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乌灵胶囊对抑郁大鼠脑组织中乙酰化 H3 及 5-HTT、TH 表达的影响
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摘要 目的：观察乌灵胶囊对抑郁大鼠脑组织中乙酰化组蛋白 H3 及 5- 羟色胺受体（5-HTT）、酪氨酸羟化酶(tyrosine hydroxylase ,
TH)表达的影响。方法：SD 大鼠随机分为对照组、模型组及乌灵胶囊低、高剂量组。取大鼠脑组织，分别采用实时荧光定量 PCR 法

和 western blot 法检测脑组织中乙酰化组蛋白 H3、组蛋白 H3，5-HTT、TH 蛋白和 mRNA 的表达。结果：乌灵胶囊明显增强大鼠脑

组织中乙酰化组蛋白比例和 5-HTT、TH 蛋白和 mRNA 的表达（P<0.05）。结论：乌灵胶囊治疗抑郁症的机制可能与升高脑组织乙

酰化组蛋白含量，从而促进 5-HTT、TH 的表达有关。
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ABSTRACT Objective: To observe the effect of Wuling capsule on the expression of acelyl histone H3, 5-HTT and TH in the brain

tissue of depressed rats. Methods: Rats were divide into control, model and two doses groups of Wuling capsule. Contents of acelyl
histone H3, histone H3, 5-HTT and TH mRNA and protein in he brain tissue of depressed rats were measured by realtime RT-PCR and
western blot methods, respectively. Results: Wuling capsule could increase the expression of acelyl histone H3, 5-HTT and TH mRNA
and protein in the brain tissue of depressed rats. Conclusion: Wuling capsule could cure athymia, this maybe concerned with its effect on
acelyl histone H3, 5-HTT and TH expression.
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抑郁症是以显著而持久的抑郁情感或心境改变为主要特

征，是与应激密切相关的一类精神疾病[1]。近年来，随着社会竞

争的日益加剧，在日常生活、学习和工作中，人们承受的生理、
心理压力越来越大，抑郁症的发病率呈逐年上升趋势。现代医

学治疗抑郁症虽然已取得较为可靠的疗效，但仍然存在着副作

用大、价格昂贵等诸多缺点，并不能完全满足临床的需求。随着

中医界对抑郁症认识的不断深入，近年来中医药治疗抑郁症在

临床上已经取得了较大的发展，收到很好的治疗效果，乌灵胶

囊已经广泛应用于临床治疗抑郁症，并取得很好疗效[2,3]，本实

验拟对其治疗抑郁症的机制进行深入探讨，为临床合理用药提

供实验室依据。

1 材料与方法

1.1 试剂与药物

乌 灵 胶 囊 ： 浙 江 佐 力 药 业 有 限 公 司 （国 药 准 字

Z19990048），总 RNA 提取试剂盒 \ 逆转录 - 聚合酶链反应试

剂盒购自 Takara 公司，5-HTT、TH、H3、乙酰化 H3 一抗（milli-
pore 公司），二抗购自北京中杉公司。
1.2 动物

SD 大鼠 24 只，重 180～220 g，雄性，由第三军医大学大坪

医院实验动物中心提供。
1.3 仪器

微量核酸定量仪（eppendoff 公司），实时定量 PCR 仪（ABI
公司），凝胶成像系统（Bio-RAD 公司）。
1.4 方法

1.4.1 实验分组及模型制备 分组：24 只 SD 大鼠分为对照组、
乌灵胶囊低高剂量组（分别给予乌灵胶囊 40 mg、80 mg，溶于 1
mL 双蒸水灌胃，1 次 / 天）、模型组（给予等量双蒸水灌胃，1 次

/ 天），每组 6 只动物。模型制备：正常对照组不接受任何刺激，

其余各组接受 7 种( 电击足底、冰水游泳、倾斜鼠笼潮湿饲养、
昼夜颠倒、禁水、禁食) 不同的刺激，每天一种，周而复始。具体

方法：电击足底(36V 交流电，每隔 1min 刺激 1 次 ,每次刺激

10s，共 30 次)、冰水游泳(4℃, 5 min)。连续刺激 21 天，21 天后

处死取脑组织。
1.4.2 总 RNA 的提取及荧光定量逆转录聚合酶链反应 取
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图 1 抑郁大鼠脑组织中乙酰化 H3/ H3 的表达

1. 模型组，2. 正常对照组、3. 乌灵胶囊 40mg/kg 组 4. 乌灵胶囊 80mg/kg

组

Fig. 1 The expression of acelyl histone H3/ histone H3 in depressed ratts

1. model group 2. control group 3. wuling capsule(40mg/kg) group 4.

wuling capsule(80mg/kg) group

Group Histone H3 Acelyl histone H3 Acelyl Histone / histone H3

Model 785.24±116.52 183.25±26.15 0.24±0.052

Control 659.28±124.36 462.13±73.52 0.70±0.13

Wuling capsul (40mg/kg) 764.52±134.85 257.84±45.31 0.34±0.065*

Wuling capsul (80mg/kg) 795.63±152.64 325.68±58.24 0.41±0.083**

表 1 乌灵胶囊对抑郁大鼠脑组织中乙酰化 H3/ H3 的影响 (x±s , n=6)
Table 1 The effect of Wuling capsule on the expression of acelyl histone H3/ histone H3 in depressed ratts

Note:* P<0.05，**P<0.01 vs model group.

