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慢性痛通过损害海马神经可塑性诱发抑郁样行为
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摘 要：目的　探索慢性疼痛引发的抑郁样行为与海马神经细胞可塑性变化。方法　采用尿酸钠（monosodium 
urate， MSU）晶体构建小鼠慢性疼痛模型，监测建模后疼痛值与抑郁样行为。在模型建立过程中，通过行为学实验检

测小鼠的机械痛觉敏化和抑郁样行为；通过BrdU、DCX、GFAP、Iba1免疫荧光染色探究海马区神经发生及迁移，以及

小胶质细胞和星形胶质细胞的激活状态；通过Western blot方法检测 p-CREB蛋白的表达变化。结果　模型小鼠长

期存在机械痛觉超敏和抑郁样行为。在慢性疼痛诱发的抑郁情绪下，海马神经发生受到明显损害，具体表现为模

型小鼠BrdU标记的新生细胞数量下降（P<0. 01），以及DCX阳性未成熟神经元数量减少（P<0. 01）。此外，海马齿状

回中星形胶质细胞数目（P<0. 01）及分支数量（P<0. 01）均显著降低，呈现激活态，小胶质细胞数目（P<0. 01）与分支

数量（P<0. 01）均有显著增加，形成神经炎症环境对神经发生产生负向影响。在造模的第 5周（P<0. 000 1）和第 7周

（P<0. 05），p-CREB蛋白水平也均显著下降。结论　慢性疼痛可诱发小鼠出现持续的抑郁样行为，其发生与海马神

经可塑性受损密切相关。海马神经发生过程受到显著抑制，同时伴随星形胶质细胞与小胶质细胞的持续活化及神

经炎症反应，CREB信号转导通路的下调可能参与上述病理生理学过程。
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Abstract：Objective This study explored the relationship between chronic pain-induced depression-like behaviors 
and changes in hippocampal neuronal plasticity. Methods A chronic pain model in mice was established using 
monosodium urate （MSU） crystals， followed by monitor pain values and depression-like behaviors after modeling.  
During model establishment， behavioral tests were conducted to assess mechanical pain hypersensitivity and 
depression-like behaviors in mice； BrdU， DCX， GFAP， and Iba1 immunofluorescence staining were used to 
investigate hippocampal neurogenesis and migration， as well as the activation status of microglia and astrocytes； 
Western blot was used to detect changes in p-CREB protein expression. Results Model mice exhibited long-term 
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mechanical hypersensitivity and depression-like behaviors.  Under chronic pain-induced depressive conditions， 
hippocampal neurogenesis was significantly impaired， as evidenced by a decrease in BrdU-labeled new cells （P<
0. 01） and a reduction in DCX-positive immature neurons （P<0. 01）.  Additionally， the number （P<0. 001） and 
branching （P<0. 01） of astrocytes in the hippocampal dentate gyrus were significantly decreased， showing an 
activated state， while the number （P<0. 01） and branching（P<0. 01） of microglia were significantly increased， 
creating a neuroinflammatory environment that negatively affected neurogenesis.  The p-CREB protein level also 
showed a significant decline at week 5 （P<0. 000 1） and week 7 （P<0. 05） of modeling. Conclusion Chronic pain 
can induce persistent depression-like behaviors in mice， closely associated with impaired hippocampal neuronal 
plasticity.  Hippocampal neurogenesis was significantly inhibited， accompanied by sustained activation of 
astrocytes and microglia and neuroinflammatory responses， with downregulation of the CREB signaling transduction 
pathway potentially involved in these pathological physiology processes.
Key words：MSU；Chronic pain；Depression；Hippocampus；Neurons

