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细叶远志皂苷抑制NF-κB信号通路
发挥抗抑郁作用研究
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摘 要:[目的]探究细叶远志皂苷(TEN)对CUMS抑郁模型小鼠的治疗功效及机制.[方法]60只体质量18~

22g的8周龄的C57BL/6雄性小鼠随机均分为对照组(Control)、抑郁模型组(CUMS)、低剂量TEN组(TEN-L)、中

剂量TEN组(TEN-M)、高剂量TEN组(TEN-H)和氟西汀组(Flu),除Control组外,其余5组随机给予不可预知性

轻度刺激8周,其中TEN-L、TEN-M、TEN-H和Flu组小鼠于第5~8周分别灌胃给药,第9周采用糖水偏好实验

(SPT)、悬尾实验(TST)、旷场实验(OFT)和 Morris水迷宫实验(MWMT)评价小鼠的抑郁行为,苏木素伊红(HE)

染色观察小鼠海马组织结构,酶联免疫吸附(ELISA)实验检测海马组织IL-1β、IL-6和TNF-α水平,免疫印迹(WB)

检测海马组织p-IKKβ/IKKβ、p-IκBα/IκBα和p-NF-κB/NF-κB的表达比率.[结果]与CUMS组相比,TEN-M、TEN-H
和Flu组小鼠的糖水偏好率上升,悬尾不动时间减少,旷场内活动的总路程、中心区路程及中心区活动时间增多,水

迷宫内的潜伏时间减少和目标象限活动路程增多,海马组织的神经元损伤减轻,IL-1β、IL-6和 TNF-α含量下降,

p-IKKβ/IKKβ、p-IκBα/IκBα和p-NF-κB/NF-κB蛋白的表达均降低.[结论]TEN能通过抑制NF-κB信号通路,降低抑

郁小鼠海马组织的炎症水平和神经元损伤,减轻其抑郁行为.
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抑郁是一种以心情低落、兴趣减退、欲望下降等为主要特征的精神疾病,严重者通常表现出明显的认知

障碍、记忆力减弱、体重减轻等症状.抑郁是全球疾病负担的主要贡献者,世界卫生组织预计,2030年抑郁将

成为全球最大的致残原因[1].当前针对抑郁的治疗药物主要为基于单胺递质理论开发的5-HT选择性再摄

取抑制剂(selectiveserotoninreuptakeinhibitors,SSRI),但这类药物对于抑郁患者而言,只能治标不能治

本,长期的药物依赖性和高昂的治疗成本令大多数抑郁患者旧疾未去又添新愁[2].因此,针对抑郁发生原因

的探索和新型抗抑郁药物的研发成为近年的热点问题.
近20年对抑郁发生机制的研究更多地集中于“炎症假说”,脑组织炎症紊乱被认为是导致神经递质减少

或功能失调的原因,减轻神经炎症的药物可能从源头上治疗抑郁[3].远志是我国历史悠久的安神益智类中草

药[4],其活性成分细叶远志皂苷(tenuifolin,TEN)可减轻机体炎症水平[5],但TEN是否可藉此缓解抑郁仍

未被深入探讨.核因子-κB(nuclearfactor-κB,NF-κB)是调节机体细胞分泌炎症介质的重要转录因子,海马区

小胶质细胞的NF-κB信号通路活化被认为在小鼠抑郁发生过程中发挥了积极作用[6].因此,本研究拟探讨

TEN是否可通过影响抑郁小鼠海马NF-κB信号发挥抗抑郁作用.
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1 材料与方法

1.1 主要试剂和设备

TEN(PU0259-0025,普思生物科技有限公司),氟西汀(fluoxetine,Flu)(F830634,上海麦克林生化科技

有限公司),白细胞介素(interleukin,IL)-1β、IL-6和肿瘤坏死因子-α(tumornecrosisfactor-α,TNF-α)

ELISA试剂盒(ab100705,ab100713,ab108910,英国Abcam公司),BCA蛋白定量试剂盒、磷酸化κB抑制蛋

白激酶(phosphorylatedinhibitorofkappaBproteinkinase,p-IKK)β和β-肌动蛋白(β-actin)抗体(LM3001,

LM5398R,LM0061R,上海联迈生物工程有限公司),IKKβ、磷酸化 NF-κB抑制剂(phosphonatedinhibitor
ofNF-κB,p-IκB)α、IκBα、p-NF-κB和NF-κB抗体(8943,5209,4812,3033,8242,CST).

