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摘　要　采用孤养结合慢性不可预见性温和刺激（ＣＵＭＳ）方式建立抑郁模型，探讨丙戊酸钠抗抑郁作用与改善海马去甲肾
上腺素转运体（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＮＥＴ）、５羟色胺转运体（ｓｅｒｏｔｏｎｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，５ＨＴＴ）表达之间的关系。６０只雄性
ＳＤ大鼠随机分为对照组（ＮＧ）、模型组（ＭＧ）、丙戊酸钠对照组（ＶＮＧ）及丙戊酸钠模型组（ＶＭＧ）。通过开场实验、强迫游
泳试验评价大鼠抑郁行为。通过生物化学法测定血清丙二醛（ＭＤＡ）含量及超氧化物酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性；以
实时定量ＲＴＰＣＲ法及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析丙戊酸钠对大鼠海马 ＮＥＴ、５ＨＴＴｍＲＮＡ及蛋白表达的影响。实验结果表明：
ＣＵＭＳ致模型组大鼠活动减少，不动时间明显增加，ＭＤＡ含量升高，ＳＯＤ、ＣＡＴ活性下降，海马 ＮＥＴｍＲＮＡ及蛋白表达显著
升高，５ＨＴＴｍＲＮＡ及蛋白表达明显降低，而丙戊酸钠干预可明显阻遏以上变化，但对对照组大鼠无显著影响。以上结果
提示，丙戊酸钠抗抑郁作用可能涉及改善ＣＵＭＳ大鼠海马ＮＥＴ及５ＨＴＴｍＲＮＡ及蛋白的表达。
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　　抑郁症是一种普遍的情感障碍性疾病，其主要
的临床特征为焦虑、食欲减退、失眠，严重自我否定，

甚至有自杀倾向，据世界卫生组织调查，每年有１００
万人因抑郁症自杀身亡，全球患病人数更是达到３５
亿人，已严重危及人类健康［１］。抑郁症发病机制复

杂，核心机制包括氧化应激学说、脑神经源营养因子

学说、单胺递质学说、下丘脑垂体肾上腺轴功能亢
进等。大量研究表明，氧化／抗氧化应激系统失衡与
抑郁症发病有密切关系，科学研究也证明，抑郁症发

病与去甲肾上腺素（ＮＥ）、五羟色胺（５ＨＴ）等中枢
单胺类递质减少有关，认为可能涉及ＮＥ、５ＨＴ的合
成、转运及作用受体等［２－３］。帕罗西汀、瑞波西汀等

传统抗抑郁药物是通过不同途径增加突触间隙中５
ＨＴ和ＮＥ的含量来发挥药物作用。近年研究发现
丙戊酸可单独用于轻中度抑郁症的治疗，也可与传

统抗抑郁药物帕罗西汀、氟西汀等合用，有协同抗抑

郁作用［４－５］。而目前关于丙戊酸钠抗抑郁作用的机

制研究较少，作用机制是否也与改善去甲肾上腺素

转运体（ＮＥＴ）、５羟色胺转运体（５ＨＴＴ）表达有关尚
不明确。因而，本实验采用孤养联合慢性不可预见

性温和刺激（ＣＵＭＳ）建立实验性抑郁大鼠模型，通
过ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ考察 ＣＵＭＳ大鼠海马
ＮＥＴ、５ＨＴＴ的ｍＲＮＡ及蛋白质的表达，探讨丙戊酸
钠抗抑郁作用机制是否涉及改善ＮＥＴ、５ＨＴＴ表达。

!

