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目的
!

研究抑郁症发病中
I<4<

及谷氨酸囊泡转运蛋白表达的变化%方法
!

小鼠随机分为对照组和造模组!使用

社会失败模型对对照组小鼠造模!之后将其分为对抑郁症敏感组及对抑郁症不敏感组%将
'

组小鼠分别提取突触蛋白!并使用

a9+B9@,N>"B

检测
Ì<=

及
Ì5d=$

表达丰度%结果
!

对抑郁症敏感组小鼠与对照组小鼠相比!在接触区域的停留时间显著降

低!且在角落区域的停留时间显著增加!差异有统计学意义"

E

%

%&%3

$#在前额叶皮层'海马中和对照组与对抑郁症不敏感组比

较!对抑郁症敏感组
Ì5d=$

及
Ì<=

的表达水平显著增加!差异有统计学意义"

E

%

%&%3

$%对抑郁症不敏感组与对照组相比

其
Ì<=

及
Ì5d=$

水平的表达差异均无统计学意义"

E

&

%&%3

$%在纹状体!虽然对抑郁症敏感组的小鼠
Ì<=

及
Ì5d=$

的表达水平均有增加"

E

%

%&%3

$!但是对抑郁症不敏感的小鼠这些蛋白表达也显著增加%结论
!

在抑郁症发病中前额叶皮层及

海马兴奋性与抑制性囊泡转运异常!这可能与抑郁症神经递质紊乱有关%

"关键词#
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抑郁症#谷氨酸囊泡转运蛋白#
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"中图分类号#

!

;-0(&0

"文献标识码#

!

<

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$)

$

$$.$0-%.%'

CP

2

()11$'"'*I!T!,"0

.

-%#,&,#)8)1$+%-,(#(,"1

2

'(#)($"0)

2

()11)0&$+)

"

2&.-+#

$

$

#

<+#

$

4-#

$'

/#

$

1

#

()/#

$

%-/+?-#

$

$

#

D/-*+#

$3

/#

$

$

#

D)/#

$

.&/#K)+#

$

'

$

$

$5!"

6

/789"#8+

'

E/8)+

6

)

3

>-+?+

$3

%

15!"

6

/789"#8+

'

A"@-;-#"

%

'5!"

6

/789"#8+

'

E)

3

>-+?+

$3

#

,&+)"A"@-;/?D+??"

$

"

#

,&+)"

#

*"#/#0)1%%1

#

D)-#/

&

!!

'

!51#(,+#

(

!

65

7

)+#$8)

!

="+BE!

J

BA99M

C

@9++#","LK9+#GE>?@I<4<B@?,+

C

"@B9@?,!K9+#GE>?@

F

>EB?D?B9B@?,+

C

"@B9@$#,!9.

C

@9++#",&9)#:'01

!

U#G9:?+!#K#!9!#,B"G",B@">

F

@"E

C

?,!!9L9?B

F

@"E

C

+B"GA?+B#G?>>

J

&4

J

+"G#?>!9L9?BD"!9>?,!+"G#?>?K"#!?,G9

#

BA9!9L9?B

F

@"E

C

:?+!#K#!9!#,B"B:"

F

@"E

C

+

!

+E+G9

C

B#N>9

F

@"E

C

?,!E,+E+G9

C

B#N>9

F

@"E

C

&8

J

,?

C

B#G

C

@"B9#,+:9@99MB@?GB9!@9+

C

9G.

B#K9>

J

L@"DBA9'

F

@"E

C

+&a9!9B9GB9!BA99M

C

@9++#",?NE,!?,G9"L Ì<=?,! Ì5d=$N
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抑郁症是目前最高发的精神疾病#它的发病以青壮年为

主#并且自杀率高*诊断率低#为社会带来了沉重的负担%目前

其发病机制尚不完全清楚#以往的研究多数集中在
3.b=

及胆

碱能神经元的研究上'

$.1

(

)近年来的研究认为#抑郁症发病中

I<4<

能与谷氨酸能突触相关蛋白的表达发生变化#神经递

质失调#突触可塑性也发生了改变'

'.0

(

%而对突触体中
I<4<

及谷氨酸的表达尚少见研究)

I<4<

囊泡转运体$

Ì<=

&及

谷氨酸囊泡转运体$

Ì5d=

&是参与
I<4<

能与谷氨酸能神

经递质包装的重要囊泡蛋白#在
I<4<

能与谷氨酸能神经递

质释放中发挥重要作用'

3

(

)本研究分别在前额叶皮层*海马*

纹状体中提取突触体#并针对抑郁症发病后突触体中
Ì<=

与
Ì5d=

的水平变化进行探讨#为研究抑郁症发病中
I<.

4<

能与谷氨酸能神经递质的变化提供了依据)

>

!

材料与方法

>&>

!

材料

>&>&>

!

实验动物
!