50～100mg 脑组织，加入 1mL Trizol，匀浆器研磨成匀浆后，室

温静置 5 min，加入 0. 2 mL氯仿，摇匀，室温静置 10 min，4℃
10000 rpm 离心 15 min，将上层水相转移至新的离心管中，加入

等体积的异丙醇，摇匀，室温静置 10min 后 4℃ 10000 rpm 离心

10 min，弃上清，1mL 75%乙醇清洗 1 次后 7500 rpm 离心 5
min，将 RNA 沉淀晾干，用 40 μL无 RNA 酶去离子水溶解。逆

转录按试剂盒说明书进行。荧光定量聚合酶链反应参见试剂盒

说明书：1μL cDNA 样本 2 min；随后 94℃ 30 s，退火温度 60
℃ 30 s，72℃ 45s,共 40 个循环；最后 72℃延伸 10 min。采用

"primer premier 5.0" 软件设计引物，引物由上海生工生物技术

公司合成。引物：GAPDH 上游：5' AAGTTCAACGGCACAG
TCAA 3'，GAPDH 下游：5' TCCACGACATACTCAGCACC 3'
产物长度：128bp，退火温度：60℃；5-HTT 上游：5' ATTCCGA
CCACTTCTTTCCG 3'，5-HTT 下游：5' TTCATCCCTCCTTC-
CACTCC 3'，产物长度：106bp，退火温度：60℃；TH 上游：5' G
GACGGCGACAGAGTCTCAT 3'，TH 下 游 ：5' AGAACAGC
ATTCCCATCCCT 3' ，产物长度：143 bp，退火温度：60℃。
1.4.3 western blot （1）蛋白抽提：取 5～10×105 个细胞，吸取

100 μL蛋白裂解液加入到细胞内，4℃旋转 15 分钟。12000 rpm
离心 10 min，吸上清。（2）Western blot：蛋白上样后 80 V 电泳 2
h，100 V 恒压湿转 1 h，转膜结束后 5%脱脂奶粉封闭 30 分钟，

