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舒郁宁心方对慢性应激抑郁模型大鼠行为学及

海马
GH3I

、
(,JG

表达的影响
孙志高#　黄泉智#　许成勇#　陈利平!△

摘要　目的　观察舒郁宁心方对慢性应激抑郁模型大鼠行为学以及海马脑源性神经营养因子（
K,+@B


L;,@M;L B;N,0O,0A.@- P+-O0,

，
GH3I

）及其主要受体酪氨酸激酶
G

（
OF,0D@B; J@B+D; G

，
(,JG

）表达的影

响，探讨其抗抑郁机制。方法　将
<"

只成年
8H

大鼠随机分为正常对照组、模型组、西药组及中药大、中、小

剂量组，每组
#"

只。对大鼠进行
!#

天的应激刺激建立慢性应激抑郁模型。除正常对照组外，其他
6

组大

鼠在造模第
!!

天开始灌胃，模型组灌胃生理盐水，中药大、中、小剂量组分别给予
!6


"

、
7


6

、
!


6 CQJC

舒郁

宁心方灌胃；西药组给予盐酸氟西汀混悬液（
#! ?CQJC

）灌胃；均连续给药
$

周。分别于
"

（造模前）、
$

周

（造模成功后）、
<

周（给药结束后）测定每只大鼠体重；敞箱实验检测大鼠行为学；强迫游泳实验记录大鼠
6

?@B

内不动时间。实验结束后脑区取材，测定大鼠脑组织中
GH3I

及
(,JG

表达水平。结果　与正常对照
组比较，模型组大鼠体重增长缓慢，行为学指标下降，强迫游泳不动时间延长，海马

GH3I

及
(,JG

表达减

弱，差异均有统计学意义（
R S"


"6

，
R S"


"#

）。给药结束后，中药大剂量组和西药组大鼠体重增加，大鼠行

为学改善，强迫游泳不动时间缩短，海马
GH3I

、
(,JG

表达增强，与模型组比较，差异均有统计学意义（
R S

"


"6

，
R S"


"#

）。结论　舒郁宁心方可能通过改善脑组织
GH3I

和
(,JG

的表达水平发挥抗抑郁作用。

关键词　抑郁；脑源性神经营养因子；酪氨酸激酶
G

；舒郁宁心方
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　　现代研究认为，神经元失调、凋亡与抑郁症的发生
有着密切的联系［

#

］。脑源性神经营养因子（
K,+@B


L;


,@M;L B;N,0O,0A.@- P+-O0,

，
GH3I

）是神经营养因子

家族中的重要成员，通过激活其高亲和性受体酪氨酸

激酶
G

（
OF,0D@B; J@B+D; G

，
(,JG

）而促进神经元的

形成、调节其突触可塑性从而发挥抗抑郁作用［
!

］。对

于抑郁症的治疗，尽管第
$

代抗抑郁药（
88U'

类）取

得了较大的进展，但其一系列的副反应还是极大地影

响了其在临床上的推广应用。中医药治疗抑郁症有上

千年的历史，积累了丰富的临床经验，取得了较好的疗

效［
!

，
$

］，因而越来越受到研究者的关注。舒郁宁心方

（舒郁散的改良方剂）是我院临床应用多年治疗抑郁

症的有效验方，具有疏肝解郁、养心安神的功效，并经

动物实验证实其能有效改善抑郁症状，提高慢性应激

抑郁大鼠神经肽及海马神经元
6

－羟色胺（
6


V(

）表

达［
=

］。本实验旨在观察舒郁宁心方对慢性应激抑郁

模型大鼠行为学以及海马
GH3I

、
(,JG

表达的影响，

探讨其抗抑郁机制，进而为临床治疗提供实验依据。

材料与方法

#

　动物　健康
8RI

级雄性
8H

大鼠
7"

只，
!

～
$

月龄，体重（
!""

±
#6

）
C

，由解放军总医院实验动物中

心提供，许可证编号：
8^]a

（京）
!""5

－
"""7

。所有

动物饲养于解放军总医院实验动物中心
8RI

级啮齿

类动物实验室，温度（
!!

±
!

）℃，湿度
="c

～
7"c

，

噪声≤<" LG

，
#! .Q#! .

昼夜节律。

!

