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柴胡疏肝散对抑郁症模型大鼠 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／
ＵＬＫ１通路及胶质细胞的作用

程茗，曹峰，张震

（贵州中医药大学，贵州 贵阳 ５５００２５）

　　摘要：目的 探讨柴胡疏肝散对抑郁症模型大鼠眶额皮层（ＯＦＣ）腺苷酸活化蛋白激活酶（ＡＭＰＫ）／哺乳动物雷帕霉
素靶蛋白（ｍＴＯＲ）／ＵＮＣ－５１样激酶１（ＵＬＫ１）通路及胶质细胞的调控作用。方法 采用慢性不可预测轻度应激（ＣＵＭＳ）
法制备抑郁症大鼠模型。按照随机数字表法选取１０只大鼠作为正常组，将造模成功的５０只大鼠按随机数字表法分为
模型组、艾司西酞普兰组（１０．５０ｍｇ／ｋｇ）、柴胡疏肝散低剂量组（３．１５ｇ／ｋｇ）、柴胡疏肝散中剂量组（６．３０ｇ／ｋｇ）、柴胡疏
肝散高剂量组（１２．６０ｇ／ｋｇ），每组１０只，连续灌胃２８ｄ。观察各组大鼠糖水偏好系数、悬浮不动时间、旷场行走路程的
变化。待上述检测完成后断头取脑，采用免疫荧光法检测大鼠 ＯＦＣ中离子钙结合受体分子１（Ｉｂａ－１）、髓鞘碱性蛋白
（ＭＢＰ）、胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测 ＯＦＣ中 ｐＴ１７２－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、ｐＳ２４８８－ｍＴＯＲ／
ｍＴＯＲ、ｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１的蛋白表达；实时荧光ＰＣＲ法检测 ＯＦＣ中 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ、ＵＬＫ１ｍＲＮＡ的表达。结果 与正

常组比较，模型组及各给药组糖水偏好系数降低、悬浮不动时间增加、旷场行走路程减少（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；与模型组
比较，各给药组的糖水偏好系数升高、悬浮不动时间减少、旷场行走路程均有所升高（Ｐ＜００１）；与正常组比较，Ｉｂａ－１
及ＧＦＡＰ除柴胡疏肝散高剂量组外，模型组及各给药组 Ｉｂａ－１及 ＧＦＡＰ均升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ＭＢＰ均降低（Ｐ＜
００１）；与模型组比较，各给药组Ｉｂａ－１、ＧＦＡＰ均降低（Ｐ＜００１）、ＭＢＰ均升高（Ｐ＜００１）；与正常组比较，模型组及各给
药组ｐＴ１７２－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、ｐＳ２４４８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ及ｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１蛋白表达均降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；与模型
组比较，各给药组ｐＴ１７２－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、ｐＳ２４４８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、ｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１蛋白表达均升高（Ｐ＜００５）；与正
常组比较，模型组、艾司西酞普兰组及柴胡疏肝散低、中剂量组 ｍＴＯＲ、ＵＬＫ１ｍＲＮＡ表达均降低（Ｐ＜００１），柴胡疏肝散
低剂量组的ＡＭＰＫｍＲＮＡ、柴胡疏肝散低、高剂量组的ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；与模型组比较，各给
药组ＡＭＰＫｍＲＮＡ、ｍＴＯＲｍＲＮＡ、ＵＬＫ１ｍＲＮＡ表达均升高（Ｐ＜００１）。结论 柴胡疏肝散可以通过降低大鼠 ＯＦＣ组织
中Ｉｂａ－１、ＧＦＡＰ，升高ＭＢＰ的表达，激活ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＵＬＫ１通路以发挥其抗抑郁作用。
　　关键词：柴胡疏肝散；抑郁症；慢性不可预测轻度应激；眶额皮层；胶质细胞
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ｂｉｎｄｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒｍｏｌｅｃｕｌｅ１（Ｉｂａ－１），ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ（ＭＢＰ）ａｎｄｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ（ＧＦＡＰ）ｉｎｒａｔＯＦＣｔｉｓｓｕｅｓ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＴ１７２－
ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ，ｐＳ２４８８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲａｎｄｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１ｉｎＯＦＣｔｉｓｓｕｅ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡＭＰＫ，ｍＴＯＲａｎｄＵＬＫ１
ｍＲＮＡｉｎＯＦＣｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ．ＲｅｓｕｌｔｓＣｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄａｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｓｕｃｒｏｓｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ａｎｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅｉｎｔｈｅｆｏｒｃｅｄｓｗｉｍｍｉｎｇｔｅｓｔａｎｄａｄｅ
ｃｒｅａｓｅｉｎｄｉｓｔａｎｃｅｔｒａｖｅｌｅｄｉｎｔｈｅｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ
ｓｈｏｗｅｄａｎｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｓｕｃｒｏｓｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ａｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅａｎｄａｎｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｄｉｓｔａｎｃｅｔｒａｖｅｌｅｄｉｎｔｈｅ
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ｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＴ１７２－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ，ｐＳ２４４８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲａｎｄｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｓｃｉｔａｌｏｐｒａｍｇｒｏｕｐ，ＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＰｏｗｄｅｒｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｍｉｄｄｌｅ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ
ｓｈｏｗｅｄａｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍＴＯＲａｎｄＵＬＫ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜００１），ＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＰｏｗｄｅｒｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄａｄｅ
ｃｒｅａｓｅｉｎＡＭＰＫｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＰｏｗｄｅｒｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄａｄｅｃｒｅａｓｅｉｎ
ｍＴＯＲｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜００１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄａｎｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ＡＭＰＫｍＲＮＡ，ｍＴＯＲｍＲＮＡｎｄＵＬＫ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜００１）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＰｏｗｄｅｒｃａｎｒｅｄｕｃｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
Ｉｂａ－１ａｎｄＧＦＡＰｉｎＯＦＣｏｆｒａｔｓ，ｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＢＰａｎｄａｃｔｉｖａｔｅＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＵＬＫ１ｐａｔｈｗａｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｏｅｘｅｒｔ
ｔｈｅａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔｅｆｆｅｃｔ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＰｏｗｄｅｒ（柴胡疏肝散）；ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ；ｏｒｂｉｔｏｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ；
ｇｌｉａｌｃｅｌｌｓ

