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作者单位#

#4

山东中医药大学附属医院实验中心$济南
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%&

!4

山东中医药大学附属医院脑病科$济南
!7""#=

%&

%4

山东中医药大学

第一临床医学院$济南
!7""#=

%

通讯作者# 徐向青!

)>3

#

#$67%#6!868

!

?
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#

CADDEFBAG.HBG.I#8%4J2@
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#
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!
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!
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!基础研究!

栀子'刺五加含药血清对大鼠海马神经元发生的影响

徐向东#

#徐向青!

#孙灵芝!

#李恃俊%

摘要#目的#观察栀子"刺五加含药血清对体外高浓度皮质酮作用下大鼠海马神经元发生的影响# 方

法#

%7

只雄性
*B/0AO

大鼠按随机数字表分为栀子组$

"

!

!% .MP

%&刺五加组$

"

!

%$ .MP

%&栀子"刺五加组

$栀子
"

!

!% .MP

'刺五加
"

!

%$ .MP

%&氟西汀组$

"

!

7# @.MP

%&空白组'每组
9

只# 连续灌胃
#"

天后取含药血

清和空白大鼠血清# 体外建立高浓度皮质酮抑制大鼠海马神经元发生模型# 采用
+))

法测定神经元存活

率'

7

"溴脱氧尿嘧啶核苷$

QOPR

%标记海马神经元增殖'神经元特异性烯醇化酶$

5;?

%标记海马神经元生

长# 结果#与空白组及栀子组比较'栀子"刺五加组&刺五加组&氟西汀组海马神经元存活率明显提高

$

S T"

!

"7

%'海马神经元中
QOPR

及
5;?

阳性细胞数明显增加 $

S T"

!

"7

%# 结论#栀子"刺五加含药血清和

刺五加含药血清有利于海马神经元在高皮质激素环境下的存活&增殖&生长'具有促进海马神经元发生的作用#

关键词#栀子( 刺五加( 含药血清( 海马神经元发生
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!
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"

ZCB

!
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#

# ?FD>OB
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!

'BGAG

$

!7""#=
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! ?GJ>DCA

"
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!
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$
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!
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$
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+>0C2P/

#

)20A33E %7 @A3> *B/0AO OA0/ ]>O> OAGP2@3E PB[BP>P BG02:AOP>GBA NA/@BG2BP>/ .O2-D

$

"

$

!% .MP
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$
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!

PO-. />O-@ AGP \3AG^ OA0 />O-@ ]>O>

0A^>G4 )C> @2P>3 2U CBDD2JA@DA3 G>-O2G/ BGCB\B0>P \E CB.C J2GJ>G0OA0B2G 2U J2O0BJ2/0>O2G> ]A/ >/0A\

"
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##抑郁症是一组以兴趣减退(情绪低落(乐趣丧失为

主要表现的心境障碍综合症!世界卫生组织预测到

!"%"

年抑郁症将成为全球主要的疾病负担)

#

*

+ 现代

经典抗抑郁药物药理作用主要是基于抑郁症的单胺假

说!该假说认为抑郁症的发生与体内三种主要单胺神

经递质$

7

"羟色胺(去甲肾上腺素(多巴胺%的缺乏密

切相关!抗抑郁药物主要的药理作用是抑制转运蛋白

阻滞单胺递质再摄取!提高递质在突触间隙中的浓度+

研究发现诸如
;;W(

类抗抑郁药物具有
%

$

=

周的延

迟起效的时间!同时相关研究证实抗抑郁药物具有促

进神经发生的作用)

!

*

+ 对抑郁症病理机制和治疗的

相关研究推动了抑郁症的神经发生障碍假说的提

出)

%

*

+ 神经元发生障碍假说认为抑郁症的发生与神

经可塑性失调密切相关)

=

*

+ 神经可塑性是神经元适

应的基本机制!应激和其他负刺激诱发的神经可塑性

的变化在抑郁症的发生发展中起重要作用+ 抗抑郁治

疗也通过调节神经可塑性发挥抗抑郁作用)

7

*

+ 神经

元发生假说可以较好解释抗抑郁治疗过程中出现的延

迟起效现象+ 药对栀子'刺五加在临床应用中表现出

较好的抗抑郁疗效!本课题前期的动物实验结果也表

明栀子'刺五加能够改善慢性应激模型大鼠的行为

学)

8

*

+ 本实验旨在研究栀子'刺五加含药血清对体

外模拟应激环境下的海马神经元发生的影响!以进一

步探讨栀子'刺五加抗抑郁作用的机制+

材料与方法

#

#动物#

;S<

级健康雄性
*B/0AO

大鼠!

