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[摘要] 目的　探究18 kD转运蛋白(TSPO)配体YL-IPA08对脂多糖(LPS)诱导的小鼠抑郁、焦虑样行为和认知功能障

碍的缓解作用及相关抗炎机制。方法　(1)50 只雄性 C57BL/6J 小鼠随机分为 5 组：对照组、LPS 模型组、LPS+1.0 mg/kg 

YL-IPA08 组、LPS+3.0 mg/kg YL-IPA08 组和 3.0 mg/kg YL-IPA08 组，每组 10 只。LPS 模型组、LPS+1.0 mg/kg YL-IPA08 组及

IPS+3.0 mg/kg YL-IPA08 组小鼠在第 1 天和第 8 天各经腹腔注射 1 次 LPS(0.5 mg/kg)；LPS+1.0 mg/kg YL-IPA08 组、LPS+

3.0 mg/kg YL-IPA08组和 3.0 mg/kg YL-IPA08组小鼠连续 13 d灌胃给予相应浓度的YL-IPA08(1.0或 3.0 mg/kg)，1次/d。第 9~

12天依次采用开场实验、悬尾实验、强迫游泳实验、新物体识别实验和高架十字迷宫实验评估各组小鼠的抑郁、焦虑样

行为及认知功能。Western blotting检测小鼠前额叶皮质突触后致密蛋白95(PSD95)和脑源性神经营养因子(BDNF)的表达水

平。(2)BV2 小鼠小胶质细胞随机分为 5 组：对照组(磷酸盐缓冲液孵育 1 h)、LPS 模型组(1 mg/L LPS 孵育 6 h)、LPS+

0.5 μmol/L YL-IPA08 组(0.5 μmol/L YL-IPA08 孵育 1 h 后，1 mg/L LPS 孵育 6 h)、LPS+1.0 μmol/L YL-IPA08 组(1.0 μmol/L YL-

IPA08 孵育 1 h 后，1 mg/L LPS 孵育 6 h)和 YL-IPA08 组(1.0 μmol/L YL-IPA08 孵育 1 h)。ELISA 法检测炎性因子白细胞介素

(IL)-1β、γ干扰素(IFN-γ)、IL-4、IL-10和转化生长因子β1(TGF-β1)的表达水平，Western blotting检测细胞中介导TGF-β信

号转导的Smad蛋白家族成员 2、3(Smad2、Smad3)的表达水平。结果　(1)行为学实验结果显示，开场实验中各组小鼠运

动总距离比较差异无统计学意义(P>0.05)；而与对照组比较，LPS模型组小鼠进入中心区次数和停留时间明显减少，在悬

尾和强迫游泳实验中绝望时间延长，在新物体识别实验中识别指数明显降低，在高架十字迷宫实验中进入开放臂次数百分

比和开臂停留时间百分比明显降低，前额叶皮质PSD95及BDNF表达明显降低，差异均有统计学意义(P<0.05)。与LPS模型

组比较，LPS+3.0 mg/kg YL-IPA08组小鼠上述行为和蛋白表达变化均明显逆转(P<0.05)。(2)与对照组比较，LPS模型组BV2

细胞促炎因子 IL-1β和 IFN-γ表达水平明显升高(P<0.05)，抗炎因子 IL-4、IL-10 和 TGF-β1 表达水平明显降低(P<0.05)，

Smad2和Smad3表达水平明显降低(P<0.05)。与LPS模型组比较，LPS+0.5 μmol/L YL-IPA08组BV2细胞 IFN-γ表达水平明显降

低(P<0.05)，IL-4和TGF-β1表达水平明显升高(P<0.05)；而LPS+1.0 μmol/L YL-IPA08组BV2细胞上述变化均明显逆转(P<0.05)。

结论　YL-IPA08可明显缓解LPS诱导的小鼠抑郁、焦虑样行为，缓解其认知功能下降，其机制可能与改善神经炎症和调

节TGF-β/Smad通路有关。
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[Abstract] Objective　To investigate the improvement effect of 18kD translocator protein (TSPO) ligand YL-IPA08 on 

lipopolysaccharide (LPS) -induced depressive, anxiety-like behaviors and cognitive dysfunction in mice and the related anti-

inflammatory mechanism. Methods　 (1) 50 male C57BL/6J mice were randomly divided into control group, LPS model group, 