　　抑郁症是以持续的心境低落为主要临床特征的心理疾病，
严重者亦伴有明显的自杀倾向［１］。抑郁症病因病机复杂，发

病机制尚未明确，因此探索抑郁症的发病机制及寻求新的靶向

药物对临床治疗该病具有重要意义。本团队前期研究发现，采

用慢性不可预测轻度应激（ＣＵＭＳ）法制备的抑郁症模型大鼠
眶额皮层（ＯＦＣ）脑区小胶质细胞的表达异常［２］，而未见少突

胶质细胞、星形胶质细胞是否参与其调控的相关报道。有研究

表明腺苷酸活化蛋白激活酶（ＡＭＰＫ）／哺乳动物雷帕霉素靶蛋
白（ｍＴＯＲ）／ＵＮＣ－５１样激酶１（ＵＬＫ１）通路在自噬调控中发
挥重要作用［３－５］，但未见该通路在抑郁症中的相关研究。柴胡

疏肝散出自《景岳全书》，为疏肝解郁的代表方剂，目前大量研

究已经证实柴胡疏肝散有较好的抗抑郁作用［６－７］。本研究基

于前期研究，将柴胡疏肝散作为干预方剂，观察抑郁症模型大

鼠 ＯＦＣ中小胶质细胞、少突胶质细胞及星形胶质细胞及
ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＵＬＫ１通路的变化，以期为抑郁症的临床诊疗提
供更多的科学依据。

１　材料
１．１　动物

健康ＳＤ大鼠８５只，雄性，ＳＰＦ级，６～８周龄，体质量２００～
２２０ｇ，购自湖北省实验动物研究中心，生产许可证号：ＳＣＸＫ
（鄂）２０１５－００１８。所有大鼠饲养于贵州中医药大学中医药实

验中心，温度２０～２５℃，湿度５０％ ～６５％，１２ｈ交替照明，自
由饮食、摄水。

１．２　伦理审查
本研究经贵州中医药大学实验动物伦理审查委员会批准

通过，批件编号：２０２２０００４。
１．３　药物

柴胡疏肝散药用：柴胡１６８ｇ，陈皮１６８ｇ，川芎１４０ｇ，香附
１４０ｇ，枳壳１４０ｇ，白芍１４０ｇ，炙甘草８４ｇ。方中所有药材饮片
均购自北京同仁堂药店，将所有中药浸泡 ３０ｍｉｎ后，加水 １
５００ｍＬ煎煮３０ｍｉｎ，收集药液，药渣加入等量水后重复煎煮１
次，将２次煎煮后的药液合并，浓缩至含生药量１．２６ｇ／ｍＬ作
为柴胡疏肝散高剂量组药液，依次加入蒸馏水稀释，配制柴胡

