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加味四逆散对抑郁模型大鼠肝损伤的保护作用

陈新，牟雄军，刘昊，刘焱文，刘松林*

（湖北中医药大学，中药资源与中药化学湖北省重点实验室，武汉 430065）

［摘要］ 目的：研究加味四逆散对慢性温和不可预知性应激（CUMS）结合孤养法制作抑郁模型所致肝损伤的保护作用。

方法：将 48 只 SD 雄性大鼠随机分为 6 组，正常组，抑郁模型组，氟西汀（1.58 mg·kg-1·d-1）组，和加味四逆散低、中、高剂量（3.67，

7.34，14.68 g·kg-1·d-1）组，每组 8 只。造模给药结束后，采用生化试剂盒法检测各组大鼠血清中丙氨酸氨基转移酶（ALT），天冬

氨酸氨基转移酶（AST）水平和肝脏组织中炎症因子肿瘤坏死因子-α（TNF-α），白细胞介素-1β（IL-1β），白细胞介素-6（IL-6）水
平。采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测加味四逆散对肝细胞中半胱氨酸蛋白酶-3（Caspase-3），活化型半胱氨酸蛋白酶-3

（cleaved Caspase-3）蛋白表达的干预作用。结果：生化试剂盒检测显示，与正常组比较，模型组大鼠血清中的 ALT，AST 水平明

显升高（P<0.05），肝脏组织中炎症因子 TNF-α，IL-1β和 IL-6 水平明显升高（P<0.05）；与模型组比较，加味四逆散低、中剂量组

可降低血清中 ALT，AST 和炎症因子 TNF-α，IL-1β和 IL-6 水平（P<0.05，P<0.01）。Western blot检测显示，与正常组比较，模型

大鼠肝细胞中的 Caspase-3 蛋白表达下降，cleaved Caspase-3 蛋白表达上升（P<0.05）；与模型组比较，加味四逆散低、中剂量组

可以上调 Caspase-3 蛋白的表达，下调 cleaved Caspase-3 蛋白的表达（P<0.05，P<0.01）。结论：慢性应激反应所致抑郁模型可造

成肝损伤，加味四逆散能够通过调节多种生理生化和炎症因子指标的水平，抑制肝脏细胞凋亡来达到保肝作用。
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Protective Effect of Modified Sinisan on Depression-induced Liver Injury in Rat
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（Hubei Provincial Key Laboratory for Resource and Chemistry of Chinese Medicine， Hubei University of

Chinese Medicine， Wuhan 430065， China）

［Abstract］ Objective： To study the protective effect of modified Sinisan on liver injury caused by

chronic unpredictable mild stress（CUMS）combined with solitary nutrition method based on a depression model.

Method： Forty-eight SD male rats were randomly divided into normal group，depression model group，

fluoxetine group（1.58 mg·kg-1·d-1）， and low， medium and high-dose modified Sinisan（3.67， 7.34，

14.68 g·kg-1·d-1）groups，with 8 rats in each group. After the administration of the model，the levels of alanine

aminotransferase（ALT），aspartate aminotransferase（AST）in serum and the levels of inflammatory factors

tumor necrosis factor-α（TNF-α），interleukin（IL）-1β，and IL-6 in liver tissues were measured by a biochemical

kit method. Western blot was used to detect the expressions of cysteine aspastic acid-specific protease-3

（Caspase-3）and cleaved Caspase-3 in liver cells after intervention with modified Sinisan. Result： Compared

with the normal group，the biochemical test showed that the levels of ALT and AST in the serum of the model

group were significantly increased（P<0.05），and the levels of inflammatory factors TNF-α，IL-1β and IL-6 in
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liver tissue significantly increased（P<0.05）. Compared with the model group，low，medium-dose modified

Sinisan groups significantly reduced serum ALT，AST and inflammatory factors TNF-α，IL-1β and IL-6 levels

（P<0.05）. Western blot showed that compared with the normal group，the protein expression of Caspase-3 in

model rat liver cells decreased，while the protein expression of cleaved Caspase-3 increased（P<0.05，P<0.01）.

