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ω-3 多不饱和脂肪酸对 PTSD-SPS 大鼠空间学习记忆和海马神经元

溶酶体损伤的防护作用研究 *
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摘要 目的：观察饲料中添加 ω-3 多不饱和脂肪酸对 PTSD-SPS 大鼠空间学习记忆能力及海马神经元溶酶体损伤的保护作用。方

法：将 48 只健康成年雄性 SD 大鼠随机分为正常对照组、PTSD-SPS 模型组、30 % ω-3PUFAs +PTSD-SPS 模型组、60 % ω-3PU-
FAs + PTSD-SPS 模型组。采用 Morris 水迷宫测试方法，观察大鼠定位航行实验中逃避潜伏期及空间探索实验中靶象限活动时间

的百分比及穿台次数。电子显微镜观察大鼠海马神经元超微结构变化。结果：与对照组相比，SPS 模型组大鼠逃避潜伏期延长，第

5 天达到（39.12±7.34）s（P<0.05）；第 6 天大鼠靶象限内活动时间百分比明显缩短及穿台次数减少，分别是 10.01 %± 3.03 %及

（1.05±0.13）次；与 SPS 模型组对比，喂饲 60 % ω-3PUFAs 的 SPS 组大鼠逃避潜伏期为（19.13± 4.26）s（P<0.05），靶象限内活动

时间百分比及穿台次数为 25.56 %±2.13 %、（2.36±0.34）次（P<0.05）。电镜结果显示，喂饲 ω-3PUFAs 的 SPS 模型组大鼠海马神

经元中溶酶体数量比 SPS 组明显减少，与对照组没有显著差异。结论：ω-3 多不饱和脂肪酸可能通过减少海马神经元溶酶体的数

量对 PTSD-SPS 大鼠学习记忆损伤起到一定的防护作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of ω-3 polyunsaturated fatty acids on PTSD-induced impairment of spatial learn-

ing and memory and the lysosomes in hippocampal neurons. Methods: Forty-eight male SD rats were randomly and equally divided into
4 groups: control group, PTSD-SPS group, 30 % ω-3PUFAs + PTSD-SPS group, 60 % ω-3PUFAs + PTSD-SPS group. The escape la-
tency time was evaluated by using the navigation test in a Morris water maze, and the ratio of time spent in the target quadrant and the
number crossing plate was evaluated by the probe test. Ultrastructural changes of hippocampal neurons were detected by transmission
electron microscope. Results: Compared with the control group, the PTSD-SPS group had prolonged latency, (39.12±7.34) s（P<0.05）
in the fifth day, and had a decrease in the ratio of time spent in the target quadrant and the number of crossing plate in the sixth day, 10.01
%± 3.03 % and（1.05± 0.13）times, respectively. The mean escape latency of the rats in 60 % ω-3PUFAs group was（19.13±4.26）s

（P<0.05）, and the ratio of time spent in the target quadrant and the number of crossing plate was 25.56 %±2.13 %,（2.36±0.34）times

（P<0.05）, respectively. Compared with the PTSD-SPS group, the number of lysosomes in the hippocampal neurons in 60 % ω-3PUFAs
group was fewer than that in the SPS group by transmission electron microscope. There was no significance difference be- tween the

ω-3PUFAs group and control group. Conclusion: Dietary Supplement of ω-3PUFAs may protect PTSD-induced impairment of spatial
learning and memory by decreasing the number of lysosomes in hippocampal neurons.
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注：△P＜0.05 与对照组比较；*P＜0.05，**P＜0.05 与 SPS 模型组比较

Note:△P＜0.05 compared with the control group; *P＜0.05, **P＜0.05 compared with the SPS model group

