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［摘　要］　目的　探讨加味温胆汤对抑郁模型大鼠海马钙调素依赖蛋白激酶（ＣａＭＫ）信号转导通路的影响。 方法　１２８只

ＳＤ大鼠随机分为空白组、模型组、中药组、西药组，每组３２只。采用孤养结合慢性不可预见性应激造模抑郁大鼠，从造模第１
天开始中药组给予加味温胆汤１２ｇ／（ｋｇ·ｄ），西药组予氟西汀１．８ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），模型组、空白组给予生理盐水２ｍｌ／（ｋｇ·ｄ），

各组均灌胃给药，连续２８天。实验第７、１４、２１、２８天时采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测各组大鼠海马 Ｎ－甲基－Ｄ－天冬氨酸受体１
（ＮＭＤＡ－ＮＲ１）、钙调素（ＣａＭ）、ＣａＭＫⅡ蛋白表达变化。 结果　第７、１４天，各组大鼠海马 ＮＭＤＡ－ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ蛋白

表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。２１、２８天时，与空白组比较，模型组大鼠海马 ＮＭＤＡ－ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ蛋白表达增多
（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，中、西药组大鼠海马ＮＭＤＡ－ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ蛋白表达减少（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；中、西药组

同时间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 结论　加味温胆汤可通过抑制ＣａＭＫ信号转导通路的活性发挥其抗抑郁效应。

［关键词］　加味温胆汤；抑郁症；大鼠；海马；ＣａＭＫ通路
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　　抑郁症是一种常见的情感障碍疾病，世界卫生
组织（ＷＨＯ）预测到２０２０年其将成为第二大致残

疾病［１］，且现有抗抑郁西药，如氟西汀、帕罗西汀等

长期服用易产生恶心、失眠等副作用，影响患者依从

性［２］，致使临床缺乏有效防治策略及干预药物。中

医药在抑郁症的防治中具有身心整体调理优势，前
期临床实践证实，加味温胆汤能改善抑郁症患者的

情绪、认知功能及躯体症状，且无毒副作用［２］，其通
过影响神经－内分泌－免疫系统的关键因子，神经
可塑性相关的胞内信号转导通路，发挥抗抑郁效
应［３－４］。本研究在前期临床研究及动物实验［５－６］基
础上，以钙调素依赖蛋白激酶（ＣａＭＫ）信号通路为
切入点，探讨加味温胆汤的抗抑郁作用机制，为临床
应用提供参考。
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１　材料与方法

１．１　实验动物及分组

８周龄ＳＤ雄性大鼠１２８只，体重（１８０±２０）ｇ，
清洁级，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供，
实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（湘）２００９－０００４。按照
随机数字表法将大鼠分成空白对照组（空白组）、模
型对照组（模型组）、中药治疗组（中药组）、西药治疗
组（西药组），每组３２只。

１．２　试剂
动物组织ＲＮＡ提取试剂盒（离心柱型），天根

生化科技（北京）有限公司；Ｗｅｓｔｅｒｎ及ＩＰ细胞裂解
液，碧云天公司；考马斯亮兰蛋白测定试剂盒，南京
建成生物工程研究所；一抗兔抗人 Ｎ－甲基－Ｄ－天冬
氨酸受体１（ＮＭＤＡ－ＮＲ１）蛋白多克隆抗体，Ｓａｉｅｒ－
ｂｉｏ公司；二抗辣根酶标记山羊抗兔ｌｇＧ，中杉金桥
生物有限公司；ＰＶＤＦ膜，美国Ｂｉｏ－ｒａｄ公司。