!

$

%

月龄!体重
%""

$

%7" .

+ 购自山东鲁抗医药股份有

限公司!实验动物质量合格证#

;&X`

$鲁%

!"#%"""#

!

灌胃前于山东中医药大学附属医院动物房饲养
#

周!

设定动物房温度$

!!

%

!

%&(湿度
77a

%

7a

(光照

#! C

!标准鼠食饲养!自由饮水!饲养环境为清洁级+

新生
!= C *B/0AO

乳鼠!购自济南朋悦实验动物繁育

有限公司! 实验动物质量合格证#

;&X`

$鲁 %

!"#="""9

!实验伦理审批单位为山东中医药大学!

524 ,<M;&

"

"$M"!

!

"

+

!

#药物#栀子(刺五加免煎颗粒购自江阴天江药

业有限公司+ 溶于蒸馏水$栀子
"

!

##7 .M@Y

!刺五加

"

!

#6 .M@Y

%!放于
=

&冰箱中保存!灌胃前预温后摇

匀&氟西汀片$

!7 @.

!

SA0C>2G <OAGJ>

生产!批号#

=7%%,

!进口药品注册证号#

V!"#!"=8$

%!加入蒸馏

水溶解至
"

!

!77 @.M@Y

!于
=

&冰箱中保存!灌胃前

预温后摇匀+

%

#主要试剂#

K+?+

"

VA@/ <#!

培养基 $批

号#

&+#""6!

%(汉克斯平衡盐溶液$批号#

&&"#%

%(

)OED/BG

"

?K),

!

"

!

"7a

$批号#

&&"#9

!

!

% 购自中科

迈晨北京科技有限公司&磷酸盐缓冲盐水$美国
QB2

"

32.BJA3 (GP-/0OB>O/

!批号#

"!

"

"!"

"

#,

%&

5>-O2\A/A3

"

,

培养基$批号#

#"$$$"!!

%(

VB V2O/> ;>O-@

$批

号#

;W""%7&

%(

Q!9 ;-DD3>@>G0

$批号#

#97"="==

%

购自美国
:B\J2

公司&青链霉素混合液 $批号#

S#=""

%(

&E02/BG> !

"

K

"

AOA\BG23-OAG2/BP>

$批号#

;B.@A &#98$

%(

Y

"

:3-0A@BG>

$ 批 号#

@O>/J2

"%9=

%(

+))

试剂$批号#

+#"!"

"

7"")

%(

S23E

"

Y

"

YE

"

/BG>

$批号#

;B.@A S#!9=

%(

7

"溴脱氧尿嘧啶核苷

$

QOPR

!批号#

Q$"#"

%均购自北京索莱宝科技有限

公司&羊抗
QOPR

多克隆抗体$批号#

A\!!$7

%(兔抗

5;?

多克隆抗体 $批号#

A\7%"!7

%购自美国
,\

"

JA@

公司&胎牛血清$浙江天杭生物科技有限公司!

批号#

##"#!

"

$8##

%+

=

#主要仪器#

&L

!

细胞培养箱$美国
)C>O@2

;JB>G0BUBJ <2O@A

!型号
%###

%&超净工作台$苏州安

泰空气技术有限公司!型号
;*

"

&'

"

#<

%&高速离心机

$德国
;B.@A

!型号
#

"

#%

%&低温离心机$美国
)C>O@2

(?&

!型号
+(&WL+,X W

%&荧光倒置显微镜$上海尼

康公司!型号
5B^2G )B

"

/

%&超低温冰箱$美国
)C>O@2

;JB>G0BUBJ <2O@A

!型号
9!7

%&移液器$德国
?DD>G

"

P2OU

!型号
#" b# """ !Y

%+

7

#方法

7

!

