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小柴胡汤加味对慢性束缚抑郁模型大鼠海马谷氨酸转运体
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［摘要］ 目的：观察小柴胡汤加味对慢性束缚抑郁模型大鼠海马谷氨酸膜转运体（EAATs）及囊泡转运体（VGLUTs）表达

的影响，探讨小柴胡汤加味基于谷氨酸转运的抗抑郁机制。方法：120 只 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、小柴胡汤加味组

低、中、高剂量组、利鲁唑组，每组 20 只。除正常组外，其余各组采用束缚应激制备大鼠抑郁模型，小柴胡汤加味低、中、高剂量

组分别灌胃（ig）小柴胡汤加味 6.5，13，26 g·kg-1；利鲁唑组腹腔注射利鲁唑 20 mg·kg-1；正常组和模型组 ig 等量生理盐水；
1 次/d，共干预 21 d。采用强迫游泳实验（FST）和悬尾实验（TST）评价大鼠的抑郁行为；采用高效液相色谱法（HPLC）检测海马

组织中谷氨酸含量；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测大鼠海马中 EAAT1，EAAT2 和 EAAT3 mRNA 表达；蛋
白免疫印迹法（Western blot）检测海马组织 EAAT1，EAAT2，EAAT3，VGLUT1，VGLUT2 蛋白表达；用尼氏染色法观察大鼠海

马神经元形态，免疫组化（IHC）检测海马 CA1 区 EAAT1，EAAT2 和 NeuN 蛋白在神经细胞中的定位表达。结果：与正常组比

较，模型组大鼠悬尾和强迫游泳不动时间均显著延长（P<0.01），海马内 EAAT1，EAAT2，EAAT3 mRNA 和蛋白表达均显著下降

（P<0.01），VGLUT1 和 NeuN 蛋白表达均显著降低（P<0.01）；而谷氨酸水平和 VGLUT2 表达均显著增高（P<0.01）。与模型组

比较，小柴胡汤加味中、高剂量组大鼠悬尾和强迫游泳不动时间明显缩短（P<0.05，P<0.01），海马内 EAAT1，EAAT2 和 EAAT3

mRNA 和蛋白表达量均显著增加（P<0.01），VGLUT1 和 NeuN 蛋白表达均显著增强（P<0.01），谷氨酸水平和 VGLUT2 表达显

著回降（P<0.01），海马神经元结构明显复原。结论：小柴胡汤加味有明显的抗抑郁作用，其机制可能与其上调大鼠海马内

EAAT1，EAAT2，EAAT3 基因和 VGLUT1 蛋白表达。
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［Abstract］ Objective： To study the effect of modified Xiao Chaihutang on the expressions of

excitatory amino acid transporters（EAATs）and vesicle glutamate transporters（VGLUTs）in hippocampus of rats

with chronic depression，in order to explore the anti-depressant mechanism of modified Xiao Chaihutang based

on glutamate transport. Method： A total of 120 SD rats were randomly divided into normal group，model

group，and low，middle and high-dose modified Xiaochaihutang groups（6.5，13，26 g·kg-1）and riluzole

group，with 20 rats in each group． Except normal group，the depression model of rats was prepared through

Chronic restraint stress（CRS）. The normal group and the model group were intragastrically（ig）given normal

saline. The modified Xiao Chaihutang groups were intragastrically given corresponding herbal drugs（6.5，13，

26 g·kg-1），and the Riluzole group was given Riluzole 20 mg·kg-1 through intraoeritoneal injection for 21 days，

once a day. Then the depressive behaviors of rats were observed by forced swimming test（FST）and tail

suspension test（TST）. The level of glutamic acid（Glu） in rats hippocampus was determined by high

performance liquid chromatography（HPLC）. The mRNA expressions of EAAT1，EAAT2 and EAAT3 in

hippocampus were detected by Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）
method. Western blot was used to detect the protein expressions of EAAT1，EAAT2，EAAT3，VGLUT1 and

VGLUT2 in rat hippocampus tissue. Nissl staining was used to observe the morphology of hippocampal neurons

in rats. Immunohistochemical（IHC）S-P method were used to detect the location expressions of EAAT1，EAAT2

and NeuN proteins in rat hippocampal CA1 region tissue. Result：The immobility times in FST and TST were

increased significantly（P<0.01），the mRNA and protein expressions of EAAT1，EAAT2，EAAT3 were decreased

significantly（P<0.01），and as well as the expressions of VGLUT1 and NeuN were decreased significantly（P<

0.01），while the level of Glutamate and the expression of VGLUT2 were increased significantly（P<0.01）in

model group，compared with normal group. Compared with model group，the immobility times in FST and TST

were decreased significantly（P<0.05，P<0.01），mRNA and protein expressions of EAAT1，EAAT2，EAAT3

were increased significantly（P<0.01），and expressions of VGLUT1 and NeuN were increased significantly（P<

0.01）. However，the level of Glutamate and the expression of VGLUT2 were decreased significantly（P<0.01），
and the damage of hippocampal neurons in rats was mild in middle and high-dose modified Xiao Chaihutang

groups. Conclusion：Modified Xiao Chaihutang has an anti-depressive effect. Its mechanism may be related to

its up-regulation of expressions of EAAT1，EAAT2，EAAT3 genes and VGLUT1 protein in the hippocampus of

depression model rats.