１．３　造模方法与给药
采用孤养结合慢性不可预测性应激造模［７］，大

鼠单笼饲养，２４ｈ禁食，通宵照明，４℃冷水游泳

５ｍｉｎ，４５℃烘箱热烘５ｍｉｎ，夹尾１ｍｉｎ，高速水平振
荡３ｍｉｎ，１００Ｖ电击足底１ｍｉｎ，悬尾１ｍｉｎ，共９种刺
激方法，随机安排到２１日内，每日１种，每种刺激至
少出现２次，同种刺激不能连续出现，使动物不能预
料刺激发生［８］。造模结束后进行旷场试验，以大鼠
穿越底面块数为水平活动得分，以直立次数为垂直
活动得分的改变情况进行造模是否成功的评价，各
组均造模成功。各组在实验第１天开始给予不同干
预方法，中药组给予加味温胆汤１２ｇ／（ｋｇ·ｄ），药物
组成：竹茹６ｇ，法半夏１０ｇ，枳实１０ｇ，陈皮１０ｇ，远志
６ｇ，合欢花１０ｇ，茯苓１５ｇ，郁金１０ｇ，草果６ｇ，石菖蒲
１５ｇ，厚朴１０ｇ，桃仁１０ｇ，片姜黄１０ｇ，（炒）酸枣仁
１２ｇ，薏苡仁１０ｇ，制为浸膏，经生理盐水溶解灌胃给
药；西药组给予氟西汀１．８ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；模型组、空
白组给予生理盐水２ｍｌ／（ｋｇ·ｄ）；每天早晨８：００开
始，各组均灌胃给药，连续２８ｄ。

１．４　检测指标与方法
１．４．１　取材　实验第７、１４、２１、２８ｄ，从每组随机选

择８只大鼠，禁食１２ｈ，经腹股沟动脉放血处死，取
脑，分离海马约１００ｍｇ置１．５ｍｌ　ＥＰ管中，生理盐水
冲洗两遍同时充分剪碎，离心去上清。然后每管加

４℃裂解液ｌｍｌ，继续剪碎、混匀，低温超声匀浆；

１４　０００转离心，５ｍｉｎ，取上清备用。

１．４．２　大鼠ＮＭＤＡ－ＮＲ１、钙调素（ＣａＭ）、ＣａＭＫⅡ
蛋白相对表达量检测　取上清５μｌ，加考马斯亮蓝

３μｌ，去离子水９５μｌ，５９５ｎｍ处，１ｃｍ光径，蒸馏水调
零，测各管ＯＤ值；根据样品ＯＤ值调整蛋白浓度。
样品煮沸５ｍｉｎ，冷却后取５０μｇ上样；电件（１２％

浓缩胶：９０ｖ３０ｍｉｎ；１０％分离胶：１２０ｖ１２０ｍｉｎ）；ＮＣ膜
转印（７０ｖ１２０ｍｉｎ）；５％脱脂奶粉ＴＢＳＴ溶液封闭抗
体，摇床２ｈ，ＴＢＳ漂洗５ｍｉｎ，３次。
一抗孵育（兔抗人ＮＭＤＡ－ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ

多克隆抗体１∶５００稀释），４℃过夜；二抗孵育（辣根
酶标记羊抗兔ＩｇＧ　１∶１５００稀释），３７℃１ｈ；扫描并
分析结果，条件设置为曝光２ｍｉｎ，ＣＣＤ自动获取图
像，同时以１∶１０００稀释的小鼠抗大鼠ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ
单克隆抗体作为内参照，各蛋白相对表达量以相应
蛋白／ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ灰度值表示。

１．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１１．０统计软件包进行统计学处理，计

量资料以均数±标准差（珔ｘ±ｓ）表示，多组间差异比较
采用单因素方差分析，用ＳＮＫ法进行组间比较。

２　结果
在实验第２４ｄ时，中药组１只大鼠因灌胃损伤

死亡。共１２７只大鼠进入结果分析。
各组大鼠海马 ＮＭＤＡ－ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ蛋

