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间歇性低氧预处理对创伤后应激障碍模型小鼠恐惧和焦虑行

为的改善作用
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摘  要：间歇性低氧(intermittent hypoxia, IH)对高血压、心肌梗死、脑缺血以及抑郁症有一定预防和治疗作用，但IH对创伤

后应激障碍(post-traumatic stress disorder, PTSD)的作用尚不清楚。本研究采用不可逃避足底电击联合场景再现制备PTSD小鼠

模型，通过旷场测试、高架十字迷宫测试及条件性恐惧测试反映其恐惧和焦虑水平；通过Y迷宫测试反映其空间记忆能力；

通过免疫组化染色检测海马、杏仁核和内侧前额叶皮层Fos阳性神经元的数量；采用Western blot方法检测海马、杏仁核和内

侧前额叶皮层低氧诱导因子1α (hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α)、血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)和脑源性神经营养因子(brain derived neurotrophic factor, BDNF)蛋白表达水平。结果显示，IH与模型(电击)对高架十字

迷宫测试中进入开放臂次数所占百分比、条件性恐惧测试中僵住时间和排便数量存在交互作用，IH能增加PTSD模型小鼠在

高架十字迷宫中开放臂运动次数，减少条件性恐惧测试中僵住时间和排便数量。同时，IH预处理能减少PTSD模型小鼠海

马、杏仁核和内侧前额叶皮层Fos阳性神经元的数量，增加这些脑组织中HIF-1α、VEGF和BDNF蛋白的表达水平。以上结果

表明，IH预处理对PTSD模型小鼠恐惧和焦虑行为有改善作用，提示IH有可能成为预防PTSD的有效手段。 
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Intermittent hypoxic preconditioning relieves fear and anxiety behavior in 
post-traumatic stress model mice
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Abstract: Intermittent hypoxia (IH) has preventive and therapeutic effects on hypertension, myocardial infarction, cerebral ischemia 
and depression, but its effect on post-traumatic stress disorder (PTSD) has not been known. In this study, we used inescapable electric 
foot shock combined with context recapture to build PTSD mouse model. The levels of fear and anxiety were valued by the open field, 
the elevated plus maze (EPM) and the fear conditioning tests; the level of spatial memory was valued by Y maze test; the number of 
Fos positive neurons in hippocampus, amygdala and medial prefrontal cortex was valued by immunohistochemical staining; and the 
protein expressions of hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α), vascular endothelial growth factor (VEGF) and brain derived neuro-
trophic factor (BDNF) in these brain area were valued by Western blot. The results showed that IH and model (foot shock) had an 
interaction on percentage of entering open arms (OE%) in EPM and freezing time and the number of fecal pellets in fear conditioning 
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test. IH increased OE% in EPM and reduced the freezing time and the number of fecal pellets in fear conditioning test in PTSD model 
mice. At the same time, IH reduced the number of Fos positive neurons in the hippocampus, amygdala and medial prefrontal cortex of 
PTSD model mice, and increased the protein expression levels of HIF-1α, VEGF and BDNF in these brain tissues. In conclu-
sion, IH pretreatment can relieve fear and anxiety behavior in post-traumatic stress model mice, suggesting that IH may be an effective 
means of preventing PTSD.
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创伤后应激障碍 (post-traumatic stress disorder, 
PTSD) 是个体遭受异乎寻常的威胁性或灾难性心理