［Key words］ depression； Xiao Chaihutang； Suanzaoren tang； excitatory amino acid transporters

（EAATs）；vesicle glutamate transporters（VGLUTs）

抑郁症是以显著，持久的心境低落，兴趣丧失，

睡眠紊乱，食欲下降等为特征的慢性精神障碍类疾

病，长期持续的抑郁可导致严重的认知和运动功能

障碍，位居失能性疾病首位［1］。但目前抑郁症的病

因和发病机制不清。临床广泛应用的主要针对单

胺类神经递质的药物存在起效慢 ，有效率不足

70%，停药后复发等问题［2］，可能还存在其他抑郁的

机制。神经元合成的谷氨酸，经囊泡谷氨酸转运体

（VGLUTs）转入并贮存于囊泡中，突触前膜释放的

谷氨酸（Glu），通过 Glu 受体发挥作用后，被位于神

经细胞膜的兴奋性氨基酸转运体（EAATs）摄取，灭

活，避免发生兴奋性氨基酸毒性［3］。研究发现 Glu

系统异常与抑郁症发病有一定的关系［4］。

抑郁症属于中医“郁证”范畴。小柴胡汤加味

是在《伤寒论》中小柴胡汤原方和《金匮要略》中酸

枣仁汤的基础上加减组合而成。抑郁症临床表现

为烦躁、失眠、焦虑、恶心、食欲不佳等症状，契合小

柴胡汤证之“嘿嘿不欲饮食”“心烦喜呕”及酸枣仁

汤证之“虚劳虚烦不得眠”［5］。本研究兼采小柴胡汤

与酸枣仁汤之长，加减而成小柴胡汤加味。该方诸

··28



第 26 卷第 23 期
2020 年 12 月

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

Vol. 26，No. 23

Dec. ，2020

药合用，邪气得解，少阳得和，共奏疏肝解郁，清热

除烦，宁心安神之效［6-7］。但其药理机制不清。

本实验旨在观察小柴胡汤加味对慢性束缚应

激抑郁模型大鼠海马 Glu 及其膜转运体 1（EAAT1），
EAAT2，EAAT3 mRNA 表 达 ，以 及 囊 泡 转 运 体 1

（VGLUT1），VGLUT2 蛋白表达的影响，探讨小柴胡

汤加味基于 Glu 转运的抗抑郁机制。

1 材料

1.1 动 物 健 康 SD 雄 性 大 鼠 ，SPF 级 ，体 质 量

（200±20）g，6 周龄，购自购自河南省实验动物中心，

实验动物生产合格证号 SCXK（豫）2017-0001，动物

质量合格证号 NO. 41003100006058。动物饲料 A

级 ，购 自 河 南 省 实 验 动 物 中 心 ，质 量 合 格 证 号

NO. 41000100004370，生 产 合 格 证 号 SCXK（豫）
2015-0005。实验动物使用许可证号 SYXK（豫）
2015-0005，经河南中医药大学实验动物伦理委员会

审 核 实 验 动 物 伦 理 审 查 批 准 编 号

DWLL2017010032。

1.2 药物及试剂 小柴胡汤加味由北柴胡（批号

18051111）30 g，黄芩（批号 18081431），人参片（批号

1701120），清半夏（批号 18032321），炙甘草（批号

18062091），生姜（批号 18021811）各 9 g，大枣 10 g，

酸枣仁（批号 18031151）15 g，茯苓（批号 18041411）
6 g，知母（批号 1710039）6 g，川芎（批号 18041331）
6 g 等组成，以上均为江阴天江药业有限公司生产的

中药配方颗粒。利鲁唑片（每片含利鲁唑 50 mg，江

苏恩华药业股份有限公司，批号 20180119）；Glu 对

照 品 ，苏 木 素（ 美 国 Sigma 公 司 ，批 号 分 别 为

20181012，H9627）；兔 抗 EAAT1，EAAT2，EAAT3，

VGLUT1，VGLUT2 和 NeuN 多 克 隆 抗 体（ 美 国

Thermo Scientific 公 司 ，批 号 分 别 为 UF2796539，

UH2830003，VB2945584，TI275038，RJ2268071，

TA2514052C）；兔 抗 大 鼠 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）单克隆抗体（上海康成生物工程有限公

