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温阳、解郁及温阳解郁方对 LPS“二次应激”诱发的抑郁样行为
小鼠海马小胶质细胞的影响
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［摘要］ 目的：观察母婴分离（MS）联合脂多糖（LPS）应激后抑郁样行为小鼠海马区小胶质细胞活化及炎症因子的表达情

况，从温阳、解郁及温阳解郁二方合用的角度探讨温阳解郁法抗抑郁的可能机制。方法：将 70 只仔鼠随机分为正常组（10 只）、
LPS 应激组（LPS，10 只）和造模组（MS，50 只），造模组小鼠在产后第 5 天（PD5）-PD14进行 8 h·d-1的母婴分离，后将造模组分为

母婴分离+脂多糖应激组（MS+LPS），温阳组（WY），解郁组（JY），温阳解郁组（WYJY）及氟西汀组（FLU），每组 10 只。将仔鼠

出生日期记为 PD0，正常，LPS 及 MS+LPS 组小鼠于 PD21-PD90饲喂正常饲料，其余各组给予对应的药混饲料喂养，且于 PD91给

予脂多糖腹腔注射 7 d，建立抑郁症小鼠模型。采用旷场，O 迷宫和社会交互实验检测各组小鼠抑郁样行为；免疫组化法观察

海马组织小胶质细胞钙结合蛋白 -1（Iba-1）蛋白表达；实时荧光定量聚合酶链式反应法检测白细胞介素 -1β（IL-1β），白细胞介

素 -6（IL-6），肿瘤坏死因子 -α（TNF-α），Iba-1 及糖皮质激素受体（GR）mRNA 表达量。结果：与正常组比较，LPS 组小鼠 5 min

中心区停留时间有减少趋势、运动总路程显著减少（P<0.01），活动总路程显著减少（P<0.01），MS+LPS 组小鼠开放臂活动时间

及活动总路程明显减少（P<0.05，P<0.01），训练、辨别探查时间显著升高（P<0.01），LPS，MS+LPS 组小鼠海马 CA1 区 Iba-1 表达

显著升高（P<0.01）；与 LPS 组比较，MS+LPS 组小鼠 5 min 运动总路程明显增长（P<0.05），训练、辨别探查时间明显升高

（P<0.05，P<0.01），海马 CA1 区 Iba-1 表达显著升高（P<0.01）；与 MS+LPS 组比较，各给药组小鼠 5 min 运动总路程均明显减少

（P<0.01），训练探查时间均显著降低（P<0.05，P<0.01），JY，WYJY，FLU 组小鼠辨别探查时间均显著降低（P<0.01），各给药组

小鼠海马 CA1 区 Iba-1 表达显著降低（P<0.01）。结论：温阳解郁法可能通过抑制抑郁症小鼠海马区小胶质细胞的激活，降低

IL-1β，IL-6，TNF-α等炎症因子的表达，进而抑制抑郁症发生及发展。
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［［Abstract］］ objective：：To observe the activation of microglia and the expression of inflammatory factors

in hippocampus of mice with depression-like behavior after mother-infant separation（MS）combined with

lipopolysaccharide（LPS）stress，and to explore the possible anti-depression mechanisms of Wenyang（WY），
Jieyu（JY），and Wenyang Jieyu（WYJY）prescriptions from the perspective of warming Yang and relieving

depression. Method：：Seventy offspring mice were randomly divided into a normal group（n=10），a LPS stress

group（n=10），and a modeling group（n=50）. After undergoing 8 h·d-1 mother-infant separation during postnatal

day 5（PD5）–PD14，mice in the modeling group were further divided into the MS + LPS group，WY group，JY

group，WYJY group，and fluoxetine（FLU）group，with 10 in each group. The birth date of the offspring mice

was recorded as PD0. The mice in the normal，LPS，and MS + LPS groups were fed a normal diet during PD21–

