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基于 cAMP/PKA/CREB/BDNF 信号通路探讨
柴胡加龙骨牡蛎汤抗抑郁的作用机制
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［摘要］ 目的：该研究基于环磷酸腺苷（cAMP）/蛋白激酶 A（PKA）/cAMP 反应元件结合蛋白（CREB）/脑源性神经营养因

子（BDNF）信号通路探究柴胡加龙骨牡蛎汤对慢性不可预见性温和应激（CUMS）法制备的大鼠抑郁模型的干预作用。方法：

随机数字表法将 60 只 SD 大鼠分为正常组、模型组、柴胡加龙骨牡蛎汤低、中、高剂量组和氟西汀组。除正常组外，其他各组进

行 49 d 的 CUMS 制备大鼠抑郁模型。第 29 天开始给药，柴胡加龙骨牡蛎汤组低、中、高剂量组分别给予柴胡龙骨牡蛎汤颗粒

剂 2.89、5.78、11.56 g·kg-1，氟西汀组给予盐酸氟西汀胶囊 2.06 mg·kg-1。旷场实验和强迫游泳实验观察大鼠行为学表现，酶联

免疫吸附测定法（ELISA）测定大鼠海马组织 5-羟色胺（5-HT）、去甲肾上腺素（NE）、cAMP 水平；实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）检测大鼠海马组织 PKA、CREB、BDNF mRNA 表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠海马组织 PKA、

BDNF 蛋白表达水平；免疫组化法（IHC）检测 CREB 定位表达；苏木素 -伊红（HE）染色和尼氏染色观察海马组织形态学的变

化。结果：与正常组比较，模型组大鼠强迫游泳不动时间显著增加（P<0.01）；运动总距离、中央区停留时间、中央区进入总次

数、中央区运动距离均显著降低（P<0.01），海马 5-HT、NE、cAMP 含量显著降低（P<0.01），PKA 蛋白表达、BDNF 蛋白表达和

mRNA 水平、CREB 蛋白表达和 mRNA 水平显著降低（P<0.01）；与模型组比较，柴胡加龙骨牡蛎汤给药组大鼠强迫游泳不动时

间均显著降低（P<0.01），柴胡加龙骨牡蛎汤给药组大鼠运动总距离、中央区停留时间、中央区运动距离显著、央区进入次数明

显增加（P<0.05，P<0.01），柴胡加龙骨牡蛎汤给药组海马 5-HT 含量、NE 含量、cAMP 含量明显增高（P<0.05，P<0.01），柴胡加龙

骨牡蛎汤给药组海马 PKA 蛋白表达、CERB 和 BDNF 的 mRNA 及蛋白表达都显著增加（P<0.01）。HE 和尼氏染色显示海马神

经元结构恢复。结论：柴胡加龙骨牡蛎汤调节抑郁大鼠海马单胺类神经递质 5-HT、NE 水平，激活 cAMP/PKA/CREB/BDNF 信

号通路，上调 BDNF 表达，保护海马神经元的结构和功能，缓解大鼠焦虑、抑郁情绪。
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rat depression model prepared by chronic unpredictable mild stress（CUMS） based on cyclic adenosine

monophosphate（cAMP）/protein kinase A（PKA）/cAMP-response element-binding protein（CREB）-brain-

derived neurotrophic factor（BDNF）signaling pathway. Method：： Sixty SD rats were divided into normal

group，model group，and CLMT low-，medium- and high-dose groups and fluoxetine group（positive control）
according to random number table. They，except the normal group，were treated with CUMS for 49 days to

prepare the rat depression model. The CLMT low- ，medium- and high-dose groups were given 2.89，5.78

11.56 g·kg-1 of CHMD granules，respectively，and the fluoxetine group was given 2.06 mg·kg-1 of fluoxetine

hydrochloride on the 29th day. The normal group and the model group received equal volume of normal saline for

21 days. The behavioral performance of rats were observed by open field test and forced swim test. The levels of

5-hydroxytryptamine（5-HT），norepinephrine（NE）and cAMP in rat hippocampus were measured by enzyme-

linked immunosorbent assay（ELISA）. The mRNA expressions of PKA，CREB，and BDNF in rat hippocampus

were detected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR），and the

protein expressions of PKA and BDNF were detected by Western blot. Immunohistochemistry was used to

determine the expression of CREB，and hematoxylin and eosin（HE）staining and Nissl staining were used to

observe the morphological changes of hippocampus. Result：： Compared with the conditions in the normal

group，the immobility time of the model group in the forced swim test was increased（P<0.01）and the total

movement distance，residence time in central area，number of entries in central area and movement distance in

central area were decreased（P<0.01）. Additionally，the contents of 5-HT，NE and cAMP in hippocampus of the

model group as well as the protein expressions of PKA，BDNF and CRE，the mRNA expressions of BDNF and

