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化浊解毒疏肝方对慢性应激小鼠的抗抑郁作用及

对BDNF-Rac1-cofilin通路的影响
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摘要：目的：探讨化浊解毒疏肝方对慢性应激小鼠的抗抑郁作用，并探讨治疗抑郁症的可能机制。方法：

采用雄性ICR小鼠72只，随机分为正常组、模型组、西药组及中药高、中、低剂量组。建立慢性不可预见性应

激模型，观察小鼠的抑郁程度，及海马神经元超微结构，免疫印迹法和实时定量PCR（qPCR）检测小鼠海马

组织BDNF、TrkB、Rac1、p-cofi l in蛋白水平。结果：①行为学测试显示模型组小鼠抑郁程度显著高于正常组

（P<0.05），中药高中剂量组与模型组比较抑郁程度显著减轻（P<0.05）。②电镜显示模型组神经元细胞萎缩，

膜结构欠清晰，突触融合，小泡减少，神经毡水肿。中药治疗后显著改善。③与正常组比较，模型组BDNF、

TrkB、Rac1、p-cofilin表达显著减少（P<0.05）；与模型组比较，中药高、中剂量组表达显著增加（P<0.05）。结

论：化浊解毒疏肝方明显增加BDNF和受体的表达，从而激活Rac1-cofilin通路，进而影响突触可塑性，这可能是其

发挥抗抑郁作用的机制之一。
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Effects of Huazhuo Jiedu Shugan Formula anti-depression on chronic mild stress-
induced depression mice and on BDNF-Rac1-cofilin pathway
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Abstract: Objective: To explore the anti-depression effect of Huazhuo Jiedu Shugan Formula (HJSF) on chronic mild 

stress mice and the expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) protein and its receptor, and to discuss the possible 

mechanism of treating depression. Methods: Seventy-two male ICR mice were randomly divided into normal group, model group, 

western medicine group and high, medium and low dose groups. The model was established by chronic mild stress, and the degree 

of depression and the ultrastructure of hippocampal neurons in mice were observed. The levels of BDNF, TrkB, Rac1 and p-cofilin 

protein in hippocampus of mice were detected by western blot, and mRNA tested by qPCR. Results: ①Compared with the normal 

group, the depression degree of mice in model group was significantly higher (P<0.05), and the depression degree of the high dose 

group of traditional Chinese medicine was significantly reduced compared with the model group (P<0.05). ②Electron microscope 

showed atrophy of neurons, unclear membrane structure, synaptic fusion, decreased vesicles and neuropil edema in the model 

group, which were alleviated with HJSF treatment. ③The expression of BDNF, TrkB, Rac1 and p-cofilin protein and BDNF 

mRNA were significantly decreased in model group compared with normal group (P<0.05). Compared with the model group, the 

expression of TCM in the high and medium dose groups was significantly increased (P<0.05). Conclusion: HJSF could obviously 

improve the expression of BDNF and its receptors, activating the Rac1-cofilin pathway, and then affecting synaptic plasticity, 

which may be one of the mechanisms of anti-depression effect of HJSF.

Key words: Huazhuo Jiedu Shugan Formula; Chronic mild stress; Brain-derived neurotrophic factor; Cofilin

