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·抑郁症专题·
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【摘要】 目的 探讨医用三氧对抑郁症模型小鼠行为学的影响及相关机制。方法 选取 30 只健

康雄性 ICR 小鼠，建立抑郁症小鼠模型，并随机分为 Sham 组（不作抑郁处理 + 生理盐水）、模型组（抑郁

处理+生理盐水）以及低、中、高浓度组（抑郁处理+腹腔注射60、80、100 μg/ml医用三氧），每组6只。通

过旷场实验、绝望行为实验检测小鼠抑郁行为，通过 HE 染色观察小鼠海马部位病理变化，采用 Western 

blot 检测小鼠海马组织中炎性因子细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -6（IL-6）、肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）水平。结果 抑郁症模型小鼠旷场行为实验结果显示，模型组小鼠的水平穿越格数、直立次

数以及修饰次数显著少于 Sham 组（P ＜ 0.05），排便粒数显著多于 Sham 组（P ＜ 0.05），且中、高浓度组的

水平穿越格数、直立次数、修饰次数及排便粒数显著优于模型组（P ＜ 0.05），低浓度组的水平穿越格数、

直立次数、修饰次数及排便粒数与模型组比较，差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。绝望行为实验结果显

示，模型组小鼠实验后 4 min 连续不动时间显著长于 Sham 组（P ＜ 0.05），各浓度组小鼠实验后 4 min 连

续不动时间显著短于模型组（P ＜ 0.05），其中高浓度组小鼠差异最大。体重实验结果显示，第 0、7、14、

21 天，模型组小鼠的体重显著低于 Sham 组（P ＜ 0.05）；第 21 天，高浓度组的体重显著高于模型组（P ＜ 

0.05），其余时间的体重与模型组比较差异无统计学意义（P ＞ 0.05）；第 7、14、21 天，低、中浓度组的体重

与模型组比较差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。显微镜观察结果显示，模型组小鼠海马部位小胶质细胞

数量［（23.64±3.57）个］显著多于 Sham 组［（18.11±2.92）个］（P ＜ 0.05），高浓度组小鼠海马部位小胶

质细胞数量［（17.27±2.69）个］显著少于模型组（P ＜ 0.05），中、低浓度组小鼠海马部位小胶质细胞数量

［（22.58±3.84）个、（20.03±3.21）个］与模型组比较，差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。Western blot 结果显

示，模型组小鼠海马组织中炎性因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平显著高于 Sham 组（P ＜ 0.05），高浓度组小

鼠海马组织中炎性因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平显著低于模型组（P ＜ 0.05）；中、低浓度组小鼠海马组

织中炎性因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平与模型组比较，差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。结论 高浓度医

用三氧能够改善抑郁症模型小鼠抑郁样行为，其相关机制可能与下调脑组织中炎性因子表达有关。
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抑郁症是一种复杂的神经系统疾病，其主要临