司，批号 1202）；辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗兔

免疫球蛋白（Ig）G 二抗（美国 Abnova 公司，批号

301005）；RIPA 裂解液，BCA 蛋白定量试剂盒，超敏

ECL 发光试剂盒，彩色预染蛋白质相对分子质量

Maker（上海威奥生物科技有限公司，批号分别为

WB0101，WB0125，WB2164，WB0173）；聚偏二氟乙

烯（PVDF）膜（ 美 国 Millipore 公 司 ，批 号

IPVH00010）；即用型 SABC，DAB 显色试剂盒（武汉

博士德生物工程有限公司，批号分别为 10L18B，

K163323C）；伊红（国药集团化学试剂有限公司，批

号 71014544）；尼氏染色试剂盒（亚甲蓝法，北京索

莱宝生物科技有限公司，批号 20170715）；总 RNA

提取试剂盒［天根生化科技（北京）有限公司，批号

DP419］；反转录试剂盒和实时荧光定量聚合酶链式

反应（Real-time PCR）试剂盒［宝生物工程（大连）有
限公司，批号分别为 RR037A，RR037A］；EAAT1，

EAAT2，EAAT3，GAPDH 的 PCR 引物由生工生物工

程（上海）公司设计合成，引物序列见表 1。

1.3 仪器 zk-gd1 型大鼠固定器（河南智科弘润环

保科技有限公司）；LW211 型 Morris 水迷宫（中国医

学科学院药物所）；DU640 型紫外分光光度计（美国

Beckman 公司）；U-3000 型高效液相色谱仪（德国

Thermo Fisher Scientific 公司）；Powerwave XS 型波

长扫描酶标议（美国 BioTek 公司）；272007028 型

Real-time PCR 仪（美国 Applied biosystems 公司）；
Powerpac Universal 通用型电泳仪（美国伯乐公司）；
Leica EG1150 ST5020 型自动包埋机和 LEICA RM

2265 型全自动轮转切片机（德国 Leica 公司）；20486

型显微摄像仪（日本 Tokyo 公司）；BX51 型荧光显微

镜及病理图像分析系统（日本 Olympus公司）。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

EAAT1

EAAT2

EAAT3

GAPDH

序列

上游 5′-GC-CATCATGAGATTGGTAGCGGT-3′

下游 5′-GGAAGTAGAGGAGAGGCAGGACGA-3′

上游 5′-TGGCTGCTGGATAGAATGAC-3′

下游 5′-TCGTCATAAATGGACTGCGT-3′

上游 5′-ACCGCGTGTTTATTGCGCAACTGAATTCAAGA-3′

下游 5′-GATTCAGTTGCGCAATAAACACGCTTTTTTG-3′

上游 5′-CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3′

下游 5′-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3′

长度/bp

187

161

132

128
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2 方法

2.1 模型制备与分组 慢性束缚刺激（CRS）制备

抑郁大鼠模型［8］，大鼠适应性饲养 5 d 后，先随机选

取 20 只大鼠为正常组；其余 100 只用于造模。除正

常组外，将造模大鼠置于大鼠束缚固定器内，每天

给予束缚应激 1 次，每次 6 h 禁食，禁水，于 9：00～

15：00 进行，应激结束后，将大鼠放回笼中孤养，自

由进食和饮水，连续 21 d 造模完成。将 100 只造模

大鼠随机平均分为模型组，小柴胡汤加味低、中、高

剂量组和利鲁唑组，每组 20 只。

2.2 给 药 从 实 验 第 22~42 天 ，每 天 束 缚 应 激

30 min 后，小柴胡汤加味低，中，高组分别灌胃（ig）
6.5，13，26 g·kg-1；利鲁唑组腹腔注射 20 mg·kg-1［9］；
正常组和模型组等体积生理盐水 ig，1 次/d。

