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不同强度跑台运动通过调控BDNF/miR-124/p-CREB
信号通路改善CUMS小鼠抑郁样行为

王芳

(河南师范大学 体育学院,河南 新乡453007)

摘 要:[目的]基于慢性应激诱导的抑郁动物模型,探讨不同强度连续跑台运动对缓解小鼠抑郁行为的干预

作用及可能机制.[方法]8周龄雄性健康KM小鼠,随机分为空白对照组(SED)、慢性不可预知应激刺激(CUMS)抑

郁模型组(SMD)、抑郁+低强度运动组(LICT)、抑郁+高强度运动组(HICT),每组15只.空白对照组和模型组常规

喂养,不进行运动;模型运动组进行8周不同强度跑台运动干预.运动干预结束后测定各组小鼠的神经行为评分,实

时荧光定量RT-PCR检测 miR-124及相关 mRNA的表达水平,Westernblot检测海马BDNF、p-CREB以及RGS4
的蛋白表达水平.[结果]LICT和 HICT组均有效改善了CUMS实验小鼠的抑郁和焦虑样行为.与对照组相比,运动

组 miR-124和RGS4呈现差异负相关表达,且差异表达量与不同强度运动相关.不同强度的运动可有效改善抑郁小

鼠海马功能,上调BDNF、p-CREB及RGS4的表达水平,下调 miR-124的表达水平.[结论]低强度和高强度运动通过

影响BDNF/CREB信号通路改善CUMS小鼠抑郁样行为,低强度连续运动可能是缓解焦虑和抑郁的有效方式.
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抑郁症(depression)作为一种高发、普遍性的精神疾病,以长期情绪低落、社会被孤立感和生活乐趣缺乏

为特征,严重者会导致自杀倾向和行为,成为困扰全世界最重要的精神疾病难题之一[1].尤其是前几年新冠

疫情给人们带来的巨大心理压力使得抑郁焦虑情绪愈发严重[2].目前,关于抑郁的可能机制有很多.多项研

究表明,抑郁症与脑内海马调控情绪及心境障碍密切相关,而脑源性神经因子(BDNF)是一种重要的多肽生

长因子,广泛分布在大脑皮质、小脑、脑干、下丘脑和海马等部分,可调控神经元细胞的增殖、分化、生存和死

亡[3-4].BDNF信号通路参与抑郁症的发病,能调节海马突触可塑性[3-4],其表达水平降低可影响神经可塑

性,促进神经元萎缩及功能下降,导致情绪低落、大脑功能受损,诱发抑郁症状.研究发现,BDNF转录和

BDNF信号传导受到多种调节因子的调控.作为细胞内重要的转录调控因子,环磷腺苷效应元件结合蛋白

(CREB)磷酸化后(p-CREB)能启动BDNFmRNA转录,且与BDNFmRNA间存在正反馈调控[5-6].
除BDNF外,G-蛋白信号转导调节子4(RGS4)也可能参与抑郁症的发病机制与抗抑郁治疗.RGS4能控

制多巴胺、肾上腺素、5-羟色胺等G蛋白偶联受体,通过促进GTP的水解使G蛋白复合体失活,从而负调控

G蛋白α亚基的活性,控制并终止下游通路信号的传导.RGS4主要调控大部分G蛋白偶联受体,如肾上腺

素、5-羟色胺等的信号级联,RGS4高表达于蓝斑、海马等与抑郁情绪及应激反应相关的前额皮层区域[7].
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HUSAIN等[8]发现抗抑郁治疗后RGS4基因的表达水平较治疗前的表达有所升高.研究发现使用抗抑郁药