疏肝散中剂量组（０．６３ｇ／ｍＬ）药液和低剂量组（０．３１５ｇ／ｍＬ）
药液。草酸艾司西酞普兰片（规格 １０ｍｇ／片，国药准字
Ｈ２００８０７８８，批号：Ｓ１４２０２１８１８２９，四川科伦药业股份有限公
司），将草酸艾司西酞普兰片碾压成粉末，加入生理盐水配置

成０．３ｇ／Ｌ的溶液。
１．４　主要试剂及仪器

兔抗ＡＭＰＫ、兔抗 ｍＴＯＲ、兔抗 ＵＬＫ１、ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＷｅｓｔｅｒｎ
一抗和二抗稀释液、ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＴＭ免疫染色二抗稀释液（中国
碧云天生物技术有限公司，批号：ＡＦ１６２７、ＡＦ１６４８、ＡＦ８３０７、
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Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０２５

Ｐ０２３９、Ｐ０２５８），胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）抗体（美国 ＢｉｏＶｉ
ｓｉｏｎ公司，批号：３２０６－２００），离子钙结合受体分子１（Ｉｂａ－１）
抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司，批号：ａｂ１７８８４６），髓鞘碱性蛋白
（ＭＢＰ）抗体 （爱必信上海生物科技有限公司，批号：
ａｂｓ１０６１４７），ＢＣＡ蛋白质定量试剂盒（北京普利莱基因技术有
限公司，批号：Ｐ１５１１－１），逆转录试剂盒［宝日医生物技术（北
京）有限公司，批号：ＲＲ０４７Ａ］，染料法荧光定量试剂盒［宝日
医生物技术（北京）有限公司，批号：ＲＲ８２０Ａ］

ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ５激光共聚焦显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司），
ＤＹＹ－７Ｃ型电泳仪、ＤＹＣＺ－４０型电转仪（北京六一仪器厂），
ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒＤ３０核酸蛋白测定仪（德国艾本德公司），
ＬＤＺ５－２低速离心机（北京京立离心机有限公司），Ｈ－７５００
型透射电子显微镜（日本日立公司），ＡＢＩ７５００型荧光定量ＰＣＲ
仪（美国ＡＢＩ公司）。
２　方法
２．１　造模及分组

将８５只大鼠按照随机数字表法分为正常组１０只和造模
组７５只。参考文献［８］，将造模组７５只大鼠采用 ＣＵＭＳ法制
备抑郁症大鼠模型。分笼饲养，并每日随机接受１种应激刺
激，如断水２４ｈ、断食２４ｈ、夹尾１ｍｉｎ、４℃冰水游泳５ｍｉｎ、摇
晃（１次／ｓ，持续５ｍｉｎ）、昼夜颠倒、电击足底（电压５０ｍＶ，每５
ｓ刺激１次，间歇５ｓ，共刺激１０次），相邻２ｄ不能接受同种刺
激，每种刺激平均使用４次。连续２８ｄ后，糖水消系数、悬浮
不动时间及旷场行走路程较应激刺激实验开始前存在明显差

异（Ｐ＜００５），视为造模成功［７，９］。将造模成功的５０只大鼠按
照随机数字表法分为模型组，艾司西酞普兰组，柴胡疏肝散低、

中、高剂量组，每组１０只。
２．２　给药

按照人和动物体表面积折算的等效剂量比率表换算高、

中、低剂量分别为１２．６０、６．３０、３．１５ｇ／ｋｇ，参考文献［１０］确定
艾司西酞普兰的给药剂量为１０．５０ｍｇ／ｋｇ，按３．１５ｍＬ／ｋｇ灌
胃，正常组与模型组大鼠灌胃等体积的生理盐水，各组每日灌

胃１次，连续２８ｄ。
２．３　样本采集

各组大鼠行为学检测后，使用１％戊巴比妥纳腹腔注射麻
醉，断头取脑。冰上剥离大鼠ＯＦＣ组织，液氮冻存２４ｈ后置于
－８０℃冰箱保存。
２．４　指标检测
２．４．１行为学检测　（１）糖水偏好实验：通过观察大鼠蔗糖水
消耗情况探索其抑郁状态，蔗糖水消耗量越大说明抑郁状态越

轻。给药结束后进行糖水偏好训练，每只大鼠（单笼饲养）饲

养笼上放置２个水瓶，训练第１天给予２瓶１％蔗糖溶液，第２
天将其中１瓶１％蔗糖水溶液换为日常饮用水。２ｄ训练结束
后，所有大鼠禁食禁水２４ｈ后，正式进行糖水偏好实验。实验
前测定糖水偏好基线，实验期间大鼠自由选择饮用１％蔗糖水
溶液或日常饮用水，第２８天进行糖水偏好系数测定。糖水偏
好系数＝蔗糖水消耗量／（蔗糖水消耗量 ＋日常饮用水消耗
量）。

