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摘要:目的:探究南极磷虾油对抑郁相关症状的影响.方

法:采用４０mg/L利血平对斑马鱼 (Daniorerio)进行应

激,诱导斑马鱼抑郁模型,分别设置空白对照组、模型组、
氟西汀组、低剂量磷虾油组和高剂量磷虾油组进行新环

境行为测试(NTT)和明暗箱行为测试(LDB),通过酶联

免疫 吸 附 测 定 中 枢 神 经 系 统 血 清 素 (５ＧHT)、多 巴 胺

(DA)、单 胺 氧 化 酶 A(MAOＧA)、全 脑 白 细 胞 介 素 ６
(ILＧ６)、肿瘤坏死因子α(TNFＧα)和全身皮质醇(COR)
水平.结果:４０mg/L利血平使斑马鱼出现抑郁样行为,
而磷虾油的添加使应激处理的斑马鱼的抑郁行为减轻,
升高了脑内５ＧHT和 DA等单胺类神经递质水平,降低了

MAOＧA水 平,以 及ILＧ６、TNFＧα 等 促 炎 性 因 子 和 全 身

COR水平.结论:南极磷虾油可以通过降低神经炎症以

及调节神经内分泌来改善斑马鱼的抑郁状态.
关键词:南 极 磷 虾 油;利 血 平;斑 马 鱼;抑 郁 模 型;神 经

炎症

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoinvestigatetheeffectof

Antarctickrilloilonzebrafishmodelofdepression．Methods:The

zebrafish (Daniorerio)modelofdepression wasinducedby
４０mg/Lreserpine,andfivegroups,i．e．,blankcontrolgroup,

modelgroup,fluoxetinegroup,lowＧdosekrilloilgroupandhighＧ

dosekrilloilgroupwereinvestigatedandcompared,buyusing
newtanktest(NTT)andlightdarkboxtest(LDB)．Thecentral

nervoussystemserotonin(５ＧHT),dopamine(DA),monoamine

oxidaseA(MAOＧA)InterleukinＧ６(ILＧ６),tumornecrosisfactor

α (TNFＧα)andsystemiccortisol(COR)levelsofthefivegroups

wereanalyzed．Results:Reserpine４０ mg/Lcauseddepressive

behaviorinzebrafish,whiletheadditionofprawnoilreducedthe

this behavior, by increasing the levels of monoamine

neurotransmittersincluding ５ＧHT and DA inthe brain and

decreasing the levels of MAOＧA, ILＧ６ and TNFＧα

proinflammatoryfactorsandsystemicCORlevels．Conclusion:

Antarctickrilloilcanimprovethedepressionofzebrafishby

reducingneuroinflammationandregulatingneuroendocrine．

Keywords:Antarctickrilloil;reserpine;zebrafish;depression

model;neuroinflammation

抑郁症是常见且特殊的健康问题,其特点是持续存

在,识别率低、复发率高、自杀率高,给许多患者造成了长

期的健康影响[１].抑郁症的发病机制有较多假说,例如

单胺耗竭假说、神经内分泌假说和神经免疫异常假说

等[２].现有的抗抑郁药物普遍存在副作用较多或严重,

或治疗效果不佳等问题[３],因此寻找安全有效的活性物

质成为了当下抑郁症研究的热点.

磷虾油营养丰富,主要包括nＧ３多不饱和脂肪酸(nＧ３
PUFA)、磷脂、虾青素、类黄酮、维生素 A 和维生素 E[４].

其中,磷虾油中发现的二十碳五烯酸 (EPA)和二十二碳

六烯酸(DHA)已显示出多种有用的药理特性,可用于治

疗多种慢性功能障碍,包括心血管和炎症疾病[５－７],增强

认知能力,改善小胶质细胞极化状态[７],也对神经疾病行

为具有潜在的调节作用[８－１０].此外,磷虾油中n３磷脂主

要以磷脂酰胆碱(PC)形式存在,是细胞膜的主要组成部

分,每克含有比标准鱼油更多的 EPA[１１],有更高的生物

可及性[１２],利于机体吸收.

利血平是一种降低中枢神经系统神经元生理活动的

药物,通过不可逆地阻断囊泡单胺转运蛋白来消耗单

胺[１３－１４],引发抑郁,在建立抑郁模型方面使用广泛且成
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熟.研究拟使用利血平诱导斑马鱼的抑郁模型,通过新

环境行为试验和明暗箱行为试验测试斑马鱼行为变化,
通过 ELISA 测定斑马鱼全脑单胺类神经递质、炎性细胞

因子和全身皮质醇水平,探究磷虾油对于抑郁模型斑马

鱼的探索行为和生理表型的影响,以探讨磷虾油对抑郁

相关症状的实际作用,为磷虾油作为膳食添加剂改善神

经健康状态提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

南极大磷虾 (Euphausiasuperba):南极海域捕获,
实验室－８０℃冰冻保存;

成年斑马鱼:体长２．５~３．０cm,青岛当地水族馆;
利血平:色谱纯,上海麦克林生化科技有限公司;
无水乙醇:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;
酶联免疫吸附测定试剂盒(ILＧ６、TNFＧα、５ＧHT、DA、

MAOＧA和COR):江苏酶免实业有限公司.

