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谷胱甘肽改善卒中后抑郁和慢性社会挫败应激小鼠行为及其机制研究

赵　源，林　森，杨清武　　４０００３７重庆，陆军军医大学（第三军医大学）第二附属医院神经内科

　　［摘要］　目的　探究抑郁症的潜在致病机制及谷胱甘肽的改善作用。方法　６～８周龄雄性
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠分为３组（ｎ＝２０）：无处理对照（ＳＨＡＭ）组、卒中后抑郁 （ｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＰＳＤ）模
型组和慢性社会挫败应激（ｃｈｒｏｎｉｃｓｏｃｉａｌｄｅｆｅａｔｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＣＳＤＳ）模型组。通过旷场实验、高架十字实
验、悬尾实验、糖水偏好实验等验证模型小鼠是否有抑郁样行为表现，取２种模型小鼠以及对照小鼠内
侧前额叶皮层（ｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ，ｍＰＦＣ）进行神经递质靶向代谢组学测序。通过主成分分析
（ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）、相关性分析等方法探索各组小鼠代谢物表达情况、筛选差异代谢
物，利用京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）预测与抑郁模型
相关的代谢通路，并对关键差异代谢物谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）的表达以及丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）等铁死亡指标进行检测，外源性补充ＧＳＨ
观察模型小鼠抑郁样行为是否改善。结果　神经递质靶向代谢组学分析结果显示３组小鼠代谢水平存
在明显差异，在ｍＰＦＣ检测到的３８种代谢物中，有６种在ＰＳＤ组中特异性降低，有４种在ＣＳＤＳ组中特
异性降低，而ＧＳＨ、Ｌ天冬酰胺和Ｌ赖氨酸在ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ组均表现出明显下降（Ｐ＜０．０５）。ＫＥＧＧ分
析结果显示差异代谢物涉及到的主要通路有谷胱甘肽代谢，β氨基酸代谢，丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸
代谢等通路。还原型谷胱甘肽／氧化型谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ／ｏｘｉｄｉｚｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ／ＧＳＳＧ）试剂盒检
测发现两种抑郁模型小鼠ｍＰＦＣ还原型ＧＳＨ明显减少（Ｐ＜０．０５），铁死亡指标检测发现与对照组比较，
两种抑郁模型小鼠存在ＭＤＡ升高并且ＧＰＸ４阳性细胞比例显著减少的表型（Ｐ＜０．０５），而对抑郁模型
小鼠外源补充ＧＳＨ可增加小鼠高架十字实验开臂时间和旷场实验中央区时间（Ｐ＜０．０５），并且降低悬
尾实验静止不动时间（Ｐ＜０．０５），显著改善抑郁样行为表现。结论　ＰＳＤ以及ＣＳＤＳ小鼠脑组织存在１３
种代谢物失调，其中谷胱甘肽代谢异常引发的铁死亡可能在抑郁症发生中具有重要作用，外源性补充谷

胱甘肽可以改善小鼠抑郁样行为。
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＧｒｏｕｐＳｃｉｅｎｃｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ｃｓｔｃ２０１９ｊｃｙｊｃｘｔｔＸ０００５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹＡＮＧ
Ｑｉｎｇｗｕ，Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｑｗｍｌｙｓ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　卒中后抑郁（ｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＰＳＤ）是一种
常见的脑卒中并发症，大约三分之一的卒中幸存者患

有ＰＳＤ，ＰＳＤ会造成患者恢复变慢、致残率提高等不良
影响［１］。目前临床上 ＰＳＤ治疗仍然以三环类抗抑郁
药（ｔｒｉｃｙｃｌｉｃａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔｓ，ＴＣＡｓ）和选择性 ５羟色胺
再摄取抑制剂（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｓｅｒｏｔｏｎｉｎｒｅｕｐｔａｋｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，
ＳＳＲＩｓ）为主［２－３］，但是由于其发病机制尚不完全清楚，

药物治疗需要４周才能起效并且仅５０％有效［４］。ＰＳＤ
和重度抑郁症（ｍａｊｏｒｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＭＤＤ）患者
存在一定相似性，症状上都表现为心境低落、情绪不