物后RGS4基因在脑组织中的表达量显著升高.针对抑郁动物模型的实验发现,增强RGS4基因的活性水平

可能提高抗抑郁药的疗效[9].研究还发现,RGS4基因的单核苷酸多态性(SNPs)(rs10759、rs951436)与汉族

人群抑郁症及抗抑郁疗效有关[10].
miRNAs作为神经发生的重要调控因子,在大脑发育和功能中扮演着重要的角色[11].miR-124是成人大

脑中表达最丰富的miRNAs之一[12].有文献报道[13],miR-124在尸脑研究动物,抑郁模型及临床研究的重度

抑郁障碍(majordepressivedisorder,MDD)患者中的表达异常.过表达 miR-124能诱导抑郁的发生,抑制

miR-124的表达能缓解抑郁的症状,起到抗抑郁的作用[14].HIGUCHI等[15]通过对小鼠进行慢性应激刺激

发现,小鼠海马miR-124及其靶基因表达异常,但异常表达可通过药物进行慢性治疗后得到改变.RGS4已

被验证是miR-124靶基因的蛋白质[16].综合研究结果表明,miR-124不仅是评估抑郁症的一个关键标志物

也是治疗抑郁症的一个重要靶点[16].
一直以来,体育锻炼对人的情绪状态、大脑活动产生的积极影响是被人们普遍认可的,通过运动能够改

善人们的消极情绪,缓解抑郁和焦虑[17].这些年,运动作为神经退行性和精神疾病的一种非药物治疗方法备

受学术界的关注和研究[18].最新研究发现,有氧运动能通过提高慢性应激实验鼠海马神经可塑性从而发挥

抗抑郁作用[19].运动可通过影响调控认知功能的相关基因和蛋白的表达,如p-CREB,来调节神经突触可塑

性[20].JI等[21]研究发现强制跑轮运动能通过促进大鼠海马BDNF等相关蛋白的表达,从而激活BDNF/p-
CREB信号通路来改善大鼠大脑神经发生和认知的损伤.综合目前研究发现,关于不同强度运动尤其是高强

度运动对BDNF表达产生的影响结果不尽相同,有学者表明连续高强度运动对大鼠海马BDNF的表达有抑

制效果[22],也有研究说明高强度运动对大鼠海马BDNF的表达无显著影响[23].
目前,对于抑郁症的病因机制尚不清楚.综合已有研究发现,尚未有研究比较不同强度运动对 miR-124、

RGS4、BDNF及p-CREB表达的影响.因此,本实验拟针对慢性不可预知应激刺激(chronicunpredictable
stress,CUMS)抑郁小鼠模型,研究不同强度连续运动干预对 CUMS小鼠 miR-124、RGS4及BDNF/p-
CREB信号通路的影响,探讨不同强度运动改善抑郁和焦虑症状的可能调控机制,为运动干预抑郁症的后续

相关研究提供数据支持.

1 材料与方法

1.1 动物和分组

60只8周龄雄性健康KM小鼠,适应性喂养1周后随机分为4组(n=15).对照组(SED)、CUMS抑郁

模型组(SMD)、抑郁+低强度运动组(LICT)、抑郁+高强度运动组(HICT).所有动物在室温为(23±2)℃、
湿度40%~60%的标准动物房内饲养,普通动物饲料喂养,SMD、LICT和 HICT组进行CUMS抑郁造模,

LICT和HICT组造模成功后进行为期8周的不同强度跑台训练.SED组和SMD组每天被放置在静止跑台

30min.本研究通过河南师范大学学术委员会伦理审查审批,伦理编号为HNSD-2024BS-1229.
1.2 CUMS抑郁模型构建与运动方案

CUMS抑郁小鼠模型构建:CUMS抑郁模型组(SMD)、抑郁+低强度运动组(LICT)、抑郁+高强度运

动组(HICT)进行不可预知应激因子刺激.45℃高温游泳、4℃冰水游泳、轻夹鼠尾、束缚、潮湿垫料、水平摇

摆、昼夜调换、白噪音、倾斜鼠笼、禁食、禁水、间断闪光刺激,持续28d,每天安排1~2种刺激.应激刺激因子

按照随机数字法得出刺激方案,为防止实验小鼠出现适应,相近两天实施不重复刺激.
研究所用运动方案参照文献[24]的研究.LICT组、HICT组小鼠造模成功后先进行适应性跑台运动1周

