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异丙酚联合电休克治疗对抑郁大鼠海马谷氨酸摄取功能的影响
朱贤林 1，郝学超 2

(1.恩施土家族苗族自治州中心医院麻醉科，湖北 恩施 445000；

2. 重庆医科大学附属第一医院麻醉科，重庆 400016)

【摘要】 目的 探讨异丙酚联合电休克治疗对抑郁大鼠海马谷氨酸摄取功能的影响。方法 成年雄性SD大

鼠60只，采用慢性不可预见性应激方法建立大鼠抑郁模型。待建模完成后选取抑郁评分相近的48只大鼠，通过随

机数表法将其分为四组：抑郁组模型组(D组)、电休克处理组(DE组)、异丙酚处理组(DP组)和异丙酚联合电休克

处理组(DPE组)，每组 12只。D组大鼠腹腔注射生理盐水 8 mL/kg后行伪电休克处理；DE组大鼠腹腔注射生理

盐水 8 mL/kg后行电休克处理；DP组大鼠腹腔注射异丙酚80 mg/kg后行伪电休克处理；DPE组大鼠腹腔注射异丙

酚80 mg/kg后行电休克处理。糖水偏好实验和Morris水迷宫用于行为学测试，Western blot检测海马谷氨酸转运体

EAAT1/EAAT2表达，高效液相色谱检测海马谷氨酸浓度。结果 电休克及异丙酚处理前，大鼠的逃避潜伏期和空

间探索时间在四组间比较差异均无统计学意义(P>0.05)；电休克及异丙酚处理后，与D组相比，DE组糖水偏好百分

比升高、逃避潜伏期延长、空间探索时间缩短，EAAT2表达下调，以及海马谷氨酸水平升高，差异均有统计学意义

(P<0.05)；与DE组相比，DPE组具有更短的逃避潜伏期和更长的空间探索时间，EAAT2表达上调及海马谷氨酸水

平降低，差异均有统计学意义(P<0.05)；各组大鼠海马EAAT1表达比较，差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 异

丙酚预处理能够有效减轻电休克诱导的学习记忆损伤，其机制可能与上调海马EAAT2表达、改善谷氨酸摄取功能

有关。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of propofol combined with electroconvulsive therapy (ECS)

on glutamate reuptake function in hippocampal of depressive rats. Methods Sixty adult male Sprague-Dawley rats

were subjected to generate animal models of depression by chronic unpredictable mild stress (CUMS). After CUMS pro-

cedure was completed, forty-eight rats with similar depression scores were selected and randomly divided to four groups,

using random number table: depression model group (group D), ECS treatment group (group DE), propofol treatment

group (group DP), and propofol + ECS treatment group (group DPE), with 12 rats in each group. Group D were treated

with pseudoelectric shock after intraperitoneal injection of normal saline for 8 mL/kg; Group DE were treated with ECS

after intraperitoneal injection of normal saline for 8 mL/kg; Group DP were treated with pseudoelectric shock after intra-

peritoneal injection of propofol 80 mg/kg; Group DPE were treated with ECS after intraperitoneal injection of propofol

for 80 mg/kg. The sucrose preference test and Morris water maze were used to assess behavioural changes. The expres-

sion levels of EAAT1 and EAAT2 were measured by western blot. High performance liquid chromatography was used to

detect hippocampal glutamate concentrations. Results Before electroshock and propofol treatment, there were no sig-

nificant differences in escape latency and spatial exploration time among the four groups (P>0.05). After electroshock

and propofol treatment, group DE showed increased percentage of sugar water preference, prolonged escape latency,

shortened spatial exploration time, decreased expression of EAAT2, and increased level of glutamate in hippocampus

compared with D group, with statistically significant difference (P<0.05). Compared with group DE, group DPE had

shorter escape latency, longer spatial exploration time, up-regulated EAAT2 expression and lower level of glutamate in

hippocampus, with statistically significant difference (P<0.05). There were no significant differences in the expression of

EAAT1 in hippocampus of all groups (P>0.05). Conclusion Propofol alleviate the learning and memory impairment in-

duced by ECS, and the mechanism may be related to the up-regulation of EAAT2 expression in hippocampus and the im-

provement of glutamate uptake function.
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抑郁症是一种常见的精神类疾病，影响了大约

