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柚皮苷改善脂多糖诱导的小鼠抑郁样行为的作用研究

吴　川，孔安琪，谢汝欣，李江辉，蔡　云，范晓棠　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）：医学心理系军
事认知心理学教研室

　　［摘要］　目的　探究柚皮苷（ｎａｒｉｎｇｉｎ，Ｎａｒ）对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的小鼠抑郁样
行为的影响。方法　将３０只ＳＰＦ级，体质量 ２０～２３ｇ的８周龄Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠分成３组（ｎ＝１０）：
对照组、盐水＋脂多糖组（Ｓａｌ＋ＬＰＳ）、柚皮苷＋脂多糖组（Ｎａｒ＋ＬＰＳ）。后 ２组用柚皮苷进行预处理
（８０ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射，每天１次连续８ｄ）。用旷场实验、明暗箱实验、高架十字迷宫实验评价小鼠的探
索行为和焦虑样行为；用糖水偏好实验、悬尾实验和强迫游泳实验来评价小鼠的抑郁样行为。采用Ｉｂａ１
免疫组化检测Ｎａｒ和ＬＰＳ处理对小鼠海马内小胶质细胞数量的影响；应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠海马中
ＮＦκＢ的蛋白表达水平；ｑＲＴＰＣＲ检测小鼠海马内 ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达水平。结果　
与对照组相比，Ｓａｌ＋ＬＰＳ组小鼠糖水偏好降低（Ｐ＜０．０５），强迫游泳不动时间增加（Ｐ＜０．０１），悬尾静止
时间增加（Ｐ＜０．０５）；海马内小胶质细胞的数量增加（Ｐ＜０．０１）；海马内 ＮＦκＢ蛋白水平及 ＩＬ１β、
ＴＮＦα、ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达水平增加。与Ｓａｌ＋ＬＰＳ组小鼠相比，Ｎａｒ＋ＬＰＳ组小鼠糖水偏好显著增加（Ｐ＜
０．０１），强迫游泳不动时间减少（Ｐ＜０．０１），悬尾静止时间减少（Ｐ＜０．０５）；海马内小胶质细胞的数量显著
降低（Ｐ＜０．０１）；海马内 ＮＦκＢ蛋白水平及 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达水平显著降低（Ｐ＜
０．０１）。结论　柚皮苷可能通过抑制海马内的炎症反应改善脂多糖诱导的小鼠抑郁样行为。
　　［关键词］　 抑郁症；柚皮苷；脂多糖；小鼠；ＮＦκＢ
　　［中图法分类号］　Ｒ３３２；Ｒ２８５．５；Ｒ７４９．４ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　极端环境医学教育部重点实验室开放课题（ＫＬ２０１９ＧＹ００３）
［通信作者］　范晓棠，Ｅｍａｉｌ：ｆａｎｘｉａｏｔａｎｇ２００５＠１６３．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｎａｒｉｎｇｉｎｉｍｐｒｏｖｅｓｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｓｉｎｍｉｃｅ
ＷＵＣｈｕａｎ，ＫＯＮＧＡｎｑｉ，ＸＩＥＲｕｘｉｎ，ＬＩＪｉａｎｇｈｕｉ，ＣＡＩＹｕｎ，ＦＡＮＸｉａｏｔａｎｇ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｉｌｉｔａｒｙＣｏｇｎｉｔｉｖｅ
Ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｙ，ＦａｃｕｌｔｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＰｓｙｃｈｏｌｏｇｙ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，
４０００３８，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎａｒｉｎｇｉｎ（Ｎａｒ）ｏｎｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）
ｉｎｄｕｃｅｄｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｓｉｎｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｉｒｔｙＣ５７ＢＬ／６ｍａｌｅｍｉｃｅ（８ｗｅｅｋｓｏｌｄ，ＳＰＦｇｒａｄｅ，
ｗｅｉｇｈｔｉｎｇ２０～２３ｇ）ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ３ｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝１０）：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓａｌｉｎｅ（Ｓａｌ）＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ，
ａｎｄＮａｒ＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｍｉｃｅｏｆｔｈｅｌａｓｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＮａｒ（８０ｍｇ／ｋｇ，ｉ．ｐ．，ｏｎｃｅａｄａｙｆｏｒ８
ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｄａｙｓ）．Ｔｈｅｅｘｐｌｏｒａｔｏｒｙｂｅｈａｖｉｏｒａｎｄａｎｘｉｅｔｙｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｉｎｍｉｃｅｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｏｐｅｎｆｉｅｌｄ
ｔｅｓｔ，ｌｉｇｈｔａｎｄｄａｒｋｂｏｘｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｎｄｅｌｅｖａｔｅｄｐｌｕｓｍａｚｅｔｅｓｔ．Ｓｕｇａｒｗａｔｅｒｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔ，ｈａｎｇｉｎｇｔａｉｌｔｅｓｔ
ａｎｄ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆｔｈｅ ｍｉｃｅ．
ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｓｓａｙｆｏｒＩｂａ１ｗａｓａｄｏｐｔｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＮａｒａｎｄＬＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｍｉｃｒｏｇｌｉａｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｑＲＴＰＣＲｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＴＮＦαａｎｄＮＦκＢｉｎｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｉｃｅｉｎｔｈｅＳａｌ＋ＬＰＳｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｓｕｇａｒｗａｔｅｒ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｍｍｏｂｉｌｅｔｉｍｅｉｎｔｈｅｆｏｒｃｅｄｓｗｉｍｍｉｎｇｔｅｓｔ（Ｐ＜０．０１）ａｓ

