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·基础研究· 

成纤维细胞生长因子2对创伤后应激障碍模型大鼠行为及海马星形

胶质细胞的影响 

夏  亮1, 王莉颖2, 翟明珠2, 吴  迪1, 王玉同3*, 朱  霞1* 
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【摘  要】目的  探讨成纤维细胞生长因子2（FGF2）对创伤后应激障碍（PTSD）模型大鼠的行为以及海马星形胶质

细胞的作用。方法  采用单次延长应激（SPS）建立大鼠PTSD模型，然后在SPS大鼠第7d给予高剂量FGF2因子腹腔注

射，采用自发活动、高架十字迷宫方法观察高剂量FGF2单次给药对SPS模型大鼠行为学的影响；同时利用星形胶质细

胞标志物——胶质纤维酸性蛋白（GFAP）免疫荧光染色方法，观察各组大鼠海马星形胶质细胞阳性表达的情况，并利

用双重荧光Western印迹法验证GFAP在不同实验组的蛋白表达情况。结果  与SPS组大鼠相比，FGF2高剂量给药后明显

减轻SPS大鼠的焦虑或抑郁状态，且明显增强海马内GFAP免疫反应阳性星形胶质细胞的表达。结论  FGF2可明显改善

SPS大鼠的焦虑或抑郁症状，其治疗PTSD的机制可能与增加星形胶质细胞的活性有关。 
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Impact of fibroblast growth factor 2 administration on behavior and 
hippocampal astrocytes in rats with posttraumatic stress disorders 
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(1Department of Psychology, 2Department of Human Anatomy and Histology & Embryology, 3Department of Emergency, Xijing 
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【Abstract】 Objective To determine the effect of fibroblast growth factor 2 (FGF2) injection on the behavior and astrocytes 

activation in the hippocampus in the rats of posttraumatic stress disorders (PTSD). Methods  Single prolonged stress (SPS) was 

used to establish the PTSD rat model. Then a single high dose of FGF2 (50µg/kg) was given by intraperitoneal injection in 7d after 

the model establishment. Another 7d later, open-field test (OF) and elevated plus maze (EPM) test were used to evaluate rats’ 

spontaneous activity, anxiety and depression behaviors. Immunofluorescence staining and double immunofluorescence Western 

blotting were used to detect the expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in the hippocampus in normal, PTSD, and FGF2 

treated rats for astrocytes activation and expression level respectively. Results  FGF2 treatment resulted in significantly decreased 

anxiety and depression behaviors compared with the PTSD rats, and enhanced the expression of GFAP obviously in the hippocampus. 

Conclusion  FGF2 obviously attenuates anxiety and depression behaviors in the rats after SPS, which might be due to its 

enhancement in astrocyte activity in the hippocampus. 

【Key words】 posttraumatic stress disorders; astrocyte; fibroblast growth factor 2; elevated plus maze; spontaneous behavior; double 

fluorescence Western blotting; rats 
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创伤后应激障碍（posttraumatic stress disorder，

PTSD）是一种严重的灾难性事件或威胁（如战争及

自然灾害等）所引发，其主要症状为反复发生的闯

入性记忆再体验、回避及持续的警觉性增高症候

群 [1]。众多文献报道，目前主要治疗PTSD的抗抑郁

药物能增加海马内星形胶质细胞的活性。作为大脑

中数量较多的细胞，星形胶质细胞如何参与PTSD的

发 生 机 制 仍 不 清 楚 。 本 实 验 采 用 单 次 延 长 应 激
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（single-prolonged stress，SPS）建立大鼠PTSD模型，

