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开心散对小鼠抑郁样行为及海马中脑源性神经营养因子的影响
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　　［摘要］　目的　观察开心散对悬尾模型小鼠行为学、脑内单胺类递质及海马中脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）水平的影

响，探究开心散的抗抑郁效果与海马中ＢＤＮＦ含量的相关性。方法　采用小鼠悬尾实验，观察不同剂量开心散对小鼠不动时
间的影响；ＨＰＬＣ法测定脑内去甲肾上腺素（ＮＥ）、多巴胺（ＤＡ）、５羟色胺（５ＨＴ）的含量；蛋白质印迹法检测小鼠海马中

ｃＡＭＰ反应元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）、ｐＣＲＥＢ、ＢＤＮＦ的表达；ＲＴＰＣＲ检测海马中ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ的表达，Ｐｅａｒｓｏｎ相关性检验

确定开心散的抗抑郁作用与海马中ＢＤＮＦ蛋白和 ｍＲＮＡ水平的相关性。结果　开心散可缩短悬尾小鼠不动时间（Ｐ＜
０．０５），可增加小鼠脑内单胺类递质（ＤＡ、５ＨＴ）和海马中ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ、ＢＤＮＦ的含量（Ｐ＜０．０５），其抗抑郁作用与海马中

ＢＤＮＦ水平呈良好相关性（蛋白质：ｒ＝－０．６９４，Ｐ＜０．０１；ｍＲＮＡ：ｒ＝－０．５４７，Ｐ＜０．０１）。结论　开心散对小鼠的抗抑郁作
用与海马ＢＤＮＦ水平呈正相关性，提示开心散可能通过增加海马中ＢＤＮＦ表达发挥抗抑郁作用。

　　［关键词］　开心散；抗抑郁药；海马；ｃＡＭＰ反应元件结合蛋白质；脑源性神经营养因子
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　　抑郁症是一种常见的慢性精神类疾病，严重危

害人类的身心健康。传统认为抑郁症与脑内单胺能

神经递质系统失调有关，近年的研究发现抗抑郁药

可通过激活调节神经可塑性的胞内信号转导途径逆

转抑郁症引起的病理改变［１］。研究表明抗抑郁药能

缓解海马神经元萎缩，给予选择性５羟色胺（５ＨＴ）

再摄取抑制剂类药物如氟西汀、氟伏沙明和三环类

去甲丙米嗪，能增加海马ＣＡ１区和齿状回的树突棘

密度，增加海马新生神经元的存活和数量，提高神经

再生［２］。脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）属神经营养

素家族，对发育过程中神经元的存活、分化以及成年

神经元的存活、功能起重要作用，而ＢＤＮＦ的存活又

依赖于转录因子ｃＡＭＰ反应元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）

的功能［３］。

　　开心散源于《备急千金要方》，由远志、人参、茯

苓和石菖蒲四味药组成，为中医治疗情志疾病的基

本方剂，主治悲忧不乐、神思不安、善忘、心悸等症。

我们前期研究发现开心散具有明显的抗抑郁作

用［４５］，本研究通过观察开心散对悬尾模型小鼠行为

学、脑内单胺类递质及海马中ＢＤＮＦ的影响，探究开

心散的抗抑郁效果与海马中ＢＤＮＦ变化之间的相关

性，为阐明开心散的作用机制提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物及试剂　ＫＭ 小鼠，雄性，体质量

（２０±２）ｇ，９～１０周龄，自由进食饮水，饲养室温

（２２±２）℃，由解放军总医院实验动物中心提供，合格

证号：ＳＣＸＫ（京）２０１１０００４；氟西汀购于礼来苏州制

药有限公司，批号：Ｊ２００５０１２２；ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ、ＢＤＮＦ
多克隆抗体（兔源性）购于美国Ａｂｃａｍ公司，βａｃｔｉｎ抗

体和辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记山羊抗兔ＩｇＧ二抗

购于美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司，ＲＮＡ提取试剂盒购于天根

生化科技有限公司，３Ｋ１５型冷冻离心机购于美国Ｓｉｇ

ｍａ公司。去甲肾上腺素（ＮＥ；批号：ＢＣＢＤ７７４２Ｖ，纯

度≥９８．０％）、多巴胺（ＤＡ；批号：０６１Ｍ５１２８Ｖ，纯度≥
９９．０％）、５羟色胺（５ＨＴ；批号：０９９Ｋ１２２２Ｖ，纯度≥
９８．０％）对照品均购于美国Ｓｉｇｍａ公司。