(7d,15min/d),跑台速率为5m/min,坡度0°,15min/d.实验正式开始,SED组、SMD组每天置于静止跑

台上30min;LICT组前5min的运动速率为2m/min,之后5min运动速率为8m/min,最后20min的运

动速率为10m/min;HICT组在开始5min运动速率为8m/min,之后5min运动速率为11m/min,最后

20min的运动速率为22m/min,每周进行6d,每天运动30min,连续训练8周.运动训练时间均在上午

10:00到11:30开展.训练过程中无小鼠死亡.
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1.3 行为学评估

1)糖水消耗实验(sucrosetestST):将实验小鼠禁食禁水14h后,每个笼子放置2瓶均为200mL的水

瓶(1瓶纯净水、1瓶质量分数1%蔗糖水),为防止实验小鼠对2瓶液体产生位置偏好,12h后交换2个瓶子

的位置,24h后取出水瓶,计算糖水消耗值.
2)悬尾实验(tailsuspensiontest,TST):将实验小鼠尾巴固定于悬尾箱支架上,头部向下悬空,录像记

录实验小鼠6min内不动状态及后3min的不动时间.
以上行为学评估过程按先糖水消耗实验再悬尾实验进行,每只实验小鼠同时3人观察和记录以减少人

为误差,结果取平均值.
1.4 样本采集

8周不同强度运动训练结束后,立即进行行为学检测.所有实验小鼠禁食12h后麻醉取材.通过眼球取

血法采集实验小鼠血液,血液放置4℃冰箱2h后离心,抽取上层血清,-20℃保存,待后续检测.取血后立

刻剪开小鼠头皮,打开颅骨分离海马组织,将海马组织用预冷的生理盐水冲洗后分装到冷冻管,置于液氮保

存,备后续检测使用.
1.5 实时荧光定量PCR与蛋白表达检测(westernblot)

依照说明书,使用Trizol试剂提取实验小鼠总RNA,使用超微量分光光度计测定总RNA纯度和质量.
使用逆转录试剂盒合成cDNA,通过Real-timePCR试剂盒以cDNA为模板开展PCR反应.实时荧光定量

PCR反应体系为20mL,设置40个循环,每个样本设置3个重复,根据检测结果的Ct值,以U6和GAPDH
为内参,用2-△△Ct计算出miR-124、RGS4、BDNF的相对表达量,所用引物见附录表S1.

用电动研磨器将实验小鼠海马组织研磨碎,PIPA裂解液提取总蛋白质,BCA方法检测总蛋白的浓度,
再经过蛋白质变性,加样和电泳,转膜,封闭,一抗孵育、二抗孵育,最后通过ECL化学显影并拍照.蛋白表达

检测使用β-actin作为内参.
1.6 数据统计分析

应用SPSS20.0软件对实验数据进行统计分析,数据结果以平均数±标准差(M±SD)表示,采用单因素

方差分析(One-wayANOVA).组间显著差异比较,以P<0.05和P<0.01为标准.

2 结 果

2.1 CUMS抑郁造模的效果评价

为期8周的不同强度连续跑台运动后,通过糖水偏好和悬尾实验对各组实验小鼠进行神经行为学评定.
结果显示,与SED组相比,SMD组糖水偏好指数显著下降(P<0.01),表示造模成功.经过8周的运动干预

后,HICT组、LICT组糖水偏好指数与SMD组相比显著上升(P<0.01)(见附录表S2和图1(a)).悬尾实验

中,与SED组相比,SMD小鼠悬尾实验的不动时间显著延长(P<0.01),不同强度运动干预后,小鼠不动时

间与SMD组相比显著减少(P<0.01)(见图1(b)).以上实验数据结果说明CUMS抑郁造模成功.通过检测

结果发现,不同强度的运动干预能够提升CUMS小鼠的糖水偏好指数,降低CUMS小鼠的悬尾实验不动时

间,改善实验小鼠的抑郁样表现.
2.2 不同强度运动对CUMS小鼠miR-124、RGS4、BDNF、p-CREB表达的影响

结果显示,见图2,与SED组相比,SMD组小鼠大脑中miR-124表达显著上升(P<0.01),RGS4表达显

著下降(P<0.01),BDNF的表达显著下调(P<0.01).通过8周不同强度的运动干预后,与SMD相比,LICT
和HICT组实验小鼠大脑中miR-124表达显著下降(P<0.01),且 HICT组 miR-124的表达与LICT组相

