
was examined by the MTT assay． The combinational index ( CI) was calculated by the CompuSyn software． Next
K562 cells were treated by IM of 1 μmol /L and THZ of 2 μmol /L for 24 h alone or in combination． Apoptosis was
detected by the Annexin V /PI staining and flow cytometry． Apoptosis related proteins，pPI3K and pAKT were de-
tected by the Western blotting． Ｒesults Ｒesults of the MTT assay indicated that being treated by THZ of low con-
centrations alone had no significant influence on the inhibition of K562 cells，while being treated by THZ of 16
μmol /L showed significant effect on inducing death of K562 cells． IM alone had effect on inducing death of K562
cells of a low concentration． K562 cells being treated by IM combined with THZ had a good synergistical effect on
inducing death． Then K562 cells were treated with selected drug concentration according to CI values for 24 h，it
revealed that thioridazine group had no significant apoptosis effect by flow cytometry，while in imatinib group，two-
drug combination group there had different degree of apoptosis effect，and the control group was statistically signifi-
cant ( P ＜ 0. 01) ． Meanwhile，results of the Western blot showed that the increased expression of Cleaved Bid in
each experimental group cells，while decreased expression of Procaspase 3． Up-regulation of anti apoptosis protein
( Bcl-2，pPI3K and pAKT) expression and downregulation of apoptosis protein Bax expression demonstrated that
the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 01) comparing each experimental groups with the control group．
Conclusion IM plus THZ can synergistically induce caspase-independent apoptosis of K562 cells． The killing
mechanism may be associated with the mitochondrial pathway and inhibition of the PI3K-AKT pathway．
Key words chronic myeloid leukemia; Thioridazine; Imatinib; apoptosis; apoptosis related proteins; apoptosis
regulating protein; PI3K-AKT pathway

盐酸帕罗西汀对卵巢切除大鼠学习记忆能力
及血清雌激素水平的影响
谢双燕* ，胡佳佳* ，周伯荣，刘远波

摘要 目的 探讨抗抑郁剂盐酸帕罗西汀对卵巢切除大鼠

学习记忆能力、血清雌激素水平及大鼠海马雌激素受体表达
的影响。方法 采用 SD 雌鼠双侧卵巢切除( OVX) 作为雌
激素波动引起的抑郁与认知障碍模型，用 Morris 水迷宫实验
来测试大鼠的学习记忆功能。实验共分为正常对照组、OVX

对照组、OVX药物组。予 5-羟色胺重摄取抑制剂类药物: 盐
酸帕罗西汀 10 mg / ( kg·d) 干预 4 周。采用 ELISA 法测量
SD大鼠血清黄体生成素、卵泡刺激素、雌激素。免疫组化法
检测大鼠海马雌激素受体 α( EＲα) 和雌激素受体 β( EＲβ)

的阳性细胞表达数。结果 ① Morris 水迷宫实验中，OVX

对照组和 OVX药物组的逃避潜伏期明显缩短，停留在平台

2015 － 07 － 25 接收

基金项目: 广东省科技计划项目( 编号: 2011B060300027 ) ; 广州医科

大学附属第三医院项目( 编号: 2012Y01)

作者单位: 广州医科大学附属第三医院神经内科，广州 510150

作者简介: 谢双燕，女，医师;

周伯荣，男，教授，主任医师，硕士生导师，责任作者，E-

mail: zhoubr8@ aliyun． com
* 对本文具有同等贡献

时间百分比明显增加。② OVX 药物组的血清雌激素较
OVX对照组明显增加( P ＜ 0. 05) 。③ 药物组与非药物组的
EＲα、EＲβ表达无明显差异。结论 帕罗西汀增加 OVX 大
鼠血清雌激素水平和改善学习记忆能力，而对海马 EＲα、
EＲβ表达无明显影响。
关键词 卵巢切除; 学习记忆; 雌激素; 雌激素受体
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抑郁和认知障碍共同发生的现象或者说共病的

发病率较高。Meta分析显示老年抑郁、轻度认知障
碍及老年痴呆可能是一个临床疾病的连续症状［1］。
目前，关于抑郁与认知障碍共病的具体分子机制尚

不清楚，但不管是抑郁还是认知障碍，女性的发病率

远远高于男性，所以雌激素作为区别于男女性别的

重要激素而被关注。雌激素对情感和认知都有一定
的影响，文献［2］报道雌激素水平的改变可以引起抑

郁与认知障碍，雌激素也有治疗女性抑郁，改善女性

认知障碍的作用。雌激素在大脑功能实现的信号通
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路主要是通过雌激素受体( estrogen receptors，EＲs)
调节，经典的 EＲs包括 EＲα 和 EＲβ，而且大脑雌激
素不仅来源于外周的雌二醇( estradiol，E2 ) ，还可以
自身合成［3］。对于女性抑郁，因雌激素替代治疗存
在的诸多弊端，非激素治疗越来越多的应用在绝经

