( P ＜ 0. 05) 。与 CPS 组相比，CPS + ANT 组

强迫游泳实验中小鼠不动时间减少( P ＜ 0. 05) ; 糖水偏好率

增高( P ＜ 0. 05) ; 旷场实验中鼠爬行总路程、平均速度、穿越

象限次数、站立次数增加( P ＜ 0. 05 ) ; 海马 CA3 区神经元细

胞数目较多，脱失现象明显减少，核固缩浓染减少; 海马组织

mTOＲ 的表达量增多( P ＜ 0. 05 ) ; 海马 CＲH 浓度下降( P ＜
0. 05) 。结论 CＲH 介导了妊娠期慢性应激致子代抑郁，其

机制可能与妊娠期慢性应激致子代海马 CＲH 升高，下调

mTOＲ 蛋白表达，同时与 CA3 区神经元的减少有关。
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抑郁症是一种常见的心境障碍，实验研究［1］显

示，抑郁的发病与下丘脑、杏仁核、大脑皮层和海马

等部位异常有关。本课题组前期研究［2］显示，妊娠

期慢性应激可引起子代雄鼠呈现抑郁症状，但其机

制不明。促肾上腺皮质激素释放激素( corticotropin
－ releasing hormone，CＲH) 主要由下丘脑室旁核分

泌，大脑皮层、杏仁核、海马等脑组织也表达一定量
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的 CＲH［3］。以往研究［2，4］显示高水平 CＲH 可能与

抑郁的发生有关，但 CＲH 是否介导妊娠期慢性应激

致抑郁尚不清楚。因此，该研究拟用妊娠期慢性不

可预见性复合应激建立子代雄鼠抑郁模型，并用

CＲHＲ1 拮抗剂( antalarmin) 对子鼠进行干预，观察

子代雄鼠抑郁程度并进一步探讨其作用机制。

1 材料与方法

1． 1 试剂与仪器 antalarmin hydrochloride ( 美国

Sigma 公司) ; 雷帕霉素靶蛋白( mammalian target of
rapamycin，mTOＲ) 单克隆抗体( 美国 Abcam 公司) ;

β － actin 单克隆抗体、山羊抗兔二抗、化学发光检测

试剂盒( 上海碧云天生物技术有限公司) ; 小鼠 CＲH
酶联免疫试剂盒( 武汉华美生物公司) ; 电泳仪、凝

胶成像分析系统( 北京 Tanon 公司) ; 强迫游泳图像

采集及分析系统( 上海欣软公司) ; 旷场实验图像采

集及分析系统( 荷兰 Noldus 公司) 。
1． 2 实验动物与分组 8 周龄 SPF 级小鼠，雌性 40
只，雄性 10 只，由安徽医科大学实验动物中心提供。
遵循安徽医科大学生物医学伦理委员会动物饲养要

