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［摘 要］ 目的：探讨维生素D（vitamin D，VD）调节海马神经元细胞促进神经递质分泌的可能机制。方法：采用化学发光法及

酶联免疫吸附试验（ELISA）对 62例产后抑郁（postpartum depression，PPD）患者以及 31例健康产妇分别进行血清 25羟基维生

素D［25（OH）D］、5⁃羟色胺（5⁃hydroxytryptamine，5⁃HT）以及去甲肾上腺素（norepinephrine，NE）水平检测；对体外培养的海马神

经元细胞施加不同作用因素，采用甲基噻唑基四唑（methylthiazolyltetrazolium，MTT）比色法检测海马神经元细胞的增殖率；免

疫印迹法检测总Akt（total Akt，T⁃Akt）及磷酸化Akt（phosphorylated Akt，p⁃Akt）蛋白的表达情况。结果：轻度抑郁组患者的血清

25（OH）D、5⁃HT和NE水平低于健康对照组（均P < 0.05）；而重度抑郁组患者的血清25（OH）D、5⁃HT和NE水平与轻度抑郁组

（均P < 0.05）。体外实验结果显示，VD能以剂量依赖性方式调节海马神经元细胞增殖率及5⁃HT、NE的分泌水平；与对照组比

较，VD+阴性小干扰RNA（negative siRNA）组神经元细胞增殖率及5⁃HT、NE分泌水平增高（均P < 0.05）；而与对照组比较，VD+
VD受体小干扰RNA（VDR siRNA）组神经元细胞增殖率及5⁃HT、NE分泌水平差异无统计学意义（均P > 0.05）；免疫印迹结果

显示，与对照组比较，p⁃Akt蛋白的表达在VD + negative siRNA组显著增加（P < 0.01）；而VD+VDR siRNA组与对照组比较，p⁃Akt
蛋白表达无显著变化（均P > 0.05）；与对照组比较，VD + DMSO组神经元细胞增殖率及 5⁃HT、NE分泌水平显著增加（均P <
0.05）；而VD + LY294002（PI3k/Akt信号通路抑制剂）组神经元细胞增殖率及5⁃HT、NE分泌水平，与对照组比较差异无统计学

意义（均P > 0.05）。结论：VD促进海马神经元细胞活性及促进5⁃HT和NE的分泌，可能与PI3⁃k/Akt信号通路的激活有关，此

作用可能在PPD的临床防治及产后护理中具有应用价值。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the possible mechanism by which vitamin D（VD）regulates the secretion of
neurotransmitters in hippocampal neurons. Methods：The serum levels of 25 hydroxyvitamin D［25（OH）D］，5⁃hydroxytryptamine
（5⁃HT）and norepinephrine（NE）were detected by chemiluminescence and enzyme immunoassay（ELISA）in 62 postpartum depression
（PPD） patients and 31 healthy pregnant women. The proliferation of hippocampal neurons was determined by
methylthiazolyltetrazolium（MTT）colorimetric method. Western blotting was used to detect the expression of total Akt（T ⁃Akt）and
phosphorylated Akt（p⁃Akt）. Results：The serum levels of 25（OH）D，5⁃HT and NE in the mild depressed group were lower than those
in the healthy control group，and the differences were statistically significant（all P < 0.05）. The serum levels of 25（OH）D，5⁃HT and
NE in the severe depression group were significantly lower than those in the mild depression group（all P < 0.05）. VD had a significant
dose⁃dependent effect on the proliferation of hippocampal neurons and the levels of secreted 5⁃HT and NE in vitro. In addition，the
proliferation and secreted 5 ⁃HT and NE levels of neurons were significantly different between VD+negative small interfering RNA
（siRNA）group and control group（all P < 0.05）. In the VD+VD receptor（VDR）siRNA group，there was no statistically significant
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产后抑郁（postpartum depression，PPD）是育龄

