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慢性间歇性缺氧调控 ｍＴＯＲ⁃自噬信号致小鼠焦虑和
抑郁样行为机制研究
赵振涛１，程玉洁２，梅金玉１，陈　 明２

摘要　 目的　 研究慢性间歇性缺氧（ＣＩＨ）对小鼠焦虑和抑

郁样行为的影响及可能机制。 方法　 １４ 只 ８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
雄性小鼠随机分为对照组（Ｃｔｒｌ 组）和 ＣＩＨ 组。 通过悬尾实

验评价小鼠抑郁状态，通过旷场实验评价小鼠基本运动功能

和焦虑状态。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠海马区中 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃
ｍＴＯＲ、Ａｔｇ７、ｐ６２、ＮＬＲＰ３、ＮＬＲＰ１ 等自噬相关蛋白及神经炎

症水平。 结果　 与 Ｃｔｒｌ 组比较，ＣＩＨ 组小鼠在旷场实验中运

动距离 （ ｔ ＝ ６. ３７７，Ｐ ＜ ０. ００１）、运动速度 （ ｔ ＝ ６. ３６２，Ｐ ＜
０. ００１）、穿线次数（ ｔ ＝ ６. １３１，Ｐ ＜ ０. ００１）、中央区域时间降低

（ ｔ ＝ ９. ２９５，Ｐ ＜ ０. ００１），而悬尾实验中不动时间增加（ ｔ ＝
４. ６８４，Ｐ ＜ ０. ００１），海马区 ＮＬＲＰ３（ ｔ ＝ １５. ３２０，Ｐ ＜ ０. ００１）、ｐ⁃
ｍＴＯＲ 蛋白（ ｔ ＝ ５. ０７６，Ｐ ＜ ０. ０５）表达水平增加，Ａｔｇ７ 蛋白
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（ ｔ ＝ ３. ５１１，Ｐ ＜ ０. ０５）表达水平降低，而前额叶皮层中上述蛋

白均无变化。 结论　 ＣＩＨ 通过激活小鼠海马区 ｍＴＯＲ 信号，
引起海马区自噬水平降低、ＮＬＲＰ３ 炎性小体累积，最终导致

小鼠出现焦虑和抑郁样行为。
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　 　 阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征（ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｓｌｅｅｐ ａｐｎｅａ ｈｙｐｏｎｅａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＯＳＡＨＳ）是目前世界

主要的公共卫生难题之一，被认为是心脑血管疾病、
神经系统损伤、机体代谢功能损伤的独立危险因

素［１］，其神经精神症状主要表现为焦虑、抑郁以及

阿尔兹海默症［２ － ３］。 慢性间歇性缺氧（ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｔｅｒ⁃
ｍｉｔｔｅｎｔ ｈｙｐｏｘｉａ， ＣＩＨ）是 ＯＳＡＨＳ 的主要临床特征之

一［４］，海马及前额叶皮层作为情感的结构基础，易
受到缺氧刺激的影响［５］。 该课题组前期预实验结
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果提示 ＣＩＨ 可导致小鼠出现焦虑及抑郁样行为，由
此推测小鼠出现焦虑和抑郁样行为可能与其海马或

前额叶皮层的分子机制改变以及结构损伤有关。 但

是关于 ＯＳＡＨＳ 患者经过治疗后，其焦虑和抑郁症状

的改善情况报道较少。 因此，该研究拟通过 ＣＩＨ 模

拟 ＯＳＡＨＳ 对小鼠焦虑和抑郁样行为的影响，并探索

其机制，为防治 ＯＳＡＨＳ 患者出现焦虑和抑郁样行为

提供一定程度上的理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 实验动物 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，雄性，体质量

（２０ ± １）ｇ，购自杭州子源实验动物科技有限公司，
生产许可证号：ＳＣＸＫ（浙）２０１９⁃０００４。
１． １． ２　 试剂　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 一抗 ＮＬＲＰ１（１ ∶ １ ０００，
美国 Ａｂｃａｍ 公司）、ＮＬＲＰ３（１ ∶ ８００， 美国 Ａｂｃａｍ 公