CREB were lower than those in the normal group（P<0.01）. Compared with the model group，the CLMT groups

had reduced immobility time（P<0.01），elevated total movement distance，residence time in central area，

number of entries in central area and movement distance in central area（P<0.05，P<0.01），up-regulated

contents of 5-HT，NE and cAMP in hippocampus（P<0.05，P<0.01），and up-regulated protein expressions of

PKA，BDNF and CREB and mRNA expressions of BDNF and CREB（P<0.01）. HE staining and Nissl staining

showed that CLMT significantly improved the neuronal structure in rat hippocampus. Conclusion：： CLMT

alleviates the anxiety and depression of rats. These effects may be mediated by regulating monoamine

neurotransmitters 5-HT and NE in hippocampus of depressed rats， activating cAMP/PKA/CREB/BDNF

signaling pathway，up-regulating the expression of BDNF and protecting hippocampal structure and function .

［［Keywords］］ Chaihu and Longgu Mulitang；depression；cyclic adenosine monophosphate （cAMP）/

protein kinase A （PKA）/cAMP-response element-binding protein （CREB）/brain-derived neurotrophic factor

（BDNF）signaling pathway

抑郁症又称抑郁障碍，是一种常见的以显著而

持久的心境低落为主要特征的精神障碍性疾病。

抑郁症患者常出现情绪低落、躯体障碍、睡眠障碍、

认知和思维迟缓、意志减退、快感缺失及自杀倾向

和行为等症状［1］。抑郁症有诊断率低，发病率、复发

率、死亡率、自杀率、致残率高，疾病负担重等特

点［2-3］。目前，抑郁症发病原因尚不明确，抑郁症的

发病机制有多种假说，如神经递质假说、表观遗传

学假说、神经营养因子假说、神经适应性与可塑性

假说、氧化应激假说、炎症假说、肠道菌群假说

等［4-5］。脑源性神经营养因子（BDNF）作为一种重要

的神经营养因子，广泛存在于中枢神经系统，参与

神经元功能的维持、发育及神经元损伤后的修复［6］。

BDNF 水平与抑郁的发病密切相关。目前治疗抑郁

症的西药种类繁多，不同的药物针对不同发病机制

通过不同途径起效［7-8］。但西药治疗抑郁症，存在一

定的局限性，如起效慢、不良反应多、患者服药依从

性差等［9］。中医药多途径、多靶点起效，在治疗抑郁

症方面具有丰富的临床实践经验和凸显的优势［10］。

柴胡加龙骨牡蛎汤出自张仲景《伤寒论》：“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。”文献报道，

柴胡加龙骨牡蛎汤有和解少阳、镇惊安神之功，可

用来治疗抑郁症［11］。该方是经方中治疗抑郁症的

··18



第 29 卷第 3 期
2023 年 2 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 3

Feb. ，2023

经典名方，抗抑郁效果显著，研究其抗抑郁的作用

机制，对推广和临床应用柴胡加龙骨牡蛎汤，发挥

中医药治疗抑郁症的独特优势有重要意义。

本实验选用柴胡加龙骨牡蛎汤干预慢性不可

预见性温和应激（CUMS）建立的抑郁模型，旷场实

验和强迫游泳实验观察大鼠行为学的变化；酶联免

疫吸附测定法（ELISA）检测 5-羟色胺（5-HT）、去甲

肾上腺素（NE）、环磷酸腺苷（cAMP）水平；实时荧光

定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测蛋白激

酶 A（PKA）、cAMP 反应元件结合蛋白（CREB）、
BDNF mRNA 的 表 达；蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western