LPS+YL-IPA08 (1.0 or 3.0 mg/kg) group and YL-IPA08 (3.0 mg/kg) group, with 10 mice in each group. Mice in LPS model group 

were intraperitoneally injected with LPS (0.5 mg/kg) once on day 1 and day 8. Mice in LPS+YL-IPA08 (1 or 3 mg/kg) and YL-IPA08 

(3.0 mg/kg) groups were intragastrically administered YL-IPA08 (1.0 or 3.0 mg/kg) for 13 consecutive days, once a day. From the 9th 

to 12th day, the open field test, tail suspension test, forced swimming test, novel object recognition test and elevated-plus maze test 

were used to evaluate the depressive, anxiety-like behaviors and cognitive function of mice. Western blotting was used to detect the 

expression levels of postsynaptic density protein 95 (PSD95) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in the prefrontal cortex 

of mice. (2) BV2 mouse microglia cells were divided into control group (phosphate buffered saline incubation for 1 h), LPS model 

group (incubated with 1.0 mg/L LPS for 6 h), LPS+YL-IPA08 (0.5 or 1.0 μmol/L) group (incubated with 0.5 or 1.0 μmol/L YL-

IPA08 for 1 h and then incubated with 1 mg/L LPS for 6 h), and YL-IPA08 group (incubated with 1.0 μmol/L YL-IPA08 for 1 h). 

ELISA was used to detect the expression levels of inflammatory factors interleukin-1β (IL-1β), interferon-γ (IFN-γ), IL-4, IL-10 and 

transforming growth factor-β1 (TGF-β1). Western blotting was used to detect the expression levels of the members of Smad protein 

family (Smad2, Smad3) mediating signal transduction of TGF-β. Results　(1) The results of behavioral experiments showed that 

there was no significant difference in the total movement distance of mice in each group in the open field test (P>0.05). Compared with 

the control group, the number of entries and duration time in the central  area of mice in LPS model group were significantly decreased

(P<0.05); the immobility time in the tail suspension test and the forced swimming test was significantly prolonged (P<0.05); the 

recognition index in the novel object recognition test, the percentage of entries into the open arms and the percentage of  duration 

time in the open arm in the elevated-plus maze test were significantly decreased (P<0.05), and the expression levels of PSD95 and 

BDNF in the prefrontal cortex were significantly decreased (P<0.05). Compared with LPS model group, above behavioral and 

expression changes in LPS+YL-IPA08 (3.0 mg/kg) group were significantly reversed (P<0.05). (2) Compared with control group, the 

expression levels of pro-inflammatory factors IL-1β and IFN‐γ in BV2 cells in LPS model group were significantly increased (P<0.05), 

and the expressions of anti-inflammatory factors IL-4, IL-10 and TGF-β1 were significantly decreased (P<0.05), and the expression 

levels of Smad2 and Smad3 were significantly decreased (P<0.05). Compared with LPS model group, the expression level of IFN-γ in 

BV2 cells in LPS+YL-IPA08 (0.5 μmol/L) group was significantly decreased, and the expression levels of IL-4 and TGF-β1 were 

significantly increased (P<0.05); the above changes were significantly reversed in LPS+YL-IPA08 (1.0 μmol/L) group (P<0.05). 

Conclusion　 YL-IPA08 can significantly attenuate LPS-induced depressive and anxiety-like behaviors in mice and alleviate the 

decline in cognitive dysfunction, which mechanism may be related to improving neuroinflammation and regulating the TGF-β/Smad 

pathway.

