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四逆散含药血清对皮质酮损伤 PC12 细胞
钙敏感受体相关作用机制研究

莫海欣1，2 张 荣3 王 坤1 沈崇坤1 董钊扬4  张 劲1  史亚飞1

摘要  目的 探讨四逆散对皮质酮诱导 PC12 细胞损伤的干预作用是否与钙敏感受体（CaSR）以

及细胞凋亡密切相关。方法 以四逆散含药血清为干预药物，将 PC12 细胞分为空白血清组、皮质酮组、

2.5%、5%、10% 含药血清组，MTT 法检测细胞存活率。通过 Annexin Ⅴ /PI 流式细胞分析法、蛋白免疫

印迹技术对细胞凋亡率以及 C-Caspase3、C-Caspase9、Bax（6A7）、细胞 Cytochrome C 蛋白进行检测。

通过 Annexin Ⅴ /PI 流式细胞分析法检测四逆散含药血清联合 CaSR 激动剂（GdCl3）或 CaSR 抑制剂

（NPS2390）各组细胞的凋亡率。结果 与空白血清组比较，皮质酮组存活率、CaSR 蛋白表达量降低

（P<0.01，P<0.05）；皮质酮组凋亡率、C-Caspase3、C-Caspase9、Bax（6A7）以及胞浆 Cytochrome C 
蛋白表达量增加（P<0.01，P<0.05）。与皮质酮组比较，含药血清组存活率增加（P<0.01），5%、10%
含药血清组 CaSR 蛋白表达量及皮质酮 +NPS2390 组凋亡率增加（P<0.01，P<0.05）；含药血清组、皮

质酮 +GdCl3 组凋亡率降低（P<0.01）和 10% 含药血清组 C-Caspase3、C-Caspase9、Bax（6A7）、胞

浆 Cytochrome C 蛋白表达量降低（P<0.01）。与皮质酮 +10% 含药血清组比较，皮质酮 +10% 含药血清

+NPS2390 组凋亡率增加（P<0.01）。与皮质酮 +GdCl3 组比较，皮质酮 +10% 含药血清 +GdCl3 组凋亡

率差异无统计学意义（P>0.05）。结论  四逆散含药血清可以抑制皮质酮诱导的 PC12 细胞凋亡，其作用

机制与 CaSR 有关。
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Study on the Mechanism of Serum Containing Sini San on CaSR of PC12 Cells Injured by 
Corticosterone MO Hai-xin1，2，ZHANG Rong3，WANG Kun1，SHEN Chong-kun1，DONG Zhao-
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Chinese Medicine，Guangzhou （510006）；2 Clinical Experimental Center，Jiangmen Central Hospital，
Guangdong（529030）； 3 International Institute for Translational Chinese Medicine，Guangzhou University of 
Chinese Medicine，Guangzhou（510006）； 4 School of Nursing，Guangzhou University of Chinese Medicine，

Guangzhou（510006）

ABSTRACT Objective To investigate whether the intervention effect of Sini San on corticosterone-
induced PC12 cell injury is closely related to calcium sensitive receptor（CaSR） and cells apoptosis. 
Methods With serum containing Sini San as the intervention drug，PC12 cells were divided into blank 
serum group，corticosterone group，2.5%，5% and 10% medicated serum group，and the cells survival 
rate was detected by MTT method. The cells apoptosis rate was determined using Annexin Ⅴ /PI with 
flow cytometry. The expression of C-Caspase3，C-Caspase9，Bax（6A7） and cytoplasmic Cytochrome 
C protein were detected by Western Blot. The apoptosis rate of each group cells in serum containing Sini 
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抑郁症是一种常见的精神疾病，主要表现为情绪