blot）检 测 PKA、BDNF 蛋 白 的 表 达；免 疫 组 化 法

（IHC）检测大鼠海马 CREB 定位表达；苏木素 -伊红

（HE）染色和尼氏染色观察海马组织形态学的变化。

本研究探讨柴胡加龙骨牡蛎汤方通过上调单胺类

神经递质 5-HT、NE 水平，激活 cAMP/PKA/CREB/

BDNF 信号通路发挥对抑郁大鼠海马神经元结构和

功能的保护作用。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只，体质量 180~

210 g，6~8 周龄，于郑州惠济区华兴实验动物养殖场

购买，动物质量合格证编号 410981211100019345，

实验单位使用许可证号 SYXK（豫）2020-0004。本

次实验研究经河南中医药大学实验动物伦理委员

会 审 批 ，实 验 动 物 伦 理 审 查 批 准 编 号

DWLL202107001。动物饲料由北京科澳协力饲料

有限公司提供，合格证号 SCXK（京）2019-0003。

1.2 药物与试剂 生姜（批号 21011381）、桂枝（批

号 21010531）、柴胡（批号 20122261）、黄芩（批号

20111011）、人 参（ 批 号 21021121）、茯 苓（ 批 号

21040461）、清 半 夏（批 号 20100311）、牡 蛎（批 号

21030071）、龙 骨（ 批 号 21030641）、大 黄（ 批 号

20120701），以上均为江阴天江药业有限公司生产

的中药颗粒剂，柴胡加龙骨牡蛎汤生药量为生姜

4.5 g、桂枝 4.5 g、柴胡 12 g、黄芩 4.5 g、人参 4.5 g、茯

苓 4.5 g、清半夏 6 g、牡蛎 4.5 g、龙骨 4.5 g、大黄 6 g，

每千克大鼠折算后的用药剂量设置为中剂量组，剂

量为 5.78 g·kg-1，低剂量组为 2.89 g·kg-1，高剂量组

为 11.56 g·kg-1；盐酸氟西汀胶囊（上海上药中西制

药有限公司，批号 210160）；4% 多聚甲醛（Biosharp

公司，批号 BL539A）；大鼠 cAMP、5-HT、NE ELISA

试剂盒（江苏酶免实业有限公司，批号分别为 MM-

0549R1、MM-0442R1、220302R）；β - 肌 动 蛋 白

（β-actin）抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗

兔、HRP 标记山羊抗鼠、BDNF 一抗、PKA 一抗、正

常兔血清、CREB 一抗、HE 染液套装、甲苯胺蓝染液

（武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

GB15003、GB23303、GB23301、GB11559、GB11598、

G1209、GB11539、G1003、G1032）；中性树胶、二甲

苯（国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

10004160、10023418）。PCR 引物由武汉赛维尔生

物科技有限公司设计合成，引物序列见表 1。

1.3 仪器 JT502N 型电子天平（上海精天电子仪

器有限公司）；SA215 型旷场装置（江苏赛昂斯生物

科技有限公司）；D3024R 型离心机（DragonLab 公

司）；RM2016 型病理切片机（上海徕卡仪器有限公

司）；Nikon Eclipse E100 型正置光学显微镜（日本尼

康公司）；JT-12J 型脱水机（武汉俊杰电子有限公

司）；RT-6100 型酶标仪（Rayto 公司）；CFX 型 Real-

time PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）；BV-2 型垂直电泳

仪、BT-2 型转印电泳仪（武汉赛维尔生物科技有限

公司）。
2 方法

2.1 实验分组、造模与给药 60 只 SPF 级 SD 雄性

大鼠饲养于有通风系统、12 h 光照/黑暗循环、室温

为 20~26 ℃的动物房内。适应性喂养 1 周，随机数

字表法将 60 只大鼠分为正常组、模型组、柴胡加龙

骨牡蛎汤低、中、高剂量组（中药低、中、高剂量组）、
氟西汀组，每组 10 只。除正常组外，其他各组大鼠

采用 CUMS 法制备抑郁模型［12］。本次实验采用的

CUMS 刺激方法有禁水（24 h）、夹尾（距尾根 1 cm，

3 min）、冷水游泳（4 ℃，5 min）、束缚（3 h）、热刺激

（45 ℃，持续 5 min）、禁食（24 h）、昼夜颠倒（白天给

予黑暗环境，夜晚给予光照）、潮湿垫料（24 h）等。

除正常组外，其他 5 组每天随机选择 2 种不同刺激

方法，相邻 2 d 刺激方法不重复使用，刺激 49 d。实

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

GAPDH

PKA

BDNF

CREB

序列（5'-3'）
上游 CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游 GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