创伤而诱发的长期持续的精神障碍。目前对其具体

发病机制还没有完全研究清楚，治疗方法主要以心

理治疗和药物治疗为主。药物主要包括抗抑郁的 5-
羟色胺 (5-hydroxytryptamine, 5-HT) 再摄取抑制剂

(selective serotonin reuptake inhibitors, SSRI) 类，抗

焦虑的苯二氮唑类以及调节下丘脑 - 垂体 - 肾上腺

(hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA) 轴的糖皮质激

素类。但是，这些药物虽然能缓解症状，但起效慢、

有效率低，容易产生依赖性，有的还会有一系列毒

副作用 [1, 2]。因此，亟需寻找更多安全有效的预防

和治疗 PTSD 的方法。

间歇性低氧 (intermittent hypoxia, IH) 是指人或

动物间断性暴露于一定程度的低氧环境。它的概

念范围很广，包括阻塞性睡眠呼吸暂停综合征

(obstructive sleep apnea, OSA)、高原训练等 [3]。早

在 20 世纪 30 年代，前苏联科学家就提出了“低氧

训练”的概念，并报道 IH 对心脑血管疾病、支气

管哮喘、糖尿病、帕金森病等一系列疾病有治疗作

用 [4]。西方科学家已将 IH 应用于运动员的训练及

高原适应 [5, 6]。低氧诱导因子 1 (hypoxia inducible 
factor-1, HIF-1) 是低氧调控中最关键的核转录调

控因子，它包括 HIF-1α 和 HIF-1β 两个亚基，其中

HIF-1α 是它的活性亚基。在常氧下，HIF-1α 被蛋

白酶体降解，而在低氧环境下，这种降解作用被抑

制，HIF-1α 和 HIF-1β 形成异源二聚体 HIF-1，并

转移到核内，与转录辅助因子 P300/CBP 相互作用，

结合低氧反应元件 (hypoxic response element, HRE)，
激活其下游一系列靶基因如红细胞生成素 (erythro-
poietin, EPO)、血管内皮生长因子 (vascular endothelial 
growth factor, VEGF) 的表达，从而促进机体对低氧

环境的适应 [7, 8]。另外，最近有研究报道，IH 对抑

郁模型小鼠有一定的保护作用，其机制与 IH 促进

海马脑源性神经营养因子 (brain derived neurotrophic 
factor, BDNF) 的表达、增加海马的神经发生有关 [9, 10]。

但有关 IH 对 PTSD 是否有预防和治疗作用尚未见

报道。本研究旨在检测 IH 对 PTSD 小鼠恐惧和焦

虑行为的影响，并初步探讨其作用的可能机制。

1  材料与方法

1.1  实验药品、试剂以及主要仪器　　HIF-1α 抗体

(Gene Tax 公司，GTX127309)，VEGF 抗体 (ABclonal
公司，A12303)，BDNF 抗体 (ABclonal 公司，A10760)，
β-actin 抗体 (Sigma 公司 )，Fos 抗体 (Abcam 公司，

ab208942)，低压低氧实验动物舱 (DYC-DWY，贵

州风雷航空军械有限责任公司 )，动物无创生理指

标测量仪 ( 美国 STARR 公司 )，条件性恐惧设备箱

(Ugo basile 公司 )，ANY-maze 动物行为分析系统 ( 美
国Stoeling公司 )，脱水机 (武汉俊杰电子有限公司 )，
包埋机 ( 武汉俊杰电子有限公司 )，石蜡切片机 ( 上
海徕卡仪器有限公司 )，其他常用化学试剂和实验

器材均购自军事医学研究院试剂库及条件处。

1.2  实验动物及分组　　健康、雄性 C57BL/6 小鼠，

SPF 级，8~10 周龄，购自北京维通利华生物技术有

限公司，许可证号：SCXK ( 京 ) 2016-0006。实验前将

小鼠适应性喂养 1 周，小鼠饲养于恒温 [(22 ± 2) °C]、
昼夜节律 12 h/12 h 的动物室中。将小鼠按体重随机

分成 4 组，分别为对照组、IH 组、模型组 (FS)、
IH 预处理的模型组 (IH+FS)，每组 8~10 只。所有

的实验动物管理遵守中华人民共和国国家卫生健康

委员会《实验动物管理条例》和军事医学研究院实

验动物管理条例。 
1.3  实验流程　　如图 1 所示，IH 处理 2 周，进行

生理指标及血常规的检测，通过足底电击建立

PTSD 模型，然后进行行为学测试、免疫组织化学

染色及 Western blot 检测。

1.4  IH 预处理 [11]　　将 IH 预处理组小鼠放入低压

低氧透明动物实验舱进行 IH 预处理。具体模型如

下：每天固定时间 ( 上午 10:30) 将小鼠放入低氧舱

内，以 10~20 m/s 的速度上升，15 min 内将舱内模

拟海拔高度由 0 m 升高至 3 000 m ( 舱内氧浓度：
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14.2% O2 ；氧分压 = 108.8 mmHg ；大气压 = 525 
mmHg)，处理 4 h 后降舱，取出动物于正常环境下