期女性妊娠分娩后比较常见的情绪障碍，与患者大

脑神经递质及内分泌的变化关系密切，其症候群为

情感低落、愉悦感丧失、焦虑烦躁伴精力降低、社交

减退等，严重者可产生自杀倾向［1-2］，因此必须重视

PPD相关的临床防治及护理干预的实施。我国PPD
发病率为 7.3%~37.14%，近年来呈现出逐年攀升的

特征，PPD不仅严重影响产妇自身的生理、心理健

康，还会使后代智力行为发育受损，对产妇家庭和

社会造成严重负面影响。目前 PPD已然成为危害

育龄期女性身心健康的公共卫生问题，基于此，注

重产前监控及PPD护理工作，对PPD患者进行防治

具有重要的临床价值。循证医学证据显示，孕期维生

素D（vitamin D，VD）的长期缺乏与PPD关系紧密［3］，

已有研究表明，妊娠期女性半数以上有不同程度的

VD缺乏。已知VD具有多重神经活性，可以促进脑

组织的正常发育，并参与调节神经递质的分泌，其

通过调节肾上腺皮质的维生素 D 受体（vitamin D
receptor，VDR）的表达，调控下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴

的功能，从而促进 5⁃羟色胺（5⁃hydroxytryptamine，
5⁃HT）、肾上腺素、去甲肾上腺素（norepinephrine，
NE）的分泌［4-6］。故VD可能通过促进上述神经递质