[Key words] YL-IPA08; depression; anxiety; cognitive function; inflammation

抑郁症和焦虑症均为常见的精神障碍，给患者

家庭和社会造成了沉重负担。抑郁症和焦虑症之间

存在着广泛的共病现象，一线抗抑郁药也多为一线

抗焦虑药[1]。但目前以氟西汀、舍曲林等5-羟色胺重

摄取抑制剂为代表的临床一线抗抑郁、抗焦虑药多

存在有效率不高和损害认知功能等缺陷[2]。因此，研

发高效、不良反应少的新型抗抑郁、抗焦虑药物意

义重大。研究显示，抑郁症和焦虑症的发病与炎症

发生和突触可塑性障碍密切相关[3]。作为中枢神经系

统常驻的免疫细胞，小胶质细胞可在机体损伤或感

染时激活并转化为不同表型(如 M1 型和 M2 型)[4-5]。

M1型小胶质细胞可产生促炎介质，参与中枢炎症的

进展；M2型小胶质细胞可分泌多种细胞因子，发挥

抗炎和组织修复作用，并参与突触可塑性的调节。

18 kD转运蛋白(18 kD translocator protein，TSPO)是一

种跨膜蛋白，在中枢神经系统中主要表达于小胶质

细胞的线粒体外膜，与类固醇生成和炎症反应有关，

并可调节小胶质细胞极化[6]。TSPO配体在啮齿类动

物中可能有抗抑郁和抗焦虑作用。YL-IPA08 作为本

课题组自主研发的抗焦虑候选新药，是 TSPO 的高

亲和力配体。前期研究显示，YL-IPA08 在大鼠产后

抑郁模型和慢性不可预测应激模型中具有快速抗抑
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郁、抗焦虑的作用[7-8]，但其是否通过调节炎症反应

发挥抗抑郁、抗焦虑和促认知效应及其可能的机制

仍然未知。本研究采用革兰阴性菌细胞壁成分脂多

糖(lipopolysaccharide，LPS)诱导的小鼠模型探究 YL-
IPA08对抑郁、焦虑样行为和认知功能障碍的缓解作

用及其可能的抗炎机制，并在 LPS 诱导的小胶质细

胞炎症模型中观察了YL-IPA08对炎性因子及下游通

路蛋白表达的影响，旨在为相关药物的开发提供

依据。

1　材料与方法

1.1　药品、主要仪器和设备　YL-IPA08(2019112203，
纯度>99.9%，由军事医学研究院毒物药物研究所提

供)；LPS(L2880，纯度>99%，美国 Sigma 公司)；兔

抗突触后致密蛋白 95(postsynaptic density protein 95，
PSD95)、Smad 家族成员 2(member 2 of small mothers 
against decapentaplegic protein family，Smad2)多克隆抗

体(20665-1-AP，12570-1-AP，武汉三鹰生物技术有限

公司)；兔抗脑源性神经营养因子 (brain-derived 
neurotrophic factor，BDNF)单克隆抗体(ab108319，英

国 Abcam 公司)；兔抗 Smad3(9523)、β-肌动蛋白单

克隆抗体(4967，美国Cell Signaling Technology 公司)；
胎牛血清(FND500，中国Excell Bio 公司)；小鼠白细

胞介素(interleukin， IL) -1β、γ干扰素(interferon-γ，
IFN-γ)、IL-4 和 IL-10 ELISA 检测试剂盒(SEA563Mu，
SEA049Mu，SEA077Mu，SEA056Mu，武汉云克隆科

技股份有限公司)；小鼠转化生长因子-β1(transforming 
growth factor-β1，TGF-β1)ELISA检测试剂盒(QS42871，
北京奇松生物科技有限公司)。Mini-Protean Tetra Cell
小型垂直电泳系统(美国Bio-Rad公司)；OSA-0358型

Odyssey 双色红外荧光成像系统(美国 LI-COR 公司)；
BB 150细胞培养箱(美国赛默飞世尔科技公司)。
1.2　实验动物　10周龄雄性SPF级C57BL/6J小鼠50
只，初始体重 23~25 g，购自斯贝福(北京)生物技术

有限公司[实验动物生产许可证号：SCXK(京)2019-
0010]。小鼠饲养于 SPF 级环境，温度 22~24 ℃，相

对湿度 40%~60%，12 h/12 h 昼夜交替，自由摄食饮

水。本研究获军事医学研究院实验动物福利伦理委

员会批准(IACUC-DWZX-2022-605)。
1.3　LPS 诱导小鼠抑郁样和焦虑样行为及认知功能

障碍实验　

1.3.1　实验动物分组与实验流程　小鼠适应性饲养

7 d 后随机分为 5 组：对照组、LPS 模型组、LPS+
1.0 mg/kg YL-IPA08 组、LPS+3.0 mg/kg YL-IPA08 组和

3.0 mg/kg YL-IPA08 组，每组 10 只。 LPS 模型组、

LPS+1.0 mg/kg YL-IPA08 组和 LPS+3.0 mg/kg YL-IPA08
组小鼠在第 1 天和第 8 天分别腹腔注射给予 LPS
(0.5 mg/kg)；第 1~13 天，对照组小鼠灌胃给予生理