低落、悲观失望、郁郁寡欢，甚至产生自杀的言行，

严重影响患者的工作、学习以及生活。目前，关于抑

郁症的发病机制尚未明确，但有研究证实，细胞凋亡

与抑郁症的发病密切相关 [1-4]。最新研究表明，钙敏感

受体（calcium sensitive receptor，CaSR）在突触可

塑性和神经信号传导中发挥着重要的作用 [5]，它可以

促进树突的发育 [6]，介导细胞凋亡、增殖以及分化 [7]。 
本课题组前期研究发现，母婴分离联合慢性温和不可

预知性应激降低大鼠海马和前额叶皮质中 CaSR 蛋白

的表达，而四逆散能增加其 CaSR 蛋白的表达 [8]。提

示 CaSR 及其介导的信号通路可能将成为抑郁症研究

的一个新的重要潜在靶点。卢玉姗 [9] 研究发现，当

Ca2+ 在生理范围，CaSR 对细胞凋亡起抑制的作用，

且 CaSR-/- 小鼠神经干细胞的凋亡率高于 CaSR+/+ 小

鼠神经干细胞的凋亡率。这些研究表明 CaSR 可能参

与了抑郁症的发病机制，且可能与细胞凋亡有关，但

对于抑郁症中 CaSR 是如何调控细胞凋亡的作用机制

尚不明确。

中医学将抑郁症归属于“郁证”范畴 [10]。本课

题组长期开展抑郁症相关机制研究，发现抑郁症的病

机与肝郁密切相关，采用调肝方药干预能够有效地改

善抑郁模型大鼠的抑郁样行为 [11， 12]。四逆散作为调

肝方药的代表方之一，具有透邪解郁，疏肝理脾的功

效。本课题组前期发现，四逆散可以改善大鼠的抑郁

样行为 [8， 13]。

CaSR 在抑郁症脑中枢领域的相关研究报道尤

为缺乏，它作为神经科学研究的一个新兴靶点，其

参与神经细胞凋亡的机制有待阐明。本研究以皮质

酮损伤 PC12 细胞作为体外抑郁模型，从 CaSR 以

及细胞凋亡入手，探讨四逆散对皮质酮诱导 PC12
细胞损伤的作用机制。

材料与方法

1 动物、细胞 SPF 级 8 周龄雄性 SD 大鼠，

动 物 合 格 证 号：1107261911001291。 购 于 长 沙 天

勤生物技术有限公司，动物许可证号：SCXK（湘）

2019-0014，饲养于广州中医药大学中西医结合基础

研究中心动物房，本研究经广州中医药大学动物实验

伦理委员会审核（No.20200810004）。从中国科学院

细胞库购入高分化 PC12 细胞（大鼠肾上腺嗜铬细胞

瘤细胞株，目录号：TCR 9）。

2 药物 四逆散由柴胡、芍药、枳实、甘草各

6 g 组成。药材购买自广州中医药大学第一附属医院

中药房，药材饮片均经医院药剂科鉴定。药物超纯

水煎煮 2 次，合并 2 次滤液，浓缩至含生药 1 g/mL，

混匀，分装，于 -20 ℃冰箱储存备用。

3 试剂与仪器 多聚赖氨酸购自美国 Sigma
公 司（ 批 号：SLBV4845）；RPMI-1640 培 养 基（ 批

号：8120192）、PBS 缓冲液（批号：8120388）、胎

牛血清（FBS，批号：2275138）购自美国 Gibco 公

司（批号分别为：8120192、8120388、2275138）；

0.25% 胰 蛋 白 酶 购 自 德 国 BioFroxx 公 司（ 批 号：

EZ6789C134）；MTT 试剂购自广州瑞舒生物科技有

限公司；皮质酮（批号：BCBT8610）、GdCl3（批号：

0000055829）购自美国 Sigma 公司（批号分别为：

BCBT8610、0000055829）；胞质蛋白提取试剂盒购

自上海贝博生物科技有限公司（批号：BB20101）；

San combined with CaSR agonist（GdCl3） or CaSR inhibitor（NPS2390） was determined by Annexin Ⅴ /
PI with flow cytometry. Results Compared with the blank serum group，the survival rate and CaSR 
protein expression in corticosterone group decreased（P<0.01，P<0.05）. The apoptosis rate，the 
expression of C-Caspase3，C-Caspase9，Bax（6A7） and cytoplasmic Cytochrome C protein increased 
in corticosterone group（P<0.01，P<0.05）. Compared with the corticosterone group，the survival rate 
of medicated serum groups were increased（P<0.01），the CaSR protein expression of the  5%，10% 
medicated serum groups，and the apoptosis rate of corticosterone + NPS2390 group were increased