2.3 行为学检测 每组随机抽取 10 只大鼠，于给

药 21 d 进行行为学检测。

2.3.1 强迫游泳实验（FST） 正式实验前 1 d 先预

实验训练游泳，将大鼠置于高约 70 cm，直径 30 cm

的透明玻璃圆桶中，水深为 40 cm，水温（25±5）℃，

使大鼠上不能跳出水槽，下直立不能触及底部。正

式强迫游泳实验用摄像机记录其 6 min 游泳过程，

并对最后 4 min 内的不动（漂浮，上身不动，下肢踩

水算作不动）的时间进行统计。

2.3.2 悬尾实验（TST） 用透明胶带在离尾部尾端

约 1 cm 处将大鼠尾巴黏附悬挂在固定铁架上，头向

下倒立。大鼠头部距底面约 20 cm。录像 6 min，计

算最后 4 min 内大鼠不动的时间。

2.4 标本制备 实验第 43 天取材。每组先随机选

取 10 只大鼠用于形态学观察，10% 水合氯醛腹腔注

射麻醉，开胸，从心尖至升主动脉插入灌注针头，灌

注多聚甲醛至大鼠全身僵直，无菌断头取脑，剥离

海马，4% 多聚甲醛溶液中固定 24 h，常规石蜡包埋，

切片厚 8 μm，用于苏木素 -伊红（HE）染色，尼氏染

色及免疫组化。每组余下 10 只大鼠用于分子生物

学检测，腹腔麻醉，腹主动脉取血后，断头取全脑，

在超净台冰面上迅速分离海马，放入提前标记，预

冷的 1.5 mL 灭菌冻存管中，快速液氮冷冻，-80 ℃

冰箱储存备用，用于海马组织中 Glu 含量测定，Real-

time PCR 及蛋白免疫印迹法（Western blot）等检测。

2.5 高效液相色谱（HPLC）检测海马组织匀浆中

Glu 含量 取冷冻保存的海马组织 20 mg，加预冷的

生理盐水置匀浆器中，加 90% 乙醇适量，冷冻环境

下 制 成 10% 组 织 匀 浆 ，4 ℃，12 000 r·min-1 离 心

15 min，取上清液，在 80 ℃水浴中蒸干除去乙醇，经

0.22 μm 滤膜过滤。采用 HPLC 测定海马组织 Glu

水平。按照说明书配制 Glu 对照品溶液做对照。

HPLC 检 测 条 件 为 Quattro 3 C18 色 谱 柱（4.6 mm×

250 mm，5 μm）；流动相 0.05 mol·L-1磷酸盐缓冲液 -

甲醇（80∶20）；流速 1.0 mL·min-1；进样量 20 μL；柱
温 30 ℃。紫外检测波长 360 nm，梯度洗脱。以峰

面积为纵坐标 Y，进样质量浓度（mg·L-1）为横坐标

X，绘制标准曲线，检测线性范围，进行线性回归。

用仪器自带软件，计算各组 Glu 质量浓度（mg·L-1），
并根据海马组织质量换算为 μg∙g-1（prot）。
2.6 Real-time PCR 检 测 海 马 匀 浆 中 EAAT1，

EAAT2 和 EAAT3 mRNA 表达 trizol抽提总 RNA，

紫外分光光度计测得吸光度 A260 nm/280 nm 在

1.8～2.0，检测 RNA 的浓度与纯度值。将 RNA 反转

录成 cDNA，按逆转录试剂盒说明书配制 cDNA 合

成 所 需 的 反 应 体 系 ，普 通 PCR 仪 中 合 成 cDNA：

25 ℃ 5 min，42 ℃ 60 min；4 ℃ 10 min。取所得的

cDNA 2 μL，用 20 μL 反应体系中 PCR 扩增，反应条

件 95 ℃预变性 1 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火延

伸 30 s，40 个循环。采用仪器自带软件，对扩增曲

线，熔解曲线进行数据分析，获取 Ct 值。计算各实

验组 2-ΔΔCt 值，求得目的基因相对于 GAPDH mRNA

表达量。

2.7 Western blot 检 测 海 马 组 织 VGLUT1 和

VGLUT1 蛋白表达 取大鼠海马组织，称质量，放

入匀浆器中，按比例加入组织蛋白裂解液，超声破

碎仪匀浆，4 ℃，1 万 r·min-1 离心 10 min，提取上清

液。用 BCA 蛋白浓度检测试剂盒测定总蛋白浓度，

计算出所需的蛋白量。以 GAPDH 为内参进行电

泳。提取蛋白按比例加 4 次 ×上样缓冲液，煮沸

10 min 后，进行聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳。

电泳后，蛋白转至 PVDF 膜，用 5% 脱脂牛奶 4 ℃过

夜，封闭 PVDF 膜。兔抗大鼠 EAAT1（1∶1 000），
EAAT2（1∶1 000），EAAT3（1∶250）抗体，兔抗大鼠

VGLUT1（1∶500）和 VGLUT1（1∶500）单克隆抗体及

兔抗大鼠 GAPDH 多克隆抗体（1∶2 000），4 ℃孵育

过夜。TBS 液洗涤 PVDF 膜 3 次×10 min，而后分别

滴加山羊抗兔 HRP 酶标记的 IgG（1∶5 000），室温孵

育 2 h。 TBS 液洗膜，ECL 显影，Image-ProPlus 6.0

软件分析蛋白条带灰度值，进行蛋白半定量分析。

2.8 尼氏染色法观察海马神经元的形态 将海马

组织蜡块切片厚 6～８μm，二甲苯脱脂，于甲苯胺

蓝（1%）溶液中室温浸染 20 min，蒸馏水浸洗 5 min，

梯度乙醇浸泡脱水（依次为 70% 乙醇，2 min；95% 乙
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醇，5 min；无水乙醇，3 min。），二甲苯透明剂 2 次，