$%

周龄
23-45

"

)

雄性小鼠
'%

只#体质量

11

$

13

F

%

10

周龄
2Q$

雄性退役种鼠
11

只)小鼠饲养于标准

动物房#

'

$

0

只小鼠一笼#自由摄食*饮水)

>&>&?

!

实验试剂
!

Ì<=

单克隆抗体$抗鼠&*

Ì5d=

单克

隆抗体$抗鼠&购于
8

J

,?

C

B#G+

J

+B9D

公司#

b;7.

羊抗鼠二抗购

于英韦创津公司#

42<

试剂盒购于
=A9@D"+G#9,B#L#G

#蛋白酶

抑制剂购于罗氏公司)

>&?

!

方法

>&?&>

!

社会失败模型
!

根据
_9+B>9@

教授提供的方法'

)

(

#在该

模型中#单笼饲养的被测小鼠与一只完全不熟悉的带有攻击性

的
2Q$

小鼠放在一起
$%!

#每天
$%D#,

攻击时间#其余时间用

一个刻有漏洞的塑料盖板分开)对照小鼠与其相同品系但不

熟悉的小鼠放在一起#每天接触
$%D#,

#后用刻有漏洞的塑料

隔板分开)其行为学指标通过社会回避实验测定)社会回避

实验的方法如下!首先将小鼠放入一
3%GDV3%GDV1%GD

的
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塑料盒中#盒子一侧中央放置一个透明有孔的有机玻璃盒子#

高
$3GD

)有机玻璃盒周围划出接触区域#而对面角落的区域

则划为角落区域)记录
1&3D#,

内小鼠在接触区域的停留时

间#记为
:

$

#然后将小鼠放回原鼠笼休息
$D#,

#用
-%P

的乙

醇擦拭塑料盒#以去除小鼠的气味)然后将
2Q$

小鼠放于有

机玻璃盒中#将实验小鼠再次放回盒内#记录
1&3D#,

内小鼠

在接触区域的停留时间#记为
:

1

)以
:

1

与
:

$

的比值作为检

测指标#当比值大于
$

时#将小鼠定为对该刺激不敏感的小鼠#

反之当比值小于
$

时#定为对该刺激敏感的小鼠)

>&?&?

!

突触小体的提取
!

根据社会回避实验的结果#选取对

照组*对抑郁症敏感组和对抑郁症不敏感组的小鼠#每组各
0

只)根据
QED?,

教授提供的方法'

-

(

#被选取的小鼠分别断头

取脑#在冰上快速分离前额叶皮层*海马*纹状体)取出的组织

块放在溶液$

%&'1D">

"

5

蔗糖#

1%DD">

"

5bS7S8

缓冲液#

$

DD">

"

5SQ=<

#

3DD">

"

5

氟化钠#

$DD">

"

5

矾酸钠及
%&$

F

"

5

蛋白酶抑制剂&中研磨#其匀浆液在
0Y

#

1/%%@

"

D#,

转速

下离心
$%D#,

)取其上清液再次离心
$%D#,

#转速为
$1%%%

@

"

D#,

)弃上清液#沉淀用溶液$

3% DD">

"

5 =@#+.b2>

#

$3%

DD">

"

5

氯化钠#

$P =@#B",c.$%%

#

%&$P8Q8

#

1DD">

"

5SQ.

=<

#

$DD">

"

5

偏矾酸钠#

3DD">

"

5

氟化钠及
%&$

F

"

5

蛋白酶

抑制剂&溶解并超声)蛋白浓度通过
42<

蛋白定量试剂盒

检测)

>&?&@

!

a9+B9@,N>"B

电泳
!

将提取的突触小体的样品与上样

缓冲液混合#放入沸水中加热
$%D#,

)取
1%

!

F

蛋白上样#通

过
$%P8Q8.7<IS

胶电泳分离蛋白#电转至
7̀ QT

膜上)取

脱脂奶粉封闭
$A

#一抗$稀释比例
$m$%%%

&

0Y

过夜)次日#

膜通过
=48=

溶液清洗
'

遍后#加入二抗孵育
$A

#再次用

=48=

溶液清洗并转移至暗室内通过显影仪显影)蛋白丰度

使用
T>E"@2A9D

=U软件分析测定)

>&@

!

统计学处理
!

采用
8788$'&%

进行统计学分析#结果使

用
0[>

表示)采用单向方差分析$

,̂9.:?

J

<_̂ <̀

&进行统

计学处理#各组间的比较使用
58Q

法#方差不齐时则使用

QE,,9BB='

法)

E

%

%&%3

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

小鼠的社会回避行为
!

小鼠被分为
/

只对照组小鼠和

11

只造模小鼠#通过社会失败模型#剔除死亡小鼠后#将造模

组小鼠分为对抑郁症敏感组及对抑郁症不敏感组)在社会回

避行为实验中#对抑郁症敏感组小鼠与对照组小鼠相比#在接

触区域的停留时间显著降低且在角落区域的停留时间显著增

加#差异有统计学意义$

E

%

%&%3

&#见图
$

)

!!