（P<0.01，P<0.05）；The apoptotic rate in medicated serum groups and corticosterone+GdCl3 decreased
（P<0.01），the expression levels of C-Caspase3，C-Caspase9，Bax（6A7） and cytoplasmic Cytochrome 
C protein were reduced in 10% serum group（P<0.01）. Compared with corticosterone + 10% medicated 
serum group，the apoptosis rate in corticosterone + 10% medicated serum+NPS2390 group increased

（P<0.01）. There are no significant change in the apoptosis rate in corticosterone+10% medicated serum 
+ GdCl3 group，compared with the corticosterone + GdCl3. Conclusion Sini San medicated serum can 
inhibit the apoptosis of PC12 cells induced by corticosterone，and its effect is related to the CaSR.

KEYWORDS PC12 cells； Sini San； depression； apoptosis；calcium sensitive receptor
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Annexin Ⅴ /PI 试 剂 盒 购 自 美 国 BD 公 司（ 批 号：

0076884）；BCA 蛋白含量检测试剂盒购自江苏凯基

生物技术股份有限公司（批号：20200630）；SDS-
PAGE Loading Buffer（5×）购自北京康为世纪生

物科技有限公司（批号：60444）；PVDF 膜购自美

国 Millipore 公 司（ 批 号：R9NA96863）；预 染 蛋 白

marker 购自美国 Thermo 公司（批号：00686128）；

极 敏 化 学 发 光 试 剂（ 批 号：1815b02）、Tubulin 
alpha Ab 抗 体（ 批 号：16e9425）、GAPDH Ab 抗

体（ 批 号：62u0922）、Calcium Sensing Receptor  
Ab 抗体（批号：23k9623）、Goat Anti-Rabbit IgG（H+ 
L） HRP（ 批 号：68u6798） 均 购 自 美 国 Affinity 公

司（ 批 号 分 别 为：1815b02、16e9425、62u0922、

23k9623、68u6798）；Bax（6A7） 抗 体 购 自 Santa  
Cruz Biotechnology 公 司（ 批 号：B1820）；Cleaved 
Caspase-3 抗体（货号：9664S）、Cleaved Caspase-9 
抗体（货号：9502S）、Cytochrome C 抗体（货号：

11940T） 购 自 美 国 Cell Signaling Technology 公

司（ 货 号 分 别 为：9664S、9502S、11940T 辣 根 酶

标记山羊抗小鼠 IgG 购自北京鼎国昌盛生物技术有

限 责 任 公 司（ 批 号：51Q001100）；NPS2390 购 自

英国 Tocris 公司（批号：1A/224660）；多功能酶标

仪（型号：Enspire 2300）购自美国 Perkin Elmer 公

司；垂直电泳仪购自美国 Bio-Rad 公司（型号：164-
5052）；化学发光仪购自上海天能科技有限公司（型号：

Tanon5200）；BD Accuri C5 流式细胞仪（型号：BD 
Accuri C5）购自美国 BD 公司。

4 方法

4.1 细胞皮质酮模型建立 造模方法参考文 
献 [14]，在皮质酮孵育细胞 24 h 与 48 h 的条件下，分

别设立 0、50、100、200、400、600、800 μmol/L 
组，每组设置 3 个复孔。种板前一天使用多聚赖氨酸

包被培养板，把处于对数生长期的细胞以 2 500 个 /
孔的密度接种于 96 孔板，种板 24 h 细胞贴壁，再待

2 h 后，分别给予不同浓度的皮质酮，皮质酮分别孵

育 24、48 h，使用 MTT 法对细胞存活率进行测定，

检测波长 490 nm。

4.2 四逆散含药血清制备 大鼠适应性饲养于

SPF 级动物房 1 周，按体重随机分为空白组和给药组。

空白组给予蒸馏水灌胃，给药组给予四逆散灌胃，两组

均按照 1 mL/100 g 进行 3 天 7 次灌胃。末次给药 1 h 后，

经麻醉以后，腹主动脉取血，室温静置 2 h，3 000 r/min 
离 心 10 min， 把 同 组 大 鼠 的 血 清 进 行 混 合， 在 
56 ℃条件下水浴灭活 30 min，过滤，分装，于 -80 ℃ 

