
J South Med Univ, 2017, 37(1): 107-112 doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2017.01.20

抑郁症是一种常见的慢性精神性疾病，以心境低

落、快感缺失为主要临床特征［1］。目前临床上用于抑郁

症的药物主要有选择性 5-羟色胺重摄取抑制剂

（SSRIs）、三环类抗抑郁药（TCA）等［2-3］。其中，SSRIs如

氟西汀，通过增加脑内突触间隙的神经递质5-羟色胺

（5-HT）含量改善抑郁症状。随着研究的不断深入，已

有报道表明氟西汀的抗抑郁作用机制不仅仅能增加神

经递质5-HT含量，还能通过激活环磷酸腺苷反应元件

结合蛋白/脑源性神经营养因子（cAMP/CREB/BDNF）

信号转导通路，升高 CREB 蛋白磷酸化水平、促进

BDNF的表达［4-5］，从分子生物学效应上逆转抑郁症引起

的病理病变，起到抗抑郁的作用和保护神经细胞不受应

激损伤的作用。

2013年9月，美国食品药品监督管理局(FDA)批准

选择性5-羟色胺重摄取抑制剂沃替西汀上市，用于抑

郁症的治疗［6］。沃替西汀是 5-HT3和 5-HT7受体拮抗
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摘要：目的 研究新型抗抑郁药沃替西汀对环磷酸腺苷/环磷酸腺苷反应元件结合蛋白/脑源性神经营养因子（cAMP/CREB/

BDNF）信号转导通路的影响。方法 将昆明小鼠随机分为对照组和慢性不可预知性温和应激（CUMS）造模组进行造模，采用糖

水偏爱试验考察模型是否成功建立。造模结束后将CUMS组小鼠随机分为模型组、氟西汀组和沃替西汀组。采用悬尾试验、强

迫游泳试验和旷场试验，考察沃替西汀对抑郁小鼠的抗抑郁作用。采用ELISA试剂盒检测小鼠海马组织中cAMP的含量。采

用蛋白免疫印迹法检测小鼠海马组织中磷酸化CREB（pCREB）和BDNF的蛋白表达。结果 沃替西汀显著缩短小鼠在悬尾和

强迫游泳试验中的不动时间（P<0.01），而对其在旷场试验中的自主活动行为没有影响（P>0.05），表明沃替西汀可改善抑郁小鼠

的抑郁样行为；ELISA结果显示沃替西汀能显著增加小鼠海马组织内cAMP的含量（P<0.01）；蛋白免疫印迹结果表明沃替西汀

可以促进pCREB和BDNF的蛋白表达（P<0.01）。结论 沃替西汀产生抗抑郁作用机制可能与影响cAMP/CREB/BDNF信号转

导通路有关。
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Abstract: Objective To investigate the effects of vortioxetine on cAMP/CREB/BDNF signal pathway. Methods Forty Kunming
mice were randomized into control group and chronic unpredictable mild stress (CUMS) group. After establishment of depres-
sive models verified by sucrose preference test, the mice in CUMS group were divided into model group, fluoxetine group and
vortioxetine group. The antidepressive effect of vortioxetine was analyzed by tail suspension test, forced swim test and open
field test. The levels of cAMP were detected using a commercial ELISA kit, and the expressions of pCREB and brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) were evaluated with Western blotting. Results Vortioxetine significantly shortened the immobility
time of the depressive mice in tail suspension test and forced swim test without affecting the locomotor activity of the mice in
open fields, suggesting the antidepressive effect of against depression in mice. Vortioxetine significantly increased the levels of
cAMP and promoted the expression of pCREB and BDNF in the hippocampus of the mice (P<0.01). Conclusion Vortioxetine
improves the behaviors of mice with depression possibly by affecting the cAMP/CREB/BDNF signal pathway.
Keywords: vortioxetine; cAMP; cyclic AMP response element-binding protein; brain-derived neurotrophic factor; depression
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剂［7］，主要是通过抑制5-HT再摄取并增强5-HT的活性