床表现为持续情绪低落、活动能力减弱、思维迟滞

以及认知能力低下［1］。最新数据统计显示，抑郁症

大约影响着全球 3 亿人，到 2030 年将成为全球第二

大致残原因［2］。抑郁症会严重损害患者健康以及

影响患者生活质量，给其家庭、社会和政府带来沉

重的负担，严重影响社会和经济发展，已成为重要

的社会和医疗问题［3］。药物虽是治疗抑郁症的有

效方法，但其治疗效果仍然不甚理想，约有 30% 的

抑郁症患者无法通过药物治疗完全康复［4］。因此，

积极寻找更加有效的方案治疗抑郁症已成为世界范

围内迫切需要解决的问题。医用三氧具有较强的氧

化性，其作为一种杀菌剂首次在临床中得到广泛应

用，被用于治疗感染性皮肤病、过敏性疾病以及伤

口愈合等，作用机制可能与抗菌作用、免疫调节、抗

氧化防御、表观遗传修饰以及血管合成有关［5］。最

近的研究表明，精确控制医用三氧浓度能够诱导

细 胞 介 素 -1β（interleukin-1β，IL-1β）、白 细 胞 介

素-6（interleukin-6， IL-6）和肿瘤坏死因子-α（tumor 

necrosis factor-α，TNF-α）等各种细胞因子的产生［6］。

Effects of medical ozone on the behaviors of depression model mice and its related mechanisms 
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【Abstract】 Objective To explore the effects of medical ozone on behaviors of depression model 
mice and its related mechanisms. Methods A total of 30 healthy male ICR mice were selected to establish 
depression model， and randomly divided into Sham group （no depression treatment + normal saline）， model 
group （depression treatment + normal saline）， and low， medium， and high concentration groups （depression 
treatment + intraperitoneal injection of 60μg/ml， 80μg/ml and 100μg/ml medical ozone）， with six mice 
in each group. Depressive behaviors of mice were detected by open field experiment and behavioral despair 
experiment. Pathological changes in the hippocampus of mice were observed by HE staining. The levels of 
inflammatory cytokines of interleukin-1β （IL-1β）， interleukin-6 （IL-6） and tumor necrosis factor-α （TNF-α） 
in hippocampus of mice were detected by Western blot. Results The open field behavior experiment results 
of depression model mice showed that the number of horizontal crossing lattice， the number of uprights， and 
the number of modifications in model group were significantly less than those in Sham group （P ＜ 0.05）， and 
the number of defecation grains was significantly more than that in Sham group （P ＜ 0.05）， and the indexes in 
medium and high concentration groups were significantly better than those in model group （P ＜ 0.05）， and there 
were no significant differences between low concentration group and model group （P ＞ 0.05）. The behavioral 
despair experiment results showed that the 4 min continuous immobility time of mice in model group after 
experiment was significantly longer than that in Sham group （P ＜ 0.05）， and the time in each concentration 
group was significantly shorter than that in model group （P＜0.05）. Among them， the mice in high concentration 
group had the largest difference. The results of body mass test showed that the body mass on the 0 d， the 7th d， 
the 14th d and the 21st d of mice in model group was significantly lower than that in Sham group （P ＜ 0.05）. On 
the 21st d， the body mass in high concentration group was significantly higher than that in model group （P ＜ 
0.05）， and there was no significant difference in the rest of the time compared with that in model group （P ＞
0.05）. On the 7th d， the 14th d and the 21st d， there was no significant difference among low and medium 
concentration groups and model group （P ＞ 0.05）. The results of microscope observation showed that the number 
of microglia in the hippocampus of model group was significantly more than that of Sham group ［（23.64±3.57） 
vs （18.11±2.92）］ （P ＜ 0.05）， and that of high concentration group （17.27±2.69） was significantly less than 
that of model group （P ＜ 0.05）， and there was no significant difference among low （20.03±3.21） and medium 

（22.58±3.84） concentration groups and model group （P ＞ 0.05）. Western blot results showed that the levels of 
inflammatory factors IL-1β， IL-6， and TNF-α of hippocampus of model group were significantly higher than 
those of Sham group （P ＜ 0.05）， and those of high concentration group were significantly lower than those of 
model group （P ＜ 0.05）， and there was no significant difference among low and medium concentration groups 
and model group （P ＞ 0.05）. Conclusions High-concentration medical ozone can improve depression-like 
behaviors in depression model mice， and its possible related mechanism is related to the down-regulation of 
expression of inflammatory levels factors in brain tissue.

【Key words】 Medical ozone； Depression； Behaviors； Mice； Inflammation
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医用三氧能够诱导并激活机体抗氧化酶系统，产生