司）、Ａｔｇ７（１ ∶ １ ０００， 美国 ＣＳＴ 公司）、ｐ６２（１ ∶ １ ０００，
美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）、ｍＴＯＲ（１ ∶ １ ０００， 美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公

司）、ｐ⁃ｍＴＯＲ （１ ∶ １ ０００， 美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）、β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶ ５ ０００， 美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司），二抗（１ ∶ １０ ０００， 美

国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司），ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒（美国

Ｒｏｃｋｆｏｒｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｐａｎｙ 公司）。
１． １． ３　 主要仪器　 全自动样品冷冻研磨仪（上海净

信实业发展有限公司）、水平摇床（天津欧诺仪器股份

有限公司）、电泳仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）、全波长酶标

仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）、电子天平（瑞士 Ｍｅｔｔ⁃
ｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）、ＫＤＣ⁃１２０ＨＲ 高速冷冻离心机（安
徽中科中佳科学仪器有限公司）、Ｃｈｅｍｉ Ｄｏｃ ＴＭＭＰ
Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）、ＴＳＴ⁃１００ 悬尾

视频分析系统（成都泰盟软件有限公司）、旷场图像

采集及分析系统（上海欣软信息科技有限公司）。
１． ２　 分组与动物模型建立　 小鼠常规适应性饲养

１ 周后随机分为对照组（Ｃｔｒｌ 组）和 ＣＩＨ 组，每组 ７
只。 参照 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ ［６］的 ＣＩＨ 造模方法，并根据本

研究实际情况对造模方法进行适当调整。 Ｃｔｒｌ 组在

正常空气环境中常规饲养。 ＣＩＨ 组每天 ８：００—
１６：００ 将小鼠置于动物间歇低氧舱中，舱内氧浓度

维持在 ６％ ～２１％ （舱内氧气浓度 ３０ ｓ 内由 ２１％降

低至 ６％并维持 ３０ ｓ，然后在 １２ ｓ 内升高至 ２１％ 并

维持 １８ ｓ，每个循环 ９０ ｓ），持续 ８ 周，ＣＩＨ 组间歇性

缺氧过程自由进食水。
１． ３　 小鼠行为评价试验

１． ３． １　 小鼠运动功能和焦虑状态评价　 使用旷场

实验进行小鼠焦虑状态评价。 测试箱（９６ ｃｍ × ９６

ｃｍ ×５０ ｃｍ）分成 ９ 个相等的正方形。 首先，将小鼠

放置于测试箱中央区域，自由活动适应 ２ ｍｉｎ 后，拍
摄 ３ ｍｉｎ 内小鼠在实验箱内的活动情况，分析运动

轨迹，计算运动距离、平均速度、进入中央区域时间、
穿线次数。 每只小鼠实验后，清洁测试箱的四周和

底壁，以消除嗅觉信号，并擦干测试箱，以消除嗅觉

信号。
１． ３． ２　 小鼠抑郁状态评价　 应用悬尾实验评价小

鼠抑郁状态。 实验时，从每组随机选取 ３ ～ ４ 只小

鼠，用夹子夹住尾尖 １ ｃｍ 处，随后将小鼠倒立悬吊

于实验舱内，小鼠腹部正对摄像机，测试时间为 ６
ｍｉｎ，由监控系统拍摄记录小鼠实验后 ４ ｍｉｎ 内的活

动情况，计算累积不动时间。
１． ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠海马及前额叶皮层的

炎性小体、自噬相关蛋白　 行为测试结束后，先麻醉

两组小鼠，然后断头处死动物，解剖脑组织，冰上取

出海马及前额叶皮层组织。 根据 ＢＣＡ 蛋白质浓度

检测试剂盒操作说明测定海马及前额叶皮层总蛋白

浓度。 根据总蛋白浓度确定上样量， １０％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 用于分离样品。 经过上样、电泳（７５ Ｖ， ４５
ｍｉｎ；１２０ Ｖ， １ ｈ）、转膜（２００ ｍＡ， １ ｈ；３００ ｍＡ， ３０
ｍｉｎ） 、封闭（５％脱脂奶粉）、一抗 ４ ℃过夜、ＴＢＳＴ 洗

