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氟西汀对癫痫合并抑郁大鼠模型海马自噬的作用
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摘　要：目的　探讨氟西汀对癫痫合并抑郁大鼠海马齿状回自噬的影响。方法　将６０只 ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型
组、氟西汀组、３－甲基腺嘌呤（３ＭＡ）组。采用体重、摄食量、旷场试验评定大鼠抑郁水平；采用免疫组化测定大鼠海马

齿状回 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ、ｍＴｏＲ蛋白表达水平，荧光实时定量 ＲＴＰＣＲ测定大鼠海马齿状回 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ、ｍＴｏＲ基因表达水

平。结果　药物干预后，模型组体重、摄食量、垂直运动次数和水平运动次数明显低于对照组（Ｐ＜０．０１）；氟西汀组、３

ＭＡ组经药物治疗后以上指标高于模型组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。模型组海马齿状回 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ表达显著升高，ｍＴｏＲ

表达下降，与对照组相比有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；氟西汀组、３ＭＡ组大鼠海马齿状回 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ表达下降，ｍＴｏＲ表

达升高，与模型组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　氟西汀可能通过改善癫痫合并抑郁大鼠海马齿状回区 ｂｅｃ

ｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ、ｍＴｏＲ表达，抑制细胞自噬。
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　　癫痫患者在全球约有 ６．５千万［１］。据统计，

我国癫痫患者数量已超过 ９００万，并呈逐年上升
的趋势［２］。癫痫合并抑郁是常见的神经精神疾病

现象，发生率高达 ２３．１％［３］，且症状难以缓解。其

发病机制不明确，治疗效果不佳，自杀风险高［４］。

我们前期发现 ５－羟色胺（５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５
ＨＴ）激动剂可通过改善癫痫合并抑郁大鼠海马神
经再生障碍［５］。有文献报道，海马神经再生可能与

细胞自噬相关［６］。细胞自噬是机体降解其过多或

衰老的器官或蛋白的重要途径。哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔｒａｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）是
调控蛋白质翻译起始阶段的一种蛋白激酶。在体

内可磷酸化 Ｓ６Ｋ１、４ＥＢＰ１等多种底物蛋白，影响
细胞自噬、神经递质受体、离子通道表达等，发展

为癫痫［７］。氟西汀属于 ５－羟色胺再摄取抑制剂
类抗抑郁药，广泛用于焦虑症、抑郁障碍、强迫症

等疾病［８］，近年来已被用于癫痫合并抑郁的治

疗［９］。但有关起效机制探讨甚少，有文献报告，氟

西汀能通过调节 ５ＨＴ２Ａ受体表达改善慢性不可

预知性应激大鼠自噬水平［１０］。那么氟西汀是否可

以通过调节自噬改善癫痫合并抑郁症状？

因此，我们采用癫痫合并抑郁模型来研究氟西

汀对大鼠行为及海马齿状回 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ、ｍＴｏＲ
表达水平的影响，以期阐明氟西汀调节癫痫合并抑

郁自噬机制。

１　材料与方法
１．１　实验动物

成年雄性健康清洁级 ＳＤ大鼠 ６０只，重量为
１８０～２２０ｇ，由湖南中医药大学实验动物中心提供
（许可证编号：ＳＹＸＫ［湘］２０１６－０００２），饲养环境
温度 ２２～２５℃，相对湿度 ５０％ ～７０％，自由饮食
进水，分笼喂养。随机选取 １２只为正常对照组，
其余 ４８只建立癫痫合并抑郁模型。
１．２　主要试剂及仪器

匹罗卡品 （ＡＢＣＲ公司，ａｂ１４１３０１）；氯化锂
（ｓｉｇｍａ公司，１００１０１１０７８）；３－甲基腺嘌呤（３
ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ；ｓｉｇｍａ公司，Ｍ９２８１）；盐酸氟
西汀（苏州礼来制药有限公司，２０１６０８０７２）；兔抗
鼠 ｂｅｃｌｉｎ１（ａｂｃａｍ公司，ａｂ６２５５７）；兔抗鼠 ＬＣ３Ｉ
（ａｂｃａｍ公司，ａｂ４８３９４）；兔抗鼠 ｍＴｏＲ（ａｂｃａｍ公
司，ａｂ２７３２）。ＢＸ４３型双目生物摄像显微镜（日
本 ＯＬＹＭＰＵＳ）；荧 光 定 量 ＰＣＲ仪 （美 国 ＢｉｏＲａｄ
公司）。