Compared with the model group，low，medium-dose modified Sinisan groups could up-regulate Caspase-3

protein expression， and down-regulated the expression of cleaved Caspase-3 protein（P<0.05，P<0.01）.

Conclusion： Chronic stress-induced depression model can cause liver damage. Modified Sinisan can have the

hepatoprotective effect by regulating the levels of various physiological，biochemical and inflammatory factor

indicators，and inhibiting liver cell apoptosis.

［Key words］ modified Sinisan； depressive model； liver injury； liver function； inflammatory factor；
cell apoptosis

肝脏是高等动物体内以代谢功能为主的一个

器官，参与营养代谢以及药物和异生物质的解毒等

作用。抑郁症是一种全球范围内普遍存在的情感

障碍性精神疾病，其临床表现主要包括心情抑郁，

失去各种兴趣和快乐感的精神特征，并常伴有睡眠

异常，食欲减退，体质量减轻，性欲减退等躯体症

状，被世界卫生组织评为最易导致伤残的十大疾病

之一［1-2］。有关于抑郁症的发病机制，至今尚没有研

究出明确的生理、病理学说，但是临床研究上相继

提出了神经递质假说，神经可塑性假说，神经内分

泌紊乱，免疫功能紊乱和遗传因素影响等假说。此

外，近年来的研究发现，抑郁症除了遗传因素之外，

慢性应激（如工作压力过大、失业、失恋、亲友亡故

等）是导致抑郁症频发的重要原因［3］。另一方面，研

究发现慢性应激导致的抑郁反应，与多种疾病具有

相关性，包括心血管系统疾病、免疫系统疾病、肿瘤

疾病以及传染性疾病、艾滋病等，还与肝脏疾病有

着密切的关系，可影响肝脏的功能［4-8］。加味四逆散

来自于国医大师梅国强教授长达数 10 年的临床实

践，以出自《伤寒论》的四逆散为基础方，进行加味

拟定的治疗情志失调的经验方，其抗抑郁疗效显

著［9-10］。查阅文献发现有关于慢性应激所致抑郁症

和肝损伤的研究较少，故本实验以慢性温和不可预

知性应激大鼠抑郁模型作为研究对象，重点考察抑

郁模型大鼠的肝损伤程度及灌胃加味四逆散后的

肝保护作用，拟为抑郁症与肝损伤的相关性研究提

供实验基础。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雄性 SD 大鼠 48 只，体质量 120~

150 g，购自湖北省实验动物研究中心，许可证号

SYXK（鄂）2017-0067。饲养于湖北中医药大学实

验动物中心，并获得了湖北中医药大学实验动物伦

理委员会批准（批准号 20190309）。
1.2 药物与试剂 加味四逆散全方所需中药饮片

均购自于湖北九州通医药集团，经湖北中医药大学

叶晓川研究员鉴定均为正品；盐酸氟西汀胶囊（苏

州制药有限公司，批号 7686A）；BCA 蛋白质浓度测

定试剂盒，磷酸缓冲盐溶液（PBS），生理盐水，SDS-

PAGE 凝胶制备试剂盒，RIPA 总蛋白裂解液，苯甲

基磺酰氟（PMSF），ECL 化学发光检测试剂盒，磷酸

化蛋白酶抑制剂，蛋白上样缓冲液，丽春红染液，二

抗 兔 抗（上 海 Aspen 公 司 ，批 号 分 别 为 AS1086，

AS1044， AS1087， AS1012， AS1004， AS1006，

AS1059，AS1008，AS1011，AS1022，AS1107）；丙氨

酸氨基转移酶（ALT），天冬氨酸氨基转移酶（AST），
肿瘤坏死因子 -α（TNF-α），白细胞介素 -1β（IL-1β），
白细胞介素 -6（IL-6）测定试剂盒（南京建成科技有