（２）强迫游泳实验：通过观察大鼠悬浮不动时间探索其抑
郁状态，悬浮不动时间越长说明抑郁状态越严重。强迫游泳实

验装置为高５０ｃｍ、直径２０ｃｍ的圆柱形有机玻璃容器，水温
（２５±１）℃，水深３０ｃｍ。给药结束后，每只大鼠接受１５ｍｉｎ的
强迫游泳训练，并在第２天进行强迫游泳实验。每只大鼠进行
强迫游泳实验６ｍｉｎ，在最后４ｍｉｎ记录不动时间。大鼠保持
头部悬浮在水面上并且无明显挣扎的时间为悬浮不动时间。

（３）旷场实验：使用旷场实验检测大鼠的自发运动能力
)

探索能力和焦虑情绪，路程越长说明自发运动能力
)

探索能力

越强和焦虑情绪越轻。给药结束后，将待测大鼠放在规格为

５０ｃｍ×５０ｃｍ×５０ｃｍ的旷场箱底板中心５ｍｉｎ，记录小鼠在整
个旷场的行走路程（ｃｍ）。每只大鼠实验完成后，用７５％乙醇
擦拭旷场箱底面，去除气味减少对下一只大鼠的干扰。

２．４．２　免疫荧光法检测大鼠 ＯＦＣ组织中 Ｉｂａ－１、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ
的表达　将ＯＦＣ脑组织放入４℃ ０．９％ＮａＣｌ溶液中预冷，４％
多聚甲醛灌流固定，石蜡包埋后制成５μｍ组织切片，将切片
放置于２４孔板中，使用ＰＢＳ缓冲液冲洗３次，每次１０ｍｉｎ，摇
床处理。将清洗后的切片放置于免疫荧光封闭液中，室温下进

行孵育１ｈ。４℃下加入 Ｉｂａ－１、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ一抗孵育过夜，
ＰＢＳ清洗３次，每次 １０ｍｉｎ，摇床，室温。加入 Ｉｂａ－１、ＭＢＰ、
ＧＦＡＰ二抗孵育后，ＰＢＳ清洗３次，每次１０ｍｉｎ。染色后的切片
置于载玻片上，滴加 ＤＡＰＩ封片液后，显微镜下拍照，采用 Ｉｍ
ａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０，单张图片校正后选定测量项目及范围，测量
后输出照片数据，统一参数条件下测定图像平均光密度值。

２．４．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测 ＯＦＣ组织中 ｐＴ１７２－ＡＭＰＫ／
ＡＭＰＫ、ｐＳ２４８８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、ｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１的蛋白表
达　取大鼠ＯＦＣ组织５０ｍｇ，加入蛋白裂解液，冰上研磨，４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ，半径１５ｃｍ，离心３０ｍｉｎ。取上层清液，使用ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒对各组蛋白量分别测定，依次进行加样、电泳

以及转膜等处理，按照说明书要求操作，采用凝胶图像成像分

析系统测定蛋白表达量，蛋白表达量以目的蛋白的灰度值与

β－ａｃｔｉｎ的灰度值的比值表示。
２．４．４　实时荧光 ＰＣＲ检测 ＯＦＣ组织中 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ、ＵＬＫ１
ｍＲＮＡ表达　取 ＯＦＣ组织１００ｍｇ，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ｍＲ
ＮＡ，按照 Ｔａｋａｒａ逆转录试剂盒说明书逆转录合成 ｃＤＮＡ，按照
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ染料法荧光定量试剂盒说明书进行操
作，荧光定量ＰＣＲ仪进行基因扩增。以β－ａｃｔｉｎ为内参，数据
采用 ＲＱ＝２－△△Ｃｔ法计算相对表达量。引物序列见表 １，引物
序列由武汉谷歌生物科技公司合成。

２．５　统计学方法
本研究采用ＳＰＳＳ２６．０软件进行数据处理，符合正态分布

的计量资料以均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。方差齐则多组间比
较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ检验，方差不
齐采用Ｗｅｌｃｈ＇ｓＡＮＯＶＡ分析，两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ＇ｓＴ３检验，
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果
３．１　各组大鼠行为学检测

与正常组比较，模型组及各给药组糖水偏好系数降低、悬
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浮不动时间增加、旷场行走路程减少（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；与
模型组比较，各给药组的糖水偏好系数升高、悬浮不动时间减

