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慢性束缚应激抑郁症大鼠海马 Ｂｅｌｉｎ１、ＬＣ３的表达
变化及逍遥散的调节作用
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摘要　目的：观察慢性束缚应激抑郁症大鼠模型中海马自噬标志蛋白Ｂｅｌｉｎ１及ＬＣ３的表达变化情况，探讨逍遥散对其的
调节作用。方法：２０只Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为４组（ｎ＝５）：正常组、模型组、逍遥散组、氟西汀组。采用２１ｄ慢性束缚应激
方法建立抑郁症大鼠模型，利用免疫组织化学方法检测大鼠海马 ＣＡ３区 Ｂｅｌｉｎ１、ＬＣ３表达情况。结果：Ｂｅｌｉｎ１、ＬＣ３在各
组中较正常组均有较明显的表达（Ｐ＜００５）。与模型组相比，逍遥散能明显下调 Ｂｅｌｉｎ１、ＬＣ３的表达（Ｐ＜００５）。结论：
慢性束缚应激抑郁症大鼠海马自噬相关蛋白Ｂｅｌｉｎ１、ＬＣ３表达有变化，提示自噬可能是抑郁症发病机制之一，且逍遥散治
疗抑郁症的机制可能与调节自噬标志蛋白Ｂｅｌｉｎ１、ＬＣ３有关。
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　　随着社会压力的增加，抑郁症的患病率也逐年
增加，抑郁症现已成为临床常见的精神疾病之一。

抑郁症属于中医郁证、百合病等的范畴，临床表现以

情绪低落为主要特征，严重时甚至伴随幻觉妄想和

自杀倾向。世界卫生组织于２００１年将重度抑郁症
（ＭａｊｏｒＤｅｐｒｅｓｓｉｖｅＤｉｓｏｒｄｅｒ，ＭＤＤ）列为导致生活残疾
的第一大原因。临床及基础研究对于抑郁症的相关

机制、治疗方法也逐渐深入。近年研究表明抑郁症

患者大脑中海马、杏仁核等部位出现明显的萎缩、体

积缩小现象。已有研究提出自噬与抑郁症之间具有

联系，海马部位的萎缩及海马神经元的凋亡可能与

自噬有关［１４］。自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是一种自我消灭的
机制（ｓｅｌｆｅａｔｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ），对于聚集的蛋白质以

及功能失调细胞器是关键的清洁机制［５］。在维持细

胞内环境稳态中起着十分关键的作用。自噬对于大

多数组织细胞均有重要作用，其在中枢神经系统中

也发挥着重要作用。ＬＣ３与 Ｂｅｃｌｉｎ１是２种具有代
表性的自噬标志蛋白，ＬＣ３参与自噬体膜的形成［６］，

Ｂｅｃｌｉｎ１则是细胞自噬的一个关键调控因子，是自噬
体形成不可或缺的条件［７］。逍遥散作为中医传统方

剂，在治疗抑郁症方面也具有较好的疗效，对其治疗

抑郁症的相关机制研究也多见报道［８９］，现已成为治

疗抑郁症的常用方剂。

我们课题组在前期研究中通过慢性束缚应激，

成功建立了抑郁症大鼠模型的造模方法，且具有较

好的稳定性［１０］。本实验通过慢性束缚应激方法建
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立抑郁症大鼠模型，观察抑郁症大鼠海马自噬标志

蛋白Ｂｅｌｉｎ１、ＬＣ３的表达变化以及中药复方逍遥散
对其的调节作用，探讨慢性束缚应激抑郁症大鼠海

马相关自噬蛋白表达变化，为揭示抑郁症的发病机

制及逍遥散的治疗机制提供实验依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ２０只，４周
龄，体质量（１７０±２０）ｇ。购自北京维通利华实验动
物技术有限公司，动物合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２
０００１，实验在北京中医药大学屏障环境动物实验室
进行［ＳＹＸＫ（京）２０１１００２４］。
１１２　试剂与仪器　试剂：ＰＢＳ溶液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ），
４％多聚甲醛溶液（０１μｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ溶液配制，ｐＨ
为７４），ＡｎｔｉＢｅｃｌｉｎ１ａｎｔｉｂｏｄｙａｂ６２５５７，ＡｎｔｉＬＣ３Ａ／
Ｂａｎｔｉｂｏｄｙａｂ５８６１０（ａｂｃａｍ）；抗体稀释液（北京中杉
金桥生物技术有限公司）；羊抗兔二抗工作液（北京

