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抗抑郁药对海马星形胶质细胞缝隙连接蛋白表达和
通道功能的影响
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【摘要】  目的 探讨 3 种不同机制抗抑郁药对海马星形胶质细胞缝隙连接蛋白和通道功能的影响。方法 CCK-8
实验检测不同机制抗抑郁药对海马星形胶质细胞的细胞毒性，采用蛋白免疫印迹法和细胞接种荧光示踪法测定 3 种

不同机制抗抑郁药对由缝隙连接蛋白 43（Cx43）组成的通道功能和 Cx43 蛋白表达的影响。结果 CCK-8 实验显示，

25.00 µmol/L 氟西汀、0.10 µmol/L 阿米替林和 0.20 nmol/L 文拉法辛对海马星形胶质细胞无细胞毒性（P 均 > 0.05）； 
25.00 µmol/L 氟西汀、0.10 µmol/L 阿米替林和 0.20 nmol/L 文拉法辛能抑制海马星形胶质细胞缝隙连接的荧光传递功

能（P 均 < 0.05），但 3 种抗抑郁药均不影响海马星形胶质细胞 Cx43 蛋白的表达（P 均 > 0.05）。结论 抗抑郁药能够

显著降低海马星形胶质细胞 Cx43 组成的通道功能。
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Influence of antidepressants on connexin expression and gap junction function of hippocampal astrocytes  Liang Peizhang， 
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【Abstract】  Objective To evaluate the effects of three antidepressants with different mechanisms on connexin expression 
and channel function of hippocampal astrocytes. Methods The cytotoxicity of antidepressants with different mechanisms on 
hippocampal astrocytes was assessed by CCK-8 assay. The effects of three antidepressants with different mechanisms on gap 
junction function and the expression level of connexin 43 protein （Cx43） were determined by cell inoculation fluorescence tracing 
and western blot. Results CCK-8 assay showed that 25.00 µmol/L fluoxetine， 0.10 µmol/L amitriptyline and 0.20 nmol/L  
venlafaxine had no cytotoxicity on hippocampal astrocytes （all P > 0.05）. In addition， 25.00 µmol/L fluoxetine， 0.10 µmol/L 
amitriptyline and 0.20 nmol/L venlafaxine could significantly inhibit the fluorescence transfer function of gap junction in hippocampal 
astrocytes （all P < 0.05）， whereas three antidepressants exerted on effects upon the expression of Cx43 in hippocampal astrocytes 

（all P > 0.05）. Conclusion Antidepressants can significantly reduce the gap junction function composed of Cx43 in hippocampal 
astrocytes.

【Key words】  Gap junction； Astrocyte； Hippocampus； Antidepressant；Connexin 43 protein

作为边缘系统的重要组成部分，海马不仅参

与学习、记忆与情感活动功能调控，同时在抑郁

症心境障碍的产生演化过程扮演重要的作用。海马

区富含星形胶质细胞。研究显示，抑郁症可以导

致海马体积的变化，同时星形胶质细胞也发生变

化［1-2］。多种抗抑郁药可通过影响星形胶质细胞而

发挥作用。尽管近年来越来越多的研究证实星形胶

质细胞在抑郁症的发生发展中具有重要的作用［3-4］。 

但目前为止，星形胶质细胞参与抑郁症的具体机

制仍不清楚，哪些分子可以成为抗抑郁药的靶点

还有待探究。细胞缝隙连接（GJ）是广泛存在于

各种实质性器官组织细胞之间的一类蛋白质连接

通道。每 6 个连接蛋白（Cx）在细胞膜上作为连

接子围绕一起形成单个“半通道”。位于相邻细胞

膜上 2 个相对应的“半通道”结合成 1 个完整的

GJ。研究发现，<1 kDa 的小分子物质（细胞信号
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分子和代谢物质如离子、糖等）可通过 GJ 快速

