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目的
!

研究慢性不可预见刺激"

3FB

$致大鼠抑郁行为与炎症因子白细胞介素
.$

#

"

<A.$

#

$&白细胞

介素
.)

"

<A.)

$蛋白表达及吲哚胺
1

!

'.

双加氧酶"

<8?

$

V4>:

及蛋白表达的关系%方法
!

将
'%

只雄性
B8

大鼠

分为对照组"

3C

组$和模型组"

=C

组$!采用孤养结合
3FB

连续刺激
1/!

诱导建立大鼠抑郁症模型%采用开

场实验及强迫游泳实验评价大鼠的抑郁行为!
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测定海马和皮层
<8?V4>:

表达#

eD+KDQ,IJ"K

法测

定海马和皮层
<A.$

#

&

<A.)

及
<8?

蛋白表达%结果
!

与
3C

组相比!

=C

组大鼠开场实验得分明显降低"

!

$

%&%$

$!强迫游泳实验不动时间明显延长"

!

$

%&%$

$!海马和皮层的
<8?V4>:

表达均明显升高"

!

$

%&%$

$!海

马和皮层的
<A.$

#

&

<A.)

及
<8?

蛋白表达均明显升高"

!

$

%&%2

$%结论
!

3FB

致大鼠抑郁行为可能与脑内炎症

因子表达增加并诱导
<8?

过表达相关%
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抑郁症是一种以情绪低落*兴趣缺失为主要表现

的常见精神障碍性疾病#具有不易察觉#病程长#严重

者导致自杀等特征)抑郁症发病机制复杂#涉及多种

病理生理学改变)近年来研究发现#免疫激活及下游

吲哚胺
1

#

'

双加氧酶$

#,!"JDMV#,D1

#

'.!#"\

NR

D,M+D

#

<8?

&通路激活与抑郁症发生密切相关'

$.1

(

)众所周

知#机体在免疫激活状态下#免疫细胞如单核
.

巨噬细

胞*

9

淋巴细胞等可释放多种细胞因子#如白介素*肿

瘤坏死因子等与相应受体结合调控免疫应答)白细

胞介素
.$

#

$

#,KDQJDH_#,.$

#

#

<A.$

#

&*白细胞介素
.)

$

#,.

KDQJDH_#,.)

#

<A.)

&是重要的促炎性细胞因子#在免疫

反应和炎症的启动和维持中发挥十分重要的作用#是

炎性反应系统被激活的直接标志)国内外研究显示

抑郁患者血清
<A.$

#

*

<A.)

等促炎性细胞因子均显著

升高#提示细胞因子合成*释放增多参与了临床抑郁

症的发生'

'

(

)脑内
2.

羟色胺$

+DQ"K",#,

#

2.Z9

&功能
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不足是公认的抑郁症发病机制之一#也是临床治疗药

物的重要靶点)色氨酸作为脑内合成
2.Z9

的前体

物质#是机体所需的必需氨基酸之一#主要通过色氨

酸
.2.Z9

通路和色氨酸
.

犬尿氨酸通路进行代谢)新

的
2.Z9

学说认为#神经炎症因子增多#诱导色氨酸

主要沿色氨酸
.

犬尿氨酸代谢#而使
2.Z9

合成减少是

抑郁症发病的机制之一)

<8?

是一种色氨酸降解酶#

是肝脏以外唯一可催化色氨酸沿色氨酸
.

犬尿氨酸途

径代谢的第一限速酶'

0

(

)

<8?

在生理状态下低水平

表达#但在促炎症细胞因子如
<A.$

*

9>Y

等释放增多

及免疫激活时可诱导其表达显著升高#催化色氨酸沿

色氨酸
.

犬尿氨酸通路代谢#继而导致色氨酸耗竭和

2.Z9

合成减少#诱发或加重抑郁症'

2.-

(

)最新临床和

基础研究结果均显示炎症因子释放增多*

<8?

过表达

与抑郁症的发生密切相关)目前#临床研究主要集中

于对患者血清或脑脊液#基础研究主要采用脑内注射

脂多糖或
#

.

