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［摘要］ 目的：观察母婴分离/束缚应激诱发焦虑抑郁小鼠海马小胶质细胞激活和白细胞介素 -1β（IL-1β），白细胞介素 -6

（IL-6），肿瘤坏死因子-α（TNF-α）表达情况，探讨温阳解郁方抗焦虑抑郁的机制。方法：84 只雄性 C57BL 仔鼠于出生后第 0 天

（PD0）随机分为空白组、束缚应激组和造模组，造模组采取母婴分离结合束缚应激制备焦虑抑郁模型，将造模组按随机数字表

法分为模型组、温阳组、解郁组、温阳解郁组和氟西汀组。在离乳第 21 天（PD21）至成年第 90 天（PD90），空白组、束缚应激组

和模型组饲喂正常饲料，其余饲喂药混饲料（温阳组、解郁组、温阳解郁组和氟西汀组用药剂量分别为 5.85，12.03，16.71 g·kg-1

及 2.60 mg·kg-1）。采用旷场实验，O 迷宫和社会交互实验评估模型组小鼠焦虑抑郁状态；免疫组化法（IHC）观察海马小胶质细

胞及离子钙接头蛋白 -1（Iba-1）表达；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测 IL-1β，IL-6，TNF-α，Iba-1，糖皮质激

素受体（GR）mRNA 表达水平。结果：与空白组比较，模型组小鼠 5 min 运动总路程和中央区活动时间显著减少（P<0.01），开臂

活动时间与活动总路程明显减少（P<0.05，P<0.01），训练探察时间和辨别探查时间显著增加（P<0.01），Iba-1 蛋白及 mRNA 表

达，IL-1β，IL-6，TNF-α mRNA 表达水平显著升高（P<0.01），GR mRNA 表达水平显著降低（P<0.01），IHC 结果显示小胶质细胞

的过度激活。与模型组比较，温阳解郁方及氟西汀组小鼠 5 min 运动总路程和中央区活动时间显著上升（P<0.01），开臂活动时

间显著上升（P<0.01），训练探察时间和辨别探查时间明显降低（P<0.05，P<0.01）；Iba-1 蛋白及 mRNA 表达，IL-1β，IL-6，TNF-α

mRNA 表达水平明显降低（P<0.05，P<0.01），GR mRNA 表达水平显著上升（P<0.01），IHC 结果表明小胶质细胞的形态恢复；温
阳组和解郁组小鼠开臂活动时间显著上升（P<0.01），辨别探查时间明显降低（P<0.05），Iba-1 蛋白及 mRNA 表达，IL-6 mRNA

表达水平明显降低（P<0.05，P<0.01）；温阳组小鼠 GR mRNA 表达水平明显上升（P<0.05），TNF-α mRNA 表达水平明显降低

（P<0.05）；解郁组小鼠 5 min 运动总路程显著上升（P<0.01），训练探察时间明显降低（P<0.05），IL-1β mRNA 表达水平明显降低

（P<0.05），IHC 结果表明两组小胶质细胞有所恢复。结论：温阳解郁方的综合疗效和药理作用优于温阳方和解郁方，其作用机

制可能通过抑制母婴分离/束缚应激小鼠海马小胶质细胞的激活，降低 IL-1β，IL-6，TNF-α等细胞因子的表达，增加海马 GR 表

达，从而改善小鼠的焦虑抑郁样行为。
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［［Abstract］］ Objective：：To observe the activation of microglia in hippocampus of depressed and anxious

mice induced by maternal separation with acute restraint stress and the expression of interleukin-1β（IL-1β），
interleukin-6（IL-6），tumor necrosis factor- α（TNF- α）， investigating the mechanism of Wenyang Jieyu

prescription in treating anxiety and depression. Method：： Eighty four male C57BL offspring were randomly

divided into control group，acute restraint stress group and model group on postnatal day 0（PD0）. Maternal

separation combined with acute restraint stress was used to prepare anxious and depressed model mice，dividing

the model mice into model group，Wenyang，Jieyu，Wenyang Jieyu and fluoxetine group according to random

number table method. During the period of PD21-PD90，the control，acute restraint stress and model mice were

fed with normal diet，with the other groups fed with corresponding medicine mixed diet. The Wenyang，Jieyu

and Wenyang Jieyu groups were given 5.85，12.03 and 16.71 g·kg-1·d-1 respectively. The fluoxetine group was

given 2.60 mg·kg-1·d-1. Open field，zero maze test and social interaction tests were used to evaluate the anxiety

and depression of model mice. The expression of Iba-1 in hippocampal microglia was detected by

immunohistochemistry（IHC）. The mRNA expression of IL-1β，IL-6，TNF-α，Iba-1 and glucocorticoid receptor

（GR）were detected by Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）. Result：：

Compared with the control group，total movement distance and time spent in central zone in 5 min of the model

mice significantly decreased（P<0.01）， time spent in opened arm and total movement distance decreased

significantly（P<0.05，P<0.01），investigation time during testing and training increased significantly（P<0.01）.