17% 的世界人口 [1]。电休克治疗 (electroconvulsive

therapy，ECT)是一种快捷、高效的抗抑郁治疗措施，尤

其适用于重度及药物抵抗型抑郁患者，但可导致学习

记忆损伤[2-3]。前期研究发现，异丙酚具有神经保护效

应并能减轻ECT所致的学习记忆损伤[4]，但具体的分

子机制尚不清楚。

谷氨酸是中枢神经系统中的一种兴奋性神经递

质，参与了多种生理功能的维持和调节。然而，脑内

谷氨酸浓度过度升高，尤其神经细胞外谷氨酸大量聚

集，能够介导兴奋性神经毒性并损伤学习和记忆 [5]。

兴奋性氨基酸转运体(excitatory amino acid transport-

ers，EAATs)，也称为谷氨酸转运体，能够将突触前释放

的谷氨酸迅速转运入神经元或胶质细胞内，从而有效

清除突触间隙过多的谷氨酸并降低细胞外谷氨酸浓

度[6]。因此，EAATs承担着谷氨酸的摄取并参与脑内

谷氨酸稳态的维持，在防止谷氨酸毒性损伤方面扮演

着极其重要作用。本研究拟观察异丙酚联合ECS对

海马区EAATs表达及谷氨酸浓度的影响，以期从谷氨

酸摄取功能的角度解释异丙酚改善抑郁大鼠ECS后

学习记忆功能的可能机制。

1 材料与方法

1.1 动物及抑郁模型 成年、健康的Sprague-Daw-

ley雄性大鼠60只，体质量200~250 g，鼠龄2~3个月，由

重庆医科大学动物实验中心提供。于标准实验条件下

[自由摄取食物和水，温度(22±2)℃]适应性饲养1周后，

采用慢性不可预见性轻度应激法(chronic unpredictable

mild stress，CUMS)建立抑郁大鼠模型[7]，即大鼠先采用

孤笼饲养，然后再随机安排一种应激：24 h禁食；24 h

禁水；24 h潮湿垫料；4℃冰水游泳5 min；45°鼠笼倾斜

24 h；45℃热水游泳5 min；昼夜颠倒24 h；水平摇晃鼠

笼(1次/s) 15 min；夹尾 1 min。10种应激方法，每天选

择一种，连续28 d。

1.2 实验分组及处理 抑郁模型建立成功后，选

取抑郁评分相近的 48只大鼠，随机分为四组：抑郁组

(D组)、电休克组(DE组)、异丙酚组(DP组)和异丙酚联

合电休克组(DPE组)，每组 12只。D组大鼠腹腔注射

生理盐水8 mL/kg后行伪ECS处理；DE组大鼠腹腔注

射生理盐水 8 mL/kg 后行 ECS 处理；DP 组大鼠腹腔

注射异丙酚(批号：GV461，AstraZeneca公司，意大利)

