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及机制研究
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(1.
 

山西农业大学食品科学与工程学院,山西
 

晋中　 030801;2.
 

中国农业科学院农产品

加工研究所,北京　 100193;3. 宁波大学新药技术研究院,浙江
 

宁波　 315211)

　 　 【摘要】 　 目的 　 以槟榔碱为研究对象,采用慢性不可预知温和应激( chronic
 

and
 

unpredictable
 

mild
 

stress,CUMS)所致小鼠抑郁模型,旨在评估槟榔碱在抗抑郁方面的潜在活性,并初步探讨其可能涉及的作用

机制,从而为深入挖掘槟榔的健康功能提供实验依据,并为其资源的科学开发与利用提供理论支撑。 方法
 

选取 60 只检疫合格的 SPF 级 C57BL / 6J 小鼠,根据体质量随机分为空白组、模型组、氟西汀组(20
 

mg / kg)、槟
榔碱低剂量组(10

 

mg / kg)、槟榔碱中剂量组(20
 

mg / kg)、槟榔碱高剂量组(40
 

mg / kg),每组 10 只。 采用旷场、
悬尾和强迫游泳等行为学方法评价槟榔碱对抑郁小鼠的行为影响;采用酶联免疫法检测分析小鼠血清 Cort
含量、血清和脑组织中 SOD、MDA、CAT 水平以及脑组织中 5-HT、NE、DA、GABA、TNF-α、IL-10 和 IL-1β 等生化

指标;Western
 

Blot 检测 BDNF、TrkB、CREB 的表达。 结果　 实验结果表明,槟榔碱能显著降低模型小鼠在旷

场活动中总路程、平均速度,增加小鼠活动次数;显著降低模型小鼠在悬尾和强迫游泳实验的不动时间。 槟榔

碱显著降低小鼠血清皮质酮水平,提高 SOD、CAT 水平同时降低 MDA 水平;显著增加神经递质 5-HT、DA、NE、
GABA 水平;显著降低细胞因子 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平;以及显著上调小鼠脑组织内 BDNF、TrkB 和 CREB 的

表达水平。 结论　 根据研究发现,槟榔碱具有显著的抗抑郁能力,其机制可能通过减轻氧化应激伤害、抑制

神经炎症、调节神经递质平衡,以及调节 BDNF / TrkB / CREB 信号通路来实现。 本研究挖掘了槟榔碱的抗抑

郁功效并初步揭示其可能的调控机制,可为槟榔发挥神经活性提供数据支持并为槟榔的药用开发奠定理论

基础。
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【Abstract】 　 Objective 　 We
 

explored
 

the
 

anti-depressant
 

activity
 

and
 

mechanism
 

of
 

arecoline
 

in
 

vivo
 

in
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

depression
 

induced
 

by
 

chronic
 

unpredictable
 

mild
 

stress.
 

The
 

aim
 

was
 

to
 

explore
 

the
 

possible
 

mechanisms
 

of
 

action,
 

providing
 

experimental
 

evidence
 

for
 

further
 

research
 

into
 

the
 

health
 

benefits
 

of
 

arecoline
 

and
 

theoretical
 

support
 

for
 

the
 

scientific
 

development
 

and
 

utilization
 

of
 

this
 

resource.
 

Methods　 Sixty
 

quarantine-qualified
 

SPF
 

C57BL / 6J
 

mice
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

a
 

control
 

group,
 

model
 

group,
 

fluoxetine
 

group
 

(20
 

mg / kg),
 

and
 

arecoline
 

low-,
 

medium-,
 

and
 

high-dose
 

groups
 

(10,
 

20,
 

and
 

40
 

mg / kg,
 

respectively)
 

according
 

to
 

body
 

mass
 

(n
  

=
  

10
 

mice
 

per
 

group).
 

The
 

effects
 

of
 

arecoline
 

on
 

the
 

behavior
 

of
 

the
 

mice
 

were
 

evaluated
 

by
 

open-field,
 

tail-
suspension,

 

and
 

forced-swimming
 

tests.
 

Serum
 

corticosterone
 

and
 

serum
 

and
 

brain
 

levels
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD )
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunoassay.
 

Malondialdehyde
 

( MDA ),
 

catalase
 

( CAT ),
 

5-
hydroxytryptamine

 

( 5-HT),
 

and
 

norepinephrine
 

( NE )
 

levels
 

in
 

brain
 

tissue,
 

and
 

dopamine
 

( DA ),
 

gamma-
aminobutyric

 

acid
 

( GABA ),
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

( TNF-α ),
 

interleukin
 

( IL )-10,
 

IL-1β,
 

brain-derived
 

neurotrophic
 

factor
 

(BDNF),
 

tropomyosin
 

receptor
 

kinase
 

B
 

( TrkB),
 

and
 

cAMP-response
 

element
 

binding
 

protein
 

(CREB)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot.
 

