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摘要：目的 研究抗抑郁剂相关基因，探讨其可能

作用机制。方法与结果 以高浓度皮质酮（Ｃｏｒｔ）１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１或 Ｃｏｒｔ与三环类经典抗抑郁剂地昔帕明

（ＤＩＭ）５μｍｏｌ·Ｌ
－１共同处理 ＰＣ１２细胞３ｄ分别作为

对照组和实验组，按 Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取细胞总 ＲＮＡ
并纯化ｍＲＮＡ，将等量的对照组与实验组 ｍＲＮＡ以
逆转录法分别标记荧光素 ｃｙ３和 ｃｙ５，合成 ｃＤＮＡ探
针并等量混合，与小鼠 ２０４８点微矩阵基因芯片杂
交，扫描荧光信号图像并分析比较二组差异表达基

因，发现 ＤＩＭ与 Ｃｏｒｔ共孵 ＰＣ１２细胞 ３ｄ可以诱导
２５９个基因表达水平发生改变。其中 １６３个基因表
达降低，如葡萄糖调节蛋白 ７８ｋｕ、葡萄糖激酶
（ＧＡ）、细胞骨架蛋白、转化性生长因子β受体结合
蛋白、细胞色素 Ｃ氧化酶、锂盐敏感性内消旋肌醇
一磷酸酯酶等；有９６个基因表达水平升高，如神经
元生长分化因子９（ＧＤＦ９）、锌指蛋白２１６、细胞色素
Ｐ４５０、睾丸特异基因１等。随机选取二个差异表达
基因 ＧＡ和 ＧＤＦ９，以细胞原位杂交方法验证，
取得与基因芯片评价一致的结果。结论 抗抑郁剂

ＤＩＭ作用可能与能量代谢、细胞骨架、营养因子、酶
等多层次、多水平的基因表达改变有关。本研究利

用基因芯片技术对抗抑郁剂相关基因进行了初步探

索，为深入研究抗抑郁剂作用机制和药物筛选芯片

的研发提供了线索与依据。
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经典三环类抗抑郁剂用于临床已半个世纪，疗

效明确，但作用机制不明。尽管陆续有不同层次的

假说被提出，如“单胺假说”、“受体假说”、“第二信使

失衡假说”、“神经元营养假说”、“下丘脑垂体肾上
腺轴（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｒｅｎａｌａｘｉｓ，ＨＰＡ）负反馈
失调与亢进假说”，总体发展趋势是从递质到受体乃

至于受体后信号转导水平，但这些假说均不能令人

满意地解释抗抑郁剂的作用（如为何服用抗抑郁剂

２～６周方能起效等）。因此，在基因水平的探索成
为大势所趋。

基因芯片技术是将一组基因集成在一张玻璃片

上，用两种不同的荧光素（如ｃｙ３和 ｃｙ５）分别逆转录
标记两种组织（细胞）的ｍＲＮＡ，形成ｃＤＮＡ探针。将
探针混合后与基因芯片杂交并以相应的两种荧光波

长扫描芯片，通过软件处理分析出基因在不同组织

中的表达差异，是研究疾病与药物相关基因的重要

手段。目前，利用基因芯片对抗抑郁剂相关基因的

研究国内外尚鲜有报道。

研究表明，抑郁病人左右侧海马较之正常人显

著减小，且减小程度与抑郁持续时间呈正相关，这可

能是由于抑郁病人ＨＰＡ轴功能亢进，血中糖皮质激
素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ，ＧＣ）显著持续性升高造成的［１，２］。
Ｍｕｒｐｈｙ［３］报道抗糖皮质激素治疗对重症抑郁效果很
好，提示ＧＣ在抑郁的发生中作用很关键。人的脑
神经细胞上存在介导 ＧＣ作用的受体，其中海马上
表达水平最高［４］，抑郁病人海马 ＧＣ受体由于血中
ＧＣ水平持续升高而下调，从而使海马对 ＨＰＡ轴负
反馈障碍，血中 ＧＣ水平得到维持［５］。抑郁症的发
生可能与 ＧＣ对海马的选择性损伤有关［１～５］，如果
反复制动应激或腹腔注射皮质酮（ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，
Ｃｏｒｔ）确可引起大鼠海马 ＣＡ３神经元萎缩、变性、死
亡［２，６］，而抗抑郁剂提高大鼠脑内神经营养因子的