少、旷场行走路程均有所升高（Ｐ＜００１）。结果见表２。
表１　ＡＭＰＫ、ＵＬＫ１、ｍＴＯＲ引物序列

基因 引物 长度／（ｂｐ）

ＡＭＰＫ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′－ＡＧＴＧＴＧＴＧＡＧＡＡＧＴＴＣＧＡＧＴＧＣＴ－３′ １０８
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′－ＣＴＧＴＴＧＴＣＴＡＴＴＡＴＧＡＧＧＴＧＧＴＡＧＧ－３′

ＵＬＫ１ Ｆｏｒｗａｒｄ：５＇－ＣＡＣＴＧＡＣＡＧＣＣＴＡＣＡＧＧＡＧＡＡＡＣ－３＇ １９０
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５＇－ＧＧＡＡＧＡＧＣＣＣＡＣＴＧＡＧＡＡＣＡＴ－３＇

ｍＴＯＲ Ｆｏｒｗａｒｄ：５＇－ＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＧＧＡＧＴＴＴＧＡＡＧＴ－３＇ １３２
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５＇－ＴＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＧＧＡＣ－３＇

β－ａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ：５＇－ＣＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧＡＧＣＡＡＧＡＧＡ－３＇ １４０
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５＇－ＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡ－３＇

３．２　免疫荧光法检测ＯＦＣ组织Ｉｂａ－１、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ的表达
与正常组比较，Ｉｂａ－１及 ＧＦＡＰ除柴胡疏肝散高剂量组

外，模型组及各给药组 Ｉｂａ－１及 ＧＦＡＰ均升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１），ＭＢＰ均降低（Ｐ＜００１）；与模型组比较，各给药组Ｉｂａ－

１、ＧＦＡＰ均降低（Ｐ＜００１）、ＭＢＰ均升高（Ｐ＜００１）。结果见
插页ⅩⅩⅤ图１、插页ⅩⅩⅥ图２、插页ⅩⅩⅦ图３、表３。
３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔｔｉｎｇ法检测ＯＦＣ组织ｐＴ１７２－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、
ｐＳ２４８８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、ｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１的表达

与正常组比较，模型组及各给药组ｐＴ１７２－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、
ｐＳ２４４８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ及 ｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１蛋白表达均降
低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；与模型组比较，各给药组 ｐＴ１７２－
ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、ｐＳ２４４８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、ｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１蛋
白表达均升高（Ｐ＜００５）。结果见图４、表４。
３．４　各组大鼠 ＯＦＣ组织中 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ、ＵＬＫ１ｍＲＮＡ表达
结果

与正常组比较，模型组、艾司西酞普兰组及柴胡疏肝散低、

中剂量组ｍＴＯＲ、ＵＬＫ１ｍＲＮＡ表达均降低（Ｐ＜００１），柴胡疏
肝散低剂量组的 ＡＭＰＫｍＲＮＡ、柴胡疏肝散低、高剂量组的
ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；与模型组比较，各
给药组ＡＭＰＫｍＲＮＡ、ｍＴＯＲｍＲＮＡ、ＵＬＫ１ｍＲＮＡ表达均升高

表２　各组大鼠行为学检测结果比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 剂量 糖水偏好系数 悬浮不动时间／（ｓ） 旷场行走路程／（ｃｍ）

正常组 １０ ０．７９±０．０８　 ６８．５７±５．５７　 ３１９６．２０±１６７．６８　
模型组 １０ ０．３４±０．１０ １１５．３８±８．５１ ２４８８．４２±１１４．２５

艾司西酞普兰组 １０ １０．５０ｍｇ／ｋｇ ０．６６±０．０６＃＃ ７５．９０±７．６０＃＃ ３０５３．０８±１４３．３３＃＃

柴胡疏肝散低剂量组 １０ ３．１５ｇ／ｋｇ ０．６２±０．０５＃＃ ７９．１６±５．８３＃＃ ２８６０．１３±１２５．４２＃＃

柴胡疏肝散中剂量组 １０ ６．３０ｇ／ｋｇ ０．５９±０．０６＃＃ ７７．５９±７．５１＃＃ ２８０５．４８±２９５．０１＃＃

柴胡疏肝散高剂量组 １０ １２．６０ｇ／ｋｇ ０．６６±０．０６＃＃ ７２．３９±６．４３＃＃ ３０６３．５１±３１４．５３＃＃○○

Ｆ值 ４４．３７５ ５９．４３４ １４．４４６
Ｐ值 Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；○○与柴胡疏肝散中剂量组比较，Ｐ＜００１。

