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角鲨烯对抑郁模型小鼠行为学及谷氨酸毒性通路相关蛋白的影响 

邓祖跃 1, 2*, 袁钰萍 1, 2, 吕龙飞 2 

(1. 浙江省食品药品检验研究院, 浙江 杭州 310052;  2. 浙江工业大学药学院, 浙江 杭州 310014) 

摘要: 考察角鲨烯对慢性轻度不可预见刺激模型小鼠行为学及其谷氨酸毒性通路相关蛋白的影响。采用 13
种不同刺激 [食物剥夺、噪音、闪光、热刺激 (45 ℃)、制动、冷冻 (4 ℃)、摇晃、湿笼、夹尾、饮水剥夺、游泳、
电击和异物] 对雄性 BALB/C小鼠连续刺激 35天建立慢性轻度不可预见应激模型。从第 3周开始连续灌胃给予
3个剂量的角鲨烯 (80、40和 20 mg·kg−1·d−1) 3周后, 测定各组小鼠行为学变化, 采用反相 HPLC法测定海马谷
氨酸 (glutamate, GLU) 含量, 分光光度法测定超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD)、谷胱甘肽过氧化物
酶 (glutathioneperoxidase, GSH-Px) 活力和丙二醛 (malondialdehyde, MDA) 含量, 取海马组织进行蛋白免疫印
迹方法测定 N-甲基-D-天冬氨酸受体亚基 ε-2 (N-methyl-D-aspartate receptor subunits epsilon-2, NMDAε2)、钙调蛋
白激酶Ⅱ (calmodulin kinase , CaMKⅡ Ⅱ) 和神经性一氧化氮合酶 (neuronal nitric oxide synthase, NOS1) 蛋白的
表达。与模型组比较, 角鲨烯能增加抑郁模型小鼠的体重、糖水偏好率和水平运动和垂直运动次数 (P < 0.05), 缩
短悬尾实验和强迫游泳实验的不动时间 (P < 0.05), 降低海马 GLU和 MDA含量 (P < 0.05), 升高 SOD、GSH-Px
活力 (P < 0.05), 下调海马 NMDAε2、CaMKⅡ和 NOS1蛋白的表达 (P > 0.05)。综上所述, 角鲨烯对抑郁模型小
鼠表现出明显的抗抑郁作用, 在此过程中引起的氧化应激降低和GLU-NMDAε2-CaMKⅡ-NOS1通路相关蛋白下
调可能与其抗抑郁作用有关。 
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Abstract: To study the effects of squalene on behavior and related proteins of glutamate toxicity pathways 

in the mice with chronic unpredictable mild stress (CUMS), thirteen different kinds of CUMS were applied to       
the male BALB/C mice for 35 days to establish the mouse model of CUMS depression.  The stress conditions 
include food deprivation, noise, stroboscopic lighting, hot stress (45  ℃), brake, exposure to lower temperature      
(4 ℃), shake, soiled cage, clamp tail, water deprivation, swimming, electric shock, presence of a foreign object 
in the home cage.  The mice were treated with squalene at 3 doses (80, 40 and 20 mg ·kg−1·d−1) through oral      
administration from the 3rd week continuously.  Three weeks later, the impacts were evaluated in the mice with 
behavioral tests, and malondialdehyde (MDA) and hippocampal glutamate (GLU) contents, the superoxide      
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) activity in hippocampus were measured by spectropho-
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tometry or reversed phase HPLC (RP-HPLC).  Western blot was used to examine the expression level of 
N-methyl-D-aspartate receptor subunits epsilon-2 (NMDAε2), calmodulin kinaseⅡ (CaMKⅡ) and neuronal    
nitric oxide synthase (NOS1) in hippocampus.  Compared with model group, the squalene-treated mice exhibited 
an increase in body weight, sucrose preference rate and the times of crossing-movement and rearing-       
movement, shortened the immobility time in the tails suspension test and forced swimming test in the depression 
mice (P < 0.05).  Meanwhile, the treated mice had a significant decrease in the contents of GLU and MDA         
(P < 0.05) in hippocampus, increased the activity of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase 
(GSH-Px), and downregulated the expression of NMDAε2, CaMK  and NOS1 in the hippocampus. Ⅱ  In         
conclusion, squalene shows anti-depressant effect on depressant model in mice, meanwhile the downregulated 
ROS, related proteins of GLU-NMDAε2-CaMKⅡ-NOS1 signal pathways may be related to the antidepressant 
effect of squalene. 
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1916年, 日本科学家 Tsujimoto[1]在深海Ai-zam6
和 Heratsuno—zam6 鲨鱼肝油中发现一种新的淡黄    
色不饱和烃类化合物 , 经分离、鉴定将其命名为
“squalene”(Squ), 即角鲨烯。Squ 是一种脂质不皂
化物, 其化学结构类似 β-胡萝卜素异戊间二烯化合
物, 由 2,6,10,15,19,23-六甲基-2,6,10,14,18,22-廿四碳
六烯构成的不饱和烃 (图 1)。Squ主要存在于深海鲨
鱼、牦牛和橄榄油等动植物中, 具有携带氧、降血脂、
降胆固醇、防止动脉粥样硬化、调节免疫功能及抗癌