１．１．２　主要仪器设备

旋转蒸发仪:RＧ３型,瑞士BUCHI公司;
循环水式真空泵:SHZＧD 型,巩义市予华仪器有限

公司;
电热鼓风干燥箱:１０１Ｇ１型,上海一恒科学仪器有限

公司;
酶标仪:DNM９６０２型,北京普朗新技术有限公司;
冷冻离心机:SorvallST１６R 型,德国赛默飞世尔科

技有限公司;
颗粒 饲 料 制 备 机:BJＧ１５０ 型,德 清 拜 杰 电 器 有 限

公司.

１．２　方法

１．２．１　磷虾油的提取　 根据文献[１５]将冷冻低温保存的

南极磷虾置于室温环境解冻,烘干,粉碎;以无水乙醇为

提取剂进行提取,其中料液比(m南极磷虾 ∶V乙醇 )为 １∶
９(g/mL),提取温度为４５℃;过滤,取上清液,４０℃减压

蒸馏,干燥,得到南极磷虾油(主要成分为４６％饱和脂肪

酸,３７％单不饱和脂肪酸,１７％总nＧ３多不饱和脂肪酸).

１．２．２　斑马鱼的饲养　 试验前于４０L水族箱内适应性

饲养１４d,使用经曝气的自来水,水温(２４±２)℃,配置过

滤装置,保持每天１２h的光暗循环,每天上午９点和下午

４点定时投喂日粮.试验时,在磷虾油组斑马鱼基础日粮

中额外添加质量分数为０．５％,２．５％的磷虾油,混匀,烘
干,粉碎并过筛.

１．２．３　试验分组及处理　分为空白对照组、模型组、氟西

汀组、低剂量磷虾油组和高剂量磷虾油组,每组１２尾,重
复２次.除空白对照组外,其他组斑马鱼均接受利血平

应激:将斑马鱼置于装有４０mg/L利血平溶液的２L塑

料量杯中暴露２０min(空白对照组斑马鱼采取同样程序,

但暴露于清水中)[１６],结束后用清水缓慢清洗斑马鱼,去
除鱼身残留的利血平.氟西汀组作为阳性对照,采用最

常用和有效的抗抑郁药物氟西汀,应激处理后的斑马鱼

每天暴露于０．０１mg/L氟西汀中,水浸给药[１７].低剂量

磷虾油 组 和 高 剂 量 磷 虾 油 组 分 别 以 添 加 质 量 分 数 为

０．５％,２．５％磷虾油的基础日粮进行饲喂,周期为１４d.

１．２．４　新环境行为测试　 在上顶２８cm,下底２３cm,高

１５cm,宽７cm 的梯形水槽中进行,在水槽高度的１/２处

绘制一条水平线,将水槽分为上下两部分.每次放入一

条斑马鱼,随水流倒入水槽,避免使用渔网,以减少对斑

马鱼的刺激,过程中保证环境安静.从正面距离水槽１m
处记录斑马鱼的游动情况,包括顶部运动总时间、穿越中

线次数和潜伏时间,时长为６min[１８].

１．２．５　明暗箱行为测试　 使用一个长２０cm,宽１５cm,

高２０cm 的长方体水槽,水槽右半部分隔绝光源,另一半

可透光.每次向透光的一侧随水流倒入一条斑马鱼,从
正面距离鱼缸１m 处记录斑马鱼的游动情况,包括在暗

箱的潜伏时间、在明箱运动的总时间和进入明箱次数,时
长为６min[１９].

１．２．６　斑马鱼生化指标测定　 行为学测试后,将斑马鱼

置于冰水混合物中快速冷却麻醉(避免使用直接作用于

中枢神经的麻醉剂),在冰上快速解剖,取斑马鱼脑和全

部身体用于ELISA检测.使用酶联免疫吸附试剂盒分别

测定斑马鱼脑的５ＧHT、DA、MAOＧA、ILＧ６、TNFＧα 含量

和全身COR含量.

１．２．７　数据处理　 数据以平均值±标准差表示;方差齐

性结果采用单因素方差分析,配对t检验;非齐性结果采

用非参数检验;使用 GraphPadPrism８．０软件绘图,P＜
０．０５代表结果有显著性差异.