前言

创伤后应激障碍（PTSD）是由异乎寻常的威胁性或灾难心

理创伤导致延迟出现和长期持续的精神障碍。PTSD 是一种严

重的应激疾病，由于中枢神经系统对应激信息的记忆过程出现

障碍，引起海马等脑区出现神经可塑性改变，从而影响大脑学

习记忆功能[1]。ω-3 多不饱和脂肪酸（ω-3PUFAs）是人体必需的

营养素，主要成分包括二十碳五烯酸（EPA）和二十二碳六烯酸

（DHA），具有维持正常生长发育和提高脑记忆功能的作用，与

学习记忆关系密切[2]。研究表明，饮食中添加ω-3PUFAs 可逆转

由于应激损伤引起的学习记忆，认知等功能障碍[3]，其具体作用

机制还不明确。本研究通过建立 PTSD-SPS 大鼠模型（SPS 模

型是目前研究 PTSD 的主要模型之一），观察 PTSD-SPS 模型

大鼠空间学习记忆能力及海马神经元超微结构的改变，以及膳

食补充 ω-3PUFAs 的保护作用，为研究ω-3PUFAs 制剂对 PTSD
疾病引起的学习记忆损伤的预防及可能的机制提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组

健康成年雄性 SD 大鼠 48 只，体质量（60±10）g，清洁级，

购自第四军医大学实验动物中心。动物在光 / 暗周期为 12 h
/12 h、自然光照条件下饲养适应 5 天。大鼠被随机分为四组，正

常对照组，PTSD-SPS 模型组，30% ω-3PUFAs + PTSD-SPS 模

型组，60 % ω-3PUFAs + PTSD-SPS 模型组，每组 12 只。对照组

及 SPS 模型组以基础饲料喂养，ω-3 PUFAs 组饲料中添加了占

基础饲料中油料 30 %及 60 %鱼油（DHA +EPA），各组按配置

好的饲料喂饲一个月后开始造模。
1.2 实验器材及材料

1.2.1 Morris 水迷宫 水迷宫为一直径 160 cm、高 50 cm 的圆形

水池，水池内壁被漆为黑色，池内水深 23 cm，水温保持在（21
±2）℃，房间内光照恒定，无光线直射在水池内。池壁上以四个

等距离点将水池分为四个象限，在靶象限内距离池壁 35 cm 处

放有一个直径为 12 cm、高 21 cm 的圆形黑色站台，站台位于水

面下 2 cm。池壁内贴有不同形状及颜色的标记物。迷宫上方安

置连接显示系统的摄像机，同步记录大鼠运动轨迹。采用上海

吉量软件科技有限公司研制开发的 Morris 水迷宫视频分析系

统进行信息处理，该系统能动态记录大鼠在水迷宫中游泳的录

像资料，设定分析参数，进行在线或离线数据分析，并提供大鼠

上台潜伏期、靶象限活动时间百分比、穿台次数、游泳速度、游
泳路程等多个指标。
1.2.2 ω-3 多不饱和脂肪酸 ω-3PUFAs 制剂为深海鱼油胶囊，

主要成分为 EPA≥170 mg、DHA≥ 110 mg。基础饲料购自第四

军医大学实验动物中心，自行配置 30 %和 60 %的鱼油饲料。
1.3 实验方法

1.3.1 PTSD-SPS 动物模型的制备 大鼠禁锢 2 h，然后立即强迫

其游泳 (水深 40 cm，水温 25℃) 20 min；经过 15 min 的恢复，

密闭容器内乙醚麻醉至意识丧失，在笼中不经任何打扰持续至

苏醒[4]。对照组动物无干扰喂养，常规饲养直至取材。
1.3.2 定位航行实验 实验前将大鼠置于站台上适应 20 s，随后

将大鼠随机从不同象限(靶象限除外)面壁置入池内，大鼠登上

站台 10 s 后终止记录，最长记录时间为 60 s，若大鼠在 60 s 内

不能上台，引导其登上站台适应 10 s，然后将大鼠拭干放入鼠

笼。如此将大鼠置入游泳池，每天同一时间训练一次，定位航

行训练需要 5 天完成。测量平均逃避潜伏期，以此评判大鼠的

空间学习能力。
1.3.3 空间探索实验 定位航行训练结束后撤除水面下的站台，

