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摘要:目的 研究苍艾挥发油(VolatileoilofCangAi,VOCA)对不可预知慢性温和应激所致的大鼠抑郁样行为的影响及其可

能的作用机制。方法 将40只SD大鼠,随机分为4组,正常对照组、模型对照组、阳性药组(氯米帕明,20mg/kg)和苍艾挥

发油组(14.6μL/kg)各10只;后3组大鼠均采用6种不同刺激方式复制慢性不可预知温和应激模型(CUMS)。在CUMS造

模第15~42天进行药物干预,除阳性药灌胃给药外,其他各组均雾化吸入相应剂量的药物或溶媒。于造模后第21、28、35、42
天进行体质量、食量和毛态检测,造模结束后的第1天进行旷场实验和蔗糖偏好实验,以评价苍艾挥发油对应激所导致的抑郁

样行为的作用。用免疫荧光染色检测大鼠海马齿状回BDNF阳性细胞数、蛋白免疫印迹法检测大鼠海马中突触囊泡蛋白

(Synaptophysin)和突触后致密物质􀆼95(PSD􀆼95)的蛋白表达水平。结果 与模型组比较,VOCA可明显增加模型大鼠的水平

运动总路程、穿行格子数和移动速度,同时缩短静止时间(P<0.01),提高蔗糖偏好度(P<0.05)。VOCA在给药第7、14、21
和28天可显著增加造模动物体质量增幅和进食量(P<0.05~0.01),毛态评分则明显低于模型组(P<0.01)。同时,VOCA
能够明显增加海马齿状回中BDNF阳性细胞数和海马组织中Synaptophysin表达量(P<0.01)。结论 苍艾挥发油对抗大鼠

慢性不可预见应激抑郁的机制可能与增加BDNF含量进而增加突触囊泡膜蛋白表达从而改善突触传递效能有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE TodiscusstheantidepressanteffectandrelatedmechanismoftheVolatileoilofCangAi VOCA  
METHODS 40MaleSprague􀆼Dawleyratswererandomlydividedinto4groupsonaverage Theywerenormalcontrolgroup 
modelgroup VOCAgroup 14 6μL kg andclomipraminegroup 20mg kg  Thentheratsinlaterthreegroupswereex-
posedconstantlyto6typesofchronicandmildunpredictablestressorsfor42d VOCA solventorclomipraminewereadmin-
istratedbyaerosolinhalationorgavagefromd15tod42 Bodyweight foodintakeandcoatstateweremeasuredond21 d28 
d35andd42 OpenfieldtestandsucrosepreferencetestwereappliedtoelucidatetheantidepressanteffectsofVOCAatthe
firstdayafterthemodeling ImmunofluorescencestainingwasusedfordetectionofBDNFpositivecellsinhippocampalden-
tate WesternblottingwasusedintheobservationoftheexpressionofSynaptophysinandPSD􀆼95proteins RESULTS Com-
paredwithmodelgroup VOCAcouldincreasethetotalhorizontalmovement numberofsquarestraveledandmovingspeedof
CUMSrats whileshortentheresttimesignificantly P<0 01  Therats'preferenceforsucrosesolutionwasobviouslyin-
creasedinVOCAgroup P<0 05  TheweightgainamplitudeandfoodtakeofratsinVOCAgroupwerealsoincreasedon
the7th 14th 21thand28thdayofadministration P<0 05 P<0 01  Atthesametime thecoatstatescoresoftherats
whichtreatedwithVOCAdecreasedsignificantly P<0 01  VOCAsignificantlyincreasedthenumberofpositivecellsofBD-
NFandpromotedtheexpressionofSynaptophysinprotein P<0 05  CONCLUSION TheantidepressanteffectoftheVOCA
mayberelatedtomodulatetheexpressionofBDNFandthecriticalproteinsassociatedwithsynapticstructuralandplasticityin
thehippocampus 
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  苍艾挥发油是采用苍术、艾叶、藿香、佩兰等气