<

!小鼠分为对照组*敏感组和不敏感组)

4

*

2

!小鼠经过造模后#对抑郁症敏感组的小鼠与对照小鼠相比#当有
2Q$

存在时在中间区域停留时

间缩短#在角落区域停留时间显著增加)

"

!

E

%

%&%3

#与对照组相比)

图
$

!!

小鼠的社会回避行为

图
1

!!

抑郁症中前额叶皮层突触小体中囊

泡转运蛋白的变化

图
'

!!

抑郁症中海马突触小体中囊泡转运蛋白的变化

?&?

!

皮层*海马及纹状体突触囊泡蛋白表达的变化
!

在前额

叶皮层*海马中与对照组和对抑郁症不敏感组比较#对抑郁症

敏感组
Ì5d=$

及
Ì<=

的表达水平显著增加#差异有统计

学意义$

E

%

%&%3

&%对抑郁症不敏感组与对照组相比其
Ì<=

及
Ì5d=$

水平的表达均差异无统计学意义#见图
1

*

'

)

在纹 状 体#虽 然 对 抑 郁 症 敏 感 组 的 小 鼠
Ì<=

及

Ì5d=$

的表达水平均有增加$

E

%

%&%3

&#但是对抑郁症不敏

感的小鼠这些蛋白表达也显著增加$图
0

&)

图
0

!!

抑郁症中纹状体突触小体中囊泡转运蛋白的变化

@

!

讨
!!

论

大脑兴奋的传递和神经递质表达紊乱是近年来抑郁症的

研究热点)但是#目前的研究大多数基于脑组织的全蛋白的提

取#并不能确切反映突触中各种兴奋性和抑制性递质的变化)

与前人的工作相比#作者在造模后对提取的突触蛋白进行检

测#这使得样本更加单纯#并且提高了结果的特异性)前额叶

皮层与海马均与多个脑区有突触的联系#是抑郁症发病的最关

键脑区#纹状体是本研究的对照脑区)

Ì5d=

在突触系统中介导谷氨酸的传递#有
'

种存在形

式!

Ì5d=$

*

1

*

'

'

/

(

)其中
Ì5d=$

主要分布于大脑皮层*

海马*小脑中#

Ì5d=1

主要分布于皮层下及部分多巴胺神经

$-0$

重庆医学
1%$)

年
0

月第
03

卷第
$$

期



元中'

(.$%

(

#而
Ì5d='

则主要分布与特定的神经元中#如
3.

羟

色胺能神经元*胆碱能神经元及
I<4<

能和部分谷氨酸能神

经元等'

$$

(

)研究发现#在抑郁症发病中#谷氨酸水平升高#

_UQ<

受体过度激活%

_UQ<

受体拮抗剂开他敏可产生快速

的抗抑郁效应'

-

(

)前额叶皮层和海马是抑郁症发病的两个重

要脑区%作 者 选 用
Ì5d=$

探 索 前 额 叶 皮 层 及 海 马 的

Ì5d=

表达#并发现抑郁症发病中该蛋白水平的上调)这提

示抑郁症发病中兴奋性传递升高#并可能因此引起神经传递的

紊乱)

I<4<

是大脑中最重要的抑制性神经递质#主要由谷氨

酸脱羧酶合成'

$1

(

)除了作为神经递质的功能外#它还是神经

发生及神经修复中重要的营养因子#并且参与调节氧化还原电

位'

$'.$0

(

)

I<4<

与谷氨酸共同维持神经兴奋的平衡#这是避

免情绪障碍等发生的关键)目前的研究普遍认为#在抑郁症发

病中#谷氨酸浓度升高#

I<4<

浓度降低并因此引起兴奋的失

调)在本研究中并未发现
Ì<=

水平的下降#这与以往的研

究并不冲突#本样本来自突触#故
Ì<=

不能代表总的
I<4<

水平)对前额叶皮层和海马的研究结果提示抑郁症发病时负

责
I<4<

突触传递的囊泡蛋白
Ì<=

水平显著增加#这可能

是机体为了对抗谷氨酸受体的激活而采取的保护性措施)

经过社会失败造模后#小鼠纹状体内
Ì5d=$

及
Ì<=

表达均增加#而对抑郁症敏感组和对抑郁症不敏感组小鼠蛋白

表达水平相比则差异无统计学意义$

E

&

%&%3

&)这提示#在抑

郁及抗抑郁过程中纹状体内
Ì5d=$

和
Ì<=

表达变化均

增加#不具有脑区特异性)

本研究认为#经过社会失败造模后#小鼠前额叶皮层*海马

等脑区突触前活动增多*神经递质紊乱#使得突触中
Ì5d=$

及
Ì<=

表达均增高)这提示#在抑郁症发病中兴奋性与抑

制新神经递质释放增多#并可能引起突触功能紊乱#在临床工

作中维持相应的神经递质的水平有可能有助于抗抑郁治疗)

作者将对这些结论再进行深入探讨#探索治疗抑郁症的新突

破点)
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