上游 CCGAACTTGGACCTTGTGTGG

下游 CGCACCTTCCCAGAGACGATT

上游 GTGTGACAGTATTAGCGAGTGGG

下游 ACGATTGGGTAGTTCGGCATT

上游 CATTGCCCCTGGAGTTGTTAT

下游 CTCTTGCTGCTTCCCTGTTCTT

长度/bp

138

189

221

113
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验步骤均遵循有关实验动物伦理委员会的规定进

行规范操作。第 29 天开始给药。采取灌胃给药的

方法，给药剂量按照动物与人体每千克体质量剂量

折算系数计算得出。柴胡加龙骨牡蛎汤组低、中、

高剂量组分别给予柴胡龙骨牡蛎汤颗粒剂 2.89、

5.78、11.56 g·kg-1，阳 性 药 组 给 予 盐 酸 氟 西 汀

2.06 mg·kg-1，正常组和模型组给予等体积的生理盐

水，灌胃均为每天 1 次［13］。

2.2 行为学检测

2.2.1 强迫游泳实验 在安静的环境中，将大鼠置

于直径 40 cm、高 62 cm 的圆形盛水水桶中，水深约

为 30 cm，水温 22~25 ℃，使大鼠头部露出水面时后

肢无法触及水桶底部。计时 6 min，观察并记录大鼠

在后 4 min 内的不动时间。在实验期间及时清理大

鼠粪便并更换水。

2.2.2 旷场实验 在安静的环境中，将大鼠放入

长、宽各 100 cm，高为 40 cm 的黑色立方体敞箱中。

将敞箱底部划分为 25 个大小相等正方形格子，以中

间的 9 个格子为中央区，以周围的 16 个格子为周围

区。轻轻将大鼠放入最中间的格子，观察记录大鼠

5 min 中爬行的情况。

2.3 取材与制备 以 3% 戊巴比妥钠麻醉大鼠，给

药剂量为 1 mg·kg-1，每组 6 只大鼠冰上取全脑，左右

脑分开，分离海马，将海马放入离心管，置于液氮转

至-80 ℃冰箱保存，进行分子生物学检测；每组其余

大鼠冰上取全脑后将全脑置于 4% 多聚甲醛溶液中

固定，脱水，浸蜡，包埋，用于形态学观察。

2.4 ELISA 测 定 各 组 大 鼠 海 马 组 织 5-HT、NE、

cAMP 水 平 取 适 量 冻 存 的 海 马 组 织 加 PBS

（pH7.4）匀浆，4 ℃、3 000 r·min-1 离心 20 min（离心

半径 8.5 cm，下同），取上清。严格按照 ELISA 试剂

盒说明书进行操作。提前 30 min 将试剂盒内所有

试剂置于室温环境。

2.5 Real-time PCR 检测各组大鼠海马组织 PKA、

CREB、BDNF mRNA 表达 提取海马总 RNA，反

转录成 cDNA，之后进行 Real-time PCR 检测。PCR

扩增反应条件为 95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性

15 s，40 个循环；60 ℃退火/延伸 60 s，2-ΔΔCt计算方法

进行数据处理分析。

2.6 Western blot 检测海马组织 PKA、BDNF 蛋白

表达水平 将海马剪碎，加裂解液（10 倍组织体

积）、PMSF、以及钢珠，进行匀浆。之后放于冰上充

分裂解。4 ℃、12 000 r·min-1 离心 10 min，取上清。

加样电泳，转膜封闭，加一抗（TBST 稀释一抗，PKA

1∶1 000；BDNF 1∶1 000；β-actin 1∶3 000），4 ℃孵育

过夜。洗膜，加 HRP 标记的二抗（1∶5 000），孵育

30 min，洗膜。进行显影和定影，图像分析。

2.7 IHC 测 CREB 定位表达 石蜡切片脱蜡至水，

抗原修复，滴加 3%BSA，封闭加一抗 CREB 兔多克

隆抗体（1∶100），孵育过夜，加 HRP 标记的山羊抗兔

二抗（1∶200），孵育，DAB 显色，复染，脱水封片，显

微镜下观察，进行图像采集分析。

2.8 HE 染色观察脑组织海马 CA1 区病理变化 将

脑组织进行冠状切片，之后脱蜡至水，苏木素染色，

伊红染色，脱水封片，400 倍光镜下观察。

2.9 尼氏染色观察脑组织海马 CA1 区神经元变化

石蜡切片脱蜡至水，尼氏染色，透明封片，400 倍

光镜下观察。

2.10 统计学分析 采用 SPSS 25.0 统计学软件处

理实验结果，计量资料采用 x̄± s 表示，符合正态分布

的 计 量 资 料 采 用 单 因 素 方 差 分 析（one-way

ANOVA），符合方差齐性的数据组间两两比较选择

最小显著性差异法（LSD）检验，不符合方差齐性的

选择 Dunnett's T3 检验。不符合正态分布的计量资

料采用 Kruskal-Wallis秩和检验，以 α=0.05 作为检验

水准，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 大鼠一般状况 实验过程中，共死亡 2 只大

鼠，模型组大鼠死亡 1 只，高剂量组大鼠死亡 1 只。

实验结束时，正常组大鼠饮食、饮水正常，反应灵

敏，活动自如，与其他组大鼠比较，体型偏胖。模型

组大鼠饮食、饮水减少，精神状态较差，与其它各组

大鼠比较，体型瘦弱。柴胡加龙骨牡蛎汤低、中、高

剂量组和氟西汀组在药物干预后，与模型组比较，

饮食、饮水、精神状态、体质量等均有好转。后续结

果中动物均使用 8 只做统计学分析。

3.2 柴胡加龙骨牡蛎汤对大鼠行为学的影响

3.2.1 对抑郁大鼠强迫游泳实验中不动时间的影

响 造模 28 d 后，与正常组比较，各造模组（模型

组，中药低、中、高剂量组和氟西汀组）大鼠强迫游

泳不动时间均显著增加（P<0.01）；给药 21 d 后，与模

型组比较，中药中、高剂量组和氟西汀组大鼠强迫

游泳不动时间均显著降低（P<0.01）。见表 2。

3.2.2 对造模 28 d 后和给药 21 d 后抑郁大鼠旷场

实验结果的影响 造模 28 d 后，与正常组比较，各

造模组大鼠运动总距离、中央区停留时间、中央区

进入总次数、中央区运动距离均显著降低（P<0.01）。
见表 3。给药 21 d 后，与模型组比较，中药中、高剂
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量组和氟西汀组大鼠运动总距离显著增加（P<

