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摘要:目的 以栀子不同炮制品为研究对象,比较不同炮制品栀子抗抑郁作用及其机制。方法 建立慢性不可预知性应激

(CUMS)小鼠模型,并采用栀子不同炮制品水提物干预;给药结束后,采用行为学评价其抗抑郁作用的差异,并探讨其分子学

机制。结果 与模型组相比,炒、焦、生栀子组小鼠糖水消耗显著升高(P<0.01);炒、焦栀子明显降低悬尾试验(P<0.05)和

强迫游泳试验(P<0.05~0.01)的不动时间,生栀子对以上2者无显著改善;小鼠海马组织中炎性因子白细胞介素1β(IL1β)、

肿瘤坏死因子α(TNFα),磷酸化核因子κB(pNFκB)(P<0.01)以及胶质纤维酸性蛋白(GFAP)(P<0.01)的表达在造模后

显著上升,炮制后栀子(炒、焦)抗炎作用优于生栀子。其中炒栀子抗炎作用最优,ILβ、TNFα和GFAP均能被炒栀子显著下

调(P<0.01)。结论 栀子不同炮制品抗抑郁作用存在差异,其抗抑郁作用差异与其调节小鼠海马组织中炎性因子IL1β、

TNFα等以及GFAP的表达有关。
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  目前全球约有3.5亿抑郁症患者,抑郁症带来

沉重的社会负担并可导致自杀,每年因抑郁症自杀

死亡人数高达100万人。抑郁症的发病率逐年上

升,预计到2020年将成为仅次于心脏病的第二大人

类疾病[1]。
情绪障碍在某些情况下被认为是炎症性疾病,

有证据表明,促炎细胞因子在重度抑郁患者和双相

情感障碍中均有所增加[24]。炎症影响神经元的生

长和存活。细胞因子导致氧化应激,氧化应激损害

与情绪相关的大脑区域的胶质细胞,如前额皮质和

海马[5]。最近一项对大鼠的研究发现,社交失败的

易损性部分是由于前炎症过程的增加和腹侧海马
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区[6]的血管重构。细胞因子信号转导途径(例如

NFκB)导致的炎症反应,可能会进一步加剧抑郁症

状[7]。循环中促炎细胞因子水平的升高以及伴随而

来的脑内小胶质细胞的激活已被证明在抑郁症的形

成中发挥了作用[8]。炎症活化的中枢神经星形胶质

细胞以肥大和增殖为特征,细胞骨架胶质纤维酸性

蛋白(GFAP)表达上调[9]。总之,抑郁和炎症相互

促进,有明确的联系[10]。
栀子为茜草科植物栀子Gardeniajasminoides

Ellis的干燥成熟果实。具有泻火除烦、清热利湿的

功效[11]。郝文宇等[12]报道栀子粗提物能促进海马

神经细胞的成熟,有助于恢复抑郁小鼠海马的结构

和功能。栀子苷是从栀子果实中提取的环烯醚萜苷

类化合物,是其主要活性成分[13],具有抗炎和抗氧

化活性[14]。课题组前期对复方越鞠丸(栀子、川芎、
香附、神曲、苍术)抗抑郁的研究中也发现,栀子是其

发挥抗抑郁作用的关键性成分[15]。
目前《中国药典》中载有生、炒、焦栀子3种制

品[11]。栀子的炮制在古籍中早有记载,《丹溪心法》
有“炒令十分有二分焦黑”及“炒黑”[16]等不同炮制

程度的记载。但迄今为止,关于比较不同炮制品栀

子抗抑郁作用的研究还很少,其中的生物学机制仍

很复杂。因此,本研究以栀子的不同炮制品为对象,
比较不同炮制品之间抗抑郁作用的差异,旨在寻找

不同炮制品栀子抗抑郁作用差异的潜在机制。

1 材料

1.1 动物

雌性BALB/c小鼠60只,体质量(20±2)g,购
自常州卡文斯实验动物公司,动物许可证号:SCXK
(苏)20160010,年龄6~8周。动物房室温为25
℃,昼夜交替12h,湿度为46%,动物正常进食饮

水。所有动物程序均按照南京中医药大学动物护理

与使用专业委员会批准的《实验动物护理与使用指

南》进行。

1.2 药物及试剂

生栀子(SZZ)购自安徽亿源中药饮片科技有限

公司,产地江西,批号:20180508。炒栀子(CZZ)、焦
栀子(JZZ)药材由南京中医药大学单鑫老师制得。
将生、炒、焦栀子采用水煎煮的方法,经过2次煎煮

后,合并水煎液并滤过,用旋转蒸发仪将水煎液浓缩

成每1mL含生药量0.4g,4℃冰箱保存备用。给

药持续2周。中药制剂及载体灌胃给药,剂量为每

10g小鼠体质量灌胃0.1mL(4g/kg)。氟西汀

(FLU,古田药业,中国),溶于生理盐水,腹腔注射

20mg/kg。RIPA 裂解液、PMSF100mmol/L;一
抗IL1β(批号:AF5103)、TNFα(批号:AF7014)均
购于Affinity公司、pNFκBp65(批号:3039)、NF
κBp65(批号:8242)、GFAP(批号:12389)、GAPDH
(批号:5174)均购于CellSignalingTechnology公