自由基清除剂，清除炎性反应产生的部分自由基，

并在疾病发展过程中干扰炎性因子的产生［7］。既往

报道［8］指出，大脑中小胶质细胞激活所诱发的神经

炎性反应在抑郁症发病中具有重要作用。医用三氧

在抑郁症治疗中是否有效尚有待探究。鉴于此，本

研究通过构建抑郁症小鼠模型，以探究医用三氧对

抑郁症模型小鼠行为学的影响及相关作用机制。

一、材料与方法

1. 材料：30 只健康雄性 ICR 小鼠（8～10 周龄，

体重 18～22 g）购自北京维通利华实验动物技术有

限公司。小鼠在标准环境［温度（22±2）℃、湿度

（55±5）% 以及 12 h 光 / 暗周期］进行喂养，并提供水

和食物。所有动物实验均按照国家卫生研究所实验

动物护理和使用指南进行。本研究小鼠连续接受

42 d 的压力刺激符合实验动物伦理，且本实验经动

物伦理委员会批准（伦理编号：20180803C024）。

2. 方法：（1）分组及建立小鼠抑郁症模型。将

小鼠分组饲养并使其适应环境 1 周，并将小鼠随机

分为 5 组，包括 Sham 组（不作抑郁处理 + 腹腔注射

生理盐水）、模型组（抑郁处理 + 腹腔注射生理盐水）、

低 浓 度 组（抑 郁 处 理 + 腹 腔 注 射 60 μg/ml 医 用 三

氧）、中浓度组（抑郁处理 + 腹腔注射 80 μg/ml 医用

三氧）、高浓度组（抑郁处理 + 腹腔注射 100 μg/ml 医

用三氧），每组 6 只。接下来的 42 d，Sham 组小鼠单

独放置于 1 个房间的笼子中免受打扰，而其他 4 组

小鼠则被单笼饲养，并接受 42 d 的各种轻度压力刺

激，分别为禁食 24 h、禁水 24 h、通宵照明、笼子倾

斜（45°，持续 12 h）、弄湿笼子里的用品（12 h）、异物

暴露、改变光 / 暗周期（24 h）、悬垂（10 min）、物理束

缚 3 h、夹 1 min 尾巴（距尾巴起点 1 cm）、5 min 振荡、

白噪声。为了确保实验的不可预测性，所有应激源

均随机进行，每天随机安排 2～3 种刺激，连续 3 d 不

可重复。从第 22 天起，每天腹腔静脉注射不同浓度

的医用三氧（溶于生理盐水），持续 21 d。旷场实验

和绝望行为结束时，处死小鼠，取各组小鼠海马组

织，各 6 只，分成两份，一份用于 HE 染色，另一份用

于 Western blot 检测。（2）旷场实验。实验第 42 天，

应激处理结束以后 1 h 进行旷场实验，首先将各组

小鼠放置于观察箱（宽 40 cm，长 40 cm，高 30 cm）中

5 min，观察并且记录小鼠在观察箱中的水平穿越格

数、直立次数、修饰次数以及排便粒数。其中，水平

穿越格数指小鼠爪子全部进入到方格内则计 1 次；

直立次数指的是小鼠前爪攀附墙壁或者腾空到距离

地面 1 cm。实验结束以后，清洁观察箱以去除小鼠

气味，方可对下一只小鼠进行观察，整个实验期间

需要保持安静。（3）绝望行为实验。首先，在距离小

鼠尾部尾尖大约 2 cm 处将小鼠尾部固定到自制悬

尾装置上，并使小鼠头部距离箱底大约 10 cm，继而

观察 6 min 内小鼠的活动情况，并且记录小鼠 4 min

连续不动时间。（4）体重测试。分别于实验第 0、7、

14、21 天对各组小鼠体重进行测定。（5）小鼠下丘脑

海马组织 HE 染色。行为学实验结束后，采用 0.4%

的戊巴比妥钠腹腔麻醉处死小鼠，开颅取大脑组织，

并置于固定液中固定 2 h。固定后进行常规石蜡切

片，进行 HE 染色，并在显微镜下观察小鼠海马部位

小胶质细胞的病理变化。（6）Western blot 检测。采

用 RIPA 蛋白裂解液在冰上裂解海马组织，并采用

BCA 检测试剂盒测定蛋白质浓度。采用 SDS-PAGE

电泳分离蛋白质样品（每孔 50 μg），并转移至聚偏

二氟乙烯膜上，于室温下使用 5%的脱脂牛奶封闭

1.5 h，使用 IL-1β、IL-6、TNF-α 抗体和 β-actin 抗体

（由联科生物提供，型号分别为 96-500-M01B-500、

96-500-M06-500、RK-210-401-321、HA-R1207-

1-200）在 4℃下孵育过夜，次日置于辣根过氧化物

酶结合的二抗中室温震荡孵育 1 h，蛋白密度使用

ImageQuant LAS 4000 仪器检测，并使用 Image J 软件

进行定量分析。

3. 统计学方法：采用 SPSS 20.0 统计学软件进行

数据分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

各组间差异对比采用两因素方差分析，组间两两之

间比较采用 SNK-q 检验，以 P ＜ 0.05 为差异有统计