中杉金桥生物技术有限公司）；二甲苯（北京化工

厂），无水乙醇（北京化工厂）。

仪器：大鼠束缚架：自制 Ｔ型束缚台：底座宽１０
ｃｍ、长２０ｃｍ、厚２８ｃｍ，上端束缚台长２２ｃｍ，最宽
处６６ｃｍ，前端有固定头部的小架和适合四肢放置
的凹槽，上端束缚台有两条可调节的粘贴软带。显

微镜ＮｉｋｏｎＥ２００（Ｎｉｋｏｎ，Ｊａｐａｎ），正置智能型显微镜
及采集系统（奥林巴斯（中国）有限公司）

１２　方法
１２１　动物与分组　大鼠均在 ＳＰＦ级动物实验室
饲养。适应性饲养１周后，按照体重随机分为４组：
正常组、模型组、逍遥散组、氟西汀组，每组５只。
１２２　药物制备　实验所用逍遥散源于《太平惠民
和剂局方》，按照原方比例购买柴胡、当归、白芍、白

术、茯苓、炙甘草、薄荷、生姜共４２００ｇ原药材。上
述药材均购于北京同仁堂有限公司。严格按照制备

工艺制成逍遥散干浸膏备用，使用时用生理盐水按

照所需浓度进行配制。盐酸氟西汀胶囊（生产厂：

ＰａｔｈｅｏｎＦｒａｎｃｅ；分包装厂：礼来苏州制药有限公司；
批号：０９５５Ａ），规格２０ｍｇ／粒（成人用药量为２０ｍｇ／
ｄ），给药时按大鼠用药量进行换算。
１２３　模型制备　抑郁症大鼠模型的建立采用本
课题所建立的稳定的２１ｄ慢性束缚应激方法，即将
模型组、逍遥散组及氟西汀组大鼠每日在随机时间

点进行束缚，每次３ｈ，连续束缚２１ｄ，正常组不进行
束缚，仅在相同的时间段内禁食禁水。

１２４　药物干预　在慢性束缚应激造模开始后，逍

遥散组大鼠每日灌服逍遥散，氟西汀组每日灌服盐

酸氟西汀，按人体用药大鼠等效剂量换算后作为大

鼠用药量［９］。大鼠用逍遥散的量 ＝６１７（系数）×
生药／６０ｋｇ（一般成人体质量）×药物提取率（实际
干粉量／实际生药量），计算得出本实验中逍遥散组
大鼠的给药量为３８５４ｇ／（ｋｇ·ｄ），１次／ｄ，给药体
积为１ｍＬ／１００ｇ体质量。氟西汀组大鼠给药量为。
模型组与正常组大鼠灌服等量生理盐水作为对照。

１２５　免疫组化检测　各组大鼠在２１ｄ束缚结束
之后，随机选取５只用４％多聚甲醛灌注固定后制备
大脑石蜡切片。切片脱蜡、水化后，滴加３％Ｈ２Ｏ２去
离子水室温静置１０ｍｉｎ阻断内源性过氧化物酶，用
ＰＢＳ溶液冲洗２ｍｉｎ×３次，进行抗原修复后 ＰＢＳ溶
液浸泡３ｍｉｎ×３次，室温下用羊血清孵育３０ｍｉｎ。
滴加一抗５０μＬ４℃过夜，室温复温１ｈ后用ＰＢＳ溶
液冲洗３ｍｉｎ×３次；滴加二抗５０μＬ，室温孵育１０
ｍｉｎ，ＰＢＳ溶液冲洗 ３ｍｉｎ×３次。在显微镜下滴加
ＤＡＢ工作液显色，镜检控制直至显色满意后流水冲
洗终止显色反应。将切片置于苏木素中复染，常规

