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摘要 目的 阐明雌激素缺乏对小鼠抑郁样行为和海马线

粒体功能 的 影 响，并 探 讨 其 中 的 联 系。方 法 将 33 只

C57BL /6 雌性小鼠随机分为假手术( Sham) 组、去卵巢( Ovx)

组、去卵巢 + 雌激素( Ovx + E2 ) 组，建立假手术和去卵巢模

型，术后 1 周，Ovx + E2 组小鼠腹部皮下注射 17β-雌二醇

( E2 ) 持续 4 周。另取 48 只 C57BL /6 雌性小鼠随机分为假

手术( Sham) 组、假手术 + MnTBAP ( Sham + Mn) 组、去卵巢

( Ovx) 组、去卵巢 + MnTBAP( Ovx + Mn) 组，Sham + Mn 组和

Ovx + Mn 组海马注射锰( Ⅲ) ( 四苯甲酸) 卟啉氯化物( MnT-
BAP) 持续 1 周。利用糖水偏好实验和强迫游泳实验检测各

组小鼠的抑郁样行为。提取小鼠的海马组织线粒体，研究各

组动 物 海 马 线 粒 体 ATP 合 成、线 粒 体 膜 电 位 和 活 性 氧

( ＲOS) 生成情况。结果 与 Sham 组相比，Ovx 组小鼠表现

出抑郁样行为及海马线粒体功能异常，包括线粒体 ATP 合

成减少、线粒体膜电位降低和 ＲOS 生成增多，雌激素替代治

疗可缓解这种抑郁样行为并逆转海马线粒体功能的障碍; 海

马注射 MnTBAP 改善线粒体功能，可以缓解 Ovx 组小鼠的抑

郁样行为。Ovx 组小鼠出现糖水消耗百分比下降和强迫游

泳不动时间延长及海马线粒体功能改变，包括线粒体 ATP
合成减少、线粒体膜电位降低和 ＲOS 生成增多，雌激素替代

治疗可逆转这些行为以及海马线粒体功能的变化; 海马注射

MnTBAP 增加 Ovx 组小鼠糖水消耗百分比并降低其强迫游

泳不动时间。结论 雌激素缺乏通过损伤海马线粒体功能

导致小鼠出现抑郁样行为。
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抑郁症是一种以情绪障碍为主要特征的全球性

心理疾病［1］。研究［2］表明，女性罹患抑郁症的风险

远大于男性，尤其是在雌激素急剧减少的围产期和

围绝经期。雌激素如雌二醇( estradiol，E2 ) 等主要由

卵巢分泌，参与生殖、情绪反应等生理过程［3］。目

前有关雌激素对抑郁情绪的影响及其内在机制并未

完全阐明。有研究［4］表明线粒体功能障碍参与了

人抑郁症的发生。另有研究表明雌激素缺乏能影响

动物的线粒体功能［5］。然而，雌激素缺乏对动物抑

郁样行为和脑线粒体功能的影响及两者之间的联系

尚不明确。
该研究基于去卵巢( ovariectomy，Ovx) 动物模

型探讨雌激素缺乏对动物抑郁样行为的影响及其可

能的线粒体相关机制，这将有助于进一步阐明女性

雌激素缺乏所致抑郁症的发病机制，并为临床开展

更有针对性的抗抑郁治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 动物及实验材料

1． 1． 1 实验动物 81 只 6 周龄雌性 SPF 级 C57BL /
6 小鼠( 18 ± 1) g，购于上海西普尔 － 必凯实验动物

有限公司，动物许可证编号: SCXK ( 沪) 2013-0016。
小鼠在动物房内适应性饲养 1 周，自由饮食。动物

房内保持清洁卫生、通风良好，温度控制在 20 ～ 24
℃，相对湿度保持在 40% ～ 70%，光照周期为 12 h
( 7: 00—19: 00) 。本研究通过海军军医大学科学研

究伦理委员会审核，所有操作均遵循《实验动物管

理条例》及《国家实验动物管理实施细则》。
1． 1． 2 主要试剂及仪器 组织线粒体分离试剂盒

( 货号: C3606) 、三磷酸腺苷( adenosine triphosphate，

ATP) 检测试剂盒( 货号: S0026 ) 购自上海碧云天生

物技术有限公司; 线粒体膜电位检测试剂盒( 货号:

CS0390) 和 17β-E2 ( 货号: E2257 ) 购自美国 Sigma-
Aldrich 公司; MitoSOX( 货号: M36008) 购自美国 In-
vitrogen 公司; 锰( Ⅲ) ( 四苯甲酸) 卟啉氯化物［man-
ganese ( Ⅲ) tetrakis ( 4-benzoic acid) porphyrin chlo-
ride，MnTBAP，货号: B5964］购自美国 APExBIO 公

司; 脑立体定位仪、微量进样泵购自深圳瑞沃德生命

科技有限公司; 多功能酶标仪( 型号: Cytation 3 ) 购

自美国 BioTek 公司; 强迫游泳设备购自上海软隆科

技有限公司。
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1． 2 研究方法

1． 2． 1 小鼠模型的建立 首先，将 33 只 C57BL /6
雌性小鼠随机分为假手术( Sham) 组、去卵巢( Ovx)

组、去卵巢 + 雌激素( Ovx + E2 ) 组。给予 Ovx 组小

鼠腹腔注射 5%的水合氯醛 0. 2 ml 麻醉后，剪开皮

肤、肌肉层，找到卵巢并结扎卵巢与输卵管连接处后

剪去卵巢并缝合。Sham 组的手术操作同 Ovx 组，但

不切除卵巢，而是切除卵巢周边与其大小相似的一

块脂肪组织。Ovx 术后 1 周，Ovx + E2 组小鼠皮下

注射 0. 1 ml 30 μg /kg 的 17β-E2 溶液( 以芝麻油配

置) ，每日 1 次，持续 4 周。Sham 组及 Ovx 组皮下注

射等量芝麻油。然后，另取 48 只小鼠随机分为假手

术( Sham) 组、假手术 + MnTBAP( Sham + Mn) 组、去
卵巢( Ovx) 组、去卵巢 + MnTBAP( Ovx + Mn) 组，每

组 12 只。建立假手术和去卵巢模型后，在 Sham +
Mn 组和 Ovx + Mn 组小鼠海马脑区注射 2 μl 0. 5
μmol /kg 的 MnTBAP，每日 1 次，持续 1 周。对照组

海马注射等量的生理盐水。
1． 2． 2 海马注射 用水合氯醛腹腔注射麻醉后，将

小鼠固定于脑立体定位仪上，参照小鼠脑立体定位

图谱向两侧海马 CA1 处( 前囟点后 2. 3 mm，旁开

2. 0 mm，深度 2. 0 mm) 植入一直径 0. 9 mm 带有内

芯的不锈钢套管，固定。术后给予 2 万单位青霉素

钠肌注以防感染。恢复 1 周后，用微量注射器将 2
μl 药物或生理盐水缓慢通过埋植套管注入海马，匀

速给药，10 min 内注完，停针 5 min 防止药物外溢。
1． 2． 3 行为学实验

1． 2． 3． 1 糖水偏好实验 将小鼠单只分笼饲养，鼠

笼分别放置装有自来水及 1% 糖水的饮水瓶，以每

日上午 8: 00 为时间起点，每隔 12 h 将两只饮水瓶

位置互换 1 次，持续 1 周。当日上午 8: 00 正式实

验，称量记录装满自来水及 1% 的糖水的饮水瓶，放

置后当晚 20: 00 将饮水瓶位置对调 1 次，次日上午

8: 00 称量记录各饮水瓶的总质量。
1． 2． 3． 2 强迫游泳实验 在高 25 cm、直径 18 cm
的透明玻璃圆筒中完成，游泳时水温控制在 22 ～ 26
℃，控制水位使小鼠游泳时尾巴不能触碰到圆筒底

部。记录前让小鼠预游 60 s，正式实验时采用动物

行为分析系统( Any-Maze) 自动记录并分析 5 min 游

泳过程中的不动时间。每次实验完成后清理并更换

洁净水。
1． 2． 4 海马组织获取与检测 完成行为学实验后，

断头处死小鼠，剪开颅骨，取出脑组织，暴露海马，

PBS 洗涤 1 次后，称重并记录。

在海马取出后 1 h 内，使用组织线粒体分离试

剂盒提取海马中的线粒体。ATP 检测试剂盒基于

ATP 生物发光法检测海马组织上清液及不同浓度

ATP 标准品中 ATP 的 ＲLU 值，来衡量海马组织中

ATP 的浓度。基于荧光探针 JC-1 能根据线粒体膜

电位的高低选择性地聚集在线粒体内或线粒体外而

发出不同颜色的荧光，采用线粒体膜电位检测试剂

盒检测海马组织内线粒体的膜电位。将海马线粒体

混悬液与 MitoSOX 工作液以一定比例在黑色 96 板

中混 匀，恒 温 孵 育 后 测 定 活 性 氧 ( reactive oxygen
species，ＲOS) 生成量。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 软件进行统计