利 用 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白 （ glial fibrillary acidic 

protein，GFAP）表达作为星形胶质细胞活化的指标，

通过研究海马内GFAP的表达变化，来探讨海马星形

胶质细胞是否参与PTSD的发病过程，并探讨成纤维

细胞生长因子2（fibroblast growth factor 2，FGF2）

在治疗PTSD的焦虑或抑郁样行为中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

健康雄性SD大鼠（均由第四军医大学动物实验

中心提供），体质量在250～300g，鼠龄均为8周，各

组动物的数量如图1所示。 

1.2  动物模型的建立与FGF2给药 

根据SPS方法建立模型[2]，即首先对大鼠进行2h

的紧密束缚，随后进行15min的强迫游泳，直至大鼠

暂时丧失运动功能，休息10min后进行乙醚麻醉至意

识丧失，然后把动物放回鼠笼静养。正常大鼠在SPS

期间禁食水。在建立SPS模型后第7d（SPS 7d）清晨，

给予腹腔注射FGF2因子（Protech公司，美国），其

剂量为50µg/kg大鼠体质量。单次给药结束后，将动

物放回饲养室。在建立SPS模型后第14d（SPS 14d）

时，将三组动物（正常、SPS 14d和SPS+FGF2组大

鼠 ） 给 予 行 为 学 检 测 后 处 死 ， 按 照 免 疫 组 化 和

Western印迹法取材。 

1.3  行为测定 

（1）旷场实验：根据Blokland方法[3]，在直径为

1.5m×1.5m的黑暗旷场上方放置摄像头，监视动物在

旷场内的活动情况，采集视频后由软件计算分析各项

行为指标。具体为将大鼠放在旷场观察箱中，给予10s

的适应期后，开始记录大鼠行为15min，分析大鼠在

中央的活动时间及距离。（2）高架十字迷宫实验

（elevated plus maze，EPM）：参照Komada等[4]的方

法，采用上海移数公司分析系统分析动物的各项行为

指标。实验开始时将大鼠放于EPM的中央平台上，且

鼠头统一朝向对侧开臂，5s适应期后，开始记录其行

动5min，记录大鼠在开臂停留时间占总时间百分比以

及大鼠进入开臂的次数百分比等行为学指标，在SPS

造模结束后7d时测试正常组和SPS组的EPM和旷场实

验，并且在SPS造模结束14d时测试正常组、SPS组和

SPS+FGF2组的EPM和旷场实验。 

1.4  免疫荧光染色 

造模结束后第14d取脑切片，大鼠经生理盐水、4%

多聚甲醛灌注，取脑并置于4%多聚甲醛溶液中后固定 

4～6h，移入30%蔗糖PBS溶液中4℃保存。待标本沉

底后作脑冠状连续冰冻切片，片厚30µm。每只动物取

连续5张切片，进行GFAP的免疫荧光染色。切片用

0.01mol/L PBS漂洗3×10min后，分别加入单克隆小鼠

抗GFAP（1∶4000，Chemicon公司）和单克隆小鼠抗

NeuN（1∶4000，Chemicon公司）4℃孵育48h后，再

放在摇床上孵育过夜；孵育后用0.01mol/L的PBS漂

洗3×10min，加入驴抗小鼠Alexa 488在室温下孵育

6h；用PBS漂洗3×10min后，使用荧光封片剂封片，

荧光共聚焦显微镜（FV1000，奥林巴斯）拍照，为减

少误差，所有组的切片都在相同染色和拍照条件下进

行。三组动物均在SPS 14d时取脑进行免疫荧光染色。 

1.5  Western印迹法测定蛋白 

按照实验分组，将大鼠快速开颅取脑，冰上分离

海马，加入含PMSF的单去污裂解液，匀浆裂解30min，

将匀浆裂解液移入2.0ml离心管，13000×g、4℃离心

5min，留取上清液，分装于0.5ml离心管，BCA法进行

蛋白浓度测定，确定含10µg蛋白的上样体积。蛋白样

品采用10%的SDS-PAGE进行电泳分离，加入预染

Marker，根据预染Marker的位置确定所需蛋白GFAP、

NeuN及β-actin的位置，将所需蛋白条带剪下，然后将

胶上蛋白转移到PVDF膜上做免疫杂交反应（PVDF膜