淀粉样蛋白等诱导动物抑郁行为并研究

脑内炎症因子及
<8?

表达变化#尚未见采用慢性不可

预见刺激$

3FB

&诱导动物抑郁症并研究脑内皮层和

海马炎症因子及
<8?

表达异常的报道)

研究已证实社会压力*环境变化等慢性刺激是诱

发抑郁症的重要因素之一)

3FB

可模拟人所处的各

种社会环境变化#是诱导建立动物抑郁症的常用模型

之一)本研究采用孤养结合
3FB

建立大鼠抑郁模

型#采用
eD+KDQ,IJ"K

和
634

研究抑郁大鼠大脑皮

层及海马
<A.$

#

*

<A.)

及
<8?

表达与动物抑郁行为的

关系#进一步探索抑郁症的发病机制#寻找新的药物

治疗靶点)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料

?&?&?

!

实验动物
!

重庆医科大学动物中心提供清洁

级雄性
B8

大鼠
'%

只#体质量$

1%%k1%

&

R

#

2

只"笼#

自由摄食饮水#室温$

1'k'

&

`

#医学动物许可证号!

Bh@5

$渝&

1%$1.%%%$

)

?&?&@

!

仪器与试剂
!

荧光定量
634

仪*凝胶成像系

统*垂直电泳仪$美国
E#".QM!

公司&%

9Q#O"J

*逆转录试

剂盒*

BhE4CQDD,BH

U

DQV#\

*

634

引物$日本
9M_MQM

生物技术公司设计合成&%

E3:

蛋白浓度测定试剂盒*

4<6:

裂解液$江苏碧云天生物技术公司&%

M,K#<A.

$

#

*

M,K#<A.)

$美国
:TT#,#K

N

公司&%

M,K#.<8?

$美国
:I.

SMV

公司&%其余各试剂均为国产分析纯)

?&@

!

方法

?&@&?

!

分组及建模
!

大鼠适应性喂养
$

周后#采用

开场实验进行行为学测试#将得分相似的大鼠分为对

照组$

3C

组&和模型组$

=C

组&)

3C

组大鼠
2

只"

笼#自由摄食饮水#不予刺激)

=C

组大鼠采用孤养

$

$

只"笼&结合
3FB

诱导建立大鼠抑郁症模型)根据

本实验室前期造模方法并稍加修改#采用的刺激方式

包括空笼
L

禁食*噪音
'P

*闪频
'P

*热水浴
2V#,

$

02

`

&*冰水浴
2V#,

$

0`

&*通宵照明*潮湿垫料
10P

*

倾斜
10P

*夹尾
$V#,

*禁饮禁食
10P

*电击
2V#,

*昼

夜颠倒*水平振荡
$%V#,

#每天随机给予一种刺激#

0

!

内不出现同种刺激方式)

?&@&@

!

开场实验
!

使用规格为
$%%SV $̂%%SV 0̂%

SV

内部涂为黑色的木质敞箱#箱底部使用白色胶带

均分成
1%SV 1̂%SV

的正方形格子)在昏暗安静的

环境中#将大鼠至于中央格#四爪着地后开始计时#记

录大鼠
2V#,

内穿越格子数$四爪进入视为
$

次&*水

平站立数*整理次数及大小便次数#相加得开场实验

得分)

?&@&A

!

强迫游泳实验
!

在安静的环境中#将被测试

大鼠放入高
)%SV

*直径
1%SV

*水深
'%SV

的透明圆

柱形玻璃桶中#水温$

1'k'

&

`

#经过
1V#,

的适应期

后#记录后
2V#,

内的累积不动时间)

?&@&B

!

取材
!

在实验第
1(

天以
0G

水合氯醛$

$

VA

"

$%%

R

&麻醉后断头取脑#于冰上分离前脑皮层和

海马并置于冻存管中#立即放入液氮中短期保存#后

放置于
]/%`

冰箱保存备用)

?&@&C

![
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法测定海马和皮层的
<8?V4>:

的表达
!

