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Abstract Objective To covalently immobilize biotin on the surface of the titanium substrate by biotin-avidin
technology． Eventually，the study provides new experimental methods for titanium implant surface grafting bioactive
molecules． Methods The surface of the titanium substrate was treated by 3-aminopropylphosphonic acid(APP)，
and enabled them to obtain free amino groups，which reacted with carboxyl groups to form amide bond to immobilize
the biotin-avidin system on the surface of titanium implant by carbodiimide(EDC)-mediated． Ｒesults The samples
were characterized by environmental scanning electron microscopy，fourier transform infrared spectroscopy，X-ray
photoelectron spectroscopy and immunofluorescence，which demonstrated that biotin was successfully bonded to the
titanium surface． Conclusion The biotin can be successfully immobilized on the surface of titanium implant with
grafted amino groups through biotin-avidin technology． This study develops a new research approach and experimen-
tal foundation of the biolization modification on the surface of titanium implant．
Key words titanium implant; 3-aminopropylphosphonic acid; biotin-avidin system; covalently bonding

◇预防医学研究◇

产前应激加剧慢性子代应激诱导的子鼠学习记忆能力损伤
唐 伟，王正玉，程 娟，韩振敏，姚余有

摘要 目的 探讨产前应激是否进一步加剧慢性应激所致

的 6 月龄雄性 APPswe /PS1dE9 子鼠学习记忆损伤及其可能
机制。方法 以 APPswe /PS1dE9 双转基因小鼠为研究对
象，实验分为产前慢性应激 －子代慢性应激组 (TT 组)、产
前慢性应激 －子代正常处理组 (TC组)、产前正常处理 －子
代慢性应激组 (CT组) 和产前正常处理 －子代正常处理组
(CC组)。应用 Morris水迷宫检测子代小鼠的空间学习、记
忆能力，通过 HE染色观察小鼠海马 CA3 区神经元的病理组
织形态，采用 Congo red染色检查小鼠脑组织的淀粉样斑块，

采用 Western blot 法检测小鼠海马组织淀粉样前体蛋白
(APP)、淀粉样前体蛋白 β位点分裂酶 1 (BACE1) 和 β-淀
粉样蛋白 1-42 (Aβ42) 的表达量，运用 ELISA法检测血清皮
质酮含量。结果 与 CC 组相比，CT 组小鼠的逃避潜伏期
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和游泳距离延长 (P ＜ 0. 05)，平台象限游泳时间和穿越平台
次数减少 (P ＜ 0. 05); 海马 CA3 区损伤的神经元数目明显
增加 (P ＜ 0. 05)，排列疏松紊乱，脱失现象明显，核固缩、
浓染; 脑组织淀粉样斑块数目增多; 海马组织 APP、BACE1
和 Aβ42的表达量升高 (P ＜ 0. 05); 血清皮质酮浓度升高
(P ＜ 0. 05)。与 CT组相比，TT组小鼠的逃避潜伏期和游泳
距离进一步延长 (P ＜ 0. 05)，平台象限游泳时间和穿越平台
次数进一步减少 (P ＜ 0. 05); 脑组织淀粉样斑块和海马
CA3 区损伤的神经元数目进一步增加(P ＜ 0. 05); 海马组织
APP、BACE1 和 Aβ42的表达量和血清皮质酮浓度进一步升高

(P ＜ 0. 05)。结论 产前应激进一步加剧慢性应激所致的
子鼠学习记忆损伤，其机制可能与其升高小鼠血清皮质酮

水平，促进 APP和 BACE1 表达，进而增加 Aβ42的生成，最

终引起海马 CA3 区神经元损伤有关。
关键词 产前应激; 慢性应激; 皮质酮; 淀粉样前体蛋白;
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慢性应激会导致下丘脑 －垂体 －肾上腺轴的过
度激活和功能紊乱，损害大脑的认知功能

［1］。海马
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和前额叶是最易因应激而损伤的脑区，与学习记忆

密切相关
［2］。研究［3］表明，慢性应激可导致实验动

物学习记忆能力明显受损，出现老年痴呆样病理改

变
［4 － 7］。此外，实验［8 － 9］

表明，产前慢性应激可致

子代行为学和神经生物学上的改变。然而，目前极
少有学者研究产前慢性应激联合子代慢性应激对子

代学习记忆的影响。研究［10］显示产前慢性应激会
显著增加雌性子代小鼠的抑郁和焦虑行为，对雄性

子代则以学习记忆损伤为主。APPswe /PS1dE9 双
转基因小鼠是常用的老年痴呆小鼠模型，在 6 ～ 7
月龄时脑内由淀粉样前体蛋白 ( amyloid precursor
protein，APP) 经淀粉样前体蛋白 β 位点分裂酶 1
(β-site amyloid precursor protein-cleaving enzyme 1，
BACE1) 降解产生的 β-淀粉样蛋白 1-42 ( amyloid
β-peptide protein，Aβ42) 开始升高并逐渐出现淀粉