膜、二抗孵育、ＴＢＳＴ 洗膜，最后加入显影液，使用

Ｃｈｅｍｉ Ｄｏｃ ＴＭＭＰ 成像系统及专业分析软件进行分

析。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参。
１． ５ 　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ ２３. ０、 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８. ０. ２ 进行数据分析，计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，
比较采用独立样本 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １　 ＣＩＨ 对小鼠旷场实验中行为的影响 　 与 Ｃｔｒｌ
组比较，ＣＩＨ 组小鼠在旷场实验中的运动距离、穿线

次数、平均运动速度降低（ ｔ ＝ ６. ３７７、６. １３１、６. ３６２，
均 Ｐ ＜ ０. ００１），表明 ＣＩＨ 可以一定程度上影响小鼠

的运动功能；此外，与 Ｃｔｒｌ 组比较，ＣＩＨ 组小鼠在旷

场实验中的中央区域时间减少 （ ｔ ＝ ９. ２９５， Ｐ ＜
０. ００１），表明 ＣＩＨ 可导致小鼠出现焦虑样行为。 见

图 １。
２． ２　 ＣＩＨ 对小鼠悬尾不动时间的影响　 在悬尾实

验中，与 Ｃｔｒｌ 组比较，ＣＩＨ 组小鼠的不动时间增加，
差异有统计学意义［（６８. ５９ ± ３５. ７５） ｓ ｖｓ （１６１. ９３
± ３８. ７６） ｓ，ｔ ＝ ４. ６８４，Ｐ ＜ ０. ００１］，提示经过 ８ 周的

ＣＩＨ，小鼠出现抑郁样行为。 见图 ２。

·４１４１· 安徽医科大学学报　 Ａcｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉcｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｓｅｐ；５７（９）



图 １　 旷场实验

Ａ：旷场实验示意图；Ｂ：旷场实验 Ｃｔｒｌ 组与 ＣＩＨ 组小鼠运动轨迹图；Ｃ ～ Ｆ：旷场实验结果，依次为运动距离、中央区域时间、穿线次数、平均

运动速度；与 Ｃｔｒｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 悬尾实验

Ａ：悬尾实验示意图；Ｂ：悬尾实验结果；与 Ｃｔｒｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ３ 　 ＣＩＨ 对小鼠海马区神经炎症的影响 　 采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测两组小鼠海马及前额叶皮层

组织中炎性小体含量，发现 ＣＩＨ 组小鼠海马中的

ＮＬＲＰ３（ ｔ ＝ １５. ３２０，Ｐ ＜ ０. ００１）水平上调，而 ＮＬＲＰ１
（ ｔ ＝ １. １５９，Ｐ ＞ ０. ０５）保持不变；ＣＩＨ 组小鼠前额叶

皮层中 ＮＬＲＰ３（ ｔ ＝ ０. ０４９ １５，Ｐ ＞ ０. ０５）、ＮＬＲＰ１（ ｔ ＝
１. ６５６，Ｐ ＞ ０. ０５）均无明显改变，表明 ＣＩＨ 可诱导小

鼠海马区发生神经炎症。 见图 ３。
２． ４ 　 ＣＩＨ 对小鼠海马区自噬水平的影响 　 通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了 ＣＩＨ 后小鼠海马及前额叶皮层

组织中自噬相关蛋白的水平，发现 ＣＩＨ 组小鼠海马

组织中 Ａｔｇ７ 水平下降（ ｔ ＝ ３. ５１１，Ｐ ＜ ０. ０５），而 ｐ６２
（ ｔ ＝ ２. ０５９，Ｐ ＞ ０. ０５）水平无明显改变；前额叶皮层

中 Ａｔｇ７（ ｔ ＝ ０. １７０ ３，Ｐ ＞ ０. ０５）、ｐ６２ （ ｔ ＝ ０. ８１３ ３，
Ｐ ＞ ０. ０５）水平均无明显改变，提示 ＣＩＨ 可降低小鼠

