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消痰解郁方对慢性强迫游泳应激后小鼠行为学及其海马组织５ＨＴ１Ａ受
体ｍＲＮＡ表达的影响
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［摘要］　目的：观察消痰解郁方对慢性强迫游泳应激后小鼠行为学及其海马组织５ＨＴ１Ａ受体 ｍＲＮＡ表达的影响，探讨其可

能的抗抑郁效果及机制。方法：４０只昆明种小鼠随机分为消痰解郁组、氟西汀组、生理盐水对照组和正常组（ｎ＝１０），前３组

小鼠连续７ｄ行强迫游泳应激后分别给予消痰解郁方（３．９２ｇ／ｍｌ、０．４ｍｌ／ｄ）、氟西汀（０．１３ｍｇ／ｍｌ、０．４ｍｌ／ｄ）和生理盐水（０．４

ｍｌ／ｄ），正常组小鼠正常饲养。观察前３组小鼠７ｄ内强迫游泳不动时间的变化；应激结束取所有小鼠海马组织，ＲＴＰＣＲ半定

量法比较各组小鼠５ＨＴ１Ａ受体ｍＲＮＡ的表达。结果：与正常组相比，慢性强迫游泳应激后小鼠海马区５ＨＴ１Ａ受体的 ｍＲ

ＮＡ表达明显下降（Ｐ＜０．０５）；与生理盐水对照组相比，消痰解郁方和氟西汀均能明显缩短小鼠的强迫游泳不动时间，提高小

鼠海马区５ＨＴ１Ａ受体ｍＲＮＡ的表达，且消痰解郁组优于氟西汀组（Ｐ均＜０．０５）。结论：消痰解郁方可能通过上调慢性强迫

游泳应激后小鼠海马区５ＨＴ１Ａ受体ｍＲＮＡ的表达，缩短小鼠强迫游泳不动时间，这可能是其发挥抗抑郁作用的机制之一。
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　　抑郁症严重威胁人类健康，ＷＨＯ预测至２０２０年重度抑

郁将成为人类死亡和残疾的第２大原因。消痰解郁方是第

二军医大学长征医院中医科魏品康教授基于中医传统痰证

理论结合多年临床经验形成的经验处方。前期研究［１］表明

消痰解郁方可降低小鼠急性应激后的强迫游泳不动时间，具

有一定的抗抑郁作用。然而临床抑郁症多为慢性应激所致，

慢性游泳应激能更好地模拟抑郁症的发生过程。已有研

究［２］发现５ＨＴ１Ａ受体与抑郁症明显相关，在抑郁症的发病

和治疗中发挥重要作用。因此，本研究通过观察消痰解郁方

对慢性强迫游泳应激抑郁模型小鼠行为学及其海马组织５

ＨＴ１Ａ受体表达的影响，探讨其可能的抗抑郁效果及机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及药物　消痰解郁方处方组成为：半夏、天南

星、茯苓、柴胡、白术等。实验所用中药材均购自上海雷允上

药材公司，产地明确，经第二军医大学药学院生药学教研室

鉴定为道地药材。半夏为天南星科植物半夏Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒ

ｎａｔｅ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｂｒｅｉｔ．的干燥块茎；天南星为天南星科植物天

南星Ａｒｉｓａｅｍａｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅｕｍ Ｓｃｈｏｔｔ．的块茎；茯苓为多孔