分别取海马和皮层
0%

"

$%%V

R

#使用通过

8763

水浸泡过的匀浆器研磨$注意该过程使用的枪

头镊子等均高压灭酶&#用
9Q#O"J

提取样本总
4>:

#

并测定总
4>:

浓度#以
$

$

R

"

1%

$

A

为反应体系进行

逆转录#同时参照
CD,IM,_

中大鼠的基因序列$由

9M_MQM

公司设计合成&)

<8?

!上游引物
2a.C:3

:339999933:3C993993.'a

#下游引物
2a.

93:33: :3C 93: 9C3 999 :99 3.'a

#长度

$/2I

U

%

#

.MSK#,

!上游引物
2a.C3: CC: C9:3C:

9C:C933C.'a

#下游引物
2a.339C:3::9C:3

93C:3C3:.'a

#长度
-0I

U

)利用
BhE4CQDD,

荧

光技术在
E#".4M!3Y@()

荧光定量
634

仪上进行扩

增#条件如下!

(2`'%+

%

(2`2+

%

)%`'%+

%

0%

个

循环)以
#

.MSK#,

为内参#反应结果以
3K

值表示#以

1

]

##

3K计算目的基因的相对表达量)

?&@&G

!

eD+KDQ,IJ"K

法检测
<A.$

#

*

<A.)

及
<8?

蛋白

的表达
!

海马和皮层分别称取
0%

"

$%%V

R

#在冰上加

入裂解液后研磨#提取总蛋白#并用
E3:

法测定总蛋

白浓度#按总体积的
0j$

的比例加入上样缓冲液沸

水煮
$%V#,

)每孔上样
'%

$

R

#按顺序采用
B8B.

聚丙

烯酰胺凝胶电泳*

6;8Y

转膜#

2G

脱脂牛奶封闭
1&2

P

#加入对应的一抗$以
#

.MSK#,

为内参&

0`

孵育过夜#

洗膜#加入辣根过氧化物酶标记的二抗$

$j'%%%

稀

释&#洗膜后用发光液$

:!WM,+K"Q

公司&显色#凝胶成

像仪成像后#用
<VM

R

DAMI

软件$

E#".4M!

&分析结果)
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年
2

月第
0-
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期
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!

统计学处理
!

应用
CQM

U

P6M!6Q#+V2&%

统计

软件对数据进行分析整理及作图#组间采用两独立样

本
@

检验比较#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

孤养结合
3FB

对大鼠行为学的影响
!

=C

组

大鼠与
3C

组相比#其开场实验得分显著降低$

!

$

%&%$

&%与
3C

组大鼠相比#

=C

组大鼠不动时间显著

延长$

!

$

%&%$

&#见图
$

)孤养结合
3FB

成功诱导大

鼠产生焦虑*绝望样抑郁行为#模型建立成功)

!!

:

!对开场实验得分的影响%

E

!对强迫游泳实验不动时间的影响

图
$

!!

孤养结合
3FB

对大鼠行为学测试的影响

@&@

!

孤养结合
3FB

对大鼠皮层和海马
<A.$

#

*

<A.)

蛋白表达的影响
!

与
3C

组相比#

=C

组大鼠皮层和

海马
<A.$

#

*

<A.)

蛋白表达均明显增高$

!

$

%&%2

&#见

图
1

)

!!

:

!大鼠皮层
<A.$

#

蛋白表达变化%

E

!大鼠海马
<A.$

#

蛋白表达变

化%

3

!大鼠皮层
<A.)

蛋白表达变化%

8

!大鼠海马
<A.)

蛋白表达变化

图
1

!!

eD+KDQ,IJ"K

法检测抑郁大鼠脑内

<A.$

#

'

<A.)

蛋白表达变化

@&A

!

孤养结合
3FB

对大鼠皮层和海马
<8?V4>:

及蛋白表达的影响
!

与
3C

组相比#

=C

组大鼠皮层

和海马
<8? V4>:

及蛋白表达均明显增高$

!

$

%&%$

&#见图
'

)

!!

:

!大鼠皮层
<8?V4>:

表达变化%

E

!大鼠海马
<8?V4>:

表达

变化%

3

!大鼠皮层
<8?