饲养，共持续 14 天。动物实验舱的湿度保持在

40%~50%，温度保持在 22~24 °C。对照组和 FS 组

小鼠不做任何处理，在一般环境下正常饲养两周。

1.5  小鼠生理指标的检测　　小鼠麻醉后，用宠物

电推剪和脱毛膏小心将小鼠颈部毛去除干净，露出

裸露的白色皮肤。把合适大小的传感器装置夹在小

鼠颈部，打开软件设置好参数，仪器可自动监测小

鼠动脉氧气饱和度、呼吸频率及心率，待数值稳定

后，可记录监测数据。

1.6  小鼠血常规的检测　　小鼠麻醉后，眼球取血，

用提前准备好的抗凝试管收集 50 μL 以上血液，2 h
内送检，由武汉谷歌生物技术有限公司提供小鼠血

常规检测服务。

1.7  PTSD 模型小鼠的制备 [12]　　足底不可逃避的

电流刺激连续 2 天 ( 小鼠在电击箱适应 5 min 后，

给予电流强度为 0.8 mA 的足底电击，电击 15 次，

持续 10 s，间隔 10 s) ；正常对照组小鼠置于电击箱

中 10 min，不给予任何刺激。

1.8  行为学实验　　行为学实验包括条件性恐惧测

试、旷场测试、高架十字迷宫测试和 Y 迷宫测试。

所有行为学测试之前将小鼠放入实验环境适应

30~60 min，实验过程中注意避免声音和强光对小

鼠的干扰。每只小鼠实验完成后用 75% 的医用酒

精擦拭干净小鼠粪便及尿液，以免对下一只小鼠的

行为造成影响。

1.8.1  条件性恐惧测试　　将小鼠放入电击箱中，

不给予任何刺激，用 AMY-maze 软件记录其 5 min
僵住时间 ( 除呼吸外其他肌肉活动消失的时间 )，
并手工记录实验过程中小鼠在该环境下的排便数

量。僵住时间主要反映小鼠重新接触刺激环境的条

件恐惧，而排便数量在一定程度上可以反映小鼠的

恐惧和焦虑情绪。

1.8.2  旷场测试　　小鼠旷场箱为 40 cm × 40 cm × 
40 cm 的正方体，四周内壁为黑色，底面为白色。

底面平均分为 25 (5 × 5) 个小方格，将中间 16 个定

义为中央区域，周围 9 个定义为周围区域。实验开

始时，将小鼠从旷场箱的中心慢慢放入，用 AMY-
maze 软件观察并记录小鼠 5 min 内的活动情况，同

时统计分析小鼠进入旷场中央区域的次数、时间与

距离 ( 以小鼠的躯干中心进入中央区域为准 )。
1.8.3  高架十字迷宫测试　　小鼠高架十字迷宫由

两条开放臂和两条闭合臂组成：开放臂长 33 cm，

宽 5 cm，周围没有遮挡 ；闭合臂长 30 cm，宽

6 cm，周围有高 20 cm 的隔板遮挡；开放臂与闭合

臂之间呈 90 度夹角，开放臂与闭合臂连接部分为

5 cm × 5 cm 区域，称之为中央区域，整个迷宫离地

约 40 cm。实验开始时，将小鼠面朝开放臂的方向，

放入中央区域，用 AMY-maze 软件观察并记录

5 min 内小鼠进入开放臂和闭合臂的次数 (open-arm 
entries, OE; close-arm entries, CE) 与时间 (open-arm 

图   1. 实验流程图

Fig. 1. Experimental flow chart. IH: intermittent hypoxia; OFT: open field test; EPM: elevated plus maze; IHC: immunohistochemistry; 
WB: Western blot.



生理学报 Acta Physiologica Sinica, August 25, 2019, 71(4): 537–546 540

time, OT; close-arm time, CT)( 以小鼠躯干中心进入

为准 )，然后计算进入开放臂次数所占百分比

(OE%) = OE/(OE + CE) × 100% 以及在开放臂运动

时间所占百分比 (OT%) = OT/(OT + CT) × 100%。

1.8.4  Y 迷宫测试　　小鼠 Y 迷宫实验装置由夹角

为 120° 的 3 个支臂组成，分别定义为 A、B 和 C 臂，

每个支臂长 35 cm，宽 8 cm，周围均有高为 15 cm
塑料的遮挡。实验时将小鼠由 A 臂的末端放入 ( 头
朝内 )，容许其自由进出 3 个臂。用 AMY-maze 软