小鼠悬尾装置、旷场实验箱、水迷宫(JLBehv-STGM-1,JLBehv-LAM-1,JLBehv-MWMM,上海玉研科

学仪器有限公司),旋转切片机(RM2245,Leica),显微镜(BX51TF,Olympus),酶标仪(SynergyHT,

BioTek),垂直电泳仪、转膜电泳仪和化学发光凝胶成像仪(MiniPROTEAN􀆿,MiniTrans-Blot􀆿,Universal
HoodⅡ,Bio-Rad).
1.2 抑郁小鼠模型建立和给药

8周龄雄性C57BL/6小鼠购买于北京维通利华实验动物技术有限公司,生产许可证号:SYXK(京)

2022-0052.饲养温度(22±1)℃,湿度40%~60%.小鼠适应性喂养7d后,选取体质量18~22g个体进行实

验.本实验经河南师范大学动物伦理委员会审批(批号为 HNSD-2023BS0804).以孤养加慢性不可预知性温

和应激(chronicunpredictabilitymildstress,CUMS)的方法建立抑郁小鼠模型,刺激方式包括禁食24h、禁
水24h、潮湿垫料24h、昼夜颠倒、震荡2h、斜坡放置2h、冷水游泳5min、夹尾5min等,相同刺激不连续

进行,持续刺激8周.实验小鼠随机均分为对照组(Control)、抑郁模型组(CUMS)、低剂量TEN组(TEN-
L)、中剂量TEN组(TEN-M)、高剂量TEN组(TEN-H)和Flu组,每组10只.除Control组外,其他组均进

行CUMS刺激.于第5周开始,TEN-L、TEN-M、TEN-H和Flu组小鼠灌胃给药,剂量分别为2.0、4.0、8.0和

4.5mg/kg,Control和CUMS组以同等体积的纯水灌胃,所有小鼠每日灌胃1次,连续4周.
1.3 行为学实验

第9周对全部小鼠进行糖水偏好实验(sucrosepreferencetest,SPT)、悬尾实验(tailsuspensiontest,

TST)、旷场实验(openfieldtest,OFT)和 Morris水迷宫实验(morriswatermazetest,MWMT),检测小鼠

的兴趣、绝望程度、运动、自发探索能力、空间定位及学习记忆能力等(图1).
SPT:先对小鼠进行糖水训练,每笼小鼠

放置1瓶蒸馏水和1瓶质量分数1%的蔗糖

水,24h后将其位置对调,再经24h后将小

鼠禁水20h,训练结束.接着移走小鼠饲料并

提供称重的蒸馏水和1%蔗糖水,2h后称量

蒸馏水和1%蔗糖水的消耗量,之后将2瓶

水位置调换,2h后再次称量蒸馏水和1%蔗

糖水的消耗量.根据公式计算小鼠的糖水偏

好率,糖水偏好率=1%蔗糖水总消耗量/
(1%蔗糖水总消耗量+蒸馏水总消耗量)×100%.

TST:用医用胶带粘住小鼠尾部末端,将小鼠悬挂在悬尾装置的横梁上(横梁离地面45cm)5min,摄像

头记录小鼠在后4min内的不动时间.结束后,清理悬尾装置内的小鼠排泄物,再进行下一只小鼠的测量,避
免干扰实验结果.

OFT:将小鼠单独放置在旷场实验箱(40cm×40cm×35cm)内底部中心区域,并让小鼠在安静的实验

环境中自由探索6min,摄像头记录小鼠后5min在旷场内活动的总路程、中心区路程和中心区活动时间.结
束后清理旷场实验箱内的小鼠排泄物,再进行下一只小鼠的测量,避免干扰实验结果.
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MWMT:将平台(直径6cm,高30cm)固定在圆形水池(直径120cm,高50cm)第一象限的中心位置,
向水池中注入自来水,并倒入少量白色染料使平台隐形,水位应高于平台1cm,水温保持在(22±1)℃.正式

检测前,将小鼠连续训练5d,每天训练4次,在4个象限中均随机选取1个进入点,当小鼠找到平台或60s
后,训练结束.如果60s内找不到平台,小鼠被引导到平台上停留10s.用棉絮将小鼠擦干,放回鼠笼.第6天