盐 水 (10 mg/kg)， 1 次/d； LPS+1.0 mg/kg YL-IPA08
组、LPS+3.0 mg/kg YL-IPA08 组和 3.0 mg/kg YL-IPA08
组 小 鼠 灌 胃 给 予 YL-IPA08， 1 次/d。 实 验 流 程

见图1。

1.3.2　行为学实验观察小鼠抑郁、焦虑样行为及认

知功能　第 9~12 天依次进行开场实验、悬尾实验、

强迫游泳实验、新物体识别实验和高架十字迷宫实

验，每次实验前将小鼠转移至实验房间适应2 h。
1.3.3　开场实验观察小鼠运动总距离、中心区进入

次数及停留时间　采用小鼠开场箱(40 cm×40 cm×
40 cm)，周壁及箱底为灰色有机玻璃材质，箱底被

均分为 16 小格，中央 4 格为中心区。实验时，将每

只小鼠置于开场箱内固定一角，自由活动5 min，使

用 SMART 视频采集系统记录小鼠自发活动总距离、

进入中心区的次数和停留时间并进行分析，评估小

鼠的自发活动能力和抑郁样行为。

1.3.4　悬尾实验和强迫游泳实验观察小鼠绝望时

间　在距小鼠尾端 1 cm处粘贴白色胶条，用胶条使

小鼠倒悬在悬尾箱(20 cm×30 cm×40 cm)顶端，记录

小鼠 6 min 内的倒悬挣扎状态，统计后 4 min 小鼠的

绝望行为持续时间。将小鼠置于强迫游泳缸(圆柱体

容器，透明亚克力材质，底面半径 6.9 cm，高

LPS. 脂多糖；OFT. 开场实验；TST. 悬尾实验；FST. 强迫游泳实验；NORT. 新物体识别实验；EPM. 高架十字迷宫实验； YL-IPA08. 

N-乙基-N(2-吡啶甲基)-2-(3,4-二氯苯基)-7-甲基咪唑并[1,2-a]吡啶-3-乙酰胺盐酸盐

图1　小鼠抑郁和焦虑样行为研究实验流程

Fig.1　Flowchart of the animal experiment on the depressive and anxiety-like behavior in mice
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19.5 cm)，缸内水深16 cm，水温22~24 ℃，筒壁光滑