表３　各组大鼠ＯＦＣ组织中Ｉｂａ－１、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ平均光密度比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 剂量 Ｉｂａ－１ ＭＢＰ ＧＦＡＰ

正常组 １０ ５．３７±１．２７ ２５．８７±１．９５ ９．４２±０．９０
模型组 １０ １２．３０±１．８８ １５．３２±２．０２ ２３．５１±１．４８

艾司西酞普兰组 １０ １０．５０ｍｇ／ｋｇ ６．６５±１．１１＃＃ １９．６８±２．０２＃＃ １１．０１±０．９１＃＃

柴胡疏肝散低剂量组 １０ ３．１５ｇ／ｋｇ ７．７８±０．９８＃＃ ２１．６３±１．９６＃＃△ １１．６９±１．２５＃＃

柴胡疏肝散中剂量组 １０ ６．３０ｇ／ｋｇ ７．４６±１．５３＃＃ １９．９４±２．１５＃＃ １１．３２±１．０３＃＃

柴胡疏肝散高剂量组 １０ １２．６０ｇ／ｋｇ ５．９６±１．３７＃＃▲▲○ ２０．６７±１．３３＃＃ １０．１５±０．９７＃＃▲▲○

Ｆ值 ３１．８３３ ３１．４０２ ２２６．５３３
Ｐ值 Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；▲▲与柴胡疏肝散低剂量组比较，Ｐ＜００１；○与柴胡

疏肝散中剂量组比较，Ｐ＜００５。

表４　各组大鼠ＯＦＣ组织中ｐＴ１７２－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、ｐＳ２４８８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、ｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１蛋白表达（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 剂量 ｐＴ１７２－ＡＭＰＫ ＡＭＰＫ ｐＳ２４４８－ｍＴＯＲ ｍＴＯＲ ｐＳ７５７－ＵＬＫ１ ＵＬＫ１

正常组 １０ ０．６９±０．０４　 ０．８２±０．１２　 ０．８７±０．０８　 ０．８６±０．１４　 ０．７５±０．０４　 ０．７６±０．０６　
模型组 １０ ０．３５±０．０９ ０．５５±０．０６ ０．４８±０．０８ ０．６３±０．０６ ０．４７±０．０９ ０．４９±０．０８

艾司西酞普兰组 １０ １０．５０ｍｇ／ｋｇ ０．６１±０．０７＃＃ ０．７９±０．０４＃＃ ０．６８±０．１５ ０．８３±０．１１＃＃ ０．６１±０．０８＃＃ ０．６７±０．０７＃＃

柴胡疏肝散低剂量组 １０ ３．１５ｇ／ｋｇ ０．５９±０．１１＃＃ ０．７１±０．０７△＃＃ ０．６５±０．１２＃＃ ０．７４±０．０７＃ ０．６５±０．０７＃＃ ０．６５±０．０７＃＃

柴胡疏肝散中剂量组 １０ ６．３０ｇ／ｋｇ ０．６２±０．０８＃＃ ０．７４±０．０８＃＃ ０．６１±０．０８＃ ０．７５±０．０９＃＃ ０．６６±０．０８＃＃ ０．６６±０．１０＃＃

柴胡疏肝散高剂量组 １０ １２．６０ｇ／ｋｇ ０．６２±０．０８＃＃ ０．８１±０．０８＃＃▲▲ ０．７２±０．１４＃＃○ ０．８２±０．０８＃＃ ０．７０±０．１２＃＃△ ０．７２±０．０９＃＃▲

Ｆ值 ２１．６５８ １６．８１８ １３．５４６ ７．１７３ １３．８９６ １４．２５３
Ｐ值 Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；△与艾司西酞普兰组比较，Ｐ＜００５；▲与柴胡疏肝散低剂量组比较，Ｐ＜

００５；▲▲与柴胡疏肝散低剂量组比较，Ｐ＜００１；○与柴胡疏肝散中剂量组比较，Ｐ＜００５。
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表５　各组大鼠ＯＦＣ组织中ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ、ＵＬＫ１ｍＲＮＡ的表达（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 剂量 ＡＭＰＫｍＲＮＡ ｍＴＯＲｍＲＮＡ ＵＬＫ１ｍＲＮＡ