１．３　方法
１．３．１　建立癫痫合并抑郁模型
１．３．１．１　建立癫痫模型　参照文献［１１］腹腔注射

氯化锂 ３ｍＥｑ／ｋｇ，１８ｈ后再给予匹罗卡品 ３５ｍｇ／
ｋｇ，在注射匹罗卡品前 ３０ｍｉｎ注射阿托品 １ｍｇ／
ｋｇ，以拮抗外周胆碱能作用，若 ３０ｍｉｎ内无惊厥发
作，可按每次 １０ｍｇ／ｋｇ追加匹罗卡品，追加达 ４次
仍未达到Ⅳ级发作的不再追加。对照组注入生理
盐水 １０ｍｇ／ｋｇ。操作完毕后使其采取侧卧位送回
鼠笼。２８ｄ后癫痫造模成功。
１．３．１．２　建立合并抑郁的模型　在成功建立癫
痫模型后，根据先前描述的方法诱导慢性不可预

见性应激抑郁模型（ＣＭＳ）［１２］。ＣＭＳ方案包括七
种不同的应激源，连续 １４ｄ按随机顺序排列如
下：倾斜鼠笼（４５℃）；１７ｈ禁食、禁水 ２０ｈ；湿笼
（１００ｇ锯屑垫料中加入 ２００ｍｌ水）２１ｈ；禁水
１７ｈ；持续光照 １７ｈ；电击（３０ｖ电压）足底 ５ｓ；
夹尾 １ｍｉｎ；行为限制 ２ｈ；４℃冰水游泳（水深
１５ｃｍ，大鼠的后足尖刚能触及桶底）５ｍｉｎ。每种
应激给予 ３～４次，连续两天不出现相同应激，使
大鼠不能预料刺激的发生。造模结束后进行行为

学测定。

１．３．２　药物干预方法　对照组、模型组正常群
养。氟西汀组于造模结束后给予氟西汀干预药

（１０ｍｇ／ｋｇ，每日 １次）腹腔注射；３ＭＡ组给予 ３
ＭＡ（５ｍｇ／ｋｇ，每日 １次）腹腔注射。对照组、模型
组同时给予同等量生理盐水。药物干预 ２８ｄ，治
疗结束后进行行为学测定。

１．３．３　行为学检测
１．３．３．１　体重及摄食量　每日 ８：００加食物
５０ｇ，次日 ８：００称食物余量，在造模结束及治疗后
进行摄食量测定，同时测定动物体重。

１．３．３．２　 旷场实验［１３］　 旷场实验 （ｏｐｅｎｆｉｅｌｄ
ｔｅｓｔ）装置由不透明材料制成，大小为 ９０ｃｍ×９０ｃｍ
×４５ｃｍ，等分为 ２５个等边方格。将大鼠置于中心
方格内，观察大鼠在 ３ｍｉｎ内水平运动次数（穿越
外周格数和穿越中央格数）及垂直运动次数，其

中，四只爪子均进入一格方可记录水平运动 １次，
两前爪腾空或攀附墙壁方可记录垂直运动 １次。
１．３．４　免疫组化　最后一次行为学测定后，每组
取 ６只大鼠，将其麻醉处死，取出大鼠脑组织石蜡
包埋后，进行冠状位切片，厚度约 ５μｍ。经脱蜡、
水化后，依次进行抗原修复、内源性过氧化物酶消

·９７３·

　国际神经病学神经外科学杂志　　２０１９年　第 ４６卷　第 ４期　　 　



除、非特异性蛋白封闭、４℃孵育兔抗鼠 ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３Ｉ、ｍＴｏＲ（１∶１００）过夜、室温孵育二抗 ２ｈ、酶
联反应、ＤＡＢ染色、苏木素复染、脱水透明、中性树
胶封片，显微镜下观察组织染色情况，细胞呈现棕