不易攀爬，记录6 min内小鼠在水中的运动过程，统

计后4 min小鼠的绝望行为持续时间。绝望行为指小

鼠放弃挣扎，躯体无活动，呈现静止状态或只有轻

微运动，用于评估小鼠的抑郁样行为。

1.3.5　新物体识别实验观察小鼠识别指数　第 1 天

将小鼠置于开场实验箱(40 cm×40 cm×40 cm)内适应

环境 5 min；第 2天实验场地内两角各放置 1个物体，

两个物体大小、形状、颜色完全相同，将小鼠置于

实验箱内自由探索 5 min；第 3 天将其中 1 个物体更

换为大小、形状、颜色完全不同的另一物体后再将

小鼠放进场地，用 SMART 视频采集系统记录 5 min
内小鼠分别对新、旧物体的探索时间(探索行为指小

鼠用鼻子或嘴靠近物体，且与物体间距≤2 cm)，计

算识别指数，以反映小鼠的认知与记忆能力。识别

指数(%)=新物体探索时间/(新物体探索时间+旧物体

探索时间)×100%。

1.3.6　高架十字迷宫实验观察小鼠进入开放臂的次

数和时间占比　迷宫装置距离地面50 cm，整体材质

为灰色不透明有机玻璃。将小鼠置于高架十字迷宫

中央区域(5 cm×5 cm)，使之面对两个开放臂(30 cm×
5 cm×1 cm)和两个闭合臂(30 cm×5 cm×15 cm)，使用

SMART视频采集系统记录 5 min内小鼠的活动轨迹，

统计小鼠进入开放臂的次数和停留时间。计算小鼠

进入开放臂的次数和停留时间的占比，评估小鼠的

焦虑样行为。

1.3.7　Western blotting检测小鼠前额叶皮质PSD95和

BDNF 蛋白的表达水平　实验第 13 天给药后处死小

鼠，于冰上取大脑前额叶皮质组织，于液氮短暂冻

存后移至-80 ℃保存备用。称重各小鼠前额叶皮质

组织，每 1 mg 加 10 μl RIPA 裂解液、0.2 μl 蛋白酶抑

制剂和0.2 μl磷酸酶抑制剂，于4 ℃条件下研磨3次，

每次 60 Hz、 60 s，静置 40 min 后 12 000 r/min 离心

10 min，收集上清液。使用 BCA 试剂盒进行蛋白浓

度定量。每个样品取 40 μg 蛋白于聚丙烯酰胺凝胶

中，电压 80 V电泳 100 min，使用“三明治”法将蛋

白转移至 PVDF 膜， 5% 脱脂奶粉 25 ℃封闭 2 h，
TBST洗膜1次，加入兔抗PSD95、BDNF、β-肌动蛋

白一抗(1:1000)，4 ℃孵育 12 h。TBST 洗膜 3 次，加

入山羊抗兔 IgG二抗(1:500)，25 ℃孵育2 h。TBST洗

膜 3 次，将 PVDF 膜置于 Odyssey 双色红外荧光显影

仪中进行曝光显影，使用 Image J软件分析蛋白条带

灰度值，以目的蛋白条带灰度值/内参蛋白条带灰度

值作为其相对表达水平。

1.4　LPS诱导BV2小鼠小胶质细胞炎症模型实验　

1.4.1　细胞培养　BV2 细胞购自中国协和医学院细

胞资源中心，用含10% FBS和1%青-链霉素的DMEM

完全培养基培养于37 ℃、5% CO2培养箱。当细胞密

度达到 80% 时进行传代，取对数生长期细胞进行

实验。

1.4.2　细胞分组与药物处理　将 BV2 细胞接种到

6孔板，每孔7×105个细胞，随机分为对照组、LPS模

型组、LPS+0.5 μmol/L YL-IPA08 组、LPS+1.0 μmol/L 
YL-IPA08 组和 1.0 μmol/L YL-IPA08 组。对照组细胞使

用磷酸盐缓冲液孵育 1 h，LPS+0.5 μmol/L YL-IPA08
组 、 LPS+1.0 μmol/L YL-IPA08 组 和 1.0 μmol/L YL-
IPA08 组细胞使用相应浓度的 YL-IPA08 孵育 1 h；更

换培养基，LPS 组、LPS+0.5 μmol/L YL-IPA08 组和

LPS+1.0 μmol/L YL-IPA08 组使用 1.0 mg/L LPS 培养

6 h。
1.4.3　ELISA检测细胞裂解液炎性因子 IL-1β、IFN-γ、
IL-4、IL-10和TGF-β1的浓度　细胞分组及药物处理

同 1.4.2，每组设 6 个复孔。弃培养基，收集细胞，

加入PBS反复冻融3次裂解细胞，4 ℃下12 000 r/min
离心10 min，收集上清液。按照ELISA试剂盒步骤检

测各组细胞内 IL-1β、IFN-γ、IL-4、IL-10 和 TGF-β1

蛋白浓度。

1.4.4　 Western blotting 检 测 细 胞 裂 解 液 Smad2、
Smad3 蛋白相对表达水平　细胞分组及药物处理同

1.4.2，每组设 4个复孔。弃培养基，6孔板各孔加入

200 μl的RIPA裂解液，冰上静置5 min后使用细胞刮

刀收集细胞裂解液，4 ℃下 12 000 r/min 离心 10 min，
收集上清液。Western blotting 实验操作步骤同 1.3.7。
一抗(兔抗Smad2或Smad3)稀释倍数为1:500。
1.5　统计学处理　采用 GraphPad Prism 9.5.1 软件进

行统计分析。计量资料均符合正态分布，以 x±s 表
示，两组间比较采用独立样本 t检验，多组间比较采

用单因素方差分析，进一步两两比较采用 Dunnett-t
检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　对LPS诱导小鼠抑郁样和焦虑样行为及认知功

能障碍的影响　行为学实验结果显示，各组小鼠开

场实验运动总距离比较差异无统计学意义(P>0.05，
图2A)。与对照组比较，LPS模型组小鼠在开场实验

中进入中心区的次数和停留时间减少 (P<0.05，
图 2B、C)，在悬尾实验和强迫游泳实验中绝望时间

延长(P<0.05，图 2D、E)，在新物体识别实验中识别

指数降低(P<0.05，图2F)，在高架十字迷宫实验中开

放臂进入次数百分比和停留时间百分比降低(P<0.05，
图2G、H)。3.0 mg/kg YL-IPA08组小鼠各项指标与对

照组比较差异无统计学意义(P>0.05)。与LPS模型组

比较，LPS+1.0 mg/kg YL-IPA08 组小鼠仅在强迫游泳

实验中绝望时间减少(P<0.05)，其他行为学指标差异
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无统计学意义(P>0.05)，而 LPS+3.0 mg/kg YL-IPA08
组小鼠上述行为学指标均明显逆转(P<0.05，图 2)。