８６３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｗｅｌｌａｓｉｎｔｈｅｈａｎｇｉｎｇｔａｉｌｔｅｓｔ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｃｒｏｇｌｉａｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗａｓｅｌｅｖａｔｅｄ（Ｐ＜
０．０１），ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＮＦκＢａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＴＮＦαａｎｄＮＦκＢｗｅｒｅａｌｓｏｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
（Ｐ＜０．０５）．ＷｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳａｌ＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｉｃｅｉｎｔｈｅＮａｒ＋ＬＰＳｇｒｏｕｐｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｓｕｇａｒｗａｔｅｒ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅｉｎｔｈｅｆｏｒｃｅｄｓｗｉｍｍｉｎｇｔｅｓｔ（Ｐ＜０．０１）
ａｎｄｈａｎｇｉｎｇｔａｉｌｔｅｓｔ（Ｐ＜０．０５），ｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｃｒｏｇｌｉａｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｌｏｗｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＦκＢａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＴＮＦαａｎｄＮＦκＢ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｎａｒｍａｙ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｓｉｎｍｉｃｅｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｎａｒｉｎｇｉｎ；ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ｍｉｃｅ；ＮＦκＢ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＯｐｅｎＴｏｐｉｃｓｉｎＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓｏｆＭＯＥｆｏｒＥｘｔｒｅｍｅＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ（ＫＬ２０１９ＧＹ００３）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＦＡＮＸｉａｏｔａｎｇ，
Ｅｍａｉｌ：ｆａｎｘｉａｏｔａｎｇ２００５＠１６３．ｃｏｍ

　　抑郁症是一种常见的、易复发的精神疾病。临床
上，抑郁症的特点是情绪或者心境低落、快感缺乏、睡

眠不足、食物摄入和运动活动减少，并增加对疼痛的敏

感性［１］。目前有不同的治疗措施，包括选择三环类抗

抑郁药、选择性 ５羟色胺再摄取抑制剂（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ｓｅｒｏｔｏｎｉｎｒｅｕｐｔａｋｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＳＳＲＩｓ）、单胺氧化酶抑制
剂、电休克治疗、运动、锂等用于抗抑郁治疗［２］。临床

效果和长期结果仍不理想，一些抗抑郁药会使患者行

为躁动，甚至会诱发自杀意念［３］。随着世界范围内抑

郁症患者数量的快速增长，寻找新的分子靶点和治疗

策略变得愈发重要。

　　柚皮苷（ｎａｒｉｎｇｉｎ，Ｎａｒ）是一种天然存在的生物类
黄酮，分布于较多种类的水果和蔬菜中，如葡萄和其他

柑橘类水果，并负责水果的酸味和苦味。药代动力学

研究表明，柚皮苷通过α鼠李糖苷酶和β葡萄糖苷酶
进行肠杆菌酶代谢，去掉接在柚皮苷的７碳上两个鼠
李糖单元，产生神经活性代谢物柚皮素［４－６］。柚皮素

是容易吸收的主要活性糖苷成分，与蛋白激酶 Ｃ信号
传导途径相互作用的能力穿越血脑屏障，并引起广泛

的神经保护功能［４］。在实验模型小鼠中发现，单次给

药柚皮苷具有抗焦虑、抗抑郁样和增强记忆的特性，然

而其中枢作用的途径目前仍不清楚。

　　脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰氏阴性细
菌的细胞壁成分。腹腔注射 ＬＰＳ引起中枢的神经炎
症反应，包括白细胞介素１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１，ＩＬ１），白细
胞介素６（ＩＬ６）和肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ，
ＴＮＦα）在内的炎性细胞因子的升高，引起小鼠抑郁样
行为和认知改变［７－８］。本研究采用 ＬＰＳ诱导的小鼠抑
郁模型，检测Ｎａｒ的抗抑郁作用。研究表明，柚皮苷具
有很强的抗炎特性，能够抑制促炎细胞因子，如 ＩＬ６
和ＴＮＦα的表达［６，８－９］。通过检测海马区域小胶质细