　材　料

１１　药品与试剂
丙戊酸钠原料药（武汉圣天宇科技公司）；羧

甲基纤维素钠（ＣＭＣＮａ，国药集团化学试剂公司）
溶液作溶剂溶解，配成３０ｍｇ／ｍＬ的混悬液，４℃遮
光保存。ＳＯＤ、ＭＤＡ和ＣＡＴ测定试剂盒（南京建成
生物工程研究所）；５ＨＴＴ、ＮＥＴ抗体（美国 Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ公司）；ＰＣＲ扩增引物（上海鼎安生物技术有
限公司）；ＴＲＮｚｏｌ总ＲＮＡ提取、ＲＮＡｓｔｏｒｅ组织保存
液、ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒［天根生化科技（北
京）有限公司］。

１２　仪　器
实时定量ＲＴＰＣＲ仪、微量核酸定位仪（美国

ＢｉｏＲａｄ公司）；电泳仪（北京六一仪器厂）；低温离
心机（美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１３　动　物

６０只清洁级雄性 ＳＤ大鼠，体重（２００±２０）ｇ，
８周龄。动物实验室、实验动物及饲料均由重庆医
科大学动物实验中心提供，实验动物医学许可证号

为ＳＣＸＫ（渝）２０１００００１。动物实验操作严格参照
动物伦理规范执行。

"

　方　法

２１　建模及分组
采用孤养结合 ＣＵＭＳ建立大鼠实验性抑郁模

型，建模周期为２８ｄ。雄性 ＳＤ大鼠６０只，适应性
喂养１周后，采用随机数表法进行随机编号，分为
对照组（ＮＧ）、丙戊酸钠对照组（ＶＮＧ）、模型组
（ＭＧ）、丙戊酸钠模型组（ＶＭＧ）。对照组大鼠每笼
５只，模型组大鼠每笼１只。每日早晨刺激前１ｈ
灌胃给药，丙戊酸钠组灌胃给药量为３００ｍｇ／ｋｇ，
对照组给予同体积的 ０５％ＣＭＣＮａ溶剂。每天
９：００随机给予建模组一种以下刺激方式（４ｄ内不
重复）：４℃冰水游泳５ｍｉｎ，电击４５Ｖ３ｍｉｎ，４５℃
热环境５ｍｉｎ，湿垫料 ２４ｈ，倾斜鼠笼 ４５°并禁水
２４ｈ，夹尾１ｍｉｎ，间歇照明１８ｈ（光／暗周期１ｈ／１ｈ，
时间为１７：００－７：００），通宵照明，１２０Ｄｂ噪音２ｈ，
禁食禁水２４ｈ。
２２　开场实验

自制实验敞箱（１００ｃｍ×１００ｃｍ×４０ｃｍ），内
侧及底部漆成黑色，底部分为５×５的２５个小方
格。实验时，将大鼠置于中央格，观察并记录５ｍｉｎ
内大鼠四爪均进入方格的穿越格数（水平活动得

分）、后肢直立次数（垂直活动得分），每次观测后，

用酒精清洁木箱底部及内侧面，待酒精挥发后再进

行下一次实验。

２３　强迫游泳实验
实验时将大鼠置于一直径１００ｃｍ，高４０ｃｍ的

圆形盛水水槽中，水深为３０ｃｍ，水温（２２±３）℃，
使大鼠直立无法触及水槽底部，跳跃无法跳出水

槽。计时６ｍｉｎ，观察并记录大鼠总６ｍｉｎ内的不

５７４
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动时间（静止不动及踩假水的时间）。

２４　生物化学法
实验结束后，每组随机抽取大鼠７只，断头取

血，静置后离心，取上清液，按照试剂盒的要求取样

测定，分别采用硫代巴比妥酸比色法测定 ＭＤＡ水
平，ＷＳＴ１法测定 ＳＯＤ活性，紫外可见分光法测
定ＣＡＴ活性，考马斯亮蓝法测定蛋白浓度，再按规
定公式分别计算ＭＤＡ含量及ＣＡＴ、ＳＯＤ活性。
２５　ＲＴＰＣＲ