　　开心散提取物以人参远志茯苓石菖蒲＝

３２３２配伍组成，４．８３ｇ（生药）／ｇ（干粉），由中

国医学科学院提供，批号：２０１１１１１７。

１．２　实验方法　将小鼠随机分为空白对照组、盐酸

氟西 汀 组 （２０ ｍｇ／ｋｇ）、开 心 散 组 （１１００、５５０、

２７５ｍｇ／ｋｇ），剂量选择参照文献［６］，每组１２只，连

续灌胃给药７ｄ，每天１次。末次给药１ｈ后进行小

鼠悬尾实验，小鼠悬尾实验测试结束后立即断头处

死，冰上迅速取全脑，并剥离出海马，称质量后于－

８０℃保存。

１．２．１　小鼠悬尾实验［７］　将小鼠尾端２ｃｍ处固定

在悬尾仪吊环上，使小鼠呈倒挂状态，其头部对准仪

器摄像头，采用小鼠悬尾仪器进行录像，小鼠悬挂２

ｍｉｎ后，开始录像监测，持续４ｍｉｎ，记录４ｍｉｎ内小

鼠的不动（小鼠在空中停止挣扎，或仅有细小的肢体

运动）时间。

１．２．２　高效液相色谱法测定小鼠全脑中 ＮＥ、ＤＡ、

５ＨＴ的含量［８］　组织样本制备：取小鼠脑组织

０．３５ｇ，按每１００ｍｇ４００μｌ比例加入提取液（０．１％
半胱氨酸，０．３ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
高氯酸），置冰浴中超声提取，按每１００ｍｇ２００μｌ比

例加入 ９０ ｍｍｏｌ／Ｌ 的磷酸二氢钠，涡旋混匀，

２１０００×ｇ４℃离心１５ｍｉｎ，取上清，０．４５μｍ微孔滤

膜过滤，取２０μｌ进样，检测ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ的浓度。

对照品储备液制备：精密称取ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ对照品

各５．０ｍｇ，用组织提取液分别溶解定容至５ｍｌ，摇

匀，配成１ｍｇ／ｍｌ各对照品储备液。从各对照品储

备液中分别吸取适量，用提取液稀释成５０００、１０００、

５００、２００、１００、５０、４０、１０、５ｎｇ／ｍｌ的溶液作为混合对

照品溶液，避光，４℃保存。临测定前用０．４５μｍ滤

膜过滤。色谱条件：色谱柱 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８柱；流动相：

３０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠，１ｍｍｏｌ／Ｌ庚烷磺酸钠，ｐＨ

３．０６；流速１ｍｌ／ｍｉｎ；荧光检测器 Ｅｘ＝２８０ｎｍ，

Ｅｍ＝３１６ｎｍ；柱温３５℃。

１．２．３　蛋白质印迹法测定小鼠海马中 ＣＲＥＢ、

ｐＣＲＥＢ和 ＢＤＮＦ 蛋 白 含 量 　 将 海 马 组 织 按

１００ｍｇ１ｍｌ比例加入预冷的ＲＩＰＡ裂解液（含有

蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂）在冰上研磨，

１２０００×ｇ４℃ 离心１０ｍｉｎ，取上清液为提取的总蛋

白，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，加入５×加样缓冲液，

９５℃ 变性５ｍｉｎ，－８０℃保存备用。蛋白上样量为

４０μｇ，通过１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ 并转移至０．４５μｍ

ＰＶＤＦ膜，３％ＢＳＡ室温封闭２ｈ，以βａｃｔｉｎ为内参，

分别加入ＣＲＥＢ（１８００）、ｐＣＲＥＢ（１５００）和ＢＤ

ＮＦ（１１０００）多克隆抗体，４°Ｃ过夜，ＴＢＳＴ 洗３
次，每次１０ｍｉｎ；加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ二抗

室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ；采用ＥＣＬ
化学发光试剂显色，ＵＶＰ凝胶成像系统拍照，并分

析蛋白相对表达量（以目的蛋白 ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ、
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ＢＤＮＦ与相应的βａｃｔｉｎ蛋白灰度比值表示蛋白相对