·论著·

通讯作者：裴林，河北省石家庄市裕华区建华南大街209号河北省中医药科学院河北省浊毒证重点实验室，邮编：050031

电话：0311-85363979，E-mail：13831190309@163.com



• 2090 • 中华中医药杂志(原中国医药学报)2019年5月第34卷第5期  CJTCMP, May 2019, Vol.34, No.5

抑郁症是一种常见的精神疾病，据世界卫生组织报道，全

球现有约3.4亿抑郁症患者，在10大疾病中排名第5位，给家庭和

社会带来了沉重的负担。抑郁症患者具有情绪障碍，包括情绪

低落、兴趣减退及躯体症状外，还存在明显认知功能损害[1]。

迄今为止，抑郁症的机制尚不明确，抑郁症各亚型发病都

伴随单胺类神经递质系统失调、下丘脑－垂体－肾上腺轴功能

失调、神经营养因子缺乏和炎症反应等生物学机制[2]。脑源性

神经营养因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）参与神

经细胞生长和分化，能促进神经元的分裂和存活[3]。但BDNF具

体是如何影响神经元细胞分化的具体机制还尚未明确。

化浊解毒疏肝方是基于浊毒理论的创新方剂，主要包括

化浊、解毒、疏肝类中药构成，是多年从事“浊毒”理论和临床

研究基础上的深入研究，笔者认为抑郁症情感认知障碍与“浊

毒”之邪内伏脑络有关，“浊郁脑络”是抑郁症病机关键的论

点，是中医基本理论的深入研究与延伸，突出中医特色，并且这

一思路在国内外为首次提出，具有创新性。本实验采用慢性不

可预见性温和性应激模型，用中药干预治疗，观察其抗抑郁作

用，以及对突触可塑性影响的具体机制。

材料

1. 动物  实验选用72只健康雄性清洁级ICR小鼠，购自河

北医科大学动物实验中心，许可证编号：SCXK（冀）2013-1-

003，合格证号：15101900。鼠龄8周左右，体质量在20~25g之

间。饲养环境：正常规格鼠笼。室温：恒定在24℃（±2℃），相

对湿度（60±5）%。

2. 药物与试剂  化浊解毒疏肝方由柴胡12g，黄芩12g，

绞股蓝12g，荷梗9g，石菖蒲9g，罗勒6g等组成（由安国路路通

中药饮片有限公司提供，批号：151103）。盐酸氟西汀分散片

（百优解）购自礼来苏州制药有限公司（规格：10mg/片，批号：

J20130010）。一抗：BDNF Polyclonal Antibody，Thermo Fisher；

TrkB Polyclonal Antibody，Thermo Fisher；Anti-Rac1，abcam； 

cofilin Polyclonal Antibody，Thermo Fisher；p-cofilin Polyclonal  

Antibody，Thermo Fisher；二抗：ZB-2301 a Rb IgG（H+L）/ 

HRP，中杉金桥；ZB-2305 a Mo IgG（H+L）/ HRP，中杉金桥；内

参：BS-0061R β-Actin，博奥森；TA-09 β-Actin，中杉金桥；

ECL发光试剂盒，sc-2048；Western Blotting Chemiluminescence 

Luminol Reagent，中杉金桥。Trizol，Invitrogen（Cat# 15596-

026）；氯仿，天津市永大化学试剂有限公司；异丙醇，天津市永

大化学试剂有限公司；无水乙醇，天津市永大化学试剂有限公

司；DEPC水，北京索莱宝科技有限公司；TIANScript’RT KIT，

天根生物科技有限公司（Cat# KR104-02）；SuperReal PreMix 

Plus（SYBR Green），天根生物科技有限公司（Cat# FP205）。

3. 仪器  电子天平，德国Sartorius公司，；微量加样器，

法国Gilson公司；微量加样吸头，北京鼎国生物有限公司；电

热恒温水浴槽，上海医用恒温设备厂；－80℃低温冰箱，日本

SANYO；4℃低温冰箱，青岛海尔冰箱股份有限公司；制冰机，

美国AF10 SCOTSMAN；去离子水仪PALL，美国Purelab Plus；

PVDF膜（孔径为0.22μm），美国Millipore；3MM滤纸，英国

Whatman；医用X射线胶片，美国柯达公司；通用显影粉、酸

性定影粉，天津亨达公司感光材料厂；高速离心机，上海医用

分析仪器厂；转移脱色摇床，海门其林贝尔仪器制造公司；旋

涡混匀器，海门麒麟医用仪器厂；电泳仪，北京百晶生物技术

有限公司；低温离心机，德国Sigma；凝胶玻璃板、固定夹，美

国BIO-Rad；垂直电泳槽，BIO-Rad，美国；转移电泳槽，美国

BIO-Rad；涡旋振荡仪，QL-902，海门市其林贝尔仪器制造有

限公司；离心机，Centrifuge 5415D，Eppendorf；生物分光光度，

BioPhotometer，Eppendorf；荧光定量PCR仪，ABI7500，Applied 

Biosystems。

方法

1. 动物分组及给药  采用随机数字表法将小鼠随机分为6

组，每组12只。分别为正常组，模型组，西药组，中药高、中、低

剂量组。中药高、中、低剂量比为4∶2∶1，浓度分别为（3.4、1.7、

0.85g/kg），西药组采用氟西汀灌胃（10mg/kg），模型组小鼠每

日给予体积15mL/kg 0.9%氯化钠溶液灌胃。

2. 慢性不可预见性应激（chronic unpredictable mild stress，

CUMS）小鼠模型制备  正常饲养1周后，正常组继续常规饲养，

其他5组单笼饲养。所有小鼠正常取食和饮水。除正常组外均采

取慢性不可预见性刺激改良方法进行造模，采用14种应激刺激

方法，分别为：昼夜颠倒24h、禁食24h、束缚2h、禁水24h、倾斜

24h、空笼24h、冰水游泳5min、噪音2h，摇晃5min、潮湿24h、

热刺激1h、异味24h（每周异味不同）、夹尾1min、异物24h（每

周异物不同）每天随机选取2种刺激方法，每种刺激方法使用

2~3次，刺激方式不可预见，持续刺激共21d。

3. 新奇环境摄食实验（novelty-suppressed feeding，

NSF）  是通过动物禁食后在饥饿状态下新奇的环境中产生的

对摄食和新环境的恐惧的矛盾冲突，主要记录小鼠寻找食物的

潜伏期及10min内的进食量。具体方法为：实验小鼠提前1天禁

食24h，实验时放入40cm×40cm敞箱中。取小鼠正常饲料称重

记录后放入敞箱中央。每只小鼠从敞箱的固定角落放入，使用
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录像设备记录小鼠找到食物并双手抱起的时间，即为实验潜伏