0.01），中药中、高剂量组和氟西汀组大鼠中央区停

留时间明显增加（P<0.05，P<0.01），中药中、高剂量

组和氟西汀组大鼠中央区运动距离明显增加（P<

0.05，P<0.01），中药低、中、高剂量组和氟西汀组大

鼠 中 央 区 进 入 次 数 明 显 增 加（P<0.05，P<0.01）。
见表 4。

3.3 对抑郁大鼠海马 5-HT、NE、cAMP 含量的影响

与正常组比较，模型组大鼠海马 5-HT 含量显著降

低（P<0.01）；与模型组比较，中药低、中、高剂量组和

氟西汀组大鼠海马 5-HT 含量显著增高（P<0.01）。
与正常组比较，模型组大鼠海马 NE 含量显著降低

（P<0.01）；与模型组比较，中药中剂量组和氟西汀组

大鼠海马 NE 含量明显增高（P<0.05）。与正常组比

较，模型组大鼠海马 cAMP 含量显著降低（P<0.01）；
与模型组比较，中药低剂量组和氟西汀组大鼠海马

cAMP 含量显著增高（P<0.01）。见表 5。

3.4 对抑郁大鼠海马 PKA、CREB、BDNF mRNA

表达的影响 与正常组比较，模型组大鼠海马 PKA

mRNA 表达呈降低趋势，但差异无统计学意义；与
模型组比较，中药中、高剂量组和氟西汀组大鼠海

马 PKA mRNA 呈升高趋势，但差异无统计学意义。

与正常组比较，模型组大鼠海马 CREB mRNA 显著

降低（P<0.01）；与模型组比较，中药低、中、高剂量组

和氟西汀组大鼠海马 CERB mRNA 显著增加（P<

0.01）。 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 大 鼠 海 马 BDNF

mRNA 显著降低（P<0.01）；与模型组比较，中药低、

中、高剂量组和氟西汀组大鼠海马 BDNF mRNA 显

著增加（P<0.01）。见表 6。

3.5 对抑郁大鼠海马 PKA、BDNF 蛋白表达的影响

与正常组比较，模型组大鼠海马 PKA 蛋白表达显

著降低（P<0.01）；与模型组比较，中药中、高剂量组

和氟西汀组大鼠海马 PKA 蛋白表达显著增加（P<

表 4 柴胡加龙骨牡蛎汤对给药 21 d后抑郁大鼠旷场实验结果的影响（x̄± s，n=8）

Table 4 Effect of Chaihu and Longgu Mulitang on open field test results of depressed rats in 21 days after administration（x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

2.89

5.78

11.56

0.002 06

给药 21 d

运动总距离/m

27.35±1.00

12.22±1.792）

16.68±2.21

23.30±1.674）

26.40±2.354）

20.76±1.374）

中央区停留时间/s

48.46±2.97

5.76±2.032）

23.75±3.46

37.16±3.383）

36.34±1.543）

40.95±3.504）

中央区运动距离/m

6.93±0.46

0.55±0.222）

2.40±0.50

4.84±0.374）

5.08±0.993）

4.36±0.623）

中央区进入数/次

17.75±1.42

4.00±1.242）

9.88±1.013）

13.38±0.634）

16.25±2.014）

12.25±0.454）

表 2 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠强迫游泳实验中不动时间的影

响（x̄± s，n=8）

Table 2 Effect of Chaihu and Longgu Mulitang on immobility

time in forced swimming experiment of depressed rats（x̄± s，n=8）s

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

2.89

5.78

11.56

0.002 06

造模 28 d

42.70±4.70

77.00±9.812）

72.24±10.422）

78.98±4.352）

81.50±6.592）

82.71±4.882）

给药 21 d

39.46±2.81

105.19±4.452）

69.84±9.55

45.95±4.084）

54.59±2.304）

49.68±4.144）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3-表 8 同）

表 3 柴胡加龙骨牡蛎汤对造模 28 d后抑郁大鼠旷场实验结果的影响（x̄± s，n=8）

Table 3 Effect of Chaihu and Longgu Mulitang on open field experiment results of depressed rats in 28 days after modeling（x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