期症候群，特别是 5-羟色胺重摄取抑制剂( selective
serotonin reuptake inhibitor，SSＲI) 对于改善绝经后抑
郁有着明显的效果，而且 SSＲI联合雌激素使用时抗
抑郁作用加强［4］。另外一方面，SSＲI 在抗抑郁治疗
中，女性的效果明显好于男性，同时具有改善认知功

能和重塑神经细胞的作用［5］。SSＲI 类药物有性别
的差异和对认知功能改善的效果，其原因文献［6］报

道是雌激素对五羟色胺( 5-hydroxytryptamine，5-HT)
系统有影响，但 SSＲI 对雌激素系统的作用，除了对
水生动物的少量研究外，在大鼠中的研究鲜有报道，

所以该研究采用双侧卵巢切除 ( ovariectomized，
OVX) SD大鼠，初步探讨 SSＲI抗抑郁剂是否影响大
鼠体内血清雌激素水平及其受体在海马的表达，来

间接反映大脑中的雌激素水平。

1 材料与方法

1． 1 实验方案 应用 SD 雌性大鼠双侧 OVX 模型
作为低雌激素的女性抑郁［7］和认知障碍模型［8］，按

是否应用 SSＲI类药物( 盐酸帕罗西汀) 干预进行亚
组分组，另设立成年健康假手术组作为空白对照。
治疗前后进行Morris 水迷宫实验来验证帕罗西汀对
大鼠学习记忆能力的影响; ELISA 方法测量大鼠血
清黄体生成素( luteinizing hormone，LH) 、卵泡刺激
素( follicle stimulating hormone，FSH) 、雌激素; 免疫
组化法观察大鼠海马 EＲα 和 EＲβ 的阳性细胞表达
数。
1． 2 实验动物模型制作和分组 约 3 月龄成年健
康 SD大鼠，250 ～ 300 g，购自广东省实验动物中心，
于广州医学院动物中心饲养。成年大鼠随机分为双
侧卵巢切除大鼠空白对照组( OVX对照组) 、双侧卵
巢切除大鼠帕罗西汀干预组( OVX药物组) 、正常大
鼠空白对照组( 正常对照组) ，每组 8 只。双侧卵巢
切除术: 大鼠检疫 1 周通过后进行双侧卵巢切除术，
在动物实验室进行。对于正常对照组大鼠，除了未
切除大鼠双侧卵巢，其他操作同前。所有大鼠搬回
另一动物室，喂养充足的水和饲料，1 周后大鼠基本
恢复。药物干预: 帕罗西汀的用药剂量是 10 mg /
kg，实验组每只大鼠药物干预前称重，每 10 mg 帕罗
西汀用 5 ml 生理盐水稀释，蒸馏水的灌胃容积 5

ml /kg，灌胃 4 周; 正常对照组和 OVA对照组用等量
的生理盐水灌胃 4 周，每天上午 9: 00 ～ 10: 00 灌胃。
Morris水迷宫实验: 于治疗前和治疗结束后的第 1
天行学习记忆能力测定。采用 Morris 水迷宫( 定位
航行实验和空间探索实验) 检测大鼠空间学习记忆

功能。
1． 3 ELISA法检测雌激素、LH、FSH水平 ELISA
试剂盒购自北京绿源博德生物科技有限公司，空白

孔加标准品稀释液或标本，其余相应孔中加测试标

本，所有标本集中检测。
1． 4 免疫组化法检测大鼠海马 EＲα和 EＲβ的表
达 免疫组化 S-P 超敏试剂盒、DAB 显色试剂盒购
自福州迈新生物技术开发有限公司; EＲα 抗体( sc-
542) 、EＲβ抗体( sc-6821) 购自美国 Santa Cruz Bio-
technology公司) 。通过取材固定和冰冻切片，生物
素标记 DAB 显色等; 空白对照实验，用 PBS 代替一
抗，其余步骤不变。最后在放大 200 倍照片上用 I-
magine J软件采用人工计数的方法来计算 EＲα 和
EＲβ的表达的细胞数。
1． 5 统计学处理 使用 SPSS 13． 0 统计软件分析，
数据均以 珋x ± s 表示，采用方差分析( ANOVA) 。不
符合方差齐性或非正态分布数据采用对数转换，使