5 min/次，中性树胶封片。 400 倍光镜下观察海马

CA1 区神经元。

2.9 HE 染色观察海马 CA1 区组织病理形态学改

变 将海马 CA1 区组织置于 4% 多聚甲醛固定，石

蜡包埋，切片，二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，苏木素

染色，水洗，盐酸乙醇分化，水洗蓝化，伊红染色，梯

度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，显微镜

观察。

2.10 免疫组化检测海马 CA1 区 EAAT1，EAAT2 表

达 常规二甲苯脱蜡至水化，3%H2O2 封闭，微波修

复抗原，加兔抗大鼠 EAAT1，EAAT2 一抗，4 ℃过

夜，加生物素化山羊抗兔二抗，加 SABC 工作液，

DAB 显色，苏木素复染，烤片，封片。以磷酸盐缓冲

液（PBS）代替一抗作阴性对照，以已知阳性片作阳

性对照。以棕黄色颗粒为阳性表达，每张切片选取

海马 CA1 区 10 个不重叠高倍视野（×400），采用显

微图像分析系统，计算每张切片阳性着色积分吸光

度 IA。

2.11 统计学处理 应用统计软件 SPSS 25.0 统计

分析，定量数据采用 x̄± s 表示，组间比较采用单因素

方差分析，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对抑郁大鼠 TST 和 FST 的影响 与正常组比

较，模型组 TST 和 FST 不动时间显著延长（P<0.01）；
与模型组比较，利鲁唑和小柴胡汤加味高、中、低剂

量 组 TST 和 FST 不 动 时 间 明 显 缩 短（P<0.05，P<

0.01）。见表 2。

3.2 对抑郁大鼠海马组织中 Glu 含量的影响 与

正常组比较，模型组海马 Glu 含量显著升高（P<

0.01）；与模型组比较，小柴胡汤加味高、中、低剂量

组组 Glu 含量明显降低（P<0.05，P<0.01），差异有明

显统计学意义。见表 3。

3.3 对 抑 郁 大 鼠 海 马 组 织 中 EAAT1，EAAT2 和

EAAT3 mRNA 表达的影响 与正常组比较，模型

组大鼠海马内 EAAT1，EAAT2 和 EAAT3 mRNA 表

达均显著降低（P<0.01）；与模型组比较，小柴胡汤

加 味 中 、高 剂 量 组 ，利 鲁 唑 组 大 鼠 海 马 EAAT1，

EAAT2 和 EAAT3 mRNA 表 达 均 显 著 提 高（P<

0.01）。见表 3。

3.4 对 抑 郁 大 鼠 海 马 EAAT1，EAAT2，EAAT3，

VGLUT1 和 VGLUT1 蛋白表达水平的影响 与正

常 组 比 较 ，模 型 组 大 鼠 海 马 内 EAAT1，EAAT2，

EAAT3，VGLUT1 和 VGLUT1 蛋白表达均显著降低

（P<0.01），VGLUT2 表达显著升高（P<0.01）。与模

型组比较，小柴胡汤加味中、高剂量组大鼠海马内

EAAT1，EAAT2，EAAT3 和 VGLUT1 蛋白表达量均

明显升高（P<0.05，P<0.01）。见表 4，图 1。

3.5 对抑郁大鼠海马 CA1 区组织结构的影响 正

常组海马 CA1 区神经元结构完整，极性明显，可见

表 2 小柴胡汤加味对抑郁大鼠 TST和 FST的影影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of modified Xiao Chaihutang on TST and FST

experiment behaviour result of each group rats（x̄± s，n=10） s

组别

正常

模型

小柴胡汤加味

利鲁唑

剂量/g·kg-1

-

-

6.50

13.00

26.00

0.02

TST

101.38±21.31

189.21±25.761)

158.32±27.632)

142.54±23.723)

132.56±25.433)

131.78±22.713)

FST

81.51±20.32

151.91±23.311)

131.76±24.372)

120.45±21.342)

98.82±23.413)

111.54±14.303)

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 3~5 同）。

表 3 小柴胡汤加味对抑郁大鼠海马组织 Glu含量，EAAT1，EAAT2和 EAAT3 mRNA表达的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of modified Xiao Chaihutang on glutamic acid content, expression of AAT1, EAAT2 and EAAT3 mRNA in hippocampus of

depression rats（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

小柴胡汤加味

利鲁唑

剂量/g·kg-1

-

-

6.50

13.00

26.00

0.02

Glu/μg∙g-1

203.23±29.35

281.25±31.271)

262.43±34.252)

243.18±24.513)

244.23±23.473)

245.23±22.313)

EAAT1 mRNA

1.45±0.13

0.81±0.051)

0.94±0.03

1.22±0.123)

1.32±0.143)

1.08±0.113)

EAAT2 mRNA

1.59±0.15

1.01±0.111)

1.11±0.12

1.38±0.123)

1.41±0.133)

1.21±0.133)

EAAT3 mRNA

0.55±0.13

0.12±0.011)

0.13±0.02

0.26±0.033)

0.30±0.023)

0.32±0.023)
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细胞排列整齐致密，细胞形态规则，细胞间隙均匀，