件记录 5 min 内小鼠进臂总次数 (N) 及进臂顺序。

小鼠连续进入 3 个不同的臂被定义为 1 次正确交替

反应，记录正确交替反应次数 (number of alterna-
tion)，用自发交替反应率 (alternation behavior) 反映

小鼠空间工作记忆能力。计算公式为：自发交替反

应率 = 正确交替反应次数 /(N − 2)。
1.9  免疫组织化学方法检测相关脑区 Fos 阳性神经

元的数量　　行为学实验结束后 90 min 左右，每组

取 3 只小鼠进行麻醉，进行心脏灌流，取脑，后固

定过夜，常规石蜡包埋，制作石蜡切片，并进行免

疫组织化学染色。具体实验步骤如下：石蜡切片脱

蜡至水，用柠檬酸抗原修复缓冲液 (pH = 6.0) 进行

抗原修复，阻断内源性过氧化物酶，血清封闭 30 
min，加一抗 (Fos 抗体 ) 孵育过夜，加二抗室温孵

育 50 min，DAB 显色，脱水封片，显微镜镜检，

DAB 显出的阳性表达为棕黄色，拍照，并用 IPP 软

件进行计数。每组取一张脑片孵育 PBS ( 不加一抗 )
过夜，其他步骤相同，作为阴性对照。

1.10  Western blot 法检测小鼠相关脑区 HIF-1α、
VEGF、BDNF 蛋白水平　　行为学实验结束后 1 d，
每组取 4 只小鼠分离新鲜海马、杏仁核、内侧前额

叶皮层 (medial prefrontal cortex, mPFC)，用 RIPA 裂

解液 ( 含 2% 蛋白酶抑制剂 ) 裂解组织，4 °C 离心

后取上清定量，制备蛋白上样缓冲样品，然后按

Western blot 常规步骤进行电泳 - 电转 - 封闭 - 一抗 -
二抗 - 显影。主要一抗稀释比例：HIF-1α、VEGF、
BDNF：1:1 000；β-actin：1:20 000，二抗稀释比例为：

HIF-1α、VEGF、BDNF ：1:2 000，β-actin ：1:3 000。
自动显影后，用 Image J软件分析计算HIF-1α/β-actin、
VEGF/β-actin、BDNF/β-actin 的相对值，并进行统

计分析。

1.11  统计学分析　　实验数据以 mean ± SEM 表
示。采用 GraphPad Prism 5 统计软件进行统计学分

析，采用双因素方差分析 (two-way ANOVA)，两两

比较采用 Bonferroni 法。以 P < 0.05 为差异有统计

学意义。

2  结果

2.1  IH处理对小鼠生理指标及血常规的影响

与对照组相比，IH 组小鼠体重增量和血氧饱和

度有所减少，心率和呼吸频率有所增加，但差异均

没有统计学意义 ( 表 1) ；血细胞分析结果显示：白

细胞参数和血小板参数，两组之间的差异没有统计

学意义；IH 组红细胞各参数均高于对照组，且红细

胞数目、血红蛋白含量、红细胞压积和平均红细胞

血红蛋白含量这 4 个指标上，两组差异具有统计学

意义 (P < 0.05)( 表 2)。以上结果说明，IH 能使促进

机体红细胞及血红蛋白的生成，以提高氧气的运输

及摄取能力，从而更好地适应低氧环境。

2.2  IH预处理减轻PTSD模型小鼠恐惧和焦虑行为

条件性恐惧实验的双因素方差分析结果显示：

模型 ( 电击 ) 对小鼠僵住时间 (F = 83.34, P < 0.01)
和排便数量 (F = 15.78, P < 0.01) 有显著影响，IH 对

这两个指标的也有显著性影响 ( 僵住时间：F = 5.54，
P < 0.05 ；排便数量：F = 4.19，P < 0.05)。另外，

两个因素对僵住时间这个指标交互作用明显 (F = 
4.78, P < 0.05)。组间两两比较表明，模型组僵住时

间和排便数量明显高于对照组，差异具有统计学意

义 (P < 0.01)，而 IH 预处理的模型组僵住时间和排

便数量低于模型组，差异也具有统计学意义 (P < 
0.05) ( 图 2A、B)。

旷场实验的双因素方差分析结果显示：模型 ( 电
击 ) 对小鼠运动距离 (F = 22.37, P < 0.01)、进入中

央区域次数 (F = 18.70, P < 0.01)、中央区域运动的

时间 (F = 27.16, P < 0.01) 以及中央区域运动的距离

(F = 28.89, P < 0.01) 均有显著性影响，IH 对这些指

标影响均不显著 ( 运动距离：F = 0.01，P = 0.01 ；

表1. 间歇性低氧对小鼠生理指标的影响

Table 1. The physiological parameters in mice after intermittent 
hypoxia treatment
Parameters	 CON	 IH
Weight increment (g) 2.24 ± 0.09 	 2.13 ± 0.12
Heart rate (beats/min) 418.8 ± 23.6	 423.4 ± 23.5
Breath rate (breaths/min) 137.0 ± 6.6	 139.9 ± 6.6
Blood oxygen saturation (%) 97.06 ± 0.67	 95.18 ± 0.96
Mean ± SEM, n = 8. CON: control group; IH: intermittent 
hypoxia group.
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进入中央区域次数：F = 0.85，P = 0.36 ；中央区域