防癌等多种生理功能, 是一种具有防病治病作用的
海洋生物活性物质[2]。Kabuto 等[3]研究发现, 角鲨烯
对小鼠帕金森氏症具有一定的治疗作用。Santana等[4]

证明了含角鲨烯的紫花苜蓿叶乙醇提取物有抗焦虑

作用。但角鲨烯在抗抑郁方面的作用未见报道, 本研
究目的是了解角鲨烯的抗抑郁作用。 
 

 
Figure 1  Chemical structure of 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-2,     
6,10,14,18,22-tetracosahexaene (squalane, Squ) 
 

在抑郁的发生过程中, 谷氨酸兴奋性毒性在中
枢神经损伤和抑郁的形成过程中发挥着重要作用[5]。

谷氨酸毒性通路主要包括以下过程: 当各种刺激引
起突触前谷氨酸递质释放, 谷氨酸能激活突触后膜
上谷氨酸受体 (NMDAR), 使通过NMDAR的钙离子
升高 , 引起钙调蛋白激酶Ⅱ  (calmodulin kinase , Ⅱ
CaMKⅡ) 自磷酸化, 后者与 NMDAR 亚单位 NR2B

羧基端相结合, 催化进一步自磷酸化, 引发一系列与
钙相关的生化反应, 从而生成大量自由基和 NO, 同
时线粒体的功能发生紊乱, 导致细胞的结构破坏, 甚
至坏死, 神经系统发生退行性病变, 从而导致抑郁的
发生[6]。 

因此, 本研究在考察角鲨烯对抑郁模型小鼠的行
为学影响的同时, 也考察其对抑郁小鼠兴奋性氨基
酸特别是谷氨酸和谷氨酸毒性通路相关蛋白的影响, 
以了解角鲨烯抗抑郁作用的可能神经生物学机制。 
 

材料与方法 
试剂  药用植物油 (江西金源天然香料有限公

司, 批号 20150116); 角鲨烯胶丸 (浙江海力生制药
有限公司, 规格: 每粒 0.25 g, 批号 160103); 盐酸氟
西汀 (fluoxetine, FH) (常州四药制药有限公司, 批号
20150223); 实验前用 0.9%  氯化钠注射液配成所需浓

度的溶液。谷氨酸 (glumatic acid, GLU) 对照品 (中
国食品药品检定研究院, 批号 140624-200805, 纯度为
100.0%); 正亮氨酸对照品 (norleucine, Nle, 北京百
灵威科技有限公司, 纯度: 98%, 批号 L960N22); 对
照品均用甲醇/水 (50∶50) 溶解并稀释至所需浓度。
丙二醛 (malondialdehyde, MDA, 批号: 20150813)、
总超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD, 批
号 : 20150811)、谷胱甘肽过氧化物酶  (glutathione 
peroxidase, GSH-Px, 批号: 20160810)、考马斯亮蓝     
蛋白测定试剂盒 (批号: 20160715) 均购自南京建成
生物工程研究所。N-甲基-D-天冬氨酸受体亚基 ε-2 
(N-methyl-D-aspartate receptor subunits epsilon-2, 
NMDAε2, 批号: SC-365597)、CaMKⅡ (批号: SC-    
13082)、神经性一氧化氮合酶 (neuronal nitric oxide 
synthase, NOS1, SC-418493) 和磷酸甘油醛脱氢酶 
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(reduced glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase, 
GAPDH, 批号: SC-32233) 购自美国 Santa Cruz 公
司。异硫氰酸苯酯  (美国 Sigma 公司 , 批号
BCBB1912V); 色谱纯乙腈 (德国 Merck公司); 分析
纯醋酸、醋酸钠、盐酸、三乙胺等试剂均来自国药集