由上海鼎安生物技术有限公司设计合成引物序

列和扩增片段：βａｃｔｉｎ引物序列长度１００ｂｐ，５′ＣＧ
ＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡ３′，下游５′ＴＡＧＧＡＧＣ
ＣＡＧＧＧＣＡＧＴＡＡＴＣ３′；ＮＥＴ扩增片段长度１２３ｂｐ，上
游 ５′ＣＧＣＡＧＴＧＡＣＡＧＧＣＧＴＴＧＡＧＡ３′，下 游 ５′
ＣＣＡＣＣＴＴＧＧＣＧＡＴＴＡＣＡＧＡＡ３′；５ＨＴＴ扩增片段长
度２０５ｂｐ，上游５′ＣＴＧＣＣＡＡＧＧＧＡＧＧＡＧＡＡＧＡＧ３′，
下游５′ＧＧＡＴＣＡＧＡＡＴＣＧＧＣＴＧＡＧＧＴＴ３′。建模
完成后，每组随机选取 ４只大鼠，断头，分离海
马，取海马置于 ＲＮＡｓｔｏｒｅ（１００ｍｇ：１ｍＬ）液中冻
存备用。海马总 ＲＮＡ按 ＴＲＮｚｏｌ总 ＲＮＡ提取剂
试剂盒说明书提取，取总 ＲＮＡ１μｇ在反应条件
（４２℃反应２０ｍｉｎ→９９℃反应５ｍｉｎ→４℃ 反应
５ｍｉｎ）下进行逆转录合成 ｃＤＮＡ，以反应产物为模
板，用 ＮＥＴ、５ＨＴＴ、βａｃｔｉｎ引物进行 ＰＣＲ扩增反
应。参照试剂盒说明书进行荧光定量聚合酶链反

应，用△△ＣＴ法进行相对定量，与内参比较计算
ＮＥＴ、５ＨＴＴｍＲＮＡ相对表达量。
２６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

取海马组织，冰上匀浆，提取其总蛋白，酶标仪

测定蛋白质浓度。过程简述如下：电泳，转膜，封闭

１～２ｈ，先后加入一抗、二抗进行免疫应答反应，洗
膜、压片后进行凝胶图象分析：比较分析 βａｃｔｉｎ、
ＮＥＴ、５ＨＴＴ条带的灰度值，计算 ＮＥＴ、５ＨＴＴ蛋白
的相对表达量。

２７　统计方法
统计软件使用ＳＰＳＳ１９０软件，分析方法采用

单因素方差分析，所有实验数据用 珋ｘ±ｓ表示，以
Ｐ＜００５为差异有显著性。

#

　结　果

３１　丙戊酸钠对ＣＵＭＳ大鼠行为学的影响
如表１所示，ＭＧ组大鼠开场实验水平活动和

垂直活动得分较 ＮＧ组显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜
００５），强迫游泳实验中不动时间明显增加（Ｐ＜
００１），而丙戊酸钠干预能够有效阻遏 ＣＵＭＳ诱导
大鼠产生抑郁行为（Ｐ＜００５），对正常大鼠无明显
影响。

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｌｐｒｏａｔｅｏｎｒａｔｓｂｅｈａｖｉｏｒｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

Ｇｒｏｕｐ
Ｖｅｒｔｉｃａｌ　
ｍｏｖｅｍｅｎｔ　
ｓｃｏｒｅ　

Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ　
ｍｏｖｅｍｅｎｔ　
ｓｃｏｒｅ　

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ　
ｔｉｍｅｉｎ　
６ｍｉｎ／ｓ

ＮＧ ８３６３±２８８８ １８５±７７９ １５１４３±１５２３
ＭＧ ３６８０±２５５０ １０±４２４ ２１９４４±１９１２

ＶＮＧ ７２３６±２７７ １６９１±７４５ １５５８３±７５３
ＶＭＧ ７０７１±３１９６＃ １７４３±７８７＃ １３７１６±１５２２＃＃

Ｐ＜００１，Ｐ＜００５ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃Ｐ＜００５ｖｓ
ＭＧｇｒｏｕｐ
ＮＧ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；ＭＧ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ＶＮＧ：Ｖａｌｐｒｏａｔｅｔｒｅａｔｅｄｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ；ＶＭＧ：Ｖａｌｐｒｏａｔｅｔｒｅａｔｅｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３２　丙戊酸钠对大鼠血清 ＭＤＡ含量、ＳＯＤ及
ＣＡＴ活性变化