　药物　舒郁宁心方（由柴胡
#" C

、郁金
#6 C

、

薄荷
< C

、栀子
#" C

、茯苓
#" C

、远志
#" C

、菖蒲
#" C

、

酸枣仁
#6 C

、合欢花
#" C

、五味子
#" C

、麻黄
< C

共

##

味药物组成）由解放军总医院中医科鉴定提供，上

药浸泡、煎煮，过滤，于
:"

℃恒温水浴中浓缩至含生
药量

6 CQ?^

药液，
=

℃冰箱保存备用，使用时以蒸馏
水稀释给大鼠灌胃。盐酸氟西汀分散片（法国

RY


(V>`3 IUY3%>

公司产品，批号：
57##G

，
!" ?CQ

粒）用蒸馏水配成浓度为
! ?CQ?^

药液，现配现用。

$

　试剂和仪器　甲醛、二甲苯及无水乙醇（分析
纯，天津市华东试剂厂）。

GH3I

抗体（
GY"6<6

，兔抗

大鼠多克隆抗体，武汉博士德生物工程有限公司产品）。

(,JG

抗体（
D-


#!

，兔抗大鼠多克隆抗体，美国
8+BO+

%,N\

公司产品）。二抗显色试剂盒［
Za6""7"6

，
>B/@


D@0B H;O;-O@0B a@O

基因科技（上海）有限公司产品］。

全自动真空脱水机（̂
>'%Y Y8R$""

，德国）、组织包埋

机（̂
>'%Y >Z##="V

，德国）、石蜡切片机（̂
>'%Y

U*!#$6

，德国）、展片机（̂
>'%Y V'#!#"

，德国）。倒置

光学显微镜（̀
^b*RX8 G]<"

，日本），图像分析软件

（
'?+C; R,0

软件），自制敞箱。
YR>8

防脱玻片、
RG8

缓冲液、柠檬酸盐缓冲盐、
$cV

!

`

!

为北京中杉金桥生

物技术有限公司产品。

=

　分组、造模和给药
=


#

　分组　
7"

只
8H

大鼠适应性饲养
#

周（记

为
"

周），自由摄食和饮灭菌水，同时进行糖水训练

（
#"" ?^ #c

糖水饮用
!= .

，
#"" ?^ #c

糖水和

#"" ?^

纯水饮用
!= .

）［6］。在
"

周结束时用敞箱实

验［
<

］进行行为学评分，选择得分相近的
<"

只大鼠按

随机数字表法分为
<

组：即正常对照组、模型组、西药

组以及中药大、中、小剂量组，每组
#"

只。

=


!

　造模方法　采用孤养加慢性轻度不可预见
性 应 激 （

-.,0B@- NBA,;L@-O+K1; ?@1L DO,;DD

，

%X*8

）抑郁模型［
7

］并稍加改进。正常对照组每笼饲

养
6

只，正常饮食、饮水，不予任何刺激；接受造模组每

笼饲养
#

只，并接受
!#

天应激刺激，包括：禁水

（
!= .

）、禁食（
!= .

）、夹尾（
# ?@B

）、电击足底（
!" /

，

#" DQ

次，电击
#

次
Q

隔
# ?@B

，
!"

次）、强迫冰水游泳

（
=

℃，
= ?@B

）、倾斜笼子（
=6

°，
#! .

）、转换昼夜节律、

制动（
! .

）、热刺激（
="

℃，
6 ?@B

）。每天随机安排

#

～
!

种刺激，每种刺激重复
!

～
$

次。造模结束根据

体重、敞箱实验及强迫游泳实验进行模型评价。

=


$

　给药方法　按人体用药量换算成大鼠等效
剂量作为大鼠用药量。于造模成功后连续给药

$

周。

中药大、中、小剂量组分别给予不同剂量（
!6


"

、
7


6

、

!


6 CQJC

）舒郁宁心方灌胃；西药组给予盐酸氟西汀混

悬液（
#! ?CQJC

）灌胃；正常对照组不给药；模型组每

天灌胃生理盐水（同体积于最大灌胃量组）。

6

　体重测定　分别于
"

（造模前）、
$

（造模成功

后）、
<

周（给药结束后）测定每只大鼠体重。

<

　敞箱实验　敞箱装置由不透明材料制成，底面
为

7< -?

×
7< -?

的正方形并被等分为
!6

个等边方

格，周围有高
=6 -?

