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［摘　要］　目的　观察柴郁温胆汤及其不同配伍组合对抑郁模型大鼠海马环磷酸腺苷反应元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）和脑源性

神经营养因子（ＢＤＮＦ）表达的影响。 方法　健康雄性ＳＤ大鼠７０只，随机分为正常组、模型组、复方组、化痰组、调气血组、养

心脾组和马普替林组。除正常组外，各组采用孤养加慢性轻度不可预见性刺激方法建立大鼠抑郁模型，从应激第２天起分别

灌胃给药至实验第２３天。采用免疫组化法检测大鼠海马ＣＡ３区ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ的表达。 结果　与正常组相比，模型组大

鼠海马ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ表达的总面积、阳性细胞数和平均光密度均明显降低（Ｐ＜０．０１）。与模型组相比，复方组、化痰组、马

普替林组能够显著上调大鼠海马ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ表达（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；养心脾组能够提升ＣＲＥＢ表达的总面积和阳性

细胞数（Ｐ＜０．０５）；调气血组能够提升ＢＤＮＦ表达的平均光密度（Ｐ＜０．０５）。 结论　柴郁温胆汤能够明显上调大鼠海马

ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ表达，其中以化痰药的配伍组合作用较明显。

［关键词］　柴郁温胆汤；抑郁症；ｃＡＭＰ反应元件结合蛋白；脑源性神经营养因子
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　　近年来，国内外学者发现受体后第二信使系统
在抑郁症发病中具有重要作用。有研究表明，长期
慢性应激可以下调环磷酸腺苷反应元件结合蛋白
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疗能够逆转这种改变［１－４］。中药复方柴郁温胆汤由
古方温胆汤化裁而来，具有疏肝解郁、调和气血、化
痰健脾功效。我们前期研究显示，该方能明显改善
抑郁大鼠行为学变化、调节 ＨＰＡ轴的功能、提高脑
单胺类神经递质的含量和海马区ＰＫＡ的表达［５－７］。
为进一步探讨其作用机理，本研究观察柴郁温胆汤
不同配伍对大鼠海马ＣＡ３区ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ表达
的影响。

１　材料与方法

１．１　动物
清洁级健康ＳＤ雄性大鼠，体重１８０～２００ｇ，由

南京医科大学实验动物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ
（苏）２００２－００３１。适应性饲养２周后造模。

１．２　药物
柴郁温胆汤（复方组）由柴胡１０ｇ、郁金１０ｇ、半

夏１０ｇ、陈皮１２ｇ、竹茹１０ｇ、枳实１０ｇ、人参５ｇ、茯苓

１０ｇ、炙甘草５ｇ、生姜５ｇ、大枣５ｇ组成。拆方分为化
痰组（半夏、陈皮、竹茹）；调气血组（柴胡、郁金、枳
实）；养心脾组（人参、茯苓、炙甘草、大枣）。以上药
物均由安徽中医学院生药学专家鉴定。严格按中药
煎煮提取工艺制剂，含生药量：复方组１．８４ｇ／ｍｌ、化
痰组 ０．６４ｇ／ｍｌ、调气血组 ０．６０ｇ／ｍｌ、养心脾组

０．５０ｇ／ｍｌ。提取液中每味药的浓度在复方和不同
配伍组合中均相同，以保证各组实验结果的可比性。
盐酸马普替林片（北京诺华制药有限公司生产，

国药准字：Ｈ１９９９１０４７）。用时碾成粉末，用去离子
双蒸水配制成１ｍｇ／ｍｌ药物混悬液。

１．３　主要试剂及仪器
一抗（ＣＲＥＢ兔抗，ＢＤＮＦ兔抗）试剂盒、二抗

（与一抗相对应，均为鼠抗）试剂盒、免疫组化ＳＡＢＣ
试剂盒、ＡＰＥＳ及ＤＡＢ显色剂、ＰＢＳ缓冲液（均为武
汉博士德生物工程有限公司产品）；Ｔ３－２００型分析
天平（成都科学仪器厂）；１０１－Ａ恒温干燥箱（宁波自
动化仪表厂）；石蜡包埋机（英国 ＨＩＳＴＯＣＥＮＴＲＥ
公司）；石蜡切片机（英国ＦＩＮＥＳＳＥ公司）；ＤＰ８０１
形态分析系统（江苏捷达科技发展有限公司）。

１．４　造模方法
正常组每笼饲养５只，正常饮水摄食，不给任何

刺激。其余各组每笼饲养１只，并接受各种不同的
应激刺激２１天，刺激方法根据 Ｋａｔｚ法［８］改进，包
括：４８ｈ禁食，２４ｈ禁水，通宵照明（１２ｈ），４℃冷水游
泳５ｍｉｎ，４５℃烘箱热烘５ｍｉｎ，夹尾１ｍｉｎ，高速水平
振荡（１６０Ｈｚ）１０ｍｉｎ，昼夜颠倒，潮湿饲养，闪光刺激

