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摘要：目的 观察慢性应激抑郁模型大鼠海马区犬尿喹啉酸（KYNA）、喹啉酸（QUIN）、犬尿氨酸-3-单

加氧酶（KMO）、3-羟基邻氨基苯甲酸 3，4-双加氧酶（3-HAO）、犬尿氨酸转氧酶（KAT）的变化及电针的干

预作用，探讨电针抗抑郁的作用机制。方法 按照随机数字表法将24只SD大鼠分成空白组、模型组、氟西汀组、

电针组，每组6只。空白组不进行任何干预，其他3组通过慢性温和不可预知性应激刺激结合孤养的方法复制慢性应

激抑郁模型；采用开野试验观察大鼠的行为学变化；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测各组大鼠海马区KYNA、

QUIN的变化；实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测各组大鼠海马区KMO mRNA、3-HAO mRNA、

KAT mRNA相对表达量。结果 大鼠开野试验中，模型组大鼠应激前的水平运动次数、垂直运动次数与应激后

比较，差异有统计学意义（P <0.05），应激21 d后模型组大鼠水平运动次数、垂直运动的次数较应激前减少，而

氟西汀组和电针组可逆转此变化。模型组大鼠海马KYNA含量较空白组降低（P <0.05），电针组大鼠海马KYNA

含量较模型组升高（P <0.05）；模型组大鼠海马QUIN含量较空白组升高（P <0.05），氟西汀组和电针组大鼠海

马QUIN含量较模型组降低（P <0.05）。模型组大鼠海马KMO mRNA、3-HAO mRNA、KAT mRNA相对表

达量较空白组升高（P <0.05），氟西丁组和电针组较模型组降低（P <0.05）。结论 电针可能通过调节犬尿氨酸代

谢途径的异常来达到抗抑郁作用。
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Abstract: Objective To observe the changes of KYNA, QUIN, KMO, 3-HAO, KAT in hippocampus of rats

with depression, and to reveal the biological mechanisms of electro-acupuncture treating depression. Method

Totally 24 SD rats were randomly divided into 4 groups (blank group, model group, fluoxetine group, and

electroacupuncture group). The blank group did not receive any intervention, and the other three groups replicated

the model of chronic stress depression by chronic mild unpredictable stress stimulation combined with orphanage.

The locomotor activity of rats in every group by open-field experiment was observed. Hippocampus were collected,

and the level of KYNA, QUIN was detected with Elisa. The KMO mRNA, 3-HAO mRNA, and KAT mRNA were
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detected with real-time PCR. Result In the open field test of rats, there was significant difference in the number of

horizontal and vertical movements of rats in the model group before and after stress (P < 0.05). After 21 days of

stress, the number of horizontal and vertical movements of rats in the model group decreased compared with that

before stress, while this change was reversible in fluoxetine group and electroacupuncture group. The content of

KYNA in hippocampus of model group was lower than that of blank group (P < 0.05), and the content of KYNA in

hippocampus of electroacupuncture group was higher than that of model group (P < 0.05); The content of QUIN in

hippocampus of model group was higher than that of blank group (P < 0.05), and the content of QUIN in

hippocampus of fluoxetine group and electroacupuncture group was lower than that of model group (P < 0.05). The

relative expressions of kmo mRNA, 3-hao mRNA and Kat Ⅱ mRNA in hippocampus of model group were higher

than those in blank group (P < 0.05), while those in fluoxetine group and electroacupuncture group were lower than

those in model group (P < 0.05). Conclusion Electroacupuncture may relieve depression through adjusting the

abnormal of kynurenine pathway.

Keywords: depression; electro-acupuncture; chronic stimulation; kynurenine pathway; rat