于实验第 6 天将大鼠随机从不同象限(靶象限除外)面壁置入池

内，记录大鼠在 60 s 内的游泳轨迹并进行分析，最后将大鼠拭

干放入鼠笼。观察第 6 天大鼠在靶象限活动时间的比率和穿台

次数，以此评判大鼠的空间记忆能力。
1.3.4 海马神经元电镜观察 造模后 1 天，大鼠用 1 %戊巴比妥

钠麻醉，打开胸腔，用 0.9 %的生理盐水 200 ml 冲血，4 %多聚

甲醛灌注固定，断头后取出海马，在不同部位，切取约 1 mm×1
mm×1 mm 的海马组织 10 块，固定于 4 %戊二醛溶液内，之后

每组 10 块组织中随机选出 3 块组织，常规锷酸固定，逐级酒精

脱水，E-pon812 包埋，半薄切片定位，最后制成超微切片。经醋

酸铀、柠檬酸铅双重染色后，在 JEM-100CX2 型透射镜下拍照。
统计学处理应用 SPSS13.0 统计分析软件对数据进行统计分

析，数据以均值±标准差（x±s）表示，进行 t 检验，P＜0.05 为具

有统计学差异。

2 结果

2.1 ω-3PUFAs 对造模后大鼠学习记忆的影响

2.1.1 ω-3PUFAs 对造模后大鼠空间学习的影响 通过定位航行

实验比较各组逃避潜伏期时间。与对照组相比，SPS 模型组大

鼠逃避潜伏期明显延长（Table 1，P＜0.05），喂饲ω-3PUFAs 的

SPS 组大鼠的逃避潜伏期没有明显的变化，无统计学差异；与

SPS 模型组相比，60 % ω-3PUFAs 组大鼠的逃避潜伏期明显缩

短，在第四天和第五天分别达到 18.22 ±5.07，19.13 ±4.26
（Table 1，P＜0.05），具有显著统计学意义。

2.1.2 ω-3PUFAs 对造模后大鼠空间记忆的影响 通过空间探

表 1 定位航行实验中各组大鼠逃避潜伏期比较（s）（x±s，n=12）
Table 1 The escape latency time of rats in the navigation experiment（s）（x±s，n=12）

Group d1 d2 d3 d4 d5

Control 32.00±6.89 28.23±6.98 20.36±7.92 17.21±9.87 14.25±6.35

SPS 58.14±3.25△ 53.26±8.64△ 43.12±3.22△ 38.23±10.01△ 39.12±7.34△

30 % PUFAs 31.55±2.61* 29.25±6.35* 20.23±4.59* 21.13±3.66* 20.02±4.30*

60 % PUFAs 30.21±1.68** 28.30±2.34** 21.00±1.69** 18.22±5.07** 19.13±4.26**
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索实验的两个指标靶象限活动时间百分比及靶象限穿台次数

评价大鼠空间记忆能力。本次实验中，SPS 模型组大鼠靶象限

活动时间百分比及穿台次数较对照组减少 （Fig. 1），分别为

10.01 %± 3.03 %及（1.05±0.13）次；喂饲 60 % ω-3PUFAs 的

SPS 模型组大鼠靶象限活动时间百分比及穿台次数较 SPS 模

型组明显增加（Fig. 1），分别达到 25.56 %± 2.13 %及 2.36±
0.34）次，P＜0.05，具有统计学意义。
2.2 ω-3PUFAs 对海马神经元超微结构的影响

图 1 空间探索实验中各组大鼠靶象限活动时间百分比及穿台次数

Fig. 1 The rats' performance in the probe test. A: The ratios of time spent in the target quadrant; B: Number of crossing the plate