冰箱储存备用。

4.3 MTT 检测 PC12 细胞存活率 将细胞分成

空白血清、皮质酮、2.5%、5%、10% 含药血清 5 个组。

种板 24 h 后，空白血清组与皮质酮组培养基更换为

含 10% 大鼠空白血清培养基，2.5% 含药血清组培养

基更换为含 7.5% 大鼠空白血清以及 2.5% 大鼠含药

血清的培养基，5% 含药血清组培养基更换为含 5%
大鼠空白血清以及 5% 大鼠含药血清的培养基，10%
含药血清组培养基更换为含 10% 大鼠含药血清培养

基。给予大鼠血清 2 h 以后，皮质酮组、2.5%、5%、

10% 含药血清组均给予皮质酮处理，共孵育 48 h， 
使 用 MTT 法 对 细 胞 存 活 率 进 行 测 定， 检 测 波 长

490 nm。

4.4 Annexin Ⅴ /PI 流式细胞分析法检测 PC12
细胞凋亡率  （1）把处于对数生长期的细胞以 12 万

个 / 孔的密度接种于 6 孔板，后续处理同 4.3。（2）取

处理完毕的细胞，PBS 清洗 1 次，胰酶消化细胞， 
1 500~2 000 r/min 离心 5 min。（3）去除上清，PBS
再清洗 1 次，再次离心。（4）阴性组使用 PBS 重悬，

实验组使用 1×buffer 重悬。（5）阴性组不加任何荧光

试剂，实验组使用 5 μL FITC 进行染色，20~25 min 
后，实验组使用 3 μL PI 进行染色。（6）细胞混匀过

滤后，使用流式细胞仪检测。

4.5 蛋白免疫印迹（Western Blot）检测 PC12
细胞凋亡蛋白以及 CaSR 蛋白 （1）把处于对数生

长期的细胞以 12 万个 / 孔的密度接种于 6 孔板，后

续处理同 4.3。（2）①全蛋白提取：PBS 清洗 2~3 次， 
使用蛋白裂解液对细胞进行裂解，冰上摇床裂解 
30 min，把细胞刮取下来，转移至 EP 管中，冰上摇

床再次裂解 30 min，4 ℃，13 400~14 000×g 条件

下离心 25 min，取上清。②胞浆蛋白提取：收集培

养基，PBS 清洗 2~3 次，使用胰酶对细胞进行消化，

终止消化，收集细胞悬液，1 500 r/min 离心 5 min。 
除去培养基，使用 PBS 清洗细胞 2 次，1 500 rpm
离心 5 min。除去 PBS，加入胞浆蛋白提取液，振

荡。4 ℃ 16 000×g 离 心 5 min， 收 集 上 清。（3）

BCA 定量，加热变性。（4）制作 SDS-PAGE 分离胶

以及浓缩胶，进行 SDS-PAGE 电泳。（5）电转：把

蛋白从凝胶转移至 PVDF 膜上。（6）1×TBST 洗膜，

5% 脱脂牛奶封闭。（7）1×TBST 洗膜，一抗 4 ℃

孵育过夜。（8）1×TBST 洗膜，二抗室温孵育 1 h，

1×TBST 洗 膜。（9）ECL 发 光， 使 用 Iamage J 软

件处理计算条带灰度值。

4.6 Annexin Ⅴ /PI 流式细胞分析法检测 PC12
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细胞凋亡率 在空白血清、皮质酮、皮质酮 +10%
含药血清组 3 组分别加入 NPS2390 和 GdCl3，将其

分为 6 个组：空白血清组、皮质酮组、皮质酮 +10%
含药血清组、空白血清 +NPS2390/GdCl3 组、皮质

酮 +NPS2390/GdCl3 组、 皮 质 酮 +10% 含 药 血 清 + 
NPS2390/GdCl3 组。 种 板 24 h 后， 空 白 血 清 + 
NPS2390/GdCl3、皮质酮 +NPS2390/GdCl3、皮质酮