80 mg/kg后行伪ECS处理；DPE组大鼠腹腔注射异丙

酚80 mg/kg，待翻正反射消失后行ECS处理。以上处

理 1次/d，连续 7 d。ECS处理采用Niviqure 电休克治

疗系统(Niviqure-Meditech，印度)，经双侧耳夹电极放

电(波宽1.5 ms、波幅0.8 A、频率125 Hz、持续0.8 s)，以

诱发大鼠全身阵挛性抽搐作为治疗成功的标准。伪

ECS处理与ECS相同，但不通电。

1.3 糖水偏好实验 通过糖水偏好实验评估大

鼠的抑郁状态，分别于建模前、建模后和ECS处理后

进行。大鼠先经2 d的糖水适应，然后让其禁食、禁饮

23 h，再给每个鼠笼放入 2瓶饮用水，其中一瓶为 1%

蔗糖溶液，而另一瓶为纯水。允许大鼠在 1 h内自由

饮水，然后收集水瓶，计算每只大鼠1 h内消耗的纯水

量和糖水量。糖水偏好百分比=[消耗的糖水量/(消耗

的糖水量+消耗的纯水量)]×100%。注意，第一天糖水

适应采用每笼放入2瓶1%蔗糖溶液，第二天糖水适应

采用每笼放入1%蔗糖溶液和纯水各一瓶。

1.4 Morris水迷宫 于建模前、后及ECS处理后

采用 Morris 水迷宫评价大鼠的学习记忆能力。水迷

宫由一个直径150 cm的圆形水池和一个直径11 cm的

平台组成，平台置于东南象限中心处并浸没于水面下

1.5 cm，用墨汁将水染黑。前 5 d为定位巡航实验，先

将大鼠面朝向池壁，然后依次从东、西、南、北4个象限

放入水中，并记录大鼠的逃避潜伏期，即大鼠从入水

至登上平台的时间。假如大鼠入水后60 s内仍没有找

到平台，则实验员将其轻柔引导至平台，并让其停留

15 s，则此次逃避潜伏期应计作60 s。取第3~5天的平

均值作为逃避潜伏期最终成绩。第6天进行空间探索

实验，撤去平台，并将大鼠从原平台位置的对侧象限

投入水中，记录大鼠 60 s内在原平台象限消耗的游泳

时间，即为空间探索时间。Morris水迷宫实验期间，维

持室内安静和房间陈设固定以降低干扰。

1.5 Western blot 检测海马 EAAT1/EAAT2 蛋白

表达 将冷冻的海马组织称重并在液氮中磨碎，然

后加入 RIPA 缓冲液 (每克组织 3 mL RIPA)充分混

匀，12 000 r/min，4℃离心10 min，取上清液；将上清液

与缓冲液按4:1的比例混匀后，于100℃沸水中煮5 min，

以充分变性蛋白；取50 μg蛋白样品，经SDS-PAGE分

离后，电转移至PVDF膜上，用 5%脱脂奶粉室温封闭

1 h；加入一抗：EAAT1 (1:1 000 稀释，Santa Cruz，美

国)；EAAT2 (1:1 000 稀释，Santa Cruz，美国)；GAPDH

(1:1 000 稀释，Santa Cruz，美国)，4℃摇床孵育过夜；

PBST 漂洗 3 次，每次 10 min。然后加入 HRP 标记的

羊抗兔 IgG (1:5 000 稀释，Santa Cruz，美国)，室温孵

育 2 h；PBST漂洗 3次，每次 10 min。以GAPDH作为

内参，用ECL发光法检测蛋白表达，并用凝胶成像系

统照相。

1.6 高效液相色谱法检测大鼠海马组织谷氨酸

(Glu)含量 每组随机选取6只大鼠，在腹腔注射2%戊

巴比妥 50 mg/kg麻醉后，在冰盘上分离海马并称重，

加入甲醇 1 mL匀浆后，取海马组织液 150 μL，然后加

入乙腈300 μL，震荡1 min让其充分混匀，离心15 min

(10 000 r/min)；取 380 μL 上清液，加入 0.5 mol/mL 的

碳酸氢钠 120 μL及 0.2%的 2,4-二硝基氟苯 30 μL，震
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荡混匀，避光水浴(60℃) l h，取0.5 mL上清液用于Glu