运动的时间：F = 0.38，P = 0.54 ；中央区域运动的

距离：F = 0.14，P = 0.71)，这两个因素之间交互作

用也不显著 ( 运动距离：F = 0.04，P = 0.85 ；进入

中央区域次数：F = 0.40，P = 0.53 ；中央区域运动

的时间：F = 1.82，P = 0.19；中央区域运动的距离：

F = 0.28，P = 0.60)。组间两两比较表明，与对照组

相比，模型组小鼠运动距离、进入中央区域次数、

中央区域运动的时间以及中央区域运动的距离均

有所减少，且差异具有统计学意义 (P < 0.01)( 图
2C~F)。

高架十字迷宫实验的双因素方差分析结果显

示：模型 ( 电击 ) 对小鼠 OE% (F = 16.18, P < 0.01)
和 OT% (F = 14.37, P < 0.01) 均有显著影响。IH 对

这些指标影响均不显著 (OE%: F = 2.67, P = 0.11; 
OT%: F = 0.14, P = 0.71)。在 OE% 指标上，这两个

因素之间交互作用显著 (F = 5.37, P < 0.05)。组间两

两比较表明，相对于对照组，模型组小鼠 OE% 和

OT% 明显减少，且差异有统计学意义 (P < 0.05 或

P < 0.01)。相对于模型组，IH 预处理的模型组

OE% 和 OT% 有所增加，且 OE% 指标差异具有统

计学意义 (P < 0.05)( 图 2G、H)。
Y 迷宫实验的双因素方差分析结果显示：模型

( 电击 ) 对小鼠进入臂的总次数 (F = 0.03, P = 0.84)
和自发交替反应率 (F = 0.42, P = 0.52) 影响均不显

著，IH 对这些指标影响也不显著 ( 进入臂的总次数：

F = 0.98，P = 0.33 ；自发交替反应率：F = 0.07，P = 
0.79)，两因素之间交互作用不明显 ( 进入臂的总次

数：F = 0.56，P = 0.46；自发交替反应率：F = 1.12，
P = 0.30)( 图 2I，J)。
2.3  IH预处理减少PTSD模型小鼠脑组织中Fos阳性

神经元数量

双因素方差分析结果显示，模型 ( 电击 ) 对海

马各亚区 (CA1 区，CA3 区，DG 区 )、杏仁核和

mPFC 脑区 Fos 阳性神经元表达均影响显著 (CA1
区：F = 35.03，P < 0.01；CA3 区：F = 31.82，P < 0.01；
DG 区：F = 49.84，P < 0.01 ；杏仁核：F = 120.6，
P < 0.01 ；mPFC ：F = 18.03，P < 0.01) ；IH 对海马

中 Fos 阳性神经元表达影响不显著 (CA1 区：F = 
1.14，P = 0.24；CA3 区：F = 3.04，P = 0.09；DG 区：

F = 2.21，P = 0.15)，但对杏仁核和 mPFC 中 Fos 阳
性神经元表达影响显著 ( 杏仁核：F = 5.74，P < 0.05，
mPFC：F = 4.93，P < 0.05)；在杏仁核和海马 DG 区，

模型 (电击 )和 IH这两个因素交互作用明显 (DG区：

F = 10.37，P < 0.01 ；杏仁核：F = 8.19，P < 0.01)。
组间两两分析结果显示，模型组相比于对照组，这

三个脑区 Fos 阳性神经元表达明显增加，且差异具

有统计学意义 (P < 0.01) ；而 IH 预处理的模型组相

对于模型组，三个脑区 Fos 阳性神经元表达均有所

减少，且在海马 DG 区、杏仁核和 mPFC 中，差异

具有统计学意义 (P < 0.05 或 P < 0.01)( 图 3)。
2.4  IH预处理增加PTSD模型小鼠脑组织中HIF-
1α、VEGF及BDNF蛋白水平