的周壁。将大鼠置于中心方格

内，观察大鼠在
$ ?@B

内水平穿越格数（三爪均进入

的方格方可计数，为水平运动得分）、后肢直立次数

（两前爪腾空或攀附墙壁方可计数，为垂直运动得

分）。分别于
"

、
$

、
<

周测定。每只大鼠测定
#

次，每
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次
$ ?@B

。由
!

位观察者评分，取均值。

7

　强迫游泳实验　将大鼠置于直径
#: -?

，盛

有
$"

℃自来水的玻璃缸中，水深
!$ -?

（大鼠的足尖

刚能触及桶底），用电子秒表记录
6 ?@B

内不动时间

（即四肢完全不动或仅有足部轻拍划水动作），游泳完

成后及时用毛巾擦干。每只大鼠测定
#

次，分别于
"

、

$

、
<

周测定。

:

　脑区取材　实验结束后将所有大鼠用
#"c

水

合氯醛（
$ ?^QJC

）腹腔注射麻醉，暴露心脏，以生理盐

水（
$7

℃）约
!6" ?^

经升主动脉灌注冲洗后，灌注

=c

多聚甲醛溶液（
=

℃，
AV 7


=

）
!"" ?^

，直至动物

四肢僵硬。断头取脑并修块，将脑组织置于
#"c

多聚

甲醛溶液中备用。

5

　海马
GH3I

及
(,JG

的测定　脑组织取材后梯
度酒精脱水，石蜡包埋，冠状切片，每只大鼠海马切片

<

～
7

张，片厚约
7 μ?。采用免疫组化两步法进行测定：

脱蜡—
RG8

清洗—
V

!

`

!

清洗—
RG8

清洗—蒸馏水清

洗—抗原修复—
RG8

清洗—滴加一抗—
RG8

清洗—

滴加二抗—
RG8

清洗—
HYG

显色—衬染—脱水—透

明并中性树胶封片—照相并分析结果。采用
'?+C;


R,0 A1ND 6


#

图像分析系统分析图片，测定
GH3I

及

(,JG

细胞阳性表达数目及平均光密度值（
'`H

值）。

#"

　统计学方法　应用
8R88 #7


"

统计软件进

行统计处理，数据以
T

±
D

表示，多组比较采用单因素

方差分析，方差齐，两组间比较采用
^8H

法。
R S

"


"6

为差异有统计学意义。

结　　果

#

　各组大鼠体重比较（表
#

）　各组大鼠
"

周体

重比较，差异均无统计学意义（
R d"


"6

）。
$

周时，模

型组大鼠体重明显低于正常对照组（
R S"


"6

）。
<

周

时，各用药组大鼠体重得到改善，其中，中药大剂量组

和西药组大鼠体重增加明显，与模型组比较，差异均有

统计学意义（
R S"


"6

）。

表
#

　各组大鼠体重比较　（
C

，
T

±
D

）

组别
B

体重

"

周
$

周
<

周

正常对照
: !#6

．
6"

±
=

．
"6 !77

．
$:

±
<

．
6! $=:

．
<$

±
<

．
7!

模型
: !#!

．
:6

±
6

．
=!

!=#

．
$7

±
7

．
6=


!76

．
6$

±
7

．
6=

西药
: !#<

．
<7

±
=

．
6# !=7

．
!!

±
6

．
#<

$!7

．
7$

±
<

．
<=

△

中药大剂量
: !#"

．
76

±
7

．
6< !=:

．
#6

±
5

．
$<

$#5

．
#$

±
7

．
6:

△

中药中剂量
: !#:

．
$!

±
:

．
6< !=$

．
6$

±
:

．
$= !:6

．
5!

±
7

．
7<

中药小剂量
: !#6

．
#5

±
<

．
<= !6#

．
!$

±
:

．
:= !:<

．
#:

±
:

．
67

　　注：与正常对照组同期比较，
R S"2"6

；与模型组同期比较，△
R S"2"6

；表
!

、

$

同

　　
!

　各组大鼠行为学比较（表
!

）　
$

、
<

周时模型组

大鼠敞箱实验水平运动格数及垂直运动次数均明显少于

正常对照组（
R S"


"6

）。
<

周时，各用药组大鼠旷场活动

行为均得到改善，其中，与模型组比较，中药大剂量组和西

药组改善明显，差异均有统计学意义（
R S"


"6

）。

表
!