含量测定。色谱条件：色谱柱为 Macherey-nagei

ods-C18 (Dima 公司，美国)；流动相 A 为醋酸钠缓冲

液(0.05 mol/L，pH 6.5)，B 为乙腈-水(1:1，V:V)；流速

0.8 mL/min，柱温 35℃，检测波长 360 nm，通过检测到

的Glu峰面积与标准曲线对比进行定量。海马谷氨酸

浓度(μmol/g)=[样品谷氨酸浓度 (μmol/μL)×样品容积

(μL)]/海马组织重量(g)。

1.7 统计学方法 应用SPSS17.0统计学软件进

行数据分析，计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，多组

间比较采用单因素方差分析(ANOVA)，组间两两比较

采用SNK-q检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组大鼠ECS治疗前后糖水偏好百分比和

Morris水迷宫结果比较 ECS处理前，各组大鼠的糖

水偏好百分比及逃避潜伏期、空间探索时间比较差异

均无统计学意义 (P>0.05)；ECS处理后，与D组相比，

DE组和DPE组糖水偏好百分比明显升高、逃避潜伏

期明显延长、空间探索时间明显缩短，差异有统计学

意义(P<0.05)；与DE组相比，DPE组大鼠的逃避潜伏

期明显缩短、空间探索时间明显延长，差异有统计学

意义(P<0.05)。 D 组和 DP 组比较，其糖水偏好百分

比、逃避潜伏期、空间探索时间差异均无统计学意义

(P>0.05)，见表 1。

2.2 各组大鼠海马EAAT1/EAAT2蛋白表达量和

Glu含量比较 各组大鼠海马EAAT1蛋白表达差异无

统计学意义 (F=3.095，P=0.087)；与 D 组相比，DE 组

EAAT2 蛋白表达明显降低 (P<0.05)，与 DE 组相比，

DPE 组 EAAT2 蛋白表达上调，差异均有统计学意义

(P<0.05)，但D组、DP组、DPE组间的EAAT2蛋白表达

差异无统计学意义(P>0.05)。对各组大鼠海马Glu浓

度分析发现，与D组相比，DE组Glu浓度明显升高(P<

0.05)，与DE组相比，DPE组Glu浓度明显降低，差异均

有统计学意义(P<0.05)，但 D 组、DP 组、DPE 组间的

Glu浓度差异无统计学意义(P>0.05)，见表2和图1。

3 讨 论

慢性不可预见性应激是目前国际上建立动物抑郁模

型的常用方法，兴趣缺失是抑郁症的核心症状之一，糖水

偏好实验能够反映大鼠是否存在兴趣缺失，从而较准确

评估其抑郁程度[7]。Morris水迷宫常用于测试啮齿类动

物的学习记忆功能，其通过逃避潜伏期和空间探索时间

的长短反映动物学习记忆能力。该研究结果发现ECS升

高了大鼠的糖水偏好百分比，改善了大鼠的抑郁样行为，

但延长了大鼠的逃避潜伏期和缩短了大鼠的空间探索时

间，因而导致了学习记忆损伤。然而，异丙酚预处理有效

增强了ECS后大鼠的学习记忆功能。

谷氨酸浓度过度升高能够介导兴奋性毒性损伤，

EAATs能够将释放的谷氨酸迅速的转运入细胞内，从

而承担了谷氨酸的摄取并维持着谷氨酸的稳态。目

前，已有 5 种不同的谷氨酸转运体(EAAT1-5)在哺乳

动物的体内被发现[8]，其中EAAT1和 EAAT2异常丰富的

表2 各组大鼠海马EAAT1/EAAT2蛋白表达量和Glu含量(x-±s)

组别

D组

DE组

DP组

DPE组

F值

P值

EAAT1/GAPDH

0.524±0.013

0.526±0.014

0.532±0.008

0.517±0.015

0.924

0.482

EAAT2/GAPDH

0.453±0.038

0.215±0.019a

0.427±0.032b

0.392±0.027b

12.148

<0.01

Glu (μmol/g)

8.48±0.59

10.85±0.56a

8.23±0.52b

9.38±0.78b

9.286

<0.01

只数

6

6

6

6

表1 各组大鼠ECS治疗前后糖水偏好百分比(%)和Morris水迷宫结

果比较(n=12，x-±s)

组别

D组

DE组

DP组

DPE组

F值

P值

治疗前

66.1±4.4

63.5±5.4

65.4±4.0

62.04±5.0

1.462

0.313

治疗后

63.3±4.2

85.5±4.5ac

65.1±4.2b

78.5±3.9abc

13.723

<0.01

治疗前

21.3±4.9

22.3±5.0

20.9±4.3

22.7±5.2

1.304

0.349

治疗后

16.5±4.6c

28.8±5.0ac

18.3±4.7b

23.2±5.1ab

15.265

<0.01

治疗前

23.7±3.8

20.6±4.4

23.5±3.7

22.4±4.2

0.966

0.415

治疗后

28.4±3.9c

15.2±3.4ac

24.2±3.8b

21.4±3.6ab

16.984

<0.01

注：与D组治疗后比较，aP<0.05；与DE组治疗后比较，bP<0.05；与同组

治疗前比较，cP<0.05。

糖水偏好百分比(%) 逃避潜伏期(s) 空间探索时间(s)