+10% 含药血清 +NPS2390/GdCl3 组给予 NPS2390/
GdCl3 处理。2 h 后，除空白血清组以及空白血清

+NPS2390/GdCl3 组外，其他组给予皮质酮刺激，共

孵育 48 h。之后的处理操作同 4.4。

5 统计学方法 应用 SPSS 20 软件进行数据分

析，数值以 x–±s 表示，采用单因素方差分析，如果

方差齐，则使用 LSD 进行组间比较；如果方差不齐，

则使用 Dunnett's T3 法进行组间比较。P<0.05 为差

异有统计学意义。

结  果

1 细胞皮质酮模型建立（表 1） 当皮质酮作用

PC12 细胞 24 h，与 0 μmol/L 组比较，50、100 μmol/L 
组细胞存活率下降，但差异无统计学意义（P>0.05），

200 μmol/L 组 PC12 细 胞 存 活 率 下 降 至 80.24%
（P<0.05），400、600、800 μmol/L 组 PC12 细 胞

存活率均显著下降（P<0.01）。当皮质酮作用 PC12
细 胞 48 h， 与 0 μmol/L 组 比 较，50、100、200、

400、600、800 μmol/L 组 PC12 细胞存活率均下降

显著（P<0.01）。其中，当 200 μmol/L 皮质酮作用

于 PC12 细胞 48 h，细胞存活率为 58.17%，该造模

浓度以及时间用于后续的体外实验。

表 2 各组 PC12 细胞存活率比较（%，x–±s）

组别 n       存活率

空白血清 4 100.00±5.78

皮质酮 4   62.73±4.72 

2.5% 含药血清 4   73.75±3.55 △

5% 含药血清 4   84.85±2.21 △

10% 含药血清 4   90.92±0.47 △

  注： 与空白血清组比较， P<0.01；与皮质酮组比较，△P<0.01

4 各组 PC12 细胞凋亡蛋白比较（图 2，表 4）  
与空白血清组比较，皮质酮组细胞 C-Caspase3 蛋白

表达量增加（P<0.01）；与皮质酮组比较，2.5%、5%、

10% 含药血清组细胞 C-Caspase3 蛋白表达量降低

（P<0.05，P<0.01）。

与空白血清组比较，皮质酮组细胞 C-Caspase9
蛋白表达量上升（P<0.01）；与皮质酮组比较，2.5%
含药血清组细胞 C-Caspase9 蛋白表达量稍微减少，

差异无统计学意义（P>0.05），5%、10% 含药血清

表 3 各组 PC12 细胞凋亡率比较 （%，x–±s）
组别 n       凋亡率

空白血清 3   9.96±0.98

皮质酮 3 22.40±1.72

2.5% 含药血清 3 17.03±1.72 △

5% 含药血清 3 15.49±1.31 △

10% 含药血清 3 12.69±1.44 △

  注：与空白血清组比较， P<0.01；与皮质酮组比较，△P<0.01

图 1 各组 PC12 细胞凋亡率比较

空白血清组

5% 含药血清组

皮质酮组

10% 含药血清组

2.5% 含药血清组

P1

Annexin V-FITC

表 1 不同浓度皮质醇对细胞存活率的影响 （%，x–±s）

皮质酮浓度 存活率

（μmol/L） n 24 h 48 h

    0 3 100.00±0.54 100.00±1.67

  50 3   83.46±3.07   73.41±1.00  

100 3   82.70±8.20   63.50±0.13  

200 3   80.24±3.27   58.17±0.37  

400 3   68.08±2.65    39.05±0.34  

600 3   59.56±0.91    37.67±0.21  

800 3   44.62±0.68    32.87±1.00  

  注：与 0μmol/L 组同期比较， P<0.05，  P<0.01

2 各组 PC12 细胞存活率比较（表 2） 与空

白 血 清 组 比 较， 皮 质 酮 组 PC12 细 胞 存 活 率 下 降

（P<0.01）；与皮质酮组比较，2.5%、5%、10% 含药

血清组 PC12 细胞存活率均上升（P<0.01）。根据实

验结果，初步确定后续实验四逆散含药血清的低中高

剂量组：2.5%、5%、10% 含药血清组。

3 各 组 PC12 细 胞 凋 亡 率 比 较（ 图 1， 表 3）  
与 空 白 血 清 组 比 较， 皮 质 酮 组 细 胞 凋 亡 率 增 加

（P<0.01）；与皮质酮组比较，2.5%、5%、10% 含药

血清组细胞凋亡率均减少（P<0.01）。
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酮 +10% 含药血清组比较，皮质酮 +10% 含药血清 + 
NPS2390 组细胞凋亡率增加（P<0.01）。