１５ｍｉｎ等。每天随机给予一种刺激，使大鼠不能预
料刺激的发生，以避免产生适应。

１．５　分组及给药
选取Ｏｐｅｎ－ｆｉｅｌｄ评分［１］相近的大鼠７０只，按随

机数字表法分为正常组、模型组、复方组、化痰组、调
气血组、养心脾组、马普替林组，每组１０只。后５组
从应激第２天起均按提取液１ｍｌ／１００ｇ灌胃给药，模
型组和正常组给予等量生理盐水。每天上午８：００
灌胃给药１次，持续至实验的第２３天。

１．６　检测指标及方法

１．６．１　实验大鼠 Ｏｐｅｎ－ｆｉｅｌｄ行为评分［１］　实验第

２１天再次 Ｏｐｅｎ－ｆｉｅｌｄ行为学评分，将大鼠置于高

４０ｃｍ、直径８０ｃｍ、周壁为黑色的圆柱体内，底面用
黑线划分为面积相等的２５块。以动物四肢完全进
入一个分区作为一个水平活动（ｃｒｏｓｓｉｎｇ）得分、以双
前肢完全抬离地面至放下作为一个垂直活动（ｒｅａ－
ｒｉｎｇ）得分、以及观察大鼠的理毛（修饰）次数和大便
颗粒数。每只动物仅进行一次测定，每次观察

３ｍｉｎ。

１．６．２　免疫组化法半定量检测大鼠海马 ＣＡ３区

ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ　大鼠用１０％水合氯醛（０．３６ｍｌ／

１００ｇ）腹腔注射麻醉后开胸，主动脉弓插管，开右心
房，先灌注０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）２５０ｍｌ，
继灌注１５０ｍｌ混合液（４％多聚甲醛＋０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ）内固定，持续３０ｍｉｎ，可以看到大鼠四肢和尾
轻微快速颤动继而全身僵硬。断头取出脑组织浸入

４％多聚甲醛外固定待测。采用免疫组化ＳＡＢ检测
法，当细胞膜上出现适当的阳性颗粒时，及时双蒸水
冲洗终止显色。苏木素轻度复染约３０ｓ，水洗；１％
盐酸酒精稍分化后蓝化片刻，常规脱水，透明，中性
树胶封片。Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜、ＤＰ８０１形态分析软件
进行图像采集和处理，计算抗原表达的总面积、阳性
细胞数和平均光密度。每个部位测７个视野，取平
均值。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１１．５统计软件处理，计量数据均以

均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较用单因素方差
分析。

２　结果

２．１　各组大鼠Ｏｐｅｎ－ｆｉｅｌｄ行为评分比较
表１示，实验第２１天与正常组比较，模型组水

平得分、垂直得分、修饰次数和大便颗粒数均明显减
少（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；实验第２１天与模型组比
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较，复方组能够逆转上述各观察指标的改变（Ｐ＜
０．０１）；化痰组对水平得分与修饰次数的提升差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；调气血组对垂直得分与大
便颗粒数的提升差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；养
心脾组对于上述指标无改变（Ｐ＞０．０５）；马普替林
组对于水平得分、垂直得分和修饰次数的提升差异
均具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），但对于大便颗粒数
的改变差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　各组大鼠海马ＣＲＥＢ表达比较
表２示，与正常组相比，模型组大鼠海马区

ＣＲＥＢ表达的总面积、阳性细胞数和平均光密度均
明显降低（Ｐ＜０．０１）；与模型组相比，复方组、马普
替林组、化痰组均能够显著上调大鼠海马区ＣＲＥＢ
上述３个指标的表达（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；养心
脾组能够提升大鼠海马区ＣＲＥＢ表达的总面积和

阳性细胞数（Ｐ＜０．０５）；调气血组对ＣＲＥＢ的表达
无明显影响（Ｐ＞０．０５）。

２．３　各组大鼠海马ＢＤＮＦ表达比较
表３示，与正常组相比，模型组大鼠海马区ＢＤ－

ＮＦ表达的总面积、阳性细胞数和平均光密度均明
显降低（Ｐ＜０．０１）；与模型组相比，复方组、化痰组、
马普替林组均能够明显上调 ＢＤＮＦ的表达（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）；调气血组亦提高ＢＤＮＦ表达的
平均光密度（Ｐ＜０．０５）；养心脾组对上述指标的改
变差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论
本研究采用孤养加慢性轻度不可预见性刺激方法