团试剂公司; 实验用水均为双蒸水。 
仪器  XR-XZ301旷场实验分析系统 (高 30 cm, 

内径 50 cm, 被等分为面积相等的 25个等边方格)、
SuperFst强迫游泳实验分析系统 (规格为直径为 15 cm, 
高度为 20 cm)、SuperTst 高通量悬尾实验分析系统 
(上海欣软信息科技有限公司); LC-20AT 液相色谱系
统 (包括自动进样器、紫外检测器和工作站) (日本岛
津公司); 色谱柱: VP-ODS色谱柱 (250 mm  × 4.6 mm, 
5 μm); X-22R Centrifuge 型高速低温离心机 (美国 
Beckman 公司); 电泳转膜系统 (美国 Bio-rad 公司); 
Amersham Imager 600多功能成像仪 (美国 GE公司); 
−80 ℃低温冰箱 (中国海尔公司); Locator 8 PLUS 液
氮罐 (美国 Thermo公司)。 

实验动物及分组  健康雄性 BALB/C小鼠 60只, 
平均体重 20～22 g, 由上海斯莱克实验动物有限责任
公司提供 [合格证号 SCXK (沪) 20120002]。平衡饮食
3天后, 每只小鼠单笼饲养, 然后随机分为 ① 空白对

照组: 不刺激, 并灌胃 (ig) 给予药用植物油;  ② 模型

组: 13种慢性刺激制作慢性轻度不可预知刺激 (CUMS) 
模型, 并 ig给予药用植物油;  ③ 高剂量组 (CUMS+    
Squ-H): CUMS, 并 ig给予角鲨烯 80 mg·kg−1·d−1。  ④
中剂量组 (CUMS+Squ-M): CUMS, 并 ig给予角鲨烯
40 mg·kg−1·d−1;  ⑤ 低剂量组 (CUMS+Squ-L): CUMS, 
并 ig 给予角鲨烯 20 mg·kg−1·d−1;  ⑥ 阳性对照组: 
CUMS, 并 ig 给予氟西汀 10 mg·kg−1·d−1。每组动物

10 只, 均常规饮水, 造模 2周后, 阳性对照组和各给
药组连续给药 3周。角鲨烯的剂量是根据本实验室的
预实验确定。 

CUMS模型的建立  本实验采用 Willner 等[7]抑

郁模型方式造模。正常组除外的 5组, 每日给予不可
预见应激刺激, 包括 18 h食物剥夺、4 h噪音、10 min
闪光、15 min热刺激 (45 ℃)、2 h制动、5 min冷冻       
(4 ℃)、15 min摇晃 (频率每秒 1次)、18 h湿笼 (100 
mL 水)、1 min 夹尾、16 h 饮水剥夺、5 min 游泳         
(25 ℃)、20次电击 (30 V, 30 s)、24 h异物, 以上刺激
每天随机安排 1种, 同种刺激在整个实验周期中可出
现多次, 但不能连续出现, 使动物不能预知刺激的发
生, 14天一个循环, 共造模 5周。每周测体质量 1次。 

旷场实验 (open field test, OFT)  在末次灌胃

给药前一日, 每组取 10 只动物, 在室温为 25 ℃的安

静实验室内将小鼠小心放在自发活动旷场箱底中心, 
观察 5 min内活动情况。观察方法为 ① 水平穿行方

格数: 3爪以上跨入邻格或者重心落入为 1次有效穿
行;  ② 竖直站立次数: 前肢离开水平地面 1 cm以上
的为 1次站立。分别计算水平运动得分、垂直运动得
分。每次做完实验后清理箱内残留物, 清除上 1只大
鼠的气味, 以免影响下 1只大鼠的行为。 

糖水偏好实验 (sucrose preference test, SPT)  
实验开始前, 在安静的房间内先训练每只小鼠适应
含糖饮水: 每笼同时放置 2个水瓶, 第 1个 24 h, 2瓶
均装有 1%  的蔗糖水; 第 2个 24 h, 一瓶装有 1%  蔗糖

水, 另一瓶装有蒸馏水。禁食禁水 10 h后, 进行小鼠
的蔗糖饮水实验。同时给予每组小鼠事先定量好的 1
瓶 1%  蔗糖水, 1瓶蒸馏水。1 h 后, 取走 2瓶水称重, 
记录每组的蔗糖水消耗量、蒸馏水消耗量及总液体消