海马区自噬水平。 见图 ４。
２． ５ 　 ＣＩＨ 对小鼠海马区 ｍＴＯＲ 信号的影响 　 同

时，ＡＭＰＫ 促进自噬启动，ｍ⁃ＴＯＲ 是自噬途径的负

调节因子。 ＡＭＰＫ 通过直接磷酸化和抑制 ｍ⁃ＴＯＲ
磷酸化来激活细胞自噬，ｍ⁃ＴＯＲ 磷酸化水平增加可

抑制机体自噬水平。 为了探讨 ＣＩＨ 是否通过 ｍ⁃
ＴＯＲ 途径影响自噬，本研究同时检测了 ＣＩＨ 后小鼠

海马区及前额叶皮层中 ｍ⁃ＴＯＲ 途径相关蛋白的水

平，发现小鼠海马组织中 ｐ⁃ｍＴＯＲ 水平上调 （ ｐ⁃
ｍＴＯＲ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 的 ｔ 值 分 别 是

４. ７０９、５. ０７６，均 Ｐ ＜ ０. ０５），而前额叶皮层中 ｍＴＯＲ
（ ｔ ＝ ０. １７２，Ｐ ＞ ０. ０５）及 ｐ⁃ｍＴＯＲ（ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、
ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 的 ｔ 值分别是 ０. ６２３ ３、０. ９０７ ７，Ｐ ＞
０. ０５）水平均无明显改变，表明 ＣＩＨ 可通过激活

ｍＴＯＲ 磷酸化， 产生过量 ｐ⁃ｍＴＯＲ， 从而推测 ｐ⁃
ｍＴＯＲ 抑制上述小鼠海马区的自噬水平。 见图 ５。
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图 ３　 ＣＩＨ 对炎症小体水平的影响

Ａ：海马区的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白条带；Ｂ、Ｃ：海马区的 ＮＬＲＰ１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、ＮＬＲＰ３ ／ β⁃ａｃｔｉｎ 水平；Ｄ：前额叶皮层的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白条带；Ｅ、Ｆ：前额

叶皮层的 ＮＬＲＰ１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、ＮＬＲＰ３ ／ β⁃ａｃｔｉｎ 水平；与 Ｃｔｒｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ４　 ＣＩＨ 对自噬水平的影响

Ａ：海马区的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白条带；Ｂ、Ｃ：海马区的 Ａｔｇ７ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、ｐ６２ ／ β⁃ａｃｔｉｎ 水平；Ｄ：前额叶皮层的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白条带；Ｅ、Ｆ：前额叶皮

层的 Ａｔｇ７ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、ｐ６２ ／ β⁃ａｃｔｉｎ 水平；与 Ｃｔｒｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 本研究发现，ＣＩＨ ８ 周后，小鼠出现焦虑抑郁样

行为。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果提示 ＣＩＨ 组小鼠海马区

ＮＬＲＰ３、ｐ⁃ｍＴＯＲ 增加，Ａｔｇ７ 降低，由此推测，ＣＩＨ 通

过激活 ｍＴＯＲ 磷酸化，从而抑制自噬水平，导致 ＮＬ⁃
ＲＰ３ 累积增加，最终引起海马区损伤，出现焦虑抑郁

样行为。 这可能在一定程度上解释 ＯＳＡＨＳ 患者罹

患焦虑抑郁症的机制，为临床防治提供基础研究理

论。
抑郁症是一种以心境低落为核心的情感障碍，

可有焦虑、精力减退等多方面表现。 研究［７］ 表明，
ＯＳＡＨＳ 患者的焦虑抑郁症状患病率远高于非 ＯＳ⁃
ＡＨＳ 人群，长期焦虑抑郁会导致睡眠质量不佳等，
加重 ＯＳＡＨＳ 症状，形成恶性循环。

目前焦虑、抑郁的发病机制假说主要包括炎症
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图 ５　 ＣＩＨ 对 ｍＴＯＲ⁃自噬途径蛋白水平的影响