味清香、辛散走串的芳香药物所研制而成的挥发油

复方制剂,以下简称 VOCA(VolatileoilofCang
Ai)。前期研究发现,苍艾挥发油能增强正常大鼠

情绪相关脑区的功能活动、改善行为绝望动物的动

力缺乏、无助状态,提高利血平诱发的抑郁动物的运

动能力。为明确VOCA的抗抑郁作用及其可能机

制,本实验拟釆用慢性不可预知温和应激(Chronic
unpredictablemildstress,CUMS)法制备抑郁样大

鼠模型[1],观察VOCA对模型动物抑郁样行为的影

响。同时,应激是导致抑郁症发生的要素,海马是应

激损伤的敏感区,脑源性神经营养因子(Brainde-
rivedneurotrophicfactor,BDNF)水平降低、神经突

触功能失调和结构受损是抑郁症发病的主要机

制[2]。研究将通过检测分析CUMS大鼠海马BD-
NF表达、突触囊泡蛋白(Synaptophysin)和突触后

致密蛋白95(Postsynapticdensityprotein95,PSD􀆼
95)含量的变化,探析VOCA抗抑郁的可能机制。

1 材料

1.1 实验动物

SD大鼠,SPF级,雄性,40只,体质量180~220
g,购买于北京华阜康生物科技股份有限公司,动物

许可证号:SCXK(京)2014􀆼0004。

1.2 受试药物

苍术、艾叶、藿香和佩兰等药材购自云南白药集

团中药资源有限公司,由云南中医药大学中药鉴定

教研室杨竹雅副教授鉴定为正品;苍艾挥发油的制

备:取鉴定合格的药材粉碎后浸泡,提取挥发油,得
率为3.6%,用无水硫酸钠除去挥发油中残留水分

后,封闭放入4℃的冰箱保存备用。实验用时用吐

温􀆼80助溶。

1.3 实验药品和试剂

盐酸氯米帕明片(购于江苏恩华药业公司);蛋
白提取试剂盒及BCA蛋白测定试剂盒,均购于碧云

天生物公司;兔抗鼠BDNF抗体,兔抗鼠Synapto-
physin、PSD􀆼95多克隆抗体购自 Abcam 公司;β􀆼
Tubulin抗体、山羊抗兔、山羊抗小鼠二抗购自Pro-
teintech公司。

1.4 主要实验仪器和设备

电泳仪及凝胶成像仪均购于美国Bio􀆼Rad公

司;切片扫描设备NanoZoomerS60由日本滨松数

字公司提供;SMART行为学检测系统购自Panlab

Barcelona公司;自制雾化给药装置。

2 方法

2.1 模型制备与给药

采用旷场实验及蔗糖偏好实验筛选出合格健康

雄性SD大鼠40只,随机分成4组,分别为正常对

照组、CUMS模型组、氯米帕明阳性药组(20mg/

kg)、VOCA组(14.6μL/kg),每组10只动物。除正

常对照组饲养在标准大鼠框(每笼5只)外,其余各

组大鼠均单独饲养在标准小鼠框,并按随机顺序给

予以下6种应激刺激,持续42d,保证每天应激刺激

不重复且无规律性,避免动物产生适应。6种应激

刺激为:①45℃恒温温水游泳5min;②45°倾斜放

置鼠框7h;③湿垫料12h;④夹尾刺激1min;⑤配

对居住12h;⑥连续光照36h。在CUMS造模第15
~42天进行药物干预,每日1次,连续28d。除氯

米帕明组灌胃给药外,其余各组为雾化给药,模型组

给予等容积0.5%吐温􀆼80溶液。所有给药规定在

08:00am-12:00am之间完成,实验期间及结束后

检测以下指标。

2.2 指标检测

2.2.1 行为学及体质量变化率、食量和毛态 造模

后第21、28、35、42天进行体质量变化率[动物体质

量变化率=(第21、28、35、42天的体质量-第1天

的体质量)/第1天的体质量]、食量和毛态检测,造
模给药结束后进行旷场实验及糖水偏好实验。毛态

检测方法:分别从大鼠头、颈、背、腹、尾、前爪、后爪

进行评分,毛态评分标准:0分=清洁整齐,1分=色

污蓬乱;获得的分数总和即为毛态检测得分。

2.2.2 免疫荧光检测大鼠海马齿状回区BDNF阳

性细胞数 行为学指标检测结束后,麻醉动物并采

用4%多聚甲醛固定液进行灌注,灌注结束后,取大

鼠左侧海马放入10%中性福尔马林中固定。随后

浸洗、脱水、透明、浸蜡、包埋及贴片,以2%BSA封

闭,加入1%抗􀆼BDNF抗体4℃孵育过夜,室温下复

温1h,0.1%二抗避光37℃孵育1h;镜下观察DA-
PI染色为蓝色,BDNF染色为绿色,对海马齿状回

区(DG)拍照记录,随机选择5个区计阳性细胞数。

2.2.3 Westernblot法测定大鼠海马Synaptophys-
in和PSD􀆼95表达 麻醉大鼠后,取脑并于冰面上

剥离双侧海马组织,用组织裂解液裂解后、匀浆后,
采用BCA法测定总蛋白浓度。SDS􀆼PAGE电泳分

离蛋白,取出胶并转膜后,用5%脱脂牛奶封闭,分
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别加入抗Synaptophysin(1∶500)、抗PSD95(1∶
500)和抗β􀆼Tubulin抗体,4℃过夜后加相应二抗,
室温孵育1h后,用凝胶成像系统成像,并用Image
J软件分析实验结果。