预先在甲醇中浸泡5min）。用含5%的脱脂奶粉的封闭

液4℃过夜，然后加入鼠抗GFAP抗体（1∶ 4000，

Chemicon公司），鼠抗β-actin（1∶100，Santa Cruz公

司），4℃过夜后使用TBST洗膜，加入驴抗鼠Alexa 

Fluor 488（1∶500，Santa Cruz公司）对GFAP标记的

膜进行孵育2h，加入驴抗鼠的Alexa Fluor 594（1∶500，

Santa Cruz公司）对另外一张NeuN标记的PVDF膜进行

孵育2h。后用TBST进行洗涤，10min/次，共3次。最

后在博士德公司的Bio-Rad成像系统中进行荧光条带

的扫描，并使用该软件进行分析，分析荧光密度值，

以GFAP或NeuN与β-actin的荧光密度值之比来比较

GFAP或NeuN蛋白的表达量。正常组和SPS+FGF2组均

在SPS 14d时进行取材，而SPS组在SPS 7d和SPS 14d

分别取材。 

1.6  图像分析 

使用激光共聚焦成像系统对海马GFAP免疫阳

性星形胶质细胞拍照，计算单个视野下GFAP阳性细

胞的数量。每个部位随机测试8张切片，每张切片选

取8～12个视野（每1个视野面积约为50000µm2）。 

1.7  统计学处理 

采用SPSS13.0软件进行统计学分析，行为学和

形态学结果用均数±标准差（ x s± ）表示，均数比
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较采用ANOVA分析，组间两两比较采用LSD检验。

P＜0.05为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  各组大鼠旷场实验结果比较 

SPS 7d组和SPS 14d组大鼠在旷场实验中的中

央停留距离和中央停留时间均显著低于正常组（均

P＜0.01)。正常SPS+FGF2给药组与正常组在旷场

实验中的两指标的差异无统计学意义（图1A和B）。 

2.2  各组大鼠EPM实验结果比较 

与正常组相比，SPS 7d组和SPS 14d组大鼠在

EPM中的开臂进入次数百分比和开臂停留时间百分

比显著降低。与SPS 14d相比，SPS+FGF2给药组开

臂进入次数百分比和开臂停留时间百分比显著升高

（均P＜0.01；图1C和D）。 

2.3  GFAP和NeuN在海马的免疫荧光表达分析 

应用免疫荧光标记技术检测GFAP在海马的表

达 情 况 。 GFAP 阳 性 细 胞 呈 绿 色 。 在 正 常 组 及

SPS+FGF2组中，海马出现大量GFAP阳性细胞（图

2C和F），并且所有这些阳性细胞都是星形胶质细

胞（图2）。与此相比，SPS 组大鼠海马内GFAP

阳性细胞数目明显减少（图2B和E）。提示SPS模

型组显著抑制海马星形胶质细胞的活性。正常组

（图2A和D）与SPS+FGF2组（图2C和F）海马星形

胶质细胞数目接近。而神经元特异性标记物NeuN

的表达在三组中的差异无统计学意义。荧光强度分

析结果表明，SPS组大鼠海马区的GFAP荧光强度与

正常组和SPS+FGF2组的差异有非常显著统计学意

义（P＜0.01），其表达明显降低，而海马区NeuN

的 荧 光 强 度 结 果 在 三 组 间 的 差 别 无 统 计 学 意 义

（P＞0.05；表1）。 

2.4  GFAP和NeuN的Western印迹法结果分析 

Western印迹法检测GFAP含量（荧光密度值），

结果显示：与正常组比较，SPS 7d组GFAP表达明显

减少[（0.957±0.070） vs （0.365±0.055），P＜0.01]；

SPS 14d组GFAP的表达（0.297±0.050）也明显减少

（P＜0.01）；SPS+FGF2组的GFAP（0.939±0.076）

与正常组的差异无统计学意义（P＞0.05；图3）；同

时，本实验发现SPS 7d与SPS 14d组间GFAP表达的差

异也无统计学意义。Western印迹法检测NeuN含量的

结 果 显 示 ， 正 常 组 、 SPS 7d 组 、 SPS 14d 组 和

SPS+FGF2组的差异均无统计学意义（图3）。 

 

