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百合地黄汤抑制 NLRP3 炎症小体激活改善焦虑性抑郁症
模型大鼠海马神经元损伤
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［摘要］ 目的：从 NOD 样受体热蛋白结构域 3（NLRP3）炎症小体探讨经典名方百合地黄汤抗焦虑性抑郁症的作用机制。

方法：50 只 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、文拉法辛组（13.5 mg·kg-1），百合地黄汤高、低剂量组（16，4 g·kg-1），每组 10 只。

采用 28 d 慢性束缚应激（6 h）联合皮下注射皮质酮（30 mg·kg-1）的方法建立焦虑性抑郁症大鼠模型，并从造模第 8 天起各给药

组分别灌胃给予相应药物，正常组和模型组给予等体积蒸馏水，连续给药 21 d。采用高架十字迷宫评价大鼠焦虑行为，旷场实

验评价抑郁行为，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清及海马匀浆液中炎症因子白细胞介素 -1β（IL-1β），白细胞介素 -6

（IL-6），白细胞介素 -18（IL-18）的含量，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马 NLRP3，凋亡相关斑点样蛋白（ASC），半胱氨

酸天冬氨酸蛋白水解酶 -1（Caspase-1）蛋白的相对表达量，苏木素 -伊红（HE）染色观察海马组织病理形态，免疫荧光法检测

NLRP3，ASC，Caspase-1 的平均荧光强度，电镜观察神经元超微结构。结果：与正常组比较，模型组大鼠总穿臂次数（TE），进入

高架十字迷宫开放臂比（OE%），开放臂停留时间比（OT%）及自主活动评分均显著降低（P<0.01），焦虑和抑郁样行为显著，血

清及海马中 IL-1β，IL-6，IL-18 含量显著升高（P<0.01），NLRP3，ASC，Caspase-1 蛋白表达显著增加（P<0.01），NLRP3 炎症小体

激活，海马神经元明显损伤；与模型组比较，百合地黄汤高剂量组大鼠焦虑、抑郁行为均显著改善（P<0.01），血清及海马 IL-1β，

IL-6，IL-18 含量均明显降低（P<0.05，P<0.01），海马 NLRP3，ASC，Caspase-1 蛋白表达显著降低（P<0.01），海马神经元损伤情况

得以缓解。结论：百合地黄汤能够通过抑制 NLRP3 炎症小体的过度激活改善焦虑性抑郁症神经元损伤。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the anti-anxious depression mechanism of Baihe Dihuangtang

from the NOD-like receptor thermal protein domain 3（NLRP3）inflammasome. Method：： Fifty SD rats were

randomly divided into normal group，model group，venlafaxine group（13.5 mg·kg-1），Baihe Dihuangtang high
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and low dose group（16，4 g·kg-1），with 10 rats in each group. Chronic restraint stress for 28 days（6 h）
combined with subcutaneous injection of corticosterone（30 mg·kg-1）was used to establish induce an anxious

depression model. From the 8th day of modeling，the rats in the normal group and the model group received

distilled water，and those in groups with drug intervention were treated with corresponding drugs by gavage for

21 days. Elevated plus maze and open field test were used to evaluate the behavioral changes of rats. Enzyme-

linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect serum and hippocampal interleukin-1β（IL-1β），

interleukin-6（IL-6）and interleukin-18（IL-18）levels. Western blot were used to detect the relative expression

of hippocampal NLRP3，apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD（ASC），and Caspase-1.

The pathological changes of the hippocampus were observed by hematoxylin-eosin（HE）staining，the average

fluorescence intensity of NLRP3，ASC，and Caspase-1 was detected by immunofluorescence. The ultrastructure

of neurons was observed under electron microscopy. Result：：Compared with the normal group，the model group

showed reduced total entries（TE），the ratio of open-arm entries（OE%），the ratio of open-arm times（OT%），
and the autonomous activity score（P<0.01），significant anxiety and depression-like behaviors，increased levels

of IL-1β，IL-6，and IL-18 in the serum and hippocampus（P<0.01），elevated protein expression of NLRP3，

ASC，and Caspase-1（P<0.01），activated NLRP3 inflammasomes，and injured hippocampal neurons. Compared

with the model group，the high-dose Baihe Dihuangtang group showed improved anxiety and depression-like

behaviors（P<0.01），and decreased levels of IL-1β，IL-6，and IL-18 in the serum and hippocampus（P<0.05，P<

0.01），reduced protein expression of NLRP3，ASC，and Caspase-1（P<0.01），and alleviated hippocampal

neuron damage. Conclusion：Baihe Dihuangtang can improve neuronal damage in anxious depression by

inhibiting the excessive activation of NLRP3 inflammasomes.