耗量。于实验的第 0、35天各测量 1次。蔗糖水偏好
度 (%) = (蔗糖水消耗量/总液体消耗量)×100%。 

小鼠尾悬挂实验  (tails suspension test, TST)  
于末次灌胃给药 l h后, 每组取 10只动物, 在安静无
风的室内, 将小鼠尾部距末端约 2 cm 处, 用医用胶
布粘贴固定在悬尾仪上, 使小鼠呈倒挂状态, 两侧有
黑色挡板隔开, 遮挡小鼠视线, 使其不受外界干扰悬
挂 6 min, 记录后 4 min内小鼠累计不动时间 (指小鼠
停止挣扎, 身体呈垂直倒悬状态, 静止不动)。 

强迫游泳实验 (forced swimming test, FST)  于
末次灌胃给药 2 h后, 每组取 10只动物, 将小鼠单独
放入强迫游泳仪的圆柱形玻璃缸中, 缸内水深 10 cm, 
水温 (25 ± 2) ℃, 从小鼠入水后计时 6 min, 记录后     
4 min内游泳累计不动时间 (指小鼠在水中停止挣扎, 
或显示漂浮状态, 仅有微小的肢体运动以保持头部
浮在水面)。每只动物做完后即换水。 

脑组织处理  处死前 16 h各组小鼠禁食但不禁
水, 16 h 后用乙醚麻醉小鼠, 腹主动脉取血, 取血后
处死动物, 再用生理盐水进行灌流, 待流出的血液较
澄清后, 冰浴下分离小鼠脑海马用锡箔纸包好, 做好
标记, 保存于  −80 ℃冰箱中。在样品保存期间, 每只
动物的海马组织统一用液氮研磨成粉后, 分成 3 等    
份, 保存于液氮中, 分别用于以下指标测试。 

氧化及抗氧化指标测定   将部分海马组织于      
4 ℃复温, 按 1∶9比例加入预冷的生理盐水, 匀浆后
静置 5 min, 3 500 r·min−1离心 15 min, 收集上清液, 
测蛋白含量。同时将上清液按 MDA 含量及 SOD 和
GSH-Px活力测定试剂盒说明进行测定。 
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RP-HPLC 测定海马谷氨酸含量  根据相关文    
献[8]进行测定。 

样品的制备  取部分海马组织于 4 ℃复温, 精确
称重后 1∶10 (w/v) 加入生理盐水, 冰浴下超声裂解
30 s; 在 4 ℃、2 500 r·min−1离心 30 min, 测蛋白含量, 
取上清液 0.5 mL, 加含 100 μmol·L−1内标液 2.0%  高

氯酸 1 mL混匀, 4 ℃、14 000 r·min−1离心 30 min, 取
上清液作为 HPLC样品溶液。 

柱前衍生  衍生试剂为 1 mol·L−1三乙胺乙腈溶液: 
取三乙胺 139 μL, 加乙腈 861 μL, 混匀; 0.1 mol·L−1

异硫氰酸苯酯乙腈溶液: 取异硫氰酸苯酯 12 μL, 加
乙腈 988 μL, 混匀。柱前衍生取氨基酸对照品溶液及
样品溶液 200 μL, 分别置 1 mL离心管中, 加正亮氨
酸内标溶液 (100 μmol·L−1) 10 μL, 加入 1 mol·L−1三

乙胺乙腈溶液 100 μL, 0.1 mol·L−1异硫氰酸苯酯乙腈

溶液 100 μL, 混匀, 室温放置 1 h, 加入 400 μL正己
烷, 放置 10 min, 取下层溶液, 用水稀释 10 倍, 用
0.45 μm滤器过滤, 进样 10 μL。 

色谱条件  色谱柱为 Inertsil ODS-3色谱柱 (250 
mm × 4.6 mm, 5 μm); 柱温 40 ℃; 检测波长为 254 nm; 
进样量为 10 μL; 流动相 A 为 0.1 mol·L−1醋酸钠溶    
液 (用乙酸调节 pH 6.5)−乙腈 (95∶5), 流动相 B 为
乙腈−水 (80∶20), 梯度洗脱程序 0～2 min, 100% A; 
2～15 min, 100%→90% A; 15～25 min, 90%→70% A; 
25～33 min, 70%→55% A; 33～43 min, 0% A; 43～53 
min, 100% A。 