The expression of Iba-1 protein and mRNA，IL-1β，IL-6，TNF-α mRNA significantly increased（P<0.01），the

expression levels of GR mRNA significantly decreased（P<0.01）. The result of IHC staining showed that

microglia were over activated. Compared with the model group，total movement distance and time spent in

central zone in 5 min of mice in the Wenyang Jieyu and fluoxetine group significantly increased（P<0.05，

P<0.01）. Time spent in opened arm significantly increased（P<0.01）. Investigation time during testing and

training significantly decreased（P<0.05，P<0.01）. The expression of Iba-1 protein and mRNA，IL-1β，IL-6，TNF-α

mRNA significantly decreased（P<0.05，P<0.01）. The expression of GR mRNA increased significantly（P<0.05，

P<0.01）. IHC staining showed the microglia recovered. Time spent in opened arm of mice in the Wenyang group

and Jieyu group significantly increased（P<0.01），time spent investigating during testing decreased significantly

（P<0.05），the expression levels of Iba-1 protein and mRNA，IL-6 mRNA significantly decreased（P<0.05，

P<0.01）. The expression of GR mRNA of mice in the Wenyang group significantly increased（P<0.05），the

expression of TNF- α mRNA significantly decreased（P<0.05）. Total movement distance of mice in the Jieyu

group increased significantly（P<0.01）， time spent investigating during training decreased significantly

（P<0.05），the expression level of IL-1β mRNA significantly decreased（P<0.05）. IHC staining showed that

microglia recovered partly in both groups. Conclusion：：The comprehensive curative effect and pharmacological

action of Wenyang Jieyu prescription were better than Wenyang prescription and Jieyu prescription. Wenyang

Jieyu prescription can treat anxiety and depression in maternal separation and acute restraint stress mice，its

possible mechanism may be related to the decreased activation of microglia，down-regulation of IL-1β，IL-6，

TNF-α expression and up-regulation of GR expression.

［［Keywords］］ maternal separation； acute restraint stress； Wenyang Jieyu prescription； microglia；

hippocampus；Erxiantang；Xiaoyaosan

抑郁症是一种常见的慢性精神障碍疾病［1］，主

要症状是情绪低落、厌倦生活、过度悲观、睡眠紊

乱、甚至产生自杀念头，严重影响患者的生活质量，

其复发率、致残率及致死率高，目前全球患病率约
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4.4%［2］，给公民健康造成重大威胁。由于临床上焦