白表达的比较：表１、２、３示，７ｄ、１４ｄ，各组大鼠海马
区ＮＭＤＡ－ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ蛋白表达比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。２１ｄ、２８ｄ时，与空白组比
较，模型组ＮＭＤＡ－ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ蛋白表达增
加（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，中、西药组 ＮＭＤＡ－
ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ蛋白表达减少（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１）；各时间点各指标中、西药组间比较，差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　各组大鼠不同时间ＮＭＤＡ－ＮＲ１蛋白相对表达量比较（％，珚ｘ±ｓ）

组别 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ

空白组 ４８．６７±１３．６７（８） ５０．４３±１３．５６（８） ５４．４５±１６．４３（８） ６４．２３±２２．３４（８）

模型组 ４６．７８±１７．９４（８） ６８．４５±１３．８９（８） ７８．８７±１８．３４＊（８） ９３．２３±２１．２４＊（８）
中药组 ５０．８９±１３．２３（８） ５４．５６±１８．４５（８） ６０．５６±２１．３４△（８） ８０．５６±１８．４５△△（７）
西药组 ５４．５４±１５．４５（８） ６０．００±１６．４４（８） ６４．７７±１８．２３△△（８） ７８．５６±２５．７６△△（８）

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；括号内为鼠数

·７５９·２０１２年第１１期 张曼等　加味温胆汤对抑郁模型大鼠海马ＣａＭＫ信号转导通路的影响



表２　各组大鼠不同时间ＣａＭ蛋白相对表达量比较（％，珚ｘ±ｓ）

组别 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ

空白组 １６．３４±５．４５（８） ２０．６７±５．３４（８） ２２．２１±５．２１（８） ２３．４５±９．３２（８）

模型组 １８．５６±６．５６（８） ２７．８７±６．５６（８） ３５．３２±７．３２＊（８） ４２．３４±７．３６＊（８）
中药组 １７．２３±５．４３（８） ２４．８８±７．４５（８） ２６．４５±５．４３△（８） ２９．４５±９．１２△（７）
西药组 １５．８２±４．３４（８） ２３．５６±８．２１（８） ２５．４５±６．８９△（８） ３１．２３±７．２２△（８）

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０１；括号内为鼠数

表３　各组大鼠不同时间ＣａＭＫⅡ蛋白相对表达量比较（％，珚ｘ±ｓ）

组别 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ

空白组 ８．４５±２．５６（８） １０．４５±３．７（８） １８．３４±３．８９（８） ２３．４５±５．３２（８）

模型组 ９．５４±２．８９（８） １４．５６±３．７７（８） ２６．７８±３．７８＊（８） ４２．３４±６．３６＊（８）
中药组 ９．６７±２．４５（８） １２．５６±２．５６（８） ２３．５６±４．６７△（８） ２９．４５±７．１２△（７）
西药组 ８．７８±２．４５（８） １１．３４±３．５６（８） ２５．４５±３．８９△（８） ３１．２３±８．２２△（８）

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０１；括号内为鼠数

３　讨论

ＣａＭＫ通路在抑郁症发病及抗抑郁治疗途径中
具有重要作用。Ｎｏｗａｋ等［８］用放射性配体结合技
术对抑郁症自杀者与其他原因突然死亡者的大脑进

行比较，发现前者额叶皮质 ＮＭＤＡ受体（ＮＭＤＡ－
ＮＲ１）复合物中高亲和性甘氨酸结合位点的数目减
少，ＮＭＤＡ－ＮＲ１的结合率显著下降。钟晓明等［９］

研究发现，抑郁症模型小鼠海马突触体内游离Ｃａ２＋

浓度明显升高。另有研究证实，ＣａＭＫ在钙信号转
导通路中起着轴心的作用，其不但受ＣａＭ 的活化，

而且受各种蛋白激酶的调节，蛋白激酶的磷酸化和
去磷酸化是 ＣａＭＫ 活化的开关［１０］。Ｌｅｅ等［１１］认
为，ＣａＭＫⅡ是一种在脑组织尤其是海马区内高度
表达的蛋白激酶，在神经可塑性变化及记忆形成中
具有重要作用。