求，室温为( 23 ± 1 ) ℃，摄食饮水自由，50% 的相对

湿度，饲养 1 周。按照雌雄比例 2 ∶ 1 在晚上 19: 00
合笼，第 2 天早上 07: 00 前检查阴栓，查到阴栓的小

鼠单独饲养，并标记为受孕第 1 天，并将孕鼠按 2 ∶
1 随机分为慢性应激组和正常处理组。慢性应激组

正常饲养 1 周，受孕第 8 天施加应激: 束缚、禁水( 24
h) 、夹尾( 5 min) 、温水游泳( 30 ℃，15 min) 、禁食

( 24 h) 、改变居住环境( 让鼠在潮湿的垫料上生存

24 h) 、冰水游泳( 4 ℃，5 min) 等 7 种应激方式。小

鼠每天随机接受一种应激方法( 禁水、禁食除外) ，

直至小鼠分娩。正常处理组正常饲养即可。子代雄

鼠母乳喂养 21 d 断奶，随机分为三组( n = 10) : 正常

对照组( Control 组) 、产前应激 + 溶剂对照组( CPS
组) 、产前应激 + CＲHＲ1 拮抗剂组( CPS + ANT 组) ，

CPS + ANT 组子代雄鼠于产后 21 ～ 41 d 每天腹腔注

射微量 CＲHＲ1 拮抗剂［5］( 20 μg /g) ，CPS 组和 Con-
trol 组注射等量的生理盐水。
1． 3 行为学实验

1． 3． 1 旷场实验 每组随机选取 8 只子代雄鼠于

产后 45 d 进行旷场实验，在实验的过程中确保实验

室安静，旷场实验时将小鼠转移至试验箱的中央，于

2 min 后开始测试，记时 3 min，记录小鼠爬行总路

程、平均速度、穿越象限次数、站立次数。每结束一

次实验，用酒精擦拭旷场实验箱并清理小鼠的粪便

和尿液，待酒精挥发完，再换下一只小鼠进行实验。
1． 3． 2 强迫游泳实验 每组随机选取 8 只子代雄

鼠于产后 47 d 进行强迫游泳实验，第 1 天将三组小

鼠置于装有 25 ℃水的钢化玻璃桶中游泳 15 min( 水

深 30 cm，直径 20 cm) ，一次实验只能用一只鼠，以

免小鼠互相影响。第 2 天，随机将子代雄鼠放入装

有水的钢化玻璃桶中( 水深及温度与前 1 d 相同) ，

录像、记录并观察小鼠 6 min 内后 4 min 小鼠在桶内

禁止不动时间，即小鼠在水面漂浮不动或仅有四肢

微小的动作维持身体平衡的时间。
1． 3． 3 糖水偏好实验 每组随机选取 4 只子代雄

鼠于产后 50 d 进行糖水偏好实验，小鼠单笼饲养在

安静的鼠房内，每笼放置两个水瓶( 大小、形状，颜

色相同) 。第一个 24 h，两瓶都放置相同重量 1% 的

蔗糖水，使小鼠适应蔗糖的甜味; 第二个 24 h，让小

鼠适应两种不同甜味的饮用水，其中一瓶装有 1%
的蔗糖溶液，第二瓶装有相同体积的饮用水; 第三个

24 h，禁食禁水 24 h，随后给予相同重量的蔗糖水和

纯水进行糖水偏好实验，24 h 后对两水瓶进行称

重，计算糖水偏好率。
1． 4 HE 染色观察病理形态学改变 所有行为学

实验结束后，随机选取 5 只小鼠，眼球取血，颈椎脱

臼处死，在冰上取脑。用 4% 多聚甲醛将取下来的

脑组织固定，然后脱水、包埋，最后于前囱后 3 mm
作 6 μm 的冠状切片。应用 HE 染色技术将每组相

同位置的脑组织切片进行染色，每组取 6 张，在显微

镜下观察海马 CA3 区神经元的形态变化，拍照保

存。然后用 Image-Pro Plus Image 软件计算出神经

元的数目并求出平均值。
1． 5 Western blot 法检测海马组织 mTOＲ 的表达

量 冰上取脑结束后，将取出的全脑在冰上进行海

马剥离，置于匀浆机中，提取总蛋白，应用 BCA 试剂

盒测定海马组织蛋白的总浓度并定量，变性 10 min。
灌制 8%的胶，每孔上样 28 μg; 电泳( 60 V /50 min，

120 V /300 min) ; 转膜( 200 mA /300 min) ; 室温封闭

1. 5 h; 洗膜 3 次; 一抗 4 ℃孵育 24 h; 洗膜 3 次，二

抗室温孵育 1. 5 h; 洗膜，滴加显影液，测量条带的光

密度值。所用抗体浓度: 一抗 β-actin( 兔单抗，1 ∶
2 000) 、mTOＲ( 兔单抗，1 ∶ 1 000) ，二抗( 羊抗兔，1
∶ 2 000) 。
1． 6 ELISA 法检测海马 CＲH 水平 用研磨机将

海马研碎，按照说明书离心取海马组织上清液并测

量海马组织 CＲH 浓度。
1． 7 统计学处理 应用 SPSS 18. 0 软件对数据进
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行分析，并用 珋x ± s 表示，三组数据采用单因素方差

分析，每组之间比较采用 LSD 检验。P ＜ 0. 05 表示

差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 CＲHＲ1 拮抗剂抑制妊娠期慢性应激致子代

雄鼠抑郁 与 Control 组相比，CPS 组强迫游泳实验

中小鼠不动时间增多( P ＜ 0. 05 ) ; 糖水偏好实验中

糖水偏好率下降( P ＜ 0. 05 ) ; 旷场实验中鼠爬行总

路程、平均速度、穿越象限次数、站立次数减少( P ＜
0. 05) ; 与 CPS 组相比，CPS + ANT 组强迫游泳实验

中小鼠不动时间减少( P ＜ 0. 05 ) ，糖水偏好率增高

( P ＜ 0. 05) ，旷场实验中鼠爬行总路程、平均速度、
穿越象限次数、站立次数增加( P ＜ 0. 05) 。见表 1。
2． 2 CＲHＲ1 拮抗剂改善妊娠期慢性应激所致的

子代雄鼠海马 CA3 区神经元病理改变 HE 染色结

果显示，Control 组小鼠海马 CA3 区神经元染色清

晰，数量相对较多，排列紧密，细胞核表现出圆形，核

仁较明显; CPS 组神经元排列疏松，数量相对较少，

脱失现象明显，部分细胞核浓染、固缩。CPS + ANT
组小鼠海马 CA3 区神经元染色清晰，数量较多，呈

椎体状、圆球状，细胞核呈圆形，核仁明显。用 Im-
age-Pro PlusImage 分析软件计数海马 CA3 区神经元

总数，结果显示与 Control 组( 173. 000 ± 8. 888 ) 相

比，CPS 组( 85. 667 ± 8. 737 ) 神经元总数明显减少

( P ＜ 0. 05) ; 与 CPS 组相比，CPS + ANT 组( 171. 667
± 6. 506) 神经元总数明显增多( P ＜ 0. 05 ) 。见图