含量）。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ测定小鼠海马中ＢＤＮＦｍＲＮＡ的

含量　按 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取海马中总

ＲＮＡ，用反转录试剂盒反转录合成ｃＤＮＡ，并以

ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ反应，总量为２０μｌ。所用引

物如下：ＢＤＮＦ上游５′ＧＡＣＧＧＴＣＡＣＡＧＴＣＣＴ

ＡＧＡＧＡＡ３′，下游５′ＣＣＴＴＡＴＧＡＡＴＣＧＣＣＡ

ＧＣＣＡＡＴ３′，扩增产物长度３１１ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游５′

ＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ３′，下游５′

ＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡ３′，扩增产物

长度４４７ｂｐ。反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ，９５℃１５

ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共 ３５ 个循环。ＢＤＮＦ

ｍＲＮＡ表达水平采用２－ΔΔＣｔ方法进行计算［９］。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

学分析。实验数据以 珚ｘ±ｓ表示，采用 ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ方差分析，有差异者采用Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓｔ检验

进行两两比较；相关分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性检验。

检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　开心散对小鼠悬尾实验不动时间的影响　如

图１所示，开心散（１１００、５５０、２７５ｍｇ／ｋｇ）和氟西汀

（２０ｍｇ／ｋｇ）灌胃１周后，均能缩短小鼠悬尾实验的

不动时间。其中开心散高（１１００ｍｇ／ｋｇ）、中（５５０

ｍｇ／ｋｇ）剂量效果明显（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），开心散

中剂量作用与氟西汀相当。

图１　开心散对悬尾小鼠不动时间的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＫａｉｘｉｎＳａｎ（ＫＸＳ）ｏｎｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅｉｎ

ｍｏｕｓｅｔａｉｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｔｅｓｔ
ＦＬＵ：Ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ（２０ｍｇ／ｋｇ）；ＫＸＳＨ：１１００ｍｇ／ｋｇＫＸＳ；ＫＸＳ

Ｍ：５５０ｍｇ／ｋｇＫＸＳ；ＫＸＳＬ：２７５ｍｇ／ｋｇＫＸＳ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜

０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ

２．２　开心散对小鼠脑内ＮＥ、ＤＡ和５ＨＴ含量的影

响　结果如表１所示，与对照组比较，氟西汀和

１１００ｍｇ／ｋｇ开心散均可增强小鼠脑内ＤＡ和５ＨＴ
的含量，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　开心散对小鼠脑内ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ含量的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＫａｉｘｉｎＳａｎ（ＫＸＳ）ｏｎｂｒａｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＥ，ＤＡ，ａｎｄ５ＨＴｉｎｍｏｕｓｅ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｗＢ／（ｎｇ·ｇ－１）

Ｇｒｏｕｐ ＮＥ ＤＡ ５ＨＴ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９８．５±１１．８ １９６．３±１３．７ １１７．８±９．４
Ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ ２０ｍｇ·ｋｇ－１ １０１．３±１７．８ ２４０．１±９．５ １４４．９±４．６

ＫａｉｘｉｎＳａｎ １１００ｍｇ·ｋｇ－１ １６４．２±８．６ ２４３．５±１２．３ １３２．２±５．９

　５５０ｍｇ·ｋｇ－１ １０５．６±７．６ ２０２．２±６．２ １２６．３±１１．７

　２７５ｍｇ·ｋｇ－１ １０９．１±９．７ １８７．７±８．８ １１３．５±１０．４

　ＮＥ：Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ；ＤＡ：Ｄｏｐａｍｉｎｅ；５ＨＴ：５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　开心散对小鼠海马中ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ表达的