［［Keywords］］ Baihe Dihuangtang；anxiety depression；NOD-like receptor thermal protein domain 3

（NLRP3）；inflammasome；hippocampus；neurons

焦虑性抑郁症是一种伴随着显著焦虑情绪的

抑郁症，在抑郁症中占比超过 40%［1］。该病兼具焦

虑症和抑郁症的临床特征，而焦虑症状是导致抑郁

症治疗阻碍最主要的影响因素之一［2］。目前，焦虑

性抑郁症的病理机制主要涉及单胺神经递质失调、

神经内分泌紊乱、突触稳态失衡等方面，尚缺乏深

入的分子机制研究。近年来，免疫炎症在神经精神

疾病病程演进中所扮演的角色受到广泛关注，机体

免疫功能紊乱所引起的中枢炎症反应会损伤神经元，

导致神经元的结构功能发生改变。NOD 样受体热蛋

白结构域 3（NLRP3）炎症小体主要存在于固有免疫

细胞、巨噬细胞、树突状细胞及中枢的小胶质细胞中，

被认为是潜在的抑郁症炎症标志物之一［3］。NLRP3

炎症小体是由 NLRP3，凋亡相关微粒蛋白（ASC）及
半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-1（Caspase-1）组成的

复合体，其激活后会诱导小胶质细胞合成并释放炎

症因子，诱发中枢神经炎症反应，导致脑内神经递

质改变以及抑郁症状的出现［4］。

百合地黄汤由百合、生地黄两味药物组成，具

有养阴清热、宁心安神的功效，是张仲景《金匮要

略》中治疗百合病的主要方剂，现代常作为基础方

用于治疗焦虑、抑郁、失眠等疾病［5］。百合地黄汤临

床应用广泛、疗效确切、特色鲜明、安全性好，是国

家中医药管理局制订的首批《古代经典名方目录》

中的方剂，具有很强的开发价值。然而，目前该方

的研究主要集中在标准煎液、质量控制、成分分析

等药学或基础的药效学方面，较少涉及作用环节

与，其能否通过调控免疫炎症发挥治疗疾病的作用

未见报道。前期研究发现，百合地黄汤能够显著改

善大鼠焦虑和抑郁样行为，缓解海马神经元损伤，

其作用途径是否与抑制神经炎症有关，尚需实验证

实。本研究以 NLRP3 炎症小体介导的中枢炎症为

切入点，旨在深入阐明百合地黄汤治疗焦虑性抑郁

症的功效机制。

1 材料

1.1 动物 SPF 级健康雄性 SD 大鼠 50 只，体质量

180~200 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，合格证号 SCXK（湘）2019-0004，饲养于湖南中

医药大学实验动物中心，使用许可证号 SYXK（湘）
2019-0009，温度（22±2）℃，湿度 60%±5%，12 h 明暗

交替，适应性喂养 3 d 后开始实验。本实验经湖南

中医药大学动物伦理委员会审查通过，审查号为
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LLBH-202012040001。