慢性疼痛不仅表现为持续的感觉异常，其更深

层的病理学影响在于频繁引发严重的负性情感共

病障碍［1］。临床观察表明，焦虑与抑郁是其中最为

普遍的负性情绪伴随症状［2-3］。而诱发负性情绪的

根源在于疼痛与情绪共有的神经生物学基础［4-5］。
例如，在慢性炎症疼痛模型小鼠中，海马小胶质细

胞被持续激活，释放的促炎因子损伤神经发生的同

时导致情绪与记忆相关的突触功能异常［6］。在啮齿

动物三叉神经痛模型中发现，慢性疼痛会特异性

地、非对称性地激活同侧海马 CA1 区的小胶质细

胞，小胶质细胞通过表达 P2X7受体，释放白细胞介

素-1（IL-1）等促炎因子，导致海马突触可塑性受

损，进而产生负性情绪、损伤学习记忆［7］。
值得深入研究的是，30%~50%的慢性疼痛患者

伴有抑郁症［8］。近年来发现，这种共病现象与神经

可塑性障碍及神经免疫调控失衡密切相关。海马

作为边缘系统的核心结构，在情绪调节与认知功能

中具有关键性作用，其结构及功能的重塑被认为是

慢性疼痛转化为抑郁状态的重要神经生物学基

础［6，9］。当神经发生受损时，新生神经元具有较高的

突触可塑性［7］，当神经发生水平降低时，海马可塑性

整体受限，可能进一步损害情绪调节网络的稳定

性，从而加重情绪失调。因此，在探索慢性疼痛诱

发抑郁时，海马被视为一个关键的整合中枢。其功

能维持高度依赖于神经干细胞的持续再生能力，以

及胶质细胞所构建和支持的稳态微环境。它们共

同维系海马在应对慢性病理性刺激时的适应能力，

其功能紊乱可能成为疼痛向情绪障碍转化的关键

因素。然而，慢性疼痛如何特异性调控海马微环

境，并最终导致抑郁样行为的精确细胞发育变化重

塑的具体调控方式和路径，尚待深入研究。

本研究采用单次踝关节注射尿酸钠（monoso⁃
dium， MSU）晶体的方法构建痛风性关节炎小鼠模

型，旨在模拟慢性疼痛状态所诱发的抑郁样行为，

并探讨海马神经可塑性在此过程中的作用及其机

制。实验结果表明，慢性疼痛可显著激活海马区神

经免疫反应，引发持续的神经炎症状态。在此过程

中，海马区神经干细胞的分化与迁移受到显著抑

制，同时小胶质细胞及星形胶质细胞异常活化，进

一步形成神经炎性微环境。这些病理学变化最终

导致海马神经发生严重障碍，突触结构重塑受阻，

可塑性功能显著下降。上述海马特异性神经可塑

性损伤，构成了慢性疼痛诱发抑郁样行为的关键因

素。这些发现为后期探究慢性疼痛诱发抑郁的神

经生物学基础提供了新的实验依据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

20只雄性C57BL/6小鼠，8周龄，体重（20±5）g，
订购于西安科奥公司，后续饲养于实验动物中心并

按照规范饲养，温度湿度适宜，且保持正常的自然

昼夜节律。动物实验经过延安大学附属医院伦理

审查批准（批准号：YAU-G20240076），遵守相应的

规范和要求。

1. 2　材料与试剂

尿酸钠盐（西格玛奥德里奇，U2875-25G）、氢

氧化钠（天津市登峰化学试剂厂）、磷酸盐缓冲液

（phosphate buffered saline， PBS，索莱宝，P1020），磷

酸 盐 吐 温 缓 冲 液（phosphate buffered saline with 
tween 20， PBST，西安奥锐精，AP0831），氯化钠（福
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晨化学）。鼠抗 Brdu（密理博，MAB3424）、鼠抗 Dcx
（Santa Cruz Biotechnology，sc-271390）、羊 抗 Iba1
（NOVUSBIO，NB100-1028）、鸡 抗 Gfap（Origene， 
AP31806P）、驴抗兔 IgG H&L（Alexa Fluor® 647）、驴

抗鼠 IgG H&L（Alexa Fluor® 488）、驴抗鼠 IgG H&L
（Alexa Fluor® 555）、Hoechst 33258 染色液、抗荧光