海马脑区的双因素方差分析结果显示：模型 ( 电
击 ) 对 HIF-1α 蛋白表达没有作用，IH 对 HIF-1α 蛋

白表达有明显影响 (F = 43.72, P < 0.01)，但这两个

因素之间交互作用不显著 (F = 0.30, P = 0.59)( 图

表2.间歇性低氧对小鼠血常规的影响

Table 2. The blood routine in mice after intermittent hypoxia 

treatment
Parameters	 CON	 IH
WBC# (× 109/L)	 4.24 ± 0.47	 4.00 ± 0.66 
Lymph# (× 109/L)	 3.53 ± 0.37 	 3.56 ± 0.54
Mon# (× 109/L)	 0.16 ± 0.03	 0.15 ± 0.03 
Gran# (× 109/L)	 0.96 ± 0.13	 0.98 ± 0.18
Lymph% (× 109/L)	 68.26 ± 1.80	 62.49 ± 4.50
Mon% (%) 4.04 ± 0.35	 4.06 ± 0.43
Gran% (%) 27.70 ± 1.49 	 28.05 ± 2.53
RBC (× 1012/L)	 8.06 ± 0.30	 8.80 ± 0.16*

HGB (g/L)	 123.4 ± 3.2	 134.0 ± 3.4*

HCT (%)	 40.24 ± 1.48	 44.38 ± 1.0*

MCV (fL)	 47.44 ± 0.32	 47.86 ± 1.60
MCH (pg) 14.85 ± 0.08	 15.33 ± 0.15*

MCHC (g/L)	 311.30 ± 1.85	 311.50 ± 1.40
RDW (%) 15.46 ± 0.21	 15.74 ± 0.30
PLT (× 109/L)	 1 354 ± 52.25 	 1 387 ± 49.69
MPV (fL) 5.99 ± 0.12	 5.61 ± 0.34
PDW 16.24 ± 0.03	 16.46 ± 0.13
PCT (%) 0.45 ± 0.07	 0.47 ± 0.07
CON: control group; IH: intermittent hypoxia group; WBC#: 
white blood cell count; Lymph#: lymphocyte count; Mon#: 
monocyte count; Gran#: granulocyte count; Lymph%: percentage 
of lymphocytes; Mon%: percentage of monocytes; Gran%: per-
centage of granulocyte; RBC: red blood cell; HGB: hemoglobin; 
HCT: hematocrit; MCV: mean corpuscular volume; MCH: mean 
corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular hemoglobin 
concentration; RDW: red cell distribution width; PLT: platelets; 
MPV: mean platelet volume; PDW: platelet distribution width; 
PCT: plateletcrit. Mean ± SEM, n = 8. *P < 0.05 vs CON group.
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4A、B) ；模型 ( 电击 ) 对 VEGF 蛋白表达作用不明

显 (F = 0.000 2, P = 0.96)，IH 预处理对 VEGF 蛋白

表达有明显影响 (F = 18.25, P < 0.01)，这两个因素

之间交互作用不显著 (F = 2.61, P = 0.13)( 图 4A、C)；
电击和 IH 对 BDNF 蛋白表达均有作用 (F 模型 = 
108.2，P < 0.01 ；FIH = 249.6，P < 0.01)，且这两个

因素存在交互作用 (F = 9.154, P < 0.05)( 图 4A、D)。
组间两两分析结果显示：模型组与对照组相比，

HIF-1α 和 VEGF 蛋白水平没有差异，但 BDNF 水

平模型组高于对照组，且差异具有统计学意义 (P < 
0.01) ；IH 组 相 对 于 对 照 组， HIF-1α、VEGF 和

BDNF 蛋白水平均明显升高，且差异有统计学意义

(P < 0.01) ；IH 预处理的模型组相比于模型组， HIF-
1α、VEGF 和 BDNF 蛋白水平均升高，且 HIF-1α
和 BDNF 的差异具有统计学意义 ( 图 4A~D)。

杏仁核脑区的双因素方差分析结果显示：模型

( 电击 ) 对 HIF-1α、VEGF、BDNF 蛋白表达作用不

显著 (HIF-1α: F = 0.73, P = 0.12; VEGF: F = 0.07, 
P = 0.80; BDNF: F = 0.19, P = 0.67)，IH 对这三个蛋