　各组大鼠行为学比较　（
T

±
D

）

组别
B

水平运动（格数）

$

周
<

周

垂直运动（次数）

$

周
<

周

正常对照
: $:

．
!$

±
#!

．
:= $6

．
#=

±
#$

．
<$ !#

．
!5

±
<

．
7! !"

．
$!

±
7

．
=<

模型
:

#6

．
<!

±
<

．
!!


#7

．
$=

±
:

．
7<


#5

．
6$

±
7

．
=!


:

．
5=

±
$

．
7<



西药
: #<

．
!#

±
7

．
<=

!:

．
:<

±
5

．
6:

△
!"

．
!#

±
<

．
<=

#6

．
!<

±
=

．
<$

△

中药大剂量
: #7

．
:<

±
:

．
6:

!!

．
!$

±
5

．
:=

△
#5

．
:<

±
7

．
6:

#!

．
=<

±
=

．
=7

△

中药中剂量
: #<

．
5!

±
:

．
7< !<

．
!$

±
:

．
:= #:

．
5!

±
<

．
7< #=

．
7:

±
$

．
==

中药小剂量
: #7

．
#:

±
#$

．
<= !#

．
!$

±
:

．
:= #5

．
#:

±
7

．
<$ ##

．
7=

±
$

．
!:

$

　各组大鼠强迫游泳不动时间比较（表
$

）　各
组大鼠

"

周时强迫游泳不动时间比较，差异均无统计

学意义（
R d"


"6

）。
$

周时，模型组大鼠强迫游泳不

动时间明显高于正常对照组（
R S "


"6

）。
<

周时，各

用药组大鼠强迫游泳不动时间均缩短，其中，中药大剂

量组和西药组大鼠强迫游泳不动时间缩短明显，与模

型组比较，差异均有统计学意义（
R S"


"6

）。

表
$

　各组大鼠强迫游泳不动时间比较　（
D

，
T

±
D

）

组别
B

强迫游泳不动时间

"

周
$

周
<

周

正常对照
: #"$

．
$=

±
!#

．
"6 55

．
<5

±
#<

．
!7 5#

．
<6

±
#<

．
5#

模型
: 5!

．
:6

±
#7

．
5=

#=$

．
!#

±
#7

．
5<


#$<

．
<$

±
!#

．
6=

西药
: #"7

．
=7

±
#=

．
6# #$!

．
<!

±
!6

．
6<

#"7

．
5$

±
#6

．
=7

△

中药大剂量
: ##$

．
6$

±
#7

．
:6 #$7

．
#6

±
#5

．
=<

###

．
=$

±
#7

．
$5

△

中药中剂量
: #":

．
5$

±
#<

．
=7 #=$

．
!$

±
#:

．
6! #!$

．
:$

±
#7

．
<<

中药小剂量
: 55

．
$7

±
#=

．
75 #$#

．
=$

±
#:

．
75 #!<

．
=5

±
#:

．
5<

=

　各组大鼠
GH3I

表达比较（表
=

，图
#

、
!

）　慢
性应激引起大鼠海马

GH3I

表达改变，主要表现在

%Y#

、
%Y$

区（其中
%Y$

区更加突出）。正常对照组

大鼠海马
%Y#

和
%Y$

区阳性细胞排列密集，呈带状分

表
=

　各组大鼠海马
%Y#

、
%Y$

区
GH3I

阳性

细胞
'`H

值比较　（
T

±
D

）

组别
B

GH3I

阳性细胞
'`H

值

%Y#

区
%Y$

区

正常对照
#" $77

．
!=

±
6<

．
"! =#<

．
"$

±
=5

．
"$

模型
#"

!=!

．
<!

±
$6

．
5=


!"=

．
57

±
$=

．
6=



西药
#"

$67

．
"=

±
==

．
#7

△
$7:

．
"7

±
6#

．
!6

△△

中药大剂量
#"

$=!

．
7$

±
$7

．
5!

△
$=$

．
<$

±
6:

．
!7

△△

中药中剂量
#" !7#

．
65

±
6#

．
#< $#$

．
=7

±
=5

．
"$

中药小剂量
#" !=5

．
5=

±
=!