黄色染色者为阳性。染色强度使用 ＩＰＰ６．０软件
分析海马齿状回平均光密度。

１．３．５　ＲＴＰＣＲ　最后一次行为学测定后，每组
取 ６只大鼠，将其麻醉处死，取出新鲜大鼠海马齿
状回部位组织。用 Ｔｒｉｚｉｏｌ法提取总 ＲＮＡ，用反转录
酶将 ｍＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。构建聚合酶体系；Ｔａｑ
酶催化，热循环：９５℃预热 ５ｍｉｎ，４０个循环（９４℃
２０ｓ，退火 ２０ｓ，７２℃３０ｓ）。采用荧光实时定量
ＰＣＲ法，将阈值循环数（ｃｔ）值与不同浓度标准品
的对数 值 拟 合 作 图，得 出 校 正 曲 线；通 过 ２－

△△ｃｔ法计算目的基因与内参物（βａｃｔｉｎ）Ｃｔ值
的差值，表示目的基因的相对表达水平。引物情

况见表 １。

表１　ＲＴＰＣＲ引物

因子 上游引物 下游引物

ｂｅｃｌｉｎ１
５’ＧＧＣＣＡＡＴＡＡＧＡ
ＴＧＧＧＴＣＴＧＡＡ３’

５’ＧＴＡＣＡＡＣＧＧＣＡＡ
ＣＴＣＣＴＴＡＧＡＴ３’

ＬＣ３Ｉ
５’ＧＡＡＧＧＴＴＴＣＴＴＧＧ
ＧＡＧＧＣＡＴＡＧ３’

５’ＧＣＡＣＡＧＣＡＴＧＧ
ＴＧＡＧＴＧＴＡＴ３’

ｍＴｏＲ
５’ＣＧＧＧＡＣＴＡＣＡＧ
ＡＧＡＧＡＡＧＡＡＧＡ３’

５’ＴＣＡＧＡＧＴＣＡ
ＧＧＴＧＧＴＣＡＴＡＧＴ３’

βａｃｔｉｎ
５’ＧＴＣＧＴＡＣＣＡＣＴ
ＧＧＣＡＴＴＧＴＧ３’

５’ＴＣＴＣＡＧＣＴＧＴ
ＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧ３’

１．４　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ２４．０软件进行统计学分析。数据以

均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因
素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　一般情况

４８只造模大鼠中，６只大鼠未发生癫痫，故被
排除在实验之外。癫痫合并抑郁造模成功 ４２只，
随机分为模型组、氟西汀组、３ＭＡ组，每组 １４只。
癫痫合并抑郁造模成功后，模型组在治疗第 ３天、
第 １４天各死亡 １只大鼠；氟西汀组在治疗第 ７天、
第 １７天各死亡 １只大鼠；３ＭＡ组在治疗第 ９天、
第 １５天各死亡 １只大鼠。
２．２　各组大鼠抑郁行为学变化

造模前各组抑郁行为学指标比较均无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。造模后，模型组、氟西汀组、３
ＭＡ组体重、摄食量、垂直运动次数和水平运动次
数明显低于对照组（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）；药物
治疗后，模型组以上指标仍低于对照组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０１）；氟西汀组、３ＭＡ组以上指
标明显高于模型组（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５）。氟西
汀组、３ＭＡ组两组间相比差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。见表 ２、表 ３。
２．３　大鼠海马齿状回 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ、ｍＴｏＲ表达

大鼠海马齿状回细胞质可以观察到棕黄色或

表２　各组大鼠体重、摄食量结果比较　（珔ｘ±ｓ）

组别
造模前

体重（ｇ） 摄食量（ｇ）
造模后

体重（ｇ） 摄食量（ｇ）
治疗后

体重（ｇ） 摄食量（ｇ）
对照组 １９８．１３±１８．０３ ２９．４０±４．９２ ２５０．２２±２４．３１ ３０．１０±５．７３ ２９０．０８±２８．３３ ３１．５２±４．３４
模型组 ２００．３３±２０．０９ ３０．８１±５．９３ ２０３．２１±３１．２１ １６．５３±４．８４ ２１５．３２±２８．３５ １３．７４±３．７５