而起到抗抑郁作用［8-9］。沃替西汀可以增加5-HT与其受

体的结合，然而，结合后的下游事件则还不清楚，通过哪

条信号通路介导其抗抑郁作用也不知道。我们前期在

皮质酮模拟的抑郁症体外细胞模型实验中发现PKA/

CREB/BDNF信号通路参与氟西汀的药效作用［10］，但这

一信号通路是否也参与沃替西汀的抗抑郁作用则还未

见报道。本课题旨在以氟西汀为阳性对照药，初步在经

典的抑郁症动物模型中探讨沃替西汀是否也能对

cAMP/CREB/BDNF信号转导通路产生影响，从而发挥

抗抑郁作用。这一研究将进一步阐述沃替西汀抗抑郁

作用的下游机制，同时也将证实cAMP/CREB/BDNF信

号通路在抑郁症发病机制中的作用。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

氟西汀（美仑生物技术有限公司）；沃替西汀（阿拉

丁生化科技股份有限公司）；RIPA裂解液（凯基生物技

术股份有限公司）；蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂

（Sigma-Aldrich）；BCA蛋白定量分析试剂盒（赛默飞

世尔科技公司）；Western blot试剂（碧云天生物技术）；

Rabbit anti-CREB（Cell Signaling Technology, CST）；

Rabbit anti-pCREB（Merck Millipore）；Rabbit anti-

BDNF（Sigma-Aldrich）；Rabbit anti-GAPDH（Abcam）；

PVDF膜（Merck Millipore）；蛋白Maker（赛默飞世尔科

技公司）；羊抗兔二抗（弗德生物科技有限公司）；cAMP

试剂盒（R&D Systems）。

1.2 实验动物

雄性昆明小鼠，体质量22~25 g，南方医科大学实验

动物中心提供。实验动物合格证编号：SCXK（粤）

2011-0015。试验前动物适应饲养环境1周，遵循昼夜

节律，环境安静，室温25 ℃，动物自由饮食饮水。

1.3 建立模型及动物分组

雄性昆明小鼠在适应环境后，随机分为对照组、

CUMS组。采用慢性不可预知性温和应激对CUMS组

进行造模，应激因子如：夹尾1 min、足底电击10 s、4 ℃
冰水游泳5 min、昼夜颠倒、禁食24 h、禁水24 h、湿笼

24 h、倾斜45°饲养24 h等。每日选取1~2 种应激方式，

避免重复，持续6周。造模结束时进行糖水偏爱试验判

定造模是否成功。将造模成功的动物随机分为模型组、

氟西汀给药组（10 mg/kg）、沃替西汀给药组（5 mg/kg）。

按0.1 mL/10 g的剂量连续灌胃给药28 d。

1.4 行为学方法

1.4.1 糖水偏爱试验 糖水偏爱试验先训练小鼠48 h，

使小鼠适应饮糖水。所有小鼠均分笼饲养，每笼放置2

小瓶，一瓶装1%糖水溶液，另一瓶装纯水。每12 h换1

次瓶子位置。训练完后，动物先禁水禁食12 h，再给予

每笼小鼠事先称过重量的2瓶水：1%糖水溶液和纯水，