抑郁症作为一种情绪障碍疾病，多表现为情

绪改变、兴趣低下、自卑感、不愿与他人交流及

自杀倾向。研究证实，大脑各个区域的5-羟色胺

（5-hydroxytryptamine, 5-HT）水平的降低与抑郁症的

发生具有相关性[1-2]。临床上多种抗抑郁药的作用

机制多基于抑郁症的单胺假说，但是三分之一的

患者对常规药物疗法没有明显效果[3]，因此有必要

进一步阐明抑郁症的生物学机制。近年来，学者

发现犬尿氨酸途径代谢异常在抑郁症的发生、发

展中发挥着作用[4-5]。中枢神经系统中，犬尿氨酸

代谢分为两个主要途径，一方面，犬尿氨酸被犬

尿氨酸转氧酶（kynurenine aminotransferase, KAT）催

化生成犬尿喹啉酸（kynurenic acid, KYNA），KYNA

具有神经保护作用；另一方面，犬尿氨酸在犬尿

氨 酸 -3- 单 加 氧 酶（kynurenine-3-monooxygenase,

KMO）、3-羟基邻氨基苯甲酸 3，4-双加氧酶（3-

hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase, 3-HAO）的作用下

转换为喹啉酸（quinolinic acid, QUIN），QUIN可引起

神经元的损害。具有神经毒性和神经保护作用的

代谢物含量之间的不平衡可能是抑郁症的主要驱

动因素。本次研究采用普遍认可的慢性温和不可

预知性应激刺激结合孤养方法复制大鼠抑郁模型，

基于犬尿氨酸途径探讨抑郁症的发病机制，以明

确电针在治疗抑郁症中的生物学机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

清洁级雄性SD大鼠，体重（200±10）g，购自北

京维通利华实验动物技术有限公司[实验动物生产

许可证号：SCXK（京）2016-0006]。购进大鼠后实

验室饲养 1 周，使其适应实验室环境，通过敞箱

试验进行行为学评分，剔除不符合实验要求的大

鼠（行为静止或过于活跃）。选取24只大鼠，按照

随机数字表法分成空白组、模型组、氟西汀组、

电针组，每组6只。

1.2 仪器与试剂

7500 Real-Time PCR 仪、稳压稳流电泳仪（美

国 Bio-Rad 公司），数码凝胶成像系统（中国 BINTA

公司），Image-Pro Plus Analysis Soft ware 计算机图像

分析仪（美国Bio-Rad公司），低温高速离心机（美国

Thermo Scientific 公 司），电 子 天 平 BS224S（德 国

Sartouris 公 司），核 酸 紫 外 分 光 光 度 计（德 国

Biophotometer 公司），LH202型韩氏穴位神经刺激仪

（北京华卫产业有限公司）。QUIN ELISA试剂盒（货

号：L190408618）购自北京奇景融生物技术有限公

司，KYNA ELISA试剂盒（货号：L190408621）购自北

京奇景融生物技术有限公司。

1.3 慢性应激抑郁模型的复制

采用慢性温和不可预知性应激结合孤养的方

式进行抑郁模型复制[6-7]。应激刺激方法：24 h 禁

食、禁水，5 min 4℃冰水游泳，24 h潮湿环境、昼

夜颠倒，3 min夹尾（距离尾尖2 cm），3 h束缚。模

型复制共进行21 d，按照随机抽签顺序，保证每种

应激平均应用3次，每天应用1种应激方式。

1.4 各组大鼠干预方法

空白组：正常群养，不采取任何干预措施；

模型组：单笼孤养结合模型复制应激；氟西汀组：

单笼孤养结合模型复制应激，应激前1 h予灌胃给
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药 （盐酸氟西汀以生理盐水配制成 1 mg/mL 浓度，

2 mg/kg给药）；电针组：单笼孤养结合模型复制应

激，应激前1 h予电针百会穴和印堂穴（频率为2 Hz，

电流强度为1 mA，20 min/次，1次/d）。

1.5 开野试验

对各组大鼠进行行为学检测，箱体规格为80 cm×

80 cm×40 cm，箱体内部均涂成黑色，箱底用白线划

分成25个等边方格。检测时，捏提大鼠尾端，待大

鼠情绪稳定后，轻置于中心方格内，统计5 min内大

鼠穿过等边方格的次数（水平运动次数）和大鼠后

肢直立次数（垂直运动次数），开野试验[8]分别在实

验前1天以及实验第22天各进行1次。

1.6 标本制备及检测方法

1.6.1 大鼠海马 KYNA、QUIN 含量检测 各组大

鼠腹腔注射麻醉（10% 水合氯醛，380 mg/kg），迅速

断头，在超净台冰上剥离取海马组织，放入灭菌离

心管中，置入-80℃保存。严格按照试ELISA剂盒说

明书对大鼠海马区KYNA、QUIN进行检测。

1.6.2 qRT-PCR 检 测 大 鼠 海 马 KMO mRNA、

3-HAO mRNA、KAT mRNA相对表达量 取20 mg

海马组织，置于加入液氮的研钵中快速研磨，将粉

末装入EP管；加入1 mL Trizol液，用枪头吹打混匀，

室温放置5 min；以1∶1 Trizol液的比例加入氯仿，摇

荡离心管15 s，室温放置2～3 min；4℃12 000 r/min离

心 15 min，取上层水，按 1∶2 Trizol 液的比例加入异

丙醇，室温放置20 min；4℃12 000 r/min离心10 min，

弃上清，按1∶1 Trizol液的比例加入75%乙醇（DEPC

配制）；4℃ 7 500 r/min离心5 min，弃上清，室温干燥

3 min；DEPC水溶解沉淀得总RNA；通过核酸紫外光

谱法测定RNA浓度，在20 μL系统中将RNA逆转录

成 cDNA。配制逆转录体系：RNA 5 μL、Oligo（dT）

2 μL、ddH2O（DEPC处理） 4.5 μL，首先70℃孵育

5 min，然后迅速放在冰上。5×Buffer 5 μL、dNTP

（10 mmol）2 μL、Ribonuclease inhibitor 0.5 μL、M-

MLV RT 1 μL。42℃孵育 60 min，然后 70℃ 10 min；

用所得的 cDNA 构建 qRT-PCR 体系：cDNA 2 μL、
引物 1（10 pmol/μL）0.5 μL、引物 2 （10 pmol/μL）
0.5 μL、SYBR mix 10 μL、dd H2O 7 μL。扩增反应条