．
5# $"6

．
=5

±
6=

．
#:

　　注：与正常对照组比较，
R S"

．
"6

，
R S"

．
"#

；与模型组比较，
△
R S"

．
"6

，△△
R S"

．
"#

；表
6

同
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　　注：
Y

为正常对照组；
G

为模型组；
%

为西药组；
H

为中药大剂量组；
>

为中药中剂量组；
I

为中

药小剂量组；箭头所示为细胞阳性表达区；下图同

图
#

　各组大鼠海马
%Y#

区
GH3I

表达比较　（免疫组织化学染色，×
=""

）

图
!

　各组大鼠海马
%Y$

区
GH3I

表达比较　（免疫组织化学染色，×
=""

）

布。模型组大鼠海马
GH3I

免疫反应显著减弱，与正

常对照组比较，差异有统计学意义（
R S "


"6

，
R S

"


"#

）；各用药组海马
GH3I

表达均有不同程度的改

善，其中中药大剂量组和西药组
GH3I

阳性细胞数目

和
'`H

增加明显，与模型组比较，差异均有统计学意

义（
R S"


"6

，
R S"


"#

）。

6

　各组大鼠
(,JG

表达比较（表
6

，图
$

、
=

）　
慢性应激引起海马

(,JG

表达改变，主要表现在

%Y#

、
%Y$

区（其中
%Y$

区更加突出）。正常对照

组大鼠海马
%Y#

和
%Y$

区阳性细胞排列密集，呈

带状分布。模型组大鼠海马
(,JG

免疫反应显著减

弱，与正常对照组比较，差异有统计学意义（
R S

"


"6

，
R S"


"#

）；各用药组海马
(,JG

表达均有不同

程度的改善，其中中药大剂量组和西药组
(,JG

阳性

细胞数目和
'`H

增加明显，与模型组比较，差异均有

统计学意义（
R S"


"6

，
R S"


"#

）。

表
6

　各组大鼠海马
%Y#

、
%Y$

区
(,JG

阳性细胞

'`H

值比较　（
T

±
D

）

组别
B

(,JG

阳性细胞
'`H

值

%Y#

区
%Y$

区

正常对照
#" $75

．
"7

±
<

．
7! ="$

．
5$

±
<5

．
!$

模型
#"

!$#

．
!6

±
6

．
!=


!<=

．
:#

±
6=

．
7=



西药
#"

$6#

．
:#

±
<

．
$7

△
$77

．
#=

±
7#

．
56

△△

中药大剂量
#"

$$<

．
<$

±
:

．
<!

△
$6!

．
#6

±
7:

．
!#

△△

中药中剂量
#" !76

．
$6

±
7

．
#< $!$

．
:7

±
<5

．
5$

中药小剂量
#" !=$

．
7#

±
=

．
7# !#<

．
65

±
7=

．
<:

讨　　论

抑郁证的发病机理复杂，与心理、神经内分泌失调

等众多因素有关［
:

］，虽然单胺理论是目前较为公认的

致病机制，但仍无法完全解释抑郁症的病理生理学机

制。近年来，在抑郁症的发病机制研究中，神经营养学

说成为备受关注的焦点［
5

］。其认为神经网络对外界环
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图
$

　各组大鼠海马
%Y#

区
(,JG

表达比较　（免疫组织化学染色，×
=""

）

图
=

　各组大鼠海马
%Y$

区
(,JG

表达比较　（免疫组织化学染色，×
=""

）

境变化的适应性发生异常是导致情绪异常的主要原

因，抗抑郁药物可能即通过增强神经可塑性，依照外界

环境的刺激输入状况修正神经网络的工作，使其更好

地起到稳态调整的作用来适应外界环境变化等方式从

而发挥抗抑郁的作用［
#"

］。

越来越多的证据表明，抑郁症的病因与海马区域

神经元的萎缩和坏死有关。
GH3I

及其受体
(,JG

的

缺失可能是引起海马神经元萎缩凋亡进而导致抑郁症

的主要发病机制［
##

］。
GH3I

是中枢系统中最为重要

的神经营养因子之一，其在神经元内合成，运输至轴突

末梢，释放后通过其特异性受体（主要为
(,JG

）作用

于靶组织，从而对新生神经元的发育产生刺激并维护

其生长。在中枢神经系统中，
GH3I

及其受体
(,JG

阳性细胞广泛分布于大脑海马、皮层黑质及纹状体等

各区域，其中以海马
%Y$

区的含量为最高。应激可导

致大脑中枢
GH3I

及其受体
(,JG

蛋白水平表达明显

下降，进而可引起与抑郁密切相关的大脑边缘系统结

构（如海马、前额叶皮质）的萎缩，导致抑郁的发

生［
#!

