
论 著

Med J Chin PLA, Vol. 50, No. 5, May 28, 2025

基础研究

高龄妊娠对子代大鼠海马突触修剪的影响

蒋春雪，韩子瑶，严心汝，韩慰，蒋莉*

重庆医科大学附属儿童医院神经内科/国家儿童健康与疾病临床医学研究中心/儿童发育疾病研究教育部重点实验室/

儿童神经发育与认知障碍重庆市重点实验室，重庆　400014

[中图分类号] R742；R714.1     [文献标志码] A    [DOI] 10.11855/j.issn.0577-7402.0804.2025.0218 

[声明] 本文所有作者声明无利益冲突

[引用本文] 蒋春雪, 韩子瑶, 严心汝, 等 . 高龄妊娠对子代大鼠海马突触修剪的影响[J]. 解放军医学杂志, 2025, 50(5): 575-580.

[收稿日期] 2024-06-07    [录用日期] 2024-07-31    [上线日期] 2025-02-18

[摘要] 目的　探讨高龄妊娠对子代大鼠海马突触修剪的影响。方法　将3月龄SD雌鼠与3月龄SD雄鼠合笼所生子

代记为适龄组(Ctl组)，12月龄 SD雌鼠与 3月龄 SD雄鼠合笼所生子代记为高龄组(AMA组)，取两组生后第 7、28、60天

(每时间点每组3只)的海马组织进行高尔基染色，比较两组各年龄段未成熟脑神经元的树突复杂性、树突棘密度及形态变

化。结果　与Ctl组比较，AMA组生后第7、28、60天的树突长度明显缩短，第28、60天的树突与同心圆平均交点数亦明

显减少(P<0.05)。与Ctl组比较，AMA组生后第7、28、60天树突棘密度均明显降低，其中生后第7天细长型树突棘密度明

显增高，而短粗型、蘑菇型树突棘密度明显降低(P<0.05)，生后第 28天细长型、蘑菇型树突棘密度明显增高，而短粗型

树突棘密度明显降低(P<0.05)，生后第60天短粗型、蘑菇型树突棘密度均明显降低(P<0.05)。结论　在高龄妊娠子代出生

后脑发育过程中，海马区存在突触修剪异常，表现为树突复杂性降低，树突棘密度降低、形态紊乱，这可能是高龄妊娠

子代脑功能障碍的机制之一。

[关键词] 高龄妊娠；子代大鼠；海马；树突；神经元可塑性

Effects of advanced maternal age on hippocampal synaptic pruning in offspring rats

Jiang Chun-Xue, Han Zi-Yao, Yan Xin-Ru, Han Wei, Jiang Li*

Department of Neurology, Children's Hospital of Chongqing Medical University/National Clinical Research Center for Child Health 

and Disorders/Ministry of Education Key Laboratory of Child Development and Disorders/Chongqing Key Laboratory of Child 

Neurodevelopment and Cognitive Disorders, Chongqing 400014, China
*Corresponding author, E-mail: dr_jiangcqmu@163.com

This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (82301654), and the Scientific and Technological 

Research Program of Chongqing Municipal Education Commission (KJQN202100423)

[Abstract] Objective　To investigate the effects of advanced maternal age (AMA) on synaptic pruning of the hippocampus 

of offspring rats. Methods　 Offspring of 3-month-old SD female rats and 3-month-old SD male rats were designated as the 

appropriate age group (Ctl group), while offspring of 12-month-old SD female rats and 3-month-old SD male rats were assigned to 

AMA group. Hippocampal tissues from both groups (n=3 per group at each time point) were subjected to Golgi staining on postnatal 

days (P) 7, 28, and 60. Dendritic complexity, spine density (DS), and morphology of immature brain neurons at different age stages 

were compared between the two groups. Results　Compared with Ctl group, the dendritic length of AMA group on P7, P28, and P60 

was significantly shortened, and the average number of intersections between dendrites and concentric circles on P28 and P60 was 

also significantly decreased (P<0.05). Compared with Ctl group, the dendritic spine density of AMA group was significantly decreased 

on P7, P28, and P60. Notably, the density of thin-shaped dendritic spines in AMA group was increased on P7, whereas the densities of 

stubby-shaped and mushroom-shaped dendritic spines were decreased (P<0.05). On P28 in AMA group, the densities of thin-shaped 

and mushroom-shaped dendritic spines were significantly increased compared with Ctl group, while the density of stubby-shaped 
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dendritic spines was significantly decreased (P<0.05). The densities of stubby-shaped and mushroom-shaped dendritic spine were 

markedly lower in AMA group on P60 than those in Ctl group (P<0.05). Conclusions　During postnatal brain development periods, 

there were abnormalities in synaptic pruning in the hippocampal region of the offspring of the AMA, which manifested as reduced 

dendritic complexity, decreased dendritic spine density, and disorganized dendritic spine morphology. It could be one of the key 

mechanisms underlying brain dysfunction in the offspring of AMA.