PD90，while those in the other groups were treated with the mixtures of corresponding drugs and feed，followed

by seven-day intraperitoneal injection of LPS since PD91 for inducing depression. The depression-like behavior of

mice in each group was detected in the open-field，O-maze，and social interaction tests. The protein expression

of microglia-specific ionized calcium-binding adaptor molecule 1（Iba-1）in the hippocampus was assayed by

immunohistochemistry，and the mRNA expression of interleukin-1β（IL-1β），interleukin-6（IL-6），tumor

necrosis factor-α（TNF-α），Iba-1，and glucocorticoid receptor（GR）by real-time fluorescence quantitative PCR

（Real-time PCR）. Result：： Compared with the normal group，the LPS group exhibited significantly reduced

residence time at the central area within 5 min（P<0.01）and shortened total exercise distance（P<0.01）. In the

MS + LPS group，the open-arm activity time and the total activity distance decreased significantly（P<0.01，P<

0.05）， whereas the training， discrimination and exploration time increased significantly（P<0.01）. The

expression of Iba-1 in hippocampal CA1 region of mice in the LPS and MS + LPS groups was remarkably

elevated（P<0.01）. Compared with the LPS group，the MS + LPS group displayed significantly prolonged

distance of 5-min exercise（P<0.05），increased training，discrimination and exploration time（P<0.05，P<

0.01），and up-regulated Iba-1 expression in hippocampal CA1 area（P<0.01）. As revealed by comparison with

the MS + LPS group，both the total 5-min exercise distance（P<0.01）and the training and discrimination time

（P<0.01，P<0.05）of mice in each administration group was significantly shortened. The discrimination and

exploration time of mice in the JY，WYJY，and FLU groups was significantly reduced（P<0.01），and the

expression of Iba-1 in hippocampal CA1 region of mice in each administration group was significantly down-

regulated（P<0.01）. Conclusion：： The warming Yang and relieving depression method helps to inhibit the

occurrence and development of depression due to its efficacy in activating microglia in hippocampus of

depression mice and lowering the expression of IL-1β，IL-6，and TNF-α.

［［Keywords］］ mother-infant separation（MS）；lipopolysaccharide（LPS）；warming Yang and relieving

depression；microglia；hippocampus

抑郁症作为一种常见、难治的精神类疾病，主

要以情绪低落，兴趣降低，睡眠障碍，烦躁感，失去

自我，甚者自杀等为主要表现，已然成为重大的社

会问题。据统计全世界约有 3.5 亿人罹患抑郁症，

我国抑郁症的患病率约为 7%，且呈逐年上升的趋

势［1］。抑郁症的发病机制复杂，主要有单胺类神经

递质假说、脑源性神经营养因子假说、下丘脑-垂体-

肾上腺轴（HPA）假说及免疫炎性假说等［2-5］。近年

来随着对抑郁症的深入研究，免疫炎性假说［6-7］受到

诸多研究者的关注，认为免疫系统激活进而导致细

胞因子过度分泌，为诱导抑郁症发生的可能机制。

早年不良经历如幼年创伤、母婴分离等对机体

造成的不良影响，可经由复杂的分子和细胞机制，

以表观遗传、神经可塑性及 HPA 功能等改变而延

续，影响相关脑区结构和功能的正常发育［8］，增加了

个体成年后罹患如抑郁症等精神类疾病的风险［9］。

研究表明母婴分离小鼠被动接受“二次打击”时其

焦虑及抑郁样行为表现明显［10］，同时伴有较强的中

枢炎症反应，以小胶质细胞激活、炎症因子分泌失

衡等为特征表现，严重影响其神经发生及认知功

能［11］，因此神经炎症可能是抑郁症发病的重要机制

之一。逍遥散出自《太平惠民和剂局方》，由柴胡、
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当归、白芍、白术、茯苓、生姜、薄荷、炙甘草组成，具

有疏肝解郁、养血健脾之功；二仙汤出自上海中医

学院《中医方剂临床手册》，由仙茅、淫羊藿、巴戟

天、当归、知母、黄柏组成，具有温肾阳、补肾精之

功；对于抑郁症的治疗有从肝郁论治者，亦有从肾

阳虚论治者，且均有较好的疗效，但鲜有从肝郁肾

虚论治者。故本研究采用注射脂多糖作为二次应

激因素，观察母婴分离（MS）小鼠在脂多糖应激后的

抑郁样行为及其对小胶质细胞的变化，探讨温阳、

解郁及温阳解郁方对二次应激后小鼠抑郁样行为

及其小胶质细胞的调节作用，以期从温肾阳和解肝

郁角度为遭受早年不良经历后所致抑郁症的早期

防治提供临床治疗思路。

1 材料

1.1 动 物 选 用 2 月 龄 ，体 质 量 为（22±2）g 的

C57BL/6J 小鼠进行繁殖，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。于中国中医科学院中医基础理论研究所动