限 公 司 ，批 号 分 别 为 C009-2，C0010-2，C018-1，

C019-1，C020-1）；蛋白酶抑制剂混合液（瑞士罗氏

公 司 ，批 号 04693159001）；半 胱 氨 酸 蛋 白 酶 -3

（Caspase-3），活 化 型 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶 -3（cleaved

Caspase-3），甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体

（英国 Abcam 公司，批号分别为 ab37168，ab49822，

4970S）。
1.3 仪器 DR-200Bs 型酶标仪（无锡华卫德朗仪

器有限公司）；TGL-16c 型台式离心机（上海安亭科

学仪器厂）；TGL-16 型冷冻离心机（湖南湘仪实验室

仪器）；DYY-6C 型电泳仪，DYCZ-400D 型转移电泳

仪槽，DYCZ-24DN 型垂直电泳槽，WD-9405A 型脱

色摇床（北京六一仪器厂）；AX-Ⅱ型暗匣（广东粤华

医疗器械厂有限公司）；LiDE110 型扫描仪（日本佳

能公司）。
2 方法

2.1 分组 雄性 SD 大鼠 48 只，随机均分为正常
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组、模型组、氟西汀组和加味四逆散低、中、高剂量

组，每组 8 只。

2.2 造模 参照文献［11］，除正常组外，其余组别

大鼠均采用慢性温和不可预知性应激（CUMS）结合

单笼喂养进行抑郁模型制作，造模期间大鼠接受不

同的应激刺激，包括断水 24 h，断食 24 h，4 ℃冰水

游泳 5 min，夹尾 1 min，电击足底（电压 50 mV，每

5 s 刺激 1 次，间歇 5 s，共刺激 10 次），昼夜颠倒，摇

晃（1 次/s，持续 5 min）。每天随机选择 1 种刺激，且

两两不重复，造模时间共计 3 周，期间正常组自由摄

食，造模成功率可高达 80%。造模完成后，采用糖

水消耗实验、旷场实验、强迫游泳实验对抑郁模型

进行评价，随后根据行为学结果将造模成功的大鼠

随机分为模型型组、氟西汀组、加味四逆散低、中、

高剂量组。

2.3 药物制备 加味四逆散由北柴胡 10 g，白芍

10 g，炒枳实 10 g，炙甘草 6 g，郁金 10 g，广木香

10 g，砂仁 10 g，焦白术 15 g，黄连 6 g，吴茱萸 6 g 组

成；按处方中的比例准确称取药材，加水煎煮 3 次，

加水量分别为 10，8，8 倍量，每次煎煮时间为 2 h，将

3 次所得的水煎液合并，浓缩，得生药质量分数为

21.58 g·kg-1冻干粉，置于干燥器中保存。

2.4 药物用法与用量 参照《药理学实验方法》［12］，

根 据 成 人 临 床 等 效 剂 量 换 算 ，氟 西 汀 组 按

1.58 mg·kg-1·d-1 给药；加味四逆散低、中、高剂量组

按 3.67，7.34，14.68 g·kg-1·d-1给药；正常组灌胃相应

的纯水。于造模 3 周后对 3 组中药干预组灌胃不同

剂量（所配制的药液质量浓度分别为 0.083，0.166，

0.332 g·mL-1，并根据大鼠的实际体质量来换算出具

体的给药体积）的药物，连续 7 d。

2.5 行为学实验 行为学考察包括糖水消耗，强迫

游泳和旷场实验，具体实验方法参考前期的实验

数据［9-10］。

2.6 相关生理生化指标的测定 将大鼠麻醉后静

脉取血，并于 4 ℃，3 000 r·min-1离心 15 min，取上清

即得血清。根据试剂盒说明书测定测肝脏（或血

清）各生化指标。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋白

的表达 将肝组织用预冷的 PBS 缓冲液漂洗 2~3

次，去除血污，剪成小块置于匀浆器中。加入 10 倍

于组织体积的组织蛋白提取试剂，冰浴彻底匀浆。

将匀浆液转移至离心管中，振荡。冰浴 30 min，期间

用移液器反复吹打，确保匀浆液完全裂解。4 ℃，

12 000 r·min-1离心 5 min，收集上清，收集蛋白，BCA

法 测 定 蛋 白 浓 度 。 分 别 加 入 Caspase-3，cleaved

Caspase-3，GAPDH 一抗溶液（1∶1 000）4 ℃下摇床

孵育过夜，TBST 漂洗 3 次，每次 5 min，再加入二抗

稀释液稀释好的二抗溶液（1∶1 万）孵育 0.5 h，用

TBST 在室温下摇床上洗 4 次，每次 5 min。最后使

用 ECL 试剂盒进行显影检测，以 GAPDH 为内参。

2.8 统计学方法 采用 SPSS 19.0 统计软件进行统

计分析，Craphpad prism 5 软件进行作图。扫描胶

片，并用 AlphaEaseFC 软件分析对蛋白条带相对于

内参 GAPDH 的灰度比值进行分析（所有蛋白条带

均扣除背景）。实验数据以 x̄± s 表示，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 抑郁模型大鼠的糖水