表达水平［７］。本室前期研究发现，现有三类经典抗

抑郁剂及在研抗抑郁新药对 Ｃｏｒｔ损伤的 ＰＣ１２细胞
或原代培养的大鼠海马细胞均有显著的保护作用，

而抗精神病药氯丙嗪和抗焦虑药地西泮无此作用，
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提示尽管各类抗抑郁剂结构迥异，但神经元保护作

用可能是它们的共同作用通路。进一步研究发现，

三环类抗抑郁剂地昔帕明（ｄｅｓｉｐｒａｍｉｎｅ，ＤＩＭ）对 Ｃｏｒｔ
１０μｍｏｌ·Ｌ

－１（５ｄ）诱导的ＰＣ１２细胞凋亡也有显著的
保护作用［８］。ＰＣ１２细胞株为大鼠嗜铬细胞克隆化
细胞株，分化的 ＰＣ１２细胞有典型的神经细胞特征，
ＧＣ受体表达丰富［９］。本研究以高浓度 Ｃｏｒｔ模拟抑
郁症神经细胞损伤状态，利用基因芯片技术对 ＤＩＭ
的相关基因进行了初步探讨。

１ 材料与方法

１．１ 试剂与药品

嗜铬细胞瘤株 ＰＣ１２细胞由北京大学万有博士
惠赠。Ｃｏｒｔ及ＤＩＭ均购自 Ｓｉｇｍａ公司（美国）；ＤＭＥＭ
培养基及 Ｔｒｉｚｏｌ为 ＧｉｂｃｏＢＲＬ（美国）产品；小鼠２０４８
点基因芯片及检测试剂盒购自上海联合基因公司；

ｍＲＮＡ分离纯化试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司（美国）；原
位杂交探针及检测试剂盒购自武汉博士德生物工程

有限公司。

１．２ 细胞培养及ｍＲＮＡ提取
用含５％胎牛血清及５％马血清的 ＤＭＥＭ培养

液（含青霉素钠２００ｋＵ·Ｌ－１，链霉素１００ｍｇ·Ｌ－１，ｐＨ
７．４）将细胞稀释为每毫升悬液含２×１０５个细胞，接
种于５０ｍＬ塑料培养瓶中，置 ＣＯ２孵箱（美国 Ｎａｐｃｏ
公司），在３７℃，５％ＣＯ２条件下培养３～４ｄ，待细胞
长满孔底后即可用于实验。以含 Ｃｏｒｔ１０μｍｏｌ·Ｌ

－１

或 Ｃｏｒｔ＋ＤＩＭ５μｍｏｌ·Ｌ
－１的ＤＭＥＭ处理细胞３ｄ，Ｔｒｉ

ｚｏｌ一步法分别提取总ＲＮＡ，紫外分析及电泳检测显
示其质量可靠（Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ＞１．８）。用 ｍＲＮＡ分
离纯化试剂盒提取ｍＲＮＡ（Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ＞１．９）。
１．３ 探针制备与芯片杂交

按基因芯片检测试剂盒说明进行。５０μＬ逆转
录反应体系中加入 ３μｇｍＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ探
针，荧光染料 ｃｙ３或 ｃｙ５接于 ｄＵＴＰ上，在反转录同
时掺入进行标记。其中，ｃｙ３ｄＵＴＰ标记 Ｃｏｒｔ组
ｍＲＮＡ，ｃｙ５ｄＵＴＰ标记Ｃｏｒｔ＋ＤＩＭ组ｍＲＮＡ，乙醇沉淀
后将 ｃｙ３ｄＵＴＰ和 ｃｙ５ｄＵＴＰ标记的 ｃＤＮＡ探针混合
溶解在２０μＬ５×ＳＳＣ＋０．２％十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉ
ｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）杂交液中。将基因芯片与杂
交探针分别做 ９５℃变性 ５ｍｉｎ后，将杂交探针加在
芯片上，以盖玻片封片后置６０℃杂交１５～１７ｈ。用
ＳＳＣ和ＳＤＳ溶液洗涤１０ｍｉｎ，室温晾干。