稳、兴趣缺失等，５羟色胺、多巴胺和去甲肾上腺素减
少都是二者重要病理改变［５－７］，但是缺乏同时针对

ＰＳＤ和ＭＤＤ两种动物模型探索两者脑组织病变特征
的研究。探究ＰＳＤ和ＭＤＤ共同的致病机制有助于研
究不同情景下抑郁症发病的共性改变，深入了解抑郁

症的发病原因，为寻找潜在的治疗靶点提供依据。

　　内侧前额叶皮层（ｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ，ｍＰＦＣ）
是抑郁症研究的核心脑区之一，前期研究提示α氨基
３羟基５甲基４异唑丙酸受体（αａｍｉｎｏ３ｈｙｄｒｏｘｙ５

ｍｅｔｈｙｌ４ｉｓｏｈｍｚｏｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＭＰＡＲ）、Ｎ甲
基Ｄ天门冬氨酸受体（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＮＭＤＡＲ）和前额叶、扣带皮层在内的额边缘回路与
ｍＰＦＣ和抑郁症的发生潜在相关［８－１０］。本研究建立

ＰＳＤ小鼠模型［１１］和慢性社会挫败应激（ｃｈｒｏｎｉｃｓｏｃｉａｌ
ｄｅｆｅａｔｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＣＳＤＳ）小鼠模型［１２］模拟 ＰＳＤ和
ＭＤＤ，通过神经递质靶向代谢组学分析各组小鼠
ｍＰＦＣ脑区的神经递质及氨基酸等代谢物变化，并探
索外源性补充关键代谢物谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，
ＧＳＨ）是否可以改善小鼠抑郁样行为，为进一步阐明抑
郁症的发病机制及开发治疗方法提供新的见解。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　本研究采用的实验动物有：８～１０周龄雄性
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体质量２２～２５ｇ；３～６月龄雄性ＣＤ１小
鼠，体质量４５～５５ｇ，均购自重庆莱比特科技公司。所
有小鼠在（２２±２）℃室温、充足饮食、１２ｈ／１２ｈ光照／
黑暗条件下饲养于陆军军医大学第二附属医院 ＳＰＦ

６７７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



级动物房。将实验小鼠逐一编号，然后使用随机数字

表法将小鼠随机分为３组，分别为无处理对照（ＳＨＡＭ）
组、ＰＳＤ组和ＣＳＤＳ组，每组２０只雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
（８～１０周），所有动物实验操作遵循《动物实验法》和
《陆军军医大学医学动物福利伦理审查指南要求》。

１．２　试剂与仪器
　　本研究采用的试剂与仪器有：内皮素（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１，
ＥＴ１，英国 Ａｂｃａｍ公司），ＧＳＨ（北京索莱宝公司），
ＧＳＨ／ＧＳＳＧ试剂盒（中国碧云天生物技术有限公司），
丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）试剂盒（中国碧云天生
物技术有限公司），兔抗谷胱甘肽过氧化物酶 ４
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）抗体（英国 Ａｂｃａｍ公
司），小鼠抗 ＧＦＡＰ抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司），山羊抗
ＣＤ３１抗体（英国Ａｂｃａｍ公司），小鼠抗ＭＡＰ２抗体（英
国Ａｂｃａｍ公司），山羊抗兔二抗（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司），驴抗山羊二抗（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），驴抗兔二
抗（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），驴抗小鼠二抗 （美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＡＣＱＵＩＴＹＰｒｅｍｉｅｒ超高效液相色谱仪
（美国Ｗａｔｅｒｓ公司），冰冻切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公司），
共聚焦显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．３　动物模型建立及给药方式
１．３．１　ＰＳＤ小鼠模型的建立　　采用左侧 ｍＰＦＣ注
射ＥＴ１的方法，用异氟烷麻醉小鼠后将小鼠剪去头皮
毛发并置于立体定位装置固定，用眼科剪剪开头皮后