期。试验结束时再次称量食品饲料重量，计算食品饲料减少的

重量作为本实验食物消耗量。

4. 糖水偏爱试验  多数研究认为糖水偏爱测试可以评价

小鼠的抑郁程度。具体操作方法为：所有实验小鼠在进行１周

的适应性饲养，给予４d双瓶训练，1瓶是１％蔗糖水，1瓶是蒸馏

水。正式糖水偏爱实验测试时，所有小鼠提前24h禁食禁水，然

后给予１％蔗糖水和蒸馏水各20mL进行1h糖水消耗实验。在整

个应激进程的第21天下午再进行1次糖水消耗实验，计算糖水偏

爱指数。糖水偏爱指数=糖水消耗量/总液体消耗量×100%。

5. 电镜观察海马区神经元形态  将小鼠用10%水合氯醛

腹腔注射麻醉，数秒后待小鼠活动力明显减弱后立即放在解

剖台，固定，逐层开胸腔暴露心脏，用连接有0.9%氯化钠溶液

的输血器针头插入小鼠左心室，止血钳固定输血器，剪开右

心耳后打开输血器开关以心脏灌流，灌流0.9%氯化钠溶液约

80~100mL后换2.5%戊二醛固定液固定，至小鼠四肢痉挛、僵

直、肝脏变白表明固定完成。剥取全脑，标记后置于2.5%戊二

醛中固定1h后在蜡盘中裁剪成1mm3的正方体，置于4℃冰箱过

夜后乙醇梯度脱水，环氧树脂包埋，用超薄切片机切片，厚度为

500~700A，铀、铅双重染色，在透射电子显微镜下观察。

6. BDNF、酪氨酸激酶B（TrkB）、Ras相关关C3相肉毒

素底物1（Rac1）及肌动蛋白解聚因子（p -cofilin）表达  将

小鼠处死后直接取脑，于冰上剥离海马，称重，置于冻存管

内，标记，-80℃冻存。Western Blot实验时称取100mg组织，

剪碎后放入研钵中，然后加入液氮研碎组织；加入1mL裂解

液研磨，直至成为液体；转至EP管，冰上静置10min；4℃， 

12 000r/min，离心10min，取上清液（胞浆蛋白）；－80℃，分装

冻存。由-80℃冰箱取出提取的组织总蛋白样品，立即插入冰

中（减少蛋白降解）待其融化。根据蛋白定量结果，加入相应

体积的总蛋白样品与5×蛋白质凝胶电泳上样缓冲液，轻轻混

合，95℃变性10min，立即插入冰中待用。将样品轻轻加至凝胶

孔中，接通电源，将电压调至80V使样品通过浓缩胶与分离胶。

电泳使染料至分离胶适当位置，结束电泳。凝胶电泳结束后，

将凝胶上分离到的蛋白条带通过转移电泳方式转印至PVDF膜

上，然后分别用非标记一抗及辣根过氧化物酶标记的二抗对其

进行孵育、检测。采用Tanon1600，对胶片进行扫描，分析用软

件为Tanon Gis，然后括住每个条带，系统自动生成灰度值，即为

结果。

7. 海马组织BDNF mRNA的表达  用Trizol提取组织样本中

总RNA。用TIANScript RT KIT进行反转录。分别用目的基因引

物和内参基因引物进行扩增。同时在60~95℃进行溶解曲线分

析。Real Time PCR检测目的基因引物。

引物序列为BDNF：上游：TGG ATG AGG ACC AGA AG，下

游：GCA GAA AGA GTA GAG GAG GC，117bp；β-actin：上游：

GGC ACC ACA CCT TCT AC，下游：CTG GGT CAT CTT TTC 

AC，107bp。

8. 统计学方法  应用SPSS 19.0软件建立数据库并进行统

计分析。实验数据用x-±s表示，正常组与模型组比较采用独立

样本t检验，各组间比较采用单因素方差分析，以P<0.05为差异

有统计学意义。

结果

1. NSF结果  见表1。结果表明，在摄食潜伏期方面，模型