Western blot 蛋白免疫印迹法  各组取海马组织
样本 0.1 g加细胞裂解液 (含蛋白酶和磷酸化酶抑制
剂) 250 μL, 匀浆后, 冰上静置 30 min, 4  ℃、12 000 ×g
离心 20 min, 取上清, BCA法进行蛋白定量。上样量
为 50 μg 蛋白, 电泳分离及转膜后, 室温下用 5%  脱

脂奶粉封闭 1 h, 4 ℃孵育一抗 NMDAε2 (1∶500)、
CaMKⅡ (1∶500)、NOS1 (1∶200) 和 GADPH (1∶      

1 000) 过夜, TBST洗膜 3次, 每次 5 min, 结束后加
入二抗反应 1 h, 洗膜 3次, 每次 5 min。放入凝胶成
像仪中曝光, 使用 GE-Imager 600 专用软件对条带进
行定量分析, 得出各条带积分吸光度 IA, 以 GADPH
作为内参照, 所有实验重复 3次。 

蛋白表达量 = (IA 目的蛋白给药组/IAGADPH 给药组) 
蛋白相对表达量  = (IA 给药组目的蛋白/IA 给药组 GADPH) /  

(IA 空白对照组目的蛋白/IA 空白对照组 GADPH) 
统计学处理  实验数据以均数  ±  标准差 ( x ± s) 

表示。数据进行单因素方差分析后, 用 SNK-q检验进

行各组间均数两两比较分析, P < 0.05 表示差异有统
计学意义。 
 

结果 
1  角鲨烯对小鼠体重的影响 

与空白对照组比较, 模型组小鼠造模 2 周和 5    
周, 体重增加显著减慢 (P < 0.05)。除低剂量组外, 阳
性组和高、中剂量组小鼠在 2周时体重增加显著减慢 
(P < 0.05), 但在 5周时体重增加显著, 基本达到正常
组水平 (P < 0.05)。与模型组比较, 各给药组和阳性
对照组小鼠体重在 2周没有差别, 在连续给药 3周后
明显增加 (P < 0.05), 高、中剂量组基本达到阳性对
照组水平, 结果见表 l。 
 
Table 1  The effects of Squ on the body weight in the chronic 
unpredictable mild stress (CUMS) mice.  n = 10, x ± s.  *P < 

0.05 vs control group; #P < 0.05 vs CUMS group.  H: High dose; 
M: Middle dose; L: Low dose 

Body weight/g 
Group 

Dose/ 
mg·kg−1·d−1 0 week 2 week 5 week 

Control  20.1 ± 1.2 32.4 ± 1.8 38.2 ± 3.1 

CUMS  20.2 ± 1.2 24.5 ± 1.3* 30.7 ± 2.5* 

Fluoxetine 10 20.3 ± 1.2 25.2 ± 1.5* 36.0 ± 2.5# 

CUMS+Squ-H 80 20.8 ± 1.2 25.4 ± 1.4* 37.1 ± 2.8# 

CUMS+Squ-M 40 20.1 ± 1.3 25.7 ± 1.6* 36.4 ± 2.1# 

CUMS+Squ-L 20 20.7 ± 1.0 26.7 ± 1.6 34.8 ± 2.3 

 
2  角鲨烯对蔗糖水偏好的影响 

与空白对照组比较, 模型组造模 5 周, 其糖水偏
好率显著性降低 (P < 0.05), 但给药组小鼠在第 5周, 
各剂量组基本达到正常组水平 (P > 0.05)。与模型组
相比, 各给药组和阳性对照组小鼠在 5周糖水偏好率
明显增高 (P < 0.05), 高、中剂量组基本达到阳性对
照组水平, 结果见表 2。 
3  角鲨烯在小鼠旷场实验的得分情况 

与空白对照组比较, 模型组和低剂量组小鼠水 
 
Table 2  The effects of Squ on sucrose preference in depression 
mice.  n = 10, x ± s.  *P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs 
CUMS group 

Preference/% 
Group Dose/ 

mg·kg−1·d−1 0 week 5 week 

Control  87 ± 14 84 ± 15 

CUMS  85 ± 16 52 ± 15* 

Fluoxetine 10 86 ± 15 79 ± 13# 

CUMS+Squ-H 80 88 ± 13 81 ± 15# 

CUMS+Squ-M 40 84 ± 12 77 ± 14# 

CUMS+Squ-L 20 86 ± 16 72 ± 13*# 
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平运动次数和垂直运动次数显著性降低 (P < 0.05)。
与模型组相比, 阳性对照组和高、中剂量组小鼠水平
运动次数和垂直运动次数增加 (P < 0.05), 高、中剂
量组基本达到阳性对照组水平, 结果见表 3。 
4  角鲨烯对小鼠悬尾实验的不动时间的影响 

