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  [ 摘要]  目的:探讨加味四逆散对慢性应激模型大鼠海马区 5-HT2A受体及其 mRNA表达的影响。方法:选择 Open-feild

法评分相近的 74只成年 SD大鼠,随机分为对照组、模型组、氟西汀组、加味四逆散高, 中,低剂量组。应用分养和长期不可预

见的中等强度应激造成大鼠抑郁模型, 以免疫组织化学法和原位杂交法研究大鼠海马区 5-HT2AR 及其 mRNA表达的变化。

结果: 与对照组比, 模型组和加味四逆散高剂量组海马区 5-HT2AR表达降低( P < 0. 01, P < 0. 05) ; 模型组、氟西汀组和加味四

逆散中剂量组 5-HT2AR mRNA表达降低( P < 0. 01, P < 0. 05) 。与模型组比, 各治疗组 5-HT2AR及 mRNA的表达均升高( P <

0. 05, P < 0. 01)。各组之间 5-HT2AR/mRNA 的变化无统计学差异。结论: 慢性应激能诱发大鼠轻度抑郁障碍和海马区 5-

HT2AR 及其 mRNA的低表达。加味四逆散改善慢性应激大鼠的抑郁症状可能与调节海马区 5-HT2A受体系统增高其表达有

关。
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  加味四逆散由柴胡、枳实、白芍、炙甘草、桂枝、

石菖蒲组成,前期研究表明具有一定的抗抑郁作用,

可以改善恶劣心境障碍患者的临床抑郁症状和慢性

应激大鼠的抑郁行为及海马区 5-羟色胺 ( 5-HT) 含

量
[ 1-3 ]
。5-HT能系统在人的情绪调控中发挥重要作

用,人脑存在着多种 5-HT受体亚型,其中 5-羟色胺

2A受体( 5-HT2AR) 在海马的表达异常和抑郁发作

有关。本研究利用免疫组织化学和原位杂交技术观

察加味四逆散对 5-HT2AR系统的影响,探讨其抗抑

郁作用的神经分子基础。

1 材料和方法

1.1 动物分组及处理  成年 SD 大鼠, 体重为

( 180 ±20) g,雌雄各半。Open-field法选择评分相近

的 74 只大鼠,采用雌雄分层完全随机分组法分为对

照组、模型组、氟西汀组、加味四逆散高、中、低剂量

组。造模方法根据文献方法改进
[ 4-5]

,除对照组外,

各组大鼠共接受 42 d不同的应激,包括冰水游泳 ( 4

℃, 5 min) 、热水游泳( 45 ℃, 5 min)、禁水( 24 h) 、夹

尾( 1 min) 、摇晃( 5 min,每分钟换方向 1 次) 、禁食

( 24 h)、昼夜颠倒等。平均每种刺激各 4 次。每 7 d

进行 1 次行为学测定, 21 d后大鼠处于抑郁状态
[ 2 ]

并开始灌胃给药:加味四逆散 4. 5, 2. 7, 0. 9 g·kg - 1 ,

氟西汀 1. 8 mg·kg - 1 ,对照组和模型组给予等量生理

盐水。

1.2 试剂 5-HT2AR寡核苷酸探针杂交液、免疫组

化染色试剂盒、HTR2AR原位杂交检测试剂盒、DAB

显色试剂盒( 武汉博士德生物工程有限公司产品 ) ;

缓冲液( 3%柠檬酸, 2 ×SSC, 0. 5 ×SSC, 0. 2 ×SSC,

20%甘油) 。

1.3 方法

1.3.1 5-HT2AR测定 ( 采用免疫组织化学法)  取

大鼠右侧海马, 4% 多聚甲醛固定, 经包埋、切片、脱

腊、抗原修复和血清封闭后,加一抗,于 4 ℃冰箱中

保存过夜。加二抗,置 37 ℃温箱中 30 min,加 SABC

( 过氧化物酶) , 置于 37 ℃温箱中 30 min,加显色

剂,最后经复染,脱水,封片后观察。

1.3.2 5-HT2AR mRNA测定( 采用原位杂交法,按

试剂盒说明操作) :大鼠海马组织切片,用 4% 含有

1 /1 000 DEPC的多聚甲醛 ( 0. 1 mol·L - 1 PBS配制,

pH 7. 2 ～7. 6) ,室温固定 30 min。蒸馏水洗涤后,用
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新配的 30% H2 O2 (甲醇配制) 室温处理 30 min灭活

