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柴胡加龙骨牡蛎汤对慢性应激抑郁大鼠海马
BDNF/TrkB/CREB 通路的影响

王钦，蔡萧君*，李宇，吴圆圆，胡杨，李文丽，余真真

（黑龙江省中医药科学院，哈尔滨 150000）

［摘要］ 目的：基于脑源性神经营养因子（BDNF）/络氨酸激酶 B（TrkB）/环磷腺苷效应元件结合蛋白（CREB）途径探讨柴

胡加龙骨牡蛎汤对慢性应激抑郁大鼠海马的影响。方法：取 60 只 SD 大鼠，其中 10 只作为空白组，余 50 只建立慢性应激抑郁

大鼠模型后，随机分为 5 组，即模型组，盐酸氟西汀组（0.003 g·kg-1），柴胡加龙骨牡蛎汤低、中、高剂量组（1.625，3.25，

6.5 g·kg-1）。连续灌胃给药 8 周，1 次/d，分别于造模前、造模后及给药后进行行为学实验评估大鼠抑郁状态。苏木素 -伊红

（HE）染色观察大鼠海马形态学变化，免疫组织化学法（IHC）检测大鼠海马组织中 BDNF 蛋白表达，实时荧光定量聚合酶链式

反应（Real-time PCR）检测大鼠海马组织中 BDNF，TrkB，CREB mRNA 表达，蛋白免疫印迹法（Western blot）定量检测大鼠海马

组织中 BDNF，TrkB，CREB 蛋白表达。结果：与空白组比较，模型组大鼠糖水偏嗜率明显降低（P<0.05），水平得分、垂直得分明

显降低（P<0.05），不动时间明显增加（P<0.05），漂浮时间显著增加（P<0.05），HE 染色结果显示海马神经元结构损伤，免疫组织

化学染色中 BDNF 表达明显降低（P<0.05），BDNF，TrkB，CREB mRNA 及蛋白表达明显降低（P<0.05）；与模型组比较，盐酸氟

西汀组及柴胡加龙骨牡蛎汤低、中、高剂量组大鼠糖水偏嗜率明显升高（P<0.05），水平得分、垂直得分明显增加（P<0.05），不动

时间明显减少（P<0.05），漂浮时间明显减少（P<0.05），海马神经元结构明显复原，免疫组织化学染色中 BDNF 表达明显增加

（P<0.05），BDNF，TrkB，CREB mRNA 及蛋白表达明显增加（P<0.05）。结论：柴胡加龙骨牡蛎汤能显著改善经慢性应激刺激后

大鼠的抑郁样行为，增强海马组织神经元的再生与修复，其机制可能与上调大鼠海马 BDNF/TrkB/CREB 信号通路有关。
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Effect and Mechanism of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on Hippocampus of Rats with

Chronic Stress Depression Based on BDNF/TrkB/CREB Pathway
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（Traditional Chinese Medicine Academy of Heilongjiang， Harbin 150000， China）

［［Abstract］］ Objective：： To explore the effect of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on the hippocampus of

rats with chronic stress depression based on the brain-derived neurotrophic factor (BDNF)/tyrosine kinase B

(TrkB)/cyclic adenosine phosphate response element-binding protein (CREB) pathway. Method: Sixty SD rats

were divided into a blank group (n=10) and an experimental group (n=50) for the induction of the chronic stress

depression model. The rats in the experimental group were further divided into the following five groups: a model

group，a fluoxetine hydrochloride group (0.003 g·kg-1), and low-(1.625 g·kg-1), medium-(3.25 g·kg-1), and high-

dose (6.5 g·kg-1) Chaihu Jia Longgu Muli Tang groups. The rats were administered correspondingly by gavage
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once a day for eight weeks. Behavioral tests were performed to evaluate the depression state of the rats before

modeling，after modeling，and after drug administration. Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe

the morphological changes in the hippocampus of rats. The immunohistochemical (IHC) staining was used to

quantitatively detect BDNF protein expression in the rat hippocampus. The mRNA and protein expression of

BDNF，TrkB，and CREB in the rat hippocampus was detected by the real-time fluorescence-based quantitative

PCR (Real-time PCR) and Western blot，respectively. Result：：Compared with the blank group，the model group

showed decreased sucrose preference rate (P<0.05)，declining horizontal and vertical scores (P<0.05)，and

prolonged immobility time and floating time (P<0.05). Additionally， HE staining results revealed that

hippocampal neuron structure was damaged. IHC staining showed that the mRNA and protein expression of

BDNF，TrkB，and CREB was significantly decreased (P<0.05). Compared with the model group，the fluoxetine

hydrochloride group and the Chaihu Jia Longgu Muli Tang groups displayed elevated sucrose preference rate (P<

0.05)，increased horizontal and vertical scores (P<0.05)，and shortened immobility time and floating time (P<

0.05). Furthermore, the hippocampal neuron structure was significantly repaired. IHC staining showed that the

mRNA and protein expression of BDNF，TrkB，and CREB was significantly increased (P<0.05). Conclusion:

Chaihu Jia Longgu Muli Tang can significantly improve the depression-like behaviors of rats after chronic stress

stimulation and enhance the regeneration and repair of neurons in the hippocampus. The underlying mechanism

may be related to the up-regulation of the BDNF/TrkB/CREB signaling pathway in the hippocampus of rats.