自由饮水1 h。试验结束后称取饮水瓶的重量计算糖水

消耗量、纯水消耗量，再按公式计算小鼠糖水的偏好百

分比：动物对糖水的偏好百分比（%）=糖水消耗量（g）/总

液体消耗量（糖水消耗量（g）+纯水消耗量（g）×100%。

1.4.2 强迫游泳试验 强迫游泳试验采用Prosolt等［11］建

立的方法加以改进：小鼠放入高30 cm，直径11 cm，水

深15 cm的圆形透明塑料桶，水温25 ℃，其后肢无法接

触塑料桶底部，需通过不断挣扎得以浮于水面。录像记

录小鼠在水中游泳6 min的行为表现，以小鼠漂浮于水

面、四肢停止挣扎为不动的判定标准，记录开始后4 min

的不动时间。

1.4.3 悬尾试验 悬尾试验采用Steru等［12］建立的方法

加以改进：用医用胶布粘在小鼠尾端，用夹子夹住胶布，

使小鼠呈倒悬状态，录像记录6 min内小鼠的行为表现，

统计6 min的不动时间。以停止挣扎、身体呈垂直倒悬

状态、静止不动为判定标准。

1.4.4 旷场试验 旷场试验在长×宽×高为40 cm×40 cm×

15 cm的敞箱中进行，敞箱被均分为5 cm×5 cm等份，内

壁涂成黑色［13］。实验时将小鼠放入正中央的格子内，录

像记录5 min内小鼠的活动情况。统计小鼠的水平运

动得分（穿越格子数）和垂直运动得分（直立次数）。每

次测试结束后用酒精清洁盒子底面。

1.5 海马cAMP含量测定

冰上迅速剥离海马组织，用PBS冲洗组织样品，并

按w（g）∶v（mL）=1∶5体系加入0.1 mmoL的HCL，超声

粉碎，10 000×g离心15 min（4 ℃），弃沉淀，取上清，并

加入定量的 1 mmoL 氢氧化钠调 pH 至 7 左右。按

ELISA试剂盒说明书操作，通过酶标仪测定样品吸光度

值，计算样品cAMP含量。

1.6 蛋白免疫印迹

冰上迅速取小鼠海马组织，置于含蛋白酶抑制剂、

磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液中匀浆，16 000×g离心

30 min，取上清。按照BCA蛋白分析方法测定样品蛋白

含量。按V（蛋白样品溶液）：V（5×SDS-PAGE Loading

Buffer）=4∶1加入5×SDS-PAGE 上样缓冲液。煮沸变

性10 min，保存备用。各组样品进行SDS聚丙烯酰胺

凝胶电泳，再转移至PVDF膜上，经5%脱脂奶粉室温封

闭2 h后加入一抗4 ℃孵育过夜。经TBST漂洗后加入

二抗，室温孵育2 h。再经漂洗后滴加ECL发光液于暗

室中曝光显影。操作方法参考文献［14］。

1.7 统计学方法

所有实验数据均采用均数±标准误表示，采用

SPSS13.0 统计软件进行单因素方差分析进行统计。组

间多个样本间的两两比较先经方差齐性检验，若方差齐

则采用Tukey's post-hoc法，若不齐则采用Dunnett's T3

法，P<0.05为差异具有显著性。柱状图采用GraphPad
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Prism 5软件绘制。

