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整合性应激反应抑制剂 ＩＳＲＩＢ 改善小鼠抑郁样行为①

刘时彦ａ②，雷　 思ｂ②，郑　 静ｂ，田绍文ａｂ③

（桂林医学院 ａ．药学院，ｂ．基础医学院，广西 桂林　 ５４１１９９）

专家简介　 田绍文，博士，教授，学术带头人，硕士研究生导师。 致力于从星形

胶质细胞－神经元相互作用角度探讨学习记忆与抑郁行为的联系，并为相关疾

病防治提供新思路。 曾任湖南省生理学学会常务理事、湖南省神经学学会青

年委员会常务委员、南华大学神经科学研究所所长等职；国家自然科学基金委

通讯评审专家，多省自然科学基金面上项目通讯评审专家，多家杂志特邀审稿

人；湖南省优秀硕士毕业论文指导老师。 主持国家自然科学基金面上项目及

地区项目各 １ 项、广西自然科学基金面上项目 １ 项、湖南省自然科学基金重点及

面上项目各 １ 项，湖南省教育厅优秀青年项目 １ 项。 在 Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，

Ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ Ｂｅｈａｖｉｏｒ，Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ 等杂志上发表 ＳＣＩ 收录论文 ３０

余篇，获国家授权专利 １ 项，参编研究生教材 １ 部。

摘要　 目的：评价整合性应激反应（ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＩＳＲ）抑制剂 ＩＳＲＩＢ 对小鼠抑郁样行为的

影响。 方法：选取 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，建立强迫游泳与脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导

的抑郁样小鼠模型。 采用不动时间、糖水偏好及体重变化评价抑郁样行为；采用开放场测试评价小

鼠自发活动能力与焦虑程度；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ｅＩＦ２α 磷酸化水平。 结果：在强迫游泳模型

中，测试前 １ ｈ 注射 ＩＳＲＩＢ 缩短小鼠不动时间，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），测试前 ２３．５ ｈ 注射

ＩＳＲＩＢ，小鼠的不动时间改变不明显，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＩＳＲＩＢ 对开放场测试中的小鼠自

发活动能力与焦虑没有明显影响（Ｐ＞０．０５）。 ＬＰＳ 诱导的小鼠抑郁样模型，海马 ｅＩＦ２α 磷酸化水平

升高（Ｐ＜０．０５）；ＩＳＲＩＢ 处理可拮抗 ＬＰＳ 诱导的糖水偏好降低、强迫游泳中不动时间增加及体重减轻

（Ｐ＜０．０５）。 结论：ＩＳＲＩＢ 能改善小鼠抑郁样行为，提示它具有潜在的抗抑郁应用前景。
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Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＩＳＲＩＢ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ①
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ： Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ（ ＩＳＲ） ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＩＳＲＩＢ ｏｎ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ： ８ ｗｅｅｋｓ ｏｌｄ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ
ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ （ＦＳＴ） ａｎｄ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｍｏｄｅｌｓ． Ｗｅ
ａｄｏｐｔｅｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ， ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ， ａｎｄ
ａｄｏｐｔｅｄ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ （ＯＦＴ） ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ ｌｅｖｅｌ， ｆｉｎａｌｌｙ ａｄｏｐｔｅｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅＩＦ２α ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ： Ｉｎ ｔｈｅ ＦＳＴ， ＩＳＲＩＢ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ｗｈｅｎ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ １ ｈ ｐｒｉｏｒ ｔｏ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓｅｓｓｉｏｎ， ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０． ０５）， ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ｗｈｅｎ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ２３．５ ｈ ｐｒｉｏｒ ｔｏ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓｅｓｓｉｏｎ， ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５）．
Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ＩＳＲＩＢ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ＯＦＴ （Ｐ＞０．０５）．Ｉｎ ｔｈｅ ＬＰＳ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｍｏｄｅｌ， ＬＰＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｅＩＦ２α ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
（Ｐ＜０．０５）． ＩＳＲＩＢ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ， ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ｉｎ
ＦＳＴ， ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ（Ｐ＜０．０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ： ＩＳＲＩＢ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ，
ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＩＳＲＩＢ ｍａｙ ａｃｔ ａｓ ａ ｎｅｗ ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ ａｇｅｎｔ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ； ＩＳＲＩＢ； ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ； ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ； ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