根据以上实验结果，后续实验选择 LPS+3.0 mg/kg 
YL-IPA08组小鼠脑组织进行Western blotting检测。

2.2　对 LPS 诱导小鼠前额叶皮质 PSD95 和 BDNF 蛋

白表达的影响　Western blotting检测结果显示，与对

照组比较，LPS 模型组小鼠前额叶皮质 PSD95 和

BDNF蛋白表达水平均明显降低(P<0.05)，而3.0 mg/kg 
YL-IPA08 组小鼠 PSD95 和 BDNF 蛋白表达水平无明

显变化(P>0.05)。与LPS模型组比较，LPS+3.0 mg/kg 
YL-IPA08 组小鼠 PSD95 和 BDNF 蛋白表达水平明显

升高(P<0.05)(图3)。
2.3　对 LPS 诱导 BV2 小胶质细胞炎性因子浓度的影

响　ELISA检测结果显示，与对照组比较，LPS模型

组 BV2 细胞促炎因子 IL-1β和 IFN-γ水平明显升高

(P<0.05)，抑炎因子 IL-4、IL-10 和 TGF-β1 水平明显

降低(P<0.05)；0.5 μmol/L YL-IPA08 组上述炎症相关

因子与对照组比较差异无统计学意义(P>0.05)。与

LPS模型组比较，LPS+0.5 μmol/L YL-IPA08组BV2细

胞 IFN-γ水平明显降低(P<0.05)，IL-4和TGF-β1水平

明显升高(P<0.05)，而 IL-1β和 IL-10水平无明显变化

(P>0.05)；LPS+1.0 μmol/L YL-IPA08组BV2细胞 IL-1β

LPS. 脂多糖；YL-IPA08. N-乙基-N(2-吡啶甲基)-2-(3,4-二氯苯基)-7-甲基咪唑并[1,2-a]吡啶-3-乙酰胺盐酸盐；A. 开场实验小鼠运动总距

离；B. 开场实验小鼠中心区进入次数；C. 开场实验小鼠中心区停留时间；D. 悬尾实验小鼠绝望时间；E. 强迫游泳实验小鼠绝望时间；

F. 新物体识别实验小鼠识别指数；G. 高架十字迷宫实验小鼠开放臂进入次数百分比；H. 高架十字迷宫实验小鼠开放臂停留时间百分比；

与对照组相比，(1)P<0.05；与LPS模型组相比，(2)P<0.05

图2　YL-IPA08对LPS诱导小鼠抑郁样和焦虑样行为及认知功能障碍的改善作用(n=10)
Fig.2　Effect of YL-IPA08 on depressive-like and anxiety-like behaviors and cognitive dysfunction in LPS-treated mice (n=10)
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和 IFN-γ水平明显降低(P<0.05)，L-4、IL-10和TGF-β1

浓度明显升高(P<0.05)(图 4)。根据以上实验结果，

后续实验选择 LPS+1.0 μmol/L YL-IPA08 组 BV2 细胞

进行Western blotting检测。

2.4　对LPS诱导BV2小胶质细胞Smad2和Smad3蛋白

表达水平的影响　Western blotting检测结果显示，与

对照组比较，LPS模型组BV2细胞Smad2和Smad3蛋

白相对表达水平明显降低(P<0.05)，而1.0 μmol/L YL-

IPA08组BV2细胞 Smad2和 Smad3蛋白相对表达水平

无明显变化 (P>0.05)。与 LPS 模型组比较，LPS+

1.0 μmol/L YL-IPA08 组 BV2 细胞 Smad2 和 Smad3 蛋白

相对表达水平明显升高(P<0.05)(图5)。

PSD95. 突触后致密蛋白95；BDNF. 脑源性神经营养因子；β-actin. β-肌动蛋白；与对照组比较，(1)P<0.05；与LPS组比较，(2)P<0.05