进行检测时,将平台移去,摄像头记录小鼠在水迷宫内逃避潜伏时间和目标象限活动路程来评估小鼠的学习

记忆能力.
1.4 HE(hematoxylin-eosin)染色

行为学实验结束后,每组小鼠随机选取4只麻醉,经心脏依次灌注4℃预冷的质量分数0.9% NaCl和

体积分数4%多聚甲醛.然后剪下小鼠头部,分离全脑,体积分数4%多聚甲醛固定,梯度酒精脱水,二甲苯透

明,石蜡包埋,旋转切片机切片(7μm),37℃烘烤24h.烤好的组织切片经二甲苯脱蜡,梯度浓度酒精复水,
苏木精染色(15min),自来水冲洗,体积分数1%盐酸酒精分色,蒸馏水浸泡,梯度酒精(体积分数70%~
80%~90%)脱水,伊红染色(5min),体积分数95%和100%酒精脱水,二甲苯透明,中性树胶封片.显微镜

下观察结果,AxioCamMRc相机(德国ZEISS)照相.
1.5 ELISA

其余小鼠颈椎脱臼处死,分离海马,RIPA裂解液中匀浆5min后冰上裂解30min,离心收集上清,BCA
定量蛋白浓度,-20℃保存备用,用于酶联免疫吸附(enzyme-linkedimmunosorbentassay,ELISA)和免疫

印迹(westernblot,WB).ELISA 检测海马IL-1β、IL-6和 TNF-α含量的流程如下:96孔板洗板后加入

100μL标准品/样品,室温孵育2.5h;洗板,每孔加入100μL生物素偶联二抗,室温下轻摇孵育1h;洗板,每
孔加入100μLHRP-Streptavidin溶液,在室温下轻摇孵育45min;洗板,每孔加入100μL底物,室温下黑暗

中轻轻摇晃孵育30min;最后每孔加入50μL终止液,立即于450nm测量光密度值.
1.6 WesternBlot实验

取1.5小节中保存的蛋白样品100℃孵育5min,进行SDS-PAGE电泳.然后将蛋白质转移到PVDF聚

偏二氟乙烯膜,5%牛血清白蛋白室温封闭30min,分别用p-IKKβ、IKKβ、p-IκBα、IκBα、p-NF-κB、NF-κB和

β-actin一抗4℃孵育过夜,TBST(tris-bufferedsalinewithtween-20)冲洗膜4次,每次5min,加入二抗,室
温孵育1h,TBST冲洗膜4次,每次5min,ECL溶液显影,化学发光凝胶成像仪成像,ImageJ软件定量分析.
1.7 统计学分析

采用SPSS26.0对行为学实验、ELISA和 WB结果数据进行单因素方差分析,确定各组间差异的显著

性并作图.获得数据以平均值±标准误(􀭺x±SE)表示,P<0.05为组间差异具有统计学意义.作图时,#、##
和###分别表示与对照组相比P<0.05、P<0.01和P<0.001,*、**和***分别表示与CUMS组相

比P<0.05、P<0.01和P<0.001.

2 结果

2.1 TEN可有效改善小鼠的抑郁行为

SPT结果显示,与Control组相比,CUMS组小鼠糖水偏好率显著降低;与CUMS组相比,TEN-L组小

鼠糖水偏好率无明显变化,TEN-M、TEN-H和Flu组小鼠糖水偏好率均显著升高(图2).
TST结果显示,与Control组相比,CUMS组小鼠悬尾不动时间显著增加;与CUMS组相比,TEN-L组

小鼠悬尾不动时间无明显变化,TEN-M、TEN-H和Flu组小鼠悬尾不动时间均显著减少(图3).
OFT结果显示,与Control组相比,CUMS组小鼠旷场活动总路程、中心区路程和中心区活动时间显著

减少;与CUMS组相比,TEN-L组小鼠旷场活动总路程、中心区路程和中心区活动时间无明显变化,TEN-
M、TEN-H和Flu组小鼠旷场活动总路程、中心区路程和中心区活动时间均显著增加(图4).