完全暴露颅顶，根据 Ｂｒｅｇｍａ点和 Ｌａｍｂｄａ点调平颅骨
平面。颅骨钻磨除颅骨并暴露脑膜，利用玻璃电极吸

取ＥＴ１溶液（２μｇ／μＬ），定位ｍＰＦＣ脑区前囟位点１：前
囟前２．０ｍｍ，中缝左０．５ｍｍ，颅骨下深度２．４ｍｍ；前
囟位点２：前囟前１．５ｍｍ，中缝左０．５ｍｍ，颅骨下深度
２．６ｍｍ；均左侧注射。按照 １００ｎＬ／ｍｉｎ的速度将
１μＬＥＴ１溶液注射至左侧ｍＰＦＣ脑区，注射完毕后停
针１０ｍｉｎ再缓慢退针，缝合完毕后涂抹红霉素眼膏防
止感染，所有操作将小鼠放在电热毯上保持体温直至

苏醒，恢复２周后对小鼠进行行为学测试。
１．３．２　ＣＳＤＳ小鼠模型的建立　　首先选取具有攻击
倾向的ＣＤ１小鼠，即在正式实验前将非造模Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠放入ＣＤ１小鼠笼中３ｄ，若ＣＤ１小鼠同时满足以
下条件：第１次攻击Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠在６０ｓ内、攻击５次
以上并且每次攻击行为超过５ｓ，则将其选做攻击小鼠。
正式实验将ＣＤ１攻击小鼠和造模Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠饲养
在同一鼠笼中１０ｄ，２只小鼠之间用透明隔板隔开，每
天将 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠放入 ＣＤ１小鼠侧接触 ５ｍｉｎ，随
后将Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠放回透明隔板另一侧保持感官刺
激，１０ｄ后对Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠进行行为学检测。
１．３．３　给药方式　　将 ＧＳＨ用生理盐水溶解为

２５ｍｇ／ｍＬ的溶液，实验组对 ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ小鼠按照
１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的剂量腹腔注射１周，对照组对 ＰＳＤ
和ＣＳＤＳ小鼠每日腹腔注射同剂量生理盐水（Ｖｅｈｉｃｌｅ）。
１．４　行为学检测
１．４．１　旷场实验　　在安静的环境中将小鼠放置于
旷场箱底中心（箱高３０ｃｍ，底边长５０ｃｍ，宽５０ｃｍ，底
面平均分 ６４个方格），同时进行摄像和计时，观察时
长为５ｍｉｎ。观察指标为：总路程、平均速度、进入中央
区时间、进入周边区域时间、潜伏期、静止时间、总时间

等，最后用Ｓｕｐｅｒ动物行为学软件进行数据分析。
１．４．２　高架十字实验　　在安静的环境中将小鼠放
入高架十字迷宫中央格，记录小鼠 ５ｍｉｎ内的活动情
况。观察指标为：总路程、进入开放臂次数、开放臂停

留时间、闭合臂进入次数、闭合臂停留时间、总时间等。

最后用Ｓｕｐｅｒ动物行为学软件进行数据分析。
１．４．３　悬尾实验　　将小鼠尾部距末端２ｃｍ处用夹
子固定，倒悬于２０ｃｍ×２５ｃｍ×２５ｃｍ的箱内，小鼠头距
箱底部约５ｃｍ。悬挂时间为６ｍｉｎ，前２ｍｉｎ作适应期，
观察后４ｍｉｎ小鼠静止不动时间。每天固定时间内进
行实验。然后进行数据统计，比较不同组之间的差异。