［［Keywords］］ Chaihu Jia Longgu Muli Tang；depression；hippocampus；brain-derived neurotrophic factor

（BDNF）/tyrosine kinase B （TrkB）/cyclic adenosine phosphate response element binding protein （CREB）；

mechanism study

抑郁症是一种多因素引起的精神心理性疾病，

临床特征主要以心境低落、欢欣感缺失、精力较差或

疲劳感等心理症状及躯体症状为主［1］。目前全球抑

郁症患者约有 3.5 亿，中国的患病人群高达 5 800 万，

其中 7% 为重度抑郁。全世界非正常死亡和致残的

主要原因非抑郁症莫属，该病发病率高、致残率高、

复发率高及并发症多的特点也使其成为对人类健

康和社会经济造成严重威胁的全球最主要疾病之

一［2-3］。因此，探索更多减少副作用和成本的有效治

疗措施成为当务之急。

现阶段抑郁症发病机制主要与单胺类递质分

泌减少、下丘脑 -垂体 -肾上腺轴（HPA 轴）的功能失

调、大脑皮层及边缘系统的结构功能改变、脑血管

低灌注、线粒体能量代谢障碍、环境应激和表观遗

传修饰、肠道菌群紊乱、机体自由基增多、体内锌铜

含量异常、脑源性神经营养因子（BDNF）水平下调

和神经可塑性改变等有关［4-6］，其中 BDNF 是 5-羟色

胺（5-HT）能神经元的生长因子，在海马大量表达，

能够通过多种分泌方式与其特异性受体络氨酸激

酶 B（TrkB）结合，促使细胞内环磷腺苷效应元件结

合蛋白（CREB）磷酸化从而改善抑郁症状［7-8］。目前

西药的抗抑郁作用大多基于单胺类假说，但其治疗

周期长、治愈率低、复发率高、副作用大和患者依从

性差限制了其在临床的广泛应用［9］。而中医药在抗

抑郁治疗方面具有多靶点、多环节及毒副作用小等

优势，可为抑郁症的治疗提供新的方向。

抑郁症与《伤寒论》中的“烦”“奔豚”“不得眠”

“多眠睡”“百合病”“脏躁”“梅核气”有关，病位涉及

五脏六腑，病机关乎气血阴阳，可从脏腑、瘀血、痰

湿等方面辨证论治［10］。柴胡加龙骨牡蛎汤系《伤寒

论》经方，可和解泄热、镇惊安神，是治疗抑郁症的

常用方［11-12］。目前研究表明，柴胡加龙骨牡蛎汤干

预抑郁症的具体机制与影响大脑单胺类神经递质

含 量 、调 节 HPA 轴 功 能 、抑 制 单 胺 氧 化 酶 A 型

（MAO-A）活力和降低丙二醛（MDA）含量、保护海

马神经元及提高星形胶质细胞表达、调节血清及海

马 BDNF 水 平 、调 节 患 者 血 清 细 胞 因 子 水 平 有

关［13-15］。其中针对 BDNF 的研究仍以临床实验居

多，实验设计较为表浅，并且部分研究以药物有效

成分探讨柴胡加龙骨牡蛎汤的抗抑郁作用，而中医

经方的本质是药性与功效的和合，所以关于柴胡加

龙骨牡蛎汤具体是如何调节海马 BDNF 水平发挥抗

抑郁作用，是否与海马 BDNF 相关信号通路有关还

有待探讨。

本研究旨在通过慢性应激刺激结合孤养建立

抑郁大鼠模型，经糖水偏嗜、旷场、悬尾、强迫游泳、
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病理染色、免疫组织化学（IHC）染色、实时荧光定量