物实验中心常规适应性饲养。相对湿度 45%~55%，

室温 22~25 ℃，自由饮水进食。实验动物处理遵守

中国中医科学院中医基础理论研究所实验动物伦

理委员会的伦理要求。将小鼠按雌 -雄 4∶1 的比例

进行混居，孕鼠产前单笼饲养。

1.2 药物及试剂 中药饮片：仙茅、淫羊藿、巴戟

天、当归、知母、黄柏、柴胡、当归、白芍、白术、茯苓、

生姜、薄荷、炙甘草，购自北京仟草中药饮片公司

（批 号 分 别 为 180314005，181008006，180823017，

181109008， 181017004， 180601013， 170211003，

180824003， 181016010， 181101013， 180720012，

180524007，181022005，181019024），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；盐酸

氟 西 汀 胶 囊（ 礼 来 苏 州 制 药 有 限 公 司 ，货 号

20160029）；免疫球蛋白（Ig）G/生物素标记，ABC 工

作液，冰冻切片包埋剂及抗体稀释液（北京中杉金

桥生物技术有限公司，货号分别为 ZB-2050，PK-

6100，ZLI-9302，2LI-9029）；Iba-1 抗体（英国 Abcam

公 司 ，货 号 ab178846）；SV Total RNA Isolation

System，GoTaq® 2-Step 实时荧光定量聚合酶链式反

应（Real-time PCR）System［普洛麦格（北京）生物技

术有限公司，货号分别为 Z3100，A6010］；TRIzol（美

国 Ambion 公司，批号 152104）。
1.3 仪器 3K15 型高速低温离心机（美国 Sigma 公

司）；Elx800 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；Pro200 型

电动匀浆器（美国 PRO Scientific 公司）；AR2130 型

分析天平（美国 OHAUS 公司）；Ettan DIGE 型荧光

扫描分析仪（美国 GE 公司）；N-800F 型荧光显微镜

（中 国 宁 波 永 新 光 学 股 份 有 限 公 司）；CFX96TM

Optics Module 型 Real-time PCR 仪（美国 Bio-Rad 公

司）；自制旷场箱（40 cm×40 cm×35 cm）；O 迷宫（上

海欣软信息科技有限公司）。
2 方法

2.1 动物分组与模型制备 将 70 只仔鼠随机分为

正 常（10 只）、脂 多 糖（LPS，10 只）和 造 模（MS，

50 只），MS 后将其分为母婴分离+脂多糖组（MS+

LPS），温阳组，解郁组，温阳解郁组及氟西汀组，每

组 10 只。

抑郁症模型制备［12-13］：采用 MS+LPS 复制抑郁

症模型，将仔鼠出生日记为 PD0，于 PD5-PD14进行母

婴分离，先将母鼠移至新笼，再将仔鼠移至孵育箱

（32 ℃ ，8 h·d-1），正 常 组 及 LPS 组 操 作 同 上

（10 min·d-1），共 10 d，后 继 续 饲 养 至 PD20。 PD21-

PD90，正常组仔鼠以正常饲料喂养，其余各组仔鼠则

以对应的药混饲料，且于 PD91 给予 LPS（5 mg·kg-1）
腹腔注射 1 次，正常组小鼠给予腹腔注射等量生理

盐水，PD98进行进行旷场实验，O 迷宫实验及社会交

互认知实验评价造模成功与否［13］，之后取材。

2.2 药物制备及给药方法 依据《太平惠民和剂局

方》及上海中医学院《中医方剂临床手册》确定逍遥

散、二仙汤的药物组成及用量：逍遥散（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），二仙汤（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），温阳解