2.89

5.78

11.56

0.002 06

造模 28 d

运动总距离/m

22.19±0.88

8.56±1.492）

11.98±1.812）

13.07±1.622）

13.38±3.422）

10.42±1.542）

中央区停留时间/s

55.59±3.05

8.44±2.732）

6.21±1.042）

6.08±1.742）

11.04±1.632）

12.24±3.672）

中央区运动距离/m

6.50±0.40

1.01±0.252）

0.91±0.172）

1.06±0.332）

1.69±0.392）

1.15±0.322）

中央区进入数/次

19.88±1.49

4.38±1.192）

2.75±0.492）

4.13±0.832）

7.13±1.142）

4.50±1.252）

··21



第 29 卷第 3 期
2023 年 2 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 3

Feb. ，2023

0.01）。与正常组比较，模型组大鼠海马 BDNF 蛋白

表达显著降低（P<0.01）；与模型组比较，中药低、中、

高剂量组和氟西汀组大鼠海马 BDNF 蛋白表达显著

增加（P<0.01）。见表 7、图 1、图 2。

3.6 对抑郁大鼠海马 CREB 蛋白定位表达的影响

镜下可见 CREB 阳性表达呈棕黄色或棕褐色，主

要表达在海马区神经元细胞核。与正常组比较，模

型组大鼠海马区 CREB 蛋白平均积分吸光度显著降

低（P<0.01）；与模型组比较，中药低、中、高剂量组和

氟西汀组大鼠海马 CREB 蛋白平均积分吸光度显著

增加（P<0.01）。见表 8、图 3。

3.7 对抑郁大鼠海马 HE 染色的影响 HE 染色结

果显示，正常组大鼠海马 CA1 区神经元细胞排列整

齐、致密，结构完整，细胞形态规则，胞间分布均匀，

核仁染色清晰；与正常组比较，模型组大鼠海马

CA1 区神经元坏死多，排列疏松、混乱，神经元细胞

结构异常，出现细胞萎缩或肿胀的现象，细胞核固

缩、溶解或碎裂；给药后，与模型组比较，中药中、高

剂量组和氟西汀组神经元数量增加，细胞核固缩、

溶解或碎裂的现象减少，细胞排列趋于规则，分布

均匀。见图 4。

3.8 对抑郁大鼠海马尼氏染色的影响 尼氏染色

结果显示，正常组大鼠海马 CA1 区神经元细胞排列

整齐，细胞大小均匀、结构完整，胞核饱满，核膜清

表 5 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马 5-HT、NE、cAMP 含量的

影响（x̄± s，n=5）

Table 5 Effect of Chaihu and Longgu Mulitang on contents of

5-HT，NE and cAMP in hippocampus of depressed rats（x̄± s，n=5）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

氟西汀组

剂量

/g·kg-1

2.89

5.78

11.56

0.002 06

5-HT

/μg·L-1

14.99±1.45

7.26±0.552）

12.89±1.544）

13.93±1.084）

12.37±0.944）

14.17±0.764）

NE

/μg·L-1

5.25±0.35

2.87±0.372）

2.59±0.27

4.08±0.193）

3.91±0.56

4.14±0.373）

cAMP

/nmol·L-1

11.27±0.57

8.37±0.282）

9.88±0.194）

9.33±0.25

8.48±0.42

10.94±0.304）

表 6 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马 PKA、CERB、BDNF

mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of Chaihu and Longgu Mulitang on mRNA

expression of PKA， CERB and BDNF in depressed rat

hippocampus（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

氟西汀组

剂量

/g·kg-1

2.89

5.78

11.56

0.002 06

PKA

1.08±0.11

0.87±0.02

0.80±0.10

0.96±0.07

1.11±0.05

1.02±0.16

CREB

0.96±0.02

0.65±0.042）

0.98±0.054）

1.00±0.024）

0.96±0.154）

1.19±0.054）

BDNF

1.04±0.02

0.70±0.022）

0.81±0.034）

0.93±0.044）

0.83±0.024）

0.89±0.014）

表 7 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马 PKA、BDNF 蛋白表达的

影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of Chaihu and Longgu Mulitang on PKA and

BDNF protein expression in depressed rat hippocampus（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

2.89

5.78

11.56

0.002 06

PKA/β-actin

1.09±0.01

0.27±0.062）

0.43±0.04

0.86±0.134）

0.73±0.074）

1.05±0.144）

BDNF/β-actin

1.09±0.03

0.32±0.062）

0.66±0.034）

0.77±0.054）

0.52±0.024）

1.03±0.034）

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 中药低剂量组；D. 中药中剂量组；
E.中药高剂量组；F.氟西汀组（图 2-图 5 同）
图 1 各组大鼠海马 PKA蛋白表达电泳