聚合酶链式反应（Real-time PCR）及蛋白免疫印迹

法（Western blot），从行为学、细胞生物学、基因检

测、分子免疫学等方面较全面分析柴胡加龙骨牡蛎

汤对抑郁大鼠的影响，以期为干预抑郁症的研究提

供新的靶向药物思路及循证学依据。

1 材料

1.1 动物 8 周龄 SD 雄性大鼠 60 只，体质量（200±

20）g，于黑龙江省中医药科学院清洁级动物实验室

进行饲养，温度（20±1）℃，相对湿度（50±5）%，每日

12 h 光照，自由摄食饮水，适应性喂养 1 周后开始进

行实验。实验动物均由哈尔滨医科大学实验动物

学部提供，动物合格证号 SCXK（黑）2020-0001。本

实验通过黑龙江省中医药科学院动物伦理委员会

批准。

1.2 药物 盐酸氟西汀分散片（百忧解，法国 Lilly

公司，批号 9492AA）；柴胡加龙骨牡蛎汤由柴胡

25 g，龙骨 25 g，牡蛎 25 g，人参 10 g，桂枝 15 g，茯苓

15 g，清半夏 10 g，黄芩 10 g，大黄 6 g，生姜 10 g，大

枣 5 g 组成，均为中药免煎颗粒剂，由江阴天江药业

有限公司提供，批号分别为 18100014，19056424，

19056614， 19071681， 18100164， 19071191，

19052351， 19020124， 18110294， 18100154，

19046814。按比例换算备齐全部颗粒剂后研钵碾

细使其能充分溶解，100 ℃恒温水浴后玻璃棒搅拌

至完全溶解，定容至 360 mL，生药量为 0.26 g·mL-1，

放入 4 ℃冰箱备用。

1.3 试剂 苏木精染液，伊红染液，BSA 标准蛋白，

SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒（北京索莱宝科技有限

公 司 ，批 号 分 别 为 908E035，304H021，131070，

20210421）；超敏 ECL 化学发光试剂盒（万类生物科

技公司，批号 18A011）；一步法 PCR 试剂盒（中国

Promega 公司，批号 0000383124）；TRIzol（上海碧云

天生物技术有限公司，批号 R0016）；Bradford 法蛋

白检测试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号

80814a）；PMSF 蛋白酶抑制剂（赛默飞世尔科技有

限公司，批号 20150609）；BDNF，TrkB，CREB，β-肌

动蛋白（β-actin）抗体（美国 Bioss 公司，批号分别为

59n3149，61a1977，36v1551，AH11286487）；辣根过

氧化物酶（HRP）结合山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G

（ 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号

210060330）。
1.4 仪器 JA31002 型电子精密天平（上海舜宇恒

平科学仪器有限公司）；BX41 型荧光显微镜（日本

Olympus公司）；CUT4062 型石蜡切片机（德国 SLEE

公司）；LINEGENE 9600 型 Real-time PCR 仪（日本

大和博日公司）；M20 型多功能酶标仪（奥地利 Ttcan

公司）；DYCP-31DN 型电泳仪，DYCZ-26B 型垂直电

泳槽，DYY-6C 型电泳仪电源（北京六一仪器厂）；
HD-100 型恒温金属浴（杭州博日公司）；Quantity

One 软件，ACDSee 5.0 软件，VersaDoc 显影仪器（美

国 Bio-Rad 公司）；凝胶成像系统（美国伯乐公司）；
悬尾仪，摄像头（江苏赛昂斯生物科技有限公司）；
自制 100 cm×100 cm×40 cm 敞箱。

2 方法

2.1 动物分组、造模及给药 将 60 只 SPF 级饲养的

雄性 SD 大鼠按照空白、模型、盐酸氟西汀、柴胡加

龙骨牡蛎汤低、中、高剂量进行分组，分组方法均采

用随机数字表法。6 组大鼠均每天 12 h 光照维持，

自由进食饮水。普通饲料适应性喂养 1 周后，除空

白组外的各组均进行孤养结合慢性不可预知温和

应激（CUMS）大鼠模型［16］的制备：禁食禁水 24 h，昼

夜颠倒，电击足底（电流强度 1 mA，每隔 30 s 刺激

1 次，共 30 次），悬尾（3 min/次），鼠笼 24 h 倾斜 45°，

潮湿垫料，4 ℃冰水游泳（5 min/次），共 7 项。除正

常组外，6 周造模期内应激刺激每天施加 1 次，每种

随机施加 4 次。孤养意思为 1 笼只放置 1 只大鼠，各

笼子之间用不透光挡板遮挡。观察大鼠的活动、进

食情况、对刺激的应激反应，为造模成功标准提供

参考［17］。造模成功后，50 只大鼠按体质量随机分为

模型组，盐酸氟西汀组（0.003 g·kg-1），柴胡加龙骨牡

蛎汤低、中、高剂量组（1.625，3.25，6.5 g·kg-1），每组

10 只，给药剂量设计依据参考本课题组前期实

验［18］。连续 8周灌胃（1次/d）后，通过行为学实验（糖

水偏嗜实验、旷场实验、悬尾实验和强迫游泳实验）
对各组大鼠表现进行计算和评分。分别于第 1，7 周

（造模后）及 15周（给药后）记录大鼠体质量变化。

2.2 糖水偏嗜实验 实验前，训练各组大鼠适应糖

水，即第 1 天给予每只孤养大鼠 2 瓶均装有 1% 蔗糖

水的外观、体积完全相同的水瓶（200 mL）完成训

练，1 d 后将其中一瓶糖水换成等体积蒸馏水并且每

只大鼠开始禁食，次日测量糖水、纯水前 1 d 的消耗

量，采用公式“糖水偏嗜率（%）=糖水消耗量（mL）/

总液体（糖水＋纯水）消耗量（mL）×100%”分别计算

各组大鼠糖水偏嗜率。本实验分别于造模前、造模

后、给药后进行（2.3 项，2.4 项及 2.5 项同）。
2.3 旷场实验 实验时，使大鼠于黑色敞箱底部中

心方格内适应 5 min 后，采用 Anilab 软件计算每只
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大鼠规定时间内的运动轨迹和行为。计算大鼠