的分泌来防治抑郁症，但目前确切机制并不明了，

本研究拟探索在产前监控及产后护理PPD过程中，

VD防治PPD的相关机制及其在治疗PPD中的重要

临床价值。

1 对象和方法

1.1 对象

选择 2012年 1月—2019年 12月在牡丹江医学

院附属红旗医院产科分娩的初产妇，其中确诊PPD患

者62例（纳入产后PPD护理对象），健康孕产妇31例
（对照组）。PPD患者年龄（35.1 ± 6.3）岁（28~39岁），

孕周（35.11 ± 1.44）周（32~38周）；对照组，患者年龄

（33.5 ± 7.7）岁（26~41岁），孕周（35.42 ± 2.01）周（33~
38周）。且两组研究对象的一般资料比较，差异无统

计学意义（P > 0.05），具有可比性。本研究获得患者

知情同意，得到牡丹江医学院伦理委员会［医学伦理

号：牡医伦字（2010）13号］的批准。

1.2 方法

1.2.1 纳入标准

纳入患者依据汉密尔顿抑郁量表（HAMD）进行

评估筛选，患者分类标准为：HAMD 评分≤7分为

正常，>7~17 分为轻度抑郁，>17~24 分为中度抑

郁，>24分为重度抑郁。排除标准：神经系统疾病患

者、家族精神性疾病患者、精神意识障碍患者以及

伴有其他精神症状患者。本研究无中度抑郁患者，对

照∶轻度抑郁∶重度抑郁=1∶1∶1，3组研究对象的纳入

标准按照同年龄、同孕周和同居住地的匹配原则。

1.2.2 指标检测

抽取患者空腹静脉血 4 mL，充分凝固后，

以 3 000 r/min 离心 15 min 进行血清分离。采用

罗氏 e601电化学发光微粒子仪器检测患者血清中

25（OH）D水平（参考范围 50~150 nmol/L）；采用上

海生工公司提供的酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒进

行5⁃HT（参考范围39~361 μg/L）、NE（参考范围10~
70 μg/L）的检测，所有检测严格按照说明书进行。

1.2.3 小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）
构建

本研究选用 pGenesil⁃1作为载体构建 siRNA质

粒（由湖北武汉晶赛生物科技有限公司提供），VDR
siRNA引物序列为5′⁃CCCUUCAAUGGAGAUUGCC⁃

difference in proliferation of neurons and the levels of 5⁃HT and NE when compared with contrd group（all P > 0.05）. Western blot
results showed that the expression of phosphorylated Akt in the VD+negative siRNA group was significantly increased when compared
with control group，with statistical differences（P < 0.01）. There was no significant difference in the expression of phosphorylated Akt
between the VD+VDR siRNA group and control group（all P > 0.05）. In the VD+DMSO group，the proliferation of neurons and the
levels of 5⁃HT and NE were significantly different when compared with control group（all P < 0.05）. However，there was no significant
difference in proliferation of neurons and the levels of 5⁃HT and NE between VD+LY294002（inhibitor of PI3k/Akt signaling pathway）
group and control group（all P > 0.05）. Conclusion：VD promotes the activity of hippocampal neurons and secretion of 5⁃HT and NE，
which may be related to the activation of PI3k/Akt signaling pathway. That plays an important role in the clinical prevention and
treatment of PPD and postpartum care.
［Key words］ postpartum depression；vitamin D；PI3k/Akt signaling pathway；5⁃hydroxytryptamine；norepinephrine
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GCAUCA⁃3′（上游），5′⁃UGAUGCGGCAAUCUCCAU⁃
UGAAGG G⁃3′（下游）；同时选取与目的基因无关的

序列作为阴性对照，Negative siRNA引物序列为 5′⁃
GUACCGCACGUCAUUCGUAUC⁃3′（上游），5′⁃UAC⁃
GAAUGACGUGCGGUACGU⁃3′（下游）。

1.2.4 体外原代海马神经元细胞培养及分组

取新生Wistar乳鼠海马，以0.125% 胰酶进行消

化，以种植液（包含84% DMEM、10%马血清、5%胎牛

血清、1%谷氨酰胺）洗涤后，稀释成1 × 106个/mL细胞

悬液，继续培养24 h，施加阿糖胞酐抑制神经胶质细

胞生长，培养至48 h。①将培养的海马神经元细胞随

机分为4组：对照组、1×10-9 mol/L VD组、1×10-8 mol/L
VD 组、1×10-7 mol/L VD 组，即将 1×10-9 mol/L、1×
10-8 mol/L、1×10-7 mol/L VD作用神经元细胞24 h后，

进行相关指标检测；②将培养的神经元细胞随机分

为 3组：对照组、VD+Negative siRNA 组、VD+VDR
siRNA组，即将 Negative siRNA和 VDR siRNA质粒

转染 48 h后，分别施加 1 ×10-7mol/L VD继续培养

24 h，进行相关指标检测；③将培养的神经元细胞随

机分为 3组：对照组、VD+DMSO组、VD+LY294002
组，LY294002（Cell Signalling Technology公司，美国）

是PI3k/Akt信号通路的抑制剂，可有效抑制PI3k的
酶活性，将DMSO或LY294002作用神经元细胞18 h
后，分别施加 1 ×10-7 mol/L VD继续培养 24 h，进行

相关指标检测。

1.2.5 海马神经元细胞的增殖率检测

采用甲基噻唑基四唑（MTT）比色法。对培养的

海马神经元细胞施加不同作用因素，在培养结束前

4 h加入终浓度为 0.5%的MTT，终止培养，弃上清

液，加入DMSO 150 μL，使结晶物充分溶解。采用

570 nm波长，在酶标仪上测定各组吸光度值。计算

公式：增殖率（PI）=实验组吸光度值/对照组吸光度

值× 100%。

1.2.6 海马神经元细胞分泌5⁃HT、NE的水平检测

将对数生长的海马神经元细胞消化接种于24孔

板中，调整细胞浓度为 50×104个/mL，每孔 200 μL，
继续培养 24 h。施加不同作用因素，分组同 1、2、
4，每组设 3个复孔。继续培养 48 h，干预结束，收

集各组上清液，按 ELISA 试剂盒说明进行 5⁃HT、
NE的检测。

1.2.7 总Akt及磷酸化Akt的表达

采用免疫印迹法，将 VDR siRNA 与 negative
siRNA质粒转染海马神经元细胞 48 h后，施加 1 ×
10-7 mol/L VD作用24 h，提取细胞蛋白，4 ℃ 15 000 g