根据抗体的稀释比将相应的一抗加入 5%脱脂奶粉中，用封膜

带封好后放入 4℃冰箱过夜。TBST 洗膜，3 遍，每次 10 min。然

后加入二抗，二抗的稀释比一般为 1:3000，方法和加一抗相同，

封好口后放室温 40-50 min。TBST 洗膜，同一抗。显影液显影，

凝胶成像仪获取图像。
1.4.4 统计学方法 所有数据以均数±标准差 (x±s) 表示，应用

SPSS 11.0 对数据进行统计学处理，统计学方法采用卡方检验，

当 P<0.05 时认为有统计学意义。

2 结果

2.1 乌灵胶囊对抑郁大鼠脑组织中 H3、乙酰化 H3 蛋白的影响

本实验采用 realtime RT-PCR 方法测定了脑组织中 H3、乙
酰化 H3 蛋白的含量，结果如表 1、图 1 所示。抑郁大鼠脑组织

中乙酰化 H3/ H3 明显下降，给予乌灵胶囊后，抑郁大鼠脑组织

中乙酰化 H3/ H3 明显增加（P<0.05）。

2.2 乌灵胶囊对抑郁大鼠脑组织中 TH，5-HTT mRNA 的影响

本实验采用 realtime RT-PCR 方法测定了脑组织中 TH 和

5-HTT mRNA 的含量，结果如表 2、图 2 所示。抑郁大鼠脑组织

中 TH 和 5-HTT mRNA 表达明显下降，给予乌灵胶囊后，抑郁

大鼠脑组织中 TH 和 5-HTT mRNA 表达明显增加（P<0.05）。
2.3 乌灵胶囊对抑郁大鼠脑组织中 TH，5-HTT 蛋白的影响

本实验采用 realtime RT-PCR 方法测定了脑组织中 TH 和

5-HTT 蛋白的含量，结果如表 3、图 2 所示。抑郁大鼠脑组织中

TH 和 5-HTT 蛋白表达明显下降，给予乌灵胶囊后，抑郁大鼠

脑组织中 TH 和 5-HTT 蛋白表达明显增加（P<0.05，P<0.01）。

3 讨论

5- 羟色胺（5-HT）是单胺类中枢神经递质，在脑神经细胞

内生物合成，而且具有一定的储存、释放、与受体结合、灭活的

过程。任何一个环节出现问题，都可能会导致 5-HT 系统的功能

失调，引起疾病发生，尤其是精神疾病的发生[4,5]。5- 羟色胺神经

元位于脑干中缝的几组核团，但其发出的投射纤维可分布于大

脑皮质、皮质下区、小脑、脑干及脊髓等广大部位。5-HT 能被五

羟色胺转运体 ( 5-HTT ) 转运入突触前神经元进行再利用，

5-HTT 功能障碍会影响 5-HT 的重摄取，导致疾病的发生[6,7]。酪

氨酸羟化酶(tyrosine hydroxylase ,TH) 是儿茶酚胺(多巴胺、去甲

肾上腺素和肾上腺素) 合成的限速酶。酪氨酸羟化酶表达下降则

可直接引起儿茶酚胺合成下降，促进抑郁症的发生、发展[8,9]。
组蛋白修饰的改变属于表观遗传学范畴，组蛋白是构成染

色质的关键性结构，通过翻译后修饰途径可对其进行甲基化、
乙酰化、磷酸化或泛素化等修饰，染色质中各种组蛋白修饰方

式共同构成了 " 组蛋白密码 "，它们的综合作用决定了染色质

的转录活性[10,11]。抑郁症的病因学研究由来已久，目前仍无法确

切阐述其病理生理学机制，主流观点认为该疾病是遗传和环境

因素相互作用的结果。表观遗传学机制的引入在一定程度上拓

展了抑郁症病因学研究者的视野，提供了一种解释环境因素影
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Note:* P<0.05，** P<0.01 vs model group.

Group TH/GAPDH NE/GAPDH

Model 0.14±0.019 0.23±0.034

Control 0.52±0.092 0.76±0.13

Wuling capsul (40mg/kg) 0.19±0.021* 0.28±0.046*

Wuling capsul (80mg/kg) 0.28±0.035** 0.42±0.083**

表 2 乌灵胶囊对抑郁大鼠脑组织中 TH，5-HTT mRNA 的影响 ( x±s, n=6)

Table 2 The effect of Wuling capsule on the expression of acelyl histone H3/ histone H3 in depressed ratts

图 2 抑郁大鼠脑组织中乙酰化 5-HTT、TH 的表达

1. 模型组，2. 正常对照组、3. 乌灵胶囊 40mg/kg 组 4. 乌灵胶囊

80mg/kg 组

Fig.2 The expression of 5-HTT and TH in depressed ratts

1. model group 2. control group 3. wuling capsule(40mg/kg) group 4.

wuling capsule(80mg/kg) group

Group TH/GAPDH 5-HTT/GAPDH

Model 0.085±0.017 0.047±0.011

Control 0.92±0.18 0.95±0.19

Wuling capsul (40mg/kg) 0.21±0.045** 0.12±0.024**

Wuling capsul (80mg/kg) 0.38±0.063** 0.34±0.046**

表 3 乌灵胶囊对抑郁大鼠脑组织中 TH，5-HTT 蛋白的影响 ( x±s, n=6)

Table 3 The effect of Wuling capsule on the expression of 5-HTT and TH in depressed ratts

Note:** P<0.01 vs model group.

响基因表达的可能机制。现有研究表明，组蛋白 H3 的乙酰化

修饰可以促进 5-HTT 和 TH 的表达，从而抑制抑郁症的发展
[12-14]。一般认为抗抑郁剂的主要药理学机制是调节单胺类神经

递质系统，目前越来越多的表观遗传学研究的证据对抗抑郁剂

药理机制做出了新的诠释。
本实验复制了大鼠抑郁模型深入研究乌灵胶囊抗抑郁的

机制，发现，乌灵胶囊能升高大鼠脑组织中乙酰化 H3 的含量，

说明乌灵胶囊可调控大鼠的表观遗传，其升高 TH、5-HTT 的含

量，抗抑郁作用可能与其调控表观遗传有关，这对其抗抑郁药

理作用机制有中药提示作用，其调控表观遗传表达的机制值得

进一步深入研究探讨。
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E2F1 可能通过对钾离子通道基因的表达调控，实现对相应组

织的作用机理影响，相应调控作用的紊乱也将导致心脏、脑或

消化系统疾病的发生。
在对 G 蛋白偶联受体与 E2F1 调控研究中，我们也获得了

11 个受 E2F1 调控的 G 蛋白偶联受体基因。但这些基因的表达

不具有一致的表达特异性，难以确定 E2F1 对 GPCR 的调控作

用效果。
我们的研究从基因组全局性角度出发，在一定程度上表明

E2F1 可以通过对离子通道、G 蛋白偶联受体等重要的跨膜信

号转导基因的转录调控，实现对某些组织中相应基因的表达产

生影响，从而引起生理和病理机制的改变，对于了解心脏病、脑
病，以及消化系统疾病的发生有一定借鉴意义。
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