组与正常组比较显著延长（P<0.01）；西药组及中药高剂量组与

模型组比较显著减少（P＜0.05）。在摄食量方面，模型组与正

常组比较显著减少（P<0.05）；中药高剂量组与模型组比较显

著增加（P<0.05），西药组与中药中低剂量组虽有增加，但差异

并无统计学意义。 

表1  各组小鼠NSF摄食潜伏期及摄食量比较（x-±s，n=8）

组别 摄食潜伏期（s） 摄食量（g）

正常组 66.75±8.30** 0.05±0.01*

模型组 216.87±31.02 0.01±0.002

西药组 138.50±19.95* 0.04±0.02

中药高剂量组 125.62±17.43** 0.06±0.02*

中药中剂量组 166.87±27.89  0.02±0.01

中药低剂量组 245.62±22.86 0.02±0.01

注：与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。下表同。

2. 糖水偏爱指数结果  见表2。模型组与正常组比较糖水

偏爱指数显著减少（P<0.01），西药组及中药高、中剂量组与模

型组比较糖水偏爱指数显著增加（P<0.01）。

表2  各组小鼠糖水偏爱指数比较（x-±s，n=8，%）

组别 糖水偏爱指数

正常组 0.84±0.02**

模型组 0.63±0.04

西药组 0.77±0.04**

中药高剂量组 0.79±0.05**

中药中剂量组 0.77±0.03**

中药低剂量组 0.68±0.02

3. 化浊解毒疏肝方对CUMS小鼠海马超微结构的影响  电

镜结果显示（见图1），正常组海马CA3区神经元细胞排列整

齐，胞膜完整，细胞核呈圆形，核仁明显，胞浆内细胞器丰富。

高倍镜下可见细胞核核膜完整，线粒体，内质网清晰可见，突

触可见致密物质，突触小泡较多。模型组可见细胞萎缩，膜结
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构欠清晰，间隙增宽，线粒体内外膜融合、崩解，突触融合，小

泡减少，神经毡水肿。中药中剂量组：细胞膜清晰可见，胞浆水

肿，线粒体较多，个别线粒体不完整，突触可见致密物在，突触

间隙存在，小泡较多且清晰。

（×2 500）                 （×10 000）               （×40 000）

图1  各组小鼠海马CA3区超微结构的比较   

正常组

模型组

中药中剂量组

4. 化浊解毒疏肝方对CUMS小鼠海马BNDF、TrkB蛋白

表达的影响  Western Blot结果表明（见图2），与正常组比

较，模型组BDNF、TrkB表达显著减少（P<0.05）；与模型组

比较，西药组及中药高、中剂量组BDNF、TrkB表达显著增加 

（P<0.05）。

图2   各组小鼠海马组织蛋白表达情况

注：A. 海马BDNF、TrkB、Rac1、cofilin、p-cofilin蛋白电泳图； 
B. 海马BDNF、TrkB、Rac1、cofilin、p-cofilin蛋白灰度值分析图。 
1. 正常组；2. 模型组；3. 西药组；4. 中药高剂量组；5. 中药中剂量
组；6. 中药低剂量组。与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
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5. 化浊解毒疏肝方对CUMS小鼠海马Rac1，p-cofilin表