#

#分组及干预方法#将大鼠按随机数字表分

为栀子组$

"

!

!% .MP

%(刺五加组$

"

!

%$ .MP

%(栀子'

刺五加组$栀子
"

!

!% .MP

!刺五加
"

!

%$ .MP

%(氟西汀

组$

"

!

7# @.MP

%(空白组!每组
9

只+ 按人与动物体表

面积计算药物等效剂量)

9

*给药!药物组大鼠和空白组

大鼠每日灌胃
! @Y

药物溶液或蒸馏水!连续灌胃

#" P

+末次灌胃
! C

后腹主动脉取血
#" @Y

!常温静置

! C

后!

! """ O M@BG

离心
!" @BG

!取上层血清!

"

!

!! !@

过滤器过滤除菌!于'

!"

&冰箱中备用+

7

!

!

#海马神经元原代培养#新生
!= C *B/0AO

乳鼠!取材前冰上冷冻!断头取脑!沿大脑中线切开脑

组织!于纵切面去除脑干!暴露及分离海马组织!去除

血管膜!将海马组织剪为
# @@

(

# @@

(

# @@

大小

的碎块!放入含
! @Y"

!

"7a

胰蛋白酶的离心管中!

%9

&消化
6 @BG

+ 加含血清培养洗涤
!

遍!

# @Y

移

液枪轻柔吹打
#"

次!

!""

目细胞筛过滤!分别以
9

(

#"

7和
7

(

#"

7种植于用
"

!

"#a SYY

包被的
!=

孔板

$

7"" !Y

%和
68

孔板$

#"" !Y

%+

= C

后换维持液+

7

!

%

#

+))

法测定神经元存活率#接种
9! C

后
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"!!!##"

加入
#" !@23MY

阿糖胞苷作用
!= C

以抑制胶质细胞

的增殖+ 在无血清培养液中加入皮质酮!使其终浓度

为
#"

'

8

@23MY

!作用
!= C

!加入
#"a

含药血清或正

常大鼠血清作用
!= C

!接种第
8

天开始
+))

检测+

取
68

孔板!加入
+))

!使每孔
#"" !Y

体积中含有浓

度为
"

!

7 @.M@Y

的
+))

!培养
!= C

!吸取培养液!

加入
K+;L

震荡!待蓝色结晶溶解后!在酶标仪上读

取
LK

值$波长
79" G@

%+ 神经元存活率$

a

% )正

常血清 $或含药血清%

LKM

无血清对照
LK

平均

值 (

#""a

+

7

!

=

#

QOPR

标记检测神经元增殖的免疫组化反

应#参照文献方法)

$

*

!接种
!= C

后去血清!加入皮质

酮使其终浓度为
#"

'

8

@23MY

!作用
!= C

后加入
#"a

的正常大鼠血清或含药血清作用
!= C

!给予
!a

$

1M1

%

QOPR

作用
!= C

+

SQ;

液洗
!

遍!

=aS<,

固

定
%" @BG

后进行免疫组化反应#

"

!

#a )OB02G X#""

洗涤
%

次!每次
7 @BG

&冰上
V&Y

$

# @23MY

%孵育

#" @BG

!

V&Y

$

! @@23MY

%

%9

&孵育
%" @BG

!硼酸缓

冲液 $

"

!

"# @@3MY

%漂洗
#! @BG

!

"

!

#a)OB02G X#""

洗涤
%

次!每次
7 @BG

&

QOPR

多克隆抗体孵育!过夜&

"

!

#a)OB02G X#""

洗涤
%

次!每次
7 @BG

&孵育二抗(

三抗!

K,Q

显色+

7

!

7

#

5;?

免疫组化反应#海马神经元正常培养

%

天后!加入皮质酮及含药血清或正常大鼠血清干预!

具体方法同上+ 进行
5;?

免疫组化反应#

%a V

!

L

!

室温孵育
#7 @BG

!

#

(

SQ;

洗涤
%

遍!每次
7 @BG

!正

常山羊血清封闭
#" @BG

!孵育一抗!

=

&过夜&复温!

#

(

SQ;

洗涤
%

遍!每次
7 @BG

!依次加入二抗(三抗

$链霉卵白素 '过氧化物酶复合物%!