１．４．４　糖水偏好实验　　糖水偏好实验是衡量抑郁
小鼠快感缺失的有效指标。将小鼠单独饲养，适应期

在鼠笼放２瓶１％蔗糖水２４ｈ，之后将其中１瓶换成纯
水放置 ２４ｈ，适应结束后对小鼠进行水和食物剥夺
２４ｈ，最后进行测试，把小鼠放置在有１瓶１００ｍＬ１％蔗
糖水和１瓶１００ｍＬ纯水的笼子中，期间随机调换水瓶
位置避免位置偏好，２４ｈ后记录小鼠对糖水的消耗。糖
水消耗计算公式：（糖水消耗量／液体总摄入量）×１００％。
１．５　样品收集及神经递质靶向代谢组测序
　　将３组小鼠用异氟烷麻醉后，经心脏灌注 ＰＢＳ
５０ｍＬ，取脑组织后剥离左侧ｍＰＦＣ脑区。每组取９只
小鼠，由于单只小鼠ｍＰＦＣ质量太小达不到检测要求，
遂每３只小鼠的ｍＰＦＣ混合一起上样进行靶向代谢组
检测。代谢物检测使用 ＡＣＱＵＩＴＹＰｒｅｍｉｅｒ（Ｗａｔｅｒｓ），
超高效液相色谱仪，通过 ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳ
Ｔ３（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，１．８μｍ）液相色谱柱对目标化
合物进行色谱分离。液相色谱 Ａ相为 ０．１％甲酸与
１ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵水溶液，Ｂ相为乙腈。柱温箱温度为
４０℃，样品盘设为１０℃，进样体积为２μＬ，以多反应
监测模式进行质谱分析。目标化合物数据分析定性定

量工作均通过 ＳＣＩＥＸＡｎａｌｙｓｔＷｏｒｋＳｔａｔｉｏｎＳｏｆｔｗａｒｅ
（Ｖｅｒｓｉｏｎ １．６．３）和 ＤＡＴＡＤＲＩＶＥＮＦＬＯＷ （Ｖｅｒｓｉｏｎ
１．０．１）完成。
１．６　潜在差异代谢物的选择以及通路富集分析
　　对代谢物检测结果进行主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）分析以及相关性分析比较组
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间差异，定量分析筛选差异代谢物，其中 Ｐ＜０．０５为满
足条件的差异代谢物，运用京都基因与基因组百科全

书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）数
据库对差异代谢物进行代谢通路富集。

１．７　ＧＳＨ／ＧＳＳＧ、ＭＤＡ检测
　　根据碧云天ＧＳＨ／ＧＳＳＧ和 ＭＤＡ检测试剂盒说明
书，提取 ＰＳＤ、ＣＳＤＳ及 ＳＨＡＭ组小鼠脑组织 ｍＰＦＣ样
本，制备组织匀浆，通过比色法测定 ＧＳＨ／ＧＳＳＧ和
ＭＤＡ的浓度。
１．８　ＧＰＸ４免疫荧光染色及半定量分析
　　新鲜脑组织取材后制作冰冻切片，厚度３０μｍ，用
ＰＢＳ洗涤切片，５％山羊血清加０．３％Ｔｒｉｔｏｎ×１００在室
温下封闭 １ｈ。一抗（兔抗 ＧＰＸ４，Ａｂｃａｍ，１∶２００）在
４℃下孵育过夜，于第２天用 ＰＢＳ洗涤切片，二抗（山
羊抗兔，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，１∶１０００）在室温下避光孵育 １ｈ，
ＤＡＰＩ染核１０ｍｉｎ，ＰＢＳ再次洗涤后封片并利用共聚焦
显微镜观察获得荧光图像。每只小鼠ｍＰＦＣ脑区随机
选取３～５个区域进行观察，利用 ＩｍａｇｅＪ软件插件中
的ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｅｒ对ＧＰＸ４和 ＤＡＰＩ阳性细胞进行计数，
ＤＡＰＩ数目视为该区域细胞总数，ＧＰＸ４数目／ＤＡＰＩ数
目为该区域ＧＰＸ４阳性细胞比例，对每只小鼠３～５个
随机区域分析结果取平均值作为该小鼠 ｍＰＦＣ脑区
ＧＰＸ４阳性细胞比例。
１．９　统计学分析
　　运用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计分析，计数资料

用 珋ｘ±ｓ表示，对数据进行正态分布和方差齐性检验，利
用单因素方差分析评估组间差异，若方差不齐则使用

非参数检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１内侧前额叶皮层注射ＥＴ１具有与ＣＳＤＳ相同的引
发小鼠抑郁行为的效果