　 　 抑郁症是一种慢性复发性脑疾病，以显著而持

久的心境低落为主要临床特征，常伴认知障碍、思维

迟缓及行为迟滞。 难治性抑郁症患者常出现自杀念

头与行为［１］。 近年来抑郁症发生率仍呈逐年上升趋

势，给患者家庭及社会带来沉重经济与社会负担。
然而，临床上一线抗抑郁药物起效缓慢［２］，且仅能缓

解部分抑郁症患者症状［３］。 因此，阐明抑郁症发病

机制及寻找新型抗抑郁剂具有重要的临床意义。 整

合性应激反应（ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ＩＳＲ）是一

种进化上保守的适应性信号通路，在多种生理与病

理过程中起着重要的调节作用［４－７］。 ＩＳＲ 可被多种

细胞应激信号激活［４］，４ 种特异性激酶（ＧＣＮ２、ＨＲＩ、
ＰＫＲ 和 ＰＥＲＫ）可感受不同的应激信号，磷酸化共同

底物蛋白，如真核翻译起始因子 ２α（ａｌｐｈａ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ
ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２， ｅＩＦ２α ） ［５］。
ｅＩＦ２α 磷酸化是 ＩＳＲ 激活的核心事件，并最终导致整

体的蛋白质翻译水平下调［４－５］。 ＩＳＲＩＢ 是一种小分子

ＩＳＲ 抑制剂，通过激活真核起始因子 ２Ｂ（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２Ｂ，ｅＩＦ２Ｂ）抑制 ＩＳＲ 信号通路，进而

恢复整体的蛋白质合成［４］。 已有研究表明，ＩＳＲＩＢ 可

透过血脑屏障发挥多种神经保护作用［８－１２］，但它是

否参与负性情绪反应调节，目前仍不明确。 蛋白质

合成受损可导致抑郁样行为［１３］，且多种抗抑郁剂的

抗抑郁效能依赖于蛋白质合成的恢复［１４］。 因此，推
测 ＩＳＲＩＢ 可 能 也 具 有 抗 抑 郁 样 效 应。 脂 多 糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰氏阴性细菌的细胞

壁成分，连续低剂量腹腔给予 ＬＰＳ 可诱导小鼠抑郁

样行为［１５－１６］。 本研究基于经典的强迫游泳与 ＬＰＳ
诱导建立小鼠抑郁样模型，探讨 ＩＳＲＩＢ 对小鼠抑郁

样行为的影响。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 动物　 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，购自湖南

斯莱克景达实验动物有限公司，实验动物生产许可

证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４。 小鼠单笼饲养于桂林

医学院实验动物中心（１２ ｈ 光 ／暗循环，照明时间为

８：００ ～ ２０：００，相对湿度 ４５% ～ ６５%，室内温度 ２２ ～

·２·
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２５ ℃），自由获取饮水和食物。 实验开始前小鼠适

应环境 １ 周。 本研究经桂林医学院实验动物伦理委

员会批准（ＧＬＭＣ⁃ＩＡＣＵＣ⁃２０２００２５）。
１．１．２　 药物与主要试剂　 ＩＳＲＩＢ 购自美国 ＡＰＥｘＢＩＯ
生物科技有限公司；盐酸丙咪嗪购自阿拉丁生化科

技股份有限公司；ＬＰＳ 购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；
ｐ⁃ｅＩＦ２α （ Ｓ５１） 抗体与 ｅＩＦ２α 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自武汉

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。 辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ 与辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ 购自北京

中杉金桥生物技术有限公司。

１．２　 方法

１．２．１　 药物配制 　 ＩＳＲＩＢ 溶液配制参照文献［１０－１１］。
２５ ｍｇ ＩＳＲＩＢ 溶解于 １２．５ ｍＬ 二甲基亚砜溶液中，在
４０ ℃水浴中加热，并每 ３０ ｓ 涡旋振荡 １ 次，直至溶