5 min 内的水平活动得分（穿越底面方格数）及垂直

活动得分（前肢腾空或攀附在箱壁次数）。
2.4 悬尾实验 倒挂大鼠，将其尾巴（距离末端约

1 cm）固定在桌面上方 50 cm 处的金属棒上，各大鼠

之间用聚苯乙烯泡沫隔板隔离，采用悬尾仪及摄像

头观察大鼠在 3 min 内的悬尾不动时间，以大鼠的

绝望行为表示其抑郁行为。

2.5 强迫游泳实验 将大鼠放入无盖、透明的有机

玻璃圆桶中，水深约 30 cm，水温（20±2）℃，使大鼠

入水时处于直立状态，记录大鼠 5 min 内累计不动

时间（以四肢偶尔微小滑动保持头部浮在水面露出

鼻孔保持呼吸为“不动”标准），实验时各玻璃桶间

用隔板隔离 ，每只动物做完后即换水并将大鼠

擦干。

2.6 苏木素-伊红（HE）染色观察大鼠海马病理形态

学变化 行为学检测结束后，将固定于 4% 多聚甲

醛溶液 24 h 的大鼠脑组织制成蜡块并进行切片，后

经脱蜡，水化，HE 染色，脱水，中性树胶封片，高倍

显微镜（×200）观察海马形态学变化。

2.7 IHC 检测大鼠海马组织中 BDNF 蛋白表达

行为学检测结束后，将浸泡于 4% 多聚甲醛中的

大鼠脑组织制成蜡块并进行切片，再进行免疫组织

化学染色实验，显微镜（×400）观察，通过 IHC 评分

法［18］计算各组得分，各切片选取 3 个视野，根据着色

深浅、着色面积计分：着色浅表现为弱阳性或着色

面积范围<25%，计 1 分；着色棕黄表现为中等阳性

或着色面积范围在 25%~49%，计 2 分；着色褐色表

现为强阳性或着色面积范围>50%，计 3 分。再以着

色深浅、着色面积相乘综合积分计量，<3 分为阴

性，>4 分为阳性，>6 分为强阳性。

2.8 Real-time PCR 检测大鼠海马组织中 BDNF，

TrkB，CREB mRNA 表达 行为学检测结束后，大

鼠脑组织中的皮层和海马组织分离，−80 ℃保存，取

单个样本海马组织 50 mg 液氮研磨后提取总 RNA，

行 Real -time PCR 检测，加样，目的基因及内参分别

平行对照上样 3 个孔。迷你离心机 500 r·min-1离心

30 s（离心半径 1.8 cm），后将其置于 96 孔 PCR 反应

板中，启动 9600 PCR 扩增仪进行扩增循环。PCR 反

应条件为 37 ℃反转录 15 min；95 ℃预变性 10 min；
95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，40 个

循环。以 β-actin 为内参，最终各目的基因相对表达

量以 2-ΔΔCt 值为准。PCR 引物由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成，见表 1。