虑和抑郁常伴随发作［3］，患者常兼有恐惧、担忧、紧

张不安等焦虑表现，相关研究多从焦虑和抑郁两方

面设计行为学以检测动物造模及治疗效果。目前，

焦虑抑郁的发病机制仍未清楚，主要涉及神经递质

假说、神经炎症假说、下丘脑 -垂体 -肾上腺（HPA）轴
紊乱等。既往研究表明，海马神经炎症是焦虑抑郁

的重要诱发因素之一，小胶质细胞是早期应激的关

键靶点［4］，母婴分离诱导仔鼠小胶质细胞激活、促炎

因子表达失衡，影响神经发生和学习、认知、情绪调

节功能［5］。研究发现，母婴分离改变小鼠 HPA 轴的

调节能力，较长时间的母婴分离会导致仔鼠 HPA 轴

反应增强，这使得仔鼠成年期遭受束缚应激时产生

更强烈的反应［6］。海马糖皮质激素受体（GR）负责

调控 HPA 轴的高反应性，防止 HPA 轴过度激活进而

改善神经内分泌的紊乱，而母婴分离导致 HPA 轴功

能持续过度亢进，损害海马 GR 表达，负反馈调节机

制失衡是焦虑抑郁发作的重要诱因之一［7］。临床上

常采用 5-羟色胺再摄取抑制剂（SSRI），三环类抗抑

郁药（TCA），抗焦虑药物等进行治疗，但此类药物

起效较慢，周期长，容易耐受，伴随而来还有严重的

不良反应和停药反应。中医复方在治疗精神障碍

性疾病中具有多靶点、多途径、多环节的优势，且不

良反应较小，患者更容易接受，已成为近年来治疗

研究的焦点之一。

从中医病机分析，母婴分离小鼠模型的病机是

肝郁阳虚［8-10］。《医贯·龙雷相火论》云：“相火是水中

之火，龙雷之火，寄于肝肾之间”，幼年时期阳气稚

嫩、肾髓不足，肾封藏能力较弱，对外界刺激的适应

与调整能力较低。遭受母婴分离刺激后，容易折伤

肾中元阳相火。肾水不温则肝木升发无力，疏泄不

及而肝郁，束缚应激后其肝郁阳虚程度加重［10］。目

前证据表明，二仙汤（温阳方）和逍遥散（解郁方）具
有确切的抗焦虑、抗抑郁作用，可改善细胞凋亡、突

触可塑性、神经营养、神经递质、肠脑轴，HPA 轴

等［11-12］。课题组基于母婴分离+束缚应激肝郁阳虚

证型，以温肾疏肝为法，对两方进行结合形成温阳

解郁方。目前证据表明其对突触可塑性、神经营养

因子表达有良好调节作用，可有效抑制 HPA 轴的过

度激活，但是否抗炎及其机制仍不明确［8，13-14］。为进

一步明确温阳解郁方对海马炎症的调节作用及机

制，本实验以母婴分离结合束缚应激制备焦虑抑郁

模型小鼠，观察温阳，解郁，温阳解郁方对模型小鼠

行为学、海马小胶质细胞激活及炎症因子表达，GR

受体表达的影响，探讨温阳解郁方治疗焦虑抑郁的

机制，并观测三方的干预疗效及药理作用差异，反

证母婴分离＋束缚应激模型小鼠肝郁阳虚证型。

1 材料

1.1 动物 选用 8 周龄 C57BL/6J 小鼠，体质量 20~

24 g，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，动

物合格证号 SCXK（京）2016-0006，使用许可证号

SYXK（京）2021-0017。于中国中医科学院中医基

础理论研究所动物实验中心适应性喂养 1 周后进行

繁殖，自由进食进水，室温 22~25 ℃，相对湿度 30%~

40%。动物实验已通过中国中医科学院中医基础理

论研究所动物实验中心实验动物伦理审查。

1.2 药物及试剂 实验用到中药饮片为仙茅、淫羊

藿、巴戟天、当归、知母、黄柏、柴胡、白芍、白术、茯

苓、生姜、薄荷、炙甘草，以上饮片由北京仟草中药

饮片公司提供，批号分别为 180314005，181008006，

180823017， 181109008， 181017004， 180601013，

170211003， 180824003， 181016010， 181101013，

180720012，180524007，181022005，由中国中医科

学院中医基础理论研究所岳广欣研究员鉴定均为

正品；盐酸氟西汀胶囊（法国 Patheon 公司，20 mg/

粒，批号 20160029）；兔血清，抗体稀释液，兔抗山羊

免疫球蛋白（Ig）G，ABC 工作液（北京中杉金桥生物

技术有限公司，批号分别为 ZLI-9026，2LI-9029，ZB-

2050，PK-6100）；离子钙接头蛋白 -1（Iba-1）一抗，

DAB（ 英 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 ab5076，

D5637）；总 RNA 提 取 试 剂 盒 ，聚 合 酶 链 式 反 应

（PCR）扩 增 试 剂 盒 ，Tween-20，TritonX-100（美 国

Promega 公司，批号分别为 Z3100，A6010，H5152，

H5142）；反转录试剂盒（杰辉生物科技发展有限公

司，批号 K1622）；1% 戊巴比妥钠（北京百诺威生物

科技有限公司，批号 ST3761）。
1.3 仪器 C1000 型实时荧光定量聚合酶链式反

应（Real-time PCR）仪（美国 Bio-Rad 公司）；vs120-s6

型数字切片扫描仪（日本 Olympus 公司）；CM1850

型冰冻切片机（德国 Leica 公司）；ND8000 型超微量

高 通 量 分 光 光 度 计（ 美 国 Thermo 公 司 ）；
Ethovision3.0 型行为分析软件（荷兰 Noldus 公司）；
SPX-150C 型恒温恒湿箱（上海博讯实业有限公司