其符合正态分布。

2 结果

2． 1 各组大鼠Morris水迷宫实验数据比较 各组
大鼠在动物行为学观察前的体重见表 1。方差分析
示 3 组平均体重差异无统计学意义。研究表明随着
训练时间的推移，大鼠的逃避潜伏时间明显缩短，初

始训练的平均时间为( 17. 82 ± 7. 64 ) ，结束训练为
( 11. 31 ± 4. 52) ，表明动物的学习能力不断的提升。
方差分析显示，OVX对照组相对于正常对照组的逃
避潜伏期有明显升高( F = 5. 78，P = 0. 021) ，而在目
标象限停留的时间百分比明显缩短( F = 10. 16，P =
0. 034) ; 帕罗西汀使 OVX大鼠的逃避潜伏期明显缩
短( F = 12. 39，P = 0. 001 ) ; 使在目标象限停留的时
间百分比明显提高( F = 6. 39，P = 0. 027) 。见表 1。

表 1 各组Morris水迷宫的认知行为相关指标之间比较

组别
平均体重

( g)
逃避潜伏期

( s)
到达目标区域的

时间百分比( % )
正常对照 305 ± 8． 25 9． 44 ± 3． 29* 35． 33 ± 5． 36*

OVX对照 310 ± 6． 57 13． 20 ± 3． 75 29． 42 ± 4． 74
OVX药物 298 ± 5． 50 10． 16 ± 4． 09# 33． 01 ± 4． 96#

与 OVX对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 OVX对照组比较: #P ＜ 0. 05
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2． 2 ELISA 法检测血清雌激素、FSH、LH 的结果
与正常对照组比较，OVX 对照组和 OVX 药物组血
清雌激素水平明显下降( P ＜ 0. 05 ) ; OVX 药物组较
OVX对照组雌激素明显升高( P ＜ 0. 05) ; OVX 药物
组与正常对照组比较，LH 水平下降( P ＜ 0. 05 ) ;
OVX药物组的血清 FSH、LH 水平较 OVX 对照组存
在下降趋势，但无明显差异( P = 0. 140、0. 068 ) 。见
表 2。

表 2 各组血清雌激素、FSH、LH水平( 珋x ± s)

组别 雌激素( ng /L) FSH( IU /L) LH( IU /L)
正常对照 525． 44 ± 11． 92 17． 91 ± 0． 66 10． 01 ± 0． 33
OVX对照 394． 70 ± 37． 05* 16． 95 ± 0． 65 9． 42 ± 0． 47
OVX药物 454． 61 ± 32． 99* # 14． 24 ± 0． 65 8． 01 ± 0． 69*

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 OVX对照组比较: #P ＜ 0. 05

2． 3 大鼠海马 EＲα和 EＲβ的表达情况 在放大
400 倍显微镜下，EＲα 和 EＲβ ( 图 1 ) 在大鼠海马椎
体细胞层表达量都很高，统计分析得出各组海马

CA1 区 EＲβ的阳性表达量明显高于 EＲα。采用非
参数 Mann-whitney 检验，OVX 组、海马 CA1 区和
CA3 区 EＲα和 EＲβ的阳性细胞表达数较正常对照
组明显降低( P ＜ 0. 05 ) ; OVX 两组和组内大鼠海马
CA1 区、CA3 区 EＲα 和 EＲβ 的阳性细胞表达数差
异均无统计学意义。见表 3。

图 1 免疫组化方法检测海马 CA1 区、CA3 区
EＲα、EＲβ的阳性细胞 × 400
A: 海马 CA1 区; B: 海马 CA3 区

表3 各组海马CA1区、CA3区的 EＲα和 EＲβ的阳性细胞表达数比较

组别 CA1区 EＲα CA1区 EＲβ CA3区 EＲα CA3区 EＲβ
正常对照 128． 62 ± 3． 40 165． 50 ± 7． 73* 63． 18 ± 3． 35 76． 00 ± 3． 43
OVX对照 75． 55 ± 2． 26* 89． 53 ± 1． 95* # 38． 64 ± 1． 50* 35． 00 ± 0． 88*

OVX药物 76． 24 ± 2． 45* 91． 03 ± 3． 57* # 35． 59 ± 1． 59* 38． 84 ± 1． 29*

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 CA1区 EＲα阳性细胞数比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