转移、扩散到相邻接的细胞。GJ 是信息物质在细

胞之间进行传递的一个重要节点。目前为止，人

体中共发现有 21 种 Cx，分别以其分子量进行命

名。中枢神经系统内星形胶质细胞主要表达的 Cx
为 Cx43［5-6］。近年研究证实，星形胶质细胞中 Cx43
蛋白及其组成的通道功能异常可能与抑郁症密切

相关［7］。我们通过前期的实验证实，海马星形胶质

细胞 Cx43 蛋白通道参与了抑郁情绪障碍，但抗抑

郁药是否影响海马星形胶质细胞 Cx43 蛋白表达和

通道功能至今未见报道。为此进行本研究，探讨 3
种不同机制抗抑郁药对海马星形胶质 GJ 蛋白和通

道功能的影响，现报告如下。

材料与方法

一、细胞来源和试剂

原代星形胶质细胞取材于清洁级 2~3 d 的无特

定病原体（SPF）大鼠乳鼠，大鼠乳鼠购于广东省

动物实验中心。本研究方案经医院伦理委员会批

准（伦理批件号：B2021-022）。本课题中采用的

实验试剂：青霉素、链霉素、胰酶、DMEM 干粉

和胎牛血清等购于美国 Gibco 公司，氟西汀、阿米

替林和文拉法辛购于上海麦克林生化科技有限公

司，CCK-8 试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公

司， Calcine-AM 购于 Invitrogen -Thermo fisher 公司，

Cx43 羊抗鼠单克隆抗体和 β-actin 羊抗鼠单克隆

抗体购于美国 Sigma 公司，二抗购于 Abcam 公司。

二、方 法

1. 星形胶质细胞的纯化和培养

取 2~3 d 的 SPF 大鼠乳鼠 5 只，低温麻醉后打

开颅骨，取出大脑，置于含预冷 DMEM 的培养皿

中，解剖显微镜下取出海马，分离星形胶质细胞。

星形胶质细胞贴壁后轻摇换液 1 次，去除死亡的细

胞碎片，2~3 d 换液 1 次，细胞培养 7~9 d，置 37 ℃
恒温摇床摇振过夜（200 转 / 分，16 h），弃上清

后贴壁较牢的为星形胶质细胞，经胰酶消化星形

胶质细胞，重悬后采用高糖 DMEM 培养基（内含

10% 胎牛血清、100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链

霉素）培养和传代星形胶质细胞，进行后续实验［8］。

2. CCK-8 实验检测抗抑郁药对星形胶质细胞

的毒性作用

在 96 孔板中，接种原代培养的星形胶质细胞

（1000 个 / 孔），3 种抗抑郁药氟西汀、阿米替林、

文拉法辛参考既往文献报道设置不同的药物浓度

组别，每组设置 4 孔，分别加入 200 μL 培养基培

养，细胞培养 24 h 后通过 CCK-8 试剂盒对细胞的

活力进行测定，通过酶标仪于 490 nm 检测各孔的

吸光度（D）值，根据公式：

细胞存活率 =（D 实验孔 -D 空白孔）/（D 对照孔 -D 空白孔） 
          ×100% 

计算抗抑郁药对星形胶质细胞的活性，重复

上述实验 3 次，结果取平均值。

3. 蛋白免疫印迹法检测 Cx43 在海马星形胶质

细胞的表达

采用蛋白免疫印迹法，裂解细胞获取蛋白，

并与标准蛋白比较进行目标蛋白定量（Bio-rad DC
蛋白定量试剂盒），制备电泳凝胶，20 μg 蛋白进

行上样，Bio-Rad 电泳仪电泳，转膜液转膜，脱脂

奶粉封闭，4 ℃孵育一抗（抗 Cx43 单克隆抗体，

1∶6000；抗 β-actin 单克隆抗体，1∶8000），二抗

孵育 30 min，磷酸盐缓冲液（PBS）清洗后，ECL
发光试剂孵育。Bio-Rad 凝胶成像系统收集图像，

用 生 物 图 像 系 统（Gene Genius） 分 别 对 Cx43 和

β-actin 条带进行灰度扫描分析。

4. 细胞接种荧光示踪法检测海马星形胶质细

胞 GJ 荧光传递功能

由于绿色荧光试剂 Calcine-AM 进入细胞经酶

解后不能自由通过细胞膜但能通过 GJ 进入邻接细

胞，以倒置荧光显微镜计数通过 GJ 染上绿色荧光

的细胞数量，检测 GJ 功能。取星形胶质细胞接种

于 6 孔板，培养 3~4 d 后待细胞相互融合，通过将

Calcine-AM 试剂与细胞共同孵育使该细胞染有绿

色荧光，将该细胞定义为 “供体细胞”。将经胰酶

消化后的“供体细胞”接种至经不同抗抑郁药处理

过的融合星形胶质细胞上，供体细胞接种 4 h 待与

周围细胞融合，星形胶质细胞通过稳定的 GJ（绿

色荧光），由“供体细胞”进入邻接细胞。通过倒

置荧光显微镜，计数一个“供体细胞”周围含有绿

色荧光的星形胶质细胞数目， 作为检测 GJ 功能的

指标。

三、统计学处理

采用 SPSS 13.0 分析数据，计量资料以  
表示，不同组与对照组间比较采用方差分析和

Dunnett-t 检验。P < 0.05 为差异有统计学意义。
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结    果