胞数量和炎症相关因子的表达进一步探讨 Ｎａｒ对 ＬＰＳ
诱导的抑郁样行为影响的途径。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　本实验采用３０只８周龄雄性健
康 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，ＳＰＦ级，体质量２０～２３ｇ，小鼠５只／
笼饲养，自由饮水和食物，环境温度为２１～２４℃，相对
湿度为５０％～６０％，并维持１２ｈ光照／１２ｈ黑暗的昼夜
交替节律。所有行为学实验在陆军军医大学认知心理

学教研室动物行为学实验室进行。所有的实验步骤都

是经陆军军医大学批准按照实验动物指南进行护理和

使用（Ａｍｕｗｅｃ２０２０１５５）。
１．１．２　试剂与仪器　　本实验采用的柚皮苷购于上
海阿拉丁生物科技有限公司；脂多糖购于美国 Ｓｉｇｍａ
公司；柚皮苷溶于 ０．９％的生理盐水（ｓａｌｉｎｅ，Ｓａｌ）中
（８ｍｇ／ｍＬ）；脂多糖溶于 ０．９％的生理盐水中
（０．１ｍｇ／ｍＬ）；ＲＩＰＡ裂解缓冲液（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ，
Ｃｈｉｎａ）；０．０１Ｍ磷酸盐缓冲盐水（ＰＢＳ，ｐＨ７．４）；４％多
聚甲醛（ＰＦＡ）；冷冻保护剂溶液（３０％乙二醇，３０％蔗
糖溶于０．０１ＭＰＢＳ）；ＤＡＰＩ（１∶５００００）。
１．２　方法
１．２．１　分组及给药方式　　小鼠被随机分成３组：对
照组、Ｓａｌ＋ＬＰＳ组、Ｎａｒ＋ＬＰＳ组，每组 １０只。①对照
组：腹腔注射生理盐水，１次／ｄ，连续１３ｄ。②Ｓａｌ＋ＬＰＳ
组：腹腔注射生理盐水，１次／ｄ，连续 ８ｄ，之后腹腔注
射ＬＰＳ，１ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连续５ｄ。③Ｎａｒ＋ＬＰＳ组：腹
腔注射柚皮苷，８０ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连续 ８ｄ［５］，之后腹
腔注射 ＬＰＳ，１ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连续５ｄ［１０］。柚皮苷和
ＬＰＳ用药剂量参考既往研究［５，１０］。

１．２．２　行为学实验 　所有的行为测试都是在最后一
次ＬＰＳ注射１２ｈ后开始测试的。使小鼠适应实验每
次测试前至少要放置３０ｍｉｎ。
１．２．３　旷场实验　　将小鼠置于４０ｃｍ×４０ｃｍ大小
的箱体内，将４０ｃｍ×４０ｃｍ划分成４×４个，共１６块正
方形区域，中间２×２的 ４块区域作为中心识别区，周
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围的１２块区域作为非中心识别区，用摄像头记录小鼠
活动轨迹３０ｍｉｎ［１０，１４－１５］，用 ＥｔｈｏｖｉｓｉｏｎＸＴ１１．５软件进
行分析。

１．２．４　蔗糖偏好实验（ｓｕｃｒｏｓｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔ，ＳＰＴ）　
　将每只小鼠单独放在一个笼子内，给予两瓶 １％的
蔗糖水１２ｈ适应，之后给予两瓶纯水１２ｈ适应，再禁
食水２４ｈ，接着给予小鼠 １瓶糖水和 １瓶纯水饮用
１２ｈ，期间将糖水瓶和纯水瓶交换位置，以消除水瓶位
置对小鼠喝水偏好的影响［１４－１５］。记录糖水瓶和纯水

瓶前后质量差，即为小鼠１２ｈ饮用的量。蔗糖偏好计
算方法：

　　蔗糖偏好 ＝
蔗糖水量

蔗糖水量 ＋纯水量
×１００％

１．２．５　明暗箱穿梭实验　　明箱大小３０ｃｍ×３０ｃｍ，
内有灯光；暗箱大小３０ｃｍ×１５ｃｍ，内无灯光。两个箱
体相连，中间有洞连通；两个箱体间有活动隔板。实验