　　造模（图 １Ａ、Ｂ）后对小鼠进行行为学测试，旷场
实验及高架十字实验评价小鼠焦虑水平、糖水偏好实

验检测小鼠快感缺乏情况、悬尾实验检测小鼠绝望行

为。结果显示：与ＳＨＡＭ组比较，ＰＳＤ、ＣＳＤＳ小鼠在旷
场中央区时间、高架十字开臂时间显著下降（Ｐ＜０．００１，
图１Ｃ、Ｄ），糖水偏好比例显著下降（Ｐ＜０．００１，图１Ｅ），
悬尾静止不动时间显著增加（Ｐ＜０．００１，图１Ｆ）。上述
结果表明，局部梗死内侧前额叶皮层和 ＣＳＤＳ都会引
发小鼠焦虑抑郁样行为。

２．２　ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠ｍＰＦＣ脑区神经递质、氨基酸
等代谢物表达呈现下降趋势

　　为明确ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ小鼠脑组织代谢物变化，对
３组小鼠取 ｍＰＦＣ进行神经递质靶向代谢组学测序。
ＰＣＡ结果显示：ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ组相对 ＳＨＡＭ组整体代
谢物水平表现出明显差异（图 ２Ａ）。热图结果显示：
去甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）、ＧＳＨ、亚精胺
（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ，Ｓｐｄ）等多种代谢物表达在两种抑郁小鼠
模型中呈现下降趋势（图２Ｂ）。相关性分析显示如图
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ａ：Ｐ＜０．００１
Ａ：ＰＳＤ造模示意图；Ｂ：ＣＳＤＳ造模示意图；Ｃ：旷场实验中央区停留时间；Ｄ：高架十字开臂停留时间；Ｅ：糖水偏好实验；Ｆ：悬尾实验

图１　ＰＳＤ和ＣＳＤＳ组小鼠抑郁样行为表现测试结果　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：神经递质靶向代谢组测序ＰＣＡ分析（ｎ＝３）；Ｂ：代谢物表达热图分析；Ｃ：代谢物表达相关性分析

图２　ＰＳＤ和ＣＳＤＳ抑郁小鼠ｍＰＦＣ代谢组测序结果

示从肾上腺素（ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，Ｅ）、γ氨基丁酸（γａｍｉｎｏ
ｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）、ＧＳＨ至３，４二羟基苯乙酸（３，４
Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＤＯＰＡＣ）等代谢物的相关
性逐渐减弱（图２Ｃ）。上述结果表明：ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小
鼠在神经递质、氨基酸等代谢物水平上与对照小鼠具

有明显差别，并且主要表现为降低趋势。

２．３　谷胱甘肽、Ｌ天冬酰胺和 Ｌ赖氨酸在 ＰＳＤ和
ＣＳＤＳ小鼠ｍＰＦＣ中均明显降低

　　为了探索单个代谢物变化情况，对代谢组测序结
果进行雷达图分析和组间差异分析。雷达图结果显

示：ＧＳＨ、Ｌ天冬酰胺（Ａｓｎ）、ＮＥ、Ｌ赖氨酸（Ｌｙｓ）、Ｌ丝
氨酸（ｓｅｒｉｎｅ，Ｓｅｒ）、Ｓｐｄ、精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ，Ｓｐｍ）和Ｌ缬氨
酸（Ｌｖａｌｉｎｅ，Ｖａｌ）是变化最明显的 ８种代谢物（Ｐ＜
０．０５，图３Ａ）。
　　组间差异分析结果显示：ＧＳＨ、Ａｓｎ和 Ｌｙｓ３种代
谢物在ＰＳＤ组和ＣＳＤＳ组均明显降低（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）；
鸟氨酸（ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ，Ｏｒｎ）、Ｓｅｒ、Ｓｐｄ、Ｓｐｍ、苏氨酸（ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，
Ｔｈｒ）、ＮＥ６种代谢物在 ＰＳＤ中特异性降低，Ｌ丙氨酸
（Ｌａｌａｎｉｎｅ，Ａｌａ）、甘氨酸（ｇｌｙｃｉｎｅ，Ｇｌｙ）、Ｖａｌ、Ｌ谷氨酰
胺（Ｌｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）４种代谢物在 ＣＳＤＳ中特异性降
低（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｃ）。结果表明，ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ小鼠
ｍＰＦＣ代谢物改变的相似之处在于ＧＳＨ、Ａｓｎ和Ｌｙｓ的