Results 　 Arecoline
 

significantly
 

reduced
 

the
 

total
 

distance
 

and
 

average
 

speed
 

of
 

the
 

model
 

mice
 

in
 

open
 

field
 

tests
 

and
 

increased
 

activities,
 

and
 

significantly
 

reduced
 

the
 

immobility
 

time
 

in
 

the
 

tail
 

suspension
 

and
 

forced
 

swimming
 

tests.
 

Arecoline
 

also
 

significantly
 

decreased
 

serum
 

corticosterone
 

levels,
 

increased
 

SOD
 

and
 

CAT,
 

and
 

decreased
 

MDA
 

levels.
 

5-HT,
 

DA,
 

NE,
 

and
 

GABA
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased,
 

and
 

the
 

cytokines
 

TNF-α,
 

IL-6,
 

and
 

IL-1β
 

were
 

significantly
 

decreased.
 

Expression
 

levels
 

of
 

BDNF,
 

TrkB,
 

and
 

CREB
 

in
 

the
 

brain
 

tissue
 

were
 

significantly
 

increased.
 

Conclusions　 Research
 

has
 

found
 

that
 

arecoline
 

has
 

a
 

significant
 

antidepressant
 

ability,
 

and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

achieved
 

by
 

reducing
 

oxidative
 

stress
 

damage,
 

inhibiting
 

neuroinflammation,
 

regulating
 

neurotransmitter
 

balance,
 

and
 

regulating
 

the
 

BDNF / TrkB / CREB
 

signaling
 

pathway. .
 

This
 

study
 

explored
 

the
 

antidepressant
 

efficacy
 

of
 

arecoline
 

and
 

preliminarily
 

revealed
 

its
 

possible
 

regulatory
 

mechanism,
 

which
 

can
 

provide
 

data
 

support
 

for
 

the
 

neuroactivity
 

of
 

arecoline
 

and
 

lay
 

a
 

theoretical
 

foundation
 

for
 

the
 

development
 

of
 

arecoline
 

as
 

medicine.
【Keywords】　 arecoline;

 

anti-depressant;
 

oxidative
 

stress;
 

neuroinflammation;
 

neurotransmitters
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　 　 槟榔(Areca
 

catechu
 

L. )是棕榈科槟榔属的一

种常绿树种[1] ,常见于我国南方的热带和亚热带

地区,是一种重要的经济作物。 它不仅在“四大

南药”中占据首位,还因其药用和食用双重价值

而备受关注。 槟榔有广泛的生物活性作用,如抗

炎[2] 、抗病毒[3] 、抗氧化[4] 、抗衰老[5] 、抗疲劳[6] 、
抗抑郁[7] 、抗缺氧[8] 、抗血栓[9] 以及降血糖[10-12] 、
血管保护[13] 和胃肠道蠕动增强[14] 。 其干燥、成
熟的种子被称为槟榔果。 槟榔碱作为槟榔果的

重要活性物质之一,具有强大的生物学作用,特
别是对神经系统[15] 。 抑郁症是一种严重的复发

性神经精神疾病,常见症状有情绪低落、失去快

感、睡眠问题、食欲下降和体力减弱等,这些症状

可能导致严重的后果,如自杀[16] 。 全球范围内,
抑郁症患者人数已突破 3. 5 亿,约占全球总人口

的 4. 4%。 该疾病不仅对各国公共健康体系构成

严峻挑战,也对经济发展带来了显著的负面影

响[17] 。 目前治疗抑郁症的药物主要集中在提高
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突触间隙中单胺类神经递质的水平,如传统的三