消耗率、旷场运动总距离、旷场穿越中央次数显著

下降；旷场静止时间和强迫游泳不动时间显著上

升；灌胃给药加味四逆散后，其行为学结果发现糖

水消耗率、旷场运动总距离、旷场穿越中央次数显

著 上 升；旷 场 静 止 时 间 和 强 迫 游 泳 不 动 时 间

下降［9-10］。

3.2 对大鼠血清中 ALT 和 AST 水平的影响 与正

常组比较，模型组中 ALT，AST 水平明显升高（P<

0.05）。与模型组比较，氟西汀组、加味四逆散低、中

剂 量 组 ALT，AST 水 平 均 明 显 降 低（P<0.05，P<

0.01），加味四逆散低剂量组比中剂量组降低显著

（P<0.01）。表明加味四逆散可以有效地下调抑郁模

型大鼠血清中 ALT，AST 水平。见表 1。

3.3 对大鼠肝组织中炎症因子水平的影响 与正

常组比较，模型组 TNF-α，IL-1β，IL-6 水平明显升高

（P<0.05）。与模型组比较，氟西汀组、加味四逆散

低、中剂量组中 TNF-α，IL-1β，IL-6 水平均明显降低

（P<0.05，P<0.01），其中加味四逆散低剂量组比中剂

量组降低显著（P<0.01）。表明加味四逆散可以有效

地下调抑郁模型大鼠肝脏组织中 TNF-α，IL-1β，
IL-6 水平。见表 2。

3.4 对大鼠相关蛋白表达的影响 与正常组比较，

模 型 组 Caspase-3 蛋 白 表 达 明 显 降 低 ，cleaved

Caspase-3 蛋白表达明显升高（P<0.05）。与模型组

比 较 ，氟 西 汀 组 、加 味 四 逆 散 低 、中 剂 量 组 中

Caspase-3 蛋白表达明显升高，cleaved Caspase-3 蛋

白表达明显降低（P<0.05，P<0.01）。推测加味四逆

散的护肝作用可能与调控细胞凋亡及其相关信号

有关。见表 3，图 1。
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4 讨论

中医理论认为，肝藏血，主疏泄，具有储存血

液，疏泄情志等功能，其中疏泄气机的部分尤为重

要。当气机疏泄正常时，可推动血液在体内循行，

濡养全身脏腑，并在血液濡养的作用下，使肝气不

会亢逆，达到情志调畅和体内水液精津正常疏布的

目的［13］。因此，中医专家认为长期的情志不疏易造

成肝脏的藏血及疏泄功能失常，使得健康状况越来

越差，最终可导致抑郁、失眠、便秘、三高等慢性疾

病频发。另一方面，当个体在察觉或面临到自身环

境变化时，恐对机体造成威胁或挑战，需做出适应

和应对的过程称之为应激反应，是人类生活中普遍

存在的一种现象［14］。当应激反应过度或者持续时

间过长时，一定程度上会影响肝脏的疏泄功能，导

致人体气机的升降出入失常，造成机体出现功能性

或器质性损伤。研究还发现现有疾病约有 70%~

90% 都与心理应激有关，其中尤以抑郁症为重［15］。

因此，肝损伤与抑郁症之间的主要作用途径是应激

反应，进而通过神经、内分泌和免疫系统相互作用，

影响整个机体的协调性［16］。

ALT，AST 是临床上常用来反映肝功能的具有

代表性的检测指标。研究发现，ALT 主要存在肝细

胞浆中，如果 1% 的肝细胞出现坏死，ALT 水平就可

增高 1 倍。因此，ALT 被世界卫生组织认为是最能

直观反映肝功能损伤的检测指标之一。而 AST 主

要存在于肝细胞的线粒体内，当肝脏发生严重损坏

表 1 加味四逆散对 ALT，AST，AST/ALT水平的影响（x̄± s，n=8）

Table 1 Effect of modified Sinisan on ALT，AST，AST/ALT levels（x̄± s，n=8）