学意义。

二、结果

1. 医用三氧对抑郁症模型小鼠旷场行为的影

响：见图 1。抑郁症模型小鼠旷场行为实验结果显

示，模型组小鼠的水平穿越格数、直立次数以及修

饰次数显著少于 Sham 组（P ＜ 0.05），排便粒数显著

多于 Sham 组（P ＜ 0.05）；中浓度组、高浓度组小鼠的

旷场行为各指标显著优于模型组（P ＜ 0.05）；低浓度

组小鼠的旷场行为各指标与模型组比较，差异无统

计学意义（P ＞ 0.05）。

2. 医用三氧对抑郁症模型小鼠绝望行为的影

响：见图 2。抑郁症模型小鼠绝望行为实验结果显

示，模型组小鼠实验后 4 min 连续不动时间显著长

于 Sham 组（P ＜ 0.05）；低浓度组、中浓度组、高浓度

组小鼠实验后 4 min 连续不动时间显著短于模型组

（P ＜ 0.05），其中高浓度组小鼠差异最大。
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3. 医用三氧对抑郁症模型小鼠体重的影响：见

图3。体重实验结果显示，第0、7、14、21天，Sham组、

低浓度组、中浓度组、高浓度组小鼠的体重呈增长

趋势，模型组小鼠的体重在第 1 周呈缓慢增长，在第

2、3 周呈下降趋势。第 7、14、21 天，模型组小鼠的

体重显著低于 Sham 组（P ＜ 0.05）；第 21 天，高浓度

组小鼠的体重显著高于模型组（P ＜ 0.05），其余时间

与模型组比较，差异无统计学意义（P ＞ 0.05）；第 7、

14、21 天，低浓度组、中浓度组小鼠的体重与模型组

比较，差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。

4. 医用三氧对抑郁症模型小鼠海马部位小胶质

细胞形态以及数量的影响：见图 4（见本期封三）、5。

显微镜观察结果显示，模型组小鼠海马部位小胶质

细胞出现变形，部分呈现空泡状，排列不整齐，数量

减少，细胞间隙较大，可见较多梭形或三角形细胞，

染色较淡且不均匀。Sham 组、高浓度组小鼠海马

部位小胶质细胞完整、排列整齐，细胞质呈淡红色，

细胞核呈深蓝色。低浓度组、中浓度组小鼠海马部

位小胶质细胞排列不紧密，数量减少，细胞间隙较

Sham 组更大，且有少部分梭形或三角形细胞，染色

较浅。模型组小鼠海马部位小胶质细胞数量显著多

于 Sham 组（P ＜ 0.05）；高浓度组小鼠海马部位小胶

质细胞数量显著少于模型组（P ＜ 0.05）；中浓度组、

低浓度组小鼠海马部位小胶质细胞数量与模型组比

较，差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。

5. 医用三氧对抑郁症模型小鼠海马组织中炎性

因子的影响：见图 6。Western blot 结果显示，模型组

小鼠海马组织中的炎性因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 水

平显著高于 Sham 组（P ＜ 0.05）；高浓度组小鼠海马

组织中的炎性因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平显著低

于模型组（P ＜ 0.05）；中浓度组、低浓度组小鼠海马

组织中的炎性因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平与模型

组比较，差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。

讨论 抑郁症对患者的健康以及生活质量产生

了重大影响，已经成为一个严重的社会问题，变得

不容忽视［9］。经典的单胺类神经递质假说认为，抑

郁症的发生主要与中枢神经系统中 5- 羟色胺、多巴

胺、去甲肾上腺素和肾上腺素的减少有关，抗抑郁

药就是根据这一理论开发而来，但这些药物的有效

率一般只有 60%～70%，且存在许多不良反应，这使

得其临床应用受到限制［10］。因此，深入研究抑郁症

的发病机制，寻找新的治疗靶点对抑郁症的治疗具

有十分重要的临床意义。

医用三氧又称臭氧，具有很强的灭菌消毒作用。

注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.05；与模型组比较，bP ＜ 0.05

图1 医用三氧对抑郁症模型小鼠旷场行为的影响



· 413 ·神经疾病与精神卫生 2021 年 6 月 20 日第 21 卷第 6 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， June 20，2021，Vol.21，No.6