离心 20 min。取 20 μg 蛋白于 8%~10%的 SDS ⁃
PAGE上进行电泳，将分离的蛋白质转移至 PVDF
膜，膜置于5%脱脂奶粉溶液中封闭2 h，与一抗兔抗

人总 Akt（T⁃Akt）或磷酸化 Akt（p⁃Akt）（稀释浓度

为 1∶1 000，Cell Signalling Technology公司，美国）孵

育，再与 HRP 标记的二抗（羊抗兔 IgG，稀释浓度

为 1∶5 000）反应，用Bio⁃Rad凝胶成像分析仪对条

带进行灰度扫描分析，以β⁃actin灰度值为内参。

1.3 统计学方法

采用SPSS 26.0进行统计分析，实验计量数据以

均数±标准差（x ± s）表示，多组间数据采用方差分析

比较组间差异，若多组间存在统计学差异则进行两

两比较，并对两两比较的P值进行 bonferroni校正。

所有检验均是双侧检验，检验水准α=0.05。
2 结 果

2.1 3组患者外周血中 25（OH）D、5⁃HT和NE水平

比较研究

结果显示，轻度抑郁组患者的血清 25（OH）D、

5⁃HT和NE水平显著低于健康对照组，差异具有统

计学意义（P均＜0.05，n=31）；而重度抑郁组患者的血

清25（OH）D、5⁃HT和NE水平与轻度抑郁组比较显著

降低，差异具有统计学意义（P均＜0.01，n=31，表1）。
2.2 不同浓度VD对海马神经元细胞增殖率及分泌

5⁃HT、NE的影响

对体外培养的海马神经元细胞施加不同浓度的

表1 产后抑郁组及健康对照组血清中25（OH）D、5⁃HT及NE水平比较

Table 1 Comparison of serum 25（OH）D，5⁃HT and NE levels between postpartum depression group and healthy control
group

与健康对照组比较，*P < 0.05；与轻度抑郁组比较，#P < 0.05。

组别

健康对照组

轻度抑郁组

重度抑郁组

F值

P值

例数

31
31
31

25（OH）D（nmol/L）
101.48 ± 39.10
56.16 ± 24.45*

25.71± 9.31*#

61.083
<0.001

5⁃HT（μg/L）
184.62 ± 74 .59
054.31 ± 33.54*

021.34 ± 9.58*#

102.256
0<0.001

NE（μg/L）
38.51 ± 20.35
18.04 ± 11.03*

07.51 ± 5.39*#

40.910
<0.001

（x ± s）
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VD，作用24 h后，观察VD对神经元细胞增殖率及分

泌5⁃HT、NE的影响。实验结果显示，1 ×10-9 mol/LVD
作用神经元细胞，与对照组比较，其对细胞增殖率、

分泌 5⁃HT、NE水平的差异均无统计学意义（均P >
0.05，n=6）；而 1×10-8 mol/L VD作用海马神经元细

胞，与 1×10-9 mol/L VD组比较，细胞增殖率、分泌

5⁃HT、NE的水平显著增加，差异有统计学意义（均

P＜0.05，n=6）；1×10- 7 mol/L VD 组与 1×10- 8 mol/L
VD组比较，海马神经元细胞增殖率及 5⁃HT、NE分

泌水平也显著增加，差异有统计学意义（P均＜

0.05，n=6）；且表2结果可见，VD对海马神经元细胞

生物学功能的影响有剂量依赖性。

2.3 VDR基因沉默对海马神经元细胞增殖及5⁃HT、

NE分泌水平的影响

文献报道显示，VD 通过激活并结合细胞内

VDR发挥生理功能。本研究通过构建 siRNA沉默

VDR基因的表达，从而进一步评估VD对海马神经

元细胞增殖及分泌 5⁃HT、NE水平的影响。体外实

验结果显示，VD+negative siRNA组与对照组比较，

海马神经元细胞增殖率及 5⁃HT、NE分泌水平显著

升高，差异有统计学意义（均P＜0.05，n=6）；而VD+
VDR siRNA组与对照组比较，海马神经元细胞增殖

率及 5⁃HT、NE分泌水平差异均无统计学意义（P

均 > 0.05，n=6，表3）。
表2 不同浓度VD作用下海马神经元细胞增殖率、5⁃HT及NE水平比较

Table 2 Comparison of proliferative rate，5⁃HT and NE levels of hippocampal neurons in different concentrations of VD