组别

正常

模型

氟西汀

加味四逆散

剂量/g·kg-1

-

-

0.001 58

3.67

7.34

14.68

ALT/U·L-1

95.27±0.22

229.50±1.071）

140.66±0.832）

134.18±0.513）

157.01±0.693，4）

197.52±2.01

AST/U·L-1

250.20±0.49

511.77±1.011）

311.91±0.682）

254.89±2.073）

367.86±0.893，4）

405.24±1.52

AST/ALT

2.63±0.41

2.23±0.241）

2.22±1.12

1.90±0.313）

2.34±2.082）

2.05±3.052）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；与加味四逆散低剂量组比较 4）P<0.01（表 2，3 同）。

表 2 加味四逆散对 TNF-αα，IL-1ββ和 IL-6水平的影响（x̄± s，n=8）

Table 2 Effect of modified Sinisan on TNF-αα，IL-1ββ and IL-6 levels（x̄± s，n=8） ng·L-1
组别

正常

模型

氟西汀

加味四逆散

剂量/g·kg-1

-

-

0.001 58

3.67

7.34

14.68

TNF-α
35.27±1.25

109.25±2.101）

40.76±0.832）

34.81±1.033）

57.22±2.142，4）

64.35±1.06

IL-1β
12.09±0.66

50.72±2.141）

21.14±0.862）

15.21±0.333）

36.18±0.492，4）

42.71±2.522）

IL-6

74.21±1.01

223.15±0.421）

80.65±1.212）

84.32±0.313）

99.67±1.982，4）

139.44±2.052）

表 3 加味四逆散对 Caspase-3，cleaved Caspase-3蛋白表达的影响

（x̄± s，n=8）

Table 3 Effect of modified Sinisan on Caspase-3, cleaved

Caspase-3 protein expression（x̄± s，n=8）

组别

正常

模型

氟西汀

加味四逆散

剂量/g·kg-1

-

-

0.001 58

3.67

7.34

14.68

Caspase-3

/GAPDH

0.60±0.07

0.17±0.051）

0.32±0.072）

0.46±0.073）

0.36±0.062）

0.25±0.08

cleaved Caspase-3

/GAPDH

0.07±0.04

0.59±0.091）

0.25±0.072）

0.11±0.053）

0.19±0.052）

0.35±0.03

A~C.加味四逆散高、中、低剂量组；D.氟西汀组；E.模型组；F.正常组

图 1 加味四逆散作用抑郁模型大鼠肝组织中 Caspase-3，cleaved

Caspase-3蛋白表达电泳

Fig. 1 Electrophoresis of modified Sinisan on Caspase-3, cleaved

Caspase-3 protein expression levels
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或坏死时，AST 水平同样也会显著升高，并且 AST