Ａ：海马区 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白条带；Ｂ ～ Ｄ：海马区的 ｍＴＯＲ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 水平；Ｅ：前额叶皮层的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白

条带；Ｆ ～ Ｈ：前额叶皮层的 ｍＴＯＲ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 水平；与 Ｃｔｒｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

假说、细胞自噬假说等。 炎症假说指出过度激活的

炎症反应在抑郁症的发生发展中具有重要作用［８］。
神经炎症是对组织损伤的一种先天免疫反应，在许

多中枢神经系统疾病中发挥重要作用，其特点是小

胶质细胞的激活，伴炎症因子和趋化因子水平的升

高［９］。 炎性小体是先天免疫反应的重要组成部分，
参与炎症相关神经疾病的发生与发展［１０］，而 ＮＬＲＰ３
作为一种目前研究比较深入的炎性小体，由 ＮＬＲＰ３
蛋白、凋亡相关斑点样蛋白和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 组成，可被

多种外源性及内源性刺激激活，如感染、损伤、代谢

产物等。 应激状态下，免疫细胞被激活，凋亡相关斑

点样蛋白由胞核移位到胞浆，招募并活化 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
前体蛋白，活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 能够促进 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β、
ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８ 的成熟活化并释放到胞外，引发炎症反

应［１１］。 炎症反应的发生又会进一步激活 ＮＬＲＰ３，如
此循环反复，进一步加重炎症反应，最终引起组织损

伤，诱发疾病。 另外，研究［１２］表明，抑郁状态下海马

区 ＮＬＲＰ３ 水平呈过度激活状态，而敲除 ＮＬＲＰ３ 基

因的小鼠，在慢性刺激下不会出现抑郁样行为。 本

研究中，小鼠在 ＣＩＨ ８ 周后出现明显的焦虑和抑郁

样行为，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果提示 ＣＩＨ 组小鼠海马区

ＮＬＲＰ３ 显著升高。 这可能是由于 ＣＩＨ 作为一种损

害信号，能够激活 ＮＬＲＰ３，最终驱动炎症反应的发

生。 而中枢神经系统中 ＮＬＲＰ３ 主要表达于小胶质

细胞［１３］，其过度激活，诱导产生神经炎症，最终引起

海马区损伤。

自噬是真核细胞通过溶酶体途径降解和再利用

细胞质成分的过程，是细胞自我保护的重要机制。
自噬受多种信号分子的调控，ｍＴＯＲ 是其中最重要

的信号分子之一，是自噬的负调节因子，在正常生理

条件下，磷酸化 ｍＴＯＲ 能够抑制细胞自噬［１４］。 机体

处于稳态时，自噬处于低水平状态，但是在神经元中

自噬处于活跃状态，有利于维持神经元的结构、功
能、存活。 有研究［１５］表明，抑制神经元自噬水平，其
存活率下降。 本研究中，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果提示 ＣＩＨ
８ 周后，小鼠海马区 ｐ⁃ｍＴＯＲ 水平增加，Ａｔｇ７ 水平降

低，提示 ＣＩＨ 可通过激活 ｍＴＯＲ，诱导其磷酸化，产
生 ｐ⁃ｍＴＯＲ，最终抑制海马区自噬水平，从而引起海

马区神经元的损伤。
本研究结果表明，ＣＩＨ ８ 周后，小鼠海马区 ＮＬ⁃

ＲＰ３、ｐ⁃ｍＴＯＲ 水平增加，Ａｔｇ７ 水平降低，可能是由于

ＣＩＨ 激活 ｍＴＯＲ，抑制小鼠海马区自噬水平，导致神

经炎症介质累积，ＮＬＲＰ３ 水平升高，引起海马区损

伤。
综上所述，ＣＩＨ 通过激活 ｍＴＯＲ 抑制海马区自

噬水平并累积过量的 ＮＬＲＰ３，最终引起海马区损

伤，出现焦虑和抑郁样行为。 因此，提高海马区自噬

水平及降低海马区 ＮＬＲＰ３ 水平可能成为防治 ＯＳ⁃
ＡＨＳ 患者出现焦虑及抑郁症状的新靶点。
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