建立大鼠抑郁模型，经行为学观察证实该模型基本模
拟了抑郁症患者兴趣缺失、探究能力下降、精神运动迟
滞等抑郁表现，可作为研究抑郁症的较理想模型。

表１　各组大鼠Ｏｐｅｎ－ｆｉｅｌｄ行为评分比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数
水平得分（分）
第１天 第２１天

垂直得分（分）
第１天 第２１天

修饰次数（次）
第１天 第２１天

大便颗粒数（个）
第１天 第２１天

正常组 １０　６２．９±１２．６　６３．７±１５．８　 １２．０±４．７　 １２．７±５．９　 ４．６±１．８　 ６．３±１．７　 ３．５±１．４　 ４．７±２．５
模型组 １０　６１．１±１７．５　４８．４±１３．１＊ １２．９±６．３　 ７．２±３．１＊ ４．３±３．７　 ３．５±１．６＊＊ ３．７±２．９　 ２．５±１．４＊

复方组 １０　６０．２±１０．２　６６．３±８．７△△ １２．５±６．７　 １４．６±６．９△△ ４．０±３．２　 ６．１±２．０△△ ３．１±１．４　 ５．１±２．４△

化痰组 １０　６０．２±１０．８　６３．５±１２．３△ １２．８±４．３　 １１．８±５．４　 ４．４±１．６　 ５．８±２．２△ ３．７±１．８　 ３．７±１．７
调气血组 １０　６５．２±１２．０　５６．９±１１．５　 １２．４±３．０　 １２．３±４．９△ ４．３±１．０　 ３．２±１．６　 ３．４±１．６　 ４．９±２．１△

养心脾组 １０　６３．５±１２．４　５２．１±１２．９　 １２．７±３．５　 ８．６±４．１　 ４．５±１．５　 ２．８±１．９　 ３．３±２．０　 ４．５±３．０
马普替林组 １０　６３．８±１４．３　６６．２±２３．０△△ １２．５±５．７　 １３．９±７．９△△ ４．８±１．９　 ６．２±２．７△△ ３．４±１．９　 ４．２±２．２

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

表２　各组大鼠海马区ＣＲＥＢ表达比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 阳性产物总面积（μｍ２） 阳性细胞数（个） 平均光密度（μｍ２）

正常组 １０　 ７５７６．５０±１４１２．５６　 ２８６．５０±３３．８３　 ０．１５±０．０３
模型组 １０　 ３７９５．５０±１４５８．３３＊ １８６．００±２６．３８＊ ０．０７±０．０１＊

复方组 １０　 ７５５４．３３±１２２５．７１△△ ２７３．６７±２１．５７△△ ０．１２±０．０３△△

化痰组 １０　 ７１８７．５０±１５１５．５１△ ２６７．３３±４９．０３△ ０．１１±０．０３△

调气血组 １０　 ３９３７．３３±２４９７．４０　 １７１．５０±６６．３７　 ０．０９±０．０４
养心脾组 １０　 ７０２５．３３±３０４４．１６△ ２６８．００±１０１．３４△ ０．０８±０．０１
马普替林组 １０　 ８１５９．５０±４１０８．６６△△ ２７６．００±５４．５６△△ ０．１２±０．０２△△

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

表３　各组大鼠海马区ＢＤＮＦ表达比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 阳性产物总面积（μｍ２） 阳性细胞数（个） 平均光密度（μｍ２）

正常组 １０　 ８８５５．２０±３０８１．７３　 ３０９．６０±６９．６０　 ０．１９±０．３２
模型组 １０　 ４３０７．００±６７０．１９＊ １８６．５０±５１．３１＊ ０．１４±０．０４＊

复方组 １０　 ６５１４．１０±１３８９．５７△△ ３０４．５０±９０．１８△△ ０．１９±０．０２△△

化痰组 １０　 ６１１５．９０±８３１．２０△ ２９８．２０±１５０．９１△ ０．１８±０．０２△△

调气血组 １０　 ５５００．２０±１３４８．９４　 ２２９．３０±１１８．３９　 ０．１７±０．０２△

养心脾组 １０　 ４１９９．１０±１３３０．５７　 １７３．５０±１０３．３９　 ０．１３±０．０３
马普替林组 １０　 ６３８６．６５±１５１６．１２△△ ２８７．５０±９２．５２△ ０．１８±０．０２△△

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１
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　　ＣＲＥＢ属于亮氨酸连转录因子家族成员的核内
蛋白，在不同组织中表达并扮演多种不同的功能。
它包含一个基本的亮氨酸序列和一个 ＤＮＡ 结合
区，使之可以识别并和其ＤＮＡ结合区相结合，从而
可以启动ｃＡＭＰ反应元件基序。当ＣＲＥＢ第１３３
位的丝氨酸残基（Ｓ１３３）被磷酸化后，ＣＲＥＢ的转录
活性被激活。能引起ＣＲＥＢ磷酸化的经典通路是