3  讨  论 

神经胶质细胞是神经组织中非常重要的一大类

细胞群体。而目前认为星形胶质细胞在大脑信息处理

及与神经元构成神经网络连接的过程中发挥重要作

用[5]，一个星形胶质细胞能与多个神经元进行信息交

流，而且它们在将营养物质运输到脑中起到了关键作

用，而任何通过血脑屏障的化学物质或药物都必须首

 

 
图1  各组大鼠旷场实验及EPM实验结果比较 

Figure 1  Comparison of results in the open field test and elevated plus maze test in all groups 
A, B: 旷场试验; C, D: EPM实验。与正常组比较, **P＜0.01; 与SPS 14d组比较, ##P＜0.01
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图2  各组大鼠海马区GFAP和NeuN免疫荧光染色 

Figure 2  Immunofluorescent staining of GFAP and NeuN (green) 
in rat hippocampus (scale bar: 100µm) 

A-C: 正常组、SPS 14d组、SPS+FGF2组的GFAP阳性细胞在CA1区的分布; 

D-F:正常组、SPS 14d组、SPS+FGF2组的GFAP阳性细胞在DG区的分布; G-I: 

正常组、SPS 14d组、SPS+FGF2组的NeuN阳性细胞在CA3区的分布 

 
表1  各组大鼠海马区GFAP和NeuN荧光强度分析 

Table 1  Immunofluorescence intensity of GFAP and NeuN in rats 
hippocampus of three groups   (n＝6, x s± )   

组别 GFAP NeuN 

正常组 93.12±9.63 183.12±27.68 

SPS 14d组 41.35±7.64** 173.12±24.45 

SPS+FGF2组 83.12±8.37# 193.12±18.32 

注: 与正常组比较, **P＜0.01; 与SPS 14d组比较, #P＜0.05 

 
先与星形胶质细胞进行接触[6,7]。近年的最新研究表

明，星形胶质细胞在抑郁症的发生中发挥重要作

用 [8-10]，而且在临床研究发现抑郁症患者的GFAP的

表达明显减少[11,12]。但星形胶质细胞是否参与PTSD

的发病过程，目前国际上尚无相关报道。在本研究中，

SPS模型组海马GFAP免疫反应阳性的星形胶质细胞

数目明显减少，且GFAP蛋白表达明显降低，通过

FGF2给药后，PTSD模型大鼠的焦虑或抑郁样行为明

显减轻，伴随GFAP的表达上调，由此可见，海马星

形胶质细胞在PTSD发病过程中起重要作用。 

本实验同时观察到，SPS组大鼠在旷场实验中

的中央停留路程、中央活动时间明显减少，EPM

迷宫实验结果显 示SPS大鼠开臂进入次数 的百分

比和开臂停留时 间百分 比均明显缩短， 说明SPS

大鼠的探究行为受到抑制，回避和恐惧、焦虑水

平增高，环境适应能力下降，这些症状都与PTSD

发病的核心症状相似，与既往研究结果一致 [13]。

研究表明，脑室注射FGF2能明显改善大鼠抑郁状 

 
图3  海马组GFAP和NeuN表达的Western印迹结果图 

Figure 3  Western blot analysis of GFAP and NeuN expression in 
hippocampus 

A: Western印迹法检测; B, C: 蛋白灰度分析。各组n＝3。与正常组

比较, **P＜0.01 

 
态 [14,15]，而全身性的皮下注射FGF2同样能减少大

鼠的恐惧记忆的巩固，并促进恐惧记忆的消退 [16]。

本研究采用高剂量单次FGF2腹腔注射，FGF2是否

能通过血脑屏障进行到脑区发挥作用成了关键问

题，而文献表明FGF2作为一种生长因子，能通过

血脑屏障发挥作用 [17]。研究发现，内源性FGF2能

增加星形胶质细胞的表达 [18]，我们的研究结果说

明FGF2可能成为新型的PTSD的治疗药物，其机制

为调节了GFAP的表达来实现。 

本研究提示FGF2通过激活海马星形胶质细胞

来参与PTSD的治疗过程。但是FGF2通过何种途径

进入海马区，而且如何调节星形胶质细胞的活性，

这些问题还有待进一步研究。 
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