环类抗抑郁药、选择性 5-HT 再摄取抑制剂以及

去甲肾上腺素(norepinephrine,NE)再摄取抑制剂

等,已广泛用于临床治疗。 但其药理机制尚不明

确,并且部分患者疗效滞后、治疗反应不佳、自杀

率难以有效控制[18] 。 建立动物模型是推进抑郁

症研究的关键[19] ,实验室研究中常用的抑郁动物

模型有慢性不可预见温和束缚小鼠抑郁模型和

慢性不可预见节律紊乱小鼠躁狂模型等。 慢性

不可 预 知 温 和 应 激 ( chronic
 

unpredicted
 

mild
 

stress,CUMS)引发的动物模型表现出与人类抑郁

症核心症状高度相似的特点,因此该模型在抗抑

郁药物的研发中得到了广泛应用[20] 。 作为槟榔

中一种生物碱有效组分,槟榔碱的活性报道尤其

是抗抑郁具体作用机制不明。 因此,本研究选取

槟榔碱作为研究对象,构建 CUMS 小鼠模型,运用

行为测试与分子机制分析手段,评估其抗抑郁活

性及其潜在机制,为槟榔功能性研究提供数据参

考,并为其资源的高效利用奠定理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

6
 

~
 

8 周龄, SPF 级 C57BL / 6J 雄性小鼠

60 只,体质量 18
  

~
  

22
 

g,购于广东维通利华实验

动物技术有限公司【SCXK(粤)2022-0063】,在湖

南普瑞玛药物研究中心有限公司屏蔽环境 D 区

饲养【SYXK(湘)2020-0015】。 环境保持 12
 

h 的

光和暗循环,稳定温度为 23
  

~
  

25 ℃ ,相对湿度约

为 55%
  

~
  

65%。 小鼠自由饮食饮水。 本实验通

过山西农业大学食品与工程学院伦理审批

(SXAU202310),并按照中国实验动物管理和使

用委员会指导原则开展。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

槟榔碱(批号:A14660,购自上海吉至生化科

技有限公司);盐酸氟西汀片(批号:202109102,
规格:每片 10

 

mg,购自常州四药有限公司);超氧

化物歧化酶( superoxide
 

dismutase,SOD)、丙二醛

(malondialdehyde, MDA)、过氧化氢酶 ( catalase,
CAT)、皮质酮(corticosterone,Cort)试剂盒(批号:
A001-3-2、 A003-1-2、 A007-1-1、 H205-1-2,购自南

京建成生物工程);IL-1β、IL-6、TNF-α 试剂盒(批

号:H002-1-2、H007-1-2、H052-1-2,购自南京建成

生物工程);多巴胺( dopamine,DA)、5-HT、NE、γ-
氨基丁酸(γ-aminobutyric

 

acid,GABA)试剂盒(批

号:H170-1-2、H104-1-2、H096-1-2、H168-1-2,购自

南京建成生物工程);TrkB 抗体(批号:28205-1-
AP、13129-1-AP,购自 Proteintech

 

Group);P-TrkB
抗体 ( 批号: AB229908,购自 Abcam); CREB、 P-
CREB 抗体 ( 批号: 9197、 9198, 购自美国 Cell

 

Signaling
 

Technology ); HRP 标记的山羊抗兔、
HRP 标记的山羊抗小鼠(批号:111-035-003,115-
035-003,购自 Jackson 实验室)。 Behav 动物行为

分析系统(型号:JLbehv,购自上海吉量科技有限

公司);电子天平(型号:ME2002E,购自梅特勒公

司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组与给药

SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠 60 只,根据体质

量随机分为 6 组,分别为空白组、模型组、氟西汀

组(20
 

mg / kg)、槟榔碱低剂量组(10
 

mg / kg)、槟
榔碱中剂量组(20

 

mg / kg)、槟榔碱高剂量组(40
 

mg / kg),每组 10 只。 如表 1 所示,在测试之前,
小鼠有 1 周的时间来适应动物设施内的新环境,
除空白组外,其余小鼠在 14 d 内每天随机接受 2

 

~
 

3 种不同类型的温和应激处理。 为防止适应性

产生,相同应激源不连续施加,确保刺激的不可

预期性。 在此期间同步进行灌胃给药,空白组和

模型组给予等量蒸馏水,其他组给予相应药液,
给药体积为 20

 

mL / kg,每日 1 次。
1. 2. 2　 行为学检测指标

连续给药 14
 

d 后进行行为学评价。
旷场检测(open

 

field
 

test,OFT):给药 14
 

d 后

末次给药后 30
 

min,用 Behav 动物行为分析系统,
检测时间为 10

 

min。 实验开始时,将待测小鼠放

入测试箱中央,且保证每次实验从同一位置同一

方向放入小鼠。 观察小鼠在测试时间内的活动

情况。
悬尾检测 ( tail

 

suspension
 

test, TST): 小鼠

OFT 次日,进行 TST。 实验开始时,尾部悬吊使小

鼠呈倒悬体位,头部与箱底保持一定距离。 如多

只小鼠同时进行实验,每两只动物间需用不透明

挡板隔开。 实验时间为 6
 

min,记录后 4
 

min 内小

鼠的不动时间。
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表 1　 慢性不可预知性应激时间表

Table
 

1　 Schedule
 

of
 

chronic
 

unpredictability
 

stress
时间

 