白表达均有明显影响 (HIF-1α: F = 23.01, P < 0.01; 
VEGF: F = 21.67, P < 0.01; BDNF: F = 31.81, P < 
0.01)，但这两个因素之间交互作用不显著 (HIF-1α: 
F = 0.22, P = 0.65; VEGF: F = 0.14, P = 0.71; BDNF: 
F = 0.39, P = 0.54) ( 图 4E~H)。组间两两分析结果

显示：模型组与对照组相比，这三个蛋白表达水平

差 异 不 明 显；与 对 照 组 相 比，IH 组 HIF-1α、
VEGF、BDNF 蛋白明显增加，且差异有统计学意

义 (P < 0.05) ；IH 预处理的模型组相比于模型组，

这三个蛋白水平有所增加，且差异有统计学意义

(P < 0.05 或 P < 0.01)( 图 4E~H)。mPFC 脑区中这

三个蛋白变化与杏仁核脑区基本一致 ( 图 4I~L)。

3  讨论

本研究中我们采用不可逃避足底电击联合场景

图    2. 间歇性低氧预处理对创伤后应激障碍模型小鼠行为学的影响

Fig. 2. Effect of intermittent hypoxic preconditioning (IH) on behavior of post-traumatic stress disorder (PTSD) model mice. A–B:  
Effect of IH on freezing time (A) and the number of fecal pellets (B) in the fear conditioning test of PTSD model mice. C–F: Effect 
of IH on distance (C), center zoom entries (D), center zoom time (E) and center zoom distance (F) in open field test (OFT) of PTSD 
model mice. G–H: Effect of IH on the percentage of open-arm entries (OE%) (G) and the percentage of open-arm time (OT%) (H) 
in elevated plus maze (EPM) of PTSD model mice. I–J: Effect of IH on the number of arm entries (I) and alternation behavior (J) 
in Y-maze of PTSD model mice. CON: control group; FS: PTSD model group; IH: IH preconditioning group; IH+FS: PTSD model 
group preconditioned with IH. Mean ± SEM, n = 8–10, *P < 0.05, **P < 0.01.
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图    3. 间歇性低氧预处理对PTSD小鼠海马(CA1，CA3，DG区)、杏仁核、内侧前额叶皮层Fos阳性神经元的影响 
Fig. 3. Effects of intermittent hypoxic preconditioning on the number of Fos-positive neurons in hippocampus (CA1, CA3, DG), 
amygdala (AMY) and medial prefrontal cortex (mPFC) in PTSD mice. A: The representative image of Fos immunohistochemical 
staining in hippocampus (CA1, CA3, DG area), AMY and mPFC. Scale bar, 100 μm. B–F: Statistics of Fos immunohistochemical 
staining in hippocampus (CA1, CA3, DG area), AMY and mPFC. CON: control group; FS: PTSD model group; IH: IH preconditioning 
group; IH+FS: PTSD model group preconditioned with IH. Mean ± SEM, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01.
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图    4. 间歇性低氧预处理对PTSD小鼠海马、杏仁核、前额叶皮层中HIF-1α、VEGF、BDNF蛋白表达的影响

Fig. 4. Effects of intermittent hypoxic preconditioning (IH) on expression of HIF-1α, VEGF and BDNF in hippocampus, amygdala 
and mPFC of PTSD mice. A: The representative Western blot images of HIF-1α, VEGF and BDNF protein expression in hippocampus 
of PTSD mice by IH. B–D: The gray scale analysis of the potein expession of HIF-1α (B), VEGF (C) and BDNF(D) in hippocampus. 
E: The representative Western blot images of HIF-1α, VEGF and BDNF protein expression in amygdala of PTSD mice by IH. F–H: 
The gray scale analysis of the potein expession of HIF-1α (F), VEGF (G) and BDNF(H) in amygdala. I: The representative Western 
blot images of HIF-1α, VEGF and BDNF protein expression in mPFC of PTSD mice by IH. J–L: The gray scale analysis of the potein 
expession of HIF-1α (J), VEGF (K) and BDNF(L) in mPFC. CON: control group; FS: PTSD model group; IH: IH preconditioning 
group; IH+FS: PTSD model group preconditioned with IH. Mean ± SEM, n = 4. *P < 0.05, **P < 0.01.