2.9 Western blot 检 测 大 鼠 海 马 组 织 中 BDNF，

TrkB，CREB 蛋白表达 行为学检测结束后，将大鼠

脑组织中的皮层和海马组织分离后放入−80 ℃保

存。取单个样本 50 mg 海马组织于 1.5 mL 离心管

中，加入细胞裂解液 450 μL，研磨机中研磨，冰上静

置 30 min 经电子秤配平，4 ℃，13 500 r·min-1 离心

30 min（离心半径 3.5 cm），取上清分装。将目的蛋

白与裂解液混匀后稀释，进行蛋白样品浓度测定。

PVDF 膜室温摇床 4 h。将经 TBST 清洗过的 PVDF

膜置于稀释后的 BDNF，TrkB，CREB（稀释倍数均

为 1∶1 000），4 ℃孵育过夜。次日取出 PVDF 膜置

于 TBST 漂洗 3 次，每次 10 min，加入二抗（1∶5 000）
摇床室温避光慢摇 1 h，后进行化学发光显影等

操作。

2.10 统计学分析 采用 SPSS 26.0 统计软件进行

数据分析，两组计量资料如符合正态分布，方差齐

则采用 t 检验，方差不齐用 t'检验，实验数据用 x̄ ± s

表示，多组间比较采用单因素方差分析；非正态分

布时采用秩和检验。P<0.05 表示差异具有统计学

意义。

3 结果

3.1 对抑郁大鼠体质量的影响 与空白组比较，模

型组大鼠体质量明显减少（P<0.05）；与模型组比较，

各给药组大鼠体质量均有所增加，其中以盐酸氟西

汀组，柴胡加龙骨牡蛎汤中、高剂量组较为明显（P<

0.05）。见表 2。

3.2 对抑郁大鼠糖水偏嗜率的影响 与空白组比

较，模型组大鼠糖水偏嗜率明显降低（P<0.05）；与模

型组比较，盐酸氟西汀组，柴胡龙骨牡蛎汤各剂量

组糖水偏嗜率明显升高（P<0.05），盐酸氟西汀组、柴

胡龙骨牡蛎汤中、高剂量组升高较明显。见表 3。

3.3 对抑郁大鼠旷场实验水平得分和垂直得分的

影响 与空白组比较，模型组大鼠水平得分、垂直

得分明显降低（P<0.05）；与模型组比较，各给药组水

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

BDNF

TrkB

CREB

序列（5'-3'）
上游 TAGGCAGAATGAGCAATGTC

下游 CCCAAGAGGTAAAGTGTAGAAG

上游 TGCTCAAGTTGGCGAGACAT

下游 GTCCCAGGAGTTCAGCTCAC

上游 TGTTGTTCAAGCTGCCTCTGGTG

下游 GCTTCTTCAGCAGGCTGTGTAGG

长度/bp

178

304

126
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平及垂直得分明显升高（P<0.05），盐酸氟西汀组及 柴胡龙骨牡蛎汤中、高剂量组升高明显。见表 4。

3.4 对抑郁大鼠悬尾实验不动时间的影响 与空

白组比较，模型组大鼠悬尾不动时间明显增加（P<

0.05）；与模型组比较，经过盐酸氟西汀，柴胡加龙骨

牡蛎汤各剂量灌胃后，各给药组悬尾不动时间明显

减少（P<0.05），并以盐酸氟西汀组，柴胡龙骨牡蛎汤

中、高剂量组减少较为明显。见表 5。

3.5 对抑郁大鼠强迫游泳实验漂浮时间的影响

与空白组比较，模型组大鼠游泳漂浮时间明显增

加（P<0.05）；与模型组比较，经过盐酸氟西汀，柴胡

加龙骨牡蛎汤各剂量灌胃后，各给药组游泳漂浮时

间显著减少（P<0.05），并以盐酸氟西汀组，柴胡龙骨

牡蛎汤中、高剂量组减少较为明显。见表 6。

3.6 对抑郁大鼠海马组织病理形态学的影响 造

模前，空白组大鼠海马神经元排列规整，形态规则，

染色视野清晰，胞间均匀。与空白组比较，模型组

大鼠海马神经元排列紊乱无序，锥体细胞散在分

布，形态无规则，胞核固缩；与模型组比较，各给药

组海马神经元数量增加，染色较为清晰，锥体细胞

表 2 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠体质量的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on body weight of rats（x̄± s，n=10）

组别

空白

模型

盐酸氟西汀

柴胡加龙骨牡蛎汤

剂量/g·kg-1

0.003

1.625

3.25

6.5

造模前

206.58±5.79

209.21±7.56

217.82±6.77

218.27±8.25

205.27±7.01

213.65±6.53

体质量/g

造模后

215.21±6.03

175.38±6.241）

170.27±7.31

171.26±6.92

169.34±5.86

176.15±6.94

给药后

203.69±4.06

180.85±5.13

211.27±6.342）

200.50±5.782）

204.25±6.392）

208.85±7.062）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 3~8 同）。

表 3 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠糖水偏嗜率的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on preferential rate of sugar and water in rats（x̄± s，n=10）

组别

空白

模型

盐酸氟西汀

柴胡加龙骨牡蛎汤

剂量/g·kg-1

0.003

1.625

3.25

6.5

糖水偏嗜率/%

造模前

62.25±3.12

65.61±2.12

63.17±0.20

62.38±2.75

64.36±1.19

63.55±0.89

造模后

63.53±1.17

41.28±2.581）

40.37±2.49

42.12±1.48

39.94±0.36

40.66±3.07

给药后

61.09±2.65

39.95±1.66

57.24±1.162）

49.93±0.782）

55.06±2.212）

57.34±0.562）

表 4 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠矿场实验水平得分和垂直得分的影响（x̄± s，n=10）

Table 4 Effect of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on horizontal score and vertical score in rat mine experiment（x̄± s，n=10） 分

组别

空白

模型

盐酸氟西汀

柴胡加龙骨牡蛎汤

剂量/g·kg-1

0.003

1.625

3.25

6.5

水平得分

造模前

59.82±4.50

60.78±3.17

62.28±2.67

59.60±2.52

57.33±4.07

61.49±3.62

造模后

60.43±3.07

46.11±1.811）

43.20±1.79

40.68±2.39

44.12±1.80

45.37±4.98

给药后

60.22±2.94

48.67±2.37

49.36±1.492）

42.67±2.372）

46.60±1.892）

50.75±3.892）

垂直得分

造模前

17.29±0.77

17.90±1.21

16.98±2.49

18.91±3.33

16.20±1.06

15.64±2.31

造模后

16.68±1.20

7.37±0.531）

6.85±0.96

7.97±1.09

6.32±2.40

6.94±3.17

给药后

16.91±2.70

4.65±2.09

13.07±1.662）

8.65±2.752）

10.73±1.492）

12.50±3.152）
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排列整齐，偶见胞核深染，细胞体较大。见图 1。