核仁清晰。与正常组比较，模型组海马 CA1 区神经

元有的萎缩，部分肿胀接近球形，肿胀的神经元胞

浆浅染呈空泡状，细胞核呈固缩，碎裂或溶解，神经

元坏死较多，细胞层数减少，排列疏松。与模型组

比较，小柴胡汤加味中、高剂量组和利鲁唑组海马

CA1 区神经元的数量均增加，细胞排列较紧密，细

胞层数增多。见图 2。

3.6 对抑郁大鼠海马 CA1 区神经元尼氏染色的影

响 正常组海马 CA1 区锥体细胞排列整齐密集，细

胞大小比较均匀，细胞结构完整，胞质染色较深，细

胞核饱满，核大而圆，核膜边界明显，核仁清晰，胞

质内可见丰富的尼氏小体。与正常组比较，模型组

海马 CA1 区体神经元层数明显减少，密度显著下

降，细胞排列松散紊乱，大部分神经元胞体肿胀，胞

质中尼氏小体少，胞质着色变浅，呈空泡状，少数细

胞皱缩，有核固缩，核碎裂，核溶解现象。小柴胡汤

加味中、高剂量组和利鲁唑组海马 CA1 区神经元密

度均显著升高，胞体形状，大小恢复较好，胞质着色

较模型组深，核圆，可见较多尼氏小体。见图 3。

3.7 对抑郁大鼠海马组织 CA1 区 EAAT1，EAAT2

和 NeuN 蛋白定位表达的影响 EAAT1，EAAT2 和

NeuN 蛋白阳性信号呈黄色，EAAT1，EAAT2 阳性表

达于海马 CA1 区神经元，神经胶质细胞膜及胞质

中（图 4~5），NeuN 阳性表达于大鼠海马 CAI 区神

经元胞质及胞核，呈棕黄色或者黄色颗粒（图 6）。
与正常组比较，模型组大鼠海马组织中 EAAT1，

EAAT2 和 NeuN 蛋白的表达均显著降低（P<0.01）；
与模型组比较 ，小柴胡汤加味各组和利鲁唑组

EAAT2 和 NeuN 蛋白的表达均显著增强（P<0.01）。
见表 5。

表 4 小柴胡汤加味对抑郁大鼠海马组织 EAAT1，EAAT2，EAAT3，VGLUT1和 VGLUT2蛋白表达的影响（x̄± s，n=10）

Tab. 4 Effect of modified Xiao Chaihutang on expression of EAAT1, EAAT2, EAAT3, VGLUT1and VGLUT2 protein in hippocampus of

depression rats（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

小柴胡汤加味

利鲁唑

剂量/g·kg-1

-

-

6.50

13.00

26.00

0.02

EAAT1/GAPDH

0.94±0.03

0.51±0.021)

0.55±0.04

0.68±0.122)

0.71±0.112)

0.62±0.12

EAAT2/GAPDH

1.32±0.11

0.82±0.151)

0.87±0.16

1.08±0.123)

1.14±0.133)

1.06±0.133)

EAAT3/GAPDH

0.41±0.01

0.11±0.011)

0.12±0.02

0.21±0.023)

0.31±0.043)

0.15±0.033)

VGLUT1/GAPDH

2.14±0.31

0.51±0.121)

0.64±0.14

1.25±0.233)

1.65±0.183)

1.75±0.213)

VGLUT2/GAPDH

0.45±0.02

2.14±0.231)

1.75±0.312)

1.02±0.213)

1.01±0.233)

1.05±0.343)

A.正常组；B.模型组；C.小柴胡汤加味低剂量组；D.小柴胡汤加味中

剂量组；E.小柴胡汤加味高剂量组；F.利鲁唑组（图 2~6 同）
图 1 大 鼠 海 马 组 织 EAAT1，EAAT2，EAAT3，VGLUT1 和

VGLUT2蛋白表达电泳

Fig 1 Electrophoresis of EAAT1, EAAT2, EAAT3, VGLUT1 and

VGLUT2 protein expression in hippocampus of depression rats

图 2 小柴胡汤加味对抑郁大鼠海马 CA1 区组织病理学的影响

（HE，×400）

Fig. 2 Effect of modified Xiao Chaihutang on histopathology of

hippocampus CA1 in depression rats（HE，×400）
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4 讨论

慢性束缚应激诱导抑郁模型的行为学评价。

本实验采用慢性束缚应激 21 d［8］，强迫游泳实验和

悬尾实验检测抑郁行为［10-11］，结果显示，与正常组相

比，模型大鼠悬尾，强迫游泳不动时间显著延长，其

行为能力下降，精神消沉，表现出典型的抑郁样“绝

望”行为，提示造模成功。慢性束缚应激以非损伤

性刺激方式，较好的模拟人类心理压力大，挫折，孤

独等不利的生活处境，与应激导致的持境久心低

落，兴趣丧失，活动减少等抑郁特征相似。

慢性束缚应激抑郁模型大鼠海马的结构明显

损伤。光镜下发现，模型组大鼠海马 CA1 区体神经

元密度显著下降，细胞排列松散紊乱，细胞由多极

形状因肿胀近于球形。胞质中尼氏体减少甚至消

失，胞质着色浅，呈空泡状，说明神经元发生细胞水

肿。少数细胞皱缩，有核固缩，核碎裂，核溶解等细

图 5 小柴胡汤加味对抑郁大鼠海马 CA1区 EAAT2蛋白表达的影

响(免疫组化，×400)

