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摘要 目的 检测雌鼠不同性周期时的抑郁样行为、海马脑
源性神经营养因子( BDNF) 的表达量及雌激素剥夺和补加
对抑郁样行为和 BDNF表达的影响，阐明雌激素对抑郁症发
病和治疗的调控作用。方法 雌性 C57 小鼠利用阴道涂片
染色法区分为发情前期和发情间期组，采用强迫游泳行为评

价两组雌鼠的抑郁样行为，并通过 Ｒeal-time PCＲ 和 Western
blot 方法检测 2 组小鼠海马中总 BDNF mＲNA和蛋白表达水
平。运用糖水偏好方法检测基础条件下和慢性不可预知应
激( CUS) 条件下卵巢摘除( OVX) 后雌鼠的抑郁样行为。最
后，在 CUS 条件下，利用糖水偏好、强迫游泳及 Ｒeal-time
PCＲ方法分别检测雌激素补加对雌激素剥夺所诱导的抑郁
样行为和海马中总 BDNF mＲNA 表达的影响。结果 强迫
游泳行为结果显示发情间期雌鼠不动时间高于发情前期 ( P
＜ 0. 05) 。实时荧光定量 PCＲ和 Western blot结果显示发情
间期海马中总 BDNF mＲNA 和蛋白的表达量比发情前期显
著降低( P ＜ 0. 05) 。糖水偏好结果显示: 基础条件下，与假
手术组相比，卵巢摘除组糖水偏好值没有变化( P ＞ 0. 05) ，
CUS条件下，糖水偏好值降低( P ＜ 0. 05) 。糖水偏好和强迫
游泳结果显示外源性补加雌激素能翻转 CUS 条件下 OVX

所诱导的糖水偏好值的降低和不动时间的增加。实时荧光
定量 PCＲ结果显示: 与假手术组相比，OVX后海马 BDNF总
mＲNA水平降低( P ＜ 0. 05 ) ，而外源性补加雌激素后海马
BDNF总 mＲNA水平恢复( P ＜ 0. 05) 。结论 雌鼠性周期能
影响抑郁样行为和海马 BDNF的表达，雌激素缺失能增加小
鼠对 CUS诱导的抑郁样行为的易感性; 而外源性雌激素补
加能翻转 CUS条件下 OVX所诱导的抑郁样行为和海马 BD-
NF mＲNA表达的降低。
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抑郁症是一种严重的精神疾病。女性较男性而
言抑郁症患病率升高［1］。研究［2］报道女性一生都
会经历雌激素水平的剧烈波动，而这些变化都与抑

郁相关，这表明卵巢激素可能在女性的压力敏感性

中发挥关键作用。卵巢激素可以在无压力的情况下
对应激提供保护作用［3］，而在应激压力下，卵巢激

素则能增加压力敏感性［4］。多项报道［5 － 6］表明，雌

激素替代疗法在临床和动物实验研究中均可产生抗

抑郁作用。研究［7 － 9］报道前额叶皮层和海马脑源性

神经营养因子( brain-derived neurotrophic factor，BD-
NF) 在抑郁症发病和抗抑郁药物治疗中起着重要作
用。研究［10 － 11］报道海马脑区 BDNF 的表达量随着
性周期的变化而变化，但是其作用结果还存在差异。
该研究利用雌激素补加的方法验证雌激素对 BDNF
mＲNA的调节作用。该实验为研究抑郁症发病和治
疗的性别差异机制提供了实验基础。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 60 只，SPF级 C57BL /6 雌鼠( 体
质量 20 ～ 25 g，10 周龄) 购自济南朋悦实验动物繁
育有限公司［生产许可证号: SCXK( 鲁) 20140007］，
自由饮水和饮食，环境温度 19 ～ 22 ℃，相对湿度
40% ～60%，实验过程中动物的处置均符合滨州医
学院附属医院动物伦理委员会的标准。
1． 1． 2 主要试剂 ＲNA 提取试剂盒购于广州 O-
mega公司; ＲNA 反转录试剂盒购于大连 Takara 公
司; ＲIPA裂解液购于上海碧云天生物技术有限公
司; AceQ qPCＲ SYBＲ Green Master Mix 试剂盒购于
南京诺唯赞生物科技有限公司; 雌激素( 17β-Estra-
diol) 和溶剂 Sesame oil 购于上海 sigma 公司; 兔抗
BDNF抗体购于英国 abcam 公司; 鼠抗 β-actin 单克
隆抗体( 1 mg /ml) 购于美国 cell signaling technology
公司; 羊抗鼠二抗 IＲ Dye800CW ( 1 mg /ml) 和羊抗
鼠二抗 IＲ Dye680 LT( 1 mg /ml) 均购于美国 Li-COＲ
公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 实验步骤及分组 实验①: 20 只 C57BL /6
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雌鼠随机均分为 2 组，分别用瑞氏染色法连续测定
小鼠性周期 8 d( 2 个完整性周期) ，第 9 天测定具体
性周期后，测雌鼠强迫游泳抑郁样行为，小鼠断头后