Fig. 1 Electrophoresis of PKA protein expression in hippocampus

of rats in each group

图 2 各组大鼠海马 BDNF蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of BDNF protein expression in

hippocampus of rats in each group

表 8 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马 CREB蛋白平均积分吸光

度值的影响（x̄± s，n=3）

Table 8 Effect of Chaihu and Longgu Mulitang on average

optical density of CREB protein in hippocampus of depressed rats

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

2.89

5.78

11.56

0.002 06

CREB 平均积分吸光度

0.52±0.02

0.15±0.022）

0.32±0.054）

0.44±0.024）

0.44±0.014）

0.45±0.034）
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晰明显，胞质内有丰富的尼氏小体；与正常组比较，

模型组大鼠海马 CA1 区神经元数量减少，细胞排列

疏松、紊乱，神经元胞体肿胀，胞质内尼氏小体减

少，有核固缩、溶解、碎裂现象；中药中、高剂量组和

氟西汀组大鼠海马 CA1 区神经元数量均有所增加，

核固缩、溶解、碎裂现象减少，胞质内可见尼氏小

体。见图 5。

4 讨论

柴胡加龙骨牡蛎汤记载于张仲景《伤寒论》，是

和解少阳的经典柴胡剂，有疏肝理气、通阳泄热、畅

达三焦、活血化瘀、化痰解郁、调和气血、镇惊安神

之功，是从肝论治抑郁症的良方。柴胡疏肝解郁，

和解表里，升阳举陷，退热截疟；桂枝味温通经脉，

发汗解肌，助阳化气；黄芩清热燥湿，泻火解毒；半
夏燥湿化痰；茯苓利水渗湿健脾；人参补气键脾益

肺，生津止渴，安神增智，扶正祛邪；大黄泻热通便，

凉血解毒，破血逐瘀；龙骨和牡蛎平肝潜阳，固涩收

敛，软坚散结；生姜解表散寒、温中止呕、化痰止咳

和胃，调和诸药。现代实验研究表明，柴胡加龙骨

牡蛎汤调节下丘脑 -垂体 -肾上腺轴（HPA）轴、单胺

类神经递质等发挥抗抑郁作用［14-15］。

本研究选择 CUMS 抑郁模型，来模拟人类在慢

性、低水平、轻度源应激下所导致的抑郁状态，通过

在一段时间内给予动物长期、随机、不可预知的温

和刺激，诱导动物产生抑郁样行为。旷场实验和强

迫游泳实验评估动物的焦虑情绪、紧张情绪、绝望

情绪和运动功能［16-17］。旷场实验结果显示，模型组

大鼠运动总距离、中央区停留时间、中央区进入次

数、中央区运动距离减少。强迫游泳实验结果显

示，模型组大鼠强迫游泳实验中的不动时间增加，

与文献报道一致［18］，提示造模成功。给药后，柴胡

加龙骨牡蛎汤中、高剂量组大鼠强迫游泳实验中的

不动时间减少，柴胡加龙骨牡蛎汤中、高剂量组大

鼠的运动总距离、中央区停留时间显著和中央区运

动距离都显著增加，柴胡加龙骨牡蛎汤低、中、高剂

量组大鼠的中央区进入次数显著增加，差异有统计

学意义。旷场实验和强迫游泳实验结果提示柴胡

图 3 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马区 CREB定位表达的影响

（IHC，×400）

Fig. 3 Effect of Chaihu and Longgu Mulitang on localization and

expression of CREB in depressed rat hippocampus（IHC，×400）

图 4 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马 CA1 区病理变化的影响

（HE，×400）
Fig. 4 Effect of Chaihu and Longgu Mulitang on pathological

changes of hippocampal CA1 area of depressed rats（HE，×400）

图 5 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马 CA1 区尼氏染色结果的

影响（尼氏，×400）
Fig. 5 Effect of Chaihu and Longgu Mulitang on Nissl staining

results of hippocampal CA1 area of depressed rats（Nissner，×400）
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加龙骨牡蛎汤可改善抑郁大鼠探索新环境的能力