２　结果与分析

２．１　磷虾油对斑马鱼抑郁行为的影响

２．１．１　新环境测试　行为测试中,斑马鱼进入新水槽因

害怕捕食者的潜在威胁,会潜入水箱底部,避免潜在的危

险.这种行为被解释为焦虑反应,鉴于焦虑和抑郁在临

床上经常重叠,且均对抗抑郁药有反应,因而常通过斑马

鱼的焦虑程度和探索欲望来分析其抑郁状态[２０].由图１
可知,模型组应激处理的斑马鱼在顶部活动时间显著降

低(P＜０．０１);穿越中线次数并无显著变化;在底部的潜

伏时间极显著延长(P＜０．０１);说明利血平的诱导增强了

斑马鱼的底栖行为,探索欲望降低.氟西汀处理后的斑

马鱼,顶部游动总时间显著增加(P＜０．０１),且底部潜伏

时间降低(P＜０．０５).高剂量磷虾油延长了顶部游动时

间(P＜０．０５),缩短了潜伏时间(P＜０．０１).其中模型组

斑马鱼穿越中线次数对比空白对照组无显著变化,推测

是斑马鱼由于应激而在中线附近频繁地不稳定穿梭运

动[２１]导致,结合顶部运动总时间、潜伏时间分析,高剂量
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＃表示与对照组相比差异显著(P＜０．０５);＃＃表示与对照组相比差异极显著(P＜０．０１);∗表示与模型组相比差异显著(P＜０．０５);

∗∗表示与模型组相比差异极显著(P＜０．０１);ns表示组间无显著性差异

图１　磷虾油对斑马鱼在新环境测试中行为的影响

Figure１　EffectsofkrilloilonzebrafishbehaviorbyNTT (n＝９)

磷虾油组对斑马鱼抑郁模型的低探索欲望和底栖行为具

有改善作用,且呈一定的剂量依赖性.

２．１．２　明暗箱测试　在明暗箱试验中,对暗箱的偏好被

认为代表了斑马鱼的焦虑程度[２２].由图２可知,模型组

斑马鱼潜伏时间延长 (P＜０．０１),在明箱中游动的总时间

减少,进入明箱次数减少;与模型组相比,氟西汀组缩短

了潜伏期(P＜０．０１),增加了明箱中游动的总时间(P＜
０．０５)以及进入明箱次数(P＜０．０１);高剂量磷虾油组减

少了应激后潜伏时间(P＜０．０１),延长了明箱活动的总时

间(P＜０．０５),进入明箱次数呈增加趋势.因此,可推测

磷虾油对斑马鱼在明暗箱中的探索欲望及趋暗性具有改

善作用.

Mendoza等[２３－２４]发现磷虾油降低了创伤后应激障

碍(PTSD)模型啮齿动物在强迫游泳测试中的不动值,增
强了认知能力,与磷虾油具有改善斑马鱼行为学上活动

减退的作用相似.这可能与磷虾油中含有以磷脂酰胆碱

形式存在的磷脂有关,可以为乙酰胆碱提供合成来源,从
而使乙酰胆碱释放增加.

２．２　磷虾油对斑马鱼炎症因子的影响

免疫异常假说认为,抑郁症的发病与机体炎症状态

有紧密联系,炎症和压力会触发小胶质细胞的激活[２５],活
化的小胶质细胞产生促炎细胞因子,这些细胞因子可通

过下丘 脑—垂 体—肾 上 腺 轴 (HPA)的 过 度 激 活 导 致

COR的分泌增加,破坏神经内分泌稳态.由表１可知,模
型组的促炎性因子ILＧ６和 TNFＧα 水平显著升高(P＜
０．０１),而氟西汀逆转了该变化(P＜０．０１);高剂量磷虾油

组显著降低了促炎因子水平(P＜０．０５),缓解了中枢炎症

状态,与 Andraka等[２６]的结论一致,说明磷虾油的补充降

低了全身的促炎因子水平,而细胞因子可通过血脑屏障

缺失的驻点或载体蛋白主动转运入脑,改变中枢小胶质

细胞的极化状态.由于外周免疫与中枢神经系统的这种

紧密联系[２７],也使得中枢炎症得到缓解.此外,磷虾油中

结合磷脂的EPA和 DHA 容易被大脑吸收和利用,也是

磷虾油可作用于中枢系统的重要原因.