Time 造模方式
 

Molding
 

method 具体时间 Specific
 

time

第 1 天
Day

 

1
束缚 12

 

h
  

+
  

倾笼 12
 

h
Bind

 

12
 

h
  

+
  

dump
 

cage
 

12
 

h

9:30
  

~
  

21:30 束缚;
21:30

  

~
  

9:30 倾笼
9:30

  

~
  

21:30
 

bind;
21:30

  

~
  

9:30
 

dump
 

cage

第 2 天
Day

 

2
禁食 12

 

h
  

+
  

湿笼 12
 

h
  

+
  

昼夜颠倒
Fasting

 

12
 

h
  

+
  

wet
 

cage
 

12
 

h
  

+
  

day
 

and
 

night
 

reversal

8:30
  

~
  

20:30 禁食;
21:00

  

~
  

9:00 湿笼
8:30

  

~
  

20:30
 

fasting;
21:00

  

~
  

9:00
 

wet
 

cage

第 3 天
Day

 

3
冰水游泳 10

 

min
  

+
  

频闪 12
 

h(噪音 30
 

min)
Ice

 

water
 

swimming
 

10
 

min
  

+
  

stroboscopic
 

12
 

h(noise
 

30
 

min)

8:50
  

~
  

9:00 冰水游泳;
9:00

  

~
  

21:00 频闪;
9:00

  

~
  

9:30 噪音
8:50

  

~
  

9:00
 

ice
 

water
 

swimming;
9:00

  

~
  

21:00
 

stroboscopic;
9:00

  

~
  

9:30
 

noise

第 4 天
Day

 

4
禁水 12

 

h
  

+
  

禁食 12
 

h
  

+
  

昼夜颠倒
No

 

water
 

12
 

h
  

+
  

fasting
 

12
 

h
  

+
  

day
 

and
 

night
 

reversal

8:30
  

~
  

20:30 禁水;
20:30

  

~
  

8:30 禁食
8:30

  

~
  

20:30
 

no
 

water;
20:30

  

~
  

8:30
 

fasting

第 5 天
Day

 

5
束缚 12

 

h
  

+
  

倾笼 12
 

h
Bind

 

12
 

h
  

+
  

dump
 

cage
 

12
 

h

8:30
  

~
  

20:30 倾笼;
21:30

  

~
  

9:30 束缚
8:30

  

~
  

20:30
 

dump
 

cage;
21:30

  

~
  

9:30
 

bind

第 6 天
Day

 

6
冰水游泳 10

 

min
  

+
  

频闪 12
 

h(噪音 30
 

min)
Ice

 

water
 

swimming
 

10
 

min
  

+
  

stroboscopic
 

12
 

h(noise
 

30
 

min)

8:50
  

~
  

9:00 冰水游泳;
9:00

  

~
  

21:00 频闪;
9:00

  

~
  

9:30 噪音
8:50

  

~
  

9:00
 

ice
 

water
 

swimming;
9:00

  

~
  

21:00
 

stroboscopic;
9:00

  

~
  

9:30
 

noise

第 7 天
Day

 

7

禁水 12
 

h
  

+
  

频闪 12
 

h(噪音 30
 

min)
No

 

water
 

12
 

h
  

+
  

stroboscopic
 

12
 

h
(noise

 

30
 

min)

8:30
  

~
  

20:30 禁水;
9:00

  

~
  

9:00 频闪;
9:00

  

~
  

9:30 噪音
8:30

  

~
  

20:30
 

no
 

water;
9:00

  

~
  

9:00
 

stroboscopic;
9:00

  

~
  

9:30
 

noise

　 　 强迫游泳检测( forced
 

swim
 

test,FST):小鼠

TST 次日,进行 FST。 实验前测试水箱水温,应为

23
  

~
  

25 ℃ 。 水深据动物体质量进行调整。 实验

时间 6
 

min,记录后 4
 

min 内小鼠的游泳时间和不

动时间。 不动时间越长表明抑郁程度越重[21] 。
1. 2. 3　 样本收集及生化指标检测

在 FST 测试结束后,对每只小鼠进行采血。
将这些样品在 4

 

℃ 和 3500
 

r / min 下离心 10
 

min
获得血清。 取出脑组织样本保存在-80

 