2.3 统计学方法

应用Prism5.0软件统计,计量资料以􀭺x±s表

示,采取单因素方差分析(One􀆼WayANOVA)进行

总体显著性差异判断,方差齐的采用LSD法进行组

间两两比较;若方差不齐则采用秩和检验。P<
0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 VOCA对CUMS模型大鼠行为学的影响

3.1.1 VOCA对CUMS模型大鼠旷场实验的影响

 与正常组相比,造模及给药结束后模型组大鼠水

平运动总路程、穿行格子数、移动速度明显减少(P
<0.01),静止时间延长(P<0.01);与模型组相比,

VOCA组大鼠水平运动总路程、穿行格子数、移动

速度明显增加(P<0.05~0.01),静止时间缩短(P
<0.01),而阳性药氯米帕明组作用则不及 VOCA
组(表1)。

表1 VOCA对CUMS模型大鼠旷场实验的影响(􀭺x±s,n=10)

组别 总路程/mm 穿行格子数 移动速度/mm 静止时间/s
正常组 31808.42±8665.24 64.00±21.04 106.47±29.52 79.07±23.04
模型组 19216.77±6965.16## 31.70±13.06## 64.09±23.23## 127.55±46.94##

阳性药组 24339.21±10547.64 46.30±23.19 81.58±35.85 119.93±36.52
VOCA组 30084.28±11046.32* 59.90±27.38** 101.48±36.11* 85.72±25.61**

        注:与正常组比较,##P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

3.1.2 VOCA对CUMS模型大鼠蔗糖偏好的影响

 与正常组相比,CUMS模型组大鼠糖水消耗减

少;与模型组相比,VOCA组大鼠蔗糖偏好显著提

高(P<0.05)。见表2。
表2 VOCA对CUMS模型大鼠蔗糖偏好的

影响(􀭺x±s,n=10)

组别 蔗糖偏好百分比/%
正常组 88.40±5.56
模型组 68.87±16.32

阳性药组 88.96±3.38
VOCA组 89.71±4.22*

   注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

3.1.3 VOCA对CUMS模型大鼠体质量增幅、食
量、毛态的影响 对比正常组,在造模第21、28、35、

42天后,模型组体质量增幅和进食量显著降低(P
<0.01);VOCA在给药第7、14、21、28天均可显著

增加造模动物体质量增幅和进食量(P<0.05~
0.01),氯米帕明组大鼠则在给药第21、28天后体质

量增幅才显著增加(P<0.05)。见表3~4。
对比正常组,在造模第21、28、35、42天后,模型

组动物毛态评分明显增加(P<0.01),VOCA组和

阳性药组大鼠的毛态评分则均显著低于模型组(P
<0.05~0.01)(表5)。

表3 VOCA对CUMS模型大鼠体质量变化率的影响(􀭺x±s,%,n=10)

组别 第21天 第28天 第35天 第42天

正常组 26.36±3.98 27.26±3.39 34.95±7.31 46.05±5.78
模型组 8.52±4.52## 9.48±3.60## 9.58±6.73## 14.20±6.76##

阳性药组 11.36±3.03 12.27±2.58 16.09±4.85* 20.22±5.17*

VOCA组 12.64±4.37* 15.84±9.23** 18.73±4.13** 24.75±7.33**

          注:与正常组比较,##P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

表4 VOCA对CUMS模型大鼠进食量的影响(􀭺x±s,g,n=10)

组别 第21天 第28天 第35天 第42天

正常组 41.55±3.01 40.31±3.56 39.37±4.36 41.45±3.84
模型组 33.31±2.83## 31.42±4.15## 32.14±3.68## 32.61±2.62##

阳性药组 36.75±2.22* 36.21±2.85** 34.81±1.50 35.46±5.75
VOCA组 38.53±3.56** 37.70±3.08** 37.50±1.96* 37.01±3.65**

          注:与正常组比较,##P<0.01;与模型组比较,**P<0.01。

3.2 VOCA对CUMS模型大鼠海马齿状回区BD-
NF阳性细胞数的影响

与正常组相比,CUMS模型组BDNF阳性细胞

数有降低趋势(P>0.05),相较于模型组,VOCA组
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BDNF阳性细胞数升高(P<0.01),阳性药氯米帕