１．４ 图像扫描与数据处理

用ＳｃａｎＡｒｒａｙ３０００扫描仪扫描杂交后芯片，得到
ｃｙ３／ｃｙ５图像文件通过划格确定杂交点范围，过滤背
景噪声，提取基因表达的荧光信号强度值。用预先

选定的内参照基因（管家基因）对 ｃｙ３和 ｃｙ５的原始
信号进行均衡和修正，剔除ｃｙ３和ｃｙ５信号强度小于
４００的基因表达数据。用 ＩｍａＧｅｎｅ３．０软件分析 ｃｙ３
和ｃｙ５两种荧光信号比值。基因显著性差异表达判
定标准为ｃｙ５／ｃｙ３＞２（表达升高）或ｃｙ５／ｃｙ３＜０．５（表
达降低），ｃｙ５／ｃｙ３比值为二次实验的均值。
１．５ 原位杂交检测

以原位杂交法对基因芯片筛选得到二个差异表

达基因葡萄糖激酶（ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ，ＧＡ）和生长分化因
子９（ｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ９，ＧＤＦ９）进行检测，
观察和验证三环抗抑郁剂（如ＤＩＭ）及另一类经典抗
抑郁剂选择性５羟色胺（５ＨＴ）重摄取抑制剂如氟西
汀（ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ，Ｆｌｕ）对其表达的影响。将０．１％多聚赖
氨酸处理过的２０ｍｍ×２０ｍｍ盖玻片平置于３．５ｃｍ
的塑料培养皿底部，在皿中接种 ＰＣ１２细胞培养３～
４ｄ后用于实验。分别以含 Ｃｏｒｔ１００μｍｏｌ·Ｌ

－１，

Ｃｏｒｔ＋ＤＩＭ５μｍｏｌ·Ｌ
－１或 Ｃｏｒｔ＋Ｆｌｕ５μｍｏｌ·Ｌ

－１的

ＤＭＥＭ培养基处理ＰＣ１２细胞４８ｈ（对照组不含任何
药品）。原位杂交实验按试剂盒说明书进行。药物

处理后的细胞玻片以 ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗
涤２次，立即用４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，蒸馏水洗
涤后以含０．５％ Ｈ２Ｏ２的甲醇处理３０ｍｉｎ，以灭活内
源性过氧化物酶。每张玻片洗涤后以２０μＬ预杂交
液３７℃恒温孵育 ２ｈ，随后以杂交液 ２０μＬ恒温
（４０℃）杂交过夜。洗涤后滴加封闭液 ３７℃孵育 ３０
ｍｉｎ。然后依次滴加生物素化鼠抗地高辛、ＳＡＢＣ
ＰＯＤ和生物素化过氧化物酶，并用０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ
依次洗涤，以显色剂显色后常规方法封片并照相。

２ 结果

２．１ 芯片杂交结果分析

芯片杂交所用两种探针分别以 Ｃｏｒｔ１０μｍｏｌ·
Ｌ－１处理 ＰＣ１２细胞及 Ｃｏｒｔ＋ＤＩＭ５μｍｏｌ·Ｌ

－１处理

ＰＣ１２细胞的ｍＲＮＡ为模板合成，前者标以 ｃｙ３荧光
素，后者标以ｃｙ５荧光素，杂交后分别以相应的荧光
波长对杂交信号扫描。以 ５３２ｎｍ扫描 ｃｙ３，６３５ｎｍ
扫描 ｃｙ５分别得到如图１Ａ和图１Ｂ所示扫描图像，
白色点为高表达而信号达饱和状态，其他点由橙红
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ＰＣ１２细胞内 ＧＤＦ９ｍＲＮＡ的表达，表现为着色变
深，与芯片杂交结果一致（图 ３）。同样，正常 ＰＣ１２
细胞胞浆内显著存在 ＧＡｍＲＮＡ的表达，着色浅棕，
提示表达量较低。Ｃｏｒｔ１００μｍｏｌ·Ｌ