时将小鼠置于暗箱，录像时将中间的隔板打开，让小鼠

可以自由穿梭于两个箱体。用摄像头监测小鼠的活动

１０ｍｉｎ，记录小鼠穿梭次数和在明箱时间［３０］。

１．２．６　十字高架迷宫实验　　小鼠由于嗜暗性会倾
向于在闭臂中活动，但好奇心和探究性又会在开臂中

活动，在面对新奇刺激时，小鼠产生探究的冲动与恐

惧，造成了探究与回避的冲突行为，从而产生焦虑心

理。十字高架迷宫实验使用灰色亚克力材质制成，尺

寸大小为臂长４２５ｍｍ×臂宽１２０ｍｍ×臂高２２５ｍｍ。
调整实验环境光照为５０ｌｘ。将观察区域划分为开臂、
闭臂和中心区。每只小鼠从中心区域放入并允许其在

高架中自由探索１０ｍｉｎ，测试箱正上方的摄像机监测
小鼠活动情况［１０］。用ＥｔｈｏｖｉｓｉｏｎＸＴ１１．５软件记录小
鼠期间的活动轨迹和停留于开臂和闭臂区域时间。

１．２．７　强迫游泳实验　　每只小鼠都被放置了单独
放入圆筒中（高度：２０ｃｍ，直径：１０ｃｍ）６ｍｉｎ，加水至
１０ｃｍ高，水温 ２５℃，以避免与温度有关压力反应。
测定小鼠不动时间，记录小鼠在水中停止挣扎，缓慢移

动以保持头部高于水面漂浮的时间。录制视频６ｍｉｎ，
取后４ｍｉｎ记录并分析不动时间［１０－１１］。不动时间增加

表示无助水平升高。

１．２．８　悬尾实验　　小鼠被一个在声音和视觉上都
隔离的钩子吊着，钩子离地面 ５０ｃｍ。钩子放在离尾
巴尖约１ｃｍ的地方。将小鼠被悬挂６ｍｉｎ，录制视频
６ｍｉｎ，取后４ｍｉｎ记录并分析不动时间［１０－１１］。不动时

间增加表示无助水平升高。

１．２．９　免疫组织化学和免疫荧光　　用异氟烷深度
麻醉小鼠，并用０．０１Ｍ磷酸盐缓冲盐水（ＰＢＳ，ｐＨ７．４）
经心脏灌注４ｍｉｎ，然后用０．１Ｍ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，