正常组 １０ ２．０６±０．１１ １．３５±０．１４ １．３４±０．３２
模型组 １０ ０．８９±０．１４ ０．６２±０．１３ ０．７２±０．１７

艾司西酞普兰组 １０ １０．５０ｍｇ／ｋｇ １．６８±０．１５＃＃ １．２０±０．１８＃＃ １．１４±０．１９＃＃

柴胡疏肝散低剂量组 １０ ３．１５ｇ／ｋｇ １．６８±０．１４＃＃ １．０５±０．１９＃＃ １．０３±０．１４＃＃

柴胡疏肝散中剂量组 １０ ６．３０ｇ／ｋｇ １．６９±０．１３＃＃ １．００±０．１９＃＃△ ０．９９±０．０８＃＃

柴胡疏肝散高剂量组 １０ １２．６０ｇ／ｋｇ １．８２±０．１３＃＃△▲○ １．１６±０．３５＃＃ １．３４±０．２３＃＃△▲▲○○

Ｆ值 ８７．４８１ １３．８８３ １３．５８２
Ｐ值 Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１ Ｐ＜０００１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；△与艾司西酞普兰组比较，Ｐ＜００５；▲与柴胡疏肝散
低剂量组比较，Ｐ＜００５；▲▲与柴胡疏肝散低剂量组比较，Ｐ＜００１；○与柴胡疏肝散中剂量组比较，Ｐ＜００５；○○与柴胡疏肝散中剂量组比较，
Ｐ＜００１。

　　注：１：正常组；２：模型组；３：艾司西酞普兰组；４：柴胡疏肝散
低剂量组；５：柴胡疏肝散中剂量组；６：柴胡疏肝散高剂量组。
图４　各组大鼠ＯＦＣ组织中ｐＴ１７２－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、ｐＳ２４８８－

ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、ｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１的蛋白印迹图

（Ｐ＜００１）。结果见表５。
４　讨论

中医学中并无抑郁症之说，根据抑郁症临床表现可归属于

“百合病”“郁病”“脏躁”等范畴［１１］。《素问·脉要精微论

篇》中记载“头者，精明之府”，是对脑主神明的最早论述，《颅

囟经》中有记载“元神在头曰泥丸，总众神也”，意在说明神是

人体五志的统属，而神藏于脑中，也明确了五志由脑统属［１２］。

张景岳《类经》注道：“人之脑为髓海，是谓上丹田，太乙帝君所

居。”亦称太乙帝君，即泥丸君，又称太乙元真，为至尊无上之

元神和脑神。脑为奇恒之腑，主神志思维活动，大脑在精神、神

志疾病中发挥着非常重要的作用［１３］。肝主疏泄，主藏血，肝疏

泄正常，则气血和调，上荣于脑，则脑清神聪；若疏泄失常，气血

逆乱，脑失所养，则脑主宰精神活动失常，钱镜湖在《辨证奇

闻》中亦提出“脑气不足治在肝”的观点。柴胡疏肝散源于张

介宾《景岳全书》，该方是在四逆汤的基础上加陈皮、川芎、香

附以增强疏肝行气之效，后世将其作为治疗肝气郁滞的常用方

剂，现代药理研究证实柴胡疏肝散具有抗抑郁的作用。

本团队前期针对抑郁症ＯＦＣ的研究发现抑郁症模型大鼠
ＯＦＣ组织表面粗糙，细胞肿胀明显，神经嗜染质减少，且 ＯＦＣ
组织中ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ｐ－ＥＲＫ蛋白及ｍＲＮＡ表达水平均呈现异
常，说明ＯＦＣ参与了抑郁症的发病过程。一项关于首发抑郁
障碍患者经草酸艾司西酞普兰治疗８周的研究发现［１４］，患者

内侧ＯＦＣ脑区局部皮层折叠系数降低。ＡＦＲＩＤＩＲ等［１５］研究

发现抑郁症患者双侧眶额和左侧颞中回灰质体积较健康者减

小。ＬＩＣ等［１６］研究发现难治性抑郁症患者的 ＯＦＣ的静息态
脑功能磁共振 ＲｅＨｏ值与冗思量表评分呈正相关。ＯＦＣ属于
情绪调控的关键脑区，抑郁症患者出现 ＯＦＣ过度激活时，会对
社会拒绝信号表现出高强反应，增加抑郁症患者的自杀风险。

本团队前期研究发现，抑郁症模型组大鼠小胶质细胞的表

达存在异常。有研究发现［１７－１９］，抑郁症大鼠杏仁核内产生的

炎症因子激活小胶质细胞，产生补体成分，激活的小胶质细胞

诱导星形胶质细胞变为具有神经毒性星形胶质细胞而诱发抑

郁样行为。杨皓然等［２０］研究发现逍遥散可抑制海马 Ｍ１型小
胶质细胞极化，减轻中枢炎性反应而产生抗抑郁作用。ＺＯＮＧ
Ｊ等［２１］研究发现罗格列酮能够增加ＣＭＳ小鼠前额叶皮层中星
形胶质细胞的数量，并改善神经元轴突的密度。我们在前期研