医疗设备厂）；MB-102 型振荡型恒温金属浴（杭州

博 日 科 技 股 份 有 限 公 司）；自 制 旷 场 箱 40 cm×

40 cm×35 cm；XR-XZR209 型 O 迷宫装置（上海欣软

信息科技有限公司）。
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2 方法

2.1 动物造模、分组及干预 将 10 只雄鼠和 40 只

雌鼠，按雄雌比例 1∶4 进行混居繁衍，孕鼠待产前单

笼饲养，分娩后每窝子代小鼠保持在 4~7 只，以仔鼠

出生作为第 0 天（PD0），PD0 仔鼠随机分为空白组、

束缚应激组和造模组，母婴分离造模后按随机数字

表法分为模型组、温阳组、解郁组、温阳解郁组和氟

西汀组，共 7 组，每组 12 只。模型制备：仔鼠分别于

PD5~PD14 进行母婴分离，先将母鼠移至新笼，再将

子代小鼠移至孵育箱（32 ℃），每天进行 3 h 的母婴

分离建立动物模型，空白组，束缚应激组也按母婴

分离的方法进行操作但时间少于 10 min。在小鼠离

乳喂养至成年 3 月龄（PD90）后，除了空白组，其余

各组均给予急性束缚应激：将小鼠装进 50 mL 的透

气离心管中，限制其活动，3 h 后放出，期间不予食物

和饮水。2 h 后进行旷场试验、社会交互认知实验及

O 迷宫实验评价造模成功与否［15］。

2.2 给药 二仙汤选自《中医方剂临床手册》，逍遥

散选自《太平惠民和剂局方》，温阳解郁方由两方组

合而成，各方药物组成及用量如下：二仙汤（温阳

方），仙茅 9 g，淫羊藿 9 g，巴戟天 9 g，当归 9 g，知母

4.5 g，黄柏 4.5 g；逍遥散（解郁方），柴胡 15 g，当归

15 g，白芍 15 g，白术 15 g，茯苓 15 g，生姜 5 g，薄荷

5 g，炙甘草 7.5 g；温阳解郁方，仙茅 9 g，淫羊藿 9 g，

巴戟天 9 g，当归 15 g，知母 4.5 g，黄柏 4.5 g，柴胡

15 g，白芍 15 g，白术 15 g，茯苓 15 g，生姜 5 g，薄荷

5 g，炙甘草 7.5 g。一煎加入 10 倍水浸泡 30 min，武

火煮开后文火煎煮 1.5 h，120 目滤网过滤并静置

12 h，二煎加入 8 倍水，操作同上。将 2 次煎煮药液

合并，静置过夜，水浴浓缩后进行真空干燥（80 ℃，

6 h），称质量并计算得药率，粉碎后置于 4 ℃冰箱备

用。根据《药理实验方法学》记载，20 g 小鼠与 70 kg

人的体表面积折算的等效剂量比值为 0.002 6，二仙

汤（温阳方）、逍遥散（解郁方）、温阳解郁方的临床

用量（按 70 kg 体质量的人计算）分别为 45，92.5，

128.5 g，氟西汀成人临床用量为 20 mg，则温阳方

组、解郁方组、温阳解郁方组和氟西汀组小鼠给药

的等效剂量分别为 5.85，12.03，16.71 g·kg-1·d-1 及

2.60 mg·kg-1·d-1，按成年鼠 5 g·d-1 的进食量制作药

物混合饲料，药/饲料量为 23.4，48.12，66.84 g·kg-1及

10.4 mg·kg-1，将药混合入饲料粉末中，加入适量纯

净水压成条状，60 ℃烘干备用。在离乳 PD21 至成

年 PD90，空白组、束缚应激组和造模组饲喂正常饲

料，其余各组给予相应的药混饲料饲喂。

2.3 行为学检测

2.3.1 旷场实验 先将各组小鼠于实验室内适应

60 min。将小鼠放入旷场箱（40 cm×40 cm×35 cm）
中心点，设中心点附近 20 cm×20 cm 区域为中央区，

记录 5 min 小鼠运动总长度，中央区活动时间。每

次试验后用 75% 乙醇清洗旷场装置以减少对后续

小鼠的影响。采用荷兰 Noldus 公司 Ethovision3.0

软件分析行为学数据。

2.3.2 O 迷宫实验 O 迷宫外径 65 cm，内径 60 cm，

分别有开臂和闭臂，闭臂高 10 cm，O 迷宫离地面高

60 cm。实验开始时将小鼠放入开臂上，头向闭臂，

观察 5 min 内小鼠的开臂停留时间、闭臂停留时间

和活动总路程。采用荷兰 Noldus 公司 Ethovision3.0

软件分析行为学数据。

2.3.3 社会交互认知实验 参照文献［16］进行实

验。先将实验鼠放置于旷场箱中适应 15 min。实验

开始后，将一只同性别同种属的小鼠放入 6 cm×

8 cm×10 cm 的网笼中，然后将该网笼放置于 40 cm×

40 cm×35 cm 旷场箱的一侧中点，随即将实验鼠放

置于旷场箱的另一侧，将金属网笼周围 10 cm 的区

域定义为接触区，随后记录前 4 min 内，实验鼠进入

接触区的时间；35 min 后，再按第 1 次的位置放入实

验鼠，接触同一只接触鼠，再次记录 4 min 内实验鼠

进入接触区的时间；第 1 次测试中实验鼠进入接触

区的时间称为训练探察时间，第 2 次测试中实验鼠

进入接触区的时间称为辨别探察时间，辨别探索时

间/2 次探索时间之和即为辨别比率。采用荷兰

Noldus公司 Ethovision3.0 软件分析行为学数据。

2.4 动物取材 行为学实验结束 24 h 后，使用 1%

戊巴比妥钠腹腔注射小鼠进行麻醉（100 mg·kg-1），
每组随机选择 6 只，打开胸腔暴露心脏，剪开右心

耳，心尖部进针后生理盐水冲洗血液，4% 多聚甲醛

灌注，解剖取全脑，置于 4% 多聚甲醛中固定 12 h，

其后转移至 30% 蔗糖溶液进行脱水。各组其余小

鼠快速麻醉后，断头取全脑，冰上迅速分离海马，液

氮速冻，后转移至−80 ℃冰箱保存。

2.5 海马小胶质细胞 Iba-1 染色 脑组织包埋后行

冰冻切片，箱体温度设置为 − 20 ℃，样品头温度

为-17 ℃，切片厚度为 30 μm；切片于 0.01 mol·L-1