件：94℃预变性2 min，94℃变性5 s，60℃退火30 s，

72℃延伸 10 min，共 40 个循环。绘制熔解曲线，采

用相对定量2-ΔΔCt法分析结果。KMO引物：正向5'-

TCCCTTCCACCTGAAGTCAC-3'，反向5'-AGTCTTCA

AAGCCCGCATTC-3'；3-HAO引物：正向5'-AGGTGA

CAATGGGAGGACAG-3'，反向5'-TTACAGGCAGGGT

CTTGTGT-3'。KAT引物：正向5'-GCCTTGTTCACAG

CCTTTCA-3'，反 向 5'-ACCTCCAGCCATCATTGTCA-

3'；GAPDH引物：正向 5′-CAACTCCCTCAAGATTGT
CAGCAA-3′,反向5′-GGCATGGACTGTGGTCATGA
-3′。采用2-ΔΔCt法计算KMO mRNA、3-HAO mRNA、
KAT mRNA相对表达量。

1.7 统计学方法

数据分析采用SPSS 21.0统计软件。计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进一步

两两比较用LSD-t法。P <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠抑郁行为学变化

模型组大鼠应激前的水平运动次数、垂直运

动次数与应激后比较，差异有统计学意义（P <

0.05）；空白组、氟西汀组、电针组大鼠应激前的

水平运动次数、垂直运动次数与应激后比较，差

异无统计学意义（P >0.05）；应激前4组大鼠水平运

动次数、垂直运动次数比较，经方差分析，差异

无统计学意义（P >0.05）；应激刺激21 d后4组大鼠

水平运动次数、垂直运动次数比较，经方差分析，

差异有统计学意义（P <0.05），模型组大鼠的水平

运动次数、垂直运动次数较空白组减少（P <0.05），

氟西汀组、电针组大鼠的水平运动次数、垂直运

动次数较模型组升高（P <0.05）。见表1。

2.2 各组大鼠KYNA、QUIN比较

4组大鼠KYNA含量比较，经方差分析，差异

有统计学意义（P <0.05），模型组大鼠海马KYNA含

量较空白组降低（P <0.05），电针组大鼠海马KYNA

含量较模型组升高（P <0.05）；4 组大鼠 QUIN 含量

比较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）；

模型组大鼠海马 QUIN 含量较空白组升高（P <

0.05），氟西汀组和电针组大鼠海马QUIN含量较模

型组降低（P <0.05）。见表2。

2.3 各组大鼠海马KMO mRNA、3-HAO mRNA、

KAT mRNA相对表达量的比较

4组大鼠海马KMO mRNA、3-HAO mRNA相对

表达量比较，经方差分析，差异有统计学意义
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（P <0.05），模型组大鼠较空白组升高（P <0.05），