[Key words] advanced maternal age; offspring rat; hippocampus; dendrites; neuronal plasticity

高龄产妇是指分娩年龄≥35 岁的妇女。随着辅

助生殖技术的进步、女性受教育程度的提高及优先

考虑就业等社会因素的影响，女性生育年龄不断延

迟，全球各地高龄生育的现象呈上升趋势[1-2]。高

龄产妇卵母细胞质量下降及胚胎着床受损直接影响

胚胎质量和子代发育[3-4]。高龄妊娠被认为是各种

妊娠并发症及不良妊娠结局的危险因素，尤其是对

子代神经发育的负面影响越来越受到关注[5]。有研

究发现，高龄妊娠子代罹患焦虑、抑郁、孤独症谱

系障碍等脑功能障碍的风险更高[6-7]，但目前相关

机制研究尚少。树突、轴突及突触是神经元之间通

信的重要结构。树突主要负责接收神经元的传入信

号，这些信号经胞体处理后沿着轴突传播至其他神

经元的树突或胞体，其中轴突末端与其他神经元胞

体或树突形成的连接为突触。突触修剪是清除“无

意义”突触的过程，是突触可塑性的基础，对大脑

形成正确的神经环路及认知功能至关重要。本课题

组前期研究发现，生后早期高龄妊娠子代海马存在

突触功能障碍，包括突触后致密物-95 及突触素表

达降低，突触后致密物厚度减小，长时程增强存在

缺陷[8]，而突触可塑性是否受突触修剪的影响尚不

明确。本研究通过构建高龄妊娠子代大鼠模型，探

究高龄妊娠对子代海马突触修剪的影响，旨在为探

讨高龄妊娠导致子代脑功能障碍的机制提供新的

思路。

1　材料与方法

1.1　实验动物及试剂　SPF 级 3 月龄(n=6)、12 月龄

(n=6)雌性 SD大鼠及 3月龄(n=6)雄性 SD大鼠购自重

庆医科大学动物实验中心[实验动物生产许可证号：

SYXK(渝)2022-0002]，在SPF级环境中以标准饲料喂

养，自由摄食水，昼夜周期为 12 h/12 h，环境温度

19~25 ℃，相对湿度50%~60%。冰冻切片机购自德国

Leica 公司，荧光显微镜购自日本尼康公司，快速

Golgi-Cox染色试剂盒购自美国FD Neuro Technologies
公司，O.C.T冰冻切片包埋剂购自日本樱花公司。本

研究获重庆医科大学附属儿童医院实验动物伦理委员

会审批(CHCMU-IACUC20240131011)。
1.2　分组及标本收集　3月龄及 12月龄雌鼠分别与

3月龄雄鼠按照 1:1的比例交配，产下的子代分别记

为适龄组(control，Ctl组)和高龄组(advanced maternal 
aged，AMA 组)；生后第 7、28、60 天时两组各随机

选取3只大鼠，收集全脑用于后续实验检测及分析。

1.3　戈尔吉-考克斯(Golgi-Cox)浸染法制片　以 3%
戊巴比妥钠溶液腹腔注射麻醉大鼠，分离脑组织，

参照快速Golgi-Cox染色试剂盒说明书进行高尔基染

色。脑组织于浸渍液中浸泡 2 周后进行包埋、冠状

位切片。

1.4　图像采集　光学显微镜白光下采用 4倍及 10倍

物镜观察海马区神经元分布，选取海马区神经元结

构清晰、神经元之间交集重叠较少、神经元尽量完

整的脑组织切片拍照。采用 100 倍油浸物镜观察海

马区神经元树突棘数量及形态，Z 轴堆叠技术扫描

(Z步长：2 μm)脑组织切片(厚度：120 μm)，反卷积

技术合成三维图像。

1.5　图片分析　在大脑两侧海马 CA1、CA3 及齿状

回(DG)区中分别随机选取 3~6 个神经元图像进行树

突复杂性、树突棘密度及形态分析。

1.5.1　树突复杂性分析　树突复杂性是指神经元树

突长度及树突分枝数的情况。Sholl分析法是以神经

元胞体为圆心，以 10 μm 递增的半径画同心圆，统

计树突平均长度、树突与同心圆平均交点数，从而

间接反映树突的复杂性。采用 ImageJ 软件测量树突

长度，获得神经二维分布图，使用 Sholl分析法插件

分析树突与同心圆交点数(图1)。
1.5.2　树突棘密度及形态分析　树突棘密度以每

30 μm 树突长度中树突棘的数量来表示。使用 Case 
Viewer 软件选取二级或三级树突节段进行分析。纳

入分析的树突节段需要同时满足以下 3个标准：(1)