表达明显降低，可能是抑郁症治疗的潜在靶点。

２．４　还原型ＧＳＨ是ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠ｍＰＦＣ脑区关
键代谢物

　　为探索两种抑郁模型代谢通路的变化情况，对差
异代谢物进行通路富集分析。ＰＳＤ组主要富集在谷胱
甘肽代谢、β氨基酸代谢通路（图 ４Ａ），ＣＳＤＳ组主要
富集在谷胱甘肽代谢、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢

通路（图４Ｂ），两种模型筛选出的差异代谢物均表现
出谷胱甘肽代谢通路的高度富集。利用 ＧＳＨ／ＧＳＳＧ
试剂盒对各组小鼠ｍＰＦＣ脑区的还原型和氧化型ＧＳＨ
进行检测，结果显示：ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ均表现出还原型
ＧＳＨ明显减少（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ～Ｅ），提示还原型 ＧＳＨ
缺失是抑郁症的潜在致病因素。

２．５　ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠 ｍＰＦＣ脑区 ＧＳＨ减少诱发细
胞铁死亡

　　ＧＳＨ在细胞中的 １个重要功能是清除过氧化物
抑制铁死亡，采用ＭＤＡ试剂盒和ＧＰＸ４免疫荧光染色
对小鼠ｍＰＦＣ铁死亡指标进行检测。结果显示：对照
组比较，ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ小鼠 ＧＰＸ４阳性细胞比例减少
约２０百分点（Ｐ＜０．０１，图５Ａ、Ｂ），ＭＤＡ含量与对照组
比较增加约１倍（Ｐ＜０．０１，图５Ｃ），提示 ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ
小鼠ｍＰＦＣ脑区发生了细胞铁死亡。

９７７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）
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ａ：Ｐ＜０．０５
Ａ：前８种显著性差异代谢物雷达图；Ｂ：ＰＳＤ组和ＣＳＤＳ组均降低的３种代谢物；Ｃ：ＰＳＤ组或ＣＳＤＳ组中特异性降低的代谢物

图３　３组小鼠组间差异分析显著性差异代谢物筛选结果　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

! "

Ａ：ＰＳＤ组差异代谢物通路富集分析；Ｂ：ＣＳＤＳ组差异代谢物通路富集分析

图４　ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠ｍＰＦＣ还原型谷胱甘肽检测结果　（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

（图４Ｃ～Ｅ续下页）

０８７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!

"

#

$

$

$

%

&

$

Ｃ：各组小鼠ｍＰＦＣ脑区ＧＳＨ检测；Ｄ：各组小鼠ｍＰＦＣ脑区ＧＳＳＧ检测；Ｅ：各组小鼠ｍＰＦＣ脑区ＧＳＨ／ＧＳＳＧ比例 　ａ：Ｐ＜０．０５，
ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１

续图４　ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠ｍＰＦＣ还原型谷胱甘肽检测结果　（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０１
Ａ：ｍＰＦＣ脑区ＧＰＸ４免疫荧光染色；Ｂ：ＧＰＸ４阳性细胞比例；Ｃ：ｍＰＦＣ脑区ＭＤＡ检测

图５　ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠ｍＰＦＣ细胞铁死亡增加　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

１８７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）



　　为明确ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠ｍＰＦＣ什么类型的细胞
发生了铁死亡，将ＧＰＸ４分别和 ＧＦＡＰ（星形胶质细胞
标记物）、ＣＤ３１（内皮细胞标记物）和ＭＡＰ２（神经元标
记物）进行免疫荧光双标染色。结果显示：与 ＳＨＡＭ
组比较，ＰＳＤ组和ＣＳＤＳ组小鼠ｍＰＦＣ脑区ＧＰＸ４阳性
星形胶质细胞、ＧＰＸ４阳性内皮细胞和 ＧＰＸ４阳性神