比显著下调(P<0.01).与SMD相比,高强度和低强度运动干预后RGS4的表达均显著上升(P<0.01),但
结果显示,HICT组对抑郁小鼠 RGS4表达的影响较LICT组小.研究中我们发现,不同运动强度干预对

CUMS小鼠海马BDNF的表达影响有所不同,虽然两个运动强度实验组小鼠的BDNF表达均显著高于

SMD组(P<0.01),但HICT组BDNF的表达较LICT组显著降低(P<0.01),且略低于SED组但无显著差

异.p-CREB的表达趋势变化和BDNF一致,SMD组p-CREB表达显著下降(P<0.01),经运动干预后表达
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显著上调(P<0.01).提示低强度运动更能有效促进CUMS抑郁小鼠海马BDNF和p-CREB的表达,从而缓

解CUMS小鼠的抑郁样行为.

2.3 运动干预对CUMS小鼠RGS4、BDNF及p-CREB蛋白表达的影响

通过 Westernblot对不同组别实验小鼠的RGS4(miR-124靶基因)、BDNF及p-CREB蛋白表达进行检

测,结果如图3所示.与SED组相比,SMD组RGS4、BDNF及p-CREB蛋白表达显著下降(P<0.01).通过

8周低强度和高强度跑台运动干预后,LICT组和HICT组实验小鼠RGS4蛋白表达显著上调(P<0.01,与
SMD组相比),且HICT组RGS4表达较LICT组无显著差别.结果显示,LICT组实验小鼠海马BDNF的表

达显著高于SMD组(P<0.01),而HICT组实验小鼠海马BDNF的表达虽显著高于SMD组(P<0.01),但
与LICT组相比明显降低(P<0.01).LICT组实验小鼠海马p-CREB的表达显著高于SMD组与SED组

(P<0.01),而HICT组实验小鼠海马p-CREB的表达虽显著高于SMD组(P<0.01),但显著低于LICT组

的表达水平(P<0.01).综合以上实验结果可知,低强度和高强度运动均能上调抑郁小鼠RGS4、BDNF与

p-CREB的表达,但低强度运动的干预效果更好(见图3).
2.4 运动干预后CUMS小鼠miR-124与RGS4及其与抑郁间的关系

miR-124在中枢神经系统中表达最为活跃,有研究发现其在小鼠中枢神经系统中的表达量比其他组织

器官中高出100倍[25],被认为与抑郁治疗密切相关.通过不同强度的运动干预后发现,CUMS小鼠 miR-124
表达下调,而RGS4基因表达上调.通过SPSS的Pearson线性相关分析显示,LICT组 miR-124基因的表达

水平与RGS4表达水平呈现显著负相关(R=-0.52,P<0.05)(见图4(a)),HICT组 miR-124的表达水平
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与RGS4表达水平相关性较弱(R=-0.25,P>0.05)(见图4(b)).RGS4已被验证是 miR-124的靶基因,

miR-124能调控RGS4基因的表达,这与本研究的结果一致.研究发现,SMD组抑郁小鼠 miR-124表达上

调,RGS4表达下调,经过不同强度的运动干预后,miR-124表达下调,RGS4表达上调,提示运动可通过调控

miR-124的表达靶向调控RGS4的表达.

3 分析与讨论

研究表明通过慢性不可预见性应激刺激的方式进行抑郁造模是研究抑郁缓解、改变的最佳模型,受到广

大研究人员的认可和应用[26],本研究采用此方法进行抑郁造模.研究结果发现实验小鼠抑郁时,p-CREB、

BDNF的表达均显著下降,小鼠的海马神经功能下降.转录因子(CREB)环磷酸腺苷反应原件结合蛋白磷酸

化后转变为活性转录因子(p-CREB),参与多种细胞因子转录水平的调节,其中包括BDNF.同时,研究结果

还表明miR-124的表达显著上升,综合结果推测这一过程可能与抑郁小鼠p-CREB表达下降,调控BDNF
的表达水平下降,从而诱导miR-124的表达上升,进而影响海马神经功能有关.