磷酸盐缓冲液（PBS）中平衡 30 min 后进行免疫组化

染色，10% 兔血清封闭 1 h；一抗（Iba-1 1∶1 000）4 ℃

过夜；PBS 冲洗 3 次，每次 10 min，二抗（1∶200）室温

孵育 4 h，DAB 显色 15 min，PBS 冲洗后贴片，风干，
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梯度脱水后用中性树胶封片。使用数字切片扫描

仪进行扫描，采集图像，观察小胶质细胞数量、形

态，以积分吸光度 IA 表示 Iba-1 的表达情况。

2.6 Real-time PCR 检测海马 IL-1β，IL-6，TNF-α，

Iba-1，GR mRNA 水平 总 RNA 提取按照 SV Total

RNA Isolation System 试剂盒说明书进行，使用分光

光度计测 RNA 浓度，检测提取的 RNA 纯度。第一

链 cDNA 合成按照 Thermo 反转录试剂盒说明书进

行，以合成的第一链 cDNA 为模板，用 PCR 扩增试

剂盒进行 Real-time PCR。反应体系为 25 μL，扩增

条件：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃延伸

1 min，共 40 个循环。以 β-肌动蛋白（β-actin）为内参

基因，空白组为对照样本，根据 2-ΔΔCt 法检测相关细

胞因子 mRNA 在海马区的表达水平。引物由生工

生物工程（上海）有限公司设计合成，序列见表 1。

2.7 统计学处理 运用 SPSS 19.0 软件进行统计分

析，统计图数据以 x̄± s 表示，采用 One-way ANOVA

进行组间数据比较，两组间比较采用最小显著性差

异法（LSD）检验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对各组小鼠旷场实验的影响 与空白组比较，

束缚应激组和模型组小鼠 5 min 运动总路程和中央

区活动时间显著下降（P<0.01），模型组小鼠较束缚

应激组显著下调（P<0.01）；与模型组比较，解郁组小

鼠 5 min 运动总路程明显增加，温阳解郁方和氟西

汀组小鼠 5min 中央区活动时间及运动总路程均显

著增加（P<0.01）。见表 2。

3.2 对各组小鼠 O 迷宫实验的影响 与空白组比

较，束缚应激组与模型组小鼠开臂活动时间显著缩

短（P<0.01），活动总路程明显减少（P<0.05），闭臂

活动时间有上调趋势，其中模型组差异有统计学意

义（P<0.01）；与束缚应激组比较，模型组小鼠开臂

活动时间显著缩短（P<0.01），闭臂活动时间明显延

长（P<0.05）；与模型组比较，各给药组小鼠开臂活动

时间显著延长（P<0.01），温阳解郁和氟西汀组疗效

较优。闭臂活动时间有下调趋势，其中温阳解郁和

氟西汀组差异有统计学意义（P<0.05），活动总路程

有上升趋势，差异无统计学意义。见表 3。

3.3 对小鼠社会交互认知实验的影响 与空白组

和束缚应激组比较，模型组小鼠训练探查时间和辨

别探查时间显著延长（P<0.01）；与模型组比较，解

郁、温阳解郁及氟西汀组小鼠训练探查时间和辨别

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

IL-6

IL-1β

TNF-α

Iba-1

GR

β-actin

序列（5′-3′）
上游 AGAGATACAAAGAAATGATGGA

下游 AGCTATGGTACTCCACAAGACCAGA

上游 CAGCAGGTTATCATCATCATCC

下游 CTCGCAGCAGCACATCAAC

上游 CAGCCGATGGGTTGTACCTT

下游 TGTGGGTGAGGAGCACGTAGT

上游 ATCAACAAGCAATTCCTCGATGA

下游 CAGCATTCGCTTCAAGGACATA

上游 AGCTCCCCCTGGTAGAGAC

下游 GGTGAAGACGCAGAAACCTTG

上游 CCGTGAAAAGATGACCCAGATC

下游 CACAGCCTGGATGGCTACGT

长度/bp

95

190

81

144

120

73

表 2 温阳解郁方对各组小鼠旷场实验中 5 min 中央区活动时间和

运动总路程的影响（x̄± s，n=12）

Table 2 Effect of Wenyang Jieyu prescription on total movement

distance and time spent in central zone in 5 min of mice in open

field test（x̄± s，n=12）

组别

空白

束缚应激

模型

温阳

解郁

温阳解郁

氟西汀

剂量

/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

0.002 6

中央区活动

时间/s

23.06±4.60

17.54±4.412）

13.29±3.322，4）

10.95±3.13

16.21±3.22

20.92±4.316）

24.04±3.436）

运动总路程

/mm

14 478.38±1 697.86

12 422.35±1 333.092）

9 351.57±1 189.292，4）

9 854.92±1 545.67

11 173.17±1 292.516）

12 399.41±2 207.286）

11 761.47±1 368.056）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与束缚应激组比较 3）P<