氟西汀组 １９６．２８±１７．１７ ３０．３３±４．５２ ２１１．３２±２８．０８ １７．１４±３．８４ ２５３．４２±２２．５４＃ ２０．３９±４．５４＃
３ＭＡ组 ２０２．４３±１８．８７ ２８．７３±５．６３ ２０８．２１±２６．１５ １６．２３±３．５５ ２４２．３２±２７．３１＃ １８．５３±３．８３＃

　　注：为与对照组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；＃为与模型组相比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

表３　各组大鼠旷场实验结果比较　（珔ｘ±ｓ）

组别
造模前

垂直运动次数（次）水平运动次数（次）

造模后

垂直运动次数（次）水平运动次数（次）

治疗后

垂直运动次数（次） 水平运动次数（次）

对照组 ２１．７６±３．４２ ６２．１３±９．３３ ２２．６０±４．５５ ６１．３３±８．３２ ２３．５５±５．８９ ６３．４２±１０．３９
模型组 ２２．４３±４．１５ ６３．５４±９．７２ ８．６７±２．８１ ２２．４５±７．５８ ９．５４±２．９２ ２１．８７±６．５３

氟西汀组 ２２．５４±３．８１ ６３．１２±１０．７３ ８．３４±２．５７ ２３．６６±６．４１ １４．６０±３．２８＃＃ ４５．６４±８．９５＃

３ＭＡ组 ２１．８２±５．８７ ６１．３２±９．４４ ７．８３±２．４５ ２３．８１±７．６５ １５．６７±３．３３＃ ３９．５１±９．３７＃

　　注：为与对照组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；＃为与模型组相比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

者黄色颗粒，为 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ和 ｍＴｏＲ阳性表达。 与对照组相比，模型组 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３Ｉ阳性表达
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明显增加，ｍＴｏＲ下降（Ｐ＜０．０１）。与模型组比
较，氟西汀组、３ＭＡ组 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３Ｉ阳性表达
明显降低，ｍＴｏＲ升高（Ｐ＜０．０１）。而氟西汀组、３
ＭＡ组之间相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
见图 １、图 ２、图 ３、表 ４。

注：Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：氟西汀组；Ｄ：３ＭＡ组
图１　ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达（×４００），黑色箭头代表阳性表达

注：Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：氟西汀组；Ｄ：３ＭＡ组
图２　ＬＣ３Ｉ蛋白表达（×４００），黑色箭头代表阳性表达

注：Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：氟西汀组；Ｄ：３ＭＡ组
图３　ｍＴｏＲ蛋白表达（×４００），黑色箭头代表阳性表达

２．４　 各 组 大 鼠 海 马 齿 状 回 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ及
ｍＴｏＲｍＲＮＡ表达水平的比较

与对照组相比，模型组 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ＩｍＲＮＡ表
达显著升高，ｍＴｏＲｍＲＮＡ表达下降，差异有统计学

表４　各组大鼠ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ、ｍＴｏＲ蛋白表达

情况比较　（珔ｘ±ｓ；ｎ＝６）

组别 ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３Ｉ ｍＴｏＲ
对照组 ０．０５３±０．０１３ ０．１１４±０．０５７ ０．２７６±０．０８１
模型组 ０．３５１±０．０９８ ０．３９８±０．１０３ ０．０４３±０．０２１

氟西汀组 ０．１７６±０．０７３＃＃ ０．２２０±０．０８５＃＃ ０．１２５±０．０６５＃＃

３ＭＡ组 ０．１９３±０．０８６＃＃ ０．２３８±０．０９５＃＃ ０．１１８±０．０５４＃＃

注：为与对照组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；＃为与模型组相比，＃

Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

意义（Ｐ＜０．０１）。氟西汀、３ＭＡ组 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ
ｍＲＮＡ表达下降，ｍＴｏＲｍＲＮＡ表达升高，与模型组
相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而氟西汀、３
ＭＡ组 以 上 指 标 相 比 差 异 无 统 计 学 意 义 （Ｐ＞
０．０５）。见表 ５。