一、抗抑郁药对海马星形胶质细胞的细胞毒

性

为了排除抗抑郁药的细胞毒性影响细胞数量，

从而对 GJ 功能产生影响，本研究首先用 CCK-8 法

检测 3 种抗抑郁药对海马星形胶质细胞细胞毒性的

影响。与对照组相比，50.00 μmol/L 氟西汀，1.00、

10.00 和 100.00 μmol/L 阿米替林及 20.00 nmol/L 文

拉法辛的细胞活力下降（P 均 < 0.05），表明药物

在这些浓度下能抑制星形胶质细胞的生长，见表

1。因此，后续实验中选取该 3 种抗抑郁药无细胞

毒性的较高浓度进行研究，即 25.00 μmol/L 氟西

汀、0.10 μmol/L阿米替林和0.20 nmol/L文拉法辛。

二、抗抑郁药对海马星形胶质细胞 Cx43 蛋白

表达的影响

蛋白免疫印迹法显示，与对照组比较，海马

星形胶质细胞 Cx43 在 25.00 µmol/L 氟西汀、0.10 
µmol/L 阿米替林和 0.20 nmol/L 文拉法辛作用下未

影响其表达。对各组条带的灰度值进行统计分析

（内参照为 β-actin 灰度值），组间差异均无统计学

意义（P 均 > 0.05），见图 1。

三、抗抑郁药对海马星形胶质细胞 Cx43 组成

的 GJ 通道功能的影响 
细胞接种荧光示踪显示（图 2），与对照组

相比，25 µmol/L 氟西汀能够降低海马星形胶质

细胞荧光传递功能，荧光传递功能约为对照组的

（46±2）%；0.1 µmol/L 阿米替林能够降低荧光传

递功能，荧光传递功能约为对照组的（66±3）%；

0.20 nmol/L 文 拉 法 辛 能 够 降 低 海 马 星 形 胶 质 细

胞荧光传递功能，荧光传递功能约为对照组的

（62±3）%，氟西汀与对照组比较差异有统计学意

义（P < 0.01）；阿米替林和文拉法辛与对照组比

较差异亦有统计学意义（P 均 < 0.05），表明 3 种

表 1 3 种药物在不同浓度下对星形胶质细胞活性的影响（x±s，n = 4）

药 物 浓度 /（μmol/L） 星形胶质细胞活性 Dunnett-t 值 a P 值 a

空白对照 1.02±0.04
DMSO 对照 1.02±0.04 0.068 0.947
氟西汀   0.05 μmol/L 1.02±0.04 0.069 0.947

  0.50 μmol/L 1.02±0.03 0.040 0.970
  5.00 μmol/L 1.02±0.04 0.104 0.920
25.00 μmol/L 1.01±0.05 0.340 0.746
50.00 μmol/L 0.92±0.04 3.586 0.012

阿米替林   0.01 μmol/L 1.02±0.03 0.092 0.930
  0.10 μmol/L 1.01±0.04 0.462 0.660
  1.00 μmol/L 0.95±0.03 2.822 0.030
10.00 μmol/L 0.91±0.03 4.712 0.003

          100.00 μmol/L 0.86±0.03 6.624 <0.001
文拉法辛  0.02 nmol/L 1.00±0.01 0.774 0.468

 0.20 nmol/L 1.05±0.07 0.570 0.589
 2.00 nmol/L 0.95±0.04 2.434 0.051

            20.00 nmol/L 0.91±0.03 6.390 <0.001

注：a 与空白对照比较。

注：A 为蛋白免疫印迹法结果；B 为定量分析结果，其中 1 为空白对照、2 为 DMSO 对照、3 为 25.00 µmol/L 氟西汀、

4 为 0.10 µmol/L 阿米替林、5 为 0.20 nmol/L 文拉法辛；n = 4。

图 1 3 种抗抑郁药对海马星形胶质细胞 GJ 荧光传递功能的影响（蛋白免疫印迹法）
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抗抑郁药均可以降低海马星形胶质细胞由 Cx43 所