与对照组比较，*P < 0.05; 与1×10-9 mol/L组比较，#P < 0.05；与1×10-8 mol/L组比较，△P<0.05。

组别

对照组

1×10-9 mol/L组

1×10-8 mol/L组

1×10-7 mol/L组

F值

P值

例数

3
3
3
3

增殖率（%）

077.67± 4.04
078.00 ± 6.56
102.00 ± 9.64*#

146.67 ± 10.69*#△

47.398
<0.001

5⁃HT（μg/L）
092.00 ± 10.19a

135.63 ± 28.73
198.37 ± 26.13*#

290.6 0 ± 28.38*#△

36.871
<0.001

NE（μg/L）
08.41 ± 2.57
09.25 ± 3.29
22.10 ± 3.08*#

56.60 ± 5.81*#△

100.599
0<0.001

（x ± s）

表3 沉默VDR对海马神经元细胞增殖率及5⁃HT及NE分泌水平比较

Table 3 Comparison of proliferative rate，5⁃HT and NE levels of hippocampal neurons after VDR silencing

与对照组比较，*P < 0.05；与VD+VDR siRNA组比较，#P < 0.05。

组别

对照组

VD+negative siRNA组

VD+VDR siRNA组

F值

P值

例数

3
3
3

增殖率（%）

064.67 ± 9.87
112.00 ± 15.72*#

068.67 ± 3.06
17.534
00.003

5⁃HT（μg/L）
112.70 ± 15.06
190.73 ± 12.53*#

109.60 ± 14.36
32.232
00.001

NE（μg/L）
08.09 ± 1.53
40.46 ± 5.42*#

09.44 ± 2.14
83.311
<0.001

（x ± s）

2.4 VDR基因沉默对海马神经元细胞中PI3k/Akt信
号通路的影响

VDR siRNA与 negative siRNA 转染 48 h后，施

加 1×10-7 mol/L VD作用 24 h，免疫印迹结果显示，

VD+negative siRNA组与对照组比较，p⁃Akt蛋白表

达显著增加，差异有统计学意义（P < 0.01，n=3）；而

VD+VDR siRNA组与对照组比较，差异无统计学意

义（P > 0.05，n=3，图1）。
2.5 阻断PI3k/Akt信号通路对VD诱导海马神经元

细胞增殖率及5⁃HT、NE分泌水平的影响

利用PI3k/Akt信号通路的抑制剂LY294002，阻

断PI3k/Akt信号通路，观察VD对海马神经元细胞增

殖及 5⁃HT、NE分泌水平的影响。体外实验结果显

示，VD+DMSO组与对照组比较，海马神经元细胞增

殖率及5⁃HT、NE分泌水平均显著提高，差异有统计

学意义（P均＜0.05，n=6）；而VD+LY294002组与对

照组比较，海马神经元细胞增殖率及5⁃HT、NE分泌

水平差异无统计学意义（P均 > 0.05，n=6，表4）。
3 讨 论

妊娠期女性对VD的需求不仅要满足自身生理

需要，同时还要供给胎儿的生长发育，因此，孕期女
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A：Western blot电泳条带；B：半定量统计图。1：对照组；2：VD+
negative siRNA组；3：VD+VDR siRNA组。与对照组比较，*P < 0.05；
与VD+negative siRNA组比较，#P < 0.05（n=3）。