表 4 各组 PC12 细胞凋亡蛋白比较 （x–±s）

组别 n C-Caspase3/Tubulin C-Caspase9/Tubulin Bax（6A7）/GAPDH Cytochrome C/GAPDH

空白血清 3 0.35±0.19  0.64±0.15   0.61±0.11   0.68±0.12

皮质酮 3 1.02±0.09   0.94±0.02    0.91±0.02    0.93±0.05  

2.5% 含药血清 3 0.75±0.07 △  0.82±0.07   0.81±0.03   0.81±0.07

5% 含药血清 3 0.53±0.15 △△  0.58±0.11 △△   0.72±0.08 △   0.75±0.02

10% 含药血清 3 0.15±0.05 △△  0.38±0.14 △△   0.50±0.12 △△   0.45±0.17 △△

注：与空白血清组比较， P<0.01；与皮质酮组比较，△P<0.05，△△P<0.01

组细胞 C-Caspase9 蛋白表达量下降（P<0.01）。

与空白血清组比较，皮质酮组细胞 Bax（6A7）

蛋白表达量增加（P<0.01）；与皮质酮组比较，2.5%
含药血清组细胞 Bax（6A7）蛋白表达量轻微下降，

差 异 无 统 计 学 意 义（P>0.05），5%、10% 含 药 血

清 组 细 胞 Bax（6A7） 蛋 白 表 达 量 降 低（P<0.05，

P<0.01）。

与 空 白 血 清 组 比 较， 皮 质 酮 组 细 胞 胞 浆 中

Cytochrome C 蛋 白 表 达 量 上 升（P<0.05）；与 皮

质 酮 组 比 较，2.5%、5% 含 药 血 清 组 细 胞 胞 浆 中

Cytochrome C 蛋白表达量稍微减少，差异无统计

学 意 义（P>0.05），10% 含 药 血 清 组 细 胞 胞 浆 中

Cytochrome C 蛋白表达量下降（P<0.01）。

5 各组 PC12 细胞 CaSR 蛋白比较（图 3，表 5）  
与空白血清组比较，皮质酮组细胞 CaSR 蛋白表达量

降低（P<0.05）；与皮质酮组比较，2.5% 含药血清

组细胞 CaSR 蛋白表达量轻微增加，但差异无统计学

意义（P>0.05），5%、10% 含药血清组细胞 CaSR
蛋白表达量显著增加（P<0.01，P<0.05）。

6 NPS2390 与四逆散联合使用对细胞凋亡的影

响（图 4，表 6） 与空白血清组比较，皮质酮组细胞

凋亡率增加（P<0.01）；与皮质酮组比较，皮质酮 + 
10% 含药血清组细胞凋亡率降低（P<0.01），皮质

酮 +NPS2390 组细胞凋亡率增加（P<0.05）；与皮质

表 5 各组 PC12 细胞 CaSR 蛋白表达比较 （x–±s）

组别 n CaSR/GAPDH

空白血清 3   0.75±0.10

皮质酮 3   0.57±0.07 

2.5% 含药血清 3   0.66±0.02

5% 含药血清 3   0.75±0.14 △

10% 含药血清 3   0.81±0.04 △△

  注：与空白血清组比较， P<0.05；与皮质酮组比较，△P<0.05，
△△P<0.01

图 4 各组 P12 细胞凋亡结果

空白血清组

空白血清 +
NPS2390 组

皮质酮组

皮质酮 +
NPS2390 组

皮质酮 +10%
含药血清组

皮质酮 +10%
含药血清 +NPS2390 组

P1

Annexin V-FITC

  注：A为空白血清组；B为皮质酮组；C为2.5%含药血清组；D为5%
含药血清组；E 为 10% 含药血清组

图 2 各组 PC12 细胞凋亡蛋白比较