图3　YL-IPA08对LPS诱导小鼠前额叶皮质PSD95和BDNF相对表达水平的影响(Western blotting，n=4)
Fig.3　Effect of YL-IPA08 on protein expression levels of PSD95 and BDNF in prefrontal cortex of LPS-treated mice (Western blotting, 
n=4)

IL-1β. 白细胞介素1β；IFN-γ. γ干扰素；IL-4. 白细胞介素4；IL-10. 白细胞介素10；TFG-β1. 转化生长因子β1；与对照组相比，(1)P<0.05；

与LPS组相比，(2)P<0.05

图4　YL-IPA08对LPS诱导BV2细胞炎性因子 IL-1β、IFN-γ、IL-4、IL-10和TGF-β1水平的影响(ELLISA，n=6)
Fig.4　Effect of YL-IPA08 on expression levels of cytokines IL-1β, IFN-γ, IL-4, IL-10 and TGF-β1 in LPS-treated BV2 cells (ELLISA, n=6)
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3　讨　　论

自 1991年提出细胞因子假说以来，越来越多的

证据显示，抑郁症发病与炎症关系密切[9]，如有研

究发现重度抑郁症患者血清和脑脊液中炎性因子 IL-
1β、 IL-6 和 肿 瘤 坏 死 因 子 (tumor necrosis factor，
TNF)-α水平明显升高[10]。免疫炎症通路的激活特别