1.2 药物与试剂 百合地黄汤由百合 30 g，生地黄

30 g 组成，药材饮片均购自湖南中医药大学第一附

属医院，经湖南中医药大学王宇红研究员鉴定符合

2020 年版《中华人民共和国药典》相关规定。参照

百合地黄汤标准煎液方法［6］，百合与生地黄分别进

行水提，称取药材放入提取罐中，首先加入 10 倍体

积水，浸泡 30 min，武火煮沸后文火继续煎煮 1~

1.5 h，获得水煎液，继续加入 6 倍体积水进行煎煮，

合并 2 次水煎液，浓缩，分别制得百合煎液和地黄煎

液，合并，浓缩至含生药量 1.6 g·mL-1。盐酸文拉法

辛胶囊（成都康弘药业，批号 180912）；皮质酮（北京

索莱宝科技有限公司，批号 YZ-100227）；大鼠白细

胞介素 -1β（IL-1β），白细胞介素 -6（IL-6），白细胞介

素 -18（IL-18）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒

（杭 州 联 科 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 70-

EK301B/3，70-EK306/3，70-EK218）；苏 木 素 - 伊 红

（HE）染色液，电镜固定液（武汉赛维尔生物科技有

限公司，批号分别为 G1003，G1102）；NLRP3 一抗

（英 国 Abcam 公 司 ，批 号 ab254349）；ASC 一 抗 ，

Caspase-1 一抗（美国 Proteintech 公司，批号分别为

10500-1-AP，22915-1-AP）。
1.3 仪器 PM-200 型大鼠高架十字迷宫（成都泰

盟软件有限公司）；SMART 3.0 动物行为学视频分

析系统（西班牙 Panlab 公司）；MK3 型酶标仪（美国

Thermo 公司）；YD-A 型生物组织摊片机（金华市益

迪医疗设备有限公司）；HT7800 型透射电子显微镜

（日本 Hitachi 公司）；Primo Vert 型光学显微镜（德国

Leica公司）；ChemiDoc XRS+型凝胶成像分析仪（美

国 Bio-Rad 公司）；Axio Scan.Z1 型全自动数字玻片

扫描系统（德国 Zeiss公司）。
2 方法

2.1 动物分组、造模及给药 将 50 只大鼠随机分

为正常组，模型组，文法拉辛组，百合地黄汤高、低

剂量组，每组 10 只。除正常组外，其余组均参考文

献［7-8］采用皮质酮注射联合束缚应激的方法建立

焦虑性抑郁症大鼠模型，大鼠每天接受 6 h 束缚应

激，同时于颈背部皮下注射皮质酮 30 mg·kg-1，连续

造模 28 d，通过行为学指标观测判定造模成功［9］。

于大鼠造模第 8 天开始灌胃给药，文拉法辛组给予

文拉法辛胶囊 13.5 mg·kg-1·d-1（临床等效 2 倍剂

量），百合地黄汤高、低剂量组根据前期预实验结果

分别给予百合地黄汤水煎液 16，4 g·kg-1·d-1，正常组

和模型组均采用等体积蒸馏水灌胃，10 mL·kg-1，每

天给药 1 次，连续 21 d。给药完成后，进行行为学测

试，麻醉大鼠，腹主动脉采血，一部分经心脏先后灌

注生理盐水和多聚甲醛，待动物全身僵硬后分离脑

组织保存于 10% 甲醛溶液中，一部分直接在冰上分

离海马组织，于液氮中速冻，转移至−80 ℃超低温冰

箱保存。

2.2 行为学检测 高架十字迷宫实验：记录 5 min

内大鼠分别进入高架十字迷宫开放臂、封闭臂的次

数及在开放臂的停留时间，计算总穿臂次数（TE），
进入开放臂的比例（OE%）及开放臂停留时间比例

（OT%）。旷场实验：大鼠在旷场箱中自由活动 30 s

后，记录 4 min 内的水平跨格次数及垂直活动次数，

以两者之和表示其自主活动评分。

2.3 ELISA 检测大鼠血清及海马炎症因子的表达

制备大鼠海马组织匀浆液，采用 ELISA 试剂盒检

测血清及海马匀浆液中炎症因子 IL-1β，IL-6，IL-18

的含量，操作过程按照试剂盒说明书进行。

2.4 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠海马

NLRP3，ASC，Caspase-1 蛋白表达水平 制备分离

胶与浓缩胶，每孔加入蛋白 30 μg，80 V 恒压电泳，

转膜后 5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h，洗膜后加入稀释

后的一抗（1∶1 000），4 ℃孵育过夜。后加入二抗

（1∶2 000），室温下孵育 2 h，采用化学发光法显影，

采用 Image J 软件测量各条带灰度值，以甘油醛 -3-

磷酸脱氢酶（GAPDH）为内参，计算目的蛋白的相对

表达量，进行统计学分析。

2.5 HE 染色观察海马组织一般病理形态 取大鼠