树突长度30~50 μm且未截断；(2)可与附近神经元区

分；(3)树突颜色深度均匀一致[9]。树突棘形态分为

以下 5 种：(1)丝状伪足型，细长无颈部，长度>
2 μm；(2)细长型，颈部长而细，头部小而圆，颈部

长度<2 μm；(3)短粗型，无明显颈部，头部长度与

宽度的比约为 1:1；(4)蘑菇型，颈部短而粗，头部

宽度>0.6 μm； (5)分枝型，头部 2 个或以上分支

(图2)[10]。

1.6　统计学处理　采用 GraphPad Prism 9.0 软件对数

据进行统计分析及制图。计量资料均符合正态分布，

以 x±s 表示，组间比较采用独立样本 t 检验。P<0.05
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为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　两组海马神经元的树突复杂性比较　生后第7、
28、60 天，AMA 组海马神经元树突长度较 Ctl 组均

明 显 缩 短 [(30.53±1.37) μm vs. (38.26±1.14) μm，

(49.94±1.80) μm vs. (67.98±2.17) μm，(59.30±1.54) μm 
vs. (64.77±1.46) μm；P<0.001或P<0.05，图3A]；生后

第28、60天，AMA组海马神经元树突与同心圆平均

交点数均较Ctl组明显减少[(33.55±1.61)个 vs. (41.78±
2.77)个，(33.49±1.38)个 vs. (44.41±1.42)个；P<0.01或

P<0.001，图3A、B]。
2.2　两组海马神经元树突棘密度比较　生后第 7、
28、60 天 AMA 组海马神经元的树突棘密度较 Ctl 组
均明显降低[(11.06±0.35)个/30 μm vs. (12.71±0.37)个/

30 μm， (15.17±0.26) 个/30 μm vs. (17.90±0.28) 个/
30 μm， (15.94±0.27) 个/30 μm vs. (20.55±0.34) 个/
30 μm；P<0.01或P<0.001]。
2.3　两组海马神经元各形态树突棘的密度变化　生

后第 7 天，与 Ctl 组比较，AMA 组海马神经元短粗

型、蘑菇型树突棘密度明显降低 [(6.79±0.21)个/
30 μm vs. (9.05±0.24)个/30 μm，(0.35±0.06)个/30 μm 
vs. (0.54±0.07)个/30 μm；P<0.001 或 P<0.05]，细长型

树突棘密度明显增高[(3.07±0.21)个/30 μm vs. (2.36±
0.18)个/30 μm；P<0.05]，丝状伪足型、分枝型树突

棘密度虽有增高趋势，但差异无统计学意义[(0.72±
0.08)个/30 μm vs. (0.64±0.09)个/30 μm，(0.12±0.03)个/
30 μm vs. (0.12±0.03)个/30 μm；P>0.05](图4A)。

生后第28天，与Ctl组比较，AMA组海马神经元细

长型、蘑菇型树突棘密度明显增高[(2.69±0.12)个/
30 μm vs. (1.87±0.10)个/30 μm，(0.67±0.05)个/30 μm 
vs. (0.49±0.04)个/30 μm，P<0.001 或 P<0.01]，而短粗

型树突棘密度明显降低 [(15.41±0.25) 个/30 μm vs. 
(11.66±0.21)个/30 μm，P<0.001]，丝状伪足型、分

枝型树突棘密度有增高趋势，但差异无统计学意义

[(0.11±0.02)个/30 μm vs. (0.09±0.02)个/30 μm，(0.04±
0.02) 个/30 μm vs. (0.04±0.01) 个/30 μm； P>0.05]
(图4B)。

生后第60天，与Ctl组比较，AMA组海马神经元短

粗型、蘑菇型树突棘密度明显降低[(11.97±0.23)个/
30 μm vs. (16.09±0.29)个/30 μm， (1.37±0.08)个/30 μm 
vs. (1.90±0.11)个/30 μm；P<0.001]，细长型树突棘密