ｐＨ７．４）和４％多聚甲醛（ＰＦＡ）溶液灌注４ｍｉｎ。取出
全脑，并在４℃下４％ＰＦＡ固定剂中后固定２ｄ，然后在
４℃下用３０％蔗糖的４％ＰＦＡ溶液固定３ｄ。在低温冰
冻切片机器上切割连续的冠状脑切片（厚度 ３０μｍ）
并在－２０℃下在冷冻保护剂溶液（３０％乙二醇，３０％蔗
糖溶于０．０１ＭＰＢＳ）中储存。首先将切片在 ０．０１Ｍ
ＰＢＳ中洗涤３×１０ｍｉｎ以除去冷冻保护剂溶液，然后在
３７℃下在０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００中处理２ｈ以增加膜的通
透性，然后用０．０１ＭＰＢＳ洗涤３×１０ｍｉｎ。然后将切片
与兔抗Ｉｂａ１（１∶５００，Ｗａｋｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）３７℃孵育２ｈ，后
４℃过夜。ＰＢＳ洗涤后避光加兔抗 Ｃｙ３（１∶５００）二抗，
３７℃孵育 ２ｈ；之后 ＰＢＳ洗涤，加 ＤＡＰＩ（１∶５００００）
１ｍｉｎ，封片。最后，在配备有连接到 ＺｅｉｓｓＡｘｉｏＶｉｓｉｏｎ
３．０系统的 ＺｅｉｓｓＡｘｉｏｖｅｒｔ显微镜（Ｏｂｅｒｋｏｃｈｅｎ，德国）
下观察染色并拍照。每组有４只动物标本，每只动物
至少取３张切片，取３次染色计数均值进行分析。
１．２．１０　蛋白质印迹　　分离海马样品并在冰冷的
ＲＩＰＡ裂解缓冲液（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ，Ｃｈｉｎａ）中研磨
匀浆。离心裂解物（１５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，１０ｍｉｎ）后，使
用 二 辛 可 宁 酸 试 剂 盒 （Ｂｅｙｏｔｉｍｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ，Ｃｈｉｎａ）测定蛋白质浓度。将蛋
白质样品（每泳道１０μＬ）在１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶
上于８０Ｖ分离１２０ｍｉｎ，然后以２２０ｍＡ转移到聚偏二
氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上１２０ｍｉｎ。在室温下用含有０．１％
Ｔｗｅｅｎ２０和 ５％无脂牛奶的 Ｔｒｉｓ缓冲盐水封闭 ３ｈ。
然后将膜与针对ＮＦκＢ（１∶１０００，ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）的兔
抗体一起孵育，在４℃过夜，以及针对 β肌动蛋白的
小鼠抗体（１∶２０００，ＣｅｌｌＣＷＢＩＯ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ）。然后
将膜在室温下与山羊抗小鼠免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ；
１∶２０００，ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）一起室温孵育 ３ｈ。
所有蛋白质印迹数据代表至少３次独立实验。通过增
强化学发光方法（Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ，ＵＳＡ）使膜
上的特定蛋白质条带可视化。每组３只动物用于分析。
１．２．１１　荧光定量 ＰＣＲ检测（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）　　分离海马样品并在４℃的ＴＲＩｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ中研磨匀浆。加入２００μＬ的氯仿，震荡１５ｓ，离
心裂解物（１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，１０ｍｉｎ）后，取水相溶液
加入２００μＬ的７０％乙醇（无ＲＮａｓｅ水配置）混匀后加入
吸附柱中。离心后用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计测定
ＲＮＡ浓度。提取总ｍＲＮＡ（７００ｎｇ）并根据制造商的方
案逆转录成ｃＤＮＡ。设计目的基因引物，配置反应体系，
置于 ＰＣＲ仪反应。ＩＬ１β引物序列：（Ｆ）５′ＧＧＣＡＡ
ＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴＧ３′，（Ｒ）５′ＣＣＡＴＴＧＡＧＧＴ
ＧＧＡＧＡＧＣＴＴＴＣＡＧＣ３′；ＴＮＦα引物序列：（Ｆ）５ＧＴＴＴＧ
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ＧＣＴＴＣＣＧＧＴＧＴＧＴＴＧ３′，（Ｒ）５′ＧＣＡＴＴＧＴＧＧＧＴＣＴＴ
ＧＴＴＣＣＣ３′；ＮＦκＢ引物序列：（Ｆ）５ＡＴＧＧＣＡＧＡＣＧ
ＡＴＧＡＴＣＣＣＴＡＣ３′，（Ｒ）５′ＣＧＧＡＡＴＣＧＡＡＡＴＣＣＣＣＴＣＴ
ＧＴＴ３′。每组３只动物用于分析。
１．３　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ２５．０软件进行统计学分析，小鼠体质
量组内前后比较进行配对样本 ｔ检验，其余实验中因
素比较进行单因素方差分析。数据以 珋ｘ±ｓ表示。Ｐ＜
０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　柚皮苷的预处理可以减轻 ＬＰＳ对小鼠体质量的
影响

　　ＬＰＳ处理使得小鼠的体质量有明显的下降，而柚
皮苷的预处理可以逆转 ＬＰＳ对小鼠体质量的影响。
根据实验进程测 ４次体质量：实验开始前（实验第
１天）；注射 ８ｄ的生理盐水或者柚皮苷后（实验第
８天）；注射５ｄ的ＬＰＳ或生理盐水后（实验第１３天），
行为学检测完（实验第１８天）。３组小鼠为随机分组，
每组小鼠的体质量进行组内前后对比。Ｓａｌ＋ＬＰＳ组体
质量前后比较，给药的第１３天和第８天相比，出现明
显下降，同时与对照组相比，出现显著的统计学差异

（图１Ａ，Ｐ＜０．０１）；而 Ｎａｒ＋ＬＰＳ组体质量前后比较，给
药的第１３天和第８天相比，没有明显差异（Ｐ＞０．０５）；
对照组体质量前后比较，第１３天和第８天相比，体质
量明显升高（Ｐ＜０．０５）。
　　在实验第 １３天，３组小鼠的体质量有明显差异
（图１Ｂ，Ｆ＝３８．２８７，Ｐ＜０．００１）。Ｓａｌ＋ＬＰＳ组体质量和
对照组相比，明显下降（Ｐ＜０．００１），Ｎａｒ＋ＬＰＳ组体质量
和对照组相比，明显下降（Ｐ＜０．００１），Ｓａｌ＋ＬＰＳ组体质
量和Ｎａｒ＋ＬＰＳ组相比，明显下降（Ｐ＜０．０１）。说明ＬＰＳ
的处理可以明显降低小鼠的体质量，而 Ｎａｒ的预处理
可以逆转ＬＰＳ的影响。