本研究中的 OVX 组较正常对照组血清雌激素
明显降低，验证了本实验 OVX模型成功。帕罗西汀
药物治疗组明显提高 OVX 组的雌激素水平。研
究［9］显示，日本青鳉饲养在含 0. 1 和 0. 5 g /L 氟西
汀的水缸 4 周后血清中雌激素水平明显增加，对斑
马贝的研究显示，暴露在含 20 和 200 ng /L 氟西汀
的水中 6 d，在 200 ng /L 氟西汀的水中，该生物体内
的雌激素水平上升了 1. 5 倍［10］。SSＲIs已经被报道
影响多种细胞色素的 P450 酶，而这类酶又同时负责
很多的内源性和外源性的单体转化，包括类固醇。
在 OVX药物组，可能是 SSＲI 对 P450 的抑制作用，
从而使雌激素分解速度下降。但 LH下降说明 SSＲI
对 HPG轴同样发挥着影响。综合以上，SSＲI 对于
雌激素的影响是多种因素综合的结果，在双侧卵巢

切除鼠中雌激素水平相对较低时，SSＲI 对雌激素水
平的升高作用占主导。并且 Morris水迷宫实验数据
显示，帕罗西汀明显改善 OVX 大鼠的学习记忆能
力，雌激素具有保护神经细胞的作用，提示雌激素的

提高可能是帕罗西汀改善大鼠学习记忆能力的原

因。
研究［6］已证实雌激素系统对 5-HT 系统的合成

和降解、释放和自抑制及突触后膜受体都有影响。
研究［11 － 12］显示外周雌激素对 EＲ 在脑的表达的实
验都显示出不同的结果。Mitchner et al［11］发现 SD
大鼠服用雌激素后下丘脑 EＲα 和 EＲβ mＲNA 的表
达并没有变化。成年大鼠服用苯甲酸 E2 后脑垂体
的 EＲα 和 EＲβ mＲNA 显示出时间依赖性的下
降［12］。卵巢切除术后的大鼠，服用 E2 后 EＲα 的表
达增加，但对海马 EＲβ 没有任何影响［13］。这些都
表明了外周雌激素可上调或下调大脑 EＲα 和 EＲβ
的表达，而且这种作用依赖雌激素服用的时间、大脑
的部位及实验对象本身的状态。5-HT 系统对雌激
素系统影响研究并不多，目前仅知 SSＲI有影响雌激
素体内降解作用，有研究［14］显示，SSＲI 有雌激素受
体激动剂的作用。海马自身合成雌激素［7］，在雌激
素受体 EＲα 和 EＲβ 表达中起着直接和重要的作
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用。结合本研究 OVX组的雌激素受体 EＲα和 EＲβ
表达较正常成年鼠明显下降，提示 EＲ 与雌激素水
平波动或下降相关，可能与抑郁或学习记忆能力障

碍相关。另一方面，SSＲI对外周雌激素水平存在影
响，但并没有影响海马雌激素受体，表明 SSＲI 对外
周雌激素的影响可能不足以影响到大脑海马雌激素

或海马自身合成雌激素的水平。
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Effect of paroxetine on learning and memory ability
and serum estrogen in rats

Xie Shuangyan，Hu Jiajia，Zhou Borong，et al
( Dept of Neurology，The Third Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University，Guangdong 510150)

Abstract Objective To observe whether paroxetine affects rats’learning and memory ability，serum estrogen
and the expression of estrogen receptors in hippocampus． Methods The SD ovariectomized ( OVX) rats were a-
dopted as the model of estrogen＇s fluctuation leading to depressive symptoms and cognition disorder，treated with
paroxetine by intragastric administration at 10 mg / ( kg·d) for 4 weeks，and the sham rats as control group． Morris
water maze was used to testify the effect of paroxetine on learning and memory ability． The level of serum luteinizing
hormone，follicle-stimulating hormone，estrogen was measured by ELISA． Expressions of EＲα and EＲβ in hipp-
ocampal neurons were detected by immunohistochemistry． Ｒesults ① In Morris water maze experiment，compared
to the control group，the escape latency of two drug-groups were obviously shortened; the time of staying in the plat-
form significantly increased． ② Serum estrogen of drug-group was significantly increased compared with the control
groups ( P ＜ 0. 05) ．③ The EＲ expression between groups treated with paroxetine and the group without paroxetine
in OVX rats had no difference． Conclusion Paroxetine increses serum estrogen levels and improves the learning
and memory ability，and has no significant effect on EＲ expression in hippocampal neurons．
Key words ovariectomy; learning and memory ability; estrogen; estrogen receptor
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