取组织。实验②: 16 只 C57BL /6 雌鼠随机均分为 2
组，1 组为假手术组，1 组为卵巢摘除组。手术 2 周
后，先测定基础条件下糖水偏好抑郁样行为，给予小

鼠 3-day慢性不可预知应激( 3 day chronic unpredict-
able stress，3 d CUS) ，再测定糖水偏好抑郁样行为。
实验③: 21 只 C57BL /6 雌鼠随机均分为 3 组，一组
为假手术组，第二组为卵巢摘除组，第三组也为卵巢

摘除组; 手术 2 周后第一组背部皮下注射溶剂对照
Sesame oil，第二组背部皮下注射溶剂对照 Sesame
oil，第三组背部皮下注射 17β-Estradiol( 10 mg /kg) ，
连续 3 d，同时给予 3 组小鼠 3 d CUS，最后一次注射
完成后测定小鼠糖水偏好和强迫游泳行为，然后小

鼠断头取组织。
1． 2． 2 动物模型制备 采用 400 mg /kg 水合氯醛
腹腔注射麻醉小鼠，小鼠采用仰卧位，手术部位采用

碘伏消毒，在脐与耻骨前缘中点处沿腹底壁正中线

切开皮层 1 ～ 2 cm，沿皱襞切开腹白线及腹膜进入
腹腔，在切口下方找到子宫体及一侧子宫角，沿子宫

角向前导出卵巢后摘除卵巢，同法摘除另侧卵巢; 将

子宫复位后关腹，缝合完毕后皮下注射青霉素，预防

感染。在术中及术后注意小鼠保温。其中为摘除卵
巢的手术小鼠作为假手术对照。
1． 2． 3 瑞氏染色法测定小鼠性周期 小鼠阴道涂
片自然干燥后滴加瑞氏染剂数滴，放置湿盒中静置

1 min; 加相当于染液 1. 5 倍的磷酸盐缓冲液与染液
混匀，保持约 10 min; 流水冲洗，干燥，封片，镜检。
1． 2． 4 3 d CUS 慢性应激步骤参考已发表文
章［12］的方法，每天上下午给予以下刺激中的任何一

种，持续 3 d: 束缚 2、24 h光照、电击 10 min( 0. 3 mA
电击 2 s，间歇 16 s，共 10 min) 、夹尾 15 min、高台 30
min、24 h湿盒。
1． 2． 5 糖水偏好试验 测定前剥夺饮水 4 h，2 个
相同的水瓶分别放置鼠笼的两侧，水瓶内分别装有

1%蔗糖水与饮用水，测定 12 h 内小鼠糖水和水的
消耗量，糖水偏好用糖水溶液消耗量所占总液体消

耗量的百分比来表示。
1． 2． 6 强迫游泳试验 小鼠置于透明树脂水桶中
( 高度 30 cm，直径 10 cm) ，往圆筒中注入深度为 15
cm，温度为 24 ℃的自来水，强迫游泳 6 min，记录小
鼠后 4 min 内静止不动的时间。小鼠在水面漂浮，
仅有为保持呼吸和保持头部在水面上的轻微运动状