经元细胞比例均明显减少（Ｐ＜０．０５，图６），表明相应
细胞在造模后抑制铁死亡的能力减弱。其中星形胶质

细胞在造模前 ＧＰＸ４阳性率最高 ５０％～６０％，并且在
ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠中 ＧＰＸ４阳性星形胶质细胞比例下
降幅度最大，提示星形胶质细胞可能是在 ＰＳＤ和
ＣＳＤＳ小鼠ｍＰＦＣ发生铁死亡的主要细胞类型。
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Ａ：ｍＰＦＣ脑区ＧＰＸ４分别和ＧＦＡＰ、ＣＤ３１和ＭＡＰ２免疫荧光双标染色　白色箭头：示ＧＰＸ４分别与ＧＦＡＰ、ＣＤ３１和ＭＡＰ２共标
细胞；Ｂ：ＧＰＸ４阳性星形胶质细胞、ＧＰＸ４阳性内皮细胞和ＧＰＸ４阳性神经元细胞比例　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１

图６　ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠ｍＰＦＣ脑区星形胶质细胞、内皮细胞和神经元铁死亡检测结果　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２８７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ、Ｂ：ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠腹腔注射ＧＳＨ或生理盐水后高架十字开臂时间变化；Ｃ、Ｄ：ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠腹腔注射ＧＳＨ或生理盐
水后旷场实验中央区停留时间变化；Ｅ、Ｆ：ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠腹腔注射ＧＳＨ或生理盐水后悬尾实验静止不动时间变化

图７　外源性补充ＧＨＳ可改善ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠焦虑抑郁样行为表现　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．６　外源性补充ＧＳＨ可改善ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠抑郁
样行为

　　为探索ＧＳＨ是否可以作为抑郁症治疗靶点，本研
究对ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠进行为期 ７ｄ的 ＧＳＨ治疗实
验。结果显示：与注射等剂量生理盐水比较，补充

ＧＳＨ能够显著增加 ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ小鼠高架实验开臂
时间和旷场实验中央区时间（Ｐ＜０．０５，图７Ａ～Ｄ），并
且降低悬尾实验静止不动时间（Ｐ＜０．０５，图 ７Ｅ、Ｆ）。
表明补充ＧＳＨ能够有效改善 ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ小鼠抑郁
样行为。

３　讨论

　　抑郁症的发病机制存在多种假说，包括单胺假说、

下丘脑垂体肾上腺轴假说、炎症假说、神经可塑性假
说、大脑结构和功能改变假说、基因和环境假说

等［６，１３］，并且已经发现前额叶、海马、杏仁核和伏隔核

等参与的神经环路在抑郁症发病中起到了重要作

用［１４］。ｍＰＦＣ也是关键核团之一，该核团处理来自皮
层及皮层下区域远程信息的输入，处理后投射到几乎

所有感觉皮层、运动皮层以及皮层下区域，具有掌控行

为、调节认知和情绪等重要作用［１５］。本研究采用

ｍＰＦＣ注射 ＥＴ１造成局部梗死的小鼠模型来模拟
ＰＳＤ，该模型具有制作简便成功率高的特点，并采用
ＣＳＤＳ小鼠模拟 ＭＤＤ。行为学结果显示，两种模型小
鼠均具有抑郁样行为表现，利用两种抑郁小鼠模型研

究ＰＳＤ与ＭＤＤ的共性改变，更加深入探索抑郁症的

３８７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）



治疗靶点。

　　脑组织代谢物可以反映大脑的生理状态，神经递
质、脂质、炎症因子等代谢物都对抑郁症的发生具有重

要影响［１６－１７］。现有研究对于各种代谢物在抑郁症中

的具体变化尚无统一认识，受到不同疾病状态以及样

本的影响，代谢物表达水平可能在不同研究中呈现相

反表现［１８］。本研究通过对两种抑郁模型小鼠和对照

小鼠的关键脑区 ｍＰＦＣ进行神经递质靶向代谢组测
序，获得了３８种神经递质及氨基酸等代谢物的表达情
况，发现１３种代谢物在ＰＳＤ组和ＣＳＤＳ组中表现出明
显下降，显著差异代谢物中包括 ＮＥ这种抑郁症研究
的经典神经递质，也包含ＧＳＨ和 Ｇｌｙ等在细胞活动中
起到重要作用的氨基酸。通路富集分析发现 ＰＳＤ和
ＣＳＤＳ２组差异代谢物均在谷胱甘肽代谢途径显著富
集，进一步检测结果显示 ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ小鼠都存在还
原型谷胱甘肽明显减少的表型，提示ＧＳＨ代谢异常在
抑郁发病中起到了重要作用，针对谷胱甘肽减少这个