3.7 对抑郁大鼠海马组织中 BDNF 定位表达的影

响 与空白组比较，模型组大鼠 BDNF 表达明显减

少（P<0.05）；与模型组比较，经过盐酸氟西汀，柴胡

加龙骨牡蛎汤各剂量灌胃后，各给药组 BDNF 表达

明显增多（P<0.05），并以盐酸氟西汀组，柴胡龙骨牡

蛎汤中、高剂量组增多较为明显。见图 2。

3.8 对抑郁大鼠海马 BDNF，TrkB，CREB mRNA

表达的影响 与空白组比较，模型组大鼠海马中

BDNF，TrkB，CREB mRNA 表 达 明 显 降 低（P<

0.05）；与模型组比较，经盐酸氟西汀，柴胡加龙骨牡

蛎汤低、中、高剂量灌胃后，各给药组大鼠海马组织

中 BDNF，TrkB，CREB mRNA 表 达 明 显 升 高（P<

0.05），并以盐酸氟西汀组，柴胡龙骨牡蛎汤中、高剂

量组升高较为明显。见表 7。

3.9 对抑郁大鼠海马组织 BDNF，TrkB，CREB 蛋白

相对表达的影响 与空白组比较，模型组大鼠海马

中 BDNF，TrkB，CREB 蛋 白 表 达 明 显 降 低（P<

0.05）；与模型组比较，经盐酸氟西汀，柴胡加龙骨牡

蛎汤各剂量灌胃后 ，各给药组大鼠海马组织中

BDNF，TrkB，CREB 蛋白表达明显升高（P<0.05），并
以盐酸氟西汀组，柴胡龙骨牡蛎汤中、高剂量组升

高较为明显。见图 3，表 8。

4 讨论

研究表明，经各种不可预测轻度压力的慢性刺

激后建立模型（CUMS 模型）是研究动物抑郁症的

表 5 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠悬尾实验不动时间的影响（x̄± s，n=10）

Table 5 Effect of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on immobility time of rats' tail suspended（x̄± s，n=10）

组别

空白

模型

盐酸氟西汀

柴胡加龙骨牡蛎汤

剂量/g·kg-1

0.003

1.625

3.25

6.5

不动时间/s

造模前

64.16±2.97

61.24±2.15

62.42±0.97

59.60±2.52

57.33±1.07

65.81±1.57

造模后

63.12 ±3.03

119.89±2.641）

120.72±1.66

115.68±2.43

119.18±3.43

119.80±2.59

给药后

62.58±0.46

120.12±3.15

82.47±2.342）

109.60±1.432）

94.68±1.892）

80.41±2.092）

表 6 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠强迫游泳实验漂浮时间的影响（x̄± s，n=10）

Table 6 Effect of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on floating time of depressed rats in forced swimming experiment（x̄± s，n=10）

组别

空白

模型

盐酸氟西汀

柴胡加龙骨牡蛎汤

剂量/g·kg-1

0.003

1.625

3.25

6.5

漂浮时间/s

造模前

82.35±16.20

84.53±15.81

81.42±14.70

80.69±12.52

83.73±13.07

86.20±11.68

造模后

85.42 ±13.24

254.70±17.641）

209.22±10.10

222.14±13.45

219.18±13.43

230.83±15.47

给药后

86.17±17.41

230.52±18.20

146.84±12.792）

195.26±13.562）

170.85±15.142）

139.96±10.312）

表 7 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马 BDNF，TrkB，CREB mRNA相对表达的影响（x̄± s，n=10）

Table 7 Effect of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on relative expression of BDNF，TrkB，CREB mRNA in hippocampus of depressed

rats（x̄± s，n=10）

组别

空白

模型

盐酸氟西汀

柴胡加龙骨牡蛎汤

剂量/g·kg-1

0.003

1.625

3.25

6.5

BDNF

1.00±0.02

0.86±0.041）

2.66±0.112）

1.57±0.132）

2.06±0.082）

3.05±0.052）

TrkB

1.00±0.06

0.94±0.101）

1.23±0.092）

1.01±0.122）

1.10±0.132）

1.19±0.082）

CREB

1.00±0.07

0.82±0.031）

1.05±0.052）

0.99±0.112）

1.01±0.022）

1.04±0.032）
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最佳验证啮齿动物模型之一，因为其具有良好的病