与正常对照组相比，SPS 模型组大鼠海马神经元中溶酶体

明显增多（Fig. 2 B），在实验的过程中，同时观察到线粒体肿胀

及神经元细胞突起改变；与 SPS 模型组相比，喂饲 60 %

ω-3PUFAs 的 SPS 模型组大鼠海马神经元溶酶体的数量明显

减少（Fig. 2 C），与对照组相比其数量没有显著差异。

图 2 电镜观察大鼠海马神经元超微结构的变化（×20K）: A 正常对照组 B PTSD-SPS 模型组 C 60 % ω-3PUFAs+ PTSD-SPS

Fig. 2 Ultrastructural changes of hippocampal neurons by transmission electron microscope（×20K）:A. Control; B. PTSD-SPS model; C.60 %

ω-3PUFAs+ PTSD-SPS

3 讨论

当今世界，自然灾害频发，交通事故、局部战争不断，这些

均导致了 PTSD 的患病率居高不下。PTSD 病人会表现一系列

的学习记忆、认知功能障碍、多种情感行为异常等症状[5-7]。研究

发现，应激在多数情况下有损伤动物空间学习和记忆的作用[8]。
海马是与学习记忆密切相关的脑区。在应激所致的精神障碍

中，常应用 Morris 水迷宫测量动物的空间学习记忆能力[9]，而

且 Morris 水迷宫是一种研究与海马功能直接相关的空间学习

记忆模型[10]。定向航行实验反映动物对平台空间位置的记忆，

评价动物的空间学习记忆能力；空间探索实验用于测试动物记

忆保持的能力。本实验结果显示，SPS 模型组大鼠逃避潜伏期

延长，提示其空间学习和记忆的获得与巩固过程受到影响，空

间学习记忆能力下降；靶象限活动时间百分比及穿台次数的下

降进一步提示 SPS 模型组大鼠空间记忆保持能力下降。
PTSD 可致海马神经元形态改变，加速部分海马神经元细

胞的死亡，进而影响认知和学习过程，损害海马依赖性的记

忆[11-13]。有研究表明，应激可引起海马神经元胞凋亡，与其细胞

的溶酶体的表达和变化有关[14-16]。本实验中 SPS 模型组大鼠海

马组织细胞溶酶体明显增多，实验中同时发现线粒体肿胀，神

经元突起改变。本实验结果与文献报道一致，推测本研究中

SPS 模型大鼠的海马神经元有一定的损伤，海马神经元超微结

构的改变可能是导致其损伤的原因之一。
ω-3PUFAs 对外伤性脑损伤导致的学习记忆能力起到保护

作用[17,18]。近年来的研究表明，膳食添加 ω-3PUFAs 对于 PTSD、
抑郁症和阿尔茨海默病等精神疾病的改善有一定效果 [19-21]，这
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其中的机制可能在于 ω-3PUFAs 不足会降低神经递质如 5- 羟

色胺的功能。5- 羟色胺是一个关键的神经发育信号，如果其活

性受损，会引起神经元组织持久损伤。而 ω-3PUFAs 可通过调

节色氨酸羟化酶、5- 羟色胺再摄取泵及其受体的活性而影响 5-
羟色胺的代谢，从而促进神经向外生长，并抑制凋亡。本实验结

果显示，SPS 模型组大鼠比对照组大鼠空间学习记忆能力明显

下降，其海马神经元中溶酶体数量明显增加；添加 60 % ω-3PU-
FAs 的 SPS 模型组大鼠学习记忆能力与对照组无显著差异，并

且海马神经元中溶酶体数量没有明显的变化，提示 ω-3PUFAs
可能通过预防海马神经元超微结构的损伤而对 SPS 大鼠的空

间学习记忆能力下降起到一定的防护作用，而 ω-3PUFAs 对

PTSD 可能有一定的防护作用，具体机制将在今后的工作中进

一步研究。
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