明组BDNF阳性细胞数也有升高趋势,但差异无统

计学意义(P>0.05)(图1)。

表5 VOCA对CUMS模型大鼠毛态的影响(􀭺x±s,n=10)

组别 第21天 第28天 第35天 第42天

正常组 0.67±0.26 0.60±0.51 1.53±0.64 1.80±0.43
模型组 3.17±0.57## 3.69±0.75## 4.00±0.88## 4.26±0.88##

阳性药组 2.27±0.59** 2.80±0.42* 2.70±0.48** 2.72±0.47**

VOCA组 2.13±0.52** 2.80±0.42* 2.83±0.39** 2.90±0.32**

          注:与正常组比较,##P<0.01;与模型组比较,**P<0.01。

注:与模型组比较,**P<0.01。􀭺x±s,n=10。

图1 VOCA对CUMS模型大鼠海马齿状回区BDNF
阳性细胞数的影响

3.3 VOCA对CUMS模型大鼠海马Synaptophys-
in和PSD􀆼95蛋白表达的影响

与正常组相比,模型组大鼠海马突触Synapto-
physin和 PSD􀆼95蛋白表达量均明显下降(P<
0.05);相较于模型组,VOCA组大鼠海马Synapto-
physin含量增加(P<0.01),突触后PSD􀆼95蛋白表

达无显著变化;阳性药氯米帕明则可显著增加PSD􀆼
95的含量(P<0.05)(图2)。

注:1.正常组;2.模型组;3.阳性药组;4.VOCA组。

与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。􀭺x±s,n=10。

图2 VOCA对CUMS模型大鼠海马Synaptophysin和

PSD􀆼95蛋白表达的影响

4 讨论

抑郁症动物模型有多种制备方法,常用的有应

激抑郁、药物致郁、孤养致郁和脑损伤致郁等[3]。慢

性应激是抑郁症的主要诱因,动物经反复应激后会

出现类似人类抑郁症的快感缺失、食欲低下等核心

症状[4],故本研究采用该模型来研究挥发油的抗抑

郁作用和机制。实验发现,VOCA能增加模型大鼠

水平运动总路程、运动速度,减少大鼠的静止时间,
说明其对模型的运动和探索能力降低有改善作用;

VOCA可逆转CUMS动物糖水偏爱率降低、增加

动物的食量和体质量,说明VOCA能改善模型动物

的快感缺失和食欲低下;VOCA能改善模型大鼠的

毛态,说明VOCA可能有改善动物的自理能力,且
作用优于氯米帕明。

研究发现,抑郁症的发病机制与海马萎缩、海马

神经元缺失、前额叶和海马的突触连接减少等有

关[5],是海马神经元在不良应激的诱导下神经可塑

性发生变化的结果[6]。BDNF作为神经营养因子家

族的一员,广泛分布于中枢神经系统,其中海马和皮

质的含量最高。BDNF不仅能促进和改变神经的生

长、发育和生存,而且也是调节神经可塑性的重要因

子[7]。BDNF可通过与其特异性受体 TrkB结合,
进一步激活下游Ras􀆼ERK、PI3K/AKT和PLCγ信

号通路增加突触的数目、调节突触形成[8]。突触连

接是神经元间信息交流的主要形式,是神经可塑性

的主要部位[9]。突触可塑性主要表现为突触的形

态、结构、数量及其功能的变化[10􀆼11],突触部位的某

些蛋白质在突触可塑性中起到非常关键作用。其

中,Synaptophysin是位于突触囊泡膜上的蛋白,与
突触的形成和囊泡循环有密切联系[12],其表达量反

应突触发生和突触密度情况[13]。因此,该蛋白常作

为突触前膜的特异性标志[14]。PSD􀆼95是突触后膜

上的脚手架蛋白,其含量最高,作用最关键,主要出

现在成熟的兴奋性谷氨酸能突触中[15􀆼16],是突触后

膜上的受体活动和稳定性所不可或缺的蛋白,是突

触后特异性标志物之一[17]。本研究发现,CUMS模
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型大鼠海马齿状回BDNF阳性细胞数减少,海马组

织中Synaptophysin和PSD95蛋白表达降低,这与

以往的研究相符,VOCA给药后可显著增加齿状回

BDNF表达和突触前Synaptophysin的蛋白含量,
对突触后PSD95的蛋白表达没有显著影响,由此我

们推测VOCA对抗大鼠慢性不可预见应激抑郁的

机制可能与增加BDNF含量进而增加突触囊泡膜

蛋白表达从而改善突触传递效能有关。
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