学分析，所有数据均以均数 ± 标准误表示。多组间

比较先用 Bartlett 检验方差齐性，然后用单因素或双

因素方差分析( One-way 或 Two-way ANOVA) 进行

统计，组内两两比较用方差分析后的 Student-New-
man-Keuls 检验。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学 意

义。

2 结果

2． 1 去卵巢和雌激素替代治疗对小鼠抑郁样行为

的影响 糖水偏好实验结果显示，与 Sham 组相比，

Ovx 组小鼠 24 h 糖水消耗百分比明显降低，而 Ovx
+ E2 组相较于 Ovx 组糖水消耗百分比明显提高，差

异有统计学意义( F = 27. 006，P ＜ 0. 01 ) ，见图 1A。
强迫游泳实验结果显示，与 Sham 组相比，Ovx 组小

鼠在强迫游泳中不动时间明显升高，而 Ovx + E2 组

相较于 Ovx 组不动时间明显降低，差异有统计学意

义( F = 15. 451，P ＜ 0. 01) ，见图 1B。

图 1 去卵巢和雌激素替代治疗对小鼠抑郁样行为的影响

A: 糖水偏好实验; B: 强迫游泳实验; a: Sham 组; b: Ovx 组; c: Ovx

+ E2 组; 与 Sham 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 Ovx 组比较: ##P ＜ 0. 01

2． 2 去卵巢和雌激素替代治疗对小鼠海马线粒体

功能的影响 海马组织线粒体功能检测结果显示，
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与 Sham 组相比，Ovx 组小鼠海马线粒体 ATP 生成

量减少( P ＜ 0. 01 ) 、线粒体膜电位降低( P ＜ 0. 01 )

以及线粒体 ＲOS 生成量增加( P ＜ 0. 01) ; 与 Ovx 组

比较，Ovx + E2 组小鼠海马线粒体 ATP 生成量增加

( P ＜ 0. 01 ) 、线粒体膜电位升高( P ＜ 0. 01 ) 和线粒

体 ＲOS 生成量减少( P ＜ 0. 01) 。见图 2。

图 2 去卵巢和雌激素替代治疗对小鼠海马线粒体功能的影响

a: 线粒体 ATP 相对生成量; b: 线粒体膜电位相对变化量; c:

线粒体 ＲOS 相对生成量; 与 Sham 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 Ovx 组比

较: ##P ＜ 0. 01

2． 3 海马注射 MnTBAP 改善 Ovx 小鼠抑郁样行

为 糖水偏好实验结果显示，与 Ovx 组相比，Ovx +
Mn 组小鼠 24 h 糖 水 消 耗 百 分 比 明 显 提 高 ( F =
15. 971，P ＜ 0. 01 ) ，但 Ovx + Mn 组 与 Sham + Mn
组、Sham 组与 Sham + Mn 组之间的差异无统计学意

义，见图 3A。强迫游泳实验结果显示，与 Ovx 组相

比，Ovx + Mn 组小鼠在强迫游泳中不动时间明显降

低( F = 7. 119，P ＜ 0. 05) ，但 Ovx + Mn 组与 Sham +
Mn 组之间的差异无统计学意义，Sham 组与 Sham +
Mn 组之间的差异无统计学意义，见图 3B。

3 讨论

雌激素是主要由卵巢生成的一类类固醇激素，

它与机体生殖发育、情绪反应及神经保护等密切相

关［3］。流行病学调查显示，女性一生中罹患抑郁症

的风险是男性的两倍，尤其是围产期和围绝经期，这

与女性体内雌激素水平的变化密切相关［6］。临床

研究［7］报道，雌激素能缓解围绝经期重度抑郁症患

者的抑郁症状，且血中 E2 水平的升高与抑郁症状的

改善呈正相关。动物研究［8］显示，雌激素缺乏导致

抑郁样行为增加，E2 替代治疗具有抗抑郁效应。该

研究同样证实，Ovx 小鼠表现出糖水消耗百分比下

降和强迫游泳不动时间延长等抑郁样行为，这均可

被雌激素替代治疗所缓解。

图 3 MnTBAP 对假手术组和去卵巢组小鼠抑郁样行为的影响

A: 糖水偏好实验; B: 强迫游泳实验; a: Sham 组; b: Sham + Mn

组; c: Ovx 组; d: Ovx + Mn 组; 与 Sham 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜

0. 01; 与 Ovx 组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

近年研究［9］表明，线粒体功能障碍是抑郁症最

主要的发病机制之一。线粒体功能异常主要表现为

ATP 合成减少、膜电位降低、氧化呼吸链功能异常

等。线粒体是细胞合成 ATP 的主要场所，ATP 合成

减少提示线粒体的能量代谢功能受损; 线粒体膜电

位不仅参与了线粒体 ATP 的生物合成，也是诱导受

损线粒体清除的关键因素; 线粒体 ＲOS 参与了细胞

的氧化应激反应，与线粒体功能密切相关［10］。有研

究［11 － 12］报道，重度抑郁症患者基底神经节中 β-ATP
的浓度显著降低、体内氧化应激水平显著升高; Zou
et al［13］发现慢性应激的抑郁小鼠前额皮质中线粒

体膜电位的降低。这些研究提示线粒体功能异常与

抑郁情绪密切相关。但其与雌激素缺乏所致抑郁间

的关系，尚不明确。本研究证实 Ovx 小鼠海马中

ATP 水平减少、线粒体膜电位降低、ＲOS 蓄积，而雌

激素替代治疗能逆转这些变化。这些研究表明雌激

素缺乏导致海马线粒体功能障碍。
为明确线粒体功能异常是否介导了雌激素缺乏

所致抑郁，本研究进一步研究了改善脑内线粒体功

能能否影响 Ovx 小鼠的抑郁样行为。海马脑区与情

绪反应密切相关，且高表达雌激素受体［14］，因此选

取海马进行研究。在 Sham 和 Ovx 小鼠海马内注射

了生理盐水或 MnTBAP，观察各组间动物抑郁样行

为的改变。研究表明，海马内注射 MnTBAP 能缓解

Ovx 小鼠的抑郁样行为，提示雌激素缺乏所致海马

线粒体功能障碍参与了抑郁样行为的发生。
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Effects of estrogen deficiency on depression-like behavior and
hippocampal mitochondrial function in mice

Jiang Mengruo1，Xu Yongjun2，Wang Liyuan3，Sheng Hui3

( 11th Battalion Student Brigade，College of Basic Medicine Naval Medical University，Shanghai 200433;
2Basic Medical Laboratory，The 900th Hospital of Joint Logistics Support Force，PLA，Fuzhou 350025;

3Dept of Physiology，College of Basic Medicine Naval Medical University，Shanghai 200433)

Abstract Objective To investigate the effects of estrogen deficiency on depression-like behavior and mitochondri-
al function in hippocampus，and to study the underlying mechanisms． Methods The female adult C57BL /6 mice
were randomly assigned to Sham group，Ovx group and Ovx + E2 group． On the 7th day after operation，Ovx + E2

group was subcutaneously injected with 17β-estradiol ( E2 ) for 4 weeks． Then another 48 female adult C57BL /6
mice were randomly divided into Sham group，Sham + MnTBAP group，Ovx group and Ovx + MnTBAP group． After
operation for one week，MnTBAP was injected into the hippocampus of mice in Sham + MnTBAP group and Ovx +
MnTBAP group． The depression-like behaviors of the mice were monitored by sucrose preference test and forced
swimming test． Then the mice were decapitated，and the hippocampus samples were collected． Mitochondria of hip-
pocampus were isolated using mitochondria fractionation kit． The concentrations of adenosine triphosphate ( ATP) ，

reactive oxygen species ( ＲOS) and mitochondrial membrane potential were determined，respectively． Ｒesults
Compared with Sham mice，Ovx showed a decrease in the percentage of sucrose consumption，an increase in immo-
bility time and the alterations of hippocampal mitochondrial function，which were reversed by estrogen treatment．
Intrahippocampal injection of MnTBAP significantly increased the percentage of sucrose consumption and decreased
immobility time in Ovx mice． Conclusion Hippocampal mitochondrial dysfunction contributes to estrogen deficien-
cy-induced depression-like behaviors．
Key words mitochondria; depression; estrogens
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