样斑块。该研究拟用此双转基因小鼠，探讨产前慢
性应激是否进一步恶化慢性应激所致的雄性子代小

鼠的学习记忆能力损伤及其可能的机制。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂和仪器 BACE1、Aβ42单克隆抗体

(美国 Abcam公司);β-actin单克隆抗体 (德国 San-
ta Cruz 公司);APP 单克隆抗体、山羊抗鼠二抗、山
羊抗兔二抗、动物基因组 DNA抽提试剂盒 (上海生
物工程公司);Western blot 法化学发光检测试剂盒
(美国 Thermo Scientific公司);电泳仪、凝胶成像分
析系统 (北京 Tanon公司);小鼠血清皮质酮酶联免
疫试剂盒 (武汉华美公司);Morris水迷宫图像采集
及分析系统 (北京医学科学院药物研究所)。
1． 2 实验动物与分组 实验的时间轴见图 1。SPF
级 Tg(APPswe，PSEN1dE9)双转基因雄鼠 10 只及
普通 C57bl /6 雌鼠 60 只，均为 10 周龄，30 ～ 40 g，
购自南京大学模式动物研究中心。小鼠饲养遵循安
徽医科大学生物医学伦理委员会的要求。室温 (23
± 1) ℃，相对湿度 50%，自由摄食饮水;正常饲养
7 d，使其适应周围环境。于晚20 ∶ 00点雌雄2 ∶ 1
合笼，次日早上08 ∶ 00检查阴栓，查到阴栓者取出
单笼饲养，记为孕第 1 天 (G1)，并将孕鼠随机分
为产前慢性应激组和产前正常处理组。产前慢性应
激组正常饲养至孕第 7 天 (G7)，开始施加不可预
测的慢性复合应激: 夹尾 (距尾尖 2 cm 处，5
min)、束缚 (50 ml 带多个小孔的离心管，2 h)、冰
水游泳 (4 ～ 6 ℃，5 min)、温水游泳 (28 ～ 35 ℃，
15 min)、夜相给亮 (12 h)、禁水 (24 h)、禁食 (24 h)

等 7种应激方式。每天随机采用 1 种方法对小鼠进
行应激刺激，每天 2 次 (最后 3 种应激方式除外)，
持续至孕第 20天 (G20)。产前正常处理组小鼠不接
受应激，正常饲养。仔鼠于产后 21 d (P21) 断奶。
雄性仔鼠于产后 25 d (P25) 剪取尾尖 ( ＜5 mm) 组
织，采用 PCＲ 法进行基因鉴定［8］。雄性 APPswe /
PS1dE9子代小鼠分笼 (2 只 /笼) 饲养。产后 180 d
(P180) 将子代小鼠分为产前慢性应激 －子代慢性应
激组 (TT组，n =18)、产前慢性应激 －子代正常处理
组 (TC组，n =18)、产前正常处理 －子代慢性应激组
(CT组，n =18) 和产前正常处理 －子代正常处理组
(CC组，n = 19)。TT 组和 CT 组小鼠接受 4 周如上
所述的不可预测的慢性复合应激。

图 1 实验的时间轴

1． 3 学习记忆能力测试 采用 Morris 水迷宫［11］。
每组随机选取小鼠［TT组(n = 8)、TC组(n = 8)、CT
组(n = 8)、CC组(n = 9)］做此实验，历时 5 d。前 4
d 进行定位航行实验，每天训练 4 次，每次依次从 4
个象限将小鼠面朝池壁上的入水点放入水中，观察

小鼠登上平台所需时间 (逃避潜伏期)。每次训练
的间隔为 15 min，记录逃避潜伏期、游泳距离和游
泳速度。第 5 天，撤去平台，进行空间探索实验。
记录小鼠 90 s 内的平台象限游泳时间和穿越平台
次数。
1． 4 HE染色观察病理改变 应激结束后，颈椎脱
臼法处死小鼠，冰上取脑。右侧脑组织经 4%多聚
甲醛固定、脱水、包埋后，于前囱后 3 mm 作冠状切
片 (6 μm)。每个小鼠脑组织样本取 2 张切片进行
HE染色，光学显微镜下观察海马组织形态学变化
并拍照，之后用 Image-Pro Plus Image分析软件计数
海马 CA3 区神经元总数和异常神经元数。每组观
察 3 只小鼠切片并取平均值。
1． 5 Congo red 染色法检测淀粉样斑块 切片脱
腊至水后，直接浸入 Congo red 染色液 25 min，水
洗，0. 2%碱性乙醇溶液分化数秒，充分水洗; 苏木
精液染色 1 min，水洗，1%盐酸乙醇溶液分化数秒，
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经充分水洗并用 0. 25%氨水溶液返蓝后，梯度乙醇
溶液脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，光镜下观