－１处理２ｄ后，着
色明显变深，提示 ＧＡｍＲＮＡ表达量升高，Ｆｌｕ５

μｍｏｌ·Ｌ
－１或 ＤＩＭ５μｍｏｌ·Ｌ

－１可以降低 Ｃｏｒｔ处理的
ＰＣ１２细胞内 ＧＡｍＲＮＡ的表达，与基因芯片杂交结
果一致（图 ４）。同时提示基因芯片是一种较为简
便、可靠的药物相关基因评筛技术。

３ 讨论

现代社会由于竞争日益激烈，抑郁症发生率逐

年提高。根据在北京召开的世界精神病协会年会上

发表的数字，目前全球抑郁症患者每年以 １１３％的
增长率逐年递增，抑郁症已成为“２１世纪的流行
病”。１９９６年在香港召开的“情感疾病会议”预言２１
世纪将是“抑郁症世纪”。现在临床常用的三类经典

药物（三环类、５ＨＴ重摄取抑制剂、单胺氧化酶抑制

剂）尽管疗效确切，但毒副作用也很明显，起效时间

长（２～６周）。精细作用机制及共同作用通路不明，
在很大程度上限制了新药的发展。

本研究以Ｃｏｒｔ处理 ＰＣ１２细胞模拟抑郁症病人
脑神经元损伤状态，首次利用小鼠２０４８点表达谱芯
片对三环抗抑郁剂 ＤＩＭ的相关基因进行了初步探
索。发现 ＤＩＭ可以诱导 Ｃｏｒｔ处理的 ＰＣ１２细胞内
２５９个基因表达发生改变，其中１６３个基因表达水平
降低，例如 ＧＲＰ７８，ＧＡ、细胞骨架蛋白、ＴＧＦβ受体
结合蛋白、细胞色素 Ｃ氧化酶、酪氨酸磷酸酶等；另
外有９６个基因表达水平升高，如 ＧＤＦ９、锌指蛋白
２１６、细胞色素Ｐ４５０的ⅣＢ亚型（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０ｓｕｂ
ｆａｍｉｌｙⅣＢ，ＣＹＰ４Ｂ）、睾丸特异基因１等。此研究为
抗抑郁剂作用机制及新药评筛研究提供了线索。比

如：① ＧＲＰ７８，Ｗａｎｇ等［１０］利用基因差别显示技术发
现，抑郁躁狂双相情感疾患治疗药物锂盐和丙戊酸

慢性给药对大鼠脑皮层 ＧＲＰ７８有显著调节作用，
ＧＲＰ７８被认为是双相情感疾患治疗药物的新靶点。

② ＧＡ，据报道，健康大鼠口服锂盐显著降低肝脏ＧＡ
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管或微丝蛋白可能参与了抑郁等精神疾患的发

生［１５］，本研究中ＤＩＭ对细胞骨架蛋白表达有抑制作
用。⑥ ＧＤＦ９是 ＴＧＦβ超家族成员，可促进卵巢中
卵泡的早期发育、生长、分化及存活性［１６］。它在人

或鼠的非卵巢组织也有表达（如睾丸、下丘脑、垂体

等），但作用不明［１７］。本研究中，ＤＩＭ提高 Ｃｏｒｔ处理
的ＰＣ１２细胞ＧＤＦ９的表达，暗示ＧＤＦ９可能参与了
ＤＩＭ的神经元保护与营养作用。⑦ ＣＹＰ４Ｂ，据报道，
ＣＹＰ（如ＣＹＰ１Ａ２，ＣＹＰ２Ｄ６等亚型）是抗抑郁剂在人
体中的代谢酶之一［１８，１９］。经典抗抑郁剂对大鼠肝