图1 Western blot检测各组大鼠海马EAAT1/EAAT2蛋白表达

注：以GAPDH 作为内参，通过比较相对密度值反映EAAT1/EAAT2蛋

白表达水平(n=6，x-±s)；A，大鼠海马EAAT1表达水平；B，大鼠海马

EAAT2表达水平；与D组比较，aP<0.05，与DE组比较，bP<0.05。

··743



海南医学2018年3月第29卷第6期 Hainan Med J, Mar. 2018, Vol. 29, No. 6

表达于中枢海马和前额叶，是两个胶质细胞谷氨酸转运
体，并承担了脑内约90%以上的谷氨酸摄取[9]。EAAT3

富集于神经元上，是一种神经元谷氨酸转运体，EAAT4

和 EAAT5主要局限于小脑和肾脏，而且表达量较低。研
究表明，敲出动物的EAAT1或EAAT2，能够直接导致
谷氨酸摄取障碍并诱发兴奋性毒性损伤，而敲出
EAAT3却与预想的结果相反，未发现其介导谷氨酸兴奋
性损伤[10]。因此，该研究关注的重点主要集中于异丙酚
联合ECS对海马EAAT1和 EAAT2表达的影响。

该实验结果显示，抑郁大鼠经过ECS处理后，其
海马EAAT2的表达明显下调，谷氨酸水平明显升高。
预先给予大鼠异丙酚处理，则ECS诱导的EAAT2表达
下调能够被部分逆转，其海马谷氨酸浓度也明显下
降，但EAAT1的表达保持相对稳定。考虑到EAATs参
与了谷氨酸的代谢与降解，以及EAAT1和 EAAT2表
达降低本身能够导致谷氨酸水平升高[11-12]。因此，该
研究中大鼠海马谷氨酸浓度的差异可能主要源于
EAAT2表达的改变。研究表明，相比于其他谷氨酸转
运体而言，EAAT2 在中枢神经系统内几乎承担了约
90%的谷氨酸摄取功能[13]。另外，谷氨酸摄取障碍也
参与了多种神经退行性疾病的发病，异常表达的
EAAT2被认为与认知功能的减退明确相关[14-15]。在体
实验结果表明，直接下调EAAT2 的表达或者应用药物
阻断其功能将导致动物学习记忆损伤。然而，在给予
EAAT2激动剂头孢曲松钠后，动物损伤的记忆功能又
能够得以有效的恢复[16-17]。结合这些证据和该实验结
果，充分表明诱发谷氨酸摄取障碍能够导致认知功能
损伤，以及调节中枢海马区EAAT2表达是异丙酚改善
抑郁大鼠ECS后学习记忆损伤的重要分子基础。

鉴于EAAT1和EAAT2是海马区两个重要的谷氨酸
转运体，EAAT1的表达没有受到ECS的影响似乎让人难
以理解。考虑到在一定的病理条件下，高浓度的谷氨酸
能够反射性的刺激EAATs表达上调，以及对谷氨酸升高
的反应EAAT1似乎比EAAT2更加敏感[18]。因此，比较合
理的解释是在ECS处理过程中，EAAT1表达可能经历了
一个早期表达下降和后期逐步恢复的动态变化过程。这
可能是体内谷氨酸水平剧烈波动时，谷氨酸能系统的一
种适应性或者代偿性保护反应，以减轻高浓度谷氨酸介
导的兴奋性毒性损伤。由于该研究的干预处理为7次
ECS (一个疗程)，而实验结果仅来源于最后一个观测时
间点，因而在该实验中，EAATs表达的动态变化过程无法
得到有效反映，这是一个不足和缺陷。

综上所述，异丙酚能够有效减轻抑郁大鼠ECS后
的学习记忆损伤，其机制可能与上调EAAT2表达并降
低海马谷氨酸水平、改善ECS诱导的谷氨酸摄取功能
障碍有关。
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