是促炎细胞因子的释放会引发神经内分泌改变和神

经炎症，从而导致抑郁症的发生[11-12]，而抑郁症状

可通过某些抗炎治疗得到改善[13]，如艾司氯胺酮

(esketamine)可通过抗炎作用缓解小鼠的抑郁样行

为[14]。本课题组前期研究显示，在大鼠慢性不可预

测应激和产后抑郁等模型中，YL-IPA08(0.1、0.3、
1.0 和 3.0 mg/kg)慢性灌胃给药可发挥抗抑郁样和抗

焦虑作用[7,15]，但 YL-IPA08 的抗炎作用尚未见报道。

因此，本研究从抗炎作用的角度探究YL-IPA08的抗

抑郁、抗焦虑及促认知效应及其可能机制，剂量根

据课题组前期研究结果确定[15]。

LPS 作为实验中常用的炎症刺激因子，可引起

急、慢性炎症反应，影响免疫细胞的发育、分布和

激活[16-20]。给予LPS可导致啮齿类动物体内炎症水平

增高[21]，悬尾实验和强迫游泳实验中绝望时间延长，

导致抑郁样行为产生[22]。目前，单次腹腔注射给予

LPS被广泛用于诱导啮齿类动物抑郁样行为[23-25]。文

献报道腹腔注射给予 0.5 mg/kg LPS刺激后 6 h，小鼠

前额叶皮质和海马中 IL-1β、IL-6和TNF-α等炎性因

子表达水平升高，提示促炎细胞因子可透过血脑屏

障进入大脑[26]，激活小胶质细胞，诱导中枢炎症。

有研究发现在 LPS(0.5 或 0.83 mg/kg)腹腔注射后约

2 h，小鼠血液中促炎细胞因子的释放达到峰值，出

现发热、厌食、运动和社会互动减少等行为；24 h
后，小鼠表现出抑郁样行为[24-25,27]。参考本课题组前

期研究[28]，本研究沿用两次腹腔注射给予 0.5 mg/kg 
LPS 的模型，在不影响自发活动的前提下诱导小鼠

产生稳定的抑郁样行为。

突触蛋白表达增加和突触可塑性增强与抗抑郁

作用关系密切[8]，包括选择性 5-羟色胺再摄取抑制

剂(如氟西汀)在内的多种抗抑郁药可通过增强突触

可塑性发挥抗抑郁作用[29-30]。PSD95是突触可塑性相

关标志物之一，负责运输 N-甲基-D-天冬氨酸受体

(NMDAR)和α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑丙酸受体

(AMPAR)到突触后膜，调节突触成熟[31]。BDNF是突

触可塑性的关键调节因子，可通过激活原肌球蛋白相

关激酶受体 B(tropomyosin-related kinase receptor B，
TrkB)信号通路启动下游多条信号通路，增加皮质树

突棘密度，影响树突棘形态[32-34]。LPS处理已被证实

可导致啮齿类动物 PSD95 和 BDNF 水平降低，神经

元突触可塑性受损[35]。研究显示，依鲁替尼和氟西

汀可逆转LPS诱导的小鼠PSD95、BDNF蛋白表达水

平降低，改善突触的缺失，缓解抑郁症状[36-37]。Liu
等[38]发现，PSD95 和 BDNF 蛋白水平升高可增加突

触数量和密度，改善认知功能。本研究的结果与上

述研究一致。此外，多种类型的细胞(包括小胶质细

胞)可分泌 BDNF。YL-IPA08 作为 TSPO 配体，可能

通过作用于小胶质细胞影响 BDNF 的分泌和突触蛋

白合成而发挥作用，这与Wang等[39]对TSPO配体的

研究结果相一致。近期研究显示，小胶质细胞分泌

的 BDNF 可促进突触可塑性，并调节与学习记忆功

能有关的突触形成[40]。

小胶质细胞是大脑的免疫细胞，在不同情况可

分化为M1型或M2型。在抑郁症中，小胶质细胞被

激活并向M1型分化，表现为细胞体增大、细胞分枝

减少和突起粗大[41]。M1 型小胶质细胞合成和分泌

IL-1β、TNF-α和 IL-6等促炎细胞因子，M2型则表达

Smad2. Smad蛋白家族成员2；Smad3. Smad蛋白家族成员3；β-actin. β-肌动蛋白；与对照组相比，(1)P<0.05；与LPS组相比，(2)P<0.05

图5　YL-IPA08对LPS诱导BV2小胶质细胞TGF-β1下游通路蛋白Smad2和Smad3相对表达水平的影响(n=4)
Fig.5　Effect of YL-IPA08 on expression levels of Smad2 and Smad3 in LPS-treated BV2 cell by Western blotting (n=4)
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IL-10、IL-4 和 TGF-β等抗炎细胞因子[42]，两者共同

调控中枢炎症水平[43-44]。在LPS刺激下，小胶质细胞

的激活和促炎细胞因子的表达更加明显[45]。研究显

示，依鲁替尼可抑制 LPS 诱导的小胶质细胞激活和

炎性因子释放，缓解小鼠抑郁样行为[37]。 IL-4、
IL-10和TGF-β1可通过下调 IL-6、TNF-α的表达及抑

制一氧化氮的产生，在体内外抑制 LPS 诱导的神经

元损伤[43,46-48]。本研究通过预孵育 YL-IPA08(0.5 或

1.0 μmol/L)1 h 观察其是否能减轻 LPS 诱导的 BV2 小

胶质细胞神经炎症并发挥抗炎作用，结果提示，YL-
IPA08可能通过促使小胶质细胞向M2型分化而发挥

抗炎作用。

研究发现，TGF-β1在R-氯胺酮(R-ketamine)的快

速抗抑郁起效中发挥关键作用[49]。TGF-β/Smad信号

通路在大鼠原代小胶质细胞中发挥抗炎作用，影响

核因子κB(nuclear factor κB，NF-κB)进入细胞核，抑

制 LPS 引起的炎症反应[50]。此外，在小鼠慢性社交

挫败应激模型(chronic social defeat stress，CSDS)中，

脑室内注射重组TGF-β1和鼻内给予TGF-β1均可产生

快速且持续的抗抑郁样作用[49,51]。本研究对 TGF-β1

及 Smad2 和 Smad3 蛋白表达的检测结果显示，YL-
IPA08可能通过小胶质细胞激活TGF-β/Smad通路发

挥抗炎作用。

综上所述，YL-IPA08 可明显改善 LPS 诱导的小

鼠抑郁样和焦虑样行为及认知功能障碍，调节 BV2
细胞炎性因子的表达水平，促进 PSD95 和 BDNF 蛋

白表达，增强突触可塑性，并可能通过激活小胶质

细胞TGF-β/Smad通路发挥抗炎作用。但本研究并未

考察YL-IPA08是通过影响神经元还是胶质细胞促进

PSD95和BDNF表达；未在动物水平进行多脑区实验

进一步验证和探究 YL-IPA08 的抗炎作用；TGF-β/
Smad通路是否介导YL-IPA08的抗抑郁、抗焦虑和促

认知效应仍需进一步探索。因此，后续实验将从多

脑区和多种细胞类型角度出发，进一步探讨 YL-
IPA08增强突触可塑性的精细调控机制，并在动物水

平探究TGF-β/Smad通路在YL-IPA08起效中的作用。
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