ｃＡＭＰ－ＰＫＡ信号转导通路［９］。

ＢＤＮＦ属神经营养素家族，对发育过程中神经
元的存活、分化和发育、以及参与成熟脑神经元的存
活和功能发挥重要作用。酪氨酸激酶Ｂ（ＴｒｋＢ）是

ＢＤＮＦ高亲和力受体。ＢＤＮＦ与 ＴｒｋＢ结合，参与
激活神经营养因子作用的磷脂酰肌醇－３－激酶／Ａｋｔ
（ＰＩ－３Ｋ／Ａｋｔ）、ＲＡＳ－丝裂素激活蛋白激酶（ＲＡＳ－
ＭＡＰＫ）等信号转导途径［１０］。ＢＤＮＦ在长程增强效
应、学习、记忆的突触可塑性中扮演重要角色［１１］。
临床也观察到抑郁症患者血清ＢＤＮＦ水平较正常
人明显降低，经过抗抑郁治疗后可以显著提升抑郁
症患者的血清ＢＤＮＦ水平，同时改善患者的抑郁症
状［１２］。因此ＢＤＮＦ的功能涉及到结构重建—神经
可塑性和突触重塑，也可能是抗抑郁剂治疗的潜在
靶物。
本研究结果表明，慢性应激可以导致抑郁模型

大鼠海马ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ表达下降，这进一步证实
了ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ与抑郁症发病密切相关。柴郁
温胆汤能够明显上调抑郁大鼠海马ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ
表达，与四环类抗抑郁剂马普替林作用相类似，提示
该方抗抑郁机理之一可能是参与了细胞信号通路的

调节，起作用的主要是化痰组药物，其次是养心脾药
物，调气血组药物作用不明显，但３组配伍合用后的
全方作用最显著，表明中药复方配伍具有多途径、多
靶点的整体调节优势，也提示化痰中药在抑郁症治
疗中具有重要意义。此外，复方组能够改善抑郁模
型大鼠大便颗粒数的改变，一定程度显示了柴郁温
胆汤抗抑郁的优越性，即改善抑郁症患者便秘的并
发症。综上，中药复方柴郁温胆汤具有良好的抗抑
郁作用，但其药效的确切物质基础有待进一步明确。
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ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　Ｂｉｏｂｅｈａｖ　Ｒｅｖ，１９８１，５
（２）：２４７－２５１．

［９］Ｄｅ　Ｃｅｓａｒｅ　Ｄ，Ｆｉｍｉａ　ＧＭ，Ｓａｓｓｏｎｅ－Ｃｏｒｓｉ　Ｐ．Ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ
ｒｏｕｔｅｓ　ｔｏ　ＣＲＥＭ　ａｎｄ　ＣＲＥＢ：ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｃｉ，１９９９，２４（７）：２８１－
２８５．

［１０］Ｐｏｏ　ＭＭ．Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｓ　ａｓ　ｓｙｎａｐｔｉｃ　ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ［Ｊ］．

Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２００１，２（１）：２４－３２．
［１１］Ｂｒａｍｈａｍ　ＣＲ，Ｍｅｓｓａｏｕｄｉ　Ｅ．ＢＤＮＦ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ａｄｕｌｔ

ｓｙｎａｐｔｉｃ　ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ：ｔｈｅ　ｓｙｎａｐｔｉｃ　ｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｉｏｎ　ｈｙｐｏｔｈｅ－
ｓｉｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｇ　Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ，２００５，７６（２）：９９－１２５．

［１２］张玉梅，张志珺，沙维伟，等．抑郁症患者治疗前后血

清脑源性神经营养因子水平变化及相关因素分析［Ｊ］．
中华精神科杂志，２００９，４２（４）：２１０－２１４．

（收稿日期：２０１１－０３－０２；修回日期：２０１１－０５－１３）

［编辑：行　之］

　欢迎邮购《中医杂志》光盘合订本　

１９５１－１９８６年（４张光盘）４８０元；１９８７－１９９４年（１张

光盘）２６０元；１９９５－２００４年（１张光盘）２８０元。光盘合订本

为计算机用数据光盘，收入了同期出版的全部《中医杂志》的

内容，可对所有文章进行任意字检索，方便实用。

汇款地址：北京东直门内南小街１６号中医杂志北京医

海林音像书店，邮政编码：１００７００，电话：（０１０）６４０３５６３２。网

址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｔｃｍ．ｎｅｔ．ｃｎ。

·０５９１· 周志华等　不同配伍柴郁温胆汤对抑郁模型大鼠海马ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ表达的影响 ２０１１年第２２期