郁方为二者合方。于上述药物中首次加入 10 倍量

水浸泡 30 min，武火煮开后文火煎煮 1.5 h 取滤液，

药渣中再加入 8 倍量水，操作同上。将 2 次煎煮药

汁合并，水浴浓缩并干燥，制成药粉于 4 ℃冰箱中备

用，其中逍遥散、二仙汤及温阳解郁方的出膏率分

别 为 25.4%，26.9%，27.3%。 按 人（70 kg）与 小 鼠

（20 g）体表面积折算，温阳组，解郁，温阳解郁组及

FLU 分别给予二仙汤、逍遥散、温阳解郁方及盐酸

氟 西 汀 药 液 ，给 药 剂 量 分 别 为 5.85，12.03，

16.71 g·kg-1，2.60 mg·kg-1，因本研究药物干预时间

较长，故采用药混饲料进行药物干预，按成年小鼠

的 进 食 量 为 5 g·d-1，药/饲 料 量 为 23.4，48.12，

66.84 g·kg-1，10.4 mg·kg-1，将药粉混合入饲料粉末

中，加入适量纯净水压成条状，60 ℃烘干备用。

2.3 动物取材 各组小鼠行为学检测结束后，采用

1% 戊巴比妥钠（40 mg·kg-1）腹腔注射麻醉，处死取
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脑，部分置于 4% 多聚甲醛固定液中待病检；部分

于-80 ℃冰箱冻存备用以分子生物学检测。

2.4 指标检测

2.4.1 旷场实验 依次将小鼠放入旷场箱（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 30 min 小鼠运动总长度及中央

区停留时间，结束后用 70% 乙醇擦拭旷场装置，采

用 Ethovision 3.0 软件进行行为学数据分析。

2.4.2 O 迷宫实验 将小鼠依次放入开放臂，头向

闭合臂，观察 5 min 内小鼠的开放臂停留时间、闭合

臂停留时间和活动总路程，结束后用 70% 乙醇擦拭

旷场装置。O 迷宫外径为 65 cm，内径为 60 cm，分

开放臂和闭合臂，离地面 60 cm，采用 Ethovision3.0

软件进行行为学数据分析。

2.4.3 社会交互认知实验 ①先将实验小鼠置于

旷场箱中适应 15 min。开始实验，将一只同种属同

性别的小鼠放入 6 cm×8 cm×10 cm 的网笼中，然后

将该网笼放置于 40 cm×40 cm 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；②35 min 后，于第 1 次的

位置处放入实验鼠，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；③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/两次探索时间之和即为辨别比

率，采用 Ethovision3.0 软件进行行为学数据分析。

2.5 免疫组化法检测各组小鼠海马区小胶质细胞

的形态及 Iba-1 的表达水平 将固定于 4% 多聚甲醛

中的脑组织冰冻切片，按实验步骤进行操作，10%

兔血清封闭 1 h；一抗（Iba-1，1∶1 000）4 ℃过夜；磷
酸盐缓冲液（PBS）冲洗 3×10 min，二抗（兔抗山羊

IgG，1∶200）室温孵育 4 h，DAB 显色 15 min，PBS 冲

洗后贴片，梯度脱水并封片。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、形态及

Iba-1 表达情况。

2.6 Real-time PCR 检 测 各 组 小 鼠 海 马 区 GR，

Iba-1，IL-1β，IL-6 及 TNF-α mRNA 表达水平 采用

TRIzol 法提取各组小鼠海马组织总 RNA，加入无核

酸酶水 30 μL 溶解总 RNA。使用核酸定量分析仪

测定 RNA 浓度，且吸光度 A260/A280 在 1.8~2.0。设置

cDNA 反转程序，PCR 扩增糖皮质激素受体（GR），
Iba-1，IL-1β，IL-6 及 TNF-α基因片段。以 β-肌动蛋

白（β -actin）作为内参基因，反应体系及参数依据

Promage 试剂盒说明书设置，反应参数为 95 ℃预变

性 2 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 60 s，40 个循环。

连续检测荧光并记录扩增曲线，采用样点拟合法分

析结果得到目的基因和 β-actin 的 Ct值，以 2-ΔΔCt法计

算相对表达量。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 采用 SPSS 19.0 软件进行统计分