菌科真菌茯苓Ｐｏｒｉａｃｏｃｏｓ（Ｓｃｈｗ）Ｗｏｌｆ的干燥菌核；柴胡为

伞形科植物北柴胡ＢｕｐｌｅｕｒｕｍＣｈｉｎｅｓｅＤＣ．的根；白术为菊

科植物白术Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ Ｋｏｉｄｚ．的根茎。实

验中药由第二军医大学长征医院制剂室（国家中药实验室）

提供，浓度３．９２ｇ／ｍｌ，相当于成人的临床最低有效剂量。盐

酸氟西汀片（ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｔａｂｌｅｔｓ）为礼来苏州制

药有限公司产品，批号２００３００１７；ＤＥＰＣ（焦碳酸二乙酯）为

Ｓｉｇｍａ公司产品；ＴＲＩｚｏｌ为上海生工生物工程技术服务有限

公司产品；ＭＭＬＶ 逆转录酶为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；Ｏｌｉｇｏ

（ｄＴ）、ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｄＮＴＰ均为 ＴａＫａＲａ公司产

品；ＰＣＲ混合反应液为北京天为时代科技有限公司产品。

１．２　实验动物及分组　昆明种小鼠ＳＰＦ级，雄性，体质量

２０～２４ｇ，由上海市中国科学院实验动物中心提供，室温

（２２±１）℃，自由饮水。４０只小鼠随机分为消痰解郁组、氟西

汀组、生理盐水对照组、正常对照组，每组１０只。前３组小

鼠连续７ｄ行强迫游泳应激后，消痰解郁组给予消痰解郁方

（３．９２ｇ／ｍｌ，０．４ｍｌ／ｄ）；氟西汀组给予氟西汀（０．１３ｍｇ／ｍｌ，

０．４ｍｌ／ｄ，生理盐水配制）；生理盐水对照组给予生理盐水

０．４ｍｌ／ｄ。正常对照组正常饮食、饮水。

１．３　慢性强迫游泳应激后小鼠行为学观察　参照Ｐｏｒｓｏｌｔ
等［３］的方法，将消痰解郁组、氟西汀组及生理盐水对照组小

鼠各自给药１ｈ后，置于水深１０ｃｍ的玻璃皿（高２０ｃｍ，直

径１４ｃｍ）中，水温２５℃，观察６ｍｉｎ，观察各组小鼠在后４

ｍｉｎ内的累计不动时间，持续７ｄ。

１．４　ＲＴＰＣＲ法检测应激后小鼠海马组织５ＨＴ１Ａ受体

ｍＲＮＡ的表达

１．４．１　组织获取　第７天强迫游泳实验结束后１ｈ，小鼠断

头处死，冰皿上迅速分离大脑海马区，液氮冷冻保存。

１．４．２　引物设计　引物设计参考 Ｋｕｌｉｋｏｖ等［４］的报道，５

ＨＴ１Ａ：正义引物５′ＣＣＣＣＣＣＡＡＧＡＡＧＡＧＣＣＴＧＡＡ３′，

反义引物５′ＧＧＣＡＧＣＣＡＧＣＡＧＡＧＧＡＴＧＡＡ３′，退火

温度６４℃，扩增长度３３６ｂｐ；内参（βａｃｔｉｎ）：正义引物５′

ＣＧＧＡＡＣＣＧＣＴＣＡＴＴＧＣＣ３′，反义引物５′ＡＣＣＣＡＣ

ＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡ３′，退火温度６１℃，扩增长度２８５
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ｂｐ。由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．４．３　ＲＴＰＣＲ半定量检测　取海马组织２０ｍｇ，用 ＴＲ

Ｉｚｏｌ、氯仿、异丙醇等提取总 ＲＮＡ。在微量离心管中加入

ＲＮＡ提取物４μｌ，ＲＮＡ酶抑制剂０．２μｌ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１μｌ，用

ＤＥＰＣ处理过的双蒸水补足体积至１３μｌ，７２℃加热２ｍｉｎ后

迅速冰浴２ｍｉｎ，上述体系内加入５×ｂｕｆｆｅｒ４μｌ、１０×ｄＮＴＰ

２μｌ、ＭＭＬＶ０．６μｌ、ＤＴＴ０．４μｌ，总体系２０μｌ，４２℃加热６０

ｍｉｎ，冰浴２ｍｉｎ。取ｃＤＮＡ模板５μｌ，正向、反向引物各１．５

μｌ，双蒸水４．５μｌ，ＰＣＲ混合反应液１２．５μｌ，总反应体系２５

μｌ。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃４０ｓ、６４℃４０ｓ、７２℃４０ｓ，

４０个循环；７２℃４ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物１０μｌ在２％琼脂糖凝

胶上电泳，结果采用 Ｇｉｓ凝胶图像处理软件分析，用内参基

因的灰度值校正目的基因产物的灰度值进行半定量。

１．５　统计学处理　应用ＳＡＳ软件包，计量资料以珚ｘ±ｓ表

示，采用多变量方差分析方法，重复测量资料采用方差分析。

２　结　果

２．１　应激小鼠强迫游泳不动时间的变化　随应激时间的延

长，３组小鼠的强迫游泳不动时间逐渐延长（Ｐ＝０．０００１）。

在每个时间点，消痰解郁组和氟西汀组强迫游泳不动时间明

显低于对照组（Ｐ＜０．０５），且消痰解郁组明显低于氟西汀组

（Ｐ＜０．０５）。详见表１。

表１　不同时间点各组小鼠强迫游泳不动时间的比较

Ｔａｂ１　Ｆｏｒｃｅｄｓｗｉｍｍｉｎｇｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅｉｎｍｉｃｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐａｉｏｎｔｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ｔ／ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｆｉｒｓｔｓｗｉｍｍｉｎｇｓｔｒｅｓｓ（ｔ／ｄ）