脑组织梯度脱水、透明、石蜡包埋、切片、脱蜡，行

HE 染色，将染色后的切片脱水透明，封片，于光学

显微镜下观察海马组织病理变化。

2.6 免 疫 荧 光 法 检 测 海 马 区 NLRP3，ASC，

Caspase-1 表达 取大鼠脑组织脱水，OCT 包埋，冰

冻切片，片厚 10 μm。切片加 Tris 缓冲液室温浸泡

30 min，TBS 液漂洗 2 次；山羊血清封闭 1 h 后，加稀

释后的一抗（1∶500），4 ℃孵育过夜；漂洗 2 次，滴加

荧光二抗（1∶200），室温避光孵育 2 h；漂洗 3 次，滴

加抗荧光淬灭剂进行封片。采用全自动数字玻片

扫描仪进行扫描，选取海马区 3 个视野，应用 Image

J软件分析计算平均荧光强度。

2.7 电镜观察海马神经元超微结构 将海马组织

切成 1 mm3 小块，先后于 2.5% 戊二醛和 1% 锇酸中

充分固定，脱水，包埋，超薄切片，片厚 50 nm，醋酸

铀、枸橼酸铅双重染色后置于铜载网上，电子显微

镜下观察神经元超微结构变化。
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2.8 统计学处理 采用 SPSS 19.0 软件对数据进行

统计，实验数据以 x̄ ± s 表示。多组间比较采用单因

素方差分析（One-way ANOVA），组间两两比较采用

SNK 法，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对大鼠行为学的影响 与正常组比较，模型组

大鼠 TE，OE%，OT%及自主活动评分均显著降低

（P<0.01），提示其具有明显的焦虑和抑郁样特征；与
模型组比较，文拉法辛组及百合地黄汤高剂量组

TE，OE% ，OT% ，自 主 活 动 评 分 均 明 显 升 高（P<

0.05，P<0.01），百合地黄汤低剂量组大鼠自主活动

评分明显升高（P<0.05）。见表 1。

3.2 对大鼠血清及海马炎症因子的影响 与正常

组比较，模型组大鼠血清及海马匀浆液中炎症因子

IL-1β，IL-6，IL-18 含量均显著升高（P<0.01）；与模型

组比较，文拉法辛组与百合地黄汤高剂量组大鼠血

清及海马组织 IL-1β，IL-6，IL-18 含量均明显降低，

差异具有统计学意义（P<0.05，P<0.01），且百合地黄

汤在调控血清 IL-1β和海马 IL-18 方面效果更明显。

见表 2。

3.3 对大鼠海马 NLRP3，ASC，Caspase-1 蛋白表达

的影响 与正常组比较，模型组大鼠海马 NLRP3，

ASC，Caspase-1 蛋白表达显著升高（P<0.01）；经文

拉法辛或高剂量百合地黄汤干预治疗后，模型大鼠

NLRP3，ASC，Caspase-1 蛋白表达均显著降低（P<

0.01），低剂量百合地黄汤则能够明显降低 Caspase-

1 的 表 达 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05）。 见

表 3，图 1。

表 1 百合地黄汤对焦虑性抑郁大鼠行为学的影响（x̄± s，n=10）

Table 1 Effect of Baihe Dihuangtang on behavior of rats with anxious depression（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

文拉法辛

百合地黄汤

剂量/g·kg-1

0.013 5

16

4

TE/次

12.40±3.10

7.20±2.301）

10.56±2.193）

10.60±2.683）

9.11±1.62

OE%

40.31±5.49

32.62±5.921）

37.38±5.782）

39.73±3.083）

36.77±4.86

OT%

23.94±4.24

16.16±2.871）

20.27±3.442）

21.70±4.893）

17.35±3.66

自主活动评分/次

53.30±10.42

31.78±7.161）

43.90±7.083）

44.50±9.543）

39.78±7.172）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 2~4 同）。

表 2 百合地黄汤对焦虑性抑郁大鼠血清及海马炎症因子的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Baihe Dihuangtang on serum and hippocampal inflammatory factors in rats with anxious depression（x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