氟西丁组和电针组较模型组降低（P <0.05）；4组大

鼠海马KAT mRNA相对表达量比较，经方差分析，

差异有统计学意义（P <0.05），模型组较空白组降

低（P <0.05），氟西汀组和电针组较模型组升高（P <

0.05）。见表3。

3 讨论

色氨酸是一种用于蛋白质生物合成的必需氨

基酸，也是5-HT和犬尿氨酸的前体。5-HT的减少

和抑郁症关系密切；同时犬尿氨酸代谢途径是色

氨酸分解代谢的主要途径。在中枢神经系统中，

犬尿氨酸代谢途径是由吲哚氨-2, 3-双加氧酶

（Indoleamine-2,3-dioxygenases, IDO）降解色氨酸引发

的。当IDO被激活后，犬尿氨酸代谢途径分为两个

主要途径，一个涉及神经保护作用的Trp-KYNA途

径，即犬尿氨酸被KAT催化生成KYNA；另一个涉

及神经毒性的Trp-NAD+途径，即犬尿氨酸在KMO、

3-HAO的作用下转换为QUIN[9-10]。在生理条件下，

色氨酸分别在 5-羟色胺能神经元中代谢为 5-HT，

在星形胶质细胞中代谢为 KYNA，作为 NMDA 和

a7nACh受体拮抗剂，KYNA可以发挥抗兴奋和抗惊

厥作用，从而提供神经保护作用[11-12]。而在心理压

力和LPS诱导的炎症反应下，小胶质细胞中犬尿氨

酸途径中神经毒性分支的KMO、3-HAO过度激活，

生成 3-HK 和 QUIN，其中 QUIN 具有神经毒性的

作用[13-16]。

慢性不可预知性应激结合孤养的方法是目前

被国内外研究人员广泛认可的抑郁症模型复制方

法。本次实验中，大鼠在经过21 d的应激后，水平

活动和垂直活动次数较空白组减少，提示抑郁模

型大鼠复制成功。氟西汀及电针治疗可增加慢性

应激大鼠的水平活动和垂直活动次数，证明了氟

西汀及电针具有抗抑郁作用。

实验表明，慢性应激可以导致大鼠海马区

KYNA的含量降低，QUIN的含量升高，KMOmRNA、3-

HAOmRNA的相对表达量升高，而KATmRNA的相对

表达量降低，提示慢性应激可以过度激活犬尿氨

酸代谢途径中的具有神经毒性的 Trp-NAD+途径，

而具有神经保护作用的 Trp-KYNA 途径则被抑制，

说明慢性应激诱导大鼠的抑郁行为与大鼠机体的

表1 各组大鼠开野试验水平运动及垂直运动次数比较 （n =6，x±s）

组别

空白组

模型组

氟西汀组

电针组

F 值

P 值

水平运动

应激前

71.66±7.31

75.66±11.11

72.16±16.63

72.00±13.41

0.133

0.939

应激后

61.33±19.36

41.83±5.56①

58.33±6.71②

67.67±15.02②

4.182

0.019

t 值

0.000

0.000

0.000

0.000

P 值

0.239

0.002

0.181

0.567

垂直运动

应激前

11.5±4.59

13.67±6.53

12.83±4.70

14.5±4.41

0.652

0.774

应激后

17.33±2.50

6.50±2.66①

12.33±2.06②

12.66±2.94②

17.970

0.000

t 值

0.000

0.000

0.000

0.000

P 值

0.058

0.030

0.822

0.493

注 ：①应激后与空白组比较，P<0.05；②应激后与模型组比较，P <0.05。

表2 各组大鼠KYNA、QUIN比较

（n =6，ng/mL，x±s）

组别

空白组

模型组

氟西汀组

电针组

F 值

P 值

KYNA

51.91±5.34

43.79±3.94

46.09±4.86

50.23±4.21

3.902

0.024

QUIN

4.82±0.43

5.98±0.86

5.01±0.44

5.27±0.44

4.702

0.012

表3 各组大鼠海马KMO mRNA、3-HAO mRNA、

KAT mRNA相对表达量比较 （n =6，x±s）

组别

空白组

模型组

氟西汀组

电针组

F 值

P 值

KMO mRNA

1.01±0.15

2.04±0.38

1.55±0.46

0.98±0.28

13.210

0.000

3-HAO mRNA

1.01±0.18

2.32±0.16

1.73±0.34

1.62±0.18

32.907

0.000

KAT mRNA

2.00±0.34

1.58±0.46

2.55±0.23

2.38±0.24

10.437

0.000
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犬尿氨酸代谢途径出现紊乱导致大鼠中枢神经系

统损伤密切相关。氟西汀组和电针组大鼠KYNA含

量较模型组升高，QUIN的含量降低，KMO mRNA、

3-HAO mRNA相对表达量降低，KAT mRNA相对表达

量升高，说明两种干预措施均可改变抑郁大鼠的

犬尿氨酸代谢异常。

“百会”“印堂”两穴，均为督脉要穴。中医

学认为：“病变在脑，首取督脉”，“百会”“印堂”

的抗抑郁作用也被多数学者验证[17]。本次研究结果

表明，电针“印堂”“百会”在缓解抑郁的同时也

对抑郁模型大鼠的犬尿氨酸代谢紊乱产生一定的

作用，这可能也是其发挥抗抑郁作用的一个机制。

可以说，抑郁与犬尿氨酸通路异常存在着密切关

联。电针可以缓解抑郁，改变犬尿氨酸通路异常，

且对机体无明显不良作用，安全有效，值得在临

床进一步推广。

本研究显示抑郁模型大鼠海马区犬尿氨酸相

关代谢产物KYNA、QUIN、KMO、3-HAO、KAT的

变化，说明抑郁状态下大鼠的犬尿氨酸途径异常，

进而可能导致海马神经损害，电针及氟西汀通过

改善犬尿氨酸代谢异常以缓解海马区神经损害。

但本次研究中未直接检测大鼠海马区神经元结构

及相关指标变化，不能强有力地证明犬尿氨酸代

谢异常对抑郁模型大鼠中枢神经系统损伤的影响。

在下一步的实验中，仍需完善相关数据，以深入

明确电针抗抑郁的机制。
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