衰减封片剂、Creb （Cell Signaling，9197）、Phospho-
Creb（Cell Signaling，9198）。Erk1/2（Cell Signaling，
4695）、Phospho-Erk1/2（Cell Signaling，4377）
1. 3　痛风性关节炎模型的建立

1. 3. 1　MSU 溶液的配制　将 0. 15 g 单钠尿酸盐

（monosodium urate， MUS）溶于1 mol/L的NaOH溶液

中，100 ℃水浴锅中水浴 10 min使得 MSU 粉末完全

溶解，得到透明澄清溶液。静置冷却后滴加浓盐酸，

调节溶液pH值至7. 2并析出大量晶体。4 ℃过夜存

放，1 500 r/min离心 10 min后弃上清得到 MSU晶体

沉淀，1 mL 无菌 PBS 即配制成所需的 MSU 晶体溶

液，终浓度为150 mg/mL。
1. 3. 2　痛风性关节炎的造模　10只雄性小鼠根据

体重左腿踝关节处注射不同剂量的 MSU 混悬液诱

发痛风性关节炎，10只对照组小鼠左腿踝关节注射

无菌 PBS。以MSU注射后 2 h出现明显肿胀和机械

异常性疼痛为标准判断痛风性关节炎模型是否构

建成功［10］。
1. 4　行为学实验

1. 4. 1　Von Frey 机械痛实验　Von Frey 纤维丝实

验为一种定量评估啮齿类动物后爪的机械性痛觉

超敏实验。实验前将小鼠静置适应 30 min，按 Von 
Frey 纤维丝克力由小到大依次测定小鼠足底缩爪

阈值，重复5次并记录痛阈值。

1. 4. 2　悬尾实验　 悬尾实验作为一种成熟的抑郁

模型行为检测方法，通过将小鼠尾部固定于高30 cm
处，诱导其产生不可逃避的应激。记录其不动时

长，不动时间越长，表明小鼠的抑郁样行为越明显。

1. 4. 3　强迫游泳实验　采用强迫游泳实验评估小

鼠抑郁样行为，检测受试物的抗抑郁效应。将小鼠

置于装有一定深度温水的密闭圆筒内，观察并记录

小鼠的行为状态，统计小鼠静止不动时长，以此评

价小鼠绝望样行为及药物干预效果。

1. 4. 4　蔗糖偏好实验　通过蔗糖偏好实验检测小鼠

抑郁样行为。给予小鼠自由选择饮水和1%蔗糖水，

记录24 h消耗量并计算蔗糖偏好率，蔗糖偏好率=蔗
糖水消耗量/（蔗糖水消耗量+纯水消耗量）×100%。偏

好率下降反映快感缺乏，即抑郁样行为表现。

1. 4. 5　新奇抑制摄食　小鼠禁食 24 h 后，放入散

落食物颗粒的敞箱中央，记录其首次进食的潜伏

期。潜伏期延长反映快感缺失及焦虑相关行为。

1. 4. 6　免疫荧光染色　脑组织通过4%多聚甲醛溶

液固定后，蔗糖梯度沉降，制成 30 μm厚的冷冻切片

置于防冻液中保存，0. 3%PBST配制的 2%胎牛血清

配制封闭液，一抗使用封闭液配制：BrdU（1∶500），Dcx
（1∶500） ，Iba1（1∶1000），Gfap（1∶1000）并 4 ℃过夜。

二抗以 1∶500使用 0. 3% PBST配制。封片固定后用

激光共聚焦显微镜进行图片采集。

1. 4. 7　Western blot实验　提取各组小鼠海马蛋白，

定量后将 25 μg总蛋白进行凝胶电泳，一抗Creb （1∶
1000），Phospho-Creb（1∶1000），ERK1/2（1∶1000），

Phospho-Erk1/2（1∶1000），Gapdh（1∶10000），4 ℃孵

育。对目的条带的灰度值进行统计分析。

1. 5　统计学方法

采用 GraphPad Prism 9. 0 软件进行分析处理。

使用 t检验、one-way ANOVA、two-way ANOVA 进行

组间差异性分析，统计结果采用（x̄±s）表示。P<0. 05
为差异有统计学意义（*表示P<0. 05，**表示P<0. 01，
***表示P<0. 001，****表示P<0. 000 1）。