K,Q

显色+

5;?

阳性细胞#细胞轮廓清楚!并且有至少一根超

过
!

倍胞体的突触+

7

!

8

#

QOPR

和
5;?

阳性细胞计数#

#""

倍光镜

下计数玻片上
"

(

%

(

8

(

6

点方位以及中央区域的阳性

细胞+

5;?

阳性细胞记数标准#细胞轮廓清晰!至少

有
#

支突起!且长度超过
!

倍胞体直径+

8

#统计学方法#采用
;S;; #9

!

"

统计软件进

行数据处理!数据均以
F

%

/

表示!组间比较采用
LG>

"

*AE ,5L1,

及
Y;K

!

S T "

!

"7

为差异有统计学

意义+

结##果

#

#各组海马神经元存活率比较$表
#

%#与空白

组及栀子组比较!栀子'刺五加组(刺五加组(氟西汀

组海马神经元存活率明显提高 $

S T"

!

"7

%+

表
#

#各组海马神经元存活率比较#$

a

!

F

%

/

%

组别
G

存活率

空白
8 "

*

9

%

"

*

%

栀子
8 "

*

$

%

"

*

%

刺五加
8

#

*

%

%

"

*

=

!"

栀子'刺五加
8

#

*

%

%

"

*

=

!"

氟西汀
8

#

*

%

%

"

*

=

!"

##注#与空白组比较!

!

S T"

!

"7

& 与栀子组比较!

"

S T"

!

"7

!

#各组海马神经元
QOPR

(

5;?

阳性细胞数比较

$表
!

!图
#

%#与空白组及栀子组比较!栀子'刺五加

组(刺五加组(氟西汀组海马神经元中
QOPR

及
5;?

阳性细胞数增加 $

S T"

!

"7

%+

表
!

#各组海马神经元
QOPR

(

5;?

阳性细胞数

比较#$个
M"@

!

!

F

%

/

%

组别
G QOPR

阳性细胞数
5;?

阳性细胞数

空白
8 #7

*

!

%

=

*

6 $

*

9

%

%

*

8

栀子
8 #9

*

!

%

!

*

$ 6

*

9

%

=

*

!

刺五加
8

!7

*

$

%

=

*

=

!"

#7

*

$

%

7

*

$

!"

栀子'刺五加
8

!9

*

!

%

7

*

#

!"

#8

*

7

%

=

*

8

!"

氟西汀
8

!$

*

7

%

9

*

"

!"

#9

*

7

%

=

*

"

!"

##注#与空白组比较!

!

S T"

!

"7

& 与栀子组比较!

"

S T"

!

"7

讨##论

#66$

年由
?OB^//2G S;

确认海马中存在新生的

成熟神经元)

6

*

+ 位于海马齿状回下颗粒层的祖细胞

分裂增殖后!新生细胞经过数周的时间成熟为具有形

态学特征的颗粒细胞!并向分子层和
&,%

区分别发出

树突和轴突!产生动作电位而具备相关功能)

#"

*

+ 新生

神经元经历分化(成熟到融入海马齿状回环路各步骤

的时程与抗抑郁药物的起效时间相同)

##

*

+

应激性海马神经元损伤与神经元再生障碍共同导

致的海马神经元丢失是抑郁症发病的关键环节)

#!

*

+

应激引起的神经发生障碍与体内
VS,

轴功能持续亢

进(糖皮质激素含量升高密切相关+

&C>00E ;

等)

#%

*

研究发现!束缚应激大鼠模型和体外注射皮质酮后处

理的大鼠!

QOPR

阳性细胞中神经细胞比例下降!停止

注射皮质酮
#

周后!大鼠海马新生神经细胞的比例恢

复到正常水平+ 在体外培养的神经干细胞转染脱氧核

糖核酸受体$

KG.O

%以阻断糖皮质激素受体的下行信

号通路后!与转染
:<S

的神经干细胞相比!具有更高

的神经元比例和更低的胶质细胞比例+ 以上实验结果

说明应激不仅可减少神经元的增殖!而且可以改变神

经干细胞的分化方向!最终通过提高胶质细胞的比例

而改变海马的功能和结构+

V- S

等 )

#=

*对大鼠体外注

射皮质酮
#$

天后给予米非司酮干预!运用免疫组织化

学和免疫荧光化学法分别检测海马区
QOPR

(神经元前
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##注#

,

为空白组&

Q

为栀子组&

&

为刺五加组&

K

为栀子'刺五加组&

?