与空白对照组比较, 模型组和各给药组小鼠悬
尾实验不动时间明显延长 (P < 0.05)。与模型组相比, 
各给药组和阳性对照组小鼠悬尾实验不动时间缩短 
(P < 0.05), 结果见表 3。 
5  角鲨烯对小鼠强迫游泳实验不动时间的影响 

与空白对照组比较, 模型组小鼠强迫游泳实验
的不动时间明显延长 (P < 0.05)。与模型组相比, 各
给药组和阳性对照组小鼠强迫游泳实验不动时间缩

短 (P < 0.05), 各给药组基本达到阳性对照组水平, 
结果见表 3。 
6  角鲨烯对小鼠海马 GLU的影响 

本次柱前衍生 RP-HPLC法测定 GLU, 其线性范
围为 5～400 μmol·L−1, 相关系数 r2大于 0.99。小鼠
海马样本采用此异硫氰酸苯酯柱前衍生方法及色谱

分析条件进行分析, 结果如图 2所示, 图中GLU峰分
离度较好, 杂质峰较少, 表明此方法对海马样本有较
好的分离效果。 

本次实验各组样本分析结果如下, 与空白对照组
比较, 抑郁模型组大鼠海马组织的 GLU含量升高, 有
明显统计学差异 (P < 0.05)。与抑郁模型组比较, 高剂
量组和阳性对照组小鼠GLU含量明显降低 (P < 0.05), 
高剂量组基本达到阳性对照组水平, 结果见表 4。 
7  角鲨烯对抑郁小鼠海马组织氧化应激指标的影响 

与空白对照组相比, 抑郁模型组小鼠海马SOD和
GSH-Px酶活力显著性降低 (P < 0.05), MDA含量显著
性增加 (P < 0.05)。抑郁小鼠在连续 ig给予阳性药物 
(10 mg·kg−1·d−1) 和角鲨烯 (80、40和 20 mg·kg−1·d−1) 
30 天后, 小鼠 SOD 和 GSH-Px 活力均较模型组显著
增加 (P < 0.05), MDA含量显著降低 (P < 0.05), 结果 

 
Figure 2  Chromatogram of blank (A), standard glutamate 
(GLU, B) and hippocampal GLU of mice (C) 
 
Table 4  The effect of Squ on immobility duration the concen-
trations of GLU of in the depressive mice.  n = 10, x ± s.  *P < 

0.05 vs control group; #P < 0.05 vs CUMS group  

Group Dose/mg·kg−1·d−1 GLU/ 
μmol·g−1 protein 

Control  9.1 ± 0.8 

CUMS  14.3 ± 0.9* 

Fluoxetine 10 9.6 ± 0.7# 

CUMS+Squ-H 80 10.2 ± 0.8# 

CUMS+Squ-M 40 11.5 ± 0.9 

CUMS+Squ-L 20 12.5 ± 0.7 

 
详见表 5。 
8  角鲨烯引起的小鼠海马 NMDAε2、CaMKⅡ和
NOS1蛋白的表达变化 

与空白对照组比较, 抑郁模型组大鼠海马组织
的 NMDAε2、CaMKⅡ和 NOS1蛋白表达分别上调了
3.0、2.8和 2.2倍 (P < 0.05)。与抑郁模型组比较, 高
剂量组和阳性对照组小鼠的 NMDAε2 蛋白分别下调
了 40%  和 50% (P < 0.05), 而阳性对照组和各给药组
的 CaMKⅡ蛋白分别下调了 29%、46%、21%  和 36%; 

 
Table 3  The effects of squalene on the OFT, the immobility durations of TST and FST in the depressive mice.  n = 10, x ± s.  *P < 

0.05 vs control group; #P < 0.05 vs CUMS group.  FST: Forced swimming test; OFT: Open field test; TST: Tails suspension test  