态定义为静止不动。
1． 2． 7 ＲNA 提取和 Ｒeal-time PCＲ 利用 ＲNA 提
取试剂盒提取海马总 ＲNA，ＲNA 反转录试剂盒将
ＲNA 反转录成 cDNA，然后用 AceQ qPCＲ SYBＲ
Green Master Mix 试剂盒进行荧光定量 PCＲ 反应，
20 μl反应体系，具体反应条件: 95 ℃ 5 min，95 ℃
10 s，60 ℃ 30 s，40 个循环，并建立溶解曲线。引物
序列如下: 总 BDNF mＲNA: 上游引物: 5'-GCGC-
CCATGAAAGAAGTAAA-3'，下 游 引 物: 5'-TCGT-
CAGACCTCTCGAACCT-3'; Actin: 上游引物: 5'-GAT-
CATTGCTCCTCCTGAGC-3'，下游引物: 5'-ACTCCT-
GCTTGCTGATCCAC-3'。
1． 2． 8 Western blot 小鼠经断头并在冰上迅速分
离海马，置液氮中速冻，－ 80 ℃保存备用。取出海
马并经 ＲIPA裂解液裂解，经 BCA法测定蛋白浓度，
样品经 SDS-PAGE胶分离，转印到 PVDF 膜上，5 %
脱脂奶粉封闭，加入兔抗 BDNF ( 1 ∶ 1 000 ) 和鼠抗
β-actin一抗( 1 ∶ 1 000) 过夜孵育，加入羊抗鼠二抗
IＲ Dye800CW 或羊抗鼠二抗 IＲ Dye680 LT 荧光二
抗( 1 ∶ 5 000) 孵育 1 h，经双红外激光成像系统成像
并识别灰度进行分析。
1． 3 统计学处理 实验数据采用 Graphpad Prism
7. 0 统计软件进行数据统计分析并做图。利用 Sha-
piro-Wilk检验验证各组数据的正态分布情况。各
组数值以 珋x ± s 表示，两组间比较采用 unpaired-T 检
验。3 组之间进行 one way ANOVA 方差分析，并利
用 Turkey进行组间比较，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计
学意义。

2 结果

2． 1 雌鼠不同性周期抑郁样行为 雌性小鼠进行
阴道涂片检查，镜检结果显示: 小鼠处于发情前期

时，阴道分泌物中有大的、圆的、有核上皮细胞。小
鼠处于发情间期时，阴道分泌物有大量小的白细胞，

少量有核上皮细胞和角质化上皮细胞( 图 1A) 。2 h
后进行强迫游泳行为测定，结果显示发情间期时小

鼠的不动时间多于发情前期 ( t = 2. 43，P ＜ 0. 05 )
( 图 1B) 。
2． 2 雌鼠发情前期和间期海马 BDNF mＲNA和蛋
白表达量 BDNF mＲNA 检测结果显示，与发情前
期组相比，发情间期组雌鼠 BDNF mＲNA 表达量降
低( t = 3. 96，P ＜ 0. 05 ) ( 图 2A) 。BDNF 蛋白 West-
ern blot和数据统计分析结果显示( 图 2B) ，发情间
期组 BDNF蛋白表达量低于发情前期( P ＜ 0. 05，t =
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3. 04) 。Shapiro-Wilk检验各组数据均符合正态分布
( P ＜ 0. 05) 。

图 1 雌鼠发情前期和间期阴道涂片

瑞氏染色图和强迫游泳实验结果 × 200

A: 阴道涂片瑞氏染色图( 空心三角形: 有核上皮细胞; 实心三角

形: 白细胞; 黑色: 无核鳞状上皮细胞) ; B: 强迫游泳实验; 与发情前

期比较: * P ＜ 0. 05

图 2 雌鼠发情前期和间期海马 BDNF mＲNA和蛋白表达水平
A: BDNF mＲNA水平; B: BDNF蛋白水平 Western blot检测; 与

发情前期比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 雌激素剥夺后对雌鼠抑郁样行为和应激易感
性的影响 糖水偏好行为结果显示: 在基础条件下，