为氟西汀组&

#

为
QOPR

阳性细胞&

!

为
5;?

阳性细胞&箭头所

示为阳性细胞

图
#

#各组海马神经元
QOPR

及
5;?

阳性细胞#$ (

=""

%

体细胞的标志微管相关蛋白$

P2-\3>J2O0BG

!

K&X

%和

增殖细胞核抗原 $

DO23BU>OA0BG. J>33 G-J3>AO AG0B

"

.>G

!

S&5,

%!皮质酮可明显减少增加
QOPR

(

K&X

和

S&5,

阳性细胞数!米非司酮干预
# b =

天后
QOPR

(

K&X

和
S&5,

阳性细胞数均恢复至正常水平!提示

糖皮质激素受体拮抗剂可提高逆转皮质酮对神经发生

的抑制作用+ 应激作为环境因素启动
VS,

轴为主的

神经内分泌功能障碍!导致神经递质(受体(信号通路(

基因表达一系列功能障碍!海马等相关脑区神经损伤

与再生障碍等神经可塑性病理改变!这可能是抑郁症

主要的发病机制+

抗抑郁药物可促进神经发生)

#7

*

!传统的神经生物

学抑郁症理论!如单胺假说等!不能完全解释抑郁症的

发病机制!抑郁症的新治疗方向转移到调节神经元可

塑性(促进神经元发生上)

#8

*

+ 长期使用氟西汀(瑞波

西汀等抗抑郁药物和电休克治疗均能提高受试动物的

神经发生!表明多种抗抑郁药物对神经元发生具有相

同的影响)

#9

*

+

本实验采取改进的新生
!= C

大鼠海马神经原代

培养方法!在培养体系中加入皮质酮以模拟高浓度糖

皮质激素环境+

QOPR

参入培养基可代替胸腺嘧啶参

与
;

期的
K5,

合成!通过免疫组化反应后作为标志

物反映细胞早期增殖+ 研究发现栀子'刺五加含药血

清明显增加了海马神经元的
QOPR

阳性细胞数目!并

且能增加
5;?

阳性细胞的突触数目+

+))

检测显示

栀子'刺五加含药血清能提高皮质酮作用下的细胞存

活率+

既往药理研究表明刺五加能够抑制神经元凋

亡)

#$

*

!修复损伤神经元和重建突触)

#6

*等多重药理作

用+ 李冬梅(田会玲等)

!"

!

!#

*发现颐脑解郁复方能上调

卒中后抑郁大鼠
QK5<

表达及(促进海马神经元发

生!其中刺五加(栀子为主要药物+ 与以往同类研究比

较!本研究提出,泻南补北-法治疗抑郁症的理论新观

点!选取具有补肾益精(清心调肝功效的栀子'刺五加

药对!观察该药对含药血清对海马神经元发生的影响+

刺五加有补肝肾(安神定志之功!栀子源于.伤寒论/

栀子豉汤!具清心泻火(解郁安神之效!栀子'刺五加

药对最为符合益肾水(清心火!兼顾调肝的治法+ 从现

代药理学角度看!栀子具有中枢抗炎(神经元保护等作

用!刺五加具有调节内分泌及免疫增强作用!能提高体

外神经细胞存活率+ 刺五加(栀子配伍可能会产生多

靶点作用!从而产生抗抑郁的作用+ 本实验结果提示!

外源性皮质酮可降低海马神经元存活率!抑制神经元

的增殖与突触的生长+ 栀子'刺五加含药血清可支持

海马神经元的生存!促进神经元的增殖与生长!增强神

经元的可塑性!这可能是栀子'刺五加抗抑郁作用的

机制之一+ 本研究的不足之处是尚未就其促进海马神

经元发生的分子机制进行深入研究!今后应从神经营

养(细胞信号传导通路等方面进一步探讨栀子'刺五

加抑制海马神经元凋亡(促进神经元发生的具体机制+

利益冲突#作者宣称无利益冲突+
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