液变清澈，配制成 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＩＳＲＩＢ 母液，－８０ ℃冻

存。 根据所需浓度，取 １ ｍＬ ＩＳＲＩＢ 母液，按比例依次

加入 ２０ μＬ 吐温⁃８０、２００ μＬ 聚乙二醇 ４００，再用 ５%
葡萄糖注射液定容至所需体积，以上溶液稀释操作

均在 ４０ ℃水浴锅中进行。 盐酸丙咪嗪与 ＬＰＳ 溶解

于 ０． ９%的无菌氯化钠溶液中。 所有药物均按照

１０ ｍＬ ／ ｋｇ体重腹腔注射给药。
１．２．２　 强迫游泳测试（ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ， ＦＳＴ） 　
强迫游泳测试的实验装置是一个透明亚克力圆桶

（高 ２０ ｃｍ×直径 １８ ｃｍ）。 实验时将圆筒放置于能隔

音的外箱（长 ７４ ｃｍ×宽 ７０ ｃｍ×高 ９４ ｃｍ）中，桶内水

深 １３ ｃｍ，水温（２３±１）℃。 行为程序分为两个阶段：
训练阶段与测试阶段，两者间隔 ２４ ｈ。 在训练阶段，
小鼠被放入桶中自由游泳 １５ ｍｉｎ；测试阶段小鼠被

放入桶中自由游泳 ６ ｍｉｎ，并用视频记录测试过程。
盲法统计测试阶段后 ４ ｍｉｎ 内小鼠的累计不动时

间［１７］。
１．２．３　 开放场测试（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ，ＯＦＴ） 　 开放场测

试的实验装置是一个白色亚克力开放场（２０ ｃｍ×

２０ ｃｍ×２０ ｃｍ），放置在一个具有隔音效果的外箱

（７４ ｃｍ×７０ ｃｍ×９４ ｃｍ）中。 行为程序分为两个阶

段：习惯化阶段与测试阶段，二者间隔 ２４ ｈ。 在习惯

化和测试阶段，小鼠分别被放置在开放场中自由活

动 １０ ｍｉｎ 和 ５ ｍｉｎ。 用视频采集测试阶段小鼠在开

放场中的活动情况，并通过中国上海吉量软件技术

有限公司提供的商业软件对小鼠活动总路程（作为

自发活动能力的测量）和在中央区的时间与周围区

的时间之比（焦虑水平指标）进行分析。
１．２．４　 糖水偏好测试（ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ， ＳＰＴ）
糖水偏好测试方法参照文献［１５］。 糖水偏好行为程

序分为两个阶段：适应阶段与测试阶段。 适应阶段

共计 ３ ｄ，在适应的第 １ 天予以小鼠两瓶 １%蔗糖溶

液；在适应的第 ２ 天与第 ３ 天，均予以 １%蔗糖溶液

与清水各 １ 瓶，每 １２ ｈ 交换 １ 次两瓶位置，每 ２４ ｈ
称两个瓶的重量；在适应的第 ３ 天行糖水偏好测试，
计算糖水偏好率作为基线，计算公式为：糖水偏好率＝

蔗糖溶液摄入量 ／ （蔗糖溶液摄入量＋清水摄入量）。
在测试阶段，进行糖水偏好实验，每天均予以 １%蔗

糖溶液与清水各 １ 瓶，每 １２ ｈ 交换 １ 次两瓶位置，
２４ ｈ后称两个瓶的重量，计算糖水偏好率。 整个实

验期间，小鼠无禁食禁水限制。
１．２．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法　 取－８０ ℃冻存的小鼠海马组

织，用研磨棒磨碎并加入苯甲磺酰氟与组织裂解液

ＲＩＰＡ，于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，裂解后将含有组织裂解液

的 ＥＰ 管放入冷冻离心机离心，收集上清液并用超微

量核酸蛋白浓度分析仪进行蛋白浓度测定。 根据检

测的蛋白浓度加入 ４×蛋白上样缓冲液和组织裂解

液 ＲＩＰＡ，混均后 １００ ℃煮沸 ５ ｍｉｎ 使蛋白质充分变

性，然后上样，采用 １０% ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶进行电泳分

离，经过转膜、封闭、洗涤后，４ ℃ 孵育一抗过夜，
ｐ⁃ｅＩＦ２α抗体（１ ∶ １ ０００）、ｅＩＦ２α 抗体（１ ∶ １ ０００）和

β⁃ａｃｔｉｎ抗体（１ ∶ ２０ ０００）。 用 １×ＴＢＳＴ 洗涤 ＰＶＤＦ 膜

３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；室温用对应的二抗（１ ∶ ２ ５００）孵
育 １．５ ｈ；用 １×ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；使用发