究发现小胶质细胞标志物Ｉｂａ－１在模型组大鼠ＯＦＣ组织中表
达异常。本研究在前期研究基础上，观察星形胶质细胞、少突

胶质细胞是否也均参与抑郁症的发病。结果发现，模型组大鼠

ＯＦＣ组织中小胶质细胞标志物 Ｉｂａ－１、星形胶质细胞标志物
ＧＦＡＰ表达升高，少突胶质细胞标志物 ＭＢＰ表达降低，表明除
小胶质细胞外，星形胶质细胞和少突胶质细胞也与抑郁症的发

病相关。

ＡＭＰＫ在自噬调控方面发挥着能量调控的重要作
用［２２－２４］。ＡＭＰＫ一方面可通过抑制ｍＴＯＲ蛋白复合体１活化
来促进自噬；另一方面自噬启动因子 ＵＬＫ１复合体可以在
ＡＭＰＫ作用下磷酸化 Ｓ３１７、Ｓ４６７、Ｓ５５５、Ｔ５７５、Ｓ６３７和 Ｓ７７７等
多个位点促进自噬［２５－２７］。当 ＡＭＰＫ活性受到抑制时，
ｍＴＯＲＣ１活化能力增强，而ｍＴＯＲＣ１对 ＵＬＫ１丝氨酸７５７位点
的磷酸化起到促进作用，进而使自噬受抑制［２８－３０］。本次研究

我们采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测 ＯＦＣ组织中 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ、
ＵＬＫ１及其磷酸化蛋白的表达水平，观察 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＵＬＫ１
信号通路的变化。结果显示，与正常组比较，模型组 ｐＴ１７２－
ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、ｐＳ２４４８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、ｐＳ７５７－ＵＬＫ１／ＵＬＫ１均
表达异常，且药物干预后柴胡疏肝散高剂量组大鼠 ＯＦＣ组织
中 ｐＴ１７２－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、ｐＳ２４８８－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、ｐＳ７５７－
ＵＬＫ１／ＵＬＫ１的蛋白表达水平升高；实时荧光 ＰＣＲ法检测结果
显示，柴胡疏肝散高剂量组较模型组大鼠的 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ、
ＵＬＫ１ｍＲＮＡ表达均存在差异。
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综上所述，抑郁症的发病机制可能与 Ｉｂａ－１及 ＧＦＡＰ表
达水平升高、ＭＢＰ表达水平降低、ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ、ＵＬＫ１蛋白及
ｍＲＮＡ表达水平降低有关。本研究虽然对小胶质细胞、星形胶
质细胞、少突胶质细胞的表达情况进行了研究，但这３种胶质
细胞是否呈现差异性，本次研究未做相关统计。抑郁症大鼠胶

质细胞胞内ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＵＬＫ１自噬通路的变化是否与胶质
细胞的表达存在相关性，本文也未做深入研究。后期可体外培

养胶质细胞，借助 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＵＬＫ１通路的抑制剂或激动
剂，进一步研究胶质细胞中ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＵＬＫ１自噬通路的表
达情况，为ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＵＬＫ１自噬通路与胶质细胞的关系提
供依据。
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ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１０
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ⅩⅩⅤ

柴胡疏肝散对抑郁症模型大鼠ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＵＬＫ１通路及胶质细胞的作用

（正文见１７６－１８１页）

注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．艾司西酞普兰组；Ｄ．柴胡疏肝散低剂量组；Ｅ．柴胡疏肝散中剂量组；Ｆ．柴胡疏肝散高剂量组。
图１　各组大鼠ＯＦＣ组织中离子钙结合受体分子１（Ｉｂａ－１）表达（×２００）



第４３卷　第１０期
２０２５年１０月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０２５

ⅩⅩⅥ

注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．艾司西酞普兰组；Ｄ．柴胡疏肝散低剂量组；Ｅ．柴胡疏肝散中剂量组；Ｆ．柴胡疏肝散高剂量组。
图２　各组大鼠ＯＦＣ组织中髓鞘碱性蛋白（ＭＢＰ）的表达（×２００）



第４３卷　第１０期
２０２５年１０月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１０
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ⅩⅩⅦ

注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．艾司西酞普兰组；Ｄ．柴胡疏肝散低剂量组；Ｅ．柴胡疏肝散中剂量组；Ｆ．柴胡疏肝散高剂量组。
图３　各组大鼠ＯＦＣ组织中胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）表达（×２００）