共性改变研究可能有助于解析抑郁症基本的致病

原因。

　　ＧＳＨ在体内分布广泛，具有抗氧化、清除氧自由
基［１９］和维持免疫系统［２０］等重要作用。近几年来 ＧＳＨ
清除胞内过氧化物、抑制铁死亡的作用越来越受到重

视，细胞铁死亡是由ＧＳＨ耗竭，谷胱甘肽过氧化物酶４
（ＧＰＸ４）活性下降，脂质氧化物不能通过ＧＰＸ４催化的
反应代谢清除，活性氧堆积而引发［２１］。本研究发现

ＰＳＤ和ＣＳＤＳ小鼠ｍＰＦＣ脑区 ＧＳＨ显著减少，提示抑
郁症的发生可能和 ｍＰＦＣ脑区的细胞氧化应激、铁死
亡有关。前期研究发现抗抑郁药物可通过抑制铁死亡

改善小鼠抑郁样行为，ＤＡＮＧ等［２２］的研究发现依达拉

奉可以通过 Ｓｉｒｔ１／Ｎｒｆ２／ＨＯ１／Ｇｐｘ４轴缓解 ＣＳＤＳ小鼠
抑郁样行为表现，ＹＡＮＧ等［２３］研究发现地黄阴子可以

通过Ｐ５３／ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４途径抑制 ＰＳＤ大鼠额叶细
胞铁死亡。本研究对铁死亡标记物 ＭＤＡ和 ＧＰＸ４进
行检测，结果显示，与对照组比较 ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ小鼠
ｍＰＦＣ脑区存在明显的铁死亡发生，提示两种抑郁模
型小鼠关键脑区均存在 ＧＳＨ减少诱发的细胞铁死亡
增加，并且发现星形胶质细胞可能是发生铁死亡的主

要细胞类型，这可能与星形胶质细胞承担大脑物质代

谢的功能相关，ＰＳＤ和 ＣＳＤＳ小鼠 ＧＳＨ减少引发的铁
死亡对星形胶质细胞产生了重要影响，同时，也不排除

其他细胞发生铁死亡的可能，如小胶质细胞、周细胞、

少突胶质细胞等，需要后续实验进一步验证。本研究

结果提示通过外源性补充ＧＳＨ可以改善ＰＳＤ和ＣＳＤＳ
小鼠抑郁样行为，为以ＧＳＨ为靶点治疗抑郁症提供了
理论基础。

　　综上所述，本研究利用代谢组学解析 ＰＳＤ和
ＣＳＤＳ小鼠 ｍＰＦＣ脑区的代谢物改变，发现 ＧＳＨ代谢
异常在抑郁症发生中起到了关键作用，为寻找抑郁症

治疗靶点提供了理论依据。但本研究存在一定的局限

性：需要扩大样本量来增加实验结果的可靠性；本研究

结果显示ＧＳＨ减少引发的细胞铁死亡在抑郁症的发
生中起到了重要作用，但是ＧＳＨ减少的原因还需要进
一步实验探索。在未来的研究中，我们将进一步解析

ＰＳＤ以及ＭＤＤ之间的异同点，并且深入探索 ＧＳＨ减
少引起的大脑细胞与功能变化，为后续深入研究抑郁

症病因及寻找治疗靶点打下基础。
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ｒｅｇｕｌａｔｅｓＰ５３／ＳＬＣ７Ａ１１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，
２０２４，３１９（Ｐｔ２）：１１７２２６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｅｐ．２０２３．
１１７２２６．

（收稿：２０２４０１２５；修回：２０２４０２２４）
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