运动可以改善情绪,提高大脑认知能力,有效缓解焦虑和抑郁[17],且许多学者研究表明,运动可能通过

调控神经分子机制来缓解焦虑和抑郁,如BDNF的表达、miRNA的表达,而运动强度是被认为是影响运动

干预效果最重要的因素[27].但针对不同运动强度干预对抑郁缓解的机制研究报道较少,仅限于对空间学习

和大脑记忆及神经可塑性[28],或是限于单一强度运动.本研究结果表明,LICT组和 HICT组CUMS抑郁小

鼠RGS4、BDNF、p-CREBmRNA和蛋白含量的表达较SMD组均有显著增加,而 miR-124mRNA和蛋白

表达均被下调,提示低强度和高强度跑台运动能提高海马功能,显著提高糖水消耗,降低强迫悬尾不动持续
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时间,增加抑郁小鼠的求生欲望,改善了实验小鼠的抑郁和焦虑症状.实验结果表明,不同强度的跑台运动可

下调miR-124的表达,激活BDNF/CREB信号通路,从而促进p-CREB、BDNF的表达,改善抑郁小鼠的海马

功能,具有显著性意义.
已有多项研究表明 miR-124在抑郁症中异常表达,已被学者认为是一个重要的抑郁症生物标志物和治

疗的靶点[16,29].在本研究中,抑郁小鼠的miR-124表达显著上调,结果与以往研究一致.通过8周的不同强度

运动干预后miR-124的表达显著下调,表明 miR-124在抑郁及抑郁行为改善过程中表达异常显著,被认为

是一个关键的抑郁症生物标志物和治疗的靶点.RGS4已被证实是miR-124的靶基因[10],在与应激及抑郁紧

密相关的区域表达丰富[7].本研究显示,抑郁小鼠RGS4的表达显著下调,经过8周不同强度运动干预后,

RGS4表达被显著上调,同时相关性分析结果也表明低强度运动组 miR-124和RGS4呈高度负相关.说明不

同强度的运动干预通过miR-124的下调靶向调控RGS4的表达,有效缓解抑郁小鼠的焦虑和抑郁.
目前,普遍认为低等强度和中等强度连续运动均能改善大脑的认知功能[30],但关于高强度连续运动对

大脑认知功能的影响还存在不同的意见.有学者实验发现,连续的高强度运动能够诱发认知方面的功能障

碍[31],甚至还会限制有氧运动对认知的改善作用[32],但有的学者研究发现高强度连续运动能提高青少年、
儿童的短时记忆[33],还能够改善老年人的认知功能,降低痴呆发病的概率[34].本研究发现运动干预对抑郁小

鼠情绪的改善具有运动强度依赖性的影响,连续8周的低强度运动和高强度运动都能显著改善抑郁小鼠的

情绪,缓解焦虑和抑郁,但低强度运动较高强度运动对BDNF、p-CREB的影响更为显著,说明低强度运动对

CUMS抑郁小鼠的干预效果更明显,推测这可能是因为低强度运动通过增强CREB的磷酸化促进BDNF
mRNA的表达,而增加的BDNF又反过来促进CREB的表达,两者之间形成了一个正反馈调控环,连续高

强度运动则打断了此正反馈调控环路.推测连续高强度运动对大脑认知功能和抑郁焦虑情绪的干预效果不

一致可能与运动强度、运动环境及运动时间等实验参数设置的不同也有关系.以上假设有待进一步研究.
对于抑郁症的发病机制不同的学者从遗传学和分子层面进行了一定的研究,但具体的发病机制还需要

进一步探讨,通过这些研究发现,BDNF信号通路参与抑郁症的发病,诱发抑郁行为,miRNAs也参与并在抑

郁症发病机制中起到重要作用[35-36].目前,运动具有绿色、副作用少、经济及操作性强等优势,成为了抑郁症

干预治疗的一种手段而受到大家的认可.而运动通过调节 miRNAs来干预抑郁症是一个研究热点,本研究

认为低强度和高强度运动通过影响BDNF/CREB信号通路改善了CUMS小鼠的抑郁样行为.低强度和高强

度运动运动干预可能通过影响CUMS抑郁小鼠 miR-124的表达,激活BDNF/CREB信号通路,靶向RGS4
来调控小鼠海马认知功能,从而缓解焦虑和抑郁症状.同时,通过本研究还发现低强度连续运动可能是缓解