度有增高趋势，丝状伪足型、分枝型树突棘密度有

降低趋势，但差异均无统计学意义[(2.48±0.11)个/
30 μm vs. (2.42±0.11)个/30 μm，(0.09±0.02)个/30 μm vs. 
(0.10±0.02)个/30 μm，(0.03±0.01)个/30 μm vs. (0.04±
0.01)个/30 μm；P>0.05](图4C)。

3　讨　　论

高龄妊娠在全球呈逐年增加趋势[11]。1992－
2018 年，加拿大高龄产妇比例由 9.9% 上升至

23.5%[12]； 2009－2019 年，韩国高龄产妇比例由

15.4% 上升至 33.4%[13]；随着中国三孩生育政策的开

放，2013－2022 年，北京高龄产妇比例由 11.4% 上

升至 34.5%[14]。临床研究发现，高龄产妇子代更易

发生双相情感障碍、精神分裂症等神经精神类疾

病[15]。本课题组前期研究发现，与适龄妊娠大鼠子

代相比，高龄妊娠大鼠子代在新物体识别实验及

Morris 水迷宫实验中表现出学习和记忆能力的明显

下降，在高架十字迷宫实验及强迫游泳实验中表现

出一定的焦虑、抑郁倾向[16-17]，但具体机制不明。

高龄妊娠子代脑发育相关问题日益突出，故探索其

A. 高尔基染色后海马区神经元图像；B. 追踪目标神经元树突

轨迹以获得树突长度；C. 将轨迹图转换为二进制格式获得目标神

经元树突二维分布图；D. 以目标神经元胞体为中心进行 Sholl

分析

图1　树突复杂性的分析流程

Fig.1　Processes for analyzing dendritic complexity

图2　海马区神经元树突棘形态分类示意图

Fig. 2　Diagram of dendritic spine morphology classification in 
hippocampal neurons
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潜在发病机制、寻找有效治疗策略是小儿神经及康

复领域的研究热点。

在人类婴幼儿时期突触发展到最高峰时，中枢

神经系统形成大量树突和轴突，脑内突触会经历爆

发式增长，导致神经元之间形成过量的突触连接，

每个神经元大约有 15 000 个突触，这一数量接近成

人的 2 倍。突触连接的数量受突触修剪调控，在脑

发育过程中突触会发生依赖于活动的重新排列，

“多余”突触将被清除，若该进程受到干扰可能导

致突触结构和功能异常[18]。在精神分裂症、阿尔茨

海默病等神经精神类疾病中均存在海马区突触修剪

异常，目前认为可能是突触修剪异常破坏了兴奋性

突触与抑制性突触之间的平衡，并在上述疾病的发

生中扮演了重要角色[19]。

Ctl组 . 适龄组；AMA组 . 高龄组；A. 生后第7、28、60天两组大鼠海马神经元树突与同心圆交点分布，相邻两个同心圆间隔10 μm；

B. 生后第7、28、60天两组大鼠海马树突长度及树突与同心圆平均交点数的柱状图；纳入统计的神经元个数：第7天，Ctl组56个、AMA

组58个；第28天，Ctl组76个、AMA组85个；第60天，Ctl组102个、AMA组104个；与Ctl组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图3　两组大鼠海马区神经元树突复杂性比较

Fig.3　Comparison of dendritic complexity of hippocampus neurons in offspring rats between the two groups

Ctl组 . 适龄组；AMA组 . 高龄组；A、B、C. 生后第7、28、60天两组海马区不同形态树突棘密度；纳入统计的树突节段的段数：第7

天，Ctl组129个、AMA组146个；第28天，Ctl组235个、AMA组225个；第60天，Ctl组188个、AMA组213个；与Ctl组比较，*P<0.05，

**P<0.01，***P<0.001

图4　高龄妊娠对子代大鼠海马区树突棘的影响

Fig.4　Effect of advanced maternal age on dendritic spines of hippocampus in offspring rats
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树突长度和树突棘形态反映了突触修剪的结