此外，医用三氧具有抗炎、抗氧化、抗感染以及免疫

调节等作用［11］。动物实验也证实，对大鼠注射医用

三氧可降低其TNF-α表达水平，改善氧化应激指标

水平，进而达到抗炎以及抗氧化的作用［12］。先前的

研究表明，预防性医用三氧干预可减少小鼠抑郁症

行为，可能是通过减少小鼠脑内小胶质细胞数量以

及降低IL-1β、IL-6、TNF-α水平发挥抗抑郁作用［8］。

然而，治疗性医用三氧对慢性不可预见性轻度应激

诱导的抑郁症小鼠是否具有抗抑郁作用尚不清楚，

其潜在的分子机制也不完全明确。因此，本研究建

立了抑郁症模型小鼠，并用不同浓度的医用三氧处

理小鼠发现，较高浓度的医用三氧可减轻慢性不可

预见性轻度应激诱导的抑郁样行为，并降低小鼠海

马组织内促炎细胞因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平。

为探讨医用三氧对抑郁症的影响，本研究采用慢性

不可预见性轻度应激诱导建立小鼠抑郁症模型，结

果显示，第 1 周模型组小鼠体重增长缓慢；第 7～ 

21 天，模型组小鼠的体重显著低于 Sham 组。动物

实验表明，慢性应激能够使小鼠体重下降或者增长

率降低，分析其原因为进食量减少；此外，由于皮质

酮浓度升高，其过高则会影响小鼠新陈代谢，进而

导致其体重增长缓慢。本研究结果还表明，模型组

小鼠具有类似抑郁的行为，包括旷场行为实验中水

平穿越格数、直立次数以及修饰次数减少，排便粒

数增多以及绝望行为实验中实验后 4 min 连续不动

时间延长；但经医用三氧治疗后，尤其是高浓度医

用三氧治疗后以上行为变化显著改善，表明高浓度

医用三氧有可能对抑郁症模型小鼠抑郁样行为具有

改善作用。

炎性细胞因子在抑郁症的发生和发展中起着

重要作用［13］，心理以及生理应激能够激活免疫和炎

症过程［14］。研究表明，促炎细胞因子 IL-1β、IL-6、

TNF-α 在 抑 郁 症 小 鼠 海 马 组 织 中 明 显 上 调［15］。

IL-1β 与抑郁症患者认知能力所需的神经元可塑性

有关［16］；IL-6 与突触可塑性、神经发生以及神经调

节有关［17］；TNF-α 作为应激生物标志物，在脑内天

然免疫中起主要作用［18］。同样，本研究发现，模型

组小鼠海马组织中的炎性因子 IL-1β、IL-6、TNF-α
水平显著高于 Sham 组，而高浓度医用三氧治疗则显

著降低了 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平。因此，高浓度

医用三氧对抑郁症模型小鼠具有抗抑郁作用，其分

子机制可能与抑制炎症通路激活有关，故较高浓度

医用三氧可能对抑郁症模型小鼠具有一定的抗抑郁

作用，有望成为治疗抑郁症新的研究方向，但还需

注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.05；与模型组比较，bP ＜ 0.05

图2 医用三氧对抑郁症模型小鼠绝望行为的影响

注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.05；与模型组比较，bP ＜ 0.05

图3 医用三氧对抑郁症模型小鼠体质量的影响

注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.05；与模型组比较，bP ＜ 0.05

图5 医用三氧对抑郁症模型小鼠海马部位小胶质细胞数量的影响

图6 医用三氧对抑郁症模型小鼠海马组织中炎性因子的影响
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进行大量的体内外实验研究，从而为临床治疗抑郁

症提供更加可靠的理论根据。

综上所述，较高浓度医用三氧可能是通过下调

脑组织中炎性因子表达改善抑郁症模型小鼠抑郁样

行为，可为临床开展抑郁症治疗研究提供新的视角，

值得借鉴。
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