2　实验结果

2. 1　MSU模型小鼠行为学表征

MSU模型小鼠伴随疼痛与慢性炎症这两大主要

病理学特征，采用 Von Frey纤维丝机械痛检测实验

对造模后小鼠进行 0~7周机械痛测量量化小鼠痛敏

（图1A）。结果表明，与对照组（注射无菌PBS）相比，

模型组（注射 150 mg/kg MSU）小鼠痛觉敏化且痛阈

值降低，随时间推移疼痛有所缓解但 7周时仍未恢

复到基线水平，即产生慢性疼痛。以上结果表明，

MSU 造模可引起小鼠炎症与慢性疼痛。慢性痛引

起负面情绪尤其表现为焦虑抑郁，其中HPA轴功能

失调和神经炎症均是疼痛诱发焦虑抑郁的主要因

素。为评估MSU模型小鼠持续疼痛能否诱导抑郁，

本研究通过一系列行为学范式实验：蔗糖偏好实

验、悬尾实验和强迫游泳实验检测造模 5 周、7 周

MSU 模型小鼠抑郁样行为。结果如图 1B 所示，在

造模 7周时模型小鼠在悬尾与强迫游泳实验静止不

动时间仍显著长于对照组，说明单次踝关节注射

150 mg/kg MSU结晶引起的长时效疼痛可诱导小鼠

产生抑郁样行为。
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2. 2　MSU模型小鼠海马神经干细胞增殖

为评估慢性痛诱发的抑郁对海马神经发生

的影响，在造模 7 周后利用 BrdU 标记增殖细胞。

免疫荧光染色结果显示如图 2，与 PBS 对照组相

比，MSU 模型组小鼠海马区新生细胞数量显著减

少（P<0. 01，见增强出版附件 1 图 1）。这一发现与

模型小鼠表现出的抑郁样行为相结合，提示海马

新生神经元的损伤可能与慢性痛诱发的抑郁状态

相关。

2. 3　MSU模型小鼠海马未成熟神经元迁移

双皮质素（doublecortin， DCX）是一种微管结合

蛋白，特异性表达于未成熟神经元，其表达水平常被

用于评估海马齿状回神经发生的活性。与MSU模型

组相比，对照组小鼠海马齿状回（DG区）DCX阳性未

成熟神经元的树突分支更为丰富，提示其神经网络整

合能力与突触可塑性更强；而模型组神经元突起明显

减少（P<0. 01，见增强出版附件1图2），提示神经发生

过程受损，并伴随未成熟神经元结构异常，见图3。

A：150 mg/kg MSU机械痛阈值影响；B：模型小鼠行为学试验。

图1　MSU诱导小鼠产生机械痛敏与抑郁样行为

图3　MSU模型小鼠海马未成熟神经元迁移变化图2　MSU模型小鼠海马神经元数目变化
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2. 4　MSU模型小鼠海马胶质细胞数量与形态变化

在神经炎症环境下的前额叶皮层和海马小胶

质细胞释放 IL-1β、TNF-α 等促炎因子，这些促炎

因子作用于星形胶质细胞导致其细胞数目大幅度

减少，并且其突起收缩变短，转变为具有神经毒性

的反应性星形胶质细胞（A1型）。通过对MSU造模

7 周的小鼠进行脑组织切片染色（图 4、图 5），发现

与对照组相比，MSU造模组的小鼠海马区星形胶质

细胞的数量显著增多（P<0. 001，见增强出版附件 1
图 3），但突起数目显著减少（P<0. 01，见增强出版附

件 1图 4）。同时，在MSU造模 7周时，小鼠海马区齿

状回区小胶质细胞与对照组相比，其数量与突起数

目均显著增加（P<0. 01，见增强出版附件 1图 5~6）。

结合行为学检测结果，即 MSU 造模小鼠在 7 周时

表现出明显的抑郁样行为，与悬尾和强迫游泳实验

中表现出不动时间增加的情况相匹配。推测此时

星形胶质细胞与小胶质细胞的活跃状态，一方面

仍然参与小鼠体内炎症调节；另一方面则可能通过

调节突触可塑性等方式介导小鼠抑郁样行为的

调控。

2. 5　MSU模型小鼠海马蛋白表达水平

在神经炎症环境中，海马神经元功能分子受损，

细胞外信号调节激酶（extracellular signal-regulated ki⁃
nase， ERK）和环磷酸腺苷反应元件结合蛋白（CAMP-
response element binding protein， CREB）通路共同调