再现制备PTSD小鼠模型，通过旷场、高架十字迷宫、

Y 迷宫和条件性恐惧测试检测其恐惧和焦虑水平。

结果显示，模型 ( 电击 ) 对小鼠的焦虑和恐惧行为

影响很大，且模型组与对照组相比，小鼠恐惧和焦

虑行为明显增加，表明模型建立成功。在某些指标

上 ( 开放臂运动次数，僵住时间和排便数量 )，IH
与模型 ( 电击 ) 存在交互作用，且经过 IH 预处理的

模型组小鼠，其恐惧和焦虑行为有所降低，这说明

IH 预处理能减轻 PTSD 小鼠的恐惧和焦虑情绪，提

示 IH 有可能成为预防 PTSD 的有效手段。

对人和动物的研究表明，PTSD 的病理变化涉

及的主要脑区包括海马、杏仁核和 mPFC [13]。c-fos
是一种即早基因，常常作为脑功能示踪和神经元兴

奋的标志，而 Fos 蛋白是其表达产物 [14]。我们通过

Fos 免疫组化染色来观察 PTSD 模型小鼠在恐惧记

忆表达时这三个脑区神经元的兴奋情况。结果显示

模型 ( 电击 ) 对小鼠海马各亚区 (CA1，CA3，DG)、
杏仁核和 mPFC 中 Fos 阳性神经元数量影响很大，

模型 ( 电击 ) 能明显提高这些脑区神经元的兴奋性；

在杏仁核和海马 DG 区，模型 ( 电击 ) 和 IH 这两个

因素存在交互作用，且经过 IH 预处理的模型组小

鼠，这三个脑区中 Fos 阳性神经元的数量有所减少。

这提示 IH 预处理有可能通过减少海马、杏仁核和

mPFC 中神经元的过度兴奋，从而减轻 PTSD 模型

小鼠的恐惧和焦虑情绪。

我们同时检测了海马、杏仁核和 mPFC 这三个

脑区 HIF-1α、VEGF 的变化。虽然模型组与对照组

相比，这两个蛋白水平变化不明显，模型 ( 电击 )
和 IH 这两个因素之间交互作用也不显著，但 IH 预

处理的模型组相比于模型组，这两个蛋白表达明显
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增加。有研究报道 PTSD 病人血清中 HIF-1α 基因

表达水平明显减少 [15]，且 IH 对机体的保护作用主

要是通过激活 HIF 信号通路，增加 HIF-1 及其下游

靶基因的表达和蛋白的合成来实现的 [16, 17]。所以，

我们推测，IH 预处理可能通过促进 HIF-1α 及 VEGF
蛋白的表达，对 PTSD 起到保护作用。

IH 能促进 BDNF 的表达，在适度低氧的神经

损伤修复中具有一定保护作用 [18]。BDNF 是广泛表

达于中枢神经系统的一种神经营养因子，能影响恐

惧记忆的形成、巩固和消退，参与调节 PTSD 的发

病过程 [19, 20]。海马、杏仁核和 mPFC 是与 PTSD 发

病相关的重要脑区 [13]。研究报道，β-丙氨酸 (β-alanine, 
BA)、己酮可可碱 (pentoxifylline, PTX) 等药物 [21–23]

可以增加海马中的 BDNF 表达；奥氮平 (olanzapine, 
OLZ) 等药物 [24, 25] 可以增加杏仁核中 BDNF 表达；

Sigma 1 受体激动剂 PRE-084 等 [26, 27] 能够增加 mPFC
中 BDNF 表达；上述这些药物都可以通过调节脑内

BDNF 的表达从而减轻 PTSD 模型动物恐惧、焦虑

样行为。在本研究中，电击仅对海马组织 BDNF 蛋

白表达存在作用，而对杏仁核及 mPFC 中 BDNF 蛋

白没有作用，这证明了情景条件性恐惧的形成和提

取更多依赖于海马 [28]。IH 对这三个脑区 BDNF 蛋

白均有影响，能使这三个脑区 BDNF 蛋白水平提高，

这与之前研究结果一致 [9, 10]。在海马脑区，IH 与电

击这两个因素存在交互作用，且 IH 预处理的模型

组小鼠海马中 BDNF 表达明显高于模型组，这提示

IH 预处理对 PTSD 的预防作用可能与海马中 BDNF
表达增加有关。

综上所述，IH 预处理对 PTSD 模型小鼠恐惧和

焦虑行为有改善作用，其机制可能与减少海马、杏

仁核及 mPFC 神经元的兴奋，以及提高 HIF-1α、
VEGF 蛋白表达水平有关，还可能涉及 BDNF 相关

的神经元可塑性，但是具体调节机制尚有待进一步

研究。
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