2 结果

2.1 慢性应激对小鼠糖水偏爱度的影响

快感缺失是抑郁症患者的典型症状，而抑郁小鼠的

症状则表现为对糖水偏爱的显著下降。我们用糖水偏

爱试验来考察抑郁小鼠对糖水偏爱程度的变化，从而判

断小鼠是否出现抑郁症状。造模后，验证对照组（CTL）

8只小鼠和CUMS组28只小鼠的糖水偏爱情况，结果如

图1所示，与对照组相比，模型组小鼠的糖水偏爱程度

显著降低（P<0.01），表明我们采用的慢性不可预知温和

刺激抑郁模型(CUMS)成功建立。在此基础上，我们将

28只CUMS组小鼠随机分为模型组（8只）、沃替西汀给

药组（10只）和氟西汀给药组（10只），进行后续实验。

2.2 沃替西汀对CUMS小鼠在强迫游泳试验和悬尾试

验中不动时间的影响

强迫游泳试验和悬尾试验中的不动时间可反映

试验动物的绝望状态和抑郁症状，其不动时间越长，

表明其行为越绝望。图2的结果显示与对照组相比，

模型组小鼠在强迫游泳试验（图 2A）和悬尾实验（图

2B）中的不动时间显著延长，且具有统计学意义（P<

0.01）。而沃替西汀和阳性对照药氟西汀均能显著缩

短小鼠在这两个试验中的不动时间（P<0.01），表明沃

替西汀具有抗抑郁的作用。

2.3 沃替西汀对CUMS小鼠在旷场试验中自主活动的影响

旷场实验是评价动物自主行为、探索行为的行为学

方法，通过其水平运动穿越格子的次数和垂直运动的站

立次数，观察小鼠的自主行为和探索行为是否存在差

异。结果如图3显示，各组小鼠在5 min内，水平运动得

分（图3A）和垂直运动得分（图3B）与对照组相比，均无
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图2 沃替西汀对CUMS小鼠在强迫游泳和悬尾试验中不动时间的影响
Fig.2 Effect of vortioxetine on immobility time in forced swim test and tail suspension test of the
mice with chronic unpredictable mild stress (CUMS) in CTL group (n=8), model group (n=8), Vor
group (n=10) and Flu group (n=10). **P<0.01 vs CTL group; ##P<0.01 vs model group.
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图1 慢性应激对小鼠糖水偏爱度的影响
Fig.1 Effect of CUMS on sucrose preference
ratio of the mice in sucrose preference test.
CTL group, n=8; CUMS group, n=28. **P<
0.01 vs CTL group.
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显著性差异（P>0.05）。表明抑郁模型、氟西汀和沃替西

汀给药均不会影响动物的自主运动活性和探索能力。

2.4 沃替西汀对小鼠海马组织内cAMP含量的影响

行为学结束后，取小鼠海马组织检测cAMP含量。

结果如图4所示，模型组小鼠海马组织中cAMP含量明

显低于对照组（P<0.01）。而分别给予沃替西汀和氟西

汀后，CUMS小鼠海马内cAMP的含量显著升高，且具

有显著性差异（P<0.01）。

2.5 沃替西汀对小鼠海马组织内pCREB蛋白表达的影响

取小鼠海马组织蛋白通过Western blot检测CREB

蛋白的磷酸化水平。结果如图5所示，模型组小鼠海马

内pCREB蛋白水平明显低于对照组（P<0.01）。而给予

沃替西汀和氟西汀后，小鼠海马内pCREB蛋白表达显

著上调（P<0.01）。
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2.6 沃替西汀对小鼠海马组织内BDNF蛋白表达的影响