正常

模型

文拉法辛

百合地黄汤

剂量/g·kg-1

0.013 5

16

4

血清

IL-1β

118.8±11.3

157.8±17.51）

130.4±12.22）

123.1±8.43）

140.6±15.4

IL-6

187.3±21.7

227.9±13.01）

196.1±19.62）

202.1±18.12）

212.5±8.9

IL-18

49.0±11.3

81.4±10.71）

58.2±5.73）

57.4±7.93）

75.9±6.6

海马

IL-1β

84.9±7.4

107.7±11.21）

92.8±7.42）

91.1±12.62）

100.5±5.2

IL-6

101.7±9.5

135.3±11.81）

119.1±12.32）

116.3±8.02）

125.3±9.3

IL-18

40.1±7.8

59.0±5.81）

48.2±5.52）

45.5±4.43）

52.8±6.8

表 3 百合地黄汤对焦虑性抑郁大鼠海马 NLRP3，ASC，Caspase-1蛋白表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Baihe Dihuangtang on expression of NLRP3，ASC and Caspase-1 protein in hippocampus of rats with anxious depression

（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

文拉法辛

百合地黄汤

剂量/g·kg-1

0.013 5

16

4

NLRP3/GAPDH

0.347±0.049

0.979±0.1141）

0.643±0.0583）

0.602±0.0653）

0.866±0.092

ASC/GAPDH

0.087±0.012

0.299±0.0321）

0.147±0.0213）

0.138±0.0173）

0.247±0.041

Caspase-1/GAPDH

0.517±0.050

0.837±0.0941）

0.629±0.0613）

0.624±0.0483）

0.705±0.0662）
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3.4 对大鼠海马病理形态的影响 正常组大鼠海

马神经元排列规则，分布均匀，胞体无空泡现象；模
型组部分区域神经元散乱，胞体呈空泡状，可见神

经元碎片，密度有一定程度下降；文拉法辛组和百

合地黄汤高剂量组损伤现象明显好转，神经元排列

规则整齐，数量增加；低剂量组神经元密度较模型

组增加，仍可见细胞空泡化及细胞碎片。见图 2。

3.5 对大鼠海马 NLRP3，ASC，Caspase-1 荧光表达

的影响 与正常组比较，模型组大鼠海马 NLRP3，

ASC，Caspase-1 蛋白的平均荧光强度值显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，百合地黄汤高剂量组