1。
2． 3 CＲHＲ1 拮抗剂上调妊娠期慢性应激子代雄

鼠海马下降的 mTOＲ 的表达 Western blot 结果显

示，与 Control 组相比，CPS 组小鼠海马组织 mTOＲ
表达量减少( P ＜ 0. 05) ; 与 CPS 组相比，CPS + ANT
组小鼠海马组织的 mTOＲ 表达量增加( P ＜ 0. 05 ) ;

Control 组与 CPS + ANT 组小鼠海马组织 mTOＲ 表

达量差异无统计学意义。见图 2。
2． 4 妊娠期慢性应激致子代雄鼠海马 CＲH 水平

升高 ELISA 法检测小鼠海马 CＲH 结果显示，3 组

子代雄 鼠 海 马 CＲH 浓 度 差 异 有 统 计 学 意 义，与

Control 组相比，CPS 组子代雄鼠海马 CＲH 水平升高

( P ＜ 0. 05) ; 与 CPS 组相比，CPS + ANT 组小鼠海马

CＲH 水平降低( P ＜ 0. 05) ，见图 3。

3 讨论

CＲH 神经元处于 HPA 轴顶端、具有整合心理

和物理刺激的功能，被公认为是应激反应的中枢驱

动力［6］。CＲH 主要由下丘脑室旁核分泌，大脑皮

层、海马、杏仁核等脑组织也表达一定量的 CＲH［7］。
本研究结果显示，CPS 组较 Control 组海马组织 CＲH
浓度上升，说明妊娠期慢性应激可致子代海马组织

CＲH 升高。

表 1 CＲHＲ1 拮抗剂抑制妊娠期慢性应激致子代雄鼠抑郁( 珋x ± s)

组别
不动时间

( s，n = 8)

糖水偏好率

( % ，n = 4)

爬行总路程

( m，n = 8)

平均速度

( m/s，n = 8)

穿越象限次数

( n = 8)

站立次数

( n = 8)
Control 74． 49 ± 17． 00 92． 49 ± 1． 83 16． 64 ± 4． 74 0． 09 ± 0． 026 97． 14 ± 28． 22 37． 57 ± 7． 14
CPS 153． 56 ± 27． 00* 83． 87 ± 1． 41* 9． 07 ± 1． 89* 0． 05 ± 0． 010* 55． 57 ± 15． 77* 27． 71 ± 5． 77*

CPS + ANT 46． 95 ± 21． 67# 90． 49 ± 2． 74# 14． 43 ± 2． 62# 0． 08 ± 0． 015# 81． 86 ± 19． 23# 39． 71 ± 10． 32#

F 值 43． 248 19． 021 9． 648 9． 526 6． 562 4． 509
P 值 ＜ 0． 001 0． 001 0． 001 0． 002 0． 007 0． 026

与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05; 与 CPS 组比较: #P ＜ 0. 05

图 1 CＲHＲ1 拮抗剂改善妊娠期慢性应激所致的子代雄鼠海马 CA3 区神经元 HE ×40

A: Control 组; B: CPS 组; C: CPS + ANT 组
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图 2 CＲHＲ1 拮抗剂上调妊娠期慢性应激

子代雄鼠海马下降的 mTOＲ 的表达量

与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05; 与 CPS 组比较: #P ＜ 0. 05

图 3 妊娠期慢性应激致子代雄鼠海马 CＲH 水平升高

与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05; 与 CPS 组比较: #P ＜ 0. 05

强迫游泳实验、糖水偏好实验和旷场实验是目

前测量小鼠抑郁程度的常用实验。实验很好的分析

了小鼠的无助程度、对快感缺乏的程度和在新环境

中的探索行为。本研究行为学实验显示 CPS 组子

代雄鼠较 Control 组小鼠静止漂浮时间增多; 糖水偏

好实验中糖水偏好率下降; 旷场实验中鼠爬行总路

程、平均速度、穿越象限次数、站立次数减少。CPS
+ ANT 组较 CPS 组小鼠静止漂浮时间减少，糖水偏

好率上升，旷场实验中鼠爬行总路程、平均速度、穿
越象限次数、站立次数增多。说明妊娠期慢性应激

导致子代雄鼠行为学改变，使子代雄鼠产生抑郁样

行为，CＲHＲ1 拮抗剂可逆转妊娠期慢性应激致子代

雄鼠抑郁，提示 CＲH 介导了妊娠期慢性应激致子代

雄鼠抑郁。
实验研究［8 － 9］显示，海马部位异常与抑郁的发

病有关，其中 CA3 区与抑郁的形成密切相关。因此

该区神经元数目、形态结构和功能的改变必然会导

致行为学的改变。本实验的海马 CA3 区 HE 染色结

果显示，CPS 组较 Control 组海马 CA3 区神经元数量

明显减少，并且排列疏松紊乱，异常神经元明显增

多，部分细胞核浓染、固缩，而 CPS + ANT 组较 CPS
组海马 CA3 区神经元染色清晰，数量较多，核浓染、
固缩减少。说明 CＲHＲ1 拮抗剂逆转妊娠期慢性应