MWMT结果显示,与Control组相比,CUMS组小鼠的逃避潜伏时间显著增加,目标象限活动路程显

著减少;与CUMS组相比,TEN-L组小鼠的逃避潜伏时间和目标象限活动路程的变化不明显,TEN-M、

TEN-H和Flu组小鼠的逃避潜伏时间显著减少,目标象限活动路程显著增加(图5).
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2.2 TEN可明显减轻抑郁小鼠的海马神经元损伤

HE染色结果显示,Control组小鼠的海

马神经元排列紧密有序,细胞体形态规则,无
空泡,核仁明显,染色质结构均匀;CUMS组小

鼠的海马神经元排列紧密度明显下降,细胞间

隙增大,组织结构稍显紊乱,细胞形态呈不规

则、多边形或纺锤形等并伴有细胞肿胀、空泡化

或不同程度的核固缩;与CUMS组相比,TEN-
L组无明显差异,TEN-M、TEN-H和Flu组均

不同程度的减轻了海马神经元损伤(图6).
2.3 TEN降低了抑郁小鼠海马的IL-1β、IL-6和TNF-α水平

ELISA结果显示,与Control组相比,CUMS组小鼠海马组织IL-1β、IL-6和TNF-α水平显著升高;与

CUMS组相比,TEN-L组小鼠海马组织IL-1β、IL-6和TNF-α水平变化不明显,TEN-M、TEN-H和Flu组

小鼠海马组织IL-1β、IL-6和TNF-α水平显著降低(图7).
2.4 TEN抑制了抑郁小鼠海马的NF-κB信号通路

WB结果显示,与Control组相比,CUMS组小鼠海马组织的p-IKKβ/IKKβ、p-IκBα/IκBα和p-NF-κB/

NF-κB比率显著升高;与CUMS组相比,TEN-L组小鼠海马组织的p-IKKβ/IKKβ、p-IκBα/IκBα和p-NF-
κB/NF-κB比率变化不明显,TEN-M、TEN-H 和Flu组小鼠海马组织的p-IKKβ/IKKβ、p-IκBα/IκBα和

p-NF-κB/NF-κB比率显著降低(附录图S1).该结果提示,TEN抑制了抑郁小鼠海马的NF-κB信号通路.

3 讨 论

越来越多的证据表明,慢性压力在抑郁症的病理生理中起着至关重要的作用,CUMS作为目前最常用、
最可靠和最有效的抑郁症啮齿动物模型,已被广泛用于研究抑郁症和评估各种药物的抗抑郁作用[7-8].本研

究通过采用慢性、随机性、不同低强度的应激刺激诱导小鼠,建立了CUMS抑郁模型.SPT、TST、OFT和

MWMT是目前国际上公认的应用于评估抑郁程度的有效监测指标,SPT被广泛用于评估小鼠兴趣减退情

况[9],TST不动时间的长短反映了小鼠的绝望、无助程度[10],OFT则用于评估实验动物在新环境中的探索

行为和一般活动,其中总路程通常用于评估小鼠的运动活动,中心区域活动路程和在中心区停留的时间长短

则反映了小鼠的探索动机[11-12],MWMT被广泛用于评估啮齿动物的空间感知能力和记忆完整性,水迷宫

内活动的逃避潜伏时间增加和目标象限活动路程减少都与记忆和认知损伤有关.通过上述的4个行为学实

验评估TEN对CUMS模型小鼠的治疗功效,发现TEN可提高抑郁小鼠的蔗糖偏好率,减少小鼠的悬尾不

动时间,增加小鼠的旷场总路程、中心区域活动路程和在中心区停留的时间,减少小鼠在水迷宫内的逃避潜

伏时间,增加其在逃生台所在区域的活动路程,这些结果表明,TEN可有效改善小鼠的抑郁行为.
TEN是我国历史悠久的安神益智药物中的主要有效成分,可穿越血脑屏障进入中枢神经组织[13],其抗

抑郁功效的研究在近年来备受关注,但有关其抗抑郁的机制研究仍处于初级阶段.研究表明,抑郁症的发生

常伴有IL-1β、IL-6和TNF-α等炎症因子的水平升高[14].而促炎细胞因子IL-1β的水平升高会导致抑郁患者
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与认知能力相关的神经元的可塑性发生损伤,IL-6被发现与突触可塑性、神经发生和神经调节有关;TNF-α
作为应激的生物标志物在脑先天免疫中起主要作用[15].因此降低炎症因子的水平可能是缓解抑郁发生的有

效途径.本研究发现CUMS诱导的抑郁模型小鼠海马中的炎症因子IL-1β、IL-6和TNF-α水平显著升高,并
伴有神经元损伤,而TEN-M、TEN-H和Flu给药显著降低了小鼠海马中的IL-1β、IL-6和TNF-α水平,并
不同程度改善了神经元损伤,缓解小鼠抑郁样行为.这一实验结果提示TEN作为一种天然的神经保护化合