析，采用单因素方差分析（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）-t 检验，实验数据以 x̄± s 表示，P<0.05 表示差

异具有统计学意义。

3 结果

3.1 行为学结果

3.1.1 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠中心区

停留时间时间及运动总路程变化的影响 与正常

组比较，LPS 组小鼠 5 min 中心区停留时间有减少趋

势、运动总路程显著减少（P<0.01）；与 LPS 组比较，

MS+LPS 组小鼠 5 min 中心区停留时间有减少趋势、

运动总路程明显增长（P<0.05）；与 MS+LPS 组比较，

温阳组小鼠 5 min 中心区停留时间有减少趋势，解

郁组，温阳解郁组及氟西汀组小鼠 5 min 中心区停

留时间有增长趋势，各给药组小鼠 5 min 运动总路

程均显著减少（P<0.01）。见表 2。

3.1.2 温阳、解郁及温阳解郁方各组小鼠 O 迷宫开

放/闭合臂活动时间及活动总路程变化的影响 与

正常组比较，LPS 组小鼠开放臂活动时间有减少趋

势，闭合臂活动时间有增长趋势，活动总路程显著

减少（P<0.01），MS+LPS 组小鼠闭合臂活动时间有

表 1 引物序列

Table 1 primer sequence

引物

β-actin

GR

IL-1β

IL-6

TNF-α

Iba-1

序列（5ʹ-3ʹ）
上游 CCGTGAAAAGATGACCCAGATC

下游 CACAGCCTGGATGGCTACGT

上游 AGCTCCCCCTGGTAGAGAC

下游 GGTGAAGACGCAGAAACCTTG

上游 CAGCAGGTTATCATCATCATCC

下游 CTCGCAGCAGCACATCAAC

上游 AGAGATACAAAGAAATGATGGA

下游 AGCTATGGTACTCCACAAGACCAGA

上游 CAGCCGATGGGTTGTACCTT

下游 TGTGGGTGAGGAGCACGTAGT

上游 ATCAACAAGCAATTCCTCGATGA

下游 CAGCATTCGCTTCAAGGACATA

长度/bp

73

120

190

95

81

144
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增长趋势，开放臂活动时间及活动总路程明显减少

（P<0.05，P<0.01）；与 LPS 组比较，MS+LPS 组小鼠

开放臂活动时间及活动总路程有减少趋势、闭合臂

活动时间有增长趋势；与 MS+LPS 组比较，温阳组

小鼠开放臂活动时间有减少趋势，解郁、温阳解郁

组及氟西汀组小鼠开放臂活动时间有增长趋势，各

给药组小鼠闭合臂活动时间有减少趋势，温阳组小

鼠活动总路程有降低趋势，解郁、温阳解郁组及氟

西汀组小鼠活动总路程有增长趋势。见表 3。

3.1.3 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠训练、

辨别探察时间变化的影响 与正常组比较，LPS 组

小鼠训练、辨别探查时间有升高趋势，MS+LPS 组小

鼠训练、辨别探查时间显著升高（P<0.01），辨别比率

均有降低趋势；与 LPS 组比较，MS+LPS 组小鼠训

练、辨别探查时间显著升高（P<0.05，P<0.01），辨别

比率均有升高趋势；与 MS+LPS 组比较，各给药组

小鼠训练探查时间均显著降低（P<0.05，P<0.01），温
阳组小鼠辨别探查时间有降低趋势，解郁组、温阳

解郁组、氟西汀组小鼠辨别探查时间均显著降低

（P<0.01），辨别比率均有升高趋势。见表 4。

3.2 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠海马 CA1

区 Iba-1 变化的影响 与正常组比较，LPS，MS+LPS

组小鼠海马 CA1 区 Iba-1 表达显著升高（P<0.01）；与
LPS 组比较，MS+LPS 组小鼠海马 CA1 区 Iba-1 表达

显著升高（P<0.01）；与 MS+LPS 组比较，各给药组小

鼠海马 CA1 区 Iba-1 表达显著降低（P<0.01）。见

表 5，图 1。

表 3 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠 O 迷宫开放/闭合臂活动

时间及活动总路程变化的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of Wenyang， Jieyu and Wenyang Jieyu