焦虑和抑郁的有效方式,可为运动干预改善抑郁样行为提供理论依据.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2024.06.28.0001).
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Differentintensitytreadmillexerciseimprovedepressive-likebehaviorinCUMS
micebyregulatingBDNF/miR-124/p-CREBsignalingpathway

WangFang

(CollegeofPhysicalEducation,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:[Objective]Toexploretheeffectsandpossiblemechanismsofdifferentintensitiesofcontinuoustreadmillrun-
ningonchronicunpredictablemildstress(CUMS)depressionmousemodel.[Methods]Healthy8-week-oldmaleKMmicewere
randomlydividedintothenormal(SED),themodel(SMD),thelow-intensityexercisegroup(LICT),andhigh-intensityexer-
cisegroup(HICT),15miceineachgroup.Thenormalgroupandthemodelgroupwerefedregularlyanddidnotexercise,the
exercisegroupwereplacedonthetreadmillfor8weekswithdifferentexerciseintensity.Aftertheexerciseintervention,the
neurobehavioralscoresofeachgroupofmiceweremeasured;theexpressionlevelsofmiR-124andrelatedmRNAweredetec-
tedbyRT-PCR;theproteinexpressionlevelsofBDNF,p-CREBandRGS4inhippocampusweredetectedbyWesternblot.
[Results]BoththeLICTandHICTgroupseffectivelyimprovedthedepressionandanxiety-likebehaviorsofCUMSmice.Com-

paredwiththecontrolgroup,theexercisegroupshowedanegativecorrelationbetweenmiR-124andRGS4expression,andthe
differentialexpressionlevelswereassociatedwithdifferentintensitiesofexercise.Differentintensitiesofexercisecaneffectively
improvehippocampalfunctioninCUMSmice,upregulatingtheexpressionlevelsofBDNF,p-CREB,andRGS4,anddownreg-
ulatingtheexpressionlevelofmiR-124.[Conclusion]Low-intensityandhigh-intensityexercisecanimprovedepressive-likebe-
haviorinCUMSmicebyaffectingtheBDNF/CREBsignalingpathway,low-intensitycontinuousexercisemaybeaneffective
waytoalleviateanxietyanddepression.

Keywords:differentintensityexercise;CUMSdepression;generegulation;miR-124
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  附 录

表S1 研究基因引物序列表

Tab.S1 Theprimersequenceoftargetgenes

基因名称 5'-引物序列(正向)-3' 3'-引物序列(反向)-5'

RGS4 5'-GAAAACCTGATTAGTCATGA AATCCGTGTGACTCCCCTGGT

BDNF ACGAGACCAAGTGTAATCCC TATCCTTATGAATCGCCAGC

p-CREB CAACCAGCAGAGTGGAGATG GGATACCTGGGCTAATGTGG

miR-124 TGGGGATTGYGGTTAGTTTTT AAAACAATCCRAATACCCTCAAC

U6 GCTTCGGCAGCACATATACTAAT CGCTTCACGAATTTGCGTGTCA

GAPDH CATGGCCTTCCGTGTTCCTA CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT

表S2 CUMS小鼠行为学测定结果(M±SD,n=15)

Tab.S2 TheresultsofassessmentofCUMSdepressionmice

处理组 悬尾不动时间/s 糖水偏好指数/%

SED 88.91±3.45B 75.22±3.05a

SMD 131.30±4.73A 20.30±2.20d

LICT 77.38±5.37C 72.22±3.43b

HICT 65.12±4.66D 44.51±2.15c

注:大、小写字母不同表示数据差异显著(P<0.01).SED、SMD、LICT、HICT分别代表对照组、抑郁模型

组、抑郁+低强度运动组、抑郁+高强度运动组(全文同).