Fig. 5 Effect of modified Xiao Chaihutang on expression of

EAAT2 protein in hippocampus tissue of depression rats

(IHC, ×400)

图 4 小柴胡汤加味对 CUMS大鼠海马 CA1区 EAAT1蛋白表达的

影响（免疫组化，×400）

Fig. 4 Effect of modified Xiao Chaihutang on expression of

EAAT1 protein in hippocampus tissue of depression rats

（IHC,×400）

图 3 小柴胡汤加味对抑郁大鼠海马 CA1 区神经元尼氏染色的影

响（尼氏，×400）

Fig 3 Effect of modified Xiao Chaihutang on Nissl staining in

hippocampal CA1 area in depression rats（Nissl，×400）

图 6 小柴胡汤加味对抑郁大鼠海马 CA1区 NeuN 蛋白表达的影响

(免疫组化，×400)

Fig. 6 Effect of modified Xiao Chaihutang on expression of NeuN

protein in hippocampus tissue of depression rats(IHC,×400)
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胞坏死的标志性改变。形态学改变证明了应激导

致的抑郁状态下的神经细胞不同程度的变性，坏

死［12］。NeuN 是中枢神经系统成熟神经元的标志

物，表达于大部分神经元，以其表达强度评判神经

元损伤的程度［5］。本实验模型组 NeuN 表达较正常

组显著减弱，说明模型组成熟神经元大量丢失。

慢性束缚应激抑郁模型海马 Glu 含量及其转运

异常。Glu 是中枢神经系统中重要的兴奋性神经递

质，细胞质中合成的 Glu 主要依赖 VGLUT1 特异性

地转入囊泡，储存于突触囊泡中。囊泡中的 Glu 主

要由囊泡膜上的 VGLUT2 以胞吐的形式释放到突

触间隙与 Glu 受体结合发挥生理作用［13］。突触间隙

内缺乏降解 Glu 的酶，释放到突触间隙的 Glu，迅速

被邻近神经胶质细胞膜的 EAATl，EAAT2 摄取，在

谷氨酰胺合成酶作用下，生成谷氨酰胺而使 Glu 失

去活性［14］。突触前神经元由 EAAT2，突触后神经元

由 EAAT3 再摄取 Glu，在胞内谷氨酰胺再脱氨生成

的 Glu 经 VGLUT1 重新装入囊泡中，完成 Glu 循环。

Glu 正常的循环对于维持突触的可塑性，思维，学习

与记忆等功能具有重要意义［15］。应激，免疫系统激

活，炎症等使脑内 Glu 含量异常增多，或再摄取受抑

制，释放与再摄取的平衡被打破，高浓度的 Glu 过度

激动 Glu 受体，导致 Ca2+内流激增，大量钙盐沉积于

线粒体，造成呼吸链中断，启动细胞凋亡；钙超载激

活对 Ca2+敏感的各种酶类，产生氧自由基，溶酶体损

害，破坏细胞膜及其超微结构，使神经元变性乃至

死亡，即产生兴奋神经毒性作用［14］，造成学习记忆

障碍，从而导致抑郁。本研究经 Real-time PCR，

Western blot 和免疫组化检测发现，与正常组比较，

模型组大鼠海马组织中 VGLUT1，EAAT１，EAAT2

和 EAAT3 蛋白的表达均显著减弱，与文献报道一

致［16-20］。模型组 Glu 含量显著高于正常组，这可能

因慢性束缚应激刺激模型组 Glu 转运体 VGLUT1 低

表达，使胞质的 Glu 转入囊泡减少；而 EAAT１，

EAAT2 和 EAAT3 表达减弱，也削弱了对突触间隙

Glu 的摄取，清除，致使海马内 Glu 蓄积，神经元变性

甚至坏死，导致学习和记忆能力下降，抑郁行为明

显，行为学检测显示模型组强迫游泳，悬尾不动时

间 较 正 常 组 均 显 著 延 长 予 以 佐 证 。 但 模 型 组

VGLUT2 蛋白表达显著高于正常组，与文献报道一

致［21］。可能模型组高表达的 VGLUT2 促进细胞内

的 Glu 以胞吐的形式释放到突触间隙，提高了胞外

Glu 的水平。至于模型组神经细胞在受损状态下，

为何出现 VGLUT2 高表达，解释不清，可能抑郁模

型大鼠海马发生 Glu 转运体表达紊乱。

临床多以小柴胡汤加酸枣仁汤治疗抑郁症，但

其药理机制目前不清。抑郁症属于中医的郁证，郁