升高程度与肝细胞受损程度相一致［17］。本研究中，

模型组大鼠血清中 ALT，AST 水平显著升高，表明

CUMS 诱导的抑郁模型能损害大鼠的肝脏功能。

灌胃加味四逆散后，ALT，AST 水平下降，肝功能逐

渐得到修复，表明加味四逆散在治疗抑郁的同时，

对其肝损伤也在进行修复。

TNF-α，IL-1β，IL-6 是来自于体内免疫细胞分

泌的炎症因子，在炎症过程中可起到关键作用。这

些炎症因子通过诱导平滑肌细胞、成纤维细胞及血

管内皮细胞，产生粒细胞巨嗜细胞集落刺激因子，

进而对介导炎症反应、免疫调节、脂质代谢甚至抗

肿瘤都产生影响，其发挥作用的重要靶器官位于肝

脏［18］。此外，国内外有关于抑郁症的研究表明，炎

症因子如 IL-1β，IL-2，IL-6，TNF-α等在抑郁症的发

生发展中同样起到重要作用，其中 IL-6，TNF-α与抑

郁症量表评分表现出正相关性［19-20］。本研究中，模

型组大鼠肝组织中，TNF-α，IL-1β和 IL-6 水平均有

明显提高，表明在抑郁模型大鼠肝脏中有明显的炎

症反应进行。灌胃加味四逆散后，可有效缓解慢性

应激诱导的肝脏炎症反应。并且在低剂量组中，肝

脏中各炎症因子的含量均接近正常水平，说明加味

四逆散的疗效和剂量不存在依赖性。

细胞凋亡是指细胞在一定的生理或病理条件

下，受内在多种基因（如 Caspase 家族，癌基因等）的
严格控制，完成一系列基因的激活、表达以及调控

等过程。3 个重要的凋亡通路包括线粒体通路、死

亡受体通路和内质网通路。Caspase 家族又称半胱

氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶，能够通过线粒体通

路、死亡受体通路调节细胞凋亡，其中的 Caspase-3

作为核心成员，是调节细胞凋亡的关键蛋白酶，因

此被称为“死亡蛋白酶”，是目前已知的可引起凋亡

的最后执行因子，特别是在癌症、缺血性损伤等许

多疾病的发生发展中起到重要作用［21］。研究还发

现 B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2），Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）
及与死亡因子（Fas）等信号通路与 Caspase-3 可能存

在相互作用［22］。cleaved Caspase-3 来自于 Caspase-3

活化过程中经剪切产生的活性片段，其表达程度可

反映 Caspase-3 的活性和细胞凋亡情况，与 Caspase-

3 呈负相关性。本研究中，模型组大鼠肝组织中，

cleaved Caspase-3 蛋白表达明显高于正常组，提示

慢性应激可诱导 Caspase-3 及 cleaved Caspase-3 蛋

白的表达从而促进肝细胞的凋亡，导致肝损伤。灌

胃给药后，加味四逆散可以通过促进 Caspase-3 蛋白

的表达，抑制 cleaved Caspase-3 蛋白的表达来达到

改善肝损伤的目的。由此推测慢性应激引起的肝

细胞凋亡是这些信号通路的共同结果，可对其具体

的调节途径进行进一步的研究。

另外，本实验结果发现加味四逆散能够降低抑

郁模型大鼠血清中 ALT 和 AST 水平，以及大鼠肝组

织中 TNF-α，IL-1β和 IL-6 生成，上调 Caspase-3 蛋白

表达，下调 cleaved Caspase-3 蛋白表达等作用，但与

加味四逆散的用药剂量存在负相关性，可能与部分

药材具有药效与药毒的双重性有关，因为中药的化

学成分与药理活性较复杂，往往既可以治疗肝病，

也可因为剂量的原因引起肝损伤，从而产生不良反

应［23］。因此，本实验的研究结果表明抑郁与肝损伤

存在着直接相关性，后期可通过探讨慢性应激所致

肝损伤的发病机制来推测其导致抑郁的程度和相

关治疗措施。
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