光剂和多功能化学发光成像仪进行化学发光检测。
采用 ｖｉｓｉｏｎｗｏｒｋｓ 软件量化蛋白条带灰度。
１．２．６　 强迫游泳法测试 ＩＳＲＩＢ 的抗抑郁效应　 本研

究设计了 ３ 个实验对该问题进行探讨。 实验 １ 评价

不同剂量 ＩＳＲＩＢ 的抗抑郁作用。 ４０ 只 ８ 周龄雄性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为 ５ 组：溶媒组、３ 个 ＩＳＲＩＢ 剂

量组（剂量分别为 １．２５、２．５０ 及 ５．００ ｍｇ ／ ｋｇ）和丙咪

嗪组（剂量为 ３２ ｍｇ ／ ｋｇ），其中溶媒为二甲基亚砜、
吐温⁃８０、聚乙二醇 ４００ 与 ５%葡萄糖溶液的混合溶

液，配制比例为 １ ｍＬ 二甲基亚砜溶液中加入 ２０ μＬ
吐温⁃８０、２００ μＬ 聚乙二醇 ４００，再用 ５ % 葡萄糖溶

·３·
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液定容至所需体积。 丙咪嗪组作为阳性对照组。 第

１ 天行游泳训练 １５ ｍｉｎ，训练结束后 ２４ ｈ 行强迫游

泳，测试 ６ ｍｉｎ。 在测试前 １ ｈ 经腹腔注射溶媒、
ＩＳＲＩＢ 或丙咪嗪。 记录小鼠在测试阶段后 ４ ｍｉｎ 内

的不动时间，实验流程见图 １Ａ。 实验 ２，延长药物注

射与测试之间的时间间隔，评价 ＩＳＲＩＢ 的抗抑郁效

应与时间的关联。 ３９ 只 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

随机分为 ５ 组：溶媒组、３ 个剂量不同的 ＩＳＲＩＢ 组和

丙咪嗪组，剂量同实验 １。 实验的第 １ 天行游泳训练

１５ ｍｉｎ，训练结束后 ２４ ｈ 行强迫游泳，测试 ６ ｍｉｎ。
在测试前 ２３．５ ｈ 经腹腔注射溶媒、ＩＳＲＩＢ 或丙咪嗪。
记录小鼠在测试阶段后 ４ ｍｉｎ 内的不动时间，实验流

程见图 ２Ａ。 为探讨 ＩＳＲＩＢ 对自发活动能力及焦虑的

影响，进行了实验 ３。 ３２ 只 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠随机分为 ５ 组：溶媒组、３ 个剂量不同的 ＩＳＲＩＢ 组

和丙咪嗪组，剂量同实验 １。 实验的第 １ 天行开放场

习惯化训练 １０ ｍｉｎ，习惯化训练结束后 ２４ ｈ 进行开

放场测试 ５ ｍｉｎ。 在开放场测试前 １ ｈ 经腹腔注射溶

媒、ＩＳＲＩＢ 或丙咪嗪。 记录小鼠在测试阶段的活动总

路程、处在中央区与处在周围区的时间比值，实验流

程见图 ３Ａ。
１．２．７　 ＬＰＳ 法诱导抑郁样模型评价 ＩＳＲＩＢ 的抗抑郁

效应　 本研究设计 ２ 个实验对该问题进行探讨。 实

验 ４，ＬＰＳ 处理对 ｅＩＦ２α 磷酸化的影响。 １８ 只 ８ 周龄

雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，随机分为溶媒组与 ＬＰＳ 组。 溶

媒组经腹腔注射 ０．９%的无菌氯化钠溶液，ＬＰＳ 组经

腹腔注射 ０．５ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ，每天 １ 次，连续 １０ ｄ。 其中

每组 ４ 只小鼠在第 ５ 天取海马组织，余下的小鼠在

第 １１ 天取海马组织。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

ｅＩＦ２α 磷酸化情况，评价 ＩＳＲ 激活情况。 实验 ５，检
测 ＩＳＲＩＢ 对小鼠抑郁样行为的影响。 ３５ 只 ８ 周龄雄

性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为 ４ 组：溶媒 １＋溶媒２ 组、
ＩＳＲＩＢ＋溶媒 ２ 组、溶媒 １＋ＬＰＳ 组、ＩＳＲＩＢ＋ＬＰＳ 组，其
中溶媒 １ 为二甲基亚砜、吐温⁃８０、聚乙二醇 ４００ 与