0.05，4）P<0.01；与模型组比较 5）P<0.05，6）P<0.01（表 3~6 同）。

表 3 温阳解郁方对各组小鼠 O 迷宫实验中开臂活动时间、闭臂活

动时间和运动总路程的影响（x̄± s，n=12）

Table 3 Effect of Wenyang Jieyu prescription on time spent in

opened arm and closed arm and total movement distance of mice

in zero maze test（x̄± s，n=12）

组别

空白

束缚应激

模型

温阳

解郁

温阳解郁

氟西汀

剂量

/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

0.002 6

开臂活动

时间/s

30.32±7.80

15.28±5.772）

7.52±2.862，4）

21.70±10.96）

21.47±9.736）

24.75±9.326）

24.85±8.676）

闭臂活动时间

/s

213.80±45.13

244.17±30.59

270.88±16.812，3）

258.21±21.08

247.27±39.81

231.10±50.715）

222.10±66.395）

活动总路程

/mm

8 588.28±2 219.65

5 560.95±1 377.641）

5 341.27±2 843.191）

5 949.53±2 787.52

5 946.87±1 480.35

6 742.51±1 654.51

6 343.90±2 347.60
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探查时间明显缩短（P<0.05，P<0.01），温阳组辨别探

查时间明显缩短（P<0.05）。温阳解郁和氟西汀组疗

效较优。见表 4。

3.4 对各组小鼠海马 CA1 区 Iba-1 表达的影响 免

疫组化结果显示，空白组海马小胶质细胞突起细

长，呈分枝状的未激活状态。而束缚应激组与模型

组小鼠海马小胶质细胞胞体肿大，突起粗短，分支

减少，多呈“阿米巴“样的激活状态。各给药组的小

胶质细胞均有所恢复，形态接近空白组，以温阳解

郁和氟西汀组改善效果更加明显。与空白组比较，

束缚应激和模型组小鼠 Iba-1 表达显著升高（P<

0.01），与束缚应激组比较，模型组小鼠 Iba-1 表达显

著升高（P<0.01）；与模型组比较，各给药组 Iba-1 表

达均显著降低（P<0.01）。见图 1，表 5。

3.5 对小鼠海马组织 IL-1β，IL-6，TNF-α，Iba-1 和

GR mRNA 表达的影响 与空白组比较，模型组 GR

的 mRNA 表达量显著下降（P<0.01）。与模型组比

较，各给药组均有上调趋势，以温阳解郁和氟西汀组

的调节作用更为显著（P<0.01）。与空白组和束缚应

激组比较，模型组 IL-1β，TNF-α，Iba-1，IL-6的 mRNA

表达量明显上调（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，温

阳解郁和氟西汀组 IL-1β，TNF-α，Iba-1，IL-6 mRNA表

达明显降低（P<0.05，P<0.01），温阳组 TNF-α，Iba-1，

IL-6 mRNA 表达明显降低（P<0.05），解郁组 IL-1β，

Iba-1，IL-6 mRNA 表达明显降低（P<0.05，P<0.01）。
温阳解郁和氟西汀组的改善效果较显著。见表 6。

表 4 温阳解郁方对各组小鼠社会交互认知实验中训练探查时间和

辨别探查时间的影响（x̄± s，n=12）

Table 4 Effect of Wenyang Jieyu prescription on investigation

time during testing and training of mice in social interaction test

（x̄± s，n=12）

组别

空白

束缚应激

模型

温阳

解郁

温阳解郁

氟西汀

剂量

/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

0.002 6

训练探察时间

/s

46.36±17.37

49.23±14.30

81.38±25.712，4）

60.99±24.55

53.58±22.365）

50.44±20.476）

46.04±15.776）

辨别探察时间

/s

40.11±9.16

45.54±11.85

66.73±12.132，4）

51.95±18.435）

49.30±16.685）

47.93±16.645）

46.05±11.276）

辨别率

0.46±0.10

0.48±0.07

0.45±0.08

0.46±0.18

0.48±0.15

0.49±0.10

0.50±0.23

表 5 温阳解郁方对各组小鼠海马 CA1 区 Iba-1 表达的影响（x̄± s，

n=6）

Table 5 Effect of Wenyang Jieyu prescription on expression of

Iba-1 in hippocampal CA1 region of mice in each group（x̄± s，n=6）

组别

空白

束缚应激

模型

温阳

解郁

温阳解郁

氟西汀

剂量/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

0.002 6

Iba-1/IA

8 206.52±631.97

9 010.28±594.672）

10 674.45±1 627.902，4）

9 366.90±350.586）

9 105.73±572.566）

9 265.36±655.376）

8 959.00±663.716）

A. 正常组；B. 束缚应激组；C. 模型组；D. 温阳组；E. 解郁组；F. 温阳解郁组；G. 氟西汀组

图 1 温阳解郁方对小鼠海马 CA1区 Iba-1表达的影响（免疫组化，×200）
Fig. 1 Effect of Wenyang Jieyu prescription on expression of Iba-1 in hippocampal CA1 region of mice in each group（IHC，×200）
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4 讨论