内源性过氧化物酶, 蒸馏水洗涤 3 次, 暴露 mRNA

核酸片段,加 3%柠檬酸新鲜的胃蛋白酶( 1 mL 3%

柠檬酸加 2 滴浓缩型胃蛋白酶) , 37 ℃消化 5 ～120

min, 1%多聚甲醛 /0. 1 mol·L - 1 PBS洗 3 次×5 min,

蒸馏水洗 3 次。经预固定、杂交、洗涤、封闭、依次滴

加生物素化鼠抗地高辛、SABC、生物素化过氧化物

酶,最后 DAB显色,水溶性封片后观察。

1.4 图片处理 显微镜视野下每切片随机取 5 视

野,计算阳性反应数,取平均值。

1.5 数据处理 SPSS 13. 0 统计软件包进行数据处

理。结果用 珋x ±s表示, 采用单因素方差分析, P <

0. 05 为有统计学意义。

2 结果

与对照组比,模型组和加味四逆散高剂量组海

马区 5-HT2AR表达降低 ( P < 0. 01, P < 0. 05) ,模型

组、氟西汀组和加味四逆散中剂量组 5-HT2AR

mRNA表达降低 ( P < 0. 01, P < 0. 05) 。与模型组

比,各治疗组 5-HT2AR 及 mRNA 的表达均升高 ( P

< 0. 05, P < 0. 01) 。各组之间 5-HT2AR/ mRNA 的

变化无统计学差异, 5-HT2AR 与 5-HT2AR mRNA表

达成平行关系(表 1)。
表 1 各组大鼠海马 5-HT2AR 及其 mRNA 表达的比较 ( 珋x±s)

组别
剂量

/g·kg - 1
n

5-HT2AR

阳性反应数

5-HT2AR- mRNA

阳性反应数

5-HT2AR

/mRNA

对照 - 9 57.02±3. 73 55. 53±4.03 1.06±0. 09

模型 - 8 25.38±2. 592) 20. 19±1.102) 1.24±0. 08

氟西汀 1. 8×10 - 3 9 46.73±3. 704) 40. 57±2.751, 4) 1.17±0. 08

加味四逆散 4. 5 8 42.15±3. 431, 3) 47. 83±3.964) 0.96±0. 15

2. 7 7 49.46±3. 184) 40. 54±2.171, 4) 1.24±0. 10

0. 9 9 48.20±3. 594) 54. 07±4.004) 0.92±0. 09

  注:与对照组比较1) P <0. 05, 2) P <0. 01;与模型组比较3) P < 0.05, 4) P <

0. 01。

3 讨论

应激性生活事件是抑郁发作的明显促发因素,

在前期的研究中我们发现长期慢性应激后大鼠可处

于抑郁状态,其精神萎糜,各种活动减少,在规定的

时间内水平活动和垂直活动次数减少, 糖水消耗量

降低,并伴有海马 5-HT量的降低 [ 1 -3] ,对于慢性应激

后海马的 5-HT2R及 5-HT2AR- mRNA 表达尚无定

论
[ 4 -5 ]
。试验结果显示,慢性应激后大鼠海马区的 5-

HT2AR及其 mRNA表达水平降低。据此推测,慢性

应激能诱导海马 5-HT2AR及其 mRNA的低表达,慢

性应激后海马的 5-HT能神经系统活动水平处于低

下状态,和抑郁发作存在一定的关系。而加味四逆

散各组 5-HT2AR及其 mRNA的表达较模型组升高,

说明加味四逆散抗抑郁作用可能是通过影响 5-

HT2A受体系统而起作用的。在组内, 5-HT2AR 的

表达和其对应的 mRNA的表达存在着一致性,而 5-

HT2AR由 5-HT2AR mRNA 翻译, 说明随 5-HT2AR

mRNA转录的增加, 5-HT2AR 的翻译也增加, 故 5-

HT2AR/ mRNA在组内成平行关系而在组间无统计

差异。

中医神情学说认为,心主神明为五脏六腑之大

主,肝主疏泄,调畅情志,脑为元神之府。加味四逆

散为《伤寒论》四逆散加桂枝和石菖蒲组成,原方可

和解少阴之枢机。加味后桂枝配白芍可调和营卫气

血,枳实配芍药可理气活血,桂枝配甘草可辛甘化

阳,白芍配甘草可酸甘化阴,更以柴胡疏通气机,全

方有调畅情志、调和气血、平衡阴阳的功效,用于轻

度抑郁的发作,为本法的立论创新之处。
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