控着与突触可塑性相关的基因表达，这两个关键信号

分子的失活，意味着海马神经元的突触可塑性受损从

而导致情感和认知功能的障碍［11］。检测MSU造模5周
和7周小鼠海马Erk和Creb的本底与磷酸化蛋白表达

水平，结果如图6所示，MSU造模5周小鼠海马p-Creb
表达水平与对照组相比显著下调，在造模7周时仍有

下调趋势；而p-Erk表达水平均与对照组无差异。提

示神经炎症对海马的损害于5周达阈值且持续存在，

其对CREB活性的抑制不依赖ERK通路。

3　讨论

本研究通过构建 MSU 晶体诱导的慢性疼痛小

鼠模型，探讨了海马神经可塑性在疼痛向抑郁转化

过程中的关键作用［12-13］。结果显示，长期疼痛应激

可显著诱导小鼠出现抑郁样行为，该行为与海马神

经可塑性多维度损伤密切相关［14］。持续 7周的疼痛

刺激可明显抑制海马齿状回神经发生过程，具体表

现为 BrdU 标记的新生神经元数量显著减少，同时

DCX 阳性未成熟神经元的数量显著减少。海马区

同时呈现持续的神经炎症状态，小胶质细胞和星形

胶质细胞均表现出广泛的激活现象［15］。海马区内

小胶质细胞与星形胶质细胞均被激活，表明神经炎

症反应长期存在，海马神经干细胞的功能状态受到

胶质细胞介导的免疫微环境的动态调节。活化的

星形胶质细胞通过改变神经营养因子的分泌模式，

影响神经干细胞的维持与分化过程［16］；而小胶质细

胞的持续激活则可能通过异常突触修剪及炎症介

质释放，进一步损害新生神经元的整合与功能成

图5　MSU模型小鼠造模7周海马小胶质细胞数目及

形态变化

图4　MSU模型小鼠造模7周海马星形胶质细胞数目及

形态变化
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熟［17］。细胞周期调控关键蛋白水平分析显示，

p-Creb在造模第5周和第7周均显著降低。

这些结果提示，MSU晶体所诱导的慢性疼痛可

能通过驱动海马区持续的神经炎症及胶质细胞活

化，特异性下调 Creb 信号，进而损害海马神经发生

和突触可塑性［18-19］，这为理解慢性痛共病抑郁的神

经机制提供了新的线索。本研究采用的单次踝关节

注射MSU的造模方式，具有周期短、对小鼠正常行为

干扰小的优点，适用于慢性痛-抑郁共病的长期机制

研究。与以往如坐骨神经损伤（慢性坐骨神经压迫

损伤、坐骨神经分支选择性损伤）模型相比，小鼠肢

体无损伤，可进行自由活动，有利于进行强迫游泳、

悬尾实验等行为学检测与评价的客观性。后续工作

可围绕 Creb 活性下调的上游途径展开，例如探究

cAMP/PKA、CaMKIV等通路是否参与其中［20-21］，从而

更系统地阐明慢性痛与抑郁共病的分子网络。
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A：造模5周、7周小鼠与对照组小鼠海马Creb、p-Creb表达检测；B：造模5周、7周小鼠与对照组小鼠海马Erk、p-Erk表达检

测；C：造模5周、7周小鼠与对照组小鼠海马p-Creb比例；D：造模5周、7周小鼠与对照组小鼠海马p-Erk比例。

图6　MSU模型小鼠海马蛋白表达

35