］。
GH3I

对海马神经元结构和功能可塑性、抑制

细胞的凋亡并促进细胞蛋白存活都发挥着巨大的调节

作用：一方面其可调节海马神经细胞内的钙离子浓度，

保护海马形态结构，减少海马神经元凋亡或坏死；另一

方面还可通过突触前受体信号转导途径促进谷氨酸

（
Z1N

）的释放，进而参与并促进长时程增强（
10BC


O;,? A0O;BO@+O@0B

，̂
(R

）的形成［
#$

］。此外，
GH3I

与

其高亲和性受体
(,JG

结合后，逆行运输至胞体进而

产生生物学效应以增强突触联系，以及神经元的可塑

性和神经递质、神经营养因子的合成从而对抗抑郁症

状［
#=

］。另据研究表明，
GH3I

可促进
6


V(

与
6

－羟
色胺

#Y

受体（
6


V(#YU

）结合使细胞膜上的
a

e内流

增加，抑制
Z1N

受体开放，减弱
Z1N

诱导的过量
%+

! e

内流［
#6

］，从而有效地减弱应激对海马神经元的损伤作

用，达到对海马细胞的保护作用。

本实验采用的
%X*8

模型能较好地模拟人类抑

郁症的发病和症状，已广泛运用到实验研究中。该模

型可模拟抑郁症的核心症状即兴趣丧失，快感缺乏，运
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动能力、探索行为能力及性行为能力下降等；同时存在

GH3I

及
(,JG

的缺失，抑郁状态持续时间长，符合实

验要求。模型组大鼠敞箱实验水平运动和垂直运动得

分均较正常对照组明显减少，体重增加减慢，强迫游泳

不动时间延长，活动能力下降，提示模型组大鼠兴趣丧

失，快感缺乏。经舒郁宁心方治疗后上述症状明显改

善，证明大鼠抑郁模型复制成功。

中医学认为，肝主疏泄，喜条达而恶抑郁，调节人

体的气机与情志。心为君主之官，精神之所舍，主宰人

体的七情五志，调节精神意识活动。“心肝失调”则机

体的气机无以主，神志无以藏，气血失和，结聚而不得

发越，当升者不得升，当降者不得降，当变化者不得变

化，如此则传化失常，郁病由生。本研究采用
!#

天慢

性应激造成大鼠肝失疏泄，心失所养，其与中医学心肝

失调证的发病机制基本一致，由此推断心肝失调对于

机体
GH3I

及其受体功能的调节起关键作用［
#<

］。

舒郁宁心方系我院临床应用多年治疗抑郁症的经

验方，方中酸枣仁养心安神益肝，为君药；郁金疏肝解

郁、理气活血，为臣药；栀子清心泄火除烦，为佐药；炙

麻黄辛温发散，既可发散郁结的气机，又可制约郁金、

栀子之苦寒；五味子宁心安神，生津敛肺。方中五味子

与炙麻黄配伍一散一收，收散并用；郁金、栀子与炙麻

黄配伍一寒一热，一辛一苦，辛可散结、苦可降逆，辛苦

结合则气机疏通。全方共具调理心肝、疏肝理气、养心

解郁之功效。

本实验结果显示，舒郁宁心方对抑郁模型大鼠产

生了较好的抗抑郁效果，表现为大鼠行为学指标改善，

体重增加，海马区
GH3I

及
(,JG

表达明显升高。提

示舒郁宁心方可通过多靶点产生抗抑郁作用，最大限

度地发挥理想的治疗效果，其可通过提高慢性应激抑

郁大鼠海马区
GH3I

及
(,JG

表达进而对海马神经元

可塑性进行调节，从而达到抗抑郁的作用。今后我们

将借助现代医学的最新成果和中草药多途径、多部位、

多靶点的作用特点对抑郁症的发病机制及其内在动力

学从分子水平进行更为深入的实验研究。
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