察淀粉样斑块并拍照。
1． 6 Western blot 法检测海马组织 APP、BACE1
和 Aβ42的表达量 常规提取海马组织蛋白

［11］，经

Lowery法测定蛋白浓度后定量，98 ℃变性 5 min。
灌制 12%的 SDS-聚丙烯酰胺凝胶 (Aβ42的检测配

制 10 ～ 20%的梯度 Tricine-聚丙烯酰胺凝胶); 每孔
上样 30 μg; 电泳 (65 V /30 min，120 V /90 min);
然后，200 mA /100 min (Aβ42 120 mA /30 min) 将凝
胶中蛋白转移至 PVDF膜上; 以 5 %脱脂奶粉室温
封闭 1 h; 加一抗，于 4 ℃过夜; 洗膜，加相应二
抗，室温孵育 1 h; 洗膜，滴加化学发光试剂，最后
用凝胶成像分析系统分析各免疫印迹条带的光密度

值 (optical density，OD)。实验中所使用的抗体及
其稀释浓度: β-actin (鼠单抗，1 ∶ 800)、APP (兔多
抗，1 ∶ 4 000)、BACE1 (兔多抗，1 ∶ 800)、Aβ42(兔

多抗，1 ∶ 1 000)、二抗 (羊抗鼠，1 ∶ 15 000; 羊抗
兔，1 ∶ 80 000)。
1． 7 ELISA法检测血清皮质酮水平 应激结束后
4 h，对未进行水迷宫实验的小鼠每组各取 10 只，
眼球取血，分离血清，按照 ELISA试剂盒的说明书
进行血清皮质酮水平的检测。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 15． 0 软件进行分析，
数据以 珋x ± s 表示。水迷宫实验小鼠体重、逃避潜伏
期和游泳距离的结果采用重复测量方差分析，其余

结果均采用单因素方差分析，组间比较采用 Bonfer-
roni-t检验。

2 结果

2． 1 产前慢性应激进一步加剧子代慢性应激所致
的子鼠学习记忆能力损伤 体重监测显示在最后 1
周训练结束时，TT 组小鼠较 TC 组和 CC 组体重减
低 (P ＜ 0. 05)，CT组小鼠较 TC 组和 CC 组体重也
减低 (P ＜ 0. 05)。水迷宫试验结果表明，随实验天
数增加，4 组小鼠的逃避潜伏期均明显缩短 (F =
90. 299，P ＜ 0. 05 )，游泳距离明显缩短 ( F =
80. 531，P ＜ 0. 05)，表明通过训练小鼠已逐渐学会
寻找平台，并对平台的空间定位产生记忆能力。与
CC组相比，CT组小鼠的逃避潜伏期和游泳距离延
长 (P ＜ 0. 05)，平台象限游泳时间和穿越平台次数
减少 (P ＜ 0. 05)，游泳速度差异无统计学意义。TT
组较 CT组小鼠的逃避潜伏期和游泳距离进一步延
长 (P ＜ 0. 05)，平台象限游泳时间和穿越平台次数
进一步减少 (P ＜ 0. 05)。见图 2。
2． 2 产前慢性应激进一步加剧子代慢性应激所致
的子鼠海马 CA3 区神经元损伤 CC 组和 TC 组小
鼠海马 CA3 区锥体细胞层神经元染色清晰，数量较
多，排列整齐紧密，呈锥体状、圆球状，细胞核呈圆
形，核仁明显; CT 组和 TT 组神经元排列疏松紊
乱，数量较少，细胞体略小，细胞核浓染、固缩。见
图 3。用 Image -Pro Plus Image分析软件计数海马

图 2 Morris水迷宫产前慢性应激加剧 6 月龄雄性子代小鼠因慢性应激所致的学习记忆损伤
A: 体重监测;B: 定位航行实验中逃避潜伏期的比较;C: 定位航行实验中游泳距离的比较;D: 定位航行实验中游泳速度的比较;E: 空间

探索实验中平台象限游泳时间的比较;F: 空间探索实验中穿越平台次数的比较;与 TT组比较:* P ＜ 0． 05;与 CC组比较:#P ＜ 0. 05;与 TC组比