℃内以作

进一步分析。 采用 ELISA 检测血清中 Cort 含量,
血清和脑组织中 SOD、MDA、CAT 的活性,检测脑

组织中神经递质 5-HT、DA、NE、GABA 以及炎症

因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 的水平。

1. 2. 4　 Western
 

Blot 分析

使用裂解缓冲液提取蛋白质,并补充磷酸酶

抑制剂,确保全面的蛋白质恢复,同时防止去磷

酸化。 裂解后,将混合物在 4 ℃ 以 12
 

000
 

r / min
离心 15

 

min,从而收集含有蛋白质含量的上清液。
等量的蛋白质样品( 30

 

μg) 在 8%的 SDS-PAGE
上进行电泳,电泳条件:浓缩胶 90

 

V,约 20
 

min;
分离胶 120

 

V,通过预染蛋白 Marker 来确定电泳

停止时间。 随后,分离的蛋白,用湿转法转膜至

PVDF 膜上,转膜条件:300
 

mA 恒流,0. 45
 

μm 孔

径 PVDF 膜,转膜时间 60
 

min。 然后 5%的 BSA-
TBST 稀释一抗在 4

 

℃下孵育过夜,确保最佳的结

合亲和力和特异性。 孵育后,用 TBST 洗涤膜 3
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次,再用山羊抗兔 IgG(H
  

+
  

L) HRP(1 ∶ 10
 

000),
室温孵育 1

 

h。 Western
 

Blot 结果通过凝胶成像系

统进行检测,用于 Western
 

Blot 的可视化和强度

测量。 随后,采用 Image
 

J 软件(版本 6. 0)对条带

信号进行分析,并以 β-actin 为内参对目标蛋白的

相对表达水平进行归一化处理。
1. 3　 统计学分析

使用
 

GraphPad
 

Prism 软件(版本 8. 0. 2) 作

图。 通过 SPSS 软件(版本 25. 0) 进行统计学处

理,结果以平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s )表示。 采用

单因素方差分析对各组均值进行整体比较,然后

采用 Fisher 最小显著差异法(LSD)事后检验来比

较两组。 以 P
  

<
  

0. 05 为差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 槟榔碱对小鼠旷场自主活动的影响

如图 1 所示,与空白组比较,模型组小鼠总路

程和平均速度显著升高(P
  

<
  

0. 01),而活动次数

显著减少(P
  

<
  

0. 01)。 与模型组比较,氟西汀组

及槟榔碱各组小鼠总路程、平均速度显著降低(P
  

<
  

0. 01),活动次数显著增加(P
 

<
 

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01)。 结果表明,槟榔碱干预下小鼠抑郁样行

为有所改善。
2. 2　 槟榔碱对小鼠悬尾和强迫游泳活动时间的

影响

　 　 如图2所示,与空白组比较,模型组小鼠TST

注:与空白组相比,##P
  

<
  

0. 01;与模型组相比,∗P
  

<
  

0. 05,∗∗P
  

<
  

0. 01。 (下图同)

图 1　 槟榔碱对小鼠 OFT 的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ##P

  

<
  

0. 01.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P

  

<
  

0. 05,∗∗ P
  

<
  

0. 01. ( The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Effects
 

of
 

arecoline
 

on
 

OFT
 

of
 

mice
 

( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)

图 2　 槟榔碱对小鼠 TST 和 FST 活动时间的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
Figure

 

2　 Effects
 

of
 

arecoline
 

on
 

TST
 

and
 

FST
 

activity
 

time
 

in
 

mice
 

( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
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不动时间显著升高(P
  

<
  

0. 01),FST 不动时间明

显升高。 与模型组比较,氟西汀组小鼠 TST 不动

时间和 FST 不动时间均显著下降(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 01);槟榔碱中剂量组小鼠 TST 不动时间显著

降低(P
  

<
  

0. 05),槟榔碱各剂量组小鼠 FST 不动

时间显著降低(P
  

<
  

0. 01)。 结果表明,槟榔碱可

改善小鼠在 TST 和 FST 测试中的绝望抑郁样

行为。

注:与空白组相比,####P
 

<
 

0. 0001;与模型组相比,∗∗∗P
 

<
 

0. 001,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 0001。 (下图同)

图 3　 槟榔碱对小鼠血清氧化应激指标的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ####P

  

<
  

0. 0001.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗∗∗P

  

<
  

0. 001,
 ∗∗∗∗P

  

<
  

0. 0001. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

arecoline
 

on
 

serum
 

oxidative
 

stress
 

indexes
 

in
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)