prescription on activity time and total distance of Open/Closed

arm of O maze in mice in each group（x̄± s，n=10）

组别

正常

LPS

MS+LPS

温阳

解郁

温阳解郁组

氟西汀

剂量

/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

0.002 6

开放臂活动

时间/s

21.13±7.31

12.46±5.45

8.03±4.221）

7.88±2.44

15.12±4.86

15.19±13.94

16.54±3.85

闭合臂活

动时间/s

3.23±1.44

6.50±0.29

6.66±1.96

5.04±2.35

1.02±0.51

5.51±5.35

1.34±0.77

活动总路程/m

3.04±1.01

0.58±0.062）

0.53±0.082）

0.36±0.07

0.84±0.12

0.54±0.18

1.72±0.743）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 MS+LPS 组比较 3）P<

0.05。

表 4 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠训练、辨别探察时间变化

的影响（x̄± s，n=10）

Table 4 Effect of Wenyang， Jieyu and Wenyang Jieyu

prescription on changes of training， discrimination and

exploration time of mice in each group（x̄± s，n=10）

组别

正常

LPS

MS+LPS

温阳

解郁

温阳解郁组

氟西汀

剂量

/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

0.002 6

训练探查时间

/s

46.36±5.49

56.04±6.63

84.41±7.051，2）

51.89±8.765）

58.54±8.814）

49.18±5.615）

50.74±8.385）

辨别探查时间

/s

40.11±2.90

42.44±4.55

70.42±5.881，3）

56.18±4.44

49.22±6.565）

44.21±4.475）

42.86±4.315）

辨别比

0.48±0.03

0.44±0.03

0.46±0.03

0.54±0.03

0.49±0.07

0.48±0.04

0.52±0.07

注：与正常组比较 1）P<0.01；与 LPS 组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；

与 MS+LPS 组比较 4）P<0.05，5）P<0.01。

表 5 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠海马 CA1 区 Iba-1 变化

的影响（x̄± s，n=10）

Table 5 Effect of Wenyang， Jieyu and Wenyang Jieyu

prescription on changes of Iba-1 in hippocampal CA1 of mice in

each group（x̄± s，n=10）

组别

正常

LPS

MS+LPS

温阳

解郁

温阳解郁组

氟西汀

剂量/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

0.002 6

Iba-1/IA

8 206.52±199.85

15 118.15±480.941）

20 933.51±451.421，2）

14 120.94±793.063）

15 192.24±1 232.733）

13 776.04±571.603）

13 952.72±519.003）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与 LPS 组比较 2）P<0.01；与 MS+LPS

组比较 3）P<0.01。

表 2 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠中心区停留时间时间及

运动总路程变化的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of Wenyang， Jieyu and Wenyang Jieyu

prescription on changes of residence time in central area and total

exercise distance of mice in each group（x̄± s，n=10）

组别

正常

LPS

MS+LPS

温阳组

解郁

温阳解郁组

氟西汀

剂量/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

0.002 6

5 min 中心区停

留时间/s

26.20±8.62

17.57±4.10

13.30±2.36

10.52±3.13

16.08±6.75

20.88±8.91

24.41±6.94

5 min 运动总路程

/m

12.46±1.20

2.04±0.751）

12.37±0.962）

6.90±1.313）

4.03±0.874）

6.14±2. 063）

6.22±1 873）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与 LPS 组比较 2）P<0.01；与 MS+LPS

组比较 3）P<0.05，4）P<0.01。
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3.3 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠海马海马