果。有研究发现，精神分裂症和双相情感障碍患者

均存在特定皮质区的树突长度缩短及树突棘丢失，

可能与星形胶质细胞及小胶质细胞的吞噬功能相

关[20]。抑郁症的发病机制可能与树突棘过度丢失相

关，而脆性 X 综合征中则存在树突棘清除速率减慢

的现象[21]。本研究探讨了高龄妊娠导致的子代脑功

能障碍与突触修剪异常的关系，结果显示，生后第

7、28、60 天高龄组树突长度均明显短于适龄组，

生后第 28、60天树突与同心圆平均交点数亦明显少

于适龄组，表明高龄妊娠可能导致子代脑发育进程

中海马区的树突发育障碍，而树突复杂性降低可能

促进脑内的异常神经网络形成，最终导致子代脑功

能障碍。

树突棘是树突表面的棘状突起，为大部分兴奋

性突触输入的接收部位。在大脑发育过程中，树突

棘的密度及形态是调节突触连接强度及稳定性的决

定性因素，与突触可塑性、学习及记忆机制相关，

特别是在长时程增强及长时程抑制中，树突棘的结

构变化与记忆形成、消失均密切相关[22-23]。目前认

为，树突棘表达异常可能是神经精神疾病的病理基

础，在阿尔茨海默病患者大脑中最早可观察到的结

构变化是树突棘丢失[24]，而在自闭症患者大脑中则

发现未成熟的树突棘普遍存在[25]。本研究进一步分

析高龄组出生后不同时期的树突棘密度变化，结果

发现，高龄组生后第 7、28、60 天树突棘密度较适

龄组明显降低，表明高龄妊娠子代在生后各年龄段

均出现树突棘丢失。由此推测，高龄妊娠子代在大

脑发育过程中存在突触修剪异常，可能由此导致树

突棘被过度清除或树突棘发育障碍，但这是否与高

龄妊娠导致子代脑功能障碍相关，仍有待后续实验

进一步深入探究。

目前认为树突棘的形态主要分为丝状伪足型、

细长型、短粗型、蘑菇型及分枝型 5 种。其中，丝

状伪足型是成熟树突棘的前体；细长型是未成熟树

突棘，更具有可塑性，主要与记忆的形成相关[26]；

而短粗型和蘑菇型主要介导记忆的储存及巩固，被

认为是成熟树突棘，其中蘑菇型树突棘头部显著增

大，主要为反复突触刺激所致，也是兴奋性突触形

成的标志[27]；分枝型树突棘的具体功能尚不清楚。

本研究结果显示，在生后第 7 天，高龄妊娠子代未

成熟形态树突棘密度明显高于适龄组，成熟形态树

突棘密度明显低于适龄组，提示高龄妊娠可能导致

子代树突棘形态发生紊乱，具体表现为未成熟型树

突棘增多。但在生后第 28 天时，高龄组成熟形态

蘑菇型树突棘密度明显高于适龄组，而生后第 60
天时又低于适龄组，这种一过性树突棘反应性增加

后又逐渐降低的现象，提示在高龄妊娠导致海马神

经元树突棘形态异常的过程中，树突棘曾试图进行

代偿性的“自救”，但可能存在尚不清楚的精密调

节机制导致最终挽救失败。

突触修剪受众多基因的精密调控。有研究发

现，MARK1 基因与树突棘的形态变化密切相关[28]；

树突棘形态变化可能与突触细胞骨架蛋白的表达改

变有关，有研究发现，F-肌动蛋白在海马区显著上

调，可能导致树突棘密度增高[29]。此外，肿瘤坏死

因子[30]和脑源性神经营养因子[31]表达的变化也会影

响树突棘形态的改变。本课题组前期研究发现，高

龄妊娠子代出生后早期海马区脑源性神经营养因子

表达降低[17]，故推测脑源性神经营养因子表达降低

可能是影响高龄妊娠子代树突棘形态及树突发育的

机制之一。有研究发现，高龄妊娠子代海马区 Arc、
Egr1、Fos基因表达异常，而这些基因对海马区突触

连接及突触可塑性至关重要[32]，因此推测高龄妊娠

子代出现树突棘发育紊乱可能受多个基因调控。另

有研究发现，高龄妊娠子代发育期脑内 DNA 甲基

化修饰异常[33]，可能是子代树突棘发育障碍的重要

机制。寻找精准的调控机制，探索有前景的干预措

施，为高龄妊娠子代脑功能障碍提供治疗靶点，是

未来研究的方向。

综上所述，本研究通过建立高龄妊娠子代大鼠

模型，发现高龄妊娠可能会降低子代海马树突的复

杂性，使树突棘密度降低、形态紊乱，提示高龄妊

娠子代在脑发育的关键时期存在突触修剪异常，这

可能是导致子代脑功能障碍的重要机制，但具体分

子机制尚需进一步深入研究。
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