因学效应、表面效应和预测效应［19］，是用于分析抑

郁症病理生理学基础的细胞和分子机制的动物抑

郁症模型［20］。CUMS 模型也是被用于研究海马治

疗的可能目标，可模拟多种慢性生活压力引发的抑

郁症。经过对 CUMS 诱导模型中的抑郁样行为，

HPA 轴，BDNF 和神经胶质功能的变化的观察，发现

该模型与抑郁症患者存在高度相似性，即慢性应激

可导致体质量改变、糖水摄入减少、快感缺乏、自发

和探索行为减少等，而糖水偏嗜实验、旷场实验、悬

尾实验、强迫游泳实验分别是比较被公认的可以用

来验证药物抗抑郁效果的行为学实验之一［21］。糖

水偏嗜实验中的糖水偏嗜率可代表快感缺乏样行

为，这是人类重度抑郁症的核心症状［22］，旷场实验

中的运动活动反映了顽固性兴趣丧失行为［23］，悬尾

实验、强迫游泳实验期间的不动时间可以用以评估

抑郁症中的绝望行为［24］。BDNF 与抑郁样行为密切

相关，较低的 BDNF 水平会增加抑郁样行为，而较高

的 BDNF 水平会降低抑郁样行为［25］。研究显示，

BDNF 和 TrkB 缺陷小鼠对抗抑郁药没有反应，前脑

中 BDNF 缺乏也会导致实验动物悬尾实验行为缺

陷，并且 BDNF 基因敲除小鼠存在明显抑郁样行

为［26-27］。“伤寒八九日，下之，胸满，烦、惊，小便不利，

谵语，一身尽重，不可转侧者，柴胡加龙骨牡蛎汤主

之”。其中胸满为胸闷感，表现为呼吸困难；烦指睡

眠障碍，情绪不稳定；惊为惊恐不安，为多恶梦，或

为惊悸；谵语，多为精神障碍；一身尽重，或为木僵

状，或为行动迟缓，或为意欲低下，或为反应迟钝。

柴胡加龙骨牡蛎汤为小柴胡汤去甘草加龙骨、牡

蛎、桂枝、茯苓、大黄等诸药而成，小柴胡汤和解枢

图 2 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马组织中 BDNF蛋白表达的

影响（免疫组化，×400）
Fig. 2 Effect of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on BDNF

expression in hippocampus of depressed rats（IHC，×400）

A. 空白组；B. 模型组；C. 盐酸氟西汀组；D. 柴胡加龙骨牡蛎汤低剂

量组；E. 柴胡加龙骨牡蛎汤中剂量组；F. 柴胡加龙骨牡蛎汤高剂

量组

图 1 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马组织病理性的影响

（HE，×200）
Fig. 1 Effect of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on pathological

changes of hippocampus in depressed rats（HE，×200）

图 3 大鼠海马 BDNF，TrkB，CREB蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of BDNF，TrkB，CREB protein expression

in hippocampus of rats
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机，扶正祛邪；加龙牡重镇坠痰止烦惊；加桂枝取其