2. 3　 槟榔碱对小鼠血清氧化应激指标的影响

如图 3 所示,与空白组比较,模型组小鼠

Cort、MDA 显著增加(P
  

<
  

0. 0001),SOD、CAT 显

著减少(P
  

<
  

0. 01,P
  

<
  

0. 0001)。 与模型组比较,
氟西汀组小鼠血清 Cort、 MDA 显著下降 ( P

  

<
  

0. 001、P
  

<
  

0. 01 ), SOD、 CAT 显著升高 ( P
  

<
  

0. 01、P
  

<
  

0. 05);槟榔碱低、中、高剂量小鼠 Cort

显著降低 ( P
  

<
  

0. 0001)、 MDA 显著降低 ( P
  

<
  

0. 05、P
  

<
  

0. 05、P
  

<
  

0. 001),槟榔碱低、高剂量组

小鼠 SOD 显著增加(P
  

<
  

0. 01、P
  

<
  

0. 001),槟榔

碱低、 中、 高剂量组小鼠 CAT 显著增加 ( P
  

<
  

0. 001、P
  

<
  

0. 0001)。 结果表明,槟榔碱干预可显

著提高模型小鼠血清中抗氧化水平。
2. 4　 槟榔碱对小鼠脑组织氧化应激指标的影响

结果如图 4 所示,与空白组比较,模型组小鼠

MDA 显著增加(P
  

<
  

0. 0001),SOD、CAT 显著减

少(P
  

<
  

0. 0001)。 与模型组比较,氟西汀组小鼠

脑组织 MDA 显著下降(P
  

<
  

0. 001),SOD、CAT 显

著升高(P
  

<
  

0. 0001);槟榔碱低、中、高剂量小鼠

MDA 显著降低 ( P
  

<
  

0. 01、 P
  

<
  

0. 0001、 P
  

<
  

0. 0001),槟榔碱低、中、高剂量组小鼠 SOD 显著

增加(P
  

<
  

0. 01、P
  

<
  

0. 0001、P
  

<
  

0. 0001),槟榔碱
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图 4　 槟榔碱对小鼠脑组织氧化应激指标的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
Figure

 

4　 Effect
 

of
 

arecoline
 

on
 

oxidative
 

stress
 

indexes
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)

中、高剂量组小鼠 CAT 显著增加(P
  

<
  

0. 001、P
  

<
  

注:与空白组相比,#P
 

<
 

0. 05,###P
 

<
 

0. 001。 (下图同)

图 5　 槟榔碱对脑组织中 5-HT、DA、NE、GABA 的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ###P

 

<
 

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

5　 Effects
 

of
 

arecoline
 

on
 

5-HT,
 

DA,
 

NE
 

and
 

GABA
 

in
 

brain
 

tissue( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)

0. 0001)。 结果表明,槟榔碱干预可显著提升模

型小鼠脑内抗氧化酶活力并抑制氧化应激水平。
2. 5　 槟榔碱对小鼠脑组织神经递质的影响

如图 5 所示单胺类神经递质假说中,神经元

之间的 5-HT、DA、NE 等单胺类神经递质浓度减

少时,可能会导致抑郁症状的发生,GABA 也参与

了情绪调控过程[22] 。 与空白组比较,模型组小鼠
DA、NE、5-HT 和 GABA 均显著降低(P

  

<
  

0. 0001、
P

  

<
  

0. 05、P
  

<
  

0. 001、P
  

<
  

0. 0001)。 与模型组比
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较,氟西汀组小鼠 5-HT 显著增加(P
  

<
  

0. 001),
DA、NE 和 GABA 均有所升高;槟榔碱低、中、高剂

量小鼠 DA 和 5-HT 显著增加 (P
  

<
  

0. 001、P
  

<
  

0. 0001、P
  

<
  

0. 05、P
  

<
  

0. 0001),槟榔碱高剂量组

小鼠 NE 和 GABA 显著增加 ( P
  

<
  

0. 01、 P
  

<
  

0. 0001)。 结果表明,槟榔碱干预可通过显著提

升小鼠脑内神经递质释放水平来达到抗抑郁

效果。

2. 6　 槟榔碱对小鼠脑组织细胞因子的影响

细胞因子的水平也是评价抑郁症的重要指

标[23] 。 如图 6 所示,与空白组相比,模型组小鼠

脑组织中 TNF-α、IL-6、IL-1β 含量显著增加(P
  

<
  

0. 0001)。 与模型组比较,槟榔碱中、高剂量小鼠

TNF-α 含量显著降低(P
  

<
  

0. 01、P
  

<
  

0. 05),槟榔

碱各剂量组小鼠 IL-6、IL-1β 含量显著降低(P
  

<
  

0. 001、P
  

<
  

0. 0001)。

图 6　 槟榔碱对脑组织中
 

TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
Figure

 