17 kD

35 kD

50 kD

20 kD

36 kD

14 kD

36 kD

  注：A为空白血清组；B为皮质酮组；C为2.5%含药血清组；D为5%
含药血清组；E 为 10% 含药血清组

图 3 各组 PC12 细胞 CaSR 蛋白表达

121 kD

36 kD

7 GdCl3 与四逆散联合使用对细胞凋亡的影响

（图 5，表 7） 与空白血清组比较，皮质酮组细胞

凋亡率增加（P<0.01）；与皮质酮组比较，皮质酮 + 
10% 含药血清组与皮质酮 +GdCl3 组细胞凋亡率均降

低（P<0.01）；与皮质酮 +GdCl3 组比较，皮质酮 + 
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10% 含药血清 +GdCl3 组细胞凋亡率无显著变化，差

异无统计学意义（P>0.05）。

表达来改善大鼠抑郁样行为 [8]。本研究采用体外细胞

模型来进一步验证四逆散含药血清对皮质酮损伤的

PC12 细胞的保护作用是否与 CaSR 调控凋亡有关。

体外细胞模型是研究抑郁症发病机制的重要方法

之一。高分化的 PC12 细胞作为一种常用的神经细胞

株，它来源于可移植的鼠嗜铬细胞瘤，是具有神经内

分泌细胞特征和糖皮质激素受体的细胞系 [16]，常作

为抑郁症体外实验的应激对象 [17-19]。本实验采用的

PC12 细胞具有细长突触且相互连接成网状，属于高

分化 PC12 细胞，可以直接用于后续实验研究。皮质

酮模型是抑郁症常用的体外模型，应用广泛且稳定。

皮质酮模型模拟了当机体应激时，激活下丘脑 - 垂

体 - 肾上腺轴（HPA axis），释放糖皮质激素（包括

皮质酮），选择性损伤海马神经元 [20]。研究表明皮

质酮可诱导 PC12 细胞损伤，从而在体外实验中模

拟抑郁症的发病机制，并且这种损伤可以被抗抑郁

药物缓解。本研究发现，当 200 μmol/L 皮质酮作

用于 PC12 细胞 48 h，细胞存活率为 58.17%，表

明了皮质酮造模成功。

凋亡又称为程序性细胞死亡。本研究发现四逆

散含药血清干预后，皮质酮损伤下的 PC12 细胞的

存活率增高，细胞凋亡率及相关蛋白 C-Caspase3、

C-Caspase9、Bax（6A7）以及胞浆 Cytochrome C
表达下降，这些结果表明四逆散含药血清可能通过抑

制细胞线粒体凋亡从而对皮质酮损伤下的 PC12 细

胞发挥保护作用。类似的报道如刘静等 [21] 研究发现

四逆散含药血清通过降低细胞凋亡率来减轻皮质酮对

PC12 细胞的损伤。此外，四逆散的君药柴胡的有效

成分柴胡皂苷 D 以及柴胡总皂苷均可以通过抑制线

粒体凋亡从而发挥其抗抑郁作用 [22，23]，这些结果进

一步支持了四逆散含药血清对皮质酮损伤 PC12 细胞

的保护作用可能与抑制细胞线粒体凋亡途径有关。

CaSR 属于 G 蛋白偶联受体 [24]，主要分布在甲

状旁腺、骨组织、胃肠道、肾脏、心血管等部位 [25]。

Brown EM 等 [26] 学者于 1993 年首先从牛甲状旁腺克隆

出 CaSR。另外，CaSR 在大脑皮层、海马、丘脑等多

个脑区均有表达 [27]，且参与神经元的生长、迁移、分化、

损伤以及神经传递 [28]。本研究发现，皮质酮能够降低

PC12 细胞 CaSR 蛋白表达水平，而四逆散含药血清可

以提高其表达水平，该结果与笔者前期体内研究结果一

致，即抑郁模型大鼠的海马以及前额叶皮质 CaSR 表

达水平下降，四逆散可以提高其表达水平 [8]。

CaSR 与凋亡的关系研究起步较晚，但受到了日益

的关注，为相关疾病的治疗提供了新的思路。卢玉珊 [9] 