相较于 ＮＧ组，ＣＵＭＳ致 ＭＧ组大鼠血液的
ＭＤＡ含量明显升高（Ｐ＜００５），ＳＯＤ、ＣＡＴ活力明
显降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），而 ＶＭＧ组与 ＭＧ相
比，ＭＤＡ含量显著下降（Ｐ＜００５），ＳＯＤ、ＣＡＴ活性
明显升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），而 ＶＭＧ与 ＮＧ相
比，无明显变化。由此可见，ＣＵＭＳ可致氧化应激
失衡，而丙戊酸钠可以遏制这种变化但对正常大鼠

无明显影响。

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｌｐｒａｔｅｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ），
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ａｎｄｃａｔａｌａｓｅ（ＣＡＴ）ｉｎｓｅｒｕｍ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）

Ｇｒｏｕｐ ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ／ｍＬ） ＳＯＤ／（Ｕ／ｍＬ） ＣＡＴ／（Ｕ／ｍＬ）
ＮＧ ４２６±０１４ ２２０８±０３２ ２６０±０１９
ＭＧ ４８６±０１５ ２０３１±０７２ １３７±０１１

ＶＮＧ ４０１±０２８ ２２３５±０２４ １５３±０２４
ＶＭＧ ４０９±０３４＃ ２２３４±０４４＃＃ ２３０±０４３＃

Ｐ＜００１，Ｐ＜００５ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃Ｐ＜００５ｖｓ
ＭＧｇｒｏｕｐ

３３　大鼠海马ＮＥＴ、５ＨＴＴｍＲＮＡ表达
由表３可见，ＭＧ组相比于 ＮＧ组，大鼠海马

ＮＥＴｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜００５）；５ＨＴＴ
ｍＲＮＡ表达明显降低（Ｐ＜００５），使用丙戊酸钠干
预能够阻遏这种改变，但对正常大鼠无明显影响。

３４　大鼠海马ＮＥＴ、５ＨＴＴ蛋白表达
如图１及图２所示，空白模型组大鼠海马ＮＥＴ

蛋白表达比对照组 ＮＥＴ蛋白明显升高（Ｐ＜

６７４
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００５），与之相反 ＭＧ组大鼠 ５ＨＴＴ蛋白表达与
ＮＧ组相比显著降低（Ｐ＜００１），丙戊酸钠处理能
够有效阻遏ＮＥＴ的升高及５ＨＴＴ降低，但对正常
组大鼠ＮＥＴ、５ＨＴＴ表达无影响。

Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｌｐｒａｔｅｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ（ＮＥＴ）ａｎｄｓｅｒｏｔｏｎｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ（５ＨＴＴ）ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｇｒｏｕｐ ＮＥＴｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ５ＨＴＴｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＮＧ １０４±０３４ １１２±０５４
ＭＧ ３６４±１３７ ０１２±００６

ＶＮＧ １１４±０２７ １１５±００７
ＶＭＧ １５８±１０２ ０４０±０１１＃

Ｐ＜００５ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭＧｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＥＴｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝４）
Ｐ＜００５ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭＧｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ５ＨＴＴｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝４）
Ｐ＜００１ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭＧｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

丙戊酸钠是临床广泛应用的抗癫痫药，也是一

种心境稳定剂，对双向情感障碍有显著疗效。而近

期有研究发现丙戊酸钠有改善抑郁行为的作用，提

高抗抑郁药物的抗抑郁作用效果，可辅助其他抗抑

郁药物治疗难治性抑郁及双向抑郁［６］。本实验以

ＣＵＭＳ建立抑郁模型，研究丙戊酸钠的抗抑郁作用
可能涉及的作用机制。

大量研究发现，机体发生精神障碍性疾病重要

原因之一是氧化应激损伤致体内氧自由基升高，且

抑郁症的发病与诱导和激活细胞氧化和硝化应激

通路有关［７］。ＭＤＡ是脂质氧化的最终产物，而
ＳＯＤ、ＣＡＴ是体内自由基的清道夫。在很多临床抑
郁症患者血清中发现 ＭＤＡ含量明显升高，ＳＯＤ、
ＣＡＴ含量下降，表明抑郁症的发病可能与氧化应
激失衡有关。本课题组前期研究也发现氧化应激