图1 各组磷酸化Akt蛋白质的表达

Figure 1 The expression of phosphorylated Akt protein
in each group

60 kDa—
42 kDa—

性对VD的需求量是平时的3~8倍，加之孕期户外运

动量减少，使得通过阳光照射获得的VD也有所下

降，因此，孕晚期直至分娩后，孕产妇极易出现VD
缺乏的状态［7］。国内外研究显示，产妇血清VD浓度

过低是产后情绪障碍的重要诱因，并且研究证实

VD缺乏与PPD的发生风险密切相关［7-9］。本研究对

62例 PPD患者血清 25（OH）D、5⁃HT和 NE进行检

测，结果显示，PPD患者血清中不仅 25（OH）D呈现

显著下降，神经细胞递质 5⁃HT和NE也呈现显著降

低，且重度PPD患者25（OH）D减少更为显著。

补充充足的VD对促进产后机体功能恢复至关

重要。已知VD不仅是一种单纯的维生素，其作为

多效性类固醇激素，通过诱导VDR的表达并特异性

结合，从而发挥多种生物学功能［10-12］。本研究探讨

了不同浓度VD对体外培养的神经元细胞生物学活

性的影响，研究结果显示，VD在显著诱导体外培养

表4 海马神经元细胞增殖率及5⁃HT及NE分泌水平比较

Table 4 Comparison of proliferative rate，5⁃HT and NE levels of hippocampal neurons （x ± s）

与对照组比较，*P < 0.05；与VD+LY294002组比较，#P < 0.05。

组别

对照组

VD+DMSO组

VD+LY294002组
F值

P值

例数

3
3
3

增殖率（%）

069.33 ± 8.50
116.67 ± 18.93*#

061.33 ± 4.73
17.769
00.003

5⁃HT（μg/L）
118.50 ± 20.62
173.73 ± 11.42*#

110.70 ± 13.26
14.533
00.005

NE（μg/L）
08.52 ± 2.41
35.83 ± 8.54*#

07.82 ± 1.68
28.190
00.001

的神经元细胞增殖的同时，其诱导分泌 5⁃HT和NE
的水平也明显增加，并且VD对神经元细胞生物学

活性的影响呈现了显著的剂量依赖性特征。为进

一步系统证明VD的生物学功能，本研究通过小干

扰RNA技术沉默VDR基因的表达，从而阻断VD生

物学功能的发挥。结果证实，沉默VDR基因的表

达，神经元细胞增殖率及5⁃HT、NE分泌水平均显著

减少，从正、反两方面确定了VD对体外培养神经元

细胞的作用。

神经元细胞的生存活性以及神经递质的分泌

与各信号通路的激活有着紧密联系，PI3k/Akt信号

通路作为脑源性神经营养因子（BDNF）/酪氨酸激酶

受体B（TrkB）的下游信号通路引起学者们的广泛关

注［13-14］。研究显示，重度抑郁症自杀患者脑组织中

Akt活性处于明显抑制状态，且Akt增强海马干细胞

的功能，促进抗抑郁药物的疗效［15-16］。本研究显示，

VD作用神经元细胞可使p⁃Akt蛋白表达显著增加，

充分激活神经元细胞中 PI3k/Akt信号通路，而用

PI3k/Akt信号通路抑制剂 LY294002阻断 PI3k/Akt
信号通路，神经元细胞增殖率显著减少的同时，细

胞分泌 5⁃HT和NE的水平也显著减少，提示 PI3k/
Akt信号通路在VD诱导神经元细胞分泌神经递质

的过程中发挥重要作用。

综上所述，本研究显示PI3k/Akt作为神经元细

胞内的重要信号通路，是促进神经元细胞活性以

及促进神经元细胞分泌神经递质的关键因素，因

此，以 PI3k/Akt信号通路作为新的治疗靶点防治

PPD，具有广阔的发展前景。如果能更加深入地

研究 PI3k/Akt 信号通路与 PPD 疾病的关系，将会

有助于明确 PPD的发病机制，对寻找新的临床防

治方法至关重要。
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