组织 GR，Iba-1，IL-1β，IL-6 及 TNF-α mRNA 表达水

平的影响 与正常组比较，LPS 组小鼠海马组织 GR

及 TNF- α mRNA 表 达 水 平 有 降 低 趋 势 ，IL-1β

mRNA 表达水平有升高趋势，Iba-1，IL-6 mRNA 表

达水平显著升高（P<0.01），MS+LPS 组小鼠海马组

织 GR mRNA 表达水平有降低趋势，Iba-1，IL-6，

IL-1β 及 TNF- α mRNA 表 达 水 平 显 著 升 高

（P<0.01）；与 LPS 组比较，MS+LPS 组小鼠海马组织

GR mRNA 表 达 水 平 有 降 低 趋 势 ，Iba-1 及 IL-6

mRNA 表 达 水 平 有 升 高 趋 势 ，IL-1β 及 TNF- α

mRNA 表 达 水 平 明 显 升 高（P<0.05，P<0.01）；与
MS+LPS 组 比 较 ，各 给 药 组 小 鼠 海 马 组 织 GR

mRNA 表达水平有升高趋势，其中解郁与温阳解郁

组明显升高（P<0.05）；Iba-1 mRNA 表达水平有降低

趋势，其中温阳解郁组显著降低（P<0.01）；IL-1β及

TNF- α mRNA 表 达 水 平 均 明 显 降 低（P<0.05，P<

0.01）；IL-6 mRNA 表达水平有降低趋势。见表 6。

4 讨论

抑郁症作为一种常见、难治的精神类疾病，病

机复杂，社会影响严重。有学者提出单胺类神经递

质、脑源性神经营养因子及神经内分泌等假说为其

可能的发病机制［2-5］，认为持续的应激刺激使体内产

生过量的糖皮质激素，与海马内糖皮质激素受体结

合后可损伤海马及蓝斑等处，从而导致抑郁症的发

生。而中医学并无抑郁症的病名，根据抑郁症临床

症状特点，将其归属于“郁证”“脏躁”“百合病”等病

症范畴。明·张景岳《类经附翼·求正录》云：“天之

A. 正常组；B. LPS 组；C. MS+LPS 组；D. 温阳组；E. 解郁组；F. 温阳解郁组；G. 氟西汀组

图 1 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠海马组织 CA1区 Iba-1变化的影响（免疫组化，×100）
Fig. 1 Effect of Wenyang，Jieyu and Wenyang Jieyu prescription on changes of Iba-1 in CA1 area of hippocampal tissue of mice in each

group（IHC，×100）

表 6 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠海马组织 GR，Iba-1，IL-1β，IL-6及 TNF-α mRNA表达水平的影响（x̄± s，n=5）

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

hippocampus of mice in each group（x̄± s，n=5）

组别

正常

LPS

MS+LPS

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

1.10±0.47

0.88±0.53

0.82±0.22

1.00±0.25

1.41±0.354）

1.49±0.424）

0.85±0.24

Iba-1

1.51±1.11

7.13±0.621）

8.63±2.731）

3.74±1.71

2.54±1.40

1.39±0.415）

3.65±2.23

IL-1β

1.11±0.44

8.06±2.81

14.26±73.871，2）

0.93±0.495）

12.28±8.00

8.01±1.955）

6.31±6.845）

IL-6

1.37±0.83

4.98±0.441）

6.86±0.801）

5.19±0.62

5.97±0.53

4.43±0.30

4.73±1.00

TNF-α

1.29±0.74

1.17±1.11

4.27±0.881，3）

1.19±0.805）

0.61±0.235）

0.84±0.505）

1.94±1.1405）

注：与正常组比较 1）P<0.01，与 LPS 组比较 2）P<0.05，3）P<0.01，与 MS+LPS 组比较 4）P<0.05，5）P<0.01。
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大宝，只此一丸红日；人之大宝，只此一息真阳”，认