２．３　磷虾油对斑马鱼全身COR的影响

COR在生理上介导斑马鱼下丘脑—垂体—肾间组织

＃表示与对照组相比差异显著(P＜０．０５);＃＃表示与对照组相比差异极显著(P＜０．０１);∗表示与模型组相比差异显著(P＜０．０５);

∗∗表示与模型组相比差异极显著(P＜０．０１);ns表示组间无显著性差异

图２　磷虾油对斑马鱼在明暗箱测试中行为的影响

Figure２　EffectsofkrilloilonzebrafishbehaviorbyLDB(n＝９)
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表１　磷虾油对斑马鱼全脑炎性因子的影响†

Table１　Effectsofkrilloiloninflammatoryfactorsin
zebrafishbrain(n＝９) ng/mL

组别 ILＧ６ TNFＧα

空白对照组 ０．５０５±０．０９５∗∗ ０．８３５±０．０５５∗∗

模型组　　 ０．８９１±０．０３３ １．２２１±０．０２３

氟西汀组　 ０．５６３±０．１１５∗∗ １．００８±０．０５０∗∗

低剂量组　 ０．７４０±０．０１７ １．０９８±０．０２３

高剂量组　 ０．６８３±０．０３６∗ １．０３５±０．０９１∗

　†　∗表示与模型组相比差异显著(P＜０．０５);∗∗表示与模型

组相比差异极显著(P＜０．０１).

轴(HPI)负反馈,并调节 COR 自身的分泌,该轴与人类

HPA轴功能高度相似,并且其过度活跃与神经系统压力

和炎症的增加密切相关[２８－２９],且会扰乱单胺神经递质稳

态,诱发各种抑郁症状.由图３可知,模型组斑马鱼的

COR水平显著上升(P＜０．０１),氟西汀组和高剂量磷虾

油组的显著降低(P＜０．０１),可以推测磷虾油调节了过度

激活的 HPI轴,影响了神经内分泌.

２．４　磷虾油对斑马鱼脑内单胺神经递质的影响

单胺耗竭假说认为,抑郁发病与单胺类神经递质水

平过低有直接联系,如中枢神经系统重要的单胺类神经

递质５ＧHT、DA[３０－３１],以及在生物胺代谢、氧化应激和神

经炎症中起重要作用的 MAOＧA.由表２可知,模型组的

５ＧHT和 DA两种单胺类神经递质水平显著低于对照组

(P＜０．０５),且 MAOＧA水平显著升高(P＜０．０５);氟西汀

显著缓解了过低的单胺水平(P＜０．０１).低剂量和高剂

量磷虾油组的５ＧHT和 DA 水平均显著提高(P＜０．０５),
说明磷虾油对过低的单胺类神经递质水平有改善作用.

Kopschina等[３２]研究表明,促炎因子的过度分泌和

HPA轴的过度激活会扰乱神经递质稳态.促炎细胞因

＃表示与对照组相比差异显著(P＜０．０５);＃＃表示与对照组相

比差异极显著(P＜０．０１);∗表示与模型组相比差异显著(P＜

０．０５);∗∗表示与模型组相比差异极显著(P＜０．０１)

图３　磷虾油对斑马鱼全身 COR的影响

Figure３　EffectsofkrilloilonCORinzebrafish

body(n＝９)

表２　磷虾油对斑马鱼全脑单胺神经递质的影响†

Table２　Effects of krill oil on monoamine
neurotransmittersinzebrafishbrain(n＝９)

ng/mL

组别 ５ＧHT DA MAOＧA

空白对照组 １．３１４±０．２０３∗　 ０．６３１±０．０５７∗∗ ０．６８３±０．０７４∗

模型组　　 ０．８９９±０．１１５ ０．４４４±０．０２１ ０．９９３±０．１２２

氟西汀组　 １．６０８±０．０６２∗∗ ０．７４３±０．０３８∗∗ ０．６０５±０．１２２∗∗

低剂量组　 １．２３１±０．１１０∗ ０．５４５±０．０２１∗ ０．８７７±０．０７３

高剂量组　 １．３２６±０．０５３∗ ０．５８６±０．０３４∗∗ ０．８５９±０．０２８

　†　∗表示与模型组相比差异显著(P＜０．０５);∗∗表示与模型

组相比差异极显著(P＜０．０１).

子的升高会增强 ５ＧHT 的 再 摄 取,减 少 细 胞 外 可 用 的

５ＧHT,直接引发抑郁症状.例如,单胺水平的变化会导

致斑马鱼行为学上呈现运动减退和社会性缺陷[３３].而磷

虾油促进单胺类神经递质水平的升高,可能与其降低促

炎因子水平并发挥神经保护作用有密切的关联.

３　结论
试验表明,利血平诱导的抑郁模型斑马鱼在行为学

测试上表现出探索欲望降低,活动减退;在 ELISA 测定

中,全脑炎性因子ILＧ６和 TNFＧα水平升高,５ＧHT和 DA
水平降低,全身COR水平升高.而磷虾油调节了低欲望

的探索行为和趋暗性,提升了中枢单胺类神经递质、促炎

因子并降低全身 COR 的水平,改善了斑马鱼的抑郁状

态.后续可 研 究 磷 虾 油 作 用 效 果 涉 及 的 详 细 机 制 与

靶点.
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