司。

1.3 仪器

旋转蒸发仪(河南巩义矛华仪器设备有限公

司),凝胶成像及分析系统(Tannon公司),小鼠悬

尾强迫游泳实验视频分析系统(上海吉量软件公

司),Nanodrop2000超微量分光光度计(Thermo公

司),蛋白电泳及转膜系统(BioRad公司)。

2 方法

2.1 模型建立与分组

建立慢性不可预知应激性(CUMS)抑郁症模

型。实验过程中,小鼠被单独饲养,每天随机接受1
个应激源。轻度应激源包括:笼体45°倾斜24h,24
h不进食,24h不饮水,湿垫24h,50mL管中约束6
h,夜间照明(每周夜间照明2次)。对照组(CON)
小鼠(n=10)在正常条件下分组饲养。3周后,使用

生、炒、焦栀子水提物,氟西汀或载体每日1次,共5
组(n=10),共2周。同时,对照组小鼠单独使用载

体给药。

2.2 行为学测试

2.2.1 糖水偏好试验 在给药24h后进行测试,预
先禁食禁水24h,在给药的最后1d,进行行为测试。
后将所有小鼠单笼放置,同时给予小鼠2%蔗糖水

溶液与纯水各1瓶,实验前称取带水瓶质量,放置2
h后,再次称量带水瓶质量。通过蔗糖溶液消耗量

与总消耗量的比值来计算蔗糖消耗的比例。每7d
记录1次糖水偏好试验。

2.2.2 悬尾试验[17] 小鼠尾部用胶布固定。放在

通用隔音行为箱内,并倒挂于悬挂钩上,保持其尾尖

距胶布大约1cm。小鼠为了摆脱不正常的体位而

挣扎活动,活动一段时间即出现间断性不动,表现出

绝望状态。记录小鼠6min内的活动情况,分析后4
min内小鼠的不动时间作为绝望时间。

2.2.3 强迫游泳试验 将每只动物轻轻地放入1
个高40cm,直径20cm的透明圆柱形玻璃瓶中,装
满水(23℃),强迫游泳6min。实验结束后,用纸巾

把小鼠擦干,放回笼子里。在6min的测试时间里,
计算小鼠在后4min漂浮在水中的静止时间。
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2.3 Westernblot法检测相关蛋白的表达

小鼠在行为测试后被处死,在寒冷条件下,大脑

组织立即被移除。整个海马组织在含有蛋白酶抑制

剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA缓冲液中裂解。依据

GFAP、白细胞介素1β(IL1β)、肿瘤坏死因子α
(TNFα)、磷酸化核因子κB(pNFκB)和核因子κB
(NFκB)的蛋白分子量,选择适当浓度的聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离蛋白质,并将其转移到PVDF膜