脱水透明后封片。每只动物选取３张切片，每张切
片随机选取３个视野进行观察。计数每个视野有棕
黄色颗粒的阳性细胞，取其均值进行统计分析。

１３　统计学方法　数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示。运用ＳＰＳＳ２００软件，对数据做正态性检验和
方差齐性检验，两项均符合，采用单因素方差分析

（ＯｎｅＷａｙ，ＡＮＯＶＡ）进行统计计算。若数据不正态
或方差不齐，则采用 Ｋ个独立样本的非参数检验。
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　大鼠海马 ＣＡ３区 Ｂｅｃｌｉｎ１表达情况　实验结
果表明，除正常组外其他３组均可见Ｂｅｃｌｉｎ１在大鼠
海马 ＣＡ３区有明显阳性表达，正常组有少量表达。
与正常组相比，其他３组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｂｅｃｌｉｎ１
表达增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组
相比，逍遥散组与氟西汀组表达量有减少，差异有统

计学意义（Ｐ＜００５）。具体见表１、图１。

表１　大鼠海马ＣＡ３区Ｂｅｃｌｉｎ１阳性表达情况

组别 Ｂｅｃｌｉｎ１（珋ｘ±ｓ）

正常组 １０６７±１１６
逍遥散组 ２１１７±１４７△

模型组 ２７６０±１５１

氟西汀组 ２２５０±１８７△

　　注：与正常组相比，Ｐ＜００５，与模型组相比，△Ｐ＜００５。

２２　大鼠海马ＣＡ３区ＬＣ３表达情况　实验结果表
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明，除正常组外其他 ３组均可见 ＬＣ３在大鼠海马
ＣＡ３区有阳性细胞表达，正常组有少量表达。与正
常组相比，其他 ３组大鼠海马 ＣＡ３区 ＬＣ３表达增
加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组相比，
逍遥散组与氟西汀组表达量有减少，差异有统计学

意义（Ｐ＜００５）。见表２、图２。

图１　大鼠海马ＣＡ３区Ｂｅｃｌｉｎ１免疫组化结果（×４００）

表２　大鼠海马ＣＡ３区ＬＣ３阳性细胞数的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＬＣ３Ａ／Ｂ阳性细胞数（珋ｘ±ｓ）

正常组 １０２５±１２６
逍遥散组 １９４５±１７１△

模型组 ２８６７±１６７

氟西汀组 １９０６±１６１△

　　注：与正常组相比，Ｐ＜００５，与模型组相比，△Ｐ＜００５。

图２　大鼠海马ＣＡ３区ＬＣ３Ａ／Ｂ免疫组化结果（×４００）

３　讨论
正常细胞的生长发育需要一个对蛋白质合成和

降解之间的平衡进行调节的过程，真核细胞具有２
种主要的降解途径：泛素蛋白酶体途径和自噬（Ａｕ
ｔｏｐｈａｇｙ）途径。自噬可分为大自噬（Ｍａｃｒｏａｕｔｏｐｈ
ａｇｙ）、小自噬（Ｍｉｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙ）、分子伴侣介导的自
噬（ＣｈａｐｅｒｏｎｍｅｄｉａｔｅｄＡｕｔｏｐｈａｇｙ，ＣＭＡ）等类型［１１］。

不同类型的自噬其发生过程不同，参与的蛋白分子

也不同，Ｂｅｌｉｎ１、ＬＣ３是自噬过程中２种常见的自噬
体标志物［６］。Ｂｅｃｌｉｎ１是酵母自噬相关基因 Ａｔｇ６／
Ｖｐｓ３０的哺乳动物同源基因，是首个被鉴定的介导
哺乳动物自噬的基因，其最主要的作用在于调控自

噬体膜的合成［１２］。ＬＣ３参与了自噬体膜的形成，包
括２种可相互转化的形式即 ＬＣ３Ｉ和 ＬＣ３ＩＩ。细胞
内新合成的 ＬＣ３经过加工，成为胞质可溶形式的
ＬＣ３Ｉ，后者经泛素化加工修饰，与自噬体膜表面的
ＰＥ结合，成为膜结合形式的 ＬＣ３ＩＩ。ＬＣ３ＩＩ定位于
前自噬体和自噬体，是自噬体的标志分子，随自噬体

膜的 增 多 而 增 加［１３］。ＭＡＰ１ＬＣ３Ａ、ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ、
ＭＡＰ１ＬＣ３Ｃ是大鼠Ｍａｐ１ＬＣ３的３种亚型，这３种亚
型在不同的人类组织中存在不同的表达模式，研究

表明ＭＡＰ１ＬＣ３的３种亚型在翻译后修饰中存在差
异［１４］。针对抑郁症发病机制的相关研究表明抑郁

症患者存在海马神经元凋亡的情况，自噬能对应激

状态下的神经元起到保护作用，实验研究表明在化

学诱导的长期抑郁症细胞模型中存在ＬＣ３ＩＩ这一自
噬标志物的上调［１５］。抗抑郁药阿米替林（ＡＭＩ）和
选择性５羟色胺再摄取抑制剂西酞普兰（ＣＩＴ）能增
加自噬标志物 ＬＣ３ＩＩ和 Ｂｅｃｌｉｎ１在抑郁症患者体内
的表达［１６］。

已有文献报道证明发生抑郁症时海马神经元接

受的应激能导致自噬发生［１７］，且氟西汀能下调慢性

不可预知应激（ＣＵＭＳ）抑郁大鼠细胞自噬关键基因
Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３的ｍＲＮＡ及蛋白表达［１８］。提示自噬

现象与抑郁症的发生关系紧密在本实验中，通过慢

性束缚应激造模方法建立抑郁症大鼠模型，采用氟

西汀作为阳性对照药验证抑郁症模型。在成功建立

慢性束缚应激抑郁症大鼠模型后，采用逍遥散干预。

实验结果证明在慢性束缚应激抑郁症大鼠海马ＣＡ３
区２个自噬标志蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３表达均较正常组
明显增多，说明在抑郁症大鼠海马存在自噬现象，提

示自噬可能是抑郁症的发病机制之一，且Ｂｅｃｌｉｎ１和
ＬＣ３在其海马自噬中发挥作用。在课题组前期研究
已发现中药传统方剂逍遥散对于抑郁症有较好的治

疗效果，试验中采用逍遥散干预治疗之后发现逍遥

散能下调慢性束缚应激抑郁症大鼠海马 ＣＡ３区 Ｂｅ
ｃｌｉｎ１和ＬＣ３的表达，提示逍遥散治疗抑郁症的机
制可能是通过调节２个自噬标志蛋白从而抑制自噬
现象。然而本实验仍有不足之处，未通过电镜观察

海马神经元超微结构改变直观地观察模型大鼠海马

部位的神经元凋亡以及自噬现象。同时在本实验基

础上运用 ＲＴＰＣＴ及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ测定海马 Ｂｅ
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ｌｉｎ１、ＬＣ３基因及蛋白表达变化情况能更清晰地从
多角度多层次说明自噬相关蛋白 Ｂｅｌｉｎ１、ＬＣ３在慢
性束缚应激抑郁症大鼠海马中的变化，从而揭示其

与自噬在抑郁症发病机制中的作用。希望在今后的

工作中能进一步完善研究。
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肝郁脾虚证的生物学基础及逍遥散防治肝郁脾虚证

及抗慢性应激的作用机制。
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