达的影响  见图2。与正常组比较，模型组Rac1表达显著减少

（P<0.05）；与模型组比较，西药组及中药高、中、低剂量组

Rac1表达显著增加（P<0.05）。

各组之间cofilin总蛋白表达未见显著变化。与正常组比较，

模型组p-cofilin表达显著减少（P<0.05）；与模型组比较，西药

组及中药高剂量组p-cofilin表达显著增加（P<0.05）。

6. 化浊解毒疏肝方对CUMS小鼠海马BDNF mRNA的影

响  qPCR结果见表3。与正常组比较，模型组BDNF mRNA表达

显著减少（P＜0.05）；与模型组比较，西药组及中药高、中剂量

组BDNF mRNA表达显著增加（P＜0.05，P＜0.01）。

表3  小鼠海马组织BDNF mRNA表达情况（x-±s，n=8，2-ΔΔCT）

组别 BDNF mRNA 

正常组 1.13±0.28*

模型组 0.34±0.09

西药组 1.11±0.19*

中药高剂量组 1.45±0.33**

中药中剂量组 1.15±0.19*

中药低剂量组 0.77±0.12

讨论

慢性不可预见性温和性应激抑郁模型是一种理想的动物

模型[3]，该模型可以很好的模拟与人类抑郁症发病相似的诱

因，通过模拟环境可以模拟内源性抑郁的状态，此模型较稳定

且利用率高，在各项抑郁症实验研究中的可信度较高[4-5]。本

研究结果可以看出与正常小鼠比较，经过慢性应激的小鼠在新

环境摄食实验及糖水偏爱测试中都表现出对新环境的探索下

降，出现“快感缺失”，证实慢性不可预见性应激可以对小鼠

产生刺激，从而导致抑郁，此模型建立成功。近年来，海马区

的改变既是研究抑郁症发病机制的热点，也取得了很大的进

展。McEwen B S等[6]的研究发现，21d的慢性束缚应激会影响

大鼠海马CA3区的神经可塑性，其中包括神经细胞树突萎缩、

神经元生长抑制。本实验结果显示通过21d慢性刺激后模型组

小鼠出现明显的抑郁状态，电镜上可见细胞膜以及胞浆的改

变，细胞核核膜及核仁、线粒体及突触间隙及突触小泡都可见

病理改变，通过中药进行干预后可明显改善神经元超微结构

的损伤。BDNF是一种脑源性神经营养因子，有研究表明[7]它参

与神经元的生长、发育、分化，是与神经可塑性密切相关的一

种蛋白。研究表明BDNF是突触可塑性调节分子，其表达减少

将直接导致海马神经元萎缩和丧失：而短期处理能诱导谷氯

酸释放和树突棘密度增加[8]。还有研究发现，BDNF参与了抑

郁症的发生：在抑郁症患者尸检组织内发现其脑内BDNF表达

水平降低，而抗抑郁药治疗后脑内BDNF表达能够恢复至正常 

水平[9]。但BDNF是如何影响突触的生长、分化、重塑，它是如何

对肌动蛋白进行调控，这些机制迄今为止尚未明确。有研究表
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明，BDNF通过和TrkB的结合从而使TrkB的S478磷酸化，进而

促进Rac1的活化[10]。Rac1的激活调节了细胞骨架的重构，正是

通过下游的cofilin来完成细胞骨架的剪切和聚合[11-12]。本实验

正是通过观察BDNF及Rac1-cofilin通路的蛋白表达水平来探讨

化浊解毒疏肝方对CUMS小鼠的抗抑郁作用机制。实验结果显

示，模型组小鼠神经元细胞结构受损，BDNF及TrkB蛋白表达

减少，而中药化浊解毒疏肝方治疗后能够修复受损的神经元，

增加BDNF及TrkB蛋白表达，PCR实验结果一致。此外，Western 

Blot实验证实中药干预后Rac1及磷酸化的cofilin蛋白表达增加，

cofilin总蛋白在各组之间没有显著变化，表明中药组是通过增

加Rac1的表达从而促进肌动蛋白的磷酸化，进而调整细胞的 

重塑。

抑郁症是以肝气郁结为病理基础的伴有一系列全身症状

的疾病。单纯从某一方面去分析就不是非常准确，这个时候正

是由于各种因素所产生的气血痰火水湿等产物聚结从而对脏

腑气血功能造成影响。这种复杂的产物就是我们所说的浊毒。

正是由于浊毒的胶着难去、缠绵难愈的特性导致了抑郁在治疗

上起效慢，效果不佳。因为单用气滞、血瘀、痰湿等病机去分

析已经难以解释清楚此时的病理状态，而用浊毒理论去解释它

的病因、病机为抑郁的辨证论治指导了一个新的方向。化浊解

毒疏肝方正是以浊毒理论为指导，是治疗抑郁的创新理论指导

下的创新方药，方中柴胡疏肝理气；黄芩、罗勒化湿解毒；绞股

蓝、荷梗、石菖蒲芳香化浊，全方共奏化浊、解毒、疏肝之效。 

综上所述，化浊解毒疏肝方对CUMS小鼠具有抗抑郁作

用，而其作用机制可能是通过促进BDNF的分泌，从而激活

Rac1-cofilin通路蛋白的表达，进而改善神经可塑性，这对抑郁

症的防治具有重要意义。
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