和在新环境中的活动情况，改善抑郁大鼠的焦虑、

紧张、绝望情绪。

神经递质假说是抑郁症发病机制的经典假说。

研究较多的有单胺类神经递质 5-HT、NE 等。5-HT

是广泛存在于哺乳动物组织中的一种吲哚衍生物，

是抑制性神经递质和血管活性物质，在大脑皮层和

神经突触内高表达，在调节情绪状态、学习记忆、活

动节律等方面发挥重要作用［19］。5-HT 通过激活其

受体进而调节相关信号通路，发挥生理功能。研究

显示，抑郁症患者中枢神经系统 5-HT 水平降低［20］。

NE 由肾上腺素去掉 N 甲基形成，在神经末梢突触间

发挥作用，影响神经可塑性，调节机体认知、情绪、

疼痛等生理功能。抑郁症患者脑内 NE 水平降低，

导致 NE 系统功能障碍，导致患者的记忆认知功能

受损，产生抑郁、焦虑情绪［21］。本研究发现，与正常

组比较，模型组大鼠海马 5-HT 和 NE 水平显著降

低，差异有统计学意义，与文献报道一致［22］，提示抑

郁会造成海马单胺类神经递质 5-HT、NE 水平降低。

与模型组比较，柴胡加龙骨牡蛎汤低、中、高剂量组

大鼠海马 5-HT 含量显著增高，柴胡加龙骨牡蛎汤中

剂量组大鼠海马 NE 含量显著增高。提示柴胡加龙

骨牡蛎汤对抑郁大鼠海马 5-HT、NE 有调节作用。

cAMP 信号传导途径参与了神经干细胞的神经

发生、记忆和学习能力，据报道，cAMP/PKA/CREB/

BDNF 信号通路与抑郁症关系密切［23-24］。cAMP 被

称为环磷酸腺苷，由腺苷酸环化酶（AC）催化三磷酸

腺苷（ATP）脱去一个焦磷酸形成，被称为生命信息

传递的“第二信使”，参与神经节突触传递、细胞内

的物质代谢调节和生物学反应。在 cAMP/PKA/

CREB/BDNF 信号通路中，细胞膜上 G 蛋白耦联受

体与单胺类神经递质结合后通过 AC 激活 cAMP，后

者激活 PKA，PKA 的催化亚基解离，进入细胞核后

磷酸化 CREB，启动靶基因转录［25］。据报道，CREB

在神经生长、神经发育、细胞修复、突触可塑性、记

忆功能中发挥重要作用。CREB 参与细胞信号转

导，与神经元生长、发育相关，在神经元损伤中起神

经保护作用［26-27］。BDNF 是一种有神经营养作用的

蛋白质，是碱性蛋白质。作为神经营养因子家族中

的重要成员，BDNF 在中枢神经系统中广泛表达，其

中 BDNF 在海马和皮质中大量表达［28］。BDNF 可维

持情绪和认知功能，参与各种学习和记忆功能力，

促进神经元生长、存活、发育，减轻中枢神经系统神

经元的损伤，增加突触可塑性［29］。BDNF 是 CREB

的下游靶点［30］。CREB 接受 BDNF 的调控，CREB

和 BDNF 表达水平有相关性［31］。研究表明，抑郁大

鼠海马内 cAMP、PKA、CREB、BDNF 表达降低［32-33］。

本研究结果显示，与正常组比较，模型组大鼠海马

cAMP 水平，PKA 蛋白水平，CREB mRNA 和蛋白水

平，BDNF mRNA 和蛋白水平均显著降低，差异有统

计 学 意 义 。 提 示 抑 郁 发 生 会 降 低 cAMP、PKA、

CREB、BDNF 等表达，cAMP/PKA/CREB/BDNF 信

号通路下调是抑郁症的发病机制之一。柴胡加龙

骨牡蛎汤干预后 ，柴胡加龙骨牡蛎汤低剂量组

cAMP 水平升高，柴胡加龙骨牡蛎汤中、高剂量组

PKA 蛋白表达升高，柴胡加龙骨牡蛎汤低、中、高剂

量组大鼠海马 CERB mRNA 和蛋白、BDNF mRNA

和蛋白表达显著增加。实验结果提示柴胡加龙骨

牡蛎汤提高海马 cAMP、PKA、CREB、BDNF 的表

达，激活 cAMP/PKA/CREB/BDNF 信号通路改善抑

郁症。HE 染色发现，模型组大鼠海马 CA1 区神经

元坏死，出现细胞萎缩或肿胀的现象。给药后神经

元数量增多，细胞排列趋于规则。尼氏染色结果显

示模型组大鼠海马 CA1 区神经元数量减少，神经元

胞体肿胀，胞质内尼氏小体减少，柴胡加龙骨牡蛎

汤干预后，CA1 区神经元数量增加，核固缩、溶解、

碎裂现象减少。结果提示 CUMS 造模会造成海马

损伤，柴胡加龙骨牡蛎汤可减轻抑郁大鼠海马的损

伤。结果显示柴胡加龙骨牡蛎汤与阳性药药氟西

汀效果相当，提示该方治疗效果显著，中药治疗辨

证施治，注重整体观，在临床药效上副作用小，该实

验结果提示中药治疗抑郁症有一定优势。

综上所述，柴胡加龙骨牡蛎汤给药后，提高了

抑郁大鼠单胺类海马神经递质 5-HT、NE 的表达，上

调 cAMP/PKA/CREB/BDNF 信号通路，减轻了海马

损伤，改善了抑郁症。可进一步通过细胞实验以及

增加靶点抑制剂组作为对照组来验证中药作用于

该靶点的分子机制。
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