内ＣＹＰ的某些亚型 （如 ＣＹＰ１Ａ２，ＣＹＰ３Ａ，ＣＹＰ２Ｂ
等）活性有显著抑制作用［２０］。ＣＹＰ４在大鼠海马、皮
层等脑区有特异性表达并可能参与神经血管功能调

节［２１］。本研究中，ＤＩＭ诱导此酶表达升高，可能与
ＤＩＭ代谢增强，对此酶抑制作用减弱相关。⑧ 睾丸
特异基因１、ＤＩＭ等抗抑郁剂均可改善抑郁病人性
功能低状态，提高睾酮水平［２２］，此基因表达升高，可

能参与或介导了这一效应。本研究中 ＤＩＭ诱导的
许多基因表达改变可以在一定程度上解释或为深层

次研究提供依据。抗抑郁剂的作用可能与能量代

谢、营养因子、递质与激素调节、细胞骨架、氧应激等

多层次的基因表达改变有关，但哪些基因是共同的

特异性药物相关基因还需要更广范围和更深层次的

筛选与探索。

以基因芯片技术筛选药物相关基因具有简便、

快捷、高通量、高敏度等特点，代表着一个新的研究

领域与方向，为药物特异性相关基因的发掘与新药

筛选展示了诱人的前景，本研究为更大范围的相关

基因的筛选研究及更深层次的机制探讨奠定了一定

基础。
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ｃｅｌｌｓ，ｉｎｗｈｉｃｈ１６３ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔ
ｅｄ〔ｆｏｒｅｘａｍｐｌｅ，ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８ｋｕ，
ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ（ＧＡ），ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｔｕｂｕｌｉｎｏｒａｃｔｉｎ，
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ ｏｘｉｄａｓｅ， ｌｉｔｈｉｕｍｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｍｙｏｉｎｏｓｉｔｏｌｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅＡ１，ｅｔｃ．〕ａｎｄ９６
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ 〔ｆｏｒｅｘａｍｐｌｅ，
ｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ９（ＧＤＦ９），ｚｉｎｃｆｉｎ

ｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ２１６，ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０ｓｕｂｆａｍｉｌｙⅣ
Ｂ，ｔｅｓｔｉｓｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅ１， ｅｔｃ．〕．Ｕｓｉｎｇｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｉｎｓｉｔｕ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤＩＭｏｎｔｈｅＧＡｏｒ
ＧＤＦ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣｏｒｔｔｒｅａｔｅｄＰＣ１２ｃｅｌｌｓｗａｓ
ａｌｓｏｄｅｔｅｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓ
ｗｅｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｅｃｈｉｐｄｅｔｅｃ
ｔｉｏｎ．ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ Ｉｔｗａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｆＤＩＭｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，
ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ， ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ， ｅｎｚｙｍｅ，
ｅｃｔ．．Ｔｈｅａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｗｅｒｅｅｌｅ
ｍｅｎｔａｒｉｌｙｓｔｕｄｉｅｄｗｉｔｈｍｉｃｒｏａｒｒａｙｇｅｎｅｃｈｉｐａｎｄ
ｃｌｕｅｓｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｉｅｓｗｅｒｅｐｒｏｖｉｄｅｄ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅａｇｅｎｔｓ；ｄｅｓｉｐｒａｍｉｎｅ；
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｇｅｎｅｃｈｉｐ；ｃｅｌｌｓ，ＰＣ１２；ｃｏｒｔｉ
ｃｏｓｔｅｒｏｎｅ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌ
ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３９８７０８７６）

（本文编辑 董立春）

·１９１·中国药理学与毒理学杂志 ２００３年６月；１７（３）