OFT 
Group Dose/ 

mg·kg−1·d−1 Crossing-movement  
frequency/time 

Rearing-movement  
frequency/time 

TST/s FST/s 

Control  142.5 ± 17.8 28.7 ± 3.8 66.6 ± 12.2 76.9 ± 16.4 

CUMS  117.4 ± 11.7* 15.4 ± 2.7* 152.3 ± 15.9* 134.3 ± 13.6* 

Fluoxetine 10 138.5 ± 15.7# 25.6 ± 3.5# 72.6 ± 14.4# 74.9 ± 13.2# 

CUMS+Squ-H 80 139.7 ± 18.6# 26.4 ± 4.3# 105.5 ± 13.3*,# 72.8 ± 16.3# 

CUMS+Squ-M 40 131.7 ± 19.3# 24.3 ± 3.2# 114.2 ± 16.4*,# 76.1 ± 14.4# 

CUMS+Squ-L 20 129.5 ± 14.3* 18.7 ± 2.8* 121.3 ± 15.3*,# 81.3 ± 15.6# 
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Table 5  Effects of Squ on the contents of MDA and the activity 
of SOD and GSH-Px in the hippocampus of depression mouse.  
n = 10, x ± s.  *P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs CUMS 
group.  MDA: Malondialdehyde; SOD: Superoxide dismutase; 
GSH-Px: Glutathione peroxidase 

Group Dose/ 
mg·kg−1·d−1 

MDA/ 
μmol·g−1 

(protein) 

GSH-Px/ 
kU·g−1  

(protein) 

SOD/ 
kU·g−1  

(protein) 
Control  6.5 ± 1.0 15.2 ± 1.5 165.7 ± 13.0 

CUMS  12.3 ± 1.5* 7.3 ± 1.2* 111.3 ± 13.2* 

Fluoxetine 10 7.6 ± 1.0# 16.6 ± 1.8# 142.6 ± 12.9# 

CUMS+Squ-H 80 5.8 ± 0.9# 17.4 ± 1.3# 175.5 ± 12.4# 

CUMS+Squ-M 40 7.2 ± 1.1# 14.4 ± 1.7# 159.2 ± 13.5# 

CUMS+Squ-L 20 8.3 ± 1.5# 13.3 ± 1.2# 141.3 ± 12.3# 

 
NOS1蛋白分别下调了 33%、39%、50% 和 44% (P < 

0.05), 结果见图 3。 
 

 
Figure 3  The changes of Squ inducing N-methyl-D-aspartate 
receptor subunits epsilon-2 (NMDA ε2, calmodulin kinase  Ⅱ
(CaMKⅡ) and neuronal nitric oxide synthase (NOS1) protein 
expression in the hippocampus of depression mouse.  A: Repre-
sentative photographs; B: Statistical analysis.  n = 3, x ± s.      
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs CUMS group 
 

讨论 
本次实验采用 13种不同刺激对雄性 BALB/C小

鼠连续刺激 35 天, 经过行为学实验确认, 建立了经
典的慢性轻度不可预见应激抑郁模型。给予抑郁小鼠

角鲨烯后发现, 角鲨烯能增加抑郁小鼠的糖水偏好
率和敞箱实验水平运动次数和垂直运动次数, 缩短
TST和 FST的不动时间, 表现出一定的抗抑郁作用。 

近年研究表明, 抑郁的发生与神经内分泌密切
相关。慢性应激引起下丘脑−垂体−肾上腺皮质 (hy-
pothalamic-pituitary-adrenocortical, HPA) 轴功能亢
进, 产生大量的糖皮质激素, 高水平的糖皮质激素导
致兴奋性氨基酸 (主要是 GLU) 过多释放, 增加细
胞外 GLU 的堆积, 导致兴奋毒性, 最终引起神经退
行性疾病−抑郁的发生[9]。Lowy等[10]报道, 引起抑郁
的慢性应激常常导致海马兴奋性氨基酸含量显著增

高。本实验的 13 种慢性刺激后, 模型组出现了抑郁
症状, 同时, 海马的GLU也明显升高, 与文献报道基
本一致。Kass 等[11]报道, GLU 可诱导海马神经元凋
亡。二者的具体机制是什么？GLU 通过谷氨酸毒性
通路生成大量自由基, 这些氧自由基的产生抑制了
突触体前膜对 GLU 的再摄取, 加强 GLU 的兴奋性    
毒性, 同时酶系统和线粒体的功能也发生紊乱, 导致
细胞的结构破坏, 甚至坏死, 神经系统发生退行性病
变, 最终导致抑郁的发生[6]。Gałecki等[12]报道, 在抑
郁症患者脑中 MDA含量明显升高, 而抗抑郁药物显
著降低脑 MDA和蛋白质羰基合物, 这说明抑郁症不
仅影响相关代谢蛋白, 也影响氧化应激。本次实验的
结果发现, 抑郁模型组小鼠海马 SOD 和 GSH-Px 活
力的降低, MDA和 GLU含量增加, GLU毒性通路的
相关蛋白 NMDAε2、CaMKⅡβ和 NOS1的表达上调, 
这些结果初步说明了抑郁与氧化应激和谷氨酸毒性