可损伤海马神经细胞，在 ＣＵＭＳ大鼠体内，血清
ＭＤＡ含量明显升高，而 ＳＯＤ、ＣＡＴ活性显著降低，
海马神经细胞出现明显病理损伤，而抗抑郁药物帕

罗西汀、瑞波西汀对氧化／抗氧化失衡有明显逆转
作用［８－９］。本实验结果表明，丙戊酸钠能够抑制

ＣＵＭＳ大鼠的氧化应激反应，其抗抑郁作用可能涉
及改善氧化／抗氧化应激失衡。

单胺学说是最经典的抑郁症发病机制之一。

该学说认为突触间隙内 ＮＥ、５ＨＴＴ等中枢单胺递
质含量减少是抑郁症发病的主要原因。目前很

多抗抑郁药物，如瑞波西汀、帕罗西汀、文拉法辛

等，通过阻断 ＮＥＴ、５ＨＴＴ，抑制５ＨＴ、ＮＡ的再摄
取而发挥药物作用。研究表明，ＣＵＭＳ模型小鼠
体内５ＨＴＴ的表达明显下降［１０］，而社交障碍模型

的大鼠体内海马、杏仁核、蓝斑核、前额叶等部位

ＮＥＴｍＲＮＡ及蛋白表达水平明显升高［１１］。本课

题组前期研究显示 ＣＵＭＳ致抑郁大鼠海马５ＨＴＴ
的ｍＲＮＡ及蛋白表达下降，而海马 ＮＥＴ的 ｍＲＮＡ
及蛋白表达升高，蓝斑核、脑桥的 ＮＥＴ的表达降
低，使用瑞波西汀、文拉法辛等可以逆转这种变

化［１２－１３］。本次试验结果显示 ＣＵＭＳ致抑郁大鼠
海马 ５ＨＴＴ的 ｍＲＮＡ及蛋白表达下降，而海马
ＮＥＴ的 ｍＲＮＡ及蛋白表达升高，使用丙戊酸钠可
以逆转 ＣＵＭＳ致抑郁大鼠海马 ＮＥＴ及５ＨＴＴ的
表达。提示丙戊酸钠抗抑郁作用可能涉及逆转
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ＮＥＴ及５ＨＴＴ的表达。
近年来的研究认为，突触间隙内单胺递质减少

可能不仅与转运体作用相关，还与单胺递质的合成

代谢等有关。酪氨酸羟化酶（ＴＨ）、色氨酸羟化酶
（ＴＰＨ）分别是单胺递质 ＮＥ及 ５ＨＴ合成的限速
酶。实验研究也发现在 ＣＵＳ模型大鼠海马中 ＴＨ
和ＴＰＨ的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平明显下降［１４］，使

用文拉法辛干预后ＴＨ、ＴＰＨ明显升高［１５］。提示抑

郁症的发病可能与抑制单胺递质５ＨＴ、ＮＥ的合成
有关，而丙戊酸钠抗抑郁作用是否与单胺递质的合

成、代谢等有关还需进一步研究。

本实验通过建立ＣＵＭＳ大鼠抑郁模型，研究丙
戊酸钠抗抑郁作用可能涉及的机制，结果显示

ＣＵＭＳ可致大鼠活动减少，氧化应激失衡，ＣＵＭＳ
大鼠海马ＮＥＴ表达升高，而５ＨＴＴ表达下降，而丙
戊酸钠干预能够改善氧化应激失衡及逆转５ＨＴＴ、
ＮＥＴ的 ｍＲＮＡ及蛋白表达水平，提示丙戊酸钠抗
抑郁作用可能与改善氧化／抗氧化应激失衡，阻遏
５ＨＴＴ、ＮＥＴ的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平有关。其作
用机制是否涉及更多作用部位、作用机制还有待进

一步研究。
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