上。5%BSA封闭1h后,然后将膜分别放入预先加

有一抗的抗体盒中,4℃冰箱摇床过夜。次日用

TBST缓冲溶液洗膜3次,将PVDF膜分别放入加

有对应二抗的抗体盒中,摇床上室温孵育1h,ECL
显影。采集并分析目的蛋白条带灰度值。

2.4 统计学方法

所有数据表示为x±s。使用单因素方差分析

(ANOVA)和Bonferroni校正分析组间差异。使用

GraphPadPrism软件进行统计学分析。

3 结果

3.1 不同炮制品栀子水提物对小鼠糖水偏好的影

响

造模3周及之后给药期间,对照组小鼠均饮食

正常,其余各组均未出现死亡现象。在4g/kg的生

栀子、炒栀子和焦栀子处理2周后进行多项行为测

试。图1显示,与对照组相比,CUMS小鼠的糖水

偏好显著降低(P<0.01),提示成功诱导抑郁样行

为。给药2周后,炒栀子、焦栀子、生栀子和氟西汀

组的糖水消耗量均显著高于CUMS组(P<0.01),
炒栀子的改善效果最佳。

注:与对照组比较,**P<0.01;与模型组比较,
##P<0.01。x±s,n=10。

图1 不同炮制品栀子水提物对小鼠糖水偏好的影响

3.2 不同炮制品栀子水提物对小鼠悬尾测试的影

响

在悬尾测试中,CUMS小鼠的不动时间显著高

于对照组小鼠(P<0.01)(图2)。炒栀子和焦栀子

给药显著缩短了CUMS小鼠在尾悬试验中的静止

时间(P<0.05),氟西汀组不动时间显著降低(P<
0.01),生栀子组小鼠的不动时间与CUMS小鼠无

明显区别。与焦栀子相比,炒栀子更好地缩短了

CUMS小鼠的不动时间。

注:与对照组比较,**P<0.01;与模型组比较,#P<0.05,
##P<0.01。x±s,n=10。

图2 不同炮制品栀子水提物对小鼠悬尾测试的影响

3.3 不同炮制品栀子水提物对小鼠强迫游泳测试

的影响

CUMS小鼠与对照组相比,在强迫游泳实验中

漂浮在水中的静止时间显著延长(P<0.01)(图3)。
炒栀子和焦栀子给药显著缩短了CUMS小鼠强迫

游泳试验的静止时间(P<0.05~0.01),其中炒栀子

的药效最好,生栀子给药无显著改善。

注:与对照组比较,**P<0.01;与模型组比较,
#P<0.05,##P<0.01。x±s,n=10。

图3 不同炮制品栀子水提物对小鼠强迫游泳测试的影响

3.4 不同炮制品栀子水提物对小鼠海马炎症水平

的影响

图4结果显示,与对照组相比,CUMS小鼠海

马组织中促炎性因子IL1β和TNFα的水平显著

升高(P<0.01);与CUMS组相比,生、炒、焦栀子水

提物处理后小鼠海马组织中IL1β水平均显著降低

(P<0.01),只有炒栀子显著下调了CUMS小鼠的

TNFα水平(P<0.01)。
为了进一步检测不同炮制品栀子对炎症水平的

影响,我们还对小鼠海马组织中与炎症相关的pNF
κB及NFκB进行检测。与对照组相比,CUMS小
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鼠海马组织中pNFκB的表达明显升高(P<
0.01);与CUMS组相比,3种炮制品水提物处理后,

CUMS小鼠海马组织中的pNFκB具有下降趋势

但无统计学意义。

注:与对照组比较,**P<0.01;与模型组比较,##P<0.01。x±s,n=10。

图4 IL1β、TNFα、pNFκB、GFAP在海马中的表达情况

3.5 小鼠海马组织中GFAP的表达情况

图4结果显示,相比对照组,CUMS显著上调了

GFAP的水平(P<0.01);与CUMS小鼠相比,炮制

后的炒栀子和焦栀子显著下调GFAP的活化(P<
0.01)。这可能提示中枢神经系统对于炎症的反应

性降低。生栀子处理并未出现显著变化。

4 讨论

CUMS模型使用模拟应激源在啮齿类动物中

诱导抑郁[18],是一种被广泛应用的有效方法[19]。

CUMS模型小鼠缺乏快乐,运动能力和探索能力下

降[20]。在CUMS小鼠模型中,行为测试缺陷是一种

明显的症状,表现为不动时间延长,蔗糖摄入量减

少[21]。本研究中,炒栀子和焦栀子给药后的小鼠糖

水偏好显著高于CUMS组(P<0.01)。同时,炒栀

子和焦栀子也显著缩短了CUMS小鼠在悬尾试验

(P<0.05)和强迫游泳试验(P<0.05~0.01)的不动

时间。生栀子对悬尾试验和强迫游泳试验的不动时

间均无显著改善,但具有下调趋势。在我们的研究

中,氟西汀在2周后显示出抗抑郁效果,而4g/kg
的炒栀子和焦栀子与其作用类似。以上结果说明,
不同炮制品栀子水提物对CUMS小鼠具有抗抑郁

作用,且炒栀子和焦栀子的药效优于生栀子,其中以

炒栀子最强。

CUMS小鼠出现抑郁样行为的同时也伴随着

海马炎症水平的升高。重度抑郁患者的IL1β水平

升高,且与抑郁症的严重程度相关[22],而缺乏IL1
受体的小鼠在承受长期压力后,能够抵抗抑郁样行

为的发 生[23],抗 抑 郁 药 物 相 应 降 低 了IL1β水

平[22]。在本研究中,与CUMS小鼠相比,炒、焦、生

栀子水提物处理后小鼠海马组织中IL1β水平均显

著降低(P<0.01),只有炒栀子显著下调了CUMS
小鼠的TNFα水平(P<0.01)。3种炮制品水提物

处理后,CUMS小鼠海马组织中的pNFκB均具有

下降趋势但无统计学意义。炎症活化的中枢神经星

形胶质细胞以肥大和增殖为特征,细胞骨架GFAP
表达上调[9]。本研究中,CUMS小鼠的GFAP水平

在海马组织中显著升高。由此我们认为,海马炎症

水平的升高预示着反应性神经胶质增生[24],以及海

马星形胶质细胞的激活,进而反映出神经元的功能

失调。炮制后的炒栀子和焦栀子显著下调CUMS
小鼠GFAP的活化(P<0.01),生栀子无改善作用。
不同炮制品栀子水提物能够显著下调CUMS小鼠

的炎症水平,其中以炒栀子的抗炎作用最强。
综上所述,应激诱导的炎症过程存在于脑中,且

CUMS小鼠在行为学中延长的不动时间与脑部的

炎症密切相关。不同炮制品栀子水提物可以不同程

度地下调CUMS小鼠海马的炎症水平,这可能是其

产生抗抑郁作用并存在作用差异的机制之一。
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