近年来社会节奏的加快，焦虑抑郁的发病率逐

年上升。临床治疗常用 SSRI，TCA，抗焦虑药物等，

但此类药物存在严重的不良反应和停药反应，因此

有必要寻求新的有效、安全的治疗方法。中医复方

具有多靶点、多环节的优势，不良反应较小，更加契

合临床的需要。二仙汤和逍遥散是治疗焦虑抑郁

的经典名方，二仙汤出自《中医方剂临床手册》，由

仙茅、淫羊藿、巴戟天、黄柏、知母、当归组成，方中

淫羊藿、仙茅、巴戟天温肾阳，补肾精，当归养血柔

肝和木，黄柏、知母滋肾阴以潜阳，全方有温肾补精

之功［17］。逍遥散出自《太平惠民和剂局方》，由当

归、白芍、柴胡、茯苓、白术、炙甘草、生姜、薄荷组成，

其中柴胡、薄荷疏肝解郁，当归、白芍养血柔肝，茯

苓、白术健脾祛湿，生姜温胃和中，炙甘草调和诸药，

全方有疏肝解郁，养血健脾之效［18］。基于母婴分离

模型病机分析属肝郁阳虚，课题组将两方结合后形

成温阳解郁方。两方合用，肝、脾、肾同治，阴阳同

调，疏肝行气而不伤正，温肾益精而不壅塞，标本兼

治，共奏疏肝行气、温肾补精之效，主治肝郁阳虚证。

母婴分离是常用的动物模型［19］，可诱导仔鼠产

生焦虑抑郁样行为。母婴分离结合束缚应激可以

模拟遭受早年不良经历的人类成年后受到二次环

境应激时所出现的情绪低落、社交活动减少、紧张、

恐惧等焦虑抑郁的表现，被应用于探究早年不良经

历导致个体成年后焦虑抑郁易感性病理机制。社

会交互实验、旷场试验和 O 迷宫试验可以评估小鼠

的社会互动、抑郁状况、探索能力及焦虑程度，是较

常用的行为学检测方法［20-22］。其中训练与辨别探查

时间反映小鼠的社交障碍抑郁情况，中央区活动时

间反映小鼠的探索能力，运动总路程反映小鼠的自

发活动及兴奋性，开臂停留时间反映小鼠的焦虑程

度。本实验表明，模型组训练与探查时间显著上

升，5 min 中央区活动时间和活动总路程显著减少，

开放臂停留时间显著减少，说明模型组小鼠表现出

社交逃避抑郁障碍，且探索能力及兴奋性降低、焦虑

程度增加，模拟了焦虑抑郁患者社交减少、紧张焦虑

的表现，与以往报道一致［23］，提示造模成功。

神经炎症是抑郁症的研究焦点之一，小胶质细

胞作为中枢免疫的重要成分，参与维持脑内稳态，

修复神经损伤，在受到不利应激后，其 M1 型极化失

调，刺激细胞因子分泌，与抑郁症发作密切相关［24］，

其中海马小胶质细胞的激活更是应激性抑郁的重

要机制之一［25］。母婴分离小鼠成年后遭受二次应

激促使海马小胶质细胞激活，并分泌大量促炎细胞

因子如 IL-1β，IL-6，TNF-α［26］，炎症因子反过来又能

进一步激活小胶质细胞，形成恶性循环［27］。小胶质

细胞激活及炎症因子大量分泌不仅激活 HPA 轴，诱

导糖皮质激素 GC 产生，还激活色氨酸犬尿氨酸代

谢途径导致 5-羟色胺合成减少，降低神经递质水

平［28］，并且炎症还可以减少脑源性神经营养因子的

产生，损害突触可塑性及海马神经发生［29］，导致抑

郁样改变。临床上抑郁症患者也存在血清中 IL-1β，

IL-6，TNF-α的表达水平增高，且症状严重程度与炎

症因子表达水平存在相关性［30-31］，本次研究发现，与

空白组比较，母婴分离结合束缚应激模型组小鼠海

马小胶质细胞形态明显改变，由静息状态的“分枝

状”转变为激活状态的“阿米巴样”，胞体肿大，突触

短 粗 ，小 胶 质 细 胞 标 志 物 Iba-1 表 达 显 著 增 加 ，

IL-1β，IL-6，TNF-α mRNA 表达水平显著升高，与以

往文献报道结果一致［32］，提示母婴分离+束缚应激

诱导海马区小胶质细胞的激活及 IL-1β，IL-6，TNF-α

的过度表达，这可能是导致小鼠产生焦虑抑郁样改

变的病理机制之一。

母婴分离及束缚应激作为不良反应事件，是诱

发 HPA 轴过度激活的重要因素［6］，HPA 轴是机体的

表 6 温阳解郁方对小鼠海马组织 IL-1β，IL-6，TNF-α，Iba-1和 GR mRNA表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 6 Effect of Wenyang Jieyu prescription on expression of IL-1β，IL-6，TNF-α，Iba-1 and GR mRNA in hippocampus of mice in each