密切相关。 
角鲨烯是否通过影响上述神经内分泌系统发挥

抗抑郁作用？角鲨烯是由 6 个非共轭双键构成的类
异戊二烯类化合物, 具有较强的抗氧化活性[2]。角鲨

烯的抗氧化机制在于角鲨烯的低电离阈值使其能够

提供或接收电子而没有破坏细胞的分子结构, 并且
角鲨烯可以中断脂质自动氧化途径中氢过氧化物的

链式反应[13]。在本次实验中, 角鲨烯增加小鼠海马的
SOD和 GSH-Px活力, 降低 MDA含量, 说明角鲨烯
降低了抑郁小鼠的氧化应激, 减少了 O−产生。但有

研究[3]没有观察到角鲨烯对中枢抗氧化酶 (SOD 和
GSH-Px 等) 和硫代巴比妥类反应物质的表达, 分析
发现, 该研究中给药剂量相当于临床用药, 但给药时
间只有 2周, 此外动物选用的是体重大于 30 g以上的
老年小鼠。Obulesu等[14]研究发现角鲨烯增加青年大

鼠海马的 SOD和 GSH-Px活力, 降低MDA含量, 但
在老年大鼠仅能降低 MDA 外, 反而降低了 SOD 和
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GSH-Px活力。本次实验选用的 20～22 g的青壮年小
鼠, 所以得到了与 Obulesu等类似的结果。对于角鲨
烯是如何改变中枢抗氧化酶 (SOD和GSH-Px等) 活
性的问题, 作者推测, 由于活性氧可导致抗氧化酶
GSH-Px和 SOD的失活, 当角鲨烯清除了活性氧, 使
被活性氧抑制的抗氧化酶恢复了活性, 从而表现出
抗氧化酶活性增高。另外, 本次研究发现, 给予角鲨
烯后观察到 NOS1蛋白的表达下调。由于中枢的 NO
主要通过 NOS1介导产生[15], NOS1蛋白的表达下调
引起相应 NO 产生减少, 角鲨烯抗氧化作用可减少
O−产生, 而NO与O−反应产生的毒性产物NOO−能损

伤中枢神经元[15], 这个结果表明角鲨烯可能通过减
少中枢神经系统NO和O−的产生来降低NOO−的毒性

作用, 角鲨烯这种降低氧化应激能力也许是其降低
抑郁的一种机制。 

大量的动物模型研究表明, NR2B 是各种有害刺
激作用于大脑和其他组织的早期的敏感标记物[16]。本

研究的 NMDAε2蛋白就是 NMDA的亚类 NR2B, 给
予角鲨烯后, 可观察到 NMDAε2 蛋白表达下调, 可     
能原因是角鲨烯抑制了氧自由基引起的脑突触体释

放 GLU。另外, 由于在中枢神经系统中 NO 可以激    
活邻近细胞的鸟苷酸环化酶或者二磷酸腺苷环化      
酶, 促进神经递质如 GLU 的释放[17]。本次实验观察

到角鲨烯组 NOS1 表达下调, 引起 NO 减少, 这也可
能引起相应的 GLU释放减少。这两种作用降低了细
胞外GLU浓度, 从而减弱 GLU对NMDAε2刺激, 导
致 NMDAε2 蛋白表达相应下调。由于 GLU 和 H2O2

均可使细胞内游离钙浓度显著增加[18], 且前面的研
究已经发现, 角鲨烯可降低氧自由基和 GLU 浓度, 
推测角鲨烯可能通过影响氧化应激和 GLU间接地降
低细胞内钙离子浓度, 低浓度的钙离子与CaMKⅡ结
合减少, 从而适应性地降低 CaMKⅡ表达, 减少了后
续的钙相关的生化反应如激活 NOS1蛋白的表达。 

总之, 角鲨烯抑制了抑郁小鼠氧自由基引起的
脑突触体释放 GLU, 同时也抑制了由此而引起的氧
自由基生成, 另外, 也观察到给予角鲨烯后, 谷氨酸
毒性通路的相关蛋白表达下调。这些结果表明, 角鲨
烯具有抗抑郁作用, 其抗抑郁作用可能与其消除氧
化应激和改善谷氨酸毒性通路相关蛋白表达有关。 
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