较:＆P ＜ 0. 05
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CA3 区神经元总数和异常神经元数目，结果显示与
CT组(101. 33 ± 7. 62)、TC 组(113. 2 ± 8. 25)和 CC
组(116. 2 ± 8. 74)比较，TT 组(96. 83 ± 8. 16)小鼠
海马 CA3 区神经元总数明显减少;与 CT 组 (17. 50
± 2. 69 )、TC 组 (8. 67 ± 1. 63 )、CC 组 (7. 33 ±
1. 03)比较，TT 组(21. 50 ± 2. 07)核固缩、浓染等退
行性改变的异常神经元数明显增加，差异均有统计

学意义(P ＜ 0. 05)。

图 3 产前慢性应激加剧 6 月龄雄性子代小鼠因慢性应激

所致的海马 CA3 区神经元损伤 HE ×400

A: CC组; B: CT组; C: TC组; D: TT组

2． 3 产前慢性应激进一步加剧子代慢性应激所致
的子鼠淀粉样斑块沉积 4 组小鼠的前额叶皮质均
有观察到明显的橘红色 Aβ42沉积 (箭头所指)，形

状不规则，呈斑块状，大小不一。TT组小鼠的前额
叶皮质的淀粉样斑块数量明显多于 CT 组、TC 组和
CC组。见图 4。然而，4 组小鼠的海马组织中淀粉
样斑块数量稀少，只在 CT组和 TT组的个别切片上
观察到。见图 5。
2． 4 产前慢性应激进一步加剧子代慢性应激所致
的子鼠海马 APP、BACE1 和 Aβ42表达 子代慢性

应激可增加海马组织 APP、BACE1 和 Aβ42的表达量

(F = 173. 959、114. 965、248. 272，P ＜ 0. 05)，产前慢
性应激也可增加海马组织 APP、BACE1 和 Aβ42的表

达量(F = 85. 095、17. 146、137. 834，P ＜ 0. 05)，且
对于 APP和 Aβ42产前慢性应激和子代慢性应激存

在交互效应 (FAPP = 12. 829，FAβ42 = 16. 424，P ＜
0. 05)。与 CT 组相比，TT 组小鼠海马组织的 APP
和 Aβ42更多表达 (P ＜ 0. 05); 至于海马组织中
BACE1 的表达量，也有增多的趋势，但差异无统计
学意义(P = 0. 055)。见图 6。

图 4 产前慢性应激加剧 6 月龄雄性子代小鼠因慢性应激所致

的前额叶皮质淀粉样斑块沉积 Congo red × 100

A: CC组; B: CT组; C: TC组; D: TT组

图 5 产前慢性应激加剧 6 月龄雄性子代小鼠因慢性应激

所致的海马淀粉样斑块沉积 Congo red × 400

A: CT组; B: TT组

2． 5 产前慢性应激进一步加剧子代慢性应激所致
的子鼠血清皮质酮水平升高 子代慢性应激可增加

血清皮质酮水平 (F = 67. 332，P ＜ 0. 05)，产前慢
性应激也可增加血清皮质酮水平 (F = 10. 840，P ＜
0. 05)，且 TT 组小鼠较 CT 组有更高的血清皮质酮
水平 (P ＜ 0. 05)。

3 讨论

当今社会竞争激烈，孕妇和其子代都有可能暴

露于慢性应激环境中，故产前慢性应激对成年子代

遭遇慢性应激所致的认知功能改变会产生怎样的影

响就成了一个有意义且实际的问题，其机制更是值

得探讨。本研究 Morris 水迷宫结果显示 CT 组子代
小鼠较 CC组逃避潜伏期和游泳距离延长，平台象
限游泳时间和穿越平台次数减少; TT 组较 CT 组的
逃避潜伏期和游泳距离进一步延长，平台象限游泳

时间和穿越平台次数进一步减少;说明产前慢性应

激可加剧雄性子代小鼠因慢性应激所致的学习记忆
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图 6 产前慢性应激加剧 6 月龄雄性子代小鼠因慢性应激所致的海马 APP、BACE1 和 Aβ42 表达

A: APP;B: BACE1;C: Aβ42;与 TT组比较: * P ＜ 0． 05; 与 CC组比较: #P ＜ 0. 05

损伤。
海马是应激反应的靶部位，其 CA3 区与精确空

间学习记忆的形成密切相关
［12］;因此，该区域神经

元数量、形态结构和功能的改变必然会导致学习记
忆能力的变化。本研究病理形态学结果显示，CT
组子代小鼠较 CC组海马 CA3 区神经元总数明显减
少，核固缩、浓染等退行性改变的异常神经元明显
增多; TT组小鼠较 CT组海马 CA3 区神经元总数进
一步减少，异常神经元数进一步增加，提示产前慢