NLRP3，ASC，Caspase-1 的荧光强度值显著降低（P<

0.01），低剂量组 ASC 和 Caspase-1 的表达明显降低

（P<0.05）。见图 3，表 4。

3.6 对大鼠神经元超微结构的影响 正常组大鼠

神经元细胞器丰富，内质网分布均匀，线粒体形态

正常，核膜结构清晰，染色质均匀；模型组部分细胞

器缺损，胞核皱缩，内质网扩张，线粒体肿胀，整体

损伤较为明显；文拉法辛组和百合地黄汤高剂量组

神经元各细胞器结构基本保持正常，损伤明显减

轻；百合地黄汤低剂量组神经元存在核仁皱缩，内

质网扩张等超微结构损伤。见图 4。

4 讨论

焦虑性抑郁症属于中医情志病范畴，古代虽无

该病名记载，但其类似症状可追溯到东汉张仲景

《金匮要略》中的“百合病”，是一种心肺阴虚内热的

疾病，以神志恍惚、沉默寡言、情绪怪异、饮食行动

失常为表现特征。百合地黄汤是张仲景治疗百合

病的主方，方中百合清心安神、滋补精血，生地黄清

热生津、滋阴凉血，百合偏于补，清润而不腻，生地

黄偏于泻，泻热而不燥，且二者均味甘性微寒，入心

经，相合而用，使心肺烦躁之热得清，脑神得安，阴

阳得平［10］。现代药理研究表明，百合水煎液能够改

善慢性不可预见性应激小鼠的抑郁行为，并升高脑

内 5-羟色胺（5-HT）水平［11］，其活性成分是百合总皂

苷；生地黄提取物能够降低小鼠的悬尾不动时间和

强迫游泳不动时间，增加自主活动次数［12］，并有保

护海马神经元，促进神经再生的功效［13］，其活性成

分是梓醇。大量临床研究表明，百合地黄汤加减治

疗原发性抑郁症和继发性抑郁症都有显著的疗效，

能够改善患者焦虑抑郁状态，降低汉密尔顿焦虑量

表（HAMD）和汉密尔顿抑郁量表（HAMA）评分值，

对于失眠症状也有明显的治疗作用［14-16］。

近年来抑郁症的免疫炎症学说备受国内外关

注，NLRP3 炎症小体是潜在的抗抑郁靶点。正常情

况下，免疫细胞未受到刺激，ASC 位于细胞核内，而

在持续的应激状态下，免疫细胞被激活，使 ASC 由

胞核移位到胞浆，与诱导 NLRP3 炎症小体的热蛋白

结构域结合，通过招募 Caspase-1 前体蛋白进行自切

割，产生活化的 Caspase-1［17］。活化的 Caspase-1 是

A. 正常组；B. 模型组；C. 文拉法辛组；D. 百合地黄汤高剂量组；
E. 百合地黄汤低剂量组（图 2~4 同）
图 1 各组大鼠海马 NLRP3，ASC，Caspase-1蛋白表达电泳

Fig. 1 Electrophoresis of NLRP3，ASC and Caspase-1 protein

expression in hippocampus of each group of rats

图 2 百合地黄汤对焦虑性抑郁大鼠组织病理形态的影响（HE）
Fig. 2 Effect of Baihe Dihuangtang on histopathological morphology in rats with anxious depression（HE）
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介导炎症反应的执行蛋白，能够将不成熟的白细胞

介 素 -1β 前 体（pro-IL-1β）和 白 细 胞 介 素 -18 前 体

（pro-IL-18）剪切成活化状态并释放到胞外，IL-1β和

IL-18 的释放会继续激活炎症相关通路，如核转录因

图 3 各组大鼠海马 NLRP3，ASC，Caspase-1荧光表达情况（免疫荧光，×200）
Fig. 3 Fluorescence expression of NLRP3，ASC and Caspase-1 in hippocampus of rats in each group（IF，×200）
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子 -κB（NF-κB），导致更多炎症因子的产生，引发炎

症 反 应［18］。 炎 症 反 应 的 发 生 又 会 进 一 步 激 活

NLRP3 炎症小体，如此循环反复，介导细胞凋亡或

焦亡，诱发疾病。研究表明，抑郁症状态下海马

NLRP3 炎 症 小 体 过 度 表 达 呈 激 活 态［19］；而 敲 除

NLRP3 基因的小鼠，即使给予慢性不可预见性应

激，也并不表现出抑郁样行为［20］。本研究定位-定量

探讨了 NLRP3 小体的表达，发现焦虑性抑郁症大鼠

海马 NLRP3，ASC，Caspase-1 表达显著增加，同时血

液与海马组织中炎症因子 IL-1β，IL-6，IL-18 含量均

升高，说明 NLRP3 炎症小体激活，进而启动炎症反

应，诱导外周及中枢炎症因子的产生；给予百合地

黄汤干预后，模型大鼠 NLRP3 小体激活态得以抑

制，这可能与其对海马神经元的保护作用有关。

综上，百合地黄汤能够改善焦虑性抑郁症模型

大鼠海马神经元损伤，发挥抗焦虑抑郁功效，其机

制与抑制 NLRP3 炎症小体的过度激活，降低外周与

中枢炎症水平有关。本研究阐明了百合地黄汤治

疗焦虑性抑郁症的潜在机制，有助于该方进一步的

开发与应用，课题组下一步拟结合失眠模型继续挖

掘其功效作用及潜在靶点。
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