表 6 各组细胞凋亡率比较 （%，x–±s）
组别 n 凋亡率

空白血清 3   8.74±0.59

皮质酮 3 28.03±0.36  

皮质酮 +10% 含药血清 3 12.48±0.16 △△

空白血清 +NPS2390 3   9.31±0.08

皮质酮 +NPS2390 3 32.84±0.70 △

皮质酮 +10% 含药血清 +NPS2390 3 19.53±0.23 ▲

  注：与空白血清组比较， P<0.01；与皮质酮组比较，△P<0.05，
△△P<0.01；与皮质酮 +10% 含药血清组比较，▲P<0.01

表 7 各组细胞凋亡率比较 （%，x–±s）

组别 n 凋亡率

空白血清 3    9.14±0.13

皮质酮 3   22.54±1.71  

皮质酮 +10% 含药血清 3     19.23±1.13 △

空白血清 +GdCl3 3    8.90±0.50

皮质酮 +GdCl3 3     14.34±1.22 △

皮质酮 +10% 含药血清 +GdCl3 3  14.74±1.14

  注：与空白血清组比较， P<0.01；与皮质酮组比较，△P<0.01

图 5 各组 P12 细胞凋亡结果

P1

Annexin V-FITC

空白血清组

空白血清 +
GdCl3 组

皮质酮组

皮质酮 +
GdCl3 组

皮质酮 +10%
含药血清组

皮质酮 +10% 含药
血清 +GdCl3 组

讨  论

抑郁症是一种由多种因素导致的心境障碍。中

学医认为抑郁症多与“郁”有关，由肝失疏泄、情

志调畅不当所致。四逆散出自《伤寒论》，具有疏肝

解郁、畅达阳气的功效，研究发现其能够从 5- 羟色

胺、神经营养、可塑性等多方面来改善大鼠抑郁样行 
为 [8，13，15]。前期动物研究发现抑郁大鼠海马及前额

叶存在 CaSR 异常表达，四逆散能够上调 CaSR 的
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研究发现，CaSR 的缺失可以促进神经干细胞凋亡。

在前述实验的基础上，本研究进一步采用 CaSR 激

动剂（GdCl3）与 CaSR 抑制剂（NPS2390）来验证

CaSR 是否参与了皮质酮诱导的 PC12 细胞凋亡以及

四逆散含药血清对皮质酮损伤的 PC12 细胞的保护作

用。结果显示，与皮质酮组相比，皮质酮 +NPS2390
组细胞凋亡率上升，皮质酮 +GdCl3 组细胞凋亡率降低，

提示 CaSR 可能参与了皮质酮诱导的 PC12 细胞凋亡。

有学者进一步发现 CaSR 可通过线粒体通路、死亡受

体通路、内质网通路三条 Caspase 相关凋亡通路来调

节神经元凋亡 [29]。在此基础上，通过在皮质酮 +10%
含药血清组内分别加入 NPS2390 以及 GdCl3，发现

皮质酮 +10% 含药血清 +NPS2390 组比皮质酮 +10%
含药血清组细胞凋亡率高，皮质酮 +10% 含药血清 + 
GdCl3 组细胞凋亡率无显著变化，提示抑制 CaSR 对

四逆散含药血清抗凋亡作用产生影响，CaSR 可能参

与四逆散含药血清对皮质酮损伤的 PC12 细胞的保护

作用。此外，结合凋亡蛋白 Western Blot 检测结果分

析，发现 CaSR 可能是通过线粒体途径参与皮质酮诱

导的 PC12 细胞凋亡以及四逆散含药血清对皮质酮损

伤的 PC12 细胞的保护作用，具体机制有待进一步研

究探讨。

综上所述，四逆散含药血清可以有效地抑制皮质

酮诱导的 PC12 细胞凋亡，而 CaSR 可能参与四逆散

含药血清对皮质酮损伤的 PC12 细胞的保护作用。本

研究证实了中医调肝方药对于皮质酮诱导的 PC12 细

胞损伤的改善具有一定的作用 [11，12]。

利益冲突：本研究不存在利益冲突。
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