与假手术组相比，雌激素剥夺后( 卵巢摘除) 糖水偏

好值没有变化( t = 0. 75，P ＞ 0. 05) ( 图 3A) 。然后，
给予小鼠 3 d CUS，与假手术组相比，雌激素剥夺后
糖水偏好值下降( t = 3. 60，P ＜ 0. 05) ( 图 3B) 。

图 3 雌激素剥夺后基础和应激条件下糖水偏好结果
A: 无应激条件下糖水偏好值; B: 应激条件下糖水偏好值; 与假

手术组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 雌激素对应激状态下雌激素剥夺诱导的抑郁
样行为的翻转作用 应激状态下雌激素剥夺和雌激

素补加对糖水偏好值有影响( F = 5. 57，P ＜ 0. 05 )
( 图 4A) ，进一步比较分析结果显示与假手术组相
比，应激状态下雌激素剥夺能降低糖水偏好值( P ＜
0. 05) ，而雌激素外源性补加能恢复糖水偏好值的
降低( P ＜ 0. 05 ) ( 图 4A) 。应激状态下雌激素剥夺
和雌激素补加对糖水偏好值有影响，( F = 6. 38，P ＜
0. 01) ( 图 4B) ，进一步比较分析结果显示与假手术
组相比，应激状态下雌激素剥夺能增加不动时间( P
＜ 0. 05) ，而雌激素外源性补加能恢复不动时间的
增加( P ＜ 0. 05) ( 图 4B) 。Shapiro-Wilk 检验各组数
据均符合正态分布( P ＞ 0. 05) 。

图 4 应激状态下雌激素剥夺和补加对抑郁性行为的影响
A: 糖水偏好; B: 强迫游泳; a: 假手术 +溶剂对照组; b: 卵巢摘

除 +溶剂对照组; c: 卵巢摘除 +雌激素注射组; 与假手术 +溶剂对照

组比较: * P ＜ 0. 05; 与卵巢摘除 +溶剂对照组比较: #P ＜ 0. 05

2． 5 应激状态下雌激素剥夺和补加对海马 BDNF
mＲNA表达的影响 OVX 14 d 后和雌激素补加对
海马 BDNF mＲNA 的表达有影响( F = 5. 12，P ＜
0. 05) ( 图 5) ，进一步比较分析结果显示与假手术组
相比，OVX能降低海马 BDNF mＲNA 的表达( P ＜
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0. 05) ，而雌激素外源性补加能恢复海马 BDNF mＲ-
NA表达的降低( P ＜ 0. 05 ) ( 图 5 ) 。Shapiro-Wilk 检
验各组数据均符合正态分布( P ＞ 0. 05) 。