证基本病机为情志不遂导致的肝郁气滞。肝主调

达疏泄，情志不遂致肝失疏泄，“愁忧者，气闭塞而

不行”，气机紊乱，肝气郁结，小柴胡汤主之。木郁

克土可导致脾胃虚弱，虚烦虚劳不得眠，酸枣仁汤

主之。“见肝之病，知肝传脾”，以肝克脾，脾脏损伤，

清气不升，营血失养，致心血不足，易惊失眠等，治

宜疏肝健脾，养血安神［22］，多以小柴胡汤加酸枣仁

汤治疗［7，23］。小柴胡汤加味是在《伤寒论》中小柴胡

汤原方和《金匮要略》中酸枣仁汤的基础上加减组

合而成，有北柴胡、黄芩、人参片、清半夏、炙甘草、

大枣、生姜、酸枣仁、茯苓，知母共 10 味药。方中柴

胡为君药，味苦微寒，归肝经，能直入少阳，解郁疏

肝，调达气机之壅滞；黄芩可去肝胆之火，清泻邪

热；清半夏味辛温，可助君药柴胡疏达经气；生姜、

大枣和胃气，调营卫；人参片、甘草片扶正气以驱邪

气；酸枣仁甘酸质润，宁心安神，养血补肝；知母滋

阴润燥，清热除烦；茯苓健脾宁心，善治惊悸失眠。

诸药合用，邪气得解，少阳得和，共奏疏肝解郁，清

热除烦，宁心安神之效抑郁症在临床上的表现与小

柴胡汤证及酸枣仁汤证一致，故本研究兼采小柴胡

汤与酸枣仁汤之长，加减而成小柴胡汤加味方。但

表 5 小柴胡汤加味对抑郁大鼠海马 CA1区 EAAT1，EAAT2和 NeuN蛋白定位表达的影响（x̄± s，n=10）

Fig. 5 Effect of modified Xiao Chaihutang on expression of EAAT1，EAAT1 and NeuN protein in hippocampal CA1 tissue of depression

rats（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

小柴胡汤加味

利鲁唑

剂量/g·kg-1

-

-

6.50

13.00

26.00

0.02

EAAT1

71.51±15.15

43.56±12.0521

46.23±13.26

50.73±15.17

51.57±12.36

52.43±13.02

EAAT2

83.71±15.21

45.76±12.141)

50.22±13.142)

64.58±11.113)

65.17±12.343)

61.24±12.172)

NeuN

49.50±3.22

10.23±1.421)

17.35±1.372)

32.22±1.453)

33.25±1.363)

45.41±1.253)
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目前涉及小柴胡汤，酸枣仁汤对 Glu 系统的研究

较少。

小柴胡汤加味通过促进 Glu 的转运与清除，发

挥对海马神经元结构与功能的保护作用。本实验

发现，与模型组比较，利鲁唑组 Glu 水平显著降低，

而 EAAT1，EAAT2 mRNA 表达显著增高，EAAT2，

VGLUT1 蛋白表达显著增高。利鲁唑抑制海马

CA1 区 Glu 的 释 放 ，并 通 过 增 加 星 形 胶 质 细 胞

EAAT2 的表达而加快 Glu 的转运［24-26］。小柴胡汤加

味 中 、高 剂 量 组 海 马 匀 浆 中 Glu 水 平 减 低 ，而

EAAT1，EAAT2，EAAT3 mRNA 和蛋白的表达均显

著高于模型组，VGLUT1 蛋白表达亦显著高于模型

组，VGLUT2 蛋白表达较模型组显著回落。提示小

柴 胡 汤 加 味 通 过 上 调 EAAT1，EAAT2，EAAT3

mRNA 表达，增强 VGLUT1 蛋白表达，提升对胞外

Glu 的转运，同时加强胞内对 Glu 的代谢清除，致使

Glu 水平降低，避免神经兴奋毒性，保护海马神经元

的结构。HE，尼氏染色证实，利鲁唑组，小柴胡汤加

味组中、高剂量组海马 CA1 区神经元密度均明显升

高，胞体形状，大小恢复较好，胞质着色较模型组

深，核圆，可见较多尼氏小体。免疫组化显示，小柴

胡汤加味各组 NeuN 表达显著高于模型组，提示小

柴胡汤加味可促进神经元的分化与成熟。小柴胡

汤加味组抑郁行为显著减轻，佐证了小柴胡汤加味

对海马神经元的功能的保护作用。

综上所述，小柴胡汤加味对慢性束缚抑郁大鼠

有 抗 抑 郁 作 用 ，其 机 制 可 能 上 调 海 马 EAAT1，

EAAT2，EAAT3 mRNA 和 VGLUT1 蛋白表达，促进

Glu 的转运与清除，保护海马神经元的结构与功能，

进而改善抑郁行为。
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