通阳透达以除身重，助茯苓畅利三焦、宁心安神；加
少量大黄泻热和胃止谵语；去甘草，不欲其甘缓以

妨祛邪也。最新研究表明柴胡加龙骨牡蛎汤中的

组方药物有效成分能有效改善抑郁导致的行为学

异常［28-30］，如黄芩总黄酮成分能明显缩短抑郁实验

小鼠在强迫游泳实验的不动时间、悬尾不动时间；
龙骨、牡蛎、桂枝、茯苓、大黄均能提高慢性应激大

鼠的旷场实验水平运动及垂直运动、改善抑郁造成

的快感缺失；人参皂苷 Rg1 可使抑郁大鼠游泳不动

时间显著减少、糖水偏嗜率明显提高。本研究分别

于造模前、造模后、给药后进行体质量测定、糖水偏

嗜率测定、旷场实验、悬尾实验、强迫游泳实验，以

验证各给药组抗抑郁效果。结果发现，经盐酸氟西

汀、柴胡加龙骨牡蛎汤低、中、高剂量组干预后，抑

郁大鼠在给药后体质量均有所增加，糖水偏嗜实验

中的糖水偏嗜率，旷场实验中水平得分、垂直得分

均显著增加，悬尾实验不动时间、强迫游泳实验漂

浮时间均显著减少，说明盐酸氟西汀、柴胡加龙骨

牡蛎汤可通过抵抗慢性应激造成的欢欣感缺失、进

食减少从而发挥抗抑郁作用。

抑郁症的神经营养假说证明 BDNF 可能介导抗

抑郁药的临床作用，并参与突触可塑性、神经元回

路形成和神经元存活，因此，营养神经，保护海马神

经元，促进细胞修复、重塑、再生，恢复神经营养因

子和神经递质功能应该是开发抗抑郁治疗的新方

向［31］。有直接证据表明柴胡加龙骨牡蛎汤能通过

延缓抑郁大鼠海马 BDNF 水平的下调，加强海马神

经元的修复、再生，从而保护海马神经元，并且逆转

HPA 轴功能，发挥抗抑郁作用［32-35］。本研究各组大

鼠海马组织 HE 染色后发现，经盐酸氟西汀、柴胡加

龙骨牡蛎汤各剂量组干预后，抑郁大鼠海马锥体细

胞排列规整，偶有胞核深染，细胞体积较大，表明盐

酸氟西汀、柴胡加龙骨牡蛎汤抗抑郁机制可能与改

善海马锥体细胞的形态、结构与分布，改善并调节

海马神经元可塑性有关。

BDNF 与抑郁发生的相关研究大多还是围绕于

脑源性神经营养因子、脑源性神经营养因子前体及

成熟型脑源性神经营养因子之间开始开展的［36］，最

近的动物研究表明，长期暴露于压力源会显著降低

海马体中 BDNF 的表达［37］，BDNF 在维持大脑功能

方面发挥着的关键作用，使其成为治疗神经精神障

碍疾病（包括抑郁症）的药物治疗靶点［38-39］。慢性抗

抑郁药治疗会激活大脑不同区域的 BDNF mRNA

和蛋白质表达［40-41］，而用抗抑郁药进行预处理可防

止压力引起的海马 BDNF 表达降低［42］。此外，TrkB

受体也已被证明与抗抑郁治疗有关［43］。有学者进

一步研究发现与抗抑郁密切相关的选择性 5-HT 再

摄取抑制剂，例如氟西汀是通过 BDNF/TrkB，磷脂

酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt），蛋白激酶

A（PKA）/CREB/BDNF，BDNF/细胞外信号调节蛋

白激酶（ERK）等细胞信号通路发挥抗抑郁作用

的［44-45］，故单因素与抑郁症之间关系的研究对于全

面揭示抑郁症的发生机制可能存在一定的局限性。

也有动物实验表明 BDNF 可以通过神经元中的蛋白

激 酶 Cζ（PKCζ）/核 转 录 因 子 - κB（NF- κB）/BDNF/

TrkB/CREB 信号激活有丝分裂原活化蛋白激酶

（AMPK）级联介导的海马神经发生产生抗抑郁作

用［46］。不仅如此，BDNF 还可使其受体 TrkB 磷酸化

激活 Ras-细胞外信号调节激酶（Ras）/ERK，磷脂酶 -

γ（PLC-γ）和 PI3K/Akt通路，活化的 PLC-γ直接诱导

钙/钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ（CaMKⅡ）激活转

录因子 CREB 从而增加 BDNF 表达［47］。因此，基于

BDNF 细胞信号通路探讨药物干预抑郁症的机制就

显得尤为重要。现中药干预抑郁症中的 BDNF 相关

信号通路主要有细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/

2）/CREB/BDNF 通路，CaMKⅡ/CREB/BDNF 通路，

一氧化氮（NO）/CREB/BDNF 通路，腺苷酸环化酶

（AC）/环 磷 酸 腺 苷（cAMP）/PKA/CREB/BDNF，

BDNF/TrkB/ERK1/2/CREB 通路，BDNF/TrkB/丝裂

表 8 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马组织 BDNF，TrkB，CREB蛋白表达的影响（x̄± s，n=10）

Table 8 Effect of Chaihu Jia Longgu Muli Tang on expression of BDNF，TrkB，CREB protein in hippocampus of depressed rats（x̄± s，

n=10）

组别

空白

模型

盐酸氟西汀

柴胡加龙骨牡蛎汤

剂量/g·kg-1

0.003

1.625

3.25

6.5

BDNF/β-actin

1.07±0.03

0.51±0.041）

1.01±0.092）

0.60±0.132）

0.92±0.082）

1.04±0.052）

TrkB/β-actin

1.03±0.06

0.57±0.111）

0.88±0.022）

0.64±0.112）

0.83±0.122）

0.86±0.082）

CREB/β-actin

1.01±0.05

0.61±0.041）

0.74±0.062）

0.69±0.102）

0.75±0.022）

0.93±0.032）
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原 活 化 蛋 白 激 酶 激 酶（MEK）/ERK/NF- κB 通 路 ，

BDNF/TrkB/PI3K/Akt/CREB 通路等［48］。其中柴胡

加龙骨牡蛎汤组方药物有效成分可有效改善细胞

信号通路异常［48-50］，如人参皂苷 Rb1，Rg1 和 Re 抗抑

郁作用机制可能与调节神经营养因子细胞信号转

导通路上游的 CaMKⅡ/CREB 通路有关；柴胡皂苷

B1，B2 能通过影响 BDNF，NGF 和 mRNA 的受体的

表达发挥抗抑郁作用；大黄酚的抗抑郁作用与影响

BDNF/TrkB/MEK/ERK/NF-κB 信号通路有关；半夏

有效成分能通过降低肝组织中一氧化氮合酶活性，

影响 NO/CREB/BDNF 信号通路发挥抗抑郁作用。

本研究结果发现，经盐酸氟西汀，柴胡加龙骨牡蛎

汤低、中、高剂量组干预后，抑郁大鼠海马免疫组织

化学染色显示 BDNF 表达水平显著升高及 IHC 评分

显著增加，Real-time PCR 显示 BDNF，TrkB，CREB

mRNA 表 达 明 显 增 加 ，Western blot 检 测 显 示

BDNF，TrkB，CREB 蛋白表达明显增加，表明柴胡

加 龙 骨 牡 蛎 汤 可 能 是 通 过 上 调 抑 郁 大 鼠 海 马

BDNF，TrkB，CREB 水平参与的抗抑郁过程。

综上所述，柴胡加龙骨牡蛎汤具有剂量依赖性的

抗抑郁作用，可改善抑郁样行为，改善海马神经元可

塑性，其机制可能与上调 BDNF/TrkB/CREB 信号转

导通路有关，但关于该方发挥主要抗抑郁作用的药物

以及全方的内在抗抑郁机制还有待进一步研究。
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