图 5 应激状态下雌激素剥夺和

补加对海马 BDNF mＲNA表达的影响
a: 假手术 +溶剂对照组; b: 卵巢摘除 +溶剂对照组; c: 卵巢摘除

+雌激素注射组; 与假手术 +溶剂对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与卵巢摘

除 +溶剂对照组比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

大量临床和临床前研究表明绝经期女性或雌性

罹患抑郁症的概率明显增加，人们普遍认为在很大

程度上是由于性腺激素的变化所造成［13］。在雌雄
性腺所分泌的激素中，雌激素是其中较为重要的一

种。雌激素水平的剧烈变化，如发生在手术和( 或)
自然绝经期，与焦虑和抑郁的发生率和症状学的变

化有关［13］。文献［14］报道处于发情周期中雌激素水
平较低的发情间期的大鼠在强迫游泳行为中表现出

抑郁样行为，但是其具体机制尚不清楚，本研究表明

小鼠发情周期中雌激素水平较低的发情间期海马

BDNF的表达量明显低于雌激素水平较高的发情前
期，而 BDNF作为一种重要的神经营养因子，在抑郁
症的发病机制和抗抑郁治疗中起重要作用，因此

BDNF随着发情周期的变化而发生的变化可能是不
同发情周期抑郁样行为的原因。与男性相比，大多
数类型的抑郁症和焦虑症在女性中发病率更高，这

种对压力产生的心理和生理后果的敏感性在青春期

开始时增强，并一直持续到更年期，这表明卵巢激素

可能在女性的这种增强的压力敏感性中发挥了关键

作用［1］。有研究［15］表明雌激素的缺乏能降低大鼠
在对应激条件下中央杏仁核的敏感的细胞因子和肾

上腺素反应。本研究表明 OVX 小鼠在基础条件下
糖水偏好实验未表现出抑郁样表型，说明雌激素在

无压力的情况对抑郁行为没有影响，但是如果给予

OVX小鼠 CUS 刺激，OVX 小鼠的则表现出抑郁样
表型，说明雌激素的缺乏介导了对应激诱导的抑郁

行为的易感性。大量研究［16］报道雌激素能调控海
马脑区 BDNF的表达，但是都存在 BDNF 检测方法
特异性和准确性不完善的缺陷，以及雌激素给药方

式复杂和耗时的缺点，本文利用 OVX和雌激素皮下
注射方式结合行为学和 Ｒeal-time PCＲ 方法进一步
确认雌激素缺乏在应激条件下能导致抑郁样行为和

海马 BDNF mＲNA表达的降低，而雌激素外源性补
加则能翻转抑郁样行为和拯救 BDNF mＲNA表达的
降低。目前雌激素调控 BDNF mＲNA表达的机制尚
不清楚，其中雌激素受体 β 作为一种核受体可能通
过修饰 BDNF启动子调控 BDNF mＲNA的转录［17］。
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Effects of estrogen on hippocampal BDNF
expression and depression-like behaviors

Liu Jing1，Wu Min2，Meng Fan-tao1，et al
( 1The Institute for Metabolic and Neuropsychiatric Disorders，

2Neurosurgery，Bin Zhou Medical University Hospital，Binzhou 256603)

Abstract Objective To investigate the depressive-like behavior and expression of hippocampal brain-derived
neurotrophic factor( BDNF) in different sexual cycles of female mice and the effect of estrogen deprivation and sup-
plementation on depressive-like behaviors and BDNF expression，and to elucidate the role of estrogen in the patho-
genesis and therapy of depression． Methods Female C57 mice were screened for proestrus and diestrus by using
vaginal smear staining． The forced swim was used to evaluate the depressive-like behavior of these two groups of fe-
male mice． Ｒeal-time PCＲ and Western blot were used to detect the expression levels of total BDNF mＲNA and
protein in the hippocampus of these two groups． Sucrose preference test was used to examine the depressive-like be-
haviors of female mice after OVX mediated estrogen deprivation under basal and chronicunpredictable stress condi-
tion． The effect of estrogen deprivation and supplementation on depression-like behaviors and hippocampal total
BDNF mＲNA expression of female mice were detected by sucrose preference test，forced swim test and Ｒeal-time
PCＲ under stress condition respectively． Ｒesults The forced swim test results showed that the immobility time of
diestrus was significantly more than that of proestrus ( P ＜ 0. 05) ． Ｒeal-time PCＲ and Western blot results showed
that the total mＲNA and protein expression levels of hippocampal BDNF in the diestrus were significantly lower than
those in the proestrus ( all P ＜ 0. 05) ． The sucrose preference results showed that under the basic condition，the
sucrose preference of OVX mice was not significantly changed compared with the sham operation control group ( P
＞ 0. 05) ，under stress condition，the sucrose preference of OVX mice was significantly reduced ( P ＜ 0. 05) ． Su-
crose preference test and forced swim test results showed that estrogen supplementation could significantly reverse
the decreased sucrose preference and increased immobility time induced by estrogen deprivation under the stress
condition． Ｒeal-time PCＲ results showed that total BDNF mＲNA level in the hippocampus of female OVX mice was
significantly reduced ( P ＜ 0. 05) compared to the sham operation group，However，the total mＲNA level of hipp-
ocampal BDNF was significantly restored after exogenous estrogen supplementation ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Sex-
ual cycles of female mice can affect depression-like behavior and hippocampal total BDNF mＲNA expression signifi-
cantly，estrogen deprivation can enhance the susceptibility to the CUS induced depression-like behaviors，and es-
trogen supplementation can reverse the depression-like behavior and reduce hippocampal BDNF expression．
Key words CUS; depression; estrogen; hippocampus; brain-derived neurotrophic factor
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