组成的 GJ 功能。

讨    论

抑郁症是一类严重的心境障碍，心境低落为

抑郁症的显著特征，情绪低落、兴趣减退、活动

减少的“三低”症状为抑郁症的主要临床表现。抑

郁症影响全球 3.8% 的人口，但其发病机制仍不十

分清楚［9］。脑内去甲肾上腺素和 5- 羟色胺等单胺

类神经递质水平低下被认为与抑郁症的发生密切

相关，目前经典的抗抑郁药在临床上的应用仍存

在疗效滞后，重症患者通过药物或联合心理治疗

后仍会出现抗治疗反应和易复发等问题［10-12］。近年

多项研究显示，广泛存在于神经元周围的星形胶

质细胞在抑郁症患者和动物模型中有形态和功能

的改变，同时还伴随谷氨酸受体和转运体的异常［3， 

13］。Liu 等［14］发现，抗抑郁药帕罗西汀和单胺氧化

酶抑制剂氯丙咪嗪能够明显增加抑郁模型大鼠海

马区星形胶质细胞标志性蛋白 GFAP 的表达。研究

者认为，星形胶质细胞可能是抑郁症发生的根本

原因，而针对星形胶质细胞的治疗有望成为潜在

的治疗靶点［15］。

抑郁症的发生伴随脑内多个部位（皮质、海

马、杏仁核等）的结构和功能异常。海马是边缘系

统的主要组成部分，是学习、情感和记忆等高级

神经活动的重要脑区。抑郁症可导致海马体积的

变化、神经突触可塑性改变，兴奋性氨基酸、单

胺类神经递质分泌异常和神经营养因子等表达下

调［1］。在多种不同应激模式导致的抑郁动物模型中，

研究者发现海马区星形胶质细胞的数量和形态发

生异常［2］。氟西汀在临床上广泛应用，通过选择

性抑制 5- 羟色胺再摄取发挥作用。阿米替林是三

环类抗抑郁药，是第一代单胺氧化酶再摄取抑制

剂。文拉法辛是苯乙胺的衍生物，通过抑制 5- 羟

色胺与去甲肾上腺素再摄取发挥作用。本研究通

过 CCK-8 实验证实 3 种不同机制的抗抑郁药氟西

汀、阿米替林和文拉法辛在一定浓度范围内对海

马星形胶质细胞无抑制作用。蛋白免疫印迹法和

荧光示踪法结果首次证实 3 种抗抑郁药均能够明

显抑制星形胶质细胞 Cx43 组成的 GJ 功能，但不

影响 Cx43 蛋白表达。既往研究通过细胞划痕实验

证实氟西汀、阿米替林和文拉法辛等抗抑郁药能

够明显抑制小鼠皮质星形胶质细胞 Cx43 组成的 GJ

注：A~E 分别为空白对照、DMSO 对照、25.00 µmol/L 氟西汀、0.10 µmol/L 阿米替林、0.20 nmol/L 文拉法辛；F 为定量

分析，其中 1 为空白对照、2 为 DMSO 对照、3 为 25.00 µmol/L 氟西汀、4 为 0.10 µmol/L 阿米替林、5 为 0.20 nmol/L 文拉法辛；

n = 4，与空白对照比较，*P < 0.05，**P < 0.01。

图 2 3 种不同抗抑郁药对海马星形胶质细胞 Cx43 蛋白表达的影响（荧光示踪法，×400）
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功能，但不影响 Cx43 蛋白表达［16］。但其并未就抗

抑郁药对海马星形胶质细胞 GJ 功能进行研究。组

织细胞微环境中酸碱值、游离钙离子、细胞膜电

位、连接蛋白磷酸化等多种因素可影响 GJ 的开放

与闭合状态。研究表明 Cx43 的磷酸化能够导致 GJ
功能改变［17］。Quesseveur 等［18］报道，长期给予糖皮

质激素的小鼠出现的抑郁样行为伴随海马 Cx43 磷

酸化增多，而应用抗抑郁药氟西汀能够明显减少

Cx43 磷酸化和抑郁样症状。由此推测，抗抑郁药

对 GJ 功能的影响可能与其磷酸化的改变有关，但

仍需后续研究证实。

Cx 及其组成通道与抑郁症的发生关系密切。

研究者在抑郁症患者的尸检结果以及急性、慢性

应激导致的抑郁模型上均发现大脑 Cx43 表达的改

变［19］。同时动物研究还显示，抗抑郁药可通过影响

海马或者前额叶 Cx43 蛋白或半通道的功能在慢性

应激或者糖皮质激素慢性给药引起的抑郁大鼠中

产生抗抑郁作用［20］。这些研究结果均表明，皮质或

额叶的星形胶质细胞 Cx43 蛋白及组成通道在抑郁

症的发生过程中具有极其重要的作用。本研究首

次发现抗抑郁药能够明显改变海马星形胶质细胞

Cx43 组成的 GJ 功能，这提示海马星形胶质细胞

Cx43 可能在抑郁症发生中起重要的作用。区别于

以往主要针对神经元为靶点的药物开发，海马星

形胶质细胞有望成为新的治疗靶点。
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