取小鼠海马组织蛋白通过Western blot检测BDNF

蛋白表达水平，结果如图6所示，与对照组相比，模型组

小鼠海马内BDNF蛋白表达显著降低（P<0.01）。而给

予沃替西汀和氟西汀后，小鼠海马内BDNF蛋白的表达

明显上调（P<0.01）。

3 讨论

SSRIs作为抑郁症治疗的一线药物，因疗效确切、

服用方便、毒副作用小等优点，广泛用于临床。沃替西

汀是一种新型SSRIs，由Lundbeck和 Takeda 制药公司

联合研发，于 2013年由FDA批准上市。对于沃替西

汀的抗抑郁作用机制，目前公认的说法为抑制 5-HT

再摄取、增强 5-HT活性［15］。然而药物对机体的作用

往往涉及到多种作用机制，沃替西汀改善抑郁症的

其它潜在机制值得进一步探究。本课题以经典

SSRIs氟西汀为阳性对照药，初步探讨沃替西汀抗抑

郁的其他作用机制，并首次发现沃替西汀的抗抑郁

作用机制可能与影响 cAMP/CREB/BDNF 信号转导

通路有关。

在本次研究中，我们采用经典的CUMS的方法，长

期给予动物厌恶、不可逃避的应激刺激，诱导小鼠抑

郁。这与人类抑郁症中慢性、低水平的应激源导致抑郁

症的发生相接近，是目前应用最广泛的抑郁模型［16］。

利用小鼠喜爱糖水的特性，采用糖水偏爱试验检测其是
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图3 沃替西汀对CUMS小鼠在旷场试验中自主活动的影响
Fig.3 Effects of vortioxetine on locomotor activity in open field test of CUMS mice in CTL
group (n=8), model group (n=8), Vor group (n=10) and Flu group (n=10). A: Numbers of line
crossing; B: Numbers of rearing.
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图4 沃替西汀对CUMS小鼠海马组织内cAMP
含量的影响
Fig.4 Effects of vortioxetine on the cAMP level
in hippocampus of CUMS mice in CTL group (n=
8), model group (n=8), Vor group (n=10) and Flu
group (n=10). **P<0.01 vs CTL group; ##P<0.01 vs
model group.
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图5 沃替西汀增加CUMS小鼠海马组织内pCREB的表达
Fig.5 Vortioxetine enhanced the expression of pCREB in
CUMS mice. A: Expression of pCREB detected by Western
blotting; B: Quantitative analysis of the results of Western
blotting in CTL group (n=8), model group (n=8), Vor group
(n=10) and Flu group (n=10). **P<0.01 vs CTL group; ##P<
0.01 vs model group.
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否出现快感缺失的抑郁症状［17］。强迫游泳和悬尾试验

是用于评价动物抑郁样状态的经典方法，小鼠在试验中

的不动时间越长，表明行为越绝望［11, 18］。为了排除药物

因具有中枢兴奋作用而导致行为学试验的假阳性结

果［19］，我们通过旷场试验对动物的自主运动活性进行评

价，以提高行为学试验结果的可信度。本次实验结果显

示，在成功获得CUMS抑郁模型之后，给予沃替西汀能

够显著缩短小鼠在强迫游泳和悬尾试验中的不动时间，

而对小鼠在旷场试验中自主活动则无影响，表明沃替西

汀的抗抑郁作用在抑郁小鼠上得到验证。此外，通过

cAMP试剂盒及蛋白免疫印迹法检测cAMP及pCREB、

BDNF含量，结果表明沃替西汀能够使抑郁小鼠海马内

cAMP水平、pCREB及BDNF蛋白含量增加，这就表明

沃替西汀可能是通过激活cAMP/CREB/BDNF信号转

导通路来发挥抗抑郁作用。

大量的研究结果表明：抑郁症患者脑内海马组织

pCREB和BDNF含量显著减少［20-21］。抗抑郁药激活细

胞膜上的腺苷酸环化酶，AC催化ATP脱去一个焦磷酸

而生产cAMP。cAMP作为第二信使在视觉和嗅觉、细

胞生长分化和代谢、记忆和神经传递等生理过程中起重

要的作用。它通过激活蛋白激酶A（PKA）进一步使其

下游靶标CREB在 133位的丝氨酸发生磷酸化［22-23］。

CREB是核转录因子，被活化后通过结合核蛋白CRE调

节下游靶基因的转录过程。BDNF是CREB的经典下

游靶基因，其基因启动子区域含有CRE序列，CREB

磷酸化从而促进了BDNF的表达［21, 24］。这与我们的研

究结果沃替西汀增加 cAMP 含量、促进 pCREB 和

BDNF表达相一致。BDNF对多种类型的神经元具有

分化、增殖、营养以及成熟等作用，可影响神经元的可塑

性及神经递质的合成，是抑郁症治疗中至关重要的神经

营养因子［25-26］。

综上所述，沃替西汀可通过提高小鼠海马cAMP的

含量、促进pCREB和BDNF的表达来改善小鼠的抑郁

样症状，即沃替西汀的抗抑郁作用机制可能与激活

cAMP/CREB/BDNF信号转导通路有关。
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blotting in CTL group (n=8), model group (n=8), Vor group
(n=10) and Flu group (n=10). **P<0.01 vs CTL group; ##P<
0.01 vs model group.
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