6　 Effects
 

of
 

arecoline
 

on
 

TNF-α,
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

in
 

brain
 

tissue( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)

2. 7　 槟榔碱对小鼠脑组织 BDNF / TrkB / CREB
信号通路的影响

如图 7 结果所示,与空白组相比,模型组小鼠

脑组织内 BDNF / β-actin 比值、P-TrkB / TrkB 比值

和 P-CREB / CREB 比值显著降低(P
  

<
  

0. 001、P
  

<
  

0. 0001、P
  

<
  

0. 01)。 与模型组相比,槟榔碱高剂

量组可显著上调 BDNF 蛋白表达(P
  

<
  

0. 05);氟
西汀、槟榔碱中和高剂量组可显著上调 P-TrkB /
TrkB 比值(P

  

<
  

0. 0001、P
  

<
  

0. 01、P
  

<
  

0. 0001);
氟西汀组可显著上调 P-CREB / CREB 比值(P

  

<
  

0. 001),槟榔碱高剂量组 P-CREB / CREB 比值有

所升高。 该结果表明槟榔碱对抑郁小鼠的改善

作用可能与其对 BDNF / TrkB / CREB 信号通路的

调控密切相关。

3　 讨论

抑郁症是一种常见的精神疾病,其发病机制

复杂,目前的发病假说主要包括:下丘脑-垂体-肾
上腺( hypothalamic-pituitary-adrenal,HPA)轴功能

失调假说、单胺假说、神经炎症假说、遗传和表观

遗传异常假说、大脑结构和功能重塑假说以及社

会心理学假说[24] 。 然而这些假说本身都不能完

全解释抑郁症的病理基础,许多机制是相互作用

的,并且单一细胞类型或脑区有限的病理变化不

足以解释其机制[25] 。 虽传统的三环类抗抑郁药、
选择性 5-HT 及 NE 再摄取抑制剂已广泛用于抑

郁症的临床治疗。 但其药理机制尚不明确,并且

部分患者疗效滞后、治疗反应不佳、自杀率难以

有效控制。 已发现的抗抑郁药,氯胺酮[26] 及其他

一些迷幻药具有快速且持久的抗抑郁作用,但仍

需深入研究确切的分子机制,同时进一步探索新

的潜在治疗靶点和策略。 本研究通过 CUMS 模型

构建小鼠抑郁模型,小鼠的行为学检测结果显示

模型组较比空白对照组旷场自主活动次数显著

减少,总路程和平均速度显著增加;TST 和 FST 不

动时间显著提高,提示造模成功。 同时经过槟榔

碱的干预,活动次数显著增加,总路程和平均速

度显著降低;TST 和 FST 不动时间显著降低,说明

槟榔碱的干预可以达到显著的抗抑郁效果。
HPA 轴的持续激活和失衡是抑郁症发展中

的关键机制之一。 已有研究表明,血清 Cort 水平

可作为啮齿类动物 HPA 轴活动增强的有效生物

标记物[27] 。 为探究槟榔碱对这一通路的调控效

应,本研究测定了实验动物血清及脑组织中的
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注:A:免疫蛋白印迹结果;B:BDNF 蛋白表达;C:TrkB 蛋白磷酸化水平;D:CREB 蛋白磷酸化水平。

图 7　 槟榔碱对 CUMS 小鼠 BDNF / TrkB / CREB 通路的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

3)
Note.

 

A.
 

Western
 

Blot
 

result.
 

B.
 

BDNF
 

protein
 

expression.
 

C.
 

TrkB
 

protein
 

phosphorylation
 

level.
 

D.
 

CREB
 

protein
 

phosphorylation
 

level.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

arecoline
 

on
 

BDNF / TrkB / CREB
 

pathway
 

in
 

CUMS
 

mice
 

( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

3)