５%葡萄糖溶液的混合溶液，配置方法同前。 溶媒 ２

为 ０．９%的无菌氯化钠溶液。 ＬＰＳ 注射前连续 ３ ｄ 行

糖水偏好适应训练，并将第 ３ 天的糖水偏好作为基

线。 在糖水偏好适应结束后，经腹腔注射溶媒 ２ 或

０．５ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＬＰＳ，每天 １ 次，连续 １０ ｄ。 ＬＰＳ 注射期

间，每次注射溶媒 ２ 或 ＬＰＳ 前 １．５ ｈ，经腹腔注射溶

媒 １ 或 ２．５ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＩＳＲＩＢ。 ＬＰＳ 注射结束后第 １１
天与第 １２ 天，继续注射溶媒 １ 或 ＩＳＲＩＢ，每天１ 次，
连续 ２ ｄ。 在 ＬＰＳ 注射后的第 ５ 天与第 １２ 天，进行

糖水偏好测试，在第 １１ 天进行强迫游泳测试。

１．３　 统计学方法

使用 Ｓｉｇｍａ Ｓｔａｔ ３． １０ 软件进行数据统计分析。

计量资料采用（�ｘ±ｓ）表示。 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结果

２．１　 ＩＳＲＩＢ 对小鼠不动时间的影响

强迫游泳测试前 １ ｈ 给予 ＩＳＲＩＢ，２．５０、５．００ ｍｇ ／ ｋｇ
ＩＳＲＩＢ 组小鼠在强迫游泳测试中的不动时间均低于

溶媒组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），１．２５ ｍｇ ／ ｋｇ
ＩＳＲＩＢ 组小鼠与溶媒组小鼠的不动时间相比，差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 丙咪嗪组小鼠的不动时间亦

低于溶媒组（Ｐ＜０．０５），见图 １Ｂ。

Ａ． 实验设计流程图；Ｂ． ５ 组小鼠强迫游泳测试中的不动

时间比较。 与溶媒组比较，∗Ｐ＜０．０５，∗∗Ｐ＜０．０１。

图 １　 强迫游泳测试前 １ ｈ 给予 ＩＳＲＩＢ 对小鼠不动时间的影响

强迫游泳测试前 ２３．５ ｈ 给予 ＩＳＲＩＢ，不同剂量的

ＩＳＲＩＢ 组小鼠在强迫游泳测试中的不动时间与溶媒

组的比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 丙咪嗪组

小鼠的不动时间与溶媒组小鼠的不动时间比较，差
异亦无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图 ２Ｂ。

·４·
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Ａ． 实验设计流程图；Ｂ． ５组小鼠强迫游泳测试中的不动时间比较。

图 ２　 强迫游泳测试前 ２３．５ ｈ给予 ＩＳＲＩＢ对小鼠不动时间的影响

２．２　 ＩＳＲＩＢ 对小鼠自发活动能力及焦虑的影响

在开放场测试中，３ 组不同剂量 ＩＳＲＩＢ 组，小鼠

活动的总路程与溶媒组的比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），丙咪嗪组小鼠活动的总路程与溶媒组的

比较，差异亦无统计学意义 （Ｐ ＞ ０． ０５），见图 ３Ｂ。

３ 组不同剂量 ＩＳＲＩＢ 组，小鼠在中央区与在周围区的

时间比值与溶媒组的比较，差异无统计学意义（Ｐ＞

０．０５），丙咪嗪组小鼠在中央区与在周围区的时间比

值与溶媒组的比较，差异亦无统计学意义（Ｐ＞０．０５），

见图 ３Ｃ。

Ａ． 实验设计流程图；Ｂ． ５ 组小鼠开放场测试中活动总路程的比较；Ｃ． ５ 组小鼠在开放场测试中

央区与周围区的时间比值比较。

图 ３　 ＩＳＲＩＢ 对小鼠自发活动能力及焦虑的影响

２．３　 ＬＰＳ 对 ｅＩＦ２α 磷酸化水平的影响

ＬＰＳ 连续处理，第 ５ 天 ＬＰＳ 组海马组织 ｅＩＦ２α

磷酸化水平高于溶媒组（Ｐ＜０．０５），见图 ４Ａ。 ＬＰＳ 连

续处理，第 １１ 天 ＬＰＳ 组小鼠海马组织 ｅＩＦ２α 磷酸化

水平与溶媒组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见

图 ４Ｂ。

·５·
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Ａ．ＬＰＳ 连续处理，第 ５ 天两组小鼠海马 ｅＩＦ２α 磷酸化水平比较；Ｂ． ＬＰＳ 连续处理，