蛋白表达变化%

8

!大鼠海马
<8?

蛋白表达变化

图
'

!![

49.634

法及
eD+KDQ,IJ"K

检测大鼠脑内

<8?V4>:

及蛋白表达变化

A

!

讨
!!

论

!!

抑郁症发病机制复杂#涉及社会*遗传*环境等众

多因素)目前#国内外抑郁症的临床治疗和研究方向

均主要集中在单胺递质系统功能的调节#但该类药物

治疗无效率高达
'%G

"

0%G

#且治疗后也可能出现抑

郁症状持续存在及复发的风险'

/.(

(

#给家庭及社会造

成巨大的经济压力和社会负担)因此#进一步探索抑

郁症发病机制#寻找药物防治新靶点具有十分重要的

现实意义)本研究采用
3FB

建立大鼠抑郁模型'

$%

(

#

该模型可模拟抑郁患者在社会环境中接受的多种慢

性刺激#是常用的慢性抑郁症模型之一)在行为学指

标测定中#开场实验和被动游泳是评价大鼠抑郁行为

的常用指标)结果显示#与
3C

组相比#

=C

组大鼠开

场试验得分显著降低#提示其对新异环境的探究行为

显著下降%

=C

组大鼠被动游泳实验中不动时间显著

延长#提示其出现显著焦虑*绝望样抑郁行为改变#模

型建立成功)

应激作为抑郁症发生的常见危险因素#可通过激

活免疫系统及炎症反应#促进细胞因子释放而参与临

床抑郁症的发生'

$$

(

)-抑郁症的细胞因子学说.指出#

抑郁症的发生可能与炎症细胞因子释放及
<8?

激活

等因素相关)细胞因子是一类主要由活化的免疫细

胞合成和释放的可参与免疫反应*细胞生长*组织损

伤修复等的可溶性小分子蛋白质)细胞因子在体内

形成复杂的细胞因子调节网络#通过旁分泌*自分泌

或内分泌等方式发挥相应的生理或病理作用)在多

种神经系统疾病中均发现有炎症细胞因子的合成和

释放增多#包括
<A.$

#

*

<A.)

等)近年来研究发现#这

些炎症细胞因子可能通过影响神经
.

免疫
.

内分泌调节

和
2.Z9

代谢障碍参与抑郁症的发生*发展#但尚缺

乏系统研究'

$1.$'

(

)目前#大量研究均发现抑郁症患者

//($

重庆医学
1%$/

年
2

月第
0-

卷第
$2

期



血清及脑脊液
<A.$

#

*

<A.)

等炎症因子显著升高'

$0.$/

(

#

提示这些细胞因子的激活可能参与了抑郁症的发生#

但缺乏大脑实质内细胞因子变化的相关研究资料)

研究结果显示#与
3C

组相比#

=C

组大鼠大脑皮层及

海马
<A.$

#

*

<A.)

蛋白表达显著增加#提示大鼠抑郁

行为与脑内炎症因子表达增高密切相关#并与前述临

床研究结果相互印证)

<8?

是一种细胞内的含亚铁

血红素的酶#是催化色氨酸沿犬尿氨酸通路代谢的限

速酶)多种炎症细胞因子可通过过度激活
<8?

#诱导

色氨酸主要沿犬尿氨酸途径代谢#引起色氨酸耗竭并

继发
2.Z9

合成不足#同时该途径产生的
'.

羟犬尿氨

酸*喹啉酸等神经毒性产物也可能参与了抑郁症的发

生)本研究结果显示#与
3C

组相比#

=C

组大鼠海马

和皮层
<8?V4>:

及蛋白表达均显著升高#提示脑

内出现
<8?

过度激活#继而可能导致色氨酸
.

犬尿氨

酸代谢途径的过度激活#造成色氨酸耗竭和
2.Z9

合

成不足#参与抑郁症的发病)

综上所述#孤养结合
3FB

诱导大鼠抑郁行为可

能与脑内炎症因子表达增高并诱导
<8?

过表达密切

相关#在下一步实验中笔者将采用
<8?

拮抗剂及炎症

因子拮抗剂来验证这一推测)
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