Cort 浓度。 结果表明,槟榔碱干预可显著降低小

鼠血清 Cort 含量。 脂质过氧化终产物 MDA 可用

来衡量细胞内氧化应激的程度[28] 。 另一方面,
SOD 与 CAT 这两种酶在维持细胞抗氧化平衡方

面具有重要意义[29] 。 裴海月等[30] 的研究发现,
经过 14

 

d 的槟榔干预,小鼠体内抗氧化相关酶

SOD 和 CAT 活性显著提高,而氧化应激标志物

MDA 水平则明显下降,进一步证明了槟榔具有显

著的体内抗氧化能力。 本研究结果表明,不同剂

量的槟榔碱处理均能有效减少小鼠体内 MDA 的

积累,显著提高小鼠 SOD 和 CAT 表达水平,且槟

榔碱抗氧化应激损伤能力比氟西汀强。 表明槟

榔碱可通过调节 HPA 轴功能,对抗氧化应激损伤

来达到抗抑郁效果。 传统的单胺假说认为,5-
HT、DA 和 NE 等单胺类神经递质的缺乏是临床

抑郁症的根本原因[31] 。 通过检测小鼠脑组织单

胺类神经递质 5-HT、DA、NE 和 GABA,结果表明,
槟榔碱各剂量组显著增加小鼠 5-HT 和 DA 含量

且作用强于氟西汀,同时槟榔碱高剂量组显著增

加小鼠 NE 和 GABA 含量,且槟榔碱低、中浓度干

预下 NE 和 GABA 水平升高程度与氟西汀干预结

果无明显差异。 本研究表明,槟榔碱在 CUMS 模

型中具有调节单胺类神经递质水平的作用,可显

著回升 5-HT、DA、NE 和 GABA 的表达水平。 由

此推测,其抗抑郁作用可能部分依赖于对胆碱能

系统的调节与改善。 CHU[32] 研究发现,槟榔中的

生物碱具有较强的 GABA 摄取抑制作用。 咀嚼

槟榔还可能作用于交感神经系统,导致血液中去

甲肾上腺素水平上升,本研究结果与之一致。 神

经炎症假说揭示,在抑郁症中,促炎细胞因子与
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营养因子的水平出现异常。 进一步研究表明,活
性氧、炎症细胞因子以及炎症小体的激活过程可

以触发神经炎症反应,进而加剧抑郁症状的形

成。 有报道称有细胞会引起并加剧神经炎症和

神经变性,同时释放 IL-1β、TNF-α 等促炎细胞因

子,减少神经营养因子的产生,影响神经元的功

能和形态,参与抑郁症的发生发展[33] 。 本研究通

过检测槟榔碱干预下小鼠脑组织 IL-6、IL-1β 及

TNF-α 的水平,与模型组相比,槟榔碱中、高剂量

组(20、40
 

mg / kg)小鼠 TNF-α 含量显著降低,槟
榔碱低、中、高剂量小鼠的 IL-6、 IL-1β ( 10、 20、
40

 

mg / kg)含量显著降低,表明槟榔碱通过抑制

神经炎性反应、调节神经递质水平达到抗抑郁作

用。 脑源性营养因子 BDNF 等是与抑郁症密切相

关的蛋白质,在认知、学习和记忆等方面起着重

要作用[34] 。 研究表明,较低水平的 BDNF 与抑郁

症的易感性增加有关[35] 。 TrkB 信号传导提高了

大脑的可塑性,对抑郁症的发生机制和抗抑郁药

物的效果具有重要影响[36] 。 CREB 作为一个重

要的转录因子,参与调节 BDNF 的表达及记忆的

形成。 CREB 通过活化并与 BDNF 的下游靶点结

合,发挥其神经修复和保护功能[37] 。 本研究通过

进一步检测小鼠脑组织中 BDNF、TrkB、CREB 等

蛋白,结果表明,与模型组相比,槟榔碱高剂量组

可显著上调 BDNF 蛋白表达(P
  

<
  

0. 05);槟榔碱

中、高剂量组可显著上调 P-TrkB / TrkB 比值(P
  

<
  

0. 01,P
  

<
  

0. 0001);槟榔碱高剂量组 P-CREB /
CREB 比值有所升高。 该结果表明槟榔碱可通过

调控脑组织 BDNF / TrkB / CREB 信号通路对抑郁

小鼠起到改善作用。
综上,本研究采用 CUMS 抑郁小鼠模型,通过

OFT、TST、FST 等行为学评价槟榔碱对抑郁小鼠

的行为影响,结果发现槟榔碱具备显著抗抑郁活

性,分子生物学实验还揭示,该成分的作用机制

与其抵抗氧化应激损伤、抑制神经炎症反应、调
节神经递质平衡,以及调控 BDNF / TrkB / CREB 信

号通路密切相关。 相比传统抗抑郁药,槟榔碱具

有多靶点作用,这可能为某些对传统治疗反应不

佳的患者提供另一种治疗途径。 本研究首次挖

掘了槟榔碱的抗抑郁功效并初步揭示其可能的

调控机制,可为槟榔发挥神经活性提供数据支持

并为槟榔的药用开发奠定理论基础。
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