激致子代雄鼠海马 CA3 区神经元损伤，提示 CＲH
致海马 CA3 区神经元损伤可能是妊娠期慢性应激

致子代雄鼠抑郁的原因。
mTOＲ 信号通路是调控细胞生长与增殖的一个

关键通路，该通路将从营养分子、能量状态以及生长

因子传来的信号整合在一起，从而调控生命过程。
mTOＲ 分为 mTOＲC1 和 mTOＲC2，mTOＲC1 信号在

调节神经元的存活和分化、树突的长度和分支、轴突

的生长和突触的可塑性中发挥重要作用，同时也介

导抑郁的发病［10 － 11］。本研究显示，CPS 组较 Control
组海马 mTOＲ 明显下降，CPS + ANT 组较 CPS 组海

马 mTOＲ 明 显 上 升 并 接 近 Control 组 水 平。说 明

CＲH 受体拮抗剂可上调 mTOＲ 水平。提示妊娠期

慢性应激通过升高的 CＲH 下调 mTOＲ 的表达进而

致子代雄鼠抑郁。
本研究结果还显示，CPS + ANT 组较 CPS 组海

马组织 CＲH 浓度下降，提示 CＲHＲ1 拮抗剂可以降

低海马 CＲH 水平，其机制是否与 CＲHＲ1 拮抗剂下

调糖皮质激素浓度有关尚不清楚，有待于进一步研

究。
综上所述，CＲH 介导了妊娠期慢性应激致子代

抑郁［12 － 13］，其机制可能与妊娠期慢性应激致子代海

马 CＲH 升高，下调 mTOＲ 蛋白表达，进而引起海马

CA3 区神经元损伤有关。
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CＲH mediate chronic pregnacy stress inducing depression
in offspring male mice

Kuang Liang，Lü Yili，Han Zhenmin，et al
( Dept of Nutrition and Food Hygiene，School of Public Health，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore whether the corticotropin-releasing hormone ( CＲH) mediate offspring depression
induced by chronic pregnacy stress，and the possible mechanism． Methods Male offspring were randomly divided
into the control group ( Control group) ，the chronic prenatal stress group ( CPS group) ，and the chronic prenatal
stress + CＲHＲ1 antagonist group( CPS + ANT group) ． Offspring male mice depression was investigated by the open
field test，sucrose preference test，and forced swimming test，and the light microscope was used to examine the his-
topathologic changes in CA3 field of the hippocampus． In addition，Western blot was used to observe the expression
of mTOＲ in hippocampus． Furthermore，ELISA was used to examine the hippocampus levels of CＲH in the off-
spring mice． Ｒesults The CPS group offspring mice had less motion time compared with the Control group ( P ＜
0. 05 ) ． The sugar preference rate was decreased in the sugar preference test ( P ＜ 0. 05) ． In the open field test，the
distance，the mean speed，the number of line crossings and the number of standing times were decreased ( P ＜
0. 05 ) ，and the neuropathological changes were characterized by the soma condensation，loosed neurons，decreased
neuron number，nuclear pyknosis in the CA3 field of hippocampus． Moreover，the expression of mTOＲ were de-
creased in hippocampus，and the hippocampus CＲH concentration were increased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the
CPS group，the offspring mice had more motion time in CPS + ANT group ( P ＜ 0. 05) ． The sugar preference rate
was increased in the sugar preference test ( P ＜ 0. 05) ． In the open field test，the distance，the mean speed，the
number of line crossings and the number of standing times were increased ( P ＜ 0. 05) ，and the neuropathological
changes were characterized by the increased neuron number，decresed number of damaged neuron in the CA3 field
of hippocampus． The expression of mTOＲ were increased in hippocampus，and the hippocampus CＲH concentra-
tion were decreased ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion CＲH mediates offspring depression induced by chronic pregnacy
stress，which may be related to chronic pregnacy stress increasing the level of CＲH in offspring hippocampus，de-
creasing the mTOＲ protein expresion and resulting in the neuron injury in the CA3 field of hippocampus．
Key words chronic pregnacy stress; corticotropin － releasing hormone; CＲHＲ1 antagonists; depression
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