本项目组提出调理脾胃是抑郁症治疗不可忽视

的原则［１２］，重视中焦脾胃在调畅诸脏腑气机中重要
的枢纽作用，加味温胆汤即以此为立方依据，方中半
夏辛温，长于降气和中、燥湿化痰，为君药。橘皮辛
苦温，擅调和中气、驱化痰湿，枳实苦微寒，长于行气
破滞、化痰散结，竹茹甘微寒，化痰开郁、清胃降逆，

茯苓，性平，味甘、淡，利水渗湿，健脾宁心，上４味为
臣药。生姜辛微温，益气和中、下气降逆为佐药。甘
草，甘平，归脾、胃、心、肺经，益气补中调和诸药，为
使药。诸药合用，寓辛开苦降之理，共奏调中行气、

驱化痰浊之功，全方苦辛、升降相因，从调理脾胃气
机入手，使枢轴旋转而诸脏腑气机调畅，则浊邪可
祛，抑郁症可望向愈。

本研究发现，模型组大鼠海马 ＮＭＤＡ－ＮＲ１、

ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ蛋白表达在抑郁形成过程中上升趋
势相同；随着治疗时程的增加，中药组、西药组ＮＭ－
ＤＡ－ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ蛋白表达上升趋势得到明
显抑制，与模型组比较，２１ｄ时差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５），２８ｄ时，３种蛋白表达量进一步降低，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１），结果提示，加味温胆汤对

ＮＭＤＡ－ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ表达的抑制作用具有
时效关系，２１ｄ出现抑制蛋白表达作用，２８ｄ抑制作
用进一步增强。由于 ＮＭＤＡ－ＮＲ１、ＣａＭ、ＣａＭＫⅡ
是ＣＡＭＫ通路上关键因子，其蛋白表达变化反映
了ＣａＭＫ通路的活性，因此，综合上述研究结果推
断，加味温胆汤可能通过抑制ＣａＭＫ信号转导通路
活性而发挥其抗抑郁效应。
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调控［Ｊ］．辽宁中医杂志，２００９，３６（２）：２９８　２９９．
［２４］刘素平，梁勇，孙晓静，等，清开灵对急性再生障碍性贫

血患者Ｔ细胞亚群的影响［Ｊ］．河北中医，２００９，３１（１）：

１０７　１０９．
（收稿日期：２０１０－１０－２０；修回日期：２０１１－０３－１５）

［编辑：李　巍］
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［９］钟晓明，毛庆秋，黄真，等．金丝桃提取物对应激动物模型
的抗抑郁作用及其机理研究［Ｊ］．浙江中医药大学学报，

２００６，３０（２）：２１４　２１６．
［１０］Ｓａｚｏｎｏｖａ　ＯＶ，Ｂｌｉｓｈｃｈｅｎｋｏ　ＥＹ，Ｔｏｌｍａｚｏｖａ　ＡＧ，ｅｔ　ａｌ．

Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｎｅｏｋｙｏｔｏｒｐｈｉｎ
ｒｅｑｕｉｒｅｓ　Ｃａ　ｉｎｆｌｕｘ　ａｎｄ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＫＡ，ＣａＭＫ　ＩＩ　ａｎｄ
ＭＡＰＫ／ＥＲＫ［Ｊ］．ＦＥＢＳ　Ｊ，２００７，２７４（２）：４７４　４８４．

［１１］Ｌｅｅ　ＳＪ，Ｋｉｍ　ＨＥ，Ｃｈｏｉ　ＳＥ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｃａ２＋／
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ｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌｓ，２００９，２８（３）：１６７　１７４．

［１２］张丽萍．抑郁症治疗中重视调理脾胃气机作用的探讨
［Ｊ］．陕西中医，２００５，２６（１）：４５　４７．

（收稿日期：２０１１－０６－２８；修回日期：２０１２－０１－０８）

［编辑：行　之］
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