第 １１ 天两组小鼠海马 ｅＩＦ２α 磷酸化水平比较。 与溶媒组比较，∗Ｐ＜０．０５。

图 ４　 ＬＰＳ 对 ｅＩＦ２α 磷酸化水平的影响

２．４　 ＩＳＲＩＢ 对 ＬＰＳ 诱导小鼠抑郁样行为的影响

ＬＰＳ 处理后的第 ５ 天，小鼠糖水偏好降低（Ｐ＜

０．０１），ＩＳＲＩＢ 处理可阻止 ＬＰＳ 产生的糖水偏好降低

效应（Ｐ＜０．０１）；ＬＰＳ 处理后的第 １２ 天，４ 组小鼠表

现出同等水平的糖水偏好率（Ｐ＞０．０５），见图 ５Ｂ。 在

强迫游泳测试中，ＬＰＳ 处理，小鼠不动时间增加（Ｐ＜

０．０５），ＩＳＲＩＢ 处理可对抗 ＬＰＳ 产生的时间增多效应

（Ｐ＜０．０１），见图 ５Ｃ。 此外，ＬＰＳ 处理，小鼠体重在第

２ 天至第 １０ 天明显下降（Ｐ＜０．０５），ＩＳＲＩＢ 连续处理，

第 ４ 天开始，ＬＰＳ 处理引起的体重下降得到明显缓

解（Ｐ＜０．０５），但第 ８ 天后，体重下降的缓解作用无统

计学意义（Ｐ＞０．０５），见图 ５Ｄ。

Ａ． 实验设计流程图；Ｂ． ４ 组小鼠分别在基线测量、ＬＰＳ 处理后的第 ５ 天与第 １２ 天，糖水偏好率比较；Ｃ． ４ 组小鼠在

强迫游泳测试中的不动时间比较；Ｄ． ４ 组小鼠体重变化比较；与溶媒 １＋溶媒 ２ 组比较，∗Ｐ＜０．０５，∗∗ＰＰ＜０．０１；与溶媒

１＋ＬＰＳ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１。

图 ５　 ＩＳＲＩＢ 对 ＬＰＳ 诱导的小鼠抑郁样行为影响

·６·



第 ６ 期 刘时彦等：整合性应激反应抑制剂 ＩＳＲＩＢ 改善小鼠抑郁样行为 第 ３６ 卷

３　 讨论
本研究目的旨在明确 ＩＳＲ 抑制剂 ＩＳＲＩＢ 是否具

有抗抑郁效应。 结果显示，ＩＳＲＩＢ 具有剂量和时间依

赖性减少小鼠在强迫游泳测试中的不动行为；同时

本研究发现连续 ５ ｄ 的 ＬＰＳ 处理激活 ＩＳＲ，ＩＳＲＩＢ 处

理缓解 ＬＰＳ 诱导的快感缺失、强迫游泳测试中的不

动时间的增加及体重减轻。 这些实验结果支持

ＩＳＲＩＢ 具有抗抑郁样效应。
强迫游泳测试是研究抗抑郁药物效应的预测模

型之一，常用于初筛新型抗抑郁剂［１８］。 本研究发现

ＩＳＲＩＢ 以剂量和时间依赖性减少小鼠在强迫游泳测

试中的不动时间，且 ＩＳＲＩＢ 的效应与阳性对照药物

丙咪嗪的效应相当。 实验数据表明，正常情况下，
ＩＳＲＩＢ 不影响小鼠的自发活动能力及情绪。 这些实

验结果提示 ＩＳＲＩＢ 具有抗抑郁效应。
细菌或病毒可通过调节 ＰＫＲ 或 ＰＥＲＫ 信号通

路激活 ＩＳＲ［１９］。 宿主细胞中的 Ｔｏｌｌ 样受体（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）可用于检测微生物病原体相关分子，
如 ＬＰＳ。 ＴＬＲ 的激活上调 ＰＫＲ 或 ＰＥＲＫ 信号通路，
然后通过磷酸化 ｅＩＦ２α 激活 ＩＳＲ［４，２０］。 本研究发现