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７
Ｘｉａｏｔａｉｊｉｅｙｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ５８±３６△ ７０±３５△ ８３±４７△ ９２±５４△ １００±３４△ １０４±５８△ １０９±６２△

Ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ ６５±２９ ８８±３８ ９０±３９ １０２±６８ １０７±５５ １１６±４７ １３２±４１

Ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌ ７４±３７ ９８±３７ １２１±４６ １３５±３８ １４９±３４ １４９±７０ １５９±４６

　Ｐ＜０．０５ｖｓｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅｇｒｏｕｐ

２．２　各组小鼠海马组织５ＨＴ１Ａ受体 ｍＲＮＡ的表达　消痰

解郁组、氟西汀组及生理盐水对照组及正常对照组小鼠５

ＨＴ１Ａ受体ｍＲＮＡ的相对表达量分别为１．２０±０．４０、０．６９±

０．４１、０．３２±０．２８、１．９８±０．６４。消痰解郁组、氟西汀组及生

理盐水对照组小鼠海马组织５ＨＴ１Ａ受体的ｍＲＮＡ表达均明

显低于正常组（Ｐ＜０．０５）；消痰解郁组、氟西汀组明显高于生

理盐水对照组（Ｐ＜０．０５），且消痰解郁组明显高于氟西汀组

（Ｐ＜０．０５）。详见图１。

图１　各组小鼠海马５ＨＴ１Ａ受体ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　５ＨＴ１ＡｒｅｃｅｐｔｏｒｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅ
Ａ：Ｘｉａｏｔａｉｊｉｅｙｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｓａｌｉｎｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ａ’：βａｃｔｉｎｆｏｒＡ；

Ｂ’：βａｃｔｉｎｆｏｒＢ；Ｃ’：βａｃｔｉｎｆｏｒＣ；Ｄ’：βａｃｔｉｎｆｏｒＤ

３　讨　论

　　应激是抑郁症发生的重要因素之一，临床上抑郁症的发

生多与慢性应激有关。慢性强迫游泳应激动物模型中不动

时间反映了动物的绝望状态，是应激后活动减少的一种表

现，能较好地模拟人类的抑郁状态［５］。５ＨＴ受体在抑郁症

发病机制及抗抑郁治疗中发挥重要作用，有多个亚型［６７］。

其中５ＨＴ１Ａ受体是目前被认为与抑郁症最有关的受体之

一［８］，在大脑的颞叶海马部分最丰富，可能通过ｃＡＭＰ信号

系统或 ＭＡＰＫ信号转导通路促进海马神经元及突触的可塑

性。临床研究［９１０］发现抑郁症患者两侧海马容积明显减小；

Ｌｏｐｅｚ等［１１］从６例因抑郁症而自杀的患者尸检中发现位于

大脑的颞叶海马部分的５ＨＴ１Ａ受体ｍＲＮＡ显著低于正常对

照组。慢性应激抑郁动物模型也有类似结果，且在给予抗抑

郁药物后５ＨＴ１Ａ受体ｍＲＮＡ的表达水平能显著升高［１２］。

　　本实验用慢性强迫游泳应激观察小鼠的行为学改变，结

果显示小鼠的强迫游泳不动时间随着应激强度的累积逐渐

延长，且应激后小鼠海马的５ＨＴ１Ａ受体 ｍＲＮＡ水平较正常

小鼠明显下降，推测小鼠的抑郁状态可能与海马５ＨＴ１Ａ受

体ｍＲＮＡ水平下调有关。抗抑郁剂氟西汀及中药复方制剂

消痰解郁方用药组随应激的累积强迫游泳时间也有增加趋

势，但增加幅度显著低于生理盐水对照组，消痰解郁方组增

加幅度最小，且与氟西汀组差异有统计学意义。以上结果提

示氟西汀与消痰解郁方均具有抗抑郁作用，且消痰解郁方的

作用效果更加显著。本研究结果表明消痰解郁方与氟西汀

均可上调５ＨＴ１Ａ受体 ｍＲＮＡ水平，降低应激后小鼠强迫游

泳不动时间，表明其上调海马５ＨＴ１Ａ受体 ｍＲＮＡ水平可能

是消痰解郁方抗抑郁作用机制之一。
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