影响　蛋白免疫印迹分析检测结果显示，与对照组

相比，开心散高剂量（１１００ｍｇ／ｋｇ）可增加海马中

ＣＲＥＢ和ｐＣＲＥＢ的表达，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图２）。

２．４　开心散对小鼠海马中ＢＤＮＦ蛋白和 ｍＲＮＡ
水平的影响　结果如图３所示，开心散１１００、５５０

ｍｇ／ｋｇ给药７ｄ可增加海马中ＢＤＮＦ蛋白的表达量

（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；不同浓度开心散给药７ｄ均

可提高小鼠海马中 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 的表达（Ｐ＜
０．０１）。

２．５　海马中ＢＤＮＦ表达水平与小鼠悬尾不动时间

之间的相关性　每组各取６只小鼠，将其海马中

ＢＤＮＦ蛋白和 ｍＲＮＡ水平分别与悬尾不动时间进

行Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，结果显示悬尾不动时间与

ＢＤＮＦ蛋白（ｒ＝－０．６９４，Ｐ＜０．０１）、ＢＤＮＦｍＲＮＡ
（ｒ＝－０．５４７，Ｐ＜０．０１）表达均呈负相关，即脑内

ＢＤＮＦ含量越多，开心散抗抑郁的作用效果越好。
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图２　开心散对小鼠海马中ＣＲＥＢ和ｐＣＲＥＢ蛋白表达的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＫａｉｘｉｎＳａｎ（ＫＸＳ）ｏｎＣＲＥＢａｎｄｐＣＲＥＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ＦＬＵ：Ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ（２０ｍｇ／ｋｇ）；ＫＸＳＨ：１１００ｍｇ／ｋｇＫＸＳ；ＫＸＳＭ：５５０ｍｇ／ｋｇＫＸＳ；ＫＸＳＬ：２７５ｍｇ／ｋｇＫＸＳ．Ａ：ＣＲＥＢｐｒｏｔｅｉｎ；

Ｂ：ｐＣＲＥＢｐｒｏｔｅｉｎ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ

图３　开心散对小鼠海马中ＢＤＮＦ蛋白（Ａ）和ｍＲＮＡ（Ｂ）表达的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＫａｉｘｉｎＳａｎ（ＫＸＳ）ｏｎＢＤＮＦｐｒｏｔｅｉｎ（Ａ）ａｎｄｍＲＮＡ（Ｂ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ＦＬＵ：Ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ（２０ｍｇ／ｋｇ）；ＫＸＳＨ：１１００ｍｇ／ｋｇＫＸＳ；ＫＸＳＭ：５５０ｍｇ／ｋｇＫＸＳ；ＫＸＳＬ：２７５ｍｇ／ｋｇＫＸＳ；ＢＤＮＦ：Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏ

ｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　抑郁症的发病率呈逐年上升趋势，严重影响了

人类的生活质量。ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ等单胺类神经递

质是中枢神经系统的重要生物活性物质，参与机体

的多项生理活动，包括机体情绪、学习记忆、精神活

动等的中枢调节，目前研究表明抑郁症的发生与脑

内单胺类递质代谢失调密切相关，许多抗抑郁药都

是通过调节中枢单胺类递质的重摄取和代谢平衡来

发挥作用的［１０１１］。本实验采用小鼠悬尾绝望模型，

结果显示开心散可降低小鼠的不动时间，该结果与

本课题组前期研究［１２］结果相同；测定脑内ＮＥ、ＤＡ、

５ＨＴ含量发现开心散可明显增加小鼠脑内ＤＡ和

５ＨＴ的含量，提示开心散可参与小鼠脑内单胺类

神经递质的代谢。

　　抑郁症患者的边缘系统部分脑区结构改变、功

能受损、神经元再生出现障碍，特别是成熟海马神经

元的再生障碍导致的抑郁和情绪失控的研究日益受

到关注［１３］。各种神经递质（５ＨＴ、ＮＥ等）作用于大

脑特异性脑区，由ＣＲＥＢ等介导神经递质诱导的基

因表达，在相应的脑区产生一些发挥保护性作用的

物质（如ＢＤＮＦ）［１４１７］。近年“神经营养假说”认为海

马ＢＤＮＦ的表达减少和功能下调与抑郁的发生相

关，ＢＤＮＦ下调可增加海马神经元对伤害性应激的

敏感性，间接引起神经毒性，导致海马神经元的萎

缩［１８］。长期服用不同类型的抗抑郁药具有促神经

再生作用，减少脑萎缩、促进胶质细胞增殖，使应激

引起的ＢＤＮＦ下调恢复正常；同时抗抑郁药还可以

激活促进神经可塑性的胞内信号转导途径阻断神经

元细胞的萎缩和凋亡，逆转抑郁症引起的病理改
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变［１９２１］。本研究发现开心散可提高神经递质受体调

控的下游神经信号通路中转录因子ＣＲＥＢ和神经营

养因子ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ以及蛋白的表达水平，且开

心散的抗抑郁表观行为作用效果与ＢＤＮＦ表达水

平呈现相关性，即开心散增加小鼠脑内ＢＤＮＦ越

多，其抗抑郁的作用越明显。

　　本研究结果不仅验证了神经营养相关的抗抑郁

假说，同时进一步推测开心散的抗抑郁作用可能是

通过调节ＢＤＮＦ的表达，保护甚至逆转应激对神经

元、突触的损伤，从而改善抑郁状态。但开心散对神

经元再生和保护的具体成分及具体通路和靶点还有

待于进一步研究。
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