ＬＰＳ 处理上调 ｅＩＦ２α 磷酸化水平，表明 ＬＰＳ 激活

ＩＳＲ，这与之前的报告相一致［２０］。 最近的一项研究

显示，单次注射完全弗氏佐剂诱导的慢性炎症甚至

在药物注射 １０ ｄ 后仍能持续激活 ＩＳＲ［２１］。 然而，本
研究发现，ＬＰＳ 诱导的 ＩＳＲ 激活在 ＬＰＳ 注射后第 １１
天已恢复至对照水平，其原因还不太清楚，可能与连

续低剂量注射 ＬＰＳ 产生的免疫耐受有关［２２］。 另外，
也许是因为在机体生理或病理过程中，生化指标的

变化过程并不一定与行为学的表现一致；也有可能

是抑郁行为的发生发展过程不仅涉及海马脑区，同
时还伴随着其他脑区的共同参与，如内侧前额叶皮

质、杏仁核、外侧缰核等。 尽管 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表

明，小鼠海马组织 ＩＳＲ 在 ＬＰＳ 注射后第 １１ 天恢复至

对照水平，但行为学结果显示，第 １１ 天 ＬＰＳ 处理的

小鼠强迫游泳不动时间较对照组增加，说明小鼠在

此时仍存在抑郁样表型，而这可能与其他抑郁症相

关脑区 ＩＳＲ 水平升高有关。
ＬＰＳ 诱导的啮齿类动物抑郁模型已广泛用于评

估药 物 的 抗 抑 郁 效 应 及 其 神 经 作 用 机 制 研

究［１５－１６，２３－２４］。 本研究发现，ＬＰＳ 减少小鼠糖水偏好

与体重，增加小鼠在强迫游泳测试中的不动时间，表
明 ＬＰＳ 可诱导小鼠快感缺乏、体重减轻、绝望等抑郁

样行为。 此外，本研究还观察到 ＬＰＳ 引起的体重及

糖水偏好的降低在第 １１ 天就恢复至对照水平，原因

亦可能与连续低剂量注射 ＬＰＳ 产生的耐受有关［２２］。
另外，ＩＳＲＩＢ 处理能缓解 ＬＰＳ 诱导的快感缺乏、体重

减轻及绝望行为，进一步证实 ＩＳＲＩＢ 具有抗抑郁效

应。
目前，ＩＳＲＩＢ 抗抑郁效应的分子机制仍不明确。

蛋白质合成在突触发生、突触可塑性及情绪调节中

起着重要作用［２５］，ｍＴＯＲＣ１ 信号通路可通过调节

ｍＲＮＡ 的翻译参与蛋白质合成的调控。 多种精神疾

病（包括抑郁症）中 ｍＴＯＲＣ１ 信号受损［１４，２６］，引起

ｍＴＯＲＣ１ 依赖的蛋白质合成受阻，导致经典抗抑郁

药和 ＮＭＤＡ 受体拮抗剂的抗抑郁效应丧失［２７］。 本

研究发现，ＬＰＳ 激活了小鼠 ＩＳＲ，小鼠出现了抑郁样

行为，提示 ＩＳＲ 介导的蛋白质合成可能参与了抑郁

样行为的发生。 ＩＳＲＩＢ 通过阻断 ｅＩＦ２α 磷酸化，逆转

ＩＳＲ 介导的整体性蛋白质翻译水平下调［２８－２９］。 因

此，蛋白质合成的恢复可能与 ＩＳＲＩＢ 的抗抑郁样效

应密切相关。
综上所述，本研究基于小鼠抑郁样模型探索

ＩＳＲＩＢ 的抗抑郁样效应，不仅丰富了 ＩＳＲＩＢ 的神经保

护功能，也为 ＩＳＲＩＢ 潜在的抗抑郁临床应用提供了

实验依据。
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