group（x̄± s，n=6）

组别

空白

束缚应激

模型

温阳

解郁

温阳解郁

氟西汀

剂量/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

0.002 6

GR

1.01±0.09

0.88±0.06

0.77±0.112）

0.93±0.105）

0.90±0.13

1.13±0.166）

1.11±0.176）

TNF-α

1.06±0.11

1.26±0.131）

1.47±0.172，3）

1.25±0.085）

1.28±0.20

1.25±0.185）

1.16±0.176）

Iba-1

1.01±0.09

1.17±0.161）

1.78±0.112，3）

1.60±0.045）

1.57±0.116）

1.55±0.086）

1.55±0.156）

IL-1β

1.07±0.10

1.23±0.35

1.57±0.182，4）

1.40±0.19

1.36±0.115）

1.33±0.145）

1.35±0.155）

IL-6

1.04±0.06

1.19±0.10

1.60±0.172，4）

1.38±0.095）

1.34±0.116）

1.14±0.236）

1.18±0.166）
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关键反馈调节系统，调节免疫及应激反应，维持内

分泌和糖皮质激素水平，其异常激活可影响负反馈

机制，这与焦虑抑郁的发生有关［19］。GR 在海马区

中高表达［33］，是参与 GC 介导应激反应的低亲和性

受体分子。在应激状态下 GR 与高表达水平的 GC

结合，参与介导 HPA 轴的负反馈调节，抑制 HPA 轴

的过度应激反应。但持续应激后 HPA 轴的过度激

活会削弱自身的负反馈调节，增强 HPA 轴的反应

性，GC 表达水平持续升高并损害海马 GR 受体的表

达，使 GR 介导的负反馈机制失调，导致机体神经，

免疫，内分泌等系统功能紊乱［34］，GR 下调可使海马

神经元凋亡萎缩［35］。其次，GR 作为一种配体依赖

的受体，被 GC 激活后可作用于核转录因子 -κB

（NF-κB）/激活蛋白 -1（AP-1）信号通路是介导小胶

质细胞分泌炎性因子的关键信号通路，GR 可抑制

这两种转录因子所诱导的促炎靶基因的转录，进而

降低 IL-1β，IL-6，TNF-α等炎症因子的释放［36］，而不

良应激的持续刺激会过度激活 HPA 轴，导致海马区

GR 表达下调并介导炎症反应。本次研究表明，与

空白组比较，母婴分离/束缚应激小鼠海马区 GR

mRNA 表达显著减少，与以往文献结果一致［37］，说

明海马区 GR 受体是介导应激反应及炎症因子表达

的关键分子，GR 表达水平受 HPA 轴及免疫炎症的

影响，其表达受损与小鼠的焦虑抑郁样行为有关。

温阳解郁方通过抑制海马小胶质细胞的激活，

降低炎症因子的表达，并促进海马 GR 受体表达发

挥焦虑抑郁治疗作用。本次研究结果显示，与母婴

分离+束缚应激模型组比较，温阳解郁组和氟西汀

组小鼠的中央区活动时间及运动总路程，开放臂停

留时间显著增加，训练及辨别探索时间显著降低，

海马 Iba-1 蛋白及 mRNA，IL-1β，IL-6，TNF-α mRNA

表达水平显著降低，GR mRNA 表达水平显著升高，

IHC 染色显示海马区小胶质细胞形态恢复，呈静息

态“分枝状”，胞体肿大及突触短粗的状况有所恢

复。在综合疗效及药理作用上，温阳解郁方的改善

作用优于单纯的温阳方及解郁方。

综上，母婴分离小鼠束缚应激后表现出焦虑与

抑郁样行为，海马区小胶质细胞过度激活及炎症因

子的过量表达。温阳解郁方可能通过抑制海马区

小胶质细胞的激活，增强海马区 GR 受体的表达，降

低炎症因子表达，改善母婴分离+束缚应激小鼠的

焦虑与抑郁样行为。其综合疗效及药理作用优于

单纯的温阳组及解郁组，反证母婴分离+束缚应激

模型小鼠肝郁阳虚的证型。
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