为人赖以肾中阳气生存，宛若世间万物赖以太阳而

得以生活；又《黄帝内经·素问·生气通天论》曰：“阳

者卫外而为固也”，表明阳气有抵御外界邪气，使身

体屏障牢固的作用。中医学认为幼年期机体功能

发育尚未成熟，肾主封藏之机能较弱，剧烈的外界

刺激易使大量的阳气外泄以应对各种刺激，日久损

耗阳气，可致阴阳失衡，百病乃生。张军［14］通过对

对大量应用糖皮质激素药物后患者临床的反应分

析，认为超生理量的激素可激发人体阳气大量外出

以应对紧急事件，易使阳气耗损。短期的激素刺激

则阳气消耗不巨，经机体自动调节而复归“阴平阳

秘”，不会导致明显的不良反应；若长期持续刺激则

阳气入不敷出进而过度外泄而不潜降，“封藏”失

司，肾精亏虚，变证丛生［14］。

随着对抑郁症研究的深入，免疫炎性假说逐渐

受到众多学者的关注，认为免疫系统的激活导致细

胞因子异常分泌为抑郁症发病的可能机制。研究

表明抑郁症患者体内存在神经炎症反应及炎症因

子分泌失衡的现象，血清 IL-1β，IL-6 及 TNF-α等含

量升高［13，15］，同时发现健康人群中遭受早年不良经

历的健康人血浆 IL-6 表达水平高于未遭受早年不

良经历的健康人，遭受早年不良经历的抑郁患者与

未遭受早年不良经历的患者相比而言对于炎症刺

激更为敏感，均表明抑郁症的发生不仅与炎症密切

相关，且早年不良经历可增强炎症反应的程度［16］。

MS 作为重要的早年不良经历之一，可激活中枢海

马区的炎症免疫反应，进而影响海马的结构及神经

发生等的功能，当遭受二次应激时，海马区炎症反

应增强 ，可对影响神经发生和认知功能造成损

伤［17］，进而诱发抑郁症。脂多糖能够引起剧烈的炎

症免疫反应［18-21］，与小胶质细胞膜上的 Toll样受体 4

（TLR4）结合，可激活小胶质细胞作为中枢神经系统

的免疫细胞，可促使多种炎症介质分泌［22-24］，进而损

害神经发生与认知功能，最终导致抑郁症的发生。

糖皮质激素受体作为一种配体依赖的受体在

海马区高表达［25］，激活后的糖皮质激素可作用于核

转录因子-κB（NF-κB）和激活子蛋白-1（AP-1），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 水

平［26-27］，而不良应激会损害 HPA 功能，导致海马区

GR 表达下调。本研究结果显示，LPS 干预后脑内小

胶质细胞被激活，由静息状态的分枝状变成典型的

“阿米巴”样。MS+LPS 组小鼠海马区 Iba-1，IL-1β，

IL-6 及 TNF-α mRNA 表达水平显著升高，而 GR

mRNA 表达水平有降低趋势，表明 MS 小鼠遭受

LPS 刺激后脑内小胶质细胞被激活，并释放大量促

炎细胞因子，引起炎症反应，为抑郁症发生的可能

原因之一。温阳解郁方预防给药后海马区 Iba-1，

IL-1β，IL-6 及 TNF-α mRNA 表达水平显著降低，增

加 GR mRNA 的表达水平显著升高，表明温阳解郁

方的抗抑郁作用可能与降低炎症因子的表达有关。

MS+LPS 组小鼠 5 min 及 30 min 活动总路程显著缩

短，LPS 组比正常组小鼠的活动路程显著缩短，表明

MS 小鼠遭受 LPS 刺激后其自主活动受到影响，进

入新的空旷环境后其行动相对迟缓、自发探索行为

减弱，且 LPS 小鼠对炎症刺激更为敏感。MS+LPS

组小鼠在开臂活动时间和活动总路程明显缩短，表

明 MS 小鼠成年后遭受 LPS 刺激后表现更加焦虑、

面对新环境时其探索意识减弱，对高悬开放臂的恐

惧心理增加。LPS+MS 组小鼠的训练探查时间和辨

别探查时间显著延长，说明 MS 小鼠在遭受 LPS 刺

激后对陌生同类的警惕性增强，社会交互能力降

低。通过预防给药发现，二仙汤、逍遥散及温阳解

郁方均可缓解 MS+LPS 小鼠出现的焦虑、抑郁样行

为，温阳解郁方对 MS+LPS 小鼠大脑小胶质细胞功

能状态变化的调节作用明显，可提高中枢糖皮质激

素受体的表达，相较于二仙汤和逍遥散，温阳解郁

方的作用更为全面和广泛。

本实验结果显示，在发育期给予温阳解郁方药

物干预对母婴分离小鼠在面对二次打击时所表现

的异常行为和小胶质细胞的异常具有明显改善作

用，可为遭受早年不良经历后所患相关病症的早期

防治提供思路和实验依据。
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