表５　各组大鼠ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ、ｍＴｏＲｍＲＮＡ

表达情况比较　（珔ｘ±ｓ；ｎ＝６）

组别 ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３Ｉ ｍＴｏＲ
对照组 ０．０５８±０．００７ ０．０７９±０．０１１ ０．０１０±０．００４
模型组 ０．１２８±０．０３１ ０．１６２±０．０４３ ０．００５±０．００２

氟西汀组 ０．０７１±０．０２７＃＃ ０．１１８±０．０３２＃＃ ０．００９±０．００３＃＃

３ＭＡ组 ０．０７８±０．０２２＃＃ ０．１０９±０．０５６＃＃ ０．００８±０．００３＃＃

注：为与对照组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；＃为与模型组相比，＃

Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

３　讨论
本研究中我们发现氟西汀能改善锂

!

匹罗卡

品 ＋慢性不可预知性应激大鼠建立癫痫合并抑郁
大鼠体重、摄食量、垂直运动次数及水平运动次

数。说明氟西汀能改善癫痫合并抑郁大鼠的抑郁

症状。目前研究多聚焦在氟西汀对其神经递质以

及神经损伤方面研究，鲜少关注与自噬相关研究。

近期研究发现氟西汀能抑制早期脑损伤自噬激活

改善蛛网膜下腔出血炎症情况［１４］，因此氟西汀是

否可以通过调节自噬改善该病症状？

有研究发现，过度的激活自噬可导致细胞死

亡［１５］。迟兆富等［１６］通过电镜观察，发现在匹罗卡

品诱导癫痫大鼠模型海马 ＣＡ１区的一些细胞具有
与垂死细胞一致的超微结构如许多破坏的线粒体、

核固缩、受损的内质网和高尔基复合体以及电子致

密物，同时在这些细胞内还观察到相对较多的自噬

泡。ｍＴＯＲ是调节细胞自噬的关键蛋白，ｍＴＯＲ信
号通路的激活对细胞自噬活性具有负性调节作

用［１７］，ｐｍＴＯＲ表达升高提示 ｍＴＯＲ信号通路高度
激活，并会对自噬活性造成显著抑制［１８］。ｂｅｃｌｉｎ１
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与 ｂｃｌ２／ｂｃｌｘｌ解离与Ⅲ型 Ｐ１３Ｋ相结合可诱导
细胞自噬发生［１９］。自噬发生后，ＬＣ３的数量增高，
因此，可通过检测细胞内 ＬＣ３Ｉ判断细胞自噬是否
被激活。因此本研究通过检测 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ及
ｍＴＯＲ表达观察癫痫合并抑郁大鼠自噬情况。

本研究中癫痫合并抑郁大鼠造模后免疫组化、

ＲＴＰＣＲ结果均显示海马齿状回 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ表
达升高及 ｍＴＯＲ表达下降，说明癫痫合并抑郁存在
细胞自噬。我们使用氟西汀、自噬抑制剂 ３ＭＡ干
预后 ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ表达下降及 ｍＴＯＲ表达升高。
３ＭＡ是选择性 ＰＩ３Ｋ抑制剂，通过改善 ＬＣ３、ｍＴＯＲ
等自噬相关因子的表达，抑制自噬体的形成［２０］。

氟西汀与自噬抑制剂相比差异无统计学意义，说明

氟西汀可以有效改善癫痫合并抑郁海马自噬。

综上所述，氟西汀可能通过改变海马区 ｂｅｃ
ｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ、ｍＴｏＲ表达，抑制细胞自噬。改善其抑
郁症状。以上相关机制的研究，为氟西汀抗癫痫合

并抑郁的治疗提供了理论支持，为癫痫合并抑郁患

者的预防和治疗提供了新的思路。
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