性应激可加剧慢性应激所致的雄性子代小鼠海马

CA3 区神经元损伤，可能是 TT 组学习记忆能力下
降的重要原因之一。

Aβ42容易聚集，是大脑组织中淀粉样斑块的主

要组份
［13］。研究［14］显示 Aβ42能降低细胞膜的流动

性，导致炎症反应和氧化应激，因而具有较强的细

胞毒性和促凋亡作用。本研究提示产前慢性应激加
剧慢性应激所致的雄性子代小鼠海马 CA3 区神经
元损伤，可能与其加剧子代小鼠海马组织 APP 和
BACE1 表达进而增加 Aβ42的生成有关。值得注意
的是，在本实验中 4 组小鼠的前额叶皮质均有观察
到明显的淀粉样斑块沉积 (TT 组数量明显多于另
外 3 组)，而海马组织中淀粉样斑块数量稀少 (只
在 CT组和 TT组的个别切片上观察到)，这可能有
3 个方面的原因: ① 小鼠只有 6 月龄，斑块的产生
很少; ② 样本量有限; ③ 前额叶皮质的分化相对
较晚
［15］，因而其神经元可能会在本实验进行的产

前慢性应激期内受损。
研究
［16 － 17］
表明，在 APP和 BACE1 的启动子区

含有多个糖皮质激素反应元件。本研究结果显示，
TT组小鼠较其余 3 组有更高的血清皮质酮水平，
提示产前慢性应激加剧子代海马组织 APP 和
BACE1 表达可能与其提高子代血清皮质酮水平，进

而作用于 APP和 BACE1 启动子区的糖皮质激素反
应元件有关。但确切机理还有待于进一步研究。
综上所述，产前慢性应激可加剧 6 月龄雄性

APPswe /PS1dE9 子代小鼠因慢性应激所致的学习
记忆损伤，这可能与其进一步提高子代血清皮质酮

水平，促进 APP 和 BACE1 表达，进而增加 Aβ42生

成，最终引起海马 CA3 区神经元损伤有关。
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Chronic prenatal stress exacerbates learning and memory impairments in
adult male APPswe /PS1dE9 offspring mice who also suffer chronic stress

Tang Wei，Wang Zhengyu，Cheng Juan，et al
(School of Public Health，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To determine whether chronic prenatal stress could exacerbate learning and memory impair-
ments in 6-month-old male APPswe /PS1dE9 offspring mice who also suffer chronic stress，and if so，what the un-
derlying mechanism is． Methods There were four groups: the prenatal control-offspring control group ( CC
group)，the prenatal control-chronic offspring stress group (CT group)，the chronic prenatal stress-offspring control
group (TC group)，and the chronic prenatal stress-chronic offspring stress group (TT group) ． Morris water maze
was used to investigate learning and memory impairments in mice，and the histopathologic changes in CA3 field of
the hippocampus (HE stain and Congo red stain) in hippocampus were examined under a light microscope． Fur-
thermore，western blot was used to observe the expression levels of amyloid precursor protein (APP)，β-site APP-
cleaving enzyme 1 (BACE1) and amyloid-β protein (Aβ42) in hippocampus． Additionally，we also used ELISA to
examine the serum levels of corticosterone in the offspring mice． Ｒesults Compared with the CC group，the results
showed that CT group mice had more escape latency and swimming distance (P ＜ 0. 05)，less number of crossing
the platform site and swimming time in the quadrant of the platform (P ＜ 0. 05) ． Furthermore，the neuropathologi-
cal changes were characterized by the disintegrated pyramidal layered structure，decreased neuron number，worse
cell morphology，soma condensation，nuclear pyknosis in the CA3 field of hippocampus in the CT group (P ＜
0. 05) ． Moreover，the expression of APP，BACE1 and Aβ42 in hippocampus were increased，as well as the serum
corticosterone concentration in the CT group (P ＜ 0. 05) ． Noteworthy，the learning and memory impairments and
neuropathological changes stated above were worse in TT group mice compared to CT group mice (P ＜ 0. 05) ．
Conclusion Chronic stress could exacerbate learning and memory impairments in 6-month-old male APPswe /
PS1dE9 offspring mice who also suffer chronic stress，which may be related to chronic prenatal stress potentiate the
production of Aβ42 mediated by glucocorticoids through increasing expression of APP and BACE1 gene．
Key words prenatal stress; chronic stress; corticosterone; amyloid precursor protein; learning and memory
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