物,能通过降低炎症反应发挥抗抑郁功效.
NF-κB作为中枢神经系统炎症的关键调节因子,在神经炎症的发生中起着至关重要的作用.正常情况下

NF-κB(NF-κB的p65结构与细胞质中的IκB结合形成复合物)存在于细胞质中,不能发挥基因调节作用,当
细胞受到某些外界因素刺激时,IκBα被IKK复合物磷酸化,并通过泛素/蛋白酶体途径降解,从而释放NF-
κB,使其失去束缚进入细胞核,激活IL-1β、IL-6和TNF-α等多种炎症因子表达,这在神经元中被认为是诱

导抑郁发生的机制[16-18],而抑制NF-κB信号通路可以降低促炎细胞因子如IL-1β、IL-6和TNF-α的水平,
改善患者的抑郁行为[19-22].因此本实验进一步探讨了TEN对NF-κB信号通路的调节作用,结果发现,抑郁

模型组小鼠海马中p-IKKβ/IKKβ、p-IκBα/IκBα和p-NF-κB/NF-κB的比率较正常组小鼠明显升高,而TEN
处理组的p-IKKβ/IKKβ、p-IκBα/IκBα和p-NF-κB/NF-κB的比率较抑郁模型组小鼠明显下降,该结果表明

TEN可抑制抑郁小鼠海马的NF-κB信号通路活化.
综上所述,TEN可以通过降低IKKβ、IκBα的活化,抑制 NF-κB信号通路,进而降低IL-1β、IL-6和

TNF-α等炎症因子的水平,从而减轻压力导致的神经元损伤,发挥抗抑郁作用.本研究结果为TEN作为单

体化合物或配伍药物成分应用于临床抗抑郁提供了新的证据.基于本研究结果,进一步开展体内外细胞实

验,更广泛和深入地揭示TEN的靶向作用路径,将有助于加快TEN从实验研究走向临床应用.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2023.09.14.0002).
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StudyontheantidepressantefficacyoftenuifolinbyinhibitingNF-κBsignalingpathway

TangChaozhi1,2,ZhaiZihan2,ZhangYuling2,LiYichen2

(1.SchoolofBiologicalScienceandTechnology,LiupanshuiNormalUniversity,Liupanshui553004,China;

2.CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

  Abstract:[Objective]Toinvestigatethetherapeuticefficacyandmechanismoftenuifolin(TEN)onchronicunpredict-
abilitymildstress(CUMS)depressionmodelmice.[Methods]SixtyC57BL/6malemiceweighing18-22gaged8weekwere
randomlydividedintocontrolgroup(Control),CUMSgroup(CUMS),low-doseTENgroup(TEN-L),medium-doseTEN

group(TEN-M),high-doseTENgroup(TEN-H)andfluoxetinegroup(Flu).Besidesthecontrolgroup,theother5groups
weregivenCUMSfor8weeks,amongwhichtheTEN-L,TEN-M,TEN-HandFlugroupsweregivenintragastricadministra-
tionat5-8thweek,respectively.Atthe9thweek,thedepressionbehaviorofmicewasevaluatedbythesugarpreferencetest
(SPT),tailsuspensiontest(TST),openfieldtest(OFT),andMorriswatermazetest(MWMT),thehippocampusstructure
ofmicewasdetectedbyhematoxylin-eosin(HE)staining,thelevelsofIL-1β,IL-6andTNF-αinhippocampusweredetected
byenzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA),andtheratioofp-IKKβ/IKKβ,p-IκBα/IκBαandp-NF-κB/NF-κBinhippo-
campuswasdetectedbywesternblot(WB).[Results]ComparedwithCUMSgroup,thesugarwaterpreferencerateofTEN-
M,TEN-HandFlugroupsincreased,thetailsuspensionimmobilitytimedecreased,thetotaldistance,thedistanceofcentral
areaandtheactivitytimeincentralareaincreasedintheopenfield,theescapelatencytimereducedandthetargetquadrantac-
tivitydistanceincreasedintheMorriswatermaze,neurondamageinthehippocampusbelieved,thelevelsofIL-1β,IL-6and
TNF-αdeclined,theratioofp-IKKβ/IKKβ,p-IκBα/IκBαandp-NF-κB/NF-κBdecreased.[Conclusion]TENcandecreasethe
levelofinflammationandneuronaldamageinhippocampusofdepressedmicebyinhibitingNF-κBsignalingpathway,andulti-
matelyalleviatedepressivebehaviorindepressedmice.

Keywords:tenuifolin;depression;nuclearfactor-κBsignalingpathway;inflammation
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