２．２　柚皮苷和ＬＰＳ不影响小鼠的探索行为和焦虑样
行为

　　小鼠在ＯＦＴ检测的总路程反映其探索行为，分时
段路程统计显示３组小鼠无明显差异（图２Ａ、Ｂ），３组
小鼠在旷场总运路程亦无显著差异（图 ２Ｃ，Ｆ＝
０．０４９），提示ＬＰＳ和柚皮苷对小鼠的探索行为无明显
影响。ＯＦＴ实验中心区域时间可以衡量小鼠焦虑程
度，３组小鼠在旷场中心区域时间的差异不明显（图
２Ｄ，Ｆ＝０．７３７，Ｐ＞０．０５）。明暗箱实验和高架十字迷
宫实验亦广泛用于评估小鼠的焦虑样行为，明暗箱实

验结果显示３组小鼠在明暗箱穿梭次数（图 ２Ｅ，Ｆ＝
０．３３５，Ｐ＞０．０５）和明箱时间（图 ２Ｆ，Ｆ＝０．６９９，Ｐ＞
０．０５）差异均不显著；高架十字迷宫实验显示 ３组小
鼠进入开臂次数百分比（图２Ｇ，Ｆ＝１．７３５，Ｐ＞０．０５）；
开臂时间（图２Ｈ，Ｆ＝１．５４０，Ｐ＞０．０５）差异均不显著。
提示柚皮苷和ＬＰＳ不影响小鼠的焦虑样行为。
２．３　柚皮苷减轻ＬＰＳ诱导小鼠的抑郁样行为
　　糖水偏好实验结果显示，３组小鼠之间对糖水偏
好程度有显著差异（图３Ａ，Ｆ＝３．９３６，Ｐ＜０．０５），与对
照组小鼠相比较，Ｓａｌ＋ＬＰＳ组小鼠对蔗糖的偏好减低
（Ｐ＜０．０５），Ｎａｒ处理可以改善ＬＰＳ处理小鼠的蔗糖的
偏好（Ｐ＜０．０５）。悬尾实验结果显示，３组小鼠之间在
静止不动时间有显著差异（图 ３Ｂ，Ｆ＝９．６４６，Ｐ＜
０．０１），与对照组小鼠相比较，Ｓａｌ＋ＬＰＳ组小鼠的静止
不动时间显著增加（Ｐ＜０．０１），而 Ｎａｒ处理可以减少
ＬＰＳ处理小鼠的静止不动时间（Ｐ＜０．０５）。强迫游泳
实验结果显示，３组小鼠之间在静止不动时间有显著
差异（图３Ｃ，Ｆ＝２２．０３３，Ｐ＜０．０１），与对照组小鼠相比
较，Ｓａｌ＋ＬＰＳ组小鼠的静止不动时间显著增加（Ｐ＜
０．０１），而Ｎａｒ处理可以减少 ＬＰＳ处理小鼠的静止不
动时间（Ｐ＜０．０１）．以上结果提示柚皮苷减轻了 ＬＰＳ
引起的小鼠抑郁样行为。
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Ａ：小鼠体质量变化情况；Ｂ：小鼠第１３天的体质量情况 ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组相比，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓａｌ＋ＬＰＳ组相比

图１　Ｎａｒ和ＬＰＳ小鼠的体质量

１７３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）



对照组
!"#$%&!

组
'"($%&!

组

对照组
!"#$%&!

组
'"($%&!

组

)* +,,

-, ,,,

* ,,,

,

总
运
动
距
离
.
/
0

对照组

!"#1%&!

组

'"($%&!

组

2 ,,,

- *,,

- ,,,

* ,,,

,

,3* *3-, -,3-* 2*32, 2,32* 2*34,

时间
.056

运
动
距
离
7
/
0

对照组
!"#1%&!

组
'"(1%&!

组

*,,

8,,

4,,

2,,

-,,

,

中
心
区
域
时
间
.
9

对照组
!"#1%&!

组
'"(1%&!

组

:,

;,

8,

2,

,

穿
梭
次
数

对照组
!"#1%&!

组
'"(1%&!

组

8,

4,

2,

-,

,

明
箱
时
间
7
9

对照组
!"#1%&!

组
'"(1%&!

组

8,,

4,,

2,,

-,,

,

进
入
开
臂
次
数
百
分
比
（
<

）

对照组
!"#1%&!

组
'"(1%&!

组

2*,

2,,

-*,

-,,

*,

,

进
入
开
臂
时
间
.
9

=

>

?

@ A

B C D
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图２　小鼠探索行为和焦虑样行为
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Ａ：蔗糖偏好实验；Ｂ：悬尾实验；Ｃ：强迫游泳实验 ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组相比，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓａｌ＋ＬＰＳ组相比

图３　小鼠抑郁样行为

２７３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　柚皮苷抑制 ＬＰＳ诱导的小鼠海马 ＤＧ区和 ＣＡ１
区小胶质细胞的活化

　　３组小鼠海马 ＤＧ区小胶质细胞的数量有显著差
异（见图４Ａ、Ｂ，Ｆ＝５２．１６４，Ｐ＜０．０１），与对照相小鼠相
比，Ｓａｌ＋ＬＰＳ组小鼠海马ＤＧ区小胶质细胞数量显著增
加（Ｐ＜０．０１），高倍下观察到细胞的胞体较大、突起更
粗，提示ＬＰＳ处理活化 ＤＧ区小胶质细胞；Ｎａｒ处理抑

制ＬＰＳ引起的ＤＧ区小胶质细胞的数量增加及功能活
化（Ｐ＜０．０１）。与ＤＧ区类似，３组小鼠海马 ＣＡ１区小
胶质细胞的数量有显著差异（见图４Ａ、Ｃ，Ｆ＝１７．６７４，
Ｐ＜０．０１），ＬＰＳ处理显著增加 ＣＡ１区小胶质细胞的数
量及活化（Ｐ＜０．０１）；而Ｎａｒ处理显著抑制ＬＰＳ对海马
ＣＡ１区小胶质细胞的活化，并减少小胶质细胞的数量。
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图４　小鼠海马ＤＧ区和ＣＡ１区小胶质细胞
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２．５　柚皮苷降低ＬＰＳ引起的小鼠海马内的炎症反应
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组小鼠海马内 ＮＦκＢ的表达
水平，结果显示３组小鼠存在显著差异 （图５Ａ、Ｂ，Ｆ＝
５．５０８，Ｐ＜０．０５）。与对照组小鼠相比，Ｓａｌ＋ＬＰＳ组小鼠
海马内ＮＦκＢ蛋白表达量升高（Ｐ＝０．０６８），而 Ｎａｒ处
理抑制 ＬＰＳ引起的小鼠海马内升高的 ＮＦκＢ表达
（Ｐ＜０．０５）。荧光定量ＰＣＲ检测发现３组小鼠海马内
ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达水平亦存在显著差异（图５Ｃ，Ｐ＜
０．０５，Ｆ＝１１．２６１）。与对照组小鼠相比，Ｓａｌ＋ＬＰＳ组小
鼠海马内 ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达水平显著升高（Ｐ＜
０．０５）；Ｎａｒ处理抑制ＬＰＳ引起的海马内升高的ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ表达量（Ｐ＜０．０１），表明 Ｎａｒ预处理可以抑制
ＬＰＳ引起的小鼠海马内 ＮＦκＢ蛋白和 ｍＲＮＡ的表达
的表达。对海马内炎症因子的检测发现，３组小鼠海
马内 ＴＮＦαｍＲＮＡ（图 ５Ｄ，Ｐ＜０．０５，Ｆ＝６．０５５）和
ＩＬ１βｍＲＮＡ（图５Ｅ，Ｆ＝４．０７３，Ｐ＜０．０５）的表达水平亦
存在显著差异。与对照组小鼠相比，Ｓａｌ＋ＬＰＳ组小鼠
海马内ＩＬ１βｍＲＮＡ（Ｐ＝０．０５６）和ＴＮＦαｍＲＮＡ的表
达水平升高（Ｐ＜０．０５），而Ｎａｒ处理抑制ＬＰＳ引起的海
马内升高的 ＩＬ１βｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）和 ＴＮＦαｍＲＮＡ
（Ｐ＜０．０１）的表达水平，表明Ｎａｒ预处理可以抑制 ＬＰＳ

引起的小鼠海马内炎症因子 ＴＮＦαｍＲＮＡ和 ＩＬ１β
ｍＲＮＡ的表达。

３　讨论

　　近年研究显示，柚皮苷及其代谢物对代谢综合征、
认知缺陷和胆碱能功能障碍、慢性支气管炎、缺血性脑

损伤等疾病的预防有一定改善作用［５，１８－２２］。结果表

明，ＬＰＳ增加了小鼠的抑郁样行为包括减少小鼠的糖
水偏好，增加悬尾和强迫游泳的静止不动时间，连续

８ｄ腹腔注射柚皮苷，则显著改善抑郁样行为。这些
发现也证实了先前的报道，即柚皮苷可以改善皮质酮

诱导的小鼠抑郁样行为［２３］。抑郁样行为往往合并探

索行为减退和焦虑样行为。矿场的总距离和分时段距

离反映小鼠的探索行为，结果显示 ＬＰＳ和柚皮苷对小
鼠的探索行为无显著影响。既往研究报道单次柚皮苷

或低剂量柚皮苷处理可以改善焦虑样行为。我们采用

矿场中央时间、黑白箱实验和高架十字迷宫实验检测

小鼠的焦虑样行为，实验结果显示：ＬＰＳ和柚皮苷对小
鼠的焦虑样行为无显著影响。提示在本实验中检测到

的柚皮苷的抗抑郁活性与焦虑及探索行为均无明显相

关性。
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Ａ：小鼠海马内ＮＦκＢ的蛋白表达水平；Ｂ：海马中ＮＦκＢ表达量　ｂ：Ｐ＜０．０５，与 Ｓａｌ＋ＬＰＳ组相比；Ｃ：小鼠海马中
ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓａｌ＋ＬＰＳ组比校；Ｄ：小鼠海马中ＴＮＦαｍＲＮＡ的
表达　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓａｌ＋ＬＰＳ组比较；Ｅ：小鼠海马中ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达　ｂ：Ｐ＜０．０５，
与Ｓａｌ＋ＬＰＳ组比较

图５　小鼠海马ＮＦκＢ蛋白水平及ＮＦκＢ，ＴＮＦα和ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达水平
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　　大量研究表明，抑郁与脑缺血、氧化应激、线粒体
功能受损、自噬抑制、细胞坏死和凋亡、感染、炎症等疾

病有关［２４］。对动物模型的多项研究支持抑郁的发生

发展是由炎症引起的。此外，ＬＰＳ引起动物出现抑郁
样行为和大脑中促炎细胞因子浓度增加高度相

关［２５－２６］。海马体包含多种受体，是控制行为、调节情

绪和认知的重要大脑区域，容易受到应激损伤，其病理

特征是抑郁的发病机制和维持的重要因素。小胶质细

胞是中枢神经系统中的常驻免疫细胞，具有免疫监视

和清除病原微生物、损伤坏死细胞的功能，参与改变基

础神经免疫环境和对传入炎症信号的反应［２７］。对小

鼠海马进行 Ｉｂａ１染色，结果显示 ＬＰＳ引起小鼠海马
ＤＧ和ＣＡ１区小胶质细胞数量增加，并呈现明显活化，
而柚皮苷预处理则显著抑制 ＬＰＳ引起的小鼠海马内
小胶质细胞活化效应。提示柚皮苷可以显著抑制海马

内的神经炎症反应。

　　然而，小胶质细胞的过度活化可激活炎症通路导
致ＩＬ１β、ＴＮＦα、ｉＮＯＳ等炎症细胞因子的增加，促发脑
功能受损［２５］。ＮＦκＢ通路是炎症通路的主要介质之
一，在ＬＰＳ作用下被激活后，ＮＦκＢｐ６５亚基就会转移
到细胞核中，参与了促炎细胞因子的表达［２９］。课题组

前期研究证实 ＬＰＳ引起的小鼠抑郁样行为与激活海
马中的ＮＦκＢ相关，而采用白藜芦醇进行干预在抑制
ＮＦκＢ的同时亦明显改善小鼠的抑郁样行为［１０］。本

研究中也有类似的观察结果，表明 ＬＰＳ处理导致海马
内小胶质细胞激活，ＮＦκＢ水平升高，柚皮苷预处理可
降低这些作用。实验和临床研究表明，促炎细胞因子，

包括ＩＬ１β与和ＴＮＦα在抑郁症的病理生理学中起着
关键作用，并且与抑郁症状呈正相关。过量的ＩＬ１β过
度表达可过度激活下丘脑垂体肾上腺（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ
ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｒｅｎａｌａｘｉｓ，ＨＰＡ）轴。升高的ＴＮＦα水平可
以激活５ＨＴ转运蛋白并促进５ＨＴ的突触前再摄取，
这导致突触中５ＨＴ水平降低引起的抑郁［２５］。我们通

过荧光定量 ＰＣＲ检测小鼠海马内 ＩＬ１β和 ＴＮＦα的
ｍＲＮＡ表达水平，发现柚皮苷预处理显著抑制 ＬＰＳ引
起的小鼠海马内ＩＬ１β和 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ水平升高。
表明Ｎａｒ通过抑制海马内ＩＬ１β和ＴＮＦα的表达而抑
制ＨＰＡ轴过度激活，这也可能Ｎａｒ是抗抑郁的作用机
制之一。

　　综上所述，ＬＰＳ引起的小鼠抑郁样行为与海马内
小胶质细胞活化。ＮＦκＢ通路激活及炎症因子的释放
高度相关，而柚皮苷预处理通过抑制海马内的炎症反

应而改善小鼠的抑郁样行为。柚